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Zmiany iloSciowe bialek surowicy krwi u szezuréow
pod wplywem ostrego zatrucia octanem olowiu

KoauuecTBeHHble M3MeHeHMA OEJIKOBOTO COCTaBa ChbIBOPOTKM KPOBM Yy KPbIC
IIPU OCTPOM OTpPABJIEHMM ALETATOM CBUHIA

The Quantitative Changes in Blood Serum Proteins in Rats under the Influence
of Acute Intoxication with Lead Acetate

Podczas zatrucia olowiem lub jego zwigzkami krew spelnia funkcje transpor-
tujgca i dlatego zwiagzki wchodzace w sktad krwi sg szczegb6lnie silnie narazone
na szkodliwe oddzialywanie olowiu. Potwierdzajg to doéé liczne badania opraco-
wane w tym zakresie. Obserwacje poczynione przez Teisingera i wsp. (9), wy-
kazalty, ze oléw zawarty w krwinkach jest git6wnie polaczony ze zwigzkami biatko-
wymi erytrocytow., Afonowa (1) udowodnila powazne zmniejszenie iloci grup
karboksylowych, aminowych oraz tiolowych w krwi u krélikbw po zadziataniu
olowiem, Zauwazono takze, Ze oléw unieczynnia we krwi enzymy przez zablokowa-
nie grup tiolowych (2) w biatkowej czeSci enzymu lub prawdopodobnie w wyniku
wymiany na olow innych jonéw metali (5). Jedng z podstawowych funkcji w orga-
nizmie spelniajg bialka surowicy krwi, ktérych zachowanie pod wplywem olowiu
jest przedmiotem niniejszej pracy.

Dotychczasowe badania (4, 7, 8) przeprowadzone na zwierzetach laboratoryjnych
wykazaly, Ze oléw zmienia poziom biatka catkowitego oraz skilad procentowy po-
szczegblnych frakeji bialkowych surowicy krwi. Ilo§¢ opracowan jest jednak nie-
wielka, a zaobserwowany charakter zmian do&é zrbéinicowany. Nasza praca Wwy-
konana na szczurach ma na celu prze§ledzenie zachowania sie podstawowych pieciu
frakcji biatkowych (albuminy, «, i os-globuliny, B-globuliny, y-globuliny) pod wply-
wem duzych dawek octanu olowiu podawanego dootrzewnowo.

ORGANIZACJA I METODYKA BADAN

Do przeprowadzonych badan uzyto laboratoryjnych szczuréw biatych z wlasnej
hodowli, obu plci, w wieku od 11 do 13 miesiecy o c¢. ciata: samice — od 250 g do
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340 g oraz samce — od 370 g do 470 g. Zwierzgta podczas do§wiadezen byly karmione
granulowang mieszanka dla myszek i szczuréw produkeji Wytwoérni Pasz w Lowiczu
w iloSci 20 g dziennie, otrzymywatly rowniez mleko (10 g dziennie), wode w dowol-
nych iloSciach oraz okresowo marchew. W czasie poprzedzajgcym eksperyment
szczury systematycznie naswietlano promieniami ultrafioletowymi.

Przed podaniem czynnika trujacego zwierzeta w ilo$ci 26 sztuk podzielono na
trzy grupy: 2 grupy po 10 sztuk i 1 grupa 6 sztuk. Do poszczegdlnych grup brano
te samg liczbe same6w i samic oraz starano sie dobraé zwierzeta zblizone ciezarem.
Zwierzeta poddawano zatruciu drogg dootrzewnows jednorazowymi dawkami wod-
nego roztworu octanu otowiawego. Do zatruwania szczurdéw uzywano dawek: 20 mg
Pb (1 grupa), 40 mg Pb (2 grupa) i 80 mg Pb (3 grupa )na kilogram c. ciala zwie-
rzecia. Najwyzszg zastosowana dawke trujgcg olowiu ustalono ponizej DL, ktéra
wg Spectora (6) wynosi 150 miligraméw octanu olowiawego (tj. 95,5 mg Pb) na
kilogram c. ciata. Dobrane w ten sposéb dawki zmniejszajg ilo§é padnieé zwierzat,
co pozwala na pelniejsze ich wykorzystanie podczas doéwiadczen. W celu otrzymania
potrzebnej do badan surowicy pobierano jednorazowo okolo 0,3 ml krwi do kapilar
szklanych z zyly ogonowej zwierzecia. Krew poddawano wirowaniu, a uzyskang
surowice niezwilocznie uzywano do oznaczen.

W poszczegdlnych grupach zwierzat wykonano badania skiadu procentowego
frakeji biatkowych i bialka catkowitego surowicy na pie¢ dni przed podaniem czyn-
nika trujgcego oraz po uptywie jednego i szeSciu dni od zatrucia. Przyjety schemat
czestotliwo$ei wykonywanych oznaczen podyktowany byl mozliwoécig pobierania
krwi od matych zwierzgt bez wywolania zmian w poziomie bialek surowicy. Biatko
catkowite oznaczono refraktometrem zanurzeniowym produkecji Carl Zeiss Jena
(NRD) z nasadkg pozwalajacg na uzycie do analizy malej ilo§ci surowicy. Zacho~
wanie sie poszczegblnych frakeji bialtkowych surowicy (albuminy, o, i og-globuliny,
B-globuliny, y-globuliny) badano przy pomocy rozdziatu elektroforetycznego na bi-
bule zgodnie z ogblng zasadg przyjeta w metodzie opracowanej przez Durruma
(3). Elektroforeze przeprowadzono w standardowym aparacie produkeji Pracowni
Przyrzgdow Fizycznych Uniwersytetu Wroctawskiego w nastepujacych warunkach:
bufor weronalowy o pH=8,6 i sile jonowej 0,1, napigecie 5 V/cm, natezenie 0,25 —
0,30 mA/cm szerokoéci paska, czas elekiroforezy 15—18 godzin, bibula Whatman
Nr 1. Po rozdziale elektroforetycznym paski bibuly suszono w suszarce w temp.
105°C, a nastepnie barwiono przez 10 minut 0,2% roztworem (2,5 czeSci alkoholu
etylowego i 1 cze§é kwasu octowego lodowatego) azokarminu B. Barwnik niezwigza-
ny z bialkiem usuwano przez trzykrotne (3 X 15 min.) odbarwienie roztworem alko-
holu etylowego, kwasu octowego i wody w proporcji (2,5:1,0:6,5) i paski suszono
na powietrzu w temperaturze pokojowej. Frakcje biatkowe wycinano z paskow
bibuly w calo$ci i kazda eluowano 4 ml 0,1 n roztworu NaOH przez okres 4 godzin,
po czym odczytywano ekstynkcje przy pomocy spektrofotometru VSU 2-P produkeji
Carl Zeiss Jena (NRD) przy diugo$ci fali 570 nm, Do ustalenia koncowych wnioskéw
z przeprowadzonych badan zastosowano analize statystyczna.

WYNIKI BADAN

W tab. 1 podano wartosci normalne bialek surowicy z uwzglgdnieniem
podzialu szczuréw na grupy oraz zmiany w poziomie i w skladzie procen-
towym bialek pod wplywem réznych dawek olowiu po jednym i po
szeSciu dniach zatrucia. Za wartosci prawidtowe biatka catkowitego
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przed zatruciem przyjeto jego poziom w granicach 5,65% — 6,77% przy
wartosci $redniej 6,21%. Zatrucie dawkg 20 mg Pb/kg nie mialo staty-
stycznie istotnego wplywu na obnizenie poziomu biatka catkowitego suro-
wicy. Stwierdzono natomiast wysoce istotny spadek biatka przy zatruciu
dawkami 40 mg Pb/kg i 80 mg Pb/kg. c. ciala. Obnizenie wykazano w
pierwszym i w sz6éstym dniu po zatruciu.

Poziom albumin przed zatruciem wynosit $rednio 2,72%, a wartosci
prawidlowe przyjeto w przedziale 2,22% — 3,22%. Zatrucie dawka 20 mg
Pb/kg nie mialo wplywu na zmiane poziomu albumin, natomiast dawka
40 mg Pb/kg, a szczegolnie 80 mg Pb/kg wplynela na wysoce istotne
obnizenie poziomu tej frakceji.

Wartosci prawidlowe poziomu globulin przed zatruciem miescily sie
w granicach 3,12% — 3,86%, a warto$¢ $rednia wynosila 3,49%/,. Poziom
globulin ulegl istotnemu zmniejszeniu tylko przy dawce 40 mg Pb/kg,
natomiast dawki 20 mg Pb/kg i 80 mg Pb/kg nie mialy istotnego wplywu
na ich zmiane.

Wspélezynnik albuminy/globuliny przed =zatruciem wynosit srednio
0,78, a wartosci prawidlowe przyjeto w granicach 0,60—0,96. Przy za-
truciu dawkg 20 mg Pb/kg zmiana wspétczynnika miala charakter losowy.
Nie stwierdzono rowniez istotnych zmian wartosci wspélezynnika przy
zatruciu dawkg 40 mg Pb/kg, co oznacza, ze przy tej dawce spadek albu-
min byl proporcjonalny do spadku globulin. Przy dawce 80 mg Pb/kg
spadek albumin, a brak istotnych zmian globulin wplynely na wysoce
znamienne zmniejszenie wspétczynnika albuminy/globuliny juz w pierw-
szym dniu po zatruciu. Obnizenie wspoélczynnika przy tej dawce bylo
okoto 2,5-krotne w széstym dniu od zatrucia w poréwnaniu z pierwszym
dniem dzialania toksycznego olowiu.

Skilad procentowy biatek surowicy przed zatruciem przedstawial sie
nastepujgco: albuminy stanowily 43,8%, o; — globuliny 12,8%, o — glo-
buliny 10,0%, 8 — globuliny 18,2%, v — globuliny 15,29/, poziomu biatka
calkowitego. Zmiany skladu procentowego bialek zaréwno po zatruciu
dawkg 20 mg Pb/kg, jak i 40 mg Pb/kg mialy charakter losowy. Zatrucie
dawkg 80 mg Pb/kg miato istotny wplyw na zmiane skladu procentowego
bialek juz w pierwszym, a szczegdlnie w szostym dniu od =zatrucia.
Dawka ta w pierwszym dniu po zatruciu spowodowala zmniejszenie
udzialu albumin przy wzroscie a; — globulin, a w szdéstym dniu po za-
truciu stwierdzono znaczny spadek udziatu albumin przy wzroscie o; i ay—
globulin.

OMOWIENIE WYNIKOW

Zachowanie sie bialek surowicy krwi w zatruciach olowiem jest do-
tychczas malo opracowane. Jedng z przyczyn tego faktu jest czestsze
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podejmowanie badan zwigzanych z wczesng diagnostyks olowicy, podczas
gdy bialka wydajg sie dos¢ stabilne i stosunkowo malo reagujace w
warunkach narazenia zawodowego. W naszych zainteresowaniach doty-
czgcych wystepowania uszkodzen ustroju otowiem zwroéciliSmy réwniez
uwage na biatka. Wyniki obserwacji porownujemy z rezultatami trzech
odmiennych technik doswiadczalnego zatruwania zwierzat octanem otowiu.
Opracowanie pierwsze Sroczynskiego i wsp. (7) dotyczy ostrego
dozylnego zatruwania 10 krolikéw zasadowym octanem olowiu w dawce
dziennej 4 mg Pb/kg c. ciala w ciggu 7—14 dni az do $mierci zwie-
rzecia. W eksperymencie drugim réwniez Sroczynski i wsp. (8)
obserwowali skutki przewleklego zatruwania 10 krélikéw zasadowym
octanem olowiu, stosujac dawke 4 mg Pb/kg c¢. ciala zwierzecia co
7 dzien przez okres 4—6 miesiecy. W doswiadczeniu trzecim wloscy
autorzy Granatii wsp. (4) badali zachodzgce zmiany w skladzie biatek
surowicy krwi u 14 szczuroéw, ktorym podawali octan olowiu sondg do
zoladka co drugi dzien w ilosci 0,15 g przez okres 30—60 dni. Do opisow
porownawczych zachecil nas réwniez fakt, ze autorzy ci wykonywali
oznaczenia iloSciowe zblizong technikg laboratoryjna. Dla latwiejszego
zestawienia stosowanych dawek obliczono przyblizong sumaryczng ilosé¢
czynnika trujgcego, jakiej uzyto w poszczegbélnych badaniach. Po prze-
liczeniu okazalo sie, ze w pierwszym doswiadczeniu stosowano lgczng
dawke 21 mg Pb do 42 mg Pb na kg c. ciala w zalezno$ci od czasu prze-
zycia zwierzecia, w pracy drugiej odpowiednio od 51 mg Pb do 77 mg Pb,
a w trzeciej od okolo 1433 mg Pb az do 2861 mg Pb. W naszej pracy,
starajgc sie zjawisko uprosci¢, postugiwaliSmy sie jednorazowymi dawkami
octanu otowiu (20 mg Pb, 40 mg Pb, 80 mg Pb), obserwujac w dwoch
okresach skutek ich dziatania .

Ogoélnie nalezy stwierdzi¢, ze wiekszo$¢ zwierzat pod wplywem tok-
sycznego dziatania otowiu reaguje spadkiem bialtka calkowitego. W naszej
pracy to zjawisko wystapilo poczawszy od dawki 40 mg Pb/kg. W opraco-
waniach dotyczacych przewleklego zatruwania obserwowano w poczatko-
wej fazie intoksykacji zwiekszenie bialka catkowitego, a nastepnie stalg
tendencje zmniejszania sie jego poziomu przy wydluzaniu sie czasu ekspo-
zycji na olow. Spadek zawartosci albumin. ktéry wystgpil u nas od dawki
40 mg Pb/kg, potwierdzajg inne badania, jedynie Sroczynski podaje
wzrost poziomu tej frakeji jako koncowy efekt przewleklego zatruwania
krélikéw. Obnizenie ilo$ci albumin wystepuje wyrazniej niz podwyzszenie
zawartosci globulin, chociaz zjawisko to zaobserwowano we wszystkich
trzech typach zatrué, a takze w naszych badaniach. Wzrost ilosci globulin
jest bardzo zréznicowany i w zaleznosci od techniki zatruwania czesto
obejmuje inne rodzaje tych frakeji. Granati i wsp. podaja, Zze po
30 dniach trucia szczuréw najwiekszy wzrost dotyczyl o, i f — globulin,
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a po 60 dniach dalszy wzrost a; — globulin oraz zmniejszenie zawartosci
i — globulin i umiarkowane podwyzszenie y — globulin .W ostrym
zatruciu krolikéw Sroczynski odnotowal wzrost wzglednej i bez-
wzglednej ilosci globulin, z tym ze wzrost ten obejmowal «; i ay — globu-
liny, a najwyrazniej § — globuliny przy zmiennym zachowaniu sie y —
globulin. W przewleklym zatruciu kroélikéw obserwowano w pierwszej
fazie wzrost globulin z rozpoczynajacym sie spadkiem tych frakeji po-
czawszy od czwartego miesigca intoksykaciji, w tym okresie najwyrazniej-
szemu zmniejszeniu ulegly o; i oy — globuliny oraz i — globuliny.
W naszych badaniach obserwowaliSmy po dawce 40 mg Pb/kg istotne
zmniejszenie poziomu globulin, a po dawce 80 mg Pb/kg wzrost a; i 0 —
globulin. Nie stwierdziliSmy istotnych zmian w zawartosci § i y —globulin.
Naszym zdaniem ro6znice wystepujace w wynikach badan uzyskanych
przez poszczegélnych autoréw moga by¢ spowodowane stosowaniem od-
miennych technik zatruwania.

Wnioski

1. W naszych badaniach nie stwierdzono, aby zatrucie jednorazowa
dawkg 20 mg Pb/kg mialo istotny wplyw na zachowanie sie poziomu
biatka i na zmiany skladu procentowego bialek surowicy krwi szczurzej.

2. Zatrucie dawkg 40 mg Pb/kg wykazuje istotny wplyw na obnizenie
zar6wno poziomu albumin, jak i globulin, nie powodujac przy tym istot-
nych zmian w skladzie procentowym frakcji bialek surowicy.

3. Zatrucie dawka 80 mg Pb/kg dalo znaczny spadek frakcji albumino-
we]j oraz wzrost frakcji o; i ay — globulin.

4. Stwierdzono poglebianie si¢ zmian poziomu i sktadu biatek pod
wplywem toksycznego dzialania olowiu w okresie sze$ciu dni od zatrucia.
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Uszyyanoce moBeneHue obiero beska u M3MeHeHMe NIDOLEHTHOIO COCTaBa IATHU
OCHOBHBIX 0enKOBbIX pakumit (anbbyMMHOB, 04~ U 0,-TJIO0YJIMHOB, (-rnobynuua
n y-raobynyHa) ChIBOPOTKM KPOBU Yy KPBIC, KOTODPBIM BHYTPMUODPIOLIMHHO BBOAMJIMN
OJHOKpATHBIe JO3bl aleTaTa CBMHIA.

OKCHepUMMEeHT NPOBOAMJICA B TpeX TPYNNaX MKMUBOTHLIX. B OTAeNbHBIX rpynmax
npuMmeHaaucsk 103wl 20, 40 1 80 Mr Pb/Kr Beca XuBOTHOro. OmnpenejieHus NPOBOAM-
Juch cnycra 1 v 6 xHel mocye oTpaBeHUs.

Joza 20 mr Pb/Kr He oKa3sblBajla CyNIECTBEHHOrO BIMAHMA KaK Ha IOBeAenue
obutero Genka, Tak U Ha M3MEHEHME IIPOLEHTHOTO COCTaBa CHIBOPOTKU KPOBM.

Iosza 40 mMr Pb/Kr BaMseT HA CYLIECTBEHHOE IOHMIKEHME KaK YPOBHA ajnbyMmm-
HOB, TaK ¥ IJIOOYJMHOB, He BbI3LIBAA IIPU 3TOM CYILECTBEHHBLIX U3MEHEHWUI! IPONEHT-
HOTO cOoCTaBa DeJIKOBBIX (OpaKUMit CBIBOPOTKU.

Jloza 80 mMr Pb/Kr Boi3bIBaeT 3Ha4YMTEJIbHOE MOHMXKeHMe anbbymMmuHOBOM bpakumm
pU OJHOBPEMEHHOM POCTE Oy~ U Uy-TIHODYJINHOB.

SUMMARY

The behaviour of total protein and changes occurring in the proportional compo-
sition of five basic protein fractions (albumin, a; and a,-globulins, f-globulin,
y-globulin) in the blood serum in rats during acute intoxication with a single dose
of lead acetate were observed. Lead acetate was introduced by a peritoneal injection.
The experiment was carried out on three groups of animals. Doses of 20 mg Pb,
40 mg Pb, and 80 mg Pb per kilogram of the animal’s weight were used in each
particular group. The measurements were taken after one day and after six days
from intoxication.

The dose of 20 mg Pb/kg of body weight has no significant influence neither
on the behaviour of total protein nor on the changes in the proportional compo-
sition of blood serum proteins.

The dose of 40 mg Pb/kg significantly influences the decrease in the albumin
level as well as globulins and does not effect the changes in the proportional com-
position of serum protein fractions.

The dose of 80 mg/kg of body weight causes a considerable decrease in the
albumin fraction and an increase in o; and o,-globulins,






