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W pracy przeprowadzono ocene histopatologicznq wqtroby samcow szczuréw
Wistar, ktorym podawano wielokrotnie (7, 14, 21 lub 28 dni) drogq dozolqdko-
wq dwie rozne mieszaniny polichlorowanych naftalenow (PCNs): w tym jednq
o sktadzie zblizonym do najczesciej stosowanego w przeszitosci preparatu Halo-
wax 1014 oraz drugq sktadajqcaq sie gtownie z izomerow heksachloronaftalenu
uwazanego za najbardziej toksyczny kongener PCNs.
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Polichlorowane naftaleny (PCNs) to grupa 75 kongenerow, ktérych mieszaniny
w handlowych preparatach (m.in. Halowax, Nibren Wax, Perna Wax, Seekay Wax,
Clonacire Wax), byty bardzo powszechnie uzywane w réznych gateziach przemystu
(np. w przemysle elektroenergetycznym) (1, 2). Stosowano je takze do impregnacji
drewna, papieru i materiatéw tekstylnych celem zwickszenia opornosci tych mate-
riatdbw na dzialanie wody, ognia oraz warunkow atmosferycznych (1). Najczesciej
stosowanymi do konca lat 80’ ubiegtego wieku preparatami byty Halowax 1013 i Ha-
lowax 1014 (3). Pomimo, iz od wielu lat zabroniono ich syntezy oraz stosowania, to
wiasciwosci fizyko-chemiczne PCNss (gtéwnie duza stabilnos¢ termiczna i chemicz-
na) sprawity, ze sa wszechobecne praktycznie we wszystkich elementach srodowiska
naturalnego (powietrze, woda, gleba) (2, 4). PCNs naleza do zanieczyszczen, ktorych
na przyktad nie mozna wyeliminowac z zywnosci. Ich obecnos¢ wykazano w rybach
morskich oraz rzecznych, mleku, jajach, przetworach migsnych, olejach i thuszczach
zwierzecych (5, 6, 7). Ze wzgledu na ogromna trwato$¢é w srodowisku oraz dziatanie

* Badania zostaly dofinansowane z dzialalnos$ci statutowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
(Nr 503/3-045-01/503-31-001).
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toksyczne, zwiazki te zostaly w 2012 r. wlaczone przez kraje Unii Europejskiej do
grupy tzw. trwalych zanieczyszczen organicznych (IZ0) uwazanych za najgrozniej-
sze trucizny srodowiskowe dla ludzi (8).

Z przeprowadzonych przez nas wczes$niej badan toksycznosci ogolnej wynika,
ze mieszaniny polichlorowanych naftalenéw wywoluja u szczuréw dziatanie neuro-
toksyczne objawiajace si¢ m.in. anoreksja, a takze indukuja stres oksydacyjny oraz
bardzo silna peroksydacja lipidow w watrobie, co prawdopodobnie prowadzi do jej
stluszczenia (9, 10, 11).

Celem pracy byta ocena histopatologiczna watroby pozwalajaca na potwierdzenie
dziatania hepatotoksycznego PCNs u samcow szczuréw szczepu Wistar, ktorym wie-
lokrotnie droga dozotadkowa podawano dwie mieszaniny polichlorowanych naftale-
néw, jedna o sktadzie zblizonym do preparatu Halowax 1014, i druga sktadajaca si¢
z izomerow heksachloronaftalenu (heksaCN), uwazanego za najbardziej toksyczny
kongener.

MATERIALY I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na samcach szczurow Wistar o masie 26538 g
pochodzacych ze Zwierzgtarni Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Zwierzgta kar-
mione byty standardowa pasza ,,Murigran” (Agropol, Motycz, Polska) i otrzymywaty
wode ad libitum. W trakcie eksperymentu zwierzeta przebywaty w pomieszczeniu
o temp. 21-23°C 1 wilgotnos$ci 55+5% przy cyklu $wiatto/ciemnos¢ wynoszacym
12/12 godz. Eksperyment przeprowadzony byt zgodnie z obowiazujacymi przepi-
sami i uzyskat zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach
(Nr L/BD/170).

W badaniu zastosowano dwie mieszaniny polichlorowanych naftalenow (PCNs
i heksaCN) zsyntetyzowane w Zaktadzie Chemii Radiacyjnej Politechniki L.odzkiej,
dla ktorych sktad poszczegdlnych kongenerow potwierdzony (jakosciowo i iloscio-
wo) metoda GC/MS (chromatograf gazowy Agilent-6890 potaczony z detektorem
mas Agilent-5973 MSD-EI) przedstawiat si¢ nastgpujaco: mieszanina PCNs: 54%
tetraCN, 8% pentaCN, 23% hexaCN i 14% heptaCN; natomiast mieszania heksaCN
sktadata si¢ w 94,14% z r6znych izomerow heksaCN: 81,17% 1,2,3,5,6,7-heksaCN
oraz 12,97% z innych izomeréw heksaCN (1,2,3,4,6,7-,2,3,4,5,6,7-, 1,2,4,5,6,7-hek-
saCN). Dodatkowo, obie mieszaniny poddano analizie iloSciowej w celu spraw-
dzenia zawartoéci dioksyn i furanow za pomoca metody rozcienczen izotopo-
wych HRGC/HRMS. Zawarto$¢ wymienionych zanieczyszczen nie przekraczala
0,1pg/100 pg.

Obie mieszaniny: PCNs i heksaCN podawano szczurom (dla kazdej dawki, n=5)
dozotadkowo (za pomoca sondy) po rozpuszczeniu w oleju stonecznikowym w ob-
jetosci 0,5 cm3/100 g masy ciata szczura. Grupa kontrolna (n=5) otrzymywata ve-
hiculum (olej stonecznikowy) w takiej samej ilo§ci. Mieszaning PCNs podawano
szczurom codziennie w dawkach: 1, 10 i 100 mg/kg masy ciata przez 7, 14 1 21 dni,
natomiast mieszaning izomerdéw heksaCN podawano przez 7, 14 128 dni w dziennych
dawkach: 11 10 mg/kg masy ciata. Ze wzgledu na widoczne niekorzystne dziatanie
mieszaniny PCNs podawanej szczurom w dawce 100 mg/kg masy ciata eksperyment
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zakonczono po 14 dniach. W trakcie trwania obu eksperymentéw codziennie kontro-
lowano zmiang masy ciata zwierzat, a takze spozycie paszy 1 wody.

Po zakonczonym okresie podawania badanych substancji, szczury poddano euta-
nazji poprzez skrwawienie przez punkcje¢ dosercowa w narkozie z uzyciem dwutlen-
ku wegla po: 7, 14121 dniach narazenia na mieszaning PCNs oraz po 7,14 1 28 dniach
po podaniu heksaCN. Od kazdego zwierzgcia pobrano watrobg do oceny histopa-
tologicznej oraz surowicg, w ktorej oznaczono aktywnosci: aminotransferazy alani-
nowej (AIAT, E.C 2.6.1.2) oraz dehydrogenazy sorbitolowej (SDH, E.C 1.1.1.14).
Aktywnos¢ aminotransferazy alaninowej i dehydrogenazy sorbitolowej oznaczono
zgodnie z metodyka zamieszczona w publikacji (9). Za jednostke aktywnosci AIAT
przyjeto liczbe umoli powstatego w ciagu 1 godz. w temp. 37°C pirogronianu sodu
w przeliczeniu na lcm? surowicy, natomiast aktywno$é SDH wyrazano w jednost-
kach migdzynarodowych IU.

Pobrane do oceny histopatologicznej probki watroby utrwalano w 10% buforo-
wanej formalinie (pH=7,4). Nastepnie uformowano bloczki parafinowe, pocigto je
i przeprowadzano przez szereg alkoholi, starannie ptukano w wodzie destylowanej
i poddano wybarwieniu hematoksyling i eozyna. Zabarwione skrawki nastgpnie od-
wadniano w szeregu alkoholi. Tak przygotowane preparaty oceniano w mikroskopie
$wietlnym. Oceng zaawansowania procesu zapalnego w watrobie oparto na migdzy-
narodowej skali (od 1 do 4), w ktorej stosuje si¢ oznaczenia G (grading) — ocena
stopnia uszkodzenia hepatocytéw oraz rozprzestrzeniania naciekéw limfatycznych i
S (staging) — ocena w zmianach budowy calego narzadu i zaawansowania procesow
wldknienia oraz marsko$ci watroby (12).

Statystyczne opracowanie wynikow przygotowano za pomocg programu Statistica
10.0 (StatSoft Inc., USA) korzystajac z analizy wariancji ANOVA. Roznice przy
p<0,05 i przy p<0,01 uznano za znamienne statystycznie.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Spozywane z dieta nawet w $ladowych ilosciach PCNs w sposob nieunikniony
moga kumulowac si¢ w ré6znych narzadach i tkankach cztowieka przez cale jego
zycie. Badania populacji generalnej przeprowadzone w licznych krajach na swiecie
potwierdzity obecno$¢ tych zwiazkow gtownie w tkance thuszczowej oraz w watro-
bie, ktora jest uwazana za narzad krytyczny (1,13,14). Dominujacymi kongenerami
PCNs zidentyfikowanymi w tkankach ludzi z populacji generalnej byty gléwnie
izomery tetraCN, pentaCN oraz dwa izomery heksaCN: 1,2,3,4,6,7,/1,2,3,5,6,7-hek-
saCN (1,13,14). Dane na temat toksycznosci polichlorowanych naftalenéw u ludzi
dotycza gtownie narazenia zawodowego. U pracownikéw obserwowano nieswoiste
objawy ze strony OUN (zawroty i bole glowy, ktopoty z koncentracja, czy zaha-
mowanie taknienia), a takze uszkodzenie watroby o charakterze martwiczym (1).
Z przegladu piSmiennictwa wynika, ze cho¢ niewiele jest badan eksperymentalnych
na zwierzg¢tach, to wykazano, ze podobnie jak u ludzi, réwniez u szczuréw zwiazki
te m.in. wywoluja dziatanie anorektyczne prowadzace do istotnego zmniejszenia
masy ciata jak rowniez toksycznie wplywaja na watrobe (1, 9, 10). O ile u ludzi
narazonych na PCNs zawodowo (droga inhalacyjna) obserwowano efekty toksycz-
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nego uszkodzenia watroby o charakterze martwiczym (1), to w przypadku badan
toksycznosci ogolnej przeprowadzonych na szczurach narazonych na te zwiazki
droga pokarmowa (w paszy lub po podaniu dozotadkowym) dziatania takiego nie
potwierdzono (1, 9, 10). Swiadczyt o tym m.in. brak zmian w aktywnosci uznanych
enzymow wskaznikowych charakterystycznych dla uszkodzenia watroby tj. ami-
notransferazy alaninowej (AIAT), czy dehydrogenazy sorbitolowej (SDH) — szcze-
gblnie czutego markera hepatotoksycznos$ci dla gryzoni (9). Z przeprowadzonych
przez nas wczesniej eksperymentdéw na szczurach, ktorym podawalismy zaréwno
mieszaning PCNs jak i heksaCN wynikato, ze zwiazki te moga jednak indukowaé
dziatanie hepatotoksyczne, ale o charakterze sttuszczenia watroby (9,10). U na-
razanych szczuréw wykazano hepatomegali¢ oraz zalezna od dawki bardzo silna
peroksydacje lipidow w watrobie wyrazona istotnym wzrostem poziomu dialdehydu
malonowego (MDA) (9,10).

Wyniki oceny histopatologicznej watroby szczuréw narazonych na obie podawane
wielokrotnie mieszaniny: PCNs i heksaCN przedstawiono w tab. I. Obliczono takze
czesto$¢ wystgpowania zmian sthuszczeniowych o réznym stopniu zaawansowania
w zaleznosci od dawki i czasu ekspozycji, co przedstawiono na ryc. 1. Jak wynika
z analizy uzyskanych wynikow do najczgstszych zmian stwierdzonych w watrobach
narazonych na obie mieszaniny szczurow nalezaty: sttuszczenie, przewlekte zmiany
zapalne oraz zaburzenia odptywu z6lci. Przyktadowe zdjecia wskazujace na typowe
zmiany histopatologiczne przedstawiono na ryc. 2. Analiza mikroskopowa watro-
by szczurdéw po narazeniu na mieszaning PCNs i heksaCN wykazata, ze natezenie
zmian sthuszczeniowych (wyrazone poprzez odsetek hepatocytow ze sttuszczeniem),
jak rowniez ich rozmieszczenie (strefy zrazika lub caty zrazik) zalezato w wigk-
szym stopniu od liczby podanych dawek obu substancji anizeli od wielkosci dawek,
przy czym mieszanina PCNs sktadajaca z réznych kongeneréw wydaje si¢ dziatac
znacznie silniej niz heksaCN, ktory jest uwazany za najbardziej toksyczny kongener.
Wyniki wielokrotnego podania mieszaniny PCNs, przedstawione w tab. [ wskazuja,
ze efekt sthuszczenia watroby pojawit si¢ juz po podaniu 7-krotnym niezaleznie od
dawki. Sttuszczenie miato charakter zmian zaréwno drobno- jak i wielkowodnicz-
kowych, wystgpujacych w centralnej strefie zrazikow, a niekiedy obejmujacych cate
zraziki. Zmiany te dotyczyly od mniej niz 33%, do ponad 66% hepatocytéw. Istotnosé
statystyczna stwierdzono po podaniu dwoch wyzszych dawek. Po podaniu 14-krot-
nym obserwowane zmiany cho¢ miaty podobny charakter, to obejmowaty mniejszy
zakres uszkodzonych hepatocytéw (do 66% hepatocytow). Stopien zaawansowania
sttuszczenia byl istotny statystycznie (p <0,05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej
tylko po narazeniu na najwyzsza dawke (100 mg/kg m.c.). Natomiast po podaniu
21-krotnym mieszaniny PCNs stwierdzono zalezno$¢ dawka-efekt. Po narazeniu
szczurow na dawke 10 mg/kg m.c. stluszczenie watroby wystapito u wigkszej liczby
zwierzat (4/5) anizeli po podaniu dawki 1 mg/kg m.c. (3/5) (ryc. 1). Natomiast sthusz-
czenie watroby u szczuréw, ktorym podawano heksaCN (tab. I) odznacza si¢ mniej-
sza intensywnoscia. Pierwsze oznaki sttuszczenia watroby wykazano niezaleznie od
dawki dopiero po podaniu 14-krotnym. Sttuszczeniu uleglo do 66% hepatocytow,
gléwnie w centralnej strefie zrazikdw. Natomiast cechy wyraznego stluszczenia wa-
troby obejmujacego ponad 66% hepatocytéw stwierdzono tylko u jednego osobnika
dopiero po 28-krotnym narazeniu.
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Ryec. 1. Czgstos¢ wystgpowania zmian sttuszczeniowych o réznym stopniu zaawansowania w zalezno$ci
od dawki i czasu ekspozycji na: A) mieszaniny PCNs; B) heksaCN.

Fig. 1. The incidence of fatty change with the grade of steatosis, depending on the dose and time of
exposure: A) mixture of PCNs; B) hexaCN.

Jak wynika z tab. I cechy przewleklego zapalenia watroby stwierdzono u szczuréw
po ekspozycji na mieszaning PCNs w kazdym punkcie czasowym do$wiadczenia jed-
nak nie dla wszystkich dawek. Stad pomimo zr6znicowania w nasileniu tych zmian,
nie wykazano zaleznosci ani od ilo$ci podan, ani od wielkosci zastosowanej dawki.
Nasilenie zmian zapalnych wahato si¢ w granicach od G1 S1 do G3 S3, a w pojedyn-
czych przypadkach takze do G4. Natomiast u szczurow, ktorym podawano heksaCN
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A

Ryc. 2. Przyktadowe zdjgcia wybranych preparatow histopatologicznych watrob barwionych hematok-
syling i eozyna. (A) — Obraz histopatologiczny prawidtowej watroby szczura (grupa kontrolna) z wi-
doczna zyla centralng zrazika i przestrzenia wrotno-zotciowa, x100; (B) — Przewlekle zapalenie G3, S3,
rozrost kanalikow zotciowych (zaburzenia odptywu zokci). Widoczny rozplem kanalikow zotciowych
i stluszczenie (podanie 14 dawek mieszaniny PCNs w dawce 100 mg/kg m.c.), x200; (C) — sttuszczenie
drobno- i wielkowodniczkowe obejmujace ponad 66% hepatocytdw po narazeniu na 21 dawek mieszaniny
PCNs 10 mg/kg m.c., x400.

Fig. 2. Histopathological pictures of rat liver sections stained with hematoxylin and eosin. (A) — The liver
of the control group animal, showing normal histology of hepatic lobule with central vein and portobi-
liary space, x100; (B) — The rat liver after administration of 14 doses of 100 mg/kg b.w. PCNs mixture.
Chronic hepatitis G3, S3, proliferation of bile ducts (disorders of bile flow), X200; (C) — The rat liver after
administration of 21 doses of 10 mg/kg b.w. PCNs mixture. Micro- and macrovesicular steatosis, x400.
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tylko w dawce 10 mg/kg m.c. zaréwno po 14- jak i 28-krotnym podaniu odnotowano
jedynie pojedyncze przypadki przewlektego zapalenia o duzym natgzeniu (G3 S3).

W wykonanych badaniach histopatologicznych watroby narazanych na obie mie-
szaniny polichlorowanych naftalenéw stwierdzono ponadto przypadki rozrostu ka-
nalikow zoétciowych, ktéremu towarzyszyty zaburzenia w odptywie zotci. Poniewaz
stwierdzone zmiany cholestatyczne obserwowano po podaniu 7 lub 14 dawek mie-
szaniny PCNs, a nie po podaniu 21-krotnym, to moze wskazywac na ich przejsciowy
charakter.

Zaréwno badania histopatologiczne watroby, jak i pomiar aktywnosci enzymow
wskaznikowych charakterystycznych dla uszkodzenia watroby (AIAT, SDH) dla obu
badanych w pracy mieszanin nie wskazuje na indukcje zmian martwiczych w tym
narzadzie (tab. II). Martwicg odnotowano tylko w pojedynczych przypadkach, a uzy-
skane wyniki nie byly statystycznie istotne.

WNIOSKI

1. Wyniki oceny histopatologicznej watroby szczura potwierdzity, ze wielokrot-
ne narazenie na badane mieszaniny: PCNs i heksaCN podawane droga pokarmowa
prowadzi do indukcji zmian w watrobie o charakterze sthuszczeniowym, ktoremu na
ogot towarzysza zmiany zapalne o charakterze przewlektym.

2. Stwierdzone w badaniach zaburzenia odptywu zo6tci oraz rozrost kanalikow
zotciowych obserwowany w pojedynczych przypadkach mozna uznaé¢ za zmiang
o charakterze przejSciowym.

3. Wigksze nasilenie zmian histopatologicznych w watrobie szczuréw po naraze-
niu na mieszaning r6znych kongeneréw PCNs w poréwnaniu do mieszaniny zawie-
rajacej izomery heksaCN, moze sugerowac na interakcj¢ o charakterze synergizmu
pomigdzy poszczegdlnymi kongenerami PCNs.

J. Stragierowicz, A. Daragd6, M. Klimczak, A. Galoch,
J. Duda-Szymanska, M. Skrzypinska-Gawrysiak, A. Kilanowicz

HISTOPATHOLOGICAL CHANGES IN THE RAT LIVER AFTER EXPOSURE TO DIFFERENT
MIXTURES OF POLYCHLORINATED NAPHTHALENES. A COMPLEMENTARY STUDY

Summary

The study was carried out to assess histopathological changes in the liver of male Wistar rats. The
animals were administered intragastrically two different mixtures of polychlorinated naphthalenes (PCNs)
in repeated doses for 7, 14, 21 or 28 days. One of those mixtures showed the composition similar to that
used in the preparation most commonly applied in the past (Halowax 1014) and the other one predomi-
nantly composed of isomers of hexachloronaphthalene, considered to be the most toxic PCN congener.
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