PoLISH HYPERBARIC RESEARCH 2(75)2021

Journal of Polish Hyperbaric Medicine and Technology Society

WPLYW LAMBDA-CYHALOTHRIN - INSEKTYCYDU Z GRUPY SYNTETYCZNYCH PYRETROIDOW
- NA STEZENIA NF-<B | VEGFR2 W WATROBIE MYSZY @LBINO SWISS JAKO MARKEROW JEGO
USZKODZENIA

tukasz Swierszcz”, Anna Roszkowska®, Kinga Ruszel®, Marta Wojciak-Czuta”, Andrzej Borzecki®,
Barbara Nieradko-lwanicka®, Piotr Siermontowski®

" Klinika Pofoznictwa i Perinatologii w Lublinie

% |l Katedra i Klinika Ginekologii w Lublinie

% Studenckie Koto Naukowe przy Katedrze i Zaktadzie Higieny Uniwersytetu Medycznego w Lublinie
4 Zespot Oddziatéw Okulistyki, Mazowiecki Szpital Brodnowski w Warszawie

® Katedra i Zaktad Higieny i Epidemiologii, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

® Katedra Technologii Prac Podwodnych Akademii Marynarki Wojennej w Gdyni

STRESZCZENIE

Wstep: Lambda-cyhalotryna (LCH) jest jednym z syntetycznych pyretroidéw typu Il, szeroko stosowanym w weterynarii i rolnictwie do ochrony upraw przed
owadami. We wczes$niejszych badaniach niewiele jest doniesien o wptywie pyretroiddw na watrobe i jej uszkodzenia. Analizujgc liczne publikacje, czynnik
jadrowy-kB (NF-kB) i czynnik wzrostu $rédbfonka naczyniowego 2 (VEGFR2) wydaja sie byé czutymi wskaznikami mikrouszkodzen wystepujacych na
poziomie komoérkowym w watrobie. Celem pracy byto zbadanie wptywu podostrego zatrucia LCH na stezenie NFkB i VEGFR2 w watrobie.

Metody: Dos$wiadczenie przeprowadzono na 32 myszach Albino Swiss (16 samic i 16 samcoéw). Zwierzeta podzielono na 4 grupy. Kontrolne grupy samic
i samcéw otrzymywaty olej rzepakowy, pozostate otrzymywaty LCH doustnie w oleju w dawce 2 mg/kg mc przez 7 dni. NF-kB i VEGFR2 byty w watrobach
myszy byty mierzone z uzyciem zestawdéw ELISA.

Wyniki: Srednie stezenie NF-kB w watrobach kontrolnych samic wynosito 3,27 ng/ml, a po LCH 6,12 ng/ml (p<0,05). U samcéw kontrolnych wynosit on 5,49
ng/ml i nie réznit sie istotnie po LCH, gdzie wynosit 5,27 ng/ml. Srednie stezenie VEGFR2 u samic z grupy kontrolnej wynosit 84,28 ng/ml, a narazonych na
LCH 173,81 ng/ml (p<0,05). U samcéw z grupy kontrolnej wynosito 170,61 ng/ml, a narazonych na LCH 170,06 ng/ml.

Whiosek: NF-kB i VEGFR2 mozna stosowaé jako markery uszkodzenia watroby po podostrym zatruciu LCH u samic myszy. Samice sg bardziej wrazliwe
na LCH niz samce.

Stowa kluczowe: lambda-cyhalotryna; czynnik jgdrowy-kB; czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego 2; uszkodzenie watroby.
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WSTEP

Pyretryny s3 jednymi z najstarszych znanych cztowiekowi naturalnych insektycydéw pochodzenia roslinnego.
Owadobojcze wtasciwosci ztocienia staly sie szerzej znane w potowie XIX wieku, kiedy zauwazono, ze wiele plemion
kaukaskich uzywato roslin bogatych w te substancje do zwalczania wszy [1]. Pyretryny przygotowuje sie z suszonych gtéwek
kwiatowych Chrysanthemum cinerariaefolium i/lub Chrysanthemum cineum [2,3]. Ekstrakt z kwiatow jest niejednorodna
mieszaning pyretryn, z istotng réznica w proporcjach sktadajacych sie z pyretryny I i II, cyneryny 1 i II oraz jasmoliny i II,
ktore sa wspolnie okreslane jako pyretryny [4]. Pyretryna I i Il r6znig sie wtasciwoSciami owadobdjczymi - pyretryna
I wykazuje efekt letalny, a pyretryna Il powoduje silniejszy efekt porazenny u organizméw docelowych [5].

Ze wzgledu na to, Zze uprawa zlocienia nie byta latwa, rozpoczeto poszukiwania syntetycznych pochodnych
pyretryny. Efektem pracy naukowcow byta synteza pyretroidow [6]. Wiekszo$¢ pyretroidéw otrzymano poprzez modyfikacje
ugrupowania kwasu chryzantemowego pyretryny I oraz estryfikacje alkoholi. Ich dziatanie poteguje dodatek synergetyku,
jakim jest butanolan piperonylu, ktéry hamuje rozktad metaboliczny sktadnika aktywnego. Ich powszechne stosowanie
rozpoczelo sie w latach siedemdziesigtych XX wieku po opracowaniu form fotostabilnych, takich jak permetryna
i fenwalerat. JednoczesSnie syntetyczne pyretroidy zachowuja niska toksyczno$¢ wobec kregowcow ladowych [7]. Sa okoto
2250 razy bardziej toksyczne dla owadéw niz dla ssakéw [8].

Obecnie szacuje sie, ze 23% insektycyd6éw dostepnych na rynku §wiatowym to pyretryny i pyretroidy. Ponad 3500
zarejestrowanych preparatéw tych zwigzkow jest szeroko stosowanych w stuzbie zdrowia, rolnictwie, przetwdrstwie
zywnoSci i zwalczaniu owadow na osiedlach mieszkaniowych i na obszarach miejskich. W medycynie stosuje sie je w leczeni
u $wierzbu i wszawicy [9].

Pyretryny i pyretroidy naleza do grupy zwigzkdw neurotoksycznych i maja podobny mechanizm dziatania, ktory
odréznia je od innych insektycydow. Istnieje kilka sposobow na dostanie sie pyretryny i pyretroidu do organizmu
docelowego. Pierwsza to szybka penetracja przez naskorek, nastepnie wychwyt przez krew i biatka no$nikowe hemolimfy,
a nastepnie dystrybucja w organizmie owada. Dyfuzja pyretroidu wzdtuz komoérek naskdrka jest gtdwna droga dystrybucji do
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) po penetracji [10].

Pyretroidy moga rowniez wnika¢ do OUN bezposrednio poprzez kontakt z receptorami w obwodowym uktadzie
nerwowym [11]. Pyretroid w aerozolu moze rowniez przedostac sie do organizmu przez drogi oddechowe, ale penetracja jest
niewielka ze wzgledu na niska preznos¢ par tych zwiazkéw [12,13]. Wazng droga penetracji pyretroidow jest przewod
pokarmowy -z pozywieniem i woda [14].

Ze wzgledu na budowe chemiczng oraz dziatanie na uktad nerwowy pyretroidy dzieli sie na: typ I (powoduja zespo6t
T z drzeniem) i typ Il (powoduja zespoét CS - choreoatetoze ze $linotokiem) [15,16]. Agresywna ataksja, konwulsje, drzenie
i skrajne wyczerpanie to cechy charakterystyczne zespotu T. Ponadto w wyniku drzenia mie$ni zwiazki zaliczane do
pyretroidoéw typu I podwyzszaja temperature ciata. Z kolei na zesp6t CS sktada sie obfite §linienie, choreoatetoza, zwiekszona
reakcja lekowa i napady drgawek oporne na leczenie. W przeciwienstwie do pyretroidéw typu I, pyretroidy typu II obnizaja
temperature ciata w wyniku nadmiernego $linienia i zwilzania powierzchni ciata [15,17,18]. W piSmiennictwie opisano
rowniez kombinacje objawéw zespotow T i CS, np. zespotu TS (drzenie i $linotok) [16]. Szczegbétowe badania
elektrofizjologiczne wyjasnity, ze zalezne od napiecia kanaly sodowe w btonie nerwowej sg gtdéwnymi miejscami docelowymi
pyretroidéw zaréwno u owadow, jak i ssakow, w tym ludzi [18,19].

Pyretroidy dziataja bardzo szybko, powodujac objawy utraty koordynacji mieSniowo-szkieletowej i porazenia, znane
jako efekt ,knock-down”, ktéremu czesto towarzysza skurcze i drzenie, wywotlujace intensywng, powtarzajaca sie aktywacje
w narzadach czuciowych i zmielinizowanych wtéknach nerwowych. Czasami skurcze sa tak gwattowne, ze u owadéw moga
prowadzi¢ do utraty odnézy i skrzydet [6].

Lambda-cyhalotryna (LCH) jest syntetycznym piretroidem typu II. Jest to jeden z nowych insektycydow
pyretroidowych typu II o wysokiej skutecznosci i przeciwko szerokiej gamie stawonogéw, szkodliwych zaréwno dla zdrowia
ludzi i zwierzat, jak i dla hodowli roslin. LCH jest szeroko stosowana w medycynie weterynaryjnej do zwalczania wszy, much
i kleszczy u bydta, owiec i Swin, a takze w preparatach rolniczych do zwalczania licznych szkodnikéw na owocach, warzywach
w celu zwiekszenia plonéw. Wykorzystywany jest do namaczania moskitier stosowanych w strefach zagrozenia malarig,
a takze w wielu produktach wykorzystywanych do opryskiwania skéry lub rozpylania w gospodarstwach domowych dla
ochrony przed niepozadanymi owadami. Jesli chodzi o skuteczno$¢, syntetyczne pyretroidy wydaja sie by¢ bardzo dobrym
srodkiem owadoboéjczym, poniewaz sa skuteczne przeciwko szerokiemu spektrum szkodnikow. Ze wzgledu na swdj charakter
lipofilowy, insektycydy pyretroidowe sa dobrze wchtaniane przez przewéd pokarmowy i drogi oddechowe. Dobra
rozpuszczalno$¢ w ttuszczach sprzyja dystrybucji do bogatych w ttuszcze tkanek wewnetrznych, w tym tkanki thuszczowej,
skory, watroby, nerek, jajnikéw oraz osrodkowego i obwodowego ukladu nerwowego. Watroba jest jednym z najwiekszych
organ6w w organizmie. Peini wiele waznych funkcji metabolicznych. Przeksztatca sktadniki odzywcze w naszej diecie,
przechowuje je, aby w razie potrzeby dostarczy¢ komérkom niezbednych substancji. Co rownie wazne, petni gtéwna funkcje
detoksykacji poprzez transformacje, neutralizacje i eliminacje toksyn przy udziale watrobowych uktadéw enzymatycznych
[7,20,21].

Biorac pod uwage szerokie i powszechne stosowanie pyretoriéw, zasadna wydaje sie analiza wptywu tej grupy
pestycydéw na organizmy niebedace przedmiotem zwalczania, w tym ludzi. Pyretroidy sa metabolizowane w watrobie, a ich
metabolity wydalane sa z moczem. Kwas 3-fenoksybenzoesowy (3-PBA) jest najczesciej wykrywanym w moczu metabolitem
pyretroidéw [22].

Metabolity pyretroidu sg czesto wykrywane w moczu dzieci i dorostych z obszaréw wiejskich i miejskich, co
potwierdza powszechne narazenie populacji ludzkiej na te zwigzki. Narazenie pozazawodowe nastepuje poprzez spozycie
pokarmu i wody lub kontakt ze skazonym kurzem domowym po uzyciu moskitier, Swiec odstraszajacych owady, mat
nasaczonych pyretroidem, elektrowaporyzatorow i aerozoli [23,24]. We wcze$niejszych badaniach niewiele jest doniesien
o wptywie pyretroidéw na watrobe [25-27].
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Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kB (NF-«kB) jest plejotropowym czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym
ekspresje ponad 200 gendéw zaangazowanych w regulacje roznych funkcji komorki [28]. W normalnych komoérkach bez
dziatania czynnika aktywujacego dimery NF-kB s3 nieaktywne, sekwestrowane w cytoplazmie przez biatka hamujace:
inhibitor kB (IxBa,  lub A) oraz nieaktywne prekursory: p100 i p105. W odpowiedzi na liczne bodzce, w tym cytokiny, wirusy,
bakterie i inne czynniki stresowe na poziomie komdrkowym, NF-kB jest szybko aktywowany przez fosforylacje [29,30].
Zidentyfikowano szereg genéw docelowych regulowanych przez NF-kB, w tym cytokininy, chemokinyny, czynniki wzrostu,
biatka ostrej fazy, immunomodulatory, czynniki adhezji komorek, czynniki odpowiedzi na stres komdrkowy, biatka
odpowiedzi apoptotycznej i enzymy [31]. Dobrze poznang funkcja NF-kB jest regulacja odpowiedzi zapalnych [32]. Aktywacja
NF-kB jest kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym makrofagow M1 i jest wymagana do indukcji duzej liczby genéow
zapalnych, w tym kodujacych TNF-q, IL-18, IL-6, IL-12p40 i cyklooksygenaze-2 [33 ]. NF-kB s3 obecne w komoérkach w stanie
nieaktywnym i nie wymagaja syntezy nowych biatek do aktywacji. Dzieki temu NF-kB moze by¢ pierwsza odpowiedzig na
szkodliwa stymulacje komoérkowa [34]. NF-kB moga hamowa¢ apoptoze i indukowaé ekspresje protoonkogendw, a takze
regulowac ekspresje réznych czasteczek sprzyjajacych inwazji komérek nowotworowych i angiogenezie [35,36].

Wazna role w rozwoju naczyn krwionos$nych odgrywa czynnik wzrostu Srédbtonka naczyniowego (VEGF). Ma on
decydujacy wptyw zaréwno na tworzenie naczyn witosowatych z komorek progenitorowych podczas embriogenezy -
waskulogenezy, jak i na tworzenie naczyn krwiono$nych u dorostych - angiogeneze [37-39]. Etapy angiogenezy s3 inicjowane
przez stymulacje komorek srédbtonka (EC) przez angiogenne czynniki wzrostu [40].

Obecnie do rodziny VEGF mozna zaliczy¢ nastepujace czynniki: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F,
tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF) oraz niedawno zakwalifikowane do tej grupy endokrynologiczne czynnik wzrostu
sroédbtonka naczyniowego pochodzenia gruczotowego (EG-VEGF) [41-43]. VEGF jest wydzielany nie tylko przez komorki
srodbtonka, ale rowniez w odpowiedzi na niedobér tlenu przez: komorki nowotworowe, makrofagi, ptytki krwi, keratynocyty,
komorki mezangialne nerek, aktywowane limfocyty T, leukocyty, komorki dendrytyczne, komoérki nabtonka barwnikowego
siatkdwki, komorki siatkdwki, astrocyty, osteoblasty, komoérki nabtonka oskrzeli i pecherzykow ptucnych, pericyty, komorki
mies$ni gltadkich naczyn [41,44].

Analizujac powyzsze publikacje, NF-kB i VEGFR wydaja sie by¢ kandydatami na dobre i czute wskazniki
mikrouszkodzen watroby wystepujacych na poziomie komérkowym w wyniku podostrego zatrucia ksenobiotykami.

CEL

Celem pracy byto zbadanie wptywu podostrego zatrucia LCH na stezenie NF-kB i VEGFR2 w watrobie.

MATERIALY | METODY

Projekt badania zostat zaakceptowany przez Lokalng Komisje Etyczng w Lublinie (pozwolenie Nr 69/2015 z dnia
11.12.2015). Autorzy posiadali certyfikaty potwierdzajace przeszkolenie do przeprowadzania eksperymentéw na
zwierzetach. Eksperyment przeprowadzono zgodnie z przepisami prawa europejskiego w Osrodku Medycyny Doswiadczalnej
(OMD) Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Panowaty tam standardowe warunki laboratoryjne.

tLacznie 32 (16 nieciezarnych samic i 16 samcéw) myszy Albino Swiss wyhodowanych w OMD Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie w wieku 6 tygodni na poczatku eksperymentu podzielono losowo na 4 grupy po 8 zwierzat:

e  samice-kontrole-otrzymywaty 0,9% NaCl dziennie przez zgtebnik przez 7 kolejnych dni,

e  samce - grupa kontrolna - otrzymywaty 0,9% NaCl codziennie przez zgtebnik przez 7 kolejnych dni,
e  samice - otrzymywaty 2 mg/kg LCH dziennie przez zgtebnik przez 7 kolejnych dni,

e samce -otrzymywaty 2 mg/kg LCH dziennie przez zgtebnik przez 7 kolejnych dni.

LCH zakupiono w Instytucie Chemii Organicznej (Annopol 6, 03-236 Warszawa, Polska). LCH zostata rozpuszczona
w oleju rzepakowym i byta podawana codziennie przez zglebnik dozotadkowy. Do wykonania zawieszenia uzyto oleju
rzepakowego "Kujawski" produkowanego przez ZT "Kruszwica" S.A. Doustna dawka LDso dla myszy wynosi19,9 mg/kg [45].
Zwierzetom podawano doustnie 0,1LDso przez 7 kolejnych dni. Uzyto 0,9% soli fizjologicznej firmy B. Braun (Melsungen AG,
Hessen, Niemcy). Zwierzeta miaty swobodny dostep do sterylnej wody (sterylizowanej UV) i paszy dla gryzoni zakupionych
od Altromin International (Lage, Niemcy). Zwierzeta hodowano w OMD, a pierwotnym zrédtem stada byt Charles River
Laboratories (Kolonia, Niemcy).

W 6smym dniu eksperymentu myszy zwazono, a nastepnie zdekapitowano. Nie stosowano $rodkéw znieczulajgcych,
poniewaz chcieliSmy wyeliminowac ryzyko, ze wptyng one na wyniki pomiaru VEGFR2 i NF-kB. Watroby pobrano i zwazono.
Watroby homogenizowano w roztworze soli buforowanym fosforanami (Phosphate Buffered Saline -PBS) pozbawionym
jonéw wapnia i magnezu (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) w proporcji 200 mg homogenizowanej tkanki watroby
na 0,5 ml buforu przy uzyciu homogenizatora mechanicznego typu Omni Th (Omni International, Kennesaw, GA, USA).
Homogenaty odwirowano w wiréwce (wiréwka Sigmal-6P, Polygen, Engelwood, NY, USA) 700 x g przez 10 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie, po odwirowaniu, oddzielono supernatant. Otrzymane w ten sposob supernatanty
podzielono 200 pl w probéwkach Eppendorfa (0,5 ml) (Medlab Products, Karlsruhe, Niemcy) i przechowywano
w temperaturze -75°C (Platinum Angelantoni 500, Massa Martana, Wtochy) do czasu wykonania oznaczen enzymatycznych.
Stezenia VEGFR2 i NF-kB badano w otrzymanych probéwkach z supernatantem.

W eksperymencie wykorzystano ,kanapkowa” wersje metody ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Przed
rozpoczeciem oznaczania stezen substancji testowych odpowiednio przygotowano proébki i zestawy ELISA. Oznaczenia
przeprowadzono przy diugosci fali A = 450 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek BIO-RAD typu ELISA (Microplate Leader,
Wuxi, Chiny). Program komputerowy podtaczony do czytnika, na podstawie uzyskanej absorbancji $wiatta z dotkow
o ustalonych stezeniach wzorcéw, automatycznie wyznaczyt krzywe wzorcowe, na podstawie ktdrych obliczyt stezenia
oznaczanych bialek w badanych prébkach. Otrzymane wyniki zostaly automatycznie pomnozone przez odpowiedni
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wspoétczynnik rozcienczenia. Uzyto komercyjnych zestawé6w ELISA: ELISA dla NF-kB i ELISA dla VEGFR2 (Cloud-Clone Corp.
Katy, TX, USA).

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica v.13.0 (StatSoft, Krakéw, Polska). Wyniki
przedstawiono jako Srednig + SD. Za istotng statystycznie uznano warto$¢ p < 0,05.

WYNIKI

Wyniki przedstawiono w Tabeli 1. Masa ciata samic myszy w ostatnim dniu eksperymentu byta znaczaco nizsza
(22,53g+1,1) w poréwnaniu z samicami kontrolnymi (25,63+1,0) (p<0,05). Nie zaobserwowano takiej réoznicy u samcow. Nie
byto statystycznie istotnych réznic miedzy masa watroby samic z grupy kontrolnej a samicami narazonymi na LCH, podobnie
miedzy samcami z grupy Kontrolnej i samcami narazonymi na LCH. Wystapil statystycznie istotny wzrost stezenia NFxB
w watrobach samic myszy narazonych na LCH w poréwnaniu z samicami kontrolnymi (6,12 ng/ml vs 3,27 ng/ml; p<0,05). Nie
byto takiej r6znicy u samcow. Zaobserwowano rowniez istotny wzrost stezenia VEGFR2 w watrobie samic narazonych na LCH
w poréwnaniu do kontroli (173,81 ng/ml vs 83,28 ng/ml; p<0,05).

Tab. 1

Woplyw podostrego zatrucia LCH na mase ciata, mase watroby, NF-kB w watrobie i stezenie VEGFR2 w watrobie myszy.

Masa watroby [g] stezenieNF-+kB Stezenie
Grupa Masa ciata [g] srednia+SD [ng/mL] VEGFR2
$rednia+SD $rednia+SD [ng/mL]
$rednia+SD
Qkontrola 25,63+1,0 1,28+0,1 3,27+0,7 84,28+16
Jdkontrola 27,84+1,5 2,02+0,1 5,49+0,35 170,61+25
Q@-LCH 22,53+1,1* 1,330,1 6,12+1,5% 173,81+31*
J4-LCH 27,21+1,6 2,04£0,1 5,27+0,3 170,06+21

*p<0.05 vs samice z grupy kontrolnej

DySKuUSJA

LCH jest przyktadem srodka owadobbjczego, ktory charakteryzuje sie tym, ze jest skuteczny wobec owaddéw
i uznawany za bezpieczny dla ludzi [7]. Jest pyretroidem typu Il o wysokiej aktywnosci przeciwko szerokiej gamie owadow
z rzedu Lepidoptera, Diptera, Hemiptera i Coleoptera. LCH znalazta szerokie zastosowanie w miejscach publicznych, a takze
w zastosowaniach zwigzanych ze zdrowiem zwierzat domowych i hodowlanych, gdzie skutecznie zwalcza szerokie spektrum
owadéw i pasozytéw zewnetrznych, w tym karaluchy, muchy, kleszcze i wszy [46,47].

LCH jest stabilna przy pH ponizej 8, natomiast w warunkach zasadowych hydrolizuje pod dziataniem jonu
hydroksylowego, w wyniku czego powstaje cyjanohydryna, ktéra nastepnie rozpada sie na aldehyd i cyjanowoddr [50].
W badaniach laboratoryjnych degradacja LCH w glebie wynika gléwnie z biodegradacji, na co wskazuje szybka utrata LCH
w glebie niesterylnej w poréwnaniu z glebg sterylng [51. W organizmach zywych LCH jest metabolizowana przez enzymy
watrobowego mikrosomalnego cytochromu P450 (CYP) i karboksyloesterazy (CES) oraz przez cytozolowe enzymy CES.
Pyretroidy sa rowniez metabolizowane przez mikrosomy watroby ludzkiej i cytozol [48]. Jednocze$nie LCH moze uszkodzi¢
watrobe.

Lipofilowo$¢ LCH utatwia jej szybka penetracje do tkanek i poteguje jej szkodliwy wplyw na nie [49,50]. Oprocz
swojego pierwotnego dzialania neurotoksycznego uszkadza rowniez inne narzady. Zaréwno eksperymenty in vitro, jak i in
vivo z krwig obwodowa szczurow wykazaty, ze LCH powoduje zaburzenia rownowagi w relacji prooksydant-przeciwutleniacz
w erytrocytach, a takze zmienia ptynno$c¢ btony komadrkowej oraz wptywa na hemolize [51,52].

W tym badaniu skupili$my sie na hepatotoksycznosci LCH. Inni autorzy réwniez badali ten aspekt szkodliwos$ci LCH.
Aouey i wsp. badali hepatotoksyczno$c¢ tego pyretroidu w modelu szczurzym. W swoim badaniu dorostym samcom szczuréw
podawali doustnie 6,2 i 31,1 mg/kg masy ciata LCH przez 7, 30, 45 i 60 dni, odpowiednio. Oceniono zmiany histopatologiczne
oraz zmiany gltéwnych parametrow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, jak rowniez z odpowiedzia zapalng w watrobie.
Ponadto w tkankach watroby zidentyfikowano, a nastepnie oznaczono ilosSciowo metabolity LCH (CFMP, 4-OH-3 PBA i 3-
PBA). Uzyskane wyniki wykazaly, ze ekspozycja na LCH znaczaco zwiekszyta watrobowe markery stresu oksydacyjnego
w sposéb zalezny od czasu narazenia i dawki LCH, czemu towarzyszyta akumulacja CFMP i 3-PBA w tkankach watroby.
Ponadto poziom ekspresji genu czynnika martwicy nowotworu o (TNF-a) oraz ekspresja interleukin (IL-6 i IL-1f3) byty
istotnie podwyzszone w watrobie badanych szczuréw w poréwnaniu z grupg kontrolng. Podsumowujac, badanie to
dostarczyto nowych dowodow na to, ze uszkodzenie watroby moze by¢ spowodowane zwiekszonym stresem oksydacyjnym
i stanem zapalnym w warunkach ostrej i podprzewlektej ekspozycji na LCH [52].

W badaniu Martineza i wsp. badano hepatotoksyczno$¢ LCH. LCH w dawkach 1, 2, 4 i 8 mg/kg mc podawano
szczurom doustnie przez 6 dni. Zwiekszata ona w sposob zalezny od dawki aktywnos$¢ watrobowa O-deetyloazy
etoksyrezorufiny, O-demetylazy metoksyresorufiny, O-depentylazy pentoksyresorufiny, 7a- testosteronu (CYP2A1) oraz 11-
i 12-hydroksylazy kwasu laurynowego. Podobnie LCH w wyzszych dawkach istotnie zwiekszata watrobowy poziom CYP1A1,
1A2, 2A1, 2B1, 2B2, 2E1, 3A1, 3A2 i 4A1 mRNA oraz ekspresje genéw IL-1f3, NFkB [53].

Znaczenie markerow zatrucia LCH zostalo wyraznie pokazane w licznych publikacjach [54-58]. Wszystkie z nich
potwierdzaja powszechna ekspozycje populacji ludzkiej na pyretroidy bez znaczacych réznic w wieku i ptci. Klimowska
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i Wilegomas opisali nowa metode wykrywania metabolitow pyretriddw w moczu [59]. Co ciekawe, wykazano, ze poziomy
metabolitow pyretroidow byty wyzsze u mieszkancéw miast niz u oséb zamieszkujacych tereny wiejskie [60]. Rodzaj i wsp.
sugeruja, ze powszechna ekspozycja polskiej populacji na pyretroidy pochodzi ze Zrédet niezywieniowych [61]. Jurewicz
i wsp. dostarczyli dowodow, ze powszechne stosowanie pyretroidéw wptywa na ptodno$¢ mezczyzn [62]. Wszystkie te
publikacje wskazuja, Ze istnieje zapotrzebowanie na dobre markery toksycznosci piretroidéw u ssakow. W naszych
eksperymentach zwierzeta miaty by¢ wzorem w poszukiwaniu takiego markera u ludzi.

Wyniki badania Fetoui i wsp. wskazuja, ze podanie LCH prowadzi do powstania stresu oksydacyjnego
w erytrocytach szczura, co zwieksza poziom reaktywnych form tlenu (ROS), karbonylku biatka (PCO), aldehydu
malonodialdehydowego (MDA) i tlenku azotu (NO) [63]. Ponadto badano dzialanie mutagenne LCH za pomoca testu
mikrojadrowego wykonanego z krwi obwodowej szczura. Odnotowano, ze pyretroidy moga indukowaé¢ powstawanie
mikrojader w dzielgcych sie komérkach [63-65].

Podjety przez nas problem badawczy ma na celu pogtebienie szczegbétowej wiedzy na temat wptywu zatrucia LCH
na watrobe. W naszym badaniu wykazali$my, ze po zatruciu samic myszy LCH nastapit statystycznie istotny spadek masy
ciata zwierzat oraz wzrost stezenia NF-kB i VEGFR2.

Role VEGF w utrzymaniu mikrokrazenia w narzadach wewnetrznych badano na wielu modelach zwierzecych.
W modelu niedokrwienno-reperfuzyjnego uszkodzenia nerek wytwarzanie czynnika VEGF w nerkach nie jest zwiekszone, ale
nastepuje redystrybucja juz wytworzonego czynnika VEGF do nerek i zwiekszona ekspresja mRNA VEGFR-2 [66,67].
Niedokrwienie i reperfuzja prowadza do stresu oksydacyjnego [68], podobnie jak zatrucie pyretroidami [25]. Istnieja
doniesienia sugerujace, ze mezenchymalne komoérki macierzyste dziataja w celu ochrony przed uszkodzeniem narzadéw
w modelu niedokrwienno-reperfuzyjnym nie poprzez regeneracje komorek, ale poprzez mechanizmy parakrynne. VEGF jest
jednym z najwazniejszych czynnikéw w tych mechanizmach [69]. Badania na szczurach wykazaty przewlekta dysfunkcje
nerek oraz zmniejszenie liczby naczyn wtosowatych w klebuszkach nerkowych i przestrzeni okotocewkowej zwigzane ze
zmniejszeniem ekspresji nerkowej VEGF [70]. Podawanie VEGF w tym modelu miato dziatanie ochronne na $rédbtonek
naczyniowy i pozwolito na zahamowanie postepu dysfunkcji nerek, a takze bliznowacenie uszkodzen tkanek niezaleznie od
ci$nienia krwi, biatkomoczu czy nacieku makrofagéw [71].

Wykazano, ze transkrypcja VEGF jest regulowana przez estrogeny, ktoérych wydzielanie odbywa sie poprzez
stymulacje receptora estrogenowego [72]. Moze to wyjasnia¢, dlaczego w grupie kontrolnej poziom VEGFR2 jest nizszy niz
u kontrolnych samcdéw. Zatrucie LCH powoduje stres oksydacyjny i zaburza mechanizm ochronny u kobiet.

NF-kB moze by¢ aktywowany przez wiele czynnikow. Warto zauwazy¢, ze procesy, w ktorych jest zaangazowany,
moga réwniez wplywac na metabolizm ksenobiotykow i aktywno$¢ enzymow watrobowych [73,74]. Miejsca wigzania NF-xB
zidentyfikowano w promotorach gendéw niektérych enzyméw metabolizujacych ksenobiotyki [75]. LCH w dawce
4 mg/kg masy ciata zwiekszyta ekspresje mRNA specyficznego dla NFkB 1,37-krotnie [53]. W naszym badaniu LCH réwniez
zwieksza poziom NF-kB, ale tylko u samic, co jest prawdopodobnie zwigzane z ich wrazliwoscia na te substancje.

NF-kB jest kluczowym regulatorem proceséw zapalnych w watrobie. Jest niezbedny do przezycia hepatocytow
i homeostazy watroby. Funkcje komoérek watrobowych aktywnych w fibrogenezie i miofibroblastéw sa réwniez regulowane
przez NF-kB. Kluczowa rola NF-kB w regulacji $mierci komoérek, stanéw zapalnych i gojenia sie ran sprawia, ze jest to wazny
modulator postepu choroby watroby NF-kB i potencjalny zwigzek miedzy przewlekltym uszkodzeniem watroby,
zwtdknieniem i rakiem watrobowokomadrkowym, co moze by¢ wazne w planowaniu terapii tych stanéw i ukierunkowania na
ten czynnik transkrypcyjny. W modelach mysich genetyczna ablacja regulatoréw NF-xB prowadzi do samoistnego
uszkodzenia watroby, zwtdéknienia i raka watrobowokomarkowego [76,77].

WNIOSEK

NF-kB i VEGFR2 mozna stosowa¢ jako markery uszkodzenia watroby po podostrym zatruciu LCH u samic myszy.
Samice sg bardziej wrazliwe na LCH niz samce.
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