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KVANTITATIVNO ODREDIVANJE PORFIRINA
U ERITROCITIMA OSOBA IZLOZENIH
DEJSTVU OLOVA

A. Kansky, BLaca KrRamMBerGER i H. KosLER
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i Dispanzer za profesionalne bolesti ZZU, Ljubljana

(Primljeno 16. VI 1972)

Kod 30 osoba eksponiranih olovu i kod 80 zdravih ispitanika odredi-
vani su koproporfirin i protoporfirin u eritrocitima te koproporfirin, uro-
porfirin, delta amino levulinska kiselina i porfobilinogen u mokraéi.
Prema koncentraciji protoporfirina nadenoj u eritrocitima ispitivane oso-
be su bile podeljene u dve grupe. Grupa B obuhvatala je 14 osoba kod
kojih koncentracija protoporfirina na 100 ml eritrocita nije prelazila
18 ug $to je gornja granica normale. Ni u jedne od tih osoba nije bilo
KkliniZkih simptoma. Srednje vrednosti za koproporfirin u eritrocitima kao
i za uroporfirin, delta amino levulinsku kiselinu i porfobilinogen u mo-
kraéi bile su unutar normalnih granica. Samo je srednja vrednost kopro-
porfirina u mokradi bila povetana. Od 16 osoba ukljulenih u grupu A,
4 su pokazivale znakove trovania olovom, a 12 nije imalo simptoma. Na-
dene su ove srednje vrednosti: za protoporfirin 82,9, a koproporfirin
6.8 ug na 100 ml eritrocita, delta amino levulinska kiselina 3,7, a porfo-
bilinogen 0,24 mg/100 ml mokrace, kooroporfirin 171, 5 ug, a uroporfirin
96,5 ug/1000 ml mokrate. Sve srednje koncentracije u toj grupi, osim
porfobilinogena bile su znatajno povisene u usporedbi s onima kod zdra-
vih osoba. Kod 4 bolesnika s otrovanjem olovom koncentracija porfo-
bilinogena u mokraéi kretala se izmedu 0,32 i 057 mg/100 ml mokrace,
$to prelazi normalne vrednosti (do 0,32 mg). Prema iskustvu autora ispi-
tivanje protoporfirina u eritrocitima mo¥e biti koristan test u zdravstve-
noj kontroli osoba eksponiranih olovu.

Uan den Bergh i saradnici (8) prvi su saopitili da vet¢ male koli¢ine
olova (Pb) mogu prouzrokovati, pored povetanog izlutivanja kopropor-
firina (KP) u urinu, i povetanu koncentraciju porfirina (P) u eritroci-
tima. Oni su opisali metodu za kvantitativno odredivanje u eritrocitima.
Kasnije su opisali metode za kvantitativno odredivanje porfirina u eri-
trocitima jo§ Schumm (81), Grinstein i Watson (12), Watson (36) i dru-
gi. Dok evropski autori odreduju porfirine pretefno po metodama
{Urannea (87) ili Rimingtona (27), ameritki autori sluze se modifikaci-
jama metoda Schwarza i Wickoffa (30).

Mehanizmi koji dovode do smanjene koncentracije hemoglobina u
eritrocitima osoba izlofenih delovanju Pb komplicirani su. Remington je
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ve¢ podavno upozorio na smanjenu aktivnost sintetaze hema (25, 26);
istu tvrdnju izneli su i Goldberg i saradnici (9). Kenck (18) 1 Ertksen (6)
ustanovili su da je poremelena i sinteza porfirina. Gibson i saradnic
(8), Lichtmann i Feldmann (21), kao i de Bruin (4, 5), dokazali su da je
inhibirana dehidraza delta-aminolevulinske kiseline (ALA). Rubino (28)
smatra da je inhibirana i aktivnost koproporfirinogenaze. Interesantnu
hipotezu postavio je Pecora (24) koji tvrdi da Pb stimulira sintezu he-
ma, a da do inhibicije ALA dehidraze dolazi usled feed-back-mehani-
zma. Ovakvom stavu protivurete, medutim, eksperimenti Gajdosa i
Gajdos-Torck (7), koji kod kuniéa otrovanih olovom nisu nafli pove-
¢ane aktivnosti sintetaze ALA.

IZBOR PREGLEDANIH OSOBA

Kod 30 osoba izloZenih delovanju Pb napravili smo analizu kopropor-
firina (KP) i protoporfirina (PP) u eritrocitima. Cetiri od ovih, dvoje
roditelja i dvoje njihove dece, le¥ali su u bolnici Trbovlje odnosno na
Klinici za pedijatriju u Ljubljani zbog trovanja olovom. Ostalih 26 bili
su radnici fabrika Helios i Arbo, koji su bili na svojim radnim mestima
izloZeni delovanju Pb u veéoj, ili manjoj meri, ali su bili bez klinikih
simptoma. Kod svih 30 izlo¥enih osoba, kao i kod 80 zdravih, odredili
smo jo§ koncentracije delta-aminolevulinske kiseline (ALA), porfobili-
nogena (PBG), KP i uroporfirina (UP) u urinu, a izvr§ili smo i uobita-
jena hematoloska ispitivanja.

METODE

P u eritrocitima odredivali smo po Rimingtonu (27): 2025 ml hepari-
nizovane krvi centrifugirali smo, isprali eritrocite dva puta sa fiziolo-
Skim rastvorom, izmerili njihov obim, dodali 13-struku kolidinu smese
etilnog acetata i siréetne kiseline i ostavili preko noéi na —25° C. Posle
filtracije izludili smo P sa 15% HCI, ekstrakt neutralizovali sa acetatom
natrija i izlu¢ili P sa eterom. U zavr$noj fazi izludili smo prvo KP sa
0,36% HCI, a posle PP sa 5% HCI. Fotometrirali smo u spektrofoto-
metru kod Sorretovog maksima, kao i kod 880 i 4921 odnosno 430. ALA
i PBG odredivali smo prema Mauzerallu i Granicku (28), a KP i UP u
urinu po Askevoldu, uzimajuéi u obazir modifikaciju Haeger Aronsonove
(18), kao 3to smo to veé opisali (17).

REZULTATI

U eritrocitima 80 kontrolnih osoba (tablica 1, grupa C) nasli smo pro-
setno 2,5 ug KP i 8,2 ug PP. Uzimajuéi u obzir $ standardna odstupanja
smatrali smo da su rezultati iznad 18 ug PP u 100 ml eritrocita iznad
normale. Prema ovome rasporedili smo osobe izloene olova u dve gru-
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pe: 1) u grupi B bilo je 14 osoba, kod kojih su bile koncentracije PP u
eritrocitima ispod 18 ug; u grupi A bilo je 16 osoba sa koncentracijom
PP iznad normale; tu su bila ukljucena i spomenuta 4 lica sa simptomi-
ma trovanja. Kod grupe B nasli smo proseéno 9,4 ug PP i 3,2 ug KP u
100 ml eritrocita. U mokraéi nasli smo sledece prosetne vrednosti: ALA
0,52 mg i PBG 0,13 u 100 ml mokrace; koncentracija KP bila je pro-
se¢no 70,6 ug a UP 4,6 ug u 1000 ml urina; t-testom po Studentu na-
§li smo da su bili kod ove grupe znatno povetani jedino KP u urinu.

Kod grupe A nasli smo sledete prosecne vrednosti: koncentracija KP
bila je 6,8 ug, a PP 82,9 1g u 100 ml eritrocita; koncentracija ALA bila
je 3,7 mg, PBG 0,24 mg u 100 ml urina, dok je koncentracija KP bila
171,5 ng 1 UP 26,5 ug u 1000 ml urina; t-testom po Studentu nasli smo
da su razlike prema analognim vrednostima kod zdravih osoba bile sta-
tisti¢ki na nivou znalajnosti od 5%o. Jedino nije bilo statisticki znacajno
povetanje koncentracije PBG, no i tu je bila vrednost t na samoj granici
znatajnosti. U urinu bila je koncentracija ALA poveéana kod svih 16
lica, dok su KP bili poveéani kod 15 bolesnika (tablica 2).

Tablica 2.

Koncentracije koproporfirina (KP) i protoporfirina (PP) u eritrocitima,
kao i delta-aminovulinske kiseline (ALA), porfobilinogena (PBG), koproporfirina (KP)

i uroporfirina (UP) u urinu kod 16 osoba jale izloZenih olovu

___ Eritrociti , __ Urin
KP PP ALA PBG KP UP

mikrogr.  mikrogr. mg/100 mg/100  mikrogr.  mikrogr.

/100ml  /100ml | ml ml /1 /1
1 B. V. 16.4 1520 | 8,00 0,32 198 126,0
2 A I 5,7 630 | 0,70 0,23 67 8,3
3 G.L 1,1 56,4 1,25 0,06 180 9.7
4 A M 9,1 56,0 2,90 0,13 204 13,8
5 R.A. 93,8 117,0 0,60 0,03 109 42
6 C. M. 45 150,0 0,70 0,31 191 41,0
7 K. F. 10,3 1080 125 0.06 109 4,1
8 D. A. 8,2 2180 | 6,00 0,13 195 33,0
9 S. F. dete 8,2 91,5 J 7,30 0,57 206 13,8
10 S. F. otac 3.2 478 | 180 0,57 185 15,0
11 S. M. dete 1,6 24,0 } 6,00 0,32 150 41,0
12 S. M. majka 0 330 | 630 0,38 191 16,6
13 D. M. 1.1 854 180 0,25 212 50,0
14 K. M 8,3 133,0 1 2,00 0,23 195 33,0
15 €. F. 1,7 93,8 0,75 0,19 169 9,7
16 Z. F. |

6,3 18,5 ‘ 1,00 0,06 183 6,0
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DISKUSIJA I ZAKLJUCAK

Metode pojedinih autora, iako dosta sli¢ne u principu, razlikuju se po
tehnici ekstrakcije i merenju koncentracije. Iz toga razloga podaci o
koncentraciji P u eritrocitima zdravih ljudi razlikuju se. Bénard i sa-
radnici (2) nasli su prosetno 18 ug celokupnih P, Koskelo (19) 17 pg P
(8-32), Rimington i saradnici (27) 18,8 ug PP, Goreczky i Roth (10) 22
ug PP u 100 ml eritrocita. Drugi autori nasli su nesto vece prosetne kon-
centracije: Krammér i saradnici (20) 31 ug PP (14-55), Wranne (37)
80 ug PP (16-52), Heilmayer i Clotten (15) 34 ug (18-51) u 100 ml eri-
trocita. U toku naSeg rada nasli smo prosetno 8,2 ug PP u 100 ml eri-
trocita. Uzimajuéi u obzir trojno standardno odstupanje, smatrali smo
da su bile vrednosti iznad 18 ug u 100 ml eritrocita povecane; ova kon-
statacija prili¢no se priblizuje iskustvima Haeger-Aronsenove (14), koja
smatra da je kod zdravih Ijudi koncentracija PP u eritrocitima ispod
25 ug.

Iz radova autora, kao $to su Uigliani i Angeleri (34), Uigliani 1 Wal-
denstrom (35), Useva (33), Griffini i saradnici (11), Haeger-Aronsen
(14) znamo da je kod bolesnika sa simptomima saturnizma koncentracija
P u eritrocitima povi¥ena. Malo pak ima podataka o koncentraciji P u
eritrocitima osoba koje, iako izloZene delovanju Pb, nemaju klini¢kih
znakova oboljenja. Haeger-Arcnsen (14) smatra da postoji kod izlozenih
osoba korelacija izmedu koncentracije PP u eritrocitima s koncentraci-
jom ALA u urinu.

U detaljnim analizama rezultata na$ih bolesnika nasli smo da je u
urinu koncentracija ALA bila povisena kod 22 osobe, koncentracija KP
kod 19, dok je koncentracija PP u eritrocitima bila poveéana kod svega
16 na$ih bolesnika (kod svih $esnaestoro sa poveéanom koncentracijom
PP u eritrocitima bila je znatno povetana koncentracija ALA u urinu).
Iz ovakvih podataka zakljulujemo da je koncentracija ALA u urinu
osetljivi indikator za otkrivanje metabolitkih promena kod osoba izlo-
¥enih delovanju Pb nego $to je koncentracija PP u eritrocitima.

Kod &etiri bolesnika sa simptomima saturnizma koncentracija PBG u
urinu bila je izmedu 0,32 i 0,57 mg u 100 ml, dok smo kod zdravih oso-
ba naili vrednosti izmedu 0 i 0,32 mg; koncentracija ALA iznosila je
kod ove tetvorice izmedu 6,0 i 7,8 mg. Takvi nalazi podudaraju se sa
zapa¥anjima Tishkoffa (82) i Schwartza (29), koji su nadli kod bolesnika
sa simptomima saturnizma povisene vrednosti PBG u urinu. Zeleli bismo
istaéi da kod 92 radnika izloZena delovanju Pb, ali bez klinickih simpto-
ma, koje smo ispitivali ranije (16), ni u jednom slu¢aju nismo nasli po-
velane koncentracije PBG, kao $to nisu nasli ni drugi autori koji su vr-
§ili ispitivanja osoba izloZenih delovanju Pb (13).

Prema tome zakljutujemo da je povi$enu koncentraciju PBG u urinu
moguée olekivati samo kod osoba sa izraZenim simptomima saturnizma,
a nikako kod onih koje su samo izloZene delovanju Pb, a nemaju klini¢-
kih simptoma.
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Summary

QUANTITATIVE DETERMINATION OF PORPHYRIN IN RED BLOOD CELLS
IN PERSONS EXPOSED TO LEAD

In 80 persons exposed to lead and in 30 healthy persons the following quantitative
analyses were carried out: coproporphyrin (KP) and protoporphyrin (PP) in red blood
cells and KP, uroporphyrin (UP), delta-aminolevulinic acid (ALA) and porphobili-
nogen (PBG) in urine.

According to the concentration of PP in red blood cells, the persons examined
were divided into two groups. Group B comprised 14 persons in which the PP con-
centration in 100 ml red blood cells did not exceed 18 ug, which is the upper normal
limit. All were free from clinical symptoms. The mean values for KP in red blood
cells as well as for UP, ALA and PBG in urine were well within normal limits. Only
the mean value of KP in urine was increased.

Out of 16 persons included in group A four displayed signs of lead intoxication
and 12 were symptom free. The following mean values were found: PP 82,9 and KP
6,8 ug in 100 ml red blood cells, ALA 3,7 and PBG 0,24 mg in 100 ml urine, KP
171,5 ug and UP 26,5 pg in 1000 ml urine, All the mean concentrations in this group
except the PBG were significantly increased as compared to those in healthy persons.
In the four lead intoxicated persons the PBG concentration in urine ranged from 0,32
to 0,57 mg in 100 ml urine, what exceeds the normal values (up to 0,32 mg).

According to our experience the analysis of PP in red blood cells can be a useful
test in the medical control of lead exposed persons.
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