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Materiaty informacyjne na temat dziatania tgcznego substanc;ji dziatajgcych szkodliwie

na rozrodczos¢, w tym zaburzajgcych gospodarke hormonalng organizmu

Jakie moga byé¢ skutki jednoczesnego narazenia na kilka substancji
chemicznych?

Koncowy wynik dziatania na organizm cztowieka ,koktajlu” chemikaliow nie musi
odzwierciedla¢ dziatania poszczegdlnych sktadnikéw mieszaniny, gdy organizm jest narazony na

nie pojedynczo (osobno), ale moze by¢ istotnie zmieniony wystepujgcymi interakcjami.

Co to sa interakcje?

Interakcje to wzajemne oddziatywanie kilku substancji chemicznych w obrebie dowolnego

uktadu.

Q)%% d

https://freesvg.org/man-shape

Jakie interakcje moga wystapic¢ przy narazeniu organizmu na , koktajl”
chemikaliow?

Interakcje mogg dotyczy¢ modyfikacji procesdw wchtaniania, rozmieszczenia, wigzania,
przemian w organizmie (biotransformacji) i wydalania jednej substancji chemicznej w obecnosci
innej/innych. Takie interakcje noszg nazwe , toksykokinetycznych”.

Interakcje mogg takze obejmowaé wptyw jednego zwigzku na zdolno$¢ badz mozliwosé
drugiego zwigzku do wigzania sie z makroczgsteczkami w miejscu dziatania. Oddziatujg tez na
procesy wstepnego pobudzania, zmiany dziatania az do wystgpienia objawdw zatrucia
(konkurencyjny wptyw sktadnikdw mieszaniny na receptor komérkowy, docelowy narzad lub

tkanke). Sa to interakcje okreslane mianem ,toksykodynamicznych”.
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na rozrodczos¢, w tym zaburzajgcych gospodarke hormonalng organizmu

Jakie rodzaje dzialania moga wystapic przy narazeniu organizmu na
»koktajl” chemikaliow?

W przypadku narazenia organizmu na dziatanie kilku substancji jednocze$nie moze mieé

miejsce kilka sytuacji:

1. kazda z substancji chemicznych wystepuje w dawce lub stezeniu, ktére nie powoduje
mozliwego do wykrycia dziatania niepozgdanego w przypadku ekspozycji na te substancje
chemiczng pojedynczo, a ich mieszanina réwniez nie powoduje dziatania niepozgdanego (brak

mozliwego do zaobserwowania efektu);

0+0=0

2. kazda z substancji chemicznych wystepuje w dawce lub stezeniu, ktére albo wywotuje

dziatanie niepozadane w przypadku ekspozycji na te substancje pojedynczo, albo nie wywotuje
takiego dziatania, natomiast mieszanina tych substancji wykazuje dziatanie, ktére mozina
przewidzie¢ na podstawie zaleznosci dawka-odpowiedZ kazdej z substancji chemicznych
tworzgcych mieszanine. Efekt dziatania takiej mieszaniny moze by¢ réwnowaziny sumie
odpowiedzi indukowanych przez kazdg z substancji chemicznych osobno, w dawce, w ktérej jest
ona obecna w mieszaninie (tak dzieje sie w przypadku dziatania niezaleznego, okreslanego
rowniez jako ,sumowanie odpowiedzi”), lub efektowi jednego z chemikaliow w dawce
odpowiadajgcej sumie dawek wszystkich chemikaliow (tak dzieje sie w przypadku efektu

addytywnego, okreslanego tez jako ,sumowanie dawki”);

.
.

3. kazda z substancji chemicznych wystepuje w dawce lub stezeniu, ktore albo wywotuje

dziatanie niepozgdane w przypadku ekspozycji na te substancje chemiczng pojedynczo, albo nie
wywotuje takiego dziatania, a mieszanina wykazuje dziatanie, ktérego nie mozna przewidzieé na
podstawie zaleznosci dawka-odpowiedz kazdej z substancji chemicznych — efekt mieszaniny
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moze by¢ silniejszy (okreslony mianem synergizmu) lub stabszy (antagonizm) niz suma efektow

kazdej substancji chemicznej osobno [Demeneix i Slama, 2019].

.
.

Cytotoksycznosc jakich substancji i mieszanin dziatajacych szkodliwie
na rozrodczos¢/zaburzajacych gospodarke hormonalna organizmu
byta badana w ramach projektu I1.PB.11?

W ramach projektu badano dziatanie (pojedynczo oraz w dwusktadnikowych mieszaninach)
ftalanéw: ftalanu dietylu (DEP), ftalanu dibutylu (DBP) i ftalanu diizobutylu (DIBP), oraz dwdch
parabenéw (metyloparabenu — MePB i propyloparabenu — PrPB) (ryc. 1i 2).

Badane parabeny nalezg do portfolio najbardziej popularnych i najczesciej stosowanych
konserwantow w kosmetykach i/lub lekach [Debowska, 2016; Muszynski i Ratajczak, 2009], takich
jak: kremy, mydta, perfumy i dezodoranty; srodki do pielegnacji wloséw, do golenia i depilacji,
do makijazu, paznokci oraz s$rodki z filtrami UV. Estry metylowe i propylowe kwasu
p-hydroksybenzoesowego znalazty tez zastosowanie w lekach do oczu w stezeniach 0,065 — 0,15%
oraz w masciach i lekach doustnych w stezeniu 0,5%.

Ftalany sg stosowane przy produkcji szerokiej gamy produktow przeznaczonych zaréwno dla
uzytkownikow zawodowych, jak i ogétu konsumentow, w tym kosmetykdw, produktéw do higieny
osobistej, farmaceutykow, tworzyw sztucznych, tuszéw drukarskich, urzadzen medycznych,
opakowan do zywnosci, zabawek dla dzieci oraz srodkéw czyszczacych czy materiatéw budowlanych,
farb, lakieréw i klejow. Dodatkowo podczas produkcji, transportu, wyrobu produktéw oraz
niewtasciwe] utylizacji ftalany przenikajg do gleby, wody i powietrza, a ponadto ich obecnosé

stwierdzono np. w wielu produktach zywnosciowych, co jest zwigzane z migracjg tych zwigzkéw
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z opakowan do przechowywanej w nich zywnosci. Warto podkresli¢, ze obecnos¢ ftalandw,
m.in. dietylu (DEP) i dibutylu (DBP), stwierdzono u ludzi w surowicy krwi (5,71 mg/l), w nasieniu
(0,30 mg/l) oraz w ttuszczu (0,72 mg/kg) [Dobrzynska, 2016]. DBP wykryto réwniez w wodach
powierzchniowych w Europie i Stanach Zjednoczonych w stezeniach od 0,01 do 622,9 pg/dm?3
[Wypych, 2004]. Obecno$¢ DBP stwierdzono nawet w kurzu domowym na poziomie od 36 do
50 mg/kg [Heudorf i wsp., 2007; Nagorka i wsp. 2010]. Wszystko to sprawia, ze dodatkowo zwieksza
sie narazenie ludzi na dziatanie ww. ftalandw oraz rosnie niebezpieczenstwo wystgpienia interakgji
z innymi, wspotwystepujgcymi z nimi w Srodowisku pracy i zycia cztowieka substancjami.

Do badan wtgczono takze 4,4'-izopropylidenodifenol (Bisfenol A; BPA), ktéry (podobnie jak
DBP) na mocy Rozporzqdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 zostat
wprawdzie zakazany w produktach kosmetycznych, ale nadal jest powszechnie stosowany
w przemysle m.in. przy produkcji poliweglanowych tworzyw sztucznych i zywic epoksydowych,
obecnych niemal we wszystkich branzach przemystu [Dere i wsp., 2018], a takze chociazby
termicznych paragonéw kasowych i biletéw [Lee i wsp., 2018], ptyt CD i DVD czy puszek do
zywnosci [Rutkowska i wsp., 2018] i w dalszym ciggu zajmuje poczesne miejsce wsrdod zagrozen tak

dla pracownikéw, jak i ogétu spoteczenstwa.

o
paraben metylowy (MePB) —_
3
(4-hydroksybenzoesan metylu) HO
CAS 99-76-3
o]
paraben propylowy (PrPB) 0~
(4-hydroksybenzoesan propylu)
CAS 94-13-3 "o
0
ftalan dietylu (DEP) @i‘”“*‘a
OVCHQ
CAS 84-66-2 X
0
ftalan dibutylu (DBP) 0" "CH,
CAS 84-74-2 O._~_~CHs
0
ftalan diizobutylu (DIBP) o o
CAS 84-69-5 ”’C‘%/“‘OJ@"/YCHS
CH3 cHS
bisfenol A (BPA) HiG_CHs
(2,2-Bis(4-hydroksyfenylo)propan) o g on
CAS 80-05-7

Ryc. 1. Wzory chemiczne i numery CAS badanych substancji chemicznych
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Site dziatania cytotoksycznego badanych substancji aplikowanych na komoérki pojedynczo
poréwnano z analogicznym dziataniem na te komérki dwusktadnikowych rownomolowych (1:1)

mieszanin tych zwigzkow, a takze wybranych mieszanin réznomolowych (w stosunku molowym

1:3i3:1).

1. DEP+DBP

2. DEP+DIBP
3. DBP+ DIBP
4. DEP+BPA

5. DBP+BPA

6. DIBP+BPA
7. MePB+DEP
8. MePB+DBP
9. MePB+DIBP
10. MePB+BPA
11. PrPB+DEP
12. PrPB+DBP
13. PrPB+DIBP
14. PrPB+BPA
15. MePB+PrPB

Ryc. 2. Badane mieszaniny

Jakie komeorki narazano in vitro na dzialanie badanych substancji
(pojedynczo i w dwuskiadnikowych mieszaninach)?

Badania wykonano na ssaczych modelach komdrkowych:

® |inii komdrkowej A431 (ATCC® CRL-1555™) wyprowadzonej z ludzkiego raka
naskérkowego sromu,

®  |inii komérkowej A549 (ATCC® CCL-185™) wyprowadzonej z komdrek nabtonkopodobnych
ludzkiego niedrobnokomérkowego raka ptuca,

®=  komérkach linii CHO-9 (ATCC® CCL-61™) wywodzacych sie z unie$miertelnionych komdrek

jajnika chomika chinskiego.
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Wk

Ryc. 3. Prawidtowe komodrki A431 (nienarazane) — zdjecie z mikroskopu holotomograficznego wraz
z tréjwymiarowym obrazem struktury wewnetrznej. Kolorem zielonym wyznakowano mitochondria,
kolorem niebieskim jadra komdérkowe. Zdjecia wykonano pod powiekszeniem 60x

Jakimi testami i na jakiej podstawie ocenialiSmy cytotoksycznosc
badanych substancji?

Do oceny toksycznego dziatania badanych zwigzkdéw i ich dwusktadnikowych mieszanin na
komorki in vitro zastosowano:
= test redukcji soli tetrazolowej MTT okreslajgcy aktywno$¢ metaboliczng komdrek (test
MTT);
B test pochtfaniania czerwieni obojetnej oceniajgcy integralnos¢ bton komérkowych (Neutral
Red Uptake Assay, test NRU);
= test klonogenny (test wydajnosci tworzenia kolonii - Colony Forming Efficiency Assay, test

CFEA) oceniajacy zdolnos¢ komérek do proliferaciji.

Dla kazdej z badanych réwnomolowych (1:1) dwusktadnikowych mieszanin obliczono indeks
synergii (SI) [Suzuki i wsp., 2001], bedacy stosunkiem obserwowanego (rzeczywistego) efektu
dziatania mieszaniny i efektu oczekiwanego, obliczonego na podstawie efektow wywotywanych
przez pojedyncze substancje wedtug wzoru:

E
SI = A+B (obs.)

 Ep4B (katk)

gdzie:

Ea+B (obs.) — Obserwowany/rzeczywisty efekt dziatania mieszaniny A+B

Eas (kak) — Obliczony/oczekiwany efekt dziatania mieszaniny A+B na bazie efektow

wywotywanych przez pojedyncze substancje.
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Dla badanych mieszanin réwno- i réznomolowych przeprowadzono rdéwniez analize
graficznych interpretacji efektu tgcznego dziatania mieszanin (wykreslane krzywe noszg nazwe

,izoboli”).

Co stwierdziliSmy badajac dziatanie faczne wybranych ftalanow
i parabenow na komeorki in vitro?

®  Dla komédrek wszystkich linii komérkowych najmniej toksycznym zwigzkiem okazat sie
metyloparaben (MePB). Jedynym wyjgtkiem byto jego cytotoksyczne dziatanie na
aktywnos$¢ metaboliczng komodrek zenskiego uktadu rozrodczego (komorki jajnika
chomika chinskiego; CHO-9), ktdre okazato sie zdecydowanie silniejsze niz we wszystkich
pozostatych badaniach.

= Najwiekszg toksycznos$é stwierdzono w testach oceniajgcych aktywnosé metaboliczng
komorek oraz integralnosc ich bton komdérkowych przy narazeniu wszystkich komérek na
dwa sposrdd trzech badanych ftalanéw (DBP i DIBP) oraz bisfenol A (BPA) dla komdrek
A431 i CHO-9. Wiekszg toksycznos¢ wzgledem komodrek rozrodczych (w pordédwnaniu
z pozostatymi liniami) wykazywat paraben propylu (PrPB).

®  Pomiedzy badanymi substancjami dziatajagcymi szkodliwie na rozrodczo$é/zaburzajgcymi
gospodarke hormonalng zaobserwowano interakcje toksykodynamiczne w komorkach
wszystkich badanych linii komdrkowych — korncowy wynik dziatania na organizm cztowieka
»koktajlu” badanych chemikaliow moze by¢ istotnie zmieniony wystepujacymi
interakcjami.

B Otrzymane wartosci wspotczynnikéw synergii (Sl) oraz analiza izobolograficzna wskazuja,
ze miedzy badanymi substancjami dziatajgcymi szkodliwie na rozrodczosé/zaburzajgcymi
gospodarke hormonalng w dwusktadnikowych réwnomolowych (1:1) mieszaninach moze
wystepowac zaréwno synergizm, jak i antagonizm dziatania cytotoksycznego.

B Synergizm dziatania cytotoksycznego sktadnikdw w mieszaninie w zakresie aktywnosci
metabolicznej komodrek oraz integralnosci ich bton komodrkowych wystepuje przy
narazeniu komérek wszystkich badanych linii komérkowych (CHO-9, A431 i A549) na
trzy mieszaniny zawierajace bisfenol A (BPA): z ftalanem dietylu (DEP), z ftalanem
diizobutylu (DIBP) i z metyloparabenem (MePB).

®  Obecnos¢ bisfenolu A (BPA) w mieszaninach wigze sie z wystgpieniem dziatania
synergistycznego w zakresie dziatania cytotoksycznego ocenianego testem MTT i NRU na
komorki wyprowadzone z uktadu oddechowego cztowieka (A549) — zjawisko to byto
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obserwowane we wszystkich badanych przypadkach bez wzgledu na zawarto$¢ BPA
w mieszaninie (25%; 50%; 75%).

Obecnos¢ ftalanu dibutylu (DBP) w mieszaninach (z wyjgtkiem mieszaniny z bisfenolem A)
wigze sie z wystgpieniem dziatania antagonistycznego w zakresie cytotoksycznosci
ocenianej testem MTT i NRU na komdrkach wyprowadzonych ze skéry cztowieka (A431);
zjawisko to byto obserwowane w niemal wszystkich przypadkach (poza mieszaning
DBP+DIBP) przy duzej zawartosci DBP w mieszaninie (>50%).

Pomiedzy sktadnikami mieszanin metyloparabenu i ftalanu dibutylu (MePB+DBP)
wystepuje zmiana kierunku interakcji w zakresie dziatania cytotoksycznego na komorki
A549 oraz A431 w zaleznosci od proporcji sktadnikéw w mieszaninie (wraz ze wzrostem
zawartosci ftalanu powyzej 50% w mieszaninie zamiast synergizmu dziatania wystepuje
antagonizm) (ryc. 4).

Po narazeniu komoérek uktadu rozrodczego na mieszaniny MePB i DBP nie
zaobserwowano zmiany kierunku interakcji wraz ze zmiang proporcji sktadnikow
W mieszaninie.

Izomeria strukturalna sktadnikdéw mieszaniny wydaje sie predysponowaé jg do
wystgpienia antagonizmu pomiedzy sktadnikami w zakresie dziatania toksycznego na
komorki (substancje bedace izomerami: ftalan dibutylu (DBP) i ftalan diizobytulu (DIBP)
w mieszanie rownomolowej wykazywaty na komérkach A549 i CHO-9 antagonizm
w zakresie dziatania cytotoksycznego we wszystkich przeprowadzonych testach (MTT,
NRU i CFEA)).

Komérki ukfadu rozrodczego wydajg sie bardziej wrazliwe na cytotoksyczne dziatanie
badanych zwigzkéw niz komérki wyprowadzone z uktadu oddechowego i skory.

Ocena ryzyka przy tgcznym narazeniu na badane zwigzki dziatajgce szkodliwie na
rozrodczo$é/wptywajgce na gospodarke hormonalng organizmu wymaga uwzglednienia

mozliwosci wystepowania interakcji pomiedzy tymi sktadnikami mieszanin.
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Mieszanina MePB i DBP (test MTT; )

4,0 - 4,0
== |C50 teoretyczna

B 100% MePB + 0%DBP |

3,5 —8—IC50rzeczywista |- 3,5
3,0 r 3,0
ANTAGONIZM
% =
€ % 2,5 L 25
(=]
2 7 25% MePB + 75% DBP
2 £ 20 75% MePB + 25% DBP L 2,0
< o |
2 = 1,5 1,5
=

50% MePB + 50% DBP

1,0 - SYNERGIZM r 1,0

0,5 0,5
[0 % MePB + 100%DBP

0,0 0,0

Zawartosé sktadnikéw mieszaniny [%)]

Ryc. 4. Graficzna interpretacja efektu tacznego dziatania metyloparabenu (MePB) i ftalanu dibutylu (DBP)
na komarki A549 ocenianego na podstawie testu MTT w poréwnaniu z wartosciami teoretycznymi

* - Szczegbtowe dane (wystepowanie interakcji i jej kierunek) dotyczgce interakcji poszczegdinych substancji
dziatajgcych w mieszaninach dwusktadnikowych na komorki wyprowadzone ze skory, uktadu oddechowego
oraz uktadu rozrodczego zostaty zamieszczone w Ulotce informacyjnej: ,Interakcje w warunkach in vitro
zachodzace w réownomolowych/réwnotoksycznych (1:1) mieszaninach pomiedzy sktadnikami produktow
przemystu chemicznego i kosmetycznego dziatajgcymi szkodliwie na rozrodczos$é/ zaburzajgcymi gospodarke
hormonalng organizmu”.

Co zwiazanego z mozliwoscia wystepowania interakcji pomiedzy
substancjami chemicznymi dzialajacymi szkodliwie na rozrodczosé, jak
i zaburzajacymi gospodarke hormonalna jest szczegolnie niepokojace?

Poszczegblne substancje chemiczne same w sobie mogg byé nieszkodliwe, ale ich tgczne
dziatanie z innymi substancjami moze spowodowaé niebezpieczne skutki (tzw. efekt koktajlu) dla
zdrowia. Biorgc pod uwage mozliwos¢ wystepowania interakcji pomiedzy poszczegdlnymi
sktadnikami mieszaniny, ocena ryzyka staje sie niezwykle ztozona.

Niestety dla wiekszosci substancji chemicznych dziatajgcych szkodliwie na rozrodczosé, jak
i zaburzajgcych gospodarke hormonalng (tzw. dysruptory endokrynne, EDC) brak jest danych
o mozliwych interakcjach miedzy nimi w przypadku tgcznego narazenia. W dalszym ciggu aktualne
sq obserwacje Yanga z 1994 roku, ze ponad 95% zasobdéw badan toksykologicznych jest
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poswieconych oddziatywaniu pojedynczych zwigzkéw chemicznych z niemal catkowitym
zaniedbaniem badan mieszanin.

Co niezwykle istotne, modyfikacji dziatania przy narazeniu tacznym na zwigzki zaburzajgce
gospodarke hormonalng mozna spodziewac sie nawet w dawkach znacznie ponizej poziomu
NOAEL (z ang. no observable adverse effect level — poziom niewywotujacy dajgcych sie
zaobserwowac szkodliwych skutkow) [Kortenkamp, 2008].

Trzeba pamietac, ze zwigzki takie mogg kumulowaé sie w tkance ttuszczowej organizmu.
Zwigzki te majg tendencje do kumulacji rowniez w tkance ttuszczowej zwierzat, skagd mogg
dostawaé sie do organizmu cztowieka bedgcego ostatnim ogniwem tanicucha pokarmowego.
U ludzi obecnos¢ dysryptorow endokrynnych wykryto i w tkance ttuszczowej, i w ptynach

ustrojowych: surowicy, moczu, mleku, a nawet ptynie owodniowym [Rutkowska i wsp., 2018].

Co nalezy bra¢ pod uwage przy ocenie ryzyka zwiazanego z tacznym
narazeniem na substancje chemiczne?

Wyniki badan wskazujg na mozliwos¢ wystepowania pomiedzy substancjami dziatajgcymi
szkodliwie na rozrodczos¢ lub zaburzajgcymi gospodarke hormonalng organizmu, ktére mogg
znajdowac sie w sktadzie powszechnie stosowanych produktéw przemystu, trudnych do
przewidzenia — bez badan empirycznych — interakcji, ktore modyfikujg w sposdb znaczacy nie tylko
obraz tgcznego narazenia na nie komorek in vitro, ale takze skutki dla organizmu narazonego na
ich mieszanine cztowieka — pracownika przemystu, a takze uzytkownika produktu, w ktérego sktad
dana mieszanina wchodzi.

Badacze zajmujacy sie kwestig interakcji chemikaliow wyraznie podkreslajg, ze ocena
ryzyka zwigzana z oddziatywaniem mieszanin zwigzkéw chemicznych, oparta na danych dla
pojedynczych substancji moze prowadzi¢ do niedoszacowania zagrozenia, zatem skutki ich

oddziatywania powinny by¢ zawsze szacowane na podstawie badan narazenia tgcznego.
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