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Wplyw nitrogranulogenu na odczyny histochemiczne
komérek watrobowych szczura bialego

BnusHMe HMTPOTPAHYNEreHa Ha MMCTOXMMHUUECKHE PEAKLMM NEYEHOUHBIX KNeTokK
Bensix KpbIC

The Effect of Nitrogranulogen on the Histochemical Reactions of White Rat Livet
Cells

Morfologiczne i histochemiczne zmiany w tkankach pod wplywem antymi-
totykéw pozostaja w dalszym ciaggu tematem badan (8, 14). Stwierdzono, ze
zwigzki alkilujgce hamuja procesy oddechowe tkanki nowotworowej, a takze
erytrocytow, watroby, $ledziony, nerek (3). Wykazano, ze nitrogranulogen wy-
wotuje histopatologiczne zmiany w watrobie $§winek morskich (6). Humi-
czewska i Stanosz (5) badajgc wplyw nitrogranulogenu na aktywnosé
enzymatyczng tozyska stwierdzili, ze preparat ten nie wplywa na aktywnosé
fosfatazy zasadowej, natomiast wybitnie hamuje aktywno$¢ dehydrogenazy
bursztynianowej i fosfatazy kwaénej. Stachura i wsp. (14) obserwowali
histochemiczne zmiany w odczynach enzyméw hydrolitycznych i oddechowych
nerki i watroby, powstajgce pod wplywem cyklofosfamidu (cytostatyk z grupy
zwigzkow alkilujaeych).

Ze wzgledu na wazng role watroby i jej funkcje odtruwajaca postanowiono
przeanalizowaé, jakie zmiany histochemiczne w hepatocytach powoduje nitro-
granulogen, jeden z cytostatykow stosowany w terapii nowotwordow.

MATERIAEL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono na szczurach biatych, samecach, hodowli wlasnej,
ciezaru okolo 200 g, ktére przez okres do$wiadczenia przebywaly w jednako-
wych warunkach i zywione byly standardowa diets. Zwierzeta doswiadczalne
otrzymywaly dootrzewnowo Nitrogranulogen-Polfa (dichlorodiaethylaminum
hydrochloricum) w dawce 0,05 mg’kg dziennie przez 7 dni (I grupa) i po
0,5 mg/kg przez 3 dni. W grupie kontrolnej podawano dootrzewnowo 1 cm
soli fizjologicznej. Po 24 godz. od ostatniej iniekcji pobierano wycinki z pra-
wego plata watrobowego. Cze$¢ z nich utrwalano w plynie Carnoya i na
skrawkach parafinowych wykonywano reakcje Feulgena i Bracheta na kwasy
nukleinowe. Inne wycinki utrwalano w plynie Bakera i na skrawkach cietych
w mikrotomie mrozeniowym oznaczano aktywno$é fosfataz: kwasnej i zasa-
dowej wedlug metody Gomoriego, ATPaze wg metody Wachsteina i Meisel.
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Inkubacje powyzszych enzyméw przeprowadzano w temp. 37°C przez 1 godz.
Natomiast na skrawkach nieutrwalonych krajanych w kriostacie Pearse’a wy-
konywano oznaczenia histochemiczne dehydrogenaz: bursztynianowej, mle-
czanowe]j i glikozo-6-fosforanowej. Jako akceptora elektronowego uiyto w
ptynach inkubacyjnych nitro BT. Czas inkubacji dla dehydrogenazy burszty-
nianowej wynosit 1 godz. w temp. 37°, dla dwu pozostalych 30 min. w temp.
37°. Préby kontrolne dla badanych enzyméw wykonywano w srodowisku
bezsubstratowym.

BADANIA WLASNE

Po uplywie pierwszych kilku dni od chwili rozpoczecia podawania leku
mozna bylo zaobserwowaé u szczuréw oznaki zatrucia. Zwierzeta do$wiad-
czalne byly wyraZznie apatyczne, stabo reagowaly na bodzce otoczenia, nie
chcialy przyjmowaé pokarmu. U niektérych wystgpila biegunka, natomiast
wszystkie, zwlaszeza pod koniec okresu doswiadezalnego, zaczely tracié sierseé,
glownie na grzbiecie. Przeprowadzone odezyny histochemiczne zwrécily uwa-
ge na zaburzenia enzymatyczne w komérkach watrobowych zwierzat doswiad-
czalnych.

Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA). U zwierzat otrzymu-
jacych nitrogranulogen nastepowalo rozproszenie chromatyny jadrowej. Nie
spotykalo sie wiekszych jej skupisk w poblizu blony jadrowej, jak to obser-
wowano na preparatach zwierzat kontrolnych. Odezyny na DNA byly stabsze.
Najwieksze zmiany wystapily przy podawaniu duzych dawek cytostatyku, tj.
0, mg/kg dziennie przez 3 dni.

Kwas rybonukleinowy (RNA). Oslabienie pironinochltonno$ci w
cytoplazmie wszystkich komoérek watrobowych po podaniu zwierzetom nitro-
granulogenu $wiadczylo o zmniejszeniu ilosci RNA. Zauwazono rdéwniez
zmniejszong ilosé jaderek, najczesciej bylo jedno rzadziej dwa. Niektére ko-
morki wykazywaly zwyrodnienie cytoplazmy, jej wakuolizacje.

Fosfataza kwas$na (Fk). Zarbwno w grupie I do$wiadczalnej, tj.
u zwierzat otrzymujacych nitrogranulogen w dawce 0,05 mg/kg przez 7 dni,
juk i w grupie II, gdzie podawano lek w dawce 0,5 mg/kg przez 3 dni, wy-
stapily charakterystyczne zmiany w odczynach na fosfataze kwasng. Widocz-
na ona byla w cytoplazmie nie tylko w postaci ziaren lizosomoéw, lecz spoty-
kano takze odczyny dyfuzyjne. Lizosomy przybieraly czesto duze rozmiary i
jako cytolisomy skupione byly w poblizu kanalikéw zbélciowych (ryc. 1). In-
tensywne odczyny wykazano nie tylko w komoérkach watrobowych, lecz réw-
niez w komérkach ukladu siateczkowo-srodblonkowego, w komoérkach Browi-
cza-Kupffera.

Fosfataza zasadowa (Fz). Fosfataza zasadowa u zwierzat doswiad-
czalnych widoeczna byla zaréwno w blonie komérkowej, jak i w §cianach na-
czyh krwionoénych. Do§é silne odezyny dyfuzyjne pojawily sie w cytoplazmie
hepatocytow.

Adenozynotrdéjfosfataza (ATPaza). Odezyny na ATPaze inten-
sywne byly w komdrkach watrobowych zwierzat kontrolnych, natomiast ule-
galy znacznemu obnizeniu u zwierzat, ktére otrzymywaly nitrogranulogen.

Dehydrogenaza bursztynianowa (DB). W komorkach zrazika
watrobowego, zwtaszeza lezacych w strefie obwodowej, nastgpitlo obnizenie
aktywno$ci DB w pordéwnaniu z grupg kontrolng. Natomiast w poblizu zyly



Wplyw nitrogranulogenu na odezyny histochemiczne komérek... 23

$rodkowej zmiany w komoérkach watrobowych byly mniejsze (ryc. 2). Ob-
serwowany w nich produkt reakcji enzymatycznej wystepowal gléwnie w
postaci czerwonych ziaren monoformazanu.

Dehydrogenaza mleczanowa (DM). Poréwnujac odczyny na
aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej na preparatach zwierzat kontrolnych
i dodwiadczalnych, zauwazono jej wzrost w hepatocytach szczuréw otrzymu-
jacych cytostatyk. Intensywna reakcja widoczna w postaci niebieskich ziaren
dwuformazanu wystepowala we wszystkich hepatocytach zrazika watrobowe-
go. Nie zauwazono réznic w odezynach poszezegélnych grup do$wiadezalnych
(ryc. 3).

Dehydrogenaza glikozo-6-fosforanowa (DG6P). Znaczne
oslabienie odczynéw na aktywnosé dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej po
podaniu nitrogranulogenu wystapitlo w komérkach watrobowych zwierzat obu
grup doswiadczalnych. W licznych komoérkach odezyn ograniczal sie do nie-
wielkiéj liczby ziaren w obrebie cytoplazmy, tylko pojedyncze hepatocyty wy-
kazywaly silniejsze odezyny podobnie jak w gr}lpie kontrolnej (ryc. 4).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Stosujac leki cytostatyczne, zwlaszcza z grupy zwigzkow mitotycznych, na-
lezy liczyé sie z mozliwo$ciag uszkodzenia tkanek zdrowych o niezbyt wyso-
kiej aktywnos$ci mitotycznej (14). Zwiazki te moga wywolywaé zaburzenia w
procesach wewnatrzkomoérkowych w okresie podzialu komérkowego, jak réow-
niez w lancuchach przemian metabolicznych, powodujac uszkodzenie niekté-
rych ukladéw enzymatycznych, zwykle w wyniku wiazania sie leku z czyn-
nymi grupami enzymu (10).

Podajac zwierzetom duze dawki cytostatyku (nitrogranulogenu) zauwazo-
no obnizenie intensywno$ci odczynéw na RNA w hepatocytach. Widoczne by-
ly réwniez zmiany w odeczynach na DNA w jadrach komérek watrobowych,
polegajace na rozproszeniu chromatyny jadrowej. Jak wykazuje Dold (wg
16), cytostatyki moga wywieraé wplyw na synteze DNA. Wedlug Supnie w-
skiego (15) wiele lekdéw, a wérdd nich cytostatyki jak np. iperyt azotowy,
wywiera wplyw na biosynteze bialek i ich rozpad. Niektore z tych zwiazkow
lacza sie z grupami aminowymi i hydroksylowymi zasad purynowych i piry-
midynowych, a nawet z grupami hydroksylowymi pentoz kwaséw nukleino-
wych, alkilujg je i denaturuja. Dzieki zdolnosci reagowania z grupami funk-
cyjnymi biatek i alkilacji azotu gwaniny i adeniny DNA, zwigzki te posiada-
ja nieograniczong mozliwo$é dzialania w obrebie komérki, co w koncowym
efekcie prowadzi do destrukcji chromosoméw i zahamowania podzialow komér-
kowych (12).

Najwazniejsza rola iperytu azotowego i jego pochodnych (3) jest zdolnosé
do inaktywacji ukladéw enzymatycznych biorgeych udzial w syntezie nu-
kleoproteidéw, a zwlaszcza DNA, co powoduje jego depolaryzacje; ich dzialta-
nie odbywa sie gléwnie przez inaktywacje grup SH aminokwasow i bialek.

Przeprowadzone w naszym do§wiadczeniu reakcje histochemiczne zwraca-
ja uwage na wplyw nitrogranulogenu na odezyny wielu enzymoéw zaréwno
hydrolitycznych, jak i cyklu Krebsa. Wykazano przede wszystkim wybitny
wzrost aktywno$ci fosfatazy kwasnej w postaci zwiekszonej liczby lizosoméw
jak réwniez wystepowanie odeczynéw dyfuzyjnych w cytoplazmie, §wiadczace
o procesach degeneracyjnych komoérek watrobowych. Destrukcyjne dzialanie
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lizosomdéw w stosunku do hepatocytow obserwowano podczas dzialania na
watrobe substancjami hepatotoksycznymi i niektérymi hormonami (7, 13).

Odczyny na fosfataze zasadowa, ktora bierze udzial w aktywnym trans-
porcie przez blony komoérkowe, wystepowaly nie tylko w $cianach naczyn
krwiono$nych i przewoddéw zdlciowych, ale réwniez w cytoplazmie komoérek
watrobowych. Nastapilo réwniez ostabienie odezynéw na ATPaze w zrazikach
watrobowych zwierzat obu grup doswiadczalnych. Wsérod badanych dehydro-
genaz, dehydrogenaza mleczanowa wykazuje wzrost aktywnos$ci w komorkach
watrobowych zwierzat otrzymujacych nitrogranulogen, natomiast pozostale,
jak: glikozo-6-fosforanowa a zwlaszcza bursztynianowa zlokalizowana w mito-
chondriach i katalizujaca reakcje oksydo-redukeyjne, zmniejszajg swa aktyw-
no$é w komoérkach obwodowej strefy zrazika, ktére najbardziej sa zaangazo-
wane w procesach metabolicznych.

O wrazliwosei watroby i innych tkanek na dzialanie iperytu azotowego
i trojetylenomelaminy (TEM) piszag Cardinali i wsp. (2), zwracajac jed-
nocze$nie uwage na obnizenie zawartoSci glikogenu w watrobie, ktoére przy-
pisuja zahamowaniu dzialania enzymatycznego (mechanizméw enzymatycz-
nych) zwigzanego z glikogenezg.

Zauwazono, ze dziatanie nitrogranulogenu jest zalezne od wielko$ci daw-
ki. Zmiany w odczynach enzymatycznych zawsze byly wigksze w II grupie
deswiadcezalnej, gdzie lek podawano w dawce 0,5 mg/kg. Znacznie obnizong
aktywnoé¢é enzymatyczng dehydrogenaz bursztynianowej oraz glikozo-6-fo-
sforanowej i ATPazy posiadaly réwniez komérki dwujadrzaste, ktére w nor-
malnych warunkach odznaczaja sie wysoka aktywno$cia enzymatyczng (1).

Jak wykazali Novikoff i Essner (11), duze zmiany w metaboliz-
mie hepatocytéw odnosza sie gléwnie do mitochondriéw i blon komérkowych.
Wyjasnia to zaréwno powiekszanie sie mitochondriéow, jak i zmiany w odezy-
nach histochemicznych enzymoéw oddechowych. Lawkowicz i wsp. (9)
podajac cyklofosfamid do hodowli komorkowej wykazali poczatkowo (po 24
godz.) wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej, a nastepnie stopniowy jej spa-
dek (96 godz). Cuccurullo i wsp. (4) badajgc ultrastrukture hepatocytéow
pod wplywem subletalnych dawek cyklofosfamidu stwierdzili zaburzenia bial-
kowe w mikrosomach.

Pcmimo duzej zdolno$ci detoksykacyjnej watroby wykazano, ze nitrogra-
nulogen wplywa na obnizenie aktywnos$ci dehydrogenaz bursztynianowej,
glikozo-6-fosforanowej i ATPazy oraz wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej
i dehydrogenazy mleczanowej. Na podstawie przeprowadzonych badan histo-
chemicznych dochodzi sie do przekonania ze:

1. Nitrogranulogen powoduje obnizenie ilosci DNA i RNA w hepatocy-
tach szczurdéw, zwlaszcza po podaniu duzych dawek tego leku.

2. W komoérkach watrobowych zwierzat obu grup dos$wiadczalnych ob-
serwuje sie wybitny wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej, pojawianie sie
dns¢ silnych odczyndéw dyfuzyjnych na fosfataze zasadowa w cytoplazmie,
wyrazny spadek aktywnosci ATPazy.

3. Dehydrogenaza mleczanowa wykazuje wzrost aktywnoéci w hepatocy-
tach po podaniu szczurom nitrogranulogenu, natomiast dehydrogenaza gliko-
zo-6-fosforanowa, a zwtlaszeza bursztynianowa, znaczny spadek aktywnosci,
szczegblnie w komoérkach obwodowej strefy zrazika. Spadek aktywnosci de-
hydrogenaz bursztynianowej, dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej oraz
ATPazy wykazuja rowniez komérki dwujadrzaste watroby,
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4. Nitrogranulogen wywiera ujemny wplyw na metabolizm komoérek wa-
trobowych szczurow, co miedzy innymi wyraza sie zaobserwowanymi zmia-
nami w cdczynach histochemicznych.
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OBJASNIENIA FOTOGRAFII

Fot. 1. Odczyn na aktywno§é fosfatazy kwasnej w komorkach watrobowych szczuréw,
otrzymujgcych nitrogranulogen w dawce 0,5 mg/kg przez 3 dni. Metoda Gomoriego. Pow.
ok 400X.

Fot. 2. Odczyn na aktywno$é dehydrogenazy bursztynianowej w komoérkach watrobowych
zwierzat kontrolnych. Metoda Nachlasa i wsp. Pow. ok. 300X.

Fot. 3. Odczyn na aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej w komérkach wgtrobowych
zwierzgat otrzymujgcych nitrogranulogen w dawce 0,05 mg/kg przez 7 dni. Metoda wg Pearse’a.
Pow. ok. 400X.

Fot. 4. Odczyn na aktywno$§é dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej w hepatocytach zwie-
rzat otrzymujgcych nitrogranulogen w dawce 0,05 mg/kg przez 7 dni. Metoda wg Pearse’a.
Pow. 400X.

PE3IOME

UccnenosaHua NpoBoAxnn Ha Genbix KpbICax CAMLAX, KOTOPbLIM BBEAEHO A0 BproWwMHbL
Hurporpanyneren-Monsga. Mpynna | nonyuuna HutporpaHyneren-NMonsda 8 aosze 0,05 mr
Ha 1000 r emeca Tena uepez 7 aHew, a Il rpynna B pnose 0,5 mr Ha 1000 r sBeca tena uepes
3 aHa. Ha neuyeHouHbix OTpe3sKkax NpoBeAeHO TUCTOXMMMUECKME PEeaKUMM Ha BKTMBHOCTH
HEKOTOPbIX (hEePMEHTOB FMAPONMUTMHECKHUX MW AbIXaTenbHbIX, @ TakKe Ha kucnoty pubo-
nykneunoryw (PHK) u aesokcupubonykneurosyro (AHK). Pesynwratsl mccneposaHmii yxa-
3eiBaloT, uto HutporpaHyneren-Monsga ApuBen K yMeHbLWEHMIO MHTEHCMBHOCTK pPeaKuuu
ra PHK w [HK, noBnuan Ha pocCT aKTMBHOCTH KMCNO# ocdaTassl M MONOUHON Aeruapo-
reHasbl, a TaKXKe CHMIKAN AaKTUBHOCTb SHTAPDHOM M TNMKO30-6-pocchOpaHOBON Aernapo-
reHdasol u A-T-[-a3bl B NeYEHOUHBIX KNETKAX.
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SUMMARY

The investigations have been carried out on male white rats in which Nitro-
granulogen was injected intraperitoneally in the Ist group in a dose of 0,05 mg/kg
for 7 days, in the IInd group in a dose of 0,5 mg/kg for 3 days.

Histochemical reactions for the activities of some hydrolytic and respiratory
enzymes as well as reactions for DNA and RNA have been performed on the liver
sections. The obtained results point ou{ that Nitrogranulogen brings about a diminu-
tion in the intensity of reactions to DNA and RNA as well as having an effect
on the increase of acid phosphatase and lactic dehydrogenase activities and on the
decrease of succinic and glucose-6-phosphate dehydrogenases and also ATPase
activities in liver cells.

EXPLANATIONS TO THE PHOTOGRAPHS

Phot. 1. Reaction to acid phosphatase activity in liver cells of the rats receiving. Nitro-
granulogen in a dose of 0,5 mg/kg for 3 days. Method acc. to Gomori. Magn. approx. 400X.

Phot. 2. Reaction to succinic dehydrogenase activity in liver cells of a control rat. Method
acc, to Nachlas et al. Magn, approx. 300X.

Phot. 3. Reaction to lactic dehydrogenase activity in liver cells of the rats receiving
Nitrogranulogen in the dose of 0,05 mg/kg for 7 days. Method acc. to Pearse. Magn, approx.
400X.

Phot. 4. Reaction to glucose-6-phosphate dehydrogenase in liver cells of the rats receiving
Nitrogranulogen in a dose of 0,05 mg/kg for 7 days. Method acc. to Pearse. Magn. approx.
400X.



