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Krystyna CZERNY

Badania histochemiczne enzyméw hydrolitycznych (fosfatazy kwasnej,
fosfatazy zasadowej, 5-nukleotydazy i esteraz niespecyficznych)
w komérkach nerki w warunkach do$wiadczalnych

lTucroxumuueckue UCCIEROBAHUS HAA ruapoaazamm (Kucioin gocdarazoi,
mwenounoit drocparazoit, 5-HyKaeoTHuaa30i 1 HecrennduIeCKUMI
acTepa3amMiu) B KJI€TKaX IOYKM B ONBITHBIX YCJOBUSAX.

Histochemical Investigation on Hydrolytic Enzymes (Acid Phosphatase,
Alkaline Phosphatase, 5-Nucleotidase and Non Specific Esterases)
in the Kidney Cells under Experimental Conditions

Rozszerzenie kanalikéw nefronu i réwnoczesne zapadanie sie niektérych jego
odcinkéw w ostrym wodonerczu opisal Suzuki (42), ktéry po podwigzaniu
moczowodu u szczura i krolika wyréznil trzy okresy: 1) poczatkowe ogélne roz-
szerzenie systemu kanalikéw i przestrzeni torebkowych, 2) zapadanie sie nie-
ktérych kanalik6w gléwnych i petli Henlego oraz 3) zapadanie sie po czterech
tygodniach kanalikéw kretych II rzedu i cewek zbiorczych. Podobng kolejnosé
zjawisk obserwowal Novikoff (32). Morfologiczne zmiany sg tylko podilo-
zem, na ktérym zarysowuje sie szereg charakterystycznych i interesujgcych zja-
wisk. Jedng z najwczeéniej opisanych zmian w nerce po podwigzaniu moczowodu
byl wzrost ilo$ci podzialéw mitotycznych, znacznie bardzie] zaznaczony anizeli
w nerce po stronie moczowodu nie podwigzanego. Jednocze$nie w jadrach ko-
moérkowych kanalikéw gléwnych po stronie moczowodu podwigzanego nie stwier-
dzono zmian w zawarto§ci kwasu dezoksyrybonukleinowego, a po drugiej stronie
wystepowalo nawet zmniejszenie intensywno$ci odczynu Feulgena (15).

Zaburzenia enzymatyczne w komoérkach nerki spowodowane wodonerczem
byly przedmiotem zainteresowania niewielu histochemikéw. Harry i Wil-
mer (20) zwrdcili uwage na spadek aktywnosci fosfataz w nerce po podwigzaniu
moczowodu, nie méwigc jednak o ktére fosfatazy chodzi i nie tlumaczge z czym
zwigzane jest to zmniejszenie czynnosci. Podobne spostrzézenia odnoénie zachowania
lipazy i fosfatazy zasadowej spotyka sie w pracy Wachsteina (49). W ma-
teriale pobranym w 10 i 12 dni po operacji Wachstein stwierdzil ogniskowe
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zmniejszenie aktywnos$ci lipazy zar6wno w komérkach rozszerzonych, jak i za-
padnietych kanalikéw.

Tak samo zachowywala sie wykrywana w skrawkach parafinowych wg me-
tody Gomoriego fosfataza zasadowa. W dalszych swych pracach Wachstein (52)
opisal zmniejszenie sie aktywnosci esteraz niespecyficznych po podwigzaniu mo-
czowodu. Przecinajgc moczowdd miedzy dwoma podwigzkami, a nastepnie badajac
odczyny wykazujace aktywnos$é fosfataz w nerce, Erankd i Niemi (14) za-
uwazyli juz po 24 godzinach zmniejszenie aktywno$ci fosfatazy kwasnej i zasa-
dowej. Nie byly to badania cytochemiczne, raczej histochemiczne, bowiem autorzy
ograniczyli sie do stwierdzenia, Ze odczyny wykazujgce aktywnosé obu fosfataz
zmniejszaly sie po eksperymencie. W wypadku gdy nie przecinano moczowodu
a tylko zaciskano podwiazke, zmiany byly odwracalne.

W r. 1954 de Duve i wspoélprac. (9) zwrécili uwage na istnienie lizosoméw,
a w dalszych badaniach rozwineli to zagadnienie (10, 11), sadzac, ze dzieki za-
warto$ci pewnych fermentéw moga odgrywaé one wazng role w procesach litycz-
nych. Okazalo sie bowiem, Zze lizosomy zamykajag w swym wnetrzu komplet
hydrolaz takich jak: kwasna rybonukleaza, kwaéna dezoksyrybonukleaza, kwaéna
fosfataza, fosfataza fosfoproteinowa, katepsyny, SN acetyloglukozamidaza, § galak-
tozydaza, ¢ mannozydaza, arylsulfataza A i B oraz inne. Dzieki temu lizosomy
mogg byé wykrywane poprzez reakcje histochemiczne, wykazujgce aktywnosé
enzyméw w nich zawartych. Novikoff (31, 32, 33, 34, 35), wywolujgc do-
$§wiadczalnie procesy degeneracji komoérek, obserwowal w cytoplazmie powiek-
szenie .ziaren zawierajacych fosfataze kwasna, ktére ogladane w mikroskopie
elektronowym byly lizosomami posiadajgcymi w swym wnetrzu resztki zniszczo-
nych mitochondriéw i struktur ergastoplazmatycznych. Obecno$é degenerujacej
cytoplazmy w kropelkach kwasnej fosfatazy we wczesnych stadiach uszkodzenia
komoérek 1 wyrainy rozrost struktur zawierajgcych kwaéng fosfataze obserwowane
przez Novikoffa byly poparciem zapatrywan de Duve na role lizosoméw
w procesach litycznych. .

W naszej pracy przeprowadzono badania na nerce pobranej w niewielkich
odstepach czasu od chwili jednostronnego podwigzania moczowodu. Obserwowano
zmiany zachodzace w kanalikach nerki, zwracajgc szczegdlng uwage na zacho-
wanie sie enzyméw hydrolitycznych, bioracych udzial zaréwno w nie zaburzonej
czynnosci nefronu, jak i w postepujacych w nim zmianach wstecznych. Zwrécono
takze uwage na wystepowanie substancji PAS dodatnich oraz przebadano okre-
sowe wahania iloSci podzialéw mitotycznych. Starano sie przeanalizowaé czy
istnieje wsp6lzalezno§é miedzy uruchomieniem tego mechanizmu a zmianam.
aktywnosci enzymatycznej. Stwierdzony bowiem przez wielu autoréw (22, 15)
niezwykle silny odczyn regeneracyjny przystania w pewnym okresie wodonercza
proces powolnej degeneracji i dlatego — wydaje sie nam — nie mozna braé pod
uwage przy rozpatrywaniu zmian zachodzacych w podwiazanej nerce — jedynie
degeneracji tego narzadu. W badaniach naszych uwzgledniono réwniez zmiany
zachodzgoe w merce po stronie nie operowanej, poréwnujgc je z wynikami otrzy-
manymi na skrawkach histologicznych z narzadu operowanego.

MATERIAE I METODY BADAN

Badania wykonano na szczurach bialych (Rattus rattus L. albino) hodowli
wlasnej. Zwierzeta doswiadczalne, o§miomiesieczne samce, wagi ca 170 g, opero-
wano w znieczuleniu ogblnym, podwigzujac lewy moczowéd, a nastepnie w okre-
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§lonych odstepach czasu zabijano poprzez skrwawienie w lekkiej narkozie etero-
wej. Réwnocze$nie u szczuréw, ktére potem stanowily material kontrolny, prze-
cinano powtloki i po naktuciu tkanek w okolicy moczowodu, zaszywano warstwowo.

Zwierzeta podzielono na dziewigé grup., W kazdej grupie znalazly sie trzy
szezury z jednostronnym wodonerczem i jeden kontrolny po laparotomii prébnej.
Material pobierano zawsze migdzy 9 a 10 godz. z obu nerek i utrwalano w tem-
peraturze 4°C w mieszaninie obojetnego roztworu formaliny z chlorkiem wapnia
wedlug Bakera (2), w oziebionym bezwodnym acetonie oraz w plynach wedlug
Zenkera, Carnoy, Gendre i Serra. Pierwsza grupe stanowily zwierzeta, z ktérych
pobrano material po 6 godz. od chwili operacji, druga grupe — po 12 godz.,
trzecia po 24 godz., czwarta grupe po 48 godz., piata po 3 dniach od operacji,
sz6stg po 7 dniach, siédmg po 10 dniach, 6smg po 14 dniach, a dziewigtg grupe
po 21 dniach od czasu operacji.

Badania histochemiczne polegaly na wykonaniu odezynéw wykazujacych
aktywno§é fosfatazy kwasnej, fosfatazy zasadowej, 5-nukleotydazy, esteraz niea
specyficznych oraz dodatkowo wykonano odczyny wykazujgce obecnos¢ kwasu
dezoksyrybonukleinowego (DNA), substancji PAS dodatnich a takze wykrywano
chondriom komoérkowy. U wszystkich zwierzat doswiadczalnych i u wybranych
kontrolnych okre§lono indeks metafaz w cze$ciach korowych obu nerek. U po-
zostalych zwierzat kontrolnych zaniechano liczenia metafaz wobec braku istot-
nych réinic w iloSci podzialéw mitotycznych.

Aktywno$¢ enzyméw hydrolitycznych wykrywano w skrawkach grubosci 10 p
skrawanych na mikrotomie do zamrazania oraz w skrawkach parafinowych z ma-
terialu utrwalonego w zimnym bezwodnym acetonie (fosfataza zasadowa). Aktyw-
no§¢ fosfatazy kwasnej badano wg Gomoriego (18), stosujgc zgodnie z za-
leceniami Vorbrodta pH $rodowiska 5,4. Czynno$¢ fosfatazy zasadowej wy-
kazywano wg metody kobaltowej Gomoriego w modyfikacji Vorbrodta (45).
W celu wykazania czynno$ci 5-nukleotydazy w pH 8,3 skrawki inkubowano wg
Gomoriego w modyfikacji Vorbrodta (45). Aktywno$é esteraz niespecyficz-
nych w pH 7,4 wykrywano uzywajac octanu « naftolu oraz naftolu AS, ktore
sprzegano z Fast Blue B produkcji Hoechsta, stosujac znaczng iloSciowg przewage
barwnika wg metody Lojdy, co pozwolilo na dokladniejszy obraz rozmieszczenia
enzyméw w komoérce (55). Czas inkubacji dla poszczegblnych hydrolaz wynosil:
dla fosfatazy zasadowej 45 min. dla 5-nukleotydazy 60 min., a dla esteraz nie-
¢pecyficznych — 5 min.

DNA barwiono zgodnie z metodg Feulgena, przy czym optymalny czas hydro-
lizy wynosil 6 min. Na wybarwionych skrawkach obliczano indeks metafaz.
Liczono stadia metafazy, a nie w ogdle mitozy, poniewaz nie stosowano kolchicyny
przed zabiciem zwierzat. Indeks metafaz prze§ledzono w obu nerkach u wszystkich
zwierzat do§wiadezalnych oraz w nerkach po stronie laparotomii prébnej u 5 wy-
branych kontrolnych. Kazdorazowo liczono ilo§¢ metafaz na 4000 komoérek kory
nerki. Substancje PAS dodatnie natomiast wykazywano na skrawkach utrwalo-
nych w mieszaninie Gendre wg metody Mac Manusa (27). Glikogen hydro-
lizowano diastaza. Stosowano takze dimedon dla blokowania grup aldehydowych
(Bulmer D. (5). Chondriom komérkowy barwiong hematoksyling zelazistg oraz
wg metody fuksynowo-pikrynowej Altmana.
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W dwoch przypadkach, po zabarwieniu skrawkéw hematoksyling i eozyng,
stwierdzono zmiany o charakterze zapalenia $§rédmigzszowego W nerce. Zwierzeta
te wykluczono z badan, zastepujgc je nowo operowanymi. Wszystkie mikrofoto-
grafie zostaly wykonane aparatem fotograficznym Practina FX przy uzyciu mi-
kroskopu Nf. C. Zeiss (Jena). Obiektyw 10 X lub 20 X, okular 12,5.

BADANIA WLASNE

Grupa I
Material pobrany w 6 godz. od chwiii podwigzania moczowodu.

Nerka po stronie moczowodu podwigzanego

Po 6 godz. obserwowalo sie tylko nieznaczne rozszerzenie cewek
zbiorczych, pozostale czesci nefronu zachowaly ksztalt nie zmieniony.
W epicytach naczyn wlosowatych kiebuszkéw wystepowaly nieznaczne
ilosci ziaren wykazujacych aktywnos$é kwasnej fosfatazy oraz ziarnisty
odczyn na esterazy niespecyficzne. Znajdowano takze niewielki dodatni
odezyn wykazujgcy aktywnos¢ 5-nukleotydazy. Trzewna i $cienna
blaszki torebki Bowmana zawieraly substancje PAS dodatnie oporne
na dzialanie diastazy, a takze 5-nukleotydaze. Kanalik gléwny odznaczal
sie bogactwem enzymoéw. Fosfataza kwasna wystepowala w ziarnisto-
Sciach, ktérych ilo§¢ i wielkos¢ w pordéwnaniu z obrazem nerki fizjolo-
gicznej uleglta wyraznemu powiekszeniu. W wysokim rabku szczo-
teczkowym obserwowalo sie nie zmieniong aktywnosé fosfatazy za-
sadowej (ryc. 3) oraz 5-nukleotydazy. Ziarniste odczyny na 5-nukleo-
tydaze oraz esterazy niespecyficzne wystepowaly w cytoplazmie ko-
mérek wokél jader. Substancje PAS dodatnie spotykanc w rabku
szczoteczkowym, w blonie podstawowej oraz w postaci niewielkich zia-
ren w cytoplazmie. Ziarna te barwily sie nadal po zablokowaniu grup
aldehydowych dimedonem, za$ pod wplywem hydrolitycznego dzialania
diastazy ilo$¢ ich zmniejszyla sie znacznie. Mitochondria wystepowaly
w postaci gesto ulozonych, przypodstawowych pateczek.

W czeéci cienkiej petli Henlego nie udalo sie wykazaé¢ obecnosci
fosfatazy zasadowej i esteraz mniespecyficznych. Wystepowaly tu nie-
liczne ziarnistosci z fosfatazg kwasng, wieksze nieco anizeli w nerce
niezmienionej, zas w blonie podstawowej — 5-nukleotydaza i substancje
PAS dodatnie. Mitochondria znacznie mniej liczne niz w kanaliku gléw-
nym nie mialy takze regularnego paleczkowatego ulozenia.

W szerokiej czesci petli Henlego znaleziono liczniejsze w poréwnaniu
z poprzednim odcinkiem ziarnistodci zawierajgce fosfataze kwasng, zywa
aktywnos$é esteraz niespecyficznych, w blonie podstawowej natomiast
5-nukleotydaze oraz substancje PAS dodatnie. Mitochondria byly tu
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bardzo liczne, nitkowate. Kanalik krety II rzedu wykazywat dyfuzyjny
odczyn na fosfataze kwasng, a poza tym stwierdzono obecnoié dosé
duzych i licznych ziarnisto$ci zawierajacych fosfataze kwasng. Esterazy
niespecyficzne wystepowaly obficie, podobnie jak w kanaliku kretym
I rzedu. Substancje PAS dodatnie i 5-nukleotydaza umiejscowily sie
w blonie podstawowej kanalika. Mitochondria byly liczne i ulozone
w postaci dtugich palteczek prostopadlych do blony podstawowej. W ka-
nalikach zbiorczych obserwowano duzo powiekszonych ziarnistosci, za-
wierajacych fosfataze kwasng oraz niewielkg aktywnos¢ esteraz nie-
specyficznych.

Naczynia wlosowate i $rodblonki wigkszych naczyn wykazywaly
wyrazng aktywnos¢ 5-nukleotydazy. 5-nukleotydaza wystepowala takze
w przydance naczyn i w tkance lacznej narzadu. Po wybarwieniu wg
metody Feulgena, zaobserwowano pewne réznice w interkinetycznych
jadrach. W wiekszosci jader DNA tworzy!t geste ziarna, w innych dluz-
sze lub krétsze luzno ulozone nici. Podzialéw mitotycznych nie zauwa-
zono (tab. 1).

Nerka po stronie moczowodu nie podwigzanego

Poza wezszymi przewodami zbiorczymi, jedyna dostrzegalng réznice
w poréwnaniu z nerkg operowang stanowilo zachowanie sie aktywmosci
fosfatazy kwasnej. Ziarnistosci zawierajace ten enzym byly mniej liczne,
mniejsze i odpowiadaly znajdowanym w warunkach fizjologicznych.
W cytoplazmie komoérek kanalikéw nie widziano substancji PAS do-
datnich. Narzad nie wykazywal, jesli chodzi o badane odczyny, odchylen
od przyjetych ogdlnie norm.

Kontrola

W nerce po stronie laparotomii prébnej zauwazono nieznaczne obni-
zenie aktywnosci fosfatazy zasadowej. Poniewaz w grupie doswiadczal-
nej, u zwierzat z podwigzanym moczowodem zjawiska tego nie obser-
wowano, powtdrzono badanie kontrolne, badajac jeszcze jedno zwierze
w 6 godz. po laparotomii probnej. Tym razem nie bylo zmian w zacho-
waniu sie enzymoéw hydrolitycznych oraz przy barwieniu wg metody
PAS, metody Feulgena i hematoksyling zelazists.

Grupa II
Material pobrany w 12 godz. od chwili podwigzania moczowodu.
Nerka po stronie moczowodu podwiazanego.

Przewody zbiorcze, kanaliki krete II rzedu i wstepujgce ramiona
petli Henlego byly rozszerzone, choé¢ wysokosé komorek nie ulegla
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zmianie. Nie obserwowano sptaszczenia nablonka. Odczyny histoche-
miczne w klebuszkach nerkowych zachowywaty sie tak samo jak w grupie
poprzedniej. W kanalikach gléwnych obserwowano nieznaczne zmniej-
szenie ilo$ci ziaren z fosfatazg kwas$ng oraz w niektérych miejscach,
nieregularnie rozlozonych zmniejszenie aktywnosci fosfatazy zasadowej
w rabku szczoteczkowym. Czynnos$é 5-nukleotydazy i esteraz niespecy-
ficznych nie ulegla zaburzeniom. Nieznacznie zmniejszyla sie natomiast
ilo$¢ substancji PAS dodatnich w rabku szczoteczkowym. W pozostalvch
czesciach nefronu zmianom ulegla jedynie aktywnosé fosfatazy kwasnej.
W poréwnaniu z grupg poprzednig ilo$¢ ziarnistosci, zawierajgcych
fosfataze kwasna, ulegla zmniejszeniu, przy czym wielko$é niektérych
ziarenek byla wieksza.

Nie zanotowano roéznic ani w wygladzie jader po wybarwieniu wg
metody Feulgena ani w obrazie mitochondriéw. Po przebadaniu wszyst-
kich trzech zwierzgt doswiadczalnych zauwazono jedng metafaze w czesci
korowej nerki (tab. 1). Sciany wloénic i innych naczyh zmian nie wy-
kazaly.

Nerka po stronie moczowodu nie podwigzanego

U dwbch badanych zwierzat nie bylo zadnych odchylen od stanu
prawidlowego. U jednego szczura obserwowano powiekszenie i zwiek-
szenie iloSci ziaren zawierajacych fosfataze kwasna w kanalikach glow-
nych. Czynnosé¢ pozostalych badanych hydrolaz, rozmieszczenie i ilosé
substancji PAS dodatnich i mitochondria nie ulegly zmianie.

Kontrola

Nie obserwowano zadnych zmian w badanych odczynach histoche-
micznych.

Grupa III

Material pobrany po 24 godzinach od chwili podwigzania moczowodu.
Nerka po stronie moczowodu podwiazanego.

Cienkie odcinki petli Henlego byly nieznacznie porozszerzane, za$
kanaliki gtéwne nie wykazywaly morfologicznych zmian. Odczyny histo-
chemiczne w klebuszkach merkowych zachowywaly sie tak, jak w po-
przednich grupach doswiadczalnych. W kanaliku gléwnym ilos¢ i ulo-
zenie ziaren zawierajacych fosfataze kwasng przedstawiala sie podobnie
jak po 12-godzinnym wodonerczu. Wyraznie zmniejszyla sie natomiast
intensywnos$é odczynu wykazujacego aktywnos$c fosfatazy zasadowej
w rabku szczoteczkowym. Ilos¢ czynnej 5-nukleotydazy i esteraz niespe-
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cyficznych nie ulegla zmianie. Mniej wyrazny natomiast dat sie za-
uwazy¢ odczyn PAS w rabku szezoteczkowym (ryc. 9). Ksztalt i wiel-
kos¢ mitochondriéw nie wykazywaly odchylen od spotykanych w pre-
paratach kontrolnych. Cienki i szeroki odcinek petli Henlego zachowy-
waly sig¢ podobnie do odpowiadajacych im odcinkom nefronu w 12-go-
dzinnym wodonerczu. W cewce kretej 1I rzedu obserwowano niewielka
ilos¢ duzych ziaren, zawierajacych fosfataze kwasna, tak samo jak
w poprzedniej grupie doswiadczalnej. Pozostale odczyny histochemiczne
takze mie ulegly zmianom. W kanalikach zbiorczych wykrywano nie-
wielki dyfuzyjny odczyn fosfatazy kwasnej i niezmieniong czynno$é
esteraz niespecyficznych.

Po zabarwieniu wg metody Feulgena duza iloé¢ jader miala wyglad
mniej zbitych, nici chromatynowe ukladaly sie luzno. Znaleziono takze
stadia metafaz: u dwéch zwierzat po dwie i u jednego — jedng metafaze
na 4 000 przeliczonych komoérek (tab. 1).

Nerka po stronie moczowodu nie podwigzanego

Cdczyny histochemiczne wykazujgce aktywnos¢ enzyméw hydroli-
tycznych byly nie zmienione. U jednego zwierzecia zauwazono stadium
metafazy po zabarwieniu wg metody Feulgena (tab. 1). Mitochondria
w komoérkach nie zmienily swego ksztaltu i wielkosci w poréwnaniu
ze spotykanymi w poprzednich grupach do$wiadczalnych.

Kontrola

Nie obserwowano zmian w zadnym z wykonywanych odezynéw histo-
chemicznych.

Grupa IV

Material pobrany w 48 godz. od chwili podwigzania moczowodu.

Nerka po stronie moczowodu podwigzanego.

Swiatto niektérych kanalikéw gléwnych bylo rozszerzone, cho¢ wigk-
szoé¢ kanalikéw kretych I rzedu pozostala nie zmieniona. Komérki ka-
nalikéw kretych II rzedu i szerokich odcinkéw petli Henlego ulegly
nieznacznemu splaszczeniu. Przestrzenie torebkowe mie byly zmienione.
Odczyny histochemiczne naczyh klebuszkéw i torebki Bowmana byly
podobne do odczynéw w nerkach grupy III. W kanalikach gléwnych
znajdowano duze ziarnistoSci zawierajace fosfataze kwasna. Zwiekszyl
sie w cytoplazmie komoérek dyfuzyjny odczyn fosfatazy kwasnej, nato-
miast zmniejszyla sie w poréwnaniu z poprzednimi grupami aktywnosc
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fosfatazy zasadowej w rabku szczoteczkowym. W niektérych kanalikach
nawet znikla ona zupelnie. Nie lgczylo sie to scisle i proporcjonalnie ze
stopniem rozszerzenia kanalikéw, miato charakter raczej ogniskowy.
Nie zauwazono takze réznic w zawartosci 5-nukleotydazy i esteraz nie-
specyficznych. Substancje PAS dodatnie zachowywaly sie jak w pre-
paratach z grupy III. Mitochondria byly liczne, palteczkowato ulozone.

W cienkich odcinkach petli Henlego obserwowano dyfuzyjny odczyn
na fosfataze kwasng. Czynno$¢ esteraz niespecyficznych, 5-nukleotydazy
i substancje PAS dodatnie zmian nie wykazywaly. Szercki odcinek petli
Henlego i kanalik krety II rzedu charakteryzowaly sie dyfuzyjnym
odczynem na fosfataze kwasna, niewielks iloscig duzych ziarnistosci i po-
dobnie jak pozostale cze$ci nefronu — nie wykazywaly zmian w za-
warto$ci 5-nukleotydazy, esteraz niespecyficznych substancji PAS do-
datnich i mitochondriéw w poréwnaniu z grupg IIL

Cewki zbiorcze byly porozszerzane, komoérki nablonka splaszczone.
Wykryto tu jedynie 5-nukleotydaze, esterazy niespecyficzne, a w bionie
podstawowej substancje PAS dodatnie. Jadra po zabarwieniu wg metody
Feulgena wykazywaly nieznaczne rozrzedzenie zrgbu chromatynowego.
We wszystkich trzech przypadkach znaleziono po dwie metafazy przy
obliczaniu indeksu (tab. 1).

Nerka po stronie moczowodu nie pedwigzanego

Obserwowano niewielkie zmniejszenie wielko$ci ziarenek zawieraja-
cych fosfataze kwasng w komérkach kanalikéw gléownych oraz (w tym
samym odcinku nefronu) wzrost ilosci mitechondriéw. Pozostale odczyny
zachowywaly sie jak w grupie III. Znaleziono tylko jedng metafaze
przy obliczaniu indeksu metafaz.

Kontrola

Odczyny histochemiczne i cbraz morfologiczny nerki byty podobne
do znajdowanych na preparatach nerek kontrolnych grupy III. Przy
obliczaniu indeksu metafaz, znaleziono w jednym przypadku stadium
telofazy.

Grupa V
Material pobrany po 3 dniach od chwili podwigzania moczowodu.
Nerka po stronie moczowodu podwigzanego.

W niektérych nefronach poszerzenie $wiatla kanalikéw siggalo kle-
buszkéw nerkowych. Cze$é kanalikéw gléwnych pozostata morfologicz-
nie nie zmieniona. Aktywnos$é enzyméw hydrolitycznych w klebuszkach
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nie ulegla zmianie. Réwniez zawarios$é substancji PAS dodatnich nie
zmienila sie. W komérkach kanalika gléwnego, na tle silnego odczynu
dyfuzyjnego, obserwowano nieliczne ziarnistosci zawierajgce fosfataze
kwasng (ryc. 1). Bylo ich tak samo niewiele, jak w nerkach poprzedniej
grupy zwierzat doswiadczalnych. Duzo kanalikéw kretych I rzedu nie
wykazywalo w ogéle aktywnosci fosfatazy zasadowej w rabku szczo-
teczkowym. W innych aktywnosé ta byla tylko zmniejszona. Od-
czyny na esterazy niespecyficzne i 5-nukleotydaze zachowywaly sie
jak w grupie poprzedniej (ryc. 6 i 7). Intensywnos¢ odczynu PAS
w rabku szczoteczkowym ulegla dalszemu zmniejszeniu. Zmniejszyla
sie takze ilo$¢ ziaren PAS dodatnich w cytoplazmie. W reakeji tej
intensywno$¢ wybarwiania bton podstawowych pozostala nie zmieniona.

W pozostalych odcinkach nefronu odezyny wykazujace enzymy hy-
drolityczne i substancje PAS dodatnie zachowywaly sie podobnie jak
po 48 godz. trwania wodonercza. R6wniez mitochondria nie ulegly wi-
docznym zmianom. Obserwowano zywy odczyn mitotyczny. Przy obli-
czaniu indeksu metafaz znaleziono 11, 12 i 13 metafaz u zwierzat
badanych (tab. 1).

Nerka po stronie moczowodu nie podwigzanego

Odczyny histochemiczne zachowywaly sie jak w grupie IV. Obser-
wowano rowniez zwiekszong ilo§¢ mitochondriow w kanalikach glow-
nych. Znaleziono u dwoch zwierzat po dwa, a u jednego — jedno sta-
dium metafazy (tab. 1).

Kontrola

Badane odczyny nie wykazywaly cdchylen od poprzednio uzyskanych
wynikéw u zwierzat kontrolnych. Nie widziano takze podzialéw mito-
tycznych (tab. 1).

Grupa VI
Material pobrany po 7 dniach od chwili podwigzania moczowodu.
Nerka po stronie moczowodu podwiazanego.

Czes¢ nefronéw byla poszerzona na catej dtugosci, lgcznie z przestrze-
niami torebkowymi. Ws$réd nich obserwowalo sie réwniez kanaliki
gtowne nie zmienione. Odczyny histochemiczne klebuszkéw i torebek
Bowmana nie réznily sie od spotykanych w nerce nie operowanej.
W poszerzonych kanalikach gléwnych znaleziono w poréwnaniu z grupa
poprzednig nieco wiecej ziaren zawierajgcych fosfataze kwasng na tle
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niewielkiego dyfuzyjnego odczynu (ryc. 2). W kanalikach nie poszerzo-
nych odczyn ten byl intensywniejszy, a w cytoplazmie komoérek obser-
wowano wiecej ziarnistoSci. W poréwnaniu z grupg trzydniowg, w ka-
nalikach z zachowanym rgbkiem szczoteczkowym wzrosta zawartosé
fosfatazy zasadowej (ryc. 4) i substancji PAS dodatnich (ryc. 11).
9-nukleotydaza wystepowala w nie zmienionej ilosci w btonach pod-
stawowych, zachowanym rabku szczoteczkowym i tkance tgcznej (ryc. 8).
W cytoplazmie komérek kanalika gléwnego zauwazono nieznaczny spa-
dek aktywnosci esteraz niespecyficznych, zwlaszcza w porozszerzanych
czesciach nefronu. Mitochondria zachowywaty sie jak w grupie V.
Waskie odcinki petli Henlego zawieraly tylko bardzo nieznaczng ilos¢
ziarenek z fosfatazg kwasng. W szerokiej czes$ci petli Henlego oraz
w kanaliku kretym II rzedu na tle nieznacznego odczynu dyfuzyjnego
wystepowaly nieliczne, duze ziarna zawierajgce fosfataze kwasng. Czyn-
nos¢ esteraz niespecyficznych byla zmniejszona. Kanaliki zbiorcze wy-
kazywaly jedynie miewielkg zawarto$¢ esteraz niespecyficznych.

Po wybarwieniu wg metody Feulgena znalezicno bardzo duzg ilosé
jader komoérkowych w stadiach mitozy. Obliczajac indeks metafaz za-
notowano u poszczegdlnych zwierzat: 14, 16 i 18 metafaz na 4 000 prze-
liczonych komérek (tab. 1).

Nerka po stronie moczowodu nie podwigzanego

Odczyny histochemiczne nie réznily sie od obserwowanych po trzech
dniach wodonercza. Obserwowano takze podzialy mitotyczne: dwukrotnie
znaleziono po jednej i raz — dwie gwiazdy macierzyste przy obliczaniu
indeksu (tab. 1).

Kontrola

Badana nerka po stronie laparotomii prébnej nie wykazywala od-
chylen w odczynach histochemicznych. Podzialéw mitotycznych nie
zauwazono (tab. 1).

Grupa VII
Material pobrany po 10 dniach od chwili podwigzania moczowodu.

Nerka po stronie moczowodu podwiazanego.

W wiekszoéci kanalikéw nerki obserwowalo sie daleko posunigte
zmiany w postaci rozszerzenia §wiatla i splaszczemia komoérek. Zm:iany
te siegaty do klebkéw i obejmowaly takze przestrzenie torebkowe. Nie-
ktore kanaliki gléwne pozostaly jednak waskie, z zachowanym rabkiem
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szczoteczkowym. We wlosniczkach klebuszkéw mnerkowych aktywnosé
fosfatazy kwasnej i 5-nukleotydazy nie ulegla zmianie. Takze nie zmniej-
szyla sie zawarto$é substancji PAS dodatnich. Nie obserwowano tu
natomiast esteraz niespecyficznych. Torebka Bowmana zawierala duza
ilos¢ substancji PAS dodatnich, zwlaszcza jej zgrubiaty listek $cienny
i nie zmieniong aktywno$¢ 5-nukleotydazy.

W kanalikach gléwnych znaleziono niewielkg ilo$¢ duzych ziarni-
stosci z fosfatazg kwasna. W rabku szczoteczkowym zmniejszyla
sie aktywnos¢ fosfatazy zasadowej i substancji PAS dodatnich. Po raz
pierwszy zauwazono na powierzchni niektérych poszerzonych kanalikéw
gtéwnych zanik a w cytoplazmie komérek zmniejszenie czynnosci 5-nu-
kleotydazy. Nie obserwowano réwniez obecnosci ziarenek PAS dodat-
nich. Duzo kanalikéw wykazywalo zmniejszenie aktywnosci esteraz nie-
specyficznych. Blony podstawowe kanalikéw byly zgrubiale, zawieraty
duzo substancji PAS dodatnich, opornych na hydrolityczne dzialanie
diastazy. Mitochondria stracily swoéj palteczkowy ksztalt, miaty wyglqd
réznej wielkosci ziarenek.

Pozostale cze$ci nefronu byly trudne do $cistej identyfikacji z po-
wodu splaszczenia wszystkich komérek. Obserwowano jedynie ogblne
zmniejszenie aktywnosci fosfatazy kwasnej, ktérej uktad miat charakter
dyfuzyjny. W grubych blonach podstawowych'i tkance lgcznej wyste-
powala 5-nukleotydaza. W korze nerki znaleziono duzg ilos¢ podzialow
mitotycznych: 13, 14 i 15 metafaz u trzech badanych zwierzat (tab. 1).

Nerka po stronie moezowodu nie podwigzanego

Obserwowano wzrost aktywnosci fosfatazy zasadowej w rabku, szczo-
teczkowym. Na uwage zasluguje réwniez powiekszenje ilosci i rozmia-
réw mitochondriow. Pozostate odeczyny histochemiczne zachowywatly sie
jak w grupie poprzedniej.
Kontrola

Wykonujac badane przez nas odczyny histochemiczne, nie zauwazy-
lismy odchylen od zwykle spotykanych w stanije fizjologicznym.

Grupa VII

Material pobrany po 14 dniach od chwili podwigzania moczowodu.

Nerka po stronie moczowodu podwiazanego.

Ogromna wigkszos$é kanalikéw nefronéw byla poszerzona az do kle-
buszkéw nerkowych, tak ze zréznicowanie poszczegéinych czeSci ne-
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fronu niejednokrotnie nie bylo mozliwe. Obserwowano wnikanie tkanki
lacznej w miagzsz nerki od strony miedniczki i przerostej torebki. W kte-
buszkach nerkowych stwierdzono aktywnosé¢ fosfatazy kwasnej oraz
brak czynnosci esteraz niespecyficznych. W torebce Bowmana wykryto
substancje PAS dodatnie oraz 5-nukleotydaze. W kanalikach nefronéw
odczyn wykazujacy fosfataze kwasng wystepowal w postaci niewielkiej
dyfuzji siarczku olowiu w cytoplazmie komoérek. Ogniskowg aktywnosé
fosfatazy zasadowej obserwowano w niewielkich odcinkach kanalikéw
glownych (ryc. 5), ktéore zachowywaly scienczaly rgbek szczoteczkowy.
Wybitnemu takie zmniejszeniu ulegla czynnos¢ 5-nukleotydazy. Zgru-
biale blony podstawowe zawieraly 5-nukleotydaze i nieznaczng ilosé
substancji PAS dodatnich. Substancje PAS dodatnie ulegaly catkowi-
temu zablokowaniu przy uzyciu dimedonu, diastaza za$ nie powodowata
zmiany ich obrazu.

Chondriom komoérkowy wystepowalt w postaci nielicznych, drob-
nych ziaren. Obliczajagc indeks metafaz, znalezliSmy u trzech bada-
nych zwierzat 1, 2 i 3 gwiazdy macierzyste (tab. 1). Naczynia nerki
mialy przewaznie $wiatlo pozapadane, Sciany ich wykazywaly aktyw-
nos¢ 5-nukleotydazy.

Nerka po stronie moczowodu nie podwigzanego

Oprécz nie zmienionych odezynéw na 5-nukleotydaze i esterazy nie-
specyficzne obserwowano zwickszong ilo$¢ fosfatazy zasadowej i sub-
stancji PAS dodatnich w rgbku szczoteczkowym. W cytoplazmie ko-
moérek kanalikéw gléwnych wystepowaly niewielkie ziarna zawierajace
fosfataze kwasng oraz paleczkowate, powiekszone mitochondria. Wzrosta
takze ilo§¢ podzialéw mitotycznych, znaleziono bowiem we wszystkich
trzech badanych przypadkach po 2 stadia metafazy (tab. 1).

Kontrola

Obraz nerki odpowiadat spotykanemu u poprzednich zwierzat kon-
trolnych.

Grupa IX

Material pobrany po 21 dniach od chwili podwigzania moczowodu.
Nerka po stronie moczowodu podwiazanego.
Warstwa migzszu nerki byta waska, cienka. Obserwowano przerost

torebki lgcznotkankowej, wnikanie widkien i komoérek tkanki lgcznej
w glab narzadu. Niektére kanaliki byly pozapadane, inne miaty $wiatlo
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u trzeciego zwierzecia nie spotkano ani jednej gwiazdy macierzystej
(tab. 1). Naczynia nerki mialy $wiatlo zapadniete z zachowang aktyw-
noscig 5-nukleotydazy w srédblonkach i przydance.

Nerka po stronie moczowodu nie podwigzanego

Stwierdzono nadal obecno$¢ drobnoziarnistego odczynu na fosfataze
kwasng. Obrazy czynnosci esteraz niespecyficznych i 5-nukleotydazy
odpowiadaly znajdowanym w nerkach kontrolnych. Zwiekszeniu ulegla
aktywnos¢ fosfatazy zasadowej i ilo§é substancji PAS dodatnich w rabku
szczoteczkowym. Obserwowano do$é duza ilos¢ podziatow komoérkowych:
w dwéch wypadkach znaleziono po 4, a w jednym 3 metafazy (tab. 1).

Kontrola

W nerce szczura, u ktérego przed 21 dniami wykonano laparotomie
prébng, nie obserwowano zaburzen w zachowaniu sie enzyméw hydro-
lityeznych, substancji PAS dodatnich i chondriomu komoérkowego.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Aktywnos$é¢ enzyméw jest jak najsciSlej zwigzana ze stanem czyn-
nosciowym zywej komorki, stad tez zmiennosé¢ ich wystepowania moze
by¢ wyrazem przemian odbywajacych sie w obrebie cytoplazmy i jadra.
Zgodnie wiec z tym badajgc zachowanie sig poszczegélnych hydrolaz
zauwazono, ze w przebiegu wodonercza czynnosé ich w komérkach
nefronu ulegala znacznym wahaniom. Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej,
enzymu zwigzanego z frakcjg komoérkowa lekkich mitochondriéw-lizo-
soméw (9, 10, 11) zmienila sie juz w pierwszej grupie badanych zwierzat
w 6 godz. od chwili podwigzania moczowodu. Ziarnistosei wykazujace
aktywnos¢ fosfatazy kwasnej na przestrzeni calego kanalika nefronu
byly liczniejsze i ulegaly powiekszeniu. Po dalszych 6 godz. obraz
aktywnosci fosfatazy kwasnej zmienit sie o tyle, ze ilo§é ziarnistosci
zmniejszyla sie, rozmiary ich jednak mnadal pozostaly duze. Nastepne
12 godzin nie przyniosto widocznych zmian. Preparaty nerek zwierzat
zabitych w 48 godz. po podwigzaniu moczowodu, wykazywaly dalsze
zmniejszenie ilo§ci duzych ziarnistosci, zawierajacych fosfataze kwasna,
zwiekszyl sie natomiast dyfuzyjny odezyn w cytoplazmie komorek,
zwlaszcza w szerokich odcinkach petli Henlego i kanalikach kretych
II rzedu. Powiekszone, choé nieliczne ziarnistosci, zawierajace czynng
fosfataze kwasng spotykano takze w grupie nastepnej po trzech dniach
trwania wodonercza. Po 7 dniach ziarnisto§ci te byly nieco liczniejsze
niz po 3 dniach. W 10 dni po podwiagzaniu moczowodu znajdowano
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jeszcze nie zmieniong aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w epicytach naczyn
ktebkéw nerkowych, natomiast w poszerzonych kanalikach, na tle sta-
bego dyfuzyjnego odczynu, wykazujacego fosfataze kwasng — nieliczne,
beztadnie ulozone duze ziarnistoSci-lizosomy. Ziarnistosci te zniknely
w nastepnych 4 dniach, pozostat tylko niewielki odezyn dyfuzyjny. Po
trzech tygodniach wodonercza fosfataze kwasng mozna bylo wykazaé
w epicytach naczyn wlosowatych klebuszkéw, a w cytoplazmie komdrek
kanalikéw spotykano tylko niewielkg dyfuzie produktéow reakeji kata-
lizowanych posrednio przez fosfataze kwasng. W ogéle kiebuszki ner-
kowe okazaly sie w przebiegu wodonercza najodporniejsze i najdluzej
zachowaly czymnne enzymy hydrolityczne.

Spostrzezenia odnosnie zmniejszenia sie akiywnosci fosfatazy kwas-
nej w przebiegu wodonercza zgadzaly sie z uwagami Erankoé O.
i Niemi M. (13), cho¢ autorzy ci nie zwroécili uwagi na wzrost jej
aktywnos$ci w pewnych okresach i na ciekawe zachowanie sie ziaren
wewnatrzeytoplazmatycznych, zawierajgcych czynng fosfataze kwasng.
Novikoff, badajgc po podwigzaniu moczowodu lizosomy w nerce
przy pomocy mikroskopu elektronowego, zauwazyl w ich wnetrzu erga-
stoplazme i struktury przypominajace zniszczone mitochondria (32).
Podobne zjawisko otaczania aktywng fosfatazg kwasng cytoplazmatycz-
nych blaszek, opisat Clark (7) w kanalikach blizszych nerek nowo
narodzonych myszy. Clark okre§la to jako ,,Consist of an amorphus
material and contain concentrically lamellar structures and mito-
chondria” (J. Biophys. Biochem. Cytol., 3, s. 358, 1957). Takze po-
wiekszenie ziaren zawierajacych fosfataze kwaéng wystepowalo po pod-
wigzaniu przewodu zdélciowego w komoérkach watroby oraz w degene-
rujgcych komérkach guzéw watroby wywolanych do$wiadczalnie u szczu-
réw karmionych pochodnymi benzenu (34, 35).

Zgodnie z poglagdami Novikoffa (32), ktéry uwaza struktury
blaszkowate znajdowane w lizosomach za zniszczone twory cytoplazma-
tyczne, poczatkowe powigkszenie lizosoméw, a poéiniej zjawienie sie
(prawdopodobnie w wyniku ich uszkodzenia) dyfuzyjnego odczynu na
fosfataze kwasng, moze by¢ wykladnikiem uszkodzenia komdérek na-
blonka kanalikow nerki. Z tego punktu widzenia odczyn na fosfataze
kwasng jest cennym wskaznikiem stopnia degeneracji tkanki. Z drugiej
strony, jak wskazujg badania niektérych autoréw, powigkszenie lizoso-
moéw i zwiekszenie aktywnodci fosfatazy kwasnej, wystepujg w procesie
odzywiania jednokomoérkowcéw, w zwiekszonym wydzielaniu hormonéw
przysadki moézgowej i nadnercza, w zwiekszonej absorbcji tluszczéw
w nablonku jelitowym (3). Aktywnosé fosfatazy kwasnej jest wiec tez
zwigzana z fizjologicznym trawieniem wewngtrzkomérkowym substanciji
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pobranych droga pinocytozy i fagocytozy. Z tego wzgledu poczatkowe
powiegkszenie lizosoméw moze wskazywaé takze na wzmozona pinocytoze
w pierwszych godzinach wodonercza. Z poczatkowsg degeneracja komo-
rek (jako jej przyczyna lub tez skutek) wigze sie natomiast niewatpliwie
odczyn dyfuzyjny na fosfataze kwasng. Zaawansowanym procesom de-
generacji w przebiegu wodonercza towarzyszy zdecydowane zmniejszenie
aktywnosci fosfatazy kwasnej, dlatego okreSlenie odczynu na fosfataze
kwasng jako wykladnika uszkodzenia komérek, wydaje sie byvé nieco
ryzykowne.

W nerkach po stronie moczowodu nie podwiszanego zmiany w za-
chowaniu sie fosfatazy kwasnej nie byly takie znamienne. Ziarnistosci
zawierajace fosfataze kwasnag znajdowano w strefie Golgiego. Wielkosé
ich zmniejszyla sie nieznacznie po 48 godz. od chwili podwigzania mo-
czowodu. Stan ten utrzymywal sie we wszystkich grupach doswiad-
czalnych i zawarto$¢ fosfatazy kwasnej w tych nerkach po trzech
tygodniach nie réznila sie od obrazu znajdowanego po 48 godz. wodo-
nercza.

Odczyn wykazujacy aktywnosé fosfatazy zasadowej w ragbku szczo-
teczkowym zmniejszyl sie juz w 12 godz. od chwili podwigzania mo-
czowodu. Zjawisko to postepowalo stopniowo w grupach zwierzat ba-
danych w 24 i 48 godz. oraz po 3 dniach. Po 7 dniach obserwowano
wzrost aktywnosci fosfatazy zasadowej. Stan ten mial charakter przej-
sciowy, bowiem po dalszych trzech dniach zauwazono bardzo silny
spadek aktywnosci fosfatazy zasadowej. Po dwéch tygodniach wodo-
nercza, ilo$¢ kanalikéw zawierajgcych aktywna fosfataze zasadows
zmniejszyla sie w nerce podwigzanej jeszcze bardziej. Po 21 dniach
tylko bardzo nieliczne kanaliki krete zawieraly w swym rabku szczo-
teczkowym fosfataze zasadowa. W nerce po stronie moczowodu nie
podwigzanego aktywnos¢ fosfatazy zasadowej, ktéra zwigkszyla sie po
10 dniach wodonercza, pozostawala w dalszych grupach doswiadczalnych
(14 i 21 dni) na stalym poziomie. Zmniejszenie aktywnosci fosfatazy
zasadowej w rabku szczoteczkowym obserwowali w doswiadczalnym
wodonerczu Wilmer (53, 54) i Wachstein (51). Autorzy ci nie
ocenili szybkosci tego procesu. Wilmer uwazal, ze aktywnos$¢ fosfa-
tazy zasadowej po stronie przeciwnej takze ulegla zmniejszeniu. Obaj
autorzy, Wilmer i Wachstein, przeprowadzali badania na
skrawkach parafinowych, przy czym stezenie jonéw Ca w srodowisku
inkubacyjnym bylo suboptymalne. Na skrawkach tkanek utrwalonych
w zimnej mieszaninie wedlug Bakera i krajanych po zamrozeniu,
Novikoff stwierdzil pewne zmniejszenie aktywnosci fosfatazy za-
sadowej juz w 3 godziny po podwigzaniu moczowodu, przy czym za-
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uwazyl on, ze calkowite zniknigcie czynno$ci fosfatazy zasadowej wigze
sie ze zniszczeniem rabka szczoteczkowego, co wykazalo badanie w mi-
kroskopie elektronowym (32). Mozna przypuszczaé, ze zniszczenie struk-
tury morfologicznej (rgbek) pociaga za sobg utrate czynnosci enzymoéw
w niej umiejscowionych. Wniosek ten jest jednak w pewnej sprzecznosci
z obserwacjami Eranké i Niemi (14), ktérzy nie wykluczajag moz-
liwosci powrotu do normalnej aktywnosci fosfataz po czasowym zacis-
nieciu moczowodu. Czynnoéc¢ fosfatazy zasadowej laczy sie scisle z funk-
cja kanalika nerki (18, 48, 50). Hiller i wspdiprac. (24) stwierdzili,
ze fosfataza zasadowa pojawia sie w nerkach zarodkéw szczura w chwili
rozpoczecia pracy kanalikéw, na pare dni przed urodzeniem. Procesy
uszkadzajgce nerke powoduja przewaznie zmniejszenie lub znikniecie
odczynu na fosfataze zasadowy. Hepler, Gorley i Simonds
(21) w r. 1945 zauwazyli znikanie fosfatazy zasadowej z nerek zwierzat
zatrutych uranem i sublimatem. Bunting w roku 1948 (6) opisatl
zmniejszenie aktywnosci fosfatazy zasadowej w cukrzycy alloksanowej.
Niektérzy autorzy wykazywali, ze czynnos¢ fosfatazy zasadowej znika
takze po podaniu florydzyny, ktéra hamuje resorbcje zwrotng cukru
(1, 53). Enzym ten jest wrazliwy bardzo na stany niedotlenienia (19, 40).
Jest to stwierdzenie dla nas o tyle istotne, ze w dluzej trwajagcym wo-
donerczu dochodzi¢ moze do ucisku naczyn krwiono$nych, co pociaga
za sobg niedotlenienie narzadu. Aktywnosé fosfatazy zasadowej w nerce
ulega tez wahaniom pod wplywem niektérych hormonéw. Ruyter
i wspolprac. (38) po obustronnej adrenalektomii stwierdzili zanik rabka
szczoteczkowego. Stan ten nie poprawial sie pod wplywem dezoksykorty-
kosteronu. Podobne zjawisko obserwowali Holl i Stochaj (25).
Podawanie hormonéw nadnerczy powodowalo z poczatku wzrost czynnosci
fosfatazy zasadowej, nastepnie spadek na skutek uszkodzenia nerki przez
kortykosterydy (23). Usuniecie przytarczyc powodowalo takze spadek
aktywnosci fosfatazy zasadowej (13). Wstrzykniecie kastrowanym zwie-
rzetom estradiolu wigzalo sie ze wzrostem aktywnosci fosfatazy zasa-
dowej (12), a w podobnych warunkach testosteron powodowal spadek
<zynnosci tego enzymu (26). Kapry$ne i réznorodne zachowanie sig
fosfatazy zasadowej wymaga jeszcze wielu szezegdlowych badan. Obecnie
wiadomo jest na przyklad, ze fosfataza zasadowa powoduje defosfory-
lacje powstatego pod wplywem fosforylazy z glikozy fosforanu heksozy,
viorge tym samym udzial w aktywnym wchlanianiu zwrotnym glikozy.
Rola jej w tym procesie prawdopodobnie nie ogranicza si¢ tylko do
hydrolizy estrow glikozy (8, 39). Badania nowsze przecza spostrzezeniom
Wilmera (53) i Allegra (1), jakoby florydzyna wplywala na
fosfataze, raczej dziala na fosforylaze w kanalikach kretych nerki (4).
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Skemplikowane zagadnienia te nie znajduja jeszcze odpowiednich metod
dla ostatecznego rozstrzygniecia.

Obserwujac odczyn na 5-nukleotydaze w pH 8,3, widziano jej zywa
aktywno$¢ w tkance }acznej narzgdu, w postaci ziarnistego odeczynu
wewngtrz cytoplazmy komorek nablonka kanalikéw, w rgbku szczotecz-
kowym, w blonach podstawowych, a takze w obu listkach torebki Bow-
mana oraz w przydance i $rédblonkach naczyn. W poréwnaniu z ba-
danymi przez nas hydrolazami czynno$¢ 5-nukleotydazy w przebiegu
wodonercza nie zmieniala sie¢ bardzo dlugo. Po 7 dniach trwania do-
$wiadczenia na przestrzeni porozszerzanych kanalikéw kretych, ktore
stracity juz czynnosé¢ fosfatazy zasadowej, widaé¢ bylo jeszeze odeczyn
na 5-nukleotydaze. Po raz pierwszy czynno$¢ 5-nukleotydazy znikala
w rabku szczoteczkowym porozszerzanych kanalikéw i zmniejszata w cy-
toplazmie komoérek dopiero po 10 dniach wodonercza. Po 21 dniach
zmniejszyla sie takze nieco aktywno$¢ 5-nukleotydazy w torebce Bow-
mana. Pomimo tego, 5-nukleotydaza pozostawala w tej grupie doswiad-
czalnej najbardziej-czynnym enzymem. Wykrywano ja w zgrubialych
blonach podstawowych kanalikéw, rabku szczoteczkowym i cytoplazmie
mniej rozszerzonych kanalikéw gléwnych, w naczyniach i tkance lacznej.
Nerki po stronie moczowodu nie podwigzanego nie wykazywalty uchwyt-
nych zmian w aktywno$ci 5-nukleotydazy. Zmniejszenie sie odczynu
5-nukleotydazy w cytoplazmie komoérek w przebiegu wodonercza, laczylo
sie by¢ moze z mitochondrialnym umiejscowieniem tego enzymu (46, 47).
Mitochondria w naszych badaniach ulegaly duzym zmianom. Do za-
gadnienia tego powro6cimy, rozpatrujac zachowanie sie chondriomu
komdrkowego. Maenwyn-Davies i wspélprac. (28) stosujac jako
substraty adenozynotréjfosforan, kwasy adenozynopietfosforowy i adeno-
zynotrzyfosforowy, wykazali w zasadowym srodowisku szereg enzymow,
przy czym umiejscowienie niektérych z nich podobne do obserwowanej
przez nas 5-nukleotydazy. Podkreslali oni mozliwo$¢ wieloetapowego
rozktadu adenozynotrdjfosforanu przy wspétudziale kilku enzymoéw,
przy czym 5-nukleotydaza w lahcuchu tym hydrolizuje kwas adenilowy.
Autorzy ci wykazywali w swych badaniach czynnos¢ 5 nukleotydazy
w pH 9,9 takze w jgdrach komérkowych, czego my nigdy nie widzie-
lismy, wykrywajac 5-nukleotydaze w pH 8,3. Nie mozna wykluczyé¢,
ze sg to dwa rézne enzymy.

Esterazy niespecyficzne wykazywaly w nerce duzg aktywnos¢ i byly
dos¢é oporne na dzialanie czynnikéw zewnetrznych. Po raz pierwszy
spadek nieznaczny aktywnos$ci esteraz niespecyficznych spotkano w roz-
szerzonych kanalikach nerki i w naczyniach klebuszkéw w 7 dni po
podwigzaniu moczowodu. Czynno$é esteraz niespecyficznych wyraznie
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zmniejszyla sie po 10 dniach wodonercza, a w dalszych grupach — tylko
nieliczne i morfologicznie mato zmienione kanaliki wykazywaly odczyn
dzialania esteraz niespecyficznych. W nerkach po stronie moczowodu
nie podwigzanego nie mozna bylo zauwazyé zadnych odchyleh od stanu
kontrolnego. Wykonujac reakcje oparte na hydrolizie ostanu a naftolu
i naftolu AS, a nastepnie sprzegajac produkty hydrolizy z barwnikami
dwuazowymi, uzywajac tkanek utrwalonych w oziebionej mieszaninie
Calcium-formol, nie stwierdzono zmniejszenia czynnosci esteraz nie-
specyficznych w pierwszych okresach wodonercza, co sygnalizowat
Wachstein (52) obserwujgc odezyny na skrawkach parafinowych.
Niewiele jest doniesien o zmianie aktywno$ci esteraz niespecyficznych
w nerkach. Svanborg (43) wykazal zmniejszenie sie czynnosci este-
raz niespecyficznych w kanalikach nerki w zaburzeniach przemiany
tluszczowej, za§ Verne i Hebert (44) po dzialaniu dezoksykorty-
kosteronu. Trudno jest na razie powigzaé role esteraz z czynnoscig ka-
nalikéw nerkowych. Zawistowski (55) przypuszcza, ze enzym ten
bierze udzial w procesach biochemicznych zachodzacych w strefie Gol-
giego.

Substancje PAS dodatnie w nerce po 6 godz. wodonercza wystepo-
waly w nie zmienionych iloéciach w torebce Bowmana, w rabku szczo-
teczkowym, w blonie podstawowej kanalikéw i w postaci niewielkiej
ilogci ziaren w cytoplazmie kanalikéw gléwnych. Po hydrolitycznym
dzialaniu diastazy, pewnemu zmniejszeniu ulegla jedynie ilos¢ sub-
stancji PAS dodatnich, znajdowanych w postaci ziaren w cytoplazmie
kombdrek, co swiadczyé moglo ze przynajmniej niektére z nich zawieraly
glikogen nie wystepujacy w nerce w warunkach normalnych. Dimedon
natomiast blokowal aldehydowe grupy substancji PAS dodatnich rabka,
blon podstawowych, torebki Bowmana, oraz cze$ciowo =ziarnistosci
w cytoplazmie komérek. Byé moze, ziarna te majg zwigzek z powiek-
szonymi w tym okresie wodonercza lizosomami, ktére jak wiemy (34, 35)
majg w otaczajgcej je blonie substancje PAS dodatnie, oporne na dzia-
lanie amylazy $linnej ,choé z drugiej strony — Novikoff obserwowal
wybarwianie sie otoczki lizosoméw przy pomocy odczynnika Schiffa
w watrobie i to na bardzo cienkich skrawkach z tkanki utrwalonej
w zimnej mieszaninie Calcium-formol i skrawanych w niskiej tempe-
raturze. Wybarwienie rabka szczoteczkowego w reakcji PAS zmniejszylo
sie nieco w nerce podwigzanej juz po 12 godz. Po dalszych 12 godz.
mozna bylo zauwazyé w rabku szczoteczkowym dalsze zmniejszenie
intensywnosci odeczynu PAS. W nastepnej grupie zwierzat (material
pobrany po 48 godz.) nie obserwowano zmian w poréwnaniu z obrazami
poprzednimi. Trzy dni trwajace wodonercze powodowalo dalszy spadek
intensywnoéci odczynu PAS w rabku i zmniejszenie ilosci ziaren PAS
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dodatnich w cytoplazmie. Odczyny w blonie podstawowej i torebece
Bowmana nie ulegly zmianie. Po 7 dniach znajdowano nieco wyraZniej-
szy, w poréwnaniu z grupg poprzednig, odczyn w rabku szczoteczkowym.
Interesujgcy byl fakt, ze u tych samych zwierzat zanotowano takze
wzrost aktywnosci fosfatazy zasadowej w rabku szczoteczkowym. Jede-
nastego dnia wystapily zasadnicze zmiany w zachowaniu odczynu PAS.
Intensywnosé tego odeczynu w rabku szczoteczkowym byla matla, a w cy-
toplazmie widziano bardzo niewiele ziarnistosci. Zgrubieniu ulegly na-
tomiast wyraznie zabarwione blony podstawowe kanalikéw i §cienny
listek torebki Bowmana. Grubialy zwlaszcza blony kanalikédw posze-
rzonych, ze szczeg6lnie zle zachowanym rabkiem szczoteczkowym. Zja-
wiska te w dalszych grupach (14 i 21 dni) poglebily sie, ilo§¢ substancji
PAS dodatnich w grubych blonach podstawowych byta bardzo duza,
rabek szczoteczkowy za$§ tracil swg barwliwo$é. W nerce po stronie
moczowodu nie podwigzanego po 14 i 21 dniach zwiekszyla sie inten-
sywno$¢ odczynu PAS w rgbku szczoteczkowym, czemu takze towa-
rzyszyt wzrost aktywnosci fosfatazy zasadowej. W cytoplazmie komérek
nie obserwowano ziaren PAS dodatnich.

Wiadomo jest, ze w reakcji PAS uwidacznia sie wiele zwigzkéw che-
micznych (wielocukry, mukopolisacharydy obojetne, muko- i glikopro-
teidy, glikolipidy, nienasycone ttuszcze, fosfolipidy). Niektére sposrédd
nich (skrobia, glikogen) ulegaja hydrolizie pod wplywem amylazy, czy
tez diastazy. Grupy aldehydowe innych (powstate po utlenieniu kwasem
nadjodowym) mozna zablokowaé¢ dimedonem. Reakcje te nie pozwalaja
jednak okresli¢, ilosé ktorych zwigzkéw ulegla zmniejszeniu w rabku
szczoteczkowym réwnolegle do zmniejszenia aktywnosci fosfatazy zasa-
dowej w tej strukturze. Moog i Wenger (29) wykazali, ze mu-
kopolisacharydy znajdowane w miejscach aktywnosci fosfatazy zasa-
dowej w nerce oporne sg na hydrolize, na dzialanie hialuronidazy, nie
sg zasadochlonne i nie wykazuja metachromazji. Vorbrodt (infor-
macje ustne) zauwazyl w nerce szczurow, u ktérych wywotano doswiad-
czalnie miazdzyce, ze w odcinkach gdzie blona podstawowa kanalikéw
wykazywala silny odezyn PAS i byla zgrubiala, nablonek kanalikéw
byt niski i rabek szczoteczkowy zanikajacy, ze stabym odczynem PAS.
W naszych badaniach, w procesie wodonercza, obserwowano podobne
zachowanie sie odczynu PAS. Moze wiec istnieje wspélzaleznosé miedzy
gruboscig blony podstawowej a stanem czynnosciowym komoérek oraz
wysokoscig i PAS dodatnim odezynem rabka szczoteczkowego. Swiadczyé
moze o0 tym rownoczesny spadek w ragbku aktywnosci fosfatazy zasa-
dowej, ktéra bierze udzial w procesach resorbcji zwrotnej, zachodzgcych
w kanaliku.
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Po zabarwieniu preparatéw utrwalonych w mieszaninie wg Zenkera
hematoksylina zelazistag oraz wg Altmana, mozna bylo przeanalizowaé
zachowanie sie mitochondriow, a przede wszystkim ich ulozenie, ksztalt
i wielko$¢é. Poniewaz zmiany morfologiczne kanalikéw, zachodzace
w czasie wodonercza utrudniaja, zwlaszcza w poézniejszych okresach,
$cisty identyfikacje odcinka nefronu, pod uwage wzieto tylko najmniej
zmienione kanaliki gléwne, w ktérych mitochondria byly najliczniejsze
1 mialy charakterystyczne przypodstawne ulozenie. Pierwsze okresy
wodonercza nie mialy wyraznego wplywu na mitochondria kanalika
gtéwnego. Po 10 dniach zauwazono, ze mitochondria tracity swéj patecz-
kowaty ksztalt i mialy wyglad ziarnistosci ulozonych nieregularnie
w komorce. Stan taki dalo sie obserwowaé do konca trwania doswiad-
czenia (po 14 i 21 dniach). W nerce po stronie moczowodu nie podwig-
zanego, juz po 48 godz. zauwazono, zwiekszenie ilosci i wzrost mito-
chondriéw. Zjawisko to widoczne bylo we wszystkich dalszych badanych
grupach. Novikoff (32) opisat w uszkodzonych nieodwracalnie cza-
sowym (6 godz.) podwigzaniem moczowodu, nekrotyzujacych kanalikach
nerki zanik mitochondrialnej czynnosci DPNH tetrazolium reduktazy
dopiero po 4 tygodniach. Dubas (informacje ustne) widzial, badajac
przy pomocy mikroskopu elektronowego, znaczny wzrost mitochondriow
w komoérkach nerki kompensacyjnie przerostej po jednostronnej nefrek-
tomii. Blaszkowate struktury, przypominajgce mitochondria obserwo-
wane byly we wnetrzu cytolizoméw-lizosoméw w komérkach patolo-
gicznie zmienionych (31, 32, 33, 34). Novikoff (35) wspomina o moz-
liwym zwigzku lizosoméw 2z mitochondriami. Richter (36) obser-
wowal mianowicie mozliwo§¢ przejscia ,,dense bodies”, z ktérych czesé
mogla byé lizosomami — w mitochondriach. Novikoff nie popiera
jednak tego pogladu, laczac lizosomy raczej ze strefs Golgiego.

Lacznie z omowionymi odczynami histochemicznymi, u wszystkich
zwierzat doswiadczalnych oraz u pieciu kontrolnych przesledzono réw-
niez odczyn mitotyczny, obliczajgc indeks metafaz w kanalikach kory.
Juz po 24 godz. w nerce podwigzanej znaleziono u wszystkich trzech
zwierzat gwiazdy macierzyste. Ilos¢ ich wzrosta po 48 godz. W nastep-
nych grupach po 3, a zwlaszcza 7 dniach od chwili podwigzania moczo-
wodu, obserwowano gwaltowny wzrost iloSei podzialdw mitotycznych.
Ilo$¢é komorek w stadiach metafazy wynosita po 3 dniach srednio 3%e,
a po 7 dniach az 16%. Po 10 dniach ilo§¢ podzialéw mitotycznych
zmniejszyla sie nieco i indeks metafaz wynosit przecigtnie 14%o, po
14 dniach tylko 2%e, a po trzech tygodniach 0,25%o. Interesujgcym zja-
wiskiem jest zwiekszenie aktywnosci mitotycznej w nerce po stronie
moczowodu nie podwiazanego zwlaszcza w trzy tygodnie od chwili ope-
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racji (1%o), gdy stopien degeneracji narzadu podwiazanego byl najwiek-
szy. W nerkach szczuréw kontrolnych znaleziono w ogdle po 48 godz.
od chwili laparotomii prébnej tylko jedng telofaze na 4000 przeliczonych
komérek. Poniewaz w innych preparatach z nerek szczuréw kontrolnych
nie znaleziono w ogéle podziatéw mitotycznych, mozna przypuszczaé,
ze byt to (telofaza po 48 godz.) tylko przypadek. W kanalikach nerko-
wych doroslego szczura, podzialy mitotyczne sg bardzo rzadkie i wy-
noszg srednio na 100 g wagi zwierzecia 15,5 komérek w calym przekroju
poprzecznym nerki (Herlaut 22). Na ilos¢ t¢ ma duzy wplyw wiek
zwierzecia. U zwierzat mlodych wystepuje podzialdw wiecej (15, 186, 22).
Franck (16), Fautrez i Roels (15) i Herlaut (22) liczyli
nie indeksy metafaz, lecz indeksy mitotyczne. W tym celu podawali
zwierzetom doswiadczalnym przed zabiciem kolchicyne, ktéra zatrzy-
muje mitoze na etapie metafazy. W ten sposéb liczenie gwiazd
macierzystych jest w ich badaniach réwnocze$nie liczeniem calego
indeksu mitotycznego. Poniewaz nie uzywaliSmy kolchicyny (nie chege
dodawa¢ nowych czynnikdéw, ktére moglyby wplyngé na funkecje ko-
moérki), ograniczyliSmy sie do liczenia i poréwnywania indeksu metafaz,
Liczenie metafaz bylo dokladniejsze od liczenia wszystkich stadiéw po-
dziatowych, bowiem odréznienie zwlaszcza profazy wsréd rdéznych meor-
fologicznie jader jest czasem bardzo trudne. Te rdznice w budowie jader
polegaty przede wszystkim na niejednakowej gestosci i réznym ukladzie
DNA w jadrze, ktéry w jednym typie jader tworzy! geste, ziarniste
skupienia, w innych (duzych jadrach) — wydluzone, luzno rozpiete nici.
Franck (16) w nerce kompensacyjnie przerostej zauwazyt wzrost
aktywnos$ci mitotycznej juz po 48 godzinach. Nastepnie obserwowat
pewne zmniejszenie ilosci podziatéw i drugi szezyt po 6 dniach od chwili
operacji. Jesli chodzi o zawarto§¢ DNA w jgdrach miedzypodziatowych,
to autor ten nie widzi réznic miedzy zwierzetami doswiadczalnymi i kon-
trolnymi w jadrach ,,diploides”, natomiast wyraznie wzrasta wraz
z ilogcig podzialéw mitotycznych ilos¢ jader ,,tetraploides” z podwodjna
zawartoscig DNA. Franck twierdzi, ze lgczy sig to z przedprofazows
syntezg DNA. Sulkin (41) maksimum nasilenia ilosci mitoz w hiper-
trofii kompensacyjnej spotykat miedzy 72 a 240 godzing od chwili ekspe-
rymentu, za§ Rollason (37) — po dwoch dniach. Herlaut (22)
przeprowadzajac obliczenia przy uzyciu kolchicyny, widziat w wodo-
nerczu bardzo duzo podzialéw mitotycznych po 48 godz. w kanalikach
kretych i w tkance srédmigzszowej. Ten stan wzrastal az do 9 dnia, to
znaczy do chwili, gdy wystepowala atrofia narzadu. Autor ten podkreslil,
ze klebuszki w ogdle nie wykazywaly aktywnosci mitotycznej. Najwiecej
podzialéw znalazt w kanaliku gtéwnym. Herlaut stoi na stanowisku,
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ze zwigkszona akcja mitotyczna w nerce po podwigzaniu moczowodu
spowodowana byla wiekszg resorbeja produktéw hydrolizy biatka (po-
wstalych w procesach degeneracji niektérych odcinkéw kanalikéw),
ktére wchloniete przez mniej uszkodzone odcinki nefronu, moglty dzialaé
bodzcowo na podzialy komérkowe. Nerka po stronie moczowodu nie
podwigzanego wykazywala w badaniach Herlauta miedzy 2 a 4
dniem pewien wzrost ilosci mitoz, ktory potem nie ulegal dalszym zmia-
nom. Fautrez i Roels (15) badajgc ilos¢ DNA w obu nerkach,
po stronie moczowodu podwigzanego i nie podwigzanego, opisali w nerce
po stronie podwigzanego moczowodu nie zmieniajgcg sie ilos¢ DNA
w jadrach, zas§ po stronie nie podwigzanego moczowodu ilosé ta ulegla
nawet znacznemu zmniejszeniu, co stoi w pewnej sprzecznosci z bada-
niami Francka (16) nad zawartoScia DNA w nerce kompensacyjnie
przeroslej.

Zestawiajac zachowanie sie enzymow hydrolityeznych z poziomem
indeksu metafaz, zauwazono, ze w grupie badanej po 7 dniach od chwili
podwigzania moczowodu gwaltownemu odczynowi rozrodczemu komérek
(szczyt wartosci indeksu metafaz w naszych badaniach) towarzyszyl
wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej, fosfatazy zasadowej i substancji
PAS dodatnich w komérkach mniej zmienionych kanalikéw. By¢ moze
zjawisko to wyplywa wlasnie z gwaltownej akcji rozplemu komérek
kanalika gléwnego. Jest jednak zagadnieniem otwartym, czy zjawiska
te mozna rzeczywiscie ze sobg lgczyé, czy tez oba procesy od siebie
nawzajem nie sg uzaleznione, tym bardziej ze wzrost aktywnosci mito-
tycznej dal sie zauwazyé¢ takze w 3 i 10 dni od chwili operacji, kiedy
to obserwowano obnizenie aktywnosci fosfatazy zasadowej i ostabienie
odezynu PAS.

Na podstawie przeprowadzonych cbserwacji, mozna przypuszczaé, ze:

1. Po jednostronnym podwigzaniu moczowodu zmienia sie w obu
nerkach aktywnos$é hydrolaz: fosfatazy kwasnej, fosfatazy zasadowej,
5-nukleotydazy i esteraz niespecyficznych, oraz substancji PAS dodatnich.

2. W nerce po stronie moczowodu podwigzanego, ilos¢ i rozmiary
lizosoméw z poczatku wzrastajg, nastepnie ilosé lizosomdéw maleje na
korzysé odczynu dyfuzyjnego na fosfataze kwasng. Powiekszenie lizoso-
méw mozna lgczyé ze wzrostem pinocytozy, za$ wystgpienie potem od-
czynu dyfuzyjnego — z poczatkiem procesow degeneracji komorek.
Zaawansowanym zmianom degeneracyjnym towarzyszy zmniejszenie
aktywnosci fosfatazy kwasnej.

3. Odczyn histochemiczny na aktywnosc¢ fosfatazy zasadowej w rabku
szczoteczkowym w nerce po stronie moczowodu podwigzanego zmniejsza
sie wraz ze zniszczeniem rgbka szczoteczkowego. Po stronie moczowodu
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nie podwigzanego, odczyn na aktywnosé fosfatazy zasadowej wzrasta.
taczy sig to prawdopodobnie ze zwigkszong funkcjg nerki kompensa-
cyjnie przeroslej.

4. W nerce podwigzanej intensywno$é odczynu PAS w rabku szczo-
teczkowym zmniejsza sig, natomiast btony podstawowe kanalikow ulegaja
zgrubieniu i zawieraja duzo substancji PAS dodatnich. Mozna przy-
puszczaé, Ze blony podstawowe grubiejgce w procesie wodonercza sg
czynnie zaangazowane w mechanizmie wchlaniania zwrotnego, ze istnieje
wspoélzaleznos¢ miedzy gruboscia blony podstawowej a wysokoscig i PAS
dodatnim odczynem rabka szczoteczkowego.

5. Po stronie podwigzanego moczowodu wystepuje w komorkach
nefrondéw degeneracja mitochondriéw, zas po stronie przeciwnej — obser-
wuje sie przerost chondriomu, co wraz ze wzrostem warto$ci indeksu
metafaz — mozna uwazaé¢ za morfologiczny wyraz kompensacyjnego prze-
rostu nerki nie podwigzanej.
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OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryec. 1. Nerka szczura po 3 dniach od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa V. Metoda Gomoriego, pH 5,4, substrat-glicerofosforan sodu. Duze ziarni-
stodci zawierajgce fosfataze kwa$ng, mniej liczne anizeli we wczeé§niejszych sta-
diach wodonercza. Pow. negat. ca 250 X,

Ryc. 2. Nerka szczura po 7 dniach od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa VI. Metoda Gomoriego, pH 5,4, substrat-glicerofosforan sodu. Aktywno$é
fosfatazy kwasnej wieksza w poréwnaniu z grupa V. Pow. negat. ca 250 X,

Ryc. 3. Nerka szczura po 6 godz. od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa I. Metoda CoS, pH 9,2, substrat-glicerofosforan sodu. Widoczna zywa aktyw-
nos¢ fosfatazy zasadowej w rabku szczoteczkowym. Pow. negat. ca 125 X.

Ryc. 4. Nerka szczura po 7 dniach od chwili podwigzania moczowodu. Dos§w.
grupa VI. Metoda CoS, pH 9,2, substrat-glicerofosforan sodu. PrzejSciowe zwiek-
szenie aktywno$ci fosfatazy zasadowej. Pow. negat. ca 250 X.

Ryc. 5. Nerka szczura po 14 dniach od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa VIII. Metoda CoS, pH 9,2, substrat-glicerofosforan sodu. Tylko nieliczne
kanaliki zachowaly w swym rabku szczoteczkowym fosfataze zasadows. Pow.
negat. ca 125 X.

Ryc. 6. Nerka szczura po 3 dniach od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa V. Reakcja wykazujgca aktywnos$é esteraz niespecyficznych w pH 7,4 przy
uzyciu octanu o« naftolu. Widoczny zywy odezyn w cytoplazmie komoérek nablonka
kanalik6w giéwnych. Pow. negat. ca 250 X,

Ryc. 7. Nerka szczura po 3 dniach od chwili podwigzania moczowodu, DoS§w.
grupa V. Metoda CoS, pH 8,3, substrat A5P. Widoczny zywy odczyn 5 nukleotydazy
w blonach podstawowych kanalikéw, w torebce Bowmana i w rabku szczotecz-
kowym kanalikéw gléwnych. W cytoplazmie komoérek nablonka kanalikéw ziar-
nisty odczyn aktywnosci enzymu. Pow. negat. ca 250 X.

Ryc. 8. Nerka szezura po 7 dniach od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa VI. Metoda CoS, pH 8,3, substrat A5P. Czynno§¢ enzymu w nie zmienionych
kanalikach w pelni zachowana. Pow. negat. ca 250 X.
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Ryc. 9. Nerka szczura po 24 godz. od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa III. Reakcja PAS. Zywy odczyn w torebce Bowmana i w blonach podsta-
wowych kanalikéw. W rgbku szczoteczkowym ilo§¢ substancii PAS dodatnich
zmniejszona. W cytoplazmie kanalikéw gléwnych widoczne ziarnisto§ci. Pow. negat.
ca 250 X,

Ryc. 10. Nerka szczura po 24 godz. od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa III. Reacja dimedon-PAS. Widoczne ziarnistosci w nablonku kanalikow.
Pozostale struktury komoérkowe nie wybarwione. Pow. negat. ca 250 X.

Ryc. 11. Nerka szczura po 7 dniach od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa VI. Reakcja diastaza-PAS. Wzrost ilosci substancji PAS dodatnich w rabxu
szezoteczkowym. Pow. negat. ca 250 X.

Ryc. 12. Nerka szczura po 21 dniach od chwili podwigzania moczowodu. Dosw.
grupa IX. Reakcja diastaza-PAS. Znaczne pogrubienie podstawowych blon kana-
likéw i listké6w $ciennych torebek Bowmana. Brak odczynu w rabku szczotecz-
kowym. Pow. negat. ca 250 X.

PE3SIOME

ABTOp MccaegoBaJl AKTHMBHOCTE M BHYTPMKJISTOYHOE pa3MelleHMe
HEKOTOPBIX TIMAposaas (Kuciaoit docdaraszpl, ureaoqHoin docedarazer, 5-
HYKJEOTHIA3bl M HecrnelmdMUecKUX 3CTepas) B KJIETKAX IOYEK [O0CJIe
OOHOCTOPOHHETO IIOABA3BIBAHMA MOYETO4YHWKA. JcciaenoBajauch IIOYKHU
GenpIx Kpbic. Tkaum M3 obemx rodex ObLInM B3ATH! B Pa3HbIE IIOCJEOIE-
paumoHHble nepmoznsl. Ha ocHoRaHMu 00eMxX cOOCTBEHHHIX MCCIEROBAHMIL
M TOJYyYEHHBIX MJAHHBIX, COMOCTABJEHHBIX ¢ HaOJMIOfeHUMsMM pAZa WC-
cJIeZloBaTeNel], MOXHO IIOJIaraTh, YTO B IMOYKE CO CTOPOHBLI HNOABA3AHHOTO
MOYETOYHMKA JM3OCOMBI CHaYaJa YBEeNMUMBAJIMCHL M 3aTeM HaCTyIaja
Indbdy3nda. AKTUBHOCTL KMcioit ¢ocdaraspl co BpeMeHEM YMeEHbIa-
Jach.

IlTesnounasa cpoccparasa B IETOUHON KaeMKe CO CTOPOHBI IMOABA3aH-
HOIl HO4YKM CTaJjla MeHee aKTMBHOI. B IPOTHBOIIONOXKHOI! nodke ob6Ha-
PyeH BBICOKMII YpPOBEHL lledouHoit ¢occara3pl. AKTHMBHOCTHL D-Hy-
KJI€0THia3sl M HecmenudMUecKUX 9CTepaz yMEeHbIIAJach ropasjo Men-
genHee. Kpome Toro, wucciaepoBasmch peakima IIAC wm  KjaeTodHEIE
vuroxouapun. lIlocne npoBemenma peakuum PeiiabreHa OIpeReNaInch
MHJEKChI MeTacpas B CJoe KOpbl 00enx Io4eK.

Bazansrupie MeMbpaHbl KaHAABLEB TOABA3AHHONA IIOYKM CTAJIM TOJILE
M BMECTe C TeM IIeToyHas KaeMKa CTaJjla TOHbIUe, M oHa oOHapy:kMBasa
MeHee uHTeHcuBHYIO peaknuio IIAC. MuToxoHapMu B IOABA3aHHONI
MOYKe J[AEreHepMUpoBaJJiCh, B IIPOTUBOMOJIOXKHON Ke II0YKe XOHJAPHOM
npoaudpepupoBasca. YMCI0O MUTOTMYECKUX [eJeHMiI B IOABA3AHHOM
NoYKe YBEIMUMBAJOCH, NOCTUIaA MaKCUMyMa Iocjie T-MM JHEN 1ocie
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orepammyu. B NPOTMBOIOJIOKHOII IOYKEe CaMblif BBICOKMII YPOBEHL pe-
reHepaumy Obln 0O0Hapy:KeH B TOCHEAHUX MCCJIEKOBAHHLIX TPYIIIAX,
T.e. KOTZAa MOereHepaumaA II0[BA3aHHOM IIOYKM IOCTUIJIZ MaKCUMyMa.

Puc. 1. Tlouka xpeicet nocse 3 aHeli ¢ MomeHta onepauud. OnweiTHas rpynma V.
Meton Tomopu, pH 5,4 cy6erpar — raunepodocdar watpus. Kucnas docdarasa conep-
XKHTC B KPYIHBIX 3€PHAX, MeHee MHOTOUHMCJIEHHHIX, 4eM B Gonee paHHHe CTajHH Hedpo-
ruapo3a. YBenauueHue Herata oK. 250X,

Puc, 2. Tlouka xpeicel ® 7 jgueil nocme onepauuu. OnbiTHag rpynma V. Meron
Tomopu, pH 54, cy6ecrpatr — ranuepodocdhar HarpHa. AKTHBHOCT: KHcaol docdaTassl
HECKO/IbKO GoJsiblie, YeM B TATOH Tpynme. YeenauyeHHe HeraTwBa ok. 250X.

Puc. 3. Tlouka xphicnl rmocie 6 uyacoB ¢ Momenra onepanuu. OnbitHas Tpynna [
Ko€anbr-cynpuansit meron, pH 9,2, cy6erpar — randepodocaT HaTpus. 3aMereH
BLICOKHI YypOBeHb liesouHO# ¢ocdarTasbl B INETOYHOH KaeMKe. YBeNHUEHHe HEraTHBa OK.
150X.

Puc. 4. Tlouka Kphicel nocie 7 aueil ¢ MoMeHta onepanu, OnweitHast rpynma VI
Ko6aabt-cynbduannit merom, pH 9,2, cy6erpar — rauuepodocdar HaTtpus. Ysenuuenue
aKTHBHOCTH IlesiouHol (ocdaTa3ul. YBesnuenne HeratuBa ox. 250X

Puc. 5. Tlouka xpuichl Hoche 14 saHeit ¢ MoMeHra omepauuu. OnblTHas rpynna VIIL
KoGanbt-cyneuaunit Meron, pH 9,2, cy6erpatr — rauiepodocdar HaTps. TosbKO JIHIIB
B HEKOTOPHIX KaHa/JbLaX ILETOMHON KaeMKH COXpaHHJach uienouHas docdarasa. Ysenan-
yeHde HeraTuBa oK. 125X.

Puc. 6. Ilouxa kphicu mocse 3 aHefl ¢ MoOMeHTa NpoBefeHHA omepalud. ONkITHas
rpynna V. Cy6erpatr — a-Hadrtuaauerar, pH 7,4. Bricokasi aKkTHBHOCTb 3CTepas B IHTO-
njJa3sMe KJeTOK KaHasbieB IOYKH. YBeJdHYeHHe Heratusa oK. 250X

Puc. 7. Tlouka kpmicel Tocse Tpex AHeli ¢ MomeHTa onepauud. OnbitHas Tpynma V,
KoGasper-cynptuannti meroz, pH 8,3, cy6erpar — A5S®D. Bricokas aKTHBHOCTb 5-HyKJ/eo-
THAA3H B G6asajbHEIX MeMOpaHa¥, B Kancynae kayGouka, B IIETOYHOH KaeMke. B uuro-
nnasMe KJIETOK BHIAHB 3epHA, CBHAETEJBCTBYIOIIHE O (EePMEHTATHBHOH AaKTHBHOCTH. YBe-
JM4YeHHe HeraTuBa oK. 250X.

Puc. 8. Tlouka Kpuicel nNocie 7 nHeifi ¢ MoMenra onepamuu. OnbiTHas rpynma VI
Kobanbr-cynpdununiii Meron, pH 83, cy6etpar — ASP. Habnopaercsa BhicOKas axTuB-
HOCTE B HEH3MEHEeHHHX KaHaJbIAX. YBeJauvyeHue HeraTtHma oK. 250X.

Puc. 9. Tlouka kpsicel [ocse 24 4acoB C MOMeHTa MpoBefeHHd onepaunu. OnbiTHas
rpynna IIl. Peakuus TTAC. Bhicokasi HHTEHCHBHOCTb De€aKLUW B Kamncyje KiyGouka W B
6azanbHEIX MeMOpaHaXx KaHajbueB. B uetounoii kaeMke peakuus ITAC yMeHbLIH/ACH.
B nuromnasMe K1eTOK NPOKCHMANbHOI 4acTH KaHanwles BuaHe 3epua [TAC. Yseanuenue
HeraTHBa ok. 250X.

Puc. 10. ITouka KphiCH mocJe HCTEYeHHs 24 4acoB ¢ MOMeHTa 3aBepHIeHHs ore-
paunn. OnwitHas rpynna III, Peakuus guMenon-TIAC, 3epua IMAC B snuTennu KaHaJbUes.
Ocrasnbuble KieTOUHble CTPYKTYPbl pPeakuuH He [HAIOT. YBejuyeHne HeratuBa oK. 250X.

Puc. 11. Tlouka xpeicel nocje 7 paHell ¢ MOMeHTa 3aBeplueHus omnepauuud. OnbitHas
rpynna VI. Peaxuus pamacraaa-ITAC. YBennuenne HHTEHCHBHOCTH peaKUdAH B ILIETOYHOMH
KaeMKe. YBejuuenne HerathBa oK. 250X.

Puc. 12. Tlouka KpHCH mocie ucreueHHst 21 ausi co Bpemeny omnepauud. OnuTHas
rpymna IX. Peakuus namacrasa-ITAC. 3waunTesbHoe yronmesne 6as3ajbHbix MeMGpad
KaHaJblleB H BHEWIHEro JHCTKa Kancyael Kayfouka. lllerounas kaeMka He pgaer peakuui.
YBesinuenne HeratHBa ok. 250X.

Tabn. 1. Meradasubli HHLEKC — €0 OTHOCHTENbHAasA W a6COMIOTHAS BEeJIHYHHA.
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SUMMARY

The object of this paper was the investigation of the activity and
the intracellular localisation of some hydrolytic enzymes (acid phos-
phatase, alkaline phosphatase, b-nucleotidase and non specific esterases)
in the kidney cells after unilateral ligature of the ureter. The
experimental animals were white rats (Rattus rattus L. albino). The tissues
for the histochemical investigation were collected from both kidneys
at various intervals after operation. On the basis of the investigation
it was found that, at first, in the kidney on the side of the ligatured
ureter the size of lysosomes increases and then there occurs the diffusion
reaction of acid phosphatase which decreases during a longer period
of investigation. The activity of alkaline phosphatase decreased in the
brush border in the tissue of hydronephrosis, but in the untreated
kidney the activity of alkaline phosphatase increased. The activity of
S5-nucleotidase and non specific esterases decreased in a later period
of hydronephrosis. In addition the PAS reaction was performed; the
cell mitochondria were stained. After that, following Feulgen’s method.
the index of metaphases was calculated in the parts of the kidney
cortex. A thickening of the main membranes of the kidney tubules and
simultaneous lowering of intensity of the PAS reaction was observed
in the brush border during hydronephrosis. The cell mitochondria in
the ligatured kidney underwent degeneration, whereas in the unligatured
ureter it was hypertrophied. The number of cell divisions in hydro-
nephrosis rose especially 7 days after ligature of the ureter. In the
other kidney the greatest regeneration reaction was observed in the
last groups of animals (21 days after the operation). This occurred when
the degeneration of the ligatured kidney was mostly advanced.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Rat’s kidney 3 days after the ligature of the ureter. 5th experimental
group. Gomori method, pH 5,4. The substrate was sodium glycerophosphate. The
large granules containing acid phosphatase are less numerous than in the early
period of hydronephrosis. 250 X.

Fig. 2. Rat’s kidney 7 days after the ligature of the ureter. 6th experimental
group. Gomori method, pH 5.4. The substrate was sodium glycerophosphate. The
activity of acid phosphatase is greater than that in group V. 250 X.

Fig. 3. Rat’s kidney 6 hours after the ligature of the ureter, 1st experimental
group. CoS method, pH 9.2. The substrate was sodium glycerophosphate. A distinct
activity of alkaline phosphatase in the brush border. 125 X.

Fig. 4. Rat’s kidney 7 days after the ligature of the ureter. 6th experimental
group. CoS method, pH 9.2. The substrate was sodium glycerophoshate. A temporary
increase of alkaline phosphatase. 250 X.
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Fig. 5. Rat’s kidney 14 days after the ligature of the ureter. 8th experimental
group. CoS method, pH 9.2. The substrate was sodium glycerophosphate. Only
few tubules preserved alkaline phosphatase in their brush border. 125 X.

Fig. 6. Rat’s kidney 3 days after the ligature of the ureter. 5th experimental
group. Reaction showing the activity of non specific esterases in pH 7.5 by using
alpha naphtol acitine. A distinct reaction in cell cytoplasm of the epithelium of
the main tubules. 250 X.

Fig. 7. Rat’s kidney 3 days after the ligature of the ureter. 5th experimental
group. CoS method, pH 8.3. The substrate was A5P. A marked reaction 5-nucleotidase
in the basic membranes of tubules, in Bowman capsule and in the brush border
of the main tubules. In the cell cytoplasm of the epithelium of tubules — granulous
reaction of enzyme activity. 250 X,

Fig. 8. Rat’s kidney 7 days after the ligature of the ureter. 6th experimental
group. CoS method, pH 8.4. The substrate was A5SP. The enzyme activity in
unchanged tubules is fully maintained. 250 X,

Fig. 9. Rat’s kidney 24 hours after the ligature of the ureter. 3rd experimental
group. PAS reaction. A lively reaction in the Bowman capsule and in the basic
membranes of tubules. The number of the PAS positive substances decreased in
the brush border. The granules are visible in the cytoplasm of main tubules. 250 X,

Fig. 10. Rat’s kidney 24 hours after the ligature of the ureter. 3rd experimental
group. Dimedon PAS reaction. Visible granules in the epithelium of tubules. The
remaining cell structures are unstained. 250 X.

Fig. 11. Rat’s kidney 21 days after the ligature of the ureter. 6th experimental
group. Diastase PAS reaction. An increase of positive substances in the brush
border. 250 X.

Fig. 22. Rat’s kidney 21 days after the ligature of the ureter. 9th experimental
group. Diastase PAS reaction. A marked thickening of the basic membranes of
tubules and the membranes of the Bowman capsule. Lack of reaction in the brush
border. 250 X.
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