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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Nonylofenol (NF) wystepuje w produktach codziennego uzytku zawierajacych polichlorek winylu (PCV).
Narazenie ludzi na nonylofenol zwigzane jest z jego obecno$cia w wodzie wodociggowej i zywnosci. Promieniowanie joni-
zujace pochodzi ze zrodet naturalnych oraz sztucznych, stosowanych szczeg6lnie w medycynie oraz w nauce i przemysle.
Oba czynniki wystepuja powszechnie w §rodowisku cztowieka, dlatego ekspozycja na ich skojarzone dziatanie wydaje si¢
wielce prawdopodobne.

Cel badan. Celem badan byto okreslenie wplywu subchronicznego podawania samcom myszy nonylofenolu oraz poddawa-
nia ich skojarzonemu dziataniu promieniowania jonizujacego i nonylofenolu na indukcje peknig¢ nici DNA w komdrkach
somatycznych réznych narzadow.

Material i metoda. Materiat stanowity myszy Pzh:SFIS, ktorym przez 8 tygodni, 5 razy w tygodniu podawano dootrzewno-
wo zawiesing nonylofenolu w oleju stonecznikowym (25 mg/kg mc lub 50 mg/kg me NF) lub poddawano je skojarzonemu
dziataniu promieniowania X i nonylofenolu (0,05 Gy + 25 mg/kg mc NF). Grupy zwierzat zabijano po 24 h orazpo 1,418
tygodniach od zakonczenia narazania. Z myszy izolowano szpik kostny, watroby, nerki, ptuca i §ledziony. Oceny uszkodzen
DNA dokonano za pomocg testu kometowego.

Wyniki. Na dziatanie nonylofenolu najbardziej wrazliwe okazaty si¢ limfocyty szpiku kostnego, mniej komorki $ledziony
i pluc. Nonylofenol nie indukowal wystepowanie peknie¢ nici DNA w komorkach watroby i nerek.

Os$miotygodniowe skojarzone dziatanie promieniowania jonizujacego i nonylofenolu w komarkach wigkszosci badanych
narzadow powodowato zwigkszenie czgstosci wystepowania pekniec nici DNA w poroéwnaniu do skutkéw dziatania samego
nonylofenolu. Sposréd badanych komoérek najbardziej wrazliwe na skojarzone dziatanie promieniowania jonizujacego i no-
nylofenolu (0.05 Gy + 25 mg/kg mc NF dziennie) okazaly si¢ limfocyty szpiku kostnego i komorki $ledziony, a najmniej
komorki nerek i ptuc.

Whioski. Nonylofenol indukuje uszkodzenia materiatu genetycznego limfocytow szpiku kostnego oraz komorek sledziony
i ptuc. Skojarzone dzialanie promieniowania jonizujacego i nonylofenolu powoduje wystepowanie peknig¢ nici DNA lim-
focytow szpiku kostnego, komoérek watroby, ptuc, sledziony i nerek, ze znacznie wigksza czestosciag niz sam nonylofenol.
Uszkodzenia te moga by¢ wigc stymulowane przez promieniowanie.

ABSTRACT

Background. Nonylphenol (NP) has been found in daily used products reach in polyvinyl chloride (PVC). The main routes
of human exposure are consumption of contaminated food and water. Radiation comes from natural and man-made sources,
and is used in medicine, science and industry. Both agents are widely present in environment, therefore human exposure
to their combined effect seems to be highly probable.

Objective. The aim of the study was the estimation of the effects of subchronic exposure of male mice to nonylphenol alone
and in a combination with ionizing radiation on the induction of DNA strand breaks of multiple somatic cells.
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Material and method. Pzh:SFIS male mice were exposed for 8 weeks, 5 days/week to nonylphenol alone (25 mg/kg bw or
50 mg/kg bw ) or in a combination with X-rays (0.05 Gy + 25 mg/kg bw NP). Animal were killed at 24 h, 1, 4 and 8 weeks
after the end of exposure. The bone marrow, spleens, livers, kidneys and lungs were isolated from mice. The estimation of
DNA damage was carried out by using Comet assay.

Results. The most sensitive to nonylphenol occurred bone marrow lymphocytes, less sensitive were cells of spleen and
lungs. NP did not induce the strand breaks in cells coming from liver and kidneys.

Eight-weeks combined exposure to ionizing radiation and nonylphenol (0.05 Gy + 25 mg/kg bw NP) caused significantly
enhanced level of DNA strand breaks in all tested cells. The most sensitive occurred bone marrow lymphocytes and spleen
cells, whereas cells from kidneys and lungs were the least sensitive.

Conclusion. Subchronic application of nonylphenol to mice induced damage to genetic material of bone marrow lympho-
cytes and cells of spleen and lungs. Combined exposure to ionizing radiation and nonylphenol caused, significantly higher
than NP alone, level of DNA strand breaks of bone marrow lymphocytes, cells of liver, spleen, lungs and kidneys. Such

damages might be stimulated by ionizing radiation.

WSTEP

Nonylofenol (NF, nr CAS 104-40-05), nalezacy
do grupy zwiazkéw estrogenopodobnych, jest oleistg
bezbarwna cieczg o charakterystycznym zapachu. Jest
mieszaning izomerow zawierajacg gtdéwnie p-nonylofe-
nol. Jego produkcja ciggle wzrasta. Roczna produkcja
NF wynosi w Europie 73 500 ton, a w Stanach Zjed-
noczonych 154 200 ton [2, 22]. Nonylofenol stosowany
jest gtéwnie do produkcji niejonowych $rodkow po-
wierzchniowo-czynnych, a takze zywic epoksydowych
i fenolowych, jak réwniez jako dodatek do smarow
oraz w produkcji chemikaliéw rolniczych i w przemysle
oponiarskim. Wystepuje w wielu produktach codzien-
nego uzytku, szczegdlnie w wyrobach zawierajacych
polichlorek winylu (PCV), takich jak opakowania do
zywnosci, zabawki, folie oraz detergenty, srodki dezyn-
fekujace 1 owadobojcze, farby, pestycydy [21, 36, 42].
Narazenie ludzi na nonylofenol zwigzane jest z jego
obecnosciag w wodzie wodociggowej 1 zywnosci. Do
wody moze migrowac z rur plastikowych, a do zywnosci
przedostaje si¢ z pojemnikow uzywanych podczas jej
produkcji oraz pakowania [24, 37]. Badania wykazaly,
ze zawarto§¢ NF w zywnosci wynosi od 0,1 do 1,4
ng/kg swiezej masy, podczas gdy woda przechowy-
wana w pojemnikach z PCV moze zawiera¢ 300 ng/L
NF [17, 28]. Ostatnio pojawily si¢ tez informacje, ze
obecnos¢ nonylofenolu i jego etoksylantu wykrywano
w odziezy produkowanej w Azji. Ze wzgledu na swoje
powinowactwo do thuszczéw, nonylofenol moze ulegaé
kumulacji w tkankach zwierzecych [17]. Z powodu
podobnego dziatania do estradiolu, moze oddzialywacé
na roézne narzady np. na watrobe, gdzie znajdujg si¢
receptory estrogenowe [23]. Nonylofenol, podobnie jak
inne zwigzki o aktywnosci estrogennej, dziata toksycz-
nie na gonady meskie oraz redukuje produkcje gamet
meskich, powoduje pogorszenie ich jakosci (zmniej-
szenie ruchliwosci, zwigkszenie odsetka plemnikow
o nieprawidtowej budowie morfologicznej) wplywajac
na obnizenie zdolnosci reprodukcyjnych [6, 9, 13, 14,

20]. Nonylofenol indukuje tez powstawanie uszkodzen
DNA wykrywanych za pomocg testu kometowego
i aberracji chromosomowych w hodowlach komorek
chomika chinskiego CHO-K1 [39]. Znacznie mnig]
wiadomo na temat wptywu nonylofenolu na komorki
somatyczne.

Promieniowanie jonizujace pochodzi ze zrodet
naturalnych (promieniowanie kosmiczne oraz pro-
mieniowanie emitowane przez naturalne radionuklidy
znajdujace si¢ w $rodowisku) oraz z wytwarzanych
przez czlowieka zrodet sztucznych, szczegdlnie me-
dycznych stosowanych w diagnostyce i terapii, jak
rowniez ze zrdédet uzywanych w nauce i przemysle.
Promieniowanie jonizujgce moze powodowac m.in.
zaburzenia czynnosci zyciowych organizmu, obumiera-
nie komorek, uszkodzenia ich membran wystgpowanie
zmian w DNA i w RNA. Za najbardziej wrazliwg na
promieniowanie cze¢$¢ komorki uwazane jest DNA [31,
38]. Skutki dziatania promieniowania jonizujacego za-
leza od wielu czynnikow, m.in. od mocy dawki, czasu
ekspozycji oraz od wrazliwo$ci komoérek poszcze-
gblnych tkanek i narzadow, podczas gdy odpowiedz
biologiczna zalezy od wieku, rodzaju tkanki, fazy
cyklu komoérkowego i predyspozycji genetycznych.
Do najbardziej wrazliwych nalezg komorki rozrodcze
oraz komorki uktadu krwiotwdrczego, a do stosunko-
wo najmniej czutych komoérki watroby, nerek, ptuc
[41]. Promieniowanie jonizujace posiada wlasciwosci
mutagenne i kancerogenne, ktore ujawniajg si¢ szcze-
g6blnie po jego zastosowaniu w duzych dawkach. Znane
sa dwa mechanizmy oddziatywania promieniowania
jonizujacego z zywag materig; bezposredni i posredni.
Bezposrednie uszkodzenia wywotane sg przez zderzenie
czastek promieniowania z nicig DNA. Efekt posredni to
oddziatywanie produktow radiolizy wody prowadzace
do powstawania reaktywnych form tlenu. Szacuje sie,
ze ok. 60 % uszkodzen powodowanych przez promie-
niowanie X 1y ma charakter posredni. [3].

Jednymi z wazniejszych efektow dziatania zarowno
promieniowania jonizujacego, jak i niektorych zwigz-
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koéw chemicznych sg uposledzenie syntezy DNA oraz
indukcja uszkodzen DNA komoérek. Komoérki wypo-
sazone s3 w enzymatyczne mechanizmy kontrolujace
prawidtowos$¢ procesu replikacji DNA, przebieg cyklu
komorkowego oraz w enzymy rozpoznajace i napra-
wiajace uszkodzenia DNA. Jednakze naprawa taka
moze by¢ nieprawidtowa, w konsekwencji powodujac
powstawanie aberracji chromosomowych i mutacji. Ta-
kie modyfikacje mogg by¢ przekazywane do nastepnych
pokolen komoérek prowadzac niekiedy do transformacji
nowotworowej. Natomiast nie naprawienie uszkodzen
moze prowadzi¢ do $mierci komorek. Liczni autorzy
stwierdzili indukcje uszkodzen DNA w komoérkach
r6znych narzgdow zwierzat doswiadczalnych podanych
dzialaniu promieniowania lub zwiazkoéw chemicznych
[7, 10, 11, 18, 19, 30]. Zaréwno promieniowanie
jonizujace, jak i nonylofenol wystepuja powszechnie
w Srodowisku cztowieka, dlatego skojarzona ekspozycja
na oba czynniki wydaje si¢ wielce prawdopodobna.

Celem badan byto okreslenie wptywu subchro-
nicznego, 8-tygodniowego podawania samcom myszy
nonylofenolu oraz poddawania ich skojarzonemu dzia-
laniu promieniowania jonizujacego i nonylofenolu na
indukcje peknie¢ nici DNA w komdrkach somatycznych
réznych narzadow.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono zgodnie z przyje-
tymi standardami etyki po uzyskaniu zgody IV Lokalne;j
Komisji Etycznej w Warszawie.

Material doswiadczalny stanowity myszy pocho-
dzace ze stada niekrewniaczego Pzh:SFIS w wieku 8
tygodni w momencie rozpoczgcia doswiadczenia, ktore
przebywaty w pomieszczeniu o statej temperaturze
i wilgotnosci z automatycznie sterowanym dobowym
cyklem $wietlnym (12 godzin $wiatta: 12 godzin ciem-
nosci). Zwierzeta karmione byty standardowa pasza dla
gryzoni oraz pojone woda wodociagowa ad libitum.
Przez 8 tygodni, 5 razy w tygodniu, samcom myszy
podawano dootrzewnowo nonylofenol (Sigma-Aldrich,
Niemcy) zawieszony w oleju stonecznikowym lub
poddawano je skojarzonemu dziataniu promieniowania
X i nonylofenolu. Wyboér drogi podania uwarunkowa-
ny byt wiekszg spodziewang skutecznos$cig dziatania
zwiazku, ktory po podaniu dootrzewnowym znajdowat
si¢ w bezposrednim sasiedztwie wiekszosci badanych
narzadow. Myszy nienapromienione, otrzymujace olej
stonecznikowy stanowity grupe kontrolng. NF poda-
wano zwierzgtom w dawkach 25 mg/kg mc lub 50
mg/kg mec. Samce poddawane skojarzonemu dziataniu
promieniowania X i nonylofenolu otrzymywaty badane
czynniki w dawkach 0,05 Gy + 25 mg/kg mc NF, t;.
skojarzono NF w najmniejszej z dawek z promieniowa-

niem X w matej dawce. Dawki nonylofenolu wybrano
na podstawie danych zawartych w pismiennictwie,
a dawke promieniowania X na podstawie wczesniej-
szych badan wtasnych. W przypadku skojarzonego
dziatania, nonylofenol podawano myszom bezposrednio
po napromienieniu.

Zroédlem promieniowania X byl terapeutyczny
aparat rentgenowski (Medicor, Wegry) Zastosowano
nastepujace parametry ekspozycji: 170 kV, 20 mV, fil-
tracja dodatkowa 0,5 mm Cu, warstwa potéwkowa 0,8
mm Cu. Moc dawki wynosita 0,20 Gy/min. Zwierzgta
napromieniano na cate ciato.

Grupy zwierzat zabijane byly 24 h po zakoncze-
niu narazania na badane czynniki oraz po upltywie 1,
4 1 8 tygodni. Liczebnos$¢ zwierzat w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych i kontrolnych wynosita od
5 do 7 sztuk.

Test kometowy przeprowadzono zgodnie z wcze-
$niej opisang metodyka [1, 35]. Z kazdej myszy pobie-
rano kos¢ udowa, watrobe, nerke, ptuca i sledzione.
Z kosci udowej izolowano szpik kostny i zawieszano
gow RMPI medium (MP Biomedicals LLC, Kanada).
Pozostate narzady rowniez umieszczano w probéwkach
z RMPI medium, a nast¢pnie rozdrabniano. Watroby,
nerki i ptuca po rozdrobnieniu filtrowano przez gaze
(siatke) metalowg. 5-10 pl zawiesiny komoérkowe;j
pobierano do probowki eppendorf, mieszano z 75
ul agarozy o niskiej temperaturze topnienia (LMPA,
Sigma-Aldrich, Niemcy) i nanoszono na podstawowe
szkietka mikroskopowe pokryte uprzednio warstwa
agarozy o normalnej temperaturze topnienia (NMPA,
Sigma-Aldrich, Niemcy). Po zestaleniu si¢ pierwszej
warstwy agarowy LMPA w temperaturze 4°C przez 5
minut, nanoszono drugg jej warstwe. Preparaty mikro-
skopowe umieszczano w buforze do lizy w temperaturze
4°C na okoto 20 h. Nastgpnie uktadano je w aparacie
do elekroforezy w pozycji poziomej. Komorki w zelu
agarozowym inkubowano przez 20 minut, a nast¢pnie
przeprowadzano elektroforeze niskonapieciowg (24 V,
300 mA) w temperaturze 4°C przez 20 minut. Komorki
neutralizowano buforem neutralizujgcym, a nastgpnie
barwiono bromkiem etydyny (Sigma-Aldrich, Niemcy).
Preparaty analizowano pod mikroskopem fluorescen-
cyjnym, zliczajac losowo po 200 komoérek o réznym
stopniu uszkodzen DNA z kazdego narzadu i z kazde;j
myszy. Zgodnie z metodg opisang przez Kumaravel
i Jha [26] komorki byly wizualnie dzielone na 5 ka-
tegorii w zaleznosci od zawartosci procentowej DNA
w ogonie komety; 0 — (0-5 %), 1 - (5-20 %), 2 - (20-40
%), 3 - (40-95 %), 4 — (>95 %). Srednie uszkodzenie
DNA obliczano sumujac iloczyny odsetkow komorek
z poszczegolnych kategorii i wskaznikow kategorii.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca
testu t-Studenta, poréwnujac wyniki z grup doswiad-
czalnych z grupa kontrolng. Ponadto, poréwnywano
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takze wyniki dotyczace skojarzonego dziatania z wy-
nikami uzyskanymi po dziataniu samego nonylofenolu.

WYNIKI

Na rycinie 1, na przykladzie limfocytow szpiku
kostnego, zaprezentowano fotografi¢ obrazu mikrosko-
powego typowego dla grupy kontrolnej, gdzie materiat
genetyczny komorek jest nieuszkodzony lub uszkodzo-
ny w nieznacznym stopniu. Na rycinie 2 przedstawiono
fotografie mikroskopowa charakterystyczng dla grupy
badanej. W tym przypadku zaprezentowano limfocyty
szpiku kostnego myszy z grupy 0,05 Gy + 25 mg/kg
mc NF. Na rycinie przedstawiono jadra komorkowe
charakteryzujace si¢ roznym stopniem uszkodzen DNA,
widocznym jako tzw. ogony komet.

Ryec. 1.

Limfocyty szpiku kostnego myszy barwione
bromkiem etydyny (grupa kontrolna). Widoczne
nieuszkodzone lub minimalnie uszkodzone jadra
komorkowe

Bone marrow lymphocytes of mice stained with
ethidium bromide (control group). Undamaged and
slightly damaged cells nuclei are visible.

Wyniki dotyczace uszkodzen DNA w komorkach
somatycznych r6znych narzaddéw samcoOw myszy, kto-
rym podawano nonylofenol lub byly poddawane sko-
jarzonemu dziataniu promieniowania X i nonylofenolu
przez 8 tygodni przedstawiono w tabeli 1.

Limfocyty szpiku kostnego okazaly si¢ najbardziej
wrazliwe na dzialanie nonylofenolu. Podwyzszong
czestos¢ wystepowania uszkodzen DNA obserwowano
bezposrednio po zakonczeniu oraz po 1 tygodniu od za-
konczenia podawania nonylofenolu, zarowno w dawce
25 mg/kg mc, jak 1 50 mg/kg me dziennie. W komorkach
sledziony i1 ptuc zwigkszony poziom uszkodzen DNA
stwierdzono po 24 godzinach oraz po tygodniu od za-
konczenia podawania NF tylko w dawce 50 mg/kg mc
dziennie. W nastegpstwie 8-tygodniowego podawania

myszom, nonylofenol nie indukowat wystgpowanie
peknig¢ nici DNA w komoérkach watroby i nerek.
Os$miotygodniowe skojarzone dziatanie promie-
niowania jonizujacego i nonylofenolu w komdrkach
wickszosci badanych narzadéw powodowalo zwigk-
szenie czg¢stosci wystepowania peknigé nici DNA
w porownaniu do kontroli oraz do skutkéw dziatania
samego nonylofenolu. Wyjatki stanowig wyniki uzyska-
ne po 1 tygodniu od zaprzestania skojarzonej ekspozycji
w komorkach nerek i ptuc, gdzie poziom uszkodzen
DNA byt znacznie nizszy niz po podawaniu samego
NF w dawce 25 mg/kg mc. Sposroéd badanych komorek
najbardziej wrazliwe na skojarzone dziatanie promie-
niowania jonizujgcego i nonylofenolu (0,05 Gy + 25
mg/kg mc NF dziennie) okazaty si¢ limfocyty szpiku
kostnego i komorki $ledziony, w ktorych znamiennie
statystycznie podwyzszong czestos¢ uszkodzen DNA

Ryec. 2.

Limfocyty szpiku kostnego myszy barwione brom-
kiem etydyny (grupa 0,05 Gy + 25 mg/kg mc NF).
Widoczne jadra komoérkowe charakteryzujace si¢
roznym stopniem uszkodzen DNA, widocznym
jako tzw. ogon komety.

Bone marrow lymphocytes of mice stained with
ethidinum bromide (group 0.05 Gy + 25 mg/kg
mc NF). Cells nuclei with different level of DNA
damage are visible as comet tail.

w stosunku do warto$ci kontrolnych obserwowano nie
tylko bezposrednio po zakonczeniu narazania, ale tez po
uplywie 1, 4 i 8 tygodni. Skojarzona ekspozycja na oba
czynniki indukowata w limfocytach szpiku kostnego
1 w komorkach §ledziony istotnie zwigkszong czestosé
wystepowania uszkodzen DNA takze w poréwnaniu do
efektow 8-tygodniowego podawania 25 mg/kg mc NF
po 24 h i po 8 tygodniach od zaprzestania ekspozycji.
W komoérkach ptuc podwyzszong czesto$¢ wystepowa-
nia pegknig¢ nici DNA w stosunku do kontroli notowa-
no po 24 h, oraz po 4 i 8 tygodniach od zakonczenia
narazania, a w porownaniu do dziatania samego NF
tylko po 8 tygodniach od odstawienia zwigzku. Z kolei
w komorkach pochodzacych z nerek i watroby istotnie
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Tabela 1. Uszkodzenia DNA komorek somatycznych réznych narzadéow samcdéw myszy narazanych subchronicznie na
nonylofenol lub na skojarzone dziatanie promieniowania jonizujacego i nonylofenolu
DNA damage of somatic cells different organs of male mice subchronic exposed to nonylphenol or to a combi-

nation of ionizing radiation and nonylphenol

Czas Dawka I.Jlmfocyty Watroba Sledziona Nerki Pluca
szpiku kostnego
Kontrola 59,42+14,83 68,67+41,40 72,80+9,67 83,42+28,71 52,00+12,23
§ tygodni 25 mg/kg me NF 80,20+14,19%* 73,83+34,59 87,75+29,98 91,08+33,22 70,50+19,67
50 mg/kg me NF 97,40+31,00%* 74,13£70,54 92,50+13,07* 93,60+19,12 98,60+37,49*
0,05 Gy+25 mg/kg mc NF | 144,7+28,18*" | 104,60+22,87 | 132,80+28,25%" | 112,80+24,98 74,50+9,51%*
Kontrola 72,00+28,08 58,6+22,71 79,70+29,35 70,00+34,61 53,00+22,00
8 tygodni 25 mg/kg me NF 114,00+33,34* 76,17+24,91 90,20+24,29 106,30+29,21 64,10+10,25
+ 1 tydzien |50 mg/kg mc NF 122,10+34,19* 88,60+27,30 127,90+24,67* | 110,90+52,58 | 104,70+40,77*
0,05 Gy+25 mg/kg me NF | 133,90+29,51%* 95,00+35,79 110,00+11,90* 54,70+6,67" 40,88+15,64
Kontrola 94,8+5,86 89,50+38,66 76,40+29,07 91,00+12,07 81,38+30,09
8 tygodni 25 mg/kg me NF 95,63+8,53 84,90+45,56 94,80+54,07 101,30+50,45 113,70+46,23
+ 4 tygodnie | 50 mg/kg mc NF 91,70+17,68 81,60+27,57 88,80+22,46 88,80+22,46 102,50+54,57
0,05 Gy+25 mg/kg mc NF | 124,404+35,48* | 150,04+49,48* | 133,40+42,29* | 153,00+£29,00* | 146,20+50,31*
Kontrola 74,13+13,93 58,30+10,81 75,50+28,80 79,75+9,68 41,63+10,05
8 tygodni 25 mg/kg me NF 86,80+18,56 48,40+19,94 74,40+35,17 75,70£10,50 43,50+14,19
+ 8 tygodni | 50 mg/kg mc NF 105,63+53,16 54,10+20,33 103,70+27,91 89,60+39,80 44,40425,50
0,05 Gy+25 mg/kg mc NF | 141,08+49,09*" | 107,60+32,71*" | 121,60+24,22%" | 148,78429,13*" | 157,10+18,98*"

*p<0,05 w pordwnaniu do kontroli, "p<0,05 w poréwnaniu do 25 mg/kg mc NF w tescie t-Studenta

statystycznie podwyzszong czg¢sto$¢ pekania nici DNA
w stosunku do kontroli zanotowano tylko po 4 i 8 tygo-
dniach od zakonczenia narazania na oba czynniki. Po-
nadto, wyniki uzyskane po 8 tygodniach od zaprzestania
ekspozycji na skojarzone dziatanie promieniowania X
i NF roznity si¢ istotnie takze od notowanych po nara-
zeniu na sam nonylofenol.

DYSKUSJA

W $rodowisku cztowieka znajduje si¢ wiele
zwigzkow chemicznych, ktore potencjalnie moga
oddzialywa¢ na jego zdrowie. Na szczegolng uwage
zastuguja zwiazki o aktywnosci estrogennej, ktore
moga zaktdcaé prawidtowe funkcjonowanie gruczotow
dokrewnych. Substancje te u mgzczyzn mogg powodo-
wac demaskulinizacjg, prowadzaca m.in. do obnizenia
ptodnosci, u kobiet natomiast moga zaburza¢ gospo-
darke hormonalng cyklu miesi¢cznego, m.in. dziatajgc
antykoncepcyjnie. Nonylofenol, nalezacy do tej grupy
zwigzkow znany jest z niekorzystnego wplywu na uktad
rozrodczy oraz na gamety meskie zwierzat laboratoryj-
nych [7, 20, 27]. Niewiele jest danych na temat wplywu
nonylofenolu na inne narzady ssakow, a szczegodlnie na
materiat genetyczny komorek somatycznych. Indukcja
peknie¢ nici DNA jest niezwykle istotnym problemem
biologicznym, Nie naprawienie uszkodzen moze nawet
prowadzi¢ do $mierci komorki, natomiast ich btedne
naprawienie do wystgpienia mutacji.

Przedstawione badania wykazaty zdolno$¢ nony-
lofenolu do indukcji uszkodzen DNA w limfocytach
szpiku kostnego oraz w komorkach s$ledziony i ptuc
samcow myszy. Zjawisko to obserwowano jednak tyl-

ko bezposrednio po zaprzestaniu podawania badanego
zwiagzku oraz po uptywie 1 tygodnia. Brak istotnego
zwigkszenia czesto$ci wystepowania uszkodzen DNA
po 4 1 8 tygodniach od zakonczenia podawania NF jest
prawdopodobnie uwarunkowany wystgpowaniem pro-
cesOw naprawczych oraz usuwaniem NF z organizmu.
Materiat genetyczny komorek watroby i nerek nie byt
podatny na indukcj¢ uszkodzen w nastgpstwie podawa-
nia zwierzgtom nonylofenolu.

Wrazliwo$¢ materialu genetycznego krwinek na
dziatanie nonylofenolu obserwowali takze inni auto-
rzy. Badania in vivo na erytrocytach krwi obwodowe;j
ryby tilapia nilowa, wykazaly zdolno$¢ nonylofenolu
do indukcji mikrojader [34]. Nonylofenol powodowat
takze wystepowanie mikrojader oraz apoptoze krwinek
czerwonych suma afrykanskiego [29]. Z kolei inni au-
torzy wykazali indukcj¢ przez nonylofenol mikrojader
w erytrocytach krwi obwodowej ryb morskich [4].
Obserwowano tez wystgpowanie mikrojader w reti-
kulocytach szpiku kostnego i krwi obwodowej oraz
w erytrocytach polichromatycznych szpiku kostnego
myszy laboratoryjnych w nastgpstwie 2 lub 8-tygo-
dniowej ekspozycji na nonylofenol [8, 12]. Ponadto,
Peridis iwsp. [32] stosujac test kometowy obserwowali
indukcj¢ uszkodzen DNA w hemocytach migczaka
Scrobicularia plana w nastgpstwie narazania na nony-
lofenol in vivo oraz in vitro. Nalezy jednak odnotowac,
ze uzyskano takze wyniki $wiadczace o braku zdolnosci
nonylofenolu do indukcji mikrojader w erytrocytach
szpiku kostnego myszy [16] oraz o braku zdolno$ci
NF do indukcji pekni¢¢ nici DNA w erytrocytach krwi
obwodowej ryb [34].

W dostepnym pisSmiennictwie nie znaleziono
danych na temat wptywu nonylofenolu na sledziong
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i pluca. Zatem, uzyskane w niniejszej pracy wyniki
swiadczace o zdolnosci nonylofenolu do indukowania
uszkodzen DNA w komoérkach obu narzadow sg praw-
dopodobnie pierwszymi informacjami na ten temat. Au-
torzy wczesniejszych publikacji sugerowali natomiast
wrazliwo$¢ watroby i nerek na dzialanie nonylofenolu.
Woo 1 wsp. [43] obserwowali toksyczne dziatanie NF
w stosunku do obu narzadéw samic i samcoOw szczu-
row. Zarowno w nerkach, jak i w watrobie autorzy ci
stwierdzili zmiany histopatopatologiczne. Podwyzszony
byt tez relatywny ci¢zar obu narzadéw. W nastgpstwie
dziatania NF Barsiene 1 wsp. [4] wykazali indukcje
mikrojader oraz apoptozy w nerkach ryb morskich
fladry i dorsza atlantyckiego. Natomiast Korkmaz
1 wsp. [25] sugerowali mozliwo$¢ indukeji uszkodzen
oksydacyjnych w nerkach szczuréw w wyniku dziatania
nonylofenolu. Geens i wsp. [15] stwierdzili obecnos¢
nonylofenolu w watrobach ludzkich. Indukcj¢ apoptozy
w watrobach szczurow, ktorym podawano nonylofenol
przez 45 dni obserwowali Jubendradass 1 wsp. [23].
Powyzsze wyniki nie znalazly jednak potwierdzenia
W niniejszej pracy.

Dotychczas nie publikowano danych na temat
wplywu skojarzonego dziatania promieniowania joni-
zujacego i nonylofenolu na indukcje peknieé nici DNA
w komorkach somatycznych. Natomiast w komoérkach
ptciowych w nastepstwie 2-tygodniowego dziatania obu
czynnikow (0,05 Gy + 25 mg/kg bw NF) obserwowano
istotnie zmniejszong indukcj¢ uszkodzen DNA w po-
rownaniu do efektow dzialania samego nonylofenolu
[13]. Jednak w przypadku 8-tygodniowego skojarzo-
nego narazania na promieniowanie X i nonylofenol
w takich samych dawkach w meskich komorkach roz-
rodczych notowano znaczng stymulacje wystepowania
peknie¢ nici DNA, podobng do uzyskanej w efekcie
podawania samego NF [14]. W niniejszej pracy zmniej-
szenie czegstosci wystepowania uszkodzen DNA obser-
wowano tylko w komoérkach nerek i ptuc po tygodniu
od zaprzestania ekspozycji na skojarzone dzialanie obu
czynnikow. Natomiast pozostate wyniki swiadczace
o zwigkszonej czgstosci pgkania nici DNA w komorkach
somatycznych myszy w efekcie skojarzonego dziata-
nia potwierdzaja wyniki uzyskane dla gamet meskich
myszy poddanych subchronicznej ekspozycji na pro-
mieniowanie jonizujace i nonylofenol [ 14]. Skojarzone
dziatanie promieniowania jonizujacego i nonylofenolu
powodowato takze istotne zwigkszenie czestosci wyste-
powania mikrojader w krwinkach czerwonych szpiku
kostnego i krwi obwodowej myszy [8, 12]. Ze wzgledu
na to, ze szereg wczesniejszych prac dotyczyto wply-
Wwu samego promieniowania jonizujacego na indukcje
uszkodzen materiatu genetycznego, takie badanie nie
byto przedmiotem niniejszej pracy. Juz jedna z pierw-
szych prac odno$nie wykorzystania testu kometowego
do wykrywania uszkodzen materiatu genetycznego

dotyczyta indukcji takich uszkodzen w DNA limfocy-
tow ludzkich napromienianych promieniowaniem X
[35]. Inni autorzy wykazali takze, ze promieniowanie
jonizujgce indukowato wystepowanie pekanie nici DNA
w komorkach réznych narzadoéw myszy laboratoryjnych
in vivo. Uszkodzenia materialu genetycznego obserwo-
wano w takich narzadach napromienionych zwierzat
jak watroba, nerki, $ledziona, jelita, pluca, pecherz
moczowy, tarczyca, mozg, zotadek i szpik kostny [11,
40]. Wydaje si¢ wiec prawdopodobne, ze zwigkszona
czestos¢ uszkodzen DNA po skojarzonym dziataniu
moze by¢ stymulowane przez promieniowanie jonizu-
jace. To thumaczyloby fakt, ze stopien uszkodzen DNA
w komorkach zwierzat poddanych skojarzonemu dzia-
taniu byl zazwyczaj znacznie wyzszy niz w przypadku
narazania na sam nonylofenol. Na uwage zastuguje
rowniez fakt, ze uszkodzenia DNA, ktdre nastgpily po
skojarzonym dziataniu obu czynnikdéw utrzymywaty sie
znacznie dtuzej niz po dziataniu NF. Moze to $wiad-
czy¢ o ograniczonej mozliwo$ci usuwania powstalych
uszkodzen przez enzymy naprawcze. Trudne do wythu-
maczenia jest jednak zmniejszenie czgstosci uszkodzen
DNA komorek nerek i ptuc po tygodniu od zakonczenia
skojarzonej ekspozycji na promieniowanie jonizujace
i nonylofenol w stosunku do efektow dziatania same-
go NF. Jakkolwiek, znane sg doniesienia $wiadczace
o stymulowaniu przez mate dawki promieniowanie
fizjologicznych mechanizméw naprawczych [33], jak
rowniez podobne zjawisko opisano we wczesniejszej
pracy dotyczacej indukcji uszkodzenh DNA w gametach
meskich myszy narazanych przez dwa tygodnie na
skojarzone dziatanie promieniowania i nonylofenolu
[13]; jednakze w kontekscie pozostatych wynikow
stymulacja proceséw reparacyjnych wydaje si¢ w tym
przypadku mato prawdopodobna.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze uzyskane
wyniki, szczeg6lnie dotyczace skojarzonego dziatania
promieniowania jonizujacego i nonylofenolu, moga
przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mozliwos$ci
zagrozen zdrowotnych ze strony czynnikoéw $rodowi-
skowych. Jak bowiem wiadomo, narazenie populacji
generalnej na biologiczne, chemiczne i fizyczne czyn-
niki srodowiskowe jest powszechne. Ponadto, coraz
wiekszego znaczenia nabiera zagrozenie zdrowotne
zwigzane z przewlekltym narazeniem na czynniki $rodo-
wiskowe wystepujace w matych dawkach, szczegolnie
w przypadku gdy czynnikéw tych jest kilka i gdy moga
nastgpowac interakcje pomigdzy nimi.

WNIOSKI

1. Subchroniczne podawanie myszom laboratoryjnym
nonylofenolu indukuje uszkodzenia materiatu gene-
tycznego limfocytow szpiku kostnego oraz komorek
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10.

I1.

sledziony i ptuc. Najbardziej wrazliwym na dziatanie
nonylofenolu narzadem ssakow okazat sie¢ szpik
kostny.

Skojarzone subchroniczne dzialanie promieniowania
jonizujacego i nonylofenolu indukuje wystepowanie
peknig¢ nici DNA limfocytow szpiku kostnego,
komorek watroby, ptuc, §ledziony i nerek.

. Skojarzenie nonylofenolu z promieniowaniem X

powoduje znaczne zwigkszenie czestosci wystepo-
wania uszkodzen DNA w komorkach somatycznych
w poroéwnaniu do dziatania samego nonylofenolu.
Moze to $wiadczy¢ o stymulujacym wptywie pro-
mieniowania jonizujacego.
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