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MOZNI VPLIV ZIVEGA SREBRA NA PATOGENEZO AVTIZMA

POSSIBLE INFLUENCE OF MERCURY ON PATHOGENESIS OF AUTISM

Alfred Bogomir Kobal
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Izvlecek

Izhodisc¢a

Zakljucki

Kljuc¢ne besede

Spektroavtisticna motnja (SAM) je del SirSega spektra razvojnih motenj, znanih kot perva-
zivne razvojne motnje, ki se pojavijo v zgodnjem otrostvu. Danes etiologija Se ni poznana,
znano pa je, da so za razvoj avtizma pomembni geneltski, imunski in okoljski dejavniki.
Med okoljske dejavnike sodi tudi Zivo srebro (Hg), vendar so mnenja o tem deljena. Neka-
teri rezultati iz zadnjega obdobja zanikajo, drugi pa podpirajo hipotezo o vplivu etil-Hg v
timerosalu v otroskih cepivih na razvoj SAM. Na kratko bom predstavil nekatere raziska-
ve, ki pri otrocih s SAM opozarjajo na presnovne motnje dolocenih aminokislin, oksidativ-
ni stres in imunske motnje. Obenem pa bom osvetlil tudi nekatera osnovna spoznanja o
privzemu, toksikokinetiki in bioloskih mehanizmih delovanja Hg, ki bi lahko vplivali na
razvoj SAM.

Predstavljene raziskave podpirajo dommnevo, da pri otrocih z dolocenimi presnovnimi mot-
njami aminokislin, ki povzrocajo znizanje vsebnosti glutationa v celicah, in z imunskimi
motnjami, lahko etil-Hg v timerosalu Se dodatno povecuje oksidativno prizadetost astroci-
tov in nevronov, vpliva na imunsko odzivnost ter moti glutaminergicno, serotonergicno,
holinergicno in centralno dopaminergicno aktivnost. Pri otrocih s povecano obcutljivostjo
na ucinke Hg je timerosal v cepivih lahko pomemben dejavnik v patogenezi SAM.
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Autism Spectrum Disorder (ASD) is part of a broader spectrum of developmental disorders
appearing in early childhood, known as pervasive developmental disorders. Although its
etiology is not yet known today, genetic, immunological and environmental factors are
considered relevant for the development of autism. Among the latter, there is also a mercu-
ry poisoning though opinions regarding its influence are divided. Some results obtained in
recent times reject, while other support the hypothesis that ethyl-Hg in thimerosal, which is
used in children’s vaccines, influences the development of ASD. Some studies that point to
metabolic disorders caused by certain amino acids, oxidative stress and immunological
disorders in children with ASD are presented. In addition, some basic findings on the re-
tention, toxicokinetics and biological mechanisms of Hg activity that could influence the
development of ASD.

The presented studies support the assumption that in children with specific metabolic
disorders caused by amino acids that reduce glutathione content in cells, and immunologi-
cal disorders, ethyl-Hg in thimerosal may enhance oxidative impairment in astrocytes and
neurons, affect immunological response, and disturb the glutaminergic, serotonergic, holi-
nergic and the central dopaminergic activity. In children with increased susceptibility to
Hg, thimerosal in vaccines may be a significant factor in the pathogenesis of ASD.

developmental disorders; thimerosal; oxidative stress; glutathione; immunological disor-
ders
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Uvod

Avtizem je razvojna motnja z moteno socialno inter-
akcijo, zoZenjem interesov, stereotipno ponavljajo¢im
se vedenjem, kar lahko spremlja mentalna retardacija
in epilepsija, s prizadetostjo prebavil in autoimunski-
mi motnjami. Heterogenost simptomov in klini¢nih
znakov je pri avtizmu dokaj izrazita. Danes namesto
izraza avtizem uporabljamo izraz spektroavtisti¢na
motnja (SAM), ki vkljucuje tudi lazje oblike in pred-
stavlja del SirSega spektra razvojnih motenj (t. i. per-
vazivne razvojne motnje). Obicajno se bolezen razvi-
je Ze pred 3. letom, prizadene okrog 9 na 1000 oseb
in je bolj pogosta pri otrocih moskega spola (3-4:1).
Pri 20-30 % obolelih otrok nastopi v starosti 18-24
mesecev izrazito obdobje avtisti¢ne regresije, v kate-
rem otroci izgubijo Ze pridobljeno govorno znanje.!
Po mnenju nekaterih raziskovalcev? incidenca SAM v
zadnjih 10 letih naras¢a, vendar ni povsem jasno, ali
je incidenca resni¢no povecana ali pa je to posledica
Sirjenja definicije in boljSega zdravstvenega nadzora
otrok. Pogostnost pojavljanja SAM in nekatera spo-
znanja s podrocja nevrobiologije, genetike, psiholo-
gije in obravnave SAM je strokovni javnosti v Sloveni-
ji leta 2006 predstavila Marta Macedoni-Luksic.?
Etiologija SAM ni znana, ocenjujejo pa, daje v ospredju
primarno genetska okvara.* Poleg proucevanja genet-
skih motenj v zadnjem obdobju precej raziskav opo-
zarja na presnovne motnje aminokislin, ki vsebujejo
zveplo, poglobljeno osvetljuje oksidativni stres in
imunske motnje ter opozarja na nekatere okoljske de-
javnike, ki lahko vplivajo na razvoj SAM pri otrocih.>®
Glede na dosedanje raziskave je najverjetneje, da kom-
binacija genetskih, dolo¢enih presnovnih, imunskih
in okoljskih dejavnikov vpliva na razvoj SAM.? Okolj-
ski dejavniki, ki lahko vplivajo na patogenezo avtizma,
so predvsem prenatalna izpostavljenost talidomidu,
antikonvulzantom, nekaterim virusnim infekcijam ter
izpostavljenost pesticidom, PCB in nekaterim tezkim
kovinam,' med katere sodi, po mnenju nekaterih, tu-
di zivo srebro (Hg)."'-!* Klini¢na diagnoza SAM sloni
na sprejetih merilih in izkusnjah strokovnjaka s tega
podrodja, saj trenutno ni na razpolago doloc¢enih dia-
gnosti¢nih testov.'

Osnovni namen prispevka je predstaviti mozni vpliv
Hg na patogenezo SAM. V ta namen bodo na kratko
predstavljeni rezultati posameznih raziskav, ki osvet-
ljujejo dolocene znacilnosti SAM, ki doslej pri nas ni-
so bile pogosto obravnavane. Med slednje sodijo zla-
sti presnovne motnje aminokislin, ki vsebujejo zve-
plo, oksidativni stres in imunske motnje. Predstavlje-
na bodo tudi nekatera osnovna spoznanja o delova-
nju Hg v osrednjem Zivéevju (OZ), s katerimi se zdrav-
nik pri svojem delu ne srecuje prav pogosto.

Rezultati dosedanjih raziskav
Genetske motnje

Kljub obseznim raziskavam in nekaterim novim spo-
znanjem na genetskem podrodju®'>1° danes Se pri 90
% obolelih niso pojasnjene genetske spremembe, po-
vezane s SAM, prav tako niso jasno opredeljene pre-

snovne motnje in motnje imunske odzivnosti, ki bi
bile znacilne za posamezne kategorije otrok s SAM.
Mocna genska povezanost s SAM je ugotovljena le pri
nekaterih genskih okvarah, kot so sindrom drobljive-
gakromosoma X, nevrofibromatoza, Bourneville-Prin-
glova bolezen fenilketonurija in nekatere druge kro-
mosomske nepravilnosti;'” okrog 15 genskih prizade-
tosti pa nakazuje Sibko povezanost s SAM. Pomemb-
ne so tudi novejse raziskave,'® ki v druzinah otrok s
SAM odkrivajo nove genske motnje, ki pa zajemajo le
okrog 1 % primerov.

Presnovne motnje aminokislin

Aminokisline, ki vsebujejo zveplo, so bistvene za vzdr-
Zevanje redoks potenciala v celicah in imunskega si-
stema, saj je znano, da so pomembne za sintezo redu-
ciranega glutationa (GSH), ki je glavni znotrajceli¢ni
antioksidant zlasti vimunskih celicah, astrocitih in nev-
ronih.!?° Raziskave Suha in sodelavcev, objavljene v
letu 2008,> so pri otrocih s SAM pokazale, da gre za
motnje v metabolizmu teh aminokislin, zlasti za trans-
metilacijo in transsulfuracijo. Pri tem je motena kon-
verzija metionina v S-adenosilmetionin in tvorba ci-
steina, kar povzroca znizanje vsebnosti GSH v celi-
cah. To znizanje lahko vpliva na zmanjSanje antioksi-
dativne aktivnosti in vpliva na imunsko odzivnost, saj
se domneva, da je znizanje GSH v levkocitih lahko
povezano z aktivnostjo celic T. Motnje metilacije, zni-
Zanje cisteina in znizana sinteza GSH pri SAM je bila
ugotovljena tudi v nekaterih drugih raziskavah.®2"22
Znizana vsebnost GSH v astrocitih lahko pomembno
zavira sintezo GSH v nevronih, ki so metabolno odvi-
sni od astrocitov, kajti od njih prejemajo cistein za sin-
tezo GSH.* Domnevajo, da so omenjene presnovne
motnje aminokislin pri otrocih s SAM povezane z gen-
skimi motnjami in nekaterimi okoljskimi dejavniki.’

Oksidativni stres

V literaturi je ¢edalje vec raziskav, ki poudarjajo vlo-
go oksidativnega stresa v patogenezi avtizma. Pregled
teh spoznanj je predstavila Sajdel-Sulkowska s sod. v
raziskavi, objavljenileta 2008.” V posameznih raziska-
vah so bile pri otrocih s SAM opravljene razli¢ne pre-
iskave, ki so pri posameznih skupinah otrok pokaza-
le: a) spremenjeno aktivnost antioksidantnih encimov
z zvisano vsebnostjo oksidiranega glutationa in NO;
b) povisano vsebnost homocisteina v plazmi; ¢) povi-
$ano vsebnost produktov peroksidacije lipidov v kr-
vi in urinu; ¢) nenormalno vsebnost bakra in cinka v
krvi, ki kaze na motnje v delovanju metalotioneinov,
beljakovin nizke molekularne teze z visoko vsebnostjo
cisteina (30 %), ki vzdrzujejo homeostazo kovin v ce-
lici in zunaj celice ter delujejo kot antioksidant; d) zni-
Zano vrednost selena (Se) in Se-encima glutation pe-
roksidaze v krvi. Pri tem se seveda postavlja vprasa-
nje, ali prehrana otrok s SAM vpliva na vsebnost Se v
telesu in na sintezo Se proteinov, ali pa je to poveza-
no z moteno tvorbo selenocisteina, ki lahko vpliva
tudi na izlo¢anje Se.?® V avtopti¢nih vzorcih mozgan-
skega tkiva otrok s SAM je Sajdel-Sulkowska s sod.
(2008)” ugotovila povec¢ano koncentracijo 3-nitrotiro-
zinav cerebelarnem tkivu, ki predstavlja relativno spe-
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cifi¢en kazalec oksidativne okvare tirozina (ostankov)
v proteinih. 3-nitrotirozin se tvori zaradi poviSane tvor-
be NO in njegovih presnovkov. Iz omenjenih raziskav
je razvidno, da je pri otrocih s SAM znizana antioksi-
dativna zmogljivost, ki povecuje tveganje za oksida-
tivni stres, ki pa ga lahko pomembno povecujejo tudi
nekateri dejavniki v okolju, med katerimi je tudi zivo
srebro in njegove spojine.

Imunska odzivnost in motnje v delovanju
zivénih prenaSalcev

Postavili so ve¢ razli¢nih hipotez o moznem vplivu
imunskih sprememb pri SAM. Poudarjajo se zlasti
imunske motnje v zgodnjem obdobju nose¢nosti, po-
vecana incidenca avtoimunskih motenj v druzinah in
vpliv otroskega cepljenja. Slednje je bilo deloma pred-
stavljeno leta 2008 na Dercevih dnevih v poglavju Pro-
blematika cepljenj.?! Raziskave, ki jih je predstavil Ash-
wood s sod. leta 2006,° podpirajo domnevo, da pred-
in perinatalne imunske motnje lahko vplivajo na vseb-
nost citokinov, Ziv¢nih prenasalcev, nevropeptidov in
hormonov. Imunske spremembe pri SAM najpogo-
steje prizadenejo naslednje komponente imunskega
sistema: celice T, monocite/makrofage, celice NK, ci-
tokine, imunoglobuline, avtoimunsko aktivnost in ne-
katere avtoimunske genske spremembe.

Raziskave avtopti¢nih vzorcev® so pokazale kroni¢no
aktivacijo mikroglije in astrocitov s povisano vsebnost-
jo citokinov, kar nakazuje avtoimunske procese v
osrednjem ziv¢evju pri doslej Se nedefiniranem Stevi-
lu otrok s SAM. Preiskave likvorja* odkrivajo zniza-
nje neopterina in quinolonske kisline, hkrati pa povi-
Sane vrednosti biopterina, kar prav tako nakazujejo
moteno uravnavanje imunske aktivnosti in funkcijsko
nezrelost osrednjega ziv¢evja pri otrocih s SAM. Sled-
nje podpira tudi znizana vsebnost serotonina, ki je
sicer pomemben nevrotrofi¢ni dejavnik v razvojnem
obdobju osrednjega Zivcevja.2

Kljub temu, da rezultati razli¢nih raziskav niso povsem
identi¢ni, pa je pri otrocih s SAM zaznati moteno rav-
notezje med podvrstama limfocitnih celic T pomagalk
TH1 in TH2, kar spremlja izlo¢anje razli¢nih vrst cito-
kinov.? Nekatere raziskave so pokazale, da vrsta cito-
kinov lahko vpliva tudi na vsebnost serotonina v OZ,
zlasti ker vplivajo na aktivhost gena za prenos seroto-
nina in lahko delujejo zaviralno na encim, ki je po-
memben za tvorbo serotonina iz triptofana.®*” Funk-
cionalna slikovna preiskava mozganov - pozitronska
emisijska tomografija (PET) je pokazala znizano vre-
dnost serotonina levo kortikalno, kar nakazuje vecjo
prevalenco z resnejsimi motnjami govora.® ? Avtop-
ti¢ne Studije pri otrocih s SAM so pokazale povecano
aktivnost glutaminergi¢nega sistema (motena pretvor-
ba glutamata v GABA zaradi znizane aktivnosti gluta-
mini¢ne decarboksilaze), kar lahko povzroca eksci-
totoksi¢ne ucinke.*

Priotrocihs SAM so bileugotovljene avtoimunske spre-
membe, vezane na tvorbo protiteles na razli¢na tkiva
v OZ, kot npr. mielin bazi¢ni protein, aksonski prote-
ini, Zivéni rastni faktor in drugo. V likvorju je bila pri
teh otrocih ugotovljena tudi povisana vsebnost glial-
nih fibrilarnih proteinov, v serumu pa povisana vseb-

nostimunoglobulinov.”3! Postavljenaje bila tudihipo-
teza, da primarna imunska aktivacija v prebavilih lah-
ko sprozi sistemsko imunsko aktivnost, ki povzroca
motnjevosrednjem zivéevju. Imunska motnja, kispro-
za povecano izloc¢anje limfocitnih citokinov, prizade-
ne c¢revesno pregrado, to palahko poveca prehod opi-
jatov iz prehrane (zlasti beta-casemorfin-7) v krvni ob-
tok in lahko vpliva na razvoj OZ in vedenjske motnje,
ki se pojavijo pri otrocih s SAM. Domnevajo, da imata
bakterijska okuzbain mle¢ni antigen pomembno vlo-
go pri modulaciji avtoimuskega sistema pri otrocih s
SAM.? Po drugi strani pa nekateri raziskovalci menijo,
daprebavne motnje priotrocih s SAM niso ni¢ bolj po-
goste kot pri ostalih otrocih.3?

Zivo srebro kot pomemben okoljski
dejavnik

Znano je, da izpostavljenost metil-Hg, zlasti prenatal-
no, v razvojnem obdobju otrokovega OZ, deluje izre-
dno nevrotoksi¢no. Visoka izpostavljenost otrok med
nosecnostjo je v Minamati na Japonskem povzrocila
izredno tezko nevrolosko prizadetost otrok. Pri nizji
izpostavljenosti otrok med nose¢nostjo pa se v kasnej-
Sem razvojnem obdobju pojavljajo dolo¢ene nevro-
psiholoske motnje, ki prizadenejo predvsem pozor-
nost, spomin in govor otroka.?*3* Tudi pretekla opa-
zovanja so potrdila, da lahko zgodnja poporodna iz-
postavljenost nizkim koncentracijam Hg, pri manjsem
stevilu otrok, povzrodi tezje zdravstvene okvare.®

V zadnjih desetletjih se poudarja zlasti pomembnost
etil-Hg v timerosalu, ki se je kot bakteriostatik in fun-
gistatik dodajal vsem cepivom, tudi tistim, ki so bila
namenjena otrokom v prvem letu starosti. Povecana
prevalenca avtizma je bila opazna po letu 1990, kma-
lu po uvedbi timerosala v dve otroski cepivi.!' Rezul-
tati raziskav o vplivu timerosala na SAM iz zadnjega
desetletja, so izrazito nasprotujoci; vrsta predvsem epi-
demioloskih raziskav ne potrjuje vpliva timerosala v
cepivih na SAM,"3%3 medtem ko raziskave, ki slone
na biokemi¢nih in nevrobioloskih spremembah in
mehanizmih delovanja Hg, podpirajo hipotezo o vpli-
vu Hg na patogenezo SAM.!! 123840 Raziskava Tom-
psona s sodelavci, objavljena leta 2007,% je pokazala,
da zgodnja post-natalna izpostavljenost otrok time-
rosaluv cepivih in imunoglobulinih ni povzrocila nev-
ropsiholoskih motenj pri opazovanih otrocih. Stevilo
opazovanih otrok (n=1047), glede na prevalenco SAM
ne podpira povsem veljavnosti in zanesljivosti rezul-
tatov omenjene raziskave. Raziskava Youngove in sod.
objavljena leta 2008,%* ki je zajela zelo veliko skupino
otrok (n = 278.625), pa je pokazala pomembno povi-
$ano stopnjo pojavljanja razvojnih motenj v povezavi
s timerosalom, ki so ga otroci prejeli s cepljenjem.

Privzem in toksikokinetika etil-Hg

Ker je prednatalna izpostavljenost otrok Hg vedji del
posledica globalne obremenjenosti okolja, je bila ta
problematika Ze veckrat $irSe obravnavana,**% delo-
ma pa je bila predstavljena tudi nasi strokovni javno-
sti v reviji JAMA leta 2003.% %V zgodnjem otrostvu je
lahko otrok izpostavljen etil-Hg v timerosalu, ki ga prej-
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me v otroskih cepivih in v drugih pripravkih, v dolo-
¢enih primerih pa tudi metil-Hg in anorganskim spo-
jinam Hg s prehrano ter Hg® (hlapi elementarnega
Hg) z vdihavanjem, ¢e Zivi v onesnazenem industrij-
skem okolju.3343

Po nekaterih ocenah, lahko otroci v prvih 14 mesecih
zivljenja prejmejo s cepivi, ki vsebujejo timerosal, 185
ég,% po drugih ocenah?” pa do 200 ug etil-Hg Ze v p1-
vih 6 mesecih Zivljenja. To so vrednosti, ki dosegajo
t. i. referen¢ne vrednosti 0,1 ug/kg telesne teze/dnev-
no za vnos metil-Hg med nosec¢nostjo s prehrano, ki
ne povecajo tveganja za pojavljanje skodljivih ucin-
kov pri otrocih.* Pri otrocih starih od 2 do 6 mesecev
so ugotovili, da je razpolovna doba izloc¢anja etil-Hg
iz krvi 7 dni. Po cepljenju je bila koncentracija Hg v
urinu nizka, v blatu pa visoka.?* Etil-Hg se podobno
kot metil-Hg kopici tudi v laseh, zato je primeren ka-
zalec polpretekle izpostavljenosti, vendar le, ¢e ga do-
lo¢amo v ¢asovno ustreznem vzorcu las.”® Raziskave
Burbacherja in sodelavcev, objavljene leta 2005, ki
so bile opravljene na primatih, so pokazale, da je raz-
polovna doba izloc¢anja etil-Hg iz krvi v istem obmo¢-
ju kot pri otrocih, vendar pa krajsa v primerjavi z me-
til-Hg. Po izpostavljenosti etil-Hg pa se v osrednjem
ZivCevju zadrzi ve¢ anor-Hg kot po izpostavljenosti
metil-Hg, podobno razmerije je tudi v ledvicah. Raz-
merje med povprecjem celokupne vsebnosti Hg v mo-
zganih in v krvi je nekoliko visje pri izpostavljanju etil-
Hg kot pri metil-Hg. Vecina anor-Hg se je v opazova-
nem obdobju izloc¢ala z blatom. Sicer pa je ze dalj ¢a-
sa znano, da je izloCanje anor-Hg iz osrednjega Ziv-
¢evja pocasen proces.?” ¢! Avtorji menijo, da zaradi
ugotovljenih razlik v toksikokinetiki metil-Hg v biolo-
skem materialu ni povsem primeren referencni kaza-
lec za oceno tveganja pri izpostavljenosti etil-Hg, ki
ga prejmejo otroci s timerosalom.

Bioloski mehanizmi delovanja Zivega srebra
v osrednjem Zivcevju

Hg°, metil-Hg ali etil-Hg v timerosalu, se kopici v osred-
njem zivéevju in je izrazito nevrotoksi¢no, Hg® in etil-
Hg pa se zadrzujeta tudi v ledvicah, kjer delujeta ne-
frotoksi¢no. Nevrotoksi¢ni mehanizmi delovanja me-
til in etil-Hg so dokaj podobni.>*> Po prehodu Zilno-
mozgaske pregrade se etil in metil-Hg v osrednjem
ZivCevju biolosko razgradita, Hg® pa oksidira v dvo-
valentno anorgansko obliko (anor-Hg). V nasprotju z
metil-Hg pa etil-Hg prehaja prek Zilno-mozganske pre-
grade neposredno kot aminokislina.Ve¢ji del Hg se
zadrzuje v astrocitih, kjer se veze na SH skupine belja-
kovin, peptidov in aminokislin. Pri nizji izpostavlje-
nosti Hg ne povzroca strukturnih sprememb v osred-
njem zivéevju, temvec le funkcionalne motnje.

Vezava Hg na SH-skupine GSH in cisteina zniZuje
vsebnost GSH v astrocitih in zmanj$a prenos cisteina
v nevrone, ki brez privzema cisteina iz astrocitov ne
morejo sintetizirati GSH, to pa poveca obcutljivost
nevronov za delovanje Hg in oksidativni stres.** V raz-
vojnem obdobju OZ Hg zaradi vezave na SH-skupine
zavira sintezo beljakovin, polimerizacijo tubulina, po-
glavitne beljakovine v mikrotubulih, ki je pomembna
za rast zivénih vlaken in dendritov, ter povzroca spre-

membe v mitohondrijih. Hg sicer poveca tvorbo vo-
dikovega peroksida, kisikovih in drugih radikalov ter
sproza oksidativni stres, ki povzroca peroksidacijo li-
pidov, baz DNK, motnje v prepustnosti celicne mem-
brane in homeostaze kalcija v celici, prizadetost in ce-
lo apoptozo monocitov, celic T, celic glije in nevro-
nov, moti delovanje zZiv¢nih prenasalcev ter povzro-
¢a imunske motnje.56-%

Raziskave na tkivnih kulturah in pri zivalih so pokaza-
le, da Hg zaradi povisane tvorbe prostih radikalov de-
luje na Zivcne prenasalce: glutaminergicni, serotoner-
gi¢ni, dopaminergi¢ni in holinergi¢ni sistem. Hg za-
vira privzem glutamata in serotonina v astrocite, kar
zveca njihovo koncentracijo zunajceli¢no in povecu-
je obcutljivost sosednjih nevronov za ekscitotoksic-
ne ucinke glutamata, ki lahko vodijo v apoptozo ziv¢-
nih celic.5”¢2 Hg spodbuja tudi povecano tvorbo NO
(preko indukcije NO sintaze), ki v reakciji s kisikovi-
mi radikali tvori zelo reaktivne peroksinitrite in zni-
Zuje aktivno obliko serotonina.® % Zgodnja postna-
talna izpostavljenost metil-Hg pri zivalih vpliva na ak-
tivnost dopaminergi¢nih zivénih prenasalcev v osred-
njem zivéevju.® Povecan metabolizem dopamina se
ugotavlja tudi pri otrocih (starost od 8 do 12 let) v
povezavi z relativno nizko izpostavljenostjo Hg in kad-
miju.%® Nekatere raziskave so pokazale, da Hg zniZuje
aktivnost holin-acetiltransferaze in s tem tudi sintezo
ter vsebnost acetilholina. Pri tem prihaja do poveca-
nega odziva in tvorbe holinergi¢nih receptorjev v OZ
in tudi na periferiji v T-limfocitih (tudi pri ¢loveku!).®
Nizke koncentracije zlasti metil-Hg, ki ne povzrocajo
citotoksi¢nih okvar, pa zaradi sproscanja vodikovega
peroksida lahko aktivirajo lokalne vnetne procese
in imuske spremembe.® > Ze dalj ¢asa je znano, da
anorg-Hg sproza avtoimunske spremembe, med ka-
tere sodi zlasti avtoimunska glomerulopatija.®® Etil-Hg
inanorganski Hg povzrocata podobne imunske spre-
membe, sprozata sistemske avtoimunske motnje s si-
stemskim odlaganjem imunskih kompleksov, povisa-
nje nevrotipi¢nih in gliotipi¢nih protiteles, povisano
tvorbo citokinov in imunoglobulinov. Etil-Hg deluje
tudi zaviralno na T in NK celice. Na celi¢ni kulturi hu-
manih dendriti¢nih celic so ugotovili, da etil-Hg spre-
minja razmerje podvrste celic T pomagalk, z nakaza-
no povecano aktivacijo podvrste celic TH2 in izloca-
njem citokinov, ki zmanjsujejo znotrajceli¢ne okvare.
Omenjeni rezultati podpirajo domnevo, da Hg vpliva
naaktivacijo celic TH2 predvsem zaradi znizanja vseb-
nosti GSH v dendriti¢nih celicah. Za razvoj avtoimu-
nosti pase domneva, da je bolj pomembno povisanje
interferona-y, ki ga izlo¢ajo tudi celice THO pred dife-
renciacijo v celice TH1 in TH2, kot samo spremenje-
no razmerje med temi celicami.” * 7

Obrambni mehanizmi na ravni celice

Za zmanjsanje u¢inkov Hg je zlasti pomembna veza-
va Hg na SH skupine reduciranega glutationa (GSH)
in njegovih biokemi¢nih predstopenj cistina in ciste-
ina, na metalotioneine, beljakovine nizke molekular-
ne teze z veliko vsebnostjo cisteina in vezava na Se.
Astrociti lahko varujejo nevrone pred delovanjem Hg
tudi s povecano produkcijo metalotioneinov, ki ve-
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Zejo Hg v relativno netoksi¢no obliko. Ponavljajoc¢a
se izpostavljenost pa obi¢ajno inducira povecano tvor-
bo GSH in metalotioneinov. Obcutljivost nevronov
zadelovanje Hgje sicer Ze izhodis¢no nizja, tudi zara-
dinizke vsebnosti metalotioneinov in drugih stresnih
proteinov.?>77472 Selen je esecialni element in sestavni
del vrste Se-proteinov, ki se veze s Hg v molekular-
nem razmerju 1:1 v netoksi¢ni kompleks, kar vlizoso-
mih predstavlja zadnjo stopnjo razstrupljanja Hg.?> 7
Za znizanje prostih radikalov, ki jih sproza Hg je po-
membna tudi aktivnost antioksidantnih encimov (su-
peroksid dismutaze, katalaze in Se-encima glutation
peroksidaze) ter nevrohormon melatonin.”7° Mela-
tonin tvori s prostimi radikali stabilne sekundarne in
terciarne produkte biogene amine, ki prav tako vsto-
pajo v reakcijo s prostimi radikali, oboji pa zavirajo
¢ezmerno tvorbo NO in njegove proste radikale pe-
roksinitrite ter na ta na¢in zmanjsujejo tudi ekscitoto-
ksi¢ne uc¢inke glutamata.

Bioloski kazalniki izpostavljenosti in u¢inkov
Hg

Svetovna zdravstvena organizacija®® % in Ameriska
agencija za varovanje okolja” sta predstavili strokov-
na izhodis¢a za zdravstveni in bioloski nadzor izpo-
stavljenosti in uc¢inkov Hg. Nase izkusnje s tega pod-
rocja so se pokazale kot dokaj uspesne pri preprece-
vanju poklicnih zastrupitev s Hg®.”® Raziskave iz zad-
njega obdobja pa so osvetlile nekatere bioloske ka-
zalce okoljske izpostavljenosti in vpliva Hg pri otro-
cih.%¢7 Pri nizji okoljski izpostavljenosti Hg se upo-
rabljajo tudi periferni kazalci bioloskih ucinkov vpli-
va Hg na ziv¢ne prenasalce, med katere sodijo mu-
skarinski holinergi¢ni receptorji v limfocitih, aktivnost
monoamino oksidaze v trombocitih in vsebnost pro-
laktina v serumu (kazalec dopaminske aktivnosti).®®
67.80 Med kazalce avtoimunskih sprememb v OZ sodi-
jo gliotipi¢na in nevrotipi¢na protitelesa.® Ti kazalci
niso specifi¢ni, doslej pa so se uporabljali le na ravni
skupine v posameznih raziskavah.

Peroksidacijo porfirinovvledvicah, ki jo povzroc¢a Hg
injo spremlja povisano izloc¢anje koproporfirina, pre-
koproporfirina in pentakarboksiporfirina v urinu, se
je doslej uporabljala kot bioloski kazalec u¢inkov Hg,
le pri poklicni izpostavljenosti Hg®.8-82V zadnjem ob-
dobju pa so se omenjene analize atipi¢nih porfirinov
v urinu pricele uporabljati tudi pri relativno nizki iz-
postavljenosti Hg, pri otrocih s SAM, pred in po iz-
plavljanju s kelati.* “ Rezultati analiz, opravljeni v
dveh loc¢enih laboratorijih v ZDA in v Franciji, so bili
kljub sorazmerno nizkivsebnosti Hg v bioloskem ma-
terialu, dokaj skladni. V dosedanjih raziskavah z iz-
plavljanjem Hg s kelati, dimerkaptopropan-sulfona-
tom (DMPS) in mezo-merkaptosukcini¢no kislino
(DMSA), je uspelo zmanjsati u¢inke Hg na peroksida-
cijo porfirinov pri otrocih s SAM.*%° Spremembe por-
firinov v urinu pred in po izplavljanju so bile dokaj
specificen kazalec bioloskih u¢inkov Hg in zalog Hg
v ledvicah. Zal pa v omenjenih raziskavah pri otrocih
s SAM ni podatkov o nevropsihiatri¢ni obravnavi otrok
pred in po izplavljanju Hg. Ker izplavljanje kovin s
DMPS ali DMSA lahko spremljajo doloc¢eni stranski

ucinki, je pred in med izplavljanjem potrebno sprem-
ljati tudi stanje nekaterih osnovnih elementov.?

Razpravljanje in zakljucki

Glede na dosedanje raziskave lahko povzamemo, da
so otroci s SAM gensko obcutljiva populacija, pri ka-
teri dosedanja genska proucevanja kar pri 90 % obo-
lelih niso uspela pojasniti genskega polimorfizma.
Predstavljene raziskave pri otrocih s SAM so osvetlile
nekatere presnovne spremembe aminokislin, ki vpli-
vajo na znizanje GSH in njegove biokemicne pred-
stopnje cisteina, bodisi prostega ali vezanega v meta-
lotioneinih, kar je izredno pomembno za vzdrzeva-
nje redoks potenciala v celici in imunsko odzivnost.
To stanje redoks potenciala pri teh otrocih stalno po-
vecuje tveganje za oksidativni stres, zlasti v celicah
OZ. Zaradi velike porabe kisika je okolje OZ izredno
obcutljivo za peroksidacijske u¢inke. Oksidativni stres
in imunske spremembe (kroni¢no aktivacijo mikro-
glije in astrocitov, avtoimunska aktivnost ter sistem-
ska imunska aktivnost) pri otrocih s SAM lahko moti-
ta tudi delovanje nekaterih zivénih prenasalcev, zlasti
serotonina in glutamata. Ne le rezultati genskih, tem-
vec¢ tudi rezultati imunskih raziskav, nakazujejo veli-
ko heterogenost znotraj celotne skupine SAM, zato
nekateri avtorji® domnevajo, da imajo razli¢ne kate-
gorije otrok s SAM razli¢no in specifi¢no etiologijo. S
tega vidika je razumljivo, da rezultatov omenjenih raz-
iskav ne moremo posplodevati, vsekakor pa nam ti
rezultati nudijo moznost primerjati nekatere mozne
ucinke etil-Hg na razvoj SAM pri posameznih katego-
rijah otrok.

Izpostavljenost otrok etil-Hg v prvem letu starosti do-
sega referen¢ne vrednosti, ki pri izpostavljenosti me-
til-Hg v prednatalnem razvojnem obdobju otroka, obi-
¢ajno ne povzrocajo povecanega tveganja za razvoj-
ne motnje. Referen¢ni vnos zagotavlja, da izpostav-
ljenost ne dosega tako imenovanih kriti¢nih vredno-
sti®* vnosa metil-Hg s prehrano med nose¢nostjo, ki
lahko podvojijo delez otrok z razvojnimi motnjami.
Zaradi razlik v toksikokinetiki metil in etil-Hg vseb-
nost metil-Hg ni povsem primerna referenca za vre-
dnotenje tveganja, vendar kljub temu lahko ocenimo,
da izpostavljenost otrok etil-Hg v prvem letu starosti
ni dosegala omenjenih kriti¢nih vrednosti. Glede na
prejeti odmerek etil-Hg v prvem letu starosti bi pri
zdravih otrocih lahko pricakovali le nekatere povrat-
ne bioloske ucinke, pri populaciji otrok s povecano
obcutljivostjo pa je tveganje za pojavljanje nepovrat-
nih biologkih in nevropsiholoskih u¢inkov etil-Hg vse-
kakor vecje. Na veliko intraindividualno variabilnost
obcutljivosti za Hg pri nizki izpostavljenost otrok, pa
so potrdila Ze pretekla opazovanja.®

Pri otrocih z moteno sintezo GSH po cepljenjih etil-
Hg prehaja v OZ, kjer zaradi vezave na -SH skupine
beljakovin peptidov in aminokislin $e dodatno znizu-
je GSH, cistein in metalotioneine v astrocitih ter na ta
nacin $e dodatno znizuje antioksidativno zmogljivost
astrocitov. Presnovna odvisnost nevronov od astroci-
tov prisintezi GSH in deloma tudi metalotioneinov pa
pomembno poveca tveganje za razvoj oksidativnhega
stresatudivnevronih. Pritem domnevamo, dajeadap-
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tacijski odgovor na Hg®¥ vezan le na povecano sintezo
antioksidantnih encimovin mordatudinaantioksida-
tivno aktivnost melatonina, medtem ko sinteza GSH
in metalotioneinov verjetno ni zadostna za dvig antio-
ksidativhe zmogljivosti. To stanje znizane vsebnosti
GSH v astrocitih in levkocitih zaradi vpliva Hg Se po-
veca in pospesi razvoj oksidativnega stresa in imun-
ske motnje. Imunske spremembe priotrocih s SAM ni-
so povsem identi¢ne s tistimi, ki jih povzro¢a Hg, ven-
dar paso priposameznih podskupinah pravtakoizra-
zeni avtoimunski procesi v OZ z aktiviranjem mikro-
glije, povisanjem nevrotipi¢nih in gliotipi¢nih prote-
inov in spremenjenim profilom citokinov. Hg zaradi
ze omenjenih imunoloskih uc¢inkovlahko $e dodatno
pospesi in poslabsa Ze prizadeto imunsko stanje po-
sameznih skupin otrok s SAM. Prek omenjenih meha-
nizmov, zlasti znizanjem GSH in povecanim tveganjem
za oksidativnistres, lahko Hg Se dodatno moti tudi de-
lovanje zivénih prenasalcev ter pospesi ekscitotoksic-
neucinke glutamata, zavira nevrotrofi¢no aktivnost se-
rotoninater vpliva na metabolizem acetilholinain do-
pamina pri posameznih skupinah otrok s povecano
obcutljivostjo. Nevrotrofi¢na aktivnost serotonina, ki
pospesuje dozorevanje korteksa, je najbolj izrazita
prav po porodu,® to pa je hkrati tudi obdobje, v kate-
rem so otroci prejeli vecji del etil-Hg s cepivom (prvih
6 mesecev po porodu).

Predstavljene raziskave torej podpirajo domnevo, da
pri otrocih z dolo¢enimi presnovnimi motnjami ami-
nokislin, ki znizujejo vsebnost GSH v celicah, in z
imunskimi motnjami, etil-Hg lahko kljub sorazmerno
nizkemu odmerku, Se dodatno povecuje oksidativno
prizadetost astrocitov in nevronov, vpliva na imun-
sko odzivnost tudi v OZ ter moti delovanje dopami-
nergi¢nega, holinergi¢nega, serotoninergi¢nega in
centralnega dopaminergi¢nega sistema. Pri otrocih s
povecano obcutljivostjo na uc¢inke Hg, timerosal lah-
ko na ta nacin vpliva na nekatere nevropsiholoske
motnje s podro¢ja pomnjenja, pozornosti, govora,
emocionalnosti in socialne interakcije, ki se pojavlja-
jo pri otrocih s SAM 3% 56.66,80,87-89

Glede na omenjena spoznanja in glede na lastne iz-
kusnje s podrocja vpliva Hg na ¢loveka se pridruzu-
jem mnenju Burbacherja in sodelavcev iz leta 2005,
ki so po temeljitem proucevanju toksikokinetike me-
til in etil-Hg kljub druga¢nemu mnenju IOM - Institu-
taza zdravje iz leta 2004,” ocenili, da so nadaljnja pro-
ucevanja vpliva timerosala na SAM vsekakor potreb-
na. To stalis¢e podpira tudi raziskava Youngove s so-
delavci iz leta 2008.42 Morda bodo prav raziskave,
usmerjene v presnovo aminokislin, ki motijo tvorbo
GSH, imunske motnje in druge bioloske spremembe
ter spremljavo bioloskih u¢inkov Hg, omogocile bolj
ciljane genetske raziskave in bolj usmerjeno preven-
tivno ukrepanje, pri prizadetih podskupinah otrok s
SAM. Preprican sem, da se bo raziskovalna aktivnost
na podrodju potencialnega vpliva Hg na SAM nada-
ljevala, vprasanje je le, ali bosta nasa stroka in nasi
otroci pri tem tudi aktivni sopotniki.

Ne glede raziskovalno dejavnost v prihodnosti pa oce-
njujem, daje Ze danes navoljo dovolj argumentov, da
pri klini¢ni obravnavi otrok, ki so v zgodnjem otrost-
vu pri cepljenju prejeli timerosal, upostevamo, poleg

priporocil Ameriske agencije za pediatrijo iz leta
2007,°! tudi nekatere osnovne ugotovitve raziskav, ki
podpirajo hipotezo o vplivu etil-Hg na patogenezo
SAM pri otrocih s povecano obcutljivostjo za ucinke
Hg.
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