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Badania histologiczne i histochemiczne nerek znajdujacych sig
pod wplywem dziatania antybiotyku o wstepnej nazwie Bencylina-1

TucronoruyecKkue ¥ TMCTOXMMMYECKME MCCIIEZOBAHUA [OYEK, HAXOAALIMXCH NOZ
BIAMUAHMEM aHTUMOMOTMKA O BCTYNMTENBHOM Ha3BanuMu Benuuanua-1

Histological and Histochemical Research on Kidneys Effected
by an Antibiotic Introductorily Called Bencylina-1

Dzieki wspéOipracy nauki i przemystlu, medycyna uzyskala leki skutecznie dzia-
lajgce w wigkszo$ci bakteryjnych zakazen. Duzo uwagi po§wiecono prébom chemicz-
nej syntezy penicyliny. Pelng synteze penicyliny V przeprowadzili Sheehan
i Henry-Logan, ktorzy uzyskali 5,6-cis izomer tej penicyliny. Sheehan
i Hess zmodyfikowali metode zamknigcia pier§cienia laktamowego i wytworzenia
przez to penicyliny optycznie czynnej i biologicznie aktywnej (4, 5, 6, 7).

Wyizolowanie kwasu 6-aminopenicylanowego zapoczatkowalo ere tzw. penicylin
pélsyntetycznych, otrzymywanych w wyniku réznych modyfikacji chemicznych cza-
steczki penicyliny. Modyfikacje obejmowaly zaréwno lancuch boczny, jak i rdzen czg-
steczki, a mialy na celu uzyskanie zwigzkéw pozbawionych wad, jakie cechujg pe-
nicyliny ,naturalne”, a mianowicie: szybkie wydalanie sie z ustroju, inaktywowanie
si¢ w Srodowisku alkalicznym i kwaénym, ograniczone spectrum antybiotyczae oraz
wrazliwosé na dzialanie penicylinazy gronkowcowej (2, 8).

‘W ramach umowy o poszukiwaniu nowych pochodnych, zawierajgcych ugrupo-
wania f-laktomowe, w Laboratorium Badawczym Chemii TZF ,,Polfa” przy wspol-
pracy z Instytutem Chemii i Technologii organicznej PW podjeto badania nad otrzy-
maniem nowej pochodnej penicylin izoksyzolinowych — soli sodowej kwasu 6-(3-
-benhydrylo-5’-metyloizoksazolylilo-4’-karboksyamido)-penicylanowego, zwanej umo-
whnie Bencyling-1, oryginalnym krajowym lekiem z grupy penicylin pélsyntetycznych
(9). Ogdlny sposdb otrzymywania Bencyliny-1 uzyskal patent PRL nr 58450 z dnia
28 XII1969 r. (autorzy: E. Zukowski, Z. Eckstein, J, Plenkiewicz). Na-
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stepne wyniki poszukiwan zostaly zgtoszone do Urzedu Patentowego pod nr 184892
z dnia 19 XI 1975 r. Autorami zgloszenia sa: E. Zukowski, Z Eckstein,
J. Plenkiewicz, J. Kaminski, D. Rusek, P. Borowicz Na zlecenie Tar-
chominskich Zakladéw ,,Polfa” w Zakladzie Histologii i Embriologii Instytutu Bio-
logiczno-Morfologicznego Akademii Medycznej w Lublinie dokonano oceny histolo-
gicznej i histochemicznej narzadéw pobranych od zwierzat do§wiadczalnych badanych
na toksycznosé podostrg i przewlekiy Bencyliny-1. Obecna praca dotyczy czesci uzys-
kanych przez nas wynikow.

MATERIAL I METODY BADAN

.

Do badan uzyto 100 szczurdéw biatych (samcdédw o ciezarze ciala 150-—160 g) oraz
50 myszek bialych (samcédw o ciezarze 20—25 g). Zwierzeta podzielono na grupy,
z ktérych kazda zawieratla 5 osobnikéw. DoS§wiadczenie przeprowadzono w dwéch
czeSciach: badano zwierzeta poddane toksyczno$ci podostrej, po 6 tygodniach codzien-
nego podawania leku, oraz po dzialaniu przewleklym, po 3 miesigcach codziennego
podawania Bencyliny-1. Lek stosowano szczurom dootrzewnowo (i.p.) i dozolgdko-
wo (p.0.), za§ myszkom tylko dootrzewnowo. Szczurom wstrzykiwano maksymalnie
0,5 ml/100 g c.c., myszkom 0,01 ml roztworu na 1 g c.c. Sporzadzony roztwér
leku przy dawce ip. 10 mg/kg dla szczuréw byl 0,2%, przy dawce 30 mg/kg 0,6%,
przy podaniu p.o. 100 mg/kg — roztwéor 2%, 400 mg/kg — 8%. U myszek stosowano
roztwory: przy dawce 20 mg/kg — 0,2%, przy dawce 60 mg/kg — 0,6%. Grupy kon-

Tabela 1
Toksyczno§é podostra Toksyczno§é przewlekla
(6 tygodni) {3 miesigce)
A — SZCZURY B — SZCZURY
(kazda grupa — 5 zwierzat) (kazda grupa — 5 zwierzat)
ar dawka droga nr dawka droga

grupy w mg/kg podawania grupy w mg/kg podawania

1 10 ip. 2 10 ip.

I 10 ip. II 10 ip.
III 30 ip. III 30 ip.
v 30 ip. v 30 ip.
v kontrola ip. v kontrola ip.
Vi 100 p.o. VI 100 p-o.
VII 100 p.o. v 100 p.o.
VIII 400 p.o. VIII 400 p.0.
IX 400 p.o. IX 400 Pp.o.
X kontrola p.o. X kontrola p-0.

C — MYSZY D — MYSZY

(kazda grupa — 5 zwierzat) (kazda grupa — 5 zwierzat)
I 20 ip. I 20 ip.

11 20 ip. 11 20 i.p.
111 60 i.p. 111 60 ip.
v 60 i.p. v 60 ip.

v kontrola i.p. kontrola ip.
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trolne otrzymywaly sam rozpuszezalnik w tych samych warunkach co zwierzeta do-
§wiadczalne. Dawki ustalono w porozumieniu z Zakladem Farmakologii Instytutu Pa-
tologii Klinicznej Akademii Medycznej w Lublinie. Wysoko§é dawek w poszczegdl-
nych grupach i sposéb podawania zestawiono w tab. 1. Po okresie do§wiadczalnego
podawania leku, zwierzeta dekapitowano i przeprowadzano badania histologiczne
i histochemiczne na wycinkach narzadéw,

Wycinki nerki utrwalano w 10% formalinie obojetnej do badan ogélnomorfolo-
gicznych (barwienie hematoksyling i eozyng), w piynie Bakera do wykazywania ak-
tywnosci fosfatazy zasadowej i fostatazy kwasnej, w plynie Carnoya dla reakcji PAS.
Material nie utrwalony, zamrozony i krojony w kriostacie stuzyt do wykazywania
aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej. Reakcje PAS przeprowadzono wg me-
tody McManusa. Preparaty kontrolne trawiono diastazg. Aktywno$§é fosfatazy wyka-
zywano wg metody Gomoriego, dehydrogenazy bursztynianowej wg metody Na-
chlasa (3).

Mikrofotografie wykonano przy pomocy aparatu fotograficznego Exacta Varex
1000, stosujgc mikroskop $wietlny Ergaval — Zeiss — Jena, pow. ok. 80X.

WYNIKI BADAN

SERIA A (SZCZURY, TOKSYCZNOSC PODOSTRA)

Barwienie hematoksyling i eozyna. Zauwazono zmia-
ny w grupach VI i VII: przy¢mienie migZszowe nablonka kanalikow Kkre-
tych (ryc. 1). Zjawisko mialo charakter ogniskowy. W grupach VIII i IX
wystapilo przyémienie migzszowe bardziej nasilone. Nie obserwowano
zmian strukturalnych w jadrach komoérkowych ani tuszczenia sig komo-
rek nablonka do $wiatla kanalikow.

Reakcja PAS. W grupach VIII i IX odczyn w rgbku szczoteczko-
wym jest nieré6wnomierny, ogniskowo oslabiony lub nasilony (ryc. 2).
Pozostale grupy jak w kontroli. ”

Aktywnos$c fosfatazy zasadowej Wystepuje silny od-
czyn i zatarcia budowy rabka szczoteczkowego w grupach VIII i IX
(ryc. 3).

Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej. W grupach VI i VII zau-
wazy¢ mozna wystepowanie dyfuzyjne reakcji w cytoplazmie nablonka
kanalikéw. Intensywna reakcja o charakterze dyfuzyjnym wystepuje
w grupach VIII i IX (ryc. 4).

Aktywnos$é¢ dehydrogenazy bursztynianowej.
W grupach III, IV, VIII i IX obserwuje si¢ oslabienie odczynu (ryc. 5).
Dotyczy to szczegélnie nabtonka kanalikéw kretych I rzedu. Nie wszyst-
kie kanaliki reagujg w tym samym stopniu, zjawisko ma charakter ognis-
kowy.
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SERIA B (SZCZURY, TOKSYCZNOSC PRZEWLEKLA)

Barwienie hematoksyling i eozyna. W grupach VIi VII
na ok. 80% preparatow obserwowano ogniskowe przy¢émienie migzszo-
we, zwlaszeza kanalikéw kretych I rzedu (ryc. 6). W grupach VIII i IX
zmiany dotyczg 100% preparatéw. Wystepuje przyémienie migzszowe cy-
foplazmy nablonka kanalikow kretych i rozszerzenie naczyn krwionos-
nych kory.

Reakcja PAS. W grupach VI i VII wystepuje zmniejszenie nasi-
lenia odezynu w rgbku szczoteczkowym kanalikow kretych (rye. 7). Po-
dobne zmiany obserwuje sie w grupach VIII i IX. Nie wszystkie kana-
liki sg w tym samym stopniu zmienione.

Aktywno$¢ fosfatazy zasadowej W grupach VI i VII
wystepuje ogniskowe ostabienie odczynu w strukturach kanalikow kre-
tych I rzedu. Zjawisko to dotyczy 100% preparatéw grup VIII i IX.

Aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej Zauwaiy¢ mozna zmia-
ny w grupach VI i VII: nasilenie intensywnos$ci odczynu, dyfuzje produk-
téw reakcji. Zmiany ulegajg dalszemu zwiekszeniu w grupach VIII i IX.

Aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej. Daw-
ki podawane dootrzewnowo nie wywotujg uchwytnych zmian. W grupach
VI i VII wystepuje ogniskowe oslabienie intensywnosci odczynéw (rye. 9),
podobnie w grupach VIII i IX, gdzie nasilenie reakcji zmniejsza sie znacz-
nie. Nie ulega zmianom potozenie struktur specyficznych.

SERIA C (MYSZY, TOKSYCZNOSC PODOSTRA)

Barwienie hematoksyling i eozyng Po stosowanych
dawkach Bencyliny-1 nie obserwowano zmian morfologicznych w struk-
turach nerki.

Barwienie PAS. Nie stwierdzono zmian w rgbku szczoteczko-
wym kanalikow kretych ani w blonie podstawowej. Kitebki naczyniowe
rowniez nie ulegly zmianie.

Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej Nie obserwowano
zmian w aktywnoS$ci enzymu w zadnej z badanych grup w stosunku do
zwierzat kontrolnych.

Aktywnos$é¢ fosfatazy kwasnej Material doswiadczalny
nie réznil sie od materiatu kontrolnego.

Aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej Za-

stosowane dawki nie mialy wplywu na intensywno$¢ ani na lokalizacje
odezynu.
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SERIA D (MYSZY, TOKSYCZNOSC PRZEWLEKLA)
L

Barwienie hematoksyling i eozyng. W grupach III i IV
(80% badanego materiatu) obserwuje sie ogniskowe przyémienie migzszo-
we cytoplazmy w nablonku kanalikow kretych I rzedu. Jadra komorko-
we nie sg zmienione.

Reakcja PAS. W grupach III i IV wystepuje pogrubienie bion
podstawowych zawierajacych mukopolisacharydy ochojetne. Zjawisko ma
charakter ogniskowy.

Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej W grupach III i IV
obserwuje sie nieréwnomierne nasilenie reakcji. Ogniskowo wystepuje
wzmozenie i oslabienie odczynu w rgbku szczoteczkowym kanalikéw kre-
tych.

Aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej W grupach III i IV wy-
stepuje ogniskowa dyfuzja produktéw reakeji. Odczyn jest wzmozZony,
zwlaszcza w kanalikéw kretych I rzedu (ryc. 11).

Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej.
W grupach III i IV wystepuje obnizenie intensywno$ci odezynu. Zjawis-
ko to jest nieréwnomiernie zlokalizowane, dotyczy kanalikow kretych
I rzedu (ryc. 12).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN 1 WNIOSKI

Bencylina-1 nalezy do izoksalilowych penicylin poélsyntetycznych,
pochodnych  kwasu  6-amino-penicylanowego. Wz6r sumaryczny:
CyH24N;0;SNa. Masa czasteczkowa: M.cz.=513,6. Wzér strukturalny:

O\CH- ~CO-NH- L3
O

i3 O N CopNa

Bencylina-1 powstaje w reakeji acylowania kwasu 6-aminopenicy-
lanowego za pomocg kwasu 3-benzhydrylo-5-metyloizoksazolilo-4-karbo-
ksylowego i przez przeksztalcenie otrzymanego kwasu penicylanowego
w s6l sodowg. Surowy produkt spelnia ogbélne warunki, przyjete dla peni-
cylin izoksazolilowych (1). Zwigzki tej grupy wywieraja dzialanie bak-
teriostatyczne, a w wyzszych stezeniach bakteriobdjcze dzieki zdolnosci
hamowania biosyntezy blony komérkowej bakterii w okresie podziatu.

Bencylina-1 na ogét wykazuje aktywnos$¢ przeciwbakteryjng in vitro
zblizong do pozostalych penicylin — przedstawicieli grupy izoksazolilo-
wych, a wiec wysoka w stosunku do grup: Staphylococcus i Yersinia,
Pseudotuberculosis i B. subtilis, érednig aktywnos¢ w stosunku do: B,
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cereus, bakterii z grupy Listeria monocytoganes i niektorych przedsta-

icieli grupy Streptoceccus. Nie wykazuje dzialania na bakterie: Pseudo-
monas, E. coli, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Shigella, Bordatella,
Corynolacterium i niektére Streptocoecus. Badania zostaly przeprowa-
dzone w Laboratorium Biologicznym Kontroli Jakosci TZF ,,Polfa” (cyt.
wg 1).

Kliniczna przydatno$¢ Bencyliny-1 zaleze¢ bedzie od skutkéw jej dzia-
lania na struktury narzgdéw wewnetrznych. W tym celu wykonano row-
niez obecne badania. Stwierdzono na ich podstawie, ze po 6 tygodniach
podawania Bencylina-1 nie powoduje istotnych zaburzen w strukturze
histo-morfologicznej nerki szczura i myszki bialej, uchwytnych wykony-
wanymi odezynami histochemicznymi. U szczuréw zauwazono po duzych
dawkach leku podawanego dootrzewnowo ogniskowe przyémienie migz-
szowe nablonka kanalikow kretych. Réwnoczesnie nie obserwowano
zmian struktur jgder komoérkowych ani luszczenia sie komér nablonka
do $wiatla kanalikow. Zmiany zauwazono w rabku szczoteczkowym kana-
likbw kretych I rzedu (aktywnosé fosfatazy zasadowej, reakcja PAS),
sa wyrazem stanu czynnoSciowego nerek w granicach fizjologicznych.

Po 3 miesigcach podawania dootrzewnowego leku w dawkach 10 i 30
mg/kg c.c. nie stwierdzono zmian w strukturach nerki szczura. Dozolgd-
kowe dawki 100 ml/kg c.c.,, a zwlaszcza 400 mg/kg c.c. powoduja pewne
zaburzenia obserwowanych odezynow, ktére moga wynika¢ z uszkodzenia
struktur, zwlaszcza lizosomalnych. Rowniez dawka 60 mg/kg c.c. poda-
wana dootrzewnowo myszkom bialym przez okres 3 miesiecy codzien-
nie, wywoluje w nerce zmiany polegajgce na wystepowaniu przycmie-
nia migzszowego cytoplazmy nablonka kanalikéw kretych, ogniskowego
pogrubienia blon podstawowych i zmiany w aktywnosci enzymatycznej
badanych fosfataz i dehydrogenazy bursztynianowej. Korzystne byloby
wykonanie nastepnego doswiadczenia, polegajgcego na obserwacji od-
wracalnos$ci wystepujacych zmian, zwlaszcza przy stosowaniu wysokich
dawek leku.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Seria A. Grupa VI do§wiadczalna. Barwienie hematoksyling i eozyna.
Przyémienie migzszowe nablonka kanalikéw kretych. Pow. ca 80X.

Ryc. 2. Seria A. Grupa VIII do§wiadczalna. Reakcja PAS. Nieré6wnomierny od-
czyn w rabku szczoteczkowym. Pow. ca 80 X.

Ryc. 3. Seria A. Grupa IX do$§wiadczalna. Reakcja na aktywno$é fosfatazy zasa-
dowej. Silny odczyn i zatarcie budowy rabka szczoteczkowego. Pow. ca 80 X.

Ryc. 4. Seria A. Grupa VIII do$§wiadczalna. Reakcja na aktywno§é fosfatazy
kwasnej. Intensywny odczyn ogniskowo-dyfuzyjny. Pow. ca 80X,

Ryec. 5. Seria A. Grupa III do$wiadczalna. Reakcja na aktywnosé dehydrogena-
zy bursztynianowej. Odczyn malo intensywny. Pow. ca 80 X.

Ryc. 6. Seria B. Grupa VI do$wiadczalna. Barwienie hematoksyling i eozyna.
Ogniskowe przyémienie migzszowe nablonka kanalik6w. Pow. ca 80X.

Ryc. 7. Seria B. Grupa VII do§wiadczalna. Reakcja PAS. Malo intensywny od-
czyn w rabku szczoteczkowym kanalikéw. Pow. ca 80X.

Ryc. 8. Seria B. Grupa VII do$wiadczalna. Reakcja na aktywno§é fosfatazy za-
sadowej. Odezyn nieré6wnomiernie nasilony. Pow. ca 80X,

Ryc. 9. Seria B. Grupa VI do$§wiadczalna. Reakcja na aktywno$é dehydrogenazy
bursztynianowej. Ogniskowe oslabienie intensywnoé$ci odezynu. Pow. ca 80X.

Ryc. 10. Seria D. Grupa III do$wiadczalna. Reakcja na aktywnoéé fosfatazy za-
sadowe]j. Nier6wnomierne nasilenie odczynu w rabku szczoteczkowym kanalikéw kre-
tych. Pow. ca 80X.

Ryec. 11. Seria D. Grupa IV doswiadczalna. Reakcja na aktywnoséé fosfatazy kwas-
nej. Widoczne wzmozenie odezynu w nablonku kanalikéw kretych. Pow. ca 80X.

Ryc. 12. Seria D. Grupa IV doSwiadczalna. Reakcja na aktywno§é dehydrogena-
zy bursztynianowej. Intensywno$§é odczynu ostabiona i nieréwnomierna. Pow. ca 80X,

PE3IOME

IIpu noMoiy IMCTOXMMHMYECKUX METOLOB NPOBEAEHO TUCTOJOTMYECKYIO M TMUCTO-
XUMMYECKYI0 OI€HKY MO4YeK, B3ATLIX OT OIBITHBIX KWMBOTHBIX M MCCIENOBAHHBIX Ha
MOJOCTPYI0O U 3aTAXKHYI0 TOKCUMYHOCTH HOBOTO aHTHOMOTMKA O BCTYIMTEALHOM Ha3Ba-
vun Beununuua-1.

OmnpegeneHo, 4TO IOcje MIECTHMHERENBHOrO IpUMeHeHUsa Benuuanuna-1 npume-
HAEMbIE JO03bl HE BBI3BIBAJM CYILECTBEHHBIX DaCCTPOMCTB B I'MCTOMOPGONOrMYECKOM
CTPOeHMM TNOYKM KpbIckl, 6es0Jt MbILM, a KoTopble 6blIM o0HapyXeHb! Gaarozaps
NPOLEACHHBIM TUCTOXMMUYECKUM pPeaKIMAM.
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Tlocne 3-mecA4yHOro mpumeHeHmsa Gonplumx R03 mnpenapara (100, 400 mr/Kr Beca
TeNa AiA KpbIic ¥ 60 MI/Kr B.T. ANA MbIl) BLICTYIMJIM PacCTPOicTBA B HabmozaeMbIx
peakuMaX, KOTOPbl€ BO3HMKAJNU U3 NOBPEKJIEHUA CTPYKTYD.

SUMMARY

A histological and histochemical evaluation of kidneys taken from experimental
animals was made by means of histochemical methods. The animals were examined
for the subacute and chronic toxicity of a new antibiotic introductorily called Ben-
cylina-1.

It was observed that after 6 weeks of administration, Bencylina-1 in the applied
doses causes no essential disturbances in histomorphological structure of rat and
white mouse kidneys which can be revealed with the histochemical reactions used
in the experiment.

A 3 month administration of the drug in large doses (100, 400 mg/kg cc in the

rats and 60 mg/kg cc in the mice) caused disturbances in the observed reactions
which may reflect injuries of the structures.

EXPLANATION OF THE FIGURES

Fig. 1. Set. A. Experimental group VI. Colouring with hematoxyline and eozyne.
Parenchymal dimness of twisted tubules epithelium. Magn. approx. 80X.

Fig. 2. Set. A. Experimental group VIII. PAS reaction. Irregular reaction in the
brush border. Magn. approx. 80X.

Fig. 3. Set. A. Experimental group IX. Reaction to alkaline-phosphatase activity.
Strong reaction and blurring of the brush border strukture. Magn. approx. 80X,

Fig. 4. Set. A. Experimental group VIII. Reaction to acid Phosphatase activity.
Intensive diffusible and focal reaction. Magn. approx. 80X.

Fig. 5. Set. A. Experimental group III. Reaction to succinate dehydrogenase
activity. Not intensive reaction. Magn. approx. 80 X.

Fig. 6. Set. B. Experimental group VI. Colouring with hematoxyline and eozyne.
Focal parenchymal dimnes of tubular epithelium. Magn. approx. 80X.

Fig. 7. Set. B. Experimental group VII. PAS reaction. Not intensive reaction
in the brush border of the tubules. Magn. approx. 80X.

Fig. 8. Set. B. Experimental group VII. Reaction to alkaline-phosphatase activity.
Irregular reaction. Magn. approx. 80X.

Fig. 9. Set. B. Experimental group VI. Reaction to succinate dehydrogenase
activity. Magn. approx. 80X,

Fig. 10. Set, D. Experimental group III. Reaction to alkaline-phosphatase activity.
Irregular reaction in the brush border of twisted tubules. Magn. approx. 80X.
Fig. 11. Set. D. Experimental group IV. Reaction to acid-phosphatase activity.

Visible increase of the reaction in the epithelium of twisted tubules, Magn. approx.
80 X.

Fig. 12. Set. D. Experimental group IV. Reactions to succinate dehydrogenase
activity. Decreased and less regular reaction. Magn. approx. 80X.



