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I PROMIENIOWANIA X NA KOMORKI SOMATYCZNE SZPIKU

KOSTNEGO I WATROBY MYSZY

THE INFLUENCE OF BISPHENOL A AND OF COMBINED EXPOSURE
TO X-RAYS AND BISPHENOL A TO SOMATIC CELLS OF THE BONE MARROW
AND LIVER OF MICE
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STRESZCZENIE

Celem pracy byto zbadanie wptywu bisfenolu A (BPA) i skojarzonego dziatania promieniowania X i BPA na komorki
somatyczne szpiku kostnego i wgtroby myszy. Samce myszy szczepu Pzh: Sfis przez 8 tygodni napromieniano dawkq 0,05
Gy lub podawano im bisfenol A (5 mg/kg me, 10 mg/kg mc, 20 mg/kg mc) albo poddawano skojarzonemu dziataniu obu
czynnikow (0,05 Gy + 5 mg/kg BPA). Proby pobierano po 24h, 1, 4 i 8 tygodniach po zakonczeniu ekspozycji. Niniejsze
badania wykazaty, Ze BPA moze indukowad, mierzone testem kometowym, uszkodzenia DNA w limfocytach szpiku kostnego.
Natomiast nie stwierdzono zmian w DNA w komorkach somatycznych wagtroby. Po zastosowaniu obu czynnikow jednoczesnie
zaobserwowano w obu narzgdach wiekszq migracje DNA niz po podaniu samego bisfenolu A. Prawdopodobnie promienio-
wanie X poteguje genotoksycznos¢ BPA.

ABSTRACT

The aim of study was to estimate the effects of bisphenol A (BPA) and combined exposure to X-rays and BPA to somatic
cells of the bone marrow and liver of mice. Male mice Pzh: Sfis were irradiated with 0.05 Gy or treated with BPA (5 mg/kg
me, 10 mg/kg mc, 20 mg/kg mc) or exposed to a combination of both (0.05 Gy + 5 mg/kg BPA) for 8 weeks. Samples were
taken at 24h, 1, 4 and 8 weeks after the end of exposure. Our study showed, that BPA can induce, measured by Comet as-
say, DNA damage in limphocytes of the bone marrow. The induction of DNA damage in somatic cells of the liver was not
detected. After combined exposure to both agents a greater migration of DNA in cells of both organs than after the exposure
to bisphenol A alone was observed. Probably the X-rays intensify the genotoxicity of BPA.

WSTEP materiatach do wypetnien dentystycznych, soczewkach

czy plastrach opatrunkowych [22].

Bisfenol A (BPA, dian, 2,2-bis(p-hydroksyfenylo)
propan), jest organicznym zwigzkiem chemicznym
z grupy fenoli. Stanowi on bardzo popularny surowiec
do produkcji poliweglanu, przezroczystego i sztywnego
plastiku oraz zywic epoksydowych. Mozna go zatem
odnalez¢ m. in. w wysokojakosciowych wyrobach
z przezroczystych tworzyw sztucznych, w wewngtrz-
nych powlokach puszek do napojow i zywnosci, cy-
sternach do przechowywania wina, mleka lub wody,
w rurach wodociggowych, butelkach dla niemowlat,

Bisfenol A budzi dzi$ szczegolne zainteresowanie,
gdyz nalezy on do grupy tzw. ksenoestrogenow czyli
zwiazkéw o dziataniu stabych estrogenow [1, 35].
W zwiazku z tym moze on laczy¢ si¢ z receptorami
estrogenowymi odpowiedzialnymi za wigzanie natu-
ralnego hormonu. Moze to w konsekwencji prowadzi¢
do zaburzenia metabolizmu organizmu [6].

Niewielkie ilosci BPA moga by¢ uwalniane z two-
rzyw sztucznych z poliwgglanu lub powtok wyko-
nanych z zywicy wchodzacych w sktad opakowan
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artykutéw spozywczych i przedostawac si¢ do pokar-
mow i napojow. Moze to nastapi¢ w wyniku uszko-
dzenia tworzywa sztucznego lub powloki wykonane;j
z zywicy, jak rowniez podczas dekompozycji wyrobu
zawierajacego BPA pod wplywem dziatania wysokiej
temperatury [22].

Na podstawie badan na myszach i szczurach labora-
toryjnych wykazano, ze BPA moze powodowaé powsta-
wanie takich zmian jak: nowotwory, przerost prostaty
oraz gruczotu piersiowego, wady rozwojowe cewki mo-
czowej, zmniejszenie produkcji nasienia, wezesniejsze
dojrzewanie plciowe samic, cysty jajnikow, wtokniaki
macicy, wzrost masy ciata oraz nadmierng aktywno$¢
psychoruchowg [23, 34]. Na poziomie komorkowym
BPA moze wywotywac¢ efekty teratogenne, kancerogen-
ne i mutagenne, a takze zaburzac proces rozdzielania
chromosomow podczas mejozy [28].

Promieniowanie jonizujgce z kolei jest stale obecne
w srodowisku cztowieka. Jego naturalnym zrédiem
w przyrodzie sg wszechobecne radioizotopy rdéznych
pierwiastkéw oraz promieniowanie kosmiczne. Pro-
mieniowanie jonizujace jest pochlaniane przez zywa
tkanke, w wyniku czego moze dochodzi¢ do wzbu-
dzenia atomoéw (w wyniku przejscia jednego z elek-
tron6w na wyzszy poziom energetyczny) lub jonizacji
(tj. oderwania elektronu od atomu lub czasteczki),
a w konsekwencji do zapoczatkowania szeregu reakcji
biologicznych w komorce, takich jak radioliza wody
czy uszkodzenie tancucha DNA (np. rozerwanie nici
DNA, mutacje punktowe, aberracje chromosomowe).
Powstate mutacje moga powodowaé $mier¢ komorki
lub zaburzenie jej funkcji, co moze by¢ bezposrednia
przyczyng wystapienia zmian nowotworowych [12].

Wplyw promieniowania jonizujagcego na zywa
tkanke zalezy od wielko$ci i mocy dawki oraz od
swoistej wrazliwosci eksponowanych komorek, ktora
jest tym wieksza im wigksza jest ich aktywnos$¢ proli-
ferancyjna i im mniejsze jest zréznicowanie tkanki. Do
szczegolnie promieniowrazliwych zalicza si¢ wiec szpik
kostny i pozostalg cze¢s¢ uktadu krwiotwoérczego, ktore
u dorostego cztowieka uszkadza juz dawka okoto 0,5
Gy, a takze soczewki oczu (2-5 Gy) i gonady (0,15-3,5
Gy). Pozostate narzady i tkanki czlowieka sg znacznie
bardziej odporne na dziatanie promieniowania jonizu-
jacego, np. watroba nie wykazuje uszkodzenia nawet
po dawce 40 Gy [12].

Niewiele jeszcze wiadomo na temat wplywu
skojarzonego dziatania promieniowania X i bisfenolu
A, dlatego tez celem niniejszej pracy byto zbadanie
wplywu tego zwigzku oraz skojarzonego dziatania pro-
mieniowania X i bisfenolu A na indukcje pekni¢é nici
DNA w limfocytach szpiku kostnego i watroby myszy.

MATERIAL I METODY

Do doswiadczenia wykorzystano 8-tygodniowe
samce myszy pochodzace z niewsobnego stada Pzh:S-
fis. Zwierzeta w czasie trwania badan przebywatly
W pomieszczeniu o statej temperaturze i wilgotnosci
z automatycznie regulowanym dobowym cyklem
swietlnym (12h ciemno$ci / 12h $wiatto). Samce nara-
Zano na promieniowanie X lub/i podawano im bisfenol
A rozpuszczony w niewielkiej ilosci 70% alkoholu
etylowego, a nastepnie rozcienczony do odpowiedniej
dawki w wodzie do picia. Zwierzeta poddawano dzia-
taniu badanych czynnikdéw przez okres 8 tygodni.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgodg IV
Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie. Jako zrodto
promieniowania wykorzystywano terapeutyczny aparat
rentgenowski THX-250 firmy Medicor (parametry:
170kV, 20mA, filtracja dodatkowa 0,5 mm Cu, warstwa
potowkowa 0,8 mm Cu). Moc dawki wynosita 0,20 Gy/
min na cale ciato. Badana dawka promieniowania X
wynosita 0,05 Gy, a dawki bisfenolu A po 5 mg/kg mc,
10 mg/kg me 120 mg/kg me. W przypadku skojarzonego
dziatania zastosowano dawki 0,05 Gy + 5 mg/kg mc.
Grupe kontrolng stanowily myszy nienapromieniane,
ktorym nie podawano bisfenolu A.

Myszy zabijane byty po uptywie 24h, 1, 41 8 tygo-
dni od ostatniego napromieniania lub/i podawania BPA.
W celu przeprowadzenia testu kometowego, zgodnie
z metodyka opisang wczesniej [2, 32], szpik kostny
pobrany z kosci udowej i watrobe zawieszano w 1,5 ml
RMPI medium. Watrobe doktadnie rozdrabniano przy
uzyciu nozyczek i filtrowano. Po doktadnym wymiesza-
niu, z powstalej zawiesiny komorek kazdego narzadu
pobierano po 10 pl i mieszano z 75 pl 0,5% agarozy
o niskim punkcie topnienia (LMPA), a nastepnie na-
noszono na szkietko mikroskopowe pokryte uprzednio
agarozg o normalnym punkcie topnienia (NMPA).
Preparaty przykrywano szkietkami nakrywkowymi
1 umieszczano w lodowce na 5 minut w celu zestalenia
si¢ agarozy. Po usunieciu szkietek nakrywkowych
na preparaty nanoszono jeszcze jedng warstwe 0,5%
agarozy 1 powtornie zestalano w temperaturze 4°C.
Preparaty umieszczano nastepnie w buforze lizujagcym
na ok. 20h w temperaturze 4°C. Po wyjeciu preparatow
z buforu lizujacego i osuszeniu, komorki inkubowano
w buforze do elektroforezy w §rodowisku zasadowym
(pH>13) przez 20 minut. Nastepnie przeprowadza-
no elektroforeze niskonapieciowa (24 V, 300 mA)
w obecnosci detergentu. Po zneutralizowaniu komorki
barwiono bromkiem etydyny. Preparaty analizowano
pod mikroskopem fluorescencyjnym. Rejestrowano
komorki o roznym stopniu uszkodzenia DNA. Za po-
mocg programu komputerowego CASP oceniano 100
komorek na mysz [19]. Jako parametr charakteryzujacy
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uszkodzenia DNA wybrano moment ogonowy, ktory
odzwierciedla zard6wno zawarto$¢ procentowa DNA
w ogonie komety, jak i dtugo$¢ ogona komety (migracje
DNA). Oceny statystycznej dokonano za pomocg testu
t-Studenta, wykorzystujac do tego program kompute-
rowy STATISTICA 9.

WYNIKI

Wyniki przeprowadzonego testu kometowego na
komorkach somatycznych limfocytow szpiku kostnego
i watroby badanych myszy przedstawiono w Tabeli 1.

Bisfenol A, w stosunku do kontroli, powodowat nie-
znaczny wzrost lub nieznaczne zmniejszenie wartosci
momentow ogonowych komet w komoérkach watroby po
24 godzinach, po 1 tygodniu, po 4 tygodniach oraz po 8
tygodniach od zakonczenia ekspozycji. Nie wykazano
jednak istotnych réznic pomiedzy efektami dziatania
poszczegblnych dawek.

Nieznacznie genotoksyczny wptyw bisfenolu A na
limfocyty szpiku kostnego zanotowano po uptywie 1
tygodnia od ekspozycji na wszystkie dawki badanego
zwiazku, a takze po 24 godzinach od ostatniego poda-
nia BPA w dawce 10 mg/kg mc oraz po 8 tygodniach
w dawce 5 mg/kg mc BPA.

Zarowno w przypadku komorek watroby jak i szpiku
kostnego wyniki nie byty jednak istotne statystycznie.

Znacznie podwyzszone warto§ci momentoOw 0go-
nowych komet w komorkach somatycznych watroby
stwierdzono po ekspozycji na promieniowanie w dawce
0,05 Gy po uptywie 1, 4 1 8 tygodni od zakonczenia
narazania. Statystycznie istotny wynik zanotowano
tylko po uptywie 4 tygodni od ostatniej ekspozycji (p
=0,0029).

Statystycznie istotne podwyzszenie wartosci mo-
mentu ogonowego (p = 0,044) zanotowano takze po
zastosowaniu samego promieniowania X w dawce 0,05
Gy na limfocyty szpiku kostnego po 8 tygodniach od
zakonczenia narazenia.

Zastosowanie skojarzonego dziatania bisfenolu
A 1 promieniowania X w dawce 0,05 Gy + 5 mg/kg
mc BPA powodowato wzrost warto$ci momentow
ogonowych komet w stosunku do kontroli oraz co
najmniej jednego z badanych czynnikow w obu na-
rzadach i w réznych odstepach czasu od zakonczenia
ekspozycji. Najwiekszg migracje¢ DNA odnotowano
po 24 godzinach od ostatniej ekspozycji na skojarzone
dziatanie obu czynnikéw w komdrkach somatycznych
watroby. Jednak wynik, chociaz prawie czterokrotnie
wyzszy od kontrolnego, oraz pigciokrotnie wyzszy od
obserwowanego po zastosowaniu samego promienio-
wania okazat si¢ nie istotny statystycznie, co moglo by¢
spowodowane duzg rozbiezno$cig wartosci momentow
ogonowych komet w grupie badanych myszy. Roéwniez
w pozostalych przypadkach mozna byto zaobserwowac

Tabela 1. Wptyw BPA i promieniowania X na indukcj¢ uszkodzen DNA w komorkach watroby i limfocytach szpiku kost-

nego myszy

Effects of BPA and X-rays exposure on the induction of DNA damage in mouse’s cells of liver and lymphocytes

of bone marrow

Czas Dawka Moment ogonowy + SD watroba | Moment ogonowy + SD szpik kostny

24 h kontrola 0,555+ 0,24 3,201+2,43
po ekspozycji |5 mg/kg bw BPA 0,683+ 0,35 4,736+ 1,32
10 mg/kg bw BPA 0,585+ 0,47 5,570+ 1,58
20 mg/kg bw BPA 0,665+ 0,26 3,416+2,45
0,05 Gy 0,406+ 0,26 4,658+ 3,04
0,05 Gy + 5 mg/kg BPA 2,098+ 3,26 5,020+ 1,59
1 tydzien kontrola 0,680+ 0,56 4,200+ 1,53
po ekspozycji |5 mg/kg bw BPA 0,691+ 0,44 5,918+ 4,02
10 mg/kg bw BPA 0,717+ 0,55 5,121+ 3,59
20 mg/kg bw BPA 0,713+ 0,35 5,246+ 3,27
0,05 Gy 0,986+ 0,77 4,381+2,70

0,05 Gy + 5 mg/kg BPA 1,113+ 0,89 9,849+ 13,91
4 tygodnie po | kontrola 0,450+ 0,21 4,233+ 281
ekspozycji 5 mg/kg bw BPA 0,339+ 0,24 4,695+ 2,44
10 mg/kg bw BPA 0,507+ 0,50 4,354+ 2,05
20 mg/kg bw BPA 0,577+ 0,54 3,965+2,71
0,05 Gy 1,335+ 0,49* 5,502+ 4,16
0,05 Gy + 5 mg/kg BPA 1,244+ 1,05 5,874+ 1,91
8 tygodni po kontrola 0,431+ 0,37 4,288+ 1,49
ekspozycji 5 mg/kg bw BPA 0,412+ 0,39 5,193+4,83
10 mg/kg bw BPA 0,288+ 0,29 4,466+ 4,22
20 mg/kg bw BPA 0,412+ 0,27 4,063+ 2,24

0,05 Gy 1,343+ 1,99 7,863+ 3,11*
0,05 Gy + 5 mg/kg BPA 0,704+ 0,72 6,535+ 3,58

*p<0,05 w pordwnaniu do odpowiedniej kontroli, test t-Studenta
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znaczne uszkodzenia nici DNA, zwlaszcza po 1 tygo-
dniu od narazania w komodrkach obu narzadow i po 4
tygodniach w komorkach watroby. Tutaj takze wyniki
okazaly si¢ nieistotne statystycznie, co rowniez mozna
thumaczy¢ duzymi réoznicami migracji DNA pomiedzy
osobnikami we wspomnianych grupach.

DYSKUSJA

W licznych badaniach wykazano, ze bisfenol A ma
szerokie dzialanie biologiczne dotyczace wielu organow
i uktadow organizmu ludzkiego. Stwierdzono na przy-
ktad, ze przyczynia si¢ on do formowania wielojadrza-
stych hepatocytow w watrobach myszy. Powoduje takze
degeneracje kanalikow nerkowych u myszy i szczurow
[27]. Istnieja rowniez doniesienia, ze bisfenol A moze
by¢ absorbowany przez skore, powodujac zmiany
kancerogenne w watrobie, nerkach i innych organach
ludzkich [30]. BPA indukuje takze powstawanie wol-
nych rodnikow w najadrzach szczurow [8].

Dziatanie estrogenne réznych czynnikow, m. in.
bisfenolu A, wykazali Wada i wsp. [36]. Szkodliwe
dzialanie tego ksenoestrogenu zalezato od jego ste-
zenia. Zostato to pdzniej potwierdzone w badaniach
Jakubaszko [15].

Z kolei niektorzy badacze podwazaja szkodliwy
wplyw zwigzkéw pochodnych BPA [16]. Wykazano
jednak, ze metakrylan bisfenolu A (Bis-GMA), ktory
mozna otrzyma¢ w wyniku reakcji metakrylanu gli-
cydylu (GMA) i bisfenolu A, powodowat u myszy,
ktoérym podawano go w dawce 100 g/kg masy ciata lub
nizszej przez 28 dni, zwickszong resorpcje ptodow [20].
W innych badaniach z kolei stwierdzono, ze Bis-GMA
hamowat syntez¢ DNA, co potwierdza jego zdolno$ci
do wywolywania dzialan genotoksycznych [31]. In-
dukcje uszkodzen DNA, mierzonych za pomocg testu
kometowego, obserwowano w nastepstwie dziatania
Bis-GMA w stezeniu 100 uM [18]. Prawdopodobnie
metakrylan bisfenolu A moze wywotywac uszkodze-
nia DNA, jednak bez wptywu na cykl komorkowy,
co sugeruje, ze Bis-GMA nie zaburza mechanizmoéw
naprawy DNA.

Bisfenol A moze by¢ biodegradowany lub metabo-
lizowany przez organizm [17], co nie oznacza, ze jego
metabolity nie maja wtasciwosci ksenoestrogennych
lub genotoksycznych. Atkinson i wsp. [4, 5] odkryli,
ze produkt rozpadu BPA, o-benzochinon bisfenolu A,
moze modyfikowa¢ DNA, a przez to dziata¢ genotok-
sycznie na komorki watroby. Ponadto Yoshihara i wsp.
[37] sugeruja, ze ksenoestrogenne wihasciwosci BPA
wzrastaja (od dwoch do pieciu razy) w wyniku jego
biodegradacji w watrobie szczurow. Z kolei Morrissey
i wsp. [24] zanotowali wzrost relatywnej masy watroby
u wszystkich samic myszy, ktorym podawano bisfenol

A, co moze sugerowaé, ze BPA ma wlasciwosci hepa-
totoksyczne.

Genotoksycznos¢ BPA w stosunku do komorek
chtoniaka myszy przy uzyciu testu kometowego za-
obserwowali Lee 1 wsp. [21]. Uznali jednak, ze efekt
byt fatszywie pozytywny z powodu $mierci komodrek
po zaaplikowaniu im BPA w dawce 4x10° - 4x10“ M.
Jednak w badaniach Iso i wsp. bisfenol A w dawce 107
- 10*M okazat si¢ genotoksyczny w komorkach MCF-7
(linia komorkowa ludzkiego gruczolakoraka piersi), ale
nie cytotoksyczny.

Niniejsze badania wykazaty, ze bisfenol A moze
indukowa¢ uszkodzenia DNA w komorkach szpiku
kostnego myszy po 8-tygodniowym podawaniu go
w wodzie do picia. Podobnie Naik i wsp. [26] zano-
towali potencjalnie genotoksyczny wplyw BPA na
limfocyty szpiku kostnego. Z kolei, w przeciwienstwie
do wynikow otrzymanych przez Izzotti i wsp. [14], nie
stwierdzili$my znaczacych uszkodzen DNA w komor-
kach somatycznych watroby.

Indukcyjny wptyw promieniowania X na uszkodze-
nia DNA zostal wykazany za pomocg testu kometowego
w licznych publikacjach. Miedzy innymi Singh i wsp.
[32] zaobserwowali zwigkszong migracje DNA limfo-
cytow ludzkich napromienionych dawka 25 cGy pro-
mieniowania X. Z kolei Plappert 1 wsp. [29] wykazali
uszkodzenia DNA w limfocytach ludzkich napromie-
nianych dawkami od 0,05 Gy do 1 Gy promieniowania
X. Migracja DNA byta tym wigksza, im wigksza byta
dawka mutagenu. Zwigkszong czesto§¢ peknie¢ nici
DNA wykazano takze w limfocytach myszy po rocz-
nym napromienianiu catkowita dawka 20 cGy [33].
Stwierdzono réwniez znaczny wplyw promieniowania
jonizujacego na migracje DNA w komodrkach watroby
myszy [7], ktére byly napromieniane jednorazowo
dawkami od 0,5 Gy do 1 Gy promieniowania y. Row-
niez otrzymane przez nas wyniki wskazuja na wplyw
matych dawek promieniowania X na indukcje peknigé
nici DNA w komoérkach somatycznych watroby, a takze
w szpiku kostnym myszy.

Skojarzone dziatanie dwoch mutagenéw moze
powodowac¢ zwigkszenie ich genotoksycznos$ci [3, 9,
11]. W niniejszej pracy po zastosowaniu obu czynnikow
jednoczes$nie zaobserwowano w wickszosci przypad-
kéw wiekszg migracje DNA niz po podaniu samego
bisfenolu A. Czg¢stos¢ peknigé nici DNA byta rowniez
wicksza w stosunku do kontroli po dziataniu samego
promieniowania X. Na tej podstawie mozna twierdzi¢,
ze bisfenol A jest stabszym mutagenem niz promienio-
wanie X, ktére dodatkowo potgguje genotoksycznosé
ksenoestrogenu. Podobne dziatanie zaobserwowano
w pracy dotyczacej czestosci wystgpowania mikrojader
w retikulocytach samcow myszy narazonych na bisfenol
A oraz na skojarzone dziatanie promieniowania X i BPA
[10]. Skojarzone dziatanie promieniowania X i BPA
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w mniejszych dawkach powodowato indukcje mikroja-
der z czgstoscia wieksza niz po zastosowaniu kazdego
z czynnikow osobno. Niestety brak publikacji innych
autoréw na temat skojarzonego dziatania promieniowa-
nia X i bisfenolu A uniemozliwia poréwnanie wynikdéw
wiasnych z innymi. Badania o podobnym profilu prowa-
dzili Mutou i wsp. [25], ktérzy badali wplyw bisfenolu
Aijego chlorowcopochodnych form (CIBPAs), takich
jak: 3-chlorobisfenol A, 3,3’-dichlorobisfenol A oraz
3,3’,5-trichlorobisfenol A, na komorki linii biatacz-
kowej limfocytéw T (linia komérkowa Jurkat). BPA
i CIBPAs poddawane byty najpierw napromienianiu za
pomoca UV o r6znej dtugosci fali. Badacze wykazali,
ze CIBPAs, eksponowane wcze$niej na dziatanie UVB
lub UVC, indukowaty z wysoka czgstoscig $mier¢ ko-
morek, ktére ulegaly apoptozie na skutek uszkodzen
DNA. Nie stwierdzono jednak duzego cytotoksycznego
wplywu samego bisfenolu A poddanego dziataniu UV
lub CIBPAs nie poddanych napromienieniu.

WNIOSKI

W badaniach nie wykazano wyraznego genotok-
sycznego wplywu samego bisfenolu A na komorki
somatyczne watroby i szpiku kostnego myszy, jednak
skojarzone dziatanie tego ksenoestrogenu i promienio-
wania jonizujgcego powoduje znaczny wzrost czestosci
pekniec nici DNA w stosunku do kontroli.
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