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Poziom metali ciezkich i innych pierwiastkéw

w limfocytach biataczkowych w $wietle mikroanalizy

rentgenowskiej
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Oznaczanie zawartosci pierwiastkéw w tkan-
kach zmienionych bialaczkowo u zwierzat wy-
konywano przy pomocy metody polarograficz-
nej (14) lub absorpcji atomowej (7, ). Niedo-
skonalogéé obu tych metod polega na niemozno-
éei oznaczen poziomu pierwiastkow w jedne]
komorce, przy jednoczesnej ocenie histostruk-
tury narzadu. Uniwersalng metoda pod tym
wzgledem  jest mikroanaliza rentgenowska
(MAR), ktéra postuzono sie w niniejszej pracy.

W mikroanalizie rentgenowskiej, uzytej po
raz pierwszy w 1951 r. przez Castainga (3), wy-
korzystuje sie zjawisko wzbudzania promienio-
wania rentgenowskiego w toku bombardowa-
nia prébki wiagzka elektronow. Okreslanie dlu-
gosci fali tego promieniowania stanowi podsta-
we analizy jakosciowej na drodze selekeji dys-
persyjnej za pomoca krysztatéw (np. RAP, PET
itd.). Natezenie promieniowania rentgenowskie-
go jest wprost proporcjonalne do koncentracji
emitujacego go pierwiastka zawariego w pro-
bie. Pomiar natezenia tego promieniowania
pozwala takze na analize ilosciowq pierwiastka
w badanym obiekcie,

Zastosowanie MAR-u w naukach technicz-
nych jest powszechne. Dynamicznie rozwijaja
sie tez badania z uzyciem MAR-u w naukach
biologicznych (1, 4, 6, 9, 12, 15—21). W Polsce
po raz pierwszy mikroanalizator rentgenowski
w patomorfologii zastosowal w 1947 r. Niepo-
lomski i wsp. (17), badajac zmiany krzemiczne
w tkankach ludzi.

Celem badan wiasnych bylo oznaczenie po-
ziomu i lokalizacji metali ciezkich i niektérych
innych pierwiastkéw tablicy okresowej Men-
delejewa.

Material i metody

Material do badan stanowily wycinki wezldw chlon-
nych szyjnych powierzchniowych (lymphonodi cervi-
cales superficiales) 12 kréw rasy ncb, 4—8-letnich,
chorych na bialaczke limfatyczna. Kontrole stanowi-
iy wycinki wezlow chlonnych 5 zdrowych krow, po-
chodzacych z tego samego rejonu kraju. Do badan w
mikroskopie §wietlnym material utrwalane w 7% zbu-
dowanej formalinie i barwiono rutynowo H+E. Do
badan mikroskopowych elektronowo-skaningowych
(SEM) material utrwalano w 3.6% aldehydzie glutaro-
wym buforowanym do pH 7,4 0,1 M buforem kakody-
lowym. Nastepnie material plukano w tym buforze
i utrwalano dodatkowo w 1% OsO, Z kolei wycinki
odwadniano w etanolu i zatapiano w Eponie 812.
Skrawki o gruboSei 3, 5 1 10 u pokrywano W prozni
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warstwa wegla o grubosci 300—500 A i ogladano w mi-
kroanalizatorze rengenowskim JXA — 5 A, firmy Joel.
Stosowano napiecie przyspieszajace elekiromy 25 kV i

powickszenia od 200 do 2500 razy. Do analizy jakoScio-
wej wykorzystano krysztaly RAP, PET i LiF. Mikro-
analiza obeimowaln wszystkie pierwiastki tablicy o-
kresowej Mendelejewa, za wyjgtkiem pierwiastkow
lekkich (H, He, Li, Be, B, C, N, O, F, Ne). W kaz-
dym preparacie mikroanalizie poddano 10 komorek.
Wykonano zdjecia fotograficzne rozmieszezenia pier-
wiastkéw (X-RAY), wzdluz linii (Pl) oraz elektrono-
we kompozycyjne (COMPO).

Wyniki i oméwienie

Badaniem mikroskopowym stwierdzono we
wszystkich wycinkach weziow chlonnych kréw
chorych jednolity nacisk komoérek limfoidal=-
nych, charakterystyczny dla bialaczki limfa-
tycznej.

Sposréd wszystkich pierwiastkéw fablicy o-
kresowej, w komérkach bialaczkowych stwier-
dzono obecnoéé tylko Cu, Pb, Os, S i Ca w
ilodeiach >>0,001%. Zawartosé Cu wynosila
2,127%, Pb— 1,108%, Os — 0,082%, S —0,817%
i Ca— 2,407%. W limfocytach wezléw chlonnych
stwierdzono odpowiednio: Cu — 1,841%, Pb —
0,523%, Os — 0,070%, S — 0,818% i Ca —
9,421%. Na zdjeciach fotograficznych oznaczo-
ne pierwiastki przybieraly postaé¢ mglawicy
bialych punktéw na czarnym tle (np. Ca —
rye. 1 i 2). Nakiadajac punkty $wiecenia pier-

Ryc. 1. Punkty &wiecenia Cu (zwierzg biataczkowe)
na siatce z mikroskopu elektronowego. MAR,X-RAY,
pow. 240X
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Ryc. 2. Ogniskowo ukladajgce sie (zwlaszcza na ob-
wodzie preparatu) punkty §wiecenia Cu (zwierze bia-
laczkowe). MAR, X-RAY, pow. 2000X

wiastkéw na histostrukture tkanki uzyskano
mozliwoé¢ topograficznego rozmieszczenia Cu,
Pb, Os, S i Ca w ukladzie komorka-—przestrzen
pozakomérkowa. Z przedstawionych zdjeé (ryc.
3 1 4), na ktérych przykladowo przedstawiono
zawartos¢ Cu i Os w tkance zmienionej bia-
taczkowo wynika, Zze oznaczone pierwiastki lo-
kalizuja sie wylagcznie w komorce, gléwnie w
jej cytoplazmie, na co wskazuje przebieg linii
krzywe], wykazujacej znaczne odchylenia od
linii prostej. Zawartos¢ metali przedstawiono
rowniez graficznie na ryc. 5.

Oprocz wiruséw, wlasciwosei biataczkotwdr-
cze wykazujg takze czynniki fizyczne i sub-
stancje chemiczne (2). Substancje chemiczne o
wlasciwodciach leukozogennych, wystepujace
w $rodowisku, reprezentujg ro6ézne grupy
zwigzkéw jak: wielopierscieniowe weglowodo-
ry aromatyczne, N-nitrozwigzki, laktony, ami-

R.yc. 3. Linia krzywa przedstawiajgca rozmieszcze-
nie { koncentracje Cu wzdluz linii prostej (zwierze
bialaczkowe). MAR, COMPO+Pl, pow. 2000X%

ny aromatyczne, zwigzki metali cigzkich i in-
ne. Do znanych substancji onko- i leukozo-
gennych nalezg metale ciezkie (5).

" Wazrastajace stezenie poziomu metali ciez-
kich w biosferze stwarza zagrozenie dla zdro-
wia calych populacji. Dlugotrwale narazenie
na mate ilosci metali, wynikajace ze stalego
przebywania w zanieczyszczonym Srodowisku,
moze byé przyczyna subklinicznych zmian w
organizmie, czesto nieodwracalnych, ujawnia-
jacych sie dopiero po wielu latach, jak np. bia-
faczki.

Oznaczaniu zawartosci metali ciezkich w
tkankach zmienionych bialaczkowo po$wiecono
niewiele prac. Zwiekszone stezenie Cu stwier-
dzono w bialaczce i ziarnicy zlodliwej u ludzi
oraz w miesakach u zwierzat (13), natomiast
Zn w nowotworach eksperymentalnie wywo-
lanych tym metalem (10, 11). O wzroScie po-
ziomu Zn, Cu, Pb, Fe i Mn w bialaczkowo
zmienionych wezlach chlonnych kréw dono-
szg Gibasiewiczowie (7, 8).

Z weczesniej przeprowadzonych badan wlas-
nych (14) wynika, ze w homogenatach z wez-
16w chlonnych, watroby i $ledziony zwierzat
bialaczkowych, wyraznie wzrasta poziom ta-
kich metali ciezkich, jak: Zn, Cd, Cu i Pb.
Gromadzenie sie tych pierwiastkéw w tkance
zmienionej bialaczkowo wskazuje, ze w tkan-
kach nowotworowych zanika naturalny anta-
gonizm miedzy poszezeg6lnymi metalami (14).

Wykonane dotychczas badania nie daly jed-
nak odpowiedzi odnoénie rozmieszczenia i za-
wartoSel metali ciezkich w jednej komorce.
Badania z uzyciem mikroanalizatora rentge-
nowskiego pozwolily na wykrycie .w komor-
kach Dbiataczkowych takich metali ciezkich,
jak: Cu, Os i Pb, a ponadto S i Ca. Wszystkie
pierwiastki byly zlokalizowane wylgcznie w
komorkach, gléwnie w ich cytoplazmie (ryc.
3 i 4). Pozakomérkowo nie ujawniono w MAR-

Ryc. 4. Linia krzywa przedstawiajgca rozmieszczenie
i koncentracje Os wzdiuz linii prostej (zwierze bia-
laczkowe) MAR, COMPO+Pl pow. 2000X
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Ryc. 5. Wykres zawarto$ci Os, Cu, Ca i Pb w wezle
chtonnym bialaczkowym i zdrowym. MAR, krysztaly:
PET (I), RAP (II) i LiF (III)

-ze ani jednego pierwiastka z calej
Mendelejewa.

U kréw bialaczkowych zaznaczyl sie wzrost
poziomu metali ciezkich w komoérkach limfo-
idalnych w pordownaniu z limfocytami zwierzat
zdrowych., Sposréd czterech metali ciezkich
(Zn, Cd, Cu i Pb) stwierdzonych w homogena-
tach tkankowych zwierzat bialaczkowych me-
todg polarograficzng (14), w MAR-ze ujawnio-~
no tylko dwa z nich tj. Cu i Pb, a ponadto Os.
By¢ moze zawartos¢ Cd i Zn w komdrce bia-
laczkowej lezy ponizej progu wykrywalnosci
metody.

W iloéciach S i Ca, pierwiastkéw nie odgry-
wajacych prawdopodobnie Zadnej roli w pa-
togenezie bialaczki, nie stwierdzono réznie
miedzy zwierzetami chorymi i zdrowymi.

Kumulacja metali ciezkich w tkankach
zmienionych bialaczkowo ma prawdopodobnie
charakter wtorny w stosunku do zakazenia
leukowirusem (14). Przyjmuje sie bowiem, ze
chemiczne substancje karcinogenne mogg wy-
wiera¢ swe dzialanie przez aktywizacje onko-
gennych wirusow latentnych. Do czynnikéw
aktywizujacych nalezy np. DMSO (dwumety-
losulfotlenek), ktory ujawnia czastki R w
transformowanych wirusem Polyoma komor-
kach chomika, czy siarczan hydrazyny, powo-
dujagcy u myszy powstawanie guzow, w kto-
rych stwierdza sie czastki C, niewykrywalne
w komorkach prawidlowych.

Leukowirus jako czynnik zapoczatkowujacy
proces nowotworzenia prawdopodobnie sprzyja
zwiekszonemu przenikaniu do nich metali
ciezkich, ktéore z kolei jako kokarcinogeny
sprzyjaja transformacji blastycznej w kierun-
ku komérek Dbialaczkowych. Taki przypusz-

tablicy
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Ryc. 6. Schemat stadium rozwojowego limfocyta bia-
laczkowego

czalny przebieg rozwoju zmian bialaczkowych
przedstawiono schematycznie na ryc. 6.
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Magest f., A, Kaurybresmua Y, CoeénrtreByd B. —
VDpOBEeHbL THMKEJILIX METANIOB ¥ APYIMX 9JeMeHTOB B
neigeMuIecEUX JuMdbOIMTAX B CBETE¢ DEHITEHOBCKOIO
MIKDO0aHaJIn3a.

B mumdbaTHuecKux y3Iax KOPOB, GonpHRpIX mrMdaTH-
4yeeKOol JeKeMMel, OIpenenuImn ypOoBeHb U JIOKANIMU3a-
[MI0 TAXEIbIX MeTaJlJIOB, & TaKXKe ADPYTUX SJIEMEHTOB
mepuonuuecKoi cucreMnl MeHneneesa (6e3 JETKUX 3ne-
MeHTOR) TDPM TIOMOIIM PEHTTEHOBCKOTO MMKDOAHAIM3a-
ropa (MAR) — JXA—5 A, B muromnasme aumdon-
NaNbHLIX NEeMKeMUIecKUX KIeTOK OofHAapy:RMIM HaJU-
une Cu, Pb, Os, O u Ca. BeexyeTouIHO He HaILI{ B
MAR HMKaKUX 9SJIeMEHTOB. ¥ JeiKeMUYEeCcKUX KODOB
Habmromany pocT YPOBHA TAMKENLIX METAJNNIOB B JIUM-
hOLMAANBHBIX KIETKAX 10 CPABHEHMO ¢ JUMGOLNTI-



Nr 4

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXVII

MM 3J0POBbIX IKMBOTHBIX. KyMynanua TAXKENIbIX Me-
TANIOB B TKAHUAX, M3MEHEHHBIX JIEMKEMMUIECKY, HOCUT,
UpPaBJoNon00HO BTOPUYHBIN XapakKTep 10 OTHOLIEHUIO K
uHG eKIuK eV.KOBUpyCcoM. JISKOBUPYC U3MeHseT (hyu3u-
KO-XMMMYECKMe CBOMCTBA KJETOK, 4TO crocobersyer,
BEDOATHO, IPOHUMKHOBEHMIO B HMX TAKEJLIX METaJJIOoB,
KOTODBLIE B CBOI0 Ouepenb KaK KOKAaPUMHOTEHBI CIIocob-
CTBYIOT GlacTM49ecKOl) TPaHCHOPMAUMKY B HANPaBJISHUM
JIeKeMUYeCcKuX KJeTOK.

Madej J. A, Kaszubkiewicz C., Swigtkiewicz B. —
The level of haevy metals and other elements in lym-
phocytes of leukamic cows in the light of the roentgen
microanalysis.

The authors determined the level and localization
of heavy metals and other elements of the Mende-

lejev's tabl (excluding light elements) in lymph nodes
of cows with lymphocytic leukaemia by the use of
the roentgen microanalysis (MAR) JXA-5 A, In the
cytoplasm of lymphoid leukaemic cells were found the
following elements: Cu, Pb, Os, S and Ca. Extracel-
lulary were not found any elements. In leukaemic
cows an increase of haevy metals in lymphoid cells in
comparison to lymphocytes of healthy animals was
observed. Accumulation of haevy metals in patholo-
gical tissues has probably a secondary character to
the infection with a leukovirus. The virus altering
physico-chemical properties of cells enables penetra-
tion of haevy metals into the cells, and hence haevy
metals acting as carcinogenic factors favor blastic
transformation of the cells into leukaemic ones.

HENRYK JANOWSKI, JANUSZ MYSZKA, ANDRZEJ KONCICKI

Wyniki leczenia enzootycznej bronchopneumonii v $wih

nowym preparatem pn. ,,Dynamutilin-Squibb-Sons”

Z Instytutu Choréb zZakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR-T w Olsztynie

W poprzednich badaniach (1, 2) nad wply-
wem leczniczym 1 zapobiegawczym preparatu
»Dynamutilin® w dyzenterii §win spostrzezo-
no, ze zwierzeta, u ktorych stosowano ten pre-
parat wykazywaly réwniez zwiekszong zer-
no$é, poprawe kondycji, oraz wieksze ,,na oko”
przyrosty masy ciata. Odnosito sie to takze do
swin chorych wsréd objawéw enzootycznej
bronchopneumonii. :

Postanowiono zatem zbada¢ wplyw wymie-
nionego preparatu na kliniczny przebieg en-
zootycznej bronchopneumonii u swin cho-
rych oraz na dzienne przyrosty ich masy ciala.

Material i metody

Do badan uzyto:

1. Preparat ,Dynamutilin” firmy ,,Squibb-Sons”,
ktorego wzér strukturalny, wlasciwosci fizyko-che-
miczne, zakresie skutecznosci antybakteryjnej oraz
sposéb stosowania podano w doniesieniu poprzednim
(1). Jest to nowy poélsyntetyczny antybiotyk, bedacy
pochodng pleuromulinu — naturalnego antybiotyku
produkowanego przez grzyby Pleurotus mutilus. Lek
ten sporzadzany jest badz jako proszek do stosowa-
nia per os wraz z wodag lub/i paszg badZ jako plyn
do wstrzykiwania domie$niowego pn. ,,Tiamulin pro
inj. W badaniach niniejszych uzyto preparatu ,,Dy-
namutilin — Pulver” wedlug schematu przedstawio-
nego w tab. 1.

2. Swinie rasy krajowej o masie ciala 60—80 kg,
zywione standardowo, przebywajgce w chlewni RZD
AR-T St. D, u ktorych widoczne byly b. wyrazne kli-
niczne objawy enzootycznej bronchopneumonii. Po-
dzielono je na 7 grup, z ktérych gr. I i gr. VII sta-
nowily kontrole, pozostale za$ byly grupami badanymi
wedlug schematu podanego w tab. 1.

W celu zbadania wplywu réznego sposobu stosowa-
nia preparatu ,Dynamutilin-P”’ na przyrosty masy
ciala §win w poszezegolnych grupach, kazdg z nich
wazono czterokrotnie, a mianowicie: przed rozpocze-
ciem (dzien 0) oraz 7, 19 i 28 dnia po rozpoczeciu
leczenia. Nastepnie obliczano na tej podstawie $rednie
przyrosty dzienne w okresach miedzy kolejnymi wa-
zeniami oraz w calym okresie 28 dni trwania dos-
wiadczenia.

Wyniki i omdéwienie
Wyniki uzyskane w badaniach wplywu lecz-
niczego preparatu ,,Dynamutilin” na $winie
chore z objawami enzootycznej bronchopneu-
monii zebrane sg w tab. 2.

Tab. 1. Schemat uzycia preparatu ,,Dynamutilin”
u $win chorych na enzootyczng bronchopneumonie
Zwierzeta . £ s

e. Lok § @amics Spost?b 1 czas
grupa | liczba podawania leku
I | 10 ! = ‘ zwierzgta kont-
| | | rolne nie leczone
Dynamuti- . .
b=/ 5 dni z wodg i
1 & }i{ng n?(:: mg/ 5 dni z paszg
m | 10 | " | 10 dni z woda
1v 10 | " | 10 dni z pasza
v 8 ] - 5 dni z woda
VI 9 | = 5 dni z pasza
zwierzeta kont-
VII 10 Polzomycyna | rolne leczone
10 g/szt. przez 5 dni z pa-
Sz8

Tab. 2. Kliniczne wyniki leczenia enzootycznej bron-
chopneumonii u §win preparatem ,,Dynamutilin”

Liczba swin z klinicznymi
Zwierzeta objawami choroby
dni dodwiadezenia
grupa | liczba | 0 7 | 19 | 28 | 60
I 10 10/10*) [10/10 |10/10 | 10/10 | 10/10
I1 8 8/8 8/8 6/8 3/8 1/8
111 10 10/10 9/10 | 7/10 | 4/10 | 1/10
v 10 10/10 10/10 | 10/10 | 9/10 | 7/10
v 8 8/8 7/8 4/8 3/8 2/8
VI 9 9/9 9/9 8/9 7/9 /9
VII 10 10/1 10/10 | 9/10 | 8/10 | 6/10
Objagnienia: *) licznik oznacza liczbe zwierzat wykazujacych
kliniczne objawy choroby, mianownik — liczbe zwierzat w

gruple.
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