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SPOSOBY OCENY NARAZENIA NA

CZYNNIKI SRODOWISKOWE

€ ankietyzacja
€ pomiar markeréw ekspozycji

< ¥ pomiar specyficznych biomarkeréw ekspozycji =>
egzogenne substancje Tub ich metabolity, a takze produkty interakcji
miedzy czynnikiem chemicznym i docelowymi czgsteczkami lub
komorkami. Preferowane sg biomarkery, ktore tgcz3 sie z
mechanizmami toksycznymi i okreslajg ilosciowo zaleznos¢ dawka -

odpowiedz.
pomiar biomarkerow efektu(skutku) - mierzalne

biochemiczne, fizjologiczne, behawioralne i inne zmiany
zachodzgce wewnatrz organizmu.

€ pomiar biomarkeréw wrazliwosci - wskazniki wrodzonej
lub nabytej zdolnosci organizmu do odpowiedzi wywotanej
ekspozycjg na specyficzny ksenobiotyk.
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Cel badan

Celem badan byta wstepna ocena
narazenia na rte¢ i wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne (WWA) dzieci
z syndromem autyzmu(ASD) oraz chorych na
stwardnienie rozsiane(SM) z rejonu Slaska.

PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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Czynniki , ktore majq wplyw na

srocesy biotransformacii :
« wiek
- plec
- uwarunkowania genetyczne

- skiad diety

a takze: stan zdrowia (choroby watroby,
jelit), rodzaj pracy (stres: temperatura,
hatas, zmeczenie), ciaza, inne

PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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PRZYKLAD AKTYWACJI METABOLICZNEJ

BENZO(A)PIRENU W ORGANIZMACH
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OH
1-hydroksypiren QCO

W roku 2005 zostata ustanowiona przez Komisje HBM
wartosc¢ referencyjna wydalania hydroksypirenu dla ogétu
spoteczenstwa (Komisja Human Biomonitoring 2005, 2009).
Dla dzieci niepalgcych aktywnie (w wieku 3 - 14 lat) i dla
dorostych niepalacych aktywnie (wiek 18 - 69 lat) wartos¢

referencyjna wynosi 0,5 mikrograma hydroksypirenu na litr
moczu.

1-hydroksypiren jako biomarker zanieczyszczen powietrza

Manuela Ciarrocca et al..Journal of Exposure Science and Environmental
Epidemiology 24, 17-26 (January/February 2014) | doi:10.1038/jes.2012.111
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Oznaczenia 1-hydroksypirenu

Probka moczu (10 mL)

hydroliza enzymatyczna
(B-lukuronizadaza/arylosulfataza)

helix pomatia)

INKUBACIJA (16 h, temp. 37°C)

1 pH=5,5

EKSTRAKCJA SPE C18

Kondycjonowanie,

Il | elucja 5 mL metanol: aceton (1:1)
*
N,” Odparowanie do sucha

! Kolumna Luna C18 (250 x 3 mm; 5, 100A;
Analiza HPLC z Detektorem Phenomenex), faza ruchoma - metanol (100%)

. oraz 40% roztwor metanolu w wodzie w
FluorescenCYj nym elucji gradientowej przy dtugosci fali

wzbudzenia 242 nm oraz fali emisji 389 nm
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Przyktad analizy 1-hydroksypirenu wyizolowanego z moczu chorego

na SM, oznaczanego technikg HPLC z detektorem fluorescencyjnym
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Chromatogramy wzorca 1-hydroksypirenu (A)
i ekstraktu prébki moczu chorego na SM (B) oraz
probki z dodatkiem wzorca (C)
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Ll ‘Jlr- ) ma= WAl J H
- Srednie stezenie rteci w atmosferze ziemskiej
miesci sie w granicach od 1,2 ng/m? do 4,0 ng/m?3
nad najbardziej uprzemystowionymi obszarami
Europy.

* Najwiecej rteci znajduje sie w powietrzu [
w poblizu elektrowni weglowych oraz
sktadowisk niektorych odpadow prze-

mystowych | komunalnych.

M ~

« Zdymem tytoniowym 5-13 ng/papieros
J. Anal. Appl. Pyrolysis 83 (2008) 7-11
PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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Rte¢ Hg wystepuje w postaci par @
lub zwiazkéw nieorganicznych, '

tatwo tworzy zwigzki metaloorganiczne.
» sole metylorteci CH;HgX

* metylo | dimetylortec CH;Hg, (CH,),Hg.

Rte¢ wykazuje powinowactwo do grupy
tiolowe] —SH(sulfhydrylowej).

PIE - paidziernik, Katowice 2017
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Dziatanie toksyczne rteci wigze sie z jej

powinowactwem do:

s grup sulfhydrylowych
»* grup karboksylowych
¢ grup aminowych

** aminokwasow

PIE - pazdziernik, Katowice 2017



* Biologiczny okres pottrwania rteci w mézgu wynosi
kilka lat, w nerkach 64 dni, we krwi 2-4 dni.

 Dawka smiertelna dla dorostego wynosi okoto 1 do 4
gramow.

* Wspodlny Komitet Ekspertow ds. Wyzywienia i
Rolnictwa ONZ i WHO ograniczyt maksymalna
dopuszczalng dawke rteci organicznej do 1,6 pug na
kilogram masy ciata w ciggu tygodnia. Komisja
Europejska przyjeta te wartos¢ dla catkowitej
zawartosci rteci (Komisja Europejska 2006).

PIE - paidziernik, Katowice 2017



Losy rteci w organizmie cztowieka

Btona komodrkowa jest pierwszym miejscem
atakowanym przez rtec i inne metale ciezkie.

Nerki s3 narzadem o najwiekszej kumulacji rteci.

Uktadem krytycznym w wyniku przewlektego narazenia
na pary rteci jest OUN

Rtec i jej zwigzki tatwo przenikajg przez tozysko
stanowigc zagrozenie dla ptodu (zawartos¢ metylorteci
w krwinkach ptodu jest wieksza niz w krwinkach matki)

Jedng z najwczesniejszych zmian biochemicznych przed
wystgpieniem zmian fizjologicznych w zatruciu
metylortecia jest zaburzona synteza biatka.

PIE - paidziernik, Katowice 2017



KUM
Zawartosc rteci w organizmie mozna oznaczyc
w probkach:

— Krwi,

— Moczu,

— Wilosow

— Paznokci

— Mleka kobiet karmiacych.

~ PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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Oznaczanie rteci

Oznaczanie rteci wykonywano za pomocg termiczne;j
dekompozycji zwigzkow rteci, amalgamacji i oznaczaniu rteci

w materiale biologicznym metodg spektrometrii atomowej przy
dtugosci fali 253,7 nm z zastosowaniem analizatora rteci DMA-80
firmy Milestone w IMP im. Prof. J.Nofera w todzi. Identyfikator
metody badawczej: ZBM-PB-35 (wyd.1 z dn.05.01.2015)

Inne metody:

- HPLC-ICP-MS, ,tagodna” ekstrakcja r-rem L-cysteiny (2- merkaptoetanolem)
/HCL/KCI(H,0)

- GC z detekcjg optyczng i wzbudzeniem w plazmie mikrofalowej po mikroekstrakcji

do fazy statej w fazie nadpowierzchniowej HS PME-GC-MIP-OES

PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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Materiat badawczy

Ankiety oraz nieinwazyjnie pobierane probki wtosow
i moczu od:

- os60b chorych na stwardnienie rozsiane
zamieszkujacych rejon Goérnego Slaska (35 ankiet
oraz nieinwazyjnie pobierane prébki wiosow i moczu
29), gtéwnie skupionych w Slaskim Stowarzyszeniu
Chorych na Stwardnienie Rozsiane SEZAM SM, z
siedziba w Gliwicach-Bojkowie. Probe kontrolng
stanowity zdrowe osoby (21) - rodzina i
przyjaciele(GK) chorych na SM w wieku od
dwudziestu do ponad piecdziesiat lat.

PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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Materiat badawczy

- dzieci, u ktorych zdiagnozowano syndrom
autyzmu(ASD) z rejonu Gérnego Slaska (18 w tym
12 chtopcow) i dzieci zdrowych(19 w tym 10
chtopcow-GK) z tego samego rejonu w wieku od 2
do 14 lat.

Na przeprowadzenie wymienionych badan uzyskano
odpowiednie zgody Lokalnej Komisji Bioetyczne,;.

PIE - paidziernik, Katowice 2017
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Ocena statystyczna

Otrzymane wyniki przedstawiono stosujac
podstawowe parametry statystyki opisowej.

Testem Shapiro-Wilka badano zgodnos¢ rozkiadu
zmiennych z rozktadem normalnym, a do poréwnan
pomiedzy poszczegdlnymi grupami uzywano testow
nieparametrycznych Kotmogarowa-Smirnowa i U.
Manna-Whitney’a, do oceny korelacji wykorzystano
test Spearmana. Za statystycznie znamienny przyjeto
poziom istotnosci p<0,05. Do obliczen zastosowano
program komputerowy Statistica 9.0 (StatSoft,
Krakdw, Polska) i Microsoft Office Excel 2010.

PIE - pazdziernik, Katowice 2017



Stwardnienie rozsiane (fac. sclerosis multiplex,
SM, ang. multiple sclerosis, MS) — przewlekta,
zapalna, demielinizacyjna choroba centralnego
ukliadu nerwowego, w ktorej dochodzi do
wieloogniskowego uszkodzenia (demielinizacji
i rozpadu aksonow) tkanki nerwowe,;.

PIE - paidziernik, Katowice 2017
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Wybrane czynniki zwigzane z SM:

» czynniki genetyczne,

» Infekcje (wirusy, bakterie, grzyby),
» szerokosc¢ geograficzna,

» ekspozycja na swiatio,

»poziom witamin m.in D,

PIE - pazdziernik, Katowice 2017



Czynniki srodowiskowe wigzane z SM:

¢ leki zazywane w cigzy

¢ ekspozycja ptodu na uzywki spozywane
przez matke

¢ dziatanie srodkow uzalezniajgcych

¢ zanieczyszczenie srodowiska (dziatalnosc¢
@rzemystowa, palenie odpadow domowych,
spalanie paliw, palenie tytoniu,
zanieczyszczenia srodowiska metalami)

¢ dieta, hormony

PIE - paidziernik, Katowice 2017
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do 20 lat 21-30 31-40 41-50 pow 50 lat

losoba 60s06b 170s6b 140sb6b 90sb6b

2,13% 12,17% 36,17% 29,79% 19,15%

Dystrybucja badanej grupy chorych na SM

w zaleznosci od wieku
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PUM

M 1- Gliwice, Zabrze, Bytom 53,19%

M 2-Tarn. Gory i ok. 14,89%
B1-wies12,77%

M 3- Katow. Chorzdw, Siem. Myst. 17,02% H2-do10tys 10,64%

¥ 3-10-50ty$ 10,64%
M 4 - Czest. Lubliniec ok. 4,26% B 4-50-100ty$ 19,15%

me. - . 0
B 5 - Tychy, Bielsko ok. 4,26% 5- powyzej 100tys 46,81%

6 - Bedzin, Sosnow. Czelad ok. 6,38%

Dystrybucja badanej grupy chorych na SM w zaleznosci od rejonu (A),

miejsca (B) zamieszkania

PIE - pazdziernik, Katowice 2017



Najczestsze objawy

inne

prob.z pecherzem
spastycznos¢
zaburzenia nastroju

parestezje

prob.z widzeniem

prob.z chodzeniem

zab. réwnowagi

meczliwosé 78,3

90

Najczestsze objawy ankietowanych chorych na SM
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Postac SM
40,43 %
31,91 %
12,77 %
o,
8 ongl 6,38 °io
.-"fff-) .-"'-/
remit-nawr. wtérn post. pierw. post post-nawr nie wiem

Posta¢ SM w zaleznosci od wieku

d

remit-nawr.

H DO 20 lat

wtdrn post.

M 21-30lat

pierw. post

M 31-401at

post-nawr

B 41-50Iat

nie wiem

H POWS5O0lat
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M brak narazenia M zaktady przemystowe

= elektrownie, cieptownie B natezony ruch samochodowy

28,26%
34,78%

Narazenie chorych na SM na wybrane
zanhieczyszczenia srodowiskowe

PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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2000
1800
1600
1400
1200
1000

800

600

1-OHP nmol/mol creatinine

400

200

-200

Wykr. ramka-w gsy w zgledem grup
Zmienna: 1-OHP nmol/mol creatinine P=O, 007

0 Mediana
[1 25%-75%
T Min-Maks

grupa

Porownanie stezen 1-hydroksypirenu oznaczanego

w moczu chorych na SM i w grupie kontrolnej

PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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Zmiennosc genetyczna i indywidualne
mozliwosci usuwania rteci
prawdopodobnie odgrywajg wazna role
w wieloczynnikowej etiologii SM.

Acta Neurol Scand.1993 Jun;87(6):461-4.
J Public Health Dent. 2007 Winter;67(1):64-6.

https://articles.mercola.com/sites/articles/archive/2014/08/05/dental-amalgam-
mercury-poisoning.aspx

PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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0,0

Stezenie rteci w mg/g wiosow

P> 0,05

® Srednia
[]$redniaz2* Blad std
T SredniazOdch.std

Kontrola SM

0,5

04 |

03

02

01

Stezenia rteci w mg/g wtoséw palacych i niepalacych

1

P kontrola

N-Kontrola

P-SM

N-SM

P<0,05

® Srednia
[1Srednia2* Btad std
T SredniatOdch.std

Wyniki oznaczania zawartosci rteci we wtosach osdb |

chorych na SM i grupy kontrolnej (A) oraz osob
palacych i niepalacych (B)
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M nie pale

palacy/niepalacy

M palitem przed diagnoza ¥ pali nadal

Narazenie na dym tytoniowy

B palagcy Mnarazenina dym tytoniowy M niepalacyinienarazeni

Narazenie chorych na SM na dym tytoniowy

PIE - pazdziernik, Katowice 2017




Stezenie rteci w ug/g wlosow

dla Q_aﬁ;cych""
0,271 +/- 0,143 ug/g 04274+/-0,125 pg/g

0p 01934/ | 0,190 +/-
0,124 pg/g 0,118 pg/g
T
O Srednia
[] Srednia+2*Btad std
0,0 ‘ ‘ T SredniazOdch.std
Kontrola SM

0,146+/-106 0,161 +/- 0,112 ug/e
dla niepalacych

Wyniki oznaczania zawartosci rteci we wtosach oséb chorych na SM (0,029-

0,592 ug/g wtosow) i grupy kontrolnej ( do 0,020 — 0,364 pg/g wtosow)
PIE - pazdziernik, Katowice 2017



Mediana; Wspdlczynnik: 25%-75%; Was: Zakres nieodstajgcych

0,7
P=0.03
0,6 t ‘
(
05 | ° P>0.05 -
VI [ \

| T
02 o 1

T = .

0,0 t

SRTEC  [ngg wiosa
o Odstajgce
01 ‘ ‘ * Ekstremalne
Niepalacy Palacy 9 RTEC/kreat [ng/d]
© QOdstajgce
Palacy/Niepalacy + Ekstremalne

Wyniki oznaczen rteci w moczu [l i we wiosach ] chorych

na SM palacych i niepalgcych
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B mocz m wiosy

0,985

kobiety mezczyzni palacy i narazeni niepalacy ogdlnie
na dym tytoniowy

Zawartosc rteci w analizowanych probkach wiosow [u g/g |

| W moczu [ug/g kreatyniny] pobieranych od chorych na SM

PIE - pazdziernik, Katowice 2017
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SM a palenie tytoniu

2-krotnie wieksze prawdopodobienstwo zachorowania na SM

u 0so0b palacych przed 15 rokiem zycia -Riise, T. Smoking and Multiple
Sclerosis, Neurology, 28, 2003; 61: pp 1122-1124

Badaniami przeprowadzanymi w Szwecji stwierdzono, ze bierne

palenie zwieksza ryzyko zachorowania na SM (OR 1.3, 95% Cl 1.1-1.6)
Ther Adv Neurol Disord. 2012 January; 5(1): 13-22.

Dr Bianca Weinstock-Guttman (Professor of Neurology, State University of New
York at Buffalo ) wraz ze swoimi wspotpracownikami przebadata 368 pacjentéow
chorych na MS w przecietnym wieku 44 lat, u ktérych chorobe zdiagnozowano 12
lat wczesniej. Z tej grupy ludzi 240 nigdy nie palito, 96 byto natogowymi palaczami,
a 32 palito w przesztosci. Natogowi palacze w poréwnaniu do niepalacych mieli

o 17 procent wiecej uszkodzen mézgowych.

health.yahoo.com | medycyna24.pl/stwardnienie-rozsiane-a-palenie-papierosow

PIE - paidziernik, Katowice 2017



GLOWNE PRODUKTY PRZEMIAN NIKOTYNY
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NORKOTYNINA

1-N- TLENEK NIKOTYNY 1,1'-N,N-DITLENEK NIKOTYNY
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Zaleznosc stezenia hydroksykotyniny w moczu vs rteci we

wtosach chorych na SM

Wykres rozrzutu  hydroksykotynina ng/ml moczu wzgledem riec  Mgfg whosow
120 . . . . . . : . .

100 ¢ o

80 r

hydroksykotynina ng/ml moczu

=20

000—8Q5 010 015 020 025 030 035 040 045 050
|r=0,492{p = 0.038} re¢  pg/g wioséw
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Densytogram mieszaniny wzorcow i ekstraktow probki

moczu osoby chorej na SM i dziecka autystycznego
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przéz EPA*za ; i
bezpieczng Chtopcy : dziewczynki 3-5 /1
(O,ikuid : wspotczynnik chorobowosci
Hg/kg/dzien !

A wynosi 30/10000

cztowieka.

dziecko zatrute rtecia. dziecko autystyczne

Autyzm jest schorzeniem neurobiologicznym

0 nieustalonej etioloqii
U ponad 90 % pacjentdow z syndromem autyzmu (ASD) w badaniach
neuropatologicznych mozgowia stwierdza sie wieloogniskowe
zaburzenia neurogenezy, migracji neuronalnej i dojrzewania neuronow

Burbacher et al., (2005)Environ Health Perspect 113:1015-1021)., http://www.bioautyzm.pl/2-2
httos://adhdinfo.wordpress.com/2010/08/16/rtec/ PIE - pazdziernik. Katowice 2017
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Poréwnanie zaburzer psychicznych obserwowanych w autyzmie i w przypadkach
zatrucia rtecig wedtug Safe Minds

Skrajna niesmiatos¢, unikanie kontaktow, przewrazliwienie, introwersja Trudnosci z kontaktami miedzyludzkimi, zaniechanie kontaktow,
niesmiatosé

AR EL WA ER AT R E A E 1 TE T T AT B TSR e el SGATET WA = B TL s ET48 Zmiany nastroju, nieruchomy wyraz twarzy, Smiech lub ptacz bez
przypadki histerii widocznego powodu.

Niepokdj, nerwowosé, bojazliwos¢, uczuciu niepokoju towarzyszg objawy  JNI[Eele] ST M= a1 o) o1
cielesne

Tendencje schizoidalne, nerwice, natrectwa myslowe i czynnosci Cechy schizofrenii, cechy typowe dla natrectw myslowych i czynnosci
przymusowe, powtarzajace sie sny przymusowych, powtarzajace sie zachowania i mysli

Nie nawigzuje kontaktu wzrokowego, matomowny, niepewnie nawigzuje  ESHITEN I EL TR 74ge] I LI 1|\ N oY A0 1WA
kontakty

Depresja, brak zainteresowania zyciem, zmeczenie, apatia, poczucie Objawy kojarzone z depresja, brak inicjatywy, stabe reakcje
beznadziejnosci, smutek emocjonalne

7T LT RS o WA T T LA T A T LS T T R e oL FARE S TR 2 MV E R AT 11\ [PAS Tendencja do unikania kontaktéw, ucieka do swojego pokoju, woli by¢
drugiej — jest bardziej niespokojny sam, hiperaktywnos¢

Irracjonalne leki Irracjonalne leki

Niecierpliwosc, gniew i agresja, u dzieci moze objawiac sie pod postacia Niecierpliwosc i agresja, silne napady ztosci u dzieci
czestych i silnych napadow ztosci

Przypadki psychozy, halucynacji, styszenia gtoséw, paranoicznych mysli Psychotyczne wypowiedzi, paranoiczne mysli

Trudnosci z rozpoznawaniem twarzy Trudnosci z rozpoznawaniem twarzy
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Czynniki wptywajace na powstawanie i przebieg
ASD

¢ Cigza/Porod
¢ Spoteczne
+ Srodowiskowe: Zatrucie metalami ciezkimi,

Infekcje / neuroinfekcje, antybiotykoterapia,
szczepionki (?), inne

PIE - pazdziernik, Katowice 2017



Podstawowe kryteria diagnostyczne autyzmu

dzieciecego:

¢ jakosciowe nieprawidtowosci w kontaktach spotecznych,
¢ jakosciowe nieprawidtowosci w porozumiewaniu sie,
¢ ograniczone i powtarzane stereotypowe wzorce zachowan.

Do objawow psychopatologicznych najczesciej
wspatistniejgcych z syndromem autyzmu naleza
¢ zaburzenia uwagi i aktywnosci, :
¢ objawy obsesyjno-kompulsyjne,
* tiki,

¢ zaburzenia nastroju,

¢ |lek, zaburzenia snu
¢ zaburzenia zachowania.
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Badania wykazaty bowiem, ze dzieci z autyzmem miaty |
210% wiecej rteci anizeli dzieci zdrowe. [JAMA z 11 lipca ™ &
2007r].

do 7 miesigca zycia dziecko otrzymuje, zgodnie
z kalendarzem szczepien, do 175 ug czystego
pierwiastka rteci

Ekspozycja na metale ciezkie moze
zablokowa¢ wchtanianie i szlaki metaboliczne
metali odzywczych, takich jak zelazo

PIE - paidziernik, Katowice 2017
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Porownanie stezen 1-hydroksypirenu oznaczanego

W moczu dzieci z syndromem autyzmu i w grupie kontrolnej
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Urnm

P=0.02
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Wyniki oznaczania zawartosci rteci w moczu dzieci

z syndromem autyzmu i w grupie kontrolnej
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P<0,05
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0,25 - P>0,05
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Wyniki oznaczania stezen rteci[ug/g] we wtosach

oraz w moczu [ug/g kreatyniny] dzieci zsyndromem
autyzmu(ASD) i z grupy kontrolnej (GC)
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UM
Chorzy na SM i dzieci z syndromem autyzmu powinni unikaé¢ miejsc o duzym
natezeniu ruchu i przebywac jak najczesciej poza skupiskiem zaktadow i osiedli
emitujagcych WWA jak i w poblizu wysypisk $mieci.

Dodatnie, cho¢ niezbyt silne korelacje miedzy stezeniami rteci we wiosach
a stezeniami metabolitow nikotyny w moczu moze potwierdzac fakt narazenia na
metale ciezkie m.in. rte¢, pochodzace z dymu tytoniowego. Nieznaczne stezenie
metabolitow nikotyny oznaczane w moczu dzieci z syndromem autyzmu swiadczy
o dojrzatosci i odpowiedzialnosci rodzicow oraz otoczenia badanej grupy dzieci
autystycznych.

Chorzy na SM powinni zrezygnowac z palenia papierosow ze wzgledow
zdrowotnych, a w Swietle powyzszych badan (ponad potowa z ankietowanych
miata lub ma kontakt ze sktadnikami dymu tytoniowego) takze ze wzgledu na to,
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4  Mgr inz. Cezaremu Doboszowi|za udziat w badaniach i opracowanie
czesci wykresow

4 Dr n. med. Aleksandrze Damasiewicz-Bodzek za udziat w statystycznym
opracowaniu wynikow

4 Pani Bogusi i Basi za pomoc techniczng przy przygotowaniu
probek do analizy
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