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Ultrastructural Image of Rat’s Liver Formerly Induced with Phenobarbital after Toxic Damage
with Imuran. Part 11

Sprawnie funkcjonujacy mikrosomalny uklad enzymoéw metabolizujacych leki w watrobie
uzalezniony jest od wielu czynnikow, a przede wszystkim od rodzaju, czasu dziatania induktora
i stanu morfologiczno-czynnosciowego zlozonej struktury biologicznej, jakim jest hepatocyt,
a glownie jego sie¢ endoplazmatyczna gladka (3, 4, 9, 13). W stanach indukcji hepatocytow nastgpuje
przerost elementow gladkopowierzchniowych sieci endoplazmatycznej, zwigkszenie biatka mikro-
somalnego oraz wzrost aktywnosci enzymow mikrosomalnych. W okre§lonych stanach czynnos-
ciowych zmiany te dzigki duzym zdolnosciom adaptacyjnym sieci endoplazmatycznej moga miec
roézny stopien nasilenia (4, 9).

Whplyw barbituratow na indukcje sieci endoplazmatycznej gladkiej hepatocytow zostal dobrze
poznany. Najbardziej demonstratywnymi wykladnikami indukcji mikrosomalnego ukiadu en-
zymatycznego przez fenobarbital sa obrazy spostrzegane w mikroskopie elektronowym, charak-
teryzujace si¢ proliferacja sieci endoplazmatycznej gladkiej (3, 9).

Natomiast nie jest dostatecznie poznany wplyw imuranu na indukcje¢ gladkiej sieci endoplaz-
matycznej. Pojawiaja si¢ jednak doniesienia o takiej mozliwosci (1, 5, 10).

W badaniach morfologicznych i histochemicznych wykazalismy, ze induk-
cja fenobarbitalem enzymoéw mikrosomalnych watroby zwigksza efekt hepato-
toksyczny imuranu. Bioragc pod uwage przedstawione rozwazania na temat
roli sieci endoplazmatycznej gladkiej w metabolizmie lekow, zainteresowaliSmy
si¢ zagadnieniem wplywu indukcji fenobarbitalem sieci endoplazmatycznej
gladkiej na wykiadniki hepatotoksyczno$ci imuranu na poziomie ultrastruk-
turalnym, gdzie, jak przypuszczamy, zapoczatkowywane sa wczesne zmiany
morfologiczne.
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MATERIAL I METODY

Podzial zwierzat na grupy kontrolnga i doswiadczalne, spos6b podawania szczurom fenobar-
bitalu i imuranu oraz czas dzialania wymienionych lekéw przedstawiono w czesci 1.

Do badan ultrastrukturalnych tkanke watroby pobierano z centralnego plata watroby,
bezposrednio po zabiciu zwierz¢cia. Badania ultrastrukturalne wykonano metoda standardowa.
Wycinki watroby, pobrane do badan, krojono w kostki 2 x 2 x 2 mm, utrwalano w glutaral-
dehydzie, a nastepnie w czterochlorku osmu. Kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem otowiu.
Zatapiano w Eponie. Skrawki poélcienkie barwiono bigkitem toluidyny i ogladano w mikroskopie
swietlnym. Skrawki ultracienkie ogladano w mikroskopie elektronowym Tesla BS-500. W mikro-
skopie elektronowym oceniano okolice zyly centralnej, strefy posredniej oraz brzezinej zrazikow
watroby.

WYNIKI

Grupal kontrolna — obraz ultrastrukturalny hepatocytow odpowiadat
opisom normy.

Grupa Il — w poréwnaniu z grupa kontrolna obserwowano u wszystkich
zwierzat wyrazna proliferacj¢ sieci endoplazmatycznej gladkiej w wigkszosci
badanych hepatocytow, szczegolnie strefy centralne) zrazikow (ryc. 1). Znaczne
czgsci cytoplazmy podstawowej byly wypetnione bardzo licznymi, gesto utozo-
nymi, przekrojami sieci endoplazmatycznej gladkiej, tworzacej okragtawe lub
owalne kanaly.

Grupa III — w hepatocytach zwierzat tej grupy stwierdzano wyrazne
poszerzenie sieci endoplazmatycznej gladkiej we wszystkich hepatocytach,
a szczegOlnie strefy centralnej zrazikow, stopien proliferacji sieci byl bardzo
zblizony do obserwowanych w grupie II. Liczne, gesto ulozone, przekroje sieci
endoplazmatycznej gladkiej tworzyly pecherzyki lub cysterny i zajmowaty
znaczne obszary cytoplazmy hepatocytow. Sie¢ endoplazmatyczna szorstka
w tych komorkach tworzyly tylko pojedyncze kanaly otaczajace zwykle
mitochondria (ryc. 2). W innych hepatocytach dominowaly zmiany w obregbie
mitochondriow. Byly one roznoksztaltne, czasem wydluzone, pozaginane,
lejkowate lub okragle, niekiedy znajdowano w ich obrgbie wpuklenia cytoplaz-
my otoczone kilkoma blonami (ryc. 2). Macierz w niektérych mitochondriach
byla rozrzedzona, jej grzebienie obrzmiale i rozfragmentowane. W innych za$
stwierdzano zageszczenie macierzy mitochondrialnej. Obu rodzajom zmian
w mitochondriach towarzyszy! zanik ziarnistosci mitochondrialnych. W nielicz-
nych hepatocytach zmiany morfologiczne byly bardziej nasilone i wykazywaty
cechy zwyrodnienia kwasochlonnego. Powyzej opisane zmiany w hepatocytach
lokalizowaly si¢ najczesciej w strefie centralnej zrazikow watroby. W grupie tej
obserwowano zmiany w naczyniach zatokowych watroby. Komorki srodbtonka
naczyn zatokowych oraz komorki Browicza i Kupffera byty liczne, powigkszone,
powodowaly znaczne zwezenie $wiatla zatok naczyniowych. Odroznienie powig-
kszonych komorek $rodblonka naczyn zatokowych od komorek Browicza
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1 Kupffera sprawiato czasami trudnosci. W niektorych powigkszonych komor-
kach Browicza i Kupffera spostrzegano liczne lizosomy pierwotne lub sfagocyto-
wane elementy cytoplazmy hepatocytow, Swiatlo tak zmienionych zatok
naczyniowych bylo czgsto wypelnione konglomeratami erytrocytow o réznym
stopniu barwliwosci. Obserwowano tez dos¢ liczne komorki Ito, wykazujace
nieliczne, niewielkich rozmiarow wakuole tluszczowe, oraz nieliczne mito-
chondria, a takze poszerzone kanaly sieci endoplazmatycznej szorstkiej z klacz-
kowatg zawartoscia.

Grupa IV — obraz ultrastrukturalny hepatocytow znamionowalo wyrazne
uszkodzenie mitochondriow. W organellach tych, tak jak w poprzedniej grupie,
obserwowano rowniez 2 typy zmian polegajacych badz na znacznym roz-
rzedzeniu ich macierzy ze skroceniem i fragmentacja grzebieni mitochondrial-
nych, badz na zaggszczeniu macierzy i zatarciu struktur grzebieni. W obu
przypadkach blona zewngtrzna mitochondriow nie zawsze byla widoczna we
wszystkich jej odcinkach. Czgsciej niz w grupie III stwierdzano obecnosé
hepatocytow z cechami zwyrodnienia lub martwicy kwasochlonnej. Komorki
Z tym typem zmian widoczne byly przede wszystkim w strefie centralnej zrazika.
Natomiast w strefie posredniej zrazikow watroby spostrzegano pojedyncze
komorki balonowate. W wielu hepatocytach stwierdzano liczne, poszerzone
kanaly sieci endoplazmatycznej gtadkiej i szorstkiej z widocznym przechodze-
niem jednej struktury w druga. Podobnie jak w grupie 1II obserwowano
w obregbie naczyn zatokowych zmiany polegajace na powigkszeniu komorek
srodblonkow naczyn zatokowych, komoérek Browicza i Kupffera, wypetnieniu
$wiatla zatok naczyniowych przez konglomeraty roznie barwiacych si¢ elektro-
nowo erytrocytow. Zmiany w obrebie naczyn zatokowych nie roznily sie
pod wzgledem iloSciowym ani morfologicznym w pordéwnaniu z opisanymi
w grupie L

Grupa V — obraz ultrastrukturalny hepatocytéw w tej grupie zwierzat
wykazywal rozny stopien nasilenia zmian zwyrodnieniowych w hepatocytach
strefy centralnej poszczegolnych zrazikow — od zmian niewielkich, poprzez
bardziej zaawansowane, az do martwicy kwasochlonnej wlacznie. Natomiast
w hepatocytach strefy posredniej zrazikow, poza nielicznymi komorkami
balonowatymi, stwierdzano takze zmiany sieci endoplazmatycznej szorstkiej
i mitochondridw o typie zmian opisanych wyzej. W komorkach strefy brzeznej
obserwowano zmiany zwyrodnieniowe o najmniejszym stopniu nasilenia, wyra-
zajace si¢ degranulacja sieci endoplazmatycznej szorstkiej. W nie zmienionych
hepatocytach zauwazano wyrazne poszerzenie i przerost kanalow sieci endoplaz-
matycznej gladkiej. Liczne naczynia zatokowe w obrebie wszystkich stref zrazika
watroby byly wypetnione konglomeratami erytrocytow o roznym stopniu
elektornowej barwliwosci (ryc. 3 i 4). Ponadto obserwowano erytrocyty wnikaja-
ce do przestrzeni Dissego (ryc. 3 i 4). Mialy one nieregularny ksztalt oraz
niewyrazne obrysy. Komorki $rodblonkow naczyn oraz komorki Browicza
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i Kupffera byly znacznie powigkszone i niekiedy wykazywaly cechy nasilonej
fagocytozy (ryc. 5).

Grupa VI — w hepatocytach stwierdzano zréznicowanie nasilenia zmian
o typie opisywanych w poprzedniej grupie — od minimalnych do znacznie
zaawansowanych. W strefie centralnej zrazikow obserwowano w licznych
sasiadujacych ze soba hepatocytach cechy zwyrodnienia lub martwicy kwaso-
chlonnej. Komérki z tym typem zmian spotykano rowniez w strefie posrednie;j.
Réwniez w tej strefie widoczne byly pojedyncze lub lezace w skupieniach
komorki z cechami zwyrodnienia balonowatego. Pozostale komorki strefy
centralnej lub brzeznej wykazywaly zmiany polegajace na obecnosci tylko
nielicznych kanalow sieci endoplazmatycznej szorstkiej i duzych skupiskach
kanaléw sieci endoplazmatycznej gladkiej, zajmujacej cale pola cytoplazmy.
Towarzyszyly temu cechy degranulacji sieci endoplazmatycznej szorstkiej ze
skupiskami rybosomow na terenie cytoplazmy. Rowniez w tej grupie mito-
chondria wykazywaly zmiany morfologiczne o typie opisywanych w poprze-
dnich grupach. Obraz ultrastrukturalny naczyn zatokowych byl podobny jak
w grupie V, nie obserwowaliSmy natomiast zwigkszenia ilosci naczyn zato-
kowych objetych tym typem zmian.

OMOWIENIE

W naszych badaniach ultrastrukturalnych u wszystkich zwierzat po uprzed-
niej stymulacji fenobarbitalem hepatocyty wszystkich stref, ale przede wszystkim
strefy centralnej zrazika watroby wykazywaly duzg ilos¢ sieci endoplazmatycznej
gtadkiej. Podobne obrazy sa przedstawiane przez innych autorow, ktoérzy
stosowali ten sam model podawania fenobarbitalu (9).

W grupie zwierzat, ktérym podawano imuran w dawce 25 mg/kg przez 7 dni,
obrazy w mikroskopie elektronowym byly bardzo zblizone do elektronogramow
spostrzeganych w watrobie zwierzat stymulowanych fenobarbitalem. Stwier-
dzano wyrazne poszerzenie sieci endoplazmatycznej gladkiej w znacznej liczbie
hepatocytow wszystkich stref zrazika watroby, a szczegdlnie w hepatocytach
strefy centralnej.

Podawanie imuranu w obu wariantach dawek, po uprzedniej stymulacji
fenobarbitalem, nie powodowalo dalszego rozplemu sieci endoplazmatycznej
gladkiej, lecz prowadzitlo do powstawania zmian o charakterze zwyrodnienio-
wym. W naszych badaniach zmiany zwyrodnieniowe o najmniejszym stopniu
nasilenia byty uchwytne we wszystkich grupach doswiadczalnych (z wyjatkiem
grupy II) i dotyczyly sieci endoplazmatycznej szorstkiej. Polegaly one na
zmniejszeniu si¢ liczby rybosomoéw na powierzchni blon przy réwnoczesnym
zwigkszeniu liczby wolnych rybosomow w cytoplazmie. Inng obserwowana
wczesna zmiang ultrastrukturalna bylo uszkodzenie mitochondriow. Spostrze-
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gane przez nas zmiany mialy dwojaki charakter. Jeden rodzaj zmian polegatl na
wzroscie gestosci elektronowej mitochondriow i zatarciu struktur ich blony
zewnetrznej. W drugim typie zmian mitochondria wykazywaty cechy obrzeku
o réznym stopniu nasilenia oraz utratg ziarnistosci i fragmentacje grzebieni.
W obu rodzajach zmian obserwowano polimorfizm mitochondridow. Zaobser-
wowane zmiany w mitochondriach moga $wiadczy¢ o znacznym zaburzeniu
procesow tlenowej fosforylacji, prowadzacym do obnizenia proceséw ener-
getycznych komorki. Zaburzenie w syntezie bialek mikrosomalnych w watrobie
moze by¢ tez dodatkowym czynnikiem prowadzacym do powstawania zmian
morfologicznych w mitochondriach i powodujacym zaburzenia ich funkcji (2).
Zmiany w mitochondriach byly bardziej nasilone w grupach zwierzat, ktore
przed podaniem imuranu indukowane byly fenobarbitalem.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze podawanie
imuranu w obu wariantach dawek prowadzito do przyrostu sieci endoplaz-
matycznej gtadkiej w obrebie cytoplazmy hepatocytow, zwlaszcza po podawaniu
imuranu w dawce 25 mg/kg przez 7 dni. Obrazy rozplemu sieci endoplazmatycz-
nej gladkiej po podawaniu imuranu sa bardzo zblizone do obrazéw, ktore
obserwowaliSmy po stymulacji sieci endoplazmatycznej gtadkiej fenobarbitalem.
Fakt ten przemawia za tym, ze imuran jest rownie dobrym induktorem sieci
endoplazmatycznej gladkiej, jak i fenobarbital.

Podawanie imuranu w obu wariantach dawek prowadzilo tez do po-
wstawania zmian zwyrodnieniowych hepatocytow. Polegaly one na odtaczeniu
si¢ rybosomow od blon sieci endoplazmatycznej szorstkiej, uszkodzeniu mito-
chondridéw, wystepowaniu zwyrodnienia kwasochlonnego hepatocytow i two-
rzeniu si¢ komorek balonowatych. Obserwowano takze zmiany w naczyniach
zatokowych. Rozleglo$¢ wyzej opisanych zmian znacznie nasilala sie po stosowa-
niu imuranu w dawce 300 mg/kg m.c.

Natomiast po uprzedniej indukcji fenobarbitalem przed podaniem imuranu
w obu modelach dawek obrazy ultrastrukturalne wykazywaly wzmozone
nasilenie zmian zwyrodnieniowych, ktore obejmowaty wigksza liczbe hepatocy-
tow coraz bardziej oddalonych od zyly centralne;j.

Na uwagge zastuguje tez fakt, ze w grupie zwierzat stymulowanych fenobar-
bitalem przed podaniem imuranu w dawce 25 mg/kg m.c. przez 7 dni obrazy
ultrastrukturalne byly bardzo zblizone do tych, ktére obserwowano po jedno-
razowym podaniu imuranu w dawce 300 mg/kg m.c.

Nasze badania, $wiadczace o zwigkszeniu ilosci blon gladkich w hepatocy-
tach po podawaniu imuranu, w obu modelach dawek moga sugerowac, ze
rozplem sieci endoplazmatycznej gladkiej jest wynikiem indukujacego dziatania
tego zwiazku na watrobg, czego wykladnikiem morfologicznym jest wedlug
Strengera (12) tzw. ,sie¢ proliferujaca”, a nie degranulacja sieci szorstkiej
powstata pod wplywem toksycznego dzialania imuranu. Zaréwno bowiem
w grupie III, jak i w grupie V w hepatocytach, ktore nie wykazywaly zmian
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zwyrodnieniowych, obserwowano wykladniki morfologiczne $wiadczace o in-
dukcji sieci endoplazmatycznej gladkiej. Wyniki badan biochemicznych i ultra-
strukturalnych innych autoréw potwierdzaja fakt indukowania sieci endoplaz-
matycznej gladkiej przez imuran (5, 10). Na tej podstawie przypuszczamy, zZe
rozplem sieci endoplazmatycznej gladkiej jest zmiang pierwotna, natomiast
zmiany wsteczne sa wtorne i zwiazane z efektami dzialania duzych dawek
imuranu, co moze powodowac wyczerpanie ukladu enzymatycznego metaboli-
zujacego leki, a proces ten szczegdlnie ujawnia sig¢ w polaczeniu z konkurencyj-
nym dzialaniem fenobarbitalu. Interpretacje tego zjawiska utrudnia fakt, ze
dotychczas nie wiadomo, czy sam imuran, czy jego metabolity sa odpowiedzialne
Za Wyzej wymienione procesy.

Ponadto interesujace sa zaobserwowane w obrazach ultrastrukturalnych
zmiany w obrebie naczyn zatokowych. Ten typ zmian wystgpowal u wszystkich
grup zwierzat, ktorym podawano imuran, stymulacja zas fenobarbitalem nie
nasilata zmian iloéciowych ani jako$ciowych. Stwierdzano natomiast wicksze
nasilenie zmian w zatokach naczyniowych w grupie zwierzat, ktore otrzymywaly
imuran w dawce 300 mg/kg m.c.

O ile wypelnienie naczyn zatokowych przez erytrocyty obserwowane w gru-
pie III mozna tlumaczy¢ zastojem krwi spowodowanym zwezeniem naczyn
zatokowych przez powigkszone komorki srodbtonka oraz komérki Browicza
1 Kupffera, o tyle obecnos¢ erytrocytow w przestrzeniach Dissego obserwowana
w grupie V zdecydowanie §wiadczy o uszkodzeniu ciaglosci morfologicznej
bariery wlosniczkowe;.

Obserwowane przez nas u zwierzat, ktore otrzymywaly imuran, powickszenie
komorek srodblonka oraz Browicza 1 Kupffera, a takze wykladniki wzmozonej
aktywnosci fagocytarne) komorek Browicza i Kupffera byly uprzednio opisywa-
ne przez innych autordw (7) i sa one, wedlug nich, wykladnikiem toksycznego
dziatania leku. Obserwowane zwigkszenie liczby komorek Ito, a takze wyglad ich
cytoplazmy moze $wiadczy¢ o aktywacji tych komorek. Jednak rola, zwigkszenie
liczby 1 wzmozona aktywacja komoérek Ito nie zostaty dotychczas wyjasnione.

Podobne zjawisko wnikania erytrocytow do przestrzeni Dissego po raz
pierwszy zostalo opisane przez Brasa (7) w przypadkach choroby veno-
-okluzyjnej (veno-occlusive disease) u dzieci zyjacych na Jamajce, gdzie jest
wywolywane przez alkaloidy roslinne z grupy pyrrolizydyny, zawarte w ros-
linach Senecio, 1 od tej pory datuje si¢ zainteresowanie wielu autoréow doty-
czace polekowego uszkodzenia zaréwno naczyn tetniczych, jak i zylnych
w watrobie (6, 8§, 11, 14, 15).

Obrazy obserwowane przez wielu autorow w mikroskopie elektronowym
w przebiegu polekowego rozwinigcia si¢ choroby veno-okluzyjnej sa podobne do
opisywanych przez nas wyzej (15). Natomiast nie zostal nadal wyjasniony
problem, czy pierwotnie zostaje uszkodzona komorka watroby pod wplywem
toksycznego dzialania leku, a zmiany w obregbie drobnych zyt watrobowych sa
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tego nastepstwem, czy tez pierwotne uszkodzenie komorek srodblonka zylnego,
powodujace utrudnienia w przeplywie krwi, prowadza w nastepstwie do zmian
wstecznych w hepatocytach.

Nam tez trudno byto ustali¢ zalezno$¢ pomigdzy obserwowanymi zmianami
zwyrodnieni ywymi w hepatocytach po stosowaniu imuranu a pojawianiem si¢
1 stopniem z awansowania zmian w naczyniach zatokowych. By¢ moze, ze
zmiany zwyrodnieniowe w hepatocytach i zmiany w naczyniach zatokowych
powstaja zupelnie niezaleznie od siebie, na tle odmiennych mechanizmow.
Niewatpliwie jednak uposledzenie przeptywu krwi przez zatoki naczyniowe
moze prowadzi¢ do niedotlenienia hepatocytow i powodowa¢ nasilenie zmian
zwyrodnieniowych. W warunkach przeprowadzonego przez nas do$wiadczenia
przeprowadzenie takiej analizy jest utrudnione.

Wnioski

1. Imuran, podobnie jak fenobarbital, jest induktorem sieci endoplazma-
tycznej gladkie;j.

2. Stopien zasilenia zmian zwyrodnieniowych w hepatocytach jest uzalez-
niony od stosowanej dawki imuranu.

3. Stymulacja fenobarbitalem sieci endoplazmatycznej gladkiej powoduje
zwigkszenie toksycznosct imuranu.

4. Hepatocyty strefy centralnej zrazikdw watroby sa bardziej wrazliwe na
dzialanie imuranu niz inne.

5. Zmiany w obrebie naczyn zatokowych moga by¢ przyczyna poglebiania
si¢c morfologicznych wykiadnikow hepatotoksycznosci imuranu.

6. Podawanie fenobarbitalu przed zastosowaniem imuranu w obu warian-
tach dawek nie nasilalo ani zmian iloSciowych, ani jakosciowych w obrebie
naczyn zatokowych.
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PE3IOME

OueHka 37€KTPOHOTPaMMbi MEYEHH KPBICHI MOCIE TOKCHYECKOro mospexienus MMypaHom

npeaBapuTeNbHO UHAyIMpoBaHHOH PenobapburtasoM nokasajna, 4ro MmypaH Tak kak deHo-
6ap6uTtan aBiserca uHAYKTOpoM SER, a Taxxke crumymuposanne ®enobapouranom SER Bri3biBa-
€T TOBbIIIeHHe MOPGbOIOTHYECKHX MOKa3aTened TokcuuHocTH VMypaHna.

SUMMARY

The evaluation of electronograms of the rat’s liver, formerly induced with phenobarbital

proved that imuran, just like phenobarbital, is SER inductor, and that stimulation with SER
phenobarbital increases morphological indices of imuran toxicity.



