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W pracy podjeto probe oceny toksycznego dziatania eteru oktabromodifeny-
lowego po jednorazowym i wielokrotnym podawaniu samicom szczurow. Analize
wykonano wykorzystujqc wybrane parametry biologiczne (zmiana masy ciata,
wzgledna masa waqtroby) i biochemiczne (aktywnosé¢ AIAT, AspAT w surowicy,
suma cytochromow P-450 w wqtrobie) wykorzystywane do oceny dziatania he-
patotoksycznego.
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Eter oktabromodifenylowy (OktaBDE) to substancja zmniejszajaca palno$¢, sto-
sowana do produkcji syntetycznych polimerow i tworzyw sztucznych (ABS, HIPS,
PBT), wykorzystywanych w przemysle samochodowym, elektrycznym i elektro-
nicznym. Handlowe preparaty OktaBDE (Bromkal 79-8DE, DE-79, Saytex 111,
Tardex 80) byly mieszaninami eterow difenylowych zawierajacych od 5 do 10 ato-
mow bromu, w ktorych brom stanowit 79% masy. OktaBDE, podobnie jak inne
polibromowane difenyloetery (PBDE): eter pentabromodifenylowy (PentaBDE)
i dekabromodifenylowy (DekaBDE), zaliczono do trwalych zanieczyszczen or-
ganicznych (ang.: POPs, persistent organic pollutants), ktore ze wzgledu na swe
wiasciwosci fizykochemiczne (m.in. staba rozpuszczalno$¢ w wodzie, stabilnosé
termiczng i chemiczna) moze powodowa¢ kontaminacj¢ srodowiska naturalnego.
Do organizmu czlowieka te lipofilne zwiazki, moga dostawac si¢ gléwnie z dieta
bogata w ttuszcze. Narazenie na PBDE wystgpuje takze w czasie recyklingu i utyli-
zacji sprzetu elektrycznego i elektronicznego (1, 2).

Polibromowane difenyloetery wykazuja wiele wspolnych cech i efektow dzia-
fania toksycznego. Stwierdzono, ze zwiazki te powoduja zaburzenia w funkcjo-
nowaniu tarczycy, watroby, zdolno$ci rozrodczych oraz rozwoju ptodu i mtodych

* Praca finansowana z dziatalnos$ci statutowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (Nr 503/3-045-
01/503-01).
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osobnikow (1-3). Dotychczas najlepiej poznana jest toksyczno$s¢ PentaBDE,
a najmniej — OktaBDE (1, 2, 4—7). Z do§wiadczen wykonanych wczesniej w Za-
ktadzie Toksykologii wynika, ze OktaBDE podawany wielokrotnie moze powodo-
wac zaburzenia w syntezie porfiryn (8). Po jednorazowym i wielokrotnym podawa-
niu OktaBDE obserwowano takze efekty §wiadczace o stresie oksydacyjnym (dane
nieopublikowane).

Celem pracy byta ocena toksycznego dziatania OktaBDE na watrobg po jed-
norazowym 1 wielokrotnym podawaniu zwiazku samicom szczur6w szczepu
Wistar.

MATERIAL I METODY

Dos$wiadczenia przeprowadzono na samicach szczuréw Wistar, o masie ciata
190-230 g. Zwierzgta pochodzily ze zwierz¢tarni Wydziatu Lekarskiego Uniwer-
sytetu Medycznego w Lodzi. Szczury karmione byly pasza standardowa ,,Muligran”
i otrzymywaty wod¢ ad libitum. Zwierzgta podzielone byly na grupy liczace po 4
(grupy kontrolne) lub 5 szczuréw (grupy badane) w kazdej. Eksperymenty prowa-
dzono zgodnie z procedurami i obowiazujacym w Polsce prawem (9), po uzyskaniu
wcezesniej zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach (po-
zwolenie Nr 17/L.B457/2009).

Podawany szczurom OktaBDE byt mieszaning zawierajaca: 65,7% eteru okta-
bromodifenylowego, 14,8% hepta-, 1,7% heksa- oraz 17,8% eteru nona- i dekabro-
modifenylowego. Zsyntetyzowano go w Zaktadzie Chemii Radiacyjnej Politechniki
Lodzkiej. OktaBDE podawano szczurom dozotadkowo (sonda) po rozpuszczeniu
lub zawieszeniu (w przypadku wysokich dawek) w oleju stonecznikowym, w obje-
tosci 0,5 cm?/200 g masy szczura.

W eksperymencie oceniajacym toksyczno$¢ ostra stosowano: grupe kontrolna
(kontrole czyste, czyli zwierzgta nie otrzymujace zadnego zwiazku) oraz 3 grupy
badawcze, ktorym podawano OktaBDE w dawkach 25, 200 lub 2000 mg/kg masy
ciata. Przy zalozeniu, ze medialna dawka $miertelna (DLs,) dla OktaBDE jest wyz-
sza niz 5000 mg/kg m.c. (wg danych producentéw preparatow handlowych), poda-
wane dawki stanowily odpowiednio: 0,5%, 4% lub 40% DLs,.

W doswiadczeniu oceniajacym toksyczno$¢ podostra, stosowano dwie grupy kon-
trolne (kontrole czyste i olejowe) oraz pie¢ grup zwierzat narazanych na OktaBDE
w dawkach: 0,4, 2, 8, 40 lub 200 mg/kg/dzien. Czas ekspozycji szczuréw wynosit
7,14, 21 lub 28 dni.

Po 4,12, 24,481 120 godz. po podaniu jednorazowym oraz po 24 godz. po ostat-
niej dawce w narazeniu wielokrotnym, szczury bedace w lekkiej narkozie eterowe;j
byty skrwawiane przez punkcjg¢ dosercowa. Uzyskana z krwi surowica postuzyta
do oznaczen enzymoéw wskaznikowych uszkodzenia watroby: aminotransferazy
alaninowej (AIAT, EC 2.6.1.2) i asparaginianowej (AspAT; EC 2.6.1.1). Aktyw-
no$¢ tych enzymdéw oznaczano za pomoca metody kolorymetrycznej z uzyciem
2,4-dinitrofenylohydrazyny (10). Za jednostke aktywnosci przyjeto liczbg pumoli
powstatego w ciagu 1 godz. w temp. 37°C pirogronianu sodu w przeliczeniu na
1 cm? surowicy.
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Z homogenatu watroby otrzymano frakcj¢ mikrosomoéw poprzez ich stracenie
metoda agregacji i sedymentacji z CaCl,. We frakcji tej oznaczono stezenie biatka
(11) 1 poziom sumy cytochroméw P-450 (12, 13).

Statystyczne opracowanie wynikow przeprowadzono za pomoca programu
SYSTAT for Windows. Istotno$¢ roznic dla wybranych parametrow wyliczono sto-
sujac test Tukey’a, po sprawdzeniu jednorodnosci wariancji testem Bartletta.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W doswiadczeniu oceniajacym toksycznos¢ ostra OktaBDE w kazdym punkcie
pomiarowym stosowano kontrole czyste, ktore potaczono we wspolna grupg kon-
trolna, wobec ktorej wykonano analizg statystyczna wynikow. Podobnie postapiono
w doswiadczeniu, w ktéorym szczury narazane byty przez 7—28 dni. W eksperymen-
cie tym stosowano takze grupy zwierzat, otrzymujacych olej. Z powodu rézne;j licz-
by stosowanych dawek (7, 14, 21 lub 28) wynikow uzyskanych z kontroli olejowych
nie potaczono ze soba.

Ocena hepatotoksycznos$ci po jednorazowym podaniu OktaBDE

Po jednorazowym podaniu szczurom OktaBDE zanotowano zmiany w masie cia-
ta zwierzat (tab. I). Po 24 godz. od podania dwoch najwyzszych dawek stwierdzono
istotne statystycznie obnizenie przyrostu masy ciata. Po najwyzszej dawce (2000
mg/kg m.c.) obnizona masa ciata w porownaniu z kontrola utrzymywata si¢ (na
poziomie nizszym o ok. 7%) do konca okresu obserwacji.

Tabela |. Poziom wybranych parametréow ($rednie = SD) biologicznych (zmiana masy ciata) i biochemicznych
(aktywnos¢ AIAT i AspAT w surowicy) po jednorazowym podaniu szczurom OktaBDE

Table I. The level of selected biological (change in body mass) and biochemical (ALT and AST activity in serum)
parameters (mean + SD) after single administration of OctaBDE to rats

Dawki OktaBDE Czas po podaniu (godz.)
mg/kg m.c. 4 12 24 48 120
Zmiana masy ciafa (%)
0 (kontrola czysta) 96,9 +1,59 | 101,3 = 1,30 | 102,3 = 1,41 | 102,4 = 0,71
25 95,4 +194 | 98,7200 | 101,1 =1,08 | 103,5 + 0,65
200 972159 | 987 1,12 | 99.3+288 | 102,8 = 1,48
a
2000 973+156 | 976 1,00 | 948 =150 | 954 + 1,86
a a a
Aktywnosc¢ AIAT w surowicy (umol pirogronianu/cm? surowicy)
kontrola czysta z potgczonych grup kontrolnych: 1,965 + 0,445
25 2,286 = 0,123 2,088 + 0,378 | 1,796 + 0,451 | 2,273 = 0,159 | 2,450 + 0,267
200 2,460 + 0,209 | 2,135 + 0,544 | 1,667 + 0,544 (2,128 + 0,345 (2,743 + 0,141
a
2000 2,446 *+ 0,343 2,217 = 0,235 | 1,906 = 0,418 | 2,428 + 0,502 | 2,429 = 0,443
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Tabela l. (cd.)
Table I. (cont.)
Dawki OktaBDE Czas po podaniu (godz.)
mg/kg m.c. 4 12 o4 48 120

Aktywnos$¢ AspAT w surowicy (umol pirogronianu/cms3 surowicy)

kontrola czysta z potgczonych grup kontrolnych: 2,241 + 0,472

25 2,171 £ 0,121 (2,347 + 0,324 | 1,609 + 0,238 | 2,213 + 0,640 | 2,362 * 0,527

200 2,090 + 0,477 (2,279 + 0,188 | 1,366 + 0,232 | 2,224 + 0,543 | 2,703 = 0,481
a

2000 2,193 + 0,300(2,199 + 0,263 | 1,623 + 0,184 | 2,184 + 0,187 | 2,581 = 0,416

a — wynik znamienny statystycznie w stosunku do kontroli czystej, a = 0,05;
a - significantly different from pure control animals, a = 0.05.

Istotne statystycznie zmiany wystapity takze w stosunku masy watroby do cat-
kowitej masy ciala (ryc. 1). Po 48 godz. od podania OktaBDE w dawkach 200
1 2000 mg/kg stwierdzono wzrost wzglednej masy watroby o ok. 25—-35%. Efekt
taki utrzymywat si¢ do konca okresu obserwacji. Dane pochodzace z pi$miennictwa
rowniez wskazywaly na wzrost tego parametru. Efekt taki obserwowano jednak
po nieco dhuzszej, 4-dniowej ekspozycji szczurow na DE-79 w dawkach 10—100
mg/kg/dzien (6) oraz po 14 dniach w dawce ok. 80 mg/kg/dzien (14).

5,5 1

5

Wzgledna masa watroby [%]

kontrola czysta — —#- — OktaBDE 25 mg/kg
25 — 4 — OktaBDE 200 mg/kg —>X— OktaBDE 200 mg/kg
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Ryc. 1. Zmiana wzglgdnej masy watroby (%) po jednorazowym podaniu OktaBDE szczurom. Na rycinie
przedstawiono wartosci $rednie i odchylenia standardowe (SD).

a — wynik znamienny statystycznie w stosunku do kontroli czystej, a = 0,05.

Fig. 1. Change in relative mass of liver (%) after a single administration of OctaBDE to rats. The results
represent mean followed by standard deviation (SD).

a — significantly different from non-exposed control animals, a = 0,05.
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Wzrostowi wzglednej masy watroby czesto towarzyszy indukcja enzyméw mi-
krosomalnych watroby. Po jednorazowym podaniu OktaBDE w dawkach 200 i 2000
mg/kg stwierdzono znamienne statystycznie podniesienie (o ok. 30—45%) stezenia
sumy cytochromow P-450 w watrobie (ryc. 2).

0,9 4
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0,4 - kontrola czysta — —#- — OktaBDE 25 mg/kg
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------------ SD 1)
0,3
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
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Ryec. 2. Poziom sumy cytochroméw P-450 w mikrosomach watroby (nmol/mg biatka) po jednorazowym
podaniu OktaBDE szczurom. Na rycinie przedstawiono wartosci $rednie i odchylenia standardowe (SD).
a— wynik znamienny statystycznie w stosunku do kontroli czystej, a = 0,05.

Fig. 2. Total levels of microsomal cytochrome P-450 in the liver (nmol/mg of protein) after a single admi-
nistration of OctaBDE to rats. The results represent mean followed by standard deviation (SD).
a — significantly different from non-exposed control animals, o. = 0,05.

Analiza aktywnos$ci AIAT 1 AspAT w surowicy nie wykazata wyraznych zmian,
ktore $wiadczytyby o hepatotoksycznosci OktaBDE po jednorazowym podaniu
zwiazku szczurom (tab. I).

Ocena hepatotoksycznos$ci po wielokrotnym podawaniu OktaBDE

Po wielokrotnym podawaniu szczurom OktaBDE zanotowano obnizenie przy-
rostu masy ciata zwierzat (ryc. 3). Efekty takie (istotne statystycznie) po 7 dniach
narazenia obserwowano tylko po najwyzszej dawce (200 mg/kg/dzien), po 14 1 21
dniach — po dawkach 40 i 200 mg/kg/dzien. Ekspozycja 28-dniowa spowodowata
obnizenie przyrostu masy ciata juz po dawce 2 mg/kg/dzien. Po tym czasie po wyz-
szych dawkach (8—200 mg/kg/dzien) efekty te nasility si¢. Po najwyzszej dawce
podawanej przez 28 dni badany parametr byt obnizony o prawie 30% w porownaniu
z grupa kontrolna.

Po wielokrotnym podawaniu OktaBDE zanotowano takze, zalezny od dawki,
wzrost wzglednej masy watroby (ryc. 4). Po podawaniu dwéch najwyzszych da-
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wek (40 i 200 mg/kg/dzien) byt on wyzszy od kontrolnego o ok. 40—55%. Tylko
po najnizszej z podawanych dawek (0,4 mg/kg/dzien) nie zaobserwowano wzrostu
poziomu tego parametru. Dostgpne w piSmiennictwie dane wskazuja, ze po mie-
sigcznej ekspozycji na OktaBDE zwigkszenie wzglgdnej masy watroby notowano,
gdy komercyjny zwiazek podawano w dawkach 100, 1000 i 10000 ppm w diecie, co
odpowiadato ok. 8—10, 82—-106 i 1000 mg/kg m.c./dzien (2).

[kontrola czysta Mkontrola olejowa
140 - OktaBDE 0,4 mg/kg [JOktaBDE 2 mg/kg
O OktaBDE 8 mg/kg B OktaBDE 40 mg/kg
130 B OktaBDE 200 mg/kg
120 - a
< abb
% 110 - ab a
% = ab ab
2 100 A
a ab ab
E, 90 ab
[
8
& 80
70 A
60
50
40
7 14 21 28

Dni podawania

Ryc. 3. Zmiana masy ciata (%) po wielokrotnym podawaniu OktaBDE szczurom. Na rycinie przedstawio-
no wartosci $rednie i odchylenia standardowe (SD).
a — wynik znamienny statystycznie w stosunku do kontroli czystej, a. = 0,05; b — wynik znamienny staty-
stycznie w stosunku do kontroli olejowej, a = 0,05.

Fig. 3. Change in body mass (%) after repeated administration of OctaBDE to rats. The results represent
mean followed by standard deviation (SD).

a — significantly different from non-exposed control animals, o. = 0,05; b — significantly different from oil
control animals, oo = 0,05.

Wielokrotna ekspozycja szczuréw na OktaBDE spowodowala takze zmiany po-
ziomu sumy cytochroméw P450 w watrobie (tab. II). Istotne statystycznie zwigk-
szenie st¢zenia tego wskaznika (dochodzace do ok. 140% warto$ci kontrolnych)
obserwowano po 14 i 28 dniach podawania. Efekty te nie byty jednak zalezne od
wielkoséci podawanej dawki. Indukcje enzymow mikrosomalnych watroby obser-
wowano takze po podawaniu komercyjnego OktaBDE przez 14 dni (w dawce 80
mg/kg/dzien) oraz po znacznie dtuzszej, 90-dniowej ekspozycji na dawki 5—20 mg/
kg/dzien (14, 15).

OktaBDE podawany szczurom wielokrotnie, nie spowodowat wzrostu aktywno-
sci AIAT w surowicy, co wskazywatoby na martwicg watroby (tab. II).
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Ryc. 4. Zmiana wzglgdnej masy watroby (%) po wielokrotnym podawaniu OktaBDE szczurom. Na ryci-
nie przedstawiono wartosci $rednie i odchylenia standardowe (SD).
a — wynik znamienny statystycznie w stosunku do kontroli czystej, o = 0,05; b — wynik znamienny staty-
stycznie w stosunku do kontroli olejowej, a = 0,05.
Fig. 4. Change in relative mass of liver (%) after the repeated administration of OctaBDE to rats. The
results represent mean followed by standard deviation (SD).
a — significantly different from non-exposed control animals, o. = 0,05; b — significantly different from oil

control animals, o = 0,05.

Tabela Il. Wybrane parametry biochemiczne ($rednie = SD) (poziom sumy cytochroméw P-450 w mikrosomach
watroby i aktywno$¢ AIAT w surowicy) po wielokrotnym podaniu szczurom OktaBDE
Table Il. The selected biochemical parameters (mean + SD) (total levels of microsomal cytochrome P-450 in the
liver and activity of ALT in the serum) after repeated administration of OctaBDE to rats

Dni podawania
Rodzaj ekspozycji
7 14 21 28
Suma cytochroméw P-450 w watrobie (nmol/mg biatka mikrosomalnego)
kontrola czysta z potgczonych grup kontrolnych: 0,943 + 0,199

kontrola olejowa 0,714 = 0,082 | 1,248 + 0,103 | 0,872 = 0,090 | 0,889 + 0,136
OktaBDE 0,4 mg/kg/dzien 1,027 = 0,112 | 1,033 + 0,036
OktaBDE 2 mg/kg/dzien 0,860 = 0,110 | 1,224 = 0,067 | 1,207 = 0,112 | 1,316 = 0,051

b ab
OktaBDE 8 mg/kg/dzien 0,861 + 0,083 | 1,157 + 0,078 | 1,132 = 0,187 | 1,360 = 0,129

ab
OktaBDE 40 mg/kg/dzien 1,085 = 0,190 | 1,323 = 0,070 | 1,078 + 0,036 | 0,990 + 0,131

a b

OktaBDE 200 mg/kg/dzien 0,977 + 0,409 | 1,008 + 0,181 | 0,884 + 0,271 | 0,787 = 0,121
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Tabela ll. (cd.)
Table Il. (cont.)
Rodzaj ekspozyciji Oni podawania
7 14 21 28
Aktywnosc¢ AIAT w surowicy (umol pirogronianu/cm? surowicy)
kontrola czysta z potgczonych grup kontrolnych: 2,124 + 0,379
kontrola olejowa 1,609 + 0,293 | 1,930 + 0,206 | 2,386 = 0,121 | 2,388 + 0,322
OktaBDE 0,4 mg/kg/dzien 2,473 + 0,469 | 2,421 + 0,279
OktaBDE 2 mg/kg/dzien 1,837 + 0,372 | 2,047 += 0,251 | 3,264 = 0,551 | 2,553 + 0,348
ab
OktaBDE 8 mg/kg/dzien 1,901 = 0,225 | 2,394 = 0,431 | 2,101 = 0,251 | 2,577 + 0,356
OktaBDE 40 mg/kg/dzien 2,001 = 0,730 | 1,780 = 0,456 | 3,053 + 0,616 | 2,212 + 0,389
OktaBDE 200 mg/kg/dzien 2,220 E 0,144 | 1,769 + 0,301 | 1,749 E 0,412 | 0,226 + 0,388

a — wynik znamienny statystycznie w stosunku do kontroli czystej, o = 0,05; b — wynik znamienny statystycznie
w stosunku do kontroli olejowej, o = 0,05;

a — significantly different from pure control animals, o = 0.05; b - significantly different from oil control animals,
a = 0.05.

WNIOSKI

1. Zarbwno po jednorazowym, jak i1 wielokrotnym podawaniu szczurom
OktaBDE nie stwierdzono martwicy watroby.

2. Po jednorazowym podaniu OktaBDE efekty toksycznego dziatania zwiazku
(zmniejszenie przyrostu masy ciala, wzrost wzglednej masy watroby, zwigkszenie
poziomu sumy cytochromow P-450 w watrobie) obserwowano po dwoch najwyz-
szych dawkach: 200 i 2000 mg/kg m.c. Po najnizszej dawce — 25 mg/kg — nie zano-
towano efektéw dzialania toksycznego (NOAEL).

3. Po wielokrotnym podawaniu OktaBDE najnizsza dawka powodujaca toksycz-
ne dzialanie zwiazku byla dawka 2 mg/kg/dzien (LOAEL). Obserwowano wtedy
wzrost wzglednej masy watroby i1 indukcj¢ sumy cytochroméw P-450 w watrobie.

4. Za najwyzszy poziom niewywolujacy dzialania toksycznego (NOAEL) po
wielokrotnym podawaniu OktaBDE mozna przyja¢ dawke 0,4 mg/kg/dzien.

E. Bruchajzer, B. Frydrych, JLA. Szymanska

THE EVALUATION OF SELECTED PARAMETERS OF HEPATOTOTOXICITY
OF OCTABROMODIPHENYL ETHER AFTER SINGLE
AND REPEATED ADMINISTRATION TO RATS

Summary
The aim of this study was to evaluate the toxicity of octabromodiphenyl ether (OctaBDE) — a flame

retardant — on the rat liver. Female rats were used in the experiment. The animals were exposed intragastri-
cally, either to single doses of 25 — 2000 mg/kg b.w., or received the chemical intragastrically at doses 0.4
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to 200 mg/kg/day for 7 to 28 days. Both after single and repeated administration, there was no increase in
the activity of the indicators of liver necrosis (ALT, AST). After the single administration of OctaBDE at
the lowest of dose (25 mg/kg b.w.), the changes in the analyzed parameters were not observed — therefore
the dose may be assumed to represent the NOAEL. Exposure to the higher doses (200 and 2000 mg/kg
b.w.) resulted in reduced body weight gain, increased relative liver mass and increased total cytochromes
P-450 in the liver. Changes in these parameters were also observed after repeated administration of OctaB-
DE at 2 — 200 mg/kg/ day. After repeated exposure to this compound at the dose of 0.4 mg/kg/day, there
were no toxic effects (NOAEL).
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