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Streszczenie

Wprowadzenie. Dioksyny (TCDD) dostaja si¢ do organizmu giéwnie droga alimentarng oraz w mniejszej ilosci
sa wchlaniane przez skore i drogi oddechowe. Biologiczne efekty oddzialywania tych zwiazkéw, zwigzane z zabu-
rzeniami syntezy hormonéw, dla ktérych prekursorem jest cholesterol, wigzg si¢ z uposledzeniem funkcji watroby.
TCDD, tworzgc polaczenie z receptorem AhR, ktéry wykazuje podobieristwo do receptora estrogenowego, uposle-
dzajg gospodarke steroidami.

Cel pracy. Ocena wptywu TCDD na zmiany struktury narzadéw migzszowych (watroby, tarczycy, nerek i grasi-
cy) z réwnolegly analizg zmian stg¢zenia cholesterolu i estradiolu.

Material i metody. Doswiadczenia wykonano na szczurach — samicach. Zwierzeta podzielono na trzy grupy: gru-
pe kontrolng i dwie grupy badane (A i B). Samicom z grupy A i B podano jednorazowo dawke 2,3,7,8-tetrachlo-
rodibenzo-p-dioksyny (5 pg/kg m.c.). Po uptywie 3 tygodni od ekspozycji na TCDD pobrano krew do oznaczenia
estradiolu i cholesterolu od samic z grupy A, a z ww. narzgdéw migzszowych wykonano preparaty do oceny histo-
patologicznej. U samic z grupy B oceniono zdolnosci rozrodcze w prébie biologiczne;j.

Wiyniki. Badanie histopatologiczne watroby (grupa A) wykazato obecnos¢ licznych ognisk sttuszczenia hepatocy-
téw. Oznaczenia biochemiczne wykazaly istotny wzrost stezenia cholesterolu oraz spadek stgzenia estradiolu w od-
niesieniu do grupy kontrolnej. W grupie B obserwowano zmniejszong zdolnos¢ reprodukcyjng samic.

Whioski. U szczuréw poddanych dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibezo-p-dioksyny stwierdzono: morfologiczne
zmiany w obrgbie watroby oraz brak zmian w strukturze tarczycy, grasicy i nerek; obnizenie st¢zenia estradiolu
oraz wzrost stezenia cholesterolu; zmniejszenie liczby potomstwa oraz zaburzenie ptodnosci prawdopodobnie spo-
wodowane obnizeniem stgzenia estradiolu (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 2, 211-215).

Stowa kluczowe: dioksyny, histopatologia narzadéw miazszowych, stezenie cholesterolu i estradiolu.

Abstract

Bacground. Dioxins (TCDD) are getting at an organism mainly by alimentary tract but also in small amount are
absorbing both by the skin and by respiratory tract. Biological action effect of these substances is related to liver
dysfunction and also cause synthesis dysfunction of these hormones in which cholesterol origin is observed. TCDD
producing the binding with AhR receptor, which presents estrogen-like receptor, bring on dysfunction of steroids
hormones synthesis.

Objectives. The aim of the study was estimation of TCDD effect on changes of parenchymal organs structure such
as: liver, thyroid, kidney and thymus with parallel analysis of cholesterol and oestradiol concentration changes.
Material and Methods. The investigation was performed on female rats. The animals were divided on three
groups: control group, and two exanimate groups (A and B). The single dose of 2,3,7,8-tetradibenzo-p-dioxin
(5 pg/kg b.w.) was subcutaneously administered to the examined groups A and B. After the three weeks period of
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TCDD exposition, from female rats (group A) the samples of blood were collected in order to oestradiol and choles-
terol examination. Additional the samples of above mentioned parenchymal organs for histopathologic estimations
were received. The reproductive ability in the female rats (group B) was determined in the base of biological test.
Results. Histopatologic examination of liver (group A) pointed to the presence of numerous hepatocytes with
steatosis. The biochemical determinations prove the statistical important increase of cholesterol concentration and
decrease of oestradiol concentration with reference to the control group. The diminution ability to reproduction in
the group B of female rats was observed.

Conclusions. In the female rats exposed by influence of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin the following obser-
vation were stated: morphological changes in the liver and lack of changes in the thyroid, thymus and kidney struc-
ture; decrease of oestradiol concentration with parallel increase of cholesterol; reduction number of breed and fer-
tility disturbance may probably depend on lowering oestradiol serum concentration (Adv Clin Exp Med 2005, 14,

2, 211-215).
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Wozrastajacy poziom skazenia srodowiska dio-
ksynami jest spowodowany ograniczonymi mozli-
wosciami ich biodegradacji, co prowadzi do ku-
mulacji tych zwigzkéw w organizmie. Wnikanie
dioksyn do organizmu przez skére i drogi odde-
chowe stanowi kilkanascie procent catkowitego
obcigzenia organizmu czlowieka tymi substancja-
mi; w zaleznosci od wykonywanego zawodu nara-
zenie na te zwiagzki moze jednak wzrosna¢ kilka-
krotnie.

Dioksyny dostaja si¢ do organizmu przez dro-
gi oddechowe w postaci zaadsorbowanej, na czast-
kach pytéw, fagocytowanych przez pneumocyty.
Whikanie przez skor¢ jest zwigzane z bezposre-
dnim kontaktem jej warstwy lipidowej z sadzami
i popiotami lub tez zanieczyszczong odzieza.

W ostatnich latach zwraca si¢ réwniez uwage
na znaczacy udzial diety zawierajacej ryby i ich
produkty, w ttuszczu ktérych stwierdzono wyjat-
kowo duze stezenia dioksyn, przekraczajace wie-
lokrotnie dopuszczalne normy [1].

Stwierdzono, ze dioksyny, ktére dostaly si¢
do organizmu przechodzac drogg krwi do watroby,
tworzg w cytozolu tych komdrek potgczenia z re-
ceptorem AhR (weglowodorowy receptor arylo-
wy) [2, 3]. Mechanizm dzialania tego receptora
jest znaczgco podobny do receptora estrogenowe-
go (ER), co powoduje zaburzenie gospodarki hor-
monéw steroidowych [4].

Z. wczesniejszych obserwacji wlasnych wyni-
ka, ze podczas toksycznego dzialania dioksyn ob-
serwuje si¢ znaczne zaburzenia w rozrodczosci
u szczuréw, co ma zwigzek z obserwowanymi
zmianami stezenia estradiolu oraz ze zmianami hi-
stopatologicznymi w jajnikach [5].

Biorac pod uwagg toksyczne dziatanie dio-
ksyn i ich powinowactwo do receptora estrogeno-
wego, celowa stala si¢ ocena wptywu TCDD na
zmiany struktury narzadéw migzszowych: watro-
by, tarczycy, nerek i grasicy z réwnoleglg analizg
zmian stezenia cholesterolu i estradiolu.

Material i metody

Doswiadczenia wykonano na 18 szczurach,
pierwiastkach szczepu Bufflo (4-miesiecznych),
o sredniej masie ciata 180-200 g. Samice podzielo-
no losowo na trzy grupy doswiadczalne: Ai B oraz
grupe kontrolng, ktérg stanowily zwierzeta nie
poddane dziataniu TCDD. Zwierzgtom z grup
A 1 B podano podskdrnie jednorazowo dawke
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny ~ (TCDD)
rozpuszczong w DMSO w dawce 5 pg/kg m.c. Po
uptywie trzech tygodni od podania TCDD tylko sa-
mice z grupy A poddano narkozie tiopentalem
(30 mg/kg m.c.) i pobrano krew z aorty brzusznej
w celu oznaczenia stgzenia estradiolu i cholestero-
Iu catkowitego. Po dokonaniu eutanazji pobrano do
oceny histopatologicznej skrawki z nastepujacych
narzadéw: watroby, nerek, tarczycy oraz grasicy.

Pobrane skrawki narzadéw utrwalano w 4%
zbuforowanym roztworze formaliny, a nastgpnie
przygotowywano bloczki parafinowe do wykona-
nia preparatéw. Ocene histopatologiczng przepro-
wadzono na preparatach barwionych hematoksyli-
ng i eozyna.

Stezenie estradiolu w surowicy okreslano za
pomocg testu Immulite Estradiol, a cholesterolu
catkowitego oznaczono na analizatorze bioche-
micznym Olympus 560-U testami bioMerieux me-
todg enzymatyczng.

Samice z grupy B poddano biologicznej pro-
bie rozmnazania, kojarzac je przez 30 dni ze zdro-
wymi samcami w celu sprawdzenia ich zdolnosci
rozrodczych.

Otrzymane wyniki badai biochemicznych
opracowano statystycznie testem #-Studenta (pro-
gram Statistica 5.0).

Wyniki

U zwierzat z grupy A stwierdzono sekcyjnie
znaczne wyniszczenie przejawiajace si¢ zmniej-
szeniem objetosci tkanki tluszczowej podscieli-
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skowej lub jej catkowitym brakiem oraz zanikiem
tkanki tluszczowej okotonarzadowej. U czesci
zwierzat obserwowano zwigkszong objetos¢ ptynu
w jamie otrzewnowej. W obrazie makroskopo-
wym stwierdzono powigkszenie wymiaréw watro-
by z zaokragleniem jej brzegdéw oraz zwigkszo-
nym napigciem torebki.

Badanie histopatologiczne skrawkéw watroby
wykazato obecnos¢ licznych ognisk stluszczenia
hepatocytéw (degeneratio adiposa peripherica),
jak réwniez dos¢ czesto wystepujace ogniska mar-
twicy tych komodrek bedace nastepstwem sthu-
szczenia. U czgSci zwierzat stwierdzono nieznacz-
ne przekrwienie watroby.

Przeprowadzona ocena histopatologiczna ne-
rek, tarczycy oraz grasicy nie wykazata zmian pa-
tologicznych.

Stezenie estradiolu w osoczu (54,5 * 5,3 pg/ml)
byto statystycznie nizsze (p < 0,005) w poréwnaniu
ze stezeniem w grupie kontrolnej (67,1 + 7,4 pg/ml).
Stezenie cholesterolu catkowitego w osoczu bylo
istotnie wyzsze (p < 0,005) niz w grupie kontrolnej
(z 65,4 7,7 do 94,8 £ 6,7 mg/dl).

Biologiczna préba rozrodczosci w grupie kon-
trolnej charakteryzowata si¢ zaplodnieniem i poro-
dami w waskim przedziale czasowym ograniczo-
nym do dwdch dni. Zwierzeta nalezgce do grupy B
mialy zachowang zdolnos¢ reprodukcji, jednak
w grupie tej obserwowano znaczace wydluzenie
okresu zdolnosci zaptodnienia, czego dowodem by-
ty porody w okresie trzech tygodni. W grupie tej
stwierdzono réwniez mniejszg liczebnos¢ potom-
stwa w stosunku do grupy kontrolnej [5].

Omowienie

W literaturze mozna znalez¢ liczne doniesie-
nia dotyczace zaréwno zaburzeri struktury, jak
i funkcji watroby u osobnikéw poddanych to-
ksycznemu dziataniu TCDD [6-8]. Stwierdzone
w badaniach wtasnych makroskopowe (ryc. 2)
i mikroskopowe zmiany morfologiczne w obrebie
watroby, ogniska stluszczenia (ryc. 3a, b) 1 mar-
twicy (ryc. 4), obserwowali tez Jenes i McConel
[6, 7]. Wykazali migdzy innymi liczne zmiany
w ultrastrukturze watroby, gtdwnie w siateczce en-
doplazmatycznej okolicy kanalikéw zétciowych.

Istniejq takze dane dotyczgce wzajemnej zalez-
nosci miedzy zmianami w ultrastrukturze watroby
a uposledzeniem eliminacji z z6tcig takich substan-
cji, jak: estradiol, progesteron i kortyzol [9].

Estradiol dziata przez receptor estrogenowy
ER, ktory wiaze si¢ z komérkowym DNA. Wyka-
zano, ze receptor wykazuje duze podobieristwo
budowy i wlasciwosci do receptora AhR (weglo-
wodorowy receptor arylowy), z ktérym wiazg si¢
dioksyny [2, 10]. Udowodniono, ze TCDD wigze
si¢ z biatkami w cytozolu watroby przez wymie-
niony receptor [8]. Zaburzenie syntezy bialek
w watrobie jest zwigzane z potaczeniem wymie-
nionego kompleksu z DNA komoérki watrobowe;.

7 przedstawionych faktéw wynika, ze w hepa-
tocytach dochodzi do zaburzent czynnosciowych,
zwigzanych z zaburzeniami aktywnosci ukladu
monooksygenaz mikrosomowych [10]. Przyjecie
takiej koncepcji moze tlumaczyé obserwowane
w badaniach wilasnych zmniejszenie stgzenia

pg/ml mg/dl
10 - 110 -
*kk
100 1 100 ]
90 - 90 - l
80 + 80 -
70 - ] 70 A .I
| *
60 - ]' 60 1 l
50 l 50 4
40 - 40 4
65.4 94.8
LG 54.5
30 4 30
20 20 1 Ryec. 1. Stezenie
estradiolu i choles-
10 10 terolu
0 0 Fig. 1. Oestradiol
kontrola TCDD kontrola TCDD and cholesterol
control . control .
estradiol cholesterol concentration



214

1. CAEKOSINSKI et al.

Ryec. 2. Makroskopowy obraz watroby szczura: (I) —
kontrola, (II) — 3 tyg. po podaniu TCDD, Pow. 400x

Fig. 2. Macroscopic picture of rat’s liver: (I) — control,
(II) — 3 weeks after TCDD injection. Magnification x400

estradiolu przy jednoczesnym wzroscie stgzenia
cholesterolu catkowitego, ktory jest prekursorem
hormonéw steroidowych. Podwyzszenie stezenia
cholesterolu catkowitego w surowicy mozna thu-
maczy¢ obserwowanym przez innych badaczy wy-
dluzeniem okresu péitrwania lipidow watrobo-
wych u szczur6w po ekspozycji na TCDD [11].
Zakltdcenia cyklu estrogenowego u szczuréw oraz
wydzielania estrogenéw i progesteronu obserwo-
wali rowniez inni autorzy [12, 13]. Odnotowane
zmiany w wydzielaniu estradiolu mogg tlumaczy¢
fakt utrudnionego zachodzenia w cigz¢ oraz
zmniejszenie liczebnosci potomstwa.

Obserwowane w niniejszych badaniach wodo-
brzusze u szczuréw inni autorzy stwierdzili takze
u kurczat [14].

Mimo doniesien [15], dotyczacych zmian
w stezeniu hormonéw tarczycy (wzrost Ty), w ni-
niejszych badaniach nie zauwazono zmian
w strukturze tarczycy. Prawdopodobnie obserwo-
wane zmiany w stezeniu hormonéw maja podtoze
funkcjonalne, a nie strukturalne.

Wpltyw TCDD na uktad odpornosciowy [16],
zwigzany z obnizeniem liczby limfocytéw T, nie
charakteryzowal si¢ w badaniach wiasnych zmia-
nami w strukturze grasicy.

W dostepnej literaturze oraz w niniejszych ba-
daniach nie stwierdzono w ocenie morfologiczne;j
nefrotoksycznego dziatania TCDD na strukture
nerki, mimo istotnej metabolicznej funkcji tego
narzadu w organizmie.

Badania wtasne dowodza, ze u szczuréw pod-
danych dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibezo-p-dio-
ksyny mozna stwierdzi¢: morfologiczne zmiany
w obrgbie watroby oraz brak zmian w strukturze
tarczycy, grasicy i nerek; obnizenie st¢zenia estra-
diolu oraz wzrost stgzenia cholesterolu; zmniej-
szenie liczby potomstwa oraz zaburzenie ptodno-
sci, prawdopodobnie spowodowane obnizeniem
stezenia estradiolu.

Ryec. 3a. Ogniskowe stluszczenie hepatocytéw. Barwie-
nie H+E. Pow. 200x

Fig. 3a. Focal steatosis of hepatocytes. Staining H+E.
Magnification x200

Ryc. 3b. Ogniskowe stluszczenie hepatocytéw. Barwie-
nie H+E. Pow. 400x

Fig. 3b. Focal steatosis of hepatocytes. Staining H+E.
Magnification x400

Ryec. 4. Poczatkowa faza martwicy hepatocytéw. Bar-
wienie H+E. Pow. 600x

Fig. 4. Begining stage of hepatocytes necrosis. Stain-
ing H+E. Magnification x600
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