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BADANIA NAD TOKSYCZNOŚCIĄ AMIN BARWNIKOWYCH 

II. WPłYW AMIN NA GLUTATION IN VIVO 

Z Zakładu Badania Żywności i Przedmiotów Użytku PZH 

Przedmiotem tej pracy, podobn:e jak częś,ci I (1), jest zagadnienie he­
malizującego działania amin barwnikowych: p-aminof.enolu (pAF), p-fe­
nyieno:lwuaminy (pFDA) i p-toluenodwuaminy (pTDA). Aminy te po-­
wodują we krwi zwierząt doświadczalnych objawy anemii hemolitycznej 
(2 - 5). Jak już wspomniano w I części tej pracy, niektóre związki che­
miczne mogą powodować hemolizę poprzez obniż,enie poziomu glutationu 
(GSH) w krwinkach czerwo,nych (6, 7). Wyniki otrzymane w I części pra­
cy wykazały, że wszystkie aminy obniżają poziom GSH we krwi króliczej 
m vitro. Rezultaty te wymagały potwierdzenia w badania-eh in vivo i okre­
ślen:a, czy spadek ilości GSH moż,e być przyczyną zmian hemolitycznych 
we krwi. Ponieważ wiadomo, ż,e aminy mogą także powodować patolo­
gkzne zmiany wątroby (2, 3), wykonano dodatkowo oznaczenia poziomu 
GSH w wątrobach chcąc stwierdzić, czy działanie amin na poziom GSH 
nie r,ozciąga się poza krew. 

Badania wykonano na trze-eh ro:lzajach zwierząt: na szczurach, króli­
ka-eh i kotach. 

N a szczurach przebadano porównawczo zakrles hemolizującego działa­
nia pAF, pFDA i pTDA, oznaczając następujące parametry: zmniejszenie 
Hości cz-e,rwonych krwinek i hemoglobiny oraz zwiększenie ilości rety­
kulocytów. 
Doświadczenie z królikami miało trzy aspekty: potwierdzenie rozmiaru 

zmian wywoływanych przez aminy we krwi szczurów, porownanie dzia­
łania am:n na poziom GSH in vivo z wykonanymi poprzednio badania­
mi na krwi królicz-ej in vitro oraz zaobserwowanie, czy ,zmn:ejszenie po­
;domu GSH we krwi jest p:erwotną przyczyną rozpadu krwinek. 

Badania na kotach wykonano w celu potwierdzenia odmiennego dzia­
łania pTDA i upewnien:a się, ż,e nie można jej uważać z.a mniej szkod­
liwą od pFDA pod względem właściwości hemolitycznych. 

CZĘSć DOSWIADCZALNA 

Używa n ,e me.to dy. 
Hem'.Jglobinę ozna-czano kol,orymetrycznie, używając hemoglobinome­

tru Sahli,ego, w warunkach zalecanych przez Tempkę (8). 
Ilość czerwonych krwinek obliczano posługując· się kamerą Thoma­

Zeissa. D'.J rozcieńczen:a krwi w m:eszalnikach używano płynu Hayema. 
Ilość retykulocytów, bądź ciałek Heinza obliczano z rozmazów krwi bar­

wionej przeżyciowo siarczanem błękitu Nilu (9). Lkzono 1 OOO kolejnych. 
komórek. 
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GSH oznaczano metodą glikosalazową w warunkach opisanych w I czę­
ści tej pracy (1). Prz.esącze do oznaczeń przyrządzano następująco: 

a) do oznaczani.a GSH we krwi 
0,5 ml krwi odbiakzano 2 ml 30/o-o,w.ego kwasu sulfosalicylowego. Po do­
daniu kwasu mieszano 5 ·, . pozostawi.ano na 30', a potem sącz-ono przez 
bibułę i pobierano do oznacz,enia po 0,5 ml; 

b) do oznacz,enia GSH w wątrobie 
Wy;ciągi z tkanki wątrobowej przyrządzano wg metody Patersona i La­
zarowa (10). Ważono 1 g wątroby i homogenizowano z 1 ml 40/o-oweg,o 
kwasu sulfosaHcylowego . w szklanym homogenizatorze prz,ez 10'. Potem 
tę mieszaninę rozcieńczano 8 ml 20/o-owego kwasu sulfosalicylowego i ho­
mo,genizowano aż do zupełnego roztarcia tkanki; mi,eszaninę przelewano 
do małej zlewki i pozostawiano na 30' , wtedy sączono i do oznaczeń po­
bierano po 0,25 ml pr1z,esączu. 

BADANIA NA SZCZURACH 

Do badań użyto 12 szczurów białych samców .wagi około 200 g. Do­
świadczenie wylmnano w trzech seriach, używając w każdej 3 zwierząt 
jako doświadczalnych i 1 jako kontrolnego. Szczury doświadczaln,e otrzy­
mywały przez 10 dni zastrzyki ,chlorowod•orków badany,ch amin w ilości 
po 0,05 g/kg wagi ciała '.dzi,ennie. Roztwory do zastrzyków sporządzano 
bezpośredn~o przed użyciem w następujący sposób: odpowiednią ilość 
~hlol"owodorku rozpuszczano w 0,25 ml 0,9°/o-owego NaCl i zobojętni.ano 
roztwór 10/o-owym NaOH do pH 6. Szczury kontrolne otrzymywały w tym 
samym czasie po O 25 ml 0,9'0/o-owego NaCl. Zastrzyki robiono do żyły 
ogonowej. Przed podaniem amin oznaczano u zwi-erząt dwukrotnie w od­
stępa,ch 3-dniowych poziom GSH i Hb , ilość krwinek czerwonych i rety­
kulocytów. Średnia z oznaczeń stanowiła wartość wyjściową w stosunku 
d:-'> niej pr:oeliczano wartości otrzymane w czasie doświadcz,enia. Wyniki 
wyrażano w procentach, przyjmując wartość wyjściową za 10oa/o. Czas 
doświadczenia każdej serii wynosi 21 dni. Krew do badań pobierano co 
trzeci dzień od trzeciego do dwudziestego pierwsz,ego dnia przyjmując 
dzień podania pierwszego zastrzyku za z,erowy. Krew pobierano przez 
udęcie ogona do naczyńka zawierającego mieszaninę szczawianów amonu 
i potasu. W,e krwi oznac,zano ilość hemoglobiny, krwin,ek ,czerwonych, 
retykulocytów i krwinek z z.iarnistością barwiącą się .przeżyciowo. Między 
rctykulocytami, a tymi ostatnimi nie robiono rozróżnienia ze względu na 
trudności id,entyfikacji (11) i ogólnie przyjmowano za retykulocyty, któr-e 
były w większości. · 
Można bowiem zupełnie pewnie stwierdzić, że dana krwinka j,est re­

ty kuJ.o.cytem, ale określenie ni,e budząoe wątpliwości, ż,e jest to krwinka 
z ziarnistością barwiącą się prz,eżyciowo, czyli ciałkiem Heinza (cH), spra­
wia duże kłopoty. Id,entyfikacja przy użyciu mikroskopu elektronowego 
tlaje p,ewniejsze wyniki, ale ta metoda nie nadaje się do ilościowych ozna­
czeń. 

WYNIKI 

Przy wszystkich badany ch aminach stwierdzono zmni,ejszenie ilości Hb 
i krwinek czerwonych, a wzrost ilo5ci retykulocytów. Zmiany te przebie­
gają równolegle i są większ,e niż w grupie zwierząt kontrolnych (ryc. 1, 2, 



Nr 1 Toksyczność amiin barwnikowych 

3, 4). Najsilniejsze działanie wykazała pTDA. Z przeprowadzonych do­
·świadczeń wynika że po zaprzestaniu podawania amin po 8 - 10 dniach 
zmiany we krwi zanikają i następuje powrót do wartości przed doświa,d­
czeniem. 
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Hyc. 1. Zawa,rtość procentowa Hb i E we ~vwi s?Jczurów po pAF - Hb, --E 
(krwinki czerwone), z - d:z;ień ,po pierwszym !Zastrzyku 

Ryc. 2. Za wairtość procentowa Hb i E we krw,i s:z;czurów po pFDA - Hb, - - E 
Ryc, 3. Zawartość procentowa E i Hb we krwi s:z;czurów po pTDA - Hb, - - E 
Ryc. 4. Zawartość procootowa Hb i E we krwi szczurów :po 0,9-0/o NaCl - Hb, - - E 

BADANIA NA KRÓLIKACH 

Doświadczenie wykonano na 27 królika-eh, szarych samcach wagi 2 -
2,5 kg. Badania przeprowadzono w trzech kolejnych seriach używając 
w każdej serii trzech królików jako kontrolnych i 6 jako doświadczalnych. 
Króliki doświadczalne otrzymały 6 zastrizyków chlorowodorków badanych 
amin w ciągu · 6 kolejnych dni. RoztwoTy do iniekcji przyrządzano iden-
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tycznie jak w doświadczeniu na szczurach. Króliki klOntrolne otrzymały 
taką samą ilość zaqtrzyków roztworu fizjologicznego soli. Wszystkie za­
strzyki robiono do żyły usznej. Chlorowodorki badanych amin podawano 
w takiej dawce dziennej, żeby po jednym zastrzyku w;ytwo:rzył się w przy­
bliżeniu 2 mM roztwór we krwi królika. Miało to na celu umożliwienie 
przeprowadzenia porównania z wykonanymi badaniami na krwi króli­
czej in vitro. Przyjęb wg Kudriawcewa (12), że waga krwi wynosi 1/ 19 

wagi ciała królika i obliczono ilości chl,ornwo:lorków amin na jeden za­
strzyk zgodnie z poprze:lnimi zakrżeniami. Hości te wynosiły po zaokrą­
gleniu: 15 mg pAF. HCl, 19 mg pFDA. 2HC1, 21 mg pTDA. 2HCI/kg wagi 
królika. Czas doświadcz,enia każdej serii obejmował 16 dni. W tym cza­
sie pobierano pięciokrntnie krew do badań: pierwszego, czwartego, ćsme­
go, dwunastego i szesnastego dnia, przyjmując dzień podania pierwszeg.o 
zastrzyku za zerowy. Krew pobierano z żyły usznej do naczyńka zawie-

. rająceg,o odpowiednią ilość szczawianów amonu i potasu. Po skończonym 
doświadczeniu króliki uśmier-cano przez uder•zenie w tył głowy, rob:ono 
sekcje i ozna,czano poziom GSH w wątrobach. W po':>ieranej krwi ozna­
czano poziom Hb i GSH oraz obliczano Hość krwinek czerwonych, retyku­
locytów i krwinek z ziarnistością barwiącą się p,izeżyciowo, przyjmując 
je, podobnie jak w doświadczeniu na szczurach.· w retykuloeyty. 

WYNIKI 

Zmiany we krwi królików. Zmiany ilośc:,owe Hb, ,czerwo­
nych krwinek, retykulocytów (tab. I) i GSH (tab. II) zaobserwowano 

Tabela I 
Ilość retykulocytów u królików podana w wartościach bezwzględnych 

(wyniki średnie w %o) 

o 14 15 

1 19 24 
4 16 21 

8 15 20 

12 15 

16 15 17 

Tabela II 

13 

18 

32 

2a 

31 

20 

1 · ~~ntr~la 
I 

12 

12 

13 

13 

12 

14 

Ilość GSH u króiików podana w wartościach bezwzględnych (wynik i 
frednie w mg 0/o) 

Dzień po 1. zastrzyku Kontrola 

· - ---···-·--·- --

o 41 39 30 39 

1 35 37 32 41 

4 35 33 33 41 

8 36 35 33 39 

12 37 37 33 38 

16 ~9 39 35 39 
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w przypadku wszystkich badanych amin między 4 a 12 dniem. Jedyni€ 
w przypadku pTDA spadek zawartości GSH poprzedza spadek ilości Hb 
i czerwonych krwinek (ryc. 5, 6, 7). Zmiany we krwi zwierząt kontrolnych 
są znacznie mniejsze (ryc. 8). 
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Ryc. "i. Ryc. 8. 

Ryc. 5. Zawartość procentowa Hb, E i GSH we krwi królików po pAF - Hb, 
-~E, -.-GSH 

Ryc. 6. Zawartość procentowa Hb, E i GSH we krwi królików po pFDA - Hb, 
--E, -.-GSH 

Ryc. 7. Zawartość procentowa Hb, E i GSH we kirwi królików po pTDA - Hb. 
--E, -.-GSH 

Ryc. 8. Zawartość procentowa Hb, E i GSH we krwi po 0,9¾ NaCl - Hb, - - E, 
-.-GSH 

I 1 oś ć GSH w w ą t ro b ac h. Zmiany zawartości GSH w wątrn­
bach króliczych są nieznaczne, nie stwierdzono ich przy pFDA .. (tab. III). 

Wy n i k i sek c j i. Nie stwi,erdzono zmian w narządach wewnętrz­
nych królików, którym podawano pAF. Przy pFDA w 4 przypadkach na 
6 zauważono 1-ekki obrzęk śledziony. Zmiany wątroby zauważono w ~ 

Tab e 1 a III 
Ilość GSH w wątrobach królików 

. ------ ------·----~-------- -
I . 

pAF pFDA pTDA Kontrola 

-~------·-- --- --·· ··-·--------

GSH w rn, /I00g tk&n-
ki (wyniki ii ednit'l 155 178 161 181 

- ·----

Rozpięt<ść wyników 
cyfra przy nawiar ie 

= ilości oznaczeń (145-170) 3 (150-210)5 (138-195)4 (1SO-235l 



26 E. Sikorska Nr 1 

przypadkach na 6 badanych. Polegały one na powiększeniu, w dwóch 
;3rzypadkach były zmiany martwicze i zmieniona konsystencja, w jednym 
przypadku zauważono ostry zanik wątroby (w wątmbie tej ilości GSH wy­
nosiła 90 mg/100 g tkanki, a więc dużo mniej od ilości przeciętnej wyno­
'>Zącej 150-180 mg/100 g). Przy pTDA u połowy badanych zwierząt 
stwierdzono powiększenie śledziony. · 

BADANIA NA KOTACH 

Do badań użyto 12 kotów wagi około 2 kg. 6 kotów stanowiło serię 
d¼'wiadczalną i 6 kontrolną. Koty doświadczalne otrzymały podskómie 
6 zastrżyków po 5 mg chlorowodorku pTDA na kg wagi dziennie. Roz­
twory do zastrzyków przygotowywano analogicznie jak w doświadczeniu 
na szczurach. W tym samym czasie koty kontrolne otrzymały 6 zastrzy­
ków roztworu fizjologicznego soli. Zastrzyki robiono podskórnie. W do­
świadczeniu tym nie można było użyć pTDA w dawce st,owwanej króli­
lmm, ponieważ koty okazały się szczególnte wrnżHwe i po, podaniu pod­
skórnym tej ilości pTDA, którą króliki otrzymały dożylnie, padały w cią­
~u paru godzin. Krew do badań pobierano 5 razy oo trzed dzień, licząc 
od dnia pierwszej iniekcji. Krew pobi,erano z serca, jako antykoagulanty 
służyły szczawiany amonu i potasu. W pobieranej krwi oznaczano po­
ziom Hb i GSH oraz obliczano ilość czerwonych krwinek, retykulocytów 
i krwinek z ziarnistością barwiącą się przeżydowo. Ponieważ krew kotów 
zawierała nieznaczną ilość retykulocytów w porównaniu z ilością krwi­
nek z ziarnist,ościami analogicznymi do cH, przyjmowano wszystkie 
k!-wirrki o barwiącej się przeżydowo ziarnistości za cH. Po slmńczonym 
doświadczeniu lmty usypiano eterem, robiono sek,cj,e i oznaczano poziom 
GSH w wątrobach. 

WYNIKI 

Z mi ,a ny we kr w i kotów. U kotów doświadczalnych zaobs,er­
wowan,o zmniejszenie ilości Hb, krwinek czerwonych i GSH, a zwiększenie 
ilości cH, zarówno bezpośrednio po podaniu pTDA, jak i w tydzień po za­
przestaniu iniekcji . 16 dnia zmiany we krwi są mni-ejsze, ale jeszcze nie 
ma powrotu do wartości wyjściowych. Zmniejszenie ilości Hb pokrywa si~: 
ze zmniejszeniem ilości ·krwinek, najniższe wartości otrzymano 8 dnia 
doświad<>Zenia. Natomiast największ,e zmni,ejsrenie ilości GSH, a zwięk­
szenie ilości cH następowało wcześniej 4 dnia (tab. IV, ryc. 9). U kotów 

Tab e 1 a IV 
Zmiany ilości Hb, krwinek czerwonych (E), ciałek Heinza (cH) i GSH 

we krwi kotów po podaniu pTDA (wyniki średnie w 0/o) 

Dzień po 1. zastrzyku I Hb E cH GSH 

- ---- ------------- ···--·- ···---~ 

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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kontriolnych były nieznaczne zmiany wszystkkh badanych parametrów 
(ryc. 10). 
c,,; 
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Ryc. 9. Ryc. 10. 

Ryc. 9. Zawartość procentowa Hb, E i · GSH w e krwi kotów po pTDA - Hb, 
---E, -.-GSH 

Ryc. 10. Z,awartość procentowa E, Hb i GSH we k;rwi kotów po 0,9'1/o NaCl - Hb, 
--E, -.-GSH 

I l o ,ś ć GSH w w ą t ro ba c h. Nie stwi,erdzono rozmcy w ilości 
GSH u zwierząt doświadczalnych w porówrnaniu z kontrolnymi (tab. V). 

W y n i k i s e k c j i. Nie stwierdzono zmian w narządach w,ewnętrz­
uych zwierząt kontrolny-eh. U polowy kotów, które otrzymywały pTDA, 
:la-Obserwowano powiększenie ,śledziony . Szczególnie u jednego z tych ko­
tów śledziona była bardzo powiększona i obrzęknięta. POlWiększenie wą­
tmby zauważ.ono tylko u jednego kota (tego, który miał silnie powiększo­
ną śledzionę). Wątroba j•ego miała wyraźną budowę marmurkowatą i osła­
biony miąższ, znaleziono w niej tylko 80 mg GSH/100 g tkanki. Również 
u tego kota płuca były obrzęknięte i przekrwione. W n erkach zmian nie 
zaobserwowano. 

Tabela V 
Ilość GSH w wątrobach kotów 

GSH w mg/ 100 g tkanki 
(wyniki średnie) 

Rozpiętość w y ników cyfra 
przy nawiasie 
oznaczeń . 

ilosci 

pTDA 

149 

(80- 223)" 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Kontrola 

135 

(108- 188)' 

Wszystkie badane aminy powodowały u szczurów i królików wystą­
pienie objawów hemolitycznej anemii, tzn . zmniejszenie ilości Rb i krwi­
:1ek C'Z•erw1onych oraz zwiększenie ilości retykulocytów. Zmiany we krwi 
hyły największe po po::ianiu całej .ilości amin i po 10 - 14 dniach cofnęły 
się. Wyniki te są analogiczne do rezultatów badań z innymi śr:odkami 
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wywołującymi rozpad krwinek, . jak np. a,cetylofenylohydrazyna, pocho­
dne 8-amino-chinoliny (13 - 15), również w tych przypadkach zaprze­
stanie podawania szkodliwego związku prowadziło po 2 tygodniach do 
powrotu do stanu normalnego. Jeśli chodzi o wrażliwość obu rodzajów 
badanych gryzoni, to wrażliwsze są króliki, ponieważ po 4-krotnie mniej­
szej iloś,ci amin zakres zmian w kh krwi był taki sam jak we krwi szczu­
rów. Ze względu na to, że zmiany w ilości erytocytów we krwi króli­
ków wynosiły średnio 150/o, zrobiono statystyczną analizę wyników uzy­
skanych w szerega,ch zwierząt doświadczalnych i w szeregu kontrolnym. 
ObHczenia wykazały, że w sz,eregach doświadczalnych zmiany ilości krwi­
nek 8 dnia doświadcżenia, tzn. po podaniu •całej ilośd szlm:Uiwych sub­
stancji, są :isbtn-e w przypadku wszystkich badanych amin. W szeregu 
kontrnlnym istotnej różnicy w ilościach krwinek nie stwierdzono. 

Jeśli chodzi o działanie poszczególnych am'n, to między działaniem 
pAF i pFDA są niewielkie odchylenia, nieznacznie większe liczbowo zmia­
ny powoduje pFDA, natomiast silniejszym działaniem charakteryzuje .się 
pTDA Rezultat ten jest zg.o:iny z wcześniejszymi badaniami Nikonorowa 
(4) nad działaniem hemolizujących pFDA i pTDA, w których okazało się, 
że . pTDA powodu ie większy spadek ilości krwinek u myszy nawet w po­
równaniu z fonylohydrazyną. 

Przeprowadzone badania wykazały, że u wszystkich badany,ch zwie­
rząt pTDA prowadziła do wytworzenia większei Hości retykulocytów niż 
pozostałe aminy. Należy dodać, że właśnie pTDA była używana do wy­
tworzenia ,cH u królików, szczurów i psów (16). 

Prz,echodząc do omówienia działania amin na poziom GSH we krwi 
!lal,eży przypomnieć wyniki otrzymane przy badaniach in vitro. W tych 
badaniach stwierdzono, że wszystkie badane aminy obniżają poziom GSH 
we krwi, a szczególnie szybko czyni to pAF. Do,świadczenia wykonane 
in vivo wykazały, że aminy obniżają ilość GSH we krwi w mn:ejszym za­
kresie in vivo niż in vitro. Można to tłumaczyć tym, że in vitrQ działanie 
ochronnych systemów enzymatycżnych może być zakłócone bądź zmniej­
szone. Utrzymanie normalnego poziomu z·re::lukowanego GSH zależy od 
fu11kcj,oni0wania reduktazy GSH i od aktywności enzymów syntetyzują­
cych GSH z właś,ciwych aminokwasów. Na podstawie ba::lań izotopowych 
wykazano, że krwinki mają zdolność syntetyzowania GSH z aminokwa­
sów i że okres jego półtrwania wynosi w erytrocycie tylko 4 dni (17). Do 
synt,ezy GSH potrze:bne są dwie cząsteczki kwasu adenozynotrójfosforo­
wego (ATP) - dają one energię konieczną do wytworz,enia dwóch wią­
zań peptydowych (18). Otóż in vitro może się obniżać poziom GSH 
w krwinkach na skutek braku energii zar'ówn'.) do syntezy, jak i ochrony. 
W wielu przypadkach okazało się, że dodanie glikozy m:::iże przedłużyć 
utrzymanie GSH na stałym poztomie (19), a nawet m'.lż,e tę zdolność 
krwince przywrócić (19 - 21), prawdopodo'oni,e na skut,ek wznowienia 
procesów glikolitycznych. Trzeba przypomnieć, że właśnie drnga p-ent,o­
zowa przemiany glikozy dostar,cza zredukowanej fos:fokzymazy (TP.~· H 2) 

- koenzynu rieduktazy GSH, od której aktywności zależy utrzymanie 
GSH w stanie zredukowanym. Jak już wspomniano, zmiany w iloś,ci GSH 
w badaniach in vivo były mniejsze. Oblkz,enia statystyczne wykazały, że 
są one jednak istotne 8 <inia do,świadczenia przy wszvstkkh badanych 
aąiinach, pode.z.as gdy w .szeregu kontrolnym różnk isfotny,ch nie było . 
. W świ,etle otrzymanych wyników pi>erwotne założenie, że aminy dzia- . 

łnją hemolizującą poprzęz obniżenie poziomu GSH, znajduje potwierdze-
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nle dla pTDA. Jeżeli bowiem spadek ilośd GSH pr,owadzi d-o de3trukcji 
l.:rwinek to najpierw powinno mieć miejsce zmniej.szen:e ilości GSH, 
a pot,em krwinek i różn:ca m:ędzy tymi dwoma badanymi parametrami 
powinna być istotna. Obl:czenia statystyczne wykazały, ż,e te warunki 
'.>pełnione są w doświadczenia-eh z pTDA, przy po~ostały,ch amina-eh róż­
me istJinych mię:izy spa:ikiem GSH a zmniej.szeni,em il-Dści krwinek n ie 
było. Trudno więc wn:oskować przy pAF i pFDA, która ze zmian była 
p:erwotna, czy na skutek rozpadu krwinek zmniejszała s:ę ilość GSH we 
krwi, czy też było o:iwrntnie. Ponieważ pTDA zachowywała się o:imien­
nie, wykonano dla niej dodatkowe badania na kotat;h, zwierzętach szcze · 
g6ln1e wrażliwych i łatwo wytwarzających ciałka Heinza (22, 23). Rze­
czywiśde koty reagowały bardzo silnie na podanie tej aminy, po za­
strzyknięciu 20 mg pTDA.2HCl podskfo'ni,e padały już po 3 g ::dz. z obja­
wami śmierci z uduszenia, a więc po niższej dawc-e niż podają Stahl 
i Jung (5). W ich badaniach zwierzęta te wytrzymywały dawkę 50 mg/kg, 
a po 75 - 100 mg/kg padały w okresie od 11 godzin do 3 dni. W moim 
d0świadcze.niu 2 koty padły po 3 godz:nach po zastrzyknięciu wspomnia­
nej już dawki ,pTDA, a z poz'.)stałych 6, które otrzymywały podskórnie 
po 5 mg pTDA. 2HC1/kg dziennie, j,eden padł także po 20 mg, tzn. 4 dnia 
doświadczenia, a 5 przetrzymało 30 mg. Można z teg:> wn'.)sić , ż,e stopnio­
we pod,awani,e aminy j,est mniej szkodliwe dla organizmu. Ustrój może 
wtedy tolerować większ,e ilości toksycznego związku. F::do'::me zjawL;ko 
zauważyłam ·również podczas ws+ępnych do,świadcz,eń z aminami w yko­
nanych na królikach. Zwi-erzęta t-e potrafiły przeżyć nawet podanie 1 g 
pTDA bądź pFDA, ,o ile -otrzymywały te związki stopniowo w zwiększa­
jącej się il-ości od 0,025 do 0,075 g/kg podskórnie, gdy podanie je:inoraz,o­
w,e 0,05 g prowa:lziło od razu do śmierci królika. Z1miany we krwi k')tów 
po:lobnie jak u królików były największe po podaniu cał,e:i ilości pTDA, 
były one jednak ilośdowo większe i woln :ej się oofalv. Oblic 7 ,enia sta­
tystyczne pozwoliły przekonać się, że zm:any il,ości GSH i erytrocvtów 
w szeregu kotów doświadczalnych po:lczas całego doświadczen:a st:mo­
wią różnicę istotną w stosunku do wartości wyjści,ow_yich. W szeregu 
kontrolnym różnic istotny-eh nie było. Należy tu zaznaczyć, że koty ,otrzy­
mywały 4-krotnie mniej amin niż króliki i to podskórnie, a nie dożylnie; 
z całą pewnością są to więc zwierzęta szczególnie wrażliwe. Spadek po-
7,iomu GSH p-odobnte jak w doświad-czeniu na królikach poprze:lzał spa­
dek krwinek i jak wykazały obhcz,enia statystyczne różnica między tymi 
pa-rametrami była istotna. Fonieważ zjawisko to wystą,piło u dwóch ro­
dzajów zwierząt: u k::>tów i u królików, wydaje się, ż,e rzeczywiście pTDA 
prowadzi d,o d,estrukcji krwinek poprzez obniżenie poziomu GSH. Także 
wysoka ilość krwinek z ziarnistością barwiącą się przyżydowo, wyższa 
niż przv pAF i pFDA i następującą dopiero po uprzednim zmniejszeniu 
iloEd GSH, .prz,emawiałaby z.a tym założeniem. 

Poniewaz wia::iomo, że aminy mogą powo:lować patologiczne zmiany 
wątrnby (2), wykonano dodatkowo oznaczenia poziomu GSH w wątr,obach 
królików i kotów. Niewielka il,ość materiału doświadczalnego nie moż~ 
pozwolić na wyprowadzenie zupełnie ,pewnych wniosków. Wydaje 
się jednak, że nie ma specjalnych róż.nic między poziomem GS:S: w tkan­
ce wątrobowej zwierząt kontrolnych i doświadczalnych. Natomiast w jed­
nym przypadku przy pFDA zaobserwowano ostry zanik wątr,oby i ·w 
tkance t-ej wątroby ilość GSH była zna-cznie mniejsza (90 . mg/100 g tkan­
ki - prz,eciętnie zaś, jak zaznacz,ono, jest 150 - 180 mg/100 g tkan-
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ki). Podobnie niski poziom GSH w wątrobie zauważono w badaniach z 
pTDA na kotach, wspomniana wątroba wykazywała Zlllliany patologiczne. 
Wynikałoby z tego, że jeżeli występują zmiany degeneracyjne wątroby, 
ilość GSH ulega zmniejszeniu. W piśmiennictwie nie spotkałam się z ba­
daniami tego właśnie zagadni,enia. Badania poziomu GSH w wątrobie, 
przy -raku wywołanym pochodnymi antracenu, wykazały podwyższenie 
ilości GSH (24). Znane jest także zalożeni,e, że poziom GSH w wątrobie 
ulega Z!mniejszeniu po podaniu takich związków chemicznych, z których 
organizm wytwarza kwasy merkapturowe. Takimi związkami są przede­
wszystkim chlorowcopochodne benzenu, benzylu i naftalenu (25). Kwas 
merkapturowy ma bowi-em powstawać na koszt GSH w hydrolitycznei 
r0akcji katalizowanej w wątrobie przez glutationazę. Produktami tej re-­
:1kcji są kwas merka,pturorwy podaneg,o związku, kwas glutaminowy i gli­
cyna (26). Natomiast stwierdzono, że związki, które powodują spadek ilośc i 
GSH we krwi, a nie wytwarzają kwasów merkapturowych, jak np. chlo­
ral-hydrat butylu, nie obniżają poziomu GSH w wątrnbie (25). Należy 
;J•··zypuszczać, że badane aminy mogą być zaHc-zone do tych właśnie związ­
ków. Stwierdzenie tego wymagałoby obszernych badań, które by w ,v·· 
kraczały poza ramy zagadni,enia działania hemolizującego amin. 

Przy sekcjach największe zmiany narządów wewnętrznych znalezion0 
u zwienąt, które otrzymywały pFDA, dotyczyły one powiększ,enia śle­
dziony i wątroby i zmian kh konsystencji. Takich zmian przy pAF ni,e 
zaobserwowano, a przy pTDA zauważono u połowy zwierząt doświad­
czalnych powiększenie śledziorny. 

WNIOSKI 

l. Wszystkie badane aminy wywołują we krwi szczurów, królików 
kotów objawy anemii hemolitycznej: obniżenie pozi,omu hemoglobiny 

i ilości krwinek czerwonych oraz zwiększenie ilości retykulocytów i cia­
łek Heinza. Ilościowo największe zmiany powoduje pTDA, zmiany wy­
wołane przez pAF i pFDA są zbliżone, nieznacznie większe przy pFDA. 

2. Wszystkie badane aminy obniżają pozi,om GSH we krwi in vivo, 
działanie ich jest jednak słabsze niż in vitro. Wyjątkowo szybkie zmniej­
szanie ilości GSH przez pAF in vitrc, nie powtarza się przy badaniach 
in vivo. 

3. Założenie, ż.e obniżenie poz.iomu GSH we krwi jest pierw::itnym ob­
jawem hemolizującego działania amin i przyczyną pozostałych zmian w 
obrazie krwi, znajduje potwierdzenie dla pTDA. W przypadku tej aminy 
najpierw następuje obniż,enie poziomu GSH we krwi królików i kotów , 
a potem zmniejszenie ilości krwinek, a różnica jest stwierdzalna staty­
stycznie. 

4. Wrażliwość zwierząt na podanie amin jest niejednolita. Najwrażliw­
sz,e są koty, następnie króliki, a potem szczury. 

5. Przy stopniowym podawaniu amin zwiększa się tol erancja ustroju. 
6. Nie wydaje się słuszny prz,epis polskiego rozporządzenia zezwala­

jący na dopusz,czenie do barwienia włosów pTDA, a zabraniający uży­
cie pFDA. Jakkolwiek obie aminy wykazują właściwości hemolizujące, 
większymi charakteryzuje się pTDA. 

Profesorowi doktorowi Ateksanclrowi Grużewskiemu ,składam se,rdeczne podzięko­
wanie ,za pomoc ud.zieloną mi przy statystyc=ym op1ca,cowaniu wyników. 
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HCCJIE.[lOBAHvl51 TOKC114HOCT11 AMHHOB KPACHTEJJH! 
I'. BJIH5ll!HE AMHHOB HA rmOTATMOH IN VIVO 

Co:t.l'Jl)Kilttne 

Hcc.11c;,0Ba110 Il' \1(),Jlll Till!CC 1, or,' J,l'HCr!lHC n-aM•]lHOc!)l'HO.:ta ( n-/\cj>), n-1)ie:1.i.:1e1-Ji],IJaM )W ;) 

(n-<J)JJ.A) li IJ-To.:1ywll'llilllaMHJla (n-T)J.A) Ila KJJbICax Il KpO.:Jl!KaX. 13 JICllblTillllillX onp,·­

.tC:IHJJ0Ch KOJIJ1l!CCTBO rc\!Or.:10611Ha, 3pHTJJOIU[TOB )[ verHKy.:roUH'TOB ;w l!0,'lil l! ll 3f1iX 

l'OCJLHIICIIHH, BO ;ipc,\HJ HX 110:lill!!f J{ B Telfć'HHH :2 --- 3 ne;1.r.1;, TIOC:ie HX IlCJ,'l_3'1l1. 

CaMbl(' óom,lllHC ll'.!MCH('IIJIH Il K]J0BH naii;lei!O TIOCj]E' t!0,Qal/JI BCt'f() KO:lH'lCCTBa llp(' 1-

llb!X coc;1Hll('IIHii. 11:iMC!ICIIIHI llhl:3Ba!lllbl(' 11-A<]l Il n-<J:>JlA Óbl.!ill np11Ó.CJH3l!TP.Tihll:J CXO.'UlJ.l. 

il ÓOJJblUJI(' Bl,1:ma,/1;1 n-T}],/\. J3 cpc;Ull'M CIIH)KCJll!C K0JJHlJ('C'J'Ba :,pl!TjJOUHT0ll }J rP,!(l · 
rJIO0Jllla ,'!,OCTlll',1,:JO 2011 /o, :1 l((),JJ)fl)CCTBO pcrirny.110UJlTOB yec-.nal/Jl.:JOCb B 2 3 pa;;a, 

JL.,r151 ,VlI'\(L~aliilH BOJ\10)KIIOL'TH T'C1\IQ,lJIITll1iC'-CKOfO .1J.CliCTBH5J H{'C.1l(')l'OBaHHblX a\IHlhl: 1
, 

lJCJJ{'3 TI0HH)Kl~lllll' ypoBJl51 f.il!0TaTJ10lla (r-SH) B 3plnpOl_(l!T3X 0ITJJC.il2Jl51.TTCC½ r-SH Il K[JO!l!! 

1'JIHOKC<l.'Ia30Bb!'M 'MCT0/1.(J.\1, 011peae.r15151 O,}'HOBpC.Alf'HHO T'C']VIOJIOTrllJCCKJI{~ HJMVHCJlHH B KpOBil. 

,'loKa3aJio, cooópa3HO Ki!K Il HCCJ!('7\0B3Hll51X npOBC,Ql'illlblX C 'Kj)0i)bl() KjJ0J!l!K0B „in vitro''. 
'!TO Bell 'l1Cl!blT3Jl.llbl<' ilM!lflbl CHH)KiJIOT ypnBeHJ, r-SH. 3TO iJ.CH·CTHHC' ,,in vivo'' C.i!3llC<'. 

:; ocoóeIHIO CII.TTb]I0C: ;1ci1CTBW' n-Acp „in vitro" He IIOBT0p51CTCH „in vivo". Jlpcrtn0.'!0-
iKCH!fe, lJTO ,lc'HCTBYIOT f(';\1(),,Jl!TH'ICCJ{H qepe3 CHlUKICHHe ypoBHH r-SH B .Kp0Bll y-rmepM;\i.':10 

TlUb'K0 ,r{.TTH 11-T}lA . .[lJJH 3T0ro ;J,"rn11a CHH'}KCIHHe r-SH npol!:CX0,Qi!JIO ,10 CH!J)KC!Hi'i 

IWJil{l!CCTB3 3J)IITpOJLIIT0B, a p331l!J11_\a .Ml')KJ\Y Be.:IH!JHJ-13M'll 3THX napaMeTp0B, K3K JlO"K,13,J. :J ',, 
l'TaTHCTHlJCCKl!l' Bb)C'IIITaJIHll, Óbl,la ,TJ,eikTBHTCJihHa. J1cc,1C)10BaHl!H ,nponc,;1eHbl (' ,n-TJL\ 
Ha K0ll!Kax TIO/tTBCP/lll:IH peJyJJbT8Tbl ITOJIYlfeHHbll' B OTib!H' C ·Kp0.ITllK8\1ll li .'lOK.13,l.'lll. 

'•TO K0UJK·H ropa3,'].0 óo,ryee IJYBCTJ3!1TCJlbHbI lJeM KpblCbl H xpom1K\I. 

Jlo.1ry1J(•Jl)lbll' p•e3y.nbT,ITbl Cl3llJlCTeJ,bCTBYK)T, '!TO n-TJlA c:rn1,11ce .'].CHCTBycr ft'MO.il!Hli · 
,;ecim lJCM 0CT,I.TibHb)(' IICCJICJ(OBaHl!bl(' aMl!Hbl 11, B,'pOllT•HO. ('51 f("\'10.11JTl{lff'CK0C ,1('J1C'T]l\!( 

Hblpa)Ka('TCH ('IJH)K,ellll('M ypomrn r-SH. 

E. Si. k o •r s k a 

STUDIES ON THE TOXICITY OF DYE AMINES 

II. THE INFLUENCE OF AMINES ON THE GLUTATHIONE IN VIVO 

Sum.mary 

The work i.s concerned with the investigation of the hemolyti<c effoct al' p-amino­

-phenol (pAF), p-phenylene~diamine (pFDA) and p-totylenediamine (pTDA). The 
effect was experimented on the rabbits and rats. The experiments resulited in the 

uetermination of the content of red corpuscles and hemoglobin (Hb) prior, during 

and 2 to 3 weeks after the applicartion of these amiines. The greate.st chainges noti­
ced in the blood steiped out af.ter whole dose of <injunious 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 ,reti.culocyte wa.s twofold-
threefokl. ' 

To prove, that amines through the reduction of the blood glutathione (GSH1 
1<:'vel may involve the hemolysis, the amount al' GSH ,in the blood by manometrie 
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glyoxalase method alongstde with the hemolytic changes have bee,n determined. 
It has been found that all examined amines similarily in the investigati:ms with 
the rabbit blood in vitro, give a decrease in GSH level. This phenomen:m was 
:;]ower in vivo and particulary strong pAF effect in vitro was absent in. vivo. 
~'he results point out that only IPTDA involves the hernolysis by the reduction 
0f GSH level. In this case prior to the GSH drop took place the decrease in red 
blood cclls, and the difference between the values of these parameters, as sta­
tistical evaluation proved, was significant. 

The experi,ments with pTDA on cats confiirmed 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 th'lt this effect is pDesumably due to the reduction of GSH 
1evel. 
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