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Zbadano poziom methemoglobiny, hemoglobiny i tryptofanu we krwi szczurów otrzymu­
jących chlorek miedziowy (ok. 0,03LD K ) i azotyn sodu (0,2 L DX ) przez 90 dni. Największe 
zmiany badanych parametrów zaobserwowano h > grupie zwierząt narażonych na azotyn sodu.

Metale ciężkie oraz azotyny, obecne w środowisku, stanowią poważne źródło 
szkodliwego oddziaływania na szeroką populację ludzi. Głównym kierunkiem tok­
sycznego wpływu azotynu na organizm zwierzęcy jest utlenianie hemoglobiny do 
methemoglobiny.

Methemoglobina nie posiada zdolności przenoszenia tlenu i wywołuje w ustroju 
hipoksję [13]. Można przewidywać, że organizm poddany równoczesnej ekspozycji na 
azotyny i metale ciężkie będzie reagował inaczej niż w sytuacji narażenia na sam 
azotyn. Przypuszczenie to znajduje uzasadnienie w tym, że mechanizmy obronne 
ustroju odpowiedzialne za rewersję methemoglobiny do hemoglobiny są zależne 
od szeregu enzymów, które mogą być aktywowane lub inaktywowane (w zależności 
od dawki) przez jony metali ciężkich [15].

Niniejsza praca dotyczy równoczesnego oddziaływania chlorku miedziowego 
i azotynu sodu na powstawanie methemoglobinemii u szczurów.

Dodatkowym aspektem tej pracy było określenie wpływu tych związków na 
poziom wolnego tryptofanu w osoczu. Zainteresowanie tym aminokwasem wynika 
z faktu, że główną drogą jego przemiany jest biotransformacja do kwasu nikotyno­
wego (do syntezy serotoniny wykorzystywane jest jedynie około 1% tryptofanu) [7]. 
Kwas nikotynowy jest z kolei przekształcany w nukleotydy NAD i NADP, niezbędne 
w reakcjach enzymatycznych, redukcji methemoglobiny do hemoglobiny [6].

M ATERIAŁ I M ETODYKA

Badania wykonano na 48 białych szczurach -  samcach rasy Wistar, pochodzących z hodowli 
zwierząt laboratoryjnych w Brwinowie k. Warszawy. Zwierzęta o początkowej masie 220-270 g otrzy­
mywały paszę standardową LSM i wodę ad libitum. Szczury podzielono na cztery grupy po 12 sztuk.
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Każda grupa otrzymywała w odstępach dobowych przez 90 dni, sondą do żołądka badane związki 
w postaci wodnych roztworów.

Pierwsza grupa (I) otrzymywała azotyn sodu w dawce 30 mg/kg m.c. x dzień (0,2 L D M); II grupa
-  chlorek miedziowy w dawce 4,67 mg/kg m.c. x dzień (ok. 0,03 L D ^); III grupa -  chlorek miedziowy 
i azotyn sodu w dawkach jak wyżej; IV grupa (kontrolna) otrzymywała wodę destylowaną.

Roztwory chlorku miedziowego, azotynu sodowego i wodę destylowaną podawano szczurom 
w objętości 0,5 cm 3/200 g m.c. Jedynie w grupie trzeciej, aby nie przekroczyć dziennej objętości 
podawanych roztworów w stosunku do pozostałych grup, zwierzętom podawano CuCl2 i N aN O a 
(o dwukrotnie wyższych stężeniach) w obj. 0,25 cm 3/200 g m.c.

W celu uniknięcia ewentualnej interakcji chemicznej w przewodzie pokarmowym szczurów gru­
pie III CuClj i N a N 0 2 podawano w odstępach czterech godzin.

Do oznaczania methemoglobiny i hemoglobiny krew pobierano z ogona w 24 godziny po 
podaniu ostatniej dawki azotynu sodowego i/lub chlorku miedziowego; tryptofan oznaczano we krwi 
pobranej z tętnicy szyjnej w słabej narkozie eterowej.

W pełnej krwi określano poziom methemoglobiny metodą Evelyna i Malloy'a [5] oraz hemo­
globiny wg Drabkina [1].

W osoczu oznaczono poziom wolnego tryptofanu wg Meddineo i Musarry [12]. We wszystkich 
przypadkach jako  środka przeciwzakrzepowego używano heparyny.

Testem t-Studenta sprawdzono istotność różnic w średnich stężeniach oznaczanych parametrów 
w poszczególnych grupach badanych względem kontrolnej.

WYNIKI

Wyniki oznaczeń methemoglobiny (Met-Hb) i hemoglobiny (Hb) we krwi oraz 
wolnego tryptofanu w osoczu (TRY) przedstawiono na rycinie 1 i w tabeli I, podając 
przedziały ufności (x ±  to ś) oraz istotności różnic między średnim poziomem w gru­
pach badanych i grupie kontrolnej.

T a b e l a  I. Poziom methemoglobiny (w % całkowitej hemoglobiny) i hemoglobiny (g /l00 cm3 krwi) 
w pełnej krwi oraz wolnego tryptofanu w osoczu (jiM ol/dm3) u szczurów po 90 dniach 
intoksykacji.
The level o f methemoglobin (in total hemoglobin % ) and hemoglobin (g/100 cm3 of the 
blood) in whole blood and of free tryptophan in plasma (j/M ol/dm3) in rats intoxycated 
during 90 days.
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Stwierdzono podwyższenie poziomu methemoglobiny, w różnym stopniu, we 
wszystkich grupach zwierząt otrzymujących badane związki -  najwyższy w grupie 
otrzymującej azotyn sodu.

Poziom hemoglobiny obniżył się jedynie po podaniu azotynu sodu stwierdzono 
również obniżenie stężenia wolnego tryptofanu w osoczu u szczurów otrzymujących
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chlorek miedziowy ale spadek poziomu tego aminokwasu był bardziej istotny w gru­
pie zwierząt otrzymujących azotyn sodu.

OM ÓW IENIE W YNIKÓW

Wpływ jonów metali ciężkich na procesy biochemiczne jest uwarunkowany mię­
dzy innymi zdolnością tworzenia wiązań z grupami sulfhydrylowymi enzymów. 
Ugrupowanie takie posiada również glutation. Odgrywa on kluczową rolę w utrzy­
maniu równowagi oksydo-redukcyjnej w ustroju i może tworzyć trwałe kompleksy 
z miedzią [2]. Unieczynnienie glutationu powinno prowadzić do spadku zdolności 
redukcyjnej; a w erytrocycie przejawiałoby się to podwyższeniem poziomu hemo­
globiny utlenionej (methemoglobiny). Z pewnością nie jest to jedyna przyczyna ewen­
tualnego efektu methemoglobinotwórczego jonów miedzi. W badaniach Ribarom 
i Benova [9] w warunkach in vitro obok miedzi przebadano między innymi Hg2+ 
i Ag+, które znacznie łatwiej łączą się z grupami — SH, a mimo to największy efekt 
methemoglobinotwórczy autorzy uzyskali dla jonów Cu2+.

Ponadto w doświadczeniach in vitro stwierdzono, że jony Cu2+ hamują znacząco 
aktywność nerkowej dehydrogenazy mleczanowej [4]. Można przewidywać, że 
analogiczna reakcja zachodzi prawdopodobnie również w erytrocytach. Założenie, 
że deghydrogenaza mleczanowa erytrocytu jest kluczowym enzymem biorącym 
pośredni udział w mechanizmie rewersji methemoglobiny do hemoglobiny, stanowi 
podstawę do przypuszczeń, że Cu2+ może mieć znaczny wpływ na ograniczenie 
redukcji methemoglobiny. Ci sami autorzy [4] sugerują możliwość utleniania NADH 
przez jon Cu2+.

Inni autorzy donoszą, że podczas chronicznego narażenia owiec na miedź, poziom 
methemoglobiny osiągnął wartość 25-35% całkowitej ilości hemoglobiny we krwi [11].

Z przedstawionych faktów wynika, że po wprowadzeniu do organizmu jonów 
Cu2+ należy się spodziewać wzrostu methemoglobiny we krwi, zwłaszcza w przypad­
ku, gdy mechanizmy przeciwutleniające erytrocytu są obciążone dodatkowo drugim 
ksenobiotykiem -  azotynem sodu. Zarówno miedź jak i azotyn powinny uruchamiać 
ustrojowe mechanizmy (enzymy) antyoksydacyjne między innymi dlatego, że związki 
te mają zdolność tworzenia w ustroju wolnych rodników ponad tlenkowych [3, 10].

W przedstawionych badaniach najwyższy poziom methemoglobiny stwierdzono 
u szczurów otrzymujących azotyn sodu. Poziom methemoglobiny w tej grupie szczu­
rów w 24 godziny po ostatnim (90-cio dniowym) podaniu wynosił średnio 2,83% i był 
znamiennie wyższy (p < 0,01) w porównaniu z grupą kontrolną, w której wartość tego 
parametru utrzymywała się na poziomie 0,94%. Wzrost methemoglobiny u tych 
szczurów jest spowodowany przez azotyn, ale na ten efekt może nakładać się również 
oddziaływanie azotynu na enzymy, które odgrywają istotną rolę w omawianym 
procesie. Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa i reduktaza methemoglobiny są 
hamowane przez wyższe stężenia azotynu sodu [8].

Istotne różnice w poziomie methemoglobiny stwierdzono również u szczurów 
otrzymujących sam chlorek miedziowy oraz w grupie szczurów narażonych łącznie na 
chlorek miedziowy i azotyn sodowy; obserwowane poziomy methemoglobiny wyno­
siły odpowiednio 1,24% i 1, 33%.
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Porównanie poziomów methemoglobiny u szczurów otrzymujących sam azotyn
-  2,83% z grupą narażoną równocześnie na chlorek miedziowy i azotyn sodu (MetHb 
=  1,33%), wskazuje, że Cu2+ w podanych ilościach przesuwa równowagę układu 
redox w organizmie szczura na korzyść procesów redukcyjnych.

Narażenie zwierząt na badane związki przez 90 dni spowodowało obniżenie po­
ziomu hemoglobiny we krwi, jedynie w grupie otrzymującej azotyn sodu. Prawdo­
podobnie jest to spowodowane ubytkiem hemoglobiny na rzecz methemoglobiny. 
W pozostałych przypadkach nie zauważono istotnych zmian zawartości hemoglobiny 
w porównaniu z grupą kontrolną.

Uzyskane wyniki wykazały również spadek poziomu wolnego tryptofanu w oso­
czu zarówno u szczurów otrzymujących CuCl2 (p<  0,02) jak i bardziej istotny w gru­
pie szczurów otrzymujących azotyn sodu (p <0,001). Jedną z bardziej prawdopodob­
nych przyczyn takiej reakcji organizmu może być uaktywnienie szlaku przemiany 
tryptofanu przez kinureninę do kwasu nikotynowego [7], ponieważ w obecności 
związków methemoglobinotwórczych wzrasta zapotrzebowanie na zredukowane 
nukleotydy NAD i NADP, a przez to i na kwas nikotynowy, będący jednym z sub­
stratów do ich syntezy [14].

WNIOSKI

1. Niewielki wzrost poziomu methemoglobiny (2,8%) stwierdzony u szczurów 
otrzymujących przez 90 dni azotyn sodu może świadczyć o dużej wydajności mecha­
nizmów chroniących hemoglobinę przed utlenieniem.

2. Łączne 90-dniowe narażenie szczurów na azotyny i miedź osłabia efekt methe- 
moglobinotwórczy azotynów, co może świadczyć o antagonistycznym działaniu jonu 
Cu2+ w stosunku do azotynu sodu.

3. Stwierdzono w niniejszej pracy znaczny spadek poziomu tryptofanu w osoczu 
krwi szczurów narażonych na azotyn sodu może wiązać się ze zwiększoną przemianą 
tego aminokwasu do kwasu nikotynowego w warunkach wzrostu zapotrzebowania 
organizmu na zredukowane nukleotydy nikotynowe (NADH i NADPH).
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There was showed, that every day intoxication of rats with sodium nitrite cause the increase of 
methemoglobin concentration and decrease the free tryptophan leven in the blood.

There was also observed, that copper chloride, administrated together with sodium nitrite, 
decreases significantly his methemoglobincreative action.
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