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CZESTOSC WYSTEPOWANIA MIKROJADER W RETIKULOCYTACH
SAMCOW MYSZY NARAZANYCH NA BISFENOL A ORAZ NA
SKOJARZONE DZIALANIE PROMIENIOWANIA X I BISFENOLU A

FREQUENCY OF MICRONUCLEI IN RETICULOCYTES OF MALE MICE
EXPOSED TO BISPHENOL A AND TO A COMBINATION OF X-RAYS AND
BISPHENOL A
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STRESZCZENIE

Celem pracy byto zbadanie wptywu bisfenolu A oraz skojarzonego dziatania promieniowania X i bisfenolu A na indukcje
mikrojgder w retikulocytach krwi obwodowej i szpiku kostnego samcow myszy. Myszy Pzh:Sfis przez 2 tygodnie napromie-
niano promieniowaniem X (0,05 Gy i 0,10 Gy) lub podawano im bisfenol A (5 mg/kg mc, 10 mg/kg mc, 15 mg/kg me, 20 mg/
kg me, 40 mg/kg mc) lub poddawano skojarzonemu dziataniu obu czynnikow (0,05 Gy + 5 mg/kg mc BPA lub 0,10 Gy + 10
mg/kg mec BPA). Bisfenol A i promieniowanie X zastosowane osobno stymulowaly powstawanie mikrojgder w retikulocytach
szpiku kostnego i krwi obwodowej. Skojarzone dziatanie promieniowania X i bisfenolu A zwigkszalo czestos¢ wystepowania
mikrojgder w porownaniu do efektow notowanych w nastepstwie dziatania samego bisfenolu A. Niekiedy, szczegolnie po
zastosowaniu skojarzenia obu czynnikow w matych dawkach, efekty skojarzonego dziatania przewyzszaly rowniez rezultaty
uzyskane po dziataniu samego promieniowania jonizujqcego. Promieniowanie jonizujgce jest prawdopodobnie czynnikiem
decydujqcym o pekaniu lub nierownomiernej dystrybucji chromosomow w wyniku skojarzonego dziatania z bisfenolem A,
ktory jest stabszym mutagenem.

ABSTRACT

The aim of the study was to estimate the effects of bisphenol A and combined exposure to X-rays and bisphenol A on
the induction of micronuclei in the blood and bone marrow reticulocytes. Pzh:Sfis male mice were irradiated (0.05 Gy and
0.10 Gy) or/and treated with bisphenol A (5 mg/kg mc, 10 mg/kg mc, 15 mg/kg me, 20 mg/kg me, 40 mg/kg mc) or exposed
to combination of both (0,05 Gy + 5 mg/kg mc BPA lub 0,10 Gy + 10 mg/kg mc BPA) for 2 weeks. Bisphenol A as well as
ionizing radiation alone stimulated induction of micronuclei in peripheral blood and bone marrow reticulocytes. Combined
exposure of X-rays and bisphenol A induced higher frequency of micronuclei compared to effect produced by BPA alone.
Sometimes, especially after combined exposure to low doses of both agents, observed effects enhanced that obtained fol-
lowing exposure to X-rays alone. lonising radiation is probably the agent which decided about damage and/or unequal
distribution of chromosomes following combined exposure together with bisphenol A, which seems to be weak mutagen.

naturalnych hormonéw odpowiedzialnych za zachowa-

WSTEP

Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (EPA)
definiuje srodowiskowe zwiagzki o aktywnosci estro-
gennej (ang. endocrine disruptors) jako egzogenne
czynniki, ktore w organizmie zaburzaja synteze, wy-
dzielanie, transport, wigzanie, dziatanie oraz eliminacje

nie homeostazy, reprodukcje, rozwoj i/lub behawior
[21]. Do tej grupy zwigzkow zaliczane sg m.in. niektore
pestycydy, ftalany, fitoestrogeny. Zwigzki takie moga
wchodzi¢ w sktad produktow przemystowych, komer-
cyjnych oraz medycznych i farmaceutycznych [5, 24].
Moga one wptywaé w réznorodny sposob na zdrowie
cztowieka. Powodujg m.in. wystepowanie nowotworow
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1 zmian patologicznych w ukladzie rozrodczym oraz
wplywaja na pogorszenie plodnosci wskutek zmniejszo-
nej produkcji nasienia [24]. Ponadto, moga wywotywacé
efekty teratogenne, kancerogenne i mutagenne. Zwiazki
zaburzajace procesy wydzielania wewng¢trznego moga
takze zaburza¢ proces rozdzielania chromosomow
podczas mejozy [26].

Bisfenol A (BPA) jest zwigzkiem bifenolowym
zawierajagcym 2 grupy hydroksylowe w pozycji ,,para”
1 budowg przypomina syntetyczny hormon dietylostil-
bestrol (DES). Ma wlasciwosci estrogenne, jest 10 000
razy mniej aktywny niz 17 beta-estradiol i 20 000
razy mniej aktywny niz DES [31]. Uzywany jest jako
surowiec do produkcji tworzyw sztucznych poliwegla-
nowych i zywic epoksydowych. BPA wystepuje m.in.
w wysokojakosciowych wyrobach z przezroczystych
tworzyw sztucznych, w wewngtrznych powtokach pu-
szek do napojéw i zywnosci, cysternach do przechowy-
wania wina, mleka lub wody, w rurach wodociggowych,
butelkach dla niemowlat, materiatach do wypetien
dentystycznych, soczewkach, plastrach opatrunkowych
[21]. W zwiazku z niecalkowitg polimeryzacja podczas
produkcji wyrobow zawierajacych bisfenol A oraz depo-
limeryzacja spowodowang wzrostem temperatury, BPA
1jego pochodne sg wymywane do zywnosci, odzywek
dla niemowlat i napojéw lub do $liny pacjentéw po
zalozeniu wypeltnien dentystycznych [21].

Promieniowanie jonizujace jest czynnikiem po-
wszechnie wystepujacym w $rodowisku cztowieka.
Pochodzi ono ze Zrédet naturalnych i sztucznych. Me-
chanizm oddzialywania promieniowania jonizujacego na
organizm zwigzany jest z pochlonigciem energii w pro-
cesie jonizacji (tj. oderwania elektronu, ktory zaczyna
poruszac¢ si¢ swobodnie) lub wzbudzenia atomu (w wy-
niku przejscia jednego z elektrondw na wyzszy poziom
energetyczny). Prowadzi to do zmian na poziomie mo-
lekularnym. Wzbudzone i zjonizowane atomy i czastki
ulegaja przemianie w wolne rodniki, ktore bedac silnymi
utleniaczami mogg indukowac zaburzenia struktury DNA
(np. rozerwanie nici DNA, mutacje punktowe, aberracje
chromosomowe) prowadzace do blokady funkcji lub
smierci komorki. Skutek biologiczny promieniowania
zalezy od wielko$ci i mocy dawki oraz od promieniow-
razliwosci poszczegdlnych komorek i tkanek.

Oba czynniki zazwyczaj wystepuja w srodowisku
w matych dawkach i posiadajg niewielkg aktywnos¢.
Podczas jednorazowego narazenia nie powoduja wigc
ujemnych skutkow zdrowotnych. Jednak dlugotrwala
ekspozycja moze prowadzi¢ do zmian zaréwno w ko-
morkach somatycznych, jak i rozrodczych.

Dotychczas nie publikowano prac na temat wptywu
skojarzonego dziatania promieniowania X i bisfenolu A.
Dane na temat wptywu zwigzkow o aktywnosci estro-
gennej na organizm ssakow sg fragmentaryczne. Celem
niniejszej pracy bylo wiec zbadanie wptywu bisfenolu

A oraz skojarzonego dzialania promieniowania X i
bisfenolu A na indukcj¢ mikrojader w retikulocytach
krwi obwodowej i szpiku kostnego myszy.

MATERIAL I METODY

Materiat doswiadczalny stanowity 8-tygodniowe
samce myszy pochodzace z niewsobnego stada Pzh:Sfis.
Zwierzgta przebywaty w pomieszczeniu o statej tem-
peraturze i wilgotnos$ci z automatycznie regulowanym
dobowym cyklem $wietlnym. Samce napromieniano
promieniowaniem X lub/i podawano im bisfenol A
rozpuszczony w niewielkiej ilosci alkoholu etylowego
70 %, a nastgpnie rozcienczony do odpowiedniej dawki
w wodzie do picia. Zwierzeta poddawane byty dziataniu
badanych czynnikow przez 2 tygodnie.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode IV
Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie.

Zrédtem promieniowania byt terapeutyczny aparat
rentgenowski THX-250 firmy Medicor. Parametry jego
pracy byly nastepujace: 170 kV, 20 mA, filtracja do-
datkowa 0,5 mm Cu, warstwa potowkowa 0,8 mm Cu.
Moc dawki wynosita 0,20 Gy/min na cate ciato. Dawki
promieniowania X wynosity 0,05 Gy i 0,10 Gy. Dawki
bisfenolu A wynosity 5 mg/kg me, 10 mg/kg mc, 15
mg/kg me, 20 mg/kg me 140 mg/kg me. W przypadku
skojarzonego dziatania zastosowano dawki 0,05 Gy + 5
mg/kg mc BPAi 0,10 Gy + 10 mg/kg BPA. Krew z zyty
ogonowej pobierano myszom po uptywie 1 tygodnia od
rozpoczecia ekspozycji oraz po 24 h od jej zakonczenia,
a szpik kostny tylko po zakonczeniu narazania. Oceny
indukcji mikrojader w krwi obwodowej i szpiku kostne-
go dokonano wedtug metody opisanej przez Hayashi i
wsp. [15]. Z zyly ogonowej kazdej myszy pobierano po
10 pl krwi, ktéra nanoszono na szkietko mikroskopowe
pokryte wodnym roztworem oranzu akrydynowego.
Szpik kostny uzyskiwano poprzez wyizolowanie kosci
udowej i przeptukanie kanatu szpikowego surowica
ptodowa cielgca. Zawiesing odwirowywano, po usu-
nigciu wigkszo$ci supernatantu, pozostatos¢ doktadnie
mieszano. Na szkietko mikroskopowe pokryte wod-
nym roztworem oranzu akrydynowego nanoszono po
25 ul otrzymanej zawiesiny komorek i przykrywano
szkietkiem nakrywkowym. Czgstos¢ wystepowania
mikrojader w retikulocytach krwi obwodowej i szpiku
kostnego oceniano pod mikroskopem fluorescencyjnym
zliczajac po 1000 retikulocytow z kazdej myszy i reje-
strujac liczbe komorek z mikrojgdrami.

Analizy statystycznej dokonano za pomocg testu
t-Studenta.
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WYNIKI

Wyniki z badan przedstawiono w tabeli 1.

porownaniu z efektami dziatania samego promieniowa-
nia. Indukcja mikrojader po 2-tygodniowej ekspozycji
byla prawie dwukrotnie wyzsza niz w potowie okresu

Tabela 1. Indukcja mikrojader w retikulocytach samcow myszy w nastgpstwie 2-tygodniowej ekspozycji na bisfenol A lub/i

na promieniowania X

Induction of micronuclei in male mice reticulocytes following 2-weeks exposure to X-rays and/or bisphenol A

Dawka MN/1000 retikulocytow w krwi obwodowej + SD MN/1000 retikulocytow
po 1 tygodniu po 2 tygodniach w szpiku kostnym £ SD

Kontrola 5,17+0,98 4,50+2,59 2,17+0,98
5 mg BPA 9,40+3,97m 6,40+4,10" 5,00+2,00"

10 mg BPA 8,20+2,77 6,60+2,30" 5,20+2,59
15 mg BPA 12,80+2,94 8,60+1,67 5,00+1,83"

20 mg BPA 9,80+2,28" 6,60+2,50" 2,40+0,89"

40 mg BPA 8,80+3,11" 8,80+2,39" 3,60+1,34"
0,05 Gy 14,20+7,90 15,20+3,70" 5,4013,65
0,10 Gy 20,00+8,28" 19,20+1,64" 7,20+5,07

0,05 Gy + 5 mg BPA 18,00+4,95" 17,60+8,38" 6,20+2,77

0,10 Gy + 10 mg BPA 12,75+4,11" 22,40+8,79" 6,00+4,30

*p<0,05 w poréwnaniu do kontroli w tescie t-Studenta

Po 1-tygodniowej ekspozycji czgstos¢ wystepowa-
nia mikrojader we krwi obwodowej byta najwigksza
po zastosowaniu bisfenolu A w dawce 15 mg/kg mc.
Wszystkie wyniki, oprocz uzyskanych po ekspozycji
na BPA w dawce 5 mg/kg mc BPA roznily si¢ staty-
stycznie od kontrolnych. Po 2 tygodniach podawania
BPA czgstos¢ wystepowania mikrojader zwigkszata si¢
w zakresie dawek od 5 do 15 mg/kg mc. Po zastosowa-
niu BPAw dawce 20 mg/kg mc zmniejszyta si¢ ona do
poziomu obserwowanego po dawce 10 mg/kg mc BPA,
a po ekspozycji na BPA w dawce 40 mg/kg mc znoéw
wzrosta si¢ do poziomu obserwowanego przy dawce 15
mg/kg me BPA. Tylko wyniki uzyskane po zastosowa-
niu BPA w dawce 15 mg/kg mc i 40 mg/kg mc rdznity
si¢ istotnie od kontrolnych. Po zastosowaniu BPA we
wszystkich dawkach oprocz najwyzszej obserwowano
nizsza czesto$¢ indukceji mikrojader po 2 tygodniach niz
w potowie okresu ekspozycji. Po zastosowaniu BPA w
dawce 40 mg/kg mc czestos¢ wystepowania mikrojader
byta taka sama po 1, jak i po 2 tygodniach. W nastep-
stwie napromieniania promieniowaniem X cz¢sto$¢
wystepowania mikrojader wzrastala w zaleznosci od
dawki. Wyniki roznity si¢ statystycznie od kontrolnych.
Liczebno$¢ mikrojader po 1 i po 2 tygodniach byta po-
dobna. Skojarzone dziatanie promieniowania X i BPA w
dawkach 0,05 Gy + 5 mg/kg mc indukowato powstawa-
nie mikrojader w krwi obwodowej z czgstosciag wyzsza
niz po zastosowaniu kazdego z czynnikéw oddzielnie,
zarOwno po tygodniowej, jak 1 po dwutygodniowe;]
ekspozycji. Czestosc ta byta podobna w potowie okresu
ekspozycji i po jej zakonczeniu. Skojarzone dziatanie
promieniowania X i bisfenolu A w dawkach 0,10 Gy +
10 mg/kg mc BPA po 1-tygodniowej ekspozycji indu-
kowato wystepowanie mikrojader z czestoscig wigksza
niz po zastosowaniu samego bisfenolu A, ale nizszg w

ekspozycji. Czestos¢ wystepowania mikrojader byta w
tym wypadku wyzsza niz po zastosowaniu kazdego z
czynnikéw osobno. Wyniki uzyskane po skojarzonym
dzialaniu promieniowania X i BPA w retikulocytach
krwi obwodowej byly znamienne statystycznie.

W retikulocytach szpiku kostnego czgstos¢ wyste-
powania mikrojader byta podobna po zastosowaniu
dawek 5, 10 i 15 mg/kg mc BPA. Czestos¢ ta byta
ponad 2-krotnie wyzsza niz u zwierzat kontrolnych, a
wyniki byty istotne statystycznie. Natomiast po ekspo-
zycji zwierzat na BPA w dawce 20 mg/kg mc czestos¢
wystepowania mikrojader zmniejszyta si¢ do poziomu
obserwowanego u zwierzat kontrolnych. Z kolei po
zastosowaniu BPA w dawce 40 mg/kg mc liczebnos¢
mikrojader zndw nieco wzrosta. Samo promieniowanie
jonizujace indukowato powstawanie mikrojader z cze-
stoscig wzrastajgcg zaleznie od dawki. Wyniki réznity
si¢ statystycznie od kontrolnych. Skojarzone dziatanie
promieniowania X i BPA w mniejszych dawkach po-
wodowato indukcje mikrojader z czgstoscig wigksza
niz po zastosowaniu kazdego z czynniko6w osobno.
Natomiast skojarzone dziatanie obu czynnikow w wyz-
szych dawkach powodowato wystepowanie mikrojader
z czestos$cig wyzsza niz po zastosowaniu samego BPA,
ale nizsza niz po napromienianiu promieniowaniem X
w dawce 0,10 Gy. Czgstos¢ wystepowania mikroja-
der po zastosowaniu wyzszych i nizszych dawek obu
czynnikow byty podobne i ro6znity si¢ statystycznie od
wynikéw kontrolnych.

DYSKUSJA

W pi$miennictwie nie ma jednoznacznych danych
na temat wptywu zwigzkow o aktywnosci estrogenne;j
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na komorki somatyczne ssakow. Niektorzy autorzy
obserwowali zwigkszong czesto$¢ wystgpowania mi-
krojader, aberracji chromosomowych lub wymiany
chromatyd siostrzanych pod wptywem zwigzkoéw z tej
grupy [9, 14, 17]. Wyniki innych badan §wiadczg o bra-
ku estrogennej wlasciwosci zwigzkéw o aktywnosci
estrogennej w stosunku do materialu genetycznego
komoérek somatycznych [2, 3, 6, 12, 16, 30].

W niniejszej pracy wykazano indukcj¢ mikrojader
w retikulocytach krwi obwodowej i szpiku kostnego
samcow myszy PzH:Sfis w nastepstwie 2-tygodniowe-
go podawania bisfenolu A w wodzie do picia. Podob-
nie, Masuda i wsp. [23] wykazali indukcje mikrojader
w retikulocytach myszy szczepu ICR po jednorazowym
dozotadkowym podaniu bisfenolu A. Jednakze, Pac-
chierotti i wsp. [27] nie stwierdzili indukcji mikrojader
w erytrocytach polichromatycznych szpiku kostnego
myszy w wyniku doustnego podawania BPA. Bolo-
gnesi 1 wsp. [4] wykazali indukcj¢ mikrojader przez
BPA i jego pochodne w erytrocytach ryb. Inni autorzy
obserwowali wplyw BPA na indukcje mikrojader w ho-
dowlach komorek ludzkich. Kabil i wsp. [18] wykazali
indukcje mikrojader w komérkach MCF-7 raka piersi,
natomiast Johnson i Parry [18] w hodowlach ludzkich
limfoblastéw AHH1. BPA nie indukowal mikrojader
w hodowlach ludzkich fibroblastow AGO1522C [20]
ani w hodowlach komoérek V79 chomika chinskiego
[28].

Rezultatem skojarzonego dziatania dwoch czynni-
kéw moze by¢ zwigkszenie efektu indukowanego przez
kazdy znich 3, 10, 12] lub tez jeden z czynnikow moze
powodowac zmniejszenie efektu biologicznego induko-
wanego przez drugi [1, 8, 16, 22]. W niniejszej pracy
po zastosowaniu obu czynnikow w matych dawkach
wykazano indukcje mikrojader z czestoscig wicksza
niz po dziataniu kazdego z czynnikéw oddzielnie.
Natomiast po skojarzonym dziataniu obu czynnikow
w wigkszych dawkach obserwowano wystepowanie
mikrojader z czgstoscig znacznie przewyzszajgcg efekt
dziatania samego bisfenolu A. Czgstos¢ ta byta podobna
lub nieco nizsza od obserwowanej po dzialaniu samego
promieniowania X. Wydaje si¢ wigc, ze bisfenol A jest
stabszym mutagenem niz promieniowanie jonizujace,
ktore poteguje efekt dziatania ksenoestrogenu. Znany
jest natomiast modulujacy wplyw promieniowania
ultrafioletowego na efekty dzialania zwigzkéw zabu-
rzajacych procesy wydzielania wewnetrznego. Mutou
i wsp. [25] wykazali, ze promieniowanie ultrafioletowe
powoduje zwickszong aktywnos$¢ estrogenng ftalandw
lub degradacje estradiolu i bisfenolu A. Wykazano
takze, ze promieniowanie UVB zmniejsza aktywnos$¢
estrogenng bisfenolu A [29]. W poprzednich latach w
Zaktadzie Ochrony Radiologicznej i Radiobiologii
NIZP-PZH prowadzono badania skojarzonego dziata-
nia promieniowania X i innego zwigzku o aktywnosci

estrogennej, nonylfenolu. Po 2-tygodniowej ekspozycji
wykazano stymulujgce dziatanie na tworzenie mikro-
jader w retikulocytach krwi obwodowej i szpiku kost-
nego samcOw myszy po zastosowaniu obu czynnikow
w matych dawkach, podczas gdy po zastosowaniu obu
czynnikow w wigkszych dawkach wykazano ochronne
wlasciwosci nonylfenolu w stosunku do mutagennych
skutkéw indukowanych przez promieniowanie X [7].
Natomiast po 8-tygodniowej ekspozycji na oba czyn-
niki obserwowano zwigkszong indukcj¢ mikrojader,
zardwno po zastosowaniu mniejszych, jak i wigkszych
dawek obu czynnikéw [11].

WNIOSKI

1. Bisfenol A uszkadza material genetyczny retikulo-
cytow krwi obwodowej i szpiku kostnego, czego
konsekwencja jest indukcja mikrojader.

2. Skojarzenie bisfenolu A z promieniowaniem joni-
zujacym przewyzsza efekt obserwowany w wyniku
dziatania samego ksenoestrogenu. Promieniowanie
jonizujace jest prawdopodobnie czynnikiem decy-
dujacym o pekaniu lub/i nierownomiernej dystrybu-
cji chromosomow w wyniku skojarzonego dziatania
z bisfenolem A, ktory jest stabszym mutagenem.
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