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Zbadano cytotoksyczno$¢ narzadowag 7, 12-dimetylobenzenantracenu (DMBA),
3- metylocholantrenu (3-MC) oraz benzo(a)pyrenu (BaP) u myszy. Stwierdzono,
ze DMBA wykazat najwyrazniejsze dziatanie toksyczne na komdrki narzadu
limfatycznego ($ledziony), natomiast 3-MC i B(a)P spowodowaty przede wszyst-
kim zmiany struktury komérkowej watroby i nerek Uzyskane wyniki wskazuja,
ze efekty dziatania zastosowanych WWA uwarunkowane sg rodzajem zwigzku
a nie wielkoScig zastosowanej dawki.

WSTEP

Wi ielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) stanowig najczestsze zanie-
czyszczenia chemiczne $Srodowiska. Powstajg w duzych ilo$ciach podczas pirolizy sub-
stancji organicznych, zachodzgcej w wielu procesach przemystowych, a takze w warun-
kach niepetnego ich spalania. Wystepujg w powietrzu, w wodzie, w glebie i w zyw-
nosci [11]. Do organizméw zywych przedostajg sie przez skére, uktad oddechowy
i pokarmowy.

Wiadomo, ze pyly zawieszone w powietrzu, np. Gdérnoslaskiego Okregu Przemy-
stowego (G.O.P.) zawierajg ponad 250 policyklicznych i heterocyklicznych weglowo-
doréw aromatycznych, metale ciezkie i inne niezidentyfikowane zwigzki chemiczne [1].
Nasze poprzednie badania wykazaty silne dziatanie immunotoksyczne tych pytéw w na-
rzadach limfatycznych myszy [8]. Znana jest rola WWA w karcinogenezie i mu-
tagenezie [5, 10, 12], inne toksyczne skutki ich dziatania (np. immunotoksyczne) sg
nadal przedmiotem zainteresowania [9]. Celem niniejszej pracy jest okreslenie cyto-
toksycznego dziatania wybranych WWA: 7, 12-di-metylobenzenantracenu (DMBA),
3-metylocholantrenu (3-MC) oraz benzo(a)pyrenu (B(a)P) na narzady limfatyczne
i migzszowe myszy.
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MATERIAL | METODY

Odczynniki: 7, 12-di-metylobenzatracen (DMBA), Sigma; 3-metylocholantren (3-MC),
Sigma; benzo(a)pyren (B(a)P), Sigma; 20% roztwdr wodny DMSO.

Zwierzeta: Myszy szczepu Balblc, samice 6-8 tygodniowe z hodowli Panstwowego Za-
ktadu Higieny w Warszawie. Wszystkie myszy poddano kwarantannie przed do$wiadczeniem.
Zwierzeta przez caty czas znajdowaty sie w pomieszczeniu o temperaturze 22-24°C w 12-godz-
innym cyklu Swiatta i ciemnosci. Myszy otrzymywaty pasze standardowg i wode ad libitum.
Wyboru dawki dokonano na podstawie badan wstepnych, w ktdrych myszom podawano WWA
w dawkach: 25, 50 i 100 mg/kg masy ciata. Do dosSwiadczenia wybrano dawke 110 mg/kg.
Myszy otrzymywaly jednorazowo drogg dootrzewnowg dawke 100 mg/kg zawiesiny WWA
w 0,5 ml 20% roztwory wodnego DMSO. Po okresie 7 dni oznaczano: wzgledng mase narza-
dow, zawarto$¢ komoérek w $ledzionie, oceniano strukture tkankowa watroby, nerek, $ledziony
i grasicy. Zastosowano grupe kontrolng myszy, ktére otrzymywaty tylko roztwér DMSO. Wszyst-
kie myszy (w liczbie 30) przebywatly w takich samych warunkach. Zawarto$¢ komoérek w grasicy
i Sledzionie byta obliczana w sposéb rutynowy. Wzgledng mase narzadéw obliczano jako sto-
sunek masy narzadu (w g) do 10 g masy ciala. Preparaty mikroskopowe do analizy histologicznej
wykonano po utrwaleniu fragmentow watroby, nerki, Sledziony i grasicy w acetonie w 4°C i po
zatopieniu w parafinie. Skrawki narzadéw o grubosci 7 g T barwiono rutynowo hematoksyling
i eozyna. Analize rozmieszczenia interfazalnych organizatorow jaderkowych (AgNOR) w ja-
drach komorek watroby wykonano po zastosowaniu metody srebrzenia wg Howella i Blacka [6].
Zdjecia wykonano przy powiekszeniu mikroskopowym 400 x.*

Uzyskane dane liczbowe wyrazono jako $rednig x+SD. Ponadto zastosowano test Kruskal-
Wallis i analize wariancji (ANOVA) do ustalenia znaczacych réznic miedzy danymi z kontroli
i z grup doswiadczalnych dla p<0,05.

WYNIKI

Wzgledna masa narzgdow

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian warto$ci wzglednej masy grasicy,
watroby i nerek myszy po podaniu badanych zwigzkéw, z wyjatkiem S$ledziony.
Zmiany w Sledzionie

DMBA powoduje obnizenie wagi $ledziony z 0,121 do 0,042 g, a tym samym
wzglednej masy (z 0,51 do 0,21). Jednocze$nie dochodzi do zmniejszenia liczby ko-
morek w $ledzionie z 4,7 do 0,7. B(a)P powoduje réwniez obnizenie wagi $ledziony
z 0,121 do 0,047 g i wzglednej masy z 0,51 do 0,34. Nie zaobserwowano jednak
zmiany liczby komdrek w tym narzadzie. Jak wynika z przedstawionych danych skutek
dziatania DMBA na $ledzione badanych myszy jest silniejszy niz B(a)P. (Rye. 1)
Zmiany histologiczne

a) Narzady limfatyczne

W grasicy po zastosowaniu DMBA obserwowano bardziej luzny uktad komdrek kory
(w poréwnaniu do kontroli), i wyrazniej zaznaczony anizeli po 3-MC i B(a)P.

W $ledzionie po 3-MC i B(a)P zanotowano jedynie niewielkg przewage miazgi
czerwonej nad biatg, ktéra byta wyraznie oddzielona od miazgi czerwonej.

b) Watroba i nerka.

‘Autorki dziekujg p. Krystynie Ozimek z Zaktadu Fizjopatologii Instytutu Hematologii i Trans-
fuzjologii za pomoc techniczng w sporzadzeniu preparatow mikroskopowych.
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Rye. 1. Wzgledna masa $ledziony myszy w 7 dni po podaniu 100 mg/kg masy ciata badanych
zwigzkéw: DMBA, 3-MC i B(a)P
Relative spleen weight of mice treated with PAHs: DMBA, 3-MC and B(a)P

Najwazniejsze zmiany w strukturze tkankowej watroby i nerek zaobserwowano po
narazeniu myszy na 3-MC. W zrazikach watrobowych stwierdzono ogniskowg destruk-
cje hepatocytéw i skupienia naptywowych leukocytéw pomiedzy komaérkami, co wska-
zywato na powstanie ognisk zapalnych. Obserwowano takze figury mitotyczne w hepa-
tocytach, niekiedy nieprawidtowe, Swiadczace o zaburzeniach w przebiegu podziatu
komoérkowego (Ryc. 2). W nerkach zanotowano miejscami zniszczong cytoplazme
komdrek kanalikow oraz nieprawidtowa strukture pojedynczych kiebuszkéw nerkowych
w korze nerkowej (Ryc. 3). Zastosowanie B(a)P wywotato w watrobie zmiany o cha-
rakterze destrukcji hepatocytow i kigebuszkéw nerkowych w nerce, cho¢ w mniejszym
stopniu, anizeli po 3-MC, natomiast po DMBA zmiany struktury tkankowej watroby
i nerek byly niewielkie.

Interfazalny organizator jgderkowy (AgNOR)
w hepatocytach

Zastosowanie metody srebrzenia interfazalnego organizatora jaderkowego wykazato
jego obecnos$é w jadrach komorek zrazikoéw watroby po intoksykacji wszystkimi ba-
danymi WWA (Ryc. 4), cho¢ wystapity réznice w warto$ciach odsetka hepatocytow
z odpowiednig liczbg AgNOR (Tab. 1)

Zwtiaszcza podanie B(a)P wywotalo w watrobie wystagpienie najwyrazniejszych zmian
w wartos$ciach odsetka hepatocytéw z jednym, czterema oraz szeScioma i wiecej inter-
fazalnymi organizatorami jagderkowymi (AgNOR) w pordwnaniu do grupy kontrolnej
(p<0,01). Po podaniu 3-MC tylko odsetek hepatocytéw z jednym organizatorem ja-
derkowym (AgNOR) okazal sie istotnie podwyzszony w poréwnaniu do kontroli
(p<0,01), natomiast wahania wartosci odsetka po DMBA byly nieistotne.

DYSKUSJA

Efekt toksyczny badanych zwigzkéw zalezy od drogi podania, czasu ekspozycji myszy
mwielkosci zastosowanej dawki. W niniejszych badaniach wybrano do analizy spos$réd
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Ryc. 2. Fragmenty zrazika watroby myszy po narazeniu 3-MC w poréwnaniu z grupa kontrolng:

A - mitoza prawidtowa w stadium metafazy (strzatka)
B - mitoza nieprawidlowa, tzw. C-mitoza (strzatka)
C - kontrola (HE, pow. mikr. 400x)

Liver of mice following administration of 3-MC:
A - normal metaphase - arrow,
B - irregular mitotic figure: C - mitose - arrow,
C - control mice (HE, 400x)
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Rye. 3. Fragment kory nerkowej po narazeniu myszy 3-MC w poréwnaniu z grupg kontrolna:
A - nieprawidtowe kiebuszki i kanaliki nerkowe
B - grupa kontrolna zwierzat (HE, pow. mikr. 400x)
Kidney of mice following administration of 3-MC:
A - damaged glumeruli and cortical tubules,
B - control mice (HE, 400x)
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Ryc. 4. Interfazalne organizatory jaderkowe (AgNOR) w hepatocytach myszy po narazeniu

B(a)P, (pow.mikr. 400x)
Interphasal NOR in liver cells of mice after B(a)P administration, (AgNOR, 400x)

Tabela 1. Interfazalny organizator jaderkowy (AgNOR) w hepatocytach myszy po po-

daniu WWA
Interphasal nucleolar region (AgNOR) in hepatocytes of mice after PAHs

administration

1 B(a)P-DMSO (NOR 1) p<0,001
2. 3-MC-DMSO (NOR 1) p<0,003
3. B(a)P-DMSO (NORA4-5) p<0,001
4. B(a)P-DMSO (NOR 6) p<0,01
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Na podstawie analizy histologicznej mozna wnioskowac, ze ws$réd zastosowanych
WW A najwieksze zmiany hepatotoksyczne i nefrotoksyczne wywotywat 3-MC i nieco
stabsze- B(a)P. Zmianom tym towarzyszyto w grupie myszy po 3-MC pojawienie sie
podziatbw komoérkowych, co moze sugerowaé procesy odnowy rownowazace ubytek
zniszczonych komdrek. Wystepowanie nieprawidtowych figur mitotycznych wynika
prawdopodobnie z wysokiej toksycznosci 3-MC [7].

Wedtug pismiennictwa specyficzne srebrzenie interfazalnego organizatora jaderk-
owego (AgNOR), okreslajgce aktywnos$¢ genéw rybosomalnych, jest uwazane za przy-
datne w okres$leniu aktywnosci komorek [2, 3]. Zatem - stwierdzone po podaniu B(a)P
podwyzszenie wartosci odsetka hepatocytow tylko z 1 AgNOR moze by¢ zwigzane
z wystepowaniem komaérek o zmniejszonej aktywnosci (a nawet o cechach destrukcji),
za$ z 6-ma i wiecej AgQNOR - moze wskazywa¢ na obecno$¢ hepatocytow o zwiek-
szonej aktywnosci syntetycznej.

WNIOSKI

1. Sposrod zastosowanych WW A najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne w $ledzionie
wywotat DMBA, co wyrazito sie obnizeniem masy S$ledziony i zawartoSci w niej
komorek.

2. Najwyrazniejsze zmiany struktury tkankowej i komdrkowej w watrébce i nerce
wystapity po podaniu 3-MC i B(a)P. W grupie myszy otrzymujacych 3-MC ognisko-
wemu zniszczeniu hepatocytéw towarzyszyto pojawienie sie figur mitotycznych w wa-
trobie, a w grupie myszy po podaniu B(a)P - wystepowaty zmiany odsetka hepatocytow
z najwyzszg i najnizszg liczhg AgNOR.

K. lzdebska-Szymona, J. Kopeé-Szlezak,
E. Koztowska, N. Drela, S. Panczyk

ORGANIC CYTOTOXICITY OF SOME POLICYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS
(PAHSs) IN MICE

Summary

The cytotoxic effects of some PAHs: DMBA, 3-MC and B(a)P on the lymphatic organs, liver
and kidney of mice have been investigated. These PAHSs in doses of 100 mg/kg were dissolved
in 0,5 ml 20% DMSO and were given intraperitoneally in female mice Balb/c. After 7 days,
organs weight, cellularity in lymphoid organs and tissue structure of liver and kidney were
analyzed.

The greatest effect of DMBA was observed on cellularity of spleen. 3-MC and B(a)P caused
significant hepatotoxic and nephrotoxic changes. 3-MC induced focal destruction of hepatocytes
and sometimes - irregular mitotic figures (c-mitosis). After B(a)P administration in liver cells
were mainly observed the changes in distribution of interphase nucleolar organizer region
(AgNOR). In kidney - irregular glomeruli and tubuli after 3-MC and B(a)P were noted.
The above results may indicate that the cytotoxic effects of PAHs depend on the type of
compound administered.
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