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OBSERVATION OF A PROTECTIVE EFFECT

OF BEE LARVAE DNA BASED

ON THE MORPHOLOGICAL PRESENTATION

OF A RAT FOETUS AFTER MATERNAL EXPOSURE
TO CARBON TETRACHLORIDE

SUMMARY

The aim of this work was to analyse the protective influence of
the DNA from bee larvae towards rat foetus exposed to toxic
actions of carbon tetrachloride.

Foetuses originating from rat females, receiving intraperitoneally
carbon tetrachloride, showed massive intraperitoneal hemor-
rhages, characteristics of venostasis and focal necrosis of liver
parenchyma. Hemodynamic disturbances were visibly decreased
upon the influence of the DNA extract from bee larvae.

DNA extract from bee larvae shows protective action towards
rat foetus exposed to carbon tetrachloride, causing significant
weakening of the embryotoxin action. Additionally, the tested
extract does not cause any changes in the physiological outcome
of the pregnancy.
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Wstep

Produkty pszczele dzieki zawartoSci zwiazkow po-
chodzenia roSlinnego i zwierzecego wykazuja duza
aktywno$¢ biologiczng w stosunku do organizmu
czlowieka. Maja m.in. udokumentowane dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe, odnawiajace, znieczulajace
oraz detoksykacyjne. Wykazuja takze zdolno$¢ stymu-
lowania metabolizmu komérkowego i ukladowego
oraz ukladu immunologicznego. Oprdcz wartoSci
odzywczych wykazuja dziatanie biotyczne w stosunku
do organizmu cztowieka. Powyzsze wtaSciwoSci wyni-

kaja ze sktadu chemicznego tych zwiazkow. Zawieraja
one szereg aminokwasow, biopierwiastkow, kwasow
nukleinowych, weglowodanéw, enzymow i kwaséw
organicznych (1-4).

Jednym z gtéwnych kierunkéw obecnie prowadzo-
nych badan naukowych jest szeroko pojeta ochrona
rozwijajacego sie¢ w tonie matki ptodu narazonego na
zwiazki toksyczne.

Duzy postep cywilizacji niesie ze sobg narastajace
niebezpieczenstwo niekorzystnego wptywu srodowiska
na organizm czlowieka. Dotyczy to w réwnym stopniu
czynnikOow fizycznych, zanieczyszczen Srodowiskowych
oraz powszechnego stosowania réznorodnych zwiaz-
kow chemicznych, w tym preparatow leczniczych,
ktorych liczba i dostepnosc¢ stale wzrasta. Podejscie
do ich stosowania jest szczegdlnie istotne dla kobiet
w wieku rozrodczym, bowiem kazdy lek lub narazenie
na toksyny Srodowiskowe niesie za soba potencjal-
ne zagrozenie dla zdolnoSci rozrodczych, przebiegu
ciazy oraz zdrowia rozwijajacego si¢ plodu. Mate-
riat genetyczny zarodka i ptodu na skutek dziatania
ksenobiotykow moze ulec uszkodzeniu pod postacia
réznorodnych mutacji, czego nastepstwem jest wysta-
pienie aberracji chromosomalnych i wad rozwojowych.
Z kolei matka w okresie ciazy wykazuje zmniejszona
aktywno$¢ enzymow mikrosomalnych watroby, przez
co jest bardziej podatna na zatrucia (5).

Stosunkowo nowym kierunkiem farmakoterapii,
z racji rozwoju technik biologii molekularnej, jest
terapia genowa i mozliwo$¢ wykorzystania czystego
DNA. Catkowita eliminacja defektu genetycznego
moze nastapi¢ w wyniku korekty btedu w tancuchu
DNA w komoérkach rozrodczych lub najpdzniej we
wczesnym okresie zarodkowym. Znaczacy rozwoj
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technik biotechnologii daje mozliwoSci poszukiwania
nowych surowcéw pochodzenia biogennego dziataja-
cych na poziomie molekularnym, bez wywolywania
efektow ubocznych. Duze zainteresowanie dotyczy
materiatu genetycznego czerwiu pszczelego (DNA
mlodych postaci pszczot robotnic i trutni). Analiza
wiasciwosci ekstraktow z czerwiu pszczelego wskazuje
na nowe mozliwosci badaf ze wzgledu na mozliwos¢
zastosowania DNA w nowoczesnej terapii. Szczegol-
nie ze wzgledu na rosnace w ostatnich latach zainte-
resowanie niekonwencjonalnymi metodami leczenia,
zwlaszcza opartymi na zwiazkach pochodzenia ro§lin-
nego oraz produktach pszczelich (1-4, 6).

Tetrachlorek wegla jest silng toksyna o znanym
i udokumentowanym dziataniu. Od lat stosowany jest
przez badaczy wielu dziedzin w badaniach ekspery-
mentalnych jako modelowy zwiazek hepatotoksyczny
i embriotoksyczny. Dziatanie to wynika z biotransfor-
macji tego zwiagzku, ktéra zachodzi gléwnie w watrobie
oraz §ciSle wiaze si¢ z toksycznym dziataniem jego me-
tabolitéw, ktérymi sg wolne rodniki trichlorometylowy
i trichlorometyloperoksylowy. Tworza one wiazania
kowalencyjne z funkcjonalnie istotnymi komdrkowymi
makroczasteczkami, takimi jak kwasy nukleinowe,
biatka, lipidy, ostabiajac decydujace procesy ich me-
tabolizmu (5, 7-9).

Niebezpieczne jest tez narazenie na tetrachlorek we-
gla w aspekcie rozrodu. U samcéw wywotuje on trwala
nieptodnos¢, na skutek duzej kumulacji toksycznych
metabolitow w jadrach, a u ciezarnych samic tatwo
przechodzi bariere fozyskowa i powoduje liczne wady
rozwojowe ptodu, dotyczace szczegllnie uktadu naczy-
niowego, a takze zaburzenia organogenezy (8-12).

Materiat i metody

Materiat doswiadczalny stanowito 50 ciezarnych
samic szczuréw szczepu Wistar. Dobor zwierzat de-
terminowany byt ich dojrzatoscia ptciowa i fizyczna
oraz przydatnoscia do rozrodu hodowlanego. Szczury
o wadze 170 = 20 g osiagaly wiek okoto 80-100 dni.

Przedmiotem badan byto DNA z czerwiu pszczele-
go, otrzymane w wyniku izolacji opartej na ekstrakcji
fenolowo-chloroformowej. Badany apiterapeutyk poda-
wany byt dootrzewnowo w 3 dniu trwania cigzy. Celem
sprawdzenia jego ostfonowych wlasciwosci wykorzystano
zwiazek o sprawdzonym dzialaniu embriotoksycznym
— tetrachlorek wegla, ktory podawano samicom do-
otrzewnowo w 4, 10 i 14 dniu trwania ciazy.

Ciezarne samice podzielono na trzy podstawowe
grupy — kontrolng K oraz dwie grupy doswiadczalne:
D11 D2.

W grupie kontrolnej K, sktadajacej si¢ z 30 samic,
wydzielono 3 podgrupy po 10 samic:

— Kl -ciezarne samice, u ktorych przebieg ciazy nie
byl zakt6cany;

— K2 -ciezarne samice, ktérym podano dootrzewno-
wo 50 ug DNA z czerwiu pszczelego jednorazowo
w 3 dniu trwania ciazy;

— K3 - ciezarne samice otrzymujace sol fizjologiczna
w iniekcji dootrzewnowej w 4, 10 i 14 dniu trwania
ciazy, aby oceni¢ wplyw tej ingerencji na przebieg
ciazy.

Grupa doswiadczalna D1 skladala si¢ z 10 samic
otrzymujacych dootrzewnowo tetrachlorek wegla
w dawce 5 mg/kg m.c. w4, 10 i 14 dniu trwania ciazy.

Grupe doswiadczalng D2 stanowito 10 samic otrzy-
mujacych dootrzewnowo tetrachlorek wegla w dawce
5 mg/kg m.c. w 4, 10 i 14 dniu trwania ciazy oraz
DNA czerwiu pszczelego w ilosci 50 g jednorazowo
w trzecim dniu trwania ciazy.

W 21 dniu ciazy, dzien przed planowanym rozwia-
zaniem, zwierzeta usypiano. Do oceny histopatolo-
gicznej pobierano ptody, ktére utrwalono w plynie
Bouina; nastepnie zatapiano w parafinie, a z otrzy-
manych bloczkéw parafinowych wykonano preparaty
histopatologiczne, ktére byly barwione rutynowo he-
matoksyling i eozyna.

Wyniki

W obrazie mikroskopowym plodéw pochodzacych
od samic, ktérym nie zaktécano przebiegu ciazy, nie
stwierdzono zmian patologicznych. U jednego ptodu
zaobserwowano ogniskowe wylewy krwawe w jamie
otrzewnej. W grupie kontrolnej K2 u badanych pto-
déw stwierdzono prawidlowa morfologie narzadéw
wewnetrznych. W dwoéch przypadkach odnotowano
obecno$¢ pltynu przesickowego w jamie otrzewnej,
natomiast u jednego z plodéw ogniska przekrwienia
miazszu watroby. Z kolei w podgrupie kontrolnej K3
u dwoch ptodéw zaobserwowano rozluznienie histo-
struktury miazszu watroby, natomiast u jednego ptodu
widoczne byly cechy zaburzefi w krazeniu pod postacia
przekrwienia watroby oraz rozluzZnienie struktury
przyczepow sieciowych i krezkowych.

W podgrupie kontrolnej, w ktdrej zastosowano
ekstrakt DNA czerwiu pszczelego, nie stwierdzono
u ptodéw zmian patologicznych. Pojedyncze przypadki
rozpoznania ptynu przesickowego w jamie otrzewnej
oraz ogniskowe przekrwienie miazszu watroby, nie
wplynely na interpretacje uzyskanych wynikow badan
histopatologicznych. Wyniki uzyskane w pozostalych
podgrupach kontrolnych wskazuja, ze warunki hodow-
lane, w jakich zostal przeprowadzony eksperyment,
nie wplywaja na przebieg fizjologicznej cigzy oraz nie
wywieraja negatywnego dziatania na wewnatrzmacicz-
ny rozwdj ptodu.
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Mikrofotografie zamieszczone na rycinach 1-3
przedstawiaja obrazy mikroskopowe ptodéw grup
kontrolnych.

Zastosowanie tetrachlorku wegla w grupie doswiad-
czalnej D1 spowodowato rozwdj szeregu zaburzen
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Ryc. 1. Grupa kontrolna K. Prawidlowy obraz histologiczny
skory ptodu. Barwienie H-E. Pow. mikr. 100 x.

morfologicznych w obrebie narzadéw wewnetrznych
ptoddéw, przemawiajacych za ich dysfunkcja czyn-
nosciowa. Charakterystyczng zmiang obserwowana
w obrazach histopatologicznych wszystkich ptodéw,
byly masywne krwiaki w jamie otrzewnej (ryc. 4).
Ponadto u jednego ptodu tej podgrupy stwierdzono
masywne przesieki w jamie otrzewnej i optucne;.
W watrobach badanych zwierzat ujawniono takze
przekrwienie z cechami zastoju zylnego (ryc. 5) oraz
ogniskowa martwice hepatocytow.

U ptodéw wywodzacych sie z grupy doSwiadczalnej
D2, w ktérej ciezarnym samicom podawano tetrachlo-
rek wegla oraz ekstrakt DNA czerwiu pszczelego,
stwierdzono ograniczone wylewy krwawe oraz plyn
przesickowy w jamie otrzewnej (ryc. 6). Struktu-
ra przyczepow sieciowych i krezki byta prawidlowa,
z kolei naczynia krwionos$ne byly poszerzone i prze-
petnione krwia. W obrebie migzszu watroby stwierdzo-
no rozluZnienie histostruktury, natomiast u jednego
plodu zaobserwowano przekrwienie (ryc. 7).
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Ryc. 3. Grupa kontrolna K. Prawidlowy obraz mikroskopowy
jamy otrzewnej. Widoczne przekroje przez jelita oraz naczynia
przyczepéw krezkowych. Niewielka ilo§¢ ptynu surowiczego.
Barwienie H-E. Pow. mikr. 100 x.
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Ryc. 4. Grupa do$wiadczalna D1. Masywny wylew krwi do jamy
otrzewnej. Barwienie H-E. Pow. mikr. 100 x.
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Ryc. 5. Grupa do$wiadczalna D1. Cechy zastoju zylnego
w watrobie ptodowej. Barwienie H-E. Pow. mikr. 100 x.
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oraz niewielka ilo$¢ plynu przesigkowego w jamie otrzewnej.
Barwienie H-E. Pow. mikr. 100 x.

miazszu watroby ptodu. Barwienie H-E. Pow. mikr. 100 x.

Dyskusja

Materiat genetyczny pszczot oraz ich larw jest wy-
godnym, fatwym do pozyskania materiatem do badan.
Genomowe DNA zostato zsekwencjonowane i dobrze
poznane. Interesujacym odkryciem byto odnalezienie
w nim kopii sekwencji DNA mitochondrialnego, koduja-
cych jednostki oksydazy cytochromowe;j i dehydrogenazy
NADH (6, 13). Sugeruje to mozliwo$¢ oddziatywania na
procesy detoksykacyjne ustroju. Stad celowym stala sie
proba zastosowania materiatu genetycznego larw pszczot,
jako czynnika zapobiegajacego lub znoszacego niepoza-
dane dzialanie toksyn, w tym niektorych lekow.

W przeprowadzonym doSwiadczeniu, w podgru-
pach kontrolnych, w ktorych zastosowano badany
biopreparat DNA czerwiu pszczelego, nie stwierdzono
znaczacych zmian patologicznych u ptodéw. Pozwala
to na stwierdzenie, ze badany apiterapeutyk nie wply-
wa na przebieg fizjologicznej ciazy oraz nie wywiera

negatywnego dziatania na wewnatrzmaciczny rozwoj
plodu. Wybrany zwiazek (tetrachlorek wegla) o dzia-
faniu embriotoksycznym wywiera na organizm matki
i plodu wielokierunkowe dziatanie (14-15).

Ocena histopatologiczna ptodéw szczurzych dostar-
czyla wielu informacji na temat oddziatywania badanych
substancji na rozwdj ptodu oraz obraz morfologiczny
jego narzadéw wewnetrznych. Badania doswiadczalne
nad ostonowym wpltywem wybranych apiterapeuty-
kéw w stosunku do ptodu narazonego na dziatanie
substancji embriotoksycznych byly dokonywane do tej
pory w innym aspekcie (10, 16). Analizowano dane
pochodzace z ogledzin zewnetrznych ciata ptodéw, mi-
krosekcji, pomiaréw morfometrycznych, z oceny ilosci
punktow kostnienia oraz parametréw hodowlanych.
Uzyskane w przeprowadzonych badaniach wyniki sg
podobne do uzyskanych przez Rzepecka-Stojko (12),
ktéra podjeta sie przeprowadzenia oceny bezposrednie-
go wplywu zwigzkéw toksycznych na ptdd za pomoca
badan histopatologicznych. Zastosowany przez nia
tetrachlorek wegla spowodowat rozwdj szeregu zabu-
rzeh morfologicznych, przemawiajacych za ich dysfunk-
cja czynnosciowa. Tetrachlorek wegla jest zwiazkiem
o silnych wlasciwoSciach embriotoksycznych. Brittebo
i Brandt (15) udokumentowali fakt deponowania tej
toksyny w drogach rodnych gryzoni. Ma to bezposredni,
negatywny wplyw na procesy rozrodcze oraz stopiefi
dojrzatosci i rozwdj ptodu, na skutek obnizenia pozio-
mu tlenu w blonie Sluzowej drég rodnych.

W przeprowadzonym badaniu histopatologicznym
ptodéw stwierdzono masywne wylewy krwawe do
jamy otrzewnej, cechy zastoju zZylnego oraz ogniskowa
martwice migzszu watroby. Majac na uwadze fakt
narazenia cigzarnej samicy na toksyczne dziatanie
tetrachlorku wegla, w przypadku uszkodzenia wa-
troby, dochodzi do uposledzenia jej funkcji detoksy-
kacyjnej, a tym samym do braku wlasciwej ochrony
ptodu i nasilenia dziatania embriotoksycznego tego
zwiazku. Fakt obnizenia poziomu tlenu w drogach
rodnych samicy pod wptywem tetrachlorku wegla
powoduje niedotlenienie plodu i poteguje opisywane
zaburzenia. Pod wpltywem ekstraktu DNA czerwiu
pszczelego zaobserwowano wyrazne ograniczenie
zaburzefi hemodynamicznych, wskazujace na jego
dzialanie ochronne.

Whioski

Ekstrakt DNA z czerwiu pszczelego wykazuje dzia-
fanie ostaniajace w stosunku do ptodu szczura nara-
Zzonego na dzialanie tetrachlorku wegla, powodujac
znaczne ostabienie dziatania embriotoksyny.

Badany ekstrakt nie powodowat zmian w przebiegu
fizjologicznej ciazy.
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