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Zbadano wplyw pestycydéw chloroorganicznych: naurimolu i DDT na prolif-
eracje hepatocytéw, powiekszenie watroby z uwzglednieniem zmian his-
tologicznych w organizmie szczura. Badane parametry rozpatrywane sg w
pismiennictwie jako potencjalne wskazniki rakotworczego oddziatywania niegeno-
toksycznych hepatokancerogenéw.

W ieloletnie badania procesu nowotworowego wskazujg na genetyczne podtoze cho-
roby nowotworowej, przynajmniej na etapie inicjacji i progresji [11, 13]. Wzrasta jednak
liczba substancji chemicznych, ktére nie tworza adduktow z materiatem genetycznym,
nie stymulujg syntezy naprawczej DNA i w testach na mutagennos$¢ dajg wynik negaty-
wny, natomiast w diugookresowych badaniach Zzywieniowych wywotujg nowotwory
u zwierzat laboratoryjnych [4, 9, 10]. Mechanizm(y) tego oddzialtywania nie zostaty
wyjasnione, co stwarza szereg problemoéw zwigzanych zaréwno z wczesnym wykry-
waniem, jak i oceng ryzyka wynikajacego z oddzialywania zwigzkéw rozpatrywanych
jako niegenotoksyczne substancje rakotwoércze. Wspolng cecha wszystkich niegeno-
toksycznych kancerogendw jest zdolno$¢ stymulowania w docelowych tkankach prolif-
eracji komérkowej [1, 5, 6], ktorej przypisuje sie szczeg6lng role we wszystkich etapach
chemicznej kancerogenezy. Sugeruje sie ponadto, ze charakter proliferacji, typu regen-
eracyjnego lub bezposredniego efektu mitogennego decyduje o rozwoju wczesnych
etapow procesu nowotworowego [8]. Do niegenotoksycznych hepatokancerogenéw
zakwalifikowano szereg substancji chemicznych z grupy polichlorowanych weglowo-
doréw, w tym S$rodki aktualnie stosowane w ochronie roélin [9, 18, 20].

Wydato sie zatem celowe zbadanie wptywu nuarimolu (alfa- /2-chlorofenylo/-alfa-/4-
fluorofenylo/-5-piiymidynometanol) na proliferacje hepatocytow oraz powiekszenie
watroby, z uwzglednieniem oceny histologicznej tego narzgdu. Jako kontrole pozytywng
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zastosowano DDT (1,1- bis-/ p-chlorofenylo/-2,2,2-trichloroetan), niegenotoksyczny
zwigzek o udowodnionym dziataniu rakotwdrczym dla zwierzat [12].

MATERIAL | METODYKA BADAN

Odczynniki:

1) Nuarimol (98.8%) - firmy Elanco Company, 2) DDT (100%) - produkcji Instytutu
przemystu Organicznego, 6-(3H), 3) tymidyna o aktywnosci wiasciwej 1020 MBq / mol'lprodukc;ji
Instytutu Badan, Produkcji i Stosowania Radioizotopéw, Praga, Czechy.

Materiat biologiczny i schemat do$wiadczenia

Badania przeprowadzono na samcach, szczurdw rasy Wistar (Pzh:WIS).

Mtiode szczury o masie 50-60g umieszczano w klatkach (po 5 sztuk), w pomieszczeniu o tem-
peraturze 22 +1°C z 12-godzinnym rytmem Swietlnym i wzglednej wilgotnosci powietrza
50+10%. Wode oraz pasze zwierzeta otrzymywato ad libitum. Badania prowadzono na dojrzatych
osobnikach, o masie ciata 200 = 10g.

Nuarimol i DDT podawano szczurom doustnie, w oliwie jadalnej (miedzy 8% - 900) w od-
stepach dobowych wg. nastepujacego schematu: jednorazowo, 5 - krotnie oraz 14 - krotnie
w dawkach wynoszacych 125 mg/kg m.c. x dzien'l (nuarimol) i 12 mg/kg m.c. x dzien"1(DDT).
Dawki te odpowiadaty 1/10 wartosci LDso wyznaczonych dla badanych zwigzkéw. Grupy kon-
trolne zwierzat otrzymywaty réwnowazng ilos¢ oliwy jadalne;j.

Pomiar proliferacji komoérkowej

Proliferacje komdrkowa mierzono wbudowywaniem sie 6( H) tymidyny do jadrowego DNA
(synteza DNA) oraz wyznaczeniem indeksu mitotycznego.

24 godziny po jednorazowym, 5 - krotnym i 14 - krotnym podawaniu nuarimolu i DDT,
grupy szczuréw badanych i kontrolnych otrzymywatly dootrzewnowo (miedzy godzing miedzy
8°0-9°0) 6(3H) tymidyne (1,2 MBq / szczura). Po uptywie 1 godz. zwierzeta dekapitowano,
wypreparowane watroby dokfadnie przemywano i wazono. Wszystkie czynnosci wykonywano w
temperaturze 4°C. Prawy plat watroby stanowit materiat do oznaczen biochemicznych, ra-
diometrycznych oraz badan histologicznych.

Ig tkanki zamrazano w cieklym azocie i homogenizowano w 0,25M roztworze sacharozy
w homogenizatorze typu Pottera. Frakcje jadrowa odwirowywano przy 900 g (3400 obr/min).
DNA wyodrebniano i hydrolizowano wg. metody opisanej we wczesniejszej pracy [14]. Zawarto$¢
DNA w hydrolizatach oznaczano metodg kolorymetryczng Burtona [3]; pomiary radiometryczne
wykonywano metoda ptynnej scyntylacji stosujgc scyntylator dla uktadéw niejednorodnych.
Synteze DNA wyrazano w dpm/mg DNA.

Preparaty do badan histologicznych wykonywano metoda rutynowa, barwigc skrawki watroby
(6-7/im) hemotoksyling i eozyna. Ilo$¢ figur mitotycznych liczono w 3000 - 4000 komorkach.
Aktywnos¢ mitotyczng wyrazano iloscig figur mitotycznych / 1000 hepatocytow. Dla oceny
wynikéw stosowano test t- Studenta, przyjmujac jako kryterium znamiennosci p<0,05.

WYNIKI

Wptyw nuarimolu i DDT na mase watroby wyrazong jako RLW (relative liver
weight-masa watroby/mase ciata x 100) przedstawiono na ryc. 1

Jednorazowe podawanie szczurom zaréwno nuarimolu jak i DDT nie wywota-
to zmian w RLW. Wzgledna masa watroby wzrastata po wielokrotnym narazeniu
zwierzat na badane zwiazki. Pieciokrotne doustne podawanie nuarimolu w dawce
125 mg/kg m.c. x dzieA 1stymulowalo wzrost masy watroby o 70% (p<0,001) w sto-
sunku do grupy kontrolnej. Po 14 dawkach nuarimolu nie wykazano dodatkowych
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Rye. 1 Wptyw nuarimolu i DDT na wzgledng mase watroby (RWL). Wartosci $rednie z 5
zwierzat + SEM; rdznice statystycznie istotne w stosunku do poziomu kontrolnego -
(+)p<0.05; (***)p<0,001.
Fig. 1 Effect of nuarimol and DDT on relative liver weight (RLW). Means for five animals *
SEM; significantly different from control - (*)p<0,005; (***)p<0,001.

zmian w masie badanego narzadu; $rednie wartoSci RLW przewyzszaty nadal istotnie
(p<0,001) wartosci kontrolne. Pieciokrotne podawanie DDT w dawce 12 mg/kg m.c.
X dzieA'lznacznie stabiej stymulowato przyrost masy watroby w poréwnaniu do nuari-
molu. Narazenie zwierzat na ten zwigzek przez 14 dni wywolywato dalszy, nieznaczny
wzrost wzglednej masy watroby; Srednie wartosci RLW przekraczalty o 30% (p<0,05)
warto$ci uzyskiwane w grupie zwierzgt kontrolnych. Na ryc. 2 przedstawiono wplyw
badanych zwiazkéw na synteze DNA, mierzong ilosciag wbudowanej 6 (3H) tymidyny
do jadrowego DNA.

Maksymalny wzrost syntezy DNA wykazano po jednorazowym podawaniu zaréwno
nuarimolu jak i DDT. W przypadku nuarimolu, stwierdzono 18 - krotny (p<0,001)
wzrost syntezy DNA w pordwnaniu z kontrolg; w analogicznych warunkach DDT
stymulowat odpowiednio 3 - krotny (p<0,001) wzrost syntezy DNA. Po 5 kolejnych
dawkach nuarimolu, obserwowano gwaltowny spadek syntezy DNA; jednak poziom
syntezy DNA nadal przekraczat wartosci kontrolne (p<0,05). Podczas dalszego na-
razenia zwierzat na nuarimol (14 dni) nie obserwowano juz statystycznie istotnych
zmian w syntezie DNA w poréwnaniu z kontrolg.

W odréznieniu od nuarimolu, podczas kontynuowania narazenia zwierzat na DDT,
synteza DNA utrzymywata sie na podwyzszonym poziomie i po 14 dniach rdznica
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w stosunku do grupy zwierzat kontrolnych byta nadal statystycznie istotna (p<0,01).
Podobne zalezno$ci wykazano przy wyznaczaniu indeksu mitotycznego (ryc. 3).

Nuarimol podawany szczurom jednorazowo, w dawce 125mg/kg m.c. x dziend
wywotywat 9 - krotny (p<0,05) wzrost liczby figur mitotycznych w stosunku do kontroli.
W zrost aktywnosci mitotycznej byt przejsciowy i po 14 dawkach nuarimolu, obserwow-
ano nieistotny statystycznie wzrost ilosci podziatdw mitotycznych.

DDT natomiast, analogicznie do syntezy DNA, wywotlywal utrzymujacy sie przez
caty okres doswiadczalny wzrost aktywnosci mitotycznej w stosunku do poziomu kon-
trolnego (p<0,05).

Ocena histologiczna watroby szczuréw otrzymujacych nuarimol wykazata zmiany
wakuolizacyjne w cytoplazmie hepatocytéw (ryc. 4(b)). Zmiany te, zlokalizowane blisko
zyty centralnej widoczne byly po pojedynczej dawce zwigzku i utrzymywaty sie w czasie
dalszej ekspozycji zwierzat na nuarimol. Po narazeniu zwierzat na pojedynczg dawke
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Ryc. 3 Wptyw nuarimolu i DDT na liczbe podziatdw mitotycznych w watrobie szczuréw. Wartosci
Srednie z 5 zwierzat £ SEM; roznice statystyczne istotne w stosunku do poziomu

kontrolnego - (*)p<0,05
Fig. 3 Effect of nuarimol and DDT on the numbers of mitoses in the liver of rats
Means for five animals £SEM; significanty different from conrol - (*)p<0.05

DDT, obserwowano nie tylko wakuolizacje cytoplazmy hepatocytéw, ale réwniez na-
cieki zapalne $wiadczace o zmianach martwiczych w watrobie.

Przy kontynuowaniu narazenia zwierzagt na DDT, odnotowano juz wyrazne oznaki
martwicy w centralnej cze$ci zrazika oraz wystepowanie nieprawidtowych podziatow
komérkowych (ryc. 4(c)). W grupach zwierzat kontrolnych, odnotowano normalne
utkanie watroby i nie obserwowano nieprawidtowych mitoz (ryc. 4(a)).

OMOWIENIE WYNIKOW

Powiekszenie watroby oraz wzrost proliferacji komérkowej rozpatrywane sg jako
wczesne wskazniki indukcji nowotworéw przez niegenotoksyczne substancje chemiczne
[1, 5, 9]. Poréwnanie oddziatywania nuarimolu i DDT w tym aspekcie, wydaje sie
szczegollnie interesujgce, poniewaz w odr6znieniu od DDT [12], w dostepnym piSmien-
nictwie brak informacji odnosnie rakotwdrczego dziatania nuarimolu.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze zarobwno DDT jak i nuarimol wptywaly na mase
watroby i stymulowaly proces proliferacji hepatocytéw, przejawem ktorej byt wzrost
syntezy DNA i podziatow mitotycznych. Proliferacja hepatocytéw i powiekszenie
watroby, byly efektami zaleznymi od zwiazku i wielokrotno$ci zastosowanej dawki.
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Ryc. 4 Zmiany patologiczne w watrobie szczuréw wywotywane nuarimolem i DDT (H + E,
400x) (a) - kontrola - fragment zrazika watroby; (b) - nuarimol w dawce
125 mg/kg m.c. x dzieA'l (14 dni), wakuolizacja cytoplazmy; (c) - DDT w dawce
12 mg/kg m.c. X dzien'l (14 dni); wakuolizacja cytoplazmy, zmiany martwicze hepa-
cytéw, nieprawidtowe figury mitotyczne.

Fig. 4 Pathological changes in the liver of rats caused by repeated nuarimol and DDT
administration (H + E, 400x) (a) - control - fragment of rate liver lobule; (b) -
nuarimol - 14 single doses of 125 mg/kg b.w. day'l; cytoplasmic vacuolization; (c) -
DDT - 14 single doses of 12 mg/kg b.w. day'l; cytoplasmic vacuolization, sings of
patocyte necrosis, abnormal mitotic figures.

Nuarimol stymulowat gwattowny wzrost proliferacji hepatocytéw po jednorazowym
podawaniu zwigzku. Efekt ten miat charakter przejsciowy i pomimo dalszego kon-
tynuowania narazenia zwierzat na nuarimol (przez 14 dni) synteza DNA i aktywnos¢
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mitotyczna powracaty do wartosci kontrolnych. W odréznieniu od nuarimolu, DDT
stymulowat utrzymujacy sie wzrost proliferacji hepatocytéw przez caly okres cyklu
doswiadczalnego. Proliferacji towarzyszyly zmiany martwicze hepatocytow oraz
nieprawidtowe podziaty komorkowe.

Przedstawione wyniki sugerowa¢ moga, ze nuarimol, pomimo obserwowanych zmian
typu wakuolizacji hepatocytéw, stymulowat w watrobie szczura bezposredni efekt mi-
togenny poprzedzajgcy powiekszenie watroby. Powiekszenie watroby (na drodze hyper-
plazji i hypertrofii) rozpatrywane jest przez wielu autoréw jako odpowiedz adaptacyjna
narzadu na zwiekszone obcigzenie funkcjonalne zwigzane z metabolizowaniem kseno-
biotykow [17]. Nalezy zaznaczy¢, ze obserwowane zmiany pod wpltywem nuarimolu
przypominajg oddziatywanie szeregu bezposrednich mitogenéw, miedzy innymi takich
jak fenobarbital [15], butoksyhydroksytoluen [2], klofibrat [7, 19] i nafenopin [7, 16]
rozpatrywanych jako niegenotoksyczne substancje rakotwdrcze.

Utrzymujaca sie wzmozona proliferacja komoérkowa wynikajgca z oddziatywania
DDT i towarzyszace jej zmiany martwicze hepatocytow sugerujg, ze zwigzek ten sty-
mulowat raczej odnowe regeneracyjng hepatocytéw a nie bezposredni efekt mitogenny
postulowany przez autoréw niniejszej pracy dla nuarimolu. W odr6znieniu od
bezposredniego efektu mitogennego, regeneracyjna proliferacja komdrkowa rozpatry-
wana jest jako kluczowy czynnik we wczesnych etapach hepatokancerogenezy (inicjacja,
promocja) [8].

Na obecnym etapie badahA trudno przewidzie¢ konsekwencje wynikajace
z nieprawidtowych podziatéw mitotycznych, obserwowanych u szczuréw otrzymujgcych
DDT; nie mozna jednak wykluczyé, ze nieprawidtowe mitozy prowadzi¢ moga do
liczbowych aberracji chromosomowych.

WNIOSKI

1. Nuarimol i DDT stymulowaly w watrobie szczura odpowiedZz komdrkowa prze-
jawiajacg sie proliferacjg hepatocytdw i wzrostem masy watroby (RLW).

2. Charakter wzrostu proliferacji komoérkowej oraz wyniki badan histologicznych
sugeruja, ze nuarimol w watrobie szczura stymulowat proliferacje typu bezposredniego
efektu mitogennego.

3. W odr6znieniu od nuarimolu, DDT wywotywat zmiany martwicze w watrobie, co
sugerowa¢ moze, ze zwigzek stymulowat proliferacje typu regeneracyjnego.

G. Kostka, J. Kopec¢-Szlezak, D. Palut

EFFECT OF SOME POLYCHLORINATED HYDROCARBONS ON CELL
PROLIFERATION IN RAT LIVER (14 DAY EXPERIMENT)

Summary

The aim of present studies was to describe the effect of two organochlorine pesticides:
nuarimol and DDT on the changes in rat liver, proposed in the literature to be useful endpoints
in screening of non - genotoxic hepatocarcinogens and/ or liver tumor promoters.

The effects on the following endpoints: mitogenesis (DNA synthesis and mitotic activity),
hepatomegaly as well as histological changes in rat liver have been investigated. Male Wistar
rats received nuarimol or DDT in one, five and fourteen daily oral administration of the doses
of 125 and 12 mg/kg b.w. day'l respectively.
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In the case of both pesticides the effects observed consisted of hepatomegaly and hepatocyte
proliferation (DNA synthesis and mitotic activity), although our studies indicated several distinct
differences in the hepatic response between nuarimol, on the one hand and DDT on the other.
The differences were reflected in the character and the basal rate of hepatocyte proliferation.
Nuarimol elicited rapid but transient wave of hepatocyte proliferation during the first day of
exposure. As opposite to nuarimol, DDT induced sustained hepatocyte proliferation during
experimental period (14 days). Moreover, DDT induced evident focal necrosis and abnormal
mitoses whereas nuarimol caused only slight vacuolated cytoplasm.

Thus it can be concluded that nuarimol induced in rat liver direct mitogenic effect. On the
other hand, DDT which is well known hepatocarcinogen, was found to produce mitogenic effect
appearing to be related to regenerative response, since histological signs of necrosis were
apparent.
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