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lono na 3 grupy do§wiadczalne i 1 kontrolng: grupa I do$wiadczalna, liczaca 10 szt.,
otrzymywata przez 3 kolejne dni Toksobidin dwukrotnie w ciagu doby w dawkach
po 50 mg/kg. Grupa II do§wiadczalna (10 szt.) otrzymywata przez 3 kolejne dni To-
ksobidin dwukrotnie w ciagu doby w dawkach po 100 mg/kg. Grupa III do$wiadczal-
na (10 szt.) otrzymala jednorazowo dawke leku w ilo§ci 150 mg/kg. Grupie kontrol-
nej (20 szt.) podano takie same objetoSci rozpuszczalnika (woda destylowana) w ter-
minach jak szczurom do$wiadczalnym.

Po 60 min. od wstrzykniecia ostatniej dawki leku lub rozpuszczalnika, w lekkiej
narkozie eterowej, otwierano zwierzetom jame brzuszng celem pobrania materiatu
do badan histologicznych i histochemicznych, Nerki utrwalone w ptynie Bakera kro-
jono na mikrotomie mrozeniowym; nerki nie utrwalone — krojono w kriostacie, ze
skrawkami kontrolnymi postepowano wg standardowej metody barwienia hemato-
ksyling i eozyng. Wykonano nastepujace testy histochemiczne: wykrywanie aktyw-
no$ci fosfatazy kwasnej i zasadowej metodg Gomoriego, tiaminowej pyrofosfatazy
metodg wg Novikoffa i Goldfischera, adenozynotréjfosfatazy i 5-nukleotydazy me-
toda wg Wachsteina i Meisel, lipazy metoda wg Gomoriego i Taksamatsu, lipidéow
obojetnych wg Lisona i Dagnelie’a, dehydrogenazy bursztynianowej wg Nachlasa
i wsp., dehydrogenazy kwasu glutaminowego, dehydrogenazy mleczanowej i dehy-
drogenazy izocytrynianowej wg Pearse.

Mikrofotografie wykonano aparatem fot. Exacta Varex (Zeiss Jena).

WYNIKI BADAN

Fosfataza kwasna (FK)

U szezuréw kontrolnych w komérkach kanalikow gléwnych nerki wy-
stepowal aktywny odezyn FK, w postaci barwnych granulek, lokalizujacy
sie szczegblnie w okolicach przypodstawnych i okolojgdrowych (rye. 1).
Podobnie przedstawiala sie aktywnos¢ FK w nerkach zwierzat grupy I
doSwiadczalnej. W grupie II doswiadczalnej intensywnie wybarwione
ziarnistoSci wypelnialy réwnomiernie calg cytoplazme komoérek kanali-
kow glownych. W skrawkach nerek zwierzat grupy III doswiadczalnej
aktywnos$¢ enzymu byla wyraznie zmniejszona, uwidocznily si¢ réwniez
roznice miedzy kanalikami gléwnymi poszczegdlnych nefrondéw; jedne
z nich wykazywaly intensywniejszg aktywnosé FK, inne natomiast mniej
intensywng (ryc. 2).

Fosfataza zasadowa (FZ)

U zwierzat kontrolnych najbardziej intensywny, drobnoziarnisty od-
czyn, wskazujgcy na obecno$¢ FZ, wykazywal rabek szczoteczkowy na-
blonka cewek kretych pierwszego rzedu. W jadrach oraz bionach komoér-
kowych obserwowano slabg aktywnoé¢ enzymu. W grupie I doswiadczal-
nej aktywno$¢ FZ w rabku szczoteczkowym wydawala si¢ mniejsza, na-
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tomiast w grupach doswiadczalnych II i III wieksza niz w grupie I, ale
w dalszym ciggu mniejsza niz w skrawkach kontrolnych. Zaobserwowano
réwniez dyfuzyjny odczyn w cytoplazmie oraz podobny do kontrolnego
odczyn w jadrach i blonach komérkowych.

Tiaminowa pyrofosfataza (TPP-aza)

W nablonku kanalikéw gltéwnych nerek szczuréw kontrolnych enzym
ten szczegélnie intensywnie zaznaczal sie w okolicy przyjgdrowej komo-
rek, przy czym aktywne ziarnistosci wystepowaly w niektérych nefro-
nach bardzo obficie, w innych bylo ich mato lub zupelnie brak (ryc. 3).
W grupie I zwierzagt aktywna reakcja, swiadczaca o obecnosci enzymu,
byla silna i ré6wnomiernie zlokalizowana w calej cytoplazmie komoérek
kanalikéw gltéwnych. W grupie II doswiadczalnej aktywnos¢ TPP-azy
wrzrastala, wyrazajac sie w dalszym ciggu drobnoziarnistym odczynem
zlokalizowanym w calej cytoplazmie. U szezuréw grupy III do$wiadczal-
nej w komérkach kanalikéw gléwnych wystepowal silny odczyn dyfu-
zyjny w okolicach przypodstawnych, natomiast odczyn ziarnisty — w czes-
ciach przyjadrowych i dystalnych komérek (ryc. 4).

Podobnie jak u zwierzat kontrolnych, aktywnoé¢ TPP-azy w kanali-
kach gléwnych nefronéw zwierzat wszystkich grup do$wiadczalnych nie
byla jednakowa, stwierdzono wiecej kanalikéw z silnie zaznaczonym en-
zymem, a mniej — z reakcja stabszg.

Adenozynotréjfosfataza (ATP-aza)

U szczuréw kontrolnych oraz grup do$wiadczalnych I i II wystepowala
intensywna reakcja tego enzymu w kanalikach gtéwnych nerki, szczeg6l-
nie w rgbku szczoteczkowym i blonie podstawnej. Kanaliki gléwne ne-
fronéw, lezace pod torebka nerkowa, wykazywaly wieksza aktywnos$¢ niz
lezace blizej czesci rdzennej nerki. Podobnie przedstawiala sie lokalizacja
ATP-azy w nablonku kanalikéw zwierzat grupy III do$wiadczalnej, jed-
nak aktywno$¢ enzymu wydawala sie wieksza.

5-Nukleotydaza (5-N)

U szczuréw kontrolnych i grupy I doswiadczalnej dodatni, intensywny
odczyn lokalizowal si¢ w ragbku szczoteczkowym, w jadrach komérko-
wych i cytoplazmie kanalikéw glownych. W grupach doswiadczalnych 1I
i III obserwowano nieznacznie zwiekszong aktywnos$é 5-N; lokalizacja
barwnych ziarnistosci pozostawala bez zmian.
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Lipaza

Duze, aktywne ziarnistosci znaleziono przede wszystkim w rgbku
szczoteczkowym nablonka kanalikéw gléwnych oraz rzadziej rozmiesz-
czone — w cytoplazmie (ryc. 5). Podobnie przedstawial sie obraz aktyw-
nosci i rozmieszczenie enzymu u zwierzat grup doswiadczalnych I i II,
natomiast w kanalikach gléwnych zwierzat grupy III obserwowano od-
czyn wzmozony i bardzo silny. Barwne ziarna tworzyly duze agregaty,
lokalizujgce sie na terenie rgbka szczoteczkowego, natomiast drobne ziar-
nistosci wystepowaly przy blonie podstawnej nablonka kanalikow glow-
nych. W cytoplazmie komoérek zaznaczal sie staby, dyfuzyjny odczyn
(ryc. 6).

Lipidy obojetne

U szczurow kontrolnych intensywna sudanofilno$¢ wystepowata w ko=
morkach kanalikow gléwnych na terenie cytoplazmy; jadra komoérkowe
byly negatywne. Kanaliki gléwne zlokalizowane w okolicach klebuszkéw
nerkowych wykazywaly silniejsze zabarwienie niz pozostale. U grup do-
$Swiadczalnych obserwowano, wprawdzie niewielki, ale stopniowy wzrost
zabarwienia cytoplazmy. Jadra komérkowe pozostawaly nadal negatywne.

Dehydrogenaza bursztynianowa (BDH)

U zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych obraz lokalizacji BDH byt
podobny. Barwne ziarna formazanu odkladaly sie szczegdlnie w okolicach
przypodstawnych komoérek kanalikow glownych jak réwniez w poblizu
jader komoérkowych. W klebuszkach nerkowych brak reakeji.

Dehydrogenaza kwasu glutaminowego (GDH)

Kanaliki gléwne zwierzat kontrolnych wykazywaly odczyn lokalizu-
jacy sie w okolicach przyjgdrowych i przypodstawnych cytoplazmy, nieco
mniej intensywny w poblizu rgbka szczoteczkowego komérek nablonka
(ryc. 7). U zwierzat grup do$wiadeczalnych I i II aktywnos$¢ i lokalizacja
GDH pozostawaly bez zmian, natomiast u zwierzat grupy III doswiad-
czalnej obserwowano mniejszg (w poréwnaniu z kontrola) aktywnos¢ en-
zymu. Lokalizacja barwnego odczynu przypominala obrazy kontrolne

(ryc. 8).
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Dehydrogenaza mleczanowa (LDH)

U szczuréw kontrolnych wystepowata intensywna reakcja w nablonku
kanalikéw gléwnych. Podobnie jak i inne badane dehydrogenazy, LLDH
zlokalizowana byla w cytoplazmie dookola jader komérkowych oraz w oko-
licach przypodstawnych komorek. Takie samo rozmieszczenie charakte-
ryzowato kanaliki gtéwne nerek wszystkich grup zwierzat doswiadczal-
nych. Aktywnos$¢ enzymu, podobna do obrazéw kontrolnych u zwierzat
grup doswiadczalnych I i II, zmniejszyla sie nieco u zwierzat grupy IIL

Dehydrogenaza izocytrynianowa (IcDH)

Kanaliki gléwne nerek szczuréw kontrolnych oraz wszystkich grup
do$wiadczalnych wykazywaly podobng aktywno$é oraz lokalizacje bada-
nego enzymu. Ziarnistosci formazanu ukladaly sie przede wszystkim
w okolicach przypodstawnych i okolojgdrowych cytoplazmy. Mniej barw-
nych, specyficznych granulek zawieraly okolice dystalne komérek na-
blonka.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Ze wzgledu na znaczng toksycznos¢ duze niebezpieczenstwo dla ludzi
stanowia preparaty fosforoorganiczne. Powodowaé one mogg zatrucia
objawiajace sie przede wszystkim silnym podraznieniem ukladu nerwo-
wego wspoblczulnego, bélami w jamie brzusznej itp. Swoistym antidotum
stosowanym w takim przypadku jest Toksobidin — lek bedacy reaktywa-
torem acetylocholiny. Stosuje sie go dozylnie w powtarzajacych sie daw-
kach (0,25 g) kilka razy dziennie az do uzyskania wyraznej poprawy
(w celu usuniecia objawéw obwodowej parasympatykotonii podaje sie
réwnoczesnie siarczan atropiny). Z badann Czarneckiego (4) wynika,
ze toksyczno$é¢ ostra Toksobidinu po stosowaniu dootrzewnowym wyno-
sila u szczur6w ok. 165 mg/kg. Ten sam autor zauwazyl, ze podawanie
szczurom zwiekszajgcej sie dawki leku (50—150 mg/kg) powodowalo na-
rastanie zmian w reakcjach histochemicznych komérek watroby. W ni-
niejszych badaniach, prowadzonych réwnolegle z badaniami Czarnec-
kiego (4), komérki nablonka kanalikéw gléwnych nerki szczura réw-
niez zareagowaly swoistym odczynem, zwlaszcza u zwierzat nalezgcych
do grup doswiadczalnych II i III.

Zmiany aktywnosci fosfatazy kwasnej, bedacej (jak wiadomo) marke-
rem lizosoméw, odzwierciedlaly wewnagtrzkomérkowe procesy lityczne za-
istniale pod wptywem Toksobidinu. Zwiekszenie sie ilosci lizosoméw
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u zwierzat, ktdre otrzymywaly dawki po 100 mg/kg, a nastepnie zmniej-
szenie sig ich ilosci po dawce 150 mg/kg swiadczylo, zgodnie z opinig in-
nych autoréow (5, 13, 15, 16, 17), o specyfice fizjologicznego trawienia sub-
stancji pobranych drogg pinocytozy czy fagocytozy. Obnizenie sie reakeji
na FK po najwiekszej dawce leku przemawia za spadkiem aktywnosci
metabolitycznej komérek kanalikéw gléwnych nerki.

Fosfataza zasadowa, odgrywajaca zasadniczg role w resorpeji zwrotnej
glukozy (10, 16, 17), wykazywata poczatkowo spadek aktywnosei (u zwie-
rzat po dawce 50 mg/kg). Nastepnie po dawkach 100 i 150 mg/kg inten-
sywnos$¢ odczynu wzrastala, byla jednak w dalszym ciggu mniejsza niz
u szczuréw kontrolnych. Wydaje sig, ze pod wplywem leku zaistnialy
niewielkie, ale zauwazalne zmiany w transporcie przez btony komoérkowe.

Tiaminowg pyrofosfataze, enzym czynnie zaangazowany w metaboliz-
mie komoérek (6, 7, 16), charakteryzowal wzrost aktywnosci u zwierzat
traktowanych zwiekszajacymi sie dawkami leku. Wiadomo, ze struktura
i wielko$¢ aparatu Golgiego, ktérego TPP-aza jest wyznacznikiem, sta-
nowig obraz pola dynamicznego komoérki, w ktorym dokonuje sie synteza
i przerébka produktu wydzielniczego. Dlatego tez zauwazone zmiany w
aktywnosci enzymu $wiadezyly o wzroscie tych proceséw w kanalikach
glownych nerki.

W aktywnosci 5-nukleotydazy obserwowano niewielkie zmiany. Sa-
dzi¢ zatem nalezy, ze Toksobidin nie wywieral ujemnego wplywu na syn-
teze nukleotydéw, w ktorej enzym ten bierze udzial (8).

Badajac adenozynotréjfosfataze stwierdzono wzrost aktywnosei po
zwiekszajgcej sie dawce Toksobidinu. Ze wzgledu na to, ze enzym ten
bierze udzial przede wszystkim w rozbiciu wigzan kwasu adenozyno-
trojfosforowego i wyzwalaniu duzej ilosci energii (1, 9, 11), wynikaloby
stad, ze podany lek wplynat na uklady zwigzane z tlenows fosforylacja
w mitochondriach jak réwniez zwiekszyl aktywny transport przez blo-
ny mitochondrialne i komdrkowe.

Szczegbdlnie widoczng reakeje kanalikow glownych na Toksobidin ob-
serwowano w aktywnosSci lipazy. Barwny odczyn u zwierzat po najwyz-
szej (150 mg/kg) jednorazowej dawce wystepowal w postaci duzych sku-
pisk granularnych na terenie rgbka szczoteczkowego oraz w postaci dy-
fuzyjnej w cytoplazmie. Wydaje sie, Ze obraz powyzszy wskazuje na
zaburzenia w procesach lipolizy w komoérkach nablonka kanalikéw glow-
nych. Zachowanie sie substancji sudanofilnych $wiadczy¢ tez moze, ze
podany lek nie zmienia caloksztaltu przemian lipidowych w nerce.

Odczyny histochemiczne na dehydrogenazy wykazaly, ze zaré6wno de-
hydrogenaza bursztynianowa, ktérej czynnos¢ polega na katalizowaniu
procesow tlenowej fosforylacji, jak rowniez dehydrogenaza izocytrynia-
nowa, ktéra takze bierze udzial w cyklu Krebsa, nie zmienily swej aktyw-
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nosci ani lokalizacji, co znaczyloby, ze nie zareagowaly na Toksobidin.
Dehydrogenaza kwasu glutaminowego i dehydrogenaza mleczanowa na-
tomiast zareagowaly zmniejszeniem odczynu. Wiadomo, Ze GDH jest en-
zymem bardzo wrazliwym i jej dzialanie zespala sie z procesem asymilacji
azotu i regulacji cyklu Krebsa, obnizenie sie wiec jej aktywmosei swiad-
czy o czynnej reakcji komérki na lek. LDH, zwigzana z procesem bez-
tlenowej glikogenolizy, réwniez zmniejszyla swojg aktywnosé, z czego
mozna by wnioskowaé, ze Toksobidin powodowal hamowanie syntezy
bialka enzymatycznego oraz zaburzenia w aktywnym transporcie.

Jak podano w wynikach badan, odczyny histochemiczne w kanali-
kach gléwnych nerki, zwlaszcza przy badaniu aktywnosci FK, TPP-azy
oraz ATP-azy, byly dosé¢ zréznicowane. Na og6lt w strefie podtorebko-
wej aktywno$¢ enzyméw byla wieksza, natomiast w strefie przyrdzennej
— mniejsza. Wedlug Staszyca (16) obraz takiej lokalizacji aktyw-
nosci enzymatycznej jest wyrazem zlozonych czynnosei fizjologicznych
nefrondéw oraz ich unaczynienia.

Wnioski

1. Toksobidin (Polfa) stosowany dootrzewnowo szczurom, zwlaszcza
w dawce zblizonej do toksycznej, wywieral wplyw na aktywnosé enzy-
matyczng komoérek kanalikéw gléwnych nerki. Obserwowano: wzrost
aktywno$ci TPP-azy, lipazy, ATP-azy oraz nieznaczny — lipidéw obo-
jetnych; spadek aktywnosci charakteryzowal FK, FZ, GDH oraz LDH,
Aktywnost¢ 5-N, BDH i IcDH pozostawala bez zmian.

2. Wydaje sie, zgodnie z poglagdami Czarneckiego (4), Ze To-
ksobidin podawany ludziom, jako odtrutka na preparaty fosforoorganicz-
ne, nie powinien wywiera¢ ujemnego wplywu na kanaliki gléwne nerki,
bowiem stosowana dawka 0,25 g jednorazowo, nawet kilka razy w ciggu
doby, jest za niska, by stanowié zagrozenie dla czlowieka. Zauwazone
przez nas zmiany aktywnosci enzymatycznej u szczuréw doswiadczal-
nych wywotlane byly dopiero nieporéwnywalnie wiekszymi dawkami leku,
przypadajacymi na 1 kg ciezaru ciala.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Nerka szczura kontrolnego. Odczyn na fosfataze kwasng wg metody Go-
moriego. Pow. ca 200X.

Ryc. 2. Nerka szczura grupy III do$wiadczalnej. Odezyn na fosfataze kwa$ng wg
metody Gomoriego. Obnizenie aktywnoS§ci enzymatycznej. Pow. ca 200 X.

Ryc. 3. Nerka szczura kontrolnego. Odczyn na tiaminowg pyrofosfataze wg me-
tody Novikoffa i Goldfischera. Pow. ca 200X.

Ryc. 4. Nerka szczura grupy III do$wiadczalnej. Odezyn na tiaminowsg pyrofosfa-
taze wg metody Novikoffa i Goldfischera. Wzrost aktywnosci enzymu, szczeg6lnie
w okolicach przyjadrowych i dystalnych komérek kanalikéw giownych. Pow. ca 200X,

Ryc. 5. Nerka szczura kontrolnego. Odczyn na lipaze wg metody Gomoriego i Ta-
kamatsu. Pow. ca 200X.

Ryc. 6. Nerka szczura grupy III do§wiadczalnej. Odczyn na lipaze wg metody
Gomoriego i Takamatsu. Barwne ziarnisto$ci utworzyly duze skupiska na terenie
rabka szczoteczkowego. Pow. ca 200X,

Ryc. 7. Nerka szczura kontrolnego. Odczyn na dehydrogenaze kwasu glutamino-
wego wg metody Pearse. Pow. ca 200X,

Ryc. 8. Nerka szczura grupy III do$wiadczalnej. Odczyn na dehydrogenaze kwa-

su glutaminowego wg metody Pearse. Aktywno§¢é enzymatyczna obnizona. Pow. ca
200 X.

PE3IOME

VccnenoBaHo TJAaBHBIE KaHaJbLbl IMOYKM KpPbIC, KOTOPHIM OpIOUIMHHO INOJaBaiy
yBenuuusawommeca no3sl (50 mr/kr—150 mr/kr) toxcobuauua (ITonbcha). OnpexneyeHo
SU3MMATUYECKYI0 aKTUMBHOCTE Kucaoit (FK) u ménounoit (FZ) docdarasbl MUCNONb-
3ys meTox I'omopy, TMamuuoByio mupocpoccarasy (TPP-a3y) meromom HoBuxoda
u Tonbacduinepa, agenosunorpudocdarasy (ATP-a3y) u 5-uykiaeoruaasy (5-N) me-
TonoMm Baxiureitna M Mansens, aunasy merozom I'omopm u Takamarcy, HEATPalibHbIE
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aunupel MeroaoM Jim3ona u JlarHenM, CYKLUMHATHYIO jerugporenasy (BDH) meronom
Haxnaca ¥ cOTp., a TakKXe JerMporeHasy rJyTaMuHOBOM Kuciaors! (GDH), nakrtar-
nyw (DDH) u uzouurparaeruaporenasy (IcDH) meromom ITupca.

B pe3yabTaTe NpPOBEAEHHBIX HADMIONEHMIT ONpeAEeseHO, YTO BIPBICHYTBHIi IIperna-
pat, ocoGeHHO nR03a npubiMkeHHas K TOKCHUYECKONM (OCTpas TOKCHYHOCTBH TOKCOOM-
AMHa ¥y KpbIC ca 165 Mr/Kr), BaMaAN HA SH3MMATHYECKME DeaKlIMM KJETOK IJIaBHBLIX
XaHaJLEeB IMOYeK. 3aMedeHO POCT aKTMBHOCTM THMaMMHOBOM mmpodocdarassl, JUNashbl,
azgeHo3suHoTpudocdarasp!l, a TakKKe HEe3HAYUTEJbHbI# POCT HEeNTPaNBbHBIX JMINAOB.
ITouuzKeHueM aKTMBHOCTM XapaKTepM3oBajach Kuciasa u meénounasa docdarasa, riro-
TaMMHOBaA JeTMAPOreHasa M JaKTaTAeruaporeHasa. He uM3MeHAnach aKTUMBHOCTL S5-Hy«
KJIEOTHAAS3b], CYKUMHATIAECIMAPOTreHas3bl M M30LMTPaTAErUAPOTEHASbL.

SUMMARY

Examinations were made of the main tubules in the rats which were intra-
peritoneally given increased doses of toxobodin (50 mg/kg-—150 mg/kg) manufactured
by Polfa. The examinations revealed enzymatic activity of acid phosphatase (FK)
and alkaline phosphatase (FZ) by Gomori, tiamin-pyrophosphatase (TPP-ase) by No-
vikoff et Goldfischer, adenosine triphosphatase (ATP-ase) and 5-nucleotidase (5-N)
by Wachstein et Meisel, lipase by Gomori et Takamatsu, neutral lipids by Lison
et Dagnelie, succinic dehydrogenase (BDH) by Nachlas et al, glutaminaze dehydro-
genase (GDH), lactic dehydrogenase (LDH) and iso-citric dehydrogenase (IcDH) by
Pearse.

The above examinations showed that toxobidin administered in a dose nearly
toxic (acute toxicity of toxobidin is about 165 mg/kg in rats) had a strong effect
on enzymatic reactions in the main tubules of the rat kidney. The observations
showed an increased activity of TPP-ase, lipase, ATP-ase and a slight increase of
neutral lipids. Toxobidin was found to cause a decreased activity of FK, FZ, GDH
and LDH. The enzymatic activity of 5-N, BDH and IcDH remained unchanged.

EXPLANATION TO FIGURES

’ Fig. 1. A kidney of a control rat. Reaction to acid phosphatase by Gomori. Magn.
ca 200X,

Fig. 2. A kidney of a rat of the III control group. Reaction to acid phosphatase
by Gomori. Decreased enzymatic activity. Magn. ca 200 X,

Fig. 3. A kidney of a control rat, Reaction to tiamin pyrophosphatase by Novi-
koff et Goldfischer. Magn. ca 200 X.

Fig. 4. A kidney of a rat of the III experimental group. Reaction to tiamin pyro-
phosphatase by Novikoff et Goldfischer. Increased enzymatic activity especially in
nuclear and distal areas of the cells of the main tubules. Magn. ca 200 X.

Fig. 5. A kidney of a control rat. Reaction to lipase by Gomori et Takamatsu.
Magn. ca 200 X.

Fig. 6. A kidney of a rat of the III experimental group. Reaction to lipase by
Gomori et Takamatsu. Colour granulations visible in large agglomerations in the
area of the brush border. Magn. ca 200 X.

Fig. 7. A kidney of a control rat. Reaction to glutaminaze dehydrogenase by
Pearse. Magn. ca 200 X.

Fig. 8. A kidney of a rat of the III experimental group. Reaction to glutaminaze
lehydrogenase by Pearse. Decreased enzymatic activity. Magn. ca 200X,






