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Przebadano cytotoksycznosé i genotoksycznosé dwioch produktow utlenienia
etoksyquinu (dimerow EQ), antyoksydanta stosowanego powszechnie w paszach
i karmach dla zwierzqt oraz jako pestycyd. Stwierdzono, ze zwiqzki te obnizajq
zywotnos$¢ limfocytow czlowieka i indukujq w nich uszkodzenia DNA.
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Stosowane w paszach dla zwierzat syntetyczne antyoksydanty chronia przed utle-
nianiem wystepujacych w nich lipidow przedtuzajac ich trwalos¢ i przydatnosé do
spozycia. Etoksyquin (6-etoksy-2,2,4-trimetylo-1,2-dihydrochinolina, EQ) jest jed-
nym z najpowszechniej stosowanych przeciwutleniaczy, wysoce efektywnym w wy-
miataniu wolnych rodnikow tlenowych i zapobieganiu reakcjom rodnikowym. Wias-
ciwosci antyoksydacyjne posiadaja rowniez produkty jego utlenienia, a takze jego
pochodne oraz kompleksy z innymi czasteczkami np. z kwercetyna (1, 2, 3, 4, 5).
Etoksyquin stosowany jest gtownie jako dodatek do pasz dla zwierzat hodowlanych
i karm dla zwierzat domowych, ale dodawany jest rowniez do maczki rybnej, sprosz-
kowanej papryki i chili dla ochrony koloru tych przypraw, rowniez jako pestycyd.
Mimo tego, ze EQ posiada antyoksydacyjne, jak i antykarcynogenne wlasciwosci,
u zwierzat spozywajacych karme zawierajaca ten zwiazek, szczegolnie u psow, ob-
serwowano niekorzystne efekty uboczne (6). Byto to prawdopodobnie spowodowane
stosowaniem tego antyoksydanta w coraz wiekszych ilo$ciach, jego dodawaniem nie
tylko do produktu koncowego ale takze do pdtproduktéw. W 1977 r. FDA (Agencja
do spraw Zywnosci i Lekow, USA) zalecita producentom pasz obnizenie maksymal-
nej ilosci EQ w karmach dla pséw z dopuszczalnej dawki 150 mg kg ™' do 75 mg kg .
Niekorzystne efekty zwigzane z oddziatywaniem etoksyquinu obserwowano réwniez
u ludzi zawodowo narazonych na jego dziatanie (7).

*) Praca finansowana przez Uniwersytet L6dzki (506/996).
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Efekty uboczne stosowania EQ mogg wynikac nie tylko z dziatania tego zwiazku,
ale mogg by¢ réwniez spowodowane przez produkty jego utlenienia. Glowne pro-
dukty utlenienia EQ, takie jak dimer EQ (6,6 -dietoksy-2,2,2°,2° 4,4’-heksamety-
lo-17,2’-dihydro-2H-1,8’-bichinolina, EQDM), i chinolin-6(2H)-on (2,2,4-trimety-
lochinolin-6-(2H)-on, QI), zostaty wykryte przez De Koninga (5) w przechowywa-
nych paszach i w maczce rybnej. Stwierdzono, ze okres pdttrwania dimeru EQ byt
znacznie dluzszy niz okres péttrwania EQ. Produkty utlenienia EQ obserwowano
rowniez zarowno w surowym, jak i smazonym migsie brojlerow, karmionych wczes-
niej pasza zawierajaca EQ (8). W badaniach Bohne 1 wspotpr. (9), w ktérych tososie
atlantyckie karmiono przez 12 tyg. karma z EQ, stwierdzono obecno$¢ w migsniach
ryb: EQ, dimeru EQ (EQDM), chinolin-6(2H)-onu (QI), EQ pozbawionego grupy
etylowej oraz jednego niezidentyfikowanego zwiazku. Stgzenie EQ w migéniach
ryb byto proporcjonalne do jego zawartosci w paszy i czasu trwania ekspozycji.
Obserwowano réwniez podobna zalezno$¢ jesli chodzi o wzrost zawartosci dimeru
EQ (gléwny metabolit EQ) w mig$niach ryb, jak réwniez sumy EQ i EQDM. Bohne
1 wspolpr. (9) uwazaja, ze poziom EQ i jego metabolitéw w migsniach ryb moze
by¢ przewidywany i kontrolowany na podstawie poziomu EQ w diecie. Dieta ryb
hodowlanych nie jest jednak jedynym czynnikiem od ktérego zalezy poziom EQ
1 jego metabolitéw w migsniach ryb (innymi moga by¢ np. masa i wiek ryby, poziom
lipidéw w diecie). W badaniach Bohne 1 wspotpr. (9) analizowano rowniez, jak prze-
biega eliminacja EQ i EQDM z ciata ryb karmionych wczesniej pasza zawierajaca
EQ. Stwierdzono, ze zalecany 14-dniowy okres karencji nie jest wystarczajacy dla
usunigcia pozostato$ci EQ. Wprawdzie biologiczny czas zycia samego EQ wyniost
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Ryc. 1. Budowa chemiczna zwiazkow wyjsciowych i badanych dimerow.

Fig. 1. Chemical structure of the parent compounds and the tested dimers.
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2,4 dnia, to jednak eliminacji etoksyquinu towarzyszyt jednoczesnie wzrost pozio-
mu dimeru EQ, ktérego okres pottrwania jest znacznie dtuzszy. Po 14-dniowym
okresie karencji EQDM stanowit 99% sumy EQDM i EQ wykrywanych w migsie
badanych tososi. Podobne poziomy EQ i EQDM wykrywano w migsniach innych
ryb hodowlanych, np. halibuta czy pstraga teczowego (10). Ryby hodowlane sa
prawdopodobnie gtéwnym zrddtem narazenia konsumentéw w Europie na dziatanie
EQ. Lundebye i wspolpr. (10) stwierdzili, ze ekspozycja na etoksyquin wynikajaca
ze spozycia 300 g porcji ryby sigga 15% ADI. Biorac jednak pod uwage obecnosé
w migsie rdwniez metabolitow EQ, gtownie jego dimeru (EQDM) ta ekspozycja
moze by¢ wyzsza, bliska wartosci ADI (10).

Oddziatywanie produktéw utlenienia EQ na komorki czlowieka nie byto do tej
pory badane. Celem pracy byla ocena cytotoksycznosci i genotoksycznosci EQDM
(6,6’-dietoksy-2,2,2°,2° 4, 4’-heksametylo-1°,2’-dihydro-2H-1,8’-bichinolina) oraz
innego dimeru (EQQI; 6-etoksy-2,2,2°,2’,4,4’-heksametylo-2H-1,8’-bichinolin-
6’(2’H)-on) bgdacego kombinacja czasteczek etoksyquinu (6-etoksy-2,2,4-trimety-
lo-1,2-dihydrochinolina) oraz chinolin-6(2H)-onu (2,2,4-trimetylochinolin-6(2H)-
on) (ryc. 1). Badania wykonano z wykorzystaniem limfocytéw cztowieka.

MATERIAL I METODY

Materiatem do badan byly dimery EQ: EQDM (6,6’-dietoksy-2,2,2°,2°,4,4°-
heksametylo-1’,2°-dihydro-2H-1,8’-bichinolina; C,H;(N,O,) oraz EQQI (6-etok-
sy-2,2,2°,2 4,4’-heksametylo-2H-1,8’-bichinolin-6’(2’H)-on; C,.H;,N,0,) zsyn-
tetyzowane w Katedrze Chemii Organicznej Uniwersytetu Lodzkiego. Toksyczne
dziatanie badanych zwiazkow przebadano z wykorzystaniem limfocytéw cztowieka
zakupionych w Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Lodzi. Komorki za-
wieszone w podtozu RPMI 1640 (2 x 10° limfocytéw na 1 cm®) poddawano dziata-
niu testowanych zwiazkow rozpuszczonych w etanolu przez 1 godz. w temp. 37°C.
Doswiadczenia przeprowadzono w trzech powtorzeniach, w kazdym z nich wyko-
nano dwie proby dla kazdego stgzenia danego zwiazku.

Dla oceny zywotnosci komérek zastosowano stez. od 0,125 do 100 umol/dm’.
Po inkubacji komoérek z badanymi zwigzkami do zawiesiny komdrkowej dodawano
blekit trypanu o stez. 0,4%, ktory wybarwia na kolor niebieski komodrki martwe
(zywe pozostaja niewybarwione). Liczbg¢ komoérek zywych i martwych analizowa-
no w mikroskopie swietlnym Nikon Optiphot 2 zliczajac po 200 komodrek w kazdej
prébee badane;j.

Genotoksyczno$¢ badanych zwiazkoéw oceniono w tescie komety (elektroforeza
komorek w zelu agarozowym), w ktdrym mozliwe jest zaobserwowanie zaindukowa-
nych uszkodzen DNA w pojedynczych komorkach. Komorki z uszkodzonym DNA
wygladem przypominaja komete, poniewaz fragmenty DNA wedruja w polu elek-
trycznym. Nieuszkodzony DNA pozostaje na miejscu tworzac glowe komety. Test
wykonano zgodnie z procedurg Singha 1 wspdtpr. (11). Badane zwiazki zastosowano
w stez. od 0,125 do 0,5 pmol/dm’. Wykonano réwniez kontrole pozytywna z zasto-
sowaniem nadtlenku wodoru (20 pmol/dm’®). Po traktowaniu, komorki zawieszone
w agarozie o st¢z. 0,75% o niskiej temperaturze topnienia naniesiono na szkietka
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podstawowe pokryte uprzednio zelem przygotowanym z agarozy o normalnej tem-
peraturze topnienia. Po zestaleniu agarozy komoérki poddawano dziataniu roztworu
lizujacego (2,5 mol/dm’ NaCl, 100 milimol/dm® EDTA, 10 mmol/dm’ Tris, 1% N-
laurylosarkozyna, 1% Triton X-100), a nastgpnie elektroforezie w buforze elektro-
foretycznym (1 milimol/dm® EDTA, 300 mmol/dm® NaOH; 0.73 V/cm, 300 mA, 20
min, 4°C). Po neutralizacji preparaty barwiono barwnikiem DAPI (1 pg/cm’) i ana-
lizowano w mikroskopie fluorescencyjnym (Olympus BX60FS5; 360 nm). Poziom
uszkodzen DNA (procent DNA w ogonie) oceniano za pomoca oprogramowania do
analizy obrazéw CASP (12). Analizowano po 50 komorek z kazdej badanej préobki.
Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczna = btad standardowy (S.E.M.). Ana-
liz¢ statystyczna wykonano stosujac test U Manna-Whitney’a (proby z rozktadem
nienormalnym) lub test ¢-Studenta (proby z rozktadem normalnym).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Celem przeprowadzonych badan byta ocena cytotoksycznosci i genotoksyczno-
$ci dwoch dimerdw etoksyquinu: EQDM, ktory jest kombinacja dwdch czasteczek
etoksyquinu oraz EQQI, bedacego kombinacja czasteczek EQ i chinolin-6(2H)-
onu (QI). W literaturze dostgpne sg jedynie ograniczone dane dotyczace efektow
dziatania pierwszego z tych zwiazkow. Badania wykazaty, ze EQDM, podobnie jak
etoksyquin, wykazuje wtasciwosci antyoksydacyjne (13). Toksykologiczne efekty
EQDM badane byty przez Ornsrud i wspolpr. (14); autorzy stwierdzili, ze podawa-
nie badanego zwiazku przez 90 dni szczurom F344 powodowato aktywacj¢ enzy-
moéw 1 i 11 fazy detoksykacji, ktére aktywowane sa rowniez przez EQ. Wigcej in-
formacji dostgpnych jest na temat toksycznego dziatania etoksyquinu. Zwigzek ten
byt cytotoksyczny dla limfocytow cztowieka po zastosowaniu go w stez. 100 pmol/
dm’ i wyzszych; redukowat on zywotnos¢ komorek i indukowat apoptoze (15, 16).
Po dzialaniu EQ w stez. 1-50 pmol/dm’ obserwowano réwniez uszkodzenia DNA
w tescie komety (15). Antyoksydant ten w wyzszych stezeniach indukowat réwniez
powstawanie aberracji chromosomowych (17). Cytotoksyczno$¢ i genotoksycz-
nos¢ EQ moga by¢ jedna z przyczyn niekorzystnych efektéw zdrowotnych obser-
wowanych u zwierzat i ludzi majacych zawodowy kontakt z tym antyoksydantem
(6, 7). Wyniki uzyskane w pracy wskazuja, ze nie tylko EQ ale takze produkty jego
utlenienia moga by¢ odpowiedzialne za efekty uboczne stosowania tego zwiazku
w karmach dla zwierzat. Oba badane dimery EQ powodowaly efekty cytotoksycz-
ne 1 genotoksyczne (ryc. 2 i 3). EQQI powodowat silniejszy efekt cytotoksyczny
w pordwnaniu z EQDM (ryc. 2). EQDM obnizat zywotnos$¢ limfocytéw cztowieka
jedynie w stez. 100 umol/dm’ (zywotno$¢ 79,3% w poréwnaniu z zywotnos$cia na
poziomie 97,3% w kontroli negatywnej); po zastosowaniu nizszych stezen EQDM
prawie wszystkie komorki pozostawaty zywe (96% lub wigcej). Z drugiej strony po
traktowaniu komorek EQQI redukcj¢ zywotno$ci komoérek obserwowano poczaw-
szy od stez. 1 pmol/dm’; po zastosowaniu najwyzszego badanego stezenia zywot-
no$¢ komarek bylta na poziomie 19,8%. Silniejszy efekt cytotoksyczny EQQI moze
wynikaé z obecnosci chinolin-6(2H)-onu (QI) w czasteczce dimeru. QI jest jednym
z produktéw utlenienia EQ, ktéry jest wykrywany w paszy dla zwierzat traktowa-
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Ryc. 2. Zywotno$é komérek obserwowana po 1-godz. traktowaniu badanymi dimerami
(EQDM i EQQD).
* Statystycznie istotna réznica w pordwnaniu z kontrolg negatywna
(kontrola z etanolem uzytym jako rozpuszczalnik zwiazkéw; 0,5%, v/v).

Fig. 2. Cells viability observed after 1-h treatment with the tested dimers (EQDM and EQQI).
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Ryec. 3. Wyniki testu komety przedstawione jako $rednie wartosci procentu DNA w ogonach komet
+ S.E.M. uzyskane po 1 godz. traktowaniu limfocytéw EQDM (A) lub EQQI (B).
KP — nadtlenek wodoru (20 pmol/dm’); kontrola pozytywna.
* Statystycznie istotny wzrost w porownaniu z kontrola negatywna
(kontrola z etanolem uzytym jako rozpuszczalnik zwiazkéw; 0,5%, v/v).

Fig. 3. Results of the comet assay expressed as mean values of the percentage of DNA in comet tails
+ S.E.M. obtained after 1-h lymphocyte treatment with EQDM (A) or EQQI (B).
KP — hydrogen peroxide (20 pmol/dm’); the positive control.
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nej wczesniej EQ, a takze w migsniach ryb, np. tososia atlantyckiego, karmionych
pasza zawierajaca ten antyoksydant (9). Toksycznos¢ QI nie byta dotad badana ale
uzyskane wyniki posrednio wskazuja, ze zwiazek ten moze by¢ cytotoksyczny dla
limfocytéw cztowieka. Jest to rowniez widoczne, gdy analizujemy wyniki testu
komety. W tescie tym, zgodnie z obowiazujacym protokolem, zastosowano nizsze
stezenia badanych zwiazkéw od tych uzytych w metodzie barwienia blgkitem try-
panu, takie, ktdre nie obnizaty istotnie zywotnosci limfocytow (ryc. 3). Zaréwno
EQDM, jak i EQQI powodowaty statystycznie istotny wzrost poziomu uszkodzen
DNA w poréwnaniu z kontrola negatywna, poczawszy od stezenia, odpowiednio,
0,5 pmo/dm’ i 0,25 (ryc. 3). Poziom uszkodzen DNA obserwowany po zastosowa-
niu badanych zwiazkdéw w poszczegolnych stezeniach byt zawsze wyzszy w przy-
padku uzycia EQQI.

WNIOSKI

Przedstawione powyzej wyniki wskazuja, ze badane dimery EQ obnizaja zy-
wotno$¢ komorek i indukuja w nich uszkodzenia DNA, podobnie jak wyjsciowy
zwiazek — EQ. Poniewaz produkty oksydacji EQ sa obecne w paszach dla zwie-
rzat, a takze moga by¢ obecne w tkankach ryb i drobiu, ktore sa spozywane przez
cztowieka, moga one oddziatywaé réwniez na jego organizm. Poziom pozostatosci
niezmienionego EQ wykrywany w komercyjnie dostgpnych produktach zywnoscio-
wych jest zawsze ponizej warto$ci MRL (dopuszczalny poziom pozostatosci) (18),
jednakze poziomy produktow oksydacji etoksyquinu takich, jak dimer EQ czy chi-
nolin-6(2H)-on (OI) nie sa kontrolowane. Biorac pod uwagg to, ze okres pottrwania
dimeru EQ (EQDM) jest znacznie dtuzszy niz okres pottrwania wyjsciowego EQ,
to produkt jego utlenienia moze dostawac si¢ do organizmu cztowieka i powodowac
niekorzystne efekty uboczne. Powinny wigc by¢ podejmowane badania majace na
celu oceng mozliwosci narazenia organizmu cztowieka na produkty utlenienia EQ
1ich poziomu w spozywanych przez konsumentow produktach.

A. Augustyniak, A. Niezgoda, J. Skolimowski,
R. Kontek, A. Btaszczyk

CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF ETHOXYQUIN DIMERS

Summary

Ethoxyquin dimer (EQDM) and quinolone (QI) are the main oxidation products of ethoxyquin (6-etho-
xy-2,2,4-trimethyl-1,2-dihydroquinoline, EQ), an antioxidant commonly used in animal feeds. This study
analyses cytotoxicity and genotoxicity of two EQ dimers: ethoxyquin dimer (EQDM) formed as the result
of combination of two EQ molecules and EQQI formed by combination of EQ and QI molecules. Viability
of human lymphocytes treated with those compounds was assessed by trypan blue exclusion assay. The
alkaline single cell gel electrophoresis assay (comet assay) was used to determine DNA damage induced
by the compounds. The cells were treated for 1 h with EQDM or EQQI at doses ranging from 0.125uM to
100uM. The results show that both compounds reduced cell viability: EQDM when it was used at 100uM,
and EQQI when used at concentrations ranging from 1 uM to 100 pM. Both EQ dimers have been shown
to be genotoxic, while EQQI caused more DNA damage.
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