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Dlugotrwale narazenie na czynniki chemiczne jest czestq przyczynq uszko-
dzenia nerek. Poszukujqc markerow nefrotoksycznosci u 0oséb narazonych zawo-
dowo, przebadano pracownikow laboratoriow chemicznych zatrudnionych na
Wydziale Farmacji AM we Wroclawiu. Wstepnq ocene nefrotoksycznosci wyko-
nano badajqc aktywnos¢ enzymow lizosomalnych (NAG, NAG-B, f-Gr, GAL)
oraz rqbka szczoteczkowego (GGT, AAP) w moczu. Przeprowadzone badania
wykazaly podwyzszonq aktywnosé AAP oraz wplyw stazu pracy na aktywnosé¢
NAG i GAL. Stwierdzono wyzszq nefrotoksycznos¢ tygodniowego narazenia
u pracownic z przewleklymi chorobami.

Hasta kluczowe: rozpuszczalniki organiczne, laboratoria doswiadczalne, markery
nefrotoksycznosci, mocz.

Key words: organic solvents, experimental laboratories, markers of nephrotoxicity,
urine.

Badanie skutkow narazenia zawodowego na czynniki chemiczne jest zagadnie-
niem niezmiernie waznym. Nerki sg szczegdlnie podatne na dziatanie czynnikow
toksycznych, dlatego istotna jest ocena nefrotoksycznosci ksenobiotykéw. Do zwiaz-
koéw nefrotoksycznych naleza m.in. metale cigzkie, srodki ochrony roslin, rozpusz-
czalniki (1). Rozwijajaca si¢ synteza nowych zwiazkéw chemicznych i tworzyw
sztucznych skutkuje szerokim wykorzystywaniem rozpuszczalnikéw organicznych
jako substratow w przemysle chemicznym. Znajduja one réwniez zastosowanie jako
srodki odttuszczajace i czyszczace chemicznie, w urzadzeniach zamrazajacych oraz
chroniagcym przed zimnem, jako rozpuszczalniki farb w przemysle farbiarskim czy
drukarskim (2, 3). Rozpuszczalniki organiczne sa grupa bardzo zréznicowang che-
micznie. Naleza tu alkohole alifatyczne, chlorowane pochodne weglowodorow ali-
fatycznych, ketony, glikole oraz estry kwasu octowego i ftalowego (4, 5). Z toksy-
kologicznego punktu widzenia w normalnych warunkach odznaczaja si¢ dziataniem
drazniacym na skorg, w wyzszych dawkach maja dziatanie narkotyczne, wywo-
lujac szereg niekorzystnych zjawisk od depresji osrodkowego uktadu nerwowego
do znieczulenia ogdlnego wiacznie (6, 7). Niezaleznie od dziatania ogodlnego roz-
puszczalniki wykazuja swoista toksyczno$¢ narzadowa. Niektdre z nich moga mied
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toksyczny wplyw na nerki i wywolywaé uszkodzenia o charakterze subklinicznej
nefropatii czy klinicznie jawnych zaburzen funkcji nerek (8, 9). W przypadku nara-
zenia zawodowego najbardziej niebezpieczne jest dlugotrwate dziatanie szkodliwe
potggowane codziennym wchianianiem i kumulacja. Przewlekta ekspozycja na roz-
puszczalniki moze prowadzi¢ do uszkodzenia nerek szczegolnie w czgs$ci cewkowej
nefronu, jednak nadal pozostaje sporng kwestia wptyw rozpuszczalnikéw na funkcje
ktebuszkow nerkowych (9, 10).

Zawodowa ekspozycja na rozpuszczalniki moze pehié istotng rolg w rozwoju
niektérych nienowotworowych chorob nerek. Zmiany chorobowe nerek dotycza
fragmentow nefronu takich, jak: ktgbki nerkowe, kanaliki blizsze i dalsze, srodbto-
nek oraz naczynia krwionosne. Czesto dochodzi do uszkodzen w réznych odcinkach
nefronu dlatego zasadne jest zastosowanie markeréw specyficznych dla tych miejsc.
Ze wzgledu na istniejaca potrzebe wykrywania wczesnych zaburzen funkcjonalnych
i metabolicznych w nerkach pojawiajacych si¢ przed wystapieniem klinicznych ob-
jawow choroby wywotanych ekspozycja zawodowa, stale poszukuje si¢ odpowied-
nich wskaznikow uszkodzenia tych narzadow. Markery te powinny by¢ precyzyjne,
selektywne, oraz identyfikowac miejsce uszkodzenia (11, 12).

Celem badan byta wstepna ocena wptywu mieszanin chemicznych w tym roz-
puszczalnikéw organicznych na nerki pracownikéw narazonych zawodowo przez
pomiar aktywnosci N-acetylo-B-glukozaminidazy (NAG) jej izoenzymu (NAG-B),
B-Glukuronidazy (B-Gr), B-galaktozydazy (GAL), L-alanyloaminopeptydazy (AAP),
Gamma-glutamlotransferazy (GGT) w moczu. Markery te sa charakterystyczne dla
oceny funkcji kanalikéw blizszych i srédbtonka.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 20 probkach moczu, pobranych od kobiet bedacych
pracownicami laboratoriéw chemicznych Wydziatu Farmacji AM we Wroclawiu.
Mocz pobrano dwukrotnie: rano na poczatku tygodnia pracy (I A) i rano po tygo-
dniu pracy (I B). Osoby badane byly w wieku od 30 do 60 lat, (Srednia wieku 45
lat). Grupe porownawcza (K) stanowity kobiety z Wroctawia (10 osdb), nie majace
kontaktu z substancjami chemicznymi bedace w wieku od 28 do 61 lat, (Srednia
wieku 44,5 lat).

Mocz pobierano na czczo do pojemnikow polietylenowych bez dodatkow konser-
wujacych. Nastepnie wirowano przez 10 min. przy 3000 obr./min. w celu usunigcia
elementéw morfotycznych. Do czasu oznaczen materiat przechowywano w temp.
— 80°C. Badania przeprowadzono dwukrotnie, w materiale pobranym na poczatku
tygodnia pracy i powtdrnie po 5 dniach przepracowanych zawodowo.

Wszystkie badane mocze zostaly wstegpnie poddane ocenie fizykochemicznej
i morfotycznej. Pozwolito to oceni¢ stan aktualny pracy nerek w zakresie podsta-
wowym.

W moczu oznaczono poziom kreatyniny, aktywnos¢ enzyméw lizosomalnych N-
acetylo-B-glukozaminidazy (NAG) jej izoenzymu (NAG-B), B-glukuronidazy (f3-
Gr), B-galaktozydazy (GAL) oraz enzymow rabka szczoteczkowego L-alanyloami-
nopeptydazy (AAP), gamma-glutamlotransferazy (GGT).
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Aktywnos$¢ poszczegélnych enzymdéw oznaczono metodami kolometrycznymi
przy uzyciu odpowiednich substratow (13). Kreatynine oznaczono metoda Jaffe 'go
(reakcja kwasu pikrynowego z kreatyning w srodowisku kwasnym). Otrzymane ak-
tywnosci poszczegdlnych enzymow przeliczono na kreatyning oznaczong w moczu.

Analizg statystyczna przeprowadzono testem t za pomoca programu Statistica
9.0. na poziomie istotnosci p< 0,05.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Przeprowadzone badanie fizykochemiczne i mikroskopowe osadu moczu pozwo-
lity na wyeliminowanie z badan kobiet, u ktorych stwierdzono leukocyturie, bakte-
riuri¢ (§wiadczace o aktualnym stanie zapalnym). U pozostatych badanych, wszyst-
kie probki moczu byty klarowne bez $sladow biatka, cukru, bilirubiny, z prawidto-
wym poziomem urobilinogenu. W badaniach osadu oprécz nielicznych nabtonkow
ptaskich, pojedynczych leukocytéw czy pasm §luzu nie stwierdzono patologicznych
element6w. Sredni ciezar wiasciwy moczu byt w granicach (1,010-1,025), barwa od
stomkowej do intensywnie zoltej, odczyn kwasny w granicach 5,5-6,8.

W przeprowadzonych badaniach podjeto probe wyjasnienia, czy w narazeniu
zawodowym ma miejsce wzrost aktywnosci czutych enzymdéw uszkodzenia nerek
1 w jakim stopniu o wzroscie tej aktywnosci decyduje selektywna przepuszczalnosé
btony podstawowej kigbka. W grupie badanych kobiet aktywnos¢ enzymow lizoso-
malnych (NAG, NAG-B, B-Gr, GAL) zaréwno na poczatku tygodnia pracy (Grupa
IA), jak i pod koniec tygodnia pracy (Grupa IB) nie roznita si¢ istotnie statystycznie
od wartosci uzyskanych w grupie kontrolne;j (tab. I).

Tabela |. Markery nefrotoksycznosci u pracownikéw narazonych zawodowo
Table I. Markers of nephrotoxicity in occupationally exposed workers

(mU/mg
kreat) n NAG NAG-B B-Gr GAL GGT AAP
x+SD x+SD x+SD x+SD x+SD x+SD
Grupa
1A 10 | 1,33+0,45| 0,61+0,36 | 0,77+0,48 | 0,32+0,31 | 24,28+16,55 | 3,48+1,46*
1B 10 | 1,22+0,55 | 0,65+0,34 | 0,54+0,30 | 0,29+0,25 | 20,42+5,84 | 3,44+1,52*
K 10 | 1,09+0,40 | 0,56+0,32 | 0,59+0,32 | 0,22+0,15 | 21,20+7,55 |1,78+0,16*

* Wartosci istotnie wyzsze od grupy kontrolnej.

Wsrdod enzymow rabka szczoteczkowego (AAP, GGT) jedynie aktywnos¢ L-ala-
nyloaminopeptydazy byta istotnie wyzsza (p<0,013) od grupy kontrolnej. Uzyskane
$rednie wartosci AAP w grupie IA to 3,48 mU/ mg kreatyniny, w grupie IB — 3,44
mU/mg kreatyniny natomiast w grupie kontrolnej 1,78 mU/mg kreatyniny (tab. I).

Aktywnos¢ GGT w badanej grupie nie roznita sie statystycznie istotnie od $red-
nich warto$ci grupy poréwnawczej. Uzyskane niskie wyniki 24,28 mU/mg kreatyniny
(grupa — IA) oraz 20,41 mU/mg kreatyniny (grupa — IB) wskazuja, ze aktywnosci
GGT w moczu badanej grupie nie $wiadczy o stopniu uszkodzenia btony podstawo-



238 B. Szymanska i inni Nr 2

wej kigbka. W analizowanej grupie jedynie aktywno$¢é AAP enzymu zlokalizowanego
réwniez w rabku szczoteczkowym kanalikow proksymalnych, byta istotnie wyzsza od
grupy pordwnawczej. Enzym ten wraz z biatkami strukturalnymi stanowi integralna
cze$¢ mikrokosmkow, tworzac specyficzne struktury przestrzenne. Stwierdzono, ze
95% AAP obecnej w komodrkach cewki nerkowej bierze udzial w tworzeniu btony
zewngtrznej mikrokosmkow, natomiast GGT, rowniez enzym blonowy, tylko 1/3 swej
ilo$ci obecny jest w czgsci luminalnej blony komodrkowej, a w 2/3 zwigzany jest z bto-
na podstawowa. Ta powierzchniowa lokalizacja AAP w nerkach, moze powodowac,
ze w wyniku przeptywu filtratu przez swiatto kanalikéw enzym ten jest uwalniany po-
przez oderwanie si¢ od btony nie uszkadzajac integralnosci komorek kanalikéw (12,
14, 15). Z powodu jego zewngtrznej lokalizacji nawet mate uszkodzenia moga powo-
dowaé zwigkszone jego wydalanie z moczem. Stwierdzona podwyzszona aktywnosc¢
tego enzymu moze wynikac¢ z wptywu chemicznych rozpuszczalnikow na nerki.

W badanej grupie sprawdzono jaki wplyw na badane wskazniki ma staz pracy.
Badanych podzielono na dwie grupy. Grupa A to osoby, ktdre przepracowaly od 5 do
22 lat ($rednia 13,5 lat), grupa B od 35 do 41 lat (Srednia 38 lat). Poniewaz badania
wykonano dwukrotnie utworzono podgrupg Al i B1 (badania wykonane na poczat-
ku tygodnia pracy) i A2 i B2 (badania po tygodniowym narazeniu zawodowym).

Nie stwierdzono istotnie statystycznych réznic pomigdzy grupami Al i A2, Bl
1 B2 oraz A1 1 B1. W przypadku grupy A2 i B2 srednie wartosci aktywnosci NAG
i GAL byly istotnie statystycznie wyzsze (p<0,041, p<0,028) w grupie kobiet z dtuz-
szym stazem pracy po przepracowanym zawodowo tygodniu (B2) w stosunku do
grupy kobiet z krotszym stazem réwniez po tygodniu pracy (A2) (ryc.1).

NAG oraz GAL naleza do enzymow lizosomalnych, bedacych czutymi wskaz-
nikami oceny stopnia uszkodzenia komdrek nabtonkowych kanalikow nerkowych
w przebiegu narazenia zawodowego (14). Rozpuszczalniki stosowane w laborato-
rium moga wplywaé na zaburzenia przepuszczalnosci btony lizosomalnej i w kon-
sekwencji prowadzi¢ do uwalniania NAG-u i GAL-u, a nastgpnie zwigkszonego
wydalania ich z moczem.

Uwzgledniajac obecnos¢ lub brak chordéb wspdtistniejacych badane osoby po-
dzielono na dwie grupy: grupg¢ C (z chorobami np. nadci$nienie, kamica nerkowa,
niedoczynno$¢ tarczycy) i grupe D (osoby zdrowe). Ze wzgledu na przeprowadze-
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nie badan dwukrotnie, wyodrebniono podgrupg C1 i D1 (badania wykonane na po-
czatku tygodnia pracy ), C2 i D2 (po tygodniu pracy). Nie stwierdzono istotnych
statystycznie rdznic pomigdzy grupami C1 i C2, D1 i D2, C1 i D1. Natomiast istot-
ne réznice wystapity migdzy grupami C2 i D2. Stwierdzono wyzsze istotnie staty-
stycznie wartosci aktywnosci enzymow NAG (p<0,0005), NAG-B (p<0,002), B-Gr
(p<0,009), GAL (p<0,0014) w grupie C2, czyli pracownic posiadajacych wspotist-
niejace choroby po tygodniu pracy w poréwnaniu z grupa D2, czyli zdrowych kobiet
po tygodniowej pracy (ryc. 2).
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*wartosci grupy C2 istotnie statystycznie wyzsze od grupy D2.
* statistically significant values C2 group vs. D2 group

Ryec. 2. Aktywnos¢ enzymdéw NAG, NAG-B, B-Gr., GAL w grupie C2 i D2.
Fig. 2. Activity of NAG, NAG-B, -Gr and GAL in group C2 and D2.

Zrédtem zwigkszonej aktywnosci enzymoéw lizosomalnych (NAG, NAG-B, B-Gr,
GAL) w moczu badanych pracownikow mogg by¢ nie tylko uszkodzone lizosomy
kanalikéw proksymalnych nerek, ale takze komorki fagocytarne zawierajace w swo-
ich ziarnistos$ciach azurochtonnych NAG, NAG-B, B-Gr i GAL. Komorki te moga
by¢ zaangazowane w proces zapalny powodowany zar6wno wspotistniejacymi cho-
robami jak i stala ekspozycja mikrodawek toksyn (14).

W przeprowadzonych badaniach wykrycie pewnych odchylen u pracownikéw,
kiedy stezenie poszczegolnych rozpuszczalnikow miesci si¢ w granicach NDS, ma
duze znaczenie praktyczne i jest dowodem narazenia zawodowego. Uzyskane wy-
niki aktywnos$ci enzymow w badanej grupie wskazuja na celowos¢ ich oznaczen
w moczu w ocenie przewleklego narazenia zawodowego na rozpuszczalniki.

WNIOSKI

1. W badanej grupie pracownic laboratorium stwierdzono podwyzszong aktyw-
nos$¢ AAP i wplyw stazu pracy na aktywnos¢ NAG i GAL.
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2. U pracownic z przewleklymi chorobami stwierdzono wyzsza nefrotoksycz-
no$¢ tygodniowego narazenia, co znalazto wyraz w zwickszonej aktywnosci NAG,
NAG-B, B-Gri GAL.

B. Szymanska, Z. Marchewka, A. Dtugosz

EVALUATION OF NEPHROTOXICITY MARKERS IN RESEARCH LABORATORY WORKERS
OCCUPATIONALLY EXPOSED TO CHEMICALS

Summary

Chronic exposure to chemicals is the leading cause of renal dysfunction. Industrial development and
automation of the manufacturing processes have significantly reduced occupational exposures to harmful
chemicals, however, they have not affected the working conditions of workers exposed to xenobiotics
(organic solvents in particular) in research laboratories. In search for possible nephrotoxicity markers, we
examined a group of research workers of the Pharmacy Department of Medical University of Wroctaw
exposed to harmful chemicals. In this study we evaluated activities of lysosomal enzymes (NAG, NAG-
B, B-Gr and GAL) and renal brush border domain enzymes (GGT, AAP) found in the urine of subjects
included in this study. The results showed increased activity of AAP and an impact of the working period
on the activity of NAG and GAL. Higher nephrotoxicity was found in workers with chronic disease after
weekly exposure.
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