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1. Wstep

Dioksyny jest to grupa zwigzkow zaliczanych do trucizn srodowi-
skowych, powstajacych w szeregu procesow technologicznych jak i w trak-
cie spalania roéznorodnych zwigzkow organicznych. Dioksyny powstaja
w kazdym procesie termicznym, jesli w Srodowisku spalania znajduje si¢
material organiczny, chlor oraz sprzyjajace czynniki, tj. temperatura spalania
200-900°C, maty doptyw tlenu i obecnos¢ wody [8, 14]. Najbardziej tok-
syczna z dioksyn — 2,3,7,8-tetrachloro-dibenzo-p-dioksyna (TCDD) — od
dnia 1.06.1997 r. zostata uznana przez Migdzynarodowa Agencje Badan nad
Nowotworami (IARC) za karcynogen grupy A, co potwierdzono w bada-
niach do$wiadczalnych na zwierzetach [15, 23]. Pomimo restrykcyjnych
zobowigzan wynikajacych z zapisow Konwencji Sztokholmskiej dotycza-
cych ograniczania emisji do srodowiska trwatych zwigzkéw organicznych,
do ktorych naleza dioksyny, jest ona wcigz znaczaca i wigze si¢ przede
wszystkim ze spalaniem paliw w gospodarce komunalnej [46]. Uwolnione
dioksyny wiaczaja si¢ w tancuchy pokarmowe oraz kumulujg si¢ w organi-
zmach stojacych na szczycie piramidy pokarmowej, wywotujac szereg ne-
gatywnych skutkow biologicznych [7, 15, 16].
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Emisja dioksyn jest takze zwigzana z przemystem, szerokim sto-
sowaniem tworzyw sztucznych, zagospodarowywaniem odpadow czy
wystepowaniem nieprzewidywalnych zdarzen tj. pozary, katastrofy eko-
logiczne czy dziatania wojenne [16,46]. Najwickszg jak dotychczas kata-
strofg ekologiczna w przebiegu ktorej do atmosfery przedostato si¢ ponad
30 kg TCDD powodujac powazne zatrucie ludnosci, byt wybuch reaktora
z trichlorofenolem w Seveso (Wilochy, 1976 r.) [13]. Takze badania
przeprowadzone po ataku terrorystycznym na World Trade Center
w Nowym Jorku i towarzyszacym mu pozarach wykazaly, ze w rejonie
strefy zero jak 1 w znacznej odlegtosci od niej, st¢zenie dioksyn w powie-
trzu wielokrotnie przewyzszalo dopuszczalng normg [38]. Uwalnianie
dioksyn do $rodowiska, jako produktow ubocznych procesow technolo-
gicznych ma miejsce, m.in. w przemysle celulozowo-papiernicznym
(m.in. produkcja celulozy siarczanowej, bielenie mas celulozowych chlo-
rem elementarnym), metalurgicznym (m.in. przetapianie ztomu, odzysk
metali, hutnictwo zelaza i stali, produkcja aluminium, miedzi, cynku,
olowiu, procesy odlewnicze), widkienniczym (m.in. stosowanie barwni-
kéw na bazie chloranilu czy barwnikéw azowych), farbiarskim (stosowa-
nie rozpuszczalnikow, tj. tetrachloroetylen) czy podczas produkcji $rod-
kow ochrony roslin (stosowanie kwasu 2,4,5-trichlorofenoksyoctowego).
W przemysle chemicznym uwalnianie dioksyn zachodzi m.in. w wyniku
syntezy oraz stosowania chlorobenzenu, pentachlorofenolu (PCP), synte-
zy weglowodorow alifatycznych, chlorowania zwigzkow organicznych,
produkcji tworzyw PCV oraz rozpuszczalnikow tj. perchloroetylen, pro-
cesOw nieorganicznych w ktorych uzywa si¢ chloru (np. ekstrakcja ma-
gnezu z jego rud) badz chlorowanych rozpuszczalnikow [3]. Rownie
istotnymi Zrédlami emisji dioksyn sa spaliny wydechowe ze zuzytych
silnikow samochodowych (spalanie etyliny), wycieki oleju silnikowego
oraz stabo zabezpieczone wysypiska $mieci [14, 15]. Wedlug Brzeskiego
[3] gtownymi Zroédtami przemystowymi dioksyn w Polsce sg dwa zakla-
dy chemiczne: Organika Sarzyna w Nowej Sarzynie, produkujaca herbi-
cyd Chwastoks ktorego komponentem jest kwas 2.4-dichlorofenoksy
octowy zanieczyszczony dioksynami oraz zaktady Rokita w Brzegu Dol-
nym, wytwarzajace herbicydy na bazie kwasu 2,4,5-trichlorofenoksy
octowego.
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W zwigzku z zawodowa ekspozycja na dioksyny osob zatrudnio-
nych, zwlaszcza w przemysle chemicznym, stale prowadzi si¢ badania
eksperymentalne majace na celu okreslenie wptywu tych ksenobiotykow
na poszczegodlne tkanki i narzady oraz opracowanie skutecznej prewencji
farmakologicznej [5, 8, 10, 35, 39].

Dioksyny nie posiadajg barwy, smaku ani zapachu przez co sg
niewyczuwalne organoleptycznie. Wyzej wymienione cechy fizykoche-
miczne spowodowaty, ze zwigzki te staly si¢ grozng bronig w rgkach
terrorystow, czego przyktadem byto otrucie Prezydenta Ukrainy [41].

U podstaw molekularnego dziatania dioksyn lezy aktywacja tran-
skrypcji gendow enzymow metabolizujacych ksenobiotyki, w tym réznych
form molekularnych cytochromu P-450 (CYP), zwlaszcza rodziny
CYP1A1l [15, 21, 36, 42]. W wielu przypadkach reakcje katalizowane
przez ten cytochrom prowadza do powstania toksycznych metabolitow
jak i kancerogennych/mutagennych produktow posrednich [36]. Tok-
syczne metabolity i produkty posrednie wptywaja na ekspresje genow
kontrolujacych wzrost i r6znicowanie komorek a takze ekspresje genow
kontrolujacych reakcje biochemiczne, tj. synteza hormonéw, enzymow,
czynnikow wzrostu [8, 42]. Indukcja genow rodziny CYP1A1 znajduje
si¢ pod kontrolg obecnego w znakomitej wigkszosci komorek ludzi
| zwierzat receptora cytoplazmatycznego AhR (aryl hydrocarbon recep-
tor) oraz biatka jadrowego Arnt (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator) [8, 36]. Ponadto dioksyny cechujg si¢ powinowactwem do
receptora estrogenowego przez co przyczyniajg si¢ do zaburzen rozrod-
czych oraz zaburzen behawioralnych, zwigzanych z wystapieniem zmian
w ekspresji receptorow w strukturach OUN. U potomstwa szczur6w po-
chodzacego od matek zatrutych dioksynami obserwowano takze charlac-
two 1 niedorozwdj koscca, co koreluje obserwacjami innych autorow
u ptakow zywiacych sie rybami zawierajacymi dioksyny [6, 14, 18, 43].

W innych badaniach u intoksykowanych zwierzat obserwowano
przede wszystkim: porfiri¢, hepatomegalie, atrofi¢ grasicy oraz obwodo-
wych wezidow chtonnych, nowotwory, zahamowanie owulacji [6, 8, 20,
37, 44, 45]. Z kolei u ludzi do najlepiej udokumentowanych skutkow
dziatania dioksyn nalezg [3, 14, 15, 31, 33]:

1. tradzik chlorowy (chloracne), charakteryzujacy si¢ hiperkeratoza
I hiperplazja naskorka z towarzyszacymi zaburzeniami czynno$ciowo-
morfologicznymi gruczotéw tojowych,
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2. zmiany w poziomie hormonow tarczycy z towarzyszacym uposledze-
niem sprawnosci psychomotorycznej,

3. zaburzenia plodnosci badz bezptodnosé,

4. wzrost stezenia alfa- i beta- globulin oraz opdznienie reakcji immuno-
logicznej,

5. dziatanie karcynogenne (nowotwory przewodu pokarmowego, chio-
niaki, migsaki, nowotwory phuc),

6. dziatanie teratogenne prowadzace do obumarcia zarodka badz wy-
ksztalcenia wad rozwojowych, tj. jak aplazje konczyn czy rozszczepy
podniebienia [3, 8, 11, 13, 14, 20]. Pomimo szerokiego spektrum oceny
biologicznych skutkow dziatania dioksyn u ludzi i zwierzat istniejg tyl-
ko nieliczne publikacje oceniajace wptyw dioksyn na tkanke kostna.

Na podstawie wynikdw badan eksperymentalnych wykazano, ze
2,3,7,8-tetrachloro-dibenzo-p-dioksyna (TCDD) powoduje destrukcje
tkanki tacznej [2], hamuje synteze kolagenu I oraz indukuje stres oksyda-
cyjny skutkujacy wzrostem stezenia interleukin prozapalnych aktywuja-
cych osteoklastogeneze [8, 40]. Z badan innych autoréw wynika, ze za-
hamowanie przez dioksyne¢ aktywnos$ci fosfatazy zasadowej oraz niekto-
rych inicjatorow mineralizacji moze wplywaé na tworzenie tkanek zmi-
neralizowanych gorszych jakosciowo [25, 40]. Wykazano ponadto nega-
tywne skutki oddziatywania dioksyn na biosyntez¢ watrobowych bialek,
obserwowane w obrazie elektroforetycznym surowicy [4, 5], zmiany te
wplywaja takze na proces osteogenezy.

Najwazniejszymi sktadnikami petnowartosciowej kosci sa fosfo-
rany wapnia 1 magnezu. Od wilasciwego wysycenia macierzy tkanki
kostnej solami tych pierwiastkoOw (mineralizacji) zaleza jej twardos¢ oraz
sprezystos¢. Proces mineralizacji mtodej kosci jest kontrolowany przez
grupe biatek, z ktérych najwieksza role odgrywaja osteonektyna, osteo-
kalcyna oraz fosfataza alkaliczna. Na biosynteze tych biatek wplywa
negatywnie wiele ksenobiotykdéw, w tym takze dioksyny. Obnizenie za-
warto$ci wapnia i magnezu W tkance kostnej moze by¢ przejawem zabu-
rzen jej mikrostruktury [14].

Przyjeto wigc zatozenie, ze dioksyna moze wplywac na strukture
kosci zwlaszcza w okresie rozwojowym. Wydaja si¢ to potwierdza¢ ob-
serwowane zmiany w wygladzie zewnetrznym potomstwa szczurow,
ktorym podano TCDD [6]. Stwierdzony w powyzszych badaniach m.in.
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wyrazny niedorozwo6j koséca moze sugerowac istnienie zaburzen rozwo-
jowych w zakresie tkanek twardych. Jak opisano we wstepie, dioksyny
wplywajac rowniez na czynno$¢ niektorych hormonéw (estrogeny, kor-
tykosteron, T3) moga modyfikowac prawidlowy rozwdj tkanek twardych
[15, 17, 19, 28]. TCDD, zaburzajac gospodarke estrogenowa przyczynia
si¢ do zmniejszenia odktadania wapnia w tkankach zmineralizowanych,
a zwigkszajac stezenie kortykosteronu stymuluje rozktad wiokien kola-
genowych. Wplywajac wreszcie na stezenie aktywnej formy witaminy D3
dioksyna przyczynia si¢ do zahamowania aktywnosci fibroblastow [34].

Kluczowa role w patomechanizmie dziatania TCDD odgrywa ak-
tywacja receptora AhR, ktorej tylko jedng z wielu konsekwencji jest za-
burzenie syntezy wiokien kolagenowych [1, 40], co moze skutkowac
zaburzeniami struktury przestrzennej tkanki kostnej. Wydaje si¢ wigc
stuszne poszukiwanie $srodkow farmakologicznych posiadajacych zdol-
nos$¢ taczenia si¢ z receptorem AhR uniemozliwiajac w ten sposob diok-
synie tworzenia z nim aktywnych potaczen. Jak pokazuja ostatnie bada-
nia eksperymentalne, dwa dobrze znane leki: tokoferol oraz kwas acety-
losalicylowy cechuja si¢ wlasciwosciami antagonistycznymi wobec re-
ceptora AhR [8, 26, 30], przez co rysuje si¢ perspektywa potencjalne;
mozliwosci poszerzenia wskazan do ich stosowania. Dodatkowa wtasci-
wos$cig ochronng powyzszych substancji jest zdolno$¢ hamowania od-
czynu zapalnego wywotanego przez dioksyny [8].

W S$wietle powyzszego celem pracy bylo zbadanie wpltywu
TCDD, tokoferolu i kwasu acetylosalicylowego podanych samicom
szczurdw na zawarto$¢ wapnia 1 magnezu w tkance kostnej ich przyszte-
go potomstwa.

2. Material i metody
2.1. Zwierzeta uzyte w doSwiadczeniu

Przed przystapieniem do badan eksperymentalnych uzyskano
wymagane zezwolenia na wykonanie doswiadczen na zwierzg¢tach (nr
zezwolenia UM: 11/2009/0027; nr zgody LKE: 38/2009). W ekspery-
mencie uzyto samice szczurdw szczepu Buffalo (wiek 9-11 tygodni, wa-
ga 130-150 gramo6w) pochodzace z hodowli Zwierzetarni Doswiadczal-
nej Katedry Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Sla-
skich we Wroctawiu. W trakcie eksperymentu zwierzeta przebywaty
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W klimatyzowanym pomieszczeniu w ktorych panowaly nastepujace wa-
runki: 1. nadci$nienie, 2. 15 wymian powietrza/godzing, 3. temperatura
powietrza okolo 22°C, 4. wilgotno$¢ powietrza 55%, 4. cykl $wietlny
12/12 godzin. Zwierzeta przetrzymywano w klatkach polistyrenowych
Z dostgpem do karmy firmy ,,Labofeedh” oraz wody.

Podziatl zwierzqt

Samice randomizowano wyodrgbniajac cztery grupy, zawierajgce
po 6 osobnikow kazda:
1. grupe kontrolng samic (SK), nie poddanych dziataniu Zadnych sub-
stancji chemicznych.
2. grupe samic (STCDD), ktorym podano roztwor
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny (TCDD) w jednorazowej dawce
5 nug/kg m.c. i.m.
3. grupe samic (STCDD+E), ktérym podano roztwor
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny (TCDD) w jednorazowej dawce
5ug/kg m.c. i.m. oraz podawano przez okres 3 tyg. roztwor octanu
a-tokoferolu w dawce 30 mg/kg m.c./dzien S.C.
4. grupe samic (STCDD+ASA), ktérym podano roztwor
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny (TCDD) w jednorazowej dawce
5ug/kg m.c. i.m. oraz podawano przez okres 3 tyg. zawiesing kwasu ace-
tylosalicylowego w roztworze skrobi w dawce 50 mg/kg m.c./dzien p.o.

Po okresie 3 tygodni od podania TCDD w poszczegdlnych gru-
pach (STCDD, STCDD+E, STCDD+ASA) skojarzono w/w grupy samic
oraz grupe SK z losowo dobranymi samcami, pochodzacymi z tego sa-
mego szczepu, nie poddanymi dziataniu zadnych substancji chemicz-
nych. Po 7 dniowym okresie kojarzenia ci¢zarne samice umieszczono
w oddzielnych klatkach (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat eksperymentu
Fig. 1. Diagram of the experiment

Po porodzie, wyodrgbniono cztery grupy noworodkow (o liczeb-
nosci 6-10 sztuk, dobranych losowo, ktorych ilo§¢ uwarunkowana byta
liczebno$cig miotdéw) pochodzacych od samic ujetych w w/w grupach:

1. noworodki (NK) pochodzace od samic SK.

2. noworodki (NTCDD) pochodzace od samic STCDD.

3. noworodki (NTCDD+E) pochodzace od samic STCDD+E.

4. noworodki (NTCDD+ASA) pochodzace od samic STCDD+ASA.

W 2 dniu zycia osobniczego z kazdej z powyzszych grup pobrano
materiat do badan st¢zenia wapnia 1 magnezu. Material badawczy stano-
wity wypreparowane: sklepienie czaszki oraz staw kolanowy.

2.2. Substancje i zwiazki uzyte w doswiadczeniu

W pracy wykorzystano nastepujace substancje: octan a-tokoferolu
(roztwor olejowy leku sporzadzony na indywidualne zamowienie przez
firm¢ Hasco-Lek S.A. we Wroctawiu); kwas acetylosalicylowy — Aspirin
(Bayer) (zawiesina leku w roztworze skrobi); Thiopental (Biochemie
GmbH); roztwor wzorcowy 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny
(TCDD) (Greyhound Chromatography And Allied Chemicals) (rozpusz-
czony w DMSO (dimetylosulfotlenku) w stezeniu 5 pg/ml).

2.3. Oznaczenie wapnia i magnezu w tkankach zmineralizowanych

Oznaczenia pierwiastkow wykonano w oparciu 0 metode spekto-
metrii atomowej. W pierwszym etapie badane probki przeprowadza si¢
do postaci roztworu, a nastgpnie rozpyla si¢ go W ptomieniu spektrome-
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tru powodujac dysocjacj¢ zawartych w roztworze pierwiastkow do stanu
atomowego. W koncowym etapie nast¢puje analiza widma promienio-
wania emitowanego/absorbowanego przez dany pierwiastek, na podsta-
wie czego mozna okresli¢ jego zawarto$¢ w probce.

2.3.1 Mineralizacja materiatu badawczego

Przeprowadzono mineralizacj¢ probek ,,na mokro” w zamknigtym
systemie mikrofalowym. Do nawazki homogennej probki (od 0,1 g do
0,5g) dodawano 5 cm® stezonego kwasu azotowego (V) cz.d.a. i 1 em®
stezonego nadtlenku wodoru cz.d.a., nastepnie probki mineralizowano
w mikrofalowym systemie przygotowania prob MARS 5. Mineralizaty
przenoszono ilosciowo do naczyn miarowych o pojemnosci 10 cm? przy
uzyciu wody redestylowanej. Mineralizacje przeprowadzono zgodnie
Z Polska Normg PN-EN 13805:2003.

2.3.2 Oznaczanie zawartosci wapnia metodq atomowej spektrometrii
emisyjnej

Przeprowadzono oznaczenie zawartosci wapnia w ptomieniu ace-
tylen/powietrze metoda emisyjnej spektrometrii atomowej przy wykorzy-
staniu spektrometru absorpcji atomowej SpectraAA z przystawka do pra-
cy w ptomieniu AA240FS firmy Varian.

Oznaczenia zawartosci Ca wykonano zgodnie z Procedurg Ba-
dawcza PB-01/AAS opracowang i stosowang w Laboratorium Badaw-
czym Spektrometrii Absorpcji Atomowej Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu.

2.3.3 Oznaczanie zawartosci magnezu metodq atomowej spektrometrii
absorpcyjnej

Przeprowadzono oznaczenie zawartosci magnezu w ptomieniu
acetylen/powietrze metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej przy
wykorzystaniu spektrometru absorpcji atomowej SpectraAA z przystaw-
ka do pracy w plomieniu AA240FS firmy Varian. Oznaczenia zawartos$ci
Mg wykonano zgodnie z Procedurg Badawczg PB-02/AAS opracowang
I stosowang w Laboratorium Badawczym Spektrometrii Absorpcji Ato-
mowej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Procedury badaw-
cze stosowane w laboratorium opracowano na podstawie: Polska Norma
PN-EN 14084:2004.
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2.4. Analiza statystyczna

Opracowanie wynikow badan opierato si¢ na analizie statystycz-
nej wynikow pomiardw, ktora polegata na: oszacowaniu statystyk opiso-
wych ($rednia, odchylenie standardowe, mediana, wartosci ekstremalne:
minimum i maksimum); sprawdzeniu normalno$ci rozktadu cech (wyni-
kow stezen) testem Shapiro-Wilka; sprawdzeniu jednorodnosci wariancji
wynikow stezen testem Bartletta; weryfikacji hipotez o rdwnosci pozio-
mu cech mierzalnych o rozktadzie normalnym w wigcej niz dwoch gru-
pach za pomoca analizy wariancji (ANOVA); przedstawieniu wynikdéw
porownan w postaci wykresow pudetkowych (Box and Whiskers).
Wszystkie hipotezy weryfikowano na poziomie istotnosci o = 0,05. Ana-
lize statystyczng przeprowadzono przy pomocy pakietu programow sta-
tystycznych STATISTICA 9.0.

3. Wyniki

Oznaczenie poziomu magnezu w mg/g w kosciach sklepienia cza-
szki noworodkéw z badanych grup wykazato statystycznie istotne
zmniejszenie stgzenia magnezu w grupie (NTCDD) - osobnikéw pocho-
dzacych od matek poddanych dziataniu dioksyny w odniesieniu do grupy
kontrolnej (NK), w ktorej matki noworodkow nie byly poddane dziataniu
TCDD (Rys. 2, Tabela 1, 2). Stwierdzono ponadto, ze w grupie
(NTCDD+ASP) jak 1 (NTCDD+E) dochodzi do wzrostu stezenia magne-
zu w pokrywie czaszki w odniesieniu do grupy (NTCDD), w ktorej matki
noworodkow poddano dziataniu tylko TCDD.

Tabela 1. Stosunek $redniej warto$ci stezenia magnezu W sklepieniu czaszki w
poszczegdlnych grupach doswiadczalnych wzgledem grupy kontrolne;j

Table 1. The ratio of the mean concentration of magnesium in the cranial vault
bones in each experimental group relative to the control group

Zalezno$¢ danej grupy doswiadczalnej M M
wzgledem grupy kontrolnej 9 gr. dosw. - V19 gr. Nk
(NTCDD) : (NK) 0,74 1,00
(NTCDD+E) : (NK) 1,01: 1,00
(NTCDD+ASP) : (NK) 0,88 : 1,00
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Tabela 2. Stosunek srednich warto$ci stgzenia wapnia do magnezu w sklepieniu
czaszki w poszczeg6lnych grupach doswiadczalnych
Table 2. The ratio of the concentration of calcium and magnesium in the cranial
vault bones in the different experimental groups

Grupa do$wiadczalna Ca g dosw. - MU gr. dosw.
NK 43,39:1,00
NTCDD 44,30 : 1,00
NTCDD+E 66,60 : 1,00
NTCDD+ASP 47,80:1,00

ANOVA: F =3,110; p=0,044
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kontrolna TCDD TCDD+ASP TCDD+E

Noworodki - pokrywa czaszki

Rys. 2. Podstawowe statystyki poziomu magnezu [mg/g] w kos$ciach sklepienia
czaszki noworodkow z badanych grup oraz wynik analizy wariancji

Fig. 2. Basic statistics of magnesium levels [mg/g] in neonatal cranial vault
bones and the results of analysis of variance

Analiza poziomu magnezu w stawie kolanowym noworodkéw
szczuréw z badanych grup wykazala obniZzenie st¢zenia magnezu w grupie
(NTCDD) w odniesieniu do grupy kontrolnej (NK) oraz szczegolne pod-
wyzszenie poziomu magnezu w grupie poddanej dzialaniu dioksyny w kto-
rej podawano tokoferol (NTCDD+E) w odniesieniu do grupy (NTCDD),
w ktorej matki poddano dziataniu samej TCDD (rys. 3, tabela 3, 4).
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Tabela 3. Stosunek $redniej warto$ci stezenia magnezu w stawie kolanowym
W poszczegolnych grupach doswiadczalnych wzglgdem grupy kontrolnej

Table 3. The ratio of the average value of the concentration of magnesium in
the knee joint in the various experimental groups relative to the control group

Zaleznos¢ danej grupy doswiadczalne;j

wzgledem grupy kontrolne;j MG gr. qosw. - MG gr. i

(NTCDD) : (NK) 0,95 : 1,00
(NTCDD+E) : (NK) 1,08 : 1,00
(NTCDD+ASP) : (NK) 0,99: 1,00

Tabela 4. Stosunek $rednich warto$ci st¢zenia wapnia do magnezu w stawie
kolanowym w poszczeg6lnych grupach doswiadczalnych

Table 4. The ratio of the average concentration of calcium and magnesium in
the knee joint in different experimental groups

Grupa doswiadczalna Ca g dosw. - M3 gr. dosw.
NK 22,11 :1,00
NTCDD 74,04 : 1,00
NTCDD+E 46,01:1,00
NTCDD+ASP 76,37 : 1,00
ANOVA: F = 4,107; p=0,017
025
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kontrolna TCDD TCDD+ASP  TCDD+E

Noworodki - staw kolanowy

Rys. 3. Podstawowe statystyki poziomu magnezu [mg/g] w stawie kolanowym
noworodkow szczurdéw z badanych grup oraz wynik analizy wariancji

Fig. 3. Basic statistics of magnesium levels [mg/g] in neonatal knee joint bones
and the results of analysis of variance
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Analiza poziomu wapnia w mg/g w sklepieniu kosci czaszki no-
worodkéw szczurzych z poszczegolnych grup wykazata w grupie nowo-
rodkow (NTCDD), ktérych matki byly poddane dzialaniu samej TCDD,
istotny spadek stezenia wapnia. Natomiast podawanie kwasu acetylosali-
cylowego jak i tokoferolu powodowato istotny wzrost stgzenia wapnia
w grupach (NTCDD+ASP) oraz (NTCDD+E) (rys. 4, tabela 2, 5).

Tabela 5. Stosunek $redniej wartosci stezenia wapnia w sklepieniu czaszki
W poszczegolnych grupach do§wiadczalnych wzgledem grupy kontrolnej
Table 5. The ratio of the mean concentration of calcium in the cranial vault
bones in each experimental group relative to the control group

Zaleznos$¢ danej grupy doswiadczalnej

wzgledem grupy kontrolnej Ca gr. dosw. - Ca gr. NK

(NTCDD) : (NK) 0,76 : 1,00
(NTCDD+E) : (NK) 1,11: 1,00
(NTCDD+ASP) : (NK) 1,31: 1,00

ANOVA: F =20,53; p<0,001
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kontrolna TCDD  TCDD+ASP  TCDD+E
Noworodki - pokrywa czaszki

Rys. 4. Podstawowe statystyki poziomu wapnia [mg/g] w kosciach sklepienia
czaszki noworodkow szczuréw z badanych grup oraz wynik analizy wariancji
Fig. 4. Basic statistics of calcium levels [mg/g] in neonatal cranial vault bones
and the results of analysis of variance

Analiza poziomu wapnia w stawie kolanowym noworodkow wy-
kazala, ze w grupie (NTCDD) doszlo do zmniejszenia st¢zenia wapnia
w odniesieniu do grupy (kontrola). Natomiast w grupach (NTCDD+E
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oraz NTCDD+ASA) pochodzacych od matek poddanych dziataniu
TCDD, ktérym podawano tokoferol lub kwas acetylosalicylowy stwier-
dzono zwiekszone stgzenie wapnia w odniesieniu do grupy noworodkow
(NTCDD), ktorych matki otrzymaty samg TCDD (rys. 5, tabela 4, 6).

Tabela 6. Stosunek $redniej wartosci stezenia wapnia w stawie kolanowym
W poszczegolnych grupach doswiadczalnych wzgledem grupy kontrolnej
Table 6. The ratio of the average value of the concentration of calcium in the
knee joint in the various experimental groups relative to the control group

Zalezno$¢ danej grupy doswiadczalnej

wzgledem grupy kontrolne;j Cagr. qosw. + €A gr.nK

(NTCDD) : (NK) 3,19 1,00
(NTCDD+E) : (NK) 2,27 :1,00
(NTCDD+ASP) : (NK) 3,41: 1,00

ANOVA: F =10,78; p =0,001
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Rys. 5. Podstawowe statystyki poziomu wapnia [mg/g] w stawie kolanowym
noworodkow szczuréw z badanych grup oraz wynik analizy wariancji

Fig. 5. Basic statistics of calcium levels [mg/g] in neonatal knee joint bones and
the results of analysis of variance

4. Omowienie wynikow

Struktura mineralna kosci i zgbow sktada sie z krysztatow dihy-
droksyapatytow wapnia, ktére tworza uporzadkowang sie¢ krystaliczna.
Krysztaty posiadajg trzy przestrzenie, tj. rdzen, powierzchni¢ rdzenia
I otoczke hydratacyjng. W rdzeniu krysztatu wystepuje wiecej magnezu



Zastosowanie tokoferolu i kwasu acetylosalicylowego w ochronie... 313

I weglandw oraz moze dochodzi¢ do wymiany jonoéw [27]. Jony magnezu
moga zastepowac jony wapnia hamujgc wzrost krysztatow. Powyzsze
dane wskazuja, ze w tkance kostnej wystepuje caty czas przebudowa,
ktora moze by¢ zalezna od dziatania zanieczyszczen srodowiskowych, do
ktorych zaliczamy m.in. dioksyny.

Dowodem na poparcie takiej tezy sg badania Finnild i wsp. [17],
w ktorych wykazano wplyw TCDD na wtasciwo$ci macierzy kostne;.
W eksperymencie tym stosowano u ci¢zarnych samic szczuréw jednora-
zowa dawke TCDD (1 pg/kg m.c.) w 11 dniu cigzy, a pobrane od nowo-
rodkow kosci piszczelowe oceniano pod katem mineralizacji, morfologii,
twardo$ci i ugigcia. Dowiedziono, ze ekspozycja na TCDD w okresie
rozwojowym powoduje spowolnienie dojrzewania matrycy kosci, obni-
zenie jej mineralizacji, zmniejszenie wymiaréw jak i wytrzymato$ci.
W obecnych badaniach podano samicom szczuréw TCDD w teratogen-
nej dawce 5 ug/kg m.c. (okreslonej przez Huuskonena i wsp. [22]), wy-
kazujac znaczace obnizenie st¢zenia wapnia w kosciach sklepienia cza-
szki oraz w stawach kolanowych u 2 dniowych noworodkow. Powyzsze
wyniki mogg thumaczy¢ wczesniejsze obserwacje wlasne, zwigzane ze
znacznym niedorozwojem ko$éca wystepujacym u dojrzatych osobni-
kow, pochodzacych od samic poddanych dziataniu TCDD [6]. Réwniez
inni autorzy wykazali wptyw TCDD na powstawanie zmian stgzenia
wapnia w kosciach, wigzac to m.in. ze zmianami endokrynnymi ze
wzgledu na powinowactwo dioksyn do receptora estrogenowego, co mo-
ze mie¢ wpltyw na rozwoj struktury kosci. Badania Gierthy i wsp. [19]
dotyczace molekularnego mechanizmu biosyntezy macierzy zewnatrz-
komorkowej oparte na hodowli szczurzych osteoblastow sklepienia cza-
szki wykazaly, ze niezaburzona ekspresja odpowiednich gendéw odpo-
wiada za powstanie wtasciwego wzoru struktury tych komoérek oraz pra-
widlowy proces mineralizacji macierzy zewnatrzkomorkowej. Podanie
TCDD spowodowato wyrazne zahamowanie tworzenia si¢ wlasciwego
uktadu komorek kosciotworczych oraz wplyneto na ekspresje fosfatazy
zasadowej i osteokalcyny. Na podstawie powyzszego eksperymentu
stwierdzono, ze TCDD dziatajagc na estrogeny i witaming D wplywa na
ekspresje gendow w komorkach kosciotworczych w trakcie ich rdznico-
wania. Carpi i wsp. [12] w badaniach in vitro wykazali, ze TCDD przy-
czynia si¢ do wystepowania zaburzen kosciotworzenia. Dziesigciodniowa
ekspozycja hodowli komoérek macierzystych kosci na TCDD doprowa-
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dzita do zmian w stezeniu m-RNA, bedacego markerem réznicowania
komorek kosciotworczych, jak réwniez do zmian w ekspresji komorko-
wych biatek odpowiedzialnych za wlasciwa organizacje cytoszkieletu
| transport komorkowy w osteoblascie. TCDD doprowadzita takze
zmniejszenia ekspresji biatek wigzacych wapn, co moze wplywaé na
proces odktadania tego pierwiastka w osteoblastach. W innych bada-
niach, w ktorych wykorzystano komorki macierzyste kosci pochodzace
ze szkieletu konczyny dolnej myszy i szczurow wykazano, ze TCDD
zmniejsza stgzenie m-RNA oraz obniza aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej
i osteokalcyny, przy czym spadek ten $cisle korelowat z dawka dioksyny
[28]. Ponadto wyzej cytowani autorzy podkreslaja rolg osteoblastycznego
receptora AhR w mechanizmie oddziatywania TCDD na komorki koscio-
tworcze. Badania Naruse i wsp. [32] okreslajace wptyw dioksyny na ho-
dowle mysich osteoblastow pobranych ze sklepienia czaszki wykazaty
spadek aktywnosci fosfatazy zasadowej, obnizenie depozycji wapnia
przez te komorki oraz zwigkszenie ekspresji receptora AhR. Zmianom
tym towarzyszyl spadek ekspresji m-RNA osteokalcyny, ktora stanowi
marker réznicowania osteoblastow. W drugiej czesci powyzszego ekspe-
rymentu podanie ciezarnym samicom dioksyny spowodowato u ich po-
tomstwa zahamowanie prawidlowego procesu wapnienia kosci. Badania
deformacji kostnych zlokalizowanych w zakresie $rodstopia oraz stopy
u czapli siwych Ardea cinerea wykazaty, ze ich kosciec posiadat wyraz-
nie zmniejszong wytrzymato$¢ mechaniczng oraz znacznie obnizong za-
warto$¢ wapnia, co moze by¢ zwigzane ze stwierdzeniem bardzo duzego
stezenia polichlorowanych dibenzo-p-dioksyn i polichlorowanych diben-
zofuranow w organizmie tych zwierzat [43]. W badaniach kosci udo-
wych mew srebrzystych Larus argentatus z Krainy Wielkich Jezior
(USA), organizmy ktorych posiadaty wysoki wspotczynnik toksycznosci
TCDD, stwierdzono zmniejszong zawarto$¢ mineralow, gesto$¢ oraz
sztywnos$¢ [18]. Wedlug cytowanych autoréw obnizenie wartosci pod-
stawowych parametréw kosci wskazuje na zaburzenia w procesie ich
mineralizacji. W obecnych badaniach wykazano, ze podawanie kwasu
acetylosalicylowego jak i tokoferolu powodowato istotny wzrost st¢zenia
wapnia mierzonego w pokrywach czaszek w grupach (NTCDD+ASP)
oraz (NTCDD+E) co moze sugerowac, ze kwas acetylosalicylowy i toko-
ferol przyczyniajg si¢ do wzrostu uwapnienia kosci, przeciwdziatajac
destruktywnemu dzialaniu TCDD. Analiza stezenia wapnia w stawie
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kolanowym wskazuje, ze kierunek zmian tego pierwiastka w grupach
(NTCDD+ASP) oraz (NTCDD+E) w odniesieniu do grupy (NTCDD)
jest podobny do kierunku zmian st¢zenia wapnia mierzonego w pokry-
wach czaszek w analogicznych grupach.

Skutkiem destrukcyjnego oddziatywania dioksyn na metabolizm
tkanki kostnej i ko$ciotworzenie, przejawiajacego si¢ opisanym powyzej
spadkiem poziomu wapnia, moze by¢ prozapalne dziatanie dioksyn.
Zwigzane jest ono z generacja wolnych rodnikéw powodujacych wzrost
stezenia IL-1, IL-6 i TNF jak i1 stymulacja COX-2. Wykazano, ze akty-
wacja dwoéch drog odezynu zapalnego: poprzez prozapalne interleukiny
oraz poprzez stymulacje COX-2 wywiera dziatanie na przebieg minerali-
zacji kosci, ktorego skutki mozna znalez¢ nawet w archeologicznym ma-
teriale kostnym w postaci pierScieni Harrisa. Wczesniejsze badania Cat-
kosinskiego [8] wykazaty, ze stosowanie tokoferolu w duzych dawkach
przez okres 3 tygodni od podania TCDD przyczynialo si¢ do znacznego
obnizenia IL-6 i TNF jak i zabezpieczalo kolagen przed degradacja.
Koncepcja przyjeta w obecnych badaniach, zwigzania z podawaniem
kwasu acetylosalicylowego przez okres 3 tygodni od momentu podania
TCDD miata takze na celu zmniejszenie reakcji zapalnej indukowanej
poprzez stymulacje COX-2. Istniejag bowiem doniesienia, ze stosowanie
kwasu acetylosalicylowego w duzych dawkach blokuje cyklooksygenaze
2 [29, 30].

Antyoksydacyjne wlasciwosci tokoferolu oraz przeciwzapalne
kwasu acetylosalicylowego stanowig cenne uzupelnienie wspomnianego
we wstepie antagonistycznego dziatania tych lekéw wobec receptora
AhR [26, 30]. Istnieja nieliczne badania, w ktoérych wykazano, ze innym
antagonistg receptora AhR mogacym ogranicza¢ negatywny wplyw diok-
syn na tkanke kostng jest resweratrol. W doswiadczeniu Singha 1 wsp.
z wykorzystaniem do$wiadczalnego modelu osteogenezy u kurczat oce-
niono wptyw TCDD oraz resweratrolu na ten proces. W powyzszym mo-
delu doswiadczalnym wykazano znaczng redukcje przez TCDD poziomu
biatek, tj. kolagenu typu I, osteopontyny, sialoproteiny oraz fosfatazy
zasadowej. Stosowanie resweratrolu spowodowato istotne odwrocenie
toksycznego dziatania dioksyny w stosunku do tkanki kostnej, potwier-
dzone wlasciwym poziomem biatek jej macierzy [40].

Przeprowadzona w obecnych badaniach analiza stezenia magnezu
w ko$ciach noworodkéw pochodzacych od matek poddanych dziataniu
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dioksyny wykazala znaczacy spadek tego pierwiastka w odniesieniu do
grupy kontrolnej. Dynamika spadku stezenia magnezu byta podobna jak
w przypadku wyzej opisanego wapnia. Rowniez analiza wynikdéw po-
ziomu magnezu w stawach kolanowych pochodzacych od noworodkow
szczurzych wykazata podobny kierunek zmian st¢zenia tego pierwiastka
jak w pokrywach czaszek w obrebie badanych grup. Zaro6wno pomiary
stezenia wapnia jak i magnezu w kos$ciach wykazuja bezwzgledne od-
dziatywanie TCDD powodujace zaburzenia mineralizacji ko$ci u nowo-
rodkow. Wyniki uzyskane w oznaczeniu st¢zenia wapnia i magnezu
w pokrywach czaszek sugeruja, ze kwas acetylosalicylowy jak i tokoferol
usprawniaja gospodarke wapniowo-magnezowa naruszong przez dziata-
nie TCDD. Przy czym nalezy podkresli¢ brak doniesien w pisSmiennic-
twie na temat wptywu TCDD na stezenie magnezu w kos$ciach. Istnieja
tylko nieliczne publikacje dotyczace wptywu TCDD na stezenie magne-
zu w watrobie i osoczu krwi. Wykazano, ze podawanie TCDD nie przy-
czyniato si¢ do zmian zawarto$ci magnezu w cytozolu komorek watro-
bowych [45]. Z kolei w badaniach Kellera, dotyczacych okreslenia wy-
branych parametrow krwi z6twi morskich Caretta caretta skazonych
dioksyna, wykazano znaczace obnizenie poziomu magnezu oraz spadek
stezenia fosfatazy alkalicznej [24].

Uzyskane wyniki sugeruja, ze stosowanie tokoferolu badz kwasu
acetylosalicylowego przyczynia si¢ do wzrostu zardwno stezenia wapnia
jak magnezu w kosciach noworodkéw poddanych dziataniu TCDD.

5. Whnioski

Stwierdzono obnizenie st¢zenia wapnia 1 magnezu zarowno
W probach pobranych z kosci sklepienia czaszki jak 1 probach pobranych
ze stawu kolanowego noworodkow pochodzacych od matek poddanych
dziataniu TCDD w odniesieniu do wartosci kontrolnych. Stwierdzono
takze, ze podawanie matkom poddanym dziataniu TCDD tokoferolu lub
kwasu acetylosalicylowego zapobiega spadkom st¢zenia wapnia 1 ma-
gnezu w tkance kostnej.

Praca zostala wykonana w ramach grantu nr 1820 UM im. Piastow Slg-
skich we Wroclawiu. Praca wspolfinansowana ze srodkow UE w ramach
projektu Biomed realizowanego przez WCB EIT+.
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The Use of Acetylsalicylic Acid and Tocopherol
in Protecting Bone Against the Effects
of Dioxin Contamination

Abstract

Dioxins are released into the environment as by-products of technologi-
cal processes, i.a. in the chemical industry, pulp and paper industry, metallurgi-
cal industry, textile industry and dyeing industry. Dioxins are a group of com-
pounds recognized by the International Agency for Research on Cancer (IARC)
as carcinogens of Group A since 01/06/1997. The carcinogenic action has been
demonstrated on animals. Despite stringent obligations arising from the provi-
sions of The Stockholm Convention on Persistent Organic Pollutants on reduc-
ing POPs emissions to the environment (including dioxins) emission of these
substances is still significant. These compounds often enter the food chain in
random or intentional way and accumulate in organisms in the top of the food
chain. This leads to the poisoning of the organism and appearance of clinical
symptoms. According to the real hazard of poisoning the people, especially
employed in the chemical industry, who are exposed to dioxins, research to
determine the impact of these xenobiotics on various tissues and organs as well
as to develop of effective pharmacological prevention is constantly conducted.
Despite of the wide spectrum of the assessment of dioxins biological effects
among humans and animals, there are only a few publications evaluating the
impact of dioxins on the bone tissue. The main components of the fully func-
tional bone are calcium phosphates and magnesium phosphates. From the prop-
er saturation of bone matrix with salts of these chemical elements (mineraliza-
tion) depends the hardness and elasticity of the bone. The young bone minerali-
zation is controlled by a group of proteins, from which the most important is
osteonectin, osteocalcin and alkaline phosphatase. Many xenobiotics, including
dioxins, have a negative influence on the biosynthesis of these proteins. The
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measurement of calcium and magnesium concentration in bone is one of the
methods for assessing bone destruction. The aim of this study was to investigate
the effect of 2,3,7,8-tetrachlorodobenzo-p-dioxin (TCDD) in rats on calcium
and magnesium levels in bone tissue of their offspring. Moreover the aim of this
study was to check whether the administration of the dioxin receptor antagonists
— tocopherol and acetylsalicylic acid — can reduce negative effects of dioxin
action. Study was performed on 2-day newborns of Buffalo strain rats. Lower
levels of calcium and magnesium was found both in cranial vault bones and the
knee from newborns of mothers exposed to 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin.
It was shown that administration of mothers exposed to 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin tocopherol or acetylsalicylic acid prevent decreases
in calcium and magnesium concentrations in the bone tissue of the offspring.

Stowa kluczowe: tokoferol, kwas acetylosalicylowy, tkanka kostna, TCDD
Key words: tocopherol, acetylsalicylic acid, bone, TCDD,



