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Michal GORSKI

Histochemiczne i submikroskopowe zmiany w komoérkach watroby myszy
pod wplywem Dikumarolu

T'ucToxumudecrne u cyﬁmukpocxorm‘lecxue N3MEHEHUA
B KJeTKaX nevYeHu MbIIIK 1101 BO3}IeﬁCTBI/leM AUKyMapoJia

Histochemical and Submicroscopiec Changes in the Liver Cells of Mice due
to Dicumarol

W dostepnym piSmiennictwie spotkalem tylko nieliczne prace omawiajgce
zmiany histologiczne, histochemiczne oraz zmiany w strukturze submikroskopowej,
jakie mozna obserwowaé w niedoborze witaminy K lub pod wplywem jej
antagonistéow. 'Nie spotkalem jednak proby odapiesienia tych zmian do ,,czasu
protrombinowego”, préoby odnalezienia morfologicznych odpowiednikéw przedluze-
nia czasu protrombinowego w niedoborze witaminy K. Celem pracy byla wiec
proba znalezienia zalezno$ci w wystepowaniu zmian morfologicznych, histo-
chemicznych oraz w strukturze submikroskopowej komoérki watroby od stopnia
przedluzenia czasu protrombinowego pod wplywem dikumarolu, tj. antagonisty
witaminy K.

MATERIAL I METODY

W do$wiadcezeniu uzyto 36 myszy szczepu C;H/He, obu pici, 3—4 miesiecznych.
Wycinki pobrane z watroby 14 zwierzgt zostaly przebadane przy uzyciu mikroskopu
elektronowego Elmi D, (C. Zeiss, Jena). Nie badano w mikroskopie elektronowym
watroby zwierzgt, u ktoérych wystgpila skaza krwotoczna. Zwierzetom podawano
dikumarol (Srednio 3—5 mg na 1 kg wagi). Po 7 i 28 dniach podawania oraz po
5 1 9 dniach po zakonczeniu podawania dikumarolu zwierzeta zabijano przez
dekapitacje. Okreslano czas protrombinowy wg metody Quicka w modyfikacji
Borowskiej.
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Watrobe utrwalano w obojetnej formalinie, w utrwalaczu wg Carnoya oraz
wg Zenker-Helly. Preparaty barwiono hematoksyling i eozyng. Celem uwidocz-
nienia mitochondriéw, materiat utrwalony w plynie Zenker-Helly po odwodnieniu
i zamknieciu w parafinie krajano na skrawki grubo$ci okolo 5 u, bejcowano
w 5% roztworze wodnym alunu amonowo-zelazowego i barwiono w hematoksylinie
wg Regaut. Celem wykrycia DNA material utrwalony w plynie Carnoya barwiono
wg metody Feulgena, wykonujgc preparaty probne bez hydrolizy w kwasie
solnym. Dla uwidocznienia RNA material barwiono wg metody Bracheta w mo-
dyfikacji Vorbrodta oraz przy pomocy 0,1 % roztworu biegkitu toluidyny w buforze
octanowym o pH 4,3. Réwnocze$nie wykonywano preparaty kontrolne po go-
dzinnym dzialaniu RN-azy w temperaturze 37°C., Celem wykrycia tluszczu
material utrwalony w obojetnej formalinie krajano na mikrotomie mrozeniowym
i barwiono sudanem III. Material do badania w mikroskopie elektronowym
utrwalano w 1% roztworze czterotlenku osmu zbuforowanym buforem ocianowo-
-weronalowym o pH 7,4 w temperaturze 4°C przez okres pét godziny. Odwadniano
w alkoholu etylowym o wzrastajgcym stezeniu. Odwodniony material zatapiano
w mieszaninie metakrylanu butylu z metakrylanem metylu (w stosunku 9:1)
1% dodatkiem nadtlenku benzoilu w temperaturze 45°C przez okres 24 godzin.
Bloczki krajano nozem szklanym na ultramikrotomie OmU Reicherta uzyskujgc
skrawki grubos$ci okolo 300 A. Skrawki ogladano w mikroskopie elektronowym
Elmi D, C. Zeiss, Jena.

BADANIA WELASNE

Zwyrodnienie migzszowe watroby stwierdzono u wszystkich zwie-
rzat, ktére przez 28 dni otrzymywaly dikumarol. Bylo ono bardziej
wyrazne u zwierzat ze znacznie przedluzonym czasem protrombinowym
a wybitnie zaznaczone u zwierzat, u ktérych wystapita skaza krwo-
toczna. Po 7 dniach podawania dikumarolu stwierdzono u 4 na 8
zwierzat zwyrodnienie migAzowe watroby nieznaczne lub $redniego
stopnia. 5 dni po zaprzestaniu podawania dikumarolu zwyrodnienie
migzszowe S$redniego stopnia stwierdzono tylko u jednego zwierzecia
a w 9 dni zwyrodnienia nie obserwowano.

W skrawkach barwionych sudanem III, jak réwniez w skrawkach
ogladanych w mikroskopie elektronowym stwierdzalo sie ogniskowo
wieksze nagromadzenie tluszczu w poszczegdlnych komorkach watro-
bowych. Znaczniejszg zawartos¢ ttuszczu spotkano u 3 zwierzat w grupie
zwierzat karmionych przez 28 dni dikumarolem.

Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) dawal intensywne zabarwienie
u wszystkich zwierzat, nieco slabsze odczyny wystapily u trzech
zwierzgt ze skazg krwotoczng. Odezyn na kwas rybonukleinowy (RNA)
byt stabszy u zwierzat po 28 dniach podawania dikumarolu, zwlaszcza
ze znacznie przedluzonym czasem protrombinowym, nieco stabszy u nie-
ktérych zwierzgt po 7-dniowym podawaniu dikumarolu. W 5 i 9 dni
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po zaprzestaniu podawania dikumarolu nasilenie odczynu nie odbiegalo
od normy.

Mitochondria. U zwierzat kontrolnych na obwodzie zrazika watroby
w komoérkach znajdowaly sie mitochondria okragle oraz pojedyncze
pateczki i nitki, ku Srodkowi zrazika zas ilo$¢ okraglych mitochondriow
zmniejszata sie na korzy$¢ form nitkowatych. Po siedmiodniowym po-
dawaniu dikumarolu mitochondria okragle zajmowaly nieco wieksza
przestrzen zrazika, a po 28 dniach zwlaszcza u zwierzat ze znacznie
przedluzonym czasem protrombinowym formy te wystepowaly prawie
w calym zraziku. Po zaprzestaniu podawania dikumarolu wyglad mito-
chondriow powracal do normy.

W mikroskopie elektronowym u zwierzat kontrolnych mitochondria
byly podluzne, owalne i okragle o wyraznych blonach zewnetrznych
i wewnetrznych (cristae mitochondriales) (ryc. 1). U zwierzat karmio-
nych dikumarolem zwlaszcza ze znacznie przedluzonym czasem pro-
trombinowym wystepowaly mitochondria obrzmiale, przewaznie okragte
lub owalne. Blony zewnetrzne niektérych mitochondriow byly rozerwane,
lub catkowicie niewidoczne, a pozbawione ich mitochondria rozptywaty
sie (ryc. 4, 5). Réwniez w wielu mitochondriach blony wewnetrzne byly
nieliczne, kroétkie (ryc. 2, 3).

W obrebie ergastoplazmy wystepowaly wyraZne roznice u zwierzat
karmionych dikumarolem ze znacznie przedluzonym czasem protrombi-
nowym. U zwierzat tych przewaznie nie widzialo sie beleczkowego
(lamellarnego) utkania ergastoplazmy. Beleczki ergastoplazmy byly nie-
liczne, krotkie, z reguly nie przekraczaly diugosci mitochondriéw, wokél
ktéorych byly ulozone (ryc. 2—5). W watrobie zwierzat kontrolnych
i po zaprzestaniu podawania dikumarolu rysunek ergastoplazmy byt
wyrazny, formy lamellarne liczne, beleczki dtugie (rye. 1, 6, 7, 8).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

W doswiadezeniu podawano zwierzetom antagoniste witaminy K —
dikumarol oraz badano zalezno$¢ zmian morfologicznych, histochemicz-
nych, zmian w strukturze submikroskopowej w zwigzku z przedluzeniem
czasu protrombinowego. Po 7-dniowym podawaniu dikumarolu prze-
dluzenie czasu protrombinowego bylto niewielkie, tylko w jednym wy-
padku przekraczalo dwukrotnie prawidlowy czas protrombinowy. Row-
niez zmiany morfologiczne w tej grupie zwierzat byly najstabiej za-
znaczone. Po 28-dniowym podawaniu dikumarolu przediluzenie czasu
protrombinowego bylo znaczne, wyrazne byly réwniez zmiany morfolo-
giczne. W 5 dni po zaprzestaniu podawania dikumarolu przediuzenie czasu
protrombinowego bylo bardzo niewielkie. Obrazy morfologiczne w tych
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przypadkach prawie nie odbiegaly od normy. W 9 dni po zaprzestaniu
podawania dikumarolu czas protrombinowy powrdcil do normy a obrazy
morfologiczne nie réznity sie od kontrolnych.

Zwyrodnienie migzszowe stwierdzono w wigkszosci przypadkéw,
a zawsze stwierdzano je u zwierzat ze znacznie przedluzonym czasem
protrombinowym. Réwnolegle ze zwyrodnieniem migzszowym wystepo-
waly zmiany w mitochondriach. U zwierzgt ze znacznie przedluzonym
czasem protrombinowym mitochondria okragle zajmowély calg prze-
strzen zrazika, prawie calkowicie nie wystepowaly formy nitkowate.
Ta zbieznos$¢ wystepowania zwyrodnienia migzszowego z obrzmieniem
mitochondriéw jest zgodna z pogladami Virchowa oraz pracami
ostatnich lat Brauna i Ganslera, wg ktorych przyczyng zwy-
rodnienia migzszowego sg gléwnie zmiany w mitochondriach (5, 7).

W mikroskopie elektronowym w przypadkach zwyrodnienia migz-
szowego mitochondria maja wyglad obrzmialych, jasnych, ubogich w we-
wnetrzne struktury (7). Drugg cecha wystepujaca pod wplywem di-
kumarolu réwnolegle z przedtuzeniem czasu protrombinowego jest mniej-
sza intensywnos¢ odczynéw na kwas rybonukleinowy. Réwnoczesnie
w mikroskopie elektronowym widzimy zmiany w reticulum endoplazma-
tycznym — ergastoplazmie. U zwierzat, u ktérych odeczyn na kwas
rybonukleineowy w komorkach watroby byt bardzo slaby, obserwowalo
sie prawie catkowity brak beleczkowatej (lamellarnej) budowy reticulum
endoplazmatycznego. Wg. Bracheta beleczkowate formy ergasto-
plazmy sg nosicielami enzymoéw i metabolitéw umiejscowionych w ob-
rebie okreslonych rejonéw komoérki (4). Porter (wg2) i Braun ()
widzg zwigzek utkania beleczkowatego reticulum endoplazmatycznego
gladkiego z metabolizmem glikogenu. Niektérzy autorzy jak Bernhard
i Rouiller (wg 8) lgczg tworzenie sie tego rodzaju struktur ergasto-
plazmy z czynnos$cig mitochondriéw. Doswiadczenia Borsooka (wg 8)
z weglem C! wykazujg, ze mitochondria moga wspoéidziala¢ z mikro-
somami w procesie syntezy bialka.

Ksztalt i rozmieszczenie mitochondriéw w zraziku watroby zmienialty
sie po karmieniu u zwierzat gltodzonych (7), jak réwniez pod wplywem
szkodliwych bodzeow — toksyn, promieni X i innych (5, 9). Dlatego
nie mozna opisanych zmian uwazaé¢ za patognomiczne dla dzialania di-
kumarolu. Zmiany w ultrastrukturze wyosobnionych mitochondriéw
pod wplywem dikumarolu oraz réznych innych czynnikéw opisywato
szereg badaczy, miedzy innymi: Bargmann (1), Chappel (6).
Obserwacje poczynione w naszych doswiadczeniach rzucaja pewne $wiat-
o na morfdlogiczne odpowiedniki obnizenia poziomu protrombiny,
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natomiast nie sa w stanie odpowiedzie¢ na pytanie — czy protrombina
jako ay globulina jest produkowana przez komérki watrobowe, czy
tez przez uklad siateczkowo-$rédblonkowy.

Wnioski

1. Przeprowadzone badania nad do$wiadczalnie wywolang pod wply-
wem dikumarolu awitaminozg K u myszy wykazaly, ze rdéwnolegle
do przedluzonego czasu protrombinowego w komédrkach watroby wy-
stepuja nastepujgce zmiany: a) obrzmienie mitochondriow i wystepowanie
form okrgglych tych mitochondriéow rowniez w centrum zrazika,
b) zmniejszenie ilosci beleczkowatych form ergastoplazmy. i ¢) mniej
intensywny odczyn na kwas rybonukleinowy, przy zachowanym wy-
raznym odczynie na kwas dezoksyrybonukleinowy.

2. Po zaprzestaniu podawania dikumarolu zmiany powyzsze cofajg
sie réwnolegle z normowaniem sie czasu protrombinowego.

3. Wyrazem morfologicznym przedluzenia czasu protrombinowegn
pod wplywem dikumarolu w komoérce watroby jest obrzmienie mito-
chondriéw i zmniejszenie ilosci form beleczkowatych ergastoplazmy
oraz jej fragmentacja.
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OPIS MIKROFOTOGRAFII

Ryc. 1. Watroba myszy nr 3. Powiekszenie okoto 8000 X. Mitochondria
podluzne o wyraznych blonach zewnetrznych i wewnetrznych, liczne formy be-

leczkowe ergastoplazmy.

Ryc. 2 i 3. Watroba myszy nr 20. Powiekszenie okolo 8000 X. Mitochondria
obrzmiate, w niektérych komérkach skupiajg sie w duze konglomeraty. Gtadkie
formy ergastoplazmy, niewidoczne. Na ryc. 2 widoczna komoérka Browicz-Kupfera.

Na ryec. 3 w Swietle naczynia leukocyt.
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Ryc. 4 1 5. Powiekszenie okolo 8000 X. Watroba myszy nr 18. Mitochondria
okragle, obrzmiale, w wielu brak blony zewnetrznej i blon wewnetrznych, nie-
ktére mitochondria rozplywaja sie.

Ryc. 6. Watroba myszy nr 33. Powiekszenie ok. 8000 X. Obraz mitochondriéw
i ergastoplazmy prawidlowy.

Ryc. 7 i 8. Watroba myszy nr 34. Powiekszenie okolo 8000 X. Obraz struktury
submikroskopowej prawidlowy. Mitochondria o wyraznym rysunku. Liczne formy
beleczkowe ergastoplazmy. Na zdjeciu nr 8 komorka Browicz-Kupfera.

PE3IOME

B pesynabraTe pana OILITOB aBTOP BBI3LIBAET Y MBI OTHOCUTEIL-
HBIA HEAOCTAaTOK BuTaMMHa ,, K’ mocpencrBom amukymaposia. CremeHb He-
JOCTAaTOYHOCTY OINpejeJdach IIpM IOMOILM T.Ha3. ,,BpeMEHM COCTOAHMSA
nporpombuna’.

OJHOBpEMEHHO C IPOJOJKEEMEM AJUTEILHOCTK T.Ha3. ,,BpEMEHM CO-
CcTOsHMA npoTpoMEMHA' B KJETKAX ITeYeHM YCUIMBAJIUChL WM3IMEHEHUA.
Habnronanocs onyxaHue MUTOXOHAPUEB, OCJIabJieHIIe PEeakKUMM HA KHCJIO-
Ty puOOHYKJIEMHOBYIO, yMEHBIIeHMe [ucyaa TpabeKyJs SpracTomnyiasMsbl.
BruiieykazaHHble M3MEHEHMA HACTYIIAJM C MOMEHTAa IIpPEeKpaleHud MpHu-
MeHeHMs JMKyMapoJia IIpM OLHOBPEMEHHOM HOopMaJyu3aluu ,BpeMeHM
COCTOAHUA IIpOTPOMOMHA”.

Puc. 1. Ileyenb MbiuM Ne 3. YBeamdeHne okoso 8000 X. MMTOXOHADMM IIPO-
JOJIrOBAThIE C OTYETJIMBBLIMM HAPYKHO M BHYTpPeHHelr oJojodkamu. MHOTME Tpa-
OeRynapHble (HDOPMBI SPracTOIa3Mbl.

Puc. 2. u 3. Tledenbr Mmbiuu Ne 20. YBeandenme oxoiyio 8000 X. flcHo BbIpa-
JKeHHbie MMHUTOXOHAPNM, OTedYWbie, B HEKCTOPbIX KJeTKaX BHIHbl KOHIJOMepaTbl.
I'maggue c¢popMel SpracTomyia3dMbl He Habmaogaimorca. B puc. 2 kKiaetka BpoBuu-
Kyndepa. B puc. 3 B npoceere cocyaa JeHKOIUT.

Puc. 4 n 5. ¥Yseauuenue 38000 X. IleyeHr wmbitny Ne 18, MuTOXOHAPUU KpPyr-
JIble, OTYETJIMBBIE, Y HEKOTOPLIX M2 HHUX OTCYTCTBYIOT HApPYXHble M BHYTpEHHHUe
060J104K), HEKOTOPbIe B PACHILIBYATOM COCTOAHUMN.

Puc. 6. Ileuenr mbiuy Ne 33. YeeaudeHue okoiso 8000 X. MMTOXOHApMM U 3pP-
ractoriasma 6e3 BHIUMBIX M3MEHEHMII.

Puc. 7 u 8. TledeHp Mbilu Ne 34. YeeamdeHue o0kojyo 8000 X, CyOuenaoasap-
HOE CTPYKTYPHOE CTpoeHMe 0e3 M3MeHeHHMi1. MuTOXoHApHM HAOCTATOYHO OTYETJMBBI
Tpabekynapunie dopMmbl spracronaasmbel. Ha caumke Ne 8 knerka Bpoeuu-Kyndepa.

SUMMARY

The author produced a relative deficiency of Vitamin K in mice
fed with dicumarol. The degree of the deficiency was estimated by
means of the so-called prothrombine time. As the prothromine time
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was prolonged, changes in the liver cell increased observed as swelling
of mitechondria; also the intensity of the reaction on RNA weakened,
the quantity of lamellar form of the ergastoplasm decreased. All these
changes disappeared as soon as the application of dicumarol was stopped,
and the prothrombine time became normal.

Fig. 1. Liver of mouse No. 3. Magn. ca 8000 X. Oblong mitochondria showing
distinct boundar’es of external and internal membranes with numerous lamellar
forms cof the ergastoplasm.

Fig. 2 and 3. Liver of mouse No. 20. Magn. ca. 8 000 X. Swbllen mitochondria
in some cells form large conglomerations. Smooth forms of the ergastoplasm
are not visible. In Fig. 2 Browicz-Kupfer’s cells are visible. In Fig. 3 a leucocyte
in the lumen of the vessel is visible.

Figs. 4 and 5. Liver of mouse No. 18, Magn. ca. 8000 X. Round swollen
mitochondria, many of them lack external and internal membranes, some of
them are disintegrated.

Fig. 6. Liver of mouse No. 33. Magn. ca. 8000 X. Normal picture of mito-
chondria and of the ergastoplasm.

Figs. 7 and 8. Liver of mouse No. 34. Magn. ca. 8000 X, Normal picture
of the subcellular structure. Mitochondria are distinet. Numerous lamellar forms
of the ergastoplasm. I'ig. 8 presents Browicz-Kupfer’s cell.

Prace otrzymano 8 IV 1964.

Papier druk. sat. III Kkl. 80 g. Format 70 X 100 Druku str. 8 4- 4 tabl.
Annales UMCS Lublin 1954 LzZGraf, :m. PKWN, Lublin, Un'cka 4 Zam. 2739, 28.VII1.64
800 -+ 50 egz. H-3 Manuskrypt otrzymano 28.VII1.64 Data ukcficzenia 11.IX.65
















