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ABSTRACT

Many experimental models of carcinogenesis have been formed beca-
use many explorers aspired to find experimental model of prophylaxis
for malignant diseases-that are increasing day by day. The aim of our re-
search is the examination of micromorphological effect of 9,10-di-
methyl-1,2-bensanthracen (DMBA) on endocrine pancreas of the rats
and establishing of immunocitochemical characteristics A, B, D and F
(PP) cells in the chemical carcinogenesis. 60 female Wistar rats, 45
days old were used in the experiment. Animals were divided into four
experimental groups. The first and the third group were treated with
DMBA for 30-60 days, and the second one and the fourth one,were con-
trol groups. Analysis of our results has shown that DMBA has toxical ef-
fects on endocrine pancreas of the rats and that micromorphological
and functional damage is proportional to the amount of applied dose of
DMBA and the time exposition of experimental animal.

Key words: polycyclical-carbonhydrogen, 9,10-dimethyl-1,2-benzan-
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UvoD

Interes za hemijske materije, kao induktore razlicitih neo-
plazmi tj. prouéavanje karcinogeneze izazvane hemijskim
materijama je otpocelo svoju istoriju jos 1759. godme ka-
da je John Hull saopstio da usmrkavanje duvana moze iza-
zvati karcinome usne duplje. Ovom saopstenju je usledila
publikacija Pott-a koji je prvi opisao 1755. godine karci-
nom koze skrotuma u dimnjacara.

Volkman 1875. godine opisuje profesionalne kozne tumo-
re u radnika parafinske i industrije katrana. Auld 1956. go-
dine sugerise karcinogenu aktivnost nekih petrolejskih
frakcija 1 ulja koja imaju gradu benzanthracena, a u posled-
nje vreme je dokazano prisustvo istih u duvanskom dimu
(1-3).

Mehanizam hemijske tumorogeneze je intenzivno prou-
¢avan zadnjih decenija, pri ¢emu je istaknuto da policiklic-
ni ugljovodonici, ukljucujudéi i DMBA, karcinogeno dej-
stvo ostvaruju preko svojih epoksinih derivata (3, 4).
Metabolicki procesi i enzimske reakeije u koje je karcino-
gen ukljucen kada dospe u organizam dovode do izmenje-
ne funkcije jetre sto se reperkutuje i na sintezu polipeptid-
nih hormona endokrinih ¢elija pankreasa (1-3).

S obzirom da o uticaju hroni¢ne intoksikacije aromatic-

nim ugljovodonicima na endokrini pankreas u domacoj li-

teraturi nema podataka, postavljeni su sledeci ciljevi:

* ispitivanje mikromorfoloskog efekta DMBA na endo-
krini pankreas u eksperimentalnih zivotinja

SAZETAK

Zbog teznje mnogih istraZivaca da nadu eksperimentalni model profi-
lakse od malignih bolesti, &iji se broj svakim danom sve viSe povecava,
formirani su mnogobrojni eksperimentalni modeli karcinogeneze. Cilj
rada je ispitivanje mikromorfoloskog efekta 9,10-dimethyl-1,2-benzan-
thracena (DMBA) na endokrini pankreas pacova i utvrdivanje imunoci-
tohemijskih karakteristika A, B, D i F (PP) ¢éelija u hemijskoj karcinoge-
nezi. Eksperimentom je obuhvac¢eno 60 Wistar pacova, Zenskog pola,
starosti 45 dana. Zivotinje su podeljene u Getiri eksperimentalne grupe.
Prva i tre¢a grupa su tretirane DMBA-om tokom 301 60 dana, a druga i
Cetvrta su bile kontrolne grupe. Analiza nasih rezultata je pokazala da
DMBA ima toksi¢ne efekte na endokrini pankreas pacova i da je mikro-
morfolosko i funkcionalno oste¢enje direktno proporcionalno koli¢ini
aplikovane doze DMBA i vremenskoj ekspoziciji eksperimentalne Zivo-
tinje.

Klju¢ne redi: policikli¢ni ugljovodonici, 9,10-dimethyl-1,2-benzanthra-
cen, endokrini pankreas, karcinogeneza

Skra¢enice: DMBA- 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracen, PYY- peptide YY

* utvrdivanje imunocitohemijskih karakteristika A, B, D
i F (PP) Celija pankreasa, u hemijskoj karcinogenezi.

MATERIJAL I METODE

Za cksperiment su korisceni beli, nepareni Wistar pacovi,
zenskog pola, tezine 130g +5 g, starosti 45 dana. Ukup-
no 60 zivotinja je podeljeno u Cetiri eksperlmenta]nc gru-
pe (u svakoj po 15 zivotinja). Sve Zivotinje su cuvane u
istim eksperimentalnim uslovima laboratorijske $tale 1 hra-
njene uobicajenom laboratorijskom hranom.

Eksperiment je raden na Institutu za fiziologiju Medicin-
skog fakulteta u Beogradu.

Prvu i tre¢u eksperimentalnu grupu je ¢inilo po 15 Zivoti-
nja koje su svakodnevno, pored uobicajene ishrane, pile
20 mg karcinogena tipa DMBA rastvorenog u 1 I obi¢ne
vode. Drugu i ¢etvrtu eksperimentalnu grupu je ¢inilo po
15 Zivotinja koje su pored uobicajene ishrane, pile samo
obi¢nu vodu . nisu bile podvrgnute nikakvom tretma-
nu. One su bile kontrolne grupe, i to druga prvoj, a cetvr-
ta trecoj eksperimentalnoj grupi.

Nakon 30 dana od pocetka eksperimenta, Zrtvovane su zi-
votinje prve i druge eksperimentalne grupe, a nakon 60
dana od pocetka eksperimenta zivotinje trece i Cetvrte eks-
perimentalne grupe.

Posle Zrtvovanja, svim zivotinjama je otvaran trbuh i eks-
tirpiran pankreas. Svi izvadeni pankreasi eksperimental-
nih zivotinja su, posle makroskopskog pregleda i merenja
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dijametra, bili fiksirani u rastvoru Bouin-a u trajanju od
24 h. Nakon toga je od svih pankreasa uzimano po 9 iseca-
ka (po 3 iz glave, 3 iz tela i 3 iz repa pankreasa) koji su ruc-
no obradivani i kalupljeni u parafin. Secenje je obavljeno
na mikrotomu, a preseci su bili debljine 5 mikrometara.
Od svakog kalupa je pravljeno po 9 preseka. Preseci name-
njeni imunocitohemijskom ispitivanju su drzani 24h u ter-
mostatu, na temperaturi od 45°C stepeni zbog boljeg fik-
siranja preseka na plocice.

Metode bojenja koris¢ene za realizaciju postavljenih zada-
taka:

* Klasi¢na HE (hematoksilin-eozin) metoda za verifikaci-
ju histopatoloskih procesa

* Citohemijska argirofilna reakcija po Grimelius-u, za de-
tekeiju neuroendokrinih éelija

* Imunoenzimska Avidin-Biotin-peroxidasa (ABC) sa
specificnim, monoklonskim antitelima na insulin, glu-
kagon, pankreaticni polipeptid, peptide YY, chromo-
granin (A+B) 1 "neuron-specific" enolazu, u cilju dife-
rencijacije celija endokrinog pankreasa.

Obrada materijala, kalupljenje, histomorfoloske, citohe-

mijske 1 imunoenzimske reakcije su radene na Institutu za

patologiju Medicinskog fakulteta u Kragujevcu.

REZULTATI

Mikromorfoloskim ispitivanjem kontrolnih grupa ekspe-
rimentalnih zivotinja, rutinskim H-E bojenjem verifikova-
ne su insule u celom pankreasu, sa najve¢om distribuci-
jom u telu i repu. Insule su okruglog ili ovoidnog oblika,
uglavnom identi¢ne po velicini.

Grimeliusovom argirofilnom reakcijom su u insulama
pankreasa kontrolnih zivotinja verifikovane A i PP Celije.
Ovom metodom nije moguée detektovati B Celije.

S obzirom da na osnovu klasi¢ne H-E i Grimelius-ove ar-
girofilne metode nije mogude razlikovanje A-, B-, D-,
PP- 1 PYY- Celijja, na bazi imunocitohemijskih ispitivanja,
ABC metodom sa monoklonalnim antitelima na chromo-
granin A+B, insulin, glukagon, pankreaticni polipeptid,
somatostatin 1 peptide YY konstatovano je da B- celije za-
posedaju centralne delove insula endokrinog pankreasa
kontrolnih grupa zivotinja, dok su A- 1 PP- Celijje uglav-
nom lokalizovane na njihovoj periferiji. PP- Celije se od
A- Celija razlikuju ne samo po svetlo braon depozitima,
ved 1 dijametralno, bududi da su malih dimenzija. D- celi-
je endokrinih pankreasa kontrolnih zivotinja su zauzima-
le uglavnom paracentralne delove insula.

U zivotinja tretiranih DMBA-om 1 Zrtvovanih nakon 30
kao 1 nakon 60 dana uocene su sledece promene: hiperpla-
z1]a 1 hipertrofija insula, therplazuu B-¢eljja, hipertrofija
1 “piknoza“ A- Celija, “piknoza” i perinsularna thOpl]a
PP- ¢elija, gubitak citoplazmatskih produzetaka i izrazen
celularni polumorfizam D- ¢elija kao i pojavu PYY- Celija
na periferiji insula, sa identicnom topografijom A- Celija
ali u znacajno manjem broju.

U Zivotinja zrtvovanih 60-og dana od pocetka tretmana
DMBA-om, pored opisanih promena prisutna je i mar-
kantna hiperplazija i funkcionalni polimorfizam svih en-
dokrinih ¢elija pankreasa, povec¢an mitotski indeks 1 anizo-

horija jedara somatostatinskih celija. Upadlpva je nezidio-
blastoza svih celijskih tipova, odnosno osim u insulama.
A, B, D PP 1 PYY Celije su nadene i u acinusima, u hiper-
plasti(:no 1 displasticno izmenjenom epitelu duktusa pa
¢ak i periduktalno.

Analiza nasih rezultata je pokazala da DMBA ima toksi¢-
ne efekte na endokrini pankreas 1 da je mikromorfolosko
oStecenje pankreasa direktno proporcionalno kolicini apli-
kovane doze DMBA i vremenskoj ekspoziciji eksperimen-
talne zivotinje.

DISKUSIJA

Zbog teznje mnogih istrazivaca da nadu model profilakse
od malignih bolesti, ¢iji se broj svakim danom sve vise po-
vecava, formirani su mnogobrojni eksperimentalni mode-
li karcinogeneze (1).

Izlozenost policikliénim aromati¢nim ugljovodonicima
se decenijama dovodi u vezu sa povec¢anim rizikom karci-
noma pluca i koze. Mnogobrojne epidemioloske studije
ukazuju da industrijska zagadenja, fosilna goriva 1 du-
vanski dim predstavljaju osnovne izvore karcinogenih
materija u urbanim sredinama. Karcinogeni policikli¢ni
ugljovodonici su prisutni i u pojedinim vrstama hrane, pr-
venstveno u prokuvanom mesu i mesu pecenom na ¢u-
murskom rostilju, pa se danas sve vise istice njihova uloga
u tumorogenezi zeluca, jetre, mokracne besike, dojke 1
drugih organa (5, 6).

Smatra se da policikli¢ni ugljovodonici mogu svoje karci-
nogene efekte ispoljiti posrednim i neposrednim oste-
¢enjem DNK. Za DMBA, koji smo koristili u ekspe-
rimentu, postoji jedinstven stav da su njegova dejstva
neposredna. Naime, DMBA metaboli$u citohrom — P
450 monooksigeneze, ¢ija je osnovna uloga detoksikacija.
Najvazniji reaktivni produkti tokom metabolizma
DMBA su epoksini derivati, $to je i potkrepljeno sa-
opstenjima Greiner-a da su u tumorima indukovanim
DMBA-om povisene vrednosti epoxid-hidrataze (4, 7).

Reaktivna epok51dno intermedijarna jedinjenja menjaju
nacin na koji j je DNK pakovana u jedru, pa nastaje pore-
mecaj ravnoteze, disbalans 1 dediferenciranje ¢elije (4, 8).

Analizom pankreasa Zivotinja kontrolnih grupa konstato-
vali smo da je prisustvo endokrinih éelija iskljucivo unu-
tar insula.

Mikromorfologija, topografija i imunocitohemijske ka-
rakteristike A-, B-, D- 1 PP- ¢elija endokrinog pankreasa
nasih kontrolnih zivotinja su u korelaciji sa poznatim po-
dacima iz literature.

U tretiranih zivotinja, razlike u broju, morfologiji, topo-
grafiji 1 hormonskoj aktivnosti endokrinih ¢elija su evi-
dentne u odnosu na ¢elije endokrinog pankreasa kontrol-
nih grupa. Ceh]e A, B, D, PP i PYY su u duze tretiranih
zivotinja, osim u msulama verifikovane 1 u acinusima,
duktusima i periduktalno, ¢ime je potvrdeno prisustvo ne-
zidioblastoze (termin koji opisuje in situ formacije insular-
nog tkiva poreklom od duktula kao i novoformiranje insu-
la ukljucujudi i tumore).

Do danas ne postoji jedinstven stav o tome da li nezidiobla-
stoza stvarno doprinosi uvecanju mase ostrvaca ili je u pita-
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nju gubitak acinusnog tkiva pankreasa tako da hiperplazija
ostrvaca nastaje usled kolapsa egzokrinog pankreasa. Poseb-
no interesantan nalaz u endokrinom pankreasu zivotinja du-
ze tretiranih DMBA-om predstavlja nalaz peptida YY koji je
zajedno sa glukagonom deponovan u granulama A Celija.
Tako su neuroendokrine celije tipa PYY poslednjih godina in-
tenzivno proucavane u ileumu, kolonu i rektumu, o morfo-
logiji 1 funkciji ovih Celija u pankreasu postoji malo podata-
ka.Bazalna lokalizacija PYY (Celija 1 citoplazmatski
produzetci koji dopiru do susednih peharastih éelija u rektu-
mu, sugerisu da bi peptid YY mogao da utice na lucenje mu-
kusa parakrinim putem. Studije su pokazale da peptid YY in-
hibise glukozom stimulisanu insulinsku sekreciju za 30% 1
1zaziva znacajnu vazokonstrikciju u izolovanom pankreasu
pacova, psa i misa (9, 10). S obzirom da je on prisutan u A
celijama endokrinog pankreasa, predpostavlja se da peptid
YY moze imati direktni lokalni inhibitorni efekat na sekreci-
ju B ¢elija pankreasa (10). Nasi rezultati, koji se odnose na
koegmstena]u peptlde YY u A celijama insula u kojima je
istovremeno prisutna hiperplazija 1 hipogranulacija B Celija,
govore u prilog ove hipoteze. Nasi rezultatu koji se odnose
na koegzistenciju PYY i glukagona u A ¢elijama insula, kao 1
prisustvo PYY, A, B, D i PP ¢elija u acinusima, epitelu duk-
tusa 1 periduktalno otvaraju pitanje histogeneze ovih ¢elija, o
¢emu postoje brojna spekulativna saopstenja u literaturi. Iza-
zov tradicinalnoj histogenetskoj Klasifikaciji endokrinih éeli-
ja pankreasa predstavlja. Koncept multidirekcione diferenci-
jacije “STEM” Celije, koji baca nova svetla na patobiologiju
tumorogeneze. Istovremeno se smatra da fenomen multidi-
ferencijacije nije specifican samo za neoplasticne Celije. Ra-
zna normalna tkiva, pod odredenim uslovima kao sto su su-
bletalna lezija, hroni¢no zapaljenje ili nedostatak vitamina A,
mogu podleci metaplaziji pri cemu ¢elija pokazuje karakteri-
stike 1 mehanizme multidiferencijacije (11).

Smatra se da je najuobicajeniji vid multidirekcione diferen-
cijacije prisutan kod neuroendokrinih tumora koji produ-
kuju vise hormona. U nekim slucajevima oni su isti kao i
kod normalne ¢elije “majke” pa se nazivaju eutopicnim.
Medutim, razlika izmedu eutopicne i ektopi¢ne produkcije
hormona su po nekima vestacke, jer su hormoni za koje se
nekada smatra da su ektopicni, ipak sintetisani od strane
normalne Celije, ali u manjoj kolic¢ini. To je verovatno slu-
¢aj sa peptidom YY u naSem eksperimentu, prisutnom u A
Celijama pankreasa. Iz ovog razloga se preporucuje opre-
znost kod ocene ektopi¢nosti 1 eutopi¢nosti hormona. Fe-
nomen multihormonalnosti sa produkcijom oba, ektopic-
na i eutopicna peptida je Cesto opisivan kod endokrinih
tumora pankreasa i gastrointestinalnog trakta (11).

Kao dodatak fenomenu multicentri¢nosti sa produk-
cqom multiplih eutop1cmh 1 ektopi¢nih peptida su sa-
opstenja da mnogi endokrini tumori pokazuju i ne-neuro-
endokrinu diferencijaciju (poput medularnog karcinoma
Stitaste zlezde koji sekretuje vimentin ili pak keratin), dok
mnogi ne-neuroendokrini tumori mogu sadrzati subpo-
pulacije neuroendokrinih éelija (tumori dojke, uterusa,
zucne kese 1 dr.) (12-15). Slican fenomen je primecen iu
pankreasu. Tumori pankreasa su tradicionalno klasifiko-
vani kao duktalni, endokrini i tumori tipa acinusnih éeli-
ja. Detaljnije studije endokrinih tumora pankreasa su opi-
sale njihovu mukusnu sekreciju, $to je odlika duktalnih

<«

karcinoma pankreasa. Slicno ovome, studije mukusnih
karcinoma su otkrile 30-40% neuroendokrinih ¢éelija. Na-
vedena zapazanja potvrduju stav da tumori sa jasnom neu-
roendokrinom funkcijom mogu voditi poreklo od
STEM?” Celije koja ima sposobnost multidirekcionog po-
tencijala (11). Nasi rezultati koji se odnose na sekreciju
peptida YY u A ¢elijama pankreasa, kao i prisustvo svih ti-
pova endokrinih ¢elija pankreasa u acinusima, duktusima
1 periduktalno, navode nas da se priklonimo konceptu Da-
mjanova i sar. 1 De Lellis-a 1 sar. po kome i epitelne i endo-
krine éelije poticu iz iste pra-celije, koja se u zavisnosti od
uslova diferentuje u razli¢itim pravcima.

ZAKLJUCAK

Osim poznatih preneoplasti¢nih i neoplasti¢nih prolifera-
cija u kozi, pluéima, jetri, zelucu i kolonu, policikli¢ni
ugljovodonici tipa DMBA prlsutm u rostiljskom mesu,
pojedinim vrstama alkoholnih plca duvanskom dimu i in-
dustriji sa ter-postrojenjima, izazivaju patoloske prolifera-
cije svih endokrinih éelija pankreasa koje su potvrdene
morfo-funkcionalnim lezijama u nasem eksperimentu.
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