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INDUKCJA MIKROJADER W ERYTROCYTACH SZPIKU KOSTNEGO |
KRWI OBWODOWEJ MYSZY LABORATORYJIJNYCH W WARUNKACH
OSTREJ LUB PODOSTREJ EKSPOZYCJI NA ANALOGI DDT
(FENARIMOL I NUARIMOL).

INDUCTION OF MICRONUCLEI IN MICE BONE MARROW AND PERIPHERAL
BLOOD FOLLOWING ACUTE AND SUBCHRONIC EXPOSURE TO DDT
ANALOGUES (NUARIMOL AND FENARIMOL).

Zaktad Toksykologii Srodowiskowej, Paristwowy Zaktad Higieny
00-791 Warszawa, ul. Chocimska 24.

Dokonano poréwnawczej oceny wptywu analogéw DDT: fenarimolu (50, 100,
200 mg/kg m.c.) i nuaAmolu (100, 200, 400 mg/kg m.c.) oraz mitomycyny C
2.0 mg/kg m.c., cyklofosfamidu 25 mg/kg m.c. i kolchicyny 2.0 mg/kg m.c. na
czestos¢ wystepowania mikrojader w erytrocytach krwi obwodowej i szpiku kost-
nego w zaleznosci od czasu narazenia.

WSTEP

Test mikrojgdrowy jako stosunkowo pewna a takze dobrze udokumentowana me-
toda przeznaczona do badania klastogennych i aneugennych wiasciwosci zwigzkow
chemicznych jest szeroko stosowany w badaniach genetyczno-toksykologicznych [4,5,11,
12,17]. Test ten stanowi element podstawowego zestawu badan wymaganych do oceny
potencjalnych mutagennych witasciwosci nowych zwigzkéw chemicznych [2,6,8,13,21].

Mac Gregor i wsp6tpracownicy zaproponowali alternatywny sposéb oceny klastogen-
nej aktywnos$ci zwigzkéw chemicznych in vivo taczac badania prowadzone w warunkach
ostrych z testami toksycznos$ci subchronicznej. Wykorzystano tu fakt iz polichromaty-
czne i normochromatyczne erytrocyty, w ktérych znajduja sie mikrojgdra nie sa u my-
szy usuwane z krwiobiegu i ich liczba w warunkach przedtuzonej ekspozycji na badany
zwigzek moze ulega¢ kumulacji [1,7,15,16,20]. Metoda ta moze okaza¢ sie korzystna
dla stabych mutagenéw, dla ktérych wydtuzenie czasu dziatania moze przyczyni¢ sie do
osiggniecia poziomu efektywnego w badanych tkankach prowadzac do ujawnienia
mutagennych wiasciwosci.

Fenarimol (a-(2-chlorofenylo)-a-(4-chlorofenylo)-5-pirymidynometanol) i nuarimol
(a-(2-chlorofenylo)-a-(4-fluorofenylo)-5-pirymidynometanoi) stanowigce przedmiot
doswiadczen sg syntetycznymi fungicydami szeroko stosowanymi w rolnictwie.

W og6lnodostepnym piSmiennictwie nie znaleziono danych dotyczacych potencjal-
nych mutagennych wiasciwosci tych zwigzkéw, chociaz ich chemiczna budowa zblizona
do DDT nie wyklucza takich witasciwosci. W doswiadczeniach na myszach wykazano
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bowiem, ze DDT powoduje uszkodzenia chromosoméw w komoérkach szpiku kostnego
[9]. We wczes$niejszych badaniach stwierdzono, ze fenarimol wplywat na poziom syntezy
DNA i zwigkszat aktywno$¢ mitotyczng komdrek watroby szczuréw [14]. Natomiast
w badaniach [19], w ktérych okre$lano mutagenne dziatanie fenarimolu i nuarimolu
stosujagc ocene mikrojader w erytrocytach polichromatycznych szpiku kostnego i $le-
dziony przy dwukrotnym podaniu zwigzkéw nie wykazano zmian Swiadczacych o ich
klastogennych wiasciwosciach.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu fenarimolu i nuarimolu na zmiany
czestosci wystepowania mikrojader w erytrocytach polichromatycznych szpiku kostnego
oraz erytrocytach normochromatycznych krwi obwodowej myszy laboratoryjnych w wa-
runkach przedtuzonego narazenia na te zwigzki.

MATERIAL | METODY

Badane zwigzki:

- kolchicyna (Koch-Light Lab Ltd.), - mitomycyna C (Sigma), - cyklofosfamid (Serva), -
nuarimol (a-(2-chlorofenylo)-a-(4-chlorofenylo)-5-pirymidynometanol) cz. 98% Elanco Lilly
Res. Centre Ltd., - fenarimol (a-(2-chlorofenylo)-a-(4-chlorofenylo)-5-pirymidynometanol) cz.
98% Elanco Lilly Res. Centre Ltd.

Zwierzeta

Doswiadczenia wykonano na 8-10 tygodniowych samcach myszy szczepu Swiss, pochodzacych
z hodowli Panstwowego Zaktadu Higieny. Przed rozpoczeciem doswiadczen zwierzeta prze-
chodzity dwutygodniowg kwarantanne i aklimatyzacje w pomieszczeniu z kontrolowang tem-
peraturg i dwunastogodzinnym cyklem $wietlnym. Myszy otrzymywaty standardowgq pasze i wode
wodociggowg. W kazdej klatce umieszczano po trzy samice.

Przebieg dosSwiadczen

Doswiadczenie wykonano w dwoch cyklach. W pierwszym cyklu badan zwierzeta otrzymywaty
modelowe zwigzki: mitomycyne C w dawce 2.0 mg/kg m.c., kolchicyne w dawce 2.0 mg/kg m.c.
i cyklofosfamid w dawce 25 mg/kg m.c. bedace jednoczes$nie kontrola pozytywng dla drugiego
cyklu doswiadczen.

Mitomycyne C i kolchicyne bezpos$rednio przed podaniem rozpuszczano w wodzie destylow-
anej do iniekcji, a cyklofosfamid w roztworze fizjologicznym soli do iniekcji. Wszystkie zwigzki
podawano drogg dootrzewnowg. Jednorazowa objeto$¢ podawanego roztworu wynosita 0,2 ml.

Badane zwigzki podawano wedtug ponizszego schematu:

I. 2-krotnie w ciggu doby (godz. 0 i 24). Sekcja i pobranie materiatu do badan (krew i szpik
kostny) odbywato sie po 30, 48 i 72 godzinach po pierwszej iniekcji.

1. 1raz dziennie przez pie¢ kolejnych dni. Sekcja i pobieranie tkanek (krew i szpik) odbywato
sie w ostatnim dniu podawania zwigzkéw oraz 3,7 i 14 dnia po ostatniej iniekcji.

Grupe kontrolng stanowity myszy otrzymujace dootrzewnowo roztwor fizjologiczny soli.
Poszczegodlne grupy liczyty po 4 samce.

W drugim cyklu badan zwierzeta podzielono na grupy otrzymujace fenarimol w dawkach 50,
100 i 200 mg/kg m.c. lub nuarimol w dawkach 100, 200 i 400 mg/kg m.c. Obydwa zwigzki zawie-
szone w oliwie w postaci emulsji podawano myszom wedtug nastepujgcego schematu:

I. 2-krotnie w ciaggu doby (0 i 24 godziny). Sekcja i pobranie materiatu do badan odbywato
sie po 30, 48 i 72 godzinach.

Il. 5 razy w tygodniu przez trzy kolejne tygodnie. W czasie narazenia na badane zwigzki
pobierano krew z zyly ogonowej 7, 14 i 21 dnia oraz 7 i 14 dnia po zakonczeniu podawania
badanych zwigzkéw. Natomiast szpik kostny pobierano w ostatnim dniu narazenia (21 dzien)
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oraz 7 i 14 dnia po zakonczeniu intoksykacji. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta otrzymujace
samg oliwe.

Z pobranej krwi wykonano rozmazy wedtug metody Schlegela i Mac Gregora [15,16] oceniajac
je pod katem wystepowania mikrojader w dojrzatych erytrocytach. We krwi kazdej myszy
oceniano po 2000 erytrocytéw. Szpik kostny izolowano wedlug metody Schmida [17], a spo-
rzadzone rozmazy analizowano pod wzgledem obecnosci mikrojader w erytrocytach polichro-
matycznych. Oceniano po 1000 erytrocytow we krwi pochodzacej od kazdego zwierzecia. Ozna-
czano takze stosunek erytrocytow polichromatycznych do normochromatycznych (R) umozli-
wiajacy ocene ewentualnego cytotoksycznego dziatania badanych zwigzkéw. Wyniki oceniano
statystycznie stosujac test Kastenbaum-Bowmana [10].

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wyniki badania indukcji mikrojader w erytrocytach szpiku i krwi obwodowej pod
wplywem zwigzkéw chemicznych stanowiacych kontrole pozytywng (mitomycyna C,
cyklofosfamid, kolchicyna) przedstawiono na rycinach 1 i 2.

W wykonanych do$wiadczeniach wykazano, ze w szpiku kostnym zwierzat dwukrot-
nie otrzymujacych mitomycyne C i cyklofosfamid najwiekszg czesto$¢ wystepowania
mikrojgder notuje sie po 48 godzinach od zakonczenia podawania badanych zwigzkdw.
Natomiast w przypadku 2-krotnej iniekcji kolchicyny najwyzszy poziom mikrojader
obserwowano po 24 godzinach. Wzrost czestosci ich wystepowania w odniesieniu do
kontroli byt statystycznie istotny. Natomiast po 72 godzinach czesto$¢ wystepowania
mikrojgder w erytrocytach polichromatycznych szpiku ulegta zmniejszeniu w przypadku
wszystkich badanych zwigzkdw.

Ryc. 1 Indukcja mikrojader w erytrocytach polichromatycznych szpiku kostnego myszy
[MNPCEs] w warunkach 2 i 5-krotnego podania badanych zwigzkéw
Indukcjon of micronuclei in mouse bone marrow polychromatyic erythrocytes
[MNPCEs] following two- and five fold exposure
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Przy przedtuzonym narazeniu (do 5 dni) najwyzszy poziom erytrocytow z mikrojgdrami
notowano w dniu ostatniej aplikacji badanych zwigzkéw. Po uptywie trzech kolejnych dni
poziom mikrojgder obnizytsie, ale byt zblizony do poziomu notowanego w do$wiadczeniu
ostrym. Istotne obnizenie czestosci wystepowania mikrojader w erytrocytach szpiku kost-
nego zaobserwowano po 7 dniach od ostatniego podania badanych zwigzkow.

Ocena poziomu erytrocytow z mikrojagdrami w krwi obwodowej wykazata, ze po
2-krotnym podaniu mitomycyny i cyklofosfamidu czesto$¢ wystepowania mikrojgder
byta znacznie mniejsza niz po 5-krotnej iniekcji badanych zwigzkéw. Obserwowane
réznice byty statystycznie istotne. W warunkach przedtuzonego narazenia stwierdzono
réwniez wyrazng kumulacje erytrocytéw z mikrojgdrami. Po 3 dniach od zakonczenia
intoksykacji czesto$¢ wystepowania mikrojagder w erytrocytach byta wyzsza niz w dniu
zakonczenia podawania badanych zwigzkéw (mitomycyna C i cyklofosfamid), a po
7 dniach czesto$¢ ich wystepowania utrzymywata sie na zblizonym poziomie (cyklofos-
famid, kolchicyna). W przypadku mitomycyny po uptywie 7 dni obserwowano wyrazny
spadek liczby erytrocytow z mikrojgdrami we krwi obwodowej. Zjawisko to mogto by¢
spowodowane cytotoksycznym dziataniem tego zwiazku na badane komorki.

Ryc 2. Czesto$¢ wystepowania mikrojagder w erytrocytach krwi obwodowej myszy [MNNCEs] po
2 i 5-krotnym podani badanych zwigzkdéw
Frequencis of micronucleated erythrocytes [MNNCESs] observed in blood of mice follow-
ing two- and five fold exposure

Porownujac wyniki dotyczace zaleznos$ci liczby erytrocytéw z mikrojgdrami we krwi
obwodowej od liczby dawek mitomycyny C, cyklofosfamidu i kolchicyny mozna za-
uwazyé, ze wielokrotne podawanie tych zwigzkéw istotnie zwieksza czesto$¢ wystepow-
ania mikrojagder w ocenianych komorkach. W szpiku kostnym stosunkowo szybko, bo
juz po trzech dniach od zakonczenia podawania badanych zwigzkéw obserwowano
wyrazny spadek liczby erytrocytow z mikrojgdrami, natomiast we krwi jeszcze po
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7 dniach od zakonfczenia intoksykacji czesto$¢ ich wystepowania byfa istotnie wyzsza
niz w grupie zwierzat kontrolnych.

Tice [18] poréwnujac wplyw pojedynczego i wielokrotnego podawania benzydyny,
dimetylobenzoantracenu i mitomycyny C na indukcje mikrojader w erytrocytach krwi
obwodowej i szpiku kostnego wykazat, ze wydtuzenie czasu narazenia zwieksza poziom
ocenianych uszkodzehA. Kompleksowe poréwnawcze miedzylaboratoryjne badania za-
leznoéci poziomu erytrocytow z mikrojgdrami od czasu narazenia prowadzono w Ja-
ponii [3]. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze zwigzki chemiczne wy-
kazujgce dziatanie klastogenne, juz po jednorazowym podaniu, majg zblizone dziatanie
rowniez po wielokrotnym narazeniu. Istnieje jednak grupa klastogenéw jak np.: aza-
tioprina czy metotrexat, ktdre po pojedynczej aplikacji nie powodujg istotnego zwiek-
szenia poziomu erytrocytow z mikrojgdrami, a do ujawnienia ich wiasciwosci konieczne
jest przedtuzenie narazenia [7,22].

Wyniki dotyczace wptywu fenarimolu i nuarimolu na czesto$¢ wystepowania mikro-
jader w erytrocytach krwi obwodowej i szpiku kostnego przedstawiono w tabeli | i Il.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze obydwa badane zwigzki
chemiczne przy zadnej ze stosowanych dawek, zarbwno w badaniu wykonywanym w
warunkach ostrych (2-krotne podanie), jak i warunkach subchronicznych nie wptywaty
na wzrost czestoSci wystepowania mikrojgder w erytrocytach krwi obwodowej i szpiku
kostnego. Badane analogi strukturalne DDT w warunkach doSwiadczenia nie
wykazywaty tez dziatania cytotoksycznego.

Poniewaz mikrojgdra powstajg w wyniku aberracji chromosomowych lub uszko-
dzenia wrzeciona podziatowego, na podstawie otrzymanych wynikéw mozna zatem
stwierdzi¢, ze fenarimol i nuarimol w zastosowanych warunkach doswiadczenia nie
wykazywaty wiasciwosci klastogennych.

Wyniki te potwierdzajg dane otrzymane we wcze$niejszych badaniach, w ktérych
czesto$¢ wystepowania mikrojader oceniano w $ledzionie myszy [19].

WNIOSKI

1. Narazenie myszy na mitomycyne C, cyklofosfamid i kolchicyne powodowato
indukcje mikrojgder w erytrocytach krwi obwodowej i szpiku kostnego, a przedtuzenie
narazenia na te zwigzki powodowato kumulacje ww. zmian we krwi obwodowej.

2. Badane analogi DDT (nuarimol i fenarimol) nie powodowaty wzrostu czestosci
wystepowania mikrojader w ocenianych komérkach szpiku kostnego i krwi obwodowej,
bez wzgledu na czas narazenia.

E. Tyrkiel, B. Wiadrowska, J.K. Ludwicki

INDUCTION OF MICRONUCLEI IN MICE BONE MARROW AND PERIPHERAL
BLOOD FOLLOWING ACUTE AND SUBCHRONIC EXPOSURE TO DDT
ANALOGUES (NUARIMOL AND FENARIMOL).

Summary

The frequency of micronuclei was assessed in polychromatic erythrocytes of bone marrow
and normochromatic erythrocytes in peripheral blood of mice following exposure to fenarimol
(50, 100, 200 mg/kg b.w.) and nuarimol (100, 200, 400 mg/kg b.w.) for 21 days. Mitomycin C
(2 mg/kg b.w.), cyclophosphamide (25 mg/kg b.w.) and colchicyne (2 mg/kg b.w.) were admin-
istered to the positive control mice for 5 days.
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These results obtained in this experiment were compared with the incidence of micronuclei
in bone marrow and peripheral blood in mice exposed twice (two consecutive injections, 24
hours interval) to fenarimol and nuarimol and mitomycin C, cyclophosphamide and colchicine.

The results show that fenarimol and nuarimol did not cause micronuclei induction in the
bone marrow and peripheral blood of mice under the conditions of these experiments.

However, mitomycin C, cyclophosphamide and colchicine induced of micronuclei in the
investigated tissues. Moreover, the positive relationship between frequencies of micronuclei in
normochromatic erythrocytes in peripheral blood and time of exposure was observed.
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