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Summary

The role of heavy metals in the pathogenesis of enzootic
bovine leukaemia (EBL)

As, Fe, Cd, Pb, Zn and Sr contents were determined in
the organs, tissues and body liquids of cows suffering from
enzootic bovine leukaemia. Moreover, the concentration
of Mg was determined by the plasma spectophotometry
method under the control of a computer combined with
an analytic apparatus (Philips Scientific PU 7000). An in-
crease of all the metals was observed and a drop in Mg
content. Bovine leukaemia virus (leukomovirus) probably
induces the permeability of heavy metals to cells which
undergo transformation due to the metals as cocarcino-
genic factors.

Wickszo$¢ wspétczesnych pogladéw na polietiologie EBB
uznaje to schorzenie za efekt interakcji w organizmie trzech
czynnikéw, tj. predyspozycji genetycznej, wirusa BLV (bo-
vine leukemia virus) oraz promotora lub grupy promotoréw
natury fizycznej, chemicznej i biologicznej. Do substancji
chemicznych o wlasciwosciach kancero- i leukemogennych
nalezg m.in. niektére metale cigzkie i ich zwiazki. Sa to sub-
stancje najczesciej zwigzane z gospodarcza, ale destrukcyjng
dzialalno$cia cztowieka i prowadza do powstania chordb
cywilizacyjnych okre§lanych mianem MMD (man made di-
seases) — (1). Wigkszo$¢ z nich, np. nowotwory, wykazuja
immunosupresyjny charakter o wolnorodnikotwodrezym me-
chanizmie dziatania.

Dtugotrwate narazenie ustroju na mate nawet dawki metali
ciezkich, wynikajace ze stalego przebywania w skazonym
srodowisku, moze by¢ przyczyna subklinicznych zmian w or-
ganizmie, czesto nieodwracalnych, ujawniajacych si¢ po wie-
lu latach, jak np. bialaczki. Z obecnoscia metali ciezkich w
érodowisku Berg i Burbanek (2) wiazag wystgpowanie u Judzi
takich nowotworéw, jak: biataczki 1 migsaki limfatyczne, chto-
niaki, szpiczaki oraz guzy przewodu pokarmowego i nerek.

Oznaczaniu zawartosci metali ciezkich w tkankach zmie-
nionych biataczkowo poswigcono niewiele prac. Zwigkszone
stezenie miedzi stwierdzono w biataczce i ziarnicy zfosliwe]
u ludzi oraz w migsakach u zwierzat (14, 18). O wazroscie
poziomu Pb, Cu, Zn, Cd, Fe, Cr, Ni, Os i Mn w narzadach
kréw biataczkowych donosza Gibasiewiczowie (7-9), Jopek 1
wsp. (16), Madej i wsp. (20), Wozniak (32) oraz Piwko (25).

Wezesniejsze badania wlasne (16, 20) nad oznaczaniem Zza-
wartosci metali cigzkich w tkankach biataczkowo zmienionych
u bydta, wykonane przy pomocy metody polarograficznej i mi-
kroanalizy rentgenowskiej (MAR), pozwolity na stwierdze-
nie, ze dochodzi w nich do wzrostu poziomu Pb, Cd, Zn, Cu,
Os i Ca, spadku za§ Mg w komérkach nowotworowych w
poréwnaniu z limfocytami zwierzat zdrowych.

Celem niniejszej pracy bylo, jako kontynuacji wezesniej-
szych badan, oznaczenie poziomu metali ciezkich (As, Cd,
Pb, Cu, Zn, Fe i Sr) oraz Mg przy uzyciu najnowoczesniejszej
obecnie metody analitycznej — spektrofotometru plazmowego
— w narzadach, tkankach i ptynach ustrojowych kréw zdro-
wych 1 zakazonych BLV.

Material i metody

Material do badad stanowily wycinki narzadéw (watroby,
nerki, miesnia udowego i zebra) oraz krew i mleko pochodza-
ce od 42 kréw zakazonych BLV (test immunodyfuzji w zelu
agarowym AGID przy uzyciu antygenu gp firmy Hoechst)
oraz od 16 zwierzat zdrowych (kontrolnych). Bydio rasy nch
w wicku 6-10 lat pochodzito z gospodarstw chtopskich z re-
gionu lubinsko-glogowskiego.

Metale cigzkie, tj. As, Cd, Pb, Zn, Fe i Sr, a takze Mg
pznaczano w spektrofotometrze plazmowym sterowanym
komputerem P 3202, wspéldziatajacym z kombajnem anality-
cznym (Philips Scientific PU 7000 — Anglia), w plomieniu
wzbudzonej plazmy argonowej ICP (inductively coupled plas-
ma). Prébki mineralizowano w bombie teflonowej przy uzyciu
stacji mikrofalowej MD — 2000 (prod. CEM — USA), a nawazki
po ujednoliceniu odwazano z dokladnoseia do 0,0001. Wyko-
nano ilosciowe oznaczenia pierwiastkow w sposob konwen-
cjonalny, a takze wg programu analitycznego 1zw. hydrid,
polegajacego na wzbudzeniu ich w formie wodorkéw. Do-
kladno$¢ wym. programu wynosi 0,001 ppm. Krzywa kalibra-
cyjna wyznaczano przy pomocy wzorcow ICP f-my Johnson
Matthey.

Wyniki poddano analizie statystycznej testem Schafe’a
okre§lajac istotnos¢ réznic pomigdzy Srednimi wartosciami
poréwnywanych grup przy p<0,05 i p<0,01.

Wyniki badad i omdéwienie

U kréw zakazonych BLV stwierdzano z reguly wyrazny,
statystycznie istotny lub wysoce istotny wzrost zawartosci
metali ciezkich, tj. Fe, As, Cd, Pb, Cu, Zn i Sr w narzadach,
tkankach i plynach ustrojowych (ryc. 1-3) z towarzyszacym
im spadkiem ilosci magnezu we krwi, mleku i kosciach (ryc.
2). Wykazany wzrost poziomu cynku, mimo konkurencyjnego
dziatania kadmu wskazuje, ze w tkankach zmienionych bia-
taczkowo u kréw zanika naturalny antagonizm migdzy tymi
metalami. Podobny antagonizm wykazano réwniez miedzy
Cd:Cu, Pb:Cu i Pb:Fe, czym nalezy ttumaczy¢ ich wzrost w
tkankach biataczkowych. Wykonane badania nad zawartoscia
ww. metali ciezkich w narzadach zwierzat biataczkowych po-
zwalaja ponadto okresli¢ aktualne zagrozenie organizmu, wy-
nikajace z dlugiego biologicznego pétokresu wydalania ich,
zwlaszcza otowiu i kadmu.

Weinstein i wsp. (33) wykazali, ze w rakach piersi u kobiet
poziom ferrytyny wzrasta szefciokrotnie w elektrolitach cy-
tozylowych. Wedtug Iancu (12) i Iancu i wsp. (13) w komér-
kach neuroblastoma i raka piersi sa zmagazynowane ztoza
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ferrytyny 1 hemosyderyny. Komérki nowotworowe wykazujg
cechy komorek endothelium i stad sa przecigzone zelazem. I
tak nowotwory odbytu, pgecherza moczowego, przetyku i ptuc
wykazuja silng korelacj¢ pomigdzy czegstoscia wystgpowania
a poziomem wysycenia transferyny przez zelazo (30). Kore-
lacj¢ migdzy nasyceniem transferyny a przezywalnoscig dzieci
chorych na biataczke limfoblastyczna wykazat takze Potaznik
i wsp. (26) oraz de Sousa (4). W grupie dzieci z nizszym niz
36% wysyceniem przezycie 48-miesigczne bylo u 90% pa-
cjentéw, a w grupie o wyzszym nasyceniu tylko 55%. Autorzy
uwazaja, ze wigksze wysycenie zelazem transferyny zapew-
nia dostateczny poziom Fe dla dzielacych si¢ komérek bia-
taczkowych.

Wzrost liczby nowotworéw notowano takze u gérnikéw
rud hematytu (Fe203), ale nie potwierdzono kancerogennego
dziatania tego zwiazku u myszy i $winek morskich po podaniu
go im dotchawiczo (5). Z kolei dekstran zelaza wstrzykiwany
domig¢$niowo lub podskérnie moze indukowacd miejscowe no-
wotwory u myszy i szczuréw (6).

U bydta biataczkowego obserwowano w badaniach wiasnych
wzrost poziomu zelaza w mleku, migsniach szkieletowych, wa-
trobie i nerkach. Mozna przyjaé, ze zwigkszenie zasobdéw zelaza
sprzyja powstawaniu wolnych rodnikéw (WR), gdyz ich two-
rzenie w reakcji Habera-Weissa, przebiega tylko w obecnosci
tego pierwiastka. Powstajace w nadmiarze rodniki, np. wodo-
rotlenowe, atakuja wszystkie biomolekuty w poblizu miejsca
swego powstawania, zwlaszcza DNA, a takze sg zdolne do
tworzenia nadtlenkéw lipidéw (30). Te ostatnie w obecnosci
Fe tworza rodniki nadtlenkowe, rodniki alkoksylowe i cyto-
toksyczne aldehydy, tj. zwiazki mogace wywolywacé proces
nowotworowy (30).

Arsen 1 niektére jego zwiazki naleza do I grupy ryzyka wg
IARC (International Agency for Research on Cancer) 1 s3
odpowiedzialne na nowotwory u ludzi (15). U pracownikéw
hut Zelaza i miedzi ryzyko zachorowania na nowotwory pluc
jest ok. cztero- do dwudziestokrotnie wigksze niz w populacji
kontrolnej. Notowano takze czgsto raki watroby, zotadka 1
jelit, raki skéry i1 migsako-naczyniaki watroby (31), a takze
chtoniaki i biataczki (28). Arsen powoduje uszkodzenie chro-
mosomdéw, hamuje replikacje DNA 1 tatwo laczy sie z mo-
lekutami hemoglobiny (23, 31). Ponadto zwiazki arsenu, jako
blokery grup — SH, powoduja zaburzenia w mitotycznej kon-
densacji chromatyny oraz w funkcji enzyméw, m.in. biora-
cych udzial w procesach naprawy DNA (24). Uwaza si¢
takze, ze arsen moze zastepowal fosfor w resztach fosfora-
nowych DNA i daé stabe wigzania w taicuchu DNA (24).
Zwiazki arsenu hamuja in vitro wchianianie metylotymidyny
i fosforanéw do ludzkich fibroblastéw, co jest zwiazane z
represja syntezy DNA (3). Nie udowodniono kancerogennego
dziatania As u zwierzat (15).

Kadm wykazuje dziatanie onkogenne i prowadzi do po-
wstania nowotworéw ptuc, nerek i gruczotu krokowego u lu-
dzi (15, 29), a u zwierzat migsakéw Leydigoma (5). Powoduje
on aberracje chromosomalne, a takze przyspiesza transforma-
cje komoérek zakazonych adenowirusami matp SA 7 (5), ha-
muje aktywno$é polimerazy RNA i szybkoS§¢ syntezy bialek
na polirybosomach (15). Jony kadmu moga takze prowadzi¢
do rozerwania in vitro wigzaii wodorowych w DNA i cze-
Sciowego rozwinigcia podwdjnej nici tego kwasu (35). Znany
jest tez wptyw kadmu na procesy translacji w komdrce (35).

Miedz nalezy do silnych wprawdzie inhibitoréw proceséw
proliferacji, ale w nadmiarze niszczy witaminy C i E, spel-
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niajace rol¢ antyoksydantéw chronigcych komérke przed
dziataniem WR (17, 21). W sytuacji wzrostu poziomu Cu w
organizmie, komdrki sa bardziej narazone na dziatanie wol-
nych rodnikéw, a tym samym wyraZnie podatniejsze na trans-
formacje nowotworowa (21). Zjawisko to jest interesujace,
gdyz poziom witaminy C w surowicy bydia bialaczkowego
jest obniZony, mimo syntetyzowania jej z D-glukozy i D-ga-
laktozy, a wigc uniezaleznienia sie od dowozu z zewnatrz.

O16w nalezy do pierwiastkéw kancero- i leukemogennych.
Diugotrwale karmienie zwierzat laboratoryjnych solami oto-
wiu powoduje u nich indukcje gruczolako-rakéw i rakéw nerek
(22). Obecno$¢ Pb w wodzie pitnej u ludzi moze by¢ przyczyna
wystepowania biataczek, szpiczakéw i chioniakéw (2).

Cynk zaliczany jest do metali o dzialaniu onkogennym, jak
i antynowotworowym (10). Karmienie myszy i szczuréw so-
lami cynku indukuje u nich zlosliwe nowotwory jadra i od-
wrotnie, podawanie zwierzetom karmy ubogiej w ten metal
utrudnia wzrost istniejacego nowotworu (10, 22). Cynk blokuje
przenoszenie elektronéw w procesach oksydo-redukcyjnych, w
zwigzku z czym jego wzrost w tkankach nowotworowych moz-
na rozpatrywac jako efekt ostabienia proceséw utleniania, a
takze silnie wiaze si¢ z DNA komdrki, co sprzyja mutacji chro-
mosoméw i w jej nastgpstwie proliferacji nowotworowej (10).

Istotna role w indukeji biataczki odgrywa hipomagnezemia,
gdyz stan ten sprzyja wystgpowaniu zwiekszonej mutacji
(35). Niedob6r Mg moze by¢ m.in. wynikiem podwyzszonego
poziomu ofowiu w ustroju, ktéry jest antagonista magnezu.
Jony Mg aktywuja enzymy z grupy RNA-azy i properdyny,
chroniace za ich posrednictwem komorke przed leukemowi-
rusem BLV. Ponadto jony magnezu katalizuja cyklaze ade-
nylowa, enzym bioracy udzial w powstawaniu cAMP z ATP,
ktéry wzmaga przeciwwirusowe dziatanie interferonu (1).

Mechanizm onkogennego dziatania metali cigzkich nie jest
w pelni wyjasniony. Uwaza si¢, ze metale te hamuja ekspresje
genomu komérki, bez mozliwodci reperacji i tak powstaty
biad jest przekazywany nowo syntetyzowanemu laficuchowi
DNA, ,utrwalajac” onkogenne dziatanie (27). Np. pod wpty-
wem jonéw Be'" dochodzi w komérce do powstania btedéw
w enzymatycznej syntezie DNA, dokonywanej przez rewertaze
(27). Btedy te polegaja na zastgpowaniu zasad pirymidynowych
1 purynowych przez inne zasady w komplementarnej nici DNA.
Btad w polimeryzacji DNA moze da¢ mutacjg, a nawet no-
wotworzenie. Metale cigzkie mogg takze ujawniac lub akty-
wowac utajone onkowirusy oraz dziata¢ immunomodulujaco,
z czym wiaze si¢ fakt, Zze nowotwory przez nie wywolywane
sa na og6t bardziej czynne antygenowo niz indukowane w
inny sposéb (21).

Metale cigzkie, np. arsen czy kadm, powoduja in vitro
zmiany morfologiczne i fenotypowe réznych linii komérko-
wych oraz utrat¢ hamowania kontaktowego, charakterystycz-
nego dla komérek transformowanych i nowotworowych (27).
Przeniesienie takich komérek do prawidiowego $rodowiska
hodowlanego nie powoduje ich rewersji morfologicznej (15).

Z obecnie, jak i wcze$niej wykonanych badad wtasnych
wynika, ze w tych samych warunkach srodowiskowych wie-
kszg predyspozycje do kumulacji metali cigzkich we krwi,
mleku, narzadach i tkankach wykazujg krowy zakazone BLV
i chore na biataczke anizeli zwierzeta zdrowe. Prawdopodobnie
bydlo zakazone wirusem BLV traci w duzym stopniu zdol-
no$¢ usuwania z organizmu obcych substancji, zwlaszcza z
tkanek objetych zmianami biataczkowymi. Madej i wsp. (20,
21) sugeruja, ze zwigkszonej kumulacji metali cigzkich w lim-

focytach biataczkowych sprzyja destabilizacja bton komdrko-
wych przez leukemowirus. Zmienione przez wirus wlasciwosci
fizykochemiczne komérek sprzyjaja prawdopodobnie wnika-
niu do nich metali ci¢zkich, przy jednocze$nie wystepujacej
hipomagnezemii i hiperkalcemii, naruszajacej integralnosé
bton komérkowych oraz wzrostu reakcji wolnorodnikowych,
co dopiero wéwczas moze prowadzié¢ do wlasciwej transfor-
macji limfocytéw prawidtowych w kierunku limfocytéw bia-
taczkowych (21).

Z badafi Heida i wsp. (11) oraz Lischkego (19) wynika
bowiem, ze limfocyty wykazuja wieksza sktonnos¢ do prze-
ksztalceni blastycznych w obecno$ci metali ciezkich. Komdérki
ptodowe chomika syryjskiego w obecnosci jonéw soli As,
Pb, Cd i Cr ulegaja przyspieszonej transformacji nowotwo-
rowej pod wplywem adenowiruséw matp SA 7 (3). Z kolei
komérki zarodkéw szczura in vitro i zakazone wirusem Kil-
chema, po dodaniu soli kadmu zwi¢kszajg ok. pieciokrotnie
ilos¢ aberracji chromosomalnych w poréwnaniu z hodowla
kontrolna, zakazona samym wirusem. Metal ten jest nie tylko
promotorem, ale takze stymulatorem transformacji nowotwo-
rowej in vitro (34).

Wirus BLV, jako czynnik inicjujacy proces nowotworowy
u bydta, sprzyja prawdopodobnie zwi¢ckszonemu przenikaniu
do nich metali ci¢zkich, ktére z kolei jako kokancerogeny
utatwiaja transformacje limfocytéw prawidlowych w kierunku
limfocytéw biataczkowych. Wykazano takze, ze groZniejsze
w sensie promotoréw biataczki sg niskie dawki metali cigz-
kich, np. Pb czy Cd, anizeli wysokie (21). Fakt ten wydaje
si¢ zrozumialy, gdyz bodZce o intensywnym dziataniu zupelnie
niszczg komdrki, nie powodujac jej nowotworowe;j transfor-
macji. Odwrotnie, bodZce o niewielkiej intensywnosci dziatania
wykazuja wiasciwosci onkogenne (21).
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Semmary

Mercury contamination of roe-deer tissues from Upper
Silesia and North-Eastern Poland

The concentration of mercury was tested in soil, plants
and roe-deer tissues (muscles, liver, cortex and medulla
of kidneys) in two regions of Poland: Upper Silesia nad
North-Eastern Poland. Upper Silesia is characterized by
heavy industry, with a high concentration of mines and
mills as well, whereas North-Eastern Poland is a typical
small farming area, practically devoid of industry. The
mean levels of mercury in Upper Silesia are as follows
(mg kg ) soil 0.333, plants 0.118, roe-deer museles 0.007,
liver 0.014, kidney cortex 0.114, kidney medulla 0.020. The
average content of mercury in the samples from the north-
eastern part of Poland is 0.028, 0.043, 0.002, 0.002, 0.007
and 0.002, respectively. The results indicate that the level
of mercury in soil, plants and roe-deer tissues depends on
the rate of environmental contamination with this metal.
Roe-deer, as an animal higly dependent on the local eco-
system, are good bioindicators of the contamination of the
environment with mercury and other heavy metals.

Wielokierunkowe wykorzystanie rteci w dziatalnosci ludz-
kiej powoduje, ze jej zuzycie w ostatnich dziesiecioleciach
bardzo wzrasta Roczne $wiatowe wydobycie rteci wynosi
okolo 10*. Podczas wydobywania, przerobu i transportu uwal-
nia si¢ do Srodowiska blisko potowa produkowanej ilosci tego
metalu. Zrédiem zanieczyszczenia Srodowiska jest przemyst
chemiczny, elektrotechniczny i farbiarski. Wazng przyczy-
ng skazenia Srodowiska rtecia w naszych warunkach moze
by¢ uwalnianie jej w wyniku spalania wegla i ropy nafto-
wej. Sredme stezenie rteci w weglu kamiennym wynosi 1,2
pmol. kg (1, 6). Zwiazki rteci stosowane sa w niektérych kra-
jach jako zaprawy nasienne. W Polsce zaprzestano ich produkcii
pod koniec lat siedemdziesiatych, jednak pozostaloéci w glebie
mogg utrzymywac si¢ bardzo dhugo, tym bardziej ze wskutek
zaprawiania nasion do gleby moze sie przedostaé do 10 g rteci
na hektar (5).

Wezesniejsze badania wlasne, a takze doniesienia innych
autoréw potwierdzajg obiektywna, bioindykacyjng przydat-
nos¢ zwierzat wolno zyjacych do oceny stopnia skazenia §ro-
dowiska naturalnego (1, 8).

Celem przeprowadzonych badai byto okreslenie stezenia rteci
w tkankach saren pochodzacych z dwéch réznych pod wzgle-
dem zanieczyszczenia sSrodowiska rejonéw Polski. Stwierdzenie
réznic w koncentracji tego pierwiastka w zaleznosci od miejsca
pochodzenia zwierzat potwierdzitoby bioindykacyjna przydat-
nos¢ tego gatunku do oceny skazenia Srodowiska. Poréwnanie
pozostatosci rteci w badanych tkankach z aktualnie obowig-
zujacymi normami regulujacymi dopuszczalny poziom Hg w
srodkach spozywczych miato na celu ustalenie stopnia ryzyka
toksykologicznego dla konsumentéw.

Material i metody

Probki migsni, watroby i nerek saren pochodzacych z Gor-
nego Slaska pobrano w Zaktadzie Przetwérstwa Dzmzyzny W
Wieszowej. Zwierzeta, 5 kéz 1 5 koZlat, pozyskano w miejsco-
wosciach: Kobidr, Toszek, Rudy Raciborskie i Rybnik. Masa
koZlat wahata si¢ w granicach od 8 do 14 kg, kéz od 13 do 18
kg. Probki tkanek saren, w tej samej proporcji wiekowej i
przedziatach masy, z rejonéw pdétnocno-wschodnich kraju
uzyskano od indywidualnych mysliwych polujacych w obwo-
dach towieckich potozonych na terenie Dgbrowa Bialostocka,
Lipsk nad Biebrza i Nowy Dwér. Z miejscowosci, w ktérych
pozyskano material zwierzgcy pobrano réwniez préby gleby i
roslin.

Zawartos¢ rteci w badanych prébach tkanek zwierzecych,
roslin 1 gleby oznaczano metodg spektrometrii absorpcji ato-
mowej przy uzyciu automatycznego analizatora §ladéw rteci
TMA 254. Prébki o masie do 300 mg sa przenoszone automa-
tycznie i spalane w strumieniu tlenu w temperaturze 850-
900°C. Produkty spalania sg wychwytywane przez katalizator,
a pary rtecl przenoszone sa ze strumieniem tlenu do rurki
pokrytej warstwa zlota, z ktérym tworza amalgamat. Po uwol-
nieniu z amalgamatu i automatycznym przeniesieniu do kuwet
pomiarowych nastepuje oznaczenie absorpcji. Kazdy pomiar
powtarzano 2-3-krotnie, a uzyskane wyniki byly srednimi tych
oznaczen. Kalibracje aparatu prowadzono stosujac roztwér



