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B-SYNTAZA CYSTATIONINY (CBS), y-LIAZA CYSTATIONINY (CSE)
I OKSYDAZA CYTOCHROMU C (COX) W SUROWICY

GORNIKOW KOPALNI MIEDZI POTENCJALNIE NARAZONYCH
NA EMISJE SIARKOWODORU

SERUM CYSTATHIONINE B-SYNTHASE (CBS), CYSTATHIONINE y-LYASE (CSE) AND CYTOCHROME C OXIDASE (COX)
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STRESZCZENIE

Wstep: Celem badan byla ocena stezenia mitochondrialnego enzymu docelowego dla toksycznego dziatania siarkowodo-
ru, tj. oksydazy cytochromu ¢ (COX) oraz enzymow uczestniczacych w syntezie endogennego H,S (siarkowodoru) - syntazy
B-cystationiny (CBS) i y-liazy cystationiny (CSE) w surowicy gérnikéw kopalni miedzi. Material i metody: Badanie wst¢pne
przeprowadzono u 237 goérnikéw, a zasadnicze u 88 gornikow zatrudnionych w 2 szybach: I - bez zarejestrowanych emisji H,S
w ciggu ostatnich 10 lat (grupa badana A); IT - w ktérym wystepowaly emisje H,S (grupa badana B). U goérnikéw przeprowadzo-
no badania lekarskie i bezposrednio po wyjezdzie z kopalni na powierzchni¢ pobrano od nich po 10 ml krwi zylnej. Wyniki: Nie
stwierdzono zadnych zmian klinicznych ani biochemicznych, typowych dla toksycznego dziatania siarkowodoru. Stezenie sulf-
hemoglobiny bylo nieoznaczalne, nie stwierdzono zmian w ukladzie oksydo-redukcyjnym. W grupie B wykazano natomiast
zmiany regulacyjne, ktore moga by¢ wynikiem powtarzanych ekspozycji na H,S. Do tych zmian nalezy wyzsze stezenie CBS
i CSE w surowicy, wzrost aktywnosci enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE) w poréwnaniu z grupg A oraz liniowa zalez-
noé¢ miedzy ACE a CSE (r = 0,6927; p < 0,001). Wykazano, ze palenie papieroséw obniza stezenie COX (p < 0,05), jednak u gor-
nikéw zatrudnionych w szybie II obnizenie stezenia COX moze wynikaé, poza paleniem, takze z obecnosci siarkowodoru w ga-
zach kopalnianych. Wnioski: St¢zenie COX moze by¢ czulym wskaznikiem ekspozycji na siarkowodér. Pomiary stezenia siar-
kowodoru we krwi przeprowadzane na stanowiskach pracy powinny wyjaéni¢ przyczyne zmian w aktywnosci COX, CBS i CSE.
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ABSTRACT

Background: The aim of the study was to evaluate serum levels of the target enzyme for H,S toxicity - cytochrome c oxidase
(COX) and enzymes involved in the synthesis of H,S - cystathionine B-synthase (CBS) and cystathionine y-lyase (CSE) in cop-
per mine miners. Material and Methods: The initial and basic study was conducted respectively in 237 and 88 miners, working
in 2 mining shafts: I - no H,S emissions recorded in the last 10 years (study group A) and II — H,S emissions occurred (study
group B). A medical examination was performed and 10 ml of blood was collected from miners immediately after exiting the
mine. Results: There were no clinical or biochemical changes typical for H,S toxicity. Sulthemoglobine was undetectable and
there were no changes in the red-ox system. However, in group B, regulatory changes were found; a tendency to higher concen-
tration of CBS and CSE, a higher activity of angiotensin converting enzyme (ACE) compared to group A (p < 0.05) and a linear
relationship between ACE and CSE (r = 0.6927; p < 0.001). It has been shown that cigarette smoking decreases COX (p < 0.05),
however, in miners working in shaft I, the decreased level of COX may result also from the presence of H,S in the gaseous
emissions. Conclusions: COX concentration can be a sensitive indicator of exposure to H,S. The measurements of blood H,S
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concentrations carried out in workplaces should explain the cause of the changes observed in the COX, CBS and CSE activity.
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WSTEP

W ostatnich latach zarejestrowano w Polsce pojedyn-
cze przypadki ostrego zatrucia siarkowodorem. Z ko-
lei w USA w latach 1984-1994 odnotowano 80 zgonéw
z powodu zatrucia H.S na stanowisku pracy [1], a w la-
tach 1993-1999 - 52 zgony [2]. Wczes$niej, w latach 1969-
-1973, w Kanadzie, w jednym tylko stanie Alberta zareje-
strowano 172 przypadki hospitalizacji 0séb z rozpozna-
niem zatrucia siarkowodorem (zmarto 13 chorych) [3].

Siarkowodoér w stezeniu powyzej 1400 mg/m?* powo-
duje nagty zgon w nastepstwie porazenia osrodka odde-
chowego [4]. W mniejszych stezeniach dziala toksycz-
nie na ukfad nerwowy i oddechowy, migsien sercowy
oraz narzad wzroku [5,6]. Na poziomie subkomorko-
wym strukturg docelowa dla toksycznego dzialania
siarkowodoru sg mitochondria i enzymy tancucha we-
wnatrzkomoérkowego oddychania — przede wszystkim
oksydaza cytochromu c [7,8].

Endogennie wytwarzany siarkowodér pelni funk-
cje gazowej molekuly sygnalizacyjnej o dzialaniu po-
dobnym do tlenku azotu czy tlenku wegla [9-12]. Glow-
nym substratem syntezy endogennego siarkowodoru
jest L-cysteina, a enzymy katalizujace reakcje syntezy to
B-syntaza cystationiny (cystathionine B-synthase — CBS)
oraz y-liaza cystationiny (cystathionine y-lyase — CSE),
oba zalezne od kofaktora - fosforanu pirydoksalu. Oba
enzymy — CBS i CSE - sg takze odpowiedzialne za syn-
teze cysteiny, prekursora glutationu, gtéwnego zwiagzku
o dziataniu antyoksydacyjnym [9,13].

Beta-syntaza cystationiny znajduje si¢ gléwnie w ko-
morkach centralnego ukladu nerwowego, zwlaszcza
w neuronach hipokampa i komoérkach Purkinyego oraz
w nerkach, watrobie, komoérkach jelit, wysp trzustko-
wych, tozysku i macicy [13,14]. Gamma-liaza cystatio-
niny obecna jest przede wszystkim w komoérkach mie-
$ni gladkich $ciany naczyn krwionos$nych i mie$niu
sercowym, a takze w watrobie, nerkach, jelicie, maci-
cy, mozgu, trzustce i fozysku. Synteza siarkowodoru
z L-cysteiny zwykle nastepuje w obecnosci jednego en-
zymu - CBS lub CSE. W przypadku braku L-cysteiny

siarkowoddr moze powstawac z homocysteiny, jednak
wymaga to obecnosci zaréwno CBS, jak i CSE [15].

Czestos¢ wystepowania w Polsce ostrych zatru¢ siar-
kowodorem moze by¢ niedoszacowana [16]. Z ko-
lei w krajach takich jak USA czy Kanada wskazniki
$miertelnosci z powodu ostrego zatrucia siarkowodo-
rem byty w ubieglym wieku prawdopodobnie zawyzo-
ne [17]. Brakuje danych na temat przewleklego dziata-
nia siarkowodoru u ludzi, poza wskazujacymi na upo-
sledzenie wechu [18]. Dotad nie sg znane czufe markery
ekspozycji na ten gaz.

Celem niniejszego badania byta ocena st¢zenia mi-
tochondrialnego enzymu, docelowego dla toksyczne-
go dzialania siarkowodoru, tj. oksydazy cytochromu ¢
oraz enzymow uczestniczacych w metabolizmie endo-
gennego H_S - syntazy (-cystationiny i y-liazy cysta-
tioniny — w surowicy goérnikéw kopalni miedzi, niena-
razonych i narazonych na emisje siarkowodoru w pra-
cy pod ziemia. Kolejnym celem bylo odniesienie ewen-
tualnych zmian enzymatycznych do stanu zdrowia ba-
danych gornikéw.

MATERIAL | METODY

Badanie wstepne przeprowadzono u 237 gérnikéw ko-
palni miedzi, zatrudnionych w 2 szybach:

I (128 gornikéw) — nie zarejestrowano w nim emi-

sji H,S w ciggu ostatnich 10 lat — grupa badana (A)

malego ryzyka,

IT (109 pracownikéw) — wystepowaly w nim emi-

sje siarkowodoru - grupa badana (B) zwiekszone-

go ryzyka.

Kryteriami doboru gérnikéw do badania wstepnego
(etap I) byly ich zgoda na przeprowadzenie badania i okres
zatrudnienia w kopalni pod ziemig nie krétszy niz 10 lat.
Badanie wstepne polegalo na badaniu podmiotowym
i pobraniu, bezpo$rednio po wyjezdzie gornikéw z kopal-
ni, krwi Zylnej do oznaczen enzymatycznych.

Badanie zasadnicze (II etap) przeprowadzono u 88
ochotnikéw. Kryterium doboru gérnikéw do grup AiB
byto ryzyko ekspozycji na siarkowodér na stanowisku
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pracy - male (w grupie A liczacej 54 gornikéw) lub
zwigkszone (w grupie B liczacej 34 gérnikéw). W ba-
daniu zasadniczym zebrano informacje dotyczace wie-
ku, wzrostu, masy ciala (obliczano wskaznik masy cia-
ta (body mass index — BMI)), palenia papieroséw, spo-
zywania alkoholu, chordb przewlektych i dtugotrwate-
go stosowania lekéw. Przeprowadzono badanie przed-
miotowe z pomiarem ci$nienia tetniczego oraz badanie
laryngologiczne. Pobrano krew do oznaczen morfologii
krwi, odczynu Biernackiego (OB), wskaznikow funkcji
watroby i nerek oraz wskaznikéw toksykologicznych
i enzymatycznych.

Badania przeprowadzono zgodnie z zasadami etyki,
zawartymi w Deklaracji Helsinskiej z 1975 r., z popraw-
kamiz 1983 r. [19].

Parametry morfologiczne krwi (hematokryt, hemo-
globine, erytrocyty, leukocyty, ptytkikrwi), OB, wskaz-
niki biochemiczne (kreatynine, bilirubing, transami-
naz¢ glutaminowo-pirogronowa (glutamine-pyruva-
te transaminase — GPT), aminotransferaz¢ asparagi-
nianowa (glutamic oxaloacetic transaminase — GOT,
y-glutamylotransferaze (gamma glutamyltranspepti-
dase - GGTP) oznaczano metodami rutynowymi. Ste-
zenie methemoglobiny (MetHDb), karboksyhemoglobi-
ny (carboxyhemoglobin - COHb) oraz sulthemoglobi-
ny (sulthemoglobin — SHb) mierzono przy uzyciu apara-
tu AVL 912 Co-Oxylite Analyzer (AVL Corp., Austria).
Stezenia P-syntazy cystationininy (CBS), y-liazy cysta-
tioniny (CSE), oksydazy cytochromu ¢ (cytochrome ¢
oxydase - COX), 8-epi-prostaglandyny F, (8-epi-PG)
oraz aktywnos$¢ enzymu konwertujacego angiotensy-
ne I (angiotensyn I converting enzyme — ACE) oznacza-
no przy uzyciu testOw immunoenzymatycznych (me-
toda Elisa) firmy EIAab° Wuhan Eiaab Science CO.,
LTD (Chiny).

Aktywnosé¢ dysmutazy ponadtlenkowej (superoxide
dismutase — SOD) oraz peroksydazy glutationu (gluta-
thione peroxidase - GPX) oznaczono metoda kolory-
metryczng, standaryzowanymi testami firmy BioAssay
Systems (USA), przy wykorzystaniu czytnika mikro-
plytek Elisa. Aktywno$¢ S-transferazy glutationu (glu-
tathione S-transferase - GST) oznaczano testami firmy
Cayman Chemical Company (USA), a stezenie endote-
liny-1 (endothelin 1 — ET-1) metoda Elisa, przy uzyciu
testow firmy R&D Systems Europe, Ltd. (UK).

Obliczenia statystyczne

Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca pro-
gramu Statistica 10.0 Stat Polska. Rozklad kazdej
zmiennej o charakterze cigglym okreslano przy zasto-

sowaniu testu Chi? zaleznie od uzyskanego rozkladu
stosowano parametryczne (w przypadku rozkltadu nor-
malnego) lub nieparametryczne metody analizy. Istot-
nos$¢ roznic zmiennych o rozktadzie normalnym oce-
niano przy pomocy testu najmniejszych istotnych roz-
nic (NIR) oraz testu rozsadnej istotnej réznicy (RIR)
Tukeya. W obliczeniach nieparametrycznych stosowa-
no testy Manna-Whitneya lub Kolmogorowa-Smirno-
wa. Dla zmiennych nominalnych w prébach niezalez-
nych istotnos¢ réznic czgstosci wystepowania poszcze-
gélnych wartosci w grupach analizowano przy uzyciu
testu Kruskala-Wallisa oraz testu mediany. Wykorzy-
stano takze jedno- i wieloczynnikowa analize regresji
logistycznej. Korelacje liniowe oceniano na podstawie
analizy porzadku rang Spearmana. Za poziom istot-
nosci statystycznej przyjeto p < 0,05.

WYNIKI

W badaniu wstepnym przeprowadzonym w grupie
237 gérnikéw kopalni miedzi wykazano ujemna zalez-
nos$¢ miedzy wiekiem badanych a stezeniem B-syntazy
cystationiny (r = -0,1637; p < 0,01) oraz tendencj¢ do
zmniejszania si¢ stezenia oksydazy cytochromu ¢ wraz
z wiekiem (p = 0,0519). Nie stwierdzono takiej zalez-
nosci dla y-liazy cystationiny. Nieparametryczny test
Manna-Whitneya wykazal istotny wplyw miejsca za-
trudnienia goérnikéw (w szybie I lub II) na stezenie
B-syntazy cystationiny (liczebno$¢ grup: 128 oséb i 109
0s0b, odpowiednio dla grupy gérnikéw zatrudnionych
w szybie o matym i zwigkszonym ryzyku narazenia na
siarkowodér, p = 0,0337).

Analiza stgzenia oznaczanych enzymoéw zaleznie
od palenia papieroséw (nie otrzymano danych doty-
czacych palenia od 33 gérnikéow) wykazala:

stezenie oksydazy cytochromu c nizsze o ok. 20%

u 111 palaczy niz u 81 oséb niepalacych (0,81+

+0,98 ng/ml vs 1,03+1,67 ng/ml),

wyzsze stezenie wszystkich oznaczanych enzymoéw

u 12 oséb, ktdre przestaty pali¢, niz u palacych pa-

pierosy i niepalacych.

W przypadku oksydazy cytochromu c roéznice
te byly statystycznie istotne (odpowiednio: p < 0,01
ip<0,05) (ryc. 1).

W badaniu zasadniczym, ktérym objeto 2 grupy
goérnikéw - 54 osoby z grupy A o malym ryzyku emi-
sji siarkowodoru i 34 osoby z grupy B o zwigkszonym
ryzyku - na podstawie badania podmiotowego i przed-
miotowego nie stwierdzono istotnych zmian ukla-
dowych lub narzadowych, poza zwickszonym BMI
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Wyniki przedstawiono jako érednie (stupki) + odchylenie standardowe (wasy) / The results are presented as means (bars) + standard deviation (mustaches).

*p <0,05; ** p < 0,01 wodniesieniu do grupy N/Y / compared to N/Y group.

Ryc. 1. B-syntaza cystationiny (CBS), y-liaza cystationiny (CSE) i oksydaza cytochromu ¢ (COX) w surowicy gornikow
niepalacych papieroséw (N), palacych papierosy (Y) i 0sob, ktére przestaly pali¢ (N/Y)
Fig. 1. Serum cystathionine 3-synthase (CBS), cystathionine y-lyase (CSE) and cytochrome c oxidase (COX) in the group

of non-smokers (N), smokers (Y) and people who stop smoking (N/Y)

i zmianami w uklfadzie oddechowym (tab. 1). Bada-
ni twierdzili, ze nie naduzywajg alkoholu, nie choruja
przewlekle ani dlugoterminowo nie stosujg lekow.

W badaniu laryngologicznym u 30% goérnikow
(16 mezczyzn) z grupy A i 24% gérnikéow z grupy B
(8 mezczyzn) stwierdzono wystgpowanie przewle-
ktych zmian zapalnych w gérnych drogach oddecho-
wych. Kolejno, pod wzgledem czgstosci wystepowania,
byty to: ztozony stan zapalny blony $luzowej nosa, za-

tok i gardta, przewlekty niezyt blony $luzowej gardla,
niezyt nosa oraz przewlekle zapalenie zatok obocznych
nosa. Rozklad czesto$ci wystepowania infekcji gor-
nych drég oddechowych u gérnikéw palacych papiero-
sy i niepalacych byt podobny w obu grupach. Ponadto
w obu grupach stwierdzono podwyzszone srednie BMI
w stopniu odpowiadajagcym nadwadze. Srednie warto-
$ci ci$nienia tetniczego miescily si¢ w zakresie wartosci
dopuszczalnych (do 140/80 mm Hg). Wartosci ci$nienia

Tabela 1. Charakterystyka grup badanych - o malym (grupa A) i zwigkszonym (grupa B) ryzyku narazenia na siarkowodor
Table 1. Characteristics of the studied groups — a lower (group A) and a greater (group B) risk of exposure to hydrogen sulfide

. Grupa A Grupa B
Zmienna
Variable Group A Group B
(N = 54) (N = 34)
Wiek [w latach] / Age [years] 35,90+8,40 37,10+7,80
Wskaznik masy ciata / Body mass index [kg/m?] (M+SD) 27,90+3,87 29,00+4,00
Palacy papierosy / Smokers [n (%)] 32 (60) 12 (36)
Przewlekle zmiany zapalne w gérnych drogach oddechowych / Chronic inflammatory 16 (30) 8(24)
diseases in the upper respiratory system [n (%)]
niepalacy papieroséw / non-smokers 4(18) 4 (18)
palacy papierosy / smokers 12 (38) 4 (18)
Skurczowe cisnienie krwi / Systolic blood pressure [mm Hg] (M+SD) 136,00+14,50 134,00+7,50
Rozkurczowe cisnienie krwi / Diastolic blood pressure [mm Hg] (M+SD) 84,00+10,90 82,00+6,40

M - $rednia / mean, SD - standard deviation / odchylenie standardowe.
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skurczowego w obu grupach byly wyzsze od wartosci
optymalnej, wynoszacej 120 mm Hg (p < 0,001), pod-
czas gdy warto$ci ci$nienia rozkurczowego byly zblizo-
ne do poziomu optymalnego (80 mm Hg) (tab. 1).

W badaniach laboratoryjnych (morfologii krwi, OB,
stezenia mocznika i kreatyniny, aktywnosci GOT, GPT
i GGTP) nie wykazano istotnych nieprawidlowosci,
poza nieco podwyzszona srednig aktywnosciag GGTP
w grupie malego ryzyka (grupie A). Wynikalo to z pod-
wyzszonej aktywnosci GGTP u 6 (11%) gornikéw. Oso-
by te w badaniu ankietowym zglosily czeste/codzienne
spozywanie piwa.

Wykazano niewielkie réznice miedzy grupa A a gru-
pa B w $rednich stezeniach B-syntazy i y-liazy cysta-

tioniny oraz oksydazy cytochromu c. W poréwnaniu
z osobami z grupy A stezenie CBS i CSE w grupie B
byto wyzsze, natomiast oksydazy cytochromu ¢ - niz-
sze (tab. 2). W testach Kolmogorowa-Smirnowa oraz
Manna-Whitneya wykazano istotny wplyw miejsca
zatrudnienia (szyb I lub II) na st¢zenie B-syntazy cy-
stationiny (p < 0,005). Analiza regresji wykazala za-
lezno$¢ miedzy stezeniem oksydazy cytochromu c
a y-liazy cystationiny (F = 12, 2104; p = 0,0007). Po-
nadto stwierdzono wystepowanie statystycznie istot-
nej roéznicy w stezeniu oksydazy cytochromu ¢ mie-
dzy grupa oséb palacych papierosy a niepalacych.
W grupie palaczy bylo ono nizsze (p < 0,05) niz u nie-
palacych (tab. 3).

Tabela 2. Enzymy mitochondrialne i pozostate wskazniki oznaczone u gérnikéw o mniejszym (grupa A)

i wigkszym (grupa B) ryzyku narazenia na siarkowodér

Table 2. The mitochondrial enzymes and other parameters measured in the miners with the reduced (group A)

and increased (group B) risk of exposure to hydrogen sulfide

Grupa A Grupa B
Czynnik biologiczny Group A Group B
Biological agent (N =54) (N =34)
(M+SD) (M+SD)
B-syntaza cystationiny / Cystathionine p-synthase (CBS) [ng/ml] 13,59+14,09 14,09£19,53**
y-liaza cystationiny / Cystathionine y-lyase (CSE) [ng/ml] 6,09+6,93 7,54%8,26
Oksydaza cytochromu c / Cytochrome ¢ oxydase (COX) [ng/ml] 0,74£1,49 0,69£1,19
8-epi prostaglandyna F, / 8-epi prostaglandin F, (8-epi-PG) [pg/ml] 73,11£11,92 73,27+6,33
Peroksydaza glutationu / Glutathione peroxidase (GPX) [U/] 56,62+7,87 57,03+6,39
Transferaza glutationu / Glutahione transferase (GST) [nmol/min/ml] 35,18+15,59 40,23+£19,62
Dysmutaza ponadtlenkowa / Superoxide dismutase (SOD) [U/ml] 0,82+0,49 0,78+0,48
Endotelina-1/ Endothelin-1 (ET-1) [pg/ml] 3,42+2,44 2,94+2,87
Enzym konwertujacy angiotensyne I / Angiotensin I converting enzyme (ACE) [ng/ml] 2,13£2,79 3,14+2,87*
Sulfthemoglobina / Sulfhemoglobin (SHb) [%] 0,00+0,00 0,00+0,00
Karboksyhemoglobina / Carboxyhemoglobin (COHb) [%] 4,17+1,84 4,81+1,70
Methemoglobina / Methemoglobin (MetHb) [%] 0,254+0,386 0,082+0,086***

M - érednia / mean, SD - standard deviation / odchylenie standardowe.

*p <0,05** p <0,01;*** p < 0,001 - test Kotmogorowa-Smirnowa i/lub Manna-Whitneya / Kolmogorov-Smirnov and/or Mann-Whitney U tests.

Tabela 3. Enzymy mitochondrialne i patologiczne hemoglobiny oznaczone u gérnikéw palacych i niepalacych papierosy
Table 3. The mitochondrial enzymes and pathological hemoglobins measured in smokers and non-smokers

Aktywno$é Stezenie
) Activity Concentration
Zm1.enna [ng/ml] [%]
Variable (M+SD) (M+£SD)
CBS CSE COX COHb MetHb SulfHb
Niepalacy papieroséw / Non-smokers (N = 33) 13,58+13,90 8,13+9,38 1,04+1,87 3,90+1,22 0,19+0,44 0,00+0,00
Palacy papierosy / Smokers (N = 43) 12,88+15,33 5,13+5,67 0,43+0,37* 5,33+2,06%** 0,16+0,16 0,00+0,00

*p <0,05; *** p < 0,001 - poziom istotnosci roznic migdzy warto$ciami érednimi / the level of significance of differences between mean values.

Skroty jak w tabeli 2 / Abbreviations as in Table 2.
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Stezenie sulfthemoglobiny u wszystkich gérnikow
bylo nieoznaczalne — wynosito 0% hemoglobiny cal-
kowitej we wszystkich probkach krwi pobranych
od 88 gornikéw. U gérnikéw narazonych na siarkowo-
dor (grupa B) stwierdzono nieco wyzsze stezenie kar-
boksyhemoglobiny (4,81+1,7%) niz u gérnikéw niena-
razonych (grupa A) (4,17£1,84%). Z kolei stezenie me-
themoglobiny w grupie B bylo nizsze (p < 0,03) niz
w grupie A (tab. 2). Stezenia COHDb byly wyzsze u pala-
czy papieroséw, w poréwnaniu z wynikami uzyskany-
mi w grupie niepalacych (p < 0,001) (tab. 3).

Oznaczane jednoczasowo stezenie 8-epi-prostanglan-
dyny F, oraz aktywnos¢ enzyméw antyoksydacyjnych
we krwi - peroksydazy glutationu, transferazy glutatio-
nu i dysmutazy ponadtlenkowej — byty podobne w obu
grupach (A i B). Srednie stezenie endoteliny-1 w surowi-
cy krwi gérnikéw w obu badanych grupach bylo wyz-
sze niz gorna granica zakresu referencyjnego (2 pg/ml),
a test Srednich wzgledem stalej wartosci odniesienia wy-
kazal réznice na poziomie p = 0,000026 (Srednia: 3,239;
odchylenie standardowe: 2,615; liczba waznych ozna-
czen: 88; blad standardowy: 0,278; t = 4,445; df = 87).

W obu badanych grupach podwyzszonym stezeniom
endoteliny-1 towarzyszyla prawidlowa aktywnos$¢ enzy-
mu konwertujacego angiotensyne. Test Manna-Whitne-
ya wykazal jednak istotng réznice (p < 0,05) w aktyw-
nosci ACE miedzy gornikami zatrudnionymi w szybie I

a zatrudnionymi w szybie II. Aktywnos$¢ ACE u gorni-
kéw narazonych na siarkowodoér byta wyzsza niz u gor-
nikéw z grupy matego ryzyka (ryc. 2). Analiza regre-
sji liniowej wediug porzadku rang Spearmana wykaza-
ta dodatnig zalezno$¢ migdzy aktywnoscig ACE a steze-
niem CSE (r = 0,6927; p < 0,001) (ryc. 3).

o

ACE [ng/ml]

-2 T 1
A B

[125-75% ® Me T min.—maks./min.—max Grupa/ Group

A - male ryzyko narazenia na siarkowodor / increased risk of exposure to hydrogen
sulfide, B - zwigkszone ryzyko narazenia na siarkowodor / reduced risk of exposure
to hydrogen sulfide.

ME - mediana /median, min. - warto$¢ minimalna / minimal value, maks. — warto$¢
maksymalna / max - maximal value.

*p < 0,05.

Ryc. 2. Aktywno$¢ enzymu konwertujacego angiotensyne I (ACE)
w testach nieparametrycznych w obu badanych grupach

Fig. 2. Comparison of groups A and B according to angiotensin I
converting enzyme (ACE) activity in both studied groups
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Ryc. 3. Macierz rozrzutu y-liazy cystationiny (CSE) i enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE)
Fig. 3. Matric scatter graph of cystathionine y-lyase (CSE) and angiotensin converting enzyme (ACE)
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OMOWIENIE

Zbadani gornicy to mezczyzni mlodzi lub w $rednim
wieku, oceniajacy stan swojego zdrowia jako dobry,
niezglaszajacy dolegliwosci i z reguty wykonujacy cigz-
ka prace fizyczna. W badaniu przedmiotowym rozpo-
znano u nich nadwage lub otylo$¢ I stopnia i przewlekle
zmiany zapalne w gérnych drogach oddechowych. Naj-
czgsciej byly to niezyt nosa i/lub gardla, i/lub przewle-
kle zapalenie zatok. Czgstos$¢ wystepowania tych zmian
byta podobna u gérnikéw z obu grup badanych - za-
trudnionych w szybie II o zwiekszonym ryzyku nara-
zenia na siarkowodoér (grupa B) i w szybie I bez zare-
jestrowanych emisji H,S w ciggu ostatnich 10 lat (gru-
pa A). W grupie A czgsto$¢ wystepowania zmian byla
okoto 2-krotnie wigksza u palaczy papierosow (38%)
niz u niepalacych (18%).

Zmiany laryngologiczne moga by¢ nastepstwem eks-
pozycji na gazy kopalniane zawierajace siarkowodor
i inne gazy [20]. Obecnie wiadomo, ze siarkowodor
uszkadza komorki nablonka oddechowego w jamach
nosowych, a wczesniej — nawet w matych stezeniach —
uszkadza komorki nablonka wechowego (w stezeniach
powyzej 225 mg/m? poraza percepcje wechowa). Upo-
$ledzenie rozrézniania zapachéw nalezy wiec do cha-
rakterystycznych nastepstw ekspozycji na siarkowo-
dor [17,18]. Osrodki, w ktérych zatrudnieni sg auto-
rzy niniejszej publikacji, kontynuujg badania narzadu
zmystu powonienia u gérnikow.

W niniejszym badaniu u gérnikéw nie stwierdzo-
no zmian narzadu wzroku, typowych dla powtarzajg-
cych sie incydentéw ekspozycji na siarkowodor. W ste-
zeniach wyzszych od 15 mg/m’ siarkowoddr drazni
spojowki, a w stezeniach powyzej 70 mg/m’ powodu-
je zapalenie spojowek i rogowki, kurcz powiek, 1zawie-
nie i §wiatlowstret [5]. U gornikéw nie wykazano tak-
ze obnizenia ci$nienia tetniczego, zwigzanego z naczy-
niorozszerzajacym dziataniem siarkowodoru na pozio-
mie naczyn oporowych. Dzialanie to wynika z aktywa-
cji przez H S kanatéw potasowych, regulowanych przez
adenozynotrdéjfosforan (adenosine triphosphate — ATP)
w komoérkach migsni gladkich $ciany naczyn [21,22].
W obu badanych grupach wartosci ci$nienia skurczo-
wego byly bliskie warto$ciom granicznym dla rozpo-
znania nadcis$nienia tetniczego.

W innych badaniach oddzialywania siarkowodoru
(w stezeniu 5 lub 10 ppm) na ukfad krazenia u ochot-
nikéw nie zaobserwowano obnizenia wartosci ci$nie-
nia [17]. W niniejszym badaniu w obu badanych grupach
gornikow stezenie endoteliny-1 bylo jednak podwyzszo-

ne. Ze wzgledu na silne naczyniokurczace dzialanie tego
mediatora moze on odpowiada¢ za wyzsze wartosci ci-
$nienia tetniczego, jednak autorzy niniejszej publikacji
nie wykazali istotnej zaleznosci miedzy stezeniem ET-1
a ci$nieniem skurczowym ani rozkurczowym.

Nie jest znany wplyw siarkowodoru na stezenie ET-1.
W badaniach in vitro wykazano natomiast hamujacy
wplyw H.S na aktywno$¢ enzymu konwertujgce-
go angiotensyne [23]. W niniejszym badaniu w gru-
pie gornikéw narazonych na H,S wykazano wyzsza ak-
tywno$¢ ACE w surowicy niz w grupie goérnikéw z gru-
py malego ryzyka. Ponadto wykazano statystycznie istot-
ng zaleznos¢ (p < 0,001) miedzy aktywnoscia ACE a ste-
zeniem y-liazy cystationiny. Oba biatka enzymatyczne sa
obecne w stosunkowo duzych ilosciach w $cianie naczyn.
Rola ACE w regulagji ci$nienia tetniczego jest dobrze zna-
na, natomiast o roli CSE wiadomo, ze jego brak lub inhibi-
tory tego enzymu podnoszg ci$nienie tetnicze [9,24].

Zwiazek miedzy ACE a CSE w regulacji ci$nienia
tetniczego jest bardzo prawdopodobny. Sg to 2 enzy-
my o dziataniach potencjalnie przeciwstawnych do na-
piecia $ciany naczyn: ACE przez konwersje angiotensy-
ny I do II powoduje skurcz migsniowki gladkiej, nato-
miast CSE przez synteze siarkowodoru - jej rozkurcz.
W badaniach do$wiadczalnych potwierdzono, ze CSE,
obecna w $cianie naczyn, moze wytwarza¢ z egzo-
gennej L-cysteiny siarkowoddr w ilosci wystarczajacej
do dzialania wazodilatacyjnego [21]. Zaleznos¢ mie-
dzy ACE a CSE moze wiec wynika¢ z mechanizméw
homeostazy naczyniowej. W niniejszym badaniu zna-
miennie wieksza aktywnos¢ ACE i wigksze o 23% ste-
zenie CSE u gornikéw z grupy B (w poréwnaniu z gru-
pa A) moze $wiadczy¢ o zmianie poziomu regulacji ci-
$nienia. Nalezy zaznaczy¢, ze endogenny siarkowodor,
obok tlenku azotu, jest zaliczany do gazowych molekut
sygnalizacyjnych w $cianie naczyn o dzialaniu naczy-
niowo- i kardioprotekcyjnym [25].

Podsumowujac, na podstawie badan podmioto-
wych, przedmiotowych i dodatkowych przeprowadzo-
nych u gornikéw z szybu II nie wykazano zmian, ktére
jednoznacznie mozna odnies¢ do nastgpstw toksyczne-
go dzialania siarkowodoru. Nie stwierdzono zwiekszo-
nej czesto$ci wystepowania zmian w zakresie ukfadu
oddechowego, narzadu wzroku ani niskich wartosci ci-
$nienia tetniczego. Nie wykazano takze zmian w ukla-
dzie oksydo-redukcyjnym — w stezeniu 8-epi-prostan-
glandyny F, ani aktywnosci enzymdéw antyoksyda-
cyjnych. Podwyzszona aktywno$¢ transaminaz u 11%
(6 mezczyzn) najprawdopodobniej wigzata sie z cze-
stym spozywaniem piwa.
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Na poziomie komoérkowym gléwnym mechani-
zmem toksycznego dziatania H,S jest zaburzenie trans-
portu elektronéw w tancuchu oddechowym w mito-
chondriach, ograniczajace procesy utleniania i wytwa-
rzania energii. Jest to efekt hamowania przez siarko-
wodor oksydazy cytochromu ¢ (kompleksu IV tancu-
cha oddechowego w mitochondriach) we wszystkich
komorkach, dlatego H,S zalicza si¢ do trucizn proto-
plazmatycznych [7,17].

Nizsze stezenie oksydazy cytochromu ¢ w surowi-
cy gornikow zatrudnionych w szybie II (w poréwnaniu
z gérnikami pracujacymi w szybie I) moze by¢ wyni-
kiem przebywania w atmosferze o wyzszym stezeniu
siarkowodoru - mimo ze w stezeniach COX nie stwier-
dzono statystycznie istotnej réznicy. Swiadezy o tym
przeprowadzona analiza stezen COX, uwzgledniajaca
wiek gornikéw i palenie papierosow.

Stezenie oksydazy cytochromu c, a w jeszcze wigk-
szym stopniu stezenie syntazy {-cystationiny, jest za-
lezne od wieku badanych, co potwierdzilo badanie
wstepne. Zmniejszenie aktywnos$ci enzymoéw biora-
cych udzial w metabolizmie H,S w procesie starzenia
komorki wykazali takze inni autorzy [26]. W niniej-
szym badaniu, w badaniu zasadniczym $redni wiek
goérnikow zatrudnionych w szybach I II byt zblizony -
wynosit odpowiednio: 35,9+8,4 roku i 37,1+7,8 roku.

Aktywnos¢ oksydazy cytochromu c zalezy takze od
palenia papieroséw — u palaczy jest nizsza niz u niepa-
lacych [27]. Niniejsze badanie — zaréwno wstepne, jak
i zasadnicze - potwierdzito hamujace dzialanie palenia
papieroséw na stezenie COX. Zmniejszenie aktywno-
$ci COX u palaczy w duzym stopniu jest nastepstwem
hamujacego dzialania tlenku wegla zawartego w dymie
papierosowym na COX, a takze oddzialywania innych
skfadnikéw obecnych w dymie [28]. W niniejszym ba-
daniu potwierdzono, ze u gérnikéw palacych papiero-
sy obnizonemu stezeniu COX towarzyszy zwigkszone
stezenie karboksyhemoglobiny. Ponadto wykazano, ze
palenie papieroséw obniza stezenie nie tylko COX, ale
takze (chociaz w mniejszym stopniu) enzymow uczest-
niczacych w syntezie siarkowodoru, tj. y-liazy cystatio-
niny i B-syntazy cystationiny.

Za istotnym wplywem palenia tytoniu na steze-
nie COX, CBS i CSE przemawia tez to, ze u osdb, ktd-
re przestaly pali¢, stezenie wszystkich tych enzymow
bylo wyzsze niz u 0séb palacych i niepalacych, typowo
dla ,efektu z odbicia” (ryc. 1). Stezenie karboksyhemo-
globiny w grupie gérnikéw zatrudnionych w szybie II
bylo 0 15% wyzsze od stezenia COHb w grupie goérni-
kéw zatrudnionych w szybie I. Przyczyna tych réznic

moze by¢ zaréwno palenie tytoniu, jak i ekspozycja za-
wodowa na tlenek wegla (tym bardziej, ze odsetek oséb
palacych papierosy byl w tej grupie prawie 2-krotnie
mniejszy niz u goérnikéw z szybu I). Podsumowujac,
przyczyna nizszego stezenia COX u gornikéw z szy-
bu II w poréwnaniu z gérnikami z szybu I jest zlozo-
na oraz obejmuje wplyw gazéw kopalnianych i palenia
papieroséw.

Z innej strony, w badaniu zasadniczym stezenie sul-
themoglobiny u wszystkich gérnikéw wynosito 0%.
W warunkach fizjologicznych, w $rodowisku o pH
zblizonym do 7,4, okolo 30% siarkowodoru wystepu-
je w postaci niezdysocjowanej. W tej postaci H,S fatwo
przenika przez blony komoérkowe, wigze si¢ z hemoglo-
bing, tworzac sulthemoglobine, i krazy rozpuszczony
w osoczu. Stezenie H,S w osoczu i wigkszosci tkanek
wynosi okofo 50 puM, ale okres péttrwania siarkowo-
doru in vivo to kilka minut. Oznaczanie stgzenia sul-
themoglobiny, kompleksu bardziej trwatego, stuzy za
wskaznik toksycznego dziatania H,S [29].

W jednym z ostatnio opublikowanych badan, prze-
prowadzonym w grupie 110 pracownikéw przewle-
kle narazonych na siarkowodér w malych stezeniach,
stwierdzono stezenie sulfhemoglobiny podwyzszone
do 0,04%. Byty to wigc wartosci takze niskie, na grani-
cy progu oznaczalnosci. Jednocze$nie w badanej gru-
pie wykazano podwyzszone stezenie methemoglobi-
ny w badanej grupie, ktére mialo wynika¢ z ochron-
nej roli methemoglobiny przed stresem oksydacyjnym,
nasilanym w wyniku hamowania oksydazy cytochro-
mu c przez H.S [29]. W niniejszym badaniu przy po-
dobnym stezeniu hemoglobiny catkowitej i erytrocy-
tow w obu grupach gérnikéw aktywno$¢ uktadu oksy-
do-redukcyjnego w grupie B byta podobna do uzyska-
nego w grupie A, natomiast stezenie methemoglobiny
bylo znamiennie nizsze. Moze to wynika¢ z obecno-
$ci zwigzkow methemoglobino-twdrczych (naleza do
nich np. tlenki azotu) w szybie I i przemawia¢ - zgod-
nie z przedstawiona powyzej hipoteza — przeciw wy-
stepowaniu skutkéw ekspozycji na H,S w ukladzie osy-
do-redukcyjnym u gérnikéw z szybu II.

Uzyskane wyniki badan wykazaty istotny wplyw
miejsca zatrudnienia (szyb I vs II) na stezenie B-synta-
zy cystationiny. Aktywno$¢ CBS jest regulowana na
poziomie transkrypcyjnym przez rézne czynniki ja-
drowe, czynniki wzrostu i cykliczny adenozynomono-
fosforan oraz na poziomie posttranskrypcyjnym przez
np. metioning [13]. Z kolei siarkowoddr hamuje aktyw-
no$¢ enzymoéw odpowiedzialnych za jego synteze (CBS
i CSE) w mechanizmie ujemnego sprze¢zenia zwrot-
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nego [9]. Mozna wigc przypuszczac, ze wzrost steze-
nia CBS u gérnikow z grupy B jest w wiekszym stopniu
nastepstwem zmian regulacyjnych na poziomie synte-
zy endogennego siarkowodoru niz toksycznego dziala-
nia egzogennego H_S.

Podobnie wyraznie wieksze stezenie CBS, CSE
i COX u 0s6b, ktdre przestaly pali¢, w pordwnaniu z wy-
nikami oséb palacych lub nigdy niepalacych, wskazuja
na regulacyjne zmiany aktywnosci enzymow ujawnia-
jace sie po zaprzestaniu ekspozycji na dym tytoniowy,
a nie na prosty efekt zwigzany z ustgpieniem toksycz-
nego dzialania dymu. Zmiany regulacyjne przebiegaja-
ce ze wzrostem stezenia CBS i CSE towarzysza zwigk-
szonej syntezie endogennego H,S [13]. Wyjasnienia wy-
maga, czy zmiany te moga towarzyszy¢ powtarzanej
ekspozycji na H,S, a jesli tak, czy s3 zwigzane z obecno-
$cig siarkowodoru, czy z przerwg w ekspozycji na H,S.

Podsumowujac, w niniejszym badaniu nie stwier-
dzono skutkéw toksycznego dzialania siarkowodoru
w grupie B, czyli gérnikéw zatrudnionych w szybie II
kopalni miedzi o zwiekszonym ryzyku emisji tego
gazu. Stwierdzono natomiast zmiany regulacyjne, ktd-
re moga wynika¢ z powtarzanych ekspozycji na H,S.
Do zmian tych nalezy zwigkszenie st¢zenia P-syntazy
cystationiny i y-liazy cystationiny w surowicy — w po-
réwnaniu z wynikami grupy gérnikéw zatrudnionych
w szybie I bez narazenia na siarkowoddr — oraz wzrost
aktywnosci enzymu konwertujacego angiotensyne i za-
lezno$¢ tej aktywnosci od stezenia y-liazy cystationiny.

Wykazano, ze palenie papieroséw obniza st¢zenie
oksydazy cytochromu c — enzymu docelowego dla tok-
sycznego dzialania siarkowodoru. U gérnikéw zatrud-
nionych w szybie o zwigkszonym ryzyku emisji ga-
z6w kopalnianych przyczyng obnizenia stezenia COX,
poza paleniem, moze by¢ takze obecnos¢ siarkowodo-
ru w gazach kopalnianych. Jesli tak jest, stezenie COX
moze by¢ bardzo czulym wskaznikiem ekspozycji na
siarkowodoér. Ekspozycji tej nie towarzyszylty bowiem
zmiany kliniczne ani inne biochemiczne, typowe dla
toksycznego dzialania siarkowodoru — nawet tak czule
jak zmiany w ukfadzie oksydo-redukcyjnym. Pomiary
stezen siarkowodoru we krwi przeprowadzane na sta-
nowiskach pracy powinny wyjasni¢ przyczyne zmian
w aktywnosci oznaczanych enzymow.

WNIOSKI

Stezenie oksydazy cytochromu ¢ moze by¢ bardzo czu-
lym markerem ekspozycji na siarkowodér w kopal-
niach miedzi.

Zmiany stezen syntazy B-cystationiny i y-liazy cy-
stationiny wskazujg na zmiany regulacyjne w syntezie
endogennego siarkowodoru u gérnikéw zatrudnionych
w warunkach zwigkszonego ryzyka emisji gazéw ko-
palnianych.
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