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STOSOWANE SKROTY I SYMBOLE

ALAD - dehydrogenaza kwasu §-aminolewulinowego
ATP — adenozyno-5’-trifosforan

BBB — bariera krew/mozg

CNPaza — 2°3’-cykliczna nukleotydowa fosfodiesteraza
dl -decylitr

DPH - 1,6-difenylo 1,3,5-hexatrien

Dz.U. — Dziennik Ustaw

ECL — wzmocniona chemiluminescencja (ang. enchanced chemiluminescence)
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy (kwas wersenowy)
EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny

GABA —kwas -aminomastowy

Km — stala Michaelisa

MS5NS — ester metylowy kwasu 5° doksylostearynowego
MDA - aldehyd malonylowy

NIK — Najwyzsza Izba Kontroli

o.u.n. — osrodkowy uklad nerwowy

p — poziom istotnosci

Pb — otow

PbB — stezenie otlowiu we krwi

PBS — bufor: 137mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3mM Na,HPOQOg,; 1,4mM KH,POy4; pH7,3
PC - fosfatydylocholina

PE —fosfatydyloetanoloamina

PI — fosfatydyloinozytol

PMSF - fluorek fenylometanosulfonowy

PP — protoporfina

PS — fosfatydyloseryna

SD — odchylenie standardowe

SDS - s6l sodowa siarczanu dodecylu

-SH — grupy sulfhydrylowe

SM — sfingomielina

SM - stwardnienie rozsiane

TBA — kwas tiobarbiturowy



TBARS - substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym

TCA - kwas trichlorooctowy

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametylenodiamina

TPBS — bufor PBS z dodatkiem 0,05%Tween 20

TRIS — 2-amino-2-hydroksymetyloprepan-1,3-diol [tri(hydroksymetylo)aminometan]
VmMax maksymalna szybkos¢ reakcji

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia



1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Rozwoj cywilizacji, poza ogromnymi, pozytywnymi i niepodwazalnymi osiggnieciami
w wielu dziedzinach zycia, prowadzi rowniez do niebezpiecznej ingerencji czlowieka w
srodowisko naturalne. Ingerencja ta jest grozna dla zycia biologicznego m.in. na skutek
odprowadzania do $rodowiska substancji toksycznych. Jedna z bardziej niebezpiecznych
toksyn, ktorej stg¢zenie w biosferze ciagle utrzymuje si¢ na wysokim poziomie jest otow (Pb)
— pierwiastek o liczbie atomowej 82 i masie atomowej 207,2; nalezacy do grupy weglowcow,
migkki, kowalny 1 tatwo topliwy metal wystepujacy na I1 1 [V stopniu utlenienia (97, 164).

Pomimo, ze Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) umiescila olow na liscie
najgrozniejszych substancji toksycznych i wprowadzita zarzadzenia dotyczace kontroli jego
ilosci w Srodowisku oraz ograniczania kontaktu z tym metalem, to nadal jest on jednym z
gtownych czynnikow powodujacych skazenie srodowiska w wielu rejonach Ziemi. Dlatego
problem dziatania otowiu na organizmy zywe jest wciagz aktualny, a odpowiedZ na pytanie
»Czy w XXI wieku nadal bedzie istnialo zagrozenie dla zdrowia wywolane toksycznym
dziataniem olowiu?” jest twierdzaca (9).

1.2. Zrédla ekspozycji na olow

Olow w srodowisku pochodzi ze zZroédel naturalnych i1 2z zanieczyszczen
spowodowanych dziatalnos$cia cztowieka.

W stanie wolnym metal ten wystgpuje w przyrodzie w niewielkich ilosciach.
Najwigkszym jego naturalnym rezerwuarem na ziemi sa skatly magmowe i metamorficzne, w
ktorych st¢zenie otowiu ksztattuje si¢ w granicach 10-20 | g/kg. Jest on sktadnikiem wielu
mineralow, takich jak: galena otowiowa (PbS), anglezyt (PbSOy), cerusyt (PbCO3), krokoit

(PbCrOy), piromorfit Pbs[Cl(PO4);], wulfenit (PbMoOys) (2, 164). Ilos¢ Pb pochodzaca ze



zrodet naturalnych jest z punktu widzenia zagrozenia dla organizmow zywych i zdrowia
czlowieka w zasadzie nieistotna.

Znacznie wigkszy, wrecz podstawowy udzial w ogolnej ilosci olowiu w srodowisku ma
Pb pochodzacy z zanieczyszczen spowodowanych dziatalnoscia cztowieka. Latwe wydobycie
1 obrobka rud otowiu byly przyczyna bardzo wczesnego wykorzystania tego metalu do
réznych wyrobdow, ktore cztowiek uzywal przez cate wieki bez swiadomosci jego ogromnej
toksycznosci. Mimo, ze przeprowadzane w XX wieku badania uswiadomily spoteczenstwom
jak duzym zagrozeniem dla srodowiska i zdrowia cztowieka jest Pb, to jednak wciaz ma on
szerokie zastosowanie w roéznych dziedzinach przemystu (2). Procesy wydobycia, wytopu i
oczyszczania otowiu oraz wytwarzania produktow zawierajacych Pb, zwigzane sa z emisjq
duzych ilosci tego pierwiastka, a strefa zanieczyszczen biosfery wokol w.w. zrédet emisji
moze siega¢ od 5 do 10 km (2, 97). Zrodtami najwigkszej emisji otowiu majacymi wplyw na
zanieczyszczenie $rodowiska sa: produkcja akumulatoréw, stopow, blach olowiowych,
powtok kabli, lakierow 1 barwnikow chemicznych, farb, niektorych tworzyw sztucznych,
pestycydow, spalanie wegla i paliw, oraz przemyst hutniczy, zbrojeniowy, ceramiczny,
szklarski i gumowy.

Olow gromadzi si¢ w calym otaczajacym nas srodowisku: powietrzu, wodzie i glebie.

W powietrzu atmosferycznym stg¢zenie otowiu jest silnie zroznicowane, waha si¢ od
0,001 g/m nad biegunem potudniowym do powyzej 20 pg/m nad aglomeracjami
miejskimi. Najczesciej wynosi 0,07 - 8 ) g/m3, przy naturalnej zawartosci 0,0005-0,01 g/m3
w powietrzu. Globalng antropogenng emisj¢ otowiu do atmosfery szacuje si¢ na 4x10 ton
rocznie (2). W Polsce dopuszczalna wartos¢ stgzenia otowiu w powietrzu atmosferycznym na
obszarach nie objg¢tych zadna forma ochrony szczegolnej wynosi 0,5 g/m', a dla obszarow
ochrony uzdrowiskowej - 0,05 g/m” (44). W wyniku badan opartych na pomiarach ilosci

olowiu wniesionego przez opady atmosferyczne opracowano rozktad tzw. rocznych tadunkow



olowiu wyrazonych w kg Pb/hektar na terenie Polski w 2000 r. (163). Wartosci te przedstawia

schemat 1.

Schemat 1. Roczne tadunki jednostkowe olowiu wniesione przez opady atmosferyczne w
2000 roku na obszar poszczego6lnych wojewodztw Polski (163).
http://www.katowice.pios.gov.pl/raporty/raport/index | .html

Stezenia olowiu przekraczaja wartosci dopuszczalne przede wszystkim w woj. Slaskim,

opolskim, dolnoslaskim i podkarpackim.
Najwigce) tego pierwiastka jest oczywiscie w bliskosci aglomeracji miejskich, centrow
cywilizacji, ;jednakze obserwuje si¢ réwniez wzrost zanieczyszczenia Pb nad obszarami
niezamieszkalymi spowodowane rozprzestrzenianiem si¢ Pb na duze odleglosci dzigki
pradom powietrznym (51, 60).

W glebach, ze wzgledu na staba migracj¢ olowiu naturalne jego rozmieszczenie w
profilu glebowym odzwierciedla zawarto$¢ w skatach macierzystych. Naturalng ilos¢ Pb w
glebie szacuje si¢ na 13-16 mg/kg gleby (51, 97). Jednakze, poza pula naturalnego Pb, gleby
sq miejscem kumulacji wigkszosci olowiu pochodzacego ze spalin samochodowych, spalania
odpadow, hutnictwa oraz opadéw atmosferycznych. Intensywnosé¢ kumulacji otowiu zalezy
od rodzaju i wlasciwosci gleb, takich jak pH, potencjal redox, sklad mineralny, ilo$¢

substancji organicznych. Najwig¢ksze zagrozenie dla ekosysteméw stanowi zanieczyszczenie


http://www.katowice.pios.gov.pl/raporty/raport/indexl.html

ofowiem lekkich gleb kwasnych, ktore charakteryzuja si¢ najlepsza rozpuszczalnoscia
komplekséw Pb z réznymi anionami (60, 97, 164). Calkowite st¢zenie otowiu w glebach
oddalonych od dziatalnosci cztowieka zblizone jest do wartosci naturalnych zanieczyszczen i
wynosi 5-25 mg/kg (97). Znacznie wigksze nagromadzenie tego metalu wystepuje w obrebie
duzych miast. Wedtug raportu Wojewédzkiego Inspektoratu Ochrony Srodowiska w
Katowicach z 2002r. poziomy Pb stwierdzone w glebach na obszarze Polski wahaja sie w
granicach od 0,1 mg/kg do 5000 mg/kg gleby, przy dopuszczalnej przez normy polskie
zawartosci od 30 mg/kg (gleby lekkie) do70 mg/kg (gleby cigzkie) (163).

W wodach zawarto$é otowiu jest niska. Srednie stezenie Pb w jeziorach i rzekach
oszacowano na 10 1, w wodach morskich od 0,4 do 0,08 1/1, a w wodach gruntowych
od 1 do 60 (97, 163).

Niska zawartos¢ otlowiu w wodach spowodowana jest wytracaniem Pb przez rdzne jony
obecne w zbiornikach wodnych i deponowaniem go w postaci osadow i zawiesin, ktdre
jednak wplywajq degradujaco na srodowisko wodne. Znacznie wigcej Pb niz w naturalnych
zbiornikach wodnych moze znajdowac¢ si¢ w wodzie wodociagowej, np. sie¢ wodociggowa w
Gdansku zawiera 12 km rur otowianych (98).

1.3. Rodzaje narazenia na olow

Ekspozycja na oldéw moze mie¢ charakter zawodowy lub srodowiskowy. Narazenie
zawodowe wystepuje wsrod pracownikdw zaktadow przemystowych wykorzystujacych otdw.
Narazenie srodowiskowe dotyczy przede wszystkim mieszkancow duzych miast, terendw w
poblizu hut i innych zrédet emisji olowiu oraz ludzi zamieszkujacych tereny polozone w
poblizu nasilonego ruchu samochodowego.

Ekspozycja na otow moze mie¢ charakter ostry lub przewlekly - chroniczny. Ostre
zatrucia spowodowane duzymi dawkami, grozne dla zycia, wystepuja na ogét w narazeniach

zawodowych lub sg wynikiem nieszczgsliwych wypadkow.



Obecnie w krajach wysokorozwinigtych, dzigki wzrastajacej wiedzy dotyczacej
toksycznosci otowiu, lepszej diagnostyce i higienie pracy, ilos¢ ostrych zatru¢ jest niewielka.
Tym niemniej, szerokie zastosowanie i ogromna uzyteczno$¢ olowiu uniemozliwiajaca w
duzym stopniu jego ograniczenie, nasuwaja pytanie o skutki zdrowotne spowodowane
skazeniami srodowiskowymi — dzialaniem niskich dawek w czasie dtugiego okresu narazenia
(zatrucia przewlekle).

1.4. Pobieranie, wchlanianie i wydalanie olowiu przez organizm

Olow moze gromadzi¢ si¢ w organizmie juz podczas rozwoju prenatalnego (otow
przechodzi przez tozysko) jak i po urodzeniu, w rezultacie ekspozycji na rozne jego zrodia (8,
50, 77). Do organizmu ludzi i zwierzat pierwiastek ten dostaje si¢ ze Srodowiska za
posrednictwem powietrza, wody i zywnosci gldwnie poprzez ukiad oddechowy i przewdd
pokarmowy (59). Stopien jego przyswajania jest uzalezniony od wielu czynnikow, wsrod
ktorych sktad pozywienia oraz aktywnos¢ metaboliczna odgrywaja znaczaca rolg (4, 51, 54).

Olow wchlaniany z powietrzem atmosferycznym w postaci czastek o srednicy ponizej
Il m osadza si¢ glownie w glebszych odcinkach ukladu tchawiczo-oskrzelowego i w
pecherzykach plucnych. Czasteczki wigksze sa zatrzymywane w gornych drogach
oddechowych i usuwane przez odkrztuszanie lub potknigte. Cechy strukturalne i fizjologiczne
uktadu oddechowego, glebokos¢ i czgstotliwos¢ oddechu oraz rozpuszczalnos¢ wdychanych
czastek w wodzie maja duze znaczenie przy absorpcji olowiu z powietrza (60, 97).
Pobieranie, a nast¢pnie wchlanianie otowiu z przewodu pokarmowego uzaleznione jest od
rodzaju diety oraz obecnosci jondéw (fosforanowych, siarczkowych, zelaza, miedzi czy
wapnia). Dieta bogato tluszczowa zwigksza wchlanianie, bogato bialkowa obniza je (89).
Nieorganiczne zwiazki Pb wchlaniaja si¢ stosunkowo stabo. Niedobdr zelaza, wapnia i miedzi
w diecie powoduje nasilenie objawow zatrucia i zwigkszong retencj¢ otowiu w tkankach (54,

89, 94, 129, 130). Ryzyko wystapienia efektow patologicznych wywotanych olowiem zalezy



rowniez od wieku. W warunkach standardowej diety u osobnikéw dorostych, wchlanianie
wynosi ok. 10% otowiu dostajacego si¢ do przewodu pokarmowego, u miodych zas 50%.
Rézne sa takze ilosci Pb pobierane z zywnosci, wody i powietrza. Szacunkowa ocene tych

wartosci przedstawia tabela 1.

Tabela 1.
Szacunkowa ocena $redniego dobowego pobierania Pb (58, 152).

Srednia zawarto$é i wielko$¢ wchtaniania Pb/dobe

Zywnosé Woda Powietrze
Wiek Pobieranie  Wchlanianie = Pobieranie =~ Wchlanianie = Pobieranie = Wchlanianie
(ug Pb) (g Pb) (g Pb) (g Pb) (ng Pb/m’)  (ug Pb)
Dorosli 100 10 20 2 0,5 7
Dzieci 50 25 10 5 1,0 15

Oléw zaabsorbowany w przewodzie pokarmowym i w plucach zostaje wydalany z
organizmu gléwnie z kalem 1 z moczem, cho¢ niewielkie ilosci usuwane sa przez pocenie,
utrate wlosow, zgbow, ztuszczanie naskorka czy ze sling (60, 97). Dzienny ubytek olowiu z
organizmu przy narazeniu srodowiskowym zostal oszacowany procentowo i wynosi: w
moczu 76%, kale 16% w przypadkach pozostatych w.w. mozliwosci eliminacji - okoto 8%
(109).

1.5. Olow we krwi

Olow, ktory zostal wchlonigty przez organizm przedostaje si¢ do krwi, ktora
transportuje go do tkanek, gdzie moze by¢ deponowany i nastepnie wydalany. Mechanizm
transportu otowiu do komorek zalezy od formy chemicznej, w jakiej wystepuje on we krwi.

Wigkszos¢ caltkowitej ilosci otowiu we krwi pelnej zwigzana jest z hemoglobing erytrocytow,



niewielka jego ilos¢ znajduje si¢ w osoczu (1). Uwaza si¢, ze wilasnie pula obecna w osoczu
jest przede wszystkim odpowiedzialna za jego toksycznos¢. W osoczu oldw moze
wystgpowaé¢ w roznych postaciach: jako wolne jony, luzno zwiazany z biatkami, lub
sktadowa metaloprotein. Moze rowniez wystgpowac w postaci kompleksow z ligandami typu
aminokwasow i kwasoéw karboksylowych (1).

Specyficznymi biatkami, ktore wiaza otléw (obok jonoéw zelaza) w surowicy krwi sg
transferyny (63). Natomiast niespecyficznym biatkiem wigzacym dla tego metalu jest
albumina (127, 128). W bialtkach otéw taczy si¢ z wieloma grupami chemicznymi gléwnie
sulfhydrylowymi (-SH), ale réwniez karboksylowymi (-COOH), aminowymi (-NHj),
fosforanowymi (-PO4’) (41, 48).

1.6. Rozmieszczenie olowiu w organizmie

Poczatkowe rozmieszczenie otowiu w organizmie podobnie jak i innych substancji
dostajacych si¢ do krwi, zalezy od stopnia ukrwienia poszczegdlnych narzadow. Nastepnie
jest on redystrybuowany zgodnie z powinowactwem narzagdowym i w warunkach ciaglego
wchlaniania, osigga pewien stan rownowagi w rozmieszczeniu w organizmie (4).

Gromadzenie otowiu w ustroju rozpoczyna si¢ juz w okresie ptodowym (8, 50, 77) i
zwigksza si¢ wraz z wiekiem (4). Calkowita zawarto$¢ olowiu w organizmie 60-70-letniego
mezczyzny moze osiggac¢ ponad 200 mg. Olow wykazuje silng tendencj¢ do odktadania si¢ w
kosciach (94-95% catkowitej zawartosci otowiu w ustroju) w ciagu catego zycia (10, 97). W
kosciach oléw jest kumulowany zaréwno w postaci zwiazkéw koloidalnych jak i
krystalicznych, ale moze przechodzi¢ z powrotem do krwi, zwlaszcza pod wptywem zaburzen
metabolicznych np. w przypadku niektdrych choréb infekcyjnych, kwasicy lub osteoporozie,
niedoborze wapnia, urazow, ztaman czy hipertermii (84). Uwolnienie zwigzkéw otowiu ze
szkieletu i wzrost jego zawartosci we krwi moze nastapi¢ po wielu latach od okresu narazenia.

Uwalnianie Pb z kosci zachodzi na drodze odwrotnej wymiany jonowej. Czas uwalniania



wynosi od ok. 17 do 25 lat (10, 84). Aktualnie sadzi sie, ze pula kostna olowiu, bedaca
potencjalnym endogennym zrédlem otowiu, stanowi wysokie ryzyko toksycznosci dla
populacji narazonej sSrodowiskowo na jego dzialanie.

W odroéznieniu od kosci, tkanki migkkie sa miejscem tzw. ,,mobilnej frakcji otowiu”. W
wiekszosci tkanek migkkich, jak rowniez we krwi oraz surowicy, nie obserwuje si¢
znaczacego wzrostu ilosci otowiu wraz z wiekiem od momentu przekroczenia 20-tego roku
zycia (4, 97). llo$¢ metalu zawarta w tkankach miekkich jest w stalej rownowadze z krwia i
uwaza si¢, ze ta frakcja jest glownie zwigzana z obserwowanymi objawami zatrucia. Wsrod
tkanek migkkich watroba 1 nerka wykazuja najwigksze stgzenia Pb, co wiaze sig
najprawdopodobniej z ich funkcja wydalnicza. Znacznie mniejsze ilosci wystepuja w mozgu,
migsniach i innych narzadach (51).

1.7. Biochemiczne wskazniki okreslajagce wielko$¢ narazenia na toksyczne
dzialanie olowiu.

Najczgsciej uzywanym indykatorem narazenia na oldw jest oznaczanie poziomu
olowiu we krwi (PbB), ktore stanowi test z wyboru. Jest on odzwierciedleniem aktualnego
stanu dynamicznej réwnowagi pomig¢dzy iloscia olowiu dostajacego si¢ do ustroju,
wchlonigtego do krwi oraz zdeponowanego w tkankach. St¢zenie olowiu we krwi zalezy od
rodzaju narazenia oraz od wielkosci wchionietej dawki (81). W przypadku ostrego zatrucia
poczatkowo ilos¢ Pb we krwi rosnie, a nastgpnie szybko spada na skutek wydalania z
moczem i odkladania w tkankach. W chronicznym zatruciu u osobnikow dorostych ustala sie
stan rownowagi pomigdzy iloscia wchtaniana, deponowana w organizmie 1 wydalang (97).
Wigkszos$¢ badaczy uznala st¢zenie otowiu we krwi jako dobry biomarker w przypadku
narazenia o charakterze zawodowym. Réznice osobnicze we wrazliwosci na Pb moga mieé
wplyw na indywidualne ryzyko wystapienia réznej ci¢zkosci objawow zatrucia przy podobnej

intensywnosci narazenia, co odzwierciedla si¢ réznym poziomem Pb we krwi (28, 43, 85, 94).



W  badaniach narazenia zawodowego, jak rowniez epidemiologicznych i
profilaktycznych wykorzystywane sa, cho¢ w mniejszym stopniu inne testy okreslajace
zawartos¢ otowiu w tkankach. Pomiar Pb w kosciach, zgbach i wlosach stosuje si¢ do oceny
dlugotrwalego zatrucia olowiem, zaréwno srodowiskowego jak i przemystowego (51, 96, 99).
Podobnie jak we krwi, ilos¢ Pb w tkankach zalezy réwniez od wrazliwosci osobniczej (96).

Innym testem, uzywanym raczej do wykazania ekspozycji o niskiej intensywnosci, jest
oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy kwasu &-aminolewulinowego (ALAD) w surowicy.
Przy niskich st¢zeniach Pb-B, kiedy nie obserwuje si¢ jeszcze innych efektow dziatania Pb,
pojawia si¢ stosunkowo szybko obnizenie aktywnosci tego enzymu (15, 24, 96, 149). Do
testow rzadziej stosowanych i mniej precyzyjnych naleza réwniez: pomiar poziomu olowiu i
stgzenia kwasu d-aminolewulinowego w moczu oraz stgzenie protoporfiryny IX (PP) we
krwi. Jest to wykorzystywane do szybkiej diagnostyki zatrucia Pb, jako ze PP gromadzi si¢ w
erytroblastach i posiada zdolnos¢ fluorescencji (51, 107).

1.8. Wplyw olowiu na narzady i uklady organizmu oraz kliniczne objawy
zatrucia olowiem.

Olow dziala szkodliwie na kazdy uklad i narzad ustroju. Intensywnos$¢ zmian jest
uzalezniona od wielkosci dawki wchtonigtej przez organizm od wieku i stanu zdrowotnego
organizmu. Do narzadéw najbardziej wrazliwych na toksyczne dzialanie Pb naleza: mozg,
nerki, szpik kostny i uktad krwiotworczy.

Wyroznia si¢ 4 postacie zatrucia olowiem na podstawie towarzyszacych objawow (51,
60).

e 7oladkowo - jelitowa przy narazeniu ostrym na wysokie dawki Pb. Objawia si¢ bolami

miesni i zotadka, wymiotami i kolka jelitowa;
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e nerwowo - migsniowa — objawy ze strony przewodu pokarmowego sg tagodne,
dominuja zaburzenia nerwowo-mig¢sniowe. W formie ostrej wystepuje paraliz
obejmujacy migsnie przedramienia, dtoni i stop;

e mozgowa (encefalopatia olowiowa) - obserwowana w warunkach wysokiego
narazenia. Zwykle wystgpuje obrzgk mozgu i zmiany naczyniowe, wystapienie
drgawek, $piaczki, az do zatrzymania krazenia i $mierci;

e posta¢ mieszana - obejmujgce wymienione wyzej objawy, ale w réznym nat¢zeniu w
zaleznosci od plci i wieku osoby narazone;.

Przy dlugotrwalym narazeniu czg¢sto wystgpuje rowniez anemia, na skutek wzmozonej
hemolizy. Duze roznice we wrazliwosci osobniczej na otdow sa ogromnym utrudnieniem w
ustaleniu zaleznosci ,,dawka-efekt”. Wartosci dawek (wyrazone poziomem Pb-B) dla
poszczegolnych efektow sa przewaznie okreslane szacunkowo, a w niektérych przypadkach
tylko jako poziomy, przy ktorych nie obserwuje si¢ danego efektu. Dlatego z uplywem lat
kilkakrotnie zmieniala si¢ przyjeta wartos¢ graniczna st¢zenia olowiu uznana za toksyczna.

W pierwszej potowie lat 70-tych za toksyczne uznawano st¢zenie olowiu réwne i
wyzsze od 40 g/dl krwi (51). W latach 80-tych stgzenie to obnizono do 20-30 g/dl (97).
Wyniki najnowszych badan dotyczacych neurotoksycznosci olowiowej wymuszajg
przesunigcie tej granicy toksycznosci nawet do wartosci ponizej 10 g/d (23, 119).

Na schemacie 2 zestawiono szacunkowe zalezno$ci pomig¢dzy st¢zeniami otowiu we

krwi u dorostych i dzieci, a klinicznymi efektamijego dzialania.
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Dzieci Stezenie olowiu we krwi Dorosli

Schemat 2. Zalezno$¢ dawka-efekt w toksycznosci otowiowej u dzieci i dorostych
(Staudinger K.C., 1998) (134).
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Aktualnie dostgpne dane literaturowe dotyczace zmian w poszczegoélnych ukladach
anatomicznych obserwowanych w zatruciu olowiem sg niejednorodne, niepelne, a w
przypadku niektorych narzadéw wrecz marginalne. Rzadko méwia o charakterze zmian
biochemicznych i mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za obserwowane efekty
zatrucia. Wiadomo jest, ze olow powoduje istotne zmiany uszkadzajac w mniejszym lub
wigkszym stopniu funkcje wielu uktadéw: oddechowego (51), trawiennego (97), rozrodczego
(51, 97), hormonalnego (51, 97), wydalniczego (47, 100) oraz uktadu krazenia (15, 49, 76, 90,
102). Bardziej dokltadne omowienie tych zmian w poszczegolnych narzadach czy ukladach
wykracza poza tematyke niniejszej rozprawy, dlatego ograniczono si¢ jedynie do podania
odpowiednich odnosnikow literaturowych.

1.9. Leki stosowane w zatruciach olowiem

Leczenie olowicy opiera si¢ glownie na stosowaniu wersenianu wapniowo-
disodowego CaNa; EDTA (s6l wapniowosodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego), ktory
wigze jony olowiu w dobrze rozpuszczalne kompleksy, ktére sa wydalane nastepnie z
organizmu. Do dzialan ubocznych obserwowanych przy zazywaniu tego leku, nalezy
zwigkszone wydalanie z moczem pierwiastkow niezbednych dla organizmu, giéwnie Cu i Zn
(25, 27).

Inny zwiazek chelatujacy — 2,3-dimerkaptopropanol (BAL) podawany domig$niowo
wywoluje u pacjentéw mdlosci i wymioty, dlatego podawany jest tacznie z CaNa; EDTA w
przypadkach gdy stezenie otowiu we krwi przekracza 70 g/dl (25, 64, 156).

Rzadziej stosowana jest d-penicylamina, podawana doustnie pacjentom, ze $rednio
wysokimi stezeniami olowiu we krwi. Zwiazek ten jest mniej efektywny od CaNa, EDTA i
BAL, poza tym wywoluje czgsto reakcje alergiczne dlatego Amerykanska Agencja ds.

Zywnosci i Lekéw nie zaleca stosowania go u dzieci (156).
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W latach 1992-1997 w USA przeprowadzano proby zastosowania kwasu 2,3-
dimerkaptobursztynowego (DMSA) w leczeniu otowicy u dzieci, u ktérych stezenia otowiu
we krwi wynosity od 20 do 51 pg/dl. W czasie podawania DMSA stezenia olowiu we krwi
ulegaly obnizeniu $rednio od 40 do 70%. Wydalanie olowiu z moczem bylo nizsze niz w
przypadku podawania CaNa, EDTA, ale nie stwierdzono znaczacego zwigkszonego
wydalania cynku, miedzi, wapnia i magnezu (116). DMSA mobilizuje Pb z tkanek migkkich —
gléwnie z nerek 1 mdézgu, nie mobilizuje natomiast Pb z watroby i kosci (27, 61, 116).

Leczenie farmakologiczne przynosi lepsze efekty w przypadku pacjentéw dorostych.
U dzieci z encefalopatia olowiowg obserwowane sa zbyt duze skutki uboczne dziatania lekéw
chelatujacych i czesto nie osiaga si¢ zadawalajacego stanu (60). Powszechnie uwaza sie, ze
najbardziej efektywnym dzialaniem zapobiegajacym zatruciom olowiem jest prewencja
eliminujaca zrédta ekspozycji na Pb w srodowisku oraz dieta bogata w wapn, magnez i zelazo
(137).

1.10. Toksyczno$¢ olowiu w ukladzie nerwowym

Przedmiotem naszego szczegélnego zainteresowania stal si¢ problem toksycznosci
olowiu w ukladzie nerwowym, a w szczegolnosci w osrodkowym ukladzie nerwowym
(o.u.n.), ktory jak wiadomo peklni funkcj¢ integracyjna w organizmie i ktoéry wykazuje
szczegolng wrazliwos¢ na ten metal.

Wplyw otowiu na uklad nerwowy podobnie jak w przypadku innych ukladow jest
uzalezniony od czasu narazenia, jego intensywnosci oraz wieku organizmu. Najwigksza
wrazliwo$¢ na dzialanie olowiu obserwuje si¢ w okresie prenatalnym, kiedy pierwiastek ten,
przechodzac przez tozysko do organizmu ptodu, moze uposledzac jego rozwaj (50, 77).

1.10.1. Toksyczno$¢ olowiu w obwodowym ukladzie nerwowym

W obwodowym ukladzie nerwowym, w badaniach eksperymentalnych na zwierzgtach

obserwowano zmniejszenie szybkosci przewodnictwa nerwowego, zmiany w mielinie
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nerwow obwodowych 1 zwyrodnienie aksonow (70, 83, 91, 97). U os6b przewlekle
narazonych na dziatanie otlowiu wykazano wystgpowanie subklinicznych cech uszkodzenia
obwodowego ukladu nerwowego, w postaci zmian neurogennych w elektromiografii i
nieprawidiowej skdrnej odpowiedzi potowydzielniczej (12).

1.10.2. Toksyczno$¢ olowiu w o$rodkowym ukladzie nerwowym (o.u.n.)

Oléw zaabsorbowany w przewodzie pokarmowym i ptucach moze wnika¢ do mozgu
tylko z krwi. Dlatego naczynia mozgowe sg obiektem szczegélnego zainteresowania w
odniesieniu zarowno do neurotoksycznego dziatania otowiu na $ciany naczyn jak rowniez do
przepuszczalnosci bariery krew mozg (BBB), ktora otow musi pokonaé, aby dotrze¢ do
neuronéw 1 astrogleju.

Poczatkowo badania nad przepuszczalnoscia BBB w warunkach zatrucia otowiem
dotyczyly tylko organizmow mlodych, dla ktoérych Pb jest wysokim zagrozeniem (142).
Wykazano, ze ostre zatrucie ofowiem powoduje uszkodzenie mikrokrazenia moézgowego,
wynaczynienie krwi i obrzek (76, 104, 105). Wigksza toksycznos¢ u organizméw miodych
wigzano z niedojrzaloscig bariery krew/mozg. Przez diugi czas uwazano, ze u dorostych
osobnikow dobrze wyksztalcona BBB jest wystarczajacg ochrong dla mozgu przed
wniknigciem Pb. Jednakze rozwoj metod autoradiograficznych i mikroskopii elektronowe;j
pozwolit wykaza¢ u dorostych obecnos¢ otlowiu zarbwno w naczyniach jak i tkance nerwowe;j
mozgu (57, 145). Bezposredni wplyw Pb na naczynia dotychczas nie zostat jednoznacznie
okreslony. Tym niemniej Deane i Bradbury (17, 33) opracowali hipoteze wyjasniajaca
transport Pb przez barier¢ krew/mozg. Wedlug tych badaczy transport Pb przez endotelium
mikrokapilar mézgowych u dorostych szczuréw polega na dyfuzji biernej kompleksu
jonowego PbOH zgodnie z gradientem elektrochemicznym przy jednoczesnym jego

ograniczeniu przez transport w kierunku odwrotnym przez Ca-ATPazg¢ (17, 33).
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Najbardziej drastyczne objawy kliniczne ze strony osrodkowego ukladu nerwowego
wystepuja w przypadku ostrego zatrucia olowiem, ktore prowadzi do stanow otgpienia,
niepokoju, drazliwosci i bolow glowy, drzenia migsni, halucynacji oraz zaburzenia pamieci i
koncentracji uwagi. Do tych niespecyficznych objawow moga dotaczy¢ si¢ rowniez drgawki,
paraliz i S$piaczka (97). W S$miertelnych przypadkach zatru¢ otowiem obserwowano
uszkodzenia mézgu w postaci obrzeku 1 zmian w naczyniach krwiono$nych mozgu.

Stwierdzono, ze przy narazeniu na stosunkowo niskie dawki moga rowniez wystepowac
zmiany czynnosci mozgu pod postacia obnizonej percepcji, spadku poziomu inteligencji i
zdolnosci uczenia sig, jak rowniez zaburzen stuchu, widzenia, a nawet osobowosci (np.
agresja) (23, 60, 82, 162). Tego rodzaju dysfunkcje o.u.n. obserwowano szczegélnie u dzieci
oraz zwierzat laboratoryjnych. Obecnie coraz cz¢sciej zwraca si¢ uwagg na otdw jako czynnik
wywolujacy podobne zaburzenia u dorostych.

Rozwaza si¢ rowniez mozliwos¢ wystgpowania skutkéw dlugotrwalego wptywu Pb na
moézg w postaci zmian biochemicznych przy réwnoczesnym braku charakterystycznych
klinicznych objawow zatrucia otowiem (122, 125).

Olow po przedostaniu si¢ do moézgu powoduje zmiany w jego obrazie
morfologicznym, metabolizmie i funkcji.

Wiekszo$¢ badan morfologicznych dotyczacych toksycznosci olowiowe) w
osrodkowym ukladzie nerwowym prowadzono na modelach zwierzgcych we wczesnym
okresie rozwojowym. W stosunku do obrazow otrzymanych ze zwierzat kontrolnych,
obserwowano zmniejszenie liczby synaps (124), zmniejszenie grubosci kory moézgowej w
warstwach komorek piramidalnych ziarnistych (162), obnizenie liczby dendrytow w
komorkach warstwy ziarniste) mozdzku u szczuréw i $winek morskich (73). U dorostych
szczurOw obserwowano zmiany w strukturze synaptosoméw 1 obecnych w nich

mitochondriow (111, 123, 124, 138). Wczesniejsze badania lat 70-tych i 80-tych nad
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wplywem olowiu na neuroprzekazni two skupialy si¢ gtownie na uktadzie cholinergicznym i
prowadzone byly in vitro na preparatach nerwowo-mig$niowych (26, 83). Fragmentarycznie
badano rowniez inne uklady GABA-ergiczny i katecholaminoergiczny (121, 122, 126).
Po67niejsze prace z lat 90-tych 1 2-tysigcznych dogl¢bniej analizuja zmiany w o.un. w
toksycznosci ofowiowej. Dotycza one chronicznej i ostrej ekspozycji na otéw dorostych
szczurOw 1 dokumentujag zmiany w transporcie neuroprzekaznikow w zakonczeniach
nerwowych, co moze by¢ prawdopodobna przyczyna zaburzen neurotransmisji. Zmiany te sa
rézne w zaleznosci od neuroprzekaznika, co wiaze si¢ z rézng wrazliwoscia poszczegolnych
typow zakonczen nerwowych w stosunku do otowiu (139).

Komoérkowe, wewnatrzkomdérkowe i molekularne mechanizmy neurotoksycznosci
otowiu sg liczne i nie wszystkie do konica wyjasnione. Wiadomo, ze otow wplywa na wiele
uktadow biologicznych jak: kanaly napigciowo-zalezne oraz na przekazniki pierwszego,
drugiego i trzeciego rzedu (schemat 3) (45, 158, 165, 166). Efekty te moga by¢ zwigzane ze
zdolnoscia olowiu do interferowania z regulacyjng funkcjg wapnia w komorce. Olow jako
dwudodatni jon podobny jest w swojej budowie do jonu wapniowego 1 moze mie¢ zdolnos¢
zastgpowania Ca’ w procesach komérkowych, a takze mie¢ wplyw na wewnatrzkomorkowa,

homeostaz¢ Ca (94, 121, 138).
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Schemat 3. Mozliwe miejsca dzialania otowiu na neuron. Wplyw olowiu na przekazniki
pierwszego, drugiego i trzeciego rz¢du wg Finkelstein Y. 1 wsp. (1998) (45).

Generalnie mozna przypuszcza¢, ze oléw dziala jako chemiczny czynnik stresujacy i
przyczynia si¢ do zaburzen wielu mechanizméw komorkowych. W zasadzie nie ma
okreslonego progu, ponizej ktorego otéw nie wplywa na osrodkowy uklad nerwowy.
Graniczne wartosci bezpiecznych dla zdrowia stgzen tego metalu we krwi byly obnizane w
kolejnych latach. Ostatnio udowodniono, ze st¢zenie otowiu we krwi wynoszace ponizej 10
g/dL (uwazane jeszcze niedawno za bezpieczne) powoduje spadek ilorazu inteligencji u
dzieci (23).
Inna, poza zakonczeniami nerwowymi, struktura odgrywajaca bardzo wazng rolg¢ w

funkcjonowaniu neuronéw w osrodkowym ukladzie nerwowym jest mielina.
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Jest ona jednym z gléwnych czynnikow zabezpieczajacych prawidlowos¢ pracy
neurondw w o.u.n., a jej destrukcja prowadzi do wielu choréb demielinizacyjnych. Z tego tez
wzgledu problem toksycznosci olowiu w stosunku do tej struktury w mozgu stal sie
przedmiotem naszego wyjatkowego zainteresowania i tematem niniejszej pracy, a

charakterystyka mieliny o.u.n. zostala wydzielona i przedstawiona w odrebnym rozdziale

(Mielina).

1.11 MIELINA
1.11.1 Powstawanie i budowa mieliny oSrodkowego ukladu nerwowego

Mielina jest wielowarstwowa strukturg blonowa otaczajaca wiokna osiowe komorek
nerwowych. Mieling wytwarzaja - w obwodowym uktadzie nerwowym - komorki Schwanna,
a w osrodkowym ukladzie nerwowym - wyspecjalizowane komorki glejowe —
oligodendrocyty. Jeden oligodendrocyt moze jednocze$nie mielinizowa¢ kilkanascie wiokien
osiowych (93, 113).

Oligodendrocyty powstaja w scisle okreslonym procesie roznicowania i dojrzewania
pierwotnych komorek glejowych tzw. glioblastow (75, 106, 112). Kolejne etapy roznicowania
si¢ oligodendrocytéow z komorek macierzystych do komoérek wysoko wyspecjalizowanych w
tworzeniu mieliny, charakteryzuja si¢ okreslonym obrazem morfologicznym i sekwencyjnym
pojawianiem si¢ charakterystycznych znacznikoéw glikolipidowych i biatkowych. Komorka
macierzysta réznicuje si¢ do komorki dwubiegunowej (prooligodendroblastu), nastepnie do
przejsciowej postaci komorki wielobiegunowej - prooligodendrocytu, ktory przeksztatca sie w
post mitotyczne, stacjonarne lecz nie w pelni dojrzale oligodendrocyty, ktore w koncowym
stadium staja si¢ dojrzalymi oligodendrocytami (7).

Proces mielinizacji rozpoczyna si¢ w zyciu plodowym, natomiast konczy si¢ w réznym

czasie po narodzinach, w zaleznosci od gatunku. W trakcie procesu mielinizacji wypustka
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oligodendrocytarna obejmuje akson podkowiasto, a nastgpnie owija si¢ wokdl niego

wielokrotnie tworzac wielowarstwowg strukture, co zobrazowano na schemacie 4.

Schemat 4. Mielinizacja aksonow w osrodkowym ukladzie nerwowym wg Jacob L. Driesen,
(w: www.driesen.com./myelination - cns %26 pns.htm).

Uktad nerwowy zbudowany ;jest z komorek nerwowych i komorek glejowych, ktoére
tworza sie¢ polaczen pelniaca funkcje podporowe, ochronne i odzywcze. Dzigki procesowi
mielinizac)i aksony sg odizolowane od siebie i pozostatych substruktur osrodkowego uktadu

nerwowego, co obrazuje schemat 5.
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Schemat 5. Tkanka nerwowa w osrodkowym uktadzie nerwowym (powiazania mi¢dzy
neuronami i neuroglejem).
http://sun.science.wayne.edu/~bio340/StudentPages/Trpkovska/neurog.html

Mielinowa izolacja aksonow zabezpiecza prawidlowos¢ przewodzenia sygnalow w
moézgu. Oslonka mielinowa podzielona jest tzw. przewgzeniami Ranviera na odcinki
miedzyweztowe o dlugosci 50-2000 m, ktore sa proporcjonalne do $rednicy i diugosci
aksonu. Przewezenia Ranviera charakteryzuja si¢ rozluznionym uktadem blaszek, tu bowiem
konicza sie liczne, wzbogacone w cytoplazme¢ sfaldowania ostonki mielinowej. Wezly

Ranviera umozliwiajg depolaryzacj¢ btony neuronalnej i skokowe przewodzenie impulsu


http://sun.science.wayne.edu/~bio340/StudentPages/Trpkovska/neurog.html
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nerwowego, a szybkos$¢ przewodzenia w przypadku widkien nerwowych otoczonych mieling
jest proporcjonaina do $rednicy aksonu (93, 95).

Charakterystyczng cechg prawidlowo uksztaltowanej ostonki mielinowej sa
naprzemiennie koncentrycznie utozone blaszki jasne i ciemne o $rednicach odpowiednio 10
nm i 2,5 nm oddalone od siebie o ok. 8 nm, co dobrze uwidacznia si¢ na zdjgciach
mikroskopowo-elektronowych (Ryc. 1) W polowie szerokosci blaszek jasnych mozna
dostrzec czasami blaszk¢ ciemna posrednia, ktdra tworza stykajace si¢ ze soba zewngtrzne
powierzchnie blon sgsiadujacych ze sobg warstw otoczki mielinowe;j. Jasng blaszk¢ tworza w
przewazajacej mierze weglowodorowe lancuchy lipidow, natomiast ciemng blaszke tworza

przylegajace do siebie wewngtrzne warstwy biatkowe (7, 93).

Ryc. 1. Przekrdj przez ostonkg mielinowa otaczajaca akson (powigkszenie x
190000). (Dennis Kunkel w: www.DennisKunkel.com.)

Blony biologiczne sa strukturami typu dwuwarstwowego 1 sa asymetryczne zarOwno

pod wzgledem strukturalnym, jak i funkcjonalnym. Skladaja si¢ z peryferyjnych i


http://www.DennisKunkel.com
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integralnych biatek oraz z lipidow. Gtéwnymi rodzajami lipidéw blonowych sa fosfolipidy,
glikolipidy i cholesterol. Dwuwarstwa lipidowa zbudowana jest z hydrofobowych grup (w
skiad ktorych wchodza tancuchy kwasow tluszczowych) i z hydrofilowych grup polarnych.

Model biochemicznej budowy blony biologicznej obrazuje schemat 6.

Schemat 6. Model budowy btony biologicznej wg Daniela Chirasa w: Huma Biology.

(w: www.people.virginia.edw/ rjh9u/cellmemb.html)

Jak wida¢ btona biologiczna jest strukturag mozaikowa, bardzo zré6znicowang zar6wno w
plaszczyznie poprzecznej jak i ptaszczyznie dwuwarstwy, na skutek wzajemnych, silnych
oddziatywan pomigdzy sktadnikami btony. Réznice iloSciowe poszczegdlnych skladnikow
bton odpowiadaja za specyficznos¢ blon. Blony mieliny posiadajg charakterystyczny dla niej
skiad biochemiczny. W przeciwienstwie do innych bton biologicznych odwrodcona jest tutaj
proporcja ilosci biatek i lipidow. Lipidy stanowia ok. 70-75% suchej masy, podczas gdy

biatka ok. 25%-30% suchej masy (7, 93).


http://www.people.virginia.edu/~rjh9u/cellmemb.html
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1.11.2 Lipidy mieliny

Mielina, jak zaznaczono wczesniej, wyrdznia si¢ od innych struktur blonowych bardzo
wysoka zawartoscig lipidow, ale rowniez sktadem ilosciowym i jakosciowym poszczegdlnych
lipidow. Lipidy blonowe obejmuja trzy gtéwne klasy: fosfolipidy, glikolipidy i cholesterol (7,
93). Dilugos¢ tancucha oraz stopien nasycenia kwasow ttuszczowych poszczegolnych lipidow
ma istotny wplyw na ptynnos¢ bton (66).

Wsrod lipidow mieliny 25-30% stanowi cholesterol (w innych blonach ok. 17%).
Steroid ten wystepuje tylko w organizmach eukariotycznych. W czasteczce cholesterolu
wystepuje sztywny pierscien sterydowy, polarna grupa hydroksylowa i grupa apolarna.
Amfipatyczne czasteczki cholesterolu rozmieszczone sa pomiedzy tancuchami alifatycznymi,
przez co petnia role regulujaca i stabilizujaca ptynnos¢ frakeji lipidowej bton komoérkowych.

Okolo 45% lipidéow mieliny to fosfolipidy, do ktorych zaliczamy: plazmalogeny,
fosfatydyloseryne, fosfatydyloinozytol, fosfatydylocholing i fosfatydyloetanoloaming. Od 8-
10% lipidéw mieliny stanowi sfingomielina bedaca pochodng aminoalkoholu-sfingozyny.
Charakterystyczne rozmieszczenie fosfolipidéw w blonach biologicznych zapewnia peilnag
asymetri¢ btony komorkowej. Fosfolipidy cholinowe (fosfatydylocholina, sfingomielina)
maja mniej nasycone ltancuchy kwasow tluszczowych, a ich polarne grupy sa obojetne.
Rozmieszczone sa one w zewngtrznej warstwie blony — dosrodowiskowo. Fosfolipidy
aminowe (fosfatydyloseryna, fosfatydyloetanoloamina) maja bardziej nasycone tancuchy
alifatyczne, a hydrofilowa grupa fosfatydyloseryny jest ujemnie natadowana. Rozmieszczone
sg one w wewngtrznej warstwie blony, stykajacej si¢ z cytoplazma (66).

Sposréd  glikolipidéw, ktére stanowig ok. 30% lipidow mielinowych, najliczniej
reprezentowane sa specyficzne dla mieliny galaktocerebrozydy. Duza zawartos¢ cerebrozydu
w mielinie wskazuje na ewentualne izolujace wlasciwosci tego glikolipidu. Okoto 4%

catkowitych lipidow mieliny stanowia sulfatydy, a wsréd gangliozydéw mielina zawiera duze
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ilosci monosialogangliozydow GM; 1 unikalny gangliozyd — sialosylgalaktosylceramid GM,
(93). Glikolipidy sa pochodnymi sfingozyny zawierajacymi reszty cukrowe, ktore sg zawsze
umieszczone na zewnetrznej powierzchni blony komorkowej ssakow, przez co wspoldzialaja
w wytwarzaniu i zachowaniu asymetrycznego charakteru bton biologicznych.

1.11.3 Bialka mieliny

W skiadzie biatkowej komponenty mieliny wystepuja wysoko specyficzne bialka.
Gléwne z nich to: proteolipid PLP (ang. proteolid protein) i jego izoforma DM-20,
stanowiace ok. 50% calej puli bialek mieliny. Masa czasteczkowa PLP wynosi ok. 30 kDa.
Biatko to jest silnie hydrofobowe, wystepuje tylko w osrodkowym uktadzie nerwowym. Masa
czasteczkowa DM-20 ksztaltuje si¢ na poziomie ok. 20 kDa, jest to biatko rowniez silnie
hydrofobowe i spotykane jest oprocz o.u.n. w komoérkach Schwanna i miocytach serca (7, 93).

Okoto 30% calej puli bialek mielinowych o.u.n. stanowi zasadowe biatko mielinowe
MBP (ang. myelin basic proteins). MBP to grupa niewielkich, silnie zasadowych bialek o
izoformach majacych rozne masy czasteczkowe: 14 kDa; 17 kDa; 18,5 kDa 1 21,5 kDa (7,
22). Biatka MBP wyste¢puja po cytoplazmatycznej stronie blony komdrkowe;j i1 biorg udzialt w
stabilizacji struktury mieliny.

Oprécz wymienionych bialek nalezy wymieni¢ specyficzne dla mieliny glikoproteiny
nalezace do immunoglobulin: MAG (ang. myelin associated glycoprotein) i MOG (ang.
myelin/oligodendrocyte glycoprotein). MAG stanowi mniej niz 1% bialek mielinowych.
Wystepuje w dwoch izoformach 67 kDa i 72 kDa (ze wzglgdu na wysoki poziom glikozylacji
pozorna masa czasteczkowa wynosi ok. 100 kDa) (7). MAG zlokalizowany jest po
wewnetrznej stronie otoczki mielinowej otaczajacej akson (6). MOG o masie czasteczkowej
25 kDa stanowi ok. 0,05% calej puli bialek mielinowych. MOG jest wysoce specyficzny dla
oligodendrocytow i mieliny. Wystgpuje glownie w zewnetrznej czgsci otoczki mielinowej

(20, 132).
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Sposréd pozostatych bialek mie inowych na uwage zastuguje fosfodiesteraza 2°3’-
cykhicznych nukleotydéw (CNP), czyli tzw. biatko Wolfgrama. CNP wystepuje w dwodch
izoformach o masach czasteczkowych: 46 kDa i 48 kDa (133). Stanowi ok. 4% bialek
mieliny. W osrodkowym ukladzie nerwowym CNP obecna jest w oligodendrocytach i
mielinie, a poza o.u.n. wystgpuje w blonach plazmatycznych komorek o duzej reaktywnosci,
jak komorki siatkowki lub niektore komorki wchodzace w sklad ukitadu odpornosciowego.
Lokalizacja oraz wystgpowanie w czasteczce CNP domen charakterystycznych dla biatek G
wigzacych guanozynotrifosforan, przemawiaja za aktywnym udzialem tego biatka w
przenoszeniu sygnalow wewnatrzkomérkowych (18, 19). W oligodendrocytach CNP
zlokalizowana jest w sasiedztwie F-aktyny i mikrotubul, co moze sugerowaé udzial w
formowaniu cytoszkieletu (132). Jednakze biologiczna rola aktywnosci enzymatycznej
CNPazy jest dotychczas niejasna, poniewaz do chwili obecnej nie wykryto w mozgu 2°3’-
nukleotydow — substratéw dla CNPazy. Badania genetyczne pozwolity na ustalenie struktury
gendw dla CNP u myszy i czlowieka. Gen CNP zlokalizowany jest na 11 chromosomie u
myszy, natomiast u cztowieka na chromosomie 17q21. Stwierdzono réwniez, ze CNP posiada
dwie z trzech domen charakterystycznych dla GTP, co sugerowaloby brak zwiazku z
miejscem katalitycznym tego enzymu (7). W zwiazku z tym odkryciem pojawila sie w
ostatnich latach nowa hipoteza dotyczaca roli CNP, mianowicie, ze funkcja CNP nie musi by¢
zwigzana z aktywnoscia enzymatyczng i dlatego do chwili obecnej nie znaleziono
fizjologicznego substratu (7).

W zachowaniu prawidlowej budowy 1 metabolizmu komorek, duza rol¢ odgrywaja
grupy sulthydrylowe (—SH) biatek (153, 154). Stabilizujg one wewngtrzng strukture biatek i
uczestniczg w reakcjach utleniania i redukcji. Obecne sa w czasteczkach endogennego

aminokwasu - cysteiny, ktory wystepuje niemal we wszystkich biatkach Reszta cysteiny
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wchodzi w sktad czasteczki glutationu (najbardziej rozpowszechnionego tiolu, wystgpujacego
w komorkach ssakow).
1.11.4 Nieprawidlowosci w strukturze mieliny i choroby demielinizacyjne

Nieprawidlowa struktura mieliny moze by¢ nastgpstwem zaburzen od poczatku jej
tworzenia, gdzie poprzez réznego rodzaju mutacje, dochodzi do uposledzenia syntezy bialek,
co skutkuje zaburzeniem struktury i funkcji blaszki mielinowej (7, 92). Dysmielinizacja
wildkien nerwowych moze by¢ rowniez wywolana czynnikami zewnetrznymi, badz
zachodzacymi w réznych procesach chorobowych. W efekcie zmian w strukturze ostonek
mielinowych powstaja réznorodne zaburzenia neurologiczne takie jak np. niedowlady czy
drzenia oraz nieprawidlowosci w przekazywaniu informacji.

Istnieje szereg znanych chordb demielinizacyjnych osrodkowego lub obwodowego
uktadu nerwowego. Jedng z nich jest stwardnienie rozsiane (SM — sclerosis multiplex). Jest to
choroba zapalno-demielinizacyjna o.u.n., wyst¢pujaca najczgsciej w polnocnych stanach
USA, w Kanadzie, Wielkiej Brytanii i w potnocnej czesci Europy u ludzi mtodych w wieku
20-40 lat. Etiologia SM do chwili obecnej nie jest w pelni poznana. Istnieja dwie hipotezy
patogenezy SM: wirusowa i immunologiczna. Obydwie koncepcje wzajemnie si¢ nie
wykluczaja, poniewaz zakazenie wirusowe mogloby by¢ pierwszym czynnikiem patogennym,
ktory nast¢gpnie wyzwalalby reakcje typu autoregresji. Charakterystyczng cecha
neuropatologiczng SM jest wystgpowanie rozsianych ognisk — plak demielinizacyjnych,
widocznych juz makroskopowo na przekrojach moézgu i czgsto zlokalizowanych przy
naczyniach (71, 80, 135, 155).

Do innych choréb demielinizacyjnych o.u.n. zalicza si¢ postgpujace wieloogniskowe
zwyrodnienie istoty bialej (leucoencephalopathia multifocalis progressiva) PML. Uwaza sig,
ze demielinizacja w tej jednostce chorobowej wystepuje na skutek cytolizy oligodendrogleju,

spowodowanej namnazaniem si¢ w ich jadrach wirusow (155).
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Do chorob demielinizacyjnych zalicza si¢ roéwniez: mielinoliz¢ srodkowg mostu
(myelinolilysis pontis centralis) (MPC), zapalenie nerwu wzrokowego, chorob¢ Marburga,
chorobg Schildera, stwardnienie koncentryczne BALO czy tez chorobe Devica. We
wszystkich wymienionych jednostkach chorobowych wystgpuje destrukcja mieliny i
demielinizacja (155).

Demielinizacja obserwowana jest rowniez w polineuropatiach i innych zaburzeniach
obwodowego ukladu nerwowego, kiedy obserwuje si¢ rozpad oslonek mielinowych
otaczajacych nerwy obwodowe.

Rozwoj cywilizacji sprzyja wystgpowaniu wielu szkodliwych substancji w otaczajacym
nas Srodowisku. Kumulacja kazdego toksycznego pierwiastka czy zwigzku w narzadach
organizmu moze wplywaé negatywnie na jego struktur¢, a w konsekwencji na funkcje.
Utajone postaci schorzen czgsto ujawniajg si¢ pod wpltywem niekorzystnych warunkow i
przeobrazaja w ostra postac.

Ogniska demielinizacyjne obserwowane sa w licznych eksperymentach na zwierzgtach,
ktorym podawane sa czynniki, majace wywolywaé objawy charakterystyczne dla
poszczegdlnych jednostek chorobowych.

W przypadku otowiu, w badaniach na zwierzg¢tach stwierdzono, wystepowanie
neuropatii obwodowej, ze zmianami demielinizacyjnymi nerwow obwodowych i
zwyrodnieniem aksonalnym, a takze uszkodzeniem komodrek nerwowych rogdéw przednich
rdzenia kregowego (97). Chroniczna ekspozycja na olow powoduje uszkodzenie ostonki
mielinowej w nerwie kulszowym (70). Obserwowano rdéwniez zmiany w obrazach
mikroskopowych komorek Schwanna u zwierzat eksponowanych na Pb (91). Podajac olow w
wodzie do picia lub poprzez dootrzewnowe iniekcje wielu badaczy obserwowalo odcinkowe
demielinizacje w obwodowym uktadzie nerwowym (67, 70, 92, 103, 117). W warunkach

hodowli komorek Schwanna proces mielinizacji byl hamowany przy 1 M st¢zeniu otowiu
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(161). Zdecydowana wigkszos¢ badan nad toksycznoscig olowiowa w mielinie dotyczyta
obwodowego ukladu nerwowego. Badania nad wplywem otowiu na mieling osrodkowego
ukladu nerwowego, mialy gléwnie charakter obserwacji klinicznych i skupiaty si¢ raczej na
bardzo mtodych organizmach, ktére nie majg w pelni wyksztalconej bariery krew/moézg
(159). Ekspozycj¢ na toksyczne dziatanie otowiu prowadzono w okresie prenatalnym lub od
chwili narodzin i stosowano bardzo wysokie st¢zenia zwigzkéw otowiu, charakterystyczne
dla zatru¢ ostrych, znacznie przewyzszajace st¢zenia Pb w srodowisku (146, 148).
Obserwowano np. 50% ubytek mieliny w 15 1 30 dniu zycia przy zastosowaniu dziennej
dawki 400 mgPb/kg masy ciata (147, 148). Obnizenie zawartosci mieliny indukowane bardzo
wczesng ekspozycja na olow utrzymywalo si¢ do wieku dorostego (146).

Najnowsze badania Denga W. i Poretza R. D. (35) sugeruja, ze jedng z przyczyn zmian
w mielinie moga by¢ zaburzenia w poziomie galaktolipidow i aktywnosci enzymow szlaku
galaktolipidow. W badaniach wplywu olowiu na dojrzewanie oligodendrocytow
odpowiedzialnych za tworzenie blaszek mielinowych wykazano, ze kultury progenitorow
oligodendrocytdw sa bardziej wrazliwe niz dojrzale oligodendrocyty (36).

Generalnie ilos¢ prac dotyczacych relacji mielina/otow jest dotychczas niewielka,
skupia si¢ gtownie na badaniach klinicznych powiazanych gtownie z obwodowym uktadem
nerwowym. Dostepne wyniki nielicznych badan nad wplywem olowiu na mieling
osrodkowego uktadu nerwowego z racji réznorodnosci stosowanych metod i materialow (in
vivo 1 in vitro) sa czgsto przeciwstawne i trudne do jednoznacznej interpretacji.

Do momentu podjecia badan omawianych w niniejszej pracy brak bylo danych
dotyczacych przewleklego dzialania niskich dawek olowiu na mieling osrodkowego uktadu

nerwowego u organizmow z wyksztalcong bariera krew/moézg.
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

W opinii publicznej, aktualnie, narasta przekonanie, ze w wyniku dzialania réznych
restrykcyjnych norm wprowadzanych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) i
lokalnych zalecen, ilo$¢ olowiu w Srodowisku jest coraz mniejsza i tym samym nie moze
stanowi¢ powaznego problemu zdrowotnego. Niestety, jest to przekonanie bl¢dne, a wrazenie
bezpieczenstwa pozorne. Jest wiele obszaréw Ziemi, gdzie ilo$¢ olowiu utrzymuje si¢ na
bardzo wysokim lub wysokim poziomie, a dodatkowo coraz czg¢sciej zwraca si¢ uwage na
toksycznos¢ niskich dawek Pb (do niedawna uwazanych za bezpieczne) dziatajacych w czasie
dhugotrwalego narazenia i to zaréwno u organizméw miodych jak i dojrzatych.

Osrodkowy uklad nerwowy, pelniacy integralna funkcj¢ w organizmie, jest szczegélnie
wrazliwy na dzialanie otowiu, a wywolana obecnoscig jego jonéw toksycznos¢ w mozgu jest
ciagle przedmiotem zainteresowania wielu osrodkéw badawczych.

Dotychczasowe badania neurotransmisji zaréwno w warunkach przewleklej jak i ostrej
ekspozycji na oléw (opisane szerzej we wstepie pracy) wykazaly powazne zaburzenia w
transporcie neuroprzekaznikow oraz istotne zmiany w budowie i stanie energetycznym
zakonczen nerwowych. W funkcjonowaniu neurondéw, poza zakonczeniami nerwowymi,
niezwykle istotng rol¢ odgrywa mielinowa oslonka wlékien nerwowych. Zmiany w jej
strukturze moga przyczyni¢ si¢ do wystapienia roznorodnych zaburzen neurologicznych.

We weczesniejszych badaniach dotyczacych toksycznego wplywu jonéw otowiu na
ostonke mielinowa w o.u.n. stosowano modele wczesnej ekspozycji (okres prenatalny lub
wczesno-postnatalny) oraz bardzo wysokie dawki Pb. Obserwowane zaburzenia w strukturze
i funkcji ostonki mielinowej u tak mlodych organizméw kojarzono z przepuszczalnoscia

bariery krew/modzg dla jondw Pb wynikajacq z niedojrzalosci tej bariery.
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Do momentu rozpoczgcia niniejszej pracy nie byto w literaturze informacji dotyczacych
skutkow przewlekltego narazenia na niskie dawki olowiu osobnikéw dojrzaltych w
zaburzeniach budowy i metabolizmu mie iny moézgu.

Wydaje si¢ zatem, ze podjgcie kompleksowych badan dotyczacych przewlekiego
dziatania niskich dawek Pb (imitujacych warunki zatrucia srodowiskowego) na ostonke
mielinowa o.u.n. u szczura z dobrze wyksztalcona barierg krew/mézg bylo w pelni
uzasadnione.

Badania miaty na celu:

1. Okreslenie poziomu olowiu we krwi, w homogenacie mozgu, subfrakcji
synaptosomalnej i mielinowej o.u.n. oraz porownawczo w watrobie i kosciach po
trzymiesigczne] ekspozycji na niskie dawki Pb szczuréw z wyksztalcona barierg
krew/mozg.

2. Sprawdzenie czy przewlekle zatrucie otlowiem zmienia obraz morfologiczny otoczek
mielinowych i oligodendrocytow (komoérek odpowiedzialnych za tworzenie mieliny
o.u.n.) oraz wykazanie ewentualnego zwigzku pomigdzy  zaburzeniami
morfologicznymi a zmianami w ptynnosci blon mieliny.

Informacje uzyskane z badan wyjasniajacych problemy przedstawione w punktach 1-2,
staly si¢ punktem wyjscia do dalszych doswiadczen majacych na celu poszukiwanie
mechanizméw  (dzialajacych na  poziomie  struktur  subkomorkowych — o.u.n.),
odpowiedzialnych za zaburzenia ptynnosci i budowy morfologicznej otoczek mielinowych
mozgu w przewleklym zatruciu otowiem.

Dlatego kolejnym etapem pracy byto:
3. Zbadanie komponenty biatkowej mieliny w warunkach kontrolnych i zatrucia

olowiem poprzez:
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okreslenie calkowitej zawartosci biatek i réznic w specyficznych biatkach
mieliny,
oceng aktywnosci, kinetyki oraz zawartosci 2’3’ cyklicznej nukleotydowej 3’
fosfodiesterazy (CNP-azy)
oznaczenie poziomu biatkowych grup —SH.
4. Zbadanie komponenty lipidowej mieliny w warunkach kontrolnych i zatrucia
olowiem poprzez oceng wolnorodnikowego utleniania lipidéw oraz okreslenie réznic

w zawartosci poszczegdlnych fosfolipidow i cholesterolu.
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3. MATERIAL 1 METODY

3.1. Zwierzg¢ta doSwiadczalne i model przewleklego zatrucia olowiem

Doswiadczenia na zwierzgtach byly przeprowadzone zgodnie 2z zaleceniami
Migdzynarodowej Komisji Etycznej i za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie.

Wszystkie badania prowadzono na szczurach, samcach szczepu Wistar. Eksperyment
chronicznego narazenia na oléw rozpoczynano na szczurach trzytygodniowych, natomiast do
wykonywania badan uzywano zwierzat czteromiesigcznych o masie ciata 300-350 gramow.
Szczury kontrolne byly w tym samym wieku i o cig¢zarze mieszczacym si¢ w podobnym
zakresie. Trzytygodniowe szczury, a wigc takie, ktore maja juz w pelni uksztalttowana bariere
krew/mozg dzielono na dwie grupy. Zwierzetom z grupy badanej, eksponowanym na oléw,
podawano do picia wod¢ z octanem olowiawym [Pb(CH3COO);] w stezeniu 200mg/l,
natomiast zwierzgta z grupy kontrolnej otrzymywaly wodg¢ bez octanu olowiawego. Ze
wzgledu na wytracanie si¢ chlorkéw w wodzie wodociagowej, koniecznoscia byto uzycie
wody dejonizowanej, co jest zgodne z opisami modeli przewleklego zatrucia otowiem w
literaturze (52, 62, 129). Wszystkie zwierzeta otrzymywaly standardowy pokarm
laboratoryjny, bogaty w mikroelementy, nie zawierajacy wykrywalnych ilosci olowiu i nie
odbiegajacy w znaczacy sposob skladem od norm zalecanych przez amerykanski Komitet
Zywienia Zwierzat przy National Academy of Science — National Research Council (NAS-

NRC) (89).
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Tabela 2.
Poréwnanie skladu pokarmu podawanego szczurom w trakcie do§wiadczenia z

zalecanym przez NAS-NRC.

Skiadnik poiywienia

Biatko 20 20-24
Thuszcze 5 3-5
Wiokno Brak zalecenia 5
Ca% 0,5 1

P% 0,4 0,5
Na% 0,05 0,05
Cl-% 0,05 0.05
K% 0,18 0,5
Mg% 0.04 0,5
S2-% brak zalecenia -

Cu (ppm) 5 5

J (ppm) 0,15 0,2
Fe (ppm) 35 50
Mn (ppm) 50 50
Zn (ppm) 12 12

Se (ppm) 0,04 0,04
F (ppm) brak zalecenia 0,2
Witamina A (IU) 1000 500-1500

Dobowg ilo$¢ olowiu pobranego przez zwierzg¢ta eksponowane oceniano mierzac
objetos¢ wypitej wody i obliczajac Srednig ilos¢ zawartego w niej otowiu przypadajaca na
jedno zwierze. Srednia ilo$¢ spozytego dziennie otowiu wynosita 1 mg.

Po zakonczeniu trzymiesigcznej ekspozycji na otdow zwierzeta szybko dekapitowano i
pobierano modzg oraz w niektorych przypadkach watrobe, fragmenty kosci i krew. Calg
procedur¢ skracano do niezbgdnego minimum (2-3 min.). Nastgpnie material badz
przechowywano w temp. -70°C, badz poddawano dalszym procedurom, w zaleznosci od typu
doswiadczen, co zostalo zaznaczone w opisie kolejnych metod.

3.2. Oznaczenie poziomu olowiu w materiale zwierzecym
Od losowo wybranych zwierzat z grupy eksponowanej na otow i grupy kontrolnej

pobierano mozg, krew, oraz pordéwnawczo watrobe i kosci. Nastgpnie pobrany materiat



34

spalano w naczyniach teflonowych niskocisnieniowych (do 8 atm), przy uzyciu 65% kwasu
azotowego o superwysokiej czystosci, stosowanego w spektroskopii absorpcji atomowej. Po
spaleniu probki przenoszono ilosciowo do kolbek o objgtosci 25 ml i dopelniano woda
dejonizowana. Oznaczenia poziomu otowiu w probkach wykonywano w spektrofotometrze
absorpcji atomowej Perkin Elmer 1100B wobec wzorcowego roztworu otowiu.

3.3. Izolacja frakcji mielinowej

Z moézgow szczurow kontrolnych i traktowanych olowiem wydzielono potkule mozgu,

ktore poddawano tagodnej homogenizacji w szklanym homogenizatorze Pottera w 0,32 M
sacharozie (1 g materialu na 18 ml). Nast¢pnie izolowano frakcje mielinowa wedlug metody
Nortona 1 Poduslo (101). Wszystkie czynnosci przeprowadzane byly w 4°C (takg sama
temperatur¢ mialy stosowane odczynniki). Homogenat (18 ml) nakladano na 15 ml 0,85 M
sacharozy i wirowano przez 30 min. przy 75000 x g (ultrawirowka typu L8-60M, glowica
uchylna SW 2820, Beckman). Do zebranej interfazy dodawano 30 ml H,O destylowanej, aby
spowodowaé szok osmotyczny i ponownie wirowano przy 75000 x g przez 30 min. Osad
dwukrotnie zawieszano w 30 ml H,O destylowanej i odwirowywano przez 15 min. przy
13000 x g. Nastgpnie osad homogenizowano w 15 ml 0,32 M sacharozie, delikatnie
nakladano na 15 ml 0,85 M sacharozy i1 powtarzano wirowanie jak na poczatku. Otrzymana
frakcj¢ mielinowa zawieszano w 2-5 ml H,O destylowanej z inhibitorami proteaz i
rozpipetowywano do probowek po ok. 0,5 ml, ktore przechowywano w -20 °C.

3.4. Otrzymywanie frakcji zakonczen nerwowych (frakcji synaptosomalmej)

Mozgi szczurOw homogenizowano r¢cznie przy uzyciu szklanego homogenizatora
(typ Pottera) w roztworze 0,32M sacharozy z ImM EDTA i 10mM TRIS-HCI, pH 7.4.
10% homogenat wirowano zgodnie z flotacyjng metoda Bootha i Clarka (14) przez 10
min. przy 17000 x g. Uzyskang frakcj¢ oczyszczano poprzez odwirowanie w gradiencie

stezen Ficollu przez 30 min. przy 99000 x g. Frakcj¢ synaptosomalng zlokalizowang
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miedzy 12% a 7% roztworem Ficollu, zbierano i przemywano roztworem Krebsa-
Ringera o skladzie: 140mM NaCl; SmM KCI; 1,3 MgSO4 i 10mM TRIS-HCI, pH 7,4,
nastepnie zawieszano w tym samym buforze i uzywano do dalszych oznaczen.

3.5. Ocena morfologiczna mieliny w mikroskopie elektronowym

Zwierzgta, po zastosowaniu narkozy eterowej, poddawano perfuzji przezsercowej
roztworem utrwalacza (2% paraformaldehyd i 2,5% glutaraldehyd w 0,1 M buforze
kakodylanowym o pH 7,4). Nastgpnie preparowano mozgi i pobierano probki z obszarow
pogranicza istoty szarej i bialej, ktore utrwalano ponownie w roztworze utrwalacza o
podanym wyzej skladzie, przez 2 godziny. Po przeptukaniu w buforze kakodylanowym,
material inkubowano w 1,5% roztworze czterotlenku osmu (OsOj) i 0,8% K4[Fe(CN)g] przez
2 godz. Po odwodnieniu w alkoholu etylowym oraz w tlenku propylenu, probki zatapiano w
zywicy Spurr, cigto na ultracienkie skrawki, ktére oceniano pod mikroskopem elektronowym
JEM 1200 EX.

3.6. Badanie plynnosci blon mieliny
3.6.1. Technika elektronowego rezonansu paramagnetycznego ( PR)

Do opisu stanu fizycznego plynnej blony stosuje si¢ pojecie plynnosci, bedace
odwrotnoscia pojecia lepkosci. Zjawisko to w znacznej mierze dotyczy ruchliwosci
fancuchéw weglowodorowych wokét osi prostopadiej do plaszczyzny blony. Parametr
uporzadkowania (S) mierzacy sprezystos¢ znacznika, jest czulym opisem zmian plynnosci
blon (21, 53, 56, 65). Kiedy swoista sonda usytuowana jest rownolegle do dlugiej osi
drgajacej czasteczki parametr S przyjmuje wartosci od 0 (uklad nieuporzadkowany) do 1
(uktad uporzadkowany). Do badan ptynnosci blon mieliny uzyto lipidowego znacznika
spinowego - estru metylowego kwasu 5 doksylostearynowego (MSNS). Z widm EPR (Ryec.
2) liczono parametr uporzadkowania lipidow btonowych (S) stosujac rownanie Gaffney i Mc

Namee.
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Ryc. 2. Typowe widmo EPR dla znacznika MSNS; Ty 1 T, - odpowiednio zewnetrzne i
wewngtrzne sprzezenie nadsubtelne.

S= [Ty«(T+C) Ty 2T +C)]x 1,723
C=1,4-0,53 (Ty;-T,)Gauss
Do probowek odpipetowywano 300 | zawiesiny wyizolowanej mieliny (stezenie biatka
3mg/ml) odwirowywano i do osadu dodawano 0,2 1 25mM MS5NS. Nastepnie proby
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Po inkubacji probki zatapiano w
kapilarach 1 przeprowadzano pomiary widma EPR w spektrometrze Brucker EPS-3005.
Warunki pomiaru: zakres pola — 100 G, amplituda modulacji — 1,01 G, stala czasowa — 5,12
msek., czas pomiaru — 8 min., moc zZrédia fal — 40 mW, czgstotliwosé — 9,25 GHz.
3.6.2. Metoda spektrofluorymetryczna
Plynnos¢ dwuwarstwy lipidowej mieliny okreslano w Spektrofluometrze Perkin — Elmer
LS-5B przez wyznaczenie wspolczynnika anizotropii fluorescencji (a) znacznika
fluorescyjnego: 1,6 — difenylo 1,3,5 —hexatrien (DPH). Hydrofobowy DPH rozprowadza si¢
w regionach niepolarnych dwuwarstwy lipidowej. Anizotropi¢ fluorescencji wyznaczano

korzystajac z klasycznego wzoru z uwzglednieniem poprawki aparaturowej G (5, 78, 120).
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a= (Ivv - Ivh ) G) / (Ivv +2 Iv G)a G =(Ihv/Ihh)

gdzie:

a — stanowi anizotropi¢ fluorescencji

Iyh 1 Iny — natezenie fluorescencji $wiatla emitowanego o polaryzacji prostopadtej do
kierunku polaryzacji $wiatla wzbudzajacego

I 1 Ipn — natezenia fluorescencji $wiatla emitowanego o polaryzacji rownoleglej do
kierunku polaryzacji swiatla wzbudzajacego

G — poprawke aparaturowg

Oznaczenia anizotropii fluorescencji byly prowadzone zgodnie z nastepujaca procedura:
przemyte trzykrotnie sola fizjologiczng proby mieliny (stezenie biatka — 200 g biatka )
znakowano dodajac roztworu DPH (stezenie koncowe 1 M). Po trzydziestominutowej
inkubacji w ciemnosci, w temperaturze pokojowej, mierzono natezenie fluorescencji DPH w
probach dla czterech wzajemnych potozen polaryzatora i analizatora (0°,0° - I,y; 0°, 90° - 1, ;
90°,90° - Iyn; 90°,0° - Ipy), stosujac promieniowanie wzbudzajace o dtugosci fali 356 nm oraz
mierzac natgzenie promieniowania o dtugosci fali 428 nm (5, 120).

3.7. Badanie komponenty lipidowej mieliny
3.7.1. Oznaczanie poziomu fosfolipidow

Lipidy bton mielinowych ekstrahowano mieszaning chloroform : metanol w stosunku
2:1 (13).  Fosfolipidy rozdzielano metoda chromatografii cienkowarstwowej. Fazy
chloroformowe z ekstraktu lipidowego nanoszono na ptytke z zelu krzemionkowego (0,2 mm)
(Merck, Darmstedt) 1 rozdzielano w nast¢pujacym ukladzie rozpuszczalnikow:
chloroform/metanol/kwas octowy w stosunku 65:35:5 (v/v). Poszczegdlne sktadowe po
rozdziale wybarwiano jodem i ninhydryng (reaguje z  aminofosfolipidami). Plamy
reprezentujace poszczegdlne klasy fosfolipidow usuwano z ptytek i oznaczano ilosciowo

metodg posrednig poprzez oznaczenie fosforu nieorganicznego.
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3.7.2. Oznaczenie fosforu nieorganicznego

Fosfor nieorganiczny oznaczano kolorymetrycznie wedtug metody Rouser i wsp. (1966)
(115), ktéra polega na wytworzeniu w srodowisku kwasnym fosfomolidbenianu amonowego
z ortofosforanu 1 molibdenianu amonowego, ktéry pod wplywem czynnikow redukujacych
ulega redukcji do bigkitu molibdenowego (mieszanina tlenkéw molibdenu), ktorego ilo$¢
okresla sie kolorymetrycznie. Proby fosfolipidow (usuwane plamy rozpuszczone w Iml
mieszaniny metanolu i chloroformu) spalano w 70% kwasie nadchlorowym (HCIO,) (w
180°C przez 3 godz.) — koncowe produkty mineralizacji to: CO, H,O i PO,>. Po
mineralizacji do prob dodawano 0,5 ml 2,5% molibdenianu amonowego [(NH4);Mo00,] 1 0,5
ml 10% kwasu askorbinowego. Powstajacy barwny kompleks utrwalano poprzez ogrzewanie
we wrzace] fazni wodnej przez 5 min. Po ochtodzeniu prob w ciagu 15 min. mierzono
absorpcj¢ przy A = 660 nm. llo$¢ fosforu obliczano z krzywej wzorcowej wykonanej dla
zakresu stgzen 10-200 nmoli.

Oznaczong ilo$¢ fosforu przeliczano na ilos¢ fosfolipidow, przyjmujac, ze $rednia masa
czasteczkowa fosfolipidu wynosi 800 g/mol a stosunek fosforu w czasteczce fosfolipidu 1:1.

3.7.3. Oznaczanie poziomu cholesterolu

Do oznaczenia catkowitego cholesterolu zastosowano kolorymetryczng metode wg
Bowmana i Wolfa (16), oparta na barwnej reakcji Zaka (z roztworem zelaza -FeSO4x7H,0 w
kwasie octowym lodowatym). W pomiarze wykorzystano wlasciwos$¢ cholesterolu do
tworzenia nierozpuszczalnego osadu z digitoning. Proby ekstrahowano mieszaning acetonu z
etanolem. Do supernatantu dodawano digitoning i po godzinie odwirowywano. Osad wolnego
cholesterolu rozpuszczano w odczynniku zelazawym (wyzej wymienionym) i st¢zonym
roztworze H,SO4. Po 30 min. przeprowadzono pomiar absorbancji przy dlugosci fali 550 nm

wobec proby kontrolnej, ktora sktadata si¢ z odczynnika Zelazawego i st¢zonego roztworu
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H,S04. Zawartos¢ cholesterolu wolnego odczytywano z krzywej kalibracyjnej dla roztworu
WZOICOWego.
3.7.4. Oznaczanie peroksydacji lipidow

Peroksydacj¢ lipidow mierzono poprzez okreslenie poziomu aldehydu manolonylowego
(MDA) wg metody Wilbur K.M. i wsp. (160) zmodyfikowanej przez Asakawa T. i
Matsushita S. (1980) (3). Produkty peroksydacji wielonienasyconych kwaséw ttluszczowych
maja zdolnos¢ tworzenia barwnych komplekséw z kwasem tiobarbiturowym (TBAR -
ang.TBA-reactive material). Glownym produktem reakcji z TBA jest dwualdehyd
malonylowy (MDA), dlatego w dalszej czg¢sci pracy bedzie uzywane uproszczone okreslenie
»MDA” zamiast opisowej formy ,,zwiazki reagujace z TBA”.

Frakcj¢ mielinowa oraz homogenaty moézgowy i watrobowy zawieszano w buforze
Krebsa-Ringera o pH 4 do st¢zenia biatka ok. 0,2 mg/ml i homogenizowano. Nast¢pnie

dodawano 25 M FeCl;, 800 M ADP i 200 M askorbinianu sodu i inkubowano przez 15

min. w tazni wodnej w temp. 30°C, zgodnie z Rafatowska i wsp. (1989) — peroksydacja
zelazozalezna (110). Rownolegle inkubowano proby bez dodatku w.w. substancji —
peroksydacja spontaniczna. Nast¢gpnie do prob dodawano 1ml 30% TCA, 0,1 ml 5SM HCI, 1
ml 0,75% TBA i inkubowano 20 min. w temperaturze 100°C pod chtodniczka zwrotna. Po
odwirowaniu (4000  obrotdw/min.  przez  10min.), przeprowadzano  pomiar
spektrofotometryczny przy dtugosci fali = 535 wobec proby Slepe;.
Do obliczen ilosci MDA wykorzystano wartos$¢ jego molowego wspotczynnika ekstynkcji
wynoszaca 1,56 x 10 M'lem !
3.8. Badanie komponenty bialkowej mieliny
3.8.1. Oznaczanie ste¢zenia bialka
Stezenie bialka oznaczano wg metody opisanej przez Lowry i wsp. (1951). Jako

standard stosowano albuming surowicy wolowej (79).
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3.8.2. Elektroforeza bialek w Zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE)

Do préb mieliny zawierajacych 40 lub 80 g biatka dodawano 1/5 koncowej objgtosci
pigciokrotnie zat¢zonego buforu (62,5 mM Tris-HCI o pH 6,8; 10% glicerol; 2% SDS; 1,5%
B-merkaptoetanol; 0,05% bigkit bromofenolowy) i ogrzewano w temp. 65°C przez 20 min. Po
schtodzeniu, préby nanoszono w calosci do studzienek elektroforetycznych w zelu
poliakrylamidowym (4% zel zageszczajacy, 12% zel rozdzielajacy) wg metody Laemmli
(1970) (69). Elektroforez¢ z chtodzeniem prowadzono ok. 4 godzin przy stalym natezeniu
pradu 90 mA dla zelu zaggszczajacego 1 110 mA dla zelu rozdzielajacego. Po elektroforezie
zele byly poddawane elektroblotingowi lub wybarwiane roztworem blgkitu Coomassie.

3.8.3. Przenoszenie bialek na membrany metodg elektroblottingu

Rozdzielone préby biatkowe na Zzelach poliakrylamidowych byly przenoszone metoda
elektroblotingu (150) na blony nitrocelulozowe Hybond-ECL (Amersham). Transfer
przeprowadzano w temperaturze 4°C w czasie 3 godzin przy stalym nat¢zeniu pradu 70 mA,
lub ok.16 godzin przy 50 mA. Efektywnos¢ przenoszenia biatek po transferze sprawdzano
poprzez wybarwianie zeli blekitem Coomassie i wybarwianie bton nitrocelulozowych
czerwienig Ponceau.

3.8.4. Immunodetekcja metodg Western b ot (immunoblotting)

Do detekcji biatka CNP w prébach mielinowych zastosowano metod¢ wzmocnionej
chemiluminescencji (ang. enhanced chemiluminescence — ECL) (Amersham). W badaniach
uzyto monoklonalne przeciwciato anty CNP (Sigma Immunochemicals) rozcienczone 1:500
oraz  anty-mysie drugorzedowe przeciwciala sprzgzone z peroksydaza chrzanowa,
rozcienczone 1:4000 (Amersham).

Do wstgpnego blokowania jak i kolejnych inkubacji stosowano 5% roztwor
odttuszczonego mleka w buforze Tween 20 PBS (TPBS). Buforu TPBS uzywano do ptukania

membran (3 x 10min.) po kolejnych inkubacjach. Po transferze btong nitrocelulozowa
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blokowano przez 1,5 godz. w temperaturze pokojowej. Nastgpnie trzykrotnie ptukano, po
czym znakowano pierwszorz¢gdowym przeciwcialem (1:500) przez 2 godz. w temperaturze
pokojowej. Po trzykrotnym plukaniu, blong nitrocelulozowa znakowano drugorzedowymi
mysimi przeciwciatami (1: 4000) przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Autoradiografie
na kliszach bton nitrocelulozowych przeprowadzono po trzykrotnym przeptukaniu (jak
wyzej). Czas naswietlania klisz Hyperfilm M-ECL (Amersham) wynosit — 30 min.
3.8.5. Oznaczanie aktywno$ci enzymatycznej CNPazy

Aktywno$¢ enzymatyczng CNPazy w probach z homogenatéw mieliny oznaczano wg
metody opisanej przez Kurihara i Tsukada (68) z niewielkimi modyfikacjami (39, 40). Do
prob zawierajacych odpowiednig ilos¢ biatka dodawano substrat — cykliczny adenozyno-2’3’-
monofosfaran i prowadzono inkubacj¢ w 37°C przez 15 min. Reakcj¢ zatrzymywano szybkim
schlodzeniem. Nastgpnie proby nakladano na plytki krzemowe do chromatografii
cienkowarstwowej (DC-Alurolle Silica Gel Fjs4) 1 rozwijano w ukladzie octan
etylu/propanol/amoniak/woda (90:60:40:30). Plamy odpowiadajace substratowi i produktowi
reakcji lokalizowano przy uzyciu lampy UV, wycinano i eluowano w 4 ml 0,01M HCIl.
Absorpcj¢ nadsaczu odczytywano na spektrofotometrze (Beckman) przy = 260 nm wobec
proby standardowej zawierajacej odpowiednie stgzenie substratu, nie poddanego dziataniu
enzymu. Aktywnos¢ specyficzng enzymu okreslano jako ilos¢ moli produktu wytwarzanego
w ciggu 1 minuty w temp. 37°C przez 1 mg bialka.

3.8.6. Densytometria

Do oceny densytometrycznej zeli wykorzystano densytometr laserowy (UltraScan XL,

Pharmacia LKB) i program komputerowy Gel Scan XL (Pharmacia LKB), natomiast do

analizy densytometrycznej immunoblotéw zastosowano program komputerowy Gel Expert

4.0.
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3.8.7. Oznaczenie ilosci grup sulfhydrylowych

Pomiar ilosci grup sulfhydrylowych wykonywano wg metody Sedlak i Lindsay (118).
Ilos¢ biatkowych grup SH (PB-SH) obliczano z r6znicy pomigdzy catkowity iloscia grup SH
(T-SH) a iloscig niebiatkowych grup SH (NP-SH).

3.8.8. Oznaczenie calkowitej ilosci grup SH (T-SH)

Do 50 | homogenatu dodawano 150 1 0,2M TRIS-HCI pH 8,2; 790 10,5% SDS w
buforze 0,2 M TRIS-HC1 i 10ul 0,01 M DTNB [kwas 5, ’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy)].
Proba $lepa nie zawieralta DTNB. Wszystkie proby inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 15 min., mieszajac. Nast¢pnie po wirowaniu (3000 x g przez 15 min.) mierzono
absorpcje prob przy = 412 wobec préby slepe;.

3.8.9. Oznaczenie ilosci niebialkowych grup SH (NP-SH)

Do 500 pl homogenatu dodawano 100 1 50% TCA i wstrzasano 10-15 min. w
temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu (3000 g przez 15 min.) do supernatantu dodawano
0,4 M TRIS-HCI o pH 8,9 w stosunku 1:2. Nast¢pnie dodawano 25 1DTNB i w ciggu 5 min.
mierzono absorpcj¢ przy =412 wobec proby slepej odczynnikowej.

Ilos¢ grup SH obliczano wg krzywej wzorcowej sporzadzonej dla GSH (glutation
zredukowany) w zakresie stezen 1-10 x 10 "M, wg procedury dla T-SH (opisanej wyzej).

3.9. Analiza statystyczna

Analiza statystyczng prezentowanych wynikow przeprowadzano przy uzyciu programu

komputerowego Excel 4.0, stosujac test t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako $rednie +

odchylenie standardowe (SD). Znamienno$¢ statystyczna oznaczono odpowiednio p<0,05;

p<0,01; p<0,001.
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4. WYNIKI
4.1. Zawartos¢ Pb w organizmie szczura w wyniku przewleklej ekspozycji
Wskaznikiem wrazliwosci 1 odpowiedzi organizmu na substancje toksyczne sa
specyficzne wskazniki narazenia (biomarkery). Za podstawowy biomarker narazenia na
toksyczne dzialanie olowiu, jak juz zaznaczono we wstgpie, uznaje si¢ stgzenie tego
pierwiastka we krwi (PbB). W tabeli 3 przedstawiono wyniki pomiaru poziomu otowiu we
krwi u zwierzat kontrolnych i poddanych dziataniu Pb.

Tabela 3.

Poziom Pb we krwi szczurow kontrolnych i przewlekle eksponowanych na olow.

Proba Kontrola Ekspozycja na Pb

Krew (ug/dl) 1,9+ 1,0 (6) 30,60 + 12,0 (7)

Wartosci stanowig Srednig + SD z ilosci oznaczen podanych w nawiasach (p<0,001).

[los¢ otowiu oznaczana we krwi szczurow eksponowanych na olow miescila sie w
zakresie stg¢zen uwazanych za niskie. Nalezy podkresli¢, ze wystgpowal duzy rozrzut
wynikow oznaczen wsrod zwierzat zatrutych Pb, co moze by¢ potwierdzeniem indywidualne;j
wrazliwosci na ten metal. W celu zbadania czy oléw przedostaje si¢ z krwi do médzgu
oznaczono jego zawartos¢ w moézgach zwierzat badanych i kontrolnych. Poréwnawczo
zbadano rowniez ilos¢ Pb w watrobie i1 kosciach szczurdw uczestniczacych w eksperymencie.

Wyniki oznaczen przedstawia Tabela 4.
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Tabela 4.
Zawarto$¢ Pb w mézgu, watrobie i koSciach szczurow kontrolnych i przewlekle

eksponowanych na oléw.

Rodzaj materialu Kontrola Ekspozycja na Pb
( g Pb/g mokrej masy) ( g Pb/g mokrej masy)

Mézg 0,019%(3) 0,03 £ 0,01 (6)
Watroba 0,019* (3) 1,20 + 0,25 (6)
Kosé 0,019*(3) 35,30 £22,1 (6)

Wartosci stanowia srednig £ SD z ilosci oznaczen podanych w nawiasach.
* wartos$¢ ponizej progu wykrywalnosci zastosowanej metody pomiaru.

Zaobserwowano wzrost poziomu Pb zar6wno w moézgu jak i w watrobie i kosciach.
Najwigksze nagromadzenie Pb zaobserwowano w kosciach, co jest charakterystyczne dla

tkanki kostnej oraz przewleklej ekspozycji. Najmniejsze ilosci olowiu wystgpowaty w mdzgu.

Oceniano réwniez jaka ilos¢ Pb gromadzi si¢ w badanej przez nas frakcji mielinowe;j

mozgu oraz porbwnawczo we frakcji synaptosomalnej i homogenacie moézgowym. (Ryc.3)
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homogenat mézgu mielina synaptosomy
Rodzaj materiatu

Ryec. 3. Zawartos$¢ otowiu w homogenacie mézgowym i izolowanych frakcjach: mielinowej i
synaptosomalnej. Wartosci stanowig Srednie z 6 niezaleznych oznaczen. Wszystkie
wartosci w grupie eksponowanej sa wyzsze niz w grupie kontrolnej (p<0,05).

Poziom olowiu wzrasta w znacznie wigkszym stopniu we frakcji mielinowej niz w
homogenacie mozgowym czy frakcji synaptosomalnej o.u.n., co $wiadczy o jego wigkszym
powinowactwie do mieliny niz do innych struktur m6zgu.

PODSUMOWANIE czgsci pracy dotyczacej poziomu olowiu we krwi, wybranych
tkankach oraz frakcjach mozgowych po przewleklej ekspozycji szczuréw na ten metal.

Wykazano, ze:

1.  Oléw z przewodu pokarmowego szczuréow przenikal do krwi w ilosciach, ktore
mieszczg si¢ w zakresie st¢zen uwazanych raczej za niskie.

2. [losé otowiu obecna w homogenatach moézgu byta stosunkowo niska w poréwnaniu
z watrobg czy kosémi, jednakze badania frakcji moézgowych - mielinowej i
synaptosomalnej otrzymanych z mo6zgoéw szczuréw z dojrzala bariera krew/modzg

wykazaly znaczng zdolnos¢ gromadzenia tego metalu.
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3. Wigksza ilos¢ Pb nagromadzona w mielinie w poréwnaniu do homogenatu mézgu i
synaptosomOw s$wiadczy o wigkszym powinowactwie olowiu do tej struktury

mozgu.

4.2. Ocena morfologiczna frakcji mielinowej izolowanej z moézgow szczuréw
kontrolnych i poddanych przewleklej ekspozycji na oléw

Wyrazne podwyzszenie poziomu otowiu w mielinie o.u.n. szczura na skutek przewleklej
ekspozycji na oléw nasuwalo pytanie, czy wptywa on na struktur¢ bton mielinowych?

W celu wyjasnienia tego problemu porownywano preparaty mieliny otrzymane ze
zwierzat kontrolnych i ze zwierzat pojonych wodg z olowiem i oceniano pod mikroskopem
elektronowym budowe mieliny w skrawkach pobranych od zwierzat kontrolnych i badanych z
pogranicza istoty szarej i bialej.

Typowy obraz ostonki mielinowej ,.kontrolnej” na elektrogramach charakteryzuje sie
koncentrycznie, naprzemiennie i dos$¢ $cisle utozonymi blaszkami ciemnymi elektronowo-
gestymi, oddzielonymi od siebie obszarem o malej gestosci elektronooptycznej. (Ryc. 4). We
wngetrzu widkna nerwowego widoczne sa neurotubule o prawidtowej budowie.

U zwierzat eksponowanych na oldw zaobserwowano zmiany morfologiczne w
strukturze blaszek tworzacych ostonki mielinowej. Zmiany te charakteryzowaly si¢ licznymi

odcinkami rozluznionych, rozwarstwionych blaszek ostonki mielinowej (Ryc. 5).
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Ryc. 4. Obraz mikroskopowo-elektronowy ostonki mielinowej szczura kontrolnego;
powigkszenie x 60 000. ( - mielina)

Ryc. 5. Obraz mikroskopowo-elektronowy ostonki mielinowej szczura eksponowanego
przewlekle na olow; powigkszenie x 40 000. . - - mielina)



48

W obrazach mikroskopowo-elektronowych poszczegdlne ostonki widkien nerwowych
rdznity si¢ iloscig zmienionych patologicznie odcinkdw. W celu ilosciowego pordwnania
zmian w poszczegolnych ostonkach mielinowych po ekspozycji otowiowej przeprowadzono
analiz¢ morfometryczng profili tych ostonek. Zliczano ilos¢ zmienionych miejsc w obrgbie
kazdej oddzielnej ostonki i podzielono te zmiany na trzy grupy:

grupa | - ostonki mielinowe bardzo zmienione (liczne miejsca uszkodzen, powyzej 5 w
obrebie jednej ostonki),

grupa II - oslonki mielinowe czg¢sciowo zmienione (1-5-ciu zmienionych miejsc w
obrebie jednej ostonki, w tym lagodniejsze zmiany ultrastrukturalne ograniczajace si¢ do
rozluznienia upakowania bton),

grupa III - ostonki mielinowe niezmienione (brak zmian na poziomie ultrastrukturalnym
- obraz taki sam jak w przypadku preparatow kontrolnych).

Przeprowadzona analiza morfometryczna 50 profili ostonek mielinowych wybranych
losowo wykazata, ze ostonki mielinowe bardzo zmienione (grupa I) stanowia 20%, ostonki
mielinowe czesciowo zmienione (grupa II) stanowig 70%, a ostonki niezmienione (grupa III)

jedynie 10% wszystkich ocenianych profili ostonek mielinowych.

4.3. Ocena morfologiczna oligodendrocytéw w mozgach szczuréw kontrolnych
i poddanych przewleklej ekspozycji na olow
Wyniki badan mikroskopowo-elektronowych ultracienkich skrawkow pochodzacych z
mozgow  szczuroOw  eksponowanych przewlekle na oléw wykazaly zmiany w
oligodendrocytach — komorkach odpowiedzialnych za wytwarzanie mieliny.
Zmiany te dotyczyly zarowno struktury jadra jak i cytoplazmy (Ryc. 6, 7). Chromatyna
jadrowa ulegla rozproszeniu, nie widywano struktur jaderkowych. Strefa aparatu Golgiego

byla ograniczona do pojedynczych cystern oraz nielicznych pecherzykow. Wiele
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mitochondriow wykazywato cechy obrzmienia. W cytoplazmie obserwowano rowniez wolne

rybosomy nie zwigzane z kanalami siateczki srodplazmatyczne;.

Ryc. 6. Obraz mikroskopowo-elektronowy mozgu szczura kontrolnego; powiekszenie x
15000. (J-jadro kom. oligodendrocytarnej, G-aparat Golgiego)
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Ryec. 7. Obraz mikroskopowo-elektronowy moézgu szczura eksponowanego przewlekle na
olow; powigkszenie x 35000. (J-jadro kom. oligodendrocytarnej, G-aparat Golgiego,
Mt-mitochondrium, M-ostonka mielinowa)

PODSUMOWANIE czgéci pracy dotyczacej zmian morfologicznych w ostonkach

mielinowych i oligodendrocytach mdzgu szczura po przewleklej ekspozycji zwierzat na otéw.

W badaniach mikroskopowo-elektronowych wykazano, ze otéw przedostajacy si¢ do
mozgu szczuréw w czasie ich przewleklej ekspozycji na ten pierwiastek powoduje:

1. Istotne zmiany w budowie ostonek mielinowych przemawiajace za gigboka patologia

2. Liczne zmiany morfologiczne w budowie oligodendrocytow.

4.4. Wplyw olowiu na stan plynnosci blon mieliny
4.4.1. Ocena stanu plynnosci blon mieliny technika EPR
Obserwowane zmiany morfologiczne w strukturze ostonki mielinowej u zwierzat
zatrutych otowiem nasuwaly pytanie: ,,W jaki sposob moze dochodzi¢ do tak znacznych
uszkodzen blaszek mielinowych, czy bezposrednia przyczyna moze by¢ zaburzenie ptynnosci
blon?” Aby odpowiedzie¢ na powyzsze pytania podjeto szereg fizykochemicznych badan.

Zastosowano technik¢ Elektronowego Rezonansu Paramagnetycznego (ERR) doktadnie
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opisang w rozdziale Metody (nr 3.5.1.). Postanowiono sprawdzi¢, czy oléw wplywa na
ruchliwos$¢ tancuchéw weglowodorowych w hydrofobowym rejonie bton mieliny. Uzyskane
wyniki umozliwily wyliczenie parametru uporzadkowania (S) blon mieliny znakowanych
znacznikiem spinowym (estrem metylowym kwasu 5-doksylostearynowego). Parametr ten
stuzy do oceny stanu blon. Im mniejsza jest;jego wartos$¢, tym wigksze nieuporzadkowanie.

U zwierzat poddanych przewleklej ekspozycji na otoéw stwierdzono obnizenie parametru
uporzadkowania, co oznacza wzrost plynnosci bton mielinowych u tych zwierzat.
Obserwowany spadek byt istotny statystycznie. Dane doswiadczalne odznaczaly si¢ niskim
odchyleniem standardowym p<0.01. Tak wigc uzyskane wyniki wskazuja na zwigkszong

plynnos¢ bton mielinowych u zwierzat przewlekle eksponowanych na otéw. (Ryc. 8)

Ryc. 8. Wplyw otowiu na parametr uporzadkowania lipidow wyznaczony z widma EPR
znacznika estru metylowego kwasu 5'-doksylostearynowego. Diagramy reprezentuja
$rednie +SD z 7 niezaleznych pomiaréw (* p< 0,01).
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4.4.2. Ocena stanu plynnosci blon mieliny metodg spektrofluorymetryczng
Zmiany ptynnosci bton mieliny oznaczono dodatkowo metoda spektrofluorymetryczna
(Metody nr 3.5.2.), uzywajac znacznika fluorescencyjnego 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrienu
(DPH). Zwiazek ten dostarcza informacji o lepkosci wewngtrznej warstwy lipidowej btony.
Wartosci wspdlczynnika fluorescencji (a), bedacego miarg ptynnosci dwuwarstwy
lipidowej btony komorkowej, wyznaczone dla mieliny zwierzat eksponowanych na otow i

kontrolnych zostaly przedstawione na Ryc. 9.

Ryec. 9. Wspotczynnik anizotropii fluorescencji dla znacznika DPH w mielinie otrzymanej ze
zwierzat kontrolnych i eksponowanych na Pb. Diagramy reprezentujg srednie + SD z 7
niezaleznych pomiarow.

Warto$¢ wspolczynnika anizotropii fluorescencji (a) wyznaczona dla zwierzat zatrutych
olowiem ulegala obnizeniu w poréwnaniu z wartoscia kontrolng. Spadek wartosci
wspoiczynnika anizotropii byl statystycznie znamienny przy p<0.01.

Podobnie ;jak w przypadku pomiaréw technika EPR otrzymano wynik $wiadczacy o

zwigkszeniu plynnosci blon mielinowych u zwierzat przewlekle eksponowanych na otéw.
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PODSUMOWANIE czegséci pracy dotyczacej badan fizykochemicznych okreslajacych
plynnos¢ blon mieliny u szczuréw kontrolnych i przewlekle eksponowanych na otoéw.

1. Badania metodami EPR i spektrofluorymetryczna dostarczyly dowodéw na zaburzenia
plynnosci bton mieliny (zwigkszenie ptynnosci) w warunkach przewleklej ekspozycji
na oléw.

2. Zwigkszenie plynnosci blon mieliny moze by¢ bezposrednim czynnikiem sprawczym

obserwowanych zmian morfologicznych.

4.5. Poszukiwanie biochemicznych, molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za zaburzenia plynnosci blon mieliny w warunkach
przewleklej ekspozycji na olow

Plynno$¢ blon zalezy od wielu czynnikéw takich jak: stosunek bialek i lipidow w
blonie, stosunek nasyconych i nienasyconych kwasow tluszczowych, zawartos¢ cholesterolu,
rozktad glikolipidow, czy ilos¢ jondow zwiazanych z blonami.

Biorac pod uwagg¢ obserwowane w niniejszej pracy zmiany morfologiczne oraz
zwigkszona plynnos¢ blon mieliny w warunkach zatrucia otowiem, postanowiono poszukaé
biochemicznych, molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za te zmiany. Uwage
skupiono na dwu podstawowych komponentach bton:

lipidowej — oceniajac wplyw przewleklego dzialania niskich dawek ofowiu na
peroksydacj¢ lipidow oraz na ilosciowy 1;jakosciowy sktad fosfolipidow i cholesterolu;

biatkowej — okreslajac toksyczna role olowiu w ilosciowej 1 jakosciowej zawartosci
bialek mielinowych, poziomie grup —SH oraz aktywnosci (kinetyki) i immunodetekcji CNP-

azy - specyficznego enzymu mieliny.
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4.5.1. Komponenta lipidowa mieliny szczuréw a przewlekle zatrucie

olowiem

4.5.1.1. Wplyw  przewleklego zatrucia olowiem na procesy
peroksydacyjne w mozgu

Z literatury wiadomo, ze peroksydacja lipidow prowadzi do zmian struktury blony
komorkowej wywolanej przez atak wolnych rodnikéw tlenowych na kwasy tluszczowe.
Wiadomo tez, ze substancje toksyczne sa jednym z czynnikdw, ktére uruchamiajg badz
wzmagaja procesy wolnorodnikowego utleniania oraz, ze oldw wzmaga zelazozalezng
peroksydacje¢ w watrobie, erytrocytach i surowicy. Wydawalo si¢ zasadne sprawdzenie, czy
przewlekle zatrucie otowiem powoduje wzmozenie peroksydacji lipidow w mozgu, co
mogloby by¢ jednym z mechanizméw prowadzacych do obserwowanych przez nas zmian w
budowie otoczek mielinowych i ptynnosci mieliny.

Badania stgzenia wskaznika peroksydacji lipidow — aldehydu malonylowego (MDA) w
preparatach mieliny o.u.n. nie wykazaly statystycznie znamiennych réznic pomiedzy mieling
otrzymana ze zwierzat kontrolnych i zatrutych olowiem. Otow nie indukowal procesow
peroksydacyjnych (peroksydacja samoistna), ani tez nie wykazywatl wpltywu na zelazozalezna

peroksydacje w preparatach mieliny w zadnym z badanych stg¢zen biatka Ryc. 10, Ryc.11.



55

Ryc. 10. Peroksydacja samoistna i Fe’ zalezna w preparatach mieliny otrzymanych ze
szczurOw kontrolnych i eksponowanych na otow. Wartosci sa srednimi +SD z 6
doswiadczen. Roznice statystycznie nieznamienne (p>0,05).

Ryc. 11. Peroksydacja Fe - zalezna w preparatach mieliny otrzymanych ze szczurow
kontrolnych i eksponowanych na otéw w zaleznosci od st¢zenia biatka. Wyniki sa
$rednimi *+ SD z czterech doswiadczen (p>0,05).
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Brak wzmozenia procesow wolnorodnikowego utleniania lipidow w mielinie w
przewleklej toksycznosci olowiowej in vivo przy niskich stgzeniach olowiu w mozgu
potwierdzaja badania in vitro, w ktorych nawet duze st¢zenia octanu olowiu nie powoduja

zwigkszenia Fe3+zaleznej peroksydacji w homogenatach mézgu. (Ryc. 12)

Ryc. 12. Peroksydacja Fe* w homogenatach mézgu w badaniach in vitro w zaleznosci
od stgzenia octanu otowiu. Dane sa srednimi + SD z dziewigciu oznaczen. (p>0,05).

Poréwnawczo zbadano wplyw przewleklego zatrucia otowiem na peroksydacje lipidow
w homogenatach watroby gdzie w przeciwienstwie do mieliny wykazano istotny wzrost

peroksydacji zelazozaleznej (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Peroksydacja samoistna i Fe** zalezna w homogenatach watroby
otrzymanych ze szczuréw kontrolnych i eksponowanych na otéw. Wyniki sa
sredniag  SD z trzech doswiadczen, * p<0,001.

PODSUMOWANIE czgsci pracy dotyczacej peroksydacji lipidow mieliny o.u.n. otrzymane;j
z mozgdw szczurdw kontrolnych i poddanych przewleklej ekspozycji na otow.

Oléw zaréwno w przewleklym narazeniu in vivo, jak rowniez w doswiadczeniach in
vitro nie indukowal proceséw peroksydacyjnych (peroksydacja samoistna) ani tez nie
wywieral wplywu na Fe~ zalezng peroksydacje lipidow mieliny mézgu w przeciwienstwie do
homogenatow watroby gdzie obserwowano istotny wzrost peroksydacji w przewleklej

toksycznosci otlowiowe;.

4.5.1.2. Wplyw przewleklego zatrucia olowiem na poziom cholesterolu
w mielinie o.u.n.
Znaczny wplyw na plynnos¢ blon biologicznych wywiera obecnos¢ i poziom zawartego

w nich cholesterolu, ktéry zawiera w swojej czasteczce obszerny rdzen steroidowy z grupa
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hydroksylowa i elastyczny ,,ogon” weglowodorowy. Pordéwnanie catkowitego stezenia
cholesterolu w izolowanych frakcjach mielinowych otrzymanych ze zwierzat przewlekle
zatrutych olowiem i kontrolnych nie wykazato jednak istotnych réznic pomiedzy obydwoma

grupami. (Ryc. 14)

Ryc. 14. Zawartos¢ cholesterolu w mielinie otrzymanej ze zwierzat kontrolnych i
eksponowanych na otéw. Wyniki stanowia srednie + SD z pieciu niezaleznych
doswiadczen (p>0,05).

Poziom cholesterolu praktycznie nie zmienial si¢ pod wplywem przewleklego

zatrucia ofowiem. Niewielkie roznice byly statystycznie nieznamienne.

4.5.1.3. Wplyw przewleklego zatrucia olowiem na komponentg
fosfolipidowg mieliny
Badanie poziomu fosfolipidow catkowitych we frakcjach mielinowych wyizolowanych ze
zwierzat eksponowanych na oléw nie wykazalo statystycznie znamiennych réznic w ich ilosci

w porownaniu do kontroli (Tabela 5).
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Tabela 5.

Wplyw Pb na caltkowita zawartos¢ fosfolipidow we frakcji mielinowej.

Calkowite fosfolipidy (nmole/mg biatka)
Kontrola FEkspozycja na Pb

1035,0 +100,1 1070,2 £ 105,8

Dane sa srednimi z 6 r6znych doswiadczen. Réznice statystycznie nieznamienne (p>0,05).

Oznaczajac poziom poszczegolnych klas fosfolipidéow, otrzymanych po rozdziale
chromatograficznym, zaobserwowano istotne zmiany w ilosci fosfatydyloetanoloaminy (PE)

migdzy probami kontrolnymi i badanymi (Ryc. 15).

kontrola ekspozycjana Pb

Ryc. 15. Poziom PE w mielinie kontrolnej i otrzymanej ze zwierzat zatrutych otowiem.
Wartosci sg srednimi + SD z 6 niezaleznych doswiadczen, *p<0,05.



60

Poziom PE w mielinie zwierzat zatrutych olowiem byl wigkszy w poréwnaniu z
kontrola, a réznica ta byla statystycznie znamienna. W pozostatych klasach fosfolipidow nie
odnotowano statystycznie znamiennych ilosciowych roznic (Tabela 6).

Tabela 6.

Zawartos¢ fosfolipidow w mielinie otrzymanej ze zwierzat kontrolnych i przewlekle

eksponowanych na olow.

Fosfolipid Kontrola Ekspozycja na Pb
(nmole/mg bialka)
SM 61,0+22 74£129
PS 131,0£ 19,2 138,1 £12,0
Pl 45,0 £10,5 50,1 £19.,8
PC 264,0 £31,0 257,0£21,2

Dane sg $rednimi £ SD z 6 niezaleznych do$wiadczen. Roznice statystycznie nieznamienne.
p>0,05 (SM - sfingomielina, PS - fosfatydyloseryna, PI - fosfatydyloinozytol i PC -
fosfatydylocholina)

Na ryc.16 przedstawiono roznice stosunku PE/PC w mielinie kontrolnej i otrzymanej ze

zwierzat eksponowanych na otow.
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Ryc. 16. Wplyw olowiu na proporcj¢ PE/PC w mielinie otrzymanej z moézgoéw zwierzat
kontrolnych i eksponowanych na otow, *p<0,05.

PODSUMOWANIE czgsci pracy dotyczacej wptywu przewleklego zatrucia otowiem na
cholesterol i komponent¢ fosfolipidowa mieliny.
1. Olow nie powodowal zmian w poziomie cholesterolu bgdacego sktadowa blon
mieliny.
2. W warunkach zatrucia olowiem zaobserwowano statystycznie znamienny wzrost
fosfatydyloetanoloaminy przy braku zmian w ilosci innych badanych fosfolipidow.

3. Powyzsze zmiany prowadzity do wzrostu stosunku PE/PC.

4.5.2. Ocena komponenty bialkowej mieliny szczuréw kontrolnych i
zatrutych olowiem
Wiadomo, ze zwigkszenie zawartosci PE w stosunku do PC, przy jednoczesnym
obnizeniu ilosci grup —SH moze prowadzi¢ do utraty asymetrii blon oraz powstawania domen
lipidowych polaczonych z tworzeniem mostkéw siarczkowych, co skutkuje destabilizacja

dwuwarstwy i zmiang oddziatywan lipid-biatko. Wiadomo réwniez, ze metale cigzkie maja
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duze powinowactwo do biatkowych grup sulthydrylowych (—=SH). Dotychczas jednakze brak
bylo danych dotyczacych wplywu olowiu na ilo$¢ grup —SH w mielinie.
Zbadano zatem poziom grup —SH we frakcjach mielinowych otrzymanych ze szczurow

kontrolnych i po ekspozycji na Pb.

4.5.2.1. Wplyw olowiu na stegzenie niebialkowych i bialkowych grup -SH
w mielinie zwierzat kontrolnych i przewlekle zatrutych olowiem
[los$¢ niebiatkowych grup —SH ksztaltowala si¢ na niskim poziomie i byla podobna w
obydwu grupach zwierzat (eksponowanej na otéw i kontrolnej) (Tabela 7).

Tabela 7.
Zawarto$¢ niebialkowych grup SH we frakcji mielinowej szczuréw kontrolnych i

zatrutych olowiem.

Stezenie niebialkowych grup SH (nmole/m!} préby)

Kontrola Ekspozycja na Pb

0,009 = 0,003 0,008 + 0,002

Wartosci stanowig $rednie £+ D z 4 niezaleznych eksperymentow. Rdznice statystycznie
nieznamienne. p>0,05

W przypadku biatkowych grup —SH we frakcjach mielinowych uzyskanych z obydwu
grup szczurdw wystgpowaly wyrazne roznice. W mielinie mdozgéw zwierzat zatrutych
olowiem, stezenie bialkowych grup —SH obnizalo si¢ o 20% w poréwnaniu do wartosci

kontrolnych (Ryc. 17).
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Ryc. 17. Poziom biatkowych grup -SH w mielinie kontrolnej i w mielinie otrzymanej ze
zwierzat zatrutych olowiem. Wartosci sg Srednimi = SD z 6 niezaleznych
doswiadczen,*p<0,05.

4.5.2.2. Wplyw przewleklej ekspozycji na oléw na calkowite stezenie
bialka w mielinie
Wyraznie zaznaczony spadek ilosci biatkowych grup -SH we frakcji mielinowej
otrzymanej ze zwierzat eksponowanych na oléw, nasuwal pytanie, czy ilos¢ bialek
mielinowych réwniez si¢ zmienia. W tym celu z homogenatow mozgowych szczurow
zatrutych olowiem i kontrolnych wyizolowano frakcje mielinowe, a nastgpnie dokonano
pomiaru catkowitego st¢zenia biatka. Otrzymane wartosci dla grupy eksponowanej na Pb nie

réznily si¢ w poréwnaniu z grupg kontrolna. (Tabela 8)
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Tabela 8.

Wplyw Pb na calkowita zawarto$¢ bialek we frakcji mielinowej.

Calkowite bialko (mg/g mézgowia)

Kontrola Ekspozycja na Pb

7,31 £ 1,18 7,25 £ 0,97

Wartosci stanowia $rednie = SD z 6 niezaleznych eksperymentow. Roznice sg statystycznie
nieznamienne. p>0,05

4.5.2.3. Sklad bialkowy mieliny oSrodkowego ukladu nerwowego u
zwierzat eksponowanych na oléw

Mimo, ze poréwnanie calkowitego st¢zenia bialek w wyizolowanych frakcjach
mielinowych szczuréw z obydwu grup eksperymentalnych nie wykazalo réznic,
postanowiono okresli¢ sktad biatek mielinowych. W tym celu przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny bialek frakcji mielinowych w zelu poliakrylamidowym.

Utrwalone zele zostaly poddawane obrdbce densytometrycznej, z wykorzystaniem
programu komputerowego Gel-Scan. W rozdziatach elektroforetycznych bialek nie
zaobserwowano istnienia wyraznych roznic ani w ilosci, ani w sktadzie biatkowym mieliny
otrzymanej ze zwierzat eksponowanych na oldéw w porownaniu z kontrolg. Analiza

densytometryczna otrzymanych zeli nie wykazala statystycznie znamiennych roznic (Ryc.

18).
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Ryc. 18. Reprezentatywne zdjgcie rozdziatu elektroforetycznego (SDS-PAGE) bialek mieliny
mdzgu szczura kontrolnego (co) 1 poddanego przewleklej ekspozycji na otow (Pb), po
wybarwieniu bigkitem Coomassie.

Zatem jednoczesnie ze zmniejszeniem ilosci grup —SH nie zaobserwowano statystycznie
znamiennych réznic w ilosci poszczegoélnych biatek mielinowych, po ekspozycji na Pb.
Istniata jednak mozliwo$¢, ze zmniejszenie poziomu biatkowych grup —SH moze wplywac na
zmiany w aktywnosci czgsci enzymow, ktdre posiadaja grupy sulthydrylowe. Jak podano we
wstepie specyficznym enzymem mieliny jest CNPaza spelniajgca prawdopodobnie rolg
transportera sktadnikéw mieliny. Postanowiono sprawdzi¢ czy i na ile przewlekle zatrucie

olowiem modyfikuje aktywnos¢ tego enzymu oraz wplywa na ilo$¢ tego biatka w mielinie.

4.5.2.4. Wplyw olowiu na aktywnos$¢ 2’3’cyklicznej nukleotydo-
3’fosfodiesterazy (CNP-azy)
Wyniki pomiaru specyficznej aktywnosci enzymatycznej CNP-azy we frakeji
mielinowej wykazaly jej obnizenie w grupie eksponowanej na olow, siegajace ok. 20%.

(Ryc. 19).
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Ryc. 19. Aktywnos¢ CNP-azy w mielinie izolowanej ze zwierzat kontrolnych i zatrutych
olowiem. Wartosci prezentuja srednig + SD z siedmiu niezaleznych doswiadczen,
*
p<0,05.

Aktywnos$¢ enzymatyczna CNP-azy jest zalezna od st¢zenia biatka (Ryc. 20), czasu
inkubacji (Ryc. 21) oraz stgzenia substratu (Ryc. 22 A, B), zgodnie z modelem kinetycznym

Michaelisa-Menten.
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Ryc. 20. Aktywnos¢ CNP-azy w roznych st¢zeniach biatka w mielinie otrzymanej ze
zwierzat kontrolnych i zatrutych Pb. Wartosci prezentuja srednig + SD z czterech
niezaleznych doswiadczen, p<0,05.

Ryc. 21. Aktywnos¢ CNP-azy w mielinie otrzymanej ze zwierzat kontrolnych i
zatrutych Pb;jako funkcja czasu. Kazdy punkt stanowi srednig arytmetyczna + SD z
5 niezaleznych doswiadczen, p<0,05.
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Ryc. 22A. Aktywnos¢ CNP-azy w mielinie kontrolnej jako funkcja st¢zenia substratu.
Kazdy punkt reprezentuje $rednia z pigciu niezaleznych doswiadczen, SD <5%.

Ryc. 22B. Aktywnos¢ CNP-azy w mielinie zwierzat zatrutych otowiem jako funkcja
stezenia substratu. Kazdy punkt reprezentuje Srednig z pigciu niezaleznych
doswiadczen, SD<5%.
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Vmax ©0znacza szybkos$¢ reakcji w warunkach calkowitego wysycenia enzymu
substratem. Stala Michaelisa (K ) jest rowna takiemu stgzeniu substratu, dla ktorego
szybkos¢ reakcji (V) osiagnela potowe swojej wartosci maksymalnej (V= Vipax 2). Z badan
niniejszej pracy wynika, ze Ky dla CNPazy w warunkach kontrolnych wynosi 1,64 mM, a

Vi =134 mol / mg biatka (Rys.20A), natomiast w warunkach przewleklego zatrucia

olowiem odpowiada nastgpujacym wartosciom: Kpg = 2,15 mM, Viax =11,2 mol / mg

biatka (Rys.20B). W przypadku inhibicji kompetycyjnej warto$¢ Vy.x nie zmienialaby sig,
zwigkszeniu ulegalaby jedynie wartos¢ Ky Natomiast w klasycznym przypadku inhibicji
niekompetycyjnej nie obserwowana bylaby zmiana wartosci Ky, tylko zmniejszona bytaby
warto$¢ Vmax W przypadku dzialania olowiu na CNPaz¢ mamy do czynienia z inhibicjq
mieszana, gdyz Pb wplywa zar6wno na wigzanie substratu, jak i na liczb¢ obrotow enzymu.
W kolejnych badaniach konsekwentnie sprawdzano, czy réwnolegle z obnizeniem
specyficznej aktywnosci CNP-azy zmienia si¢ ilo$¢ tego enzymu w grupie zwierzat

eksponowanych na otow.

4.5.2.5. Wplyw olowiu na zawartos¢ CNP-azy w mielinie
Identyfikacja zawartosci CNPazy we frakcji mielinowej prowadzona za pomocg
immunodetekcji i analizy densytometrycznej uzyskanych immunoblotéw z wykorzystaniem
programu komputerowego Gel-Expert 4.0, wykazaly zmniejszenie ilosci biatka CNP u

zwierzat eksponowanych na otéw o 20% w poréwnaniu z kontrola, (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Porownanie wzglednej zawartosci biatka CNPazy we frakcji mielinowej
szczura kontrolnego i poddanego przewleklej ekspozycji na otow.

Rycina obrazuje wyniki densytometrit 5 r6znych immunoblotéw, przedstawionych jako
% kontroli.
PODSUMOWANIE czgsci pracy dotyczacej oceny komponenty biatkowej mieliny szczurow
kontrolnych i zatrutych otowiem.
1. Wykazano statystycznie znamienne obnizenie ilosci biatkowych grup —SH w mielinie
szczuréw zatrutych Pb.
2. Przewlekla ekspozycja na Pb prowadzi do obnizenia zaréwno ilosci bialka jak i

aktywnosci enzymatycznej CNPazy.
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5. DYSKUSJA

Tematem niniejszej pracy byla ocena wrazliwosci mieliny osrodkowego ukladu
nerwowego szczura z wyksztalcong bariera krew/moézg na przewlekle zatrucie niskimi
stezeniami olowiu imitujace skazenie s$rodowiska, jak rowniez préba poszukiwania
biofizycznych, biochemicznych mechanizmow, ktore moglyby by¢ odpowiedzialne za
zaburzenia w budowie mieliny.

Kierujac si¢ wyborem najmniej inwazyjnej metody zastosowano ekspozycj¢ polegajaca
na podawaniu szczurom do picia wody z dodatkiem octanu olowiu. Do doswiadczen uzyto
octan olowiawy, ktory w przeciwienstwie do innych zwiazkow olowiu charakteryzuje sie
dobra rozpuszczalnoscia w wodzie. Dzienna dawka otowiu jaka otrzymywaly zwierzeta
miescila si¢ w granicach stgzen uwazanych za niskie (52, 62, 147).

Zastosowany model zatrucia jest zgodny z opisywanym w literaturze modelem badan
nad toksycznos$cia niskich dawek otowiu i dobrze imituje narazenie Srodowiskowe na ten
metal (52, 62, 129).

Ze wzgledu na wysokie ryzyko jakie niesie toksyczne dzialanie otowiu na dzieci uwaga
badaczy skupiala si¢ glownie na mlodych organizmach. Wigkszos¢ badan dotyczacych
wplywu olowiu na mieling o.u.n. przeprowadzano na noworodkach szczurzych. Zwierzgtom
podawano oléw w bardzo wysokich stezeniach, co powodowalo znaczny deficyt
komponentéw mieliny, zarowno we frakcji biatkowej jak i lipidowej.

Mielinogeneza przebiega w dokladnie zdefiniowanym okresie rozwoju osobniczego
organizmu i wedlug $cisle okreslonego programu. Proces mielinizacji zaczyna si¢ w zyciu
ptodowym i konczy w roznym okresie po narodzinach w zaleznosci od gatunku. Szczyt
procesu mielinizacji o.u.n. u zdrowego szczura przypada na 18 dzien zycia (7). Dlatego tez u
szczurO6w poddanych bardzo wczesnej (tj. prenatalnej lub wezesno postnatalnej) ekspozycji na

oléw obserwowano duze zmiany w ostonce mielinowej o.u.n..
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Szczeg6lna wrazliwo$¢ mlodych organizméw na toksyczne dzialanie otowiu wiazana
jest z niedojrzaloscia bariery krew/moézg. Jedna z funkcji bariery krew/mozg jest
zabezpieczenie moézgu przed wnikaniem z krwi substancji toksycznych. U organizmow
mlodych kiedy bariera krew/moézg nie spelnia swojej funkcji ochronnej obserwuje sie wzrost
stezenia olowiu w mézgowych naczyniach krwionosnych jak i w tkance mozgowej (86, 104,
105, 147). Przez dlugi czas uwazano, ze dobrze wyksztalcona bariera krew/moézg jest
wystarczajacq ochrong dla mézgu przed wnikaniem otowiu.

Badania z kofca XX wieku wykazaly, ze oléw moze pokonywaé rowniez dobrze
wyksztalcong barier¢ krew — mozg. Udowodniono, ze kapilary mézgowe sa miejscem
szczegblnie wysokiej kumulacji olowiu w poréwnaniu z innymi strukturami mézgowymi,
nawet w warunkach narazenia na niskie st¢zenia olowiu. Ol6w moze przedostawac sie do
mozgu szczuréw dorostych na skutek zwigkszonego transportu pinocytarnego przez
cytoplazm¢ komorek endotelialnych lub tez otwierania si¢ S$cistych polaczen
interendotelialnych (104, 105, 140, 142). W 1993 roku Deane i Bradburg (17) opracowali
model transportu Pb przez endotelium mikronaczyn moézgowych u dorostych szczurow,
ktorego mechanizm polega na biernej dyfuzji kompleksu jonowego Pb(OH)'zgodnie z
gradientem elektrochemicznym. Przechodzenie tego kompleksu w kierunku przeciwnym jest
ograniczane przez Ca-ATPaz¢. Hipotezg, ze otéw przedostaje si¢ przez dwuwarstwe lipidowa
na zasadzie biernej dyfuzji jonéw Pb(OH)" potwierdzity doswiadczenia in vitro
przeprowadzone na liposomach otrzymanych z lipidow mieliny (38).

W niniejszej pracy po raz pierwszy opisano przewlekle dziatanie niskich st¢zen otlowiu
na mieling o.u.n. u organizméw z wyksztalcong barierg krew/mozg. Roztwor olowiu zaczeto
podawaé¢ szczurom trzytygodniowym, ktore jak wiadomo z literatury maja w pelni

wyksztalcong barier¢ krew/mozg (37, 136).
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Podstawowa funkcja o.u.n. jak wiadomo jest generowanie impulsow i ich przewodzenie.
Nasze wczesniejsze badania dotyczace przewleklej toksyczno$ci niskimi stezeniami Pb
wykazaly, ze funkcje te moga by¢ zaburzone poprzez zmiany w procesach energetycznych
zakonczen nerwowych (111, 121, 124). W niniejszej pracy zwrdcono uwage na zmiany w
strukturze mieliny wywotane otowiem, ktoére niewatpliwie moga powodowaé zaburzenia w
przewodzeniu impulsow.

Obserwowane przez nas zaburzenia prawidlowej struktury otoczki mielinowej
wyrazajace si¢ obecnoscia fragmentow bton o rozluznionej strukturze blaszek mielinowych, z
powigkszeniem 1 rozdgciem przestrzeni migdzylamelarnych, lub tez zatartym obrazem
poszczegolnych blaszek, wskazuja na destrukcyjne dzialanie olowiu. W naszych badaniach
zaobserwowaliSmy bardzo duzy wzrost st¢zenia Pb we frakcji mielinowej, wigkszy niz w
homogenacie mozgowym czy frakcji synaptosomalnej. Wydaje si¢ zatem, ze w modzgu
wlasnie mielina jest najbardziej narazona na ,atak” olowiu. Dlatego tez obserwowane
zaburzenia w strukturze mieliny sa tak liczne. Az w 90% obrazow z mikroskopu
elektronowego skrawkow otrzymanych ze zwierzat poddanych przewleklej ekspozycji na
oléw wykazane zostaly zmiany. Mikroskopowo-elektronowe obserwacje komorek
oligodendrocytarnych, ktére jak wiadomo sa odpowiedzialne za wytwarzanie mieliny w
o.u.n., rowniez wykazaly zmiany struktury w warunkach ekspozycji na Pb. Wyniki te sg
zgodne z doswiadczeniami Denga 1 Poretza (2001), prowadzonymi na hodowlach
komoérkowych, gdzie wykazano rowniez wysoka wrazliwos¢ oligodendrocytow, a zwlaszcza
prooligodendrocytow na toksyczne dzialanie olowiu (34, 35). Badania te potwierdzaja
hipotez¢ o szczegdlnej wrazliwosci bardzo miodych organizmdéw na toksyczne dzialanie

olowiu.
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Fizykochemiczne badania prowadzone w niniejszej pracy wykazaly, ze obserwowane
zaburzenia w strukturze otoczki mielinowej majaq bezposredni zwigzek ze zwigkszeniem
ptynnosci blon mieliny w warunkach toksycznosci otowiowej.

Jak juz zaznaczono we wstgpie ptynnos¢ bton biologicznych zalezy od wielu czynnikow
takich jak: stosunek biatek i lipidow w blonie, stosunek nasyconych i nienasyconych kwasow
ttuszczowych, poziom poszczegdlnych fosfolipidow, zawartos¢ cholesterolu, glikolipidow,
poziom zwiazanych z blona jonéw Ca>" i Mg”". Znane sa prace o wplywie olowiu na skiad
blon komoérkowych watroby i erytrocytow (41, 42), podkreslajace zwigkszenie stezenia
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, gtownie kwasu arachidonowego (72) Dotychczas
jednak brak bylo danych dotyczacych przewleklego dziatania otowiu na skiad chemiczny i
ptynnos¢ blon mieliny o.u.n. u zwierzat z wyksztalcona barierg krew-mozg.

Jak wykazano w niniejszej pracy bezposrednia przyczyna obserwowanych zmian
morfologicznych ostonki mielinowej szczurow poddanych przewleklej ekspozycji na otdéw
jest zmiana plynnosci bton mielinowych (32), co moglo sugerowaé obnizenie poziomu
cholesterolu obecnego w btonie. Zwigzek ten jak wiadomo w swojej budowie czasteczkowe;
ma sztywne pierscienie sterydowe, przez co spetnia role regulujaca i stabilizujaca ptynnosé
frakcji lipidowej blon komorkowych. Mielina charakteryzuje si¢ duza zawartoscia tego
sterydu siggajaca 30% catkowitych lipidow (93). Wbrew oczekiwaniom w stosowanym
modelu przewleklego narazenia na oldow nie zaobserwowano roznic w ilosci cholesterolu w
poréwnaniu z warunkami kontrolnymi.

Poszukujac innych subkomorkowych mechanizméw odpowiedzialnych za zwigkszong
plynnos¢ blon mieliny o.u.n. u szczurow eksponowanych na oléw skupiono uwage na
najliczniejszym ilosciowo sktadniku lipidow bton mielinowych — fosfolipidach.

W technice elektronowego rezonansu paramagnetycznego parametr uporzadkowania

mierzy sprezystosc lipidowego znacznika wprowadzonego do dwuwarstwy lipidowej. Dluga



75

o$ znacznika umiejscowiona jest prostopadle do plaszczyzny powierzchni blony. Parametr
uporzadkowania jest pomiarem amplitudy ruchu molekularnej dlugiej osi wokét Sredniej
orientacji tancucha kwasu tluszczowego w dwuwarstwie lipidowej (65). Gdy ruch znacznika
nie wyst¢puje maksymalna warto$¢ parametru uporzadkowania wynosi 1, gdy ruch znacznika
jest izotropowy osiagana :jest minimalna warto$¢ wynoszaca 0. Ptynnos$¢ frakeji lipidowych
bton bezposrednio zalezy od ruchliwosci samych czasteczek fosfolipidow,jak rowniez od ich
fancuchow weglowodorowych. Ruchy tancuchow kwasow tluszczowych zalezg od ich
dtugosci oraz ilosci wigzan nienasyconych. Fosfolipidy cholinowe (fosfatydylocholina PC i
sfingomielina SM) maja mniej nasycone tancuchy kwaséw tluszczowych w poréwnaniu z
fosfolipidami aminowymi (fosfatydyloetanoloamina PE 1 fosfatydyloseryna PS) (154).
Odpowiednie rozmieszczenie czterech gltownych fosfolipidow zapewnia pelng asymetri¢
blony, a zaburzenia w poziomie poszczegdlnych grup moga wplywa¢ na zmiany plynnosci
btony. Znane rozmieszczenie fosfolipiddow w btonach erytrocytu ludzkiego (schemat 7)

sugeruje potozenie PE i PS w monowarstwie wewngtrznej od strony cytoplazmy.

Schemat 7. Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidow w ptaszczyZnie poprzecznej btony
erytrocytu ludzkiego wg. Natural Toxins Research Center at Texas A&M University
— Kingsville (http:// ntri.tamuk.edu/cell/membranes.html)

W niniejszej pracy w przewlekltej ekspozycji na oldw zaobserwowano statystycznie

znamienny wzrost poziomu PE w mielinie mézgu szczura. Przy tym samym poziomie
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istotnosci wykazano wzrost proporcji PE/PC u szczuréw zatrutych przewlekle niskimi
dawkami otowiu. Zwigkszenie zawartosci PE w stosunku do PC moze sugerowac utrate
asymetrii blon, powstawanie domen lipidowych polaczone z tworzeniem mostkow
siarczkowych (—S-S-) i ulatwione tworzenie struktur heksagonalnych (charakterystycznych
dla PE) (29, 53, 153). W konsekwencji moze to prowadzi¢ do destabilizacji dwuwarstwy i
zmian oddziatlywan lipid/biatko, gdy rownoczesnie obnizony jest stosunek —SH/-S-S-, co
potwierdzaja nasze badania wskazujace na zmniejszenie ilosci biatkowych grup —SH u
szczuréw zatrutych otowiem. Zagadnienie to bedzie szerzej] omawiane w dalszej czesci
dyskusji.

Poza tym oléw wiaze si¢ gléwnie z ligandami zawierajacymi grupy aminowe, co moze
prowadzi¢ do zmian konfiguracyjnych w czasteczce fosfolipidu, a to z kolei moze zaburzaé
strukturg blony (48). Powyzsza koncepcja mechanizmu zmian w plynnosci bton mieliny w
toksycznosci otowiowej u dorostych szczuréw oparta na obserwowanych w niniejszej pracy
zmianach PE/PC oraz spadku biatkowych grup —SH jest bardzo prawdopodobna, ale nie
jedyna. Poza fosfolipidami i sterolami (cholesterol) w sktad komponenty lipidowej blony
wchodza rowniez glikolipidy.

Mimo, ze cel niniejszej pracy nie obejmowat badan nad ta subfrakcja lipidowa jednakze
nie sposob pomina¢ w dyskusji mozliwej roli glikolipidéw w toksycznosci otlowiowej. Grupy
cukrowe w glikolipidach umiejscowione sa na zewnatrz btony dosrodowiskowo i w ten
sposob sa bardziej narazone na wplyw czynnikéw zewngtrznych. W ostatnich latach pojawito
si¢ kilka prac zwiazanych ze zmianami komponenty glikolipidowej bton jednakze prace nie
dotycza przewleklego zatrucia matymi dawkami otowiu zwierzat dorostych. Badania Denga
W. i Poretza R. D. (2001) (35), skupiaja si¢ na frakcji galaktolipidow 1 szlakow
enzymatycznych dotyczacych galaktolipidéow w trakcie rozwoju moézgowia u szczura. W

modelu doswiadczalnym badacze zastosowali model ekspozycji duzymi dawkami otowiu
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(500 lub 2000 ppm w wodzie do picia). Ekspozycje rozpoczynano juz w zyciu ptodowym,
kiedy bariera krew/mozg jest niewyksztalcona. Brak danych dotyczacych przewleklego
dziatania olowiu na poziom glikolipidéw u organizméw z wyksztalcong bariera krew/mozg
jest dla nas przyszlosciowym wyzwaniem.

Doswiadczenia z zastosowaniem modelu ekspozycji na otéw, wg Denga i Poretza (35,
36) wykazaly obnizenie poziomu galaktolipiddow w podobnym stopniu jak fosfodiesterazy
2’3’-cyklicznych nukleotydow (CNP-azy). Stwierdzono rowniez wigkszy spadek aktywnosci
enzymoOw metabolicznych dla galaktolipidow w poréwnaniu z redukcja CNPazy i
galaktolipidow. Podobne wyniki uzyskano w badaniach na hodowlach komorkowych
oligodendrocytow, gdzie réwniez wykazano  wigkszg wrazliwo$¢ na  olow
prooligodendrocytow niz dojrzaltych oligodendrocytow (34, 35, 36). Chroniczna ekspozycja
na oléw moze wptywacé niekorzystnie na rozwdj] mozgowia poprzez hamowanie produkcji
mieliny przy wczesnym dzialaniu olowiu na progenitory oligodendrocytow, a przede
wszystkim na szlak enzymatyczny galaktolipidow w dojrzewajacych oligodendrocytach.
Zaburzenie szlaku enzymatycznego galaktolipidow moze by¢ jednym z mechanizmow
neurotoksycznosci indukowanej przez otow. Wydaje si¢ wigc, ze frakcja glikolipidow jest
wrazliwa na toksyczne dziatanie olowiu zwlaszcza u bardzo mtodych organizmow.

Wysoki poziom lipidow w osrodkowym uktadzie nerwowym jak rowniez jego duze
zapotrzebowanie na tlen sprawiaja, ze modzg jest wyjatkowo wrazliwy na procesy
peroksydacyjne. Dlatego w niniejszej pracy poswigcono sporo uwagi ewentualnej roli olowiu
w indukcji wolnorodnikowego utleniania lipidow w mielinie.

Dotychczasowe dane literaturowe wskazywaly, ze oléw powoduje wzmozenie
zelazozaleznych procesdw peroksydacyjnych w erytrocytach, surowicy i watrobie szczura
(108, 114, 130). Badania z uzyciem synaptosomow wykazaty, ze w warunkach peroksydacji

indukowanej jonami Fe’" wystepuja zmiany w transporcie neuroprzekaznikow: GABA i
) ystepy
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dopaminy oraz histaminy i jej prekursora histydyny (121, 123). Nie wykazano jednak, aby
olow w warunkach chronicznej ekspozycji, miat zdolnos¢ indukowania procesu peroksydacji
samoistnej w synaptosomach, homogenacie mézgowym i homogenacie watroby (30, 108,
131). Réwniez nie wykazano wplywu olowiu na zelazozalezng peroksydacj¢ w preparatach
moézgowych (30). W niniejszej pracy, podobnie jak w pracach wymienionych wyzej, otléw nie
indukowal procesu peroksydacji samoistnej we frakcji mielinowej. Réwniez nie
zaobserwowano wzmozenia peroksydacji zelazozaleznej we frakcji mielinowej u szczurow
eksponowanych na otow. W przeciwienstwie do frakcji mozgowych, w homogenatach
watroby otrzymanych ze zwierzat eksponowanych na oléw zaobserwowano znaczny wzrost
zelazozaleznej peroksydacji — potwierdzajacy wyniki literaturowe. Zatem brak wplywu
olowiu na procesy peroksydacyjne stanowi element wyrézniajacy o.u.n. sposrdéd innych
tkanek. Mozliwe jest istnienie specyficznych dla moézgu mechanizméw obronnych
znoszacych niekorzystne dziatanie otowiu. Niektérzy badacze sugeruja, ze w warunkach
chronicznego zatrucia otowiem moze nastgpowa¢ wzmozona synteza glutationu, ktéry bierze
udzial w zmiataniu aktywnych rodnikéw tlenowych (73, 74).

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikow nie mozna stwierdzi¢, aby za
zmiany obserwowane w budowie mieliny i zmiany jej plynnosci wywolane przewlekla
toksycznoscig olowiowa byly odpowiedzialne procesy peroksydacyjne.

Dyskutujac wczesniej rozktad fosfolipidow we frakcji mielinowej zwierzat kontrolnych
1 zatrutych otowiem zwrdcono szczego6lng uwagg na wzrost poziomu PE przy jednoczesnym
braku zmian w poziomie PC, co dajac wzrost stosunku PE/PC moze bezposrednio wpltywac
na ptynnos¢ mieliny.

Z drugiej strony wiadomo, ze zmiany w ilosci fosfolipidow potaczone ze zmianami w
ilosci biatkowych grup —SH moga sugerowac utrat¢ asymetrii blony i tworzenie mostkow

siarczkowych, wpltywajac w ten sposob na ptynnos¢ bton (29, 53, 153). Grupy sulthydrylowe
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(— SH) obecne saq w czasteczce endogennego aminokwasu - cysteiny, ktory wystepuje niemal
we wszystkich biatkach Reszta cysteiny wchodzi w skiad czasteczki glutationu - najbardzie;j
rozpowszechnionego tiolu w komoérkach ssakéw. Grupy —SH jak wiadomo odgrywaja
zasadniczg role¢ w zachowaniu budowy i prawidlowego metabolizmu komorki, stabilizuja
wewngtrzng struktur¢ bialek, uczestnicza w reakcjach utleniania i redukcji. Ogodlna hipoteza,
powstata z obserwacji in vitro, dotyczaca toksycznosci metali cigzkich (do ktérych nalezy
oléw) wskazuje na ich interakcje z grupami —SH bialek (31). Warunkiem wigzania Pb z
biatkami jest obecnos¢ sasiadujacych ze soba dwoch grup tiolowych, co umozliwia powstanie
wigzania typu: -S-Pb-S- (48).

Zaobserwowane w niniejszej pracy statystycznie znamienne zmniejszenie ilosci
biatkowych grup —SH w mielinie szczuréw przewlekle eksponowanych na otdow, stanowi
niewatpliwie jeden z mechanizmoéw toksycznosci olowiu w o.u.n..

Czegséciowe zablokowanie grup —SH biatek mieliny przez oléw moze w polaczeniu ze
zmianami w poziomie fosfatydyloetanoloaminy powodowaé utratg¢ asymetrii blony
zmieniajac jej ptynnosé. Jednak nie jest to jedyny mechanizm prowadzacy do destabilizacji
blon mieliny w wyniku zmniejszenia ilosci grup —SH. Inny, réwnolegle dziatajacy, moze
polega¢ na zmniejszeniu ilosci grup —SH w bialkach konkretnych enzymoéw czy receptorow,
co moze prowadzi¢ do zmniejszenia ich aktywnosci czy pojemnosci. Jednym z takich
enzymow uznanym za marker mieliny, jest CNPaza.

CNPaza jest bialkiem, ktére ulega ekspresji w pierwszych dniach zycia. Obnizenie
aktywnosci i ilosci biatka CNPazy obserwuje si¢ w wielu chorobach dysmielinizacyjnych, w
ktorych zaburzony jest proces tworzenia mieliny, jak np. w chorobie Palizeusa-Marzbachera
(143, 144). Uwaza sig, ze biatko to najprawdopodobniej bierze udzial w regulacji syntezy i
transportu skladnikow mielinowych (18). Zamieszczone w niniejszej pracy wyniki badan

przeprowadzonych na szczurach kontrolnych i przewlekle eksponowanych na otéw wskazuja
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na wyrazne obnizenie zaréwno aktywnosci enzymatycznej CNPazy, jak i ilosci tego biatka u
zwierzat poddanych dziataniu Pb.

Wplyw olowiu na aktywnos$¢ i ilo§¢ CNPazy moze stanowi¢ kolejny mechanizm
toksycznosci otowiu w o.u.n.. W warunkach przewleklej toksycznosci niskimi stezeniami
olowiu u szczuréw z dojrzala bariera krew/mézg nie stwierdzono zmian w catkowitej
zawartosci bialek we frakcji mielinowej jak réwniez nie zanotowano zmian w skladzie
poszczeg6lnych biatek mieliny oznaczonych technika elektroforezy. Niemniej jednak
ekspozycja taka nie pozostaje bez wptywu na frakcj¢ mielinowa. Zmiany w poziomie PE i
CNPazy oraz zmiany w poziomie bialkowych grup -SH powodujg zaburzenia w
prawidlowym funkcjonowaniu ostonki mielinowej poprzez zwigkszenie plynnosci, co w
konsekwencji prowadzi do zmian morfologicznych mieliny o.u.n..

Wigcej subtelnych zmian, gléwnie konformacyjnych poszczegdlnych skiadnikéw
mieliny, moze by¢ ujawnionych w przysziosci dzigki zastosowaniu coraz bardzie)
nowoczesnych, precyzyjnych technik i moga by¢ ukazane jeszcze inne mechanizmy zaburzen
struktury mieliny pod wplywem otowiu.

Z danych uzyskanych w niniejszej pracy wynika, ze narazenie osobnikow z
wyksztalcong bariera krew/médzg na przewlekle dziatanie olowiu powoduje zmiany
morfologiczne mieliny o.u.n., wyrazajace si¢ rozwarstwieniem $cisle upakowanych blon
mieliny. Szereg choréb demielinizacyjnych charakteryzuje si¢ podobnymi obrazami
morfologicznymi. Niektorzy badacze (157) sugeruja potencjalna role Pb w patogenezie
choréb uktadu nerwowego takich jak stwardnienie rozsiane czy choroba Alzheimera. Swoja
hipotezg opieraja na mozliwosci udzialu zanieczyszczonego s$rodowiska w tworzeniu
autoprzeciwciat przeciwko biatkom uktadu nerwowego. Potencjalna rola olowiu wyrazataby
si¢. w modyfikowaniu bialek, w nastgpstwie czego produkowane bylyby przeciwciata

przeciwko strukturom nerwowym, co z kolei mogloby powodowaé degeneracj¢ systemu
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nerwowego. Wedlug tej hipotezy otéw pogarsza neurologiczne objawy choroby poprzez
wzmocnienie immunogennosci przeciwko biatkom takim jak: MBP i GFAP (157). Zwierzeta
traktowane biatkami MBP i GFAP modyfikowanymi przez Pb, wykazywaly zwiekszong ilo$¢
przeciwcial przeciwko MBP i GFAP oraz zwigkszong zawarto$é interleukiny (IL-6). Nie
wszyscy badacze zgadzaja si¢ z taka hipoteza, poniewaz wyniki doswiadczen in vitro
wskazywaly na brak wigzania otowiu z jednym z gtownych biatek mieliny jakim jest MBP
(11).

Wiadomo, ze olow dziala zar6wno na uktad nerwowy jak i uklad immunologiczny
organizmoéw (55, 87, 88, 151). U pracownikéw zawodowo narazonych na toksyczne dziatanie
otowiu stwierdzono obnizenie poziomu limfocytow T w krwi obwodowej jak rowniez
obnizenie przeciwcial odpornosciowych IgG i1 IgM (151). Badajac pracownikéw zawodowo
narazonych na oléw wykazano réwniez wplyw na poziom y-interferonu (88). Okreslajac
wplyw $rodowiskowego dzialania otowiu na immunoglobuliny w surowicy u dzieci
przedszkolnych, stwierdzono wzrost poziomu IgE, oraz zaobserwowano wigksza wrazliwosé
dziewczynek na toksyczne dziatanie olowiu (141). IgE jest to klasa immunoglobulin, w ktorej
mieszcza si¢ tzw. reaginy czyli przeciwciatla czynne w alergii. Oprocz IgE | za wskaznik
rozwoju alergii uwaza si¢ rowniez obnizenie interferonu [INF- ]. W badaniach
eksperymentalnych w modelu bardzo wczesnej ekspozycji na oléw (w zyciu ptodowym),
wykazano zarowno wzrost poziomu IgE jak rowniez spadek poziomu interferonu y (87).

Zagadnienie ewentualnej roli olowiu w etiologii choréb autoimmunologicznych uktadu
nerwowego wymaga szczegétowych badan obejmujacych zarowno uktad nerwowy jak i uktad
immunologiczny.

Oléw raczej nie jest kojarzony z patogenezg tych chordb, jednak nalezy pamigtal, ze
zatrucie tym pierwiastkiem moze ,nasladowa¢” wiele jednostek chorobowych, powodujac

wystapienie podobnych objawéw. W 2000 roku zostal opisany przypadek pacjenta ze
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stwardnieniem rozsianym, u ktérego objawy choroby nasility si¢ pod wplywem zatrucia
olowiem (46). Jak wiadomo jony tego metalu wykazuja zdolno$¢ gromadzenia sie¢ w
organizmie przez cale zycie, totez narazenie na bardzo niskie st¢zenia Pb przez dtuzszy okres
czasu moze prowadzi¢ nawet do ostrych zatrug.

Oléw jest nadal grozna trucizna szeroko rozpowszechniona w srodowisku czlowieka,
dzialajaca szkodliwie na wszystkie uklady i narzady organizmow zywych. Wydaje sig, ze
badania nad mechanizmami dzialania olowiu w uktadach nerwowym i immunologicznym
moga ujawni¢ nowe mechanizmy neurotoksycznosci otowiowej w autoimmunologicznych

chorobach czlowieka.
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6. WNIOSKI

1.

W warunkach przewleklego zatrucia olowiem (imitujacego skazenie srodowiska) u
dojrzatych szczurow z wyksztalcona bariera krew/mozg obserwuje si¢ gromadzenie
Pb w mielinie o.u.n. oraz powstawanie zmian w obrazie morfologicznym ostonek

mielinowych i oligodendrocytow odpowiedzialnych za tworzenie tych ostonek.

Bezposrednia przyczyng obserwowanych zmian w budowie mieliny w przewlekltym
zatruciu otowiem jest wzrost ptynnosci blon otoczek mielinowych na co wskazuja:
obnizenie parametru uporzadkowania 1 wartosci wspolczynnika anizotropii

fluorescenc;ji.

Mechanizmy przewleklego toksycznego dziatania olowiu na mieling u dojrzatych

szczur6w udokumentowane w niniejszej pracy polegaja na:

blokowaniu przez otéw biatkowych grup —SH mieliny i tworzeniu wigzan typu S-
Pb-S, co w polaczeniu ze wzrostem poziomu fosfatydyloetanoloaminy i wzrostem
stosunku PE/PC prowadzi do zaburzen ptynnosci blon, a w konsekwencji zmiany
ich struktury,

obnizeniu ekspresji oraz aktywnosci specyficznego dla mieliny enzymu CNPazy, co
moze wplywac na jego funkcj¢ prawdopodobnie polegajaca na regulacji syntezy i

transportu sktadniko6w mieliny.

4. Wbrew oczekiwaniom procesy peroksydacyjne i cholesterol nie reaguja na warunki

przewlektego dziatania otowiu, nie sg wigc odpowiedzialne za obserwowane zmiany

morfologiczne i fizykochemiczne w mielinie o.u.n..
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7. STRESZCZENIE

Olow (Pb) jest jednym z najbardziej szkodliwych pierwiastkdéw wystepujacych w
przyrodzie i dzialajacych toksycznie na organizmy zywe. Jego obecnos¢ w organach i
tkankach uwazana jest za przejaw zanieczyszczenia Srodowiska. Globalng antropogenng
emisj¢ olowiu do atmosfery szacuje si¢ obecnie na 4x10 ton rocznie i przekracza ona
stukrotnie emisj¢ naturalng zwiazang z wietrzeniem skat i erupcjami wulkanicznymi.

Obserwacje kliniczne 1 dane patofizjologiczne dostarczaja dowoddéw na ekspansywnos$é¢
toksyczna otowiu w organizmie. Uszkadza on watrobg, nerki, kosci, erytrocyty, ale przede
wszystkim na jego toksyczne dzialanie narazony jest osrodkowy uktad nerwowy, szczegolnie
u ptodow i organizméw miodych.

Przewlekle zatrucie niskimi dawkami Pb jest trudne do zdiagnozowania i stanowi
powazny problem zdrowotny. Najnowsze badania dotyczace bezpiecznego dla zdrowia progu
poziomu Pb we krwi dowodza szkodliwosci olowiu nawet przy poziomie nizszym niz
1 g/dl. Mimo wielu informacji klinicznych i wynikéw eksperymentalnych dotyczacych
wplywu olowiu na metabolizm i funkcje o.u.n., do momentu rozpoczgcia niniejszej pracy, nie
bylo w literaturze danych przemawiajacych za udzialem przewleklej toksycznosci otowiowe]
w powstawaniu zaburzen w strukturze i metabolizmie mieliny osrodkowego ukiadu
nerwowego.

Obecnos¢ otowiu w otaczajacym nas srodowisku, przy jednoczesnym braku danych
dotyczacych jego wptywu na mieling o.u.n. organizmow z wyksztalcong barierg krew/mozg w
czasie dlugotrwalej ekspozycji uzasadnily podjecie kompleksowych badan na modelu
zwierz¢cym, odpowiadajacym warunkom przewleklego zatrucia Pb.

Zastosowany w pracy model polegal na podawaniu szczurom do picia wody z octanem
otowiawym (200 mg/L) poczawszy od 21 dnia zycia szczura (a wigc w momencie, kiedy

bariera krew/mdzg jest w pelni wyksztalcona) przez okres 3 miesigcy. Wigekszos¢ badaczy
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uznaje stezenie otowiu we krwi za podstawowy biomarker narazenia na toksyczne dziatanie
tego pierwiastka. W badaniach niniejszej pracy poziom olowiu we krwi zwierzat
eksponowanych na otéw byt ok. 15 razy wigkszy w porownaniu ze zwierzg¢tami kontrolnymi.
Rowniez we frakcji mielinowe] zaobserwowano znaczny wzrost st¢zenia olowiu w grupie
zwierzat zatrutych Pb w stosunku do grupy zwierzat kontrolnych. St¢zenie olowiu we
wszystkich badanych tkankach u szczurow poddanych ekspozycji na otéw bylo wigksze w
poréwnaniu z wartosciami uzyskanymi dla zwierzat kontrolnych, a najwigksza kumulacje
zaobserwowano w kosciach, co jest charakterystyczne dla przewleklej ekspozycji na otow.

Obserwacje mikroskopowo-elektronowe skrawkéw z mozgéw szczurow poddanych
przewleklej ekspozycji na otow wykazaly zmiany morfologiczne. Prawidlowo zbudowana
mielina to wielowarstwowa struktura ztozona ze Scisle do siebie przylegajacych blon. Na
elektronogramach mieliny otrzymanych ze zwierzat eksponowanych przewlekle na olow
zaobserwowano odcinki o rozdetych przestrzeniach migdzylamelarnych z zatartym obrazem
blaszek lub rozluznieniem ich $cislej struktury. Zaburzenia w strukturze ostonki mielinowe;j
dotyczyly wielu wlokien nerwowych. Zaobserwowano réwniez zmiany w komorkach
odpowiedzialnych za tworzenie mieliny w osrodkowym ukladzie nerwowym -
oligodendrocytach — gdzie zanotowano rozproszenie chromatyny w jadrze komérkowym oraz
zmiany w strukturze aparatu Golgiego i mitochondriow.

Wraz z wystapieniem zaburzen morfologicznych zmieniata si¢ ptynnos¢ bton mieliny,
ktora okreslono technika EPR i metoda spektrofluorymetryczng. U zwierzat zatrutych
otlowiem zaobserwowano obnizenie parametru uporzadkowania dla uzytego w badaniu
znacznika spinowego — estru metylowego kwasu 5' doksylostearynowego, jak roéwniez
wykazano zmniejszenie wspotczynnika anizotropii fluorescencji dla znacznika fluorescencji

jakim byl 1,6 difenyloheksa-1,3,5-trien. Obnizona warto$¢ parametru uporzadkowania, jak i
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zmniejszenie wspotczynnika anizotropii fluorescencji dowodza, ze u zwierzat chronicznie
eksponowanych na oléw wzrasta ptynno$¢ bton mielinowych.

Ptynnos¢ bton w duzej mierze zalezy od komponenty lipidowej, a mianowicie od
proporcji nasyconych i nienasyconych kwaséw tluszczowych, zawartosci fosfolipidow,
cholesterolu, glikolipidéw czy tez proporcji biatka i lipidow. Poszukujac mechanizmow, ktére
moglyby by¢ odpowiedzialne za zwigkszenie plynnosci blon mielinowych w zatruciu Pb
zbadano migdzy innymi procesy wolnorodnikowego utleniania lipidow. Poziom peroksydacji
lipidow okreslono badajac ilo$¢ aldehydu malonylowego (MDA). U zwierzat poddanych
ekspozycji na oldw nie zaobserwowano zmian w poziomie peroksydacji lipidow w
poréwnaniu z kontrolg. Sam otéw nie wzmagal proceséw wolnorodnikowego utleniania.
Rowniez poziom peroksydacji zelazozaleznej w mielinie nie zmienial si¢ pod wplywem
olowiu, w przeciwienstwie do watroby, gdzie zaobserwowano ok. 50% wzrost ilosci MDA.

W dalszym etapie pracy zbadano wpltyw otowiu na poziom cholesterolu i fosfolipidow.
Pod wplywem Pb poziom cholesterolu nie ulegal zmianie. Roznice w catkowitej zawartosci
fosfolipidow w mielinie otrzymanej ze zwierzat poddanych ekspozycji na oldéw byly
statystycznie nieznamienne, jak réwniez nie stwierdzono roznic W  st¢zeniu
fosfatydylocholiny, fosfatydyloinozytolu, sfingomieliny, fosfatydyloseryny. Zaobserwowano
natomiast statystycznie znamienny wzrost poziomu fosfatydyloetanoloaminy u zwierzat
poddanych przewleklej ekspozycji na otow. Przy tym samym poziomie istotnosci wykazano
zwigkszenie proporcji fosfatydyloetanoloaminy / fosfatydylocholiny.

Wraz ze wzrostem poziomu PE w mielinie zwierzat poddanych przewleklej ekspozycji
na oldw zaobserwowano statystycznie znamienne obnizenie ilosci biatkowych grup —SH.
Zwigkszenie poziomu fosfatydyloetanoloaminy oraz stosunku PE/PC przy jednoczesnym

obnizeniu poziomu grup —SH mogto spowodowa¢ zaburzenia w asymetrii blon, powstawanie
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domen lipidowych, potaczone z tworzeniem mostkow siarczkowych, co w konsekwencji
mogto doprowadzi¢ do destabilizacji dwuwarstwy i zmian oddziatywan lipid — biatko.

Badajac komponent¢ biatkowa mieliny u zwierzat przewlekle eksponowanych na oléw
nie odnotowano zmiany w catkowitej zawartosci biatka w przeliczeniu na gram moézgu w
poréwnaniu z kontrolag. Opracowanie densytometryczne zeli poliakrylamidowych po
rozdziale elektroforetycznym bialek mielinowych rowniez nie wykazalo statystycznie
znamiennych rdznic.

Zmniejszenie ilosci biatkkowych grup —SH moglo wywotywac¢ zmiany w aktywnosci
pewnych enzymdéw, zbadano zatem wplyw olowiu na aktywnos¢ fosfodiesterazy
2’3’cyklicznych nukleotydow (CNP-azy), ktora jest specyficznym biatkiem mieliny, uznanym
za jej marker i ktéra prawdopodobnie petni rolg w regulacji syntezy i wewnatrzkomorkowego
transportu skladnikow mielinowych. W warunkach przewleklego zatrucia olowiem wykazano
spadek aktywnosci enzymatyczne] CNPazy w mielinie, jak rowniez, metoda immunodetekcji,
wykazano 20% zmniejszenie ilosci tego bialka.

Wyniki badan zamieszczone w niniejszej pracy wykazaly, ze przewlekla ekspozycja na olow,
ktérej poddawano szczury z wyksztalcona bariera krew/mozg, prowadzi do zmian
morfologicznych i metabolicznych w mielinie osrodkowego ukladu nerwowego szczura,
ktore moga zaburza¢ jej funkcje. Bezposrednia przyczyna zmian morfologicznych byla
zwigkszona ptynnos¢ blon mielinowych. Obserwowane uszkodzenia mieliny osrodkowego
uktadu nerwowego mogly by¢ wynikiem zwigkszenia ilosci PE, a co za tym idzie zmienionej
proporcji PE/PC, zmniejszeniem poziomu biatkowych grup —SH, jak roéwniez zmniejszeniem

ilosci i aktywnosci enzymatycznej CNPazy.
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