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2. STRESZCZENIE

n-Heksan (n-H), etylobenzen (EB) i tetrachloroeten (TET) sg szeroko stosowane w
przemysle, gtdwnie jako rozpuszczalniki organiczne gum, zywic naturalnych i syntetycznych,
klejow, barwnikoéw, lakieréw; do odttuszczania detali, cze$ci maszyn i urzadzen; do
czyszczenia na sucho (pralnie chemiczne) oraz jako potprodukty do syntezy organicznej. W
Polsce istnieje 12 zaktadéw produkujgcych farby i lakiery, zatrudniajgcych ok. 5200
pracownikéw, z ktérych potowa narazona jest na rozpuszczalniki organiczne. W zaktadach
tych zidentyfikowano ok. 40 pojedynczych substancji lotnych, ktére dodatkowo mogag
przechodzi¢ do Srodowiska ogolnego, stanowigc potencjalne zagrozenie dla populacji
generalnej. Narazenie zawodowe i srodowiskowe na te substancje ma charakter ztozony,
poniewaz jest zwigzane z obecnoscig w srodowisku mieszaniny substancji lotnych, a
wiekszos¢ dostepnych danych toksykologicznych dotyczy pojedynczych substancji, a nie ich
mieszanin.

Wiadomo, ze n-H, EB i TET w wysokich stezeniach dziatajg depresyjnie na osrodkowy
uktad nerwowy (OUN) oraz draznigco na btony sluzowe goérnych drég oddechowych i spojéwki
oczu. Efekty te sg przypisywane substancjom macierzystym. Ostra toksycznosé tych
zwigzkow, wyrazona wartosciami medialnych dawek (LDso) i stezen (LCso) $miertelnych, jest
stosunkowo niewielka. U szczuréw po podaniu dozotgdkowym wynosi od kilku tysiecy do
kilkudziesieciu tysiecy miligraméw na kilogram masy ciata, podczas gdy w przypadku
narazenia inhalacyjnego kilkadziesigt, a nawet kilkaset tysiecy mg/m3. Wartosci
wymienionych miernikdw toksycznosci rosng w kolejnosci: EB, TET i n-H, co wskazuje na
spadek toksycznosci tych substancii.

Z drugiej strony, biotransformacja tych zwigzkéw do 2,5-heksanodionu w przypadku
n-H, kwasu hipurowego w przypadku EB i kwasu trichlorooctowego w przypadku TET w
warunkach narazenia powtarzanego moze prowadzi¢ do zaburzen uktadowych, a zwtaszcza
neuropatii obwodowej w przypadku n-H oraz hepatotoksycznos$ci w przypadku EB i TET.

Brak danych odno$nie interakcji wymienionych zwigzkow uzasadniat podjecie badan
nad ich wzajemnym wplywem na metabolizm i toksycznos¢ u zwierzat laboratoryjnych.
Chociaz n-H, EB i TET reprezentujg rozne grupy zwigzkéw organicznych, to jednak mozliwos¢
ich fgcznego wystepowania w srodowisku oraz ich metabolizm przy udziale mikrosomalnych
monooksygenaz zaleznych od tych samych lub pokrewnych izoform cytochromu P-450 (CYP)
potwierdzajg celowos¢ podjetych badan.

Celem pracy byta ocena interakcji metabolicznych i toksykodynamicznych miedzy n-H

i EB; n-H i TET oraz EB i TET u szczuréw w warunkach narazenia powtarzanego



krotkoterminowego (28 dni) oraz podprzewlektego (3 miesigce). Badania przeprowadzono na
szczurach Wistar, samcach, w wieku ok. 3 miesigce, pochodzacych z hodowli Instytutu
Farmaceutycznego w Warszawie.

Badania przeprowadzono na dwoch modelach doswiadczalnych: narazenie
powtarzane krétkoterminowe (28 dni): szczury otrzymywaty podskérnie olejowe roztwory
badanych zwigzkéw pojedynczo lub w mieszaninach réwnomolowych (1:1) (dawka
pojedynczego zwigzku wynosita 0,45 mmola/kg m.c.) oraz narazenie podprzewlekfe: szczury
otrzymywaty w wodzie do picia TET, n-H lub EB w stezeniach odpowiednio 905, 226 i 226
pmol/l lub dwusktadnikowe mieszaniny TET z n-H lub TET z EB w stosunku molowym 1:0,25
(TET = 1) codziennie przez okres 90 dni. Do obu doswiadczen wprowadzono grupy kontrolne
nie narazone na badane zwigzki. Zakres badan obejmowat: ocene metabolizmu badanych
zwigzkow, ocene neurotoksycznosci za pomocg testéw behawioralnych oraz ocene
hepatotoksycznosci za pomocag wskaznikéw biochemicznych.

Przebieg metabolizmu badanych zwigzkéw oceniono w doswiadczeniu 28 i 90-
dniowym. W celu jego oceny oznaczano metabolity badanych zwigzkéw w dobowych porcjach
moczu. Stezenie 2,5-heksanodionu oznaczano metodg chromatografii gazowej z detekcja
ptomieniowo-jonizacyjng (GC-FID), natomiast stezenia kwasu hipurowego i kwasu
trichlorooctowego oznaczano metodami spektrofotometrycznymi. Wszystkie metody byly
walidowane z okresleniem progu oznaczalnosci, zakresu liniowosci i precyzji metody.
Réwnoczesnie prowadzono wewnatrzlaboratoryjng kontrole oznaczen.

Badania behawioralne obejmowaty odruchy: rogéwkowy i postawy; aktywnosé
psychoruchowg w wolnym polu; ocene stanu czynno$ciowego narzadu ruchu w tescie
utrzymywania sie zwierzgt na walcu obrotowym; aktywnos¢ unikania bodzca termicznego
(test ,goracej ptytki”) oraz prébe wysitkowag na biezni ruchomej. W badaniach tych ustalono
kryteria kwalifikacyjne zwierzat do dalszych doswiadczen przez okreslenie m.in. optymalnego
czasu trwania treningu, optymalnej szybkosci obrotéw walca lub biezni ruchomej oraz
wielkosci bodzca termicznego w tescie ,gorgcej ptytki”. Badania te mialy na celu ustalenie
warunkéw zapewniajgcych powtarzalno$é otrzymywanych wynikéw pomiaréw, a zatem
najmniejszy btad pomiaru. Badania behawioralne wykonano tylko u zwierzat narazonych na
badane zwigzki przez okres 28 dni i w grupie kontrolne;.

Ocene hepatotoksycznego dziatania badanych zwigzkéw oparto na aktywnosci
enzymow wskaznikowych surowicy krwi, tj. aminotransferazy alaninowej (ALT),
dehydrogenazy sorbitolowej (SDH), dehydrogenazy glutaminianowej (GIDH), v-
glutamylotranspeptydazy (GGTP) oraz frakgji lipidowych surowicy — cholesterolu
catkowitego (T-C), cholesterolu lipoprotein wysokiej gestosci (HDL-C), cholesterolu
lipoprotein niskiej gestosci (LDL-C) i triglicerydow (TG), a takze stezenia dialdehydu

malonowego (MDA), bedacego produktem peroksydaciji lipidéw. Ponadto oznaczano



stezenie MDA i niebiatkowych grup tiolowych (NPSH) w watrobie, nerkach, jadrach i
Sledzionie celem oceny procesow prooksydacyjnych. Oznaczenia aktywnosci enzymoéw
przeprowadzono testami kinetycznymi, frakcji lipidowych zestawami diagnostycznymi, MDA
metodg z kwasem tiobarbiturowym, podczas gdy NPSH oznaczano metodg kolorymetryczna.
Badania te wykonano zaréwno w doswiadczeniu 28-dniowym, jak i 90-dniowym.

Stwierdzono, ze w doswiadczeniu 28-dniowym n-H i EB dziataly hamujgco na proces
utleniania TET do kwasu trichlorooctowego przez pierwsze dwa tygodnie narazenia. Z kolei
n-H i TET stymulowaty przemiane EB do kwasu hipurowego przez dwa ostatnie tygodnie
narazenia. EB dziatat hamujgco na przemiane n-H do 2,5-heksanodionu w ostatnim tygodniu
doswiadczenia. W warunkach narazenia podprzewlekliego nie obserwowano interakciji
metabolicznych w Zzadnej z badanych grup zwierzat.

Poza niewielkim uposledzeniem aktywnosci poznawczej szczuréw w tescie wolnego
pola nie obserwowano istotnych réznic w zachowaniu sie zwierzat w grupach badanych w
poréwnaniu z grupami kontrolnymi.

W doswiadzczeniu 28-dniowym w zadnej grupie doswiadczalnej nie obserwowano
zmian enzymatycznych w surowicy krwi w stosunku do grupy kontrolnej, podczas gdy w
doswiadczeniu 90-dniowym u szczuréw narazonych na TET i mieszaning TET i EB
obserwowano pod koniec doswiadczenia wzrost aktywnosci ALT i SDH w surowicy krwi. Nieco
stabiej zaznaczony wzrost aktywnosci ALT wystepowat u szczuréw narazonych na TET i n-H.
Zmiany biochemiczne w postaci wzrostu stezenia TG w surowicy krwi stwierdzono u szczuréw
narazonych na TET i jego mieszaniny z EB lub n-H po 3 miesigcach doswiadczenia.

W doswiadczeniu 28-dniowym w profilu lipidowym surowicy obserwowano spadek
stezenia HDL-C i wzrost stezenia LDL-C we wszystkich grupach zwierzat z wyjgtkiem
szczuréw otrzymujgcych sam TET. Ponadto u szczuréw narazonych na n-H, EB oraz
mieszanine n-H i EB wystgpita hipertriglicerydemia. Stezenia MDA w surowicy szczuréw
otrzymujgcych EB, n-H lub mieszanine n-H i EB byly znamiennie nizsze niz w grupie
kontrolne;.

Stezenia NPSH w doswiadczeniu 28-dniowym byly znamiennie nizsze w watrobie
szczuréw narazonych na n-H i EB oraz w nerkach po narazeniu na n-H, TET i mieszanine n-
H i EB. Z drugiej strony, stezenie MDA byto podwyzszone w watrobie po narazeniu na TET
oraz kombinacje n-H i TET oraz w nerkach u zwierzat narazonych na n-H i TET, a takze w
jadrach w przypadku tgcznego narazenia na n-H i TET. W badaniu toksycznosci
podprzewlektej wzrost poziomu MDA w homogenatach nerek stwierdzono pod koniec
doswiadczenia u szczurow narazonych na TET i jego mieszaniny z EB lub n-H. W tym samym

czasie u szczuréw eksponowanych na kombinacje TET i n-H obserwowano wzrost



poziomu MDA w watrobie. Stezenie NPSH ulegto obnizeniu u szczuréw narazonych tgcznie
na TET i EB w watrobie i nerkach po 3 miesigcach narazenia.

Wyniki uzyskane w doswiadczeniu 28-dniowym wskazujg na wystepowanie interakcji
metabolicznych pomiedzy badanymi zwigzkami. Interakcje te nie ujawnity sie przy
wielokrotnym, trzymiesiecznym podawaniu badanych rozpuszczalnikdw i ich mieszanin w
niskich stezeniach. Stwierdzono, ze badane rozpuszczalniki organiczne podawane przez 28-
dni nie wydajg sie wptywacé uszkadzajgco na komorki watrobowe, co mogtoby prowadzi¢ do
wzrostu aktywnosci enzymow wskaznikowych. Jedynymi zmianami obserwowanymi w
surowicy krwi szczuréw byta dyslipidemia manifestujgca sie spadkiem stezenia HDL-C i
wzrostem stezenia LDL-C i TG. Do uszkodzenia komérek watroby moze dochodzi¢ natomiast
po 3 miesigcach podawania TET, na co wskazuje wzrost aktywnosci enzymow
wskaznikowych w surowicy krwi oraz triglicydemia u szczuréw. Najwyrazniej zaznaczone,
zarowno w doswiadczeniu powtarzanym, krotkoterminowym (28 dni), jak i podprzewlektym,
byty zmiany narzagdowe wyrazone spadkiem stezenia NPSH w watrobie i nerkach. Zmianom
tym towarzyszyt wzrost stezenia MDA, wskazujgcy na stymulacje proceséw prooksydacyjnych
przez badane zwigzki.

W konkluzji mozna stwierdzié, ze dla wystgpienia interakcji metabolicznych pomiedzy
badanymi zwigzkami kluczowg role odgrywa wielkos¢ dawek ksenobiotykéw. Z drugiej strony
dla ujawnienia sie patologicznych zmian narzgdowych istotne znaczenie posiada réwniez

czas trwania narazenia.



3. WSTEP

Rozpuszczalniki organiczne, do ktérych nalezg weglowodory alifatyczne i
aromatyczne oraz ich pochodne chlorowcowe i nitrowe, alkohole, etery, ketony i estry sg
szeroko stosowane w przemysle. Sg one cieczami lotnymi, na ogot nierozpuszczalnymi w
wodzie, z wyjgtkiem zwigzkow polarnych. Gtéwng drogg narazenia na te zwigzki jest uktad
oddechowy, chociaz cze$¢ z nich w wyniku duzej lipofilno$ci wchtania sie wydajnie réwniez
przez skoére. Chociaz niemal cata populacja ludzka jest narazona na rozpuszczalniki
organiczne, to jednak duze zuzycie rozpuszczalnikéw w przemys$le sprawia, ze sg one
zaliczane do ksenobiotykow przemystowych.

Na toksycznos¢ rozpuszczalnikow organicznych sktadajg sie dwa rodzaje dziatania:
nieswoiste tj. draznigce na btony sluzowe, w tym gorne drogi oddechowe, a takze depresyjne
na os$rodkowy uktad nerwowy (OUN) oraz swoiste — uktadowe, zwigzane z ich budowg
chemiczng, wchianianiem, rozmieszczeniem w tkankach, kumulacjg, a przede wszystkim z
aktywacjg metaboliczng w procesie biotransformaciji (Klaassen, 1996).

Rozpuszczalniki organiczne sg utleniane lub redukowane przez mikrosomalny uktad oksydaz
o funkcji mieszanej (MFO), przy udziale cytochromoéw P-450 (CYP) (ryc. 1) oraz przez
dehydrogenazy — alkoholowg (ADH) i aldehydowg (AIDH).

ROH + Hy0 RH

2H
—— »  P-450-Fed*

| 3 \

P450-Fe2HRH) 5 P-450-Fed*(R
1=}

k P-45[}-Iie2"(Rl—|)

02

Rycina 1. Cytochrom P-450: schemat budowy oraz procesu utleniania
ksenobiotykéw (http://quanta.synchem.kyoto-u.ac.jp/bioquant/images/p450.jpg)

W toksycznym dziataniu zwigzkéw egzogennych, ulegajgcych aktywacji
metabolicznej, istotng role odgrywa indukcja CYP, zaréwno drogg inicjacji transkrypcji

odpowiednich izoform, jak i stabilizacji mMRNA lub biatek poszczegdlnych hemoproteidow.
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Zwiekszona zawarto$¢ cytochromu CYP w komérkach ma olbrzymie znaczenie praktyczne.
Trzeba pamietaé, ze metabolizowane przez CYP1A1 i A2 wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne i aminy aromatyczne stajg sie w wyniku aktywacji metabolicznej mutagenami i
kancerogenami, ponadto wzrasta gwattownie toksycznos¢ metabolitdw posrednich w
poréwnaniu z substancjami wyjsciowymi, ulega obnizeniu zdolnos¢ komoérek do utylizaciji
wolnorodnikowych metabolitéw oraz reaktywnych form tlenu, a takze zmienia sie istotnie
toksykokinetyka przemian zwigzkéw egzogennych.

U ssakow cytochromy uczestniczgce w biotransformacji ksenobiotykow nalezg do 4
rodzin CYP1 — CYP4, a kazda z nich jest aktywowana przez odmienny typ induktora. | tak,
rodzina CYP1 wykazuje szczegolng wrazliwos¢ na zwigzki nalezgce do grupy policyklicznych
weglowodoréow  aromatycznych (WWA), gdzie modelowymi induktorami sg: 3-
metylocholantren, p-naftoflawon oraz 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyna (TCDD).
Rodzina CYP2 pobudzana jest do efektywnej syntezy de novo cytochromu przez fenobarbital,
rodzina CYP3 — przez glukokortykoidy reprezentowane przez deksametazon oraz 16a
karbonitryl pregnenolonu. Kolejna rodzina CYP4 podlega indukcji poprzez proliferatory
peroksysomow, ktorych przyktadem jest clofibrat. Poza wymienionymi zwigzkami, induktory
stanowi obszerna grupa rozpuszczalnikbw organicznych i produkty ich przemian, takie jak
kwas trichlorooctowy, ktére indukujg cytochromy CYP nalezgce do rodziny czwartej,
zaangazowane w hydroksylacje kwasu laurowego i arachidonowego, poprzez uruchomienie
proliferacji peroksysomoéw, siateczki s$rédplazmatycznej oraz uaktywnienie enzymoéw
uczestniczgcych w p-oksydacji kwasow ttuszczowych. Indukcja ta dokonuje sie za
posrednictwem jgdrowego receptora zwanego PPAR (ang. Peroxisome Proliferator Activated
Receptor), ktéry po zwigzaniu z substratem wyszukuje specyficzne sekwencje w DNA,
aktywujgc transkrypcje pozgdanego genu. By¢ moze oddziatywanie pomiedzy PPAR i
wspomnianymi induktorami odbywa sie za posrednictwem dotgd jeszcze niepoznanych
przekaznikow Il rzedu (Kaminski i wsp., 2001).

Toksyczno$¢ rozpuszczalnikow organicznych jest bardzo zréznicowana, podobnie
rozne sg mechanizmy ich dziatania. Podobne jest jednak toksyczne dziatanie tych zwigzkéw
na osrodkowy uktad nerwowy, watrobe i nerki (Chmielewski i wsp., 1976; Costa i Ivanetich,
1980; Dgssing i Skinhoj, 1985; Elovaara i wsp., 1985).

Pomimo szerokich badan nad toksycznym dziataniem rozpuszczalnikow organicznych
na OUN niewiele wiadomo na temat mechanizméw prowadzgcych do zmian behawioralnych
i ostabienia czynnosci motorycznych organizmu (Muti i Franchini, 1987).

Poza kilkoma substancjami, ktére wywotujg typowe zmiany patologiczne w postaci
obwodowej neuropatii, jak i dysfunkcji OUN, wiekszo$¢ rozpuszczalnikéw organicznych
powoduje raczej efekty niespecyficzne, poczawszy od zmian nastroju po utrate pamieci, cho¢

najczesciej wystepujgcym efektem jest uposledzenie wykonania czynnosci wzrokowo-
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ruchowych lub wydtuzenie czasu reakcji na bodzce (Muti i Franchini, 1987).

Zadna z wilasciwosci rozpuszczalnikéw organicznych nie wyjasnia obserwowanych
efektow toksycznych, moze z wyjgtkiem powinowactwa do ukladu nerwowego,
spowodowanego znaczng lipofilnoscig wiekszosci rozpuszczalnikow.

Sugeruje sie, ze za efekty toksyczne rozpuszczalnikéw organicznych w uktadzie
nerwowym moze by¢ odpowiedzialny spadek poziomu dopaminy w obszarach kory wzrokowej
(area striata) i w drodze guzowo-lejkowej (tractus tuberoinfundibularis) (Muti i Franchini,
1987). Taki mechanizm postulowano w przypadku podostrej ekspozycji na styren. Jest on
wspdlny dla wielu monocyklicznych weglowodoréw z grupami alkilowymi, metabolizowanych
do produktow posiadajgcych ugrupowanie alfa-ketokarboksylowe w taricuchu bocznym.

Wpltyw na metabolizm dopaminy w mozgu jest czesciej zwigzany ze strukturg
chemiczng metabolitow, a nie zwigzkow macierzystych. Dlatego wiele rozpuszczalnikow
organicznych moze wywotywaé¢ podobne efekty w OUN. Jest to wynikiem nieenzymatyczne;j
kondensacji dopaminy z metabolitami ksenobiotykdow, ktére majg reaktywng grupe
karbonylowg w czgsteczce. Metabolity réznych rozpuszczalnikéw, m.in. kwas
fenyloglioksalowy powstajgcy z etylobenzenu, styrenu i winylotoluenu, aldehyd
trichlorooctowy bedgcy produktem przemiany chlorowanych weglowodorow alifatycznych
(trichloroetylenu, tetrachloroetylenu i in.), kwas glioksalowy powstajgcy z glikolu etylenowego
i jego pochodnych oraz formaldehyd i aldehyd octowy generowane w wyniku oksydacji
odpowiednio metanolu i etanolu kondensujg z dopaming in vitro, tworzac
tetrahydroizochinoliny (Muti i Franchini, 1987).

Reaktywne metabolity posrednie tych zwigzkéw, powodujgce efekty narkotyczne lub
prenarkotyczne sg wspolne lub podobne do metabolitéw narkotykdw wziewnych. Na przykfad,
zarowno enfluran jak i metoksyfluran sg metabolizowane in vivo do kwasu szczawiowego. Z
kolei halotan jest metabolizowany do kwasu trifluorooctowego. Zwigzki te powstajg poprzez
wspoélne ogniwo - aldehyd ftrifluorooctowy, ktéry jest chemicznie (i prawdopodobnie
farmakologicznie) podobny do aldehydu trichlorooctowego, bedgcego metabolitem posrednim
(prekursorem kwasu trichlorooctowego) réznych chlorowanych weglowodoréw alifatycznych
o wiasciwosciach narkotycznych (Muti i Franchini, 1987).

Z metabolicznego punktu widzenia wystepujg wiec uderzajgce podobienstwa
pomiedzy narkotykami wziewnymi i niektéorymi rozpuszczalnikami organicznymi,
wywotujgcymi jak wiadomo ostre efekty neurobehawioralne. Fakt, ze wszystkie reaktywne
metabolity powyzszych rozpuszczalnikéw reaguja z dopaming sugeruje, ze wyczerpanie
zasobow dopaminy (spowodowane jej kondensacjg do formy tetrahydroizochinolin) moze
odgrywac istotng role w toksycznym dziataniu tych zwigzkéw na OUN.

Odmienna teoria neurotoksycznego dziatania zostata zaproponowana dla n-heksanu,
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ktérego gtéwnym efektem toksycznego dziatania jest obwodowa polineuropatia czuciowo -
ruchowa. Wykazano jg u ludzi eksponowanych na n-heksan lub 2-heksanon w warunkach
przemystowych oraz u zwierzat laboratoryjnych poddanych dziataniu n-heksanu, 2-
heksanonu, 2-heksanolu, 2,5-heksanodiolu, 5-hydroksy-2-heksanonu lub 2,5-heksanodionu
(Couri i Milks, 1982). Dziatanie neurotoksyczne wymienionych zwigzkéw wigzane jest ze
strukturg y-diketonéw, bedgcych ich metabolitami. Wskazujg na to doswiadczenia z 1-
heksanolem, ktéry u szczuréw nie wywotywat objawoéw klinicznych, neurofizjologicznych i
morfologicznych polineuropatii podczas 8-miesiecznego narazenia (Perbellini i wsp., 1978).

Cechg strukturalng polineuropatii wywotanej przez zwigzki szescioweglowe jest
ogniskowa kumulacja 10 nm neurofilamentéw powodujgca obrzek aksonéw powyzej
przewezenia Ranviera (nodus neurofibrae) (Chang, 1987; Chauplannaz i wsp., 1982;
Ladefoged i wsp., 1989). Te strukturalne zmiany potgczone byty z blokadg szybkiego
transportu aksonowego, co ttumaczono uszkodzeniem metabolizmu energetycznego poprzez
hamowanie aktywnosci enzymow glikolitycznych - dehydrogenazy aldehydu 3-
fosfoglicerynowego i fosfofruktokinazy [Spencer i wsp. (cyt. za Couri i Milks, 1982); Jorgensen
i Cohr, 1981; Ladefoged i wsp., 1989]. Z kolei Graham (cyt. za Couri i Milks, 1982) i Abou-
Donia (1982) postulujg, ze miedzy i wewnatrzczgsteczkowe usieciowanie neurofilamentéw
prowadzi do ich agregacji, co powoduje zaburzenia w szybkim transporcie
aksoplazmatycznym i degeneracje aksondéw. Zgodnie z tym neurotoksyczne dziatanie y-
diketonow mozna czesciowo wyjasni¢ ich rozng rozpuszczalnoscig w wodzie, a takze
zdolnoscig do wytwarzania zasad Schiffa z grupami aminowymi biatek. Inne mechanizmy
biochemiczne dziatania neurotoksycznego y-diketonow to hamowanie biosyntezy steroli i
ubichinonu, inaktywacja tiaminy, efekty chelatowania wapnia oraz zahamowanie aktywnosci
esterazy cholinowej (Couri i Milks, 1982; Ladefoged i wsp., 1989).

Niezaleznie od mechanizmu powstawania zaburzen ze strony ukfadu nerwowego za
najczulszg metode dla wykazania toksycznego dziatania rozpuszczalnikéw organicznych u
zwierzat laboratoryjnych uwazane sg przez wielu badaczy testy behawioralne.

Analiza zachowania moze stuzy¢ jako przydatne narzedzie do oceny
neurotoksycznosci substancji chemicznych. Produktem aktywnosci uktadu nerwowego jest
m.in. zachowanie, a wiec zmiany wywotane czynnikiem toksycznym w obrebie OUN bedg
znajdowaty odzwierciedlenie w zachowaniu zwierzat. | dlatego wptyw czynnikéw fizycznych i
chemicznych na organizmy zywe moze by¢ oceniany na podstawie réznorodnych form
zachowania (behawioru) tych organizmow, zwtaszcza Zze wiele substancji chemicznych moze
by¢ przyczyng bardzo subtelnych uszkodzen uktadu nerwowego. Ponadto, uktad nerwowy (a
wiec takze zachowanie) podlega wptywom ze strony innych uktadéw i narzadéw. Dlatego
niezaleznie czy miejscem dziatania czynnika toksycznego jest uktad nerwowy, czy inne

uktady, efektem ostatecznym bedzie ograniczenie zdolnosci organizmu
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do interakcji ze srodowiskiem zewnetrznym, przejawiajgce sie w formie zaburzenia funkciji
czuciowo - ruchowych lub poznawczych (Goldberg i wsp., 1964).

Niektérzy autorzy podajg (Puchalska, 1985; Feldman i wsp., 1985; White i Proctor,
1997), ze testy wykrywajgce wczesne zaburzenia czynnosciowe w uktadach i narzadach, aw
szczegolnosci w OUN, sg czulsze od badan histopatologicznych, wykazujgcych w wiekszosci
przypadkow nieodwracalne zmiany w narzgdach wewnetrznych. Z drugiej strony wskazniki
elektrofizjologiczne sg tylko w nieznacznym stopniu modyfikowane w wyniku zawodowego
narazenia na niskie poziomy mieszanin rozpuszczalnikbw organicznych i wykazujg
podobienstwo do narazenia na pojedyncze rozpuszczalniki (Muti i Franchini, 1987).

Czesto zdarza sie, ze przy zawodowym narazeniu na rozpuszczalniki organiczne
objawy ze strony uktadu nerwowego sg znacznie wyrazniej postrzegane niz inne skutki
narazenia (Dgssing i Skinhoj, 1985). Dotyczy to zwtaszcza hepatotoksycznosci, ktérej objawy
kliniczne sg czesto niespecyficzne i odwracalne, a ich wystgpienie jest konsekwencjg
aktywacji metabolicznej tych zwigzkéw (Cottrel, 1976).

Watroba odgrywa zasadniczg role w przemianach metabolicznych wiekszosci
zwigzkoéw chemicznych. Giéwny uktad metabolizujgcy ksenobiotyki i niektére substancje
endogenne jest zlokalizowany w siateczce $rodplazmatycznej gtadkiej (frakcja
mikrosomalna), przy czym elementami odgrywajgcymi tu zasadniczg role katalityczng sa:
CYP i reduktaza CYP NADPH-zalezna. Zwykle przemiany metaboliczne na drodze oksydo-
redukcyjnej aktywujg substancje macierzystg (reakcje | fazy), podczas gdy sprzeganie z
substancjami endogennymi (reakcje Il fazy) prowadzi do wzrostu polarnosci i
rozpuszczalnoéci w wodzie, co sprzyja wydalaniu ich z organizmu i jest znamienne dla
procesow detoksykacyjnych. Pomimo waznej roli watroby w metabolizmie substanciji
toksycznych stosunkowo rzadko dochodzi do jej uszkodzenia w ostrych zatruciach, a czesciej
w przebiegu zatru¢ przewlektych. Hepatocyty przecigzone ksenobiotykiem w zatruciu ostrym
mniej wydajnie metabolizujg ksenobiotyki w poréwnaniu do zatrucia przewlektego. Substancije
hepatotoksyczne lub ich metabolity dziatajg na migzsz watrobowy w ztozony sposéb: przez
uszkodzenie systemu blonowego samej komorki, przez zmniejszenie ilosci grup tiolowych (-
SH) w hepatocycie lub poprzez uposledzenie oddychania tkankowego. W efekcie doprowadza
to do uposledzenia proceséw oksydoredukcyjnych, zaburzeh w przemianach biatkowych,
ttuszczowych i weglowodanowych oraz zaburzeh transportu wewnatrzkomorkowego (Costa i
Ivanetich, 1980; Plewka i wsp., 1998).

Uszkodzenia lipidowych struktur btonowych komoérki zachodzg pod wptywem m.in.
chlorowcopochodnych weglowodoréw i niektérych innych rozpuszczalnikéw, takich jak

alkany. Substancje te generujg rodnikowe metabolity posrednie lub aktywne formy tlenu,
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ktére dziatajg na nienasycone kwasy ttuszczowe bton komodrkowych i struktur btonowych
komérki powodujgc ich peroksydacje (ryc. 2). Uszkodzenie bton lezy u podstaw niektérych
efektow hepato-, nefro- i neurotoksycznych (Guder i wsp., 1990, Stetkiewicz, 1992; Gago-
Dominguez i wsp., 2002).

Wielonienasycony kwas tluszczowy
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Rycina 2. Peroksydacija lipidow z udziatem rodnika hydroksylowego

(http://www.rndsystems.com/asp/g_sitebuilder.asp?bodyld=222)

Zjawisko to wystepuje w przypadku zaburzenia rownowagi miedzy proutleniaczami (zwigzki
uwalniajgce aktywne formy tlenu) a przeciwutleniaczami, ktére usuwajg te postacie tlenu,
,Zmiatajg” je, ograniczajg lub przeciwdziatajg ich tworzeniu. Zmiataczami aktywnych form
tlenu sg enzymy antyoksydacyjne, takie jak dyzmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (KT)
oraz zawierajgca selen peroksydaza glutationowa (GPx), ktéra wykorzystujgc zredukowany
glutation (GSH) rozktada nadtlenek wodoru (H2032), w wyniku czego powstaje H,O i glutation
utleniony (GSSG), redukowany ponownie przy udziale reduktazy glutationowej NADPH-
zaleznej (ryc. 3). Zaburzenie réwnowagi pro-/antyoksydacyjnej, zwane stresem
oksydacyjnym, moze prowadzi¢ do powaznych uszkodzen komorki, w tym takze do jej Smierci

nekrotyczne;.
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Rycina 3. Czasteczka glutationu i dziatanie reduktazy glutationowej

(http://www.cfsn.com; http://www.med.unibs.it/~marchesi/ppp.html).

Waznym zagadnieniem, nie w petni poznanym, jest ryzyko zdrowotne zwigzane z
narazeniem tgcznym na kilka substancji réwnoczesnie. Ekspozycja na alkohole alifatyczne i
zwigzki ketogenne, jak aceton mogag nasilac hepatotoksycznos¢ chlorowanych — i
prawdopodobnie rowniez — aromatycznych rozpuszczalnikow organicznych. Te obserwacje
sg wynikiem gtownie doswiadczen na zwierzetach, lecz takze wskazujg na nie dane z
obserwacji w przemysle.

Obserwowano ciezkie uszkodzenia watroby u pracownikéw narazonych na rézne zwigzki
chemiczne, sposrod ktorych zaden nie byt silnym czynnikiem hepatotoksycznym a poziomy
ekspozycji byly znacznie ponizej wartosci dopuszczalnych (Dgssing i Skinhoj,1985).

Jest to bardzo istotny problem, bowiem pracownicy w $rodowisku pracy oraz
uzytkownicy roznych preparatéw chemii gospodarczej sg na ogot narazeni na kilka substancji
toksycznych réwnoczesnie. tgczne narazenie na kilka substancji toksycznych moze
prowadzi¢ do réznych skutkéw w stosunku do tych, ktére wystepujg w warunkach narazenia

na pojedyncze substancje.
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Wzajemne oddziatywanie dwu lub wiecej substancji chemicznych w obrebie
dowolnego uktadu nosi miano interakcji. Teoretyczna mozliwos$¢ interakcji znanych substanciji
chemicznych przekracza zdolnosci przewidywania. Wazne sg rowniez ilosciowe rdznice
skutkéw interakcji, wynikajgce ze zréznicowanych dawek lub stezen substancji chemicznych
wchtanianych do organizmu. Badania tgcznego dziatania toksycznego stanowig obecnie
jedno z waznych i trudnych zadan toksykologii o znaczeniu praktycznym. Obejmujg one ocene
mozliwych modyfikacji toksycznego dziatania jednej substancji przez inng i mechanizmow
odpowiedzialnych za te modyfikacje.

Juz od czasoéw, kiedy to Ikeda i wsp. (1972) wykazali supresje oksydacji benzenu i
styrenu przez toluen w warunkach in vivo, liczba doniesien na temat interakcji metabolicznych
i toksykodynamicznych réznych substancji znacznie wzrosta. Najwiecej doniesien z tego
zakresu dotyczylo najczesciej stosowanych rozpuszczalnikdw organicznych, zwtaszcza
weglowodoréw aromatycznych i alifatycznych oraz ich halogenopochodnych. Liczne
doniesienia dotyczyly wptywu etanolu oraz niektorych lekbw na metabolizm ksenobiotykow.
Generalnie uwaza sie, ze interakcje metaboliczne wystepujg przy wyzszych poziomach
narazenia. W przypadku ksenobiotykow przemystowych powyzej wartosci normatywnych
(NDS). Interakcje te majg na ogot podtoze metaboliczne wynikajgce z roznic w powinowactwie
ksenobiotykdéw do enzymoéw biotransformujgcych. Mozna je roéwniez wigzaé¢ z indukcjg
odpowiednich form molekularnych CYP o zréznicowanym powinowactwie do substratu. Dla
przykfadu: fenobarbital indukuje u szczurédw hydroksylaze benzenowg o matym
powinowactwie do benzenu, podczas gdy sam benzen indukuje ten sam enzym o znacznie
wiekszym powinowactwie, zas etanol indukuje dwa izoenzymy hydroksylazy benzenowej
réznigce sie miedzy sobg siedmiokrotnie powinowactwem substratowym.

Obserwowano réwniez zroznicowane powinowactwo ksenobiotykow do swoistych
receptoréw. Dla przyktadu: dioksyny i zwigzki pokrewne wykazujg wieksze powinowactwo do
cytozolowego receptora Ah niz wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne.

W zwigzku z rozwojem chemii istnieje potencjalna mozliwos$¢ wystepowania tysiecy
kombinacji substancji chemicznych, ktérych dziatanie toksyczne jest teoretycznie trudne do
przewidzenia, a w praktyce niemozliwe do oceny. Badania ostatnich lat wykazaty, ze
wiekszo$¢ znanych interakcji toksykologicznych ma charakter toksykokinetyczny, obejmuje
bowiem procesy biotransformacji, wewngtrzustrojowej dystrybucji i wydalania. O tgcznym
efekcie dziatania dwu lub wiecej substancji decydujg ich mechanizmy dziatania, ktére mogg
by¢ bardzo rézne i nie zawsze dostatecznie poznane. Niektére z mozliwych mechanizmow
obejmujg konkurencyjne lub niekonkurencyjne wigzanie sie z biatkami przenosnikowymi,
enzymatycznymi lub receptorowymi, w tym takze indukcje lub inhibicje ich biosyntezy
(Klaassen, 1996; Bandiera i wsp., 1983; Keys i wsp., 1986).
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Z punktu widzenia oceny narazenia zawodowego szczegodlne znaczenie posiadajg
interakcje metaboliczne. Z drugiej strony znajomos$¢ interakcji toksykodynamicznych,
zwtaszcza addytywnosci, synergizmu i potencjalizacji, istotnie wptywa na szacowanie ryzyka
zdrowotnego.

Narazenie pracownikéw na réwnoczesne dziatanie wielu substancji chemicznych, to
zjawisko powszechnie wystepujgce w Srodowisku pracy. Jest to szczegdlnie widoczne w
przemysle farb i lakierbw, gdzie sg stosowane wielosktadnikowe mieszaniny
rozpuszczalnikéw organicznych. Ocena narazenia przeprowadzona w 5 zaktadach tego
przemystu w Polsce wykazata, ze pracownicy sg narazeni na prawie 40 réznych substancji
chemicznych (Wesotowski i Gromiec, 1997).

Zarowno n-heksan (n-H), etylobenzen (EB) jak i tetrachloroetylen (TET) sg szeroko
stosowane w przemysle m.in. jako rozpuszczalniki farb, lakierow, zywic, gumy i klejow. Sa
rowniez sktadnikami wielu preparatéw do czyszczenia na sucho oraz rozcienczalnikéw.
Stosowane sg w przemysle gumowym, obuwniczym, spozywczym, farmaceutycznym,
kosmetycznym i chemicznym (Jorgensen i Cohr, 1981; Elovaara i wsp., 1985; Marth, 1987),
tak wiec liczba pracownikow narazonych na ich oddziatywanie jest bardzo duza. Zwazywszy,
ze obok narazenia zawodowego na rozpuszczalniki organiczne znaczgcg role odgrywa
rébwniez narazenie pozazawodowe zwigzane z ich szerokim zastosowaniem w Zzyciu
codziennym, celowa wydaje sie ocena ich fgcznego toksycznego dziatania. Jest to tym
bardziej uzasadnione, ze zwigzki te posiadajg wspdlne ogniwo metaboliczne, jakim jest
oksydacja zachodzgca przy udziale MFO. Heterogennosc¢ i indukcyjnos¢ CYP, bedacego
komponentem MFO warunkujg interakcje metaboliczne lipofilnych ksenobiotykdw na
poziomie enzymow mikrosomalnych.

W przypadku narazenia na n-H uktadem krytycznym jest obwodowy uktad nerwowy.
Efektem krytycznym jest zespét objawédw klinicznych, zmian elektrofizjologicznych i
morfologicznych w nerwach czuciowych i ruchowych oraz wtéknach miesni szkieletowych
okreslany mianem polineuropatii obwodowej. Za dziatanie neurotoksyczne n-H jest
odpowiedzialny jego metabolit - 2,5-heksanodion (2,5-HD), ktéry powstaje wskutek utleniania
n-heksanu w watrobie przez mikrosomalne monooksydazy z udziatem CYP (ryc. 4). Metabolit
ten jest wydalany przez nerki (Jorgensen i Cohr, 1981). Uposledzenie przemian
metabolicznych n-heksanu do y-diketonu moze ostabiaé neurotoksyczne dziatanie n-heksanu,

natomiast stymulacja przemian metabolicznych moze je nasilac.
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Rycina 4. Schemat biotransformacji n-heksanu (Perbellini i wsp., 1980; Fedtke i
Bolt, 1987; Manini i wsp., 1999)

Etylobenzen w postaci par dziata draznigco na btony sluzowe i skére. W wysokich
stezeniach wywiera dziatanie narkotyczne. Biotransformacja EB zachodzi w komdrkach
watroby i innych narzadéw przy udziale mikrosomalnych monooksygenaz. Gtéwnym
metabolitem EB u ludzi jest kwas migdatowy, a u gryzoni kwas hipurowy (HA) (Elovaara i
wsp., 1985; Engstrom, 1984) (ryc. 5).

Tetrachloroetylen wykazuje dziatanie draznigce i narkotyczne, pobudza wegetatywny
uktad nerwowy oraz wywotuje neuropatie obwodowe. Dziata rowniez toksycznie na watrobe
(hepatotoksyczno$¢) i nerki (nefrotoksycznosé). Takze przemiany metaboliczne TET
zachodzg na drodze utleniania do odpowiedniego epoksydu przy udziale mikrosomalnej
monooksygenazy. Koncowym produktem tej przemiany jest kwas trichlorooctowy (TCA)

wydalany z moczem (ryc. 6).
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Rycina 5. Schemat biotransformaciji etylobenzenu

(http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc186.htm) SRS

ClzCCOCI >  CIsCCOOH

Kwas
trichlorooctowy

Rycina 6. Schemat biotransformacji tetrachloroetylenu do kwasu

trichlorooctowego (Green, 1990).
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W wyzszych stezeniach istnieje mozliwo$¢ sprzegania tetrachloroetylenu z glutationem (GSH)
(ryc. 7) i tworzenie adduktow. Mechanizm taki, czesciej niz u cztowieka (u ktérego aktywnosé
S-transferazy glutationowej jest nizsza) spotykany jest u szczuréw i myszy. Jest to przemiana
metaboliczna odpowiedzialna za dziatanie nefrotoksyczne, mutagenne oraz kancerogenne
TET u gryzoni na komérki nabtonkowe kanalikéw nerkowych, w ktérych wysokg aktywnos¢

wykazuje B-liaza. Produktem tej przemiany jest aktywny elektrofil — tioketon.
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Rycina 7. Schemat biotransformaciji tetrachloroetylenu zachodzacej poprzez

sprzeganie z glutationem (Green, 1990).

Proces biotransformacji TET u ludzi i gryzoni cechujacy sie matg wydajnoscig (ok. 10
- 20% dawki), wykazuje kinetyke wysycenia tzn. wzrost narazenia na TET prowadzi do
przebiegu reakcji z graniczng szybkoscig maksymalng (Vmax) zgodnie z kinetykg zerowego
rzedu. U zwierzat doswiadczalnych przewaza dziatanie hepatotoksyczne i nefrotoksyczne
tego zwigzku (Marth, 1987).

TET, podobnie jak n-H i EB, kumuluje sie w tkankach bogatych w lipidy, podczas gdy
metabolity n-H i TET moga tgczy¢ sie z biatkami i kwasami nukleinowymi tworzgc addukty, co
prowadzi do polineuropatii obwodowej u ludzi oraz efektéw genotoksycznych i rakotworczych
u gryzoni (Jorgensen i Cohr, 1981; Elovaara i wsp., 1985; Marth, 1987; Engstrom, 1984).

W przypadku wiekszosci rozpuszczalnikdbw organicznych gtéwng i najlepiej zbadang
drogg narazenia (zawodowego) jest uktad oddechowy, ale zwigzki te wchtaniajg sie réwniez

przez skore i z przewodu pokarmowego. TET ulega wchtanianiu w postaci ciektej przez
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nieuszkodzong skore z szybkoscig 1,64 mg/cm?/godz., natomiast szybko$¢ wchfaniania n-H
tg drogg wynosi 0,31 mg/cm?/godz.(Jakubowski, 1997).

Do oceny narazenia fgcznego wykorzystuje sie dane pochodzgce z badan
epidemiologicznych, badan ochotnikéw oraz badan doswiadczalnych na zwierzetach. Te
ostatnie mogag dostarczy¢ petniejszych informacji odnosnie mozliwych interakcji pomiedzy
substancjami toksycznymi, co ma znaczenie praktyczne dla prognozowania skutkow
narazenia na mieszaniny substancji chemicznych w srodowisku pracy.

Badania doswiadczalne sg istotne dla wyjasnienia mechanizmow tgcznego dziatania
ksenobiotykow oraz do jakosciowej oceny interakcji. Dane te mogg by¢ wykorzystane do
ukierunkowania obserwacji ludzi narazonych.
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4. ZALOZENIA | CEL PRACY

Podjecie pracy majgcej na celu ustalenie, czy pomiedzy stosowanymi tgcznie
rozpuszczalnikami organicznymi o réznej budowie chemicznej (TET, EB i n-H) wystepuja
interakcje, okreslenie ich ewentualnego rodzaju oraz ukfadu, w obrebie ktérego wystgpia,

wynika z nastepujgcych przestanek:

= jstnieje realne, bardzo czesto obserwowane w przemysle, duze ryzyko zdrowotne
zwigzane z narazeniem tgcznym na kilka substancji rbwnoczesnie, ktore ze wzgledu
na ogromng roznorodnos¢ stosowanych zwigzkow stanowi wcigz jeszcze terra
incognita tak dla toksykologow, jak i pracownikow narazonych réwnoczesnie na te

substancje;

= wybrane rozpuszczalniki organiczne sg czesto stosowane w przemysle, ale takze i

zyciu codziennym, co znaczgco zwieksza populacje osdb narazonych na ich dziatanie;

= wybrane zwigzki posiadajg wspolne ogniwo metaboliczne, a biorgc pod uwage istotne
znaczenie aktywacji metabolicznej w patogenezie zatrué, istniejg podstawy do
domniemywania, iz tgczne narazenie na te zwigzki bedzie wptywato modyfikujgco na

obraz zatrucia;

= nalezatoby wyjasnié, w jakim kierunku zmiany te prowadza.

Celem pracy jest wiec ocena mozliwych interakcji metabolicznych TET, EB i n-H
podawanych w mieszaninach dwusktadnikowych réznymi drogami w spos6b powtarzany.

Dodatkowym celem byta ocena interakcji toksykodynamicznych tych zwigzkéw w
zakresie dziatania neurotoksycznego i hepatotoksycznego oraz proceséw prooksydacyjnych

w narzgdach migzszowych.
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Przyjeto nastepujgca hipoteze robocza:

taczne podawanie tetrachloroetylenu (TET) w mieszaninach dwusktadnikowych
z etylobenzenem (EB) lub n-heksanem (n-H) w sposéb powtarzany skutkuje
wystapieniem interakcji toksykokinetycznych w zakresie metabolizmu
badanych zwigzkéw. Mozliwe sg takze interakcje toksykodynamiczne w zakresie

dziatania neurotoksycznego i hepatotoksycznego oraz prooksydacyjnego.

Podstawg analizy jest porownanie zmian wystepujacych w szybkosci i kierunku
przemian metabolicznych ocenianych na podstawie stezen metabolitdw zwigzkow
macierzystych wydalanych z moczem, modyfikacje dziatania hepatotoksycznego wyrazonego
zmianami enzymatycznymi i biochemicznymi, modyfikacje dziatania prooksydacyjnego oraz
neurotoksycznosci ocenianej metodami behawioralnymi u zwierzat laboratoryjnych
narazanych na poszczegélne rozpuszczalniki oddzielnie oraz podawanych w mieszaninach

dwusktadnikowych.
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5. MATERIAL | METODY

5.1 Odczynniki

Do badan uzyto nastepujgce rozpuszczalniki organiczne cz.d.a.:
o 1,1,2,2-tetrachloroetylen,
o etylobenzen i
e n-heksan,

produkowane przez firme Riedel-de Haén.

5.2 Zwierzeta laboratoryjne

Badania przeprowadzono na szczurach Wistar, samcach, pochodzgcych z hodowli
Instytutu Farmaceutycznego w Warszawie, w wieku 3 - 4 miesigce, o masie ciata 204 - 368 g.
Badania doswiadczalne wykonano w latach 1995 — 1997, tj. w okresie, kiedy nie wymagano
zgody Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach.

Przez okres 14 dni przed doswiadczeniem i podczas doswiadczenia zwierzeta
przebywaty w metalowych klatkach po 5 sztuk w standardowych warunkach swiatto/ciemnos$c¢
(LD: 06.00-18.00/ 18.00 - 6.00). Temperatura powietrza wynosita $rednio 21 °C, a wilgotno$¢
wzgledna 45 - 50%. Standardowg pasze LSM i wode wodociggowg (filtrowang) zwierzeta

otrzymywaty ad libitum.

5.3 Przebieq doswiadczenia i zakres badan

Badania przeprowadzono na dwoch modelach doswiadczalnych:
» narazenie powtarzane krotkoterminowe (28 dni) drogg podskorng,
= narazenie podprzewlekte (90 dni) drogg pokarmowg (badane substancje pobierane z

woda do picia).

5.3.1 Dawkowanie rozpuszczalnikow

5.3.1.1 Ekspozycja powtarzana krétkoterminowa

W eksperymencie 28-dniowym szczury otrzymywaty podskornie roztwory TET, EB i n-
H w oliwie z oliwek pojedynczo lub w mieszaninach dwusktadnikowych, rbwnomolowych (1:1).

Dawka pojedynczego zwigzku wynosita 0,45 mmola/kg m.c., co dla tetrachloroetylenu
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odpowiada 75 mg/kg m.c., dla etylobenzenu 48 mg/kg m.c. a dla n-heksanu 39 mg/kg m.c.
Dawki te stanowity odpowiednio 1/118; 1/114 oraz 1/736 dawek LDsy, poszczegdlnych
zwigzkow wyznaczonych dla szczura po podaniu per os.

Grupa kontrolna otrzymywata podskarnie oliwe z oliwek.

Objetos¢ podawanych roztwordw lub oliwy wynosita 1 ml/kg m.c.
5.3.1.2 Ekspozycja podprzewlekta

Zwierzeta otrzymywaty w wodzie do picia TET, n-H lub EB w stezeniach odpowiednio
905, 226 i 226 pmol/l lub dwusktadnikowe mieszaniny TET z n-H lub TET z EB w stosunku
molowym 1:0,25 (TET = 1) codziennie przez okres 90 dni. Podawane roztwory miaty charakter
roztwordw nasyconych.

Grupa kontrolna otrzymywata tylko wode. Srednie pobranie tetrachloroetylenu,
etylobenzenu i n-heksanu z wodg do picia wynosito odpowiednio 3,04; 0,49 i 0,39

mg/kg/dzien.
5.3.2 Zakres badan laboratoryjnych

Zakres badan obejmowat ocene metabolizmu badanych zwigzkéw, ocene
neurotoksycznosci za pomocg testow behawioralnych oraz ocene hepatotoksycznoéci za

pomocg wskaznikdw biochemicznych.
5.3.2.1 Ocena metabolizmu badanych zwigzkéw

Przebieg metabolizmu badanych zwigzkéw oceniono w doswiadczeniu 28 i 90-
dniowym. Metabolity badanych zwigzkéw oznaczano w dobowych porcjach moczu zbieranych
na koncu kazdego tygodnia (doswiadczenie 28-dniowe) lub na koncu miesigca
(doswiadczenie 90-dniowe) trwania narazenia.

W moczu zwierzat eksponowanych na badane rozpuszczalniki oznaczano stezenia
nastepujacych metabolitow:
¢ kwasu trichlorooctowego (TCA) przy narazeniu na tetrachloroetylen,
e kwasu hipurowego (HA) przy narazeniu na etylobenzen,
e 2 ,5-heksanodionu (2,5-HD) przy narazeniu na n-heksan.

Wszystkie metody byty walidowane z okresleniem progu oznaczalnosci, zakresu

liniowosci i precyzji metody. Réwnoczesnie prowadzono wewnatrzlaboratoryjng kontrole

oznaczen za pomocg niekomercyjnych roztworéw wzorcowych (tab.1).
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Tabela 1. Walidacyjne wskazniki metod oznaczania TCA, HA i 2,5-HD w moczu.

Oznaczany metabolit Prég oznaczalnosci Zakres liniowosci Precyzja
TCA 4,1 ug/ml 0,0 — 98,1 pyg/mi 4,5 %
HA 0,4 mg/ml 0,0 - 1,6 mg/ml 9,8 %
2,5-HD 0,5 mg/ml 0,0 — 5,0 mg/ml 4,3 %

5.3.2.1.1 Oznaczanie kwasu trichlorooctowego (TCA) w moczu (wg Ogata i wsp., 1974)

Oznaczanie kwasu trichlorooctowego oparte jest na reakcji Fujiwary polegajacej na
tworzeniu sie czerwonego produktu reakcji chlorowcopochodnych alifatycznych z pirydyng w
srodowisku alkalicznym.

Do 0,5 ml moczu (proba slepa zawiera zamiast moczu 0,5 ml wody) umieszczonego
w probowce z korkiem na szlifie dodaje sie 0,5 ml odczynnika utleniajgcego’ i natychmiast
neutralizuje trzymajgc probowke w lodzie poprzez dodanie 3 ml 10 N roztworu KOH oraz 3 ml
pirydyny. Mieszanine nalezy dobrze wytrzgsngc¢. Nastepnie probéwke umieszcza sie we
wrzgcej tazni wodnej na 3 min. dla rozwiniecia barwy, po czym oziebia w fazni z lodem przez
5 min. Do oznaczenia pobiera sie 2 ml warstwy pirydynowej i dodaje 0,5 ml odczynnika p-
toluidyna - kwas mréwkowy?. Mieszanine reakcyjng po wymieszaniu pozostawia sie na 30
minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie mierzy absorbancje przy 500 nm.

W celu sporzadzenia krzywej Kkalibracyjnej przygotowuje sie roztwory kwasu
trichlorooctowego zawierajgce kolejno: 0,0; 0,15; 0,30; 0,45 i 0,60 uM/ml tego zwigzku (ryc.
8).

T Utleniacz: roztwor bezwodnika chromowego (CrO3) w stezonym HNO3

2 Wywotywacz barwy: roztwor chlorowodorku p-toluidyny w 85% kwasie mrowkowym.
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Rycina 8. Krzywa kalibracji dla kwasu trichlorooctowego.

5.321.2 Oznaczanie kwasu hipurowego w moczu (wg Ogata i wsp., 1969)

1 ml moczu przenosi sie do probowki z korkiem na szlifie, doprowadza pH do 2,0 za
pomocg stezonego HCI (ok. 0,1 ml) i wysyca NaCl (0,4 g). Kwas hipurowy ekstrahuje sie
dwukrotnie 2 ml octanu etylu przez 5 minut. Nastepnie 0,2 ml ekstraktu przenosi sie do
probdéwki i odparowuje rozpuszczalnik azotem. Do pozostatosci dodaje sie 2 ml pirydyny. Do
kolejnej probdéwki pobiera sie 0,5 ml roztworu pirydynowego, dodaje 0,2 ml chlorku
benzenosulfonylu i pozostawia na 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodaje sie
4,3 ml chloroformu i mierzy absorbancije przy 380 nm wobec roztworu chlorku
benzenosulfonowego w pirydynie.

Krzywg wzorcowg otrzymano uzywajgc wodnych roztworow kwasu hipurowego w stezeniach

od 0,4 do 1,6 mg/ml zamiast moczu (ryc. 9).
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Rycina 9. Krzywa kalibracji dla kwasu hipurowego.

5.3.2.1.3 Oznaczanie 2,5-heksanodionu w moczu (wg Saito i wsp., 1991)

Do probéwki szklanej (zamykanej nakretkg) o poj. 10 ml, wprowadza sie 5 ml moczu i

0,2 ml stezonego HCI. Mieszanine ogrzewa sie 30 min. w tazni wodnej o temperaturze 90-

100°C, a nastepnie chtodzi w wodzie i dodaje 1,5 g statego NaCl oraz 2 ml dichlorometanu

zawierajgcego po 20 nl/ml 3-metylocykloheksanonu jak i cykloheksanonu jako wzorcow

wewnetrznych. Zawartos¢ probki wytrzgsa sie energicznie przez 3 minuty i odwirowuje 2 x

przez 5 minut przy 3000 obr./min. Nastepnie oddziela sie warstwe dichlorometanowg i suszy

bezwodnym Na;SO..

Badany roztwér analizuje sie metodg chromatografii gazowej z detekcjg ptomieniowo

- jonizacyjng (GC-FID) w nastepujgcych warunkach:

kolumna ULTRA-2 o dtugosci 25 m i srednicy wewnetrznej 0,32 mm, usieciowana 5%
fenylometylosilikonem

temperatura kolumny:

temperatura poczatkowa 85 °C przez 7 minut
przyrost temperatury 35 °C/min
temperatura koncowa 290 °C przez 10 minut
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o temperatura dozownika 120 °C

e temperatura detektora 300 °C

o szybkosc¢ przeptywu helu 2 ml/min

e przeptyw wodoru 40 ml/min
e przeptyw powietrza 450 ml/min
e gaz uzupetniajgcy (make up) 43 ml/min
e dzielnik prébki 10: 1

W celu sporzgdzenia krzywej kalibracyjnej do 5 ml moczu dodaje sie 0; 2,5; 5; 10; 15
i 20 ug wzorca 2,5-heksanodionu i 1,5 g NaCl. Dalej postepuje sie jak wyzej. Miarg stezenia

byta srednia powierzchnia piku (P) 2,5-HD wyizolowanego z moczu lub wody (ryc. 10).

$rednia powierzchnia piku [mm?]

stezenie 2,5-HD [mg/ml]

s Srednia P.zwody e Srednia P. zmoczu

Rycina 10. Krzywa kalibraciji dla 2,5-heksanodionu.

5.3.2.2 Ocena neurotoksycznosci za pomocg testow behawioralnych

Badania behawioralne obejmowaty odruchy: rogéwkowy i postawy; aktywnosé
psychoruchowg w wolnym polu; ocene stanu czynnos$ciowego narzadu ruchu w tescie
utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym; aktywno$¢ unikania bodzca termicznego
(test ,gorgcej ptytki”) oraz probe wysitkowag na biezni ruchome;j.

W badaniach tych ustalono kryteria kwalifikacyjne zwierzat do dalszych doswiadczen
przez okreslenie m.in. optymalnego czasu trwania treningu, optymalnej szybkosci obrotéw

walca lub biezni ruchomej oraz wielko$ci bodzca termicznego w tescie ,,goracej ptytki’.
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Badania te mialy na celu ustalenie optymalnych warunkéw doswiadczenia zapewniajgcych
powtarzalnos¢ wynikdw pomiaréw. Badania behawioralne wykonano tylko u zwierzat

narazonych na badane zwigzki przez okres 28 dni i w grupie kontrolne;.
5.3.2.2.1 Badanie odruchu rogéwkowego (Rump i Kleinrok, 1982)

Badanie polega na dotykaniu wtosem rogéwki obu gatek oczu zwierzecia. Zniesienie
odruchu rogéwkowego wystepuje wtedy, gdy draznienie rogéwki obu gatek oczu przez 1 s nie
powoduje zamkniecia powiek. Swiadczy ono o ogdlnie znieczulajgcym dziataniu badanego

zwigzku.
53222 Badanie odruchu postawy (Rump i Kleinrok, 1982)

W badaniu zwierze delikatnie uktada sie na grzbiecie. Zniesienie odruchu postawy
wystepuje wtedy, gdy zwierze w ciggu 30 s nie zmienia nadanej mu pozyciji ciata, co sSwiadczy

0 zaburzeniach koordynacji ruchowe;j.

5.3.2.2.3 Pomiar aktywnoSci eksploracyjnej (psychoruchowej) w wolnym polu (Florio, i
wsp., 1993; Ikeda i wsp., 1980; Nieminen i wsp., 1990; Oliveira, Palermo-Neto, 1993;
Sirkka i wsp., 1992a; 1992b)

Aktywnos¢ zwierzat byta oceniana na przyrzadzie konstrukcji Centralnego Osrodka
Techniki Medycznej w Biatymstoku (ryc. 11). Badane zwierze umieszczano w urzgdzeniu
sktadajgcym sie z klatki w ksztafcie dwunastoscianu zamontowanej w skrzyni drewnianej. W
dnie klatki znajdujg sie trzy rzedy otworéw o Srednicy 20 mm rozstawionych co 60° i
przechodzacych przez jej srodek. Przy zewnetrznej powierzchni scian klatki znajduje sie 6
tubuséw wyposazonych w zaréwki (4,8 V; 0,3 A), ktérych Swiatto kierowane jest przez
soczewki Lu 5x na fototranzystory umieszczone po przeciwnej stronie klatki. Trzy tubusy i trzy
fototranzystory znajdujg sie na wysokosci 30 mm nad dnem miedzy rzedami otworéw (do
pomiaru ruchliwos$ci), a pozostate trzy tubusy i fototranzystory 5 mm pod dnem w linii trzech
rzedéw otwordéw (do pomiaru aktywnos$ci poznawczej wyrazonej zaglgdaniem do otwordéw).
Zliczanie unoszenia sie na tylnych tapach odbywa sie metodg rezystancyjng. Elektrodami sg
Scianki boczne oraz dno klatki. Do skrzyni drewnianej przymocowana jest lampa
zapewniajgca state oswietlenie. Szczury byty obserwowane w wolnym polu przez 5 minut
zawsze o tej samej porze dnia miedzy godzing 10 a 13.

Rejestrowano nastepujgce wskazniki zachowania sie zwierzecia:
1. liczbe stupkdéw z podparciem przednimi tapami o Scianki pionowe
2. liczbe przebytych pdl charakteryzujgcg ogolng ruchliwosé zwierzecia,

3. efekt ,norkowy” (zaglgdanie do otworéw w podtodze pola)
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4. liczbe stupkéw bez podparcia
5. liczbe epizoddw czyszczenia sie i mycia tapek
W celu unikniecia zafatszowania zachowania poznawczego badanego zwierzecia,
wynikajgcego z wyczuwania zapachu innego osobnika, wolne pole zmywano 5 % etanolem

miedzy kolejnymi pomiarami (Oliveira i Palermo-Neto, 1993).

Rycina 11. Wolne pole, widok ogodiny.

5.3.2.24 Pomiar czasu utrzymywania sie na walcu obrotowym (lkeda i wsp., 1980;
Kaplan i Murphy, 1972; Sirkka i wsp., 1992a; 1992b; Muti i Franchini, 1987)

Metoda ta pozwala na ocene koordynacji ruchowej zwierzat oraz stanu
czynnosciowego narzadu ruchu. Badania wykonano na przyrzadzie skonstruowanym przez
Centralny Osrodek Techniki Medycznej w Biatymstoku (ryc. 12). Stosowany do badan walec
obrotowy zbudowany jest z zawieszonego horyzontalnie preta o $rednicy 8 cm, podzielonego
na cztery pola dla pojedynczych zwierzat, oddzielone od siebie przegrodami
uniemozliwiajgcymi kontaktowanie sie zwierzgt miedzy sobg. Pret (o regulowanej predkosci
obrotéw) obracat sie z predkoscig 20 obr./min. Czas utrzymywania sie zwierzat na walcu
zliczany jest automatycznie - licznik zostaje zatrzymany z chwilg spadniecia zwierzecia z

walca.
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Przed rozpoczeciem wtasciwego pomiaru przeprowadzono selekcje zwierzat majaca

na celu skompletowanie grupy o zblizonym czasie utrzymywania sie na walcu obrotowym.

Rycina 12. Walec obrotowy, widok ogéiny.

53225 Badanie aktywno$ci unikania bodzca termicznego (test ,gorgcej ptytki’) (Rump
i Kleinrok, 1982; Sirkka i wsp., 1992a; 1992b)

Metoda ,goracej ptytki” wykorzystuje kontaktowy bodziec cieplny do wywotania reakciji
bolowej. Do badania zastosowano ptytke ogrzang do temperatury 55°C skonstruowang w
Centralnym Instytucie Ochrony Pracy (ryc. 13). Notowano czas uptywajgcy od chwili
bezposredniego kontaktu zwierzecia z ptytkg do jego ucieczki na poétke zawieszong na
wysokosci 12 cm od powierzchni plytki.
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Rycina 13. ,,Goraca ptytka”, widok ogéliny.

5.3.2.2.6 Proba wysitkowa na biezni ruchomej

Badanie wykonano na biezni ruchomej skonstruowanej przez Centralny Osrodek
Techniki Medycznej w Biatymstoku (ryc. 14). W badaniu tym oceniano kondycje fizyczng i
stan czynnosciowy narzgdu ruchu za pomocg automatycznego pomiaru indywidualnego
czasu biegu zwierzecia na elektromechanicznej biezni tasmowej (,bez konca”, o regulowanym
kgcie nachylenia oraz predkosci biegu wymuszonego napedem tasmy i bodzZzcem
elektrycznym), od momentu startu az do okreslonego nastawieniem czasu dopingu - stanu
wyczerpania badanego osobnika.

Zwierze umieszczano w komorze startowej na polu dopingowym. Z chwilg wcidniecia
przycisku ,start” pole startowo - dopingowe zostaje wigczone pod napiecie, a zwierze
zmuszone jest do biegu pod wptywem elektrycznego bodzca bélowego. Predkosé chwilowa
biegu zwierzecia oscylowata wokdt predkosci stabilizowanej regulatorem biezni. W miare
utraty sit zwierzecia, oscylacje byly wieksze i zwierze bylo wyrzucane przez poruszajgcg sie
tasme na pole dopingowe, gdzie byto draznione prgdem i ponownie wracato na bieznie.
Badania wysitkowe przeprowadzono w pomieszczeniu z dobrg wentylacjg (ze wzgledu na
wzmozone zapotrzebowanie na tlen podczas intensywnego wysitku). Temperatura powietrza

W pomieszczeniu wynosita 18 - 20 °C. Szybkos$¢ przesuwu tasmy biezni wynosita 25 m/min.

32



/2

Rycina 14. Bieznia ruchoma, widok ogoéiny.

5.3.2.3 Ocena hepatotoksycznosci za pomocg wskaznikow biochemicznych

Ocene hepatotoksycznego dziatania badanych zwigzkéw oparto na pomiarze
aktywnoséci enzyméw wskaznikowych, stezenia frakcji lipidowych a takze poziomu dialdehydu
malonowego (MDA) jako produktu peroksydaciji lipiddw w surowicy krwi. Ponadto oznaczano
stezenie MDA i niebiatkowych grup tiolowych (NPSH) w watrobie, nerkach, jadrach i
Sledzionie celem oceny procesow prooksydacyjnych i antyoksydacyjnych.

W tym celu po zakonczeniu doswiadczenia zwierzeta gtodzono przez 24 godziny,
usypiano metohexitalem (Brietal sodium ok. 20 mg/kg m.c.), skrwawiano przez bezposrednig
punkcje serca i pobierano watrobe, sledzione, nerki, jgdra, ptuca i serce. Krew pobierano do
suchych probowek heparynizowanych. Narzagdy wazono, a skrawki watroby, nerek, sledziony
i jader homogenizowano w 1,15 mol. KCI sporzadzajgc 10 % w/v homogenaty, w ktérych

oznaczano stezenia NPSH i MDA.
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NPSH oznaczano wg Sedlaka i Lindsay’a (1968) wykorzystujgc metode Ellman’a,
opartg na redukcji kwasu 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoesowego) przez grupy -SH do kwasu 2-
nitro-5-merkaptobenzoesowego, ktdérego stezenie oznacza sie spektrofotometrycznie przy A
=412 nm.

MDA oznaczano spektrofotometrycznie metodg Mihara i wsp. (1980) w modyfikacji
Starka (1998) po reakcji z kwasem tiobarbiturowym w $rodowisku 1% roztworu kwasu
fosforowego. Stezenie biatka w homogenatach oznaczono metodg Lowry’ego i wsp. (1951).

W osoczu krwi oznaczono aktywnos¢ aminotransferazy alaninowej (ALT),
dehydrogenazy sorbitolowej (SDH) i dehydrogenazy glutaminianowej (GIDH) metodami
kinetycznymi opartymi na tescie optycznym Warburga, odpowiednio zestawem
diagnostycznym firmy Alpha Diagnostics oraz metodami wedtug Gerlacha (1963) i Schmidta
(1963). Aktywnos$c¢ y-glutamylotranspeptydazy (GGTP) oznaczano metoda kolorymetryczng
wedtug Ortowskiego i Meistera (1965).

Ponadto w osoczu oznaczano stezenia nastepujgcych frakcji lipidowych: cholesterolu
catkowitego (T-C), cholesterolu frakcji lipoprotein wysokiej gestosci (HDL-C) i triglicerydéw
(TG). Oznaczenia wykonano za pomocg zestawdw diagnostycznych firmy Alpha Diagnostics,
opartych na reakcjach enzymatycznych i tescie optycznym Warburga. Stezenie cholesterolu
frakcji lipoprotein niskiej gestosci (LDL-C) obliczano ze stezenia T-C, HDL-C i TG.

Badania te wykonano zaréwno u szczuréw z doswiadczenia 28-dniowego, jak i 90-

dniowego.

5.4 Statystyczna ocena wynikow

Otrzymane wyniki poddano ocenie statystycznej testem t-Studenta do analizy cech
niepotgczonych lub testem ,,C” Cochrana-Coxa po wczesniejszej analizie wariancji za pomocg

testu F-Fischera. Korelacje liniowe obliczono stosujgc program komputerowy STATISTICA 6.
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6. WYNIKI

6.1 Doswiadczenie wstepne

6.1.1 Ustalenie zasad kwalifikacji zwierzat do badan

Krzywe regresji uzyskane dla walca obrotowego, ,goracej ptytki” oraz biezni obrazujg
ryciny 15, 16 i 17. Zostaty one przyjete jako ,normy”, wedtug ktérych kwalifikowane byly

zwierzeta do badan wiasciwych.
6.1.2 Ustalenie optymalnego czasu trwania treningu na walcu obrotowym
Czas utrzymywania sie na walcu obrotowym kazdego indywidualnego szczura w

kolejnych pieciu dniach obrazuje tabela 2.

Tabela 2. Czas [s] utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym w kolejnych
dniach treningu.
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Nr szczura Czas utrzymywania sie na walcu [s] w kolejne dni treningu
dzien: 1 2 3 4 5
1 26 30 50 25 19
2 83 27 104 101 100
3 27 53 15 8 5
4 37 92 34 270 66
5 23 129 79 31 64
6 30 62 40 17 8
7 164 32 173 64 108
8 30 74 52 96 98
9 11 31 138 48 66
10 47 105 63 129 36
11 18 16 62 88 161
12 28 84 42 38 118
13 24 78 57 62 69
14 47 21 58 80 72
15 13 33 41 28 26
16 92 49 184 74 24
17 13 32 11 35 7
18 3 15 27 15 40
19 25 47 46 58 113
20 4 29 22 44 79
M 37,3 52,0 64,9 65,5 64,0
SD 37,6 32,0 48,8 57,9 43,4
SEM 84 7,2 10,9 13,0 9,7
V 100,7% 61,6% 75,1% 88,8% 67,8%




Dla kazdego dnia badania (po odrzuceniu wartosci skrajnych) obliczono $redni czas
utrzymywania sie zwierzat na walcu. Wartosci tego czasu + SEM w kolejnych dniach treningu

przedstawiono na ryc. 15.

90

70 1

50

40 -

30 -

20

Czas utrzymywania sie szczuréw na walcu [s]

10 A

1 2 3 4 5

Dzien treningu

Rycina 15. Czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym w kolejnych

dniach treningu. Wartosci wyrazono jako M + SEM.

Stwierdzono, Ze czas utrzymywania sie¢ szczurow na walcu obrotowym stabilizuje sie w
okresie 3 — 5 dnia treningu. Do wiasciwych pomiaréw stosowano trening 4-dniowy.

6.1.3 Ustalenie optymalnej szybkosci obrotéw walca

Wyniki otrzymane dla kazdego zwierzecia indywidualnie ilustruje tabela 3.
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Tabela 3. Czas utrzymywania sie szczuréw na walcu obrotowym [s] w zaleznosci

od szybkosci obrotéow walca.

Nr szczura Obroty walca
10 obr./min 20 obr./min 30 obr./min 40 obr./min

1 48 31 3 1

2 74 16 3 0

3 45 15 12 6

4 280 16 5 3

5 35 4 2 0

6 189 35 24 42

7 52 7 3 3

8 25 21 3 2

9 39 47 14 3

10 171 47 30 3

11 27 12 1 0

12 22 31 0 0

13 67 19 4 2

14 144 17 6 2

M 72,0 23,2 7,6 1,8

log M 1,86 1,37 0,88 0,26

SD 57,4 13,9 6,8 1,8
V 79,8% 60,0% 89,5% 100,0%

W oparciu o uzyskane wartosci Srednich arytmetycznych okreslono korelacje miedzy
czasem utrzymywania sie szczuréw na walcu obrotowym a szybkoscig obrotéw (ryc. 16a i
16b).

walcu [s]

Czas utrzymywania sie zwierzat na

20 30

Szybkos¢ obrotéw walca [obr./min]

Rycina 16a. Korelacja miedzy czasem utrzymywania sie szczuréw na walcu

obrotowym a szybkoscia obrotéw (skala liniowa).
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Rycina 16b. Korelacja miedzy czasem utrzymywania sie szczuréw na walcu

obrotowym a szybkoscia obrotéw (skala pétlogarytmiczna).

Najmniejszg zmiennos¢ wynikdw wyrazong wariancjg stwierdzono przy 20 obr./min.

Szybkosc¢ te wybrano do doswiadczen wiasciwych.

6.1.4 Ustalenie optymalnej temperatury ,,goracej ptytki”

Czas przebywania poszczegolnych szczurdéw na ,gorgcej ptytce” w zaleznosci od

temperatury ptytki obrazuje tabela 4.

Tabela 4. Czas [s] przebywania szczura na ,,goracej ptytce” w zaleznosci od

temperatury.
- ________________________________________________|
Nr szczura Temperatura ,,gorgcej ptytki”
55 °C 60 °C 65 °C

1 27,9 10,16 -
2 54,3 3,59 2,5
3 33,5 4,8 4,4
4 32,3 4,5 1,7
5 36,3 4,0 1,6
6 46,9 7,2 1,9
7 24,5 10,0 1,6
8 22,8 7,2 1,3
9 22,1 7,9 1,6
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Na podstawie uzyskanych srednich arytmetycznych okreslono korelacje miedzy

temperaturg a czasem przebywania zwierzat na "goracej ptytce" (ryc. 17aib).

Nr szczura Temperatura ,gorgcej ptytki”
55 °C 60 °C 65 °C
10 11,0 11,4 1,8
11 19,6 8,9 3,8
12 47 4 11,7 2,0
13 40,6 7,4 3,0
14 64,0 15,4 1,8
15 51,1 11,1 51
16 9,3 7,0 1,7
M 34,0 8,3 2,3
log M 1,53 0,92 0,36
SD 15,8 3,3 1,2
V 46,5% 39,2% 52,0%
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Rycina 17a. Korelacja miedzy czasem przebywania zwierzat na "goracej plytce"

a temperaturg ptytki (skala liniowa).
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Rycina 17b. Korelacja miedzy czasem przebywania zwierzat na "goracej ptytce" a

temperaturg ptytki (skala pétlogarytmiczna).

Biorgc pod uwage bardzo zblizone wartosci wspétczynnika zmiennosci (V) dla
wszystkich trzech temperatur ,gorgcej ptytki”’, do badania wtasciwego, kierujgc sie wzgledami

humanitarnymi w celu unikniecia uszkodzenia tkanek wybrano temperature 55°C.

6.1.5 Ustalenie optymalnej predkosci biezni ruchomej

Czas biegu poszczegoélnych zwierzgt (do momentu wyczerpania fizycznego) w
zaleznosci od predkosci biezni podano w tabeli 5. Badania przy predko$ci biezni 35 m/min
zaniechano po badaniu jednej grupy zwierzat (4 osobniki) ze wzgledu na zbyt duzy hatas

urzadzenia.
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Tabela 5. Czas biegu szczura [s] na biezni w zaleznosci od predkosci biezni

[m/min].

Nr szczura Predkos¢ biezni [m/min]
20 m/min 25 m/min 30 m/min 35 m/min
1 5880 2572
2 4477 980
3 3512 523
4 4360 1036
5 3034
6 2359
7 4596
8 6068 2028
9 3214 -
10 2524 1284
11 2078 1464
12 1421
13 352
14 738
15 1820
16 3466
17 3020
M 4014,0 3049,2 1412,4 837,0
SD 1458,7 954,4 690,7 541,3
SEM 515,4 389,6 260,6 312,9
V 36,3% 31,3% 48,9% 64,6%

Na podstawie obliczonych wartosci M wykreslono korelacje miedzy czasem biegu

zwierzgt na biezni ruchomej a predkosciag biezni (ryc. 18).
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Rycina 18. Korelacja miegdzy czasem biegu zwierzat na biezni ruchomej a

predkoscia biezni.

Biorgc pod uwage wartosci wspotczynnikédw zmiennosci (V) dla kazdej predkosci

biezni do do$wiadczenia wtasciwego wybrano predkos$¢ 25 m/min.

6.1.6 Wybor dawki TET do oceny tacznego dziatania toksycznego z n-H i EB

6.1.6.1 Behawior zwierzat po podskérnym podawaniu tetrachloroetylenu w dawkach 75, 150
lub 225 mg/kg m.c.
6.1.6.1.1 Odruch rogéwkowy i odruch postawy

Tetrachloroetylen podawany podskérnie w dawkach 75 — 250 mg/kg m.c. przez 28 dni
nie powodowat zniesienia odruchéw rogéwkowego i postawy u zadnego z badanych

Szczuréw.
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6.1.6.1.2 Aktywnosc¢ psychoruchowa w wolnym polu

Nie zaobserwowano istotnych réznic w zachowaniu sie zwierzgt w wolnym polu po 4
tygodniach podskérnego podawania tetrachloroetylenu w dawkach 75 - 225 mg/kg m.c. w
poréwnaniu z zachowaniem sie zwierzgt w grupie kontrolnej. Otrzymane wyniki
przedstawiono w tabeli 6 oraz zobrazowano w postaci zmian procentowych w stosunku do

grupy kontrolnej przyjetej za 100% (ryc. 19).

Tabela 6. Zachowanie sie zwierzat w wolnym polu po 4 tygodniach podskérnego

podawania tetrachloroetylenu.

Zachowanie w wolnym polu
GRUPA przebyte pola | efekt norkowy stupki z stupki bez liczba
podparciem podparcia zabiegow
czyszczenia
Kontrolna 26,5 5,4 8,2 5,9 5,0
+12,0 +49 +7,7 +4,2 +4,4
TET 37,6 8,0 7,6 7,2 3,4
75 mg/kg +15,0 +2,0 +6,3 +7,1 +5,0
TET 30,8 4,8 4,2 54 3,0
150 mg/kg +17,3 +4,1 +2,8 +1,9 +2,7
TET 25,2 5,2 4,8 5,6 1,8
225 mg/kg +13,2 +5,7 + 3,1 +4,3 +2,5
Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw.
@ Kontrola
300
BTET 75 mg/kg
23 250 - DOTET 150 mg/kg
S 500 - OTET 225 mglkg
=
)
° 150 -
% 100 -
L
50 -
0 4 1 1
przebyte pola efekt norkowy stupek z stupek bez czyszczenie i
podparciem podparcia mycie

Rycina 19. Zachowanie sie zwierzat w wolnym polu po 4 tygodniach

podskérnego podawania réznych dawek tetrachloroetylenu (M = SD).
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6.1.6.1.3 Utrzymywanie sie szczuréw na walcu obrotowym

Poza wydluzonym czasem utrzymywania sie zwierzgt na walcu po 3 tygodniach
podskérnego podawania TET w dawce 75 mg/kg m.c. w zasadzie nie zaobserwowano
istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupg kontrolng i pozostatymi grupami badanymi.

Otrzymane wyniki zamieszczono w tab. 7 oraz na ryc. 20.

Tabela 7. Sredni czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym po

podskérnym podawaniu tetrachloroetylenu. Warto$ci przedstawiono jako M + SD.

Grupa Czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym [s]
przed po 1 tygodniu po 2 po 3 po 4
podaniem podawania tygodniach tygodniach tygodniach
podawania podawania podawania
Kontrolna 23,4 7,2 12,1 4,8 4,7
+ 27,8 + 34 + 11,3 + 4,8 + 53
TET 5,0 16,4 13,2 25,82 11,6
75 mg/kg + 4,0 + 16,0 + 15,5 + 16,9 + 11,7
TET 21,6 13,4 6,4 4,6 3,8
150 mg/kg +13,8 +7,5 + 3,0 +3,7 +3,9
TET 19,6 7,2 9,0 13,4 23,0
225 mg/kg +13,1 +4,2 +8,5 +18,9 + 34,2
Kazda grupa liczyta 5 szczuréw; a=p<0,05.
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Rycina 20. Sredni czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym po

podskérnym podawaniu réznych dawek tetrachloroetylenu.
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6.1.6.1.4 Percepcja bolu przy zastosowaniu bodzca termicznego (test ,gorgcej ptytki”).

Nie stwierdzono zadnych istotnych statystycznie réznic czasu przebywania zwierzat
na ,gorgcej ptytce” po podskérnym podawaniu tetrachloroetylenu w dawkach 75 - 225

mg/kg/dobe. Otrzymane wyniki zamieszczono tab. 8 oraz na ryc. 21.

Tabela 8. Sredni czas przebywania zwierzat na goracej plytce po podskérnym

podawaniu réznych dawek tetrachloroetylenu. Wartosci przedstawiono jako M + SD.
- |

Grupa Czas przebywania zwierzat na gorgcej ptytce [s
przed po 1 tygodniu po 2 po 3 po 4
podaniem podawania tygodniach tygodniach tygodniach
podawania podawania podawania
Kontrolna 15,8 15,4 9,9 9,2 7,8
+ 7,2 + 13,8 + 49 + 5,0 + 55
TET 18,9 16,3 10,9 11,5 8,6
75 mg/kg + 10,5 + 8,6 + 4,9 + 6,4 + 51
TET 11,3 9,9 14,5 8,9 8,3
150 mg/kg +1,9 +59 +5,9 +54 +3,5
TET 15,7 14,3 10,3 9,5 8,3
225 mg/kg +12,5 +12,9 +5,0 +2,5 +74

Kazda grupa liczyta 5 szczuréw.
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Rycina 21. Sredni czas przebywania zwierzat na ,,goracej plytce” po podskérnym

podawaniu tetrachloroetylenu.
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6.1.6.1.5 Préba wysitkowa na biezni ruchome.

Nie stwierdzono zadnych istotnych statystycznie réznic czasu biegu zwierzat na biezni
ruchomej po podskérnym podawaniu tetrachloroetylenu w dawkach 75 - 225 mg/kg/dobe.

Otrzymane wyniki zamieszczono w tab. 9 oraz na ryc. 22.

Tabela 9. Sredni czas biegu zwierzat na biezni ruchomej po podskérnym

podawaniu réznych dawek tetrachloroetylenu. Wartosci przedstawiono jako M + SD.

Grupa Czas przebywania zwierzat na biezni ruchomej [s]
przed po 1 tygodniu po 2 po 3 po 4
podaniem podawania tygodniach tygodniach tygodniach
podawania podawania podawania
Kontrolna 3645 2268 3766 2899 2690
+ 1451 +1090 + 1759 + 1152 + 1890
TET 3865 3278 2987 2908 2256
75 mg/kg + 1980 + 1660 + 1563 + 998 +1212
TET 2256 1892 3220 2409 3556
150 mg/kg + 1922 + 1581 + 1450 + 1452 + 1430
TET 2567 3249 2498 2911 3455
225 mg/kg + 1334 + 1344 + 899 + 1006 + 1245
Kazda grupa liczyta 5 szczuréw.
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Rycina 22. Sredni czas biegu zwierzat na biezni ruchomej po podskérnym

podawaniu réznych dawek tetrachloroetylenu.
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6.1.6.2 Aktywnos¢ enzymow w surowicy krwi zwierzgt po podawaniu tetrachloroetylenu w
dawkach 75, 150 lub 225 mg/kg m.c.

Po podskérnym podawaniu tetrachloroetylenu w réznych dawkach przez 28 dni
stwierdzono wzrost aktywnosci SDH i GIDH w surowicy krwi szczuréw otrzymujacych TET w
dawkach 150 oraz 225 mg/kg m.c. U zwierzat tych nie ulegta zmianie aktywnos¢ ALT i GGTP.
Nie zaobserwowano réwniez zadnych zmian aktywnosci enzymow u szczurdw otrzymujgcych
TET w dawce 75 mg/kg m.c. Uzyskane wartosci liczbowe aktywnosci enzyméw zostaty
zamieszczone w tab. 10 oraz zobrazowane graficznie na ryc. 23 jako % kontroli otrzymujgce;j

podskornie oliwe z oliwek.

Tabela 10. Aktywnos¢ enzyméw w surowicy krwi zwierzat eksponowanych
podskoérnie na ré6zne dawki tetrachloroetylenu przez 28 dni. Wartosci przedstawiono jako
M + SD.

Kazda grupa liczyta 5 szczuréw;

a=p<0,05
b=p<0,01.
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Surowica krwi

ALT SDH GIDH GGTP

Grupa [1u/1] [1u/1] [un [1u/1]

Kontrolna 25,4 2,08 2,65 4,90
+2.3 + 0,60 +0,22 + 1,65

TET 25,1 1,76 2,98 6,10
75 mg/kg + 0,82 + 0,65 +0,92 +1,28

TET 26,0 3,392 6,402 6,00
150 mg/kg + 1,37 +0,73 + 3,20 + 1,40

TET 29,1 6,782 9,72 5,80
225 mg/kg + 3,2 + 3,06 + 3,10 + 1,80
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Rycina 23. Aktywnos¢ enzyméw w surowicy krwi zwierzat eksponowanych

Poziom w surowicy w stosunku do grupy
otrzymujgcej samg oliwe z oliwek [%]

ALT SDH GIDH GGTP

podskornie na rézne dawki tetrachloroetylenu przez 28 dni.

6.1.6.3 Stezenia frakcji lipidowych i dialdehydu malonowego w surowicy krwi zwierzat po

podawaniu tetrachloroetylenu w dawkach 75, 150 lub 225 mg/kg m.c.

Spadek stezenia HDL-C oraz wzrost poziomu LDL-C i TG zaobserwowano tylko w
surowicy krwi zwierzgt otrzymujgcych tetrachloroetylen w dawce najwigkszej (225 mg/kg
m.c.). Przy pozostatych dawkach TET nie wystepowaty zmiany w poziomie frakgji lipidowych
w surowicy krwi. Nie zanotowano tez zmian stezenia MDA w zadnej z badanych grup zwierzat

w stosunku do kontroli (tab.11, ryc. 24).
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Tabela 11. Stezenia frakcji lipidowych oraz dialdehydu malonowego w surowicy
krwi zwierzat eksponowanych podskornie na rézne stezenia tetrachloroetylenu przez
28 dni. Wartosci przedstawiono jako M + SD.

Surowica krwi

Grupa T-C HDL-C LDL-C TG MDA
[mmol/I] [mmol/I] [mmol/I] [mmol/I] [umol/I]

Kontrolna 1,370 0,900 0,431 0,195 2,75
+ 0,280 +0,192 + 0,072 + 0,082 +0,48

TET 1,270 0,908 0,338 0,122 2,52
75 mg/kg + 0,230 + 0,102 +0,120 + 0,064 + 0,51

TET 1,260 0,769 0,462 0,146 2,77
150 mg/kg + 0,200 + 0,152 + 0,048 + 0,032 + 0,57

TET 1,340 0,5762 0,699 0,3242 2,94
225 mg/kg + 0,330 + 0,126 + 0,200 +0,013 + 1,03

Kazda grupa liczyta 5 szczuréw; a=p<0,05.
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Rycina 24. Stezenia frakcji lipidowych oraz dialdehydu malonowego w surowicy
krwi zwierzat eksponowanych podskornie na rézne stezenia tetrachloroetylenu przez
28 dni.

49



6.1.6.4 Stezenia niebiatkowych grup tiolowych (NPSH) i dialdehydu malonowego (MDA) w
narzgdach zwierzgt po podaniu tetrachloroetylenu w dawkach 75, 150 lub 225 mg/kg

m.cC.

Tetrachloroetylen podawany podskérnie we wszystkich trzech dawkach przez 28 dni
powodowat istotne obnizenie stezenia NPSH w nerkach i sledzionie. Zawartos¢ NPSH w
watrobie ulegta obnizeniu tylko w przypadku podawania TET w dawce 150 mg/kg m.c. Przy
zadnej z dawek TET nie wystgpity zmiany stezenia NPSH w jadrach zwierzat. Uzyskane

wyniki przedstawiono w tab. 12 oraz na ryc. 25.

Tabela 12. Tkankowa zawartos¢ NPSH u szczuréw eksponowanych podskoérnie

na rézne stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni. Wartosci przedstawiono jako M + SD.

Grupa NPSH [umol/g]
Watroba Nerki Jadra Sledziona

Kontrolna 5,15 3,02 4,21 0,52
+ 0,50 + 0,30 + 0,25 + 0,09

TET 5,65 2,37° 4,26 0,29°
75 mg/kg 1,12 + 0,34 + 0,40 1+ 0,04
TET 3,26° 2,03° 4,28 0,21¢
150 mg/kg 1,44 +0,45 +0,33 + 0,04
TET 4,89 1,87¢ 4,15 0,33°
225 mg/kg + 1,38 +0,19 + 0,50 + 0,05

Kazda grupa liczyta 5 szczuréw;

a=p<0,05;
b=p<0,01;
c=p<0,001.
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Rycina 25. Tkankowa zawartosé NPSH u szczuréw eksponowanych podskérnie

na rézne stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni.

Zawartos¢ MDA ulegta podwyzszeniu w watrobie i nerkach zwierzat otrzymujgcych
TET w dawce 75 mg/kg m.c. oraz watrobie po ekspozycji na dawke 225 mg/kg m.c.
Tetrachloroetylen podawany podskérnie w dawce 150 mg/kg m.c. nie powodowat
zmian zawartosci MDA w Zzadnej z badanych tkanek. Nie zaobserwowano rowniez zmian
poziomu MDA w jgdrach i $ledzionie przy zadnym z trzech poziomoéw dawkowania. Uzyskane
wyniki podano w tab. 13 i przedstawiono graficznie na ryc. 26 w % w stosunku do grupy

kontrolnej, otrzymujgcej podskornie samg oliwe z oliwek.

Tabela 13. Tkankowa zawartos¢ MDA u szczuréw eksponowanych podskérnie

na rézne stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni. Wartosci przedstawiono jako M + SD.

Grupa MDA [nmol/g]
Watroba Nerki Jadra Sledziona

Kontrolna 54,1 44,3 32,9 29,6
+45 +9,2 +5,6 +56

TET 71,22 62,42 31,1 33,2
75 mg/kg + 8,6 +9.2 +75 + 3,1
TET 64,4 56,5 37,0 37,0
150 mg/kg +10,5 +8,2 +8,9 +57
TET 64,7° 57,1 26,5 34,7
225 mg/kg +20 +6,9 +7,6 +52

Kazda grupa liczyta 5 szczuréw; a=p<0,05b=p<0,01.
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Rycina 26. Tkankowa zawartos¢ MDA u szczuréw eksponowanych podskérnie

na rézne stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni.

Biorac pod uwage wyzej przedstawione wyniki wybrano tetrachloroetylen w
dawce 75 mg/kg m.c. (0,45 mmola/kg m.c.) do badania interakcji z innymi
rozpuszczalnikami organicznymi.

Dawki pozostalych rozpuszczalnikéw dostosowano do dawki TET. W
doswiadczeniu 28-dniowym wynosity one 0,45 mmol/kg m.c. (stosunek molowy TET i
pozostatych rozpuszczalnikéw 1:1), podczas gdy w doswiadczeniu 90-dniowym 0,11

mmol/kg m.c. (stosunek molowy 1:0,25).
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6.2 Doswiadczenie powtarzane, krétkoterminowe (28 dni)

6.2.1 Ocena metabolizmu badanych zwigzkéw

6.2.1.1 Wydalanie kwasu trichlorooctowego (TCA) z moczem

Dane liczbowe dotyczgce wydalania TCA z moczem u szczuréw otrzymujgcych TET
podskoérnie lub kombinacje tego zwigzku z EB oraz z n-H uzyskane po kazdym z czterech
tygodni narazenia zostaty zamieszczone w tabeli 14. Zostaly one réwniez przedstawione
graficznie na rycinie 27, w postaci warto$ci wzglednych w stosunku do zwierzat otrzymujgcych
sam TET. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze n-H i EB dziataty hamujgco na

proces utleniania TET do kwasu trichlorooctowego przez pierwsze dwa tygodnie narazenia.

Tabela 14. Wydalanie TCA z moczem u szczuréw eksponowanych podskérnie na

TET lub kombinacje TET z EB lub TET z n-H.
- ______________________________________________________

GRUPA Czas trwania ekspozycji [tyg.]
1 2 3 4
[nmol/kg/h] [nmol/kg/h] [nmol/kg/h] | [nmol/kg/godz]

TET 595 580 273 201

+ 247 + 273 + 168 + 44

TET + EB 1672 1602 148 227
+ 66 + 47 + 36 + 38

TET + n-H 1612 1192 114 239
+ 46 + 27 + 25 + 62

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;

a=p<0,05.
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Rycina 27. Wydalanie TCA z moczem u szczuréw eksponowanych podskoérnie na
TET lub kombinacje TET z EB lub TET z n-H. Wartosci wyrazono jako M £ SD.

6.2.1.2 Wydalanie kwasu hipurowego (HA) z moczem

Stwierdzono, ze n-H i TET stymulowaty przemiane EB do kwasu hipurowego przez
dwa ostatnie tygodnie narazenia. Srednie stezenia HA oznaczone w moczu zwierzat
otrzymujgcych podskérnie oliwe z oliwek, sam etylobenzen oraz kombinacje EB z
tetrachloroetylenem lub n-heksanem przedstawiono w tabeli 15, graficznie za$ wydalanie HA
zobrazowano na rycinie 28 (w stosunku do grupy otrzymujgcej sam EB, ktérej wartosci

przyjeto jako 100 %).

Tabela 15. Wydalanie kwasu hipurowego z moczem u szczuréw eksponowanych

podskornie na oliwe z oliwek, EB lub mieszanine EB z TET lub EB z n-H.
-

GRUPA Czas trwania ekspozyciji [tyg.]
1 2 3 4
[mg/kg/h] [mg/kg/h] [mg/kg/h] [mg/kg/h]
Kontrolna 5,86 3,10 2,43 2,92
+4,76 +1,01 +1,49 + 1,38
EB 6,62 7,78 4,93 6,55
+1,42 + 2,96 +1,35 +1,45
EB + TET 6,97 4,99 7,822 20,91°
+ 2,88 + 2,69 + 3,92 + 9,33
EB + n-H 17,92 18,24 20,41° 37,56
+ 11,58 + 14,69 + 8,01 +44.14
Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw; a=p<0,05b=p<0,01.
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Rycina 28. Wydalanie kwasu hipurowego z moczem u szczuréw eksponowanych
podskérnie na oliwe z oliwek, EB lub kombinacje EB z TET lub EB z n-H. Wartosci

wyrazono jako M £ SD.

6.2.1.3 Wydalanie 2,5-heksanodionu (2,5-HD) z moczem

EB dziatat hamujgco na przemiane n-H do 2,5-heksanodionu tylko w ostatnim tygodniu

dosdwiadczenia. Otrzymane wartosci $rednie podano w tab. 16 oraz przedstawiono na ryc. 29.

Tabela 16. Wydalanie 2,5-heksanodionu z moczem u szczuréw eksponowanych

podskoérnie na n-heksan lub kombinacje n-H z TET lub n-H z EB.
- |
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GRUPA Czas trwania ekspozyciji [tyg.]
1 2 3 4
[Hg/kg/h] [Hg/kg/h] [Hg/kg/h] [ug/kg/h]

n-H 26,56 29,75 21,56 17,31

+ 7,95 + 8,54 +4,78 + 3,27

n-H+ TET 18,43 16,03 11,56 20,76
+ 6,61 + 5,90 + 3,48 + 5,88

n-H + EB 26,26 22,89 19,47 10,98°
+ 5,50 + 11,53 + 7,26 + 3,42

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw; a=p<0,05.
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Rycina 29. Wydalanie 2,5-heksanodionu z moczem u szczuréw eksponowanych
podskoérnie na n-heksan lub kombinacje n-H z TET lub n-H z EB. Warto$ci wyrazono jako
M £ SD.

6.2.2 Ocena neurotoksycznosci za pomoca testéw behawioralnych

6.2.2.1 Odruch rogéwkowy i odruch postawy

Zadna z dwuskladnikowych mieszanin badanych rozpuszczalnikéw podawana
podskoérnie przez 28 dni nie powodowata zniesienia odruchow rogéwkowego i postawy u

ktéregokolwiek z badanych zwierzat.

6.2.2.2 Badanie aktywnosci eksploracyjnej (psychoruchowej) w wolnym polu
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Sam n-H oraz jego kombinacja z EB uposledzaty aktywnos¢ poznawczg szczurow w tescie
wolnego pola po 4 tygodniach podskérnego podawania. W przypadku n-heksanu
manifestowato sie to zmniejszong liczbg wykonanych przez zwierzeta stupkéw bez podparcia,
natomiast w przypadku kombinacji n-H i EB mniejszg liczbg przebytych pdl oraz
zmniejszeniem liczby stupkéw (zaréwno z podparciem, jak i bez podparcia). W pozostatych
grupach brak byto znaczgcych réznic w poréwnaniu z kontrolg w zachowaniu sie zwierzat.
Wyniki uzyskane w tescie wolnego pola po 4 tygodniach podskornego podawania

rozpuszczalnikdw organicznych przedstawiono w tab. 17 oraz na ryc. 30.

Tabela 17. Zachowanie sie zwierzat w wolnym polu po 4 tygodniach

podskérnego podawania rozpuszczalnikow organicznych.
- ______________________ |

liczba
GRUPA | przebyte pola |efekt norkowy |stupek z stupek bez zabiegow
podparciem podparcia czyszczenia
tapek i siersci
Kontrolna 26,5 54 8,2 59 5,0
+12,0 +49 +7,7 +4,2 +44
TET 37,6 8,0 7,6 7,2 3,4
+15,0 +2 +6,3 +71 +5,0
EB 30,0 3,0 24 24 3,8
+13,5 +25 +2,5 + 3,2 + 3,6
n-H 22,8 4,0 3,4 0,8° 3,0
+ 10,6 + 2 + 2,4 + 0,4 + 1,2
TET + EB 34,6 4,0 4,8 1,6 3,2
+ 31,7 +3,7 +6,7 +1,5 +2,3
TET + n-H 38,8 2,4 6,2 1,6 3,0
+ 23,9 +3,0 +7,2 +1,7 +1,7
EB + n-H 10,0° 1,3 0,7° 0,8° 2,7
+7,7 +1,0 +1,6 +1,2 +0,8

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
a=p<0,05
b=p<0,01.
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Rycina 30. Zachowanie sie zwierzat w wolnym polu po 4 tygodniach
podskdérnego podawania rozpuszczalnikéw organicznych. Wartosci wyrazono jako M +
SD.

6.2.2.3 Czas utrzymywania sie szczuréw na walcu obrotowym

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w czasie utrzymywania sie zwierzat
na walcu obrotowym po podskérnym podawaniu poszczegdlnych rozpuszczalnikdw oraz ich
dwusktadnikowych mieszanin. Wyjgtkiem byt jedynie wydtuzony czas utrzymywania sie na
walcu w grupie zwierzat otrzymujgcych sam TET po 3 tygodniach jego podawania. Otrzymane

wyniki zamieszczono w tab. 18, graficznie zas przedstawiono je na ryc. 31.
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Tabela 18. Sredni czas [s] utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym po

podskérnym podawaniu badanych rozpuszczalnikéw organicznych przez 28 dni.
]

Czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym [s]
Grupa przed po 1 tygodniu po 2 po 3 po 4
podaniem podawania tygodniach tygodniach tygodniach
podawania podawania podawania
Kontrolna 23,4 7,2 12,1 4,8 4,7
+ 27,8 + 3,4 + 11,3 + 4,8 + 5,3
TET 5,0 16,4 13,2 25,82 11,6
+ 4,0 + 16,0 + 15,5 + 16,9 + 11,7
EB 12,4 12,8 11,6 16,8 4,4
+ 8,3 + 13,3 + 19,8 + 29,76 + 5,55
n-H 19,0 21,6 15,2 7,0 4,8
+ 26,1 + 35,2 + 22,9 + 7,2 + 71
TET + EB 5,8 5,6 6,2 5,0 4,6
+2,6 +3,8 +57 +4,6 +6,3
TET + n-H 54 6,0 6,0 7,0 5,6
+5,2 +7,6 +7,2 +6,7 +4,8
EB + n-H 9,3 12,5 13,2 9,7 5,8
+ 6,1 + 12,3 + 7,9 + 6,9 + 7,5
Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
a=p<0,05.
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©
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+ O
o @ 200 -
S a=p<0,05
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0 1 2 3 4
Tydzien ekspozyciji

Rycina 31. Sredni czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym po
podskérnym podawaniu badanych rozpuszczalnikéw organicznych przez 28 dni.

Wartosci wyrazono jako M + SD.
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6.2.2.4 Aktywnos¢ unikania bodzca termicznego (test ,gorgcej ptytki”)

Nie stwierdzono zadnych istotnych statystycznie r6znic w czasie przebywania zwierzat
na ,gorgcej ptytce” zaréwno po podskérnym podawaniu pojedynczych rozpuszczalnikow, jak
i ich dwuskfadnikowych mieszanin. Otrzymane wyniki zamieszczono w tab. 19 oraz na ryc.
32.

Tabela 19. Sredni czas [s] przebywania zwierzat na ,goracej ptytce” po

podskérnym podawaniu badanych rozpuszczalnikéw przez 28 dni.
|

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw.

60

Czas przebywania zwierzat na ,,goracej ptytce” [s]

Grupa przed po 1 tygodniu po 2 po 3 po 4
podaniem podawania tygodniach tygodniach tygodniach
podawania podawania podawania

Kontrolna 15,82 15,35 9,92 9,21 7,77

+ 7,21 + 13,81 + 4,90 + 4,96 + 5,50

TET 18,88 16,28 10,92 11,50 8,58

+ 10,47 + 8,55 + 4,90 + 6,40 + 511

EB 11,21 11,25 12,34 6,71 4,99

+ 9,27 + 5,25 + 5,83 + 5,51 + 2,24

n-H 11,62 8,73 7,92 7,23 5,60

+ 6,90 + 5,90 + 6,13 + 6,13 + 2,55

TET + EB 20,41 13,13 9,34 4,53 7,81

+ 16,70 + 7,33 + 6,07 + 1,70 + 3,56

TET + n-H 12,02 5,40 15,46 9,18 7,53

+ 6,47 + 2,13 + 7,26 + 4,59 + 2,99

EB + n-H 18,73 7,82 9,90 12,80 6,45

+ 18,97 + 4,64 + 4,88 + 6,90 + 3,81
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Rycina 32. Sredni czas [s] przebywania zwierzat na ,goracej plytce” po

podskérnym podawaniu badanych rozpuszczalnikéw przez 28 dni. Wartosci wyrazono

jako M + SD.

6.2.2.5 Proba wysitkowa na biezni ruchomej

Nie stwierdzono zadnych istotnych statystycznie réznic czasu trwania biegu zwierzat

po biezni ruchomej w tym modelu doswiadczenia. Otrzymane wyniki zamieszczono w tab. 20

i naryc. 33.
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Tabela 20. Sredni czas [s] biegu zwierzat na biezni ruchomej po podskérnym

podawaniu badanych rozpuszczalnikéw.

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw.

Czas przebywania zwierzat na biezni ruchomej [s]
Grupa przed po 1 tygodniu po 2 po 3 po 4
podaniem podawania tygodniach tygodniach tygodniach
podawania podawania podawania
Kontrolna 3645 2268 3766 2899 2690
+ 1451 + 1090 + 1759 + 1152 + 1890
TET 3865 3278 2987 2908 2256
+ 1980 + 1660 + 1563 + 998 +1212
EB 3849 2340 3798 2445 3400
+ 1450 + 1220 + 1099 + 1441 +1129
n-H 3632 3345 3210 2999 3010
+ 1467 + 1390 + 1445 + 1110 + 1230
TET + EB 3340 2907 3008 3210 2998
+ 1134 + 1090 + 1356 + 1403 + 1270
TET + n-H 3618 3156 2989 3005 2905
+ 1498 + 1570 + 1398 + 1880 + 1079
EB + n-H 2998 2905 3098 2870 3070
+1120 + 1555 + 1309 +1110 + 1404
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Rycina 33. Sredni czas biegu zwierzat na biezni ruchomej po podskérnym

podawaniu badanych rozpuszczalnikéw. Wartosci wyrazono jako M £ SD.
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6.2.3 Ocena hepatotoksycznosci za pomocg wskaznikéw biochemicznych

Poza nizszg aktywnoscig SDH u zwierzat otrzymujgcych sam TET nie obserwowano
zmian enzymatycznych w surowicy krwi w stosunku do grupy kontrolnej. Wyniki oznaczen

aktywnos$ci enzymow w surowicy zamieszczono w tab. 21 i przedstawiono na ryc. 34.

Tabela 21. Aktywnos¢ enzyméw wskaznikowych w surowicy krwi zwierzat

otrzymujacych podskornie badane zwiazki przez 28 dni.

GRUPA ALT SDH GIDH GGTP
[1U/1] [1U/1] [1U/1] [1u/1]

Kontrolna 25,3 3,10 2,32 7,60
+9,9 + 0,80 + 0,80 + 2,60

TET 25,1 1,762 2,98 6,10
+0,8 + 0,65 + 0,92 +1,28

EB 28,1 3,13 1,81 10,10
+ 8,5 +1,87 + 0,62 + 3,60

n-H 31,4 4,23 1,77 10,50
+7,7 + 0,86 +1,31 + 3,20

TET + EB 26,2 3,26 2,05 7,50
+5,6 + 0,92 +1,01 +2,10

TET + n-H 23,5 2,90 2,41 6,00
+ 6,6 + 1,60 + 0,94 +1,70

EB + n-H 26,1 2,72 2,46 5,30
+5,6 +1,70 +0,72 + 0,60

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
a=p<0,05.
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Rycina 34. Procentowe zmiany aktywnosci enzymoéw wskaznikowych w surowicy
krwi zwierzat eksponowanych na badane zwigzki w stosunku do grupy kontrolnej.

Wartosci wyrazono jako M + SD.

W profilu lipidowym surowicy krwi obserwowano obnizone stezenie HDL-C oraz
podwyzszone stezenie LDL-C we wszystkich grupach zwierzat otrzymujgcych badane
rozpuszczalniki, z wyjatkiem grupy, ktérej podawano sam TET. Wzrost stezenia TG
zaobserwowano u zwierzgt narazonych na EB i n-H oraz ich mieszanine. Obnizenie stezenia
MDA wystgpito réwniez u zwierzat narazonych na sam EB i sam n-H oraz tgcznie na EB i n-

H. Uzyskane wyniki sg przedstawione w tab. 22 i na ryc. 35.
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Tabela 22. Stezenie frakcji lipidowych oraz MDA w surowicy krwi zwierzat
eksponowanych na badane rozpuszczalniki organiczne pojedynczo i w mieszaninach

dwusktadnikowych przez 28 dni.
- ]

GRUPA T-C HDL-C LDL-C TG MDA
[mmol/I] [mmol/1] [mmol/I] [mmol/l] [umol/l]

Kontrolna 1,370 0,900 0,431 0,195 2,75
+ 0,280 + 0,192 + 0,072 + 0,082 + 0,48

TET 1,270 0,908 0,338 0,122 2,52

+ 0,230 + 0,102 + 0,120 + 0,064 + 0,51

EB 1,680 0,626 0,838 0,492° 1,892

+ 0,250 +0,116 + 0,162 + 0,121 + 0,24

n-H 1,380 0,619 0,650 0,554 1,892

+ 0,230 + 0,094 + 0,150 + 0,233 + 0,21

TET + EB 1,930 0,458 1,392¢ 0,399 2,21
+ 0,480 + 0,072 + 0,252 + 0,193 + 0,63

TET + n-H 1,390 0,494° 0,826 0,323 2,33
+ 0,330 + 0,090 + 0,196 + 0,118 + 0,48

EB + n-H 1,640 0,585 0,965° 0,442° 1,54°
+ 0,290 + 0,152 + 0,210 + 0,062 + 0,26

- - - - - -~~~ |
Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;

a=p<0,05b=p<0,01;c=p<0,001.
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Rycina 35. Stezenie frakcji lipidowych oraz MDA w surowicy krwi zwierzat

eksponowanych na badane rozpuszczalniki organiczne. Wartosci wyrazono jako M + SD.
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Stezenia NPSH byly znamiennie nizsze w watrobie szczuréw narazonych na n-H i EB
oraz w nerkach po narazeniu na n-H, TET oraz kombinacje n-H i EB. Z drugiej strony, stezenie
MDA byto podwyzszone w watrobie po narazeniu na TET oraz kombinacje n-H i TET oraz w
nerkach u zwierzgt narazonych na n-H i TET, a takze w jadrach w przypadku tgcznego
narazenia na n-H i TET (tab. 23, ryc. 36 i 37).

Tabela 23. Stezenie NPSH i MDA w tkankach zwierzat eksponowanych

podskoérnie na rozpuszczalniki organiczne przez 28 dni.
- |

GRUPA NPSH [umol/g] MDA [nmol/g]
Watroba | Nerki Jadra | Sledziona | Watroba | Nerki Jadra | Sledziona

Kontrolna 5,20 4,10 4,64 0,54 55,8 45,6 33,2 28,4
+0,67 | £0,27 | £0/47 +0,10 +8,8 +10,1 £6,5 +13,0

TET 5,65 2,37° 4,26 0,29° 71,22 62,42 31,1 33,2
+1,12 | £0,34 | £0,40 + 0,04 + 8,6 +9,2 +75 + 3,1

EB 4,04° 3,57 4,34 0,57 51,7 40,3 33,2 18,9
+060 | £0,73 | £0,48 +0,14 +5,8 +4,0 +9/4 +6,4

n-H 4,122 3,06° 4,53 0,65 66,6 76,0° 294 22,1
+041 | £0,54 | £0,19 + 0,02 +4,2 +10,4 +6,6 +3,8

TET + EB 5,66 3,66 4,73 0,49 58,4 61,8 39,9 30,5
+1,02 | £0,30 | £0,39 + 0,07 +9,0 +12,0 +44 +7,.1

TET + n-H 5,22 3,91 4,61 0,52 69,92 62,0 50,0° 25,2
+043 | £0,38 | £0,43 + 0,04 + 8,6 +10,5 +74 +2,9

EB + n-H 5,07 3,552 4,36 0,55 63,4 54,8 354 14,7
+0,91 | £0,42 | £0,47 + 0,06 + 5,1 +7,22 +5,5 +5,8

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
a=p<0,05

b=p<0,01;

c=p<0,001.
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Rycina 36. Stezenie NPSH w tkankach zwierzat eksponowanych podskodrnie na

rozpuszczalniki organiczne przez 28 dni. Wartosci wyrazono jako M + SD.
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Rycina 37. Stezenie MDA w tkankach zwierzat eksponowanych podskoérnie na

rozpuszczalniki organiczne przez 28 dni. Wartosci wyrazono jako M + SD.
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6.3 Doswiadczenie podprzewlekte (90 dni)

6.3.1 Ocena metabolizmu badanych zwigzkéw

6.3.1.1 Wydalanie kwasu trichlorooctowego (TCA) z moczem

W warunkach narazenia podprzewlektego nie obserwowano statystycznie
znamiennych zmian w wydalaniu TCA z moczem u zwierzat eksponowanych na sam TET

oraz kombinacje TET z EB lub z n-H (tab. 24, ryc. 38).

Tabela 24. Wydalanie TCA z moczem [nmol/kg/h] u szczuréw pobierajacych TET
lub mieszanine TET z EB lub TET z n-H z wodg do picia.

Tydzien narazenia
Grupa 2 4 6 8 10 12

TET 220,89 88,50 159,37 49,69 66,69 66,55

+ 144,51 + 59,38 + 69,59 + 16,78 + 25,35 + 27,22

TET + EB 31,10 260,14 51,68 71,76 79,87 61,75
+ 15,56 + 145,28 + 9,41 + 24,65 + 23,69 + 34,44

TET + n-H 105,82 63,98 86,03 44,99 78,56 64,32
+ 69,72 22,13 + 48,80 + 11,19 + 44,74 + 36,08

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw.
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Rycina 38. Wydalanie TCA z moczem u szczuréw pobierajgcych z woda do picia
TET lub mieszanine TET z EB lub n-H. Wartosci wyrazono jako M + SD.

6.3.1.2 Wydalanie kwsu hipurowego (HA) z moczem

Nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian w wydalaniu z moczem HA w wyniku
podawania EB fgcznie z TET przez 90 dni w poréwnaniu z grupg otrzymujgcg sam EB.
Wyijatkiem byt szésty tydzien narazenia, kiedy to wystagpit przejsciowy wzrost wydalania tego
metabolitu. Wyniki zamieszczono w tab. 25 i przedstawiono w procentach, przyjmujgc za

100% wartosci uzyskane w grupie pobierajgcej z wodg sam EB (ryc. 39).

Tabela 25. Wydalanie kwasu hipurowego [mg/kg/h] z moczem u szczuréw

pobierajacych z woda do picia EB lub mieszanine EB z TET.

Tydzien narazenia

Grupa 2 4 6 8 10 12

Kontrolna 1,50 2,00 2,00 1,54 1,62 1,68
(woda) + 0,82 + 0,30 + 0,50 + 0,34 + 0,30 + 0,62

EB 1,70 2,62 1,95 1,74 1,71 1,77
+0,23 +0,43 +1,34 + 0,44 + 0,38 + 0,37

EB + TET 1,78 2,65 4,76° 1,56 213 1,01
+ 0,76 + 1,46 + 1,11 + 0,58 + 1,05 +0,75

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw; b=p<0,01.
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Rycina 39. Wydalanie kwasu hipurowego z moczem u szczuréw pobierajacych z

woda do picia EB lub mieszanine EB z TET. Wartosci wyrazono jako M + SD.
6.3.1.3 Wydalanie 2,5-heksanodionu (2,5-HD) z moczem

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w wydalaniu 2,5-HD z moczem u
szczuréw otrzymujgcych n-H tgcznie z TET przez 90 dni w stosunku do grupy otrzymujgcej
sam n-H (tab. 26, ryc. 40).

Tabela 26. Wydalanie 2,5-heksanodionu [pg/kg/h] z moczem u szczuréw

pobierajacych z woda do picia n-H lub mieszanine n-H z TET.

Tydzien ekspozyciji

Grupa 2 4 6 8 10 12
n-H 31,19 11,66 43,43 91,85 44,32 26,79
+ 4,56 + 12,55 + 11,40 + 46,02 + 33,29 + 16,51
n-H + TET 45,64 57,47 31,57 73,06 32,68 60,73
+ 23,31 + 38,57 + 15,03 + 58,36 + 28,43 + 44,36

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw.
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Rycina 40. Wydalanie 2,5-heksanodionu z moczem u szczuréw pobierajacych z

wod3 do picia n-H lub mieszanine n-H z TET. Wartosci wyrazono jako M + SD.

6.3.2 Ocena hepatotoksycznosci za pomoca wskaznikéw biochemicznych

6.3.2.1 Aktywnosc¢ enzymdw wskaznikowych w surowicy krwi

U szczuréw narazonych na TET oraz mieszaning TET i EB obserwowano wzrost
aktywnoséci ALT i SDH w surowicy krwi pod koniec doswiadczenia. Nieco stabiej zaznaczony
wzrost aktywnosci ALT wystgpit u szczuréw narazonych tgcznie na TET i n-H. Aktywnosci
pozostatych enzymow nie réznity sie od wartosci oznaczonych w grupie kontrolnej. Wyniki

oznaczen poszczegolnych enzymdw zamieszczono w tabelach 27 — 30, oraz na rycinach 41

- 44,
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Tabela 27. Aktywnosé ALT w surowicy krwi szczuréw pobierajacych

rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy.

Grupa ALT [IU/]
po 1miesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach
Kontrolna 25,5 21,5 25,8
+5,8 +54 +6,1
TET 25,3 18,9 33,72
+ 8,8 +572 +95
TET + EB 20,5 23,7 65,12
+ 3,2 +75 +31,2
TET + n-H 25,3 22,5 33,2°
+42 +26 +6,7
Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
a=p<0,05
b=p<0,01.
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Rycina 41. Aktywnos¢ ALT w surowicy krwi szczuréw pobierajacych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w stosunku do grupy pobierajacej sama

wode. Wartosci wyrazono jako M + SD.
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Tabela 28. Aktywnos¢ SDH w surowicy krwi szczuréw pobierajacych

rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy.

Grupa SDH [1U/]
po 1miesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach
Kontrolna 4,24 5,50 2,74
+1,38 +1,70 + 0,92
TET 9,20° 7,90 4,84°
+ 1,50 + 2,62 +1,89
TET + EB 5,01 9,68 11,70°
+ 2,60 14,30 +2,98
TET + n-H 5,01 8,16 3,39
+ 2,60 + 2,20 +1,33
Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
b=p<0,01;
c=p<0,001.
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Rycina 42. Aktywnos¢ SDH w surowicy krwi szczuréw pobierajacych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w stosunku do grupy pobierajacej sama

wode. Wartosci wyrazono jako M + SD.

Tabela 29. Aktywnosé¢ GIDH w surowicy krwi szczuréw pobierajacych

rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy.

Grupa GIDH [1UN
po 1miesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach
| Kontrolna 3,26 2,92 2,47
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Grupa GIDH [1U/]]

po 1miesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach
+1,02 +1,50 + 1,46
TET 3,77 4,09 2,97
+ 0,60 +1,52 + 0,65
TET + EB 1,89 2,58 2,84
+ 0,60 + 1,10 11,08
TET + n-H 3,88 2,84 2,15
+ 1,05 + 0,60 + 0,91

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw.
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Rycina 43. Aktywnos¢ GIDH w surowicy krwi szczuréw pobierajacych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w stosunku do grupy kontrolnej. Wartosci

wyrazono jako M £ SD.

Tabela 30. Aktywnosé GGTP w surowicy krwi szczuréw pobierajacych

rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy.

Grupa GGTP [IU/N
po 1miesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach
Kontrolna 6,80 5,40 5,44
|

74




Grupa GGTP [IU/N

po 1miesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach

+ 1,80 +1,00 1,71

TET 7,23 7,40 4,95
+2,10 + 2,40 +1,21

TET + EB 5,90 6,30 6,95
+ 0,70 2,10 12,32

TET + n-H 5,84 5,10 4,16
+ 2,20 + 2,30 11,21

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw.
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Rycina 44. Aktywnos¢ GGTP w surowicy krwi szczuréw pobierajacych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w stosunku do grupy kontrolnej. Wartosci

wyrazono jako M £ SD.

6.3.2.2 Stezenia frakcji lipidowych i MDA w surowicy krwi
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Zmiany biochemiczne w postaci wzrostu stezenia TG w surowicy krwi stwierdzono u
szczuréw narazonych na TET i jego mieszanine z EB lub n-H po 3 miesigcach doswiadczenia.
Nie odnotowano zmian stezenia cholesterolu catkowitego ani jego frakcji HDL i LDL, z
wyjatkiem krétkotrwatego spadku stezenia LDL-C w grupie szczurdw otrzymujgcych sam TET
po 2 miesigcach narazenia. Wyniki oznaczen stezenia frakcji lipidowych surowicy
przedstawiono w tabelach 31 i 32 oraz zobrazowano graficznie na rycinach 45 - 48 (jako
procent wartosci uzyskanych w grupie kontrolnej). Nie wystgpity takze zmiany stezenia MDA
w surowicy krwi zwierzat w zadnej z badanych grup. Wyniki oznaczania MDA w surowicy

przedstawia tab. 33 oraz ryc. 49.

Tabela 31. Stezenie cholesterolu catkowitego i jego frakcji HDL i LDL w surowicy
krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres

3 miesiecy.

CHOLESTEROL [mmol/l]

Grupa po Tmiesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach

T-C HDL-C | LDL-C T-C HDL-C | LDL-C T-C HDL-C | LDL-C

Kontrolna 1,640 | 0,505 | 1,055 | 1,240 | 0,464 | 0,720 | 1,620 | 0,576 | 0,977
+0,270 |+ 0,060 | £ 0,130 | £ 0,400 | £ 0,090 | + 0,180 | + 0,260 | + 0,141 | £ 0,178

TET 1,420 | 0,525 | 0,775 | 0,850 | 0,410 | 0,377° | 1,250 | 0,552 | 0,596
+ 0,430 |+ 0,090 | £ 0,240 | £ 0,250 | £ 0,060 | £ 0,090 | + 0,270 | + 0,096 | + 0,126

TET + EB 1,590 | 0,546 | 0,973 | 1,020 | 0,374 | 0,612 | 1,840 | 0,491 1,247
+ 0,400 |+ 0,030 | £ 0,290 | £ 0,204 | £ 0,080 | + 0,112 | £ 0,950 | + 0,098 | + 0,561

TET + n-H 1,850 | 0,576 | 1,167 | 1,440 | 0,496 | 0,882 | 1,520 | 0,500 | 0,910
+0,270 |+ 0,150 | £ 0,210 |+ 0,300 | £ 0,110 | £ 0,190 | £ 0,190 | £ 0,082 | + 0,122

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
b=p<0,01.
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Rycina 45. Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy krwi szczuréw
pobierajacych rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupa

kontrolna. Wartosci wyrazono jako M + SD.
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Rycina 46. Stezenie cholesterolu HDL u surowicy krwi szczuréw pobierajacych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Wartosci wyrazono jako M + SD.
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Rycina 47. Stezenie cholesterolu LDL u surowicy krwi szczuréw pobierajgcych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Wartosci wyrazono jako M £ SD.

Tabela 32. Stezenie triglicerydow w surowicy krwi szczuréw pobierajacych

rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy.

Grupa T-G[mmol/I]
po 1miesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach
Kontrolna 0,400 0,281 0,333
+ 0,110 + 0,080 + 0,086
TET 0,588° 0,317 0,510¢
+ 0,090 + 0,150 + 0,067
TET + EB 0,357 0,172 0,512¢
+ 0,160 + 0,070 +0,118
TET + n-H 0,535 0,312 0,550
+ 0,170 + 0,140 1+ 0,192
Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
a=p<0,05;
b=p<0,01;
c=p<0,001.
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Rycina 48. Stezenie triglicerydéw u surowicy krwi szczuréw pobierajgcych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Wartosci wyrazono jako M £ SD.

Tabela 33. Stezenie MDA w surowicy krwi szczuréw pobierajacych

rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy.

Grupa MDA [umol/I]
P po 1miesigcu po 2miesigcach po 3 miesigcach

Kontrol 4,95 4,96 5,63

ontroina + 1,00 + 0,54 +1.10
6,00 5,88 5,46

TET +0,75 +0,70 +0,99
5,21 5,30 5,71

TET+EB +1,23 +0,50 +0,76
4,87 5,54 5,04

TET +n-H + 0,56 +1.16 + 0,80

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw.
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Rycina 49. Stezenie MDA w surowicy krwi szczuréw pobierajacych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Wartosci wyrazono jako M £ SD.
6.3.2.3 Procesy pro- i antyoksydacyjne w tkankach

Wzrost poziomu MDA w homogenatach nerek stwierdzono pod koniec do$wiadczenia
u szczurdw narazonych na TET i jego mieszaniny z EB lub n-H. W tym samym czasie u
szczuréw eksponowanych na kombinacje TET i n-H obserwowano wzrost poziomu MDA w
watrobie. Wzrost ten miat miejsce juz po 8 tygodniach narazenia. W trakcie catego
doswiadczenia nie obserwowano natomiast zmian poziomu MDA ani w jgdrach ani w
Sledzionie zadnego z badanych zwierzat. Z kolei stezenie NPSH ulegto obnizeniu w watrobie
i nerkach po 3 miesigcach ekspozycji u szczurow narazonych tgcznie na TET i EB. Podobnie
jak w przypadku MDA brak byto réwniez zmian poziomu NPSH w jgdrach i $ledzionie
badanych szczuréw. Poziomy MDA i NPSH w poszczegdinych tkankach przedstawiono
odpowiednio na rycinach 50 — 53 oraz 54 — 57, zas dane liczbowe umieszczono odpowiednio
w tabeli 34 i 35.
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Rycina 50. Poziom MDA w watrobie szczuréw pobierajagcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wartosci wyrazono jako
M £ SD.
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Rycina 51. Poziom MDA w nerkach szczuréw pobierajacych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w porownaniu z grupg kontrolna. Wartosci wyrazono jako
M £ SD.
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Rycina 52. Poziom MDA w jadrach szczuréw pobierajacych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wartosci wyrazono jako
M £ SD.
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Rycina 53. Poziom MDA w sledzionie szczuréw pobierajacych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w porownaniu z grupg kontrolna. Wartosci wyrazono jako
M £ SD.
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Rycina 54. Poziom NPSH w watrobie szczurow pobierajacych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wartosci wyrazono jako
M £ SD.
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Rycina 55. Poziom NPSH w nerkach szczuréw pobierajagcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w porownaniu z grupg kontrolna. Wartosci wyrazono jako
M £ SD.
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Rycina 56. Poziom NPSH w jadrach szczuréw pobierajacych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wartosci wyrazono jako
M + SD.

. 160
= R
Q= 140
5 2
N O 120
BE @Kontrola
o O
;i 100 ®TET
= ‘5 80 BTET+EB
o
Zz g’ 60 BTET+n-H
] 'c
nw :
g = 40 a=p<0,05
22 5
O O
N &

0
4 8 12
Tydzienh ekspozyciji

Rycina 57. Poziom NPSH w sledzionie szczuréw pobierajacych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wartosci wyrazono jako
M £ SD.
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Tabela 34. Poziomy MDA w tkankach szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3

miesiecy.
MDA [nmol/g]
Grupa Watroba | Nerki Jadra Sledziona |Watroba |Nerki Jadra Sledziona |Watroba |Nerki Jadra Sledziona
po 1 miesigcu po 2 miesigcach po 3 miesigcach
76,8 78,5 53,0 49,2 74,6 83,6 54,1 741 82,2 91,1 62,0 75,4
Kontrolna
+6,5 +94 +7,0 +6,8 3,7 +11,0 | £119 +11,9 +11,3 1 8,6 +7,8 + 15,1
72,9 81,5 59,2 54,6 731 81,9 59,6 60,9 78,5 98,5° 68,1 68,1
TET
+3,8 57 +3,9 7,3 +13,5 +22,0 55 +16,9 +3,5 +6,9 +8,4 +9,8
63,2 70,4 58,0 441 74,8 86,7 57,1 66,6 83,4 102,72 56,9 80,5
TET + EB
+ 23,0 6,5 +6,0 7,7 +13,0 42 +44 +44 4,0 + 14,6 +8,0 +9,8
77,2 85,6 52,3 52,3 67,2° 69,9 51,9 67,2 98,5 106,7° 62,0 73,5
TET + n-H
+10,5 53 +6,7 6,3 438 6,2 6,5 +12,0 141 + 14,5 4,5 + 20,6

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;

Wartosci wyrazono jako M + SD;

a=p<0,05;
b=p<0,01.
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Tabela 35. Poziomy NPSH w tkankach szczuréw pobierajacych rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3

miesiecy.
NPSH [pmol/g]
Grupa Watroba | Nerki Jadra | Sledziona | Watroba | Nerki Jadra | Sledziona | Watroba | Nerki Jadra | Sledziona
po 1 miesigcu po 2 miesigcach po 3 miesigcach
511 4,08 4,54 0,52 6,32 4,01 5,73 0,44 5,85 4,06 4,38 0,36
Kontrolna
+ 0,59 +0,50 | £0,37 + 0,25 + 0,27 +0,60 | £0,30 + 0,08 +1,80 +0,10 | £0,23 1+ 0,04
5,40 5,72° 5,207 0,48 5,73 4,80 5,25 0,322 6,69 4,01 4,63 0,35
TET
+ 0,47 +0,90 | £0,45 +0,03 +1,00 +0,80 | £0,40 +0,03 + 1,46 +0,42 | £0,39 + 0,05
4,44 4,21 5,24° 0,56 517° 4,52 5,21 0,35 4,542 2,86° 4,16 0,38
TET + EB
1,23 +0,43 | £0,11 1+ 0,08 +1,00 +0,50 | £0,43 + 0,04 +1,30 +0,52 | £0,38 + 0,08
5,90 517 5,08 0,277 6,08 4,16 4,72° 0,34 5,79 4,14 4,53 0,33
TET + n-H
+0,43 +1,30 | £0,64 1+ 0,07 +1,30 +0,80 | £0,60 + 0,07 +0,48 +0,49 | £0,52 + 0,06

Kazda grupa liczyta po 5 szczuréw;
Wartosci wyrazono jako M + SD;
a=p<0,05;

b=p<0,01.
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7. DYSKUSJA

7.1 Interakcje metaboliczne

Istniejgce dane wskazujg, ze w warunkach fgcznego narazenia na kilka substancji
chemicznych moze dochodzi¢ do interakcji metabolicznych modyfikujgcych ich dziatanie
toksyczne. Interakcje te sg wynikiem zréznicowanego powinowactwa ksenobiotykéw do
enzymow biotransformujgcych oraz indukcji lub inhibicji réznych izoform cytochromu P450 (CYP),
odgrywajacych istotng role w | fazie metabolizmu ksenobiotykéw (Krishnan i Brodeur, 1991).

Takie obserwacje, poczynione u ludzi i zwierzat laboratoryjnych, przytacza wielu autorow.
Stwierdzono, ze roéwnoczesne narazenie ludzi na etylobenzen i m-ksylen prowadzito do
wzajemnej supresji metabolizmu skutkujgcej zarowno opodznieniem jak i spadkiem ilosci
metabolitow obu zwigzkéw wydalanych z moczem (Angerer i Lehnert, 1979; Engstrom i wsp.,
1984). taczne narazenie na n-heksan i 2-butanon spowodowato spadek stezenia 2,5-
heksanodionu (metabolit n-heksanu) w surowicy krwi i moczu badanych oséb (Shibata i wsp.,
1997; van Engelen i wsp., 1997). Odwrotnie, u szczurow przewlekle narazonych réwnoczesnie
na n-heksan o stezeniu 7000 mg/m?3 i 2-butanon o stezeniu 5900 mg/m?® wystapit wzrost stezenia
2,5-heksanodionu w moczu oraz nasilenie objawéw neuropatii obwodowej w poréwnaniu ze
zwierzetami narazonymi na sam n-heksan o tym samym stezeniu (Ichihara i wsp., 1998).

Narazenie na mieszanine toluenu i m-ksylenu w stezeniach odpowiednio 360 i 400 mg/m?
prowadzito do wzrostu stezenia kwasu hipurowego we krwi oraz opdznienia jego wydalania w
moczu, przy braku zmian wydalania kwasu m-metylohipurowego bedgcego metabolitem m-
ksylenu (Tardif i wsp., 1991). Natomiast nie wystepowaly interakcje metaboliczne podczas
narazenia na 2-krotnie nizsze stezenia obu substancji (odpowiednio 180 i 200 mg/m?). Réwniez
brak interakcji metabolicznych odnotowano u pracownikdw narazonych na niskie stezenia
mieszaniny toluenu, styrenu i metanolu (Kawai i wsp., 1992). U ochotnikéw narazonych na niskie
stezenia m-ksylenu (190 - 320 mg/m?) oraz toluenu, octanu butylu, n-heksanu, n-butanolu lub
ketonu metyloizobutylowego (120 - 340 mg/m?) przez 4 godz., tylko pod wptywem octanu butylu
obserwowano wzrost wydalania kwasu m-metylobenzoesowego bedgcego metabolitem m-

ksylenu (Jakubowski i Kostrzewski, 1989).
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Wyniki wlasnych badan, kiedy to pobieranie przez szczury dwusktadnikowych mieszanin
TET i EB lub TET i n-H przez okres 3 miesiecy nie prowadzito do interakcji metabolicznych,
wydajg sie by¢é zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw (Tardif i wsp., 1991).
Przyczyng braku interakcji metabolicznych byty zapewne zbyt niskie dawki badanych
rozpuszczalnikdw pobierane przez szczury, wynoszace w przypadku TET, EB i n-H odpowiednio
3,04; 0,49 i 0,39 mg/kg/dzieh. Dawki te byty limitowane rozpuszczalnoscig tych substancji w
wodzie (roztwory nasycone), co stanowito symulacje narazenia na te substancje w Srodowisku
generalnym. Ksenobiotyki te sg pobierane przez ludzi gtéwnie z wodg do picia i powietrzem (Ziglio
i wsp., 1985; Webler i Brown, 1993).

Nieco inne wyniki badan uzyskali Starek i wsp. (1998) u szczuréw, ktérym TET (50
pumol/kg) podawali rownoczesnie z n-H (12,5 lub 200 ymol/kg) przez 5 kolejnych dni. O ile przy
nizszym stosunku molowym obu zwigzkéw (1:0,25) obserwowali zahamowanie metabolizmu
TET, o tyle przy wyzszym stosunku molowym (1:4) wykazali stymulacje metabolizmu tego
zwigzku. Chociaz w cytowanej pracy dzienna dawka TET podana podskérnie byta ok. 4-krotnie
mniejsza niz w badaniach wtasnych, to jednak biodostepnos¢ tego zwigzku lipofilowego byta
wielokrotnie wieksza niz po pobraniu dozotgdkowym. Dawki n-H w cytowanej pracy byty 8-krotnie
mniejsze (12,5 ymol/kg) i 2-krotnie wieksze (200 pmol/kg) niz w badaniach wtasnych.

Wsréd doniesien na temat interakcji metabolicznych dos$¢ czesto mozna spotkaé pozornie
sprzeczne dane, co moze $wiadczy¢ o ztozonej naturze tych zjawisk i mnogosci czynnikéw
wptywajgcych na ich przebieg. O ile Tardif i wsp. (1991) obserwowali interakcje metaboliczne
miedzy toluenem i m-ksylenem, o tyle Huang i wsp. (1994 ) oraz Jakubowski i Kostrzewski (1989)
nie wykazali tego zjawiska w warunkach narazenia na niskie stezenia obu zwigzkdéw.

Wg Inoue i wsp. (1988) w warunkach narazenia zawodowego na pary benzenu i toluenu
dochodzi do spadku wydalania w moczu fenolu i hydrochinonu jako metabolitéw benzenu oraz
kwasu hipurowego powstajgcego z toluenu. Nalezy jednak podkresli¢, ze supresja metabolizmu
benzenu przez toluen jest silniej zaznaczona niz zahamowanie metabolizmu toluenu przez
benzen. Interakcje te nasilaty sie wraz ze wzrostem stezenia obu zwigzkéw w powietrzu. Wyniki
te sg spojne z obserwacjami Sato i Nakajimy (1979), ktérzy nie obserwowali zmian stezenia
benzenu i toluenu we krwi i powietrzu wydechowym u pracownikéw narazonych tgcznie na niskie
stezenia benzenu (80 mg/m?3) i toluenu (380 mg/m3).

Biorgc pod uwage przytoczone wyniki badan wydaje sie, ze dla poznania mozliwych
interakcji metabolicznych ksenobiotykow bytoby celowe badanie wszystkich mozliwych ich

kombinacji, co z oczywistych wzgledow nie jest osiggalne. Pozostaje zatem wybor
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pojedynczych substancji, istotnych z punktu widzenia praktycznego, oraz zastosowanie scisle
okreslonych warunkéw doswiadczalnych. Nalezy przy tym pamietaé o ostroznym wycigganiu zbyt
daleko idgcych wnioskéw i uogdlnianiu obserwowanych zjawisk. Wynika to z faktu, iz
podobienstwo chemicznej budowy ksenobiotykdbw nie zawsze gwarantuje prawidiowe
przewidywanie mozliwych interakcji metabolicznych. Na przyktad 2-butanon hamowat
biotransformacje ksylenu u ludzi (Liira i wsp., 1988), natomiast nie wykazywat takiego dziatania
w stosunku do toluenu, nalezagcego do tego samego szeregu homologicznego (Dick i wsp., 1984;
Tolos i wsp., 1987).

Wyniki wtasnych badan wskazujg, ze u szczuréw w warunkach narazenia 28-dniowego,
zaréwno n-heksan jak i etylobenzen podawane podskérnie w wigkszych dawkach niz w
doswiadczeniu 90-dniowym (dzienna dawka TET 24-krotnie wieksza; dawka n-H i EB okoto 100-
krotnie wieksza) hamowaty metabolizm TET do kwasu trichlorooctowego. Podobne zjawisko
wykazali Seiji i wsp. (1989) u pracownikéw narazonych na pary TET i trichloroetylenu, u ktérych
stwierdzili spadek wydalania metabolitow obu zwigzkédw w moczu. Roéwniez u szczurow
otrzymujgcych TET i trichloroetylen podskérnie w matych dawkach (10 lub 40 umol/kg) przez 28
dni obserwowano zahamowanie metabolizmu tych zwigzkéw, gtéwnie do trichloroetanolu, przez
caty okres narazenia (Starek, 1998). Ponadto u szczurow pobierajgcych TET razem z 1,1,1,2-
tetrachloroetanem w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy wystgpita supresja metabolizmu obu
zwigzkow rowniez gtoéwnie do trichloroetanolu (Skowron i wsp., 2003).

Jak wynika z przytoczonych danych z pisSmiennictwa, obok hamowania metabolizmu
jednego ksenobiotyku przez inny ksenobiotyk, zwtaszcza o podobnej strukturze chemicznej lub
nalezagcy do tego samego szeregu homologicznego, moze réwniez dochodzi¢ do wzajemnej
stymulacji metabolizmu. O ile hamowanie moze wynika¢ z konkurencji ksenobiotykéw w stosunku
do enzymow metabolizujgcych lub inhibicji okreslonej izoformy CYP, o tyle stymulacja
metabolizmu moze by¢ nastepstwem indukcji enzymatycznej. Dowiedziono poza wszelkg
watpliwos¢, ze aktywnosé mikrosomalnych monooksygenaz wzrasta nawet o rzad wielkosci w
wyniku indukcji CYP i jego reduktazy NADPH-zaleznej (Whitlock i Denison, 1995).

U cziowieka wystepuje ponad 100 gendw kodujgcych CYP o zréznicowanej swoistosci
substratowej, naktadajgcej sie na siebie, ale nie wszystkie izoformy podlegajg indukcji. Dla
przyktadu w rodzinie CYP2 indukowalne sg podrodziny CYP2B i CYP2E, podczas gdy pozostate
15 podrodzin nie ulega indukcji (Okey, 1990). Niemal 3,5-krotny, chociaz krétkotrwaty (ponizej 18
godz.), wzrost ekspresji mMRNA CYP2B w watrobie szczuréw wykazano po 6 godz. od

dootrzewnowego podania TET w jednorazowej dawce 500 mg/kg m.c. (Mizuno i wsp., 2001).
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TET hamuje aktywnos¢ monooksygenaz indukowanych przez fenobarbital, zaleznych od
CYP2B1 (O-depentylazy 7-pentoksyresorufiny i O-debenzylazy 7-benzyloksyresorufiny) oraz
rownoczesnie od CYP1A1 lub CYP2B1 (O-deetylazy 7-etoksykumaryny). Dowodzi to, ze zaréwno
CYP2B1 jak i CYP1A1 uczestniczg w biotransformacji TET (Hanioka i wsp., 1995). Stopien
indukcji enzymow  biotransformujgcych wykazuje réznice tkankowe (Aarstad i wsp., 1984;
Wrighton i Stevens, 1992; Nakajima, 1997). Wielko$¢ indukcji enzymatycznej, podobnie jak
stopien inhibicji, zalezg od poziomu narazenia na ksenobiotyk(i), metabolicznego klirensu
tkankowego oraz przeptywu krwi przez metabolizujgcy narzad. Gdy szybkos¢ dyfuzji
ksenobiotyku jest poréwnywalna z szybkoscig przeptywu krwi, to przeptyw krwi decyduje o
transporcie ksenobiotyku do tkanek. W przypadku duzych czgsteczek nie polarnych lub matych
czgsteczek polarnych dyfuzja btonowa jest wolniejsza od szybkosci transportu ze strumieniem
krwi. Wéwczas klirens tkankowy zalezy od tzw. wewnetrznej pojemnosci tkankowej narzadu
(Johanson, 1997). Jest to szczegdlnie istotne w przypadku rozpuszczalnikow organicznych,
ktérych klirens tkankowy poprzedzajgcy indukcje enzymatyczng jest wiekszy od przeptywu krwi
np. w watrobie. W takim przypadku, przy niskich poziomach narazenia, nie wystepujg zmiany
toksykokinetyczne w warunkach indukcji metabolicznej. Odwrotnie, w przypadku wysokich
poziomow narazenia dochodzi do wysycenia metabolizmu (kinetyka wysycenia), ktory osigga
graniczng szybko$¢ maksymalng (Vmax). Oczywiscie w przypadku rozpuszczalnikow
organicznych, ktérych klirens tkankowy jest mniejszy od szybkosci przeptywu krwi przez tkanki,
indukcja enzymow metabolizujgcych bedzie modyfikowata toksykokinetyke tych substancji przy
kazdym poziomie narazenia (Sato, 1991).

Dowiedziono, ze wiele rozpuszczalnikow organicznych moze indukowaé¢ CYP u ludzi i
zwierzat. Szczegolnie CYP2E1 jest podatny na indukcje przez niewielkie czgsteczki organiczne,
do ktorych nalezy wiekszo$¢ rozpuszczalnikow organicznych (Wrighton i Stevens, 1992).
Stwierdzono, ze najbardziej efektywnymi induktorami hydroksylazy pierscienia aromatycznego
toluenu u szczuréw byty etylobenzen, n-propylobenzen i m-ksylen (Backes i wsp., 1993). Z kolei
metylo-n-alkiloketony i n-alkilobenzeny indukowaty CYP2B1/2 w stopniu zaleznym od dtugosci
tahcucha alkilowego, podczas gdy indukcja CYP2E1 nie wykazywata takiej zaleznosci (Imaoka i
Funae, 1991).

Przewlekte narazenie zawodowe na dany ksenobiotyk moze czasem wptywaé na jego
metabolizm w wyniku autoindukcji metabolicznej. Takie zjawisko obserwowano m.in. w
przypadku narazenia pracownikéw na styren, kiedy to spadkowi stezenia styrenu we krwi i
wzrostowi klirensu metabolicznego tego zwigzku towarzyszyt wzrost poziomu odpowiedniego

glukuronianu we krwi oraz kwaséw merkapturowych w moczu (Dgssing, 1983; L&f i wsp., 1986).
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Zjawisko to obserwowano réwniez u pracownikdw narazonych na stosunkowo niskie stezenie
styrenu (320 mg/m?®) przez krotki okres czasu (2 godz.), ktorzy w przeszitosci byli narazeni na
wysokie stezenia tego zwigzku (L6f i wsp., 1986).

Istotny wydaje sie by¢ fakt, ze okreslone rozpuszczalniki organiczne mogg indukowac
kilka izoform CYP. Dotyczy to zwlaszcza benzenu i jego homologéw, ktére u szczuréw indukujg
zarowno CYP2B1, jak i CYP2E1. Indukcja CYP2E1 byta najsilniej zaznaczona pod dziataniem
benzenu i malata w kolejnosci benzen > toluen > etylobenzen > styren > ksylen, natomiast
odwrotng kolejnos¢ wymienionych rozpuszczalnikdw zaobserwowano w przypadku indukcji
CYP2B1. Ponadto benzen okazat sie silniejszym induktorem CYP2E1 niz etanol, natomiast
alkilobenzeny stabiej indukowaty CYP2B1/2 od fenobarbitalu (Gut i wsp., 1993). Juz pojedyncza
dawka benzenu, toluenu lub m-ksylenu moze indukowaé¢ CYP2E1 u szczuréw, co prowadzi do
nasilenia metabolizmu dichlorometanu i w konsekwencji do wzrostu stezenia
karboksyhemoglobiny we krwi (Kim i Kim, 1996). Zaréwno jednorazowe jak i powtarzane
narazenie szczuréw Fischer 344, samcow, zwiekszato ekspresje CYP2B, CYP2E1 i CYP3A2
(Serron i wsp., 2000).

Réwniez n-heksan wykazuje wtasciwosci indukcyjne u zwierzat laboratoryjnych. Podobnie
jak styren moze on modyfikowaé wiasny metabolizm na drodze autoindukcji. Hewitt i wsp. (1980a)
oraz Howd i wsp. (1982) obserwowali narastanie stezenia 2,5-heksanodionu we krwi szczuréw
narazonych na heksan w warunkach powtarzanych. Notten i Henderson (1975) oraz Nakajima i
wsp. (1991) wykazali indukujgce dziatanie n-heksanu na CYP2E1. Z drugiej strony metabolit n-
heksanu, 2-heksanon, indukowat CYP2E1, CYP2B1/2 i CYP2C11/6 w watrobie swinek morskich
i szczuréw.

Haddad i wsp. (1999a; 1999b) podjeli probe oceny mozliwych interakcji metabolicznych
10 lotnych  ksenobiotykow  (dichlorometanu, benzenu, trichloroetylenu, toluenu,
tetrachloroetylenu, etylobenzenu, styrenu i ksylendw) oraz ich wplywu na stezenia tych zwigzkéw
we krwi. Wykazali zmiany kinetyki poszczegoélnych zwigzkéw we krwi wyrazone wzrostem
stezenia substancji macierzystych, co wskazuje na wzajemng supresje metabolizmu.

Dane te znajdujg potwierdzenie w wynikach niniejszej pracy, gdzie w warunkach
narazenia 28-dniowego wykazano rowniez interakcje metaboliczne. Zaréwno n-heksan jak i
etylobenzen hamowaly utlenianie TET do TCA, etylobenzen dziatat hamujgco na przemiane n-
heksanu do 2,5-heksanodionu, podczas gdy TET i n-heksan stymulowaty metabolizm
etylobenzenu do kwasu hipurowego. Tak wiec TET i n-heksan wykazywaty wilasciwosci
indukcyjne w stosunku do metabolizmu etylobenzenu, podczas gdy n-heksan i etylobenzen

dziataty hamujaco na procesy biotransformacji TET, a etylobenzen hamowat metabolizm n-
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heksanu. Jest to spojne z teorig Haddada i wsp. (2000) mowigca, ze ksenobiotyki wysoce
ekstrahowalne, ktérych wspétczynnik ekstrakcji watrobowej (E) jest =2 0,9 wykazujg dziatanie
hamujgce na metabolizm innych ksenobiotykéw. Z drugiej strony substancije, ktérych E jest < 0,9,
jak np. TET (E = 0,14), stymulujg przemiany metaboliczne ksenobiotykéw. Ciekawe jest, ze
zahamowanie metabolizmu badanych zwigzkéw (TET i n-H) wystepowato tylko w pierwszych
dwdch tygodniach narazenia, a nastepnie cofato sie catkowicie osiggajgc wartosci grupy
kontrolnej. Dane te wydajg sie korespondowac z wynikami badan Bergeron i wsp. (1999) nad
ekspresjg CYP2E1 u szczuréw narazonych na etylobenzen. Poziom CYP2E1 rosnie na poczatku
narazenia, a nastepnie wraca do wartosci kontrolnych. Nalezy podkresli¢, ze zarowno TET jak i
etylobenzen sg substratami dla CYP2E1 (Guengerich i wsp., 1991). Tak wiec interakcje
metaboliczne TET, etylobenzenu i n-heksanu, obserwowane w badaniach wiasnych, wynikaty ze
wspolnego ogniwa metabolicznego jaki stanowity CYP2E1, CYP2B1/2 i CYP1A1.

Nawigzujgc do badan Haddada i wsp. (2000) interesujgce wydaje sie, ze w przypadku 9
substancji na 10 (z wyjatkiem TET) stezenia mierzone we krwi zylnej nigdy nie osiggaty gornej
wartosci teoretycznej obliczonej dla wspétczynnika E = 0. Tak wiec TET okazat sie zwigzkiem
najbardziej problematycznym, dla ktérego nie doszacowano danych empirycznych. Ponadto
stwierdzono, ze w modelu fizjologicznej toksykokinetyki (PBTK) TET krytycznym parametrem jest
wspoétczynnik podziatu krew/powietrze (Reitz i wsp., 1996). Kazda, nawet niewielka zmiana
wartosci tego wspotczynnika ma istotny wptyw na toksykokinetyke TET u zwierzat narazonych
inhalacyjnie na ten zwigzek. Istnieje mozliwos¢, ze wartosci wspotczynnikow podziatu
krew/powietrze niektérych ksenobiotykow lotnych ulegajg obnizeniu w obecnos$ci innych
substancji wskutek wysycenia miejsc wigzgacych w hemoglobinie, albuminach, globulinach lub
lipoproteinach krwi. Chociaz mozna polemizowac, ze takie zmiany sg mato prawdopodobne u
zwierzagt narazonych na niskie stezenia lub dawki rozpuszczalnikéw organicznych, to wydaje sie
korzystniejsze stosowanie innej drogi narazenia, niz droga oddechowa, w przypadku oceny
interakcji metabolicznych TET.

Innym, waznym zagadnieniem toksykokinetycznym jest mozliwos¢ wysycenia
metabolizmu substancji chemicznych. Stwierdzono, ze przy niskich poziomach narazenia, co
najczesciej ma miejsce z wyjatkiem sytuacji awaryjnych lub zatru¢ ostrych, procesy metaboliczne
ksenobiotykdw przebiegajg zgodnie z kinetyka | rzedu, tj. proporcjonalnie do stezenia substratu.
W tych warunkach istnieje liniowa zaleznos¢ pomiedzy wielkoscig narazenia, wchtonietg dawka,
dawkg w narzgdzie docelowym a iloscig generowanych metabolitow. Przy wysokich poziomach
narazenia biotransformacja ulega wysyceniu, a jej przebieg wykazuje kinetyke 0 rzedu osiggajaca

szybko$¢ graniczng rowng Vmax. Wysycenie metabolizmu obserwowano w przypadku takich
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rozpuszczalnikdbw organicznych jak m.in. 2-butanon (Liira i wsp., 1990), metylochloroform,
trichloroetylen i TET (Ward i wsp., 1988). Wysycenie metabolizmu powoduje wyzszy od
oczekiwanego wzrost stezenia zwigzku macierzystego we krwi i innych tkankach, spadek
stezenia metabolitdow, a czasem zmiane szlaku metabolicznego. Zmiany te prowadza do
zaburzen przebiegu krzywych dawka-efekt i dawka-odpowiedz, w kierunku zaleznym od tego,
czy biologicznie aktywny jest zwigzek macierzysty, czy tez jego metabolit.

Wysycenie metabolizmu trichloroetylenu i TET obserwowano u myszy po dozotgdkowym
podawaniu tych zwigzkéw (Buben i O’Flaherty, 1985). O ile biotransformacja trichloroetylenu
miata liniowy przebieg w stezeniach do 2700 mg/m? o tyle metabolizm TET osiggat kinetyke
wysycenia juz przy stezeniu 340 mg/m?® (Nakajima i wsp., 1988; Kaneko i wsp., 1994). Rowniez
w badaniach wtasnych w warunkach narazenia na stosunkowo mate dawki TET, wynoszgce 75
mg/kg m.c. przez 28 dni, mozna byto zaobserwowa¢ wysycenie metabolizmu tego zwigzku w
ostatnich dwoch tygodniach narazenia.

U gryzoni wysycenie metabolizmu TET do kwasu trichlorooctowego, bedgcego
proliferatorem peroksysoméw, ma istotne znaczenie z punktu widzenia dziatania rakotwdrczego
na watrobe. Podawanie myszom i szczurom kwasu trichlorooctowego w wodzie do picia
prowadzito do indukcji raka watrobowokomoérkowego (Herren-Freund i wsp., 1987). Podobne
wyniki uzyskano na hepatocytach mysich i szczurzych w badaniu in vitro. Gdy natomiast
zwierzetom podawano zwigzek macierzysty (TET) to raka watrobowokomérkowego
obserwowano tylko u myszy. Zwazywszy, ze proliferacja peroksysomow indukowana przez kwas
trichlorooctowy jest procesem progowym, to przyczyne gatunkowych réznic obserwowanych
zjawisk mozna upatrywaé w toksykokinetyce TET (Green, 1990). U myszy metabolizm TET
przebiega liniowo w szerokim zakresie dawkowania, zatem prég dziatania proliferacyjnego kwasu
trichlorooctowego jest tatwo przekraczany. Natomiast u szczuréw metabolizm TET ulega
wysyceniu przy stosunkowo niskich dawkach i tym samym prég dziatania proliferacyjnego kwasu
trichlorooctowego nie zostaje osiggniety nawet przy wysokich dawkach zwigzku macierzystego.
Réwniez u cztowieka, podobnie jak u szczura, wysycenie metabolizmu TET przeciwdziata indukciji
procesu nowotworowego w watrobie przez jego metabolit (Monster i wsp., 1983; Ikeda i wsp.,
1972; Ohtsuki i wsp., 1983).
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7.2 Interakcje toksykodynamiczne

7.2.1 Dziatanie neurotoksyczne

Wbrew niektérym opiniom (Puchalska, 1985; Feldman i wsp., 1985; White i Proctor, 1997)
o duzej czutosci testdw behawioralnych i mozliwosci oceny za ich pomocg subklinicznych i
klinicznych zmian neurotoksycznych, zastosowane testy w niniejszej pracy okazaty sie zbyt
podatne na indywidualne reakcje zwierzat. Standaryzacja tych testéw wskazuje na duzg
zmiennos¢ uzyskanych wynikow tak w odniesieniu do poszczegodlnych osobnikow jak i miedzy
osobnikami. Sprawito to, iz uchwycenie zmian neurobehawioralnych u szczuréw w warunkach
narazenia powtarzanego stato sie bardzo trudne, a nawet niemozliwe.

Nawet sam TET podawany wstepnie w dawkach 75 - 225 mg/kg m.c. podskornie przez 4
tygodnie nie spowodowat statystycznie istotnych roznic w wartosciach testow behawioralnych w
poréwnaniu z grupg kontrolng pomimo, ze jest to zwigzek o depresyjnym dziataniu na OUN.
Oczekiwano wiec zmian aktywnosci antynocyceptywnej, motorycznej i eksploracyjnej. Takie
zmiany obserwowano jedynie po podaniu szczurom TET w duzych dawkach jednorazowo, drogq
dootrzewnowg (Miranowicz-Dzierzawska i wsp., 2003).

Poniewaz zmiany behawioralne praktycznie nie wystepowaty w przypadku powtarzanego
narazenia na pojedyncze rozpuszczalniki, dlatego trudno byto oczekiwaé tego rodzaju zmian w
warunkach narazenia fgcznego.

Z drugiej jednak strony, biorgc pod uwage rodzaj ksenobiotykéw bedgcych przedmiotem
badan bylo niemal pewne, ze w wyniku obserwowanych interakcji metabolicznych powinny
wystgpi¢ zmiany w ich dziataniu neurotoksycznym. Wiadomo bowiem, Zze neurotoksyczne
dziatanie n-heksanu jest zwigzane z jego metabolitem, 2,5-heksanodionem (Krasavage i wsp.,
1980; Perbellini i wsp., 1980). Matg neurotoksyczno$¢ n-heksanu obserwowano u kur (Gallus
gallus), u ktorych watrobowe poziomy CYP sg okoto 4-krotnie nizsze w poréwnaniu ze szczurami
i w skutek tego przemiana n-heksanu do 2,5-heksanodionu jest uposledzona (Abou-Donia i wsp.,
1985).

Zmiany neurotoksycznego dziatania n-heksanu w wyniku interakcji metabolicznych z
innymi ksenobiotykami byly obserwowane przez wielu autoréw. Stwierdzono, ze rownoczesne
narazenie szczuréw na n-heksan i toluen powoduje nie tylko zahamowanie powstawania 2,5-

heksanodionu i spadek jego wydalania w moczu, ale rowniez zmniejsza stopien nasilenia
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objawéw neurotoksycznych (Takeuchi i wsp., 1981; Perbellini i wsp., 1982; lwata i wsp., 1983;
1984).

Podobnych wynikbw mozna bylo oczekiwa¢ w badaniach wiasnych, w warunkach
tgcznego narazenia na n-heksan i etylobenzen przez okres 28 dni. Na podstawie spadku stezenia
2,5-heksanodionu w moczu mozna sgdzi¢ o obnizonej neurotoksycznosci n-heksanu, ktéra
zapewne wystgpita, ale jej objawow nie udato sie potwierdzi¢ zastosowanymi testami
behawioralnymi.

By¢ moze i w tym przypadku jedng z przyczyn braku odpowiedzi ze strony testéw
behawioralnych byt zbyt niski poziom dawek badanych rozpuszczalnikow. Jest to spojne z
wynikami badan Umezu i wsp. (1997), ktérzy u myszy oznaczyli wartos¢ EDso dla utraty odruchu
postawy dla TET podawanego dootrzewnowo na poziomie 4209 mg/kg m.c. Z kolei inne testy
behawioralne zastosowane w ich badaniu dawaty odpowiedzi przy dawkach rzedu 2000 mg/kg
m.c. Natomiast Chen i wsp. (2002) wykazali, ze TET w jednorazowej dawce dozotgdkowej 50
mg/kg m.c. nie spowodowat u szczurdw istotnych statystycznie zmian behawioralnych
ocenianych trzema testami. Z drugiej strony w doswiadczeniu 8-tygodniowym autorzy ci
obserwowali efekt antynocyceptywny, co mogtoby sugerowa¢ kumulacje ksenobiotyku w OUN.
Réwniez i Baelum (1999) nie wykazat objawdw dziatania neurotoksycznego u ochotnikéw, ktérym
podawat per os toluen, trichloroetylen (w dawkach 90 i 240 mg) lub n-heksan (18 lub 60 mg).
Natomiast Seeber (1989) obserwowat zmiany w testach psychologicznych (m.in. predkosé
postrzegania, pamie¢ wzrokowa, symbole cyfrowe, korygowanie btedéw) u pracownikéw
narazonych przewlekle na TET, gdzie w przypadku 88% badanych osdb stezenie tego zwigzku
w powietrzu nie przekraczato 340 mg/m?.

W konkluzji nalezy stwierdzi¢, ze testy behawioralne zastosowane w pracy okazaty sie nie
najlepszym narzedziem badawczym neurotoksycznego dziatania rozpuszczalnikéw organicznych
przy niskich poziomach narazenia u zwierzat laboratoryjnych. Nalezy przypuszczaé, ze do oceny
obwodowej neuropatii charakterystycznej dla n-heksanu testem z wyboru jest pomiar szybkosci
przewodnictwa w nerwach obwodowych Ilub elektromiografia (Gtuszcz-Zielinska, 1999;
Seppalainen i wsp., 1978; Pastore i wsp., 2002), a w przypadku wiekszosci rozpuszczalnikow
organicznych tomografia komputerowa lub rezonans magnetyczny (Juntunen i wsp., 1985; White
i wsp., 1993; Filley i wsp., 2004). Wskazujg na to wyniki badan Moshe i wsp. (2002), ktérzy u 61-
letniego artysty malarza, narazonego na rozpuszczalniki farb przez okres 30 lat, stwierdzili
parestezje w obrebie konczyn oraz uposledzenie koncentracji uwagi i pamieci. Podczas gdy testy
behawioralne ujawnity nieznaczne zaburzenia, to pomiar przewodnictwa nerwowego wykazat

powazne zmiany w uktadzie nerwowym tego chorego w stopniu wyjasniajgcym objawy kliniczne.
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Podobne wyniki testow behawioralnych uzyskano u oséb zamieszkatych w poblizu dwdch
zaktadéw przemystowych emitujgcych do srodowiska chlorowane rozpuszczalniki organiczne
(trichloroetylen, metylochloroform, tetrachloroetylen i chlorek winylu), zgtaszajgcych dolegliwosci
ze stronu uktadu nerwowego (Kilburn, 2002).

Jak widaé, mimo ze testy neurobehawioralne sg zwykle zalecane do oceny skutkéw
narazenia na substancje neurotoksyczne, zwtaszcza w srodowisku pracy (Triebig i Hallermann,
2001; Anger, 2003), to ich przydatnos¢ potwierdza sie nie w kazdych warunkach narazenia.
Szczegodlnie w badaniach na zwierzetach, jak to miato miejsce w niniejszej pracy, zastosowana
bateria testéw ze zrozumiatych wzgledéw byta inna od tej jaka stuzy do oceny okreslonych

zachowan czy umiejetnosci u cztowieka poddajgcego sie badaniu w sposéb Swiadomy i celowy.
7.2.2 Dziatanie hepatotoksyczne

Pismiennictwo toksykologiczne wskazuje, ze narazenie na substancje chemiczne moze
prowadzi¢ do nieoczekiwanych efektéw szkodliwych ze strony réznych narzgdéw oraz do
znacznie wiekszych skutkéw od przewidywanych. Zjawiska te obserwowano na ogot w
warunkach narazenia na mieszaniny ksenobiotykdéw.

Zeliger (2003) rozpatrujgc szkodliwe efekty dziatania mieszanin substancji chemicznych
przedstawit przyktady 23 grup pracownikow, liczgcych od 1 do 200 oséb, u ktérych wystepowaty
nieoczekiwane zmiany szkodliwe wywotane przez mieszaniny ksenobiotykdw wystepujgce w
stezeniach nizszych od dopuszczalnych. Autor skonstatowat, ze mieszaniny te zawieraty co
najmniej jedng substancje wzglednie lipofilowg i co najmniej jedng o charakterze hydrofilowym,
co znalazto potwierdzenie w wartosciach wspétczynnikow podziatu n-oktanol/woda (Kow).
Wiadomo, ze substancje lipofilowe fatwiej pokonujg bariere bton biologicznych niz zwigzki
hydrofilowe (Alessio, 1996) i mogg promowac¢ wchianianie substancji hydrofilowych do
organizmu. Manganaro (1997) podaje, ze wiekszo$¢ lekdw nie pokonataby bariery bton
komorkowych w ilo$ciach wystarczajgcych do dziatania terapeutycznego bez udziatu czynnikow
wspomagajgcych wchfanianie. Potts i Guy (1992) stwierdzili, ze wchtanianie przez skoére jest
funkcjg Kow. Witte i wsp. (1995) zaobserwowali, ze substancje uszkadzajgce btony komoérkowe w
stezeniach subtoksycznych nasilaty cytotoksyczne dziatanie ksenobiotykéw hydrofilowych.
Autorzy skonkludowali, ze kombinacja substancji lipo- i hydrofilowych wywiera dziatanie
synergistycznie. Wykazali rowniez liniowg zaleznos¢ pomiedzy logarytmem stezenia, przy ktorym

nie obserwowali dziatania szkodliwego, a wartoscig Kow.
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Przytoczone dane mogg do pewnego stopnia wyjasnia¢ skutki dziatania mieszanin TET i
etylobenzenu oraz TET i n-heksanu na réwnowage pro-/antyoksydacyjng w tkankach szczuréw
w wyniku narazenia 90-dniowego. Ot6z mozna by stwierdzi¢, ze obserwowany wzrost poziomu
MDA w watrobie po 12 tygodniach narazenia wystepowat tylko po narazeniu na mieszanine TET
i n-heksanu, natomiast nie wystepowat w przypadku kombinacji TET i etylobenzenu. Zgodnie z
hipotezg Witte i wsp. (1995) n-heksan o wartosci Kow = 3,90, w przeciwienstwie do etylobenzenu
(Kow = 3,15), utatwia wchtanianie bardziej polarnego TET (Kow = 2,60). Nie jest to jednak spdjne
z wynikami oznaczen NPSH w watrobie po 8 i 12 tygodniach narazenia, kiedy to spadek
niebiatkowych tioli w watrobie i nerkach wystgpit tylko u zwierzat pobierajgcych TET razem
etylobenzenem. Nalezy jednak podkresli¢, ze jest to jednak pozorna sprzecznosé. MDA jest
produktem peroksydaciji lipidow btonowych, powstajgcym w Srodowisku lipofilnym, podczas gdy
NPSH bedgce gtdwnie zredukowanym glutationem (GSH) wystepujg w cytozolu (Srodowisko
hydrofilowe) i czesciowo w mitochondriach komérek. Z dugiej strony MDA i NPSH sa
biomarkerami réwnowagi pro-/antyoksydacyjne;j.

Mutti i wsp. (1982) obserwowali objawy ze strony OUN podczas narazenia na mieszanine
n-heksanu, cykloheksanu (Kow = 3,44), 2-butanonu (Kow = 0,29) i octanu etylu (Kow = 0,73).
Dgssing i Ranek (1984) opisali przypadki uszkodzenia watroby po narazeniu na mieszaning
disiarczku wegla (Kow = 1,94), toluenu (Kow = 2,73) i metanolu (Kow = -0,77). Valentini i wsp. (1994)
wykazali objawy neuropatii obwodowej po narazeniu na niskie stezenia mieszaniny 2-butanonu,
octanu etylu, cykloheksanu i n-heptanu (Kow = 4,66). Ponadto Burkhart i wsp. (1996)
zaobserwowali szybkie zaburzenia ze strony uktadu oddechowego podczas tgcznego narazenia
na izobutan (Kew = 2,76), octan etylu, n-heptan i fluoroalkany (Kow = 0,75). We wszystkich
przypadkach stezenia poszczegdlnych substancii nie przekraczaty wartosci dopuszczalnych.

Od dawna znana jest kluczowa rola watroby w lipidowej homeostazie organizmu.
Poniewaz watroba syntetyzuje i metabolizuje lipoproteiny obecne w surowicy krwi, dlatego mozna
oczekiwaé zmian stezenia lipidow i lipoprotein w surowicy w przewlektych chorobach tego
narzadu (Cicogniani i wsp., 1997). Zmiany te wigzano z zaburzeniami biosyntezy lipoprotein,
deficytem acylotransferazy lecytyno-cholesterolowej i lipazy watrobowej (lizosomalnej),
nieprawidtowym klirensem lipoprotein, zwtaszcza LDL-C, jak rowniez zawracaniem lipidow
z6tciowych do osocza krwi (Glickman i Sabesin, 1988).

Jedni autorzy obserwowali hypercholesterolemie i krétkotrwatg hypertriglicerydemie u

chorych ze schorzeniami watroby (Glickman i Sabesin, 1988; Powell i Kroon, 1992), natomiast
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inni odnotowali spadek stezenia cholesterolu catkowitego oraz lipoprotein frakcji HDL i VLDL w
surowicy krwi (Mclntyre, 1978; Palombo, 1987).

Cicogniani i wsp. (1997) u pacjentbw z marskoscig watroby klasy C, wg skali Child,
wykazali spadek stezenia cholesterolu catkowitego, co byto zwigzane z ciezkoscig choroby. Jako
przyczyne podawano spadek syntezy cholesterolu w watrobie, co potwierdzono w badaniach na
zwierzetach, na marskich hepatocytach in vitro oraz w warunkach zespolenia wrotno-czczego
(Nosadini i wsp., 1984; Starzl i wsp., 1973). Poziom LDL-C w surowicy krwi wykazywat odwrotng
zaleznos¢ od stopnia uszkodzenia watroby, uposledzenia biosyntezy apoproteiny B-100 w
watrobie lub zaburzonego klirensu czastek VLDL. Postepujacy spadek poziomu HDL-C w
surowicy u chorych z marskoscig watroby prawdopodobnie odzwierciedlat spadek biosyntezy
apoproteiny A-1 w watrobie (Kroon i Powell, 1992) lub niedobdr acylotransferazy lecytyno-
cholesterolowej (Jahn i wsp., 1985). Cicognaniemu i wsp. (1997) nie udato sie skorelowa¢ zmian
aktywnosci aminotransferaz z poziomami lipoprotein w surowicy u pacjentéw cierpigcych na
przewlekte aktywne zapalenie watroby, co sugeruje ze ten typ schorzenia nie wptywa na poziom
lipoprotein w surowicy. We wczesniejszych badaniach zaobserwowano istotny statystycznie,
bezposredni zwigzek pomiedzy poziomem lipoprotein w surowicy i czasem protrombinowym oraz
stezeniem albumin w surowicy u chorych z marskoscig watroby (Zoli i wsp., 1991). Obserwacje
te wskazujg na scistg zaleznos¢ pomiedzy metabolizmem biatek i lipidow. Poniewaz integralnosé
btonowych struktur komorki jest niezbedna do efektywnej biosyntezy biatek, w tym takze
apoprotein i enzyméw, jest zatem zrozumiate zapotrzebowanie organizmu na homeostaze
lipidowa.

Rowniez w niniejszej pracy, w doswiadczeniu 28-dniowym, obserwowano wyrazng
dyslipidemie wyrazong spadkiem stezenia HDL-C oraz wzrostem stezenia LDL-C i triglicerydow
w surowicy krwi. Zmiany te wystepowaty w grupach zwierzat otrzymujgcych etylobenzen lub n-
heksan oraz mieszanine TET i etylobenzenu, TET i n-heksanu oraz etylobenzenu i n-heksanu.
Wskazujg one tylko na zaburzenia czynnosciowe hepatocytow pod wptywem badanych
ksenobiotykow.

Do oceny stanu watroby zalecane sg testy enzymatyczne, takie jak aktywnos$¢é ALT, SDH,
GIDH, GGTP i poziom transferyny w surowicy krwi. Aktywnos¢ tych enzymow rosnie w wyniku
uszkodzenia komodrek migzszowych watroby. Oczywiscie w badaniach u ludzi nalezy pamietac,
ze aktywnos¢ tych enzymow jest istotnie modyfikowana przez spozywanie alkoholu, otyto$¢ oraz
przebyte zapalenie watroby (hepatitis B) (Chen i wsp., 1997). Roéwniez takie testy jak pomiar
klirensu galaktozy lub zieleni indocyjaninowej sg zalecane do oceny stanu czynno$ciowego

watroby (Lundberg i wsp., 1994). Jednakze ze wzgledu czasochtonnos$¢ i mozliwo$¢ powiktan,
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do oceny skutkéw dziatania substancji hepatotoksycznych, zalecane sg raczej testy
enzymatyczne.

Réwniez i w niniejszej pracy pomiar aktywnosci enzymow wskaznikowych w surowicy u
szczuréw narazonych na rozpuszczalniki organiczne przez 3 miesigce okazat sie witasciwy.
Obserwowany wzrost aktywnosci ALT i SDH u szczuréw narazonych na TET i mieszanine TET i
etylobenzenu, wzrost aktywnosci ALT u szczuréw narazonych na mieszaning TET i n-heksanu
wskazujg na uszkodzenie komérek watrobowych. Z kolei hipertriglicerydemia obserwowana pod
dziataniem TET oraz mieszaniny n-heksanu i etylobenzenu S$wiadczg o zmianach
czynnosciowych w watrobie nawet przy bardzo niskim poziomie narazenia na te ksenobiotyki.
Oznacza to, ze czas trwania narazenia jest czynnikiem krytycznym warunkujgcym
hepatotoksyczne dziatanie rozpuszczalnikow organicznych.

Zmiany w watrobie mogg by¢ wynikiem zaburzen w innych narzadach. Zaobserwowano,
ze u 30% pacjentéw cierpigcych na zaburzenia Zzotgdkowo-jelitowe dochodzi do zmian
przynajmniej jednego wskaznika czynnosci watroby (Samuellson i wsp., 1981). Tamburro i
Greenberg (1981) zasugerowali, ze jednym z najbardziej specyficznych objawéw fagodnego,
przewlektego uszkodzenia watroby przez czynniki Srodowiskowe jest wzrost alkalicznej fosfatazy
w surowicy krwi. Réwniez inni badacze (Svensson i wsp., 1992) wykazali wzrost aktywno$ci tego
enzymu w surowicy u pracownikdédw narazonych na mieszanine rozpuszczalnikdw organicznych
zawierajgcych toluen. Nie obserwowano tego zjawiska u pracownikéw narazonych na pojedyncze
rozpuszczalniki organiczne, pobierajgcych leki o dziataniu hepatotoksycznym.

Zaobserwowane zmiany enzymatyczne w badaniach wtasnych byly mozliwe do
uchwycenia dzieki pomiarom aktywnos$ci enzyméw w trakcie narazenia lub bezposrednio po jego
zakonczeniu. Zgodnie z danymi wielu autoréw aktywno$¢ enzymow wskaznikowych wraca do
wartosci normalnych wkrétce po przerwaniu narazenia lub w wyniku znacznej jego redukcji
(Kurppa i Husman, 1982; Lundberg i Hakansson, 1985; Waldron i wsp., 1982; Franco i wsp.,
1986).

Na podstawie badan Lundberga i wsp. (1994) mozna stwierdzi¢, ze w niniejszej pracy
stusznie wybrano dziatanie hepatotoksyczne rozpuszczalnikéw organicznych jako efekt
krytyczny. Uzyskane przez nich wyniki wskazujg, ze narazenie na wysokie stezenia
rozpuszczalnikow farb i lakierow prowadzi do zmian watrobowych, przy braku zmian ze strony
ktebuszkoéw nerkowych. Jest to prawdopodobnie wynikiem 10 - 20-krotnie wiekszego poziomu
CYP2E1 w watrobie anizeli w nerkach i ptucach (Wheeler, Wrighton i Guenthner, 1992). Ta

izoforma CYP bierze bowiem udziat w aktywacji metabolicznej rozpuszczalnikéw organicznych.
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Na podkreslenie zastuguje fakt, ze hepatotoksyczne dziatanie rozpuszczalnikéw
organicznych jest w znacznym stopniu modyfikowane przez interakcje metaboliczne. | tak
nefrotoksyczne i hepatotoksyczne dziatanie tetrachlorku wegla, chloroformu, trichloroetylenu,
tetrachloroetylenu i 1,1,2-trichloroetanu ulegato nasileniu pod wptywem etanolu podanego 16 -24
godz. przed narazeniem na te zwigzki. Sformutowano wniosek, ze etanol stymuluje metabolizm
zwigzkow chloroalifatycznych, co prowadzi do wzrostu stezenia toksycznych metabolitow (Sato,
Nakajima i Koyama, 1983; Zimmerman, 1986). Roéwniez takie substancje, jak alifatyczne alkohole
i ketony nasilajg hepatotoksyczne dziatanie rozpuszczalnikéw chloroorganicznych (Hewitt i wsp.,
1980a; 1980b; 1987; Strubelt, 1980; Plaa i wsp., 1982; Dgssing, 1986; Traiger i wsp., 1989).
Nasilenie dziatania hepatotoksycznego zwigzkéw chloroalifatycznych przez ketony jest
skorelowane z dtugoscig tancucha weglowego. Ketony o dtuzszych tancuchach weglowych silniej
indukujg enzymy metabolizujgce ksenobiotyki i w ten sposdb nasilajg dziatanie hepatotoksyczne
rozpuszczalnikéw chloroalifatycznych (Hewitt i wsp., 1983; 1987). Na przykfad izopropanol w
wyniku utlenienia do acetonu nasilat hepatotoksyczne i nefrotoksyczne dziatanie tetrachlorku
wegla w warunkach narazenia zawodowego (Folland i wsp., 1976). Efekt indukcji CYP2E1 przez
alkohole i ketony wydaje sie drugoplanowy z punktu widzenia toksycznosci narzgdowej wobec
faktu powstawania aktywnych metabolitow posrednich z weglowodoréw chlorowanych
(Johansson i Ingelman-Sundberg, 1985; Hewitt i wsp., 1987). Zaréwno n-heksan, 2-heksanon,
jak i 2,5-heksanodion mogg nasilaé hepatotoksyczne dziatanie chloroformu poprzez stymulacje
powstawania fosgenu (Hewitt i wsp., 1980a; Branchflower i Pohl, 1981; Branchflower i wsp.,
1983). 2-Propanol silniej niz metanol i etanol nasilat toksyczne dziatania zwigzkéw
chloroalifatycznych prawdopodobnie w wyniku metabolizmu do acetonu (Cantilena, Cagen i
Klaassen, 1979).

Kolejnym zagadnienie bedgcym przedmiotem badan w niniejszej pracy jest rola GSH, a
szerzej NPSH (suma GSH i cysteiny) oraz problem stresu oksydacyjnego i zwigzanej z nim
peroksydac;ji lipidow. GSH, obok a-tokoferolu i askorbinianu, odgrywa istotng role w zachowaniu
tkankowej homeostazy przeciwdziatajgc stresowi oksydacyjnemu indukowanemu przez aktywne
formy tlenu i inne wolne rodniki (Parke i Piotrowski, 1996).

Z tego powodu w badaniach wiasnych oceniano stezenia NPSH i MDA, bedacego
koncowym produktem peroksydaciji lipidow, w watrobie, nerkach, jadrach i sledzionie szczuréw
poddanych dziataniu rozpuszczalnikdw organicznych. Zaréwno w doswiadczeniu 28-dniowym jak
i 3-miesiecznym obserwowano wyrazny spadek pozioméw NPSH w watrobie i nerkach szczuréw.
Jest to zgodne z wynikami badan Starka (1999), ktéry u szczuréw pobierajacych TET w wodzie

do picia (roztwory o stezeniu 0,15 — 0,50 mmol/l) przez 28 dni obserwowat zalezny od dawki
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spadek stezenia NPSH w jadrach, co ttumaczyt bezposrednig reakcjg TET z grupami tiolowymi
GSH.

Obserwowany spadek stezenia NPSH w tkankach, ktory wydaje sie byé spéjny ze
wzrostem poziomoéw MDA, pozostaje w sprzecznosci z tezg Szymanskiej i wsp. (cyt. za Parke i
Piotrowski, 1996) mowigca, ze do utraty GSH dochodzi pod wptywem jednorazowej, duzej dawki
ksenobiotyku. Natomiast powtarzane podawanie ksenobiotyku prowadzi do wzrostu pozioméw
GSH, co jest zwigzane z mechanizmem regulacji biosyntezy GSH, kiedy to aktywnos$¢ syntazy y-
glutamylocysteiny jest regulowana poziomem komodrkowego GSH na zasadzie sprzezenia
zwrotnego. Cytowani autorzy stosowali silnie hepatotoksyczny bromobenzen i acetaminofen jako
ksenobiotyki. Réwniez w badaniach wtasnych obserwowano znamienny statystycznie wzrost
stezenia NPSH w nerkach pod dziataniem samego TET oraz w jadrach szczuréw otrzymujgcych
TET lub TET z etylobenzenem po 4 tyg. narazenia (doswiadczenie 90-dniowe).

Oczywiscie poziom i czas trwania deficytu GSH zalezy w istotny sposdb od chemicznej
natury ksenobiotyku. Wydaje sie, ze na poziom glutationu w tkankach ma takze wptyw
mechanizm jego utraty. Moze on by¢ utleniany do disulfidu glutationu lub sprzegany z czynnikami
elektrofilowymi. Poza komoérkg GSH ulega enzymatycznej degradacji przy udziale GGTP
zlokalizowanej w zewnetrznej czesci btony komorkowej. Brak zmian aktywnosci GGTP w
surowicy krwi wyklucza udziat tego enzymu w utylizacji GSH. Zatem proces utleniania przez
reaktywne formy tlenu lub sprzegania z TET jest najbardziej prawdopodobng przyczyng spadku
stezenia tego tripeptydu w tkankach.

Wazng konsekwencjg stresu oksydacyjnego jest peroksydacja lipidow btonowych przez
reaktywne formy tlenu lub inne, wolne rodniki. Prowadzi to m.in. do powstawania MDA, ktory
zostat uznany za jeden z lepszych biomarkeréw peroksydacji wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych (Szymanska i i wsp., 1996; Gil i wsp., 2002; Block i wsp., 2002). Stwierdzono, ze
czynnikami sprzyjajgcymi powstawaniu MDA jest stres, proces starzenia, otyto$¢, nadcisnienie
tetnicze, niedokrwienie i reoksygenacja, reumatoidalne zapalenie stawow i in. (Kuloglu i wsp.,
2002; Karatas i wsp., 2003). MDA w reakcji z cysteing tworzy addukty przypominajgce budowag
lipofuscyne, ktéra uczestniczy w wielu stanach patologicznych (zwyrodnienie zéttej plamki oka,
choroba Alzheimera, choroba Creutzfelda-Jacoba) (Chowdhury i wsp., 2004). Niektérzy twierdza,
ze MDA jest dobrym markerem starzenia sie organizmu (Gil i wsp., 2002), chociaz jego stezenia
w surowicy/osoczu, ale nie w erytrocytach sg istotnie modyfikowane przez antyoksydanty obecne
w diecie (Mayne, 2003).
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W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze TET, n-heksan i etylobenzen w warunkach
narazenia 28-dniowego wykazujg interakcje metaboliczne, ktérych kierunek i mechanizm jest
zgodny z danymi z pismiennictwa. Potwierdza to hipoteze o wspdlnym ogniwie metabolicznym
badanych rozpuszczalnikow jakie stanowig, co najmniej trzy izoformy CYP. Interakcje te nie
wystgpity w przypadku 3-miesiecznego narazenia na badane rozpuszczalniki organiczne z
powodu niskich dawek badanych zwigzkow.

Testy behawioralne, zastosowane do oceny neurotoksycznych interakc;ji
toksykodynamicznych badanych rozpuszczalnikéw, okazaty sie nie najlepszym narzedziem
badawczym u zwierzat laboratoryjnych. Byto to wynikiem zbyt niskich poziomoéw narazenia na
badane substancje.

W doswiadczeniu 28-dniowym, pomimo wystgpienia interakcji metabolicznych oraz
wzrostu aktywnosci enzymow wskaznikowych w surowicy krwi w funkcji dawki u szczuréw
otrzymujgcych TET, nie wystgpity interakcje toksykodynamiczne. By¢ moze zastosowana w tym
doswiadczeniu dawka TET, wynoszgca 75 mg/kg/dzien, byta za mata do wystgpienia zmian
hepatotoksycznych.

Interakcje toksykodynamiczne w zakresie dziatania hepatotoksycznego w warunkach
narazenia podprzewlektego byty stabo zaznaczone. Ujawnity sie tylko u zwierzat narazonych na
mieszanine TET i etylobenzenu, kiedy to wystgpit 2-krotny wzrost aktywnosci ALT i SDH w
surowicy szczurOw w porownaniu ze zwierzetami pobierajgcymi tylko sam TET.

W przeciwienstwie do TET, pozostate rozpuszczalniki i ich mieszaniny z TET zaburzaty

réwnowage pro-/antyoksydacyjng i powodowaty peroksydacje lipidéw.
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WNIOSKI

Dawki ksenobiotykow odgrywajg kluczowg role w interakcjach metabolicznych. Interakcje
wystepowaly przy wyzszym poziomie narazenia 28-dniowego, natomiast nie wystepowaty

przy niskim poziomie narazenia w okresie 3-miesiecznym.

Czas trwania narazenia na rozpuszczalniki organiczne posiada istotne znaczenie dla zmian
watrobowych. W warunkach narazenia 28-dniowego doszto do zaburzen czynnosciowych w
hepatocytach (dyslipidemia), podczas gdy w wyniku narazenia podprzewlekiego wystgpito
réwniez uszkodzenie hepatocytow wyrazone wzrostem aktywnosci enzymow wskaznikowych

W surowicy Krwi.

Niski poziom narazenia uniemozliwit ujawnienie interakcji toksykodynamicznych w zakresie

neurotoksycznego dziatania badanych rozpuszczalnikéw.

Badane rozpuszczalniki organiczne w warunkach przeprowadzonych doswiadczen ujawnity

ograniczone interakcje toksykodynamiczne w zakresie dziatania hepatotoksycznego.

Badane rozpuszczalniki organiczne, zaréwno w doswiadczeniu 28-dniowym jak i
podprzewlektym, zaburzaty réwnowage pro-/antyoksydacyjng oraz indukowaty peroksydacije
lipidow w narzgdach migzszowech. TET, chociaz nie dziatat prooksydacyjnie, to jednak nie

znosit dziatania prooksydacyjnego n-heksanu i etylobenzenu.

. taczne narazenie na niskie dawki tetrachloroetylenu, etylobenzenu i n-heksanu moze

prowadzi¢ do szkodliwych zmian uktadowych.
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10. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ADH dehydrogenaza alkoholowa

AIDH dehydrogenaza aldehydowa

ALT aminotransferaza alaninowa

cz.d.a. czysty do analizy

EB etylobenzen

GC-FID chromatografia gazowa z detekcjg ptomieniowo-jonizacyjng

GIDH dehydrogenaza glutaminianowa

GGTP v-glutamylotranspeptydaza

GPx peroksydaza glutationowa

GSH glutation (zredukowany); y-glutamylocysteinyloglicyna

GSSG glutation (utleniony); disiarczek glutationu

HA kwas hipurowy

2,5-HD 2,5-heksanodion

HDL-C cholesterol lipoprotein wysokiej gestosci

KT katalaza

LD dawka smiertelna

LDL-C cholesterol lipoprotein niskiej gestosci

m.c. masa ciata

MDA dialdehyd malonowy

MFO mikrosomalny uktad oksydaz o funkcji mieszanej

MRNA matrycowy RNA (kwas rybonukleinowy)

NADPH fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego — postac
zredukowana

NDS najwyzsze dopuszczalne stezenie

n-H n-heksan

NPSH niebiatkowe grupy tiolowe

OUN osrodkowy uktad nerwowy

SDH dehydrogenaza sorbitolowa

-SH grupa tiolowa

SOD dyzmutaza ponadtlenkowa

T-C cholesterol catkowity
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TCA
TCDD
TCE
TET
TG
Vimax
WWA

kwas trichlorooctowy
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyna
trichloroetanol
1,1,2,2-tetrachloroetylen

triglicerydy

graniczna szybkos¢ maksymalna

policykliczne weglowodory aromatyczne
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11. SPIS RYCIN

Rycina 1. Cytochrom P-450: schemat budowy oraz procesu utleniania ksenobiotykow

Rycina 2. Peroksydacja lipidéw z udziatem rodnika hydroksylowego

Rycina 3. Czgsteczka glutationu i dziatanie reduktazy glutationowej

Rycina 4. Schemat biotransformacji n-heksanu

Rycina 5. Schemat biotransformacji etylobenzenu

Rycina 6. Schemat biotransformac;ji tetrachloroetylenu do kwasu trichlorooctowego

Rycina 7. Schemat biotransformacji tetrachloroetylenu zachodzacej poprzez sprzeganie z
glutationem

Rycina 8. Krzywa kalibracji dla kwasu trichlorooctowego

Rycina 9. Krzywa kalibracji dla kwasu hipurowego

Rycina 10. Krzywa kalibracji dla 2,5-heksanodionu

Rycina 11. Wolne pole, widok ogdlny

Rycina 12. Walec obrotowy, widok ogdiny

Rycina 13. ,Gorgca ptytka”, widok ogdiny

Rycina 14. Bieznia ruchoma, widok ogolny

Rycina 15. Czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym w kolejnych dniach treningu

Rycina 16a. Korelacja miedzy czasem utrzymywania sie¢ szczurow na walcu obrotowym a
szybkoscig obrotow (skala liniowa)

Rycina 16b. Korelacja miedzy czasem utrzymywania sie¢ szczurow na walcu obrotowym a
szybkoscig obrotéw (skala potlogarytmiczna)

Rycina 17a. Korelacja miedzy czasem przebywania zwierzgat na "gorgcej plytce" a
temperaturg ptytki (skala liniowa)

Rycina 17b. Korelacja miedzy czasem przebywania zwierzat na "gorgcej piytce" a
temperaturg ptytki (skala potlogarytmiczna)

Rycina 18. Korelacja miedzy czasem biegu zwierzat na biezni ruchomej a predkoscig biezni

Rycina 19. Zachowanie sie zwierzgt w wolnym polu po 4 tygodniach podskérnego
podawania réznych dawek tetrachloroetylenu

Rycina 20. Sredni czas utrzymywania sie¢ zwierzat na walcu obrotowym po podskérnym
podawaniu réznych dawek tetrachloroetylenu

Rycina 21. Sredni czas przebywania zwierzat na gorgcej ptytce po podskérnym podawaniu

tetrachloroetylenu
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Rycina 22. Sredni czas biegu zwierzat na biezni ruchomej po podskérnym podawaniu réznych
dawek tetrachloroetylenu

Rycina 23. Aktywnos¢ enzymow w surowicy krwi zwierzgt eksponowanych podskérnie na
rézne dawki tetrachloroetylenu przez 28 dni

Rycina 24. Stezenia frakcji lipidowych oraz dialdehydu malonowego w surowicy krwi zwierzat
eksponowanych podskérnie na rézne stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni

Rycina 25. Tkankowa zawartos¢ NPSH u szczuréw eksponowanych podskérnie na rozne
stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni

Rycina 26. Tkankowa zawartos¢ MDA u szczuréw eksponowanych podskornie na rézne
stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni

Rycina 27. Wydalanie TCA z moczem u szczurdow eksponowanych podskoérnie na TET lub
kombinacje TET z EB lub TET z n-H

Rycina 28. Wydalanie kwasu hipurowego z moczem u szczurow eksponowanych podskornie
na oliwe z oliwek, EB lub kombinacje EB z TET lub EB z n-H

Rycina 29. Wydalanie 2,5-heksanodionu z moczem u szczurow eksponowanych podskornie
na n-heksan lub kombinacje n-H z TET lub n-H z EB

Rycina 30. Zachowanie sie zwierzgt w wolnym polu po 4 tygodniach podskérnego
podawania rozpuszczalnikdw organicznych

Rycina 31. Sredni czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym po podskérnym
podawaniu badanych rozpuszczalnikow organicznych przez 28 dni

Rycina 32. Sredni czas [s] przebywania zwierzat na ,gorgcej plytce” po podskérnym
podawaniu badanych rozpuszczalnikéw przez 28 dni

Rycina 33. Sredni czas biegu zwierzat na biezni ruchomej po podskérnym podawaniu
badanych rozpuszczalnikéw

Rycina 34. Procentowe zmiany aktywnosci enzyméw wskaznikowych w surowicy krwi zwierzat
eksponowanych na badane zwigzki w stosunku do grupy kontrolnej

Rycina 35. Stezenie frakcji lipidowych oraz MDA w surowicy krwi zwierzgt eksponowanych
na badane rozpuszczalniki organiczne

Rycina 36. Stezenie NPSH w tkankach zwierzgt eksponowanych podskornie na
rozpuszczalniki organiczne przez 28 dni

Rycina 37. Stezenie MDA w tkankach zwierzat eksponowanych podskdrnie na rozpuszczalniki
organiczne przez 28 dni

Rycina 38. Wydalanie TCA z moczem u szczurdéw pobierajgcych z wodg do picia TET lub

mieszaning TET z EB lub n-H

120



Rycina 39. Wydalanie kwasu hipurowego z moczem u szczuréw pobierajacych z wodg do
picia EB lub mieszanine EB z TET

Rycina 40. Wydalanie 2,5-heksanodionu z moczem u szczurdow pobierajgcych z wodg do
picia n-H lub mieszanine n-H z TET

Rycina 41. Zawartos¢ AIAT w surowicy krwi szczurédw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w stosunku do grupy pobierajgcej samg wode

Rycina 42. Zawartos¢ SDH w surowicy krwi szczurdéw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w stosunku do grupy pobierajgcej samag wode

Rycina 43. Aktywno$¢ GIDH w surowicy krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w stosunku do grupy kontrolnej

Rycina 44. Aktywnos¢ GGTP w surowicy krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w stosunku do grupy kontrolnej

Rycina 45. Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy krwi szczuréw pobierajgcych
rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 46. Stezenie cholesterolu HDL u surowicy krwi szczurdw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 47. Stezenie cholesterolu LDL u surowicy krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 48. Stezenie ftrigliceryddw u surowicy krwi szczurdow pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 49. Stezenie MDA u surowicy Kkrwi szczurdw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 50. Poziom MDA w watrobie szczuréow pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w
wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 51. Poziom MDA w nerkach szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w
wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 52. Poziom MDA w jadrach szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w
wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 53. Poziom MDA w s$ledzionie szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w
wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 54. Poziom NPSH w watrobie szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w
wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng

Rycina 55. Poziom NPSH w nerkach szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w

wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng
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Rycina 56. Poziom NPSH w jadrach szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w
wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng
Rycina 57. Poziom NPSH w $ledzionie szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne

w wodzie do picia w poréwnaniu z grupg kontrolng
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12. SPIS TABEL

Tabela 1. Walidacyjne wskazniki metod oznaczania TCA, HA i 2,5-HD w moczu

Tabela 2. Czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym w kolejnych dniach treningu

Tabela 3. Czas utrzymywania sie szczurow na walcu obrotowym w zaleznoéci od szybkosci
obrotéw walca

Tabela 4. Czas przebywania szczura na ,goracej ptytce” w zaleznosci od temperatury

Tabela 5. Czas biegu szczura na biezni w zaleznosci od predkos$ci biezni

Tabela 6. Zachowanie sie zwierzat w wolnym polu po 4 tygodniach podskérnego podawania
tetrachloroetylenu

Tabela 7. Sredni czas utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym po podskérnym
podawaniu tetrachloroetylenu

Tabela 8. Sredni czas przebywania zwierzat na gorgcej ptytce po podskérnym podawaniu
réznych dawek tetrachloroetylenu

Tabela 9. Sredni czas biegu zwierzat na biezni ruchomej po podskérnym podawaniu réznych
dawek tetrachloroetylenu

Tabela 10. Aktywnos¢ enzyméw w surowicy krwi zwierzat eksponowanych podskérnie na
rézne dawki tetrachloroetylenu przez 28 dni

Tabela 11. Stezenia frakcji lipidowych oraz dialdehydu malonowego w surowicy krwi zwierzat
eksponowanych podskoérnie na rézne stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni

Tabela 12. Tkankowa zawarto§¢ NPSH u szczuréw eksponowanych podskérnie na rézne
stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni

Tabela 13. Tkankowa zawarto§¢ MDA u szczuréw eksponowanych podskoérnie na rézne
stezenia tetrachloroetylenu przez 28 dni

Tabela 14. Wydalanie TCA z moczem u szczurow eksponowanych podskérnie na TET lub
kombinacje TET z EB lub TET z n-H

Tabela 15. Wydalanie kwasu hipurowego z moczem u szczuréw eksponowanych podskérnie
na oliwe z oliwek, EB lub kombinacje EB z TET lub EB z n-H

Tabela 16. Wydalanie 2,5-heksanodionu z moczem u szczuréw eksponowanych podskérnie
na n-heksan lub kombinacje n-H z TET lub n-H z EB

Tabela 17. Zachowanie sie zwierzat w wolnym polu po 4 tygodniach podskérnego

podawania rozpuszczalnikéw organicznych
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Tabela 18. Sredni czas [s] utrzymywania sie zwierzat na walcu obrotowym po podskérnym
podawaniu badanych rozpuszczalnikéw organicznych przez 28 dni

Tabela 19. Sredni czas [s] przebywania zwierzat na ,gorgcej plytce” po podskérnym
podawaniu badanych rozpuszczalnikéw przez 28 dni

Tabela 20. Sredni czas [s] biegu zwierzat na biezni ruchomej po podskérnym podawaniu
badanych rozpuszczalnikow

Tabela 21. Aktywnos¢ enzymow wskaznikowych w surowicy krwi zwierzat otrzymujgcych
podskérnie badane zwigzki przez 28 dni

Tabela 22. Stezenie frakcji lipidowych oraz MDA w surowicy krwi zwierzat eksponowanych
na badane rozpuszczalniki organiczne  pojedynczo i w  mieszaninach
dwusktadnikowych przez 28 dni

Tabela 23. Stezenie NPSH i MDA w tkankach zwierzat eksponowanych podskérnie na
rozpuszczalniki organiczne przez 28 dni

Tabela 24. Wydalanie TCA z moczem [nmol/kg/h] u szczuréw pobierajgcych TET lub
mieszanine TET z EB lub TET z n-H z wodg do picia

Tabela 25. Wydalanie kwasu hipurowego [mg/kg/h] z moczem u szczuréw pobierajgcych z
wodg do picia EB lub mieszanine EB z TET

Tabela 26. Wydalanie 2,5-heksanodionu [ug/kg/h] z moczem u szczuréw pobierajgcych z
wodg do picia n-H lub mieszanine n-H z TET

Tabela 27. Aktywnos¢ AIAT w surowicy krwi szczurdw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy

Tabela 28. Aktywnos¢ SDH w surowicy krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy

Tabela 29. Aktywnos¢ GIDH w surowicy krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy

Tabela 30. Aktywnos¢ GGTP w surowicy krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy

Tabela 31. Stezenie cholesterolu catkowitego i jego frakcji HDL i LDL w surowicy krwi
szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w wodzie do picia przez okres 3
miesiecy

Tabela 32. Stezenie ftrigliceryddw w surowicy krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki
organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy

Tabela 33. Stezenie MDA w surowicy krwi szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki

organiczne w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy
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Tabela 34. Poziomy MDA w tkankach szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne w
wodzie do picia przez okres 3 miesiecy
Tabela 35. Poziomy NPSH w tkankach szczuréw pobierajgcych rozpuszczalniki organiczne

w wodzie do picia przez okres 3 miesiecy
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