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Zbadano wpływ pestycydów chloroorganicznych: naurimolu i DDT na prolif
erację hepatocytów, powiększenie wątroby z uwzględnieniem zmian his
tologicznych w organiźmie szczura. Badane parametry rozpatrywane są w 
piśmiennictwie jako potencjalne wskaźniki rakotwórczego oddziaływania niegeno- 
toksycznych hepatokancerogenów.

W ieloletnie badania procesu nowotworowego wskazują na genetyczne podłoże cho
roby nowotworowej, przynajmniej na etapie inicjacji i progresji [11, 13]. W zrasta jednak 
liczba substancji chemicznych, które nie tworzą adduktów z m ateriałem  genetycznym, 
nie stymulują syntezy naprawczej DNA i w testach na m utagenność dają wynik negaty
wny, natom iast w długookresowych badaniach żywieniowych wywołują nowotwory 
u zwierząt laboratoryjnych [4, 9, 10]. M echanizm(y) tego oddziaływania nie zostały 
wyjaśnione, co stwarza szereg problemów związanych zarówno z wczesnym wykry
waniem, jak i oceną ryzyka wynikającego z oddziaływania związków rozpatrywanych 
jako niegenotoksyczne substancje rakotwórcze. W spólną cechą wszystkich niegeno- 
toksycznych kancerogenów jest zdolność stymulowania w docelowych tkankach prolif
eracji komórkowej [1, 5, 6], której przypisuje się szczególną rolę we wszystkich etapach 
chemicznej kancerogenezy. Sugeruje się ponadto, że charakter proliferacji, typu regen
eracyjnego lub bezpośredniego efektu m itogennego decyduje o rozwoju wczesnych 
etapów procesu nowotworowego [8]. Do niegenotoksycznych hepatokancerogenów  
zakwalifikowano szereg substancji chemicznych z grupy polichlorowanych węglowo
dorów, w tym środki aktualnie stosowane w ochronie roślin [9, 18, 20].

W ydało się zatem  celowe zbadanie wpływu nuarim olu (alfa- /2-chlorofenylo/-alfa-/4- 
fluorofenylo/-5-piiymidynometanol) na proliferację hepatocytów oraz powiększenie 
wątroby, z uwzględnieniem oceny histologicznej tego narządu. Jako kontrolę pozytywną
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zastosowano D D T  (1,1- bis-/ p-chlorofenylo/-2,2,2-trichloroetan), niegenotoksyczny 
związek o udowodnionym działaniu rakotwórczym dla zwierząt [12].

MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ

O d c z y n n i k i :
1) Nuarimol (98.8%) -  firmy Elanco Company, 2) DDT (100%) -  produkcji Instytutu 

przemysłu Organicznego, 6-(3H), 3) tymidyna o aktywności właściwej 1020 MBq / mol'1 produkcji 
Instytutu Badań, Produkcji i Stosowania Radioizotopów, Praga, Czechy.

M a t e r i a ł  b i o l o g i c z n y  i s c h e m a t  d o ś w i a d c z e n i a
Badania przeprowadzono na samcach, szczurów rasy Wistar (Pzh:WIS).
Młode szczury o masie 50-60g umieszczano w klatkach (po 5 sztuk), w pomieszczeniu o tem

peraturze 22 ±1°C z 12-godzinnym rytmem świetlnym i względnej wilgotności powietrza 
50±10%. Wodę oraz paszę zwierzęta otrzymywało ad libitum. Badania prowadzono na dojrzałych 
osobnikach, o masie ciała 200 ± lOg.

00 00Nuarimol i DDT podawano szczurom doustnie, w oliwie jadalnej (między 8 -  9 ) w od
stępach dobowych wg. następującego schematu: jednorazowo, 5 -  krotnie oraz 14 -  krotnie 
w dawkach wynoszących 125 mg/kg m.c. x dzień'1 (nuarimol) i 12 mg/kg m.c. x dzień"1 (DDT). 
Dawki te odpowiadały 1/10 wartości LD50 wyznaczonych dla badanych związków. Grupy kon
trolne zwierząt otrzymywały równoważną ilość oliwy jadalnej.

P o m i a r  p r o l i f e r a c j i  k o m ó r k o w e j ■7
Proliferację komórkową mierzono wbudowywaniem się 6( H) tymidyny do jądrowego DNA 

(synteza DNA) oraz wyznaczeniem indeksu mitotycznego.
24 godziny po jednorazowym, 5 -  krotnym i 14 -  krotnym podawaniu nuarimolu i DDT, 

grupy szczurów badanych i kontrolnych otrzymywały dootrzewnowo (między godziną między 
8°0-9°0) 6(3H) tymidynę (1,2 MBq / szczura). Po upływie 1 godz. zwierzęta dekapitowano, 
wypreparowane wątroby dokładnie przemywano i ważono. Wszystkie czynności wykonywano w 
temperaturze 4°C. Prawy płat wątroby stanowił materiał do oznaczeń biochemicznych, ra
diometrycznych oraz badań histologicznych.

Ig tkanki zamrażano w ciekłym azocie i homogenizowano w 0,25M roztworze sacharozy 
w homogenizatorze typu Pottera. Frakcję jądrową odwirowywano przy 900 g (3400 obr/min). 
DNA wyodrębniano i hydrolizowano wg. metody opisanej we wcześniejszej pracy [14]. Zawartość 
DNA w  hydrolizatach oznaczano metodą kolorymetryczną Burtona [3]; pomiary radiometryczne 
wykonywano metodą płynnej scyntylacji stosując scyntylator dla układów niejednorodnych. 
Syntezę DNA wyrażano w dpm/mg DNA.

Preparaty do badań histologicznych wykonywano metodą rutynową, barwiąc skrawki wątroby 
(6-7/im) hemotoksyliną i eozyną. Ilość figur mitotycznych liczono w 3000 -  4000 komórkach. 
Aktywność mitotyczną wyrażano ilością figur mitotycznych / 1000 hepatocytów. Dla oceny 
wyników stosowano test t- Studenta, przyjmując jako kryterium znamienności p<0,05.

WYNIKI

Wpływ nuarim olu i D D T na masę wątroby wyrażoną jako RLW (relative liver 
weight-masa wątroby/masę ciała x  100) przedstawiono na ryc. 1.

Jednorazowe podawanie szczurom zarówno nuarim olu jak i D D T nie wywoła
ło zmian w RLW. W zględna masa wątroby wzrastała po wielokrotnym narażeniu 
zwierząt na badane związki. Pięciokrotne doustne podawanie nuarim olu w dawce 
125 mg/kg m.c. x dzień 1 stymulowało wzrost masy wątroby o 70% (p<0,001) w sto
sunku do grupy kontrolnej. Po 14 dawkach nuarim olu nie wykazano dodatkowych
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Rye. 1 Wpływ nuarimolu i DDT na względną masę wątroby (RWL). Wartości średnie z 5 
zwierząt ± SEM; różnice statystycznie istotne w stosunku do poziomu kontrolnego -  

(ł )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 narządu; średnie wartości RLW  przewyższały nadal istotnie 
(p<0,001) wartości kontrolne. Pięciokrotne podawanie D D T  w dawce 12 mg/kg m.c. 
x  dzień '1 znacznie słabiej stymulowało przyrost masy wątroby w porównaniu do nuari
molu. N arażenie zwierząt na ten związek przez 14 dni wywoływało dalszy, nieznaczny 
wzrost względnej masy wątroby; średnie wartości RLW  przekraczały o 30% (p<0,05) 
wartości uzyskiwane w grupie zwierząt kontrolnych. Na ryc. 2 przedstawiono wpływ 
badanych związków na syntezę DNA, mierzoną ilością wbudowanej 6 (3H) tymidyny 
do jądrow ego DNA.

Maksymalny wzrost syntezy DNA wykazano po jednorazowym podawaniu zarówno 
nuarim olu jak i DDT. W przypadku nuarimolu, stwierdzono 18 -  krotny (p<0,001) 
wzrost syntezy DNA w porównaniu z kontrolą; w analogicznych w arunkach D D T  
stymulował odpowiednio 3 -  krotny (p<0,001) wzrost syntezy DNA. Po 5 kolejnych 
dawkach nuarim olu, obserwowano gwałtowny spadek syntezy DNA; jednak poziom 
syntezy DNA nadal przekraczał wartości kontrolne (p<0,05). Podczas dalszego na
rażenia zwierząt na nuarimol (14 dni) nie obserwowano już statystycznie istotnych 
zmian w syntezie DNA w porównaniu z kontrolą.

W odróżnieniu od nuarim olu, podczas kontynuowania narażenia zwierząt na D D T, 
synteza D N A  utrzymywała się na podwyższonym poziomie i po 14 dniach różnica
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w stosunku do grupy zwierząt kontrolnych była nadal statystycznie istotna (p<0,01). 
Podobne zależności wykazano przy wyznaczaniu indeksu mitotycznego (ryc. 3).

Nuarim ol podawany szczurom jednorazowo, w dawce 125mg/kg m.c. x  dzień-1 
wywoływał 9 -  krotny (p<0,05) wzrost liczby figur mitotycznych w stosunku do kontroli. 
W zrost aktywności mitotycznej był przejściowy i po 14 dawkach nuarim olu, obserwow
ano nieistotny statystycznie wzrost ilości podziałów mitotycznych.

D D T  natom iast, analogicznie do syntezy DNA, wywoływał utrzymujący się przez 
cały okres doświadczalny wzrost aktywności mitotycznej w stosunku do poziomu kon
trolnego (p<0,05).

O cena histologiczna wątroby szczurów otrzymujących nuarim ol wykazała zmiany 
wakuolizacyjne w cytoplazmie hepatocytów (ryc. 4(b)). Zm iany te, zlokalizowane blisko 
żyły centralnej widoczne były po pojedynczej dawce związku i utrzymywały się w czasie 
dalszej ekspozycji zwierząt na nuarimol. Po narażeniu zwierząt na pojedynczą dawkę
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Ryc. 3 Wpływ nuarimolu i DDT na liczbę podziałów mitotycznych w wątrobie szczurów. Wartości 
średnie z 5 zwierząt ± SEM; różnice 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 wakuolizację cytoplazmy hepatocytów, ale również na
cieki zapalne świadczące o zmianach martwiczych w wątrobie.

Przy kontynuowaniu narażenia zwierząt na DDT, odnotow ano już wyraźne oznaki 
martwicy w centralnej części zrazika oraz występowanie nieprawidłowych podziałów 
komórkowych (ryc. 4(c)). W grupach zwierząt kontrolnych, odnotowano norm alne 
utkanie wątroby i nie obserwowano nieprawidłowych mitoz (ryc. 4(a)).

OMÓWIENIE WYNIKÓW

Powiększenie wątroby oraz wzrost proliferacji komórkowej rozpatrywane są jako 
wczesne wskaźniki indukcji nowotworów przez niegenotoksyczne substancje chemiczne 
[1, 5, 9]. Porównanie oddziaływania nuarim olu i D D T  w tym aspekcie, wydaje się 
szczególnie interesujące, ponieważ w odróżnieniu od D D T [12], w dostępnym piśm ien
nictwie brak informacji odnośnie rakotwórczego działania nuarimolu.

Otrzym ane wyniki wskazują, że zarówno D D T  jak i nuarim ol wpływały na masę 
wątroby i stymulowały proces proliferacji hepatocytów, przejawem której był wzrost 
syntezy D N A  i podziałów mitotycznych. Proliferacja hepatocytów i powiększenie 
wątroby, były efektam i zależnymi od związku i wielokrotności zastosowanej dawki.
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Ryc. 4 Zmiany patologiczne w wątrobie szczurów wywoływane nuarimolem i DDT (H + E, 
400 x ) (a) -  kontrola -  fragment zrazika wątroby; (b) -  nuarimol w dawce 
125 mg/kg m.c. x dzień'1 (14 dni), wakuolizacja cytoplazmy; (c) -  DDT w dawce 
12 mg/kg m.c. X dzień'1 (14 dni); wakuolizacja cytoplazmy, zmiany martwicze hepa- 
cytów, nieprawidłowe figury mitotyczne.

Fig. 4 Pathological changes in the liver of rats caused by repeated nuarimol and DDT 
administration (H + E, 400 x) (a) -  control -  fragment of rate liver lobule; (b) -  
nuarimol -  14 single doses of 125 mg/kg b.w. day'1; cytoplasmic vacuolization; (c) -  
DDT -  14 single doses of 12 mg/kg b.w. day'1; cytoplasmic vacuolization, sings of 
patocyte necrosis, abnormal mitotic figures.

Nuarim ol stymulował gwałtowny wzrost proliferacji hepatocytów po jednorazowym  
podawaniu związku. Efekt ten miał charakter przejściowy i pom im o dalszego kon
tynuowania narażenia zwierząt na nuarim ol (przez 14 dni) synteza D N A  i aktywność
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mitotyczna powracały do wartości kontrolnych. W odróżnieniu od nuarim olu, D D T  
stymulował utrzymujący się wzrost proliferacji hepatocytów przez cały okres cyklu 
doświadczalnego. Proliferacji towarzyszyły zmiany martwicze hepatocytów oraz 
nieprawidłowe podziały komórkowe.

Przedstawione wyniki sugerować mogą, że nuarimol, pomimo obserwowanych zmian 
typu wakuolizacji hepatocytów, stymulował w wątrobie szczura bezpośredni efekt mi- 
togenny poprzedzający powiększenie wątroby. Powiększenie wątroby (na drodze hyper- 
plazji i hypertrofii) rozpatrywane jest przez wielu autorów jako odpowiedź adaptacyjna 
narządu na zwiększone obciążenie funkcjonalne związane z m etabolizowaniem  kseno- 
biotyków [17]. Należy zaznaczyć, że obserwowane zmiany pod wpływem nuarim olu 
przypominają oddziaływanie szeregu bezpośrednich mitogenów, między innymi takich 
jak  fenobarbital [15], butoksyhydroksytoluen [2], klofibrat [7, 19] i nafenopin [7, 16] 
rozpatrywanych jako niegenotoksyczne substancje rakotwórcze.

Utrzymująca się wzmożona proliferacja komórkowa wynikająca z oddziaływania 
D D T  i towarzyszące jej zmiany martwicze hepatocytów sugerują, że związek ten sty
mulował raczej odnowę regeneracyjną hepatocytów a nie bezpośredni efekt mitogenny 
postulowany przez autorów niniejszej pracy dla nuarim olu. W odróżnieniu od 
bezpośredniego efektu m itogennego, regeneracyjna proliferacja komórkowa rozpatry
wana jest jako kluczowy czynnik we wczesnych etapach hepatokancerogenezy (inicjacja, 
prom ocja) [8].

Na obecnym etapie badań trudno przewidzieć konsekwencje wynikające 
z nieprawidłowych podziałów mitotycznych, obserwowanych u szczurów otrzymujących 
DDT; nie m ożna jednak wykluczyć, że nieprawidłowe mitozy prowadzić mogą do 
liczbowych aberracji chromosomowych.

WNIOSKI

1. Nuarim ol i D D T  stymulowały w wątrobie szczura odpowiedź komórkową prze
jawiającą się proliferacją hepatocytów i wzrostem masy wątroby (RLW ).

2. C harakter wzrostu proliferacji komórkowej oraz wyniki badań histologicznych 
sugerują, że nuarimol w w ątrobie szczura stymulował proliferację typu bezpośredniego 
efektu mitogennego.

3. W odróżnieniu od nuarim olu, D D T  wywoływał zmiany martwicze w wątrobie, co 
sugerować może, że związek stymulował proliferację typu regeneracyjnego.

G . K o s t k a ,  J .  K o p e ć - S z l ę z a k ,  D .  P a l u t

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

S u m m a r y

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'1 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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