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Ireneusz WOLANSKI

Badania nad wplywem ostrego zatrucia kwasem dwuchlorofenoksy-
octowym (2,4 D) na niektoére odczyny histochemiczne w komérkach
nefronéw nerki szezura

BnmuAHue oCcTPOro OTpaBJIeHMA AUXJIOPHEHOKCUYKCYCHOM KMCJIOTOi (2, 4 D)
HA HEKOTOpbIEé MCTOXMMMHYECKMEe peaKuuM B KJIeTKaxX He(dPOHOB NOYEK Yy KPEIC

Studies of the Effect of Acute Toxaemia with Dichlorophenoxyacetic Acid
on some Histochemical Reactions of Nephrons in the Kidney Rat Cells

Stosowanie w rolnictwie $rodkéw ochrony roslin, obok niewagtpliwych kcrzysci
materialnych, kryje w sobie niebezpieczefnistwo zatrué¢ tymi zwigzkami. Cze$¢ z nich,
o malym i $rednim stopniu toksycznosci, rzadko daje Kkliniczne objawy zatrucia,
lecz moze powodowaé uszkodzenie narzgdéw wewnetrznych. Pod wplywem zatrucia
najcze$ciej ulegajg uszkodzeniu narzgdy migzszowe. Czulym wskaznikiem, §wiad-
czgcym o uszkodzeniu komoérek, sg zmiany cytochemiczne. Postanowilem przeSle-
dzi¢é w nerkach zachowanie sie RNA, fosfatazy kwasnej, oraz fosfatazy zasadowej
rod wplywem ostrego zatrucia kwasem dwuchlorofenoksyoctowym (2,4D), powszech-
nie stosowanym w rolnictwie, jako $rodek chwastobdjczy (8).

MATERIAL I METODYKA

Do badan uzylem szczury biale rasy Wistar, o ciezarze ciala od 150 do 180 g,
ktére zatruwalem podajac im zglebnikiem do Zotgdka 110 mg preparatu 2.4 D roz-
puszczonego w 3 ml wody. Dawka ta byla mniejsza od LDs, ktéra u szczura wy-
nosi 660 mg na kg wagi ciala (3, 4). Ogdélem zatruto 12 szczuréw. 4 zwierzeta prze-
bywajgce w tych samych warunkach i bedgce na tej samej diecie, stanowilo grupe
kontrolng. W 3, 7, 13, 21 dniu po zatruciu, w uspieniu eterowym, skrwawiano po
trzy szczury zatrute i jednego z grupy kontrolnej. U wszystkich zabitych zwierzgt
pobierano do badah nerki. Cze$¢ wycinkdéw z tych nerek utrwalano w plynie
Carnoy, zatapiano w parafinie i po skrojeniu wykonywano preparaty, ktére po
odparafinowaniu barwiono wg metody Brachety na kwasy rybonukleinowe (1).
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Cze§¢ wycinkdéw po utrwaleniu w zimnym plynie Bakera i skrojeniu w mikrotomie
zamrazajgcym, aktywowano wg metody Gomoriego na kwaéna i zasadowg fosfa-
tazy (2). Opisy otrzymanych mikrofotografii od 1 do 16 w tekscie.

BADANIA WELASNE

Grupa kontrolna. W istocie korowej nerki intensywnos¢ wy-
sycenia RNA wykazuje, ze ilos¢ tego kwasu w komérkach nablonka ne-
fronéw byla jednakowa. Nie stwierdzalo sie réznicy w stopniu zabarwie-
nia nefronéw bedacych zaréwno w strefie podtorebkowej, jak i przy-
rdzennej. (ryc. 1). Odczyn pyroninochlonny wystepowat réwniez w ko-
moérkach cialek nerkowych. Odnosilo sie jednak wrazenie, ze nie byl on
tak intensywny, jak w kanalikach nerkowych. RNA wystepowal w po-
staci grudek i drobnych ziarenek rozmieszczonych réwnomiernie w cyto-
plazmie komoérkowej oraz w jaderkach. Jaderka byly podobnej wielkosci,
jednakowo wysycone i blisko siebie ulozone. Po zadziataniu krystaliczng
rybonukleazg, opisywane ziarnistoéci w cytoplazmie i jaderkach znikaty,
co utwierdzalo nas w przekonaniu, ze zawieraly one kwas rybonuklei-
nowy (7).

Odczyn enzymatyczny na fosfataze kwasna (Fk) wystapilt w komor-
kach nablonka kanalikbw moczowych oraz w cewkach zbiorczych.
W rabku szczoteczkowym cewek kretych I rzedu odczyn na Fk byt
slabszy niz w pozostalej czesci nablonka cewki. Zaznaczy! sie¢ réwniez
odezyn na Fk w komorkach podscieliska lacznotkankowego istoty koro-
wej (ryc. 2) oraz w blaszce podstawowej kanalikéw. Nie zauwazono do-
datnich odczynéw w blaszkach torebki Bowmana cialek nerkowych
(ryc. 3). Fk w wykazanych strukturach wystepowala w postaci drobnych
ziarenek i pojedynczych grudek. Ziarenka te ukladaly sie w strefie Gol-
giego.

Aktywnosé¢ fosfatazy zasadowej (Fz) wykazano zaré6wno w kanalikach
nerkowych przyrdzennych, jak i podtorebkowych. Enzym ten wystepo-
wal w cytoplazmie oraz blonie jadrowej komérek nablonka kanalikéow
(ryc. 4). W cytoplazmie tworzyla ona drobne ziarenka, ktore zlewaly sie
w przywierzchotkowych czesciach komoérek w wieksze skupiska. Sil-
niejsza reakcja fosfatazo-dodatnia wystapila w rabku szczoteczkowym
cewek kretych I rzedu, niz w cytoplazmie.

Grupy doswiadczalne. 3 dzien zatrucia. W komérkach na-
blonka cewek kretych I rzedu, w polu przyjadfowym, obnizy! sie dodatni
odezyn Bracheta. Rowniez w petlach Henlego, a szczegdlnie w czesci
wstepujacej zmniejszyla sie ilo§¢ ziarenek pyroninochlonnych. Jaderka
byly nieréwnomiernie wybarwione. Intensywnos¢ odczynéw na RNA
w ciatkach nerkowych byla nieco wigksza niz w kanalikach (ryc. 5). Byto
to wyrazniej zaznaczone w strefie podtorebkowej.
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W kanalikach moczowych pojawil sie nieré6wnomierny odczyn na Fk
(ryc. 6). W komoérkach nabtonka cewek kretych I rzedu wzrosly odezyny
fosfatazo-dodatnie a w cewkach II rzedu wystapil odezyn dyfuzyjny.
W komérkach nablonka cewek kretych I rzedu bylo wiecej lizosomow
niz w grupie kontrolnej. Byly one zlokalizowane w strefie Golgiego.
Zauwazono roéwniez, ze aktywno$¢ nefronéw przyrdzennych byla slabsza
niz podtorebkowych, czego nie obserwowano w grupie kontrolnej.

W rabku szczoteczkowym cewek kretych I rzedu obserwowalo sie
zmniejszenie intensywnosci odczynéw na Fz. Roéwniez i1 w pozostalych
odcinkach czesci glownej kanalika moczowego odezyny na Fz w cyto-
plazmie nablonka byly mniejsze (ryc. 7). Podobnie jak w materiale kon-
trolnym nie wykazano tego enzymu w klebkach naczyniowych i cewkach
zbiorczych.

7 dzien zatrucia. Cytoplazma i jaderka we wszystkich czesciach ne-
fronu wykazywaly obnizenie stezenia kwasu rybonukleinowego (ryc. 8),
jaderka natomiast — zmiany polozenia i wielko$ci nawet w sasiednich
komoérkach. Nie obserwowalo sie réznic intensywnosci wybarwienia RNA
w cytoplazmie w zaleznosci od jego polozenia. Dolne nefrony dawaly
podobne odczyny, jak i podtorebkowe. Blony podstawowe kanalikéw ner-
kowych w niektorych nefronach nie wykazywaty podobnej grubosci.

W czesci gléwnej kanalikéw nerkowych wzrosla ilos¢ duzych grudek
aktywnych na fosfataze kwasng (ryc. 9). W klebkach naczyniowych i pe-
tlach Henlego wystapil odczyn dyfuzyjny. Pojawily sie réwniez delikatne
odczyny w blaszkach torebki Bowmana, ktérych nie obserwowano w ma-
teriale kontrolnym. Wieksze odczyny byly réwniez w poscielisku lgczno-
tkankowym. :

W cewkach kretych I rzedu ulegly dalszemu obnizeniu odczyny histo-
chemiczne na Fz. Obnizenie to dotyczylo przede wszystkim rabka szczo-
teczkowego (10). W cewkach kretych II rzedu zmniejszyla sie réowniez
ilos¢ ziarenek aktywnych na Fz. Dotyczylo to przewaznie wiekszych
ziarenek.

13 dzien zatrucia. Budowa strukturalna kanalikéw moczowych oraz
cialek nerkowych ulegla jakby zatarciu. Ilos§¢ RNA ulegla dalszemu
obnizeniu. Odczyn barwny na kwas RN wystgpil w formie drobnych zia-
renek, jak i dyfuzyjnego zabarwienia calej cytoplazmy (ryc. 11).

Reakcje enzymatyczne na Fk wykazywaly dalszy wzrost. Fz byla
glownie rozmieszezona w ziarnistosciach komoérek, odpowiadajacych lizo-
somom. W rabku szczoteczkowym nie bylo wzrostu aktywnosci na Fk.
Mozina bylo w epicytach klebkéw Malpighiego zauwazyé¢ wystapienie
reakecji dodatnich na Fk (ryc. 12). Réwniez w cewkach zbiorczych wzrosly
odczyny na ten enzym. W klebkach naczyniowych wystgpil delikatny
odczyn na Fz, ktérego w poprzednich grupach nie obserwowano (ryc. 13).
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Wyrazna aktywno$é na Fz zaznaczyla sie w blaszce trzewnej i Sciennej
torebki Bowmana. Odczyn na Fz w cewkach kretych I rzedu nie roéznit
sie od odczynu z 7 dnia po zatruciu. WyrazZny natomiast odczyn wystapit
w elementach komoérkowych tkanki podscieliskowej. Tkanki tej bylo
jak gdyby wiecej w poréwnaniu z materialem kontrolnym.

21 dzien zatrucia. Otrzymane preparaty wskazywaly na wzrost inten-
sywnosci odezynu pyroninochlonnego tak w cytoplazmie, jak i jaderkach
(ryc. 14). Pobudzenie odezynow nie bylo jednakowo silne we wszystkich
odcinkach kanalik6w moczowych. Mozna sadzié, ze w nieuszkodzonych
nefronach zapas RNA wzrést do wartosci obserwowanych w grupie kon-
trolnej.

Intensywnos¢ dodatnich odezynéw na Fk w kanalikach nerkowych
byla nieréwnomierna (ryc. 15). Spotykalo sie preparaty przypominajace
grupe kontrolna, ale byly réwniez cewki krete I rzedu o wzmozone]
i obnizonej aktywnosci na Fk. Réwniez w elementach komérkowych pod-
Scieliska lacznotkankowego aktywnosé¢ na Fk byla silniejsza niz w grupie
kontrolnej. W kanalikach gléwnych podtorebkowej i $rodkowej czesci
kory nerkowej wystapily silne odczyny na Fz. Stopien ich aktywnosci
przypominal materiat kontrolny (ryc. 16). Ponadto utrzymywaty sie tutaj
jeszcze dodatnie odczyny w klebkach naczyniowych i torebce Bowmana.
Réwniez blona podstawowa kanalikéw moczowych dawala dosé silne
odczyny na Fz. Aktywnosé i rozmieszczenie Fz w strefie blony jadrowej
i cytoplazmie byla jak w grupie kontrolnej, w rabku szczoteczkowym
dawala ona natomiast silniejsze odczyny.

WYNIKI BADAN I WNIOSKI

Brachet (1) i inni stwierdzili, ze nerki sg ubogie w RNA, ktory
w jaderku zwigzany jest z histonami a w cytoplazmie z kwa$nymi pro-
teinami. Sadzi sie, ze w zwigzku z tym istnieje zalezno$¢ miedzy iloscig
RNA w cytoplazmie, a synteza bialek w komorce (6). Obserwowane obni-
zenie stezenia kwasu rybonukleinowego pod wplywem zatrucia moze
wskazywaé na zaburzenia syntezy biatek. Pod wplywem 2,4 D nastgpita
zmiana aktywnos$ci Fk w nefronach oraz pozostalych elementach struk-
turalnych nerki. Swiadczg one o zmianie metabolizmu komérkowego,
ktéry prowadzi do wystapienia wyraznie zaznaczonych zmian morfolo-
gicznych w 13 dniu po zatruciu. W pierwszych dniach po zatruciu zmniej-
szyla sie aktywnos$¢ Fz w czesci glownej kanalikow nerkowych oraz rabku
szczoteczkowym cewek kretych I rzedu. Wahania aktywnosci Fz obser-
wowano nie tylko w szczegdlnie czynnych fizjologicznie odcinkach ne-
fronu, ale réwniez w petlach Henlego, cewkach zbiorczych i klebkach
naczyniowych. Zmiany aktywnos$ci fermentu zwigzanego z aktywnym
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transportem przez blony fizjologiczne w wyniku zatrucia moga by¢ spo-
wcdowane dzialaniem 2,4 D na elementy bialkowe Fz. Mechanizm tych
zmian mogl polega¢ na blokowaniu grup karboksylowych lub amino-
wych (5). Obserwowane w naszym doswiadczeniu zmiany aktywnosci Fz
w nefronach mogg przemawiaé¢ za zaburzeniami gospodarki weglowoda-
nowej pod wplywem zatrucia (9). Zauwazone zmiany Fz juz w pierw-
szych dniach po zatruciu mogg przemawia¢ za zmiang rytmu pracy nerek.
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Otrzymano 21V 1968,
PE3IOME

MccnenoBanich M3MeHeHMs, KOTOphLle HabJOANINCh B HEKOTOPBIX IH-
CTOXMMMYECKMX pEaKUMAX, MPOMCXOAALNMX B KJIETKaX HEMPOHOB ITOYEK
KpbICc Ha 3, 7, 13 u 21 gHu nocse OTPaBIECHMA AUXJIOPCMEHOKCUYKCYCHOMN
gucJsotoit (2, 4 D). IlpoBefeHbl peakuMy Ha KMCJAYI0O M IUENOYHYIO ¢oc-
chaTaspl, a TaKKe Ha HYKJEMHOBBLIe KUCJIOTBI. IlojsiydyeHHBIE T'MCTOXMMM-
YeCKMe KapTUHBI CBMIETEJNLCTBYIOT O AeictBuM 2, 4 D Ha Merabosmsm
KJIETOK SmyTesnsa He(bpOHOB IOYEeK Yy KpPBIC.

SUMMARY

The author studied variations of some histochemical reactions in the
cells of the nephron of the rat kidney on the 3rd, 7th, 13th, and 21st
day of poisoning with dichlorophenoxyacetic acid (2,4 D). Reactions to
acid and alkaline phosphatase and nucleic acids were performed. The
obtained histochemical pictures testify to the activity of 2,4 D on the
metabolism of epithelial cells of the nephrons of the rat kidney. Explana-
tion of figures in the text.
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