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EWA SIKORSKA

BADANIA NAD TOKSYCZNOSCIA AMIN BARWNIKOWYCH
11. WPIYW AMIN NA GLUTATION IN VIVO

Z Zakladu Badania Zywno$ci i Przedmiotow. Uzytku PZH

Przedmiotem tej pracy, podobnie jak czesci I (1), jest zagadnienie he-
molizujgcego dzialania amin barwnikowych: p-aminofenolu (pAF), p-fe-
nylenodwuaminy (pFDA) i p-toluenodwuaminy (pTDA). Aminy te po-
woduja we krwi zwierzat do$wiadczalnych objawy anemii hemolitycznej
(2 — b). Jak juz wspomniano w I czesci tej pracy, niektére zwigzki che-
miczne moga powodowat¢ hemolize poprzez obnizenie poziomu glutationu
(GSH) w krwinkach czerwcnych (6, 7). Wyniki otrzymane w I cze$ci pra-
¢y wykazaly, ze wszystkie aminy obnizajg poziom GSH we krwi kroéliczej
in vitro. Rezultaty te wymagaly potwierdzenia w badaniach in vivo i okre-
$len‘a, czy spadek ilosci GSH moze byé przyczynag zmian hemolitycznych
we krwi. Poniewaz wiadomo, Ze aminy mogg takze powodowaé patolo-
giczne zmiany watroby (2, 3), wykonano dodatkowo oznaczenia poziomu
GSH w watrobach chcac stwierdzi¢, czy dzialanie amin na poziom GSH
nie rozcigga sie poza krew.

Badania wykonano na trzech rodzajach zwierzat: na szczurach, kroéli-
kach i kotach.

Na szczurach przebadano porownawczo zakres hemohzujqcego dziala-
nia pAF, pFDA i pTDA, oznaczajac nastepujace parametry: zmniejszenie
1losc1 czerwonych krwinek i hemoglobmv oraz zwiekszenie iloSci rety-

kulocytow.

Doswiadczenie z krolikami mialo trzy aspekty: potwierdzenie rozmiaru
zmian wywolywanych przez aminy we krwi szczuréw, pordwnanie dzia-
lania amin na poziom GSH in vivo z wykonanymi poprzednio badania-
mi na krwi krélicze] in vitro oraz zaobserwowanie, czy zmniejszenie po-
ziomu GSH we krwi jest plerwotng przyczynag rozpadu krwinek.

Badania na kotach wykonano w celu potwierdzenia odmiennego dzia-
lania pTDA i upewnienia sig, Ze nie mozZna jej uwaza¢ za mniej szkod-
liwg od pFDA pod wzgledem wlasciwosel hemolitycznych.

CZESC DOSWIADCZALNA

Uzywane metody.

Hemoglobine oznaczano kolorymetrycznie, uzywajac hemoglobinome-
tru Sahliego, w warunkach zalecanych przez Tempke (8).

Iloge czerwonych krwinek obliczano pro‘s}ugu_]a‘c sie kamerg Thoma-
Zeissa. Do rozcienczenia krwi w mieszalnikach uzywano plynu Hayema.

Ilost retykulocytéw badz cialek Heinza obliczano z rozmazéw krwi bar-
wionej przezyciowo siarczanem blekitu N11u (9). Liczono 1 000 kolejnych
komoérek.
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GSH oznaczano metoda glikosalazowsg w warunkach opisanych w I cze-
sc1 tej pracy (1). Przesacze do oznaczen przyrzadzano nastegpujaco:

a) do oznaczania GSH we kriwi
0,5 ml krwi odbiatczano 2 ml 3%e-owego kwasu sulfosalicylowego. Po do-
daniu kwasu mieszano 5', pozostawiano na 30', a potem sgczono przez
bibute i pobierano do oznaczenia po 0,5 ml;

b) do oznaczenia GSH w watrobie
Wyciagi z tkanki watrobowe]j przyrzadzano wg metody Patersona i La-
zarowa (10). Wazono 1 g watroby i homogenizowano z 1 ml 4"0-owego
kwasu sulfosalicylowego.w szklanym homogenizatorze przez 10'. Potem
te mieszanine rozcienczano 8 ml 2%0-owego kwasu sulfosalicylowego i ho-
mogenizowano az do zupelnego roztarcia tkanki; mieszanine przelewano
do matej zlewki i pozostawiano na 30', wtedy sgczono i do oznaczen po-
bierano po 0,25 ml prizesaczu.

BADANIA NA SZCZURACH

Do badan uzyto 12 szczurow bialych samecéw wagi okolto 200 g. Do-
swiadczenie wykonano w trzech seriach, uzywajac w kazdej 3 zwierzat
jako doswiadczalnych i1 1 jako kontrolnego. Szczury do$wiadczalne otrzy-
mywatly przez 10 dni zastrzyki chlorowodorkéw badanych amin w ilosci
po 0,00 g/kg wagi ciala dziennie. Roztwory do zastrzykéw sporzgdzano
bezposrednio przed uzyciem w nastepujacy sposdb: odpowiednia ilos¢
chlorowodorku rozpuszczano w 0,25 ml 0,9%.-owego NaCl i zobojstniano
roztwor 1%-owym NaOH do pH 6. Szczury kontrolne otrzymywaty w tym
samym czasie po 025 ml 0,9%p-owego NaCl. Zastrzyki robiono ds zyly
ogonowej. Przed podaniem amin oznaczano u zwierzat dwukrotnie w od-
stepach 3-dniowych poziom GSH i Hb, ilo$¢ krwinek czerwonych i rety-
kulocytéw. Srednia z oznaczen stanowila warto§¢ wyjsciowg w stosunku
do niej przeliczano warto$ci ofrzymane w czasie doswiadczenia. Wyniki
wyrazano w procentach, przyjmujagc wartos¢ wyjsciows za 100%%e. Czas
doswiadczenia kazdej serii wynosi 21 dni. Krew do badan pobierano co
trzeci dzien od trzeciego do dwudziestego pierwszego dnia przyjmujac
dzien podania pierwszego zastrzyku za zerowy. Krew pobierano przez
uciecie ogona do naczynka zawierajagcego mieszanine szczawianéw amonu
i potasu. We krwi oznaczano ilos¢ hemoglobiny, krwinek czerwonych,
retykulocytéw i krwinek z ziarnisto$cia barwiacy sie przezyciowo. Miedzy
retykulocytami, a tymi ostatnimi nie robiono rozréznienia ze wzgledu na
trudnoscei identyfikacji (11) i ogdlnie przyjmowano za retykulocyty, ktore
byly w wiekszosci.

Mozna bowiem zupelnie pewnie stwierdzi¢, ze dana krwinka jest re-
tykulocytem, ale okreslenie nie budzgce watpliwosci, ze jest to krwinka
z ziarnistoScig barwigca sie przezyciowo, czyli ciatkiem Heinza (cH), spra-
wia duze klopoty. Identyfikacja przy uzyciu mikroskopu elektronowego
daje pewniejsze wyniki, ale ta metoda nie nadaje cie do ilosciowych ozna-
czen.

WYNIKI
Przy wszystkich badanych aminach stwierdzono zmniejszenie ilosci Hb

i krwinek czerwonych, a wzrost ilosci retykulocytéw. Zmiany te przebie-
gajg rownolegle i sg wieksze niz w grupie zwierzat kontrolnych (ryc. 1, 2,
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3, 4). Najsilniejsze dziatanie wykazata pTDA. Z przeprowadzonych do-
$wiadczen wynika Ze po zaprzestaniu podawania amin po 8 — 10 dniach
zmiany we krwi zanikajg i nastepuje powrét do wartosei przed doswiad-
czeniem.
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Ryc. 1. Zawartosé procentowa Hb i E we krwi szczurow po pAF —Hb, ——E
(krwinki czerwone), z — dzien po pierwszym zastrzyku
Ryc. 2. Zawartos¢ procentowa Hb i E we krwi szezuréw po pFDA —Hb, ——E
Rye, 3. Zawartos¢ procentowa E i Hb we krwi szezuréw po pTDA —Hb, — —E
Ryc. 4. Zawartosé¢ procentowa Hb i E we krwi szczuréw po 0,9%/6 NaCl — Hb, — —E

BADANIA NA KROLIKACH

Doswiadczenie wykonano na 27 krélikach, szarych samcach wagi 2 —
2,5 kg. Badania przeprowadzono w trzech kolejnych seriach uzywajac
w kazdej serii trzech krolikéw jako kontrolnych i 6 jako dodwiadezalnych.
Kroliki doSwiadczalne otrzymaty 6 zastrzykow chlorowodorkéw badanych
amin w ciggu 6 kolejnych dni. Roztwory do iniekeji przyrzgdzano iden-
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tycznie jak w do$Swiadczeniu na szczurach. Kréliki kontrolne otrzymaly
taka samg ilod¢ zastrzykow roztworu fizjologicznego soli. Wszystkie za-
strzyki robiono do zyly usznej. Chlorowodorki badanych amin podawano
w takiej dawce dziennej, zeby po jednym zastrzyku wytworzy?l sie¢ w przy-
blizeniu 2 mM roztwér we krwi krélika. Miato to na celu umozliwienie
przeprowadzenia poréwnania z wykonanymi badaniami na krwi kroli-
czej in vitro. Przyjeto wg Kudricawcewa (12), ze waga krwi wynosi Y,
wagi ciatla krélika i obliczono ilosci chlorowodorkéw amin na jeden za-
strzyk zgodnie z poprrednimi zalozeniami. Ilo$ci te wynosily po zaokra-
gleniu: 15 mg pAF. HCl, 19 mg pFDA. 2HCI, 21 mg pTDA. 2HCl/kg wagi
krolika. Czas do$wiadczenia kazdej serii obejmowal 16 dni. W tym cza-
sie pobierano pieciokrotnie krew do badan: pierwszego, czwartego, é¢sme-
go, dwunastego i szesnastego dnia, przyjmujac dzien podania pierwszego
zastrzyku za zerowy. Krew pobierano z Zyly usznej do naczynka zawie-
rajacego odpowiedniag ilos¢ szczawianéw amonu i potasu. Po skonczonym
doswiadezeniu kréliki u$miercano przez uderzenie w tyt! glowy, robiono
sekecje i oznaczano poziom GSH w watrobach. W pobjeranej krwi ozna-
czano poziom Hb i GSH oraz obliczano ilo§¢ krwinek czerwonych, retyku-
locytéw 1 krwinek z ziarnistosciy barwiagcg sie pizezyciowo, przyjmujac
je, podobnie jak w doswiadczeniu na szczurach, za retykulocyty.

WYNIKI

Zmiany we krwi krélikow. Zmiany ilosciowe Hb, czerwo-
nych krwinek, retykulocytéw (tab. I) i GSH (tab. II) zaobserwowano

Tabela 1
Ilosé retykulocytéw u krolikow podana w wartosciach bezwzglednyceh
(wyniki srednie w %o)

Dzien po 1. zastrzyku pAF pFDA pTDA \ Kontrola
o [N e e e b L -
0 14 15 13 [ 12
1 19 24 18 z 12
4 16 21 32 i 13
8 15 20 23 ; 13
12 — 15 31 | 12
16 15 17 20 F 14

Ilos¢é GSH u krolikow pod

Tabela II .
ana w wartosciach bezwzglednych (wyniki

$rednie w mg %/0)
Dzien po 1. zastrzyku pAF pFDA pTDA Kontrola
0 41 39 39 39
1 35 37 32 41
4 335 33 33 41
8 36 35 33 39
12 37 37 33 38
16 39 39 35 39
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w przypadku wszystkich badanych amin miedzy 4 a 12 dniem. Jedynie
w przypadku pTDA spadek zawarto$ci GSH poprzedza spadek ilosci Hb
i czerwonych krwinek (ryc. 5, 6, 7). Zmiany we krwi zwierzgt kontrolnych
s znacznie mniejsze (ryc. 8).
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Ryc. 5. Zawarto$é procentowa Hb, E i GSH we krwi krolikow po pAF — Hb,
— —E, —.— GSH
Ryc. 6. Zawartoéé procentowa Hb, E i GSH we krwi krélikéw po pFDA — Hb,
——E, —.— GSH
Rye. 7. Zawarto$é procentowa Hb, E i GSH we krwi krélikow po pTDA —Hb,.
——E, —.—GSH
Ryc. 8. Zawartos$¢ procentocwa Hb, E i GSH we krwi po 0,9%/0 NaCl — Hb, ——E,
—.— GSH

Iloé¢ GSH w wagtrobach, Zmiany zawartosci GSH w watro-
bach kroéliczych sg nieznaczne, nie stwierdzono ich przy pFDA. (tab. III).
Wyniki sekcji. Nie stwierdzono zmian w narzgdach wewnetrz-
aych krélikéw, ktérym podawano pAF. Przy pFDA w 4 przypadkach na
6 zauwazono lekki obrzek $ledziony. Zmiany watroby zauwazono w 5
Tabela III
Iloéé GSH w watrobach krélikéow

PAF pFDA pTDA . Kontrola

GSH w mg/100g tkan- |
ki (wyniki é1ednie) 155 178 161 | 181

Rozpietc$¢ wynikow
cyfra przy nawia:ie | .
= iloSci oznaczen (145—170)° | (150—210;° | (138—195)* | (150—235)%
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orzypadkach na 6 badanych. Polegaly one na powiekszeniu, w dwoch
przypadkach byly zmiany martwicze i zmieniona konsystencja, w jednym
przypadku zauwazono ostry zanik watroby (w watrobie tej ilosci GSH wy-
nosita 90 mg/100 g tkanki, a wiec duzo mniej od iloéci przecietnej wyno-
szace] 150—180 mg/100 g). Przy pTDA u potowy badanych zwierzat
stwierdzono powiegkszenie $ledziony. '

BADANIA NA KOTACH

Do badan uzyto 12 kotéw wagi okolo 2 kg. 6 kotow stanowilo serie
doSwiadczalng i 6 kontrolng. Koty doswiadczalne otrzymaly podskérmnie
6 zastrzykéw po 5 mg chlorowodorku pTDA na kg wagi dziennie. Roz-
twory do zastrzykow przygotowywano analogicznie jak w doswiadczeniu
- na szczurach. W tym samym czasie koty kontrolne otrzymatlty 6 zastrzy-
kow roztworu fizjologicznego soli. Zastrzyki robiono podskérnie. W do-
Swiadczeniu tym nie mozna bylo uzyé pTDA w dawce stosowanej kroli-
kom, poniewaz koty okazaly sie szczegdlnie wrazliwe i po podaniu pod-
skéornym tej ilosci pTDA, ktora kroliki otrzymaly dozylnie, padaly w cig-
gu paru godzin. Krew do badan pobierano 5 razy co trzeci dzien, liczac
od dnia pierwszej iniekcji. Krew pobierano z serca, jako antykoagulanty
stuzylty szezawiany amonu i potasu. W pobieranej krwi oznaczano po-
ziom Hb i GSH oraz obliczano ilosé¢ czerwonych krwinek, retykulocytow
i krwinek z ziarnistodcig barwiacg sie przezyciowo. Poniewaz krew kotow
zawierala nieznaczng ilo$é retykulocytéw w pordéwnaniu z iloScig krwi-
nek z ziarnistosciami analogicznymi do c¢H, przyjmowano wszystkie
krwinki o barwiacej sie przezyciowo ziarnistosci za ¢H. Po skonczonym
duswiadczeniu koty usypiano eterem, robiono sekcje i oznaczano poziom
GSH w watrobach.

WYNIKI

Zmiany we krwi kotéow. U kotéw doswiadczalnych zaobser-
wowano zmniejszenie ilosci Hb, krwinek czerwonych i GSH, a zwiekszenie
ilo$ci ¢H, zaréwno bezposrednio po podaniu pTDA, jak i w tydzien po za-
przestaniu iniekcji. 16 dnia zmiany we krwi sa mniejsze, ale jeszcze nie
ma powrotu do wartosci wyjsciowych. Zmniejszenie ilosci Hb pokrywa siz
ze zmniejszeniem ilosci krwinek, najnizsze wartoSci otrzymano 8 dnia
doswiadczenia. Natomiast najwieksze zmniejszenie iloSci GSH, a zwiek-
szenie ilosci c¢H nastepowalo wczesniej 4 dnia (tab. IV, ryc. 9). U kotéw

Tabela IV
Zmiany ilo$ci Hb, krwinek czerwonych (E), cialek Heinza (cH) i GSH
we krwi kotéw po podaniu pTDA (wyniki Srednie w %)

Dzienh po 1. zastrzyku Hb E cH GSH
B i
1 94 93 161 "8
4 . 86 84 192 75
8 80 80 163 79
12 85 86 140 81
16 89 93 114 85
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kontrolnych byly nieznaczne zmiany wszystkich badanych parametrow
{ryc. 10).

70 2 1 Y 3 n sg I " N 'y 1
1 4 8 12 16 F 4 8 HA 62
Ryc. 9. Ryc. 10.
Ryc. 9. Zawarto$¢ procentowa Hb, E i GSH we krwi kotéw po pTDA — Hb,
—-—E, —.—GSH
Ryc. 10. Zawartosé procentowa E, Hb i GSH we krwi kotéw po 0,9 NaCl -— Hb,
———E —.—GSH .

Ilos¢ GSH w watrobach. Nie stwierdzono roznicy w ilosci
GSH u zwierzat doswiadczalnych w poréwnaniu z kontrolnymi (tab. V).

Wyniki sekcji. Nie stwierdzono zmian w narzgdach wewnetrz-
uyvch zwierzat kontrolnych. U polowy kotow, ktére otrzymywaty pTDA,
zaobserwowano powiekszenie $ledziony. Szczegdlnie u jednego z tych ko-
téw S$ledziona byta bardzo powiekszona i obrzeknieta. Powiekszenie wa-
troby zauwazono tylko u jednego kota (tego ktoéry miat silnie poww,kszo—
ng sledzione). Watroba jego miata wyrazng budowe marmurkowaty i osta-
hiony migzsz, znaleziono w niej tylko 80 mg GSH/100 g tkanki. Rowniez
u tego kota pluca byly obrzekniete i przekrwione. W nerkach zmian nie
zaobserwowano.

Tabela V
Ilos¢é GSH w watpooach kotow

{
% pTDA Kontrola
|
R \
GSH w mg/100 g tkanki | i
(wyniki $rednie) ‘ 149 , 135
Rozpietosé wynikéw cyfra i
przy nawiasie ilosei |
oznaczen, : (80—223)* (108—188)*

OMOWIENIE WYNIKOW

Wszystkie badane aminy powodowaly u szczurow i krolikéw wysta-
pienie objawéw hemolitycznej anemii, tzn. zmniejszenie ilosci Hb i krwi-
nek czerwonych oraz zwigkszenie ilo$ci retykulocytow. Zmiany we krwi
bhyly najwieksze po podaniu catej ilosci amin i po 10 — 14 dniach cofnetly
sie. Wyniki te sg analogiczne do rezultatow badan z innymi s$rodkami
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wywolujagcymi rozpad krwinek, jak np. acetylofenylohydrazyna, pocho-
dne 8-aminochinoliny (13 — 15), réwniez w tych przypadkach zaprze-
stanie podawania szkodliwego zwigzku prowadzilo po 2 tygodniach do
powrotu do stanu normalnego. Jeéli chodzi o wrazliwo$t obu rodzajow
badanych gryzoni, to wrazliwsze sg kroliki, poniewaz po 4-krotnie mniej-
szej ilosci amin zakres zmian w ich krwi byt taki sam jak we krwi szczu-
réw. Ze wzgledu na to, zé zmiany w iloéci erytocytow we krwi kroéli-
kow wynosity $rednio 15%., zrobiono statystycznag analize wynikow uzy-
skanych w szeregach zwierzat doswiadczalnych i w szeregu kontrolnym.
Obliczenia wykazaly, ze w szeregach doSwiadczalnych zmiany ilosci krwi-
nek 8 dnia doswiadczenia, tzn. po podaniu calej ilosci szkodliwych sub-
stancji, sg istotne w przypadku wszystkich badanych amin. W szeregu
kontrolnym istotnej réznicy w ilodciach krwinek nie stwierdzono.

Jesli chodzi o dzialanie poszczegélnych am'n, to miedzy dzialaniem
pAF i pFDA sg niewielkie odchylenia, nieznacznie wieksze liczbowo zmia-
ny powoduje pFDA, natomiast silniejszym dzialaniem charakteryzuje sie
PTDA: Rezultat ten jest zgodny z wczeéniejszymi badaniami Nikonorowa
(4) nad dzialaniem hemolizujgcych pFDA i pTDA, w ktérych okazalo sie,
ze pTDA powoduie wiekszy spadek ilo§ei krwinek u myszy nawet w po-
rownaniu z fenylohydrazyna.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze u wszystkich badanych zwie-
rzat pTDA prowadzila do wytworzenia wiekszej ilosci retykulocytéw niz
pozostale aminy. Nalezy doda¢, ze wlasnie pTDA byla uzywana do wy-
tworzenia ¢H u krélikéw, szczuréw i psow (16).

Przechodzac do omdwienia dzialania amin na poziom GSH we krwi
nalezy przypomnie¢ wyniki ofrzymane przy badaniach in vitro. W tych
badaniach stwierdzono, ze wszystkie badane aminy obnizajg poziom GSH
we krwi, a szczeg6lnie szybko czyni to pAF. Doéwiadczenia wykonane
in vivo wykazaly, ze aminy obnizajg ilc§¢ GSH we krwi w mniejszym za-
kresie in vivo niz in vitro. Mozna to tlumaczyé tym, ze in vitro dzialanie
ochronnych systeméw enzymatycznych moze byé zaklécone badZz zmniej-
szone. Utrzymanie normalnego poziomu zredukowanego GSH zalezy od
funkcjonowania reduktazy GSH i od aktywno$ci enzymow syntetyzujg-
cych GSH z wlasciwych aminokwaséw. Na podstawie badan izotopowych
wykazano, ze krwinki majg zdolno$¢ syntetyzowania GSH z aminokwa-
sow i ze okres jego poltrwania wynosi w erytrocycie tylko 4 dni (17). Do
syntezy GSH potrzebne sa dwie czasteczki kwasu adenozynotréjfosforo-
wego (ATP) — daja one energie konieczng do wytworzenia dwdch wig-
zan peptydowych (18). Ot6z in vitro moze sie obnizaé poziom GSH
w krwinkach na skutek braku energii zaréwno do syntezy, jak i ochrony.
W wielu przypadkach okazalo sie, ze dodanie glikozy moze przedluzyé
utrzymanie GSH na stalym poziomie (19), a nawet moze te zdolnosé
krwince przywréceié (19- — 21), prawdopodohnie na skutek wznowlienia
procesow glikolitycznych. Trzeba przypomniet, ze wlasnie droga pento-
zowa przemiany glikozy dostarcza zredukowanej fosfokzymazy (TPN-H,)
koenzynu reduktazy GSH, od ktorej aktywnosci zalezy utrzymanie
GSH w stanie zredukowanym. Jak juz wspomniano, zmiany w ilosci GSH
w badaniach in vivo byly mniejsze. Obliczenia statystyczne wykazaty, ze
sg one jednak istotne 8 dnia do$wiadczenia przy wszystkich badanyech
aminach, podczas gdy w szeregu kontrolnym roéznic istotnych nie bvto.

W $wietle otrzymanych, wynikéw pierwotne zalozenie, ze aminy dzia- -
lajg hemolizujgca poprzez obnizenie poziomu GSH, znajduje potwierdze-
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nie dla pTDA. Jezeli bowiem spadek ilo§ci GSH prowadzi do destrukeji
krwinek to najpierw powinno mie¢ miejsce zmniejszenie iloSei GSH,
a potem kiwinek i réznica miedzy tymi dwoma badanymi parametrami
powinna by¢ istotna. Obliczenia statystyczne wykazaly, ze te warunki
speinione sy w doSwiadczenlach z pTDA, przy pozostalych aminach réz-
me istolnych migdzy spadkiem GSH a zmnisjszeniem ilo$ci krwinek nle
bylo. Trudno wiec wnioskowac przy pAF i pFDA, ktora ze zmian byla
pierwotna, czy na skutek rozpadu krwinek zmniejszala sie ilosé¢ GSH we
krwi, czy tez bylo odwrotnie. Poniewaz pTDA zachowywala sie odmien-
nie, wykonano dla niej dodatkowe badania na kotach, zwierzgtach szcze-
gdlnie wrazliwych i latwo wytwarzajgcych ciatka Heinza (22, 23). Rze-
czywidcie koty reagowaly bardzo silnie na podanie tej aminy, po za-
strzyknieciu 20 mg pTDA.2HCI] podskérnie padaly juz po 3 godz. z obja-
“wami émierci z uduszenia, a wiec po nizszej dawce niz podaja Stahl
i Jung (5). W ich badaniach zwierzeta te wytrzymywaly dawks 50 mg/kg,
a po 75 — 100 mg/kg padaly w okresie od 11 godzin do 3 dni. W moim
duswiadczeniu 2 koty padly po 3 godzinach po zastrzyknisciu wspomnia-
nej juz dawki pTDA, a z pozostalych 6, ktdre otrzymywaly podskérnie
po 5 mg pTDA. 2HCV/kg dziennie, jeden padi takze po 20 mg, tzn. 4 dnia
dos$wiadczenia, a 5 przetrzymalo 30 mg. Mozna z tego> wnosié, ze stopnio-
we podawanie aminy jest mniej szkodliwe dla organizmu. Ustréj moze
wtedy tolerowaé wieksze ilosci toksycznego -zwiazku. Podolne zjawisko
zauwazylam réwniez podezas wstepnych doéwiadezen z aminami wyko~
nanych na krélikach. Zwierzeta te potrafily przezyé nawet podanie 1 g
pTDA badZz pFDA, o ile otrzymywaty te zwigzki stopniowo w zwisksza-
jacej sie ilosci od 0,025 do 0,075 g/kg podskérnie, gdy podanie jednorazo-
we 0,05 g prowadzilo od razu do $mierci krolika. Zmiany we krwi kotdw
podobnie jak u krélikéw byly najwicksze po podaniu calej ilo$ci pTDA,
byly one jednak iloSciowo wicgksze 1 wolniej sie cofaty. Obliczenia sta-
tystyczne pozwolily przekonaé sie, ze zmiany ilo$ci GSH i erytrocvtow
w szeregu kotéw doswiadezalnych podczas calego doswiadczenia stano-
wig réznice istotng w stosunku do wartosci wyjsciowych. W szeregu
kontrolnym réznic istotnych nie bylto. Nalezy tu zaznaczy¢, ze koty otrzy-
mywaly 4-krotnie mniej amin niz kroliki i to podskérnie, a nie dozylnie;
z calg pewnoscig sg to wiec zwierzeta szczegdlnie wrazliwe. Spadek po-
'/;iomu GSH podobnie jak w doswiadczeniu na kroélikach poprzedzal spa-
« krwinek i jak wykazaly obliczenia statystyczne réznica miedzy tymi
parametlamx byta istotna. Poniewaz zjawisko to wyatapllo u dwdoch ro-
dzajéw zwierzat: u kotow i u krélikdw, wydaje sie, ze rzeczywiscie pTDA
prowadzi do destrukeji krwinek poprzez ohnizenie poziomu GSH. Takze
wysoka ilos¢ krwinek z ziarnistoscig barwiacg sig przyzyciowo, wyzsza
niz przv pAF | pFDA i nastepujacg dopiero po uprzednim zmniejszeniu
ilo$ci GSH, przemawiataby za tym zaloZeniem.
Poniewaz wiadomo, ze aminy mogg powodowat patologiczne zmlany
watroby (2), wykonano dodatkowo oznaczenia poziomu GSH w watrobach
kidlikéw i kotow. Niewielka ilos¢ materialu doéwiadczalnego nie moze
pozwoli¢c na wyprowadzenie zupelnie pewnych wnioskow. Wydaje
si¢ jednak, Ze nie ma specjalnych réznic miedzy poziomem GSH w tkan-
ce watrobowej zwierzat kontrolnych i do§wiadczalnych. Natomiast w jed-
nym przypadku przy pFDA zaobserwowano ostry zanik watroby i 'w
tkance tej watroby iloé¢ GSH byla znacznie mniejsza (90 mg/100 g tkan-
ki — przecietnie za$, jak zaznaczono, jest 150 — 180 mg/100 g tkan-
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ki). Podobnie niski poziom GSH w watrobie zauwazono w badaniach z
pTDA na kotach, wspomniana watroba wykazywala zmiany patologiczne.
Wynikaloby z tego, ze jezeli wystepuja zmiany degeneracyjne watroby,
ilos¢ GSH ulega zmniejszeniu. W piémiennictwie nje spotkalam sie z ba-
daniami tego wlasnie zagadnienia. Badania poziomu GSH w watrobie,
przy raku wywolanym pochodnymi antracenu, wykazaly podwyzszenie
ilosci GSH (24). Znane jest takze zalozenie, ze poziom GSH w watrobie
ulega zmniejszeniu po podaniu takich zwigzkéw chemicznych, z ktérych
organizm wytwarza kwasy merkapturowe. Takimi zwiazkami sg przede-
wszystkim chlorowcopochodne benzenu, benzylu i naftalenu (25. Kwas
merkapturowy ma bowiem powstawa¢ na koszt GSH w hydrolitycznej
reakeji katalizowanej w watrobie przez glutationaze. Produktami tej re-
akeji sg kwas merkapturowy podanego zwigzku, kwas glutaminowy i gh-
cyna (26). Natomiast stwierdzono, ze zwiazki, ktére powoduja spadek ilosci
GSH we krwi, a nie wytwarzajg kwasow merkapturowych, jak np. chlo-
ral-hydrat butylu, nie obnizaja poziomu GSH w watrobie (25). Naleiy
przypuszczaé, ze badane aminy moga byé zaliczone do tych wlasnie zwigz-
kéw. Stwierdzenie tego wymagaloby obszernych badan, ktére by wwv-
kraczaly poza ramy zagadnienia dzialania hemolizujgcego amin.

Przy sekcjach najwieksze zmiany narzadéw wewngtrznych znalezionn
u zwierzat, ktoére otrzymywaty pFDA, dotyczyly one powickszenia Sle-
dziony i watroby i zmian ich konsystencji. Takich zmian przy pAF nie
zaobserwowano, a przy pTDA zauwazono u polowy zwierzat doswiad-
czalnych powiekszenie $ledziony.

WNIOSKI

1. Wszystkie badane aminy wywoltujg we krwi szczurow, krolikow
i kotéw objawy anemii hemolitycznej: obnizenie poziomu hemoglobiny
i ilosci krwinek czerwonych oraz zwiekszenie ilodci retykulocytéw i cia-
lek Heinza. [loSciowo najwieksze zmiany powoduje pTDA, zmiany wy-
wolane przez pAF i pFDA sg zblizone, nieznacznie wieksze przy pFDA.

2. Wszystkie badane aminy obnizaja poziom GSH we krwi in vivo,
dzialanie ich jest jednak slabsze niz in vitre. Wyjatkowo szybkie zmniej-
szanie ilosci GSH przez pAF in vitro, nie powtarza sie przy badaniach
in vivo, ,

3. Zalozenie, ze obnizenie poziomu GSH we krwi jest pierwotnym ob-
jawem hemolizujgcego dzialania amin i przyczyng pozostalych zmian w
obrazie krwi, znajduje potwierdzenie dla pTDA. W przypadku tej aminy
najpierw nastepuje obnizenie poziomu GSH we krwi krolikow i kotow,
a potem zmniejszenie ilosci krwinek, a roznica jest stwierdzalna staty-
stycznie.

4. Wrazliwosé zwierzat na podanie amin jest niejednolita. Najwrazliw-
sze sa koty, nastepnie kréliki, a potem szczury.

5. Przy stopniowym podawaniu amin zwieksza sie tolerancja ustroju.

6. Nie wydaje sie stuszny przepis polskiego rozporzadzenia zezwala-
jacy na dopuszczenie do barwienia wilosow pTDA, a zabraniajacy uzy-
cie pFDA. Jakkolwiek obie aminy wykazuja wtasciwosci hemolizujace,
wiekszymi charakteryzuje sie pTDA.

Profesorowi doktorowt Aleksandrowi Gruzewskiemu skladam serdeczne podzieko-
wanie za pomoc udzielong mi przy statvstyveznym opracowaniu wynikéw.
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3. CuropeKa

HCCJEAOBAHKWS TOKCUUYHOCTHU AMUMHOB KPACHUTEJIEN
1T BJAWGHWE AMHUHOB HA TJIOTATHOH IN VIVO
’

Coacpxaunue

MecneoBano  reModiTieckory qeiersie  n-aminogenoaa  (m-Ad). n-dewniiesgamMina
(m-®OJA) u n-roaymieniiamuna (n-TJIA) Ha Kpblcax W Kpoaikax. B ucubitanngx onpe-
JCJAI0Ch  KOAUYCCTBO  TeVOTI00MHA, 3PUTPOLMTOB M PETHKYJOWATOB 10 NOAAYR  ITHY
COCJLMHOHUNA, BO 3pPeMsl X TIOAAUH W B TeueHWyw 2 — 3 Hejaean Docjie UX [ojaaui,

Campic GOJBLUIMC HIMCHOHHMSt B KPOBH Nafijicio nNocjie TOJAWI BCOTO KOJUUCTTBA BPOI-
el coegunennit. Mamencnus poissanubie 1-Ad 1w n1-®JIA Gbuin IpHGAM3HTENLID CXOMIIAL
a Goabmme nuzsana T-TJA. B cpeaneM  cHioKeHHC KOJUUYOCTBA  3PUTPOUHTOBR M FeMO-
raobuua gocturano 20%e, 1 KOAMYCSTBO POTHKYJIOUMTOB VBGJIHYIIIOCH B 2 -~ 3 pasa,

JLasi Aoxasatins BO3MOMKHOCTH  TOMOJMTHHECKOTO  ACHCTBUS  HCCACHOBAHBBIX  aMUiND
uepes MOHMKCNNE YPoBUA TinoTatxona (r-SH) B 3puTpouurax ompeizjssicss r-SH B Kponn
PIHOKCATAZ0BLIM MOTOA0M, ONPeACINT OHOBPCMEHHO FeMOJOTIUCCKHEC U3MCHCHIS B KPORH.
Jloxasano, coofpasio KaK B MCCJACOBAHNAKX TPOBCACHIIBIX € KPOBLIO KPOMKOB ,in vitro®.
UTO BCC HCHLITARILIC AMUHDI CHUKAWOT ypoBenb r-SH. 310 AchctdHe ,in vive™ ciaec,
4 0coBeHHO cinbitoe eherpue m-Ad L in vitro” ne nortTopaetca Lin vivo”. Ilpeancao-
KEHIe, YTO ACHCTBYIOT TCMOJHTHUCCKH UYepe3 CHDKeHHe ypoBHst T-SH B KpPOBH yTBEDKICHD
coapko s n-TJEA. Jhnst storo aima cmipKenpe I-SH  NPOMCXOLHJIO 10 CHHACHNS
KOJIMYECTBA 3PHTPOUNTOR, a4 PA3IIa MCXIY BEJIHUMHAMI 3THX TIapaMeTpPOR, KAk JOKAa3a.ii
CTATHCTHYCCKUC BuICYHTanus, Oblia aeiictsuTesibha. Mcecacposamisi mposenenst ¢ m-TJA
Ha  KOWKAX TOATBCP/IIN  PCIYJLTATHL TOJYUEHHbIE B OMbITe € KPOJBKAMIL 11 JOKABATM,
HTO KOWKH T0Ppasio 0oJee YYRCTBHTCIbHBI YeM KDPBICHI M KPOJHKH,

Monyucinibic pe3yabTAThl cBHACTEAbCTBYIOT, uTo T-TJIA cuabuce ACHCTBYET TeMOAMTII-
HECKH YCM OCTAJbHBIC HCCACLOBANHDLIE AMMHBI H, BePOSTHO, €5i TeMOIHTHUECKOT NCHCTRRC
BBEIPAXKACTCSL CHUXKeNHeM vposHa r-SH.

. Sikorska
STUDIES ON THE TOXICITY OF DYE AMINES
II. THE INFLUENCE OF AMINES ON THE GLUTATHIONE IN VIVO
Summary

The work is concerned with the investigation of the hemolytic effect of p-amino-
-phenol (pAF), p-phenylene-diamine (pFDA) and p-totylenediamine (pTDA). The
effect was experimented on the rabbits and rats. The experiments resulted in the
determination of the content of red corpuscles and hemoglcbin (Hb) prior, during
and 2 to 3 weeks after the application of these amines. The greatest changes noti-
ced in the blood steped out after whole dose of injurious compounds has been ap-
plied. Noteworthy is the fact that pAF and pFDA resulted in similar changes.
whereas pTDA corresponded to greatest ones. The average drop in red corpusc-
les and Hb amounted to 20 per cent, whereas the rise in reticulocyte was twofold-
threefold. )

To prove, that amines through the reduction of the blood glutathione (GSH:
level may involve the hemolysis, the amount of GSH in the blood by manometric
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glyoxalase method alongside with the hemolytic changes have been determined.
It has been found that all examined amines similarily in the investigations with
the rabbit bloocd in vitro, give a decrease in GSH level. This phencmenon was
slower in vivo and particulary strong pAF effect in vitro was absent in vivo.
“he results point out that only pTDA involves the hemblysis by the reduction
st GSH level. In this case prior to the GSH drop took place the decrease in red
hlood cells, and the difference between the values of these parameters, as sta-
tistical evaluation proved, was significant.

The experiments with pTDA on cats confirmed the results obtained for rabbits
and showed that cats are more sensitive than rats and rabbits.

The results suggest the stronger hemolytic effect of pTDA than that of other
two amines and also that this effect is presumably duc to the reduction of GSH
lavel
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