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Przedstawiono wyniki oznaczen niektorych parametréw biochemicznych we krwi
szczurow po 15, 30, 45, 60, 75 i 90 dniach podawania zwierzetom azotynu sodu.

Badania wplywu azotandw i azotyn6w na organizm zywy koncentruja si¢ gléwnie
wokol ostrej toksycznosci, co wiaze si¢ z powstawaniem methemoglobinemii [4]. Ostat-
nie jednak lata przynosza wzrost zainteresowania fizjologicznymi i biochemicznymi
konsekwencjami, wynikajacymi z przewleklego stosowania tych zwigzkéw w dawkach
nie wywolujacych jeszcze ostrych objawow zatrucia. Prowadz to do opracowania
zalecen do dzialania profilaktycznego i dlatego tez istnieje konieczno$¢ ustalenia pew-
nych testow diagnostycznych, pozwalajacych na okreSlenie stopnia zagrozenia stanu
zdrowia ludz i zwierzat. Takimi testami oprocz methemoglobiny moga by¢: witamina
E, aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej oraz poziom kwasu 2,3 —difos-
foglicerynowego [14]. Celem obecnych badan bylo przeSledzenie dynamiki zmian sze-
regu parametrow biochemicznych we krwi w czasie codziennego podawania azotynu
sodu w wodze do picia w ilosci 1 g/dm3. Pozwoli to na dokonanie korelacji niektorych

uzyskanych zmian z czasem narazenia.

MATERIAL 1 METODY

Doswiadczenia prowadzone byly na 72 bialych szczurach rasy Wistar, samcach o poczatkowej
masie ciala 208 +20. Zwierz¢ta przebywaly przez caly okres badan w pomieszczeniu o stalej tem-
peraturze 23+2°C i karmione byly ad libitum mieszanka standardowa LSM (Bacutil — Warszawa)
z dodatkiem marchwi, burakéw i kapusty, przy stalym dost¢pie wody zawierajacej azotyn sodu w ilosci
1 g/dm? przygotowywanej codziennie. Po uplywie 15, 30, 45, 60, 75 i 90 dniach zatruwania szczury
usmiercano przez pobranie krwi z serca w stabej narkozie eterowe;.

Methemoglobing [3] oznaczano u szczuréw dzien przed zabiciem we krwi pobranej z ogona szczu-
ra. We krwi szczurow przeprowadzano nastgpujace oznaczenia: w erytrocytach kwas 2,3 —difosfog-
licerynowy [2], zawartos¢ bialkowych i pozabialkowych grup — SH [11] oraz aktywnos¢ dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej [16] i dysmutazy nadtlenkowe;j [5], 2 w osoczu poziom witaminy E [9] i hyd-
roksyproliny calkowitej [12]. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej stosujac test (-Studenta
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do porownania wartosci $rednich poszczegdlnych grup ze érednimi grupy kontrolnej. Za staty-
stycznie znamienng réznicg przyjgto wartos¢ P <0,05. Przeprowadzono rowniez dla niektorych
parametrow regresj¢ liniowa miedzy poziomem lub aktywnoscia a czasem zatruwania szczuréow
azotynem sodu.

WYNIKI

Uzyskane wyniki przeprowadzonych doswiadczen zestawiono w tabeli I, podajac
wartosci Srednie oraz odchylenia standardowe.

Poziom methemoglobiny we krwi szczur6w otrzymujacych azotyn sodu przez 15,
451 60 dniu zatruwania ulega podwyzszeniu. Wszystkie jednak wartosci $rednie miesz-
cza si¢ W przyjetej normie fizjologicznej dla szczura. Aktywno$¢ dehydrogenazy glu-
kozo-6-fosforanowej w erytrocytach zmniejsza si¢ istotnie podczas calego doswiad-
czenia. Istnieje zaleznosé liniowa aktywnosci tego enzymu i czasu narazenia szczurow
na azotyn sodu.

Tabela 1. Zmiany niektorych parametrow biochemicznych we krwi szczurow zatruwanych azoty-
nem sodu w dawce 1g/dm?® wody do picia, codziennie przez 90 dni
Changes in some biochemical parameters in blood of rats poisoned daily with sodium
nitrite added to drinking water (1 g/dm?) during 90 days

Oznaczany parametr Grupa Czas podawania szczurom azotynu sodu

. . SZCZUrow : : : : : .
biochemiczny kontrclnych 15dni  30dni  45dni  60dni  75dni 90 dni
methemoglobina 0.34 0.98 ** 0.03 0.85** 0.60* 0.09 0.09
w % hemoglobiny +038 +1.99 +0.14 +1.27 +0.63 +0.16 +0.33
aktywnos$¢ dehydrogenazy
glukozo - 6 - fosforanu 196 169 *** 159*** 148 *** 154 *** [27*** 12]1***
w j. akt/100 cm? +18 +10 +29 +38 +24 +26 +38
aktywnos$¢ dysmutazy
nadtlenkowej w % 77.94 65.83*** 61.96*** 76.54 67.50** 74.60* 76.99
utlen. substratu +409 +3.74 +8.81 +3.80 +6.34 +3.13 +4.17
witamina E 12.68 10.56*** 9.43*** 8. ]3*** (.58*** 504*** 4.45***
w ug/cm? osocza +147 +1.24 +146 +1.11 +1.07 +0.78 +0.49
grupy — SH pozabiatkowe 2.34 2.17 1.81%%*% 1.42%** ]1.29%** ]1.23*%* ].3]***
w ug/cm? +0.21 +0.13 +0.15 +0.22 +0.20 +0.24 +0.34
grupy —SH biatkowe 51.88 49.40** 4535%** 73.20%** 71.27*** 68.58*** 62.31***
w ug/cm3 +2.02 +2.56 +2.56 +3.76 +6.00 +4.65 +2.90
kwas 2, 3 -difosfoglice- 1.22 1.56* 1.93%%% 202%** 1.96*** 2.13*** 22]***
rynowy w mMol/cm? +0.15 +043 +0.58 +0.51 +0.16 +0.08 +0.06
hydroksyprolina 10.99 - 13.16** 12.73* 1097 13.27*** 12.02*
w ug/cm?3 +1.39 +1.74 +1.73 +1.60 +0.98 +0.82

* —zmamiennoéé P <0.05, **—znamienno$é P <0.01, *** —znamienno$é P <0.001

Aktywnos$¢ dysmutazy nadtlenkowej w erytrocytach ulega obnizeniu po .15 i30
dniach podawania azotynu, a po 45 dniach podnosi si¢ do waro$ci wyjsciowej. Po 60
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1 75 dniach zatruwania azotynem sodu aktywnos$¢ tego enzymu ponownie obniza si¢,
by po 90 dniach osiagnac powtornie wartos¢ wyjsciowa. Poziom witaminy E w osoczu
krwi szczurow ulega istotnemu zmniejszeniu. Istnieje przy tym zaleznos¢ liniowa po-
ziomu tej witaminy i czasu podawania azotynu sodu.
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Ryc. 1. Aktywnosc dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej w zaleznosci od czasu narazenia na azotyn

sodu
Fig. 1. The activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase in blood a function of the time of exposure

to sodium nitrite

Poziom pozabialkowych grup tiolowych w erytrocytach poczawszy od 30 dnia
ulega obnizeniu. Natomiast poziom biatkowych grup — SH po 30 dniach sp.ada, a na-
stepnie ro$nie do konca doéwiadczenia. Zawarto$¢ hydroksyproliny catkowitej w oso-
czu krwi szczura ulega po 30 i 45 dniach podwyzszeniu. Po 60 dniach powraca do
stanu wyjéciowego, a nastgpnie po 751 90 dniach powtornie wzrasta. quiqm kwasu
2,3 —difosfoglicerynowego w erytrocytach ro$nie po 15 dniach i utrzymuje si¢ na wy-
zszym poziomie od 90 dnia.
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Ryc. 2. Poziom witaminy E w zaleznosci od czasu narazenia na azotyn sodu
Fig. 2. Vitamin E level in plasma as a function of the time of exposure to sodium nitrite

OMOWIENIE WYNIKOW

Podstawowym parametrem biochemicznym $wiadczacym o toksycznym dzialaniu
azotynow na organizm zywy jest poziom methemoglobiny we krwi. Jednakze mak-
symalny efekt methemoglobinotwérczy wystepuje tylko w pierwszych dwoch godzi-
nach od momentu zatrucia [4]. W prowadzonych obecnie badaniach nie stwierdza si¢
u szczuréw methemoglobinemii. Podobne zreszta wyniki uzyskano w zatruciach ost-
rych duzymi dawkami azotynu sodu [14], jak rowniez dawka 10 mg/kg m.c. podawana
codziennie szczurom sonda do zoladka przez 90 dni [15]. W wyniku utleniajacego
dzalania azotynu sodu na hemoglobing powstaje przejsciowo rodnik nadtlenkowy 0,
[11] o silnym dzialaniu utleniajacym. Droga usuwania z ustroju tych rodnikéw jest
reakcja dysproporcjonowania katalizowana przez dysmutaz¢ nadtlenkowa. W prze-
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prowadzonych badaniach obserwuje si¢ przejSciowy spadek aktywno$d tego enzymu.
Jednakze dysmutacja rodnikoéw nadtlenkowych zachodz szybko tylko w Srodowisku
kwasnym a znacznie wolniej w fizjologicznym pH i dlatego cze$é tych rodnikéw dyfun-
duje z miejsc tworzenia si¢ do innych wewnetrznych struktur komorkowych. Z tych
tez wzgledow doniosla role odgrywaja antyutleniacze takie jak alfa-tokoferol czy glu-
tation. Przejawia si¢ to obniZzeniem poziomu witaminy E oraz pozabiatkowych grup
tiolowych.

Badania doswiadczalne wykonane na szczurach przez Chow i1 wsp. [1] wykazaly,
ze podawany zwierzgtom azotyn sodu w iloSci 2000 mg/kg paszy przez 14 miesiecy
obnizal poziom witaminy E w plazmie o 57%. Podobne wyniki uzyskiwano réwniez
w zatruciach ostrych duzymi dawkami azotynu sodu [14] oraz dawka 10 mg/kg m.c.
podawana codzennie przez 90 dni [15].

W wykonanych obecnie doswiadczeniach stwierdzono liniowa zalezno$¢ miedzy
poziomem witaminy E i czasem narazenia zwierzat. Poniewaz spontaniczna dysmuta-
cja rodnikow nadtlenkowych dostarcza nadtlenku wodoru, to stwarza mozliwosé re-
agowania tych zwiazkow ze soba i tworzenia bardzej toksycznych rodnikow hydro-
ksylowych. Powoduja one peroksydacj¢ lipidow z wytworzeniem wolnych rodnik 6w
lipidowych. Istotna rol¢ w dzialaniu wodorotlenkéw, a w tym i pochodnych lipido-
wych odgrywa system peroksydazy glutatinowej. System ten moze dziala¢ tylko przy
dostatecznym dostepie zredukowanego glutationu i NADPH. Glownym czynnikiem
ograniczajacym dzialanie tego systemu jest aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fos-
foranowe;j. Niskie st¢zenia azotynu sodu indukujg aktywno$¢ tego enzymu, natomiast
wysokie stezenia lub dlugotrwale dzialanie niskich st¢zen powoduja obnizenie jego
aktywnoéci [6, 15]. W obecnych badaniach obserwuje si¢ stale obnizanie si¢ aktywno-
$ci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej w miar¢ przedtuzania czasu narazenia
szczurow. Jest to zalezno$¢ liniowa o czym $wiadczy wysoki wspoélczynnik korelacji.
Roéwniez przeprowadzone badania ludzi narazonych na wieloletnia ekspozycje niskich
stezen tlenkéw azotu emitowanych przez Zaklady Azotowe doprowadza do obnizenia
aktywnosci tego enzymu [8].

W prowadzonych obecnie doswiadczeniach obserwowano u szczuréw pewne ob-
jawy hipoksji. Swiadczy o tym wzrost w erytrocytach kwasu 2,3-difosfoglicerynowego
juz po dwéch tygodniach zatruwania, ktoéry utrzymuje si¢ do konca doswiadczenia.
Hipoksja bowiem powoduje zwigkszona syntezg¢ tego kwasu w krwinkach czerwonych,
co ulatwia wykorzystanie rezerwy tlenowej krwi zawartej w tlenie oksyhemoglobiny.
Podobne wyniki uzyskali Mersch i wsp. [7] podczas ekspozycji $winek morskich na
dwutlenek azotu. PrzejSciowy wzrost poziomu hydroksyproliny w osoczu krwi moze
by¢ wynikiem zainicjowania przez azotyn sodu procesow zwigzanych z labilizacja bton
lizosomalnych oraz zwigkszonym katabolizmem tkanki lacznej [10].

WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw celowe wydaje si¢ rozwazenie wprowadzenia
do zestawu badan laboratoryjnych ludz pracujacych w przemysle azotowym i nara-
zonych na dzatanie tlenk6w azotu, azotandw i azotynow, ba'dz' stalc? przebywajgcych
w §rodowisku przeazotowanym, nastgpujacych parametrow biochemicznych: poziomu



428 W. Tyburczyk i inni Nr 4

methemoglobiny we krwi, aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej w eryt-
rocytach oraz poziomu witaminy E w surowicy lub osoczu krwi.

W. Tyburczyk, J. Borkowska, K. Klimek

DYNAMICS OF CHANGES IN SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS
IN BLOOD OF RATS POISONED WITH SODIUM NITRITE

Summary

In Wistar rats poisoned by daily addition of sodium nitrite to drinking water (1 g/dm?3), deter-
mination was made of the dynamics of changes in: blood methemoglobin and 2,3-diphosphoglyceric
acid levels, contents of protein and non-protein thiol groups in erythrocytes, blood glucose-6-phosp-
hate dehydrogenase and peroxide dismutase activities, as well as plasma vitamin E and hydroxyproline
levels, Determinations were performed after 15, 30, 45, 60, 75 and 90 days of poisoning.

There occured a linear relationship between the drop in glucose-6-phosphatese dehydrogenase
activity and in vitamin E level, on one hand, and the duration of poisoning with sodium nitrite.
Moreover, a significant rise of 2,3-diphosphoglyceric acid level in erythrocytes and a decrease in the
non-protein thiol groups took place. Rhe results indicated that the determinations — in blood - of:
methemoglobin, glucose-6-phosphate dehydrogenase activity in erythrocytes, and vitamin E in plasma
or serum, could be included among the diagnostic tests performed (at the laboratories attached to
industrial plants or making part of the industrial health service) for evaluation of the health hazard
in the nitro-compound industry or in other overnitrified working places.
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