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摘要
此次歐洲毒理學會議(EUROTOX 2011)是由法國毒理學協會(Society France of Toxicology)於8月28起至31日於法國巴黎舉行。本會議討論內容涵蓋所有與毒理學相關之議題，為現今規模最大之毒理學研討會之一，其與會之人員多達千人，發表之論文超過750篇。此外，會議另規劃相關之教育課程，以利與會之人士可獲得更多與毒理學相關之知識。
本次研討會主要活動為主題佈告、主題演講、數百場的研討會及廠商展覽之儀器。議程期間每天上、下午各有多場論文發表，另有依不同主題區分的論壇，由大會邀請該領域之知名學者專家演講，每天約有10場論壇及2場壁報論文發表。展場部份，會議中心提供相當大的場地，有超過100家儀器、藥品、設備、專門書籍等供應商參展。各研討會時程皆併行緊湊，參與者必須就演講內容，選擇出部分前去聽講。
這些先進國家在毒理學研究上的成果，可作為未來規劃作業環境有害物毒理研究方向之參考。
關鍵字：歐洲毒理學會議、作業環境有害物、毒理研究
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1、 目的
此行目的是根據本所100年度科專補助出國計畫到法國巴黎參加(2011歐洲毒理學國際研討會(。以了解先進國家毒理科學研究之發展現況，蒐集最新資訊及技術資料，提升毒理科學之研究技術及了解新興化學品使用之趨勢，有助於化學品檢驗技術之修訂，提供化學品管理政策制定及檢驗方法研發之重要參考。
2、 過程
1、 行程
	日期
	行程／活動

	100年8月24～25日（三~四）
	起程（台北－法國巴黎）

	100年8月26-9月2日（五~五）
	參加「2011年歐洲毒理學會議」(包括會議準備及資料整理)

	100年9月3～4日（六~日）
	返程（法國巴黎－台北）


2、 會議內容
歐洲毒理學會議為全世界最重要的毒理學會議之一，今年為第47屆並由法國毒理協會(French Society of Toxicology)主辦，於2011年8月28日至31日在法國巴黎的Palais des Congrés舉行。是來自不同國家、不同地區的研究人員交流毒理學的研究知識及管理的理想場所。
此次大會對於與會者的安排相當完善，在半年前即開始將會議的相關事宜刊登在網際網路上，以使各與會者能即時獲悉最新的消息。並在事先開放註冊並確認名牌之正確性，因此雖然與會人士為數眾多，報到時並未發生擁擠的現象。

本次會議在28日正式開始，開場是由EUROTOX主席Dr. Nancy Claude致歡迎詞，今年會議內容相當豐富且多元，包含生物學(Biologics)、生物指標(Biomarkers)、生物偵測(Biomonitoring)、癌症學(Carcinogenesis)、臨床毒理學(Clinical toxicology)、計算毒理學(Computational toxicology)、消費者保護(Consumers’protection)、遺傳毒理學(Genotoxicity)、藥物導向的毒理學研究(Drug oriented toxicological research)、環境毒理學(Environmental toxicology)、食物安全(Food safety)、免疫毒理學(Immunotoxicology)及試管內毒理學(In vitro toxicology)等多個重要領域。計有4個繼續教育課程、14場專題演講、14場講習、4場主題演講及750篇論文。會議中心並提供相當大的場地，有超過100家儀器、藥品、設備、專門書籍等供應商參展。由於時程緊湊，所有的議題分成數個議場同時進行，因此在各相關報告上無法全程參與，參與者必須很快就演講內容，選擇出部分前去聽講。當第一天一大早抵達會場完成報到手續後，即趕緊閱讀大會手冊，並安排行程。主辦單位並在當晚舉辦晚宴，讓參與會議者先有機會認識交流。
此外，並於本次大會中發表「Analysis of multiple mercapturic acids of acrylonitrile to serve as exposure biomarkers」及「Development of an UPLC-MS/MS method to simultaneously quantify urinary cotinine and mercapturic acids derived from acrylonitrile for the general public」論文兩篇（如附錄摘要），報告本所研發勞工作業場所有害物暴露生物偵測方法的近期成果，並與國際上相關領域的專家學者交流互動。
3、 心得
1、 錳是一種已知可活化許多牽涉代謝作用的之微量元素，但錳含量增加將會傷害中樞神經系統，導致運動神經失常及精神障礙，此過量的錳暴露可造成肝臟溢流並伴隨著產生特定錳輸送體(錳物種)，這些錳化合物之物種仍然未知且咸信其傷害標的是腦部﹐作者開發一種用於肝臟萃取物之錳物種分析方法，利用毛細管電泳ICP-質譜儀作為分析工具，使得分析物不與固相接觸而避免影響物種之安定性。
2、 數位研究者報告砷的分析研究，砷可區分為有機砷及無機砷，其中以無機砷毒性較強。另外有機砷及無機砷中又分別分為三價砷(As2O3)及五價砷(NaAsO3) ，在生物體內砷價數可互相轉變，砷對哺乳動物的毒性由於價數不同、有機或無機、氣體、液體或是固體、溶解度高低、粒徑大小、吸收率、代謝率、純度等不同而有很大的差異性。砷化合物在半導體工業製程及應用上擔任相當重要的角色，如砷化鎵(用於雷射、光電產業)、砷化氫…等，砷作業製程保養維修人員為高危險暴露群，其工業衛生問題值得重視與防範。
3、 生物偵測是在職業及環境醫學中用於保護個人防止毒性物質的有害效應之一種測量方法，其主要依賴複雜的分析方法用於偵測體液中的這些化學品或其代謝物，進而生化效應偵測可以測定突變物質與巨分子如蛋白質及DNA之反應產物，此發展意指增加對健康效應之預測重要性，但是也需求分析技術之提升，針對一方面要求有較佳的靈敏度及選擇性，且另一方面要求更快速的樣品準備及更高樣品產出，GC/MS、GC/MS-MS、GC/MSn、LC/MS及LC/MS-MS技術愈發重要，質量選擇性偵測(串連質譜)成為主要的偵測技術且液相層析法之重要性僅次於氣相層析法，決定於物種對分離及偵測之專一性需求，沒有一種單獨技術可視為普遍優於其他方法，例如蛋白質或DNA加成物之定量測定仍然需求相當費力的樣品準備，因為測定的加成物濃度相當低，需要有非常高靈敏且選擇性的分離及偵測﹐這方面目前只能用GC/MS或GC/MS-MS達成，但是線上樣品準備即使對於生物體液之微量分析也有吸引趨勢，且導致最近發展大量線上且高產出的液相層析/串連質譜生物分析方法。
4、 以生物偵測及作業環境測定的結果配合勞工健康危害的資料來進行職業流行病學之研究，已成為職業衛生研究之趨勢，生物偵測的結果可彌補作業環境測定無法監測到之部份，彌補勞工作業環境偵測上的不足。生物偵測是評估體內化學物之量(或在某些情形下為化學物對官能或結構之效應)，此數據可供不同目的使用，其中包括(1)評估健康風險，(2)原因診斷:病人症狀是否可用化學物暴露解釋?(3)與法定標準比較時，暴露值是否在可接受之範圍內?(4)辨識暴露的個體:工作場所是否有任何暴露?生物偵測驗證之第三個因子為分析之目標，對於健康風險評估及暴露病因之評估，生物偵測必須評估劑量效應及劑量-回應曲線(dose-response curves)﹐而且必須對進行生物偵測的暴露勞工作流行病學研究，當使用生物偵測作為暴露評估時﹐所需的驗證資料包括外部暴露之間關係的分析，通常為空氣中化學物之時間-重量平均濃度(time-weighted average concentration)，及體液內生物指標之濃度﹐並評估化學物之動力學。
5、 對於生物檢體的採樣分析方法確效要求，首次使用的檢驗方法要確認完整確效之外，對於檢驗機構自行開發的方法、設備變動、基質改變及檢體前處理改變等，也都需要部分確效。此外，生物檢體的穩定性也是方法確效的重要部分，可藉由一段時間的重複注射，比較訊號值的變化情形，評估是否有不安定的結果；另一個重要的部分是冷凍/解凍過程的安定性，可由處理前、後的平均值，在90%以內做為判定的標準。
6、 攜回資料名稱及內容：研討會資料一份及光碟一片，內有各場演講之主題、簡介、與演講者名冊。
4、 建議
1、 研發新興有害物之檢驗方法
近年來，由於國內產業結構變化急速，大型且複雜之生產科技及新化學物質不斷被運用於工作場所中，導致工作環境危害風險因素日趨複雜且難以掌握。目前列管有害物之激增，容許濃度不斷大幅降低，部份現有分析方法以可能不符合需求，因此必須加速建立採樣與分析方法，並改善分析方法之靈敏度。此外業界製程不斷的推陳出新，使用的原料亦日趨複雜，混存有害物評估技術也有待建立。凡化學物質之成份鑑定、暴露程度之定量等皆有賴於分析檢驗技術之建立，故建議分析檢驗技術仍為本所之重點工作。

2、 研發作業環境有害物之生物指標
職業安全衛生為世界各國所共同重視之焦點，例如歐、美、及日本等工業先進國家，早已致力於職業安全衛生政策推動及研究工作之規劃與執行。國內勞工因化學性物質暴露所造成的職業性疾病佔多數，且化學性物質所導致之慢性疾病不易判定，故為國人所關切，政府雖採取多項積極措施，謀求改善勞工作業環境，但對於作業環境勞工暴露於化學性危害之實況，單靠作業環境測定無法正確而有效地掌握勞工暴露實況。空氣中污染物並非進入人體之唯一方式，因此吸入、食入與皮膚接觸各方面之整體暴露評估技術亦有待建立。
職業病之生物指標對於早期偵測勞工的健康改變（如：乳膠手套勞工皮疹）狀態有其重要性，將有助於職業病之鑑定或選工配工之依據。為了與先進國家之工業衛生接軌，建議持續辦理推動勞工暴露危害生物偵測技術研究，以測定有害物及其代謝物在勞工體內之劑量，並可將皮膚吸收、食入、工作負荷、體質、個人衛生習慣及防護器具之使用因素一併納入考慮，作為整體性勞工暴露與健康危害評估之工具，以彌補目前環境測定制度對勞工健康保護之不足及作為勞委會修訂「勞工健康保護規則」及「訂定職業病診斷基準」之參考。
3、 建議持續參與國際研討會及相關訓練
提昇職業安全衛生為我國保護勞工健康及提高生產力之既定政策，然而科技推陳出新，產業結構與管理方式已成為世界共通問題，相關職業安全衛生問題更是日新月異，因此如何迅速掌握最新資訊，正是提昇職業安全衛生的關鍵，其中可行的方式之一即是促進國際交流與加強國際合作。此次在法國舉辦的2011年歐洲毒理學會議，會中涵蓋毒理毒物、檢驗技術、生物指標及儀器分析等相關領域的內容，與現行單位業務相關。參與會議可了解最新的檢驗技術發展，獲得新興有害物的資訊，並與相關專業領域人員互相交流，收獲非常豐富。
研究科技領域日新月異，世界各國由於經濟發展的程度、文化、政治背景之不同，在推動勞工安全衛生之政策、方法及要求標準也都不相同，如何在不同政策、制度中，分析比較及互相觀摩，學習他人成功之經驗，分享先進國家在安全衛生研究上的成果，作為我國施政的參考，使得安全衛生的工作更順利地推動，則需藉由參與國際性的交流活動來達成。在這次與會的人士中，東方人中大陸人就占了多數，台灣與會人變少，未來競爭力是否會下降值得檢討。政府在國家財力許可下，建議舉辦或多派員參加研討會，加強國際合作與技術、資訊交流，與國際接軌，並建立合作管道。
5、 附錄
Analysis of multiple mercapturic acids of acrylonitrile to serve as exposure biomarkers
Kuen-Yuh Wua, Chia-Fang Wua, Shi-Nian Uangb
a Institute of Occupational Medicine and Industrial Hygiene, College of Public Health, National Taiwan University, Taipei, Taiwan
b Division of Analytical Chemistry, Institute of Occupational Safety and Health, Council of Labor Affairs, Executive Yuan, Taipei, Taiwan.

Background and Objective

Acrylonitrile (AN), a widely-used industrial chemical and also present in tobacco smoke, caused significant increase in cancer incidences of central neural system, and has been classified as a probable human carcinogen (group 2B). The potential health effects for workers and the general public associated with AN exposures have been of great concerns.
AN can be detoxified by glutathione S-transferase (GST) to form glutathione (GSH) conjugates in vivo. If not, it can be metabolically activated by cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) to form 2-cyanoethylene oxide (CEO), which can also be detoxified by GST to generate GSH conjugates. The conjugates can be further metabolized to mercapturic acids (MAs), N-acetyl-S-(2-cyanoethyl)cysteine (CEMA), N-acetyl-S-(2-hydroxyethyl)cysteine (HEMA), and N-acetyl-S-(1-cayno-2-hydroxyethyl)cysteine (CHEMA), respectively.
The objective of the study was to quantify the major mercapturic acids (MAs) of AN in urine of AN-exposed workers to validate MAs as biological markers for AN exposures and to study inter- and intra- species differences in AN metabolism.

Material and Method

Eighty exposed and 23 non-exposed workers were recruited from three AN-used factories in Taiwan. Personal air samples and urine samples were collected.
AN was analyzed by gas chromatographic coupled with flame ionization detector (GC-FID). Urinary MAs were quantified by an ultra-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS).
The SAS 9.1 software was applied for statistical analysis of data. 

Result

Table 1.Demographic data of subjects collected from three factories in Taiwan.
	Variable
	Exposed (N=79)
	Non-exposed (N=18)
	p-value

	 
	Mean±SD
	 
	t-test

	Age
	49.56±15.73
	47.78±8.05
	0.496

	BMI
	28.76±12.37
	23.86±3.99
	0.208

	Work yr
	0.22±0.41
	0.39±0.50
	0.185

	 
	Amount (%)
	 
	Fisher exact test

	Gender
	 
	 
	 

	     Male
	78 (98.73%)
	12 (66.67%)
	<0.001

	Female
	1 (1.27%)
	6 (33.33%)
	 

	Shift  
	 
	 
	 

	       Yes
	73 (92.41%)
	3 (16.67%)
	<0.001

	No
	6 (7.59%)
	15 (83.33%)
	 

	Title
	 
	 
	 

	     Manage
	17 (61.11%)
	7 (38.89%)
	0.139

	Not-manage
	62 (78.48%)
	11 (21.52%)
	 

	Smoke
	 
	 
	 

	      Yes
	29 (36.71%)
	2 (11.11%)
	<0.05

	No
	50 (63.29%)
	16 (88.29%)
	 

	Alcohol
	 
	 
	 

	      Yes
	19 (24.05%)
	3 (16.67%)
	0.756

	No
	60 (75.95%)
	15 (83.33%)
	 


Table 2. Biological monitoring results of AN concentration and the urinary metabolites, HEMA, CEMA, CHEMA, and COT collected from pre-shift and post-shift in both groups 
	Group
	Air
	HEMA
	CEMA
	CHEMA
	COT

	 
	(mg/m3)
	(μg/g creatinine)

	 
	Geometric Mean 

(Range)

	Exposed group (N=79)
	 
	 
	 
	 

	Pre-shift
	0.009*

(ND-11.53)
	0.67

(ND-25.03)*
	13.37

(ND-765.68)*
	7.51

(ND-111.95)#
	6.73

(0.07-1646.27)

	Post-shift
	 
	0.88

(ND-21.13)%
	35.72

(0.10-2457.17)#%
	10.32

(1.02-116.80)*%
	6.94

(0.19-1530.56)

	Exposed group with AN > LOD (N=26)
	 
	 
	 
	 

	Pre-shift
	0.210

(0.047-11.53)
	1.16

(ND-25.03)
	24.78

(ND-765.68)
	7.93

(ND-63.85)
	11.60

(0.07-1646.27)

	Post-shift
	 
	4.23

(ND-21.13)
	229.50

(3.43-2457.17)
	24.79

(1.88-116.80)
	13.73

(0.50-1530.56)

	Exposed group with AN < LOD (N=53)
	 
	 
	 
	 

	Pre-shift
	ND
	0.51

(ND-12.41)
	9.88

(1.09-120.51)
	7.31

(ND-111.95)
	5.15

(0.08-325.95)

	Post-shift
	 
	0.41

(ND-13.21)
	14.34

(0.10-288.99)
	6.71

(1.02-47.46)
	4.97

(0.19-277.36)

	Non-exposed group (N=18)
	 
	 
	 
	 

	Pre-shift
	ND
	0.61

(ND-4.09)
	1.10

(ND-60.96)
	1.15

(ND-12.05)
	8.52

(0.31-488.15)

	Post-shift
	 
	0.42

(ND-5.99)
	1.26

(ND-61.31)
	4.11

(ND-31.56)%
	6.90

(0.66-642.43)


Discussion

Data analysis reveals that AN-exposed workers excreted significantly higher MAs levels than non-exposed workers. Linear regression analysis showed significant correlations between AN exposures and MAs concentrations. For those with detectable AN exposures, the ratios of CHEMA/CEMA or (HEMA+CHEMA)/CEMA at post-shift was significantly greater than those at pre-shift, and suggested potential induction of AN metabolism in workers exposed to low concentrations of AN. 
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Background and Objective

Acrylonitrile (AN), a widely-used industrial chemical and also present in tobacco smoke, caused significant increase in cancer incidences of central neural system, and has been classified as a probable human carcinogen (group 2B). The potential health effects for workers and the general public associated with AN exposures have been of great concerns.
AN can be detoxified by glutathione S-transferase (GST) to form glutathione (GSH) conjugates in vivo. If not, it can be metabolically activated by cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) to form 2-cyanoethylene oxide (CEO), which can also be detoxified by GST to generate GSH conjugates. The conjugates can be further metabolized to mercapturic acids (MAs), N-acetyl-S-(2-cyanoethyl)cysteine (CEMA), N-acetyl-S-(2-hydroxyethyl)cysteine (HEMA), and N-acetyl-S-(1-cayno-2-hydroxyethyl)cysteine (CHEMA), respectively.
The objective of this study was to develop an ultra performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) method to quantitatively profile the major AN urinary metabolites, CEMA, HEMA, and CHEMA to assess AN exposures, and to analyze urinary cotinine (COT) to serve as an indicator for tobacco smoke exposures.
Material and Method

Urine samples were collected from 36 volunteers recruited from the general public and stored at –20℃ until used for analysis. 
The UPLC-MS/MS (Thermo Scientific, Inc.) system and analytical column purchased from Waters were applied in this study.
Each urine sample used only 100 μL urine and  internal standard was spiked into sample. Few formic acid (98-100%) was then added and mixed rigorously. 

The sample was diluted with ammonium formate buffer. The solution was mixed and centrifuged. The supernatant was filtered through the membrane filter, then analyzed by LC/MS/MS. The pH value of each sample was adjusted to 2.5 with formic acid (98-100%) before analysis.

Result


[image: image1]
Fig. 1. The representative chromatograms generated from analysis of a urine blank sample spiked with HEMA, d4-HEMA, CEMA, d3-CEMA, CHEMA, COT, and d3-COT (from top to bottom).
Table 1. Results of matrix effect, acidity effect, recovery, and sample volume effect.
	Analyte
	Matrix effect (%)
	pH effect (%)
	Recovery (%)
	LLOQ (μg L-1)
	LOD (μg L-1)

	HEMA
	104.41
	98.20
	106.51
	0.1
	0.05

	CEMA
	103.09
	99.47
	104.91
	0.1
	0.05

	CHEMA
	97.33
	84.75
	110.00
	1
	0.5

	COT
	116.65
	95.47
	109.10
	0.05
	0.025


Table 2. Results of intra-batch and inter-batch QC samples 
	Analyte
	Precision (%)

	
	Intra-batch (N=30)
	 
	Inter-batch (N=18)

	
	1ppm
	100ppb
	10ppb
	 
	1ppm
	100ppb
	10ppb

	HEMA
	1.51
	1.35
	1.73
	 
	1.19
	1.77
	1.78

	CEMA
	0.98
	1.01
	1.54
	 
	0.86
	1.35
	2.32

	CHEMA
	1.39
	1.03
	1.89
	 
	1.46
	1.38
	1.45

	COT
	0.40
	0.71
	1.29
	 
	0.58
	1.10
	2.29


Discussion

A method for simultaneous quantification of 3 AN-derived MAs, including CEMA and CHEMA, and HEMA, and COT has successfully been developed with excellent reliability, sensitivity, and specificity with easy sample preparation procedures.
Additionally, CEMA can serve as a biomarker for AN exposures, and the summation of HEMA and CHEMA may as a biomarker for exposures to tobacco smoke. This method can be used to analyze the 3 AN-derived MAs in urines collected from AN-exposed workers to study occupational AN exposures from multiple routes.
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