IBRAHIM RUZDIC - ;' BSOS o Bl e iine o

¥ R g 2 : T

PORFIRINURIJA KAO RANI ZNAK NASTUPA OPASNE
. APSORPCIJE OLOVA :

-

i Kod svakog otmvanja olovom naéi éemo u urinu po-veéano
A e izlucwanJe koproporfirina izomerije III. To su- ‘neki autori poku-
Sali iskoristiti, da pravovremeno otkr.yu pojavu oOpasne apsorpcile
olova. Na na&in, koji su oni preporuli, nisu mogli sa sigurnoséu
utvrditi poéetak opasne ' apsorpeije.. U dokazivanju poveéanih
- koli¢ina koproporfirina u urinu vide oni, medutim, test, koji-bi
. bio .korisnije i sigurnije laboratorijsko orude u procjeni raznih
.oblika “intoksikacije . olovom, nego. $to su bazofilno . punktirani
eritrociti, Na osnovu iskustava stetenih u, nizu izvrsenh istrazi-
vanja upotrebili smo nasu semikvantitativou metodu za odredivanje
koproporfirina u urinu. Na taj smo nadn mimoisli teskoée, koje
su opisali prije spomenuti autori. Mogli smo pratiti veé¢ prve male
promjene u koli¢ini koproporfirina, koji je izluéen u urinu, a do
kojih dolazi poveanjem apsorpcije olova., Podaci o dokazu
koproporfirina u urinu kod 53 radnika pokazuju, da se pojava
opasne apsorpcije olova u organizmu moZe pratiti na taj naéin.

Olovo, koje cirkulira u krvi, izaziva &itav niz biokemijskih
aktivnosti. Njthov zbroj dovodi do razn‘h poremecaja normalnog
metabolizma, pa tako i do poremecéaja normalnog metabolizma hemo-
globina, Pojava porfirinurije je takoder jedna od posijedica takvog
poremecaja razgradnje, odnosno izgradnje hemoglobina. S obzirom
na ranu . dijagnostku otrovanja olovom miSljenja su o vaznosti
porfirinurije podijeljena.

Mnogi autori smatraju, da je pmava porfirinurije ne samo, ko~
risno pmmagalo u dijagnostici otrovanja olovom, nego takoder i
siguran znak rane intecksikacije, ¢ak sigurniji i od pojave povecanug
broja bazofilno punktiranih eritrocita. (1—8), Oni smatraju porvecam
broj bazofilno punktiranih eritrocita samo za znak patoloSke reakcije
stanice, a nikako za neki fenomen, koji bi se mogao. pripisati speci-
ficnom djelovanju olova.

S tim se misljenjem dosta autora ne slaZe. Za mlh ;]e upravo
povecan broj bazofilno punktiranih eritrocita, a ne pojava porrfm-
nurije, definitivni kriterij u pmc;em otrovanja olovom. Istina, oni
priznaju da je pm-ﬁrirnu«ri}a vazno ub]l].ezw qpce slike otmvam]a
olovom, ali ne priznaju, da je 1;0 i pcm]ava, koja je spem.ﬁcna za to
otrovanje. (9), (10)

Neki autbri opet smatraju, da isti oni faktori, koji ‘dovode do
: pov»ecama broja bazofilno purmktm*atmh eritrocita, izazivaju i porfiri-
nutiju. Prema tome bi i klini¢ko znadenje pojave porfirinurije bilo
isto tako oagrarmée(no, kao i znatenje svih drugih- laboratorijskih
testova, izuzev&i kvantitativino o-dredlvame olova u b omeskom

':maben]alu 9) e
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Aiko u'emtrmmmo mxﬁljmja, ko;.a Smo sz]eh, vidjet éemo, kaxko
se svi slazu u tome, da oshmvvame olovom prati poveéana koli¢ina u
urin iziucenog porfirina, i to koproporfirina izomerije III.

Medutim u pitanju, zasto dolazi do poveéanog izludivanja
koproporfirina kod otrovanja olovom i u kog;og fazi- olovo prekida
normalni tok metabolizma hemoglobina, nije postignuta puna
suglasnost Veéina autora smatra, da do tog prekida dolazi zato, Sto
olovo spre¢ava ugradnju Zzeljeza u protoporfirinski prsten i time
ta:ko reéi »blokira« normalnu izgradnju hemoglobina. (11), (12), (13)

prortoporrﬂm, kog; na tag natin ostaje neiskorisSten; prelazi u
koproporfirin izomerije III i izlutuje se w urin. Takvq tumaéeme
patoloske sinteze hemoglobina narofito su {mtkmemu najnoviji
.radovi Vannottija i njegovih suradnika. (14) Prateéi pojavu fluore-
scencije pmd mikroskopom, odnosno prateéi srn]esta] radioaktivnog
zeljeza, oni su dokazali, da se kod otrovanja olovom u eritroblastima
gomila protoporfirin. Do tog gomilanja dolazi zato, Sto eritroblasti
vige ne mogu da u protoporfirinski prsten ugrade raspvodoéivo zeljezo
i da time osiguraju normalnu sintezu hemoglobina. Pojava anemije
i naro¢ito velik porast koli¢ine porfirina u eritrocitima, odnosno u
urinu posljedice su takve patoloSke sinteze.

A drugl autori (15), ne mogavsi u svojim istrazivanjima utvrditi
od takvog tumatenja zavisnu korelaciju izmedu urinom izlutene
kolicine Zeljeza i koproporfirina, dovode pojavu porfirinurije u
vezu s preranom razgradnjom eritrocita. Oni olovo smatraju za
izraziti hemoliti¢ki otrov, koji se apsorbira na lipoidno-proteinskoj
membrani eritrocita i na taj na¢in izaziva njihovu preranu razgradnju
u perifernoj cirkulaciji krvi. Zbog takve razgradnje dolazi do na-
draZaja koStane mozd‘ne. Kad se olovo u kostanoj mozdini nagomila
u dovoljnoj koli¢ini, inhibira produkeciju protoporfirina potrebnog
za sintezu hemoglobina. Tako je, po njihovu misljenju, smanjena
koli¢ina hemoglobina posljedica smanjenje produkcije protoporfirina,.
a ne nesposobnost organizma, da stvoreni protoporfirin iskoristi.

U sam problem, kako dolazi do patoloskog metabolizma hemo-
globina, ne éemo se detaljnije upustati, ali se ve¢ iz tih tek ukratko
sazetih izlaganja jasno vidi, da je porfirinurija neizbjezna posljedica
poremetaja u metabolizmu hemoglobina, bez obzira na to, na koji
nadin olovo prekida normaini tok izgradnje, odnosno razgradnge
hemoglohina.

Kako dugo i u kako velikim koli¢inama mora olovo cirkulirati
u krvi da dode do tazkvorg pomemeéaja, pitanje je, na koje se nije
dovoljno obratila paznja. Drugum mJ;ecmnaa nastojanja autora, koji
su se bavili tim problemom, nisu i§la za tim, da otkriju podetak
opasne a:psou'pc je, nego su nastojali da pruZe tto uvjerljivije dokaze
o tom, kako je upravo pojava porfirinurije jedan od kardinalnih
simptoma otrovanja olovom. '
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Ta &injenica moze biti u diferencijalnoj dijagnostici otrovanja

olovom dragocjeno pomagalo klini¢aru, ali ne i lijetniku, kome je
povjereno da otuva zdravlje radnika u industriji olovom. Lijetnik
ne smije naime dopustiti ni da dode do oboljenja, a nekmoli da
Ceka, da se oboljenje razvije u punoj i izrazenoj klinitkoj slici, jer
takva oboljenja predesto ostavljaju trajne i nepopravljive poremeéaje
u zdravlju radnika. Stoga je njegova prva, a ujedno i najvaznija
duZnost, da sprije¢i oboljenje radnika, t. j. da radnika u pravi ¢as
ukloni iz ugroZzeme okoline. Da bi to mogao posti¢i, treba da ima
takva pomagala, koja mu omoguéuju, da svakog ¢asa moZe proci-
jeniti, koliko je radnik ugroZen na svom radnom mijestu, da otkrije
prve znakove, koji ga upozoravaju o nastupu poveéane apsorpeije,
drugim rijetima, ¢ nastupu opasnosti otrovanja olovom,
" Sva pomagala, koja mu za to stoje na raspolaganju, mogu se
uglavnom svesti na traZenje bazofilno punktiranih eritrocita, odnosno
ha odredivanje koli¢ine urinom izlutenog olova. I jedan i drugi test
zapravo su nezahvalno orude u ovom tefkom poslu higijenidara.
TraZenje bazofilno punktiranih eritrocita, naime, ne samo da je
test, koji mnogi autori kritiziraju i smatraju kao nespecifi¢an, nego
i samo trazenje bazofilno punktiranih eritrocita razmjerno dugo
traje. A odredivanje urinom izludene koli¢ine olova je, istina, pot-
puno pouzdan test, ali je njegovo izvodenje dugotrajno, skupo i
zahtijeva kvalificirano osoblje, tako, da se moge tesko primijeniti i
u rutnskom poslu kod ¢uvanja zdravlja radnika ma u iole vectoj
industriji olovom:

Te okolnosti dovele su do toga, da su danas uvelike koncentrirana
nastojanja, kako da se nade test, koji bi bio i toliko jednostavan i
jeftin, da ga moZe ne samo lijetnik, nego i njegovo tehnitko osoblje
u samoj tvornici, odnosno ambulanti izvesti, a ujedno i toliko
pouzdan, da se lije¢nik u prosudivanju opasnosti od otrovanja olovom
sa sigurnoSéu moze osloniti na nj.

U novije vrijeme ima sve veéi broj autora (7), (8), koji pojavu
porfirinurije dovode u vezu s otrovanjem olovom. Oni se nadaju,
da bi upravo izutavanje metabolizma porfirina moglo zadovoljiti
navedene zahtjeve t. j. pruziti test, koji bi bio rana indikacija nastupa
opasne apsorpcije. To pridavanje vaznosti pojavi porfirinurije kod
otrovanja olovom toliko je zamimljivije, Sto joj sada ne pridaju
vaznost samo evropski, nego takoder i ameri¢ki autori, koji su sve
do nedavna porfirinuriju smatrali za fenomen, na temelju kojeg se
ne mogu stvarati bilo kakvi znatajniji zakljudci ¢ak ni u dijagnostici
otrovanja olovom. (9) :

Istina, svaki ¢oviek u vrijeme od 24 sata redovno urinom izludi
14—99 mikrograma porfirina, i to oko 80% koproporfirina izomerije
Ii oko 20% koproporfirina izomerije III, ali je kod otrovanja olovom
koli¢ina urinom izlutenog koproporfirina izomerije III veéa, tako da
moze dosedi i koli¢inu do 8 mg na dan. (16) : ; :
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Obje te izomerije, i koproporfirin I i koproporfirin III, topljive
su u smijesi etera i octene kiseline, a u ultraljubitastom svijetlu
fluoresciraju erveno (17).°1 jedno i drugs svojstvo ‘koproporfirina
zapravo su osobine, koje nam i omoguéuju dokazivanje njihova
prisustva u urinu. Veéina autora preporutuje, da se. porfirin iz
octeno kiselog urina ekstrahira eterom, iz etera preuzme u soinu
kiselinu i fluorescencija solno kisele otopine porfirina promatra u
ultraljubi¢astom svijetlu..Manji broj autora. promatra direktno
fluorescenciju eternog sloja. Pojava crvene fluorescencije znati, da
u istrazivanom urinu ima porfirina, (11) !

Bilo da na jedan ili na drugi natin eksirahiramo porfirin iz
urina, njegovu crvenu fluorescenciju prati jos i jedna druga, plava,
odnosno prljavozelena fluorescencija, koja potjete od supstancija,
koje su ekstrahirane zajedno s porfirinom u eter, odnosno u -soinu
kiselinu. Ta fiuorescencija, koja je zapravo neodredene boje, to je
izrazitija, $to je manja. koncentracija porfirina. Tako je, ako se radi
s malim koli¢inama urina zdravih ljudi, odnosno onih, koji po svom
pozivu ne dolaze u dodir s olovom, plava fluorescencija potpuno
prekrivena crvenom, kao da urin uopée ni ne sadrzava porfirina.

Polazeéi od te ¢injenice nedavno su de Langen i ten Berg (7)
objavili semikvantitativnu . metodu -odredivanja porfirina u urinu.
Oni uzimaju 20 ml urina, zakisele ga s nekoliko kapi octene kiseline
i izmuékaju s 2 ml etera pa promatraju fuorescenciju eternog sloja
u ultraljubitastom svijetiu. Ako urin sadrzava normalne koli¢ine
porfirina, eterni sloj fluorescira siabo plavo do plavo-zeleno. Me-
dutm, ‘ako je koli¢‘na porfirina u urinu povetana, eterni sloj
Tuorescira crveno; porastom koncentracije porfirina raste i intenzitet
crvene fluorescencije. U nejasnim slu€ajevima preporutuju kvanti-
tativno odredivanje porfirina. Po miSljenju autora takav na&in
dokazivanja porfirina moZe posiuziti kao pouzdan test za prosudivanje
veé prisutne, odnosno potencijalne intoksikacije olovom. Na osnovu
rezu'tata dobivenih takvim dokazivanjem porfirina u urinu od 87
radnika izvrgnutih djelovanju olova, oni zakljutuju, da je tako
utvrdena porfirinurija mnogo pouzdaniji test za prepoznavanje ranog
otrovanja olovom, nego bazofilno punktirani eritrociti. Uvjereni su,
da se na taj nadin moze zdravlje radnika u industriji olovom mnogo
jednostavnije i sigurnije otuvati, nego praéenjem pojave bazofilno
punktiranih eritrocita. S e :

Takva je istraZivanja na skoro isti matin izvrSio Meek sa su-
radnicima. (8) Oni su istrazili urin 66 radnika izvrgnutih djelovanju
olovnog dima i nisu mogli naéi velike korelacije izmedu - pojava
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~ervene fluorescencije i kolitine urinom izlufenog olova, Najvetu
te$koéu u procjeni, da li je urinom izludena koli¢ina porfirina po-
veéana ili nije, predstavljala je gotovo redovna pojava’ plave
fluorescencije. Upravo je pojava te plave fluorescencije, kako se-to
jasno vidi iz 'rezultata, koje su oni tabelarno prikazali, bila glavni
uzrok njihove nesigurnosti u -prosudivanju boje fluorescencije,
odnosno u donosenju konaéne odluke, da li je nastupilo povetane
iziuéivanje porfirina, pa prema tome i opasna apsorpcija olova,
ili nije. S A s : : e ’
Tako rezultati njihovih odredivanja ne potvrduju-u cijelosti
navode de Langeng i ten Berga, pa prema tome ni-ne opravdavaju
takvo dokaz:vanje porfirina kao test, koji bi sluZio za ranu indikaciju -
opasne apsorpcije olova, ipak smatraju svoje rezultate -za tolike
zanimljive, da mogu pobuditi ja& interes u izu¢avanju toga problema.
Oni usprkos iznesenth te$koéa kao i &injenice, da porfirinuriju moze
izazvati i &¢itav niz drugih kemikalija, viSe cijene  taj test nego
trazenje bazofilno punktiranih eritrocita, kad se radi o prosudivanju
prisutne, odnosno potencijalne - intoksikacije olovom. Stavise, po
njihovu je mi§ijenju utvrdivanje pojave poa‘ffirinurij'e znatajnije za
ocjenjivanje opasnosti, nego &ak i odredivanje olova u krvi iiu
" urinu. Oni stoga u izradi tofnog porfirinskog testa gledaju labora-
torijsko orude, kojim ée se lijeénik moéi u procjeni olovne opasnosti
mnogo efikasnije sluziti, nego bilo kojim drugim veé poznatim
pomagalom. PN ' : 2

lako rezultati nasih prijadnjih istraZivanja nisu opravdavali
nadu (18), da ¢e pojava porfi.rinurije.mo.éi posluziti kao siguran test
za indikaciju nastupa opasne apsorpcije olova, ipak su nas iznesena
mi§ljenja spomenutih autora navela, da u naSem Institutu ponovo
pristupimo istraZivanju ovog problema. Tu na$u odluku potkrijepila
je &njenica, da je tehnika dokazivanja porfirina u urinu sama po
sebi doista i brza i jeftina, a i toliko jednostavna, da je i pomoc¢no
osoblje moZe u samoj tvornici, odnosno ambulantj vrsiti.

U svojim smo prijagnjim istrazivanjima naime nailazili na one
iste poteskoée, koje spominju Meek i suradniei, (8) t. j. nailazili smo
Zesto na pojavu.plave fluorescencije, bez obzira na to, da 1i je porfirin
bio ekstrahiran iz urina u eter ili solnu kiselinu. Ta pojava plave
fluorescencije Gesto je otezavala sigurno prosudivanje, da 1i uz plavu
fluorescenciju postoji i -crvena. Drugim rijetima, pojava je plave
fluorescencije onemoguéavala, da se totno prosudi, je i izluena
koli¢ina porfirina u urin povetana ili nije. To se naroéito dogadalo
kod radnika, kod kojih je postojala samo poveéana apsorpcija olova,

-
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a nije bilo znakova otrovanja. Na osnovu takvih iskustava, do kojih
smo dosli dokazivanjem porfirina u urinu od 100 radnika izvrgnutih
djelovanju olova, zaklju¢ili smo, da se ni ne mogu uo&iti neke zna-
Cajnije ovisnosti izmedu pojave porfirinurije i koncentracije olova
u urinu, pa prema tome da’'ni porfirinsk: test ne moe sluziti kao
pouzdano orude u procjeni potetka opasne apsorpcije.

Kad smo se dakle ponovo primili problema, ponovili smo
istrazivanja' na nagin, koji su preporudili de Langen i ten Berg,
odnosno Meek i suradnici. Za ta smo istraZivanja uzimali urin
radnika, koji nisu bili u svem posiu izvrgnuti djelovanju olova, kao
i uwrin onih radnika, koji su bili danomice izvrgnuti djelovanju
olova. Kod istrazivanja smo pored porfirina redovno odredivali i
koli¢inu olova u urinu, i to ditizonskom metodom. Urin smo sabirali
na nadin, koji je prije opisan, tako, da se za dokazivanje porfirina
uvijek upotrebljavao svjez urin. (18)

Stedena iskustva i nakon tih istrazivanja nisu mnogo izmijenila
misijenje, koje smo veé ranije stekli s obzirom na pojavu porfiri-
nurije kod radnika izvrgnutih djelovanju olova. (18)

U nastavku istrazivanja smo konatno pokusali dokazati porfirin
u urinu i na naéin, koji smo izradili u naem Institutu (19); t. 3. uzeli
smo 10 ml urina, zakiselili ga sa 0,2 ml octene kiseline i izmuékali
sa 20 ml etera. Posto smo eterni ekstrakt tri puta oprali sa po 2 ml
destilirane vode, izmuékali smo ga sa 5 ml 10% sumporne kiseline
i sumporno kiselu otopinu porfirina promatrali u ultraljubi¢astom
%vijethu.

Podact tih istraZivanja prikazani su u tablici 1, gdje je jednim
krizem oznadena slabo crvena fluorescencija, sa dva kriZa jasno
crvena fluorescencija,a sa tri kriza jaka crvena fluorescencija.

Porfirin smo na taj natin mogli dokazati — kako se to vidi iz
podataka na tablici 1 — u svakom onom uzorku, koji je sadrzavao
vise od 110 mikrograma na litru urina, dok u uzorcima, koji su sadr-
Zavali manje od 110 mikrograma na litru urina, nismo mogli dokazati
prisutnost porfirina. Drugim rije¢ima, prisutnost porfirina nismo mogli
dokazati u urinu zdravih ljudi, odnosno ljudi, koji nisu izloZeni
djelovanju olova. Ali uvijek je dokazana prisutnost porfirina u urinu
onih ljudi, koji su bili izvrgnuti opasnoj apsorpeiji olova. Istra¥ujuéi
prisutnost porfirina nismo nikad zamje¢ivali onu neodredenu boju
fluorescencije, koja se kadikad zamjecuje, kad se porfirin ekstrahira
iz urina u solnu kiselinu. (20) U svim istrazenim sluéajevima fluo-
rescencija je uvijek bila jasno ervene boje, bez ikakve druge primjese,
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pa je njen intenzitet rastao s porastom koncentracije porfirina u
urinu. Ujedno bi se iz podataka te tablice moglo zakljuciti i na
korelaciju izmedu koncentracije olova i koncentracije’ porfirina
u urinu. ’

TABLICA 1.

Podaci o pojavi porfirinurije s obzirom na koncentraciju olova u urinu
Koli¢ina Crvena Koliéina Crvena

Redni olova u mikro- | fluorescen- | Redni olova u mikro- | fluorescen=-

broj gramima na | cijazami- broj gramima na | cija zemi-
. 1000 mlurina jetena 1000 ml urina jecena
1 87 - 28 140 ek
2 69 — 29 135 e
3 53 30 133 e i o
4 61 — 31 150 e
5 100 = 32 163 44+
8 93 — 33 134 444
7 112 + 34 141 +4++
8 123 4= 35 126 + 4
9 125 et 36 159 s
10 116 + 37 147 B e
11 118 = 38 189 St
12 113 = 39 151 44
13 126 = e 40 165 e o e
14 119 B 41 173 5
15 120 4 42 148 o e
16 128 ++ 43 177 e
17 124 a2 44 180 s
18 129 4= 4 45 162 + 4+
19 7 121 A+ 46 144 +4+ 4
20 117 S 47 207 spet
21 123 4 48 203 AP
22 119 e 49 192 e ip
23 116 4+t 50 187 o o i
24 111 = 51 161 444
25 109 + 52 172 + 4+
26 117 B o 53 201 ¢ St
27 S0 (1) + 4
|

Isko porfirinurija prati i neka druga oboljenja, pa prema tome
i nije specifican znak otrovanja olovom, ipsk se iz tih prvih poda-
taka nadih istrazivanja mote odekivati, da ée na ovaj natin dokazana
porfirinurija moci posluzZiti lijeéniku kao pouzdano orude w otkri-
vanju podetka opasne apsorpcije olova. To komatno i jeste svrha
zajednitke suradnje biokemicara i lijetnika na polju higijene rada.

1z Instituta za higijenu rado
Zagreb
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SUMMARY

PORPHYRINURIA AS EARLY SIGN OF DANGEROUS LEAD .ABSORPTION

Each lead poisoning causes an increased excretion of coproporphyrine,
isomer III. Some authors tried to use this fact for an early detection of
dangerous lead absorptions. However, the method recommended by them
did not vouchsafe for detecting the beginning of dangerous absorptions. But
such a detection would be a much more useful and reliable laboratory weapon
for estimating various forms of lead :intoxicatiom than that of »stippled«
erythrocytes. On the basis of experience acquired in a series .of investigations
we proceeded to use for this purpose our. semiquantitative method for de-
tecting coproporphyrine in urine. We thus succeeded in by-passing the
difficulties described by the above-narned authors. We were able fo observe
already the first small changes in the amount of ‘coproporphyrine excreted in
urine and caused by increased lead absorption. Data ‘on  ascertainment of
coproporphyrine in ' urine in 53 workers prove that the phenomenon of
dangerous lead absorption in the organismcan be observed in: this way.
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