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The influence of heavy metal salt solutions in three different concentrations on human neu-
trophil respiratory burst in vitro was evaluated by means of flow cytometry.

Whole blood samples collected from healthy subjects were incubated with lead acetate
(Pb(Ch,COO0),-3H,0) solutions at three different concentrations (1 uM, 10 uM i 100 uM)
for 60 minutes. The incubation was followed by stimulation with PMA (phorbol 12-my-
ristate 13-acetate), a strong stimulator of neutrophil respiratory burst. A cytometrical anal-
ysis of respiratory burst activity was performed using dihydrorhodamine as a fluorescent
marker. The results showed the downregulation of neutrophil respiratory burst activity after
the 60-minute incubation with lead acetate.

1. WPROWADZENIE
Otéw jest jednym z metali ciezkich, zaliczanych do priorytetowych zanieczyszczen $ro-

dowiska i zywnosci. Wraz z kadmem i rtecig uwazany jest za pierwiastek stanowigcy szcze-
golne zagrozenie dla zdrowia cztowieka [Urbanek-Kartowska 1993].
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Wsrod najistotniejszych zrodet narazenia na otdw wymienia sie farby otowiowe, glebe
i kurz (w wyniku emisji ze zrédet przemystowych), wode pitng (przy stosowaniu elementéow
ofowianych w sieci wodociggowej), powietrze (gtéwnie na obszarach silnie uprzemystowio-
nych) oraz zywnosc¢. Ocenia sie, ze nawet do 80% zawartosci otowiu w organizmie cztowie-
ka pochodzi ze spozywanego pokarmu [Jakubowski 1993; Zielinska 2001].

Po wchtonieciu przez uktad pokarmowy lub oddechowy otow jest tatwo adsorbowany
do krwi. Pierwiastek ten wykazuje zdolno$¢ do kumulacji, gtdéwnie w tkance kostnej, gdzie
jego okres pottrwania moze wynosi¢ nawet 30 lat. Takze watroba i nerki majg sktonnosc¢ do
bioakumulacji tego metalu [Urbanek-Kartowska 1993].

Zaburzenia powodowane ofowiem mogg mie¢ charakter ostry lub przewlekly. Do naj-
czestszych zatru¢ ostrych zalicza sie kolke otowiczg, ktéra moze prowadzi¢ do paralizu
i $pigczki [Jakubowski 1993]. Znacznie czesciej obserwuje sie przewlekte dziatanie otowiu.
Moze ono miedzy innymi prowadzi¢ do inhibicji syntezy hemoglobiny na réznych etapach syn-
tezy hemu i skrécenia czasu przezycia erytrocytéw, demielinizacji lub zmian zwyrodnienio-
wych aksonu prowadzacych do zaburzen w uktadzie nerwowym, réznorodnych zmian w ukta-
dzie immunologicznym, degradacyjnego wptywu na nerki, wptywu na uktad sercowo-naczy-
niowy, zaburzen funkcji uktadéw endokrynnego i rozrodczego oraz uszkodzen wywotanych
zaburzeniami réwnowagi miedzy wytwarzaniem a unieczynnianiem reaktywnych form tlenu
(RFT) [Jakubowski 1993; Zielinska 2001; Ding 2000; Gurer 1999; Stohs 1995].

Neutrofile, czyli granulocyty obojetnochtonne, to wyspecjalizowane biate krwinki, biorgce udziat
w odpowiedzi immunologicznej. Czesto stanowig pierwszg linie obrony przed infekcjami, a niedo-
bory ilosciowe lub jakosciowe tych komérek prowadzg do spadku odpornosci [Van Eeden 1999].

Po dotarciu na miejsce przebiegu procesu zapalnego neutrofile rozpoznajg, a nastepnie
fagocytujg patogenne drobnoustroje. Wewnatrzkomorkowe zabijanie pochfonietych patogenow
odbywa sie na drodze mechanizméw niezaleznych lub zaleznych od tlenu [Van Eeden 1999].
Mechanizm zalezny od tlenu jest nazywany wybuchem oddechowym, polega on na produkc;ji
wielu RFT i uzyciu ich do degradacji patogenow.

Wybuch oddechowy jest inicjowany utworzeniem aktywnego kompleksu enzymu —
oksydazy NADPH. Umozliwia on produkcje anionorodnika ponadtlenkowego (O,7) w wy-
niku przemieszczenia elektronu z NADPH na tlen czgsteczkowy. Powstaty O'," moze ulec
spontanicznej lub katalizowanej przez dysmutaze ponadtlenkowg dysmutacji do nadtlen-
ku wodoru (H,0,). W obecnosci jonéw zelazawych powstajg rodniki hydroksylowe (‘OH),
a dzieki dziataniu mieloperoksydazy powstaje kwas podchlorawy (HOCI), ktéry moze reago-
wac z aminami, tworzgc chloraminy [Torres 2005].

Reaktywne formy tlenu (RFT) wykazujg zroznicowang toksycznosc¢ i aktywnosc¢ béjcza.
Za najbardziej aktywne w zabijaniu bakterii uwaza sie rodniki hydroksylowe, kwas podchlo-
rawy i chloraminy [Torres 2005].

Celem badan prezentowanych w niniejszym opracowaniu byto zbadanie wptywu réznego ste-
zenia octanu otowiu (1) na wybuch oddechowy neutrofilow krwi obwodowej cztowieka in vitro (rys.1).
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2. MATERIALY | METODY

Do badan wykorzystano prébki krwi od zdrowych dawcéw (2,5 ml), pobranej na hepa-
ryne litowa, zakupione w Wojewddzkiej Stacji Krwiodawstwa w Poznaniu. Czas, ktory upty-
wat od momentu pobrania prébki do zakonczenia procedury badawczej, nie przekraczat
szesciu godzin.

Wyjsciowy roztwor octanu ofowiu (lI) otrzymano przez rozpuszczenie 1,5172 g
Pb(CH,COO0),-3H,0 w jednym litrze wody destylowanej. Roztwor przechowywano nastep-
nie w temperaturze 4°C.

Do oceny wybuchu oddechowego uzyto roztworu dihydrorodaminy (123 DHR, Sig-
ma, USA), rozpuszczajagc 1 mg substancji w 1 ml wody destylowanej. Roztwor przecho-
wywano nastepnie w temperaturze —20°C, a bezposrednio przed kazdym doswiadcze-
niem rozcienczano w wodzie destylowanej, uzyskujgc ostatecznie stezenie 0,01 mg/ml.
Zastosowano silny stymulator wybuchu oddechowego; 12-myristynian, 13-octan forbo-
lu, (PMA, Sigma, USA) prowadzacy do zwiekszonej produkcji reaktywnych form tlenu
in vitro. Roztwor PMA uzyskano rozpuszczajgc 1 mg substancji w 1 ml 96-procentowe-
go etanolu, uzyskujgc stezenie 1 mg/ml; roztwor przechowywano nastepnie w tempera-
turze —20°C.

W celu usuniecia z prob erytrocytéw uzyto ptynu lizujgcego, przygotowanego samo-
dzielnie: w 1 litrze wody destylowanej rozpuszczono 8,26 g chlorku amonu (NH,CI), 1,0 g
weglanu potasu (K,CO,) oraz 0,037 g soli czterosodowej EDTA; otrzymany roztwér miat pH
w granicach od 7,2 do 7,4 i byt przechowywany w temperaturze 4°C.

Schemat przygotowania prob przedstawiono w tabeli 1. Zastosowano nastepujace
oznaczenia:

e K- : kontrola ujemna, niestymulowana PMA,

e K+ : kontrola dodatnia, stymulowana PMA,

e 1-:prdba badana o stezeniu Pb(CH,CO0), 1 uM, niestymulowana PMA,

e 1+ préba badana o stgzeniu Pb(CH,COO), 1 uM, stymulowana PMA,

e 10-: préba badana o stgzeniu Pb(CH,COO), 10 uM, niestymulowana PMA,

e 10+ : proba badana o stezeniu Pb(CH,COO), 10 uM, stymulowana PMA,

e 100- : préba badana o stgzeniu Pb(CH,COO), 100 uM, niestymulowana PMA,
e 100+ : proba badana o stezeniu Pb(CH,COOQ), 100 uM, stymulowana PMA.

Tabela 1. Schemat przygotowania préb kontrolnych i badanych
Table 1. Scheme of preparation of control and investigated samples

Préba K- K+ 1- 1+ 10- | 10+ | 100- | 100+
50 pl krwi + + + + + + + +
2,5 ml wody destylowanej + + - - - - - -
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2,5 ml Pb(CH,COO), w stezeniu 1 uM - - + + - - - -

2,5 ml Pb(CH,COO), w stezeniu 10 uM - - - - + + - -

2,5 ml Pb(CH,COO), w stezeniu 1 uM - - - - - - + +
Inkubacja 60’ w ciemnosci i temperaturze pokojowej

25 pl 123 DHR I

Inkubacja 5’ w temperaturze 37°C

201 PVA S S S R
Inkubacja 15’ w ciemnosci i temperaturze pokojowej

800 pl plynu lizujgcego I T
Inkubacja 15’ w ciemnosci i temperaturze pokojowej

Pomiaru dokonywano na cytometrze przeptywowym FACScan (Becton Dickinson,
USA) wyposazonym w laser argonowy (15 mW).

W prébach mierzono po 5000 neutrofildw. Pomiarowi podlegato $wiatto rozproszone na
komorkach oraz $wiatto emitowane przez fluorochrom (123 rodamine). Na podstawie po-
miaru rozproszenia swiatta na komorkach zréznicowano populacje leukocytéw krwi obwo-
dowej (limfocyty, monocyty i granulocyty). Do dalszej analizy wybrano neutrofile.

Pomiaru fluorescencji rodaminy 123 dokonywano w zakresie 515-548 nm (widmo zie-
lone). Jako miary intensywnosci fluorescencji wybranych populacji komorek uzyto wartosci
$redniej arytmetycznej, wyliczonej przez program CellQuest.

Otrzymane wyniki poddano obrobce statystycznej za pomocg programu Statistica 6.0
(StatSoft, USA). Zastosowano test Kotmogorowa-Smirnoffa oraz test t-Studenta do prob
powigzanych, w ktérym wartos¢ p <0,05 byta uwazana za statystycznie istotng.

3. WYNIKI BADAN

Poddanie prébek krwi dziataniu soli otowiu wywotato istotne statystycznie zmiany w pro-
dukgcji reaktywnych form tlenu w granulocytach obojetnochtonnych stymulowanych PMA
(tab. 2), przy stezeniu 1 yM i 100 uM Pb(CH,COO),. W prébach niestymulowanych nie za-
obserwowano istotnosci statystycznej.

Tabela 2. Poréwnanie produkcji RFT w neutrofilach stymulowanych PMA w prébach kontrolnych
i badanych (kursywg zaznaczono wyniki $wiadczace o istotnosci statystycznej; ozna-
czenia prob zgodne z podanymi w metodyce)

Table 2. Comparison of RFT production in neutrophils stimulated with PMA in control and in-
vestigated samples (statistically significant results are marked in italic; samples are la-
beled according to the methodology)

Poréwnywane préby Wartos¢ p
K+ & 1+ 0,000432

K+ & 10+ 0,107496

K+ & 100+ 0,037866
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Srednia produkcja RFT (mierzona intensywnoscig fluorescencji 123 DHR) w prébach
stymulowanych, poddanych dziataniu octanu otowiu, byta nizsza od $redniej produkcji RFT
w prébach stymulowanych, niepoddanych dziataniu octanu otowiu (rys. 1).

Srednia 25
intensywnos¢ g9
fluorescencji 123 45
DHR 10

K+ 1+ 10+ 100+

Rys. 1. Wplyw octanu otowiu (II) na produkcje RFT w granulocytach stymulowanych PMA (ozna-
czenia prob zgodne z podanymi w metodyce)

Fig. 1. Influence of lead acetate on RFT production in granulocytes stimulated with PMA (sam-
ples are labeled according to the methodology)

Srednia wielko$é wybuchu oddechowego (czyli réznica w produkcji RFT w probach sty-
mulowanych PMA i spoczynkowych), w probach poddanych dziataniu octanu otowiu (Il),
byta nizsza od $redniej wartosci wybuchu oddechowego w prébach kontrolnych (rys. 2).

351

304

251

Srednia wielko$¢ 20-
wybuchu 15
oddechowego

AN A VA A WA N

(K+)—(K-) (1+)-(1-) (10+)-(10-)  (100+)-(100-)

Rys. 2. Wplyw octanu otowiu (II) na wybuch oddechowy granulocytdéw obojetnochfonnych (ozna-
czenia prob zgodne z podanymi w metodyce)

Fig. 2. Influence of lead acetate on respiratory burst of granulocytes (samples are labeled ac-
cording the methodology)

Zaobserwowane roznice byly istotne statystycznie przy stezeniu 1 uyM i 100 pyM

Pb(CH,COO0), (tab. 3). Stezenie 10 yM rowniez powoduje spadek aktywnosci wybuchu, nie
jest on jednak uznany za istotny w tescie t — Studenta dla préb powigzanych.
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Tabela 3. Poréwnanie wielkosci wybuchu oddechowego w probach poddanych dziataniu octanu
otowiu (I1) i w prébach kontrolnych (kursywg zaznaczono wyniki Swiadczgce o istotno-
Sci statystycznej, oznaczenia préb zgodne z podanymi w metodyce)

Table 3. Comparison of respiratory burst activity in samples incubated with lead acetate and
in control samples (statistically significant results are marked in italic; samples are la-
beled according to the methodology)

Poréwnywane proby Wartos¢ p

[(14) = (1-)I&[(K+) = (K-)] 0,000392

[(10+) = (10-)]&[(K+) — (K-)] 0,095493

[(100+) — (100-)]&[(K+) — (K-)] 0,010654
4. DYSKUSJA

Badania wykazaty, ze otéw w postaci octanu otowiu (Il) w stezeniach 1 uM oraz 100 uM
wptywa redukujgco na wybuch oddechowy neutrofiléw krwi obwodowej cztowieka in vitro.

Jako znacznika fluorescencyjnego do okreslenia aktywnosci wybuchu oddechowe-
go uzyto 123 dihydrorodaminy. Cze$¢ badaczy zwraca uwage na ograniczenia stwarzane
przez te substancje, takie jak powinowactwo, gtéwnie do nadtlenku wodoru, czy watpliwa
korelacja oksydazy z kinetyka dziatania NADPH [Van Pelt 1996]. Badania wykazujg jednak,
ze znacznik ten umozliwia wykonanie niezwykle czutych i doktadnych pomiaréw [Richard-
son 1998], a nawet zdaje sie by¢ najczulszym indykatorem do detekcji wolnych rodnikéw
tlenowych w aktywowanych granulocytach [Vowells 1995].

Spotyka sie wiele doniesien na temat wptywu otowiu na organizm ludzki. Niektore
z nich dotyczg uktadu immunologicznego. U oséb szczegodlnie narazonych na szkodliwe
dziatanie otowiu, takich jak pracownicy fabryk produkujgcych np. baterie otowiowe, zauwa-
zy¢ mozna wiele nieprawidtowosci ilosciowych w zakresie ukfadu odpornosciowego. Nale-
zg do nich m.in.:

e spadek liczby limfocytéw T — pomocniczych (Th),
e mniejszy niz u 0séb nienarazonych poziom immunoglobulin IgG oraz IgM,
e redukcja poziomu komponentu C3 i C4 dopetniacza.

Mozna zauwazy¢, ze zmiany dotyczg zaréwno odpowiedzi humoralnej, jak i komérko-
wej [Undeger 1996].

Zgota inaczej przedstawia sie kwestia wptywu ekspozycji na otdw, jesli przyjrze¢ sie
neutrofilom. Okazuje sie, ze poziomy granulocytow obojetnochtonnych u oséb narazonych
sg istotnie wyzsze niz u 0s6b nienarazonych, w sposéb liniowo zalezny od dawki [Di Loren-
zo 2006].

Jednoczesnie ze wzrostem liczby neutrofilow, obserwuje sie jednak ograniczenie ich
funkcji, miedzy innymi chemotaksiji. Spotka¢ mozna réowniez doniesienia o spadku aktywno-
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Sci fagocytarnej granulocytéw obojetnochtonnych, oraz zmniejszeniu wewngtrzkomorkowej
destrukcji patogenow, jest to jednak kwestia dyskusyjna [Di Lorenzo 2006; Undeger 1998].

W przeprowadzonych badaniach uzyskano wyniki Swiadczgce o istotnym statystycznie
redukujgcym wptywie soli otowiu (II) w stezeniach 1uM oraz 10 yM na wybuch oddecho-
wy pobudzonych neutrofiléw. Stezenie 10 uM réwniez obnizyto intensywnos$¢ wybuchu, nie
uzyskano jednak istotnosci statystycznej w tescie t - Studenta dla préb powigzanych. Wyni-
ki te zdajg sie by¢ zgodne z doniesieniami Undegera i Basarana o hamujgcym wptywie ofo-
wiu na wewnatrzkomorkowg aktywnos$¢ bodjczg granulocytow obojetnochtonnych cztowie-
ka [Undeger 1998].
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