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STRESZCZENIE

Ftalany sq powszechnie stosowane przy produkcji tworzyw sztucznych oraz jako rozpuszczalniki w Srodkach higieny,
w kosmetykach i preparatach farmaceutycznych. Ftalan dibutylu (DBP) stosowany jest jako plastyfikator, a takze jako
srodek do impregnacji tekstyliow i jako rozpuszczalnik w farbach drukarskich. Celem badan byta ocena uszkodzern DNA w
komorkach watroby i szpiku kostnego oraz ocena stezenia DBP w krwi obwodowej w nastepstwie przedtuzonej ekspozycji na
Jtalan dibutylu. Badania wykonano na samcach myszy Pzh:Sfis. Zwierzeta otrzymywaly przez 8 tygodni, 3 razy w tygodniu,
per os DBP w postaci zawiesiny w oleju jadalnym w dawkach 500 mg/kg m.c. (1/16 LD, ) i 2000 mg/kg m.c. (1/4 LD.,).
Kolejne grupy myszy zabijano po 4 i 8 tygodniach od rozpoczecia podawania oraz po 4 tygodniach od jego zakonczenia.
Wykazano zmniejszenie masy ciata myszy, istotnie statystycznie obnizenie masy waqtroby oraz relatywnej masy waqtroby
w nastepstwie 8-tygodniowego podawania DBP w dawce 2000 mg/kg m.c. W tym samym czasie notowano wiekszy, choc¢
nieistotny statystycznie poziom uszkodzen DNA w komorkach wqtroby mierzony testem kometowym. DBP nie indukowato
zwiekszonego powstawania uszkodzen DNA w komorkach szpiku kostnego. W wyniku 8-tygodniowego podawania DBP w
dawce 2000 mg/kg m.c. obserwowano znaczne podwyzszenie stezenia DBP we krwi obwodowej utrzymujqce sie rowniez po
4 tygodniach od zaprzestania podawania zwiqzku. Wyniki badan potwierdzily, ze DBP jest stabym mutagenem w stosunku
do DNA komorek somatycznych. Wydaje sie jednak, ze zwiqzek ten w nastepstwie przedtuzonej ekspozycji moze by¢ wolniej
metabolizowany i czasowo kumulowany w krwi obwodowej.

ABSTRACT

Phthalates are widely used as a plasticizers in manufacture of synthetic materials and as solvents in sanitary products,
cosmetics and pharmaceutical products. Dibutyl phthalate (DBP) is used as a plasticizers and as a textile lubricating agent
and as solvent in printing ink. The study aimed the evaluation of the magnitude of DNA damage in liver and bone marrow
cells and estimation of dibutyl phthalate (DBP) concentration in peripheral blood following prolonged exposure to DBP.
Experiments were conducted on the Pzh:Sfis male mice. Animals were exposed 8 weeks, 3 days per week per os to DBP
suspension in oil in doses of 500 mg/kg bw (1/16 LD50) and 2000 mg/kg bw (1/4 LD50). Following groups of mice were
sacrificed 4 and 8 weeks after the start of exposure and 4 weeks after the end of exposure. Decreased body weight of mice
and statistically significant decreased liver and relative liver weights were observed following 8-weeks exposure to 2000
mg/kg bw DBP. In the same time higher, however not statistically significant level of DNA damage measured by Comet assay
in liver cells were noted. DBP did not induce enhanced frequency of DNA damage in bone marrow cells. Following 8-weeks
exposure to the dose of 2000 mg/kg bw DBP the increased level of DBP in peripheral blood was observed. Enhanced levels
of DBP were still noted 4 weeks after the termination of exposure. Results confirmed that DBP acts as a weak mutagen for
DNA of somatic cells. However, following prolonged exposure this compound seems to undergo slower metabolism and was
reaching temporarily higher levels in peripheral blood.
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WSTEP

Estry kwasu ftalowego sa powszechnie stosowane
jako plastyfikatory przy wytwarzaniu tworzyw sztucz-
nych uzywanych do produkcji opakowan do zywnosci,
sprzetu medycznego, zabawek, oraz jako rozpuszczal-
niki w srodkach higieny (mydta, szampony), w kosme-
tykach (perfumy, lakiery do paznokci) i w preparatach
farmaceutycznych. Ftalany nie sg trwale wiazane z
polimerami i moga migrowac z tworzywa sztucznego
do srodowiska zewnetrznego [9].

Narazenie na te zwiazki moze mie¢ miejsce przy
produkcji podczas polimeryzacji polichlorku winylu
oraz w nastgpstwie kontaktu z produktami zawiera-
jacymi ftalany. Estry kwasu ftalowego znajdowano
w wielu réznych elementach §rodowiska, ale stgzenie
poszczegdlnych ftalandw nie bylo wysokie. Zwiazki
te moga jednak niekorzystnie oddziatywaé na rozrod-
czo$¢ organizmoéw zywych za posrednictwem procesow
zwiazanych z regulacja hormonalna, dziatajac jako
antyandrogeny i ksenoestrogeny [15, 22]. Wykazano,
ze niektore ftalany sa odpowiedzialne za uszkodzenie
gonad meskich 1 obnizenie produkcji plemnikéw u
mezezyzn [5]. Wykazano takze, ze ftalan 2-etyloheksylu
(DEHP) powoduje wzrost proliferujacych komoérek w
hodowli komorek raka piersi cztowieka oraz wykazuje
dziatanie hepatokancerogenne w badaniach na zwie-
rzetach [17, 21].

Ftalan dibutylu (DBP) stosowany jest jako plasty-
fikator, a takze jako $rodek do impregnacji tekstyliow
oraz jako rozpuszczalnik w farbach drukarskich [8].
DBP, podobnie jak i inne ftalany, nie kumuluje si¢ w
srodowisku i1 szybko ulega degradacji. Catkowita de-
gradacja DBP w warunkach tlenowych jest stosunkowo
szybka, natomiast w warunkach beztlenowych jest
znacznie wolniejsza. Niektore jednak badania sugeruja,
ze DBP moze by¢ persystentny w glebie [11].

Toksycznos¢ ostra DBP jest stosunkowo niska. Dla
szczuréw LD, wynosi 8000 — 20000 mg/kg m.c. po
narazeniu per os [21]. W badaniach subchronicznych
wykonanych na szczurach obserwowano podwyzsze-
nie wzglednej masy watroby w odniesieniu do masy
ciata przy dawce 359 mg/kg m.c./dzien. W badaniach
wykonywanych na myszach toksyczne dziatanie przy
najwyzszych ze stosowanych poziomow w diecie tj.
5000 ppm, 8000 ppm i 20000 ppm manifestowato si¢
obnizeniem masy ciata, obnizeniem masy nerek oraz
zwigkszeniem wzglednej masy watroby [21].

Stwierdzono, ze DBP jest szybko usuwany z orga-
nizmu. Bioakumulacja nie wystegpuje lub jest bardzo
niska. Obserwowana obecnos$¢ (wzrost poziomu) w
watrobie 1 nerkach jest wynikiem procesu ekskrecji a
nie depozytu. [4]. Gtéwny metabolit DBP, ftalan mono-
n-butylu (MBP), usuwany jest z organizmu czlowieka

1 gryzoni gtownie za posrednictwem nerek [10]. Po-
dobnie jak i inne ftalany, DBP podawany w dawkach,
powyzej 1000 mg/kg m.c. dziennie przy subchroniczne;j
ekspozycji, wywiera toksyczne dziatanie na gonady
badanych zwierzat laboratoryjnych [30].

Badania dotyczace genotoksycznego dziatania
DBP wykazaty, ze ftalan ten mozna rozpatrywaé jako
zwiazek o stabym dzialaniu mutagennym, nie jest on
bezposrednio genotoksyczny [6] ale powoduje wzrost
czgstosci wymiany chromatyd siostrzanych, a takze
wzrost czestosci peknigé i fragmentacji materiatu ge-
netycznego [33]. Stwierdzono tez, ze DBP indukuje
fragmentacje DNA w komorkach nabtonka jamy no-
sowej 1 gardta [18].

Dane dotyczace oddziatywania DBP na materiat
genetyczny komorek somatycznych sa stosunkowo nie-
liczne, a uzyskane wyniki niejednoznaczne. Uzasadnio-
ne wiec wydawato si¢ wykonanie badan w warunkach
przedluzonej ekspozycji na badany zwiazek w celu
oceny uszkodzen DNA w komorkach szpiku kostnego
i watroby. Biorac pod uwagg charakter uszkodzen,
stwierdzonych przez innych autordéw, celowe wyda-
walo si¢ zbadanie przydatnosci testow kometowego i
mikrojadrowego do ich badania. Oceniono tez st¢zenie
DBP we krwi obwodowej jako probe znalezienia ewen-
tualnych zalezno$ci migdzy poziomami DBP w krwi a
skutkiem genotoksycznym in vivo.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na samcach myszy laborato-
ryjnych niekrewniaczego stada Pzh:Sfis. Zwierzgta w
czasie trwania do$wiadczenia przebywaly w pomiesz-
czeniu o stalej temperaturze i wilgotnosci w warunkach
automatycznie regulowanego cyklu $wietlnego (12
godzin $§wiatta, 12 godzin ciemnos$ci), karmione byty
standardowa pasza dla gryzoni oraz otrzymywaty wodg
wodociagowa ad libitum.

Na przeprowadzenie do§wiadczen uzyskano zgode
IV Lokalnej Komisji Etyczne;.

W momencie rozpoczecia do§wiadczenia samce
myszy liczyly 42-46 dni. Przez 8§ tygodni, 3 razy w
tygodniu zwierzgta otrzymywaty DBP per os w postaci
zawiesiny w oleju jadalnym. Myszy z grup doswiad-
czalnych otrzymywaty DBP w nastgpujacych dawkach:
1/16 LD, 1 1/4 LD, co odpowiadato dawkom: 500 i
2000 mg/kg m.c./dzien. Samcom kontrolnym podawano
sam olej jadalny.

Kolejne grupy zwierzat zabijano po 4 i 8 tygodniach
od rozpoczecia i po 4 tygodniach od zakonczeniu (12 ty-
dzien) podawania DBP lub oleju. Kazda grupa kontrolna
i dos$wiadczalna liczyta po 5 samcow. W powyzszych
terminach zwierzgta byly wazone, a nastgpnie pobie-
rano od nich szpik kostny z kosci udowych do oceny
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mikrojader i analizy komet, watrobg do analizy komet
oraz krew z zyty watrobowej do okreslenia pozostatosci
DBP we krwi.

Oceng mikrojader dokonano wg metody opisanej
przez Hayashi i wsp. [13]. Szpik kostny wyptuki-
wano z ko$ci udowych przy uzyciu ptodowej suro-
wicy cielgcej, po odwirowaniu zawiesing komoérek
z osadu umieszczano na szkietku podstawowym
pokrytym uprzednio na goraco roztworem oran-
zu akrydynowego. Wszystkie preparaty oceniano
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (filtr
B-2A: wzbudzajacy - 50-490 nm i barierowy 520
nm). Analizy preparatéw dokonywano w ciagu 2-3 dni.
Zliczano liczbg erytrocytow polichromatycznych przy-
padajacych na 200 erytrocytow normochromatycznych.
Stosunek erytrocytow polichromatycznych (PCE)) do
erytrocytow normochromatycznych (NCE)) w szpiku
kostnym wykorzystywano jako wskaznik toksycznego
dzialania DBP na komorki szpiku kostnego. Prawidto-
wa warto$¢ stosunku erytocytéw polichromatycznych
do normochromatycznych wynosi 0,6—1,2. Erytrocyty
polichromatyczne emituja czerwono-pomaranczowa
fluorescencje, mikrojadra emituja zielona fluorescencje
a erytrocyty normochromatyczne nie wykazuja zadne;j
fluorescencji [14].

Szpik kostny z drugiej kosci udowej zawieszano w
RMPI medium, a nastgpnie wykorzystywano do testu
kometowego, ktory przeprowadzono wedtug metody-
ki Singh 1 wsp. [27] z pdzniejszymi modyfikacjami
Anderson 1 wsp. [2] Pobierano 10 pl zawiesiny szpiku
kostnego w RMPI, mieszano z 75 pul agarozy o niskiej
temperaturze topnienia (LMPA) i nanoszono na szkietka
mikroskopowe pokryte uprzednio warstwa agarozy o
normalnej temperaturze topnienia (NMPA). Preparaty
przykrywano szkietkami nakrywkowymi i umieszcza-
no na 5 minut w temperaturze 4°C w celu zestalenia
si¢ agarozy. Po naniesieniu kolejnej warstwy agarozy
preparaty ponownie umieszczano w temperaturze 4°C
na 5 minut. Nast¢pnie umieszczano je w buforze lizu-
jacym w temperaturze 4°C na okoto 20 h. Po wyjeciu
preparatow z buforu lizujacego i osuszeniu, komorki
inkubowano w buforze do elektroforezy w srodowisku
zasadowym przez 20 minut. Nast¢pnie przeprowadza-
no elektroforeze¢ niskonapigciowa (19 V, 300 mA) w
obecnosci detergentu. Po zneutralizowaniu, komorki
barwiono bromkiem etydyny. Preparaty analizowano
pod mikroskopem fluorescencyjnym, rejestrowano
komorki o réznym stopniu uszkodzenia DNA (100
komorek/mysz) i oceniano za pomoca programu kom-
puterowego CASP [19]. Jako parametr charakteryzujacy
uszkodzenia DNA wybrano moment ogonowy, ktéry
odzwierciedla zarowno zawarto$¢ procentowa DNA w
ogonie komety, jak i dtugos¢ ogona komety (migracje
DNA).

Do oceny pozostatosci DBP we krwi zastosowano
metode ekstrakcji zaadaptowana z publikacji Pollack
i wsp. [23]. Polega ona na ekstrakcji ciecz-ciecz z
octanem etylu. Ilosciowe oznaczanie wykonano tech-
nika HPLC/UV. W badaniach wykorzystano kolumng
LiChrospher 60 RP-select B (5um), a warunki pracy
aparatu byty nastepujace: eluent: 93% metanolu i 7%
wody, przeptyw fazy ruchomej: 1 ml/min, temperatura
kolumny: 35°C, dtugos¢ fali: 225 nm, obj¢tos¢ nastrzy-
ku: 10 pl.

Parametry walidacyjne wyznaczone zostaly dla
DEHP jako analitu reprezentatywnego dla tej grupy
zwiazkow. W ramach walidacji wyznaczono $redni
odzysk, ktory wynosit 82,4%, powtarzalno§¢ RSD
=16,57% i granicg oznaczalno$ci 0,12 pg/ml. Do analiz
potwierdzajacych wykorzystano chromatograf gazowy
ze spektrometrem mas jako detektorem (GC/MS), przy
czym parametry aparaturowe byly nastgpujace: kolum-
na DB5-MS (0,25 mm i.d. x 30 m, 0,25 pum grubos¢
filmu); temperatura pieca: 60°C (1 min), 10°C min’!
—260 °C (14 min); przeptyw: 1,25 ml min’'; temperatura
dozownika: 260°C; objetos¢ nastrzyku: 1ul; temperatu-
ra detektora: 170°C; gaz no$ny: hel. Do potwierdzania
tozsamosci ww. zwiazkdw wybrano jony charaktery-
styczne dla poszczegolnych estrow: DBP — 149, 223
[m/z]idla DEHP— 149, 279 [m/z]. Oceny statystyczne;j
dokonano za pomoca testu t-Studenta.

WYNIKI

Wyniki dotyczace zmian masy ciata i watroby
oraz indukcji uszkodzen DNA w komoérkach watro-
by samcow myszy otrzymujacych DBP zestawiono
w tabeli 1.

Stwierdzono, ze myszy eksponowane na DBP
w najwyzszym stezeniu tj. 2000 mg/kg m.c. charaktery-
zowaly si¢ mniejszym przyrostem masy ciata. Przyrost
ten po 8 tygodniach narazania badanych samcoéw na
500 lub 2000 mg/kg m.c. wynosit odpowiednio 8,3 g
i 7,2 g masy ciala w odniesieniu do zwierzat z grupy
kontrolnej, u ktorych przyrost masy wynosit 11,6 g.
Roznice te utrzymywaty si¢ 4 tygodnie po zaprzestaniu
podawania DBP. Byly jednak statystycznie nieistotne.
Stwierdzono natomiast statystycznie istotne obnizenie
catkowitej 1 wzglednej masy watroby u myszy otrzy-
mujacych 2000 mg/kg m.c. po 8 tygodniach od rozpo-
czgcia doswiadczenia. Utrzymywato sig¢ ono przez 4
tygodnie po zakonczeniu narazania, wyniki jednak nie
byly juz statystycznie znamienne. Warto$ci momentu
ogonowego wskazujace na zwigkszenie uszkodzen
DNA zwigkszaty si¢ w komorkach watroby wraz ze
wzrostem dawki po 4 1ipo 8 tygodniach od rozpoczgcia
podawania DBP. Po 4 tygodniach od zakonczenia na-
razania moment ogonowy osiagnal najwyzsze wartosci
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Tabela 1 Wpltyw DBP na masy ciata i watroby myszy oraz na indukcje¢ uszkodzen DNA w komorkach watroby (test ko-
metowy)
Effects of DBP exposure on the body and liver weight and on the induction of DNA damage in liver’s cells (Comet

assay)

DawkiDBP | JHeR | Sredmamasa | OS] Sreamamasa | GO o kommora

(mg/kg m.c.) ekspozycji ciafa (g) +SD masy ciata watroby (g) +SD [%] watroby £SD
Kontrola 0 tygodni 29,66+2,62
500 0 tygodni 30,49+0,66
2000 0 tygodni 28,81+0,68
Kontrola 4 tygodnie 36,71£2,17 6,96 2,09+0,11 5,69 0,78+1,03
500 4 tygodnie 37,34£1,09 6,81 1,95+0,22ns 5,22 1,30+2,02ns
2000 4 tygodnie 35,90+2,43 7,07 1,96+0,20ns 5,46 2,92+2,24ns
Kontrola 8 tygodni 41,38+2,34 11,63 2,2840,31 5,51 2,39+0,95
500 8 tygodni 38,87+2,19 8,34 1,9440,31ns 4,99 7,11£9,42ns
2000 8 tygodni 36,06£2,28 7,20 1,81£0,22%* 5,02 9,89+13,64ns
Kontrola 12 tygodni * 41,93+2,16 12,18 2,22+0,28 5,30 6,14+1,38
500 12 tygodni * 40,51+1,46 9,18 1,99+0,31ns 491 8,69+4,02ns
2000 12 tygodni ® 37,76x1,74 8,90 1,88+0,20ns 4,98 5,64+1,48ns

ns — nieistotne statystycznie , *p<0,05 w tescie -Studenta

Relatywna masa watroby: $rednia masa watroby / $rednia masa ciata x 100

4 tygodnie po zakonczeniu ekspozycji

po zastosowaniu DBP w dawce 1/16 LD,,. Wyniki
nie byly statystycznie istotne. Najwyrazniejszy efekt
biologiczny obserwowano po 8 tygodniach od rozpo-
czecia narazania. Moment ogonowy po zastosowaniu
DBP w dawce 500 mg/kg m.c. prawie 3-krotnie, a po
narazaniu na DBP w dawce 2000 mg/kg m.c. ponad
4-krotnie przewyzszal wynik uzyskany dla myszy
kontrolnych.

Tabela 2. Zmiany w materiale genetycznym komorek szpiku
kostnego myszy w nastepstwie 8-tygodniowe;j
ekspozycji myszy na DBP
Changes in genetic material of mouse bone marrow
cells following 8-weeks exposure to DBP

Moment
0goNow
Dawki DBP rofﬁiizliia PCEs/| MN/1000 iomety
(mg/kg m.c.) .. | NCEs | PCE£SD |w limfocytach
ekspozycji .
szpiku
kostnego £SD
Kontrola 4 tygodnie | 0,970 | 2,0+0.71 0,84+1,53
500 4 tygodnie | 0,940 | 2,2+1,64ns | 0,85+2,07ns
2000 4 tygodnie | 0,995 | 2,8+02,77ns | 1,01+0,37ns
Kontrola 8 tygodni 0,940 | 2,8+1,30 5,31+0,87
500 8 tygodni 0,910 | 3,8+01,64ns | 5,84+2,07ns
2000 8 tygodni 0,860 | 4,4+2,70ns | 4.40+1,37ns
Kontrola 12 tygodni * | 0,850 | 2,0£2,00 2,23+0,95
500 12 tygodni * | 0,940 | 4,4+2,07ns | 2,93+1,16ns
2000 12 tygodni ® | 0,870 | 3,8+1,64ns | 3,55+1,19ns

ns — nieistotne statystycznie w tescie ¢-Studenta
¢ - 4 tygodnie po zakonczeniu ekspozycji

PCEs — erytrocyty polichromatyczne

NCEs — erytrocyty normochromatyczne

W tabeli 2 przedstawiono dane dotyczace poten-
cjalnego toksycznego oddziatywania DBP na komorki
szpiku kostnego oraz uszkodzen DNA w limfocytach
i erytrocytach polichromatycznych szpiku kostnego.
Stosunek erytrocytow normochromatycznych do po-
lichromatycznych byt prawidtowy. Nie stwierdzono
istotnego statystycznie wzrostu czgsto$ci wystgpowa-
nia mikrojader zardwno po 4 i1 8 tygodniach narazenia
badanych zwierzat, jak i po kolejnych 4 tygodniach
od zakonczenia ekspozycji na zadna ze stosowanych
dawek. Jakkolwiek efekt biologiczny byt widoczny po
8-tygodniowym podawaniu zwiazku i 4 nastepnych
tygodniach. Po 4 tygodniach od rozpoczgcia podawania
DBP warto$ci momentu ogonowego w limfocytach
krwi obwodowej byly podobne jak u zwierzat kontro-
Inych. Bezposrednio po zakonczeniu 8-tygodniowego
podawania DBP stwierdzono niewielkie zwigkszenie
uszkodzen DNA u myszy otrzymujacych badany zwig-
zek w dawce 1/16 LD, podczas gdy u zwierzat, ktorym
podawano DBP w dawce 1/4 LD, DBP notowano
niewielkie zmniejszenie poziomu uszkodzen DNA. Z
kolei po 4 tygodniach od zakonczenia podawania DBP
moment ogonowy wykazywatl tendencje wzrostowa
w zalezno$ci od dawki. Wyniki nie ro6znily si¢ jednak
statystycznie od kontrolnych.

Rezultaty dotyczace stezenia pozostatosci DBP
we krwi badanych zwierzat przedstawiono w tabeli 3.
Srednie stezenie DBP wynosito 0,068 do 2,915 pg/ml
1 zwigkszato si¢ wraz z uptywem czasu od rozpoczgcia
podawania DBP bedac bezposrednia konsekwencja
przedtuzonej ekspozycji na ten zwiazek. Stezenie DBP
we krwi obwodowej zwierzat, ktorym podawano DBP w
dawce 2000 mg/kg m.c. bylo okoto 7-krotnie wyzsze niz
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u zwierzat kontrolnych i utrzymywato sig¢ rowniez po 4
tygodniach od zakonczenia narazania na DBP. Chociaz
stezenie DBP we krwi myszy kontrolnych byto w tym
czasie znacznie wyzsze niz w probkach pobranych po
4 1 8 tygodniowej ekspozycji, to jednak stezenie DBP
w probkach badanych ponad 2-krotnie przewyzszato
wyniki uzyskane u zwierzat kontrolnych.

Tabela 3. Srednie stezenia DBP w krwi obwodowej na-
razanych myszy w zaleznosci od dawki i czasu
ekspozycji
Mean concentration of DBP in exposed mice blood
samples by dose a time of exposure

Czas od Srednie stezenie DBP
rozpoczgcia (png/ml)
ekspozycji | Kontrola | 500 mg/kg m.c. | 2000 mg/kg m.c.
4 tygodnie 0,479 0,068 0,154
8 tygodni 0,464 0,665 2,915
12 tygodni® 1,116 2,369 2,626

* - 4 tygodnie po zakonczeniu ekspozycji

DYSKUSJA

Ftalany naleza do duzej i zroznicowanej grupy
zwiazkow chemicznych okreslanych jako prolifera-
tory peroksysomow (PPs). Obecnie przypuszcza sig,
7e poprzez zmiany ekspresji genow i oddzialywanie
na fenotyp uszkodzonych komoérek indukujg one
nowotwory podobnie jak hormony steroidowe, takie
jak estrogeny i androgeny [11]. Wigkszo$¢ prac od-
no$nie wptywu ftalanow na organizmy zywe dotyczy
wptywu tych zwiazkow na komorki piciowe zwierzat
doswiadczalnych [7, 21]. Stosunkowo mato prac opi-
suje efekty indukowane w komorkach somatycznych.
Stwierdzono m.in. hepatokancerogenne witasciwosci
DBP [16, 25]. U szczuréw otrzymujacych pasze za-
wierajaca 1% DBP obserwowano hepatomegali¢ [31].
W przypadku ekspozycji szczurow na DBP podczas ciazy
i laktacji oraz w okresie pourodzeniowym, u potomstwa
notowano wzrost masy watroby [21]. Z kolei Walsedth i
Nilsen 28] nie wykazali wptywu DBP na masg watroby.
W niniejszych badaniach stwierdzono istotne sta-
tystycznie obnizenie masy watroby po 8 tygodnio-
wym narazeniu badanych myszy na DBP w dawce
2000 mg/kg m.c. W tym samym czasie i przy zastoso-
waniu tej samej dawki badanego ftalanu obserwowano
tez najwigksze, chociaz nieistotne statystycznie, uszko-
dzenia DNA w komorkach watroby.

Na podstawie wynikdéw badan wykonanych w wa-
runkach in vitro DBP zaliczono do kategorii stabych
mutagenow [5] dzialajacych po uprzedniej aktywacji
enzymatycznej [5, 33]. Woodward i wsp. [32] stwierdzi-

li, ze DBP nie jest bezposrednio genotoksyczny jakkol-
wiek powoduje wzrost czgstosci wymiany chromatyd
siostrzanych i1 peknigcia chromosoméw. Réwniez w
raporcie /PCS [17] po analizie dostepnych wynikéw
badan wykazano, ze DBP nie jest genotoksyczny.

W pismiennictwie brak informacji dotyczacych
indukcji mikrojader w somatycznych komoérkach po
podaniu DBP. Douglas i wsp. [10] nie obserwowali
wzrostu czestosci wymiany chromatyd siostrzanych
ani czestosci wystepowania mikrojader w komorkach
krwi obwodowej w nastepstwie ekspozycji na DEHP.
W przedstawionych badaniach w wyniku 8 tygodnio-
wego narazenia na DBP nie stwierdzono istotnego
statystycznie wzrostu czestos$ci indukcji mikrojader
w erytrocytach polichromatycznych szpiku kostnego,
chociaz zanotowano staby efekt biologiczny. Pod
wplywem DBP zaobserwowano takze w komorkach
watroby niewielka nieistotng statystycznie indukcje
uszkodzen DNA w komorkach somatycznych mierzo-
na testem kometowym. We wczesniejszych badaniach
in vitro wykazano, ze niektore ftalany powodowaty
zwigkszenie uszkodzen DNA w leukocytach ludzkich
[3]. Podobnie, Kleinsasser i wsp. [18] w badaniach in
vitro, stosujac test kometowy w srodowisku alkalicznym
wykazali genotoksyczne wlasciwosci DBP w stosunku
do komorek nabtonkowych i sluzéwkowych.

W celu uniknigcia zanieczyszczenia probek ftalana-
mi z plastikowych elementdw naczyn laboratoryjnych,
podczas ich analizowania w materiale biologicznym,
kazda probke zbierano i wirowano w szklanych pro-
bowkach oraz przenoszono szklanymi pipetami. Mimo
tego wszystkie probki z grupy kontrolnej zawieraty
DBP. Wynika to prawdopodobnie z zanieczyszczenia
ftalanami wszystkich elementéw $rodowiska labo-
ratoryjnego. Stwierdzane niespodziewanie wysokie
poziomy DBP w prébkach krwi pobranych po 4 ty-
godniach od zakonczenia podania DBP w dawce 1/16
LD, sa trudne do wyjasnienia, cho¢ podkresli¢ nalezy,
ze w probkach krwi komplementarnej grupy kontrolne;j
rowniez wykryto stosunkowo wysokie poziomy tych
zwigzkdéw. Zanotowano szeroki rozrzut stezen DBP u
poszczegdlnych zwierzat do§wiadczalnych w obrebie
obu grup. Podobne spostrzezenia dotyczace DEHP we
krwi zwierzat odnotowat Ljungvall i wsp. [20]. Przy-
czyna uzyskiwania tego typu wynikow sa prawdopo-
dobnie indywidualne réznice w metabolizmie ftalanéw
u poszczegbdlnych zwierzat do§wiadczalnych.

DBP jest metabolizowany przez niespecyficzne
esterazy do ftalanu mono-n-butylu (MBP) [24, 29].
Wysokie narazenie droga pokarmowa na DBP moze
przekracza¢ mozliwosci esterazy obecnej w jelitach,
powodujacej przeksztatcenie DBP w MBP, a w kon-
sekwencji zmiany we wchtanianiu tych zwiazkow.
Mozliwosci kumulacji w tkance thuszczowej szczurdéw
opisane zostaty przez Williams i Blanchfied [30]. We
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wcezesniejszych badaniach wlasnych [9] nie stwier-
dzono DBP w gonadach, prawdopodobnie ze wzgledu
na zbyt krétki okres pottrwania 1 szybki metabolizm
tego zwiazku do jego monoestrow oraz ich wydalanie
z moczem i katem [1, 12, 26]. W badaniach tych nie
analizowano pozioméw MBP, jednakze wysoki poziom
DBP w krwi obwodowej w wyniku 8-tygodniowego
podawania zwiazku w dawce 2000 mg/kg m.c. moze
sugerowac mniejsze tempo wydalania lub spowolnienia
metabolizmu do MBP. T¢ hipoteze potwierdzaja réw-
niez wyniki po 4 tygodniach od zaprzestania podawania
DBP wskazujace, ze stezenie badanego zwiazku bylo
w tej grupie ponad 2-krotnie wyzsze niz u zwierzat
kontrolnych. W celu doktadniejszego wyjasnienia czy
taki mechanizm jest rzeczywiscie odpowiedzialny za
utrzymywanie si¢ wysokich poziomow DBP przez
4 tygodnie po zaprzestaniu narazenia celowe byloby
przeprowadzenie badan z uzyciem zwierzat doswiad-
czalnych zapewniajacych wigksza ilo$¢ materiatu do
badan analitycznych.

WNIOSKI

1. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przy-
puszczaé, ze ftalan dibutylu nie jest mutagenem w
odniesieniu do materialu genetycznego komorek
somatycznych badanych myszy.

2. Otrzymane wyniki moga sugerowaé, ze meta-
bolizm DBP poczatkowo szybko wydalanego z or-
ganizmu, w nastgpstwie przedtuzonej ekspozycji
moze ulega¢ zahamowaniu powodujac w rezultacie
dluzsze utrzymywanie si¢ tego zwiazku we krwi
obwodowej.
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