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J6zef STASZYC

Badania cytotopochemiczne nefronéw po operacyjnym podwigzaniu
tetnicy nerkowej u szczurow

LluToTonoxumuueckmue uccnefoBaHus HePOHOB MNOCNTE ONEPALUOHKOTO HANOMEHUA
NUraTypbl HA NOYEYHYIO APTEPMIO KPbIC

Cytotopochemical Tests of Nephrons after Ligation of the Kidney Artery in a Rat

Badania Deterlinga (1962), Berndta (1963) oraz Binga i Kazi-
mierczaka (1969) wskazujg, Zze nagle niedokrwienie nerek ma wyrainy wplyw
na rrzemiane materii organizmu zwierzecego. Staszyc i wsi). (1971) opisali
zmiany histochemiczne zachodzace w niedokrwionej nerce. Nie wiemy jednak
nadal, jak zachowuja sie enzymy w rewaskulowanych nerkach. Jest to istotny
problem poniewaz enzymy nerek obok udzialu w przemianach tego narzadu sg
réwniez zaangazowane w ogélnych procesach calego ustroju. Interesujace wydaje
si¢ wiec przeanalizowanie aktywnosci enzymatycznej komorek nablonka kanalikéw
nerkowych w roznym okresie czasu po przywréceniu droznosci tetnicy nerkowej
uprzednio do$wiadczalnie zamknietej.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na szczurach bialych, plciowo dojrzalych samecach, ho-
dowli wsobnej, w ogdlnej narkozie eterowej. Zwierzeta przebywaly w dobrych
warunkach lokalowych, a jako pokarm otrzymywaly pasze granulowang i wode
do picia bez ograniczen. Doswiadczenia prowadzono w czterech grupach. Kazda
z nich skladala sie z dziewieciu szczuréw, ktérym operacyjnie (Staszyc i wsp.
1969) zaciskano na pewien  okres czasu tetnice nerkowg lews, a nastepnie udraznia-
no ja zdejmujgc klips naczyniowy (Baron 1965). Czz§é kontrolng kazidej grupy
stanowilo sze$¢ szczurow. Trzem z nich wykonywano tylko prcbng laparatomie,
a pozostate trzy stanowily material poréwnawczy. W grupie I t. nerkowa za-
ci$nieta byla przez 2, w Il przez 5, w III przez 10, a w IV przez 20 minut. Po
uplywie oznaczonego czasu usuwano kleme naczyniowg z tetnicy, przywracajgc
krazenie w nerce. Nastepnie w 3 (Podgrupa A), 6 (Podgrupa B) i 9 (Podgrupa C)
godzin od udroznienia t. nerkowej pobierano do badania material jedn-czesnie
z nerek do§wiadczalnych i kontrolnych. Przed pobraniem skrawkéw sprawdzano,
czy nerka lewa nie posiada naczyn dodatkowych odchodzacych od tetnicy gléwnej.
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Tkanki utrwalano w plynach Bouina, Carnoy’a, Zenkeia oraz w mn.ies.aninie
calcium-formol o temp. 4°C. Na skrawkach mrozonych wykonywano reakcje hislo-
chemiczne. Badano fosfatazy kwasng (Fk) i zasadowsg (Fz) wg m. Gomoriego oraz
esterazy niespecyficzne (EN) przy uzyciu reakcji dwuazowej. Aktywno§é¢ adeno-
zynotrojfosfatazy (ATP-azy) wykazano wg. m. Wachstein — Meisel’a. Pirofosfataze
tiaminowa (TPP-aze) oznaczano wg zlecen Novikoffa i Goldfischera, a 5-nukleoty-
daze (5-N) wg m. Gomoriego w modyfikacji Vorbrodta. Kwasy nukleinowe wy-
kazano metodami Feulgena i Bracheta. Mukopolisacharydy obojstnez wybarwiano
wg reakcji PAS z odczynnikiem Schiffa. Grupy aldehydowe blokowano dimedonem,
a trawigc preparaty diastaza eliminowano glikogen. Do celow przegladowych za-
stosowano barwienie hematoksyling Delafielda i eozyna.

BADANIA WLASNE
Fosfataza kwasdna (Fk)

Zwierzeta kontrolne. W komérkach nablonka kanalikéw gléwnych
hydrolaza ta wystepowala w lizosomach zlokalizowanych przede wszyst-
kim w $rodkowej i przypodstawnej czesci cytoplazmy. Brak lub slabg
reakcje na ten enzym obserwowano w $rodblonku naczyn i w torebce
Bowmana. Na preparatach pochodzacych ze zwierzat pozoraie operowa-
nych aktywno$¢é Fk w kanalikach gléwnych nieznacznie wzrosta w po-
rownaniu z grupg kontrolng. Stan ten utrzymywal sie przez csly okres
eksperymentu.

Grupa I. Podgrupa A. Zwierzetom tej grupy doswiadcza nej ucisnie-
to t. nerkowa lewa na 2 min. a nastepnie zwolniono zacisk. Wycinki
z nerek pobrano do badania w 3 godz. po rewaskulizacji. W poréwna-
niu z materialem kontrolnym zmalala nieco liczba lizocoméw aktywnych
na Fk. Umiejscowione one byly przewaznie w poblizu jader komérko-
wych. Po uplywie 6 godz. (Podgrupa B) aktywno$é Fk powrdécila do
stanu obserwowanego na materiale zwierzat pozornie cperowanych.
Natomiast po 9 godz. (Podgrupa C) obserwowano dalszy spadek reakeji
na Fk, cho¢ byl on nadal wiekszy niz na preparatach ze szczuréw kon-
trolnych.

Grupa II. Podgrupa A. T. nerkowa ucisnieta byla przez 5 min., a od
udroznienia jej do pobrania materialu uplynelo 3 godz. W porownaniu
z podgrupa A grupy I stan aktywnosci Fk byl na niZzszym poziomie.
Rowniez i tutaj Fk wystepowala pod postacia odczynu ziarnistego, ktory
wskazywal na obecno$é lizosoméw. W kanalikach kretych I rzedu zia-
renka fosfatazo dodatnie byly bardziej delikatne i rozrzucone po catlej
cytoplazmie. O ile w grupie I w 6 godz. od zdjecia klemy naczyniowej
(Podgrupa B) reakcje na Fk spadly do poziomu zwierzat pozornie opero-
wanych, to w tym materiale nie znaleziono obnizenia aktywnosci. Za-
znaczy! sie on dopiero po 9 godz., tj. w Podgrupie C.
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Grupa IIl. Niedroznos$é t. nerkowej trwala przez 10 min. Podgrupa A.
Odczyny enzymatyczne na Fk oraz jej rozmieszczenie wskazywaly na
zmiany aktywnos$ci tego enzymu. W cewkach kretych I rzedu uwidoczni-
1y sie liczne duze lizosomy. Byly one mocno wybarwione. Pojawila sie
aktywno$é enzymatyczna w Srédblonku naczyn klebkowych i naczyn
krwiono$nych oplatajaeych kanaliki moczowe (ryc. 1). Zmiany te mialy
miejsce przede wszystkim w nefronach przyrdzennych. W okolicy pod-
torebkowej stan enzymatyczny nefronéw nie cdbiegal od zanotowanego
u szezuré6w pozornie operowanych. Podgrupa B. W sze$é godzin po
udroznieniu t. nerkowej utrzymywaly sie zmiany aktywnosci Fk stwier-
dzone w podgrupie A. Ponadto zaobserwowano tutaj dodatkowo jeszcze
odezyny na Fk w cewkach zbiorczych, ktérych nie bylo w materiale
porownawczym. Podgrupa C. Znikla aktywnosé Fk w naczyniach krwio-
nosnych. Réwniez i w czeSci nefronéw przyrdzennvch nastapil spadek
aktywnosci na te hydrolaze i to przede wszystkim w komoérkach nablonka
kanalikéw glé6wnych.

Grupa IV. W ciggu 20 min. bylo zamkniete swiatlo t. nerkowej. Pre-
paraty pochodzace z Podgrupy A wykazywaly odczyn na Fk w rabku
szczoteczkowym nefrondéw zaréwno czesci §rodkowej, jak i przyrdzennej.
Obok pojedynczych duzych lizosoméw obserwowano w komérkach na-
blonka réwniez odczyn dyfuzyjny. Stan taki byl w tych kanalikach, kto-
rych Swiatlo bylo znacznie poszerzone, a nablonek niski. Pojawily sie
tez reakcje na Fk w klebkach naczyniowych cialek nerkowych i w to-
rebkach Bowmana. Podgrupa B. Tylko nefrony podtorebkowe nie wy-
kazywaly pobudzenia enzymatycznego. Nieznaczne obniZenie aktywnosci
w poréwnaniu z podgrupa A zaznaczylo sie w klebkach naczyniowych.
Podgrupa C. Wzmozone reakcje na Fk utrzymywaly sie we wszystkich
odcinkach nefronéw przyrdzennych (ryc. 2). W strefie Golgiego oraz
w lizosomach ektoplazmy Fk byla nadal bardzo aktywna. W licznych ne-
fronach stwierdzono odczyn dyfuzyjny. W cewkach zbiorczych spadly
fosfatazo dodatnie odczyny do poziomu podgrupy B.

Fosfataza zasadowa (Fz2)

Zwierzeta kontrolne. Najsilniejsze odezyny na Fz wystepowaly w rab-
ku szczoteczkowym (ryc. 3). Drobnoziarnista aktywnos$é¢ wykazywaly tez
blony i jadra komérek nablonka kanalikéw moczowych. Srédblonek
naczyn krwiono$nych byl réwniez fosfatazo dodatni. U zwierzat, ktérym
dokonano laparatomii w narkozie eterowej, wzrosta aktywno$é Fz, szcze-
gélnie wyraznie w cewkach kretych I rzedu. Zauwazono, ze stan pobu-
dzenia enzymatycznego utrzymywal sie przez caly okres eksperymentu.

Grupa I. Podgrupa A. W cewkach kretych I rzedu zaréwno w rabku
szczoteczkowym, jak i w komoérkach nablonka reakcje na Fz byly nieco
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slabsze niz w grupie zwierzat pozornie operowanych. Podgrupa B. Pre-
paraty tej podgrupy nie wykazywaly roznic w stosunku do poprzednich.
Podgrupa C. W 9 godz. od udroznienia t. nerkowej reakcje na Fz wzro-
sly do poziomu zwierzat po laparatomii.

Grupa II. Przedluzenie niedroznosci t. nerkowej z 2 do 5 min. w tej
serii do$wiadczalnej nie wplynelo zasadniczo na stan enzymatyczny Fz.
We wszystkich podgrupach obserwowano odczyny na Fz podobne do
preparatow z podgrupy C grupy L

Grupa III. Podgrupa A. W proksymalnych odcinkach kanalikow glow-
nych zaznaczylo sige obnizenie reakcji na Fz. Bylo ono szczegélnie inten-
sywne w nefronach strefy przyrdzennej i srodkowej czesci korowej (ryc.
4). Nefrony polozone tuz pod torebka wykazywaly zywsze reakcje en-
zymatyczne. W ich kanalikach kretych wysokos$¢ ragbka szczoteczkowego
nie ulegla zmianie. Podgrupa B. W poréwnaniu z podgrupg A poziom
reakcji enzymatycznych bez wyraznych zmian. W blonie podstawowej
czesci glownej kanalikow moczowych pojawily sie delikatne odczyny
na Fz. Podgrupa C. Wzrosla aktywno$é Fz' w nefronach polozonych w
srodkowej czesci kory. Stopien ich aktywnosci byl jednak znacznie niz-
szy niz w grupach poprzednich i kontrolnych.

Grupa IV. Podgrupa A. Jeszcze bardziej zmniejszyla sie liczba ne-
fronow wykazujacych dodatni odczyn na Fz. Tylko nefrony lezgce w stre-
fie podtorebkowej mialy dodatnia aktywno$¢. W licznych kanalikach mo-
czowych rabek szczoteczkowy byl uszkodzony i dawal slabo dodatnie lub
ujemne odczyny na Fz (ryc. 5). Tutaj’ w ektoplazmie komorek nablonka
obserwowano drobne ziarenka aktywne na ten enzym. Podgrupa B. W
dalszym ciagu w zdecydowanej wiekszoSci nefronéw aktywnos$é Fz byla
bardzo mala albo jej w ogdle nie mozna wykaza¢. Podgrupa C. Nablo-
nek kanalikow byl splaszezony. Wzrosta jednak aktywnosé na Fz szcze-
gbélnie w rabku szczoteczkowym. W cze$ci nefrondéw lezacych blizej
istoty rdzennej odczyny byly nadal stabo dodatnie lub ujemne.

Esterazy niespecyficzne (EN)

Zwierzeta kontrolne. Esterazy niespecyficzne wyczernily sie w komor-
kach nablonka kanalikéw moczowych w postaci ziarnistego odezynu.
Szczegdlnie aktywne reakcje byly w polu Golgiego. Kanaliki zbiorcze,
podobnie jak $rodblonek naczyn, dawaly stabe lub ujemne wyniki. Po
laparatomii wzrosta aktywno$é EN w nablonku cewek kretych I rzedu
oraz w ukladzie naczyniowym. Inaktywowanie cholinesterazy ezeryng
t wykonany nastepnie odczyn na EN nie wykazal roznic w porownaniu
z grupa kontrolna.

Grupa I. Podgrupa A, B i C. Podgrupy te przedstawiono wspdlnie,
poniewaz reakcje enzymatyczne na EN nie wykazywaly zatadniczych
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roznic w stosunku do zwierzat pozornie operowanych i w stosunku do
siebie. Przeprowadzona inaktywacja cholinesterazy data wynik ujemny.

Grupa II.. Podgrupa A. Lokalizacja wewnatrzkomoérkowa tej esterazy
byla wyraznie zaznaczona w polu Golgiego. Drobne ziarenka aktywne
na EN ukladaly sie przede wszystkim pomiedzy jadrem a wolng po-
wierzchnia komérki. Podgrupa B. W tej czesci do$wiadczenia aktywnosé
na EN w poréwnaniu z podgrupg A nie dawala wyraznych réznic. Nato-
miast w zestawieniu z grupa zwierzat pozornie operowanych mozna
bylo zauwazy¢, ze liczba ziarenek aktywnych na EN byla mniejsza. Pod-
grupa C. Prawidlowe ukrwienie nerki trwajgce przez 9 godz. mialo
wplyw na aktywnosé EN, poniewaz uzyskane reakcje przypominaly obra-
zy z grup kontrolnych.

Grupa III. Podgrupa A. Na calym poprzecznym przekroju kory nerki
pojawil sie nieréwnomiernie rozlozony odczyn na EN i to zaréwno w
nefronach, jak i podscielisku. Byl on silniejszy w strefie podtorebkowej,
a slabszy w okolicy przyrdzennej. Stan ten utrzymywal sie bez zmian w
Podgrupie B. Dopiero w Podgrupie C obserwowano zwiekszenie aktyw-
nosci EN, ale tylko w nefronach zlokalizowanych w cze$ci podtorebko-
wej kory.

Grupa IV. Podgrupa A. Niewielka liczba nefronéw lezacych w czesci
brzeznej kory nerki dawala dodatnie odczyny na EN. W pozostalych rea-
kcje na EN byly slabo dodatnie lub ujemne. Podgrupa B. W $rodblonku
naczyn podtorebkowych zanotowano staba reakcje na EN. W petlach
Henlego i w kanalikach zbiorczych odczyny byly ujemne. Podgrupa C.
Nieznaczny wzrost aktywnosci na EN zaznaczy! sie i w nefronach przy-
rdzennych. Zmienil sie jednak w komérkach ich nablonka charakter od-
czynu enzymatycznego. Obok ziarenek drobnych pojawily sie w wiek-
szej ilo$ci ziarenka grube, do$é intensywnie wysycone. Reakcje na cho-
linesteraze daly wynik ujemny.

Adenozynotrojfosfataza (ATP-aza)

Zwierzeta kontrolne. Najsilniejsze reakcje na ATP-aze zaznaczyly sie
w cewkach kretych I rzedu (ryc. 6). W komérkach nablonka pozostatych
odcinkéw kanalikéw moczowych wystepowala ona réwniez w jadrach
i w cytoplazmie dajac reakcje bardziej gruboziarniste. Pozorna opera-
cja spowodowala nieréwnomierny wzrost aktywnosci ATP-azy, ktéry
zaakcentowal sie szczegélnie w rabku szezoteczkowym i blonie podsta-
wowej nefronéw podtorebkowych. Stan tego pobudzenia utrzymywal sig
przez caly czas doSwiadczenia.

Grupa I. Podgrupa A. W tym okresie eksperymentu odczyn ATP-azy
manifestowal sie réwniez za pomocg elementéw ziarnistych wypelnia-
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jacych cytoplazme. Stopien aktywnosei i rozmieszczenie ATP-azy w Pod-
grupach B i C podobny byl réwniez do grupy pozornie operowanej.

Grupa II. Podgrupa A. Nefrony lezace w czesci przytorebkowej byly
bardziej aktywne niz w pozostalych cze$ciach kory nerki. W Podgrupie
B w przywierzchotkowej okolicy komérek kanalikéw gldéwnych wyste-
powal odczyn dyfuzyjny. Natomiast w Podgrupie C w blonie podsta-
wowej kanalikéw kretych I rzedu pojawil sie odczyn na ATP-aze, kto-
rego nie bylo poprzednio. )

Grupa III. Podgrupa A. W kanalikach kretych I rzedu odczyn na
ATP-aze stal sie ziarnisty. Byl on szczegdlnie wyrazny w nefronach
podtorebkowych. Podgrupa B. Zmiany w natezeniu reakcji enzymatycz-
nych ATP-azy utrzymywaly sie réwniez i po 6 godz. od udroznienia t.
nerkowej. Podgrupa C. W dalszym ciagu nefrony przyrdzenne reagowaly
na ATP-aze slabiej niz pozostate.

Grupa IV. Podgrupa A. Zréznicowanie aktywnos$ci enzymatycznej
ATP-azy zaznaczalo si¢ na calej powierzchni kory. O ile w nefronach
podtorebkowych odczyny byly slabo dodatnie to w przyrdzennych spo-
tykano znacznag liczbe reakcji ujemnych. Podgrupa B. Nadal liczne ne-
frony mialy ujemng aktywnosé na ATP-aze. Byly one polozone przewaz-
nie w czesci srodkowej i w przyrdzennej. W podscielisku ujawniono rea-
kcje na ATP-aze o charakterze dyfuzyjnym. Podgrupa C. Nieznacznie
nasilily sie odczyny na ATP-aze w rgbku szczoteczkowym kanalikéw
kretych I rzedu.

Pirofosfataza tiaminowa (TPP-aza)

Zwierzeta kontrolne. TPP-aza jako marker aparatu Golgiego umiej-
scawiala sie przewaznie w okolicy przyjadrowej komérki (ryc. 7). W
wiekszej 1losci wystepowala ona w kanalikach kretych I i II rzedu dajac
blaszkowate lub nitkowate struktury, ktére odpowiadaly elementom Gol-
giego. Liczba ich w réznych nefronach nie byla jednakowa. Po prébnym
olwarciu jamy brzusznej w kanalikach gléwnych wystapily liczne zbite
elementy aktywne na TPP-aze, ktére maskowaly jadra komérkowe. Zmia-
ny te w cewkach kretych I rzedu mialy miejsce w bardzo licznych nefro-
nach nawet po 9 godz. od udroznienia tetnicy nerkowej.

Grupa I. Podgrupa A. Podobnie jak w kontroli blony komoérkowe
oraz jadra pozbawione byly reakeji na TPP-aze. Podgrupa B. Twory
aktywne na TPP-aze ukladaly sie przewaznie w plaszczyznie rownikowej
w pewnej odleglodci od jagdra komérkowego. W poréwnaniu z podgrupa-
mi A i B w Podgrupie C spotykalo sie wiecej elementéw TPP-azododat-
nich, uloZonych nad jadrem w przywierzcholkowej cze$ci komérki. Wy-
czernily sie tez drobne ziarenka odpowiadajace systemom Golgiego.
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Grupa II. Podgrupa A. Pod torebka widoczne byly skupiska nefro-
néw ze wzmozong aktywnoscia TPP-azy. Odczyn manifestowal sie tutaj
strukturami pierscieniowatymi zlokalizowanymi w okolicy wydzielniczej
komorki. Podgrupy B i C. Analogicznie jak w podgrupie poprzedniej
aktywnos¢ TPP-azy manifestowala sie na biegunie wydzielniczym ko-
morki.

Grupa II. Podgrupa A. Zmalala liczba struktur Golgiego reagujacych
na ten enzym. Wiekszoé¢ z nich przybrala forme nitek lub nieregular-
nych ziaren. Zmiany te mialy miejsce najczesciej w kanalikach kretych
I rzedu $rodkowej i yrzyrdzennej czesci kory. Podgrupa P. Ten okres
bardzo przypominal stan enzymatyczno-morfologiczny aparatu Golgiego
z poprzedniej podgrupy doswiadczalnej. Podgrupa C. W poréwnaniu
z podgrupami A i B mozna bylo zauwazy¢ wiecej elementéow Golgiego
w nefronach podtorebkowych. Pod samg torebka byly nefrony nawet
ze wzmozong aktywnoscia TPP-azy.

Grupa IV. Podgrupa A. W obrebie kory wystapily nefrony o ujem-
nym odczynie na TPP-aze. Stabo dodatnig aktywnosé wykazywaly tylko
nefrony polozone tuz pod torebksg. Odeczyn enzymatyczny skladal sie
z drobnych nitkowatych tworéw. Srédblonek naczyniowy reagowal uje-
mnie na TPP-aze. Podgrupa B. W dalszym ciggu liczne nefrony nie
dawaly dodatniej reakeji. Podgrupa C. W kanalikach przyrdzennych
utrzymywaly sie sladowe odczyny. TPP-aza lekko zaznaczala sie w pod-
scielisku. Cewki zbiorcze dawaly ujemne wyniki.

5-Nukleotydaza (5-N)

Zwierzeta kontrolne. Ziarnisty odczyn na 5-N wystepowal w rabku
szczoteczkowym, cytoplazmie i na terenie jadra komoérkowego. W §rod-
blonku naczyn krwionodnych oraz w podscielisku zaznaczala sie réw-
niez reakcja enzymatyczna. Blaszki torebki Bowmana wykazywaly $red-
nio dodatnie odczyny na 5-N. U zwierzat po laparatomii zaréwno w 3,
6, jak i 9 godz. od zabiegu widoczne byly w rabku szczoteczkowym sil-
niejsze odezyny na 5-N niz u szczuréw kontrolnych. Natomiast reakcje
w obrebie podscieliska i naczyn krwionosnych nie wykazywaly réznic.

Grupa I. Podgrupa A. Aktywno$¢ 5-N wyraznie sie zmniejszyla w
$rédblonku naczyn krwionoénych srodkowej i przyrdzennej czeéci kory.
Rowniez istota rdzenna zaréwno w podscielisku, jak i w ukladzie naczy-
niowym miala obnizong reakcje na 5-N. Podgrupa B. W naczyniach krwio-
nos$nych istoty korowej aktywno$é powrdcila do stanu podobnego jak
u zwierzat pozornie operowanych. Mniejszg aktywnosé na 5-N notowa-
no nadal w pod$cielisku i w czeSci rdzennej. Podgrupa C. Zaréwno w
korze, jak i w rdzeniu nerki proéby enzymatyczne na 5-N upodobnily sie
do preparatéw histochemicznych grupy szczuréw po laparatomii.
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Grupa II. Podgrupa A. Zauwazono niewielkie obnizenie aktywnoSci
5-N w rabku szczoteczkowym. Liczne naczynia krwionoéne mialy bardzo
staba, a nawet ujemna reakcje na 5-N. Podobnie zachowala sie 5-N w
tkance Iacznej. Stan taki utrzymywal sie réwniez i w materiale Podgru-
py B. Po 9 godz. preparaty z Podgrupy C przypominaly material po-
rownawczy.

Grupa III. Podgrupa A. Jadra komoérkowe nefronéw podtorebkowych
wykazywaly zwiekszong liczbe ziarenek 5-N. Byly one grube, dobrze
wysycone, niekiedy zlewajace sie ze sobg. Natomiast w pozostalych
nefronach i w rabku szczoteczkowym reakcje enzymatyczne zmalaly.
W tkance lacznej miedzykanalikowej i w naczyniach krwiono$nych od-
czyny na 5-N byly ujemne. Podgrupa B. Aktywno$é enzymatyczna w
jadrach komorek nablonka nefronéw podtorebkowych utrzymywala sie
na poziomie podgrupy A. Zauwazono tutaj, ze blona podstawowa kanali-
kéw kretych I rzedu byla zgrubiala i o stabo dodatnim odczynie na 5-N.
Podgrupa C. Zachowanie si¢ 5-N nie wykazywalo tak znacznych réznic
aktywnosci pomiedzy nefronami podtorebkowymi a przyrdzennymi. Za-
chiwiang jednak rownowage notowano i po 9 godz.

Grupa IV. Podgrupa A. W tym okresie doswiadczenia zaznaczalo sie
ogniskowe pobudzenie nefronéw podtorebkowych. Pozostale dawaly prze-
waznie ujemne wyniki reakcji Gomoriego. W Podgrupie B odczyny histo-
chemiczne na 5-N przypominaly obrazy z poprzedniej czesci doswiad-
czenia. Podgrupa C. W niewielkiej liczbie nefronéw obserwowano mier-
nie wybarwiong reakcje na 5-N. Miejsca powracajacej aktywnosdci wy-
stepowaly zaréwno w $rodkowej, jak i w przyrdzennej czesci kory.

Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA)

Zwierzeta kontrolne. Odczyn na ten kwas wystapil na terenie kario-
plazmy w postaci grubych i drobnych ziarnistosci. Byly one ulozone
przewaznie pod blona jgdrows (ryc. 8). Nie zauwazono roéznic w ich roz-
mieszczeniu 1 wygladzie w poszczegolnych czynnych odcinkach nefro-
now. W materiale pochodzacym ze zwierzat po laparatomii ziarenka Feul-
gen dodatnie przypominaly DNA kontrolny.

Grupa I i II. Podgrupy A, B i C. Preparaty z tego okresu obserwacji
przedstawiono razem, poniewaz nie roznily sie one zasadniczo od siebie
i od materialu poréwnawczego.

Grupa III. Podgrupa A. Zmienilo sie rozmieszczenie czesci ziaren Feul-
gen dodatnich, poniewaz odsunely sie od blony jadrowej w strefe przy-
jaderkowsg. W poréwnaniu ze stanem po 3 godz. analiza skrawkéw w Pod-
grupach B i C nie wykazala rdéznic w rozmieszczeniu i wybarwieniu
struktur Feulgen pozytywnych.
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Grupa IV. Podgrupa A. W cewkach kretych I rzedu wybarwiono
mniej ziarenek Feulgen dodatnich. Podgrupa B. Ulozenie DNA bylo na-
dal bardziej centralne, a barwliwo$¢ mniejsza. Podgrupa C. W cewkach
kretych nefronéw podtorebkowych obserwowano DNA zaréwno w po-
blizu jaderka, jak i pod blong jadrowa. Swiatlo wielu cewek kretych
I rzedu bylo szerokie, a dalsze odcinki nefronéw mialy niski nablonek.

Kwas rybonukleinowy (RNA)

Zwierzeta kontrolne. Barwienie wg m. Bracheta dalo intensywny od-
czyn w cytoplazmie i jaderkach komorek nablonka cewek moczowych.
W cytoplazmie RNA wybarwil sie w postaci podobnych sobie drobnych
heznych grudek (ryc. 9). Na preparatach ze zwierzat pozornie operowa-
nych zauwazono w kanalikach kretych I rzedu nieré6wnomierne wybar-
wienie jaderek. Po trawieniu rybonukleazg odczyn pyroninochlonny za-
nikal.

Grupa I. Podgrupa A. W porownaniu ze szczurami, ktérym otwiera-
ro tylko jame brzuszng, odczyny Bracheta w waskim pasie tkanki nerko-
wej pod torebka byly niezmienione. W komorkach pozostalych nefro-
néw nastgpilo obnizenie odczynu pyroninochtonnego. W Podgrupie B
utrzymywat sie stan barwliwosci taki jak poprzednio. Skrawki z Pod-
grupy C barwily sie jak w grupach poréwnaweczych.

Grupa II. Podgrupa A. W komérkach nablonka nefronéw przyrdzen-
nych obnizyly sie odczyny pyroninochlonne. Dzialajgc rybonukleazs wy-
trawiono RNA zawarty w jaderkach i w cytoplazmie. Podgrupa B. Stan
przedstawiony powyzej utrzymywal sie nadal bez zmian. Podgrupa C.
Uzyskane wyniki histochemiczne na RNA podobne byly do preparatéw
Kkontrolnych. ‘

Grupa IIl. Podgrupa A. Liczba drobnych ziarenek RNA zmalala (ryec.
10). Pojawily sie duze grudki tego kwasu, ktére wytrawialy sie rybo-
nukleaza. Podgrupy B i C. Opisywane zmiany w podgrupie A uirzymy-
waly sie po 6 i 9 godz.

Grupa IV. Podgrupa A. W nefronach przyrdzennych, a takze i w $§rod-
kowej czesci kory wystapilv w ektoplazmie pojedyncze duze grudki
RNA. W komoérkach nablonka cewek kretych I rzedu tych nefronow ja-
derka barwily sie nieréwnomiernie. Podgrupa B. Jaderka wybarwione
wg m. Bracheta mialy silniejszy odczyn w poréwnaniu z RNA cytoplaz-
matycznym. Ponadto RNA w cytoplazmie wytrawial sie rybonukleazg
szybciej niz w jaderkach. Podgrupa C. W komoérkach nablonka szescien-
nego cewek glownych, ktore posiadaly kilka jaderek wykazywaly one
rozne nasilenie reakcji na RNA. W czesci tych cewek obserwowano na-
wet odczyny dyfuzyjne.
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Polisacharydy

Zwierzeta kontrolne. Najsilniejszy odczyn PAS oporny na dzialanie
diastazy wystepowal w rabku szczoteczkowym i w blonie podstawowej
kanalikéw (ryc. 11). Po zablokowaniu dimedonem grup aldehydowych w
komérkach nablonka kanalikéw gléwnych pozostaly ziarenka odpowiada-
jace glikogenowi. Po laparatomii dal sie zauwazy¢ spadek stezenia sub-
stancji PAS dodatnich, o czym $wiadczyly mniej intensywne odczyny.

Grupa I. Podgrupa A. W obrebie rgbka szczoteczkowego wszystkich
nefronéw slabiej wybarwialy sie substancje PAS pozytywne. W cyto-
plazmie natomiast ziarenka dajace odczyn na glikogen zachowywaly sie
jak w grupach kontrolnych. Podgrupa B. Po zastosowaniu diastazy
i dimedonu stwierdzono, ze elementy PAS dodatnie zachowywaly sie jak
w podgrupie A. Podgrupa C. Odczyny barwne na glikogen byly zblizo-
ne do kontrolnych po operaciji.

Grupa II. W podgrupach A, B, C zachowanie sie substancji PAS po-
zytywnych i reakeji kontrolnych przypominaly wyniki osiggniete w gru-
pie 1.

Grupa IIL. Podgrupa A. W cytoplazmie komoérek kanalikéw kretych
uwidocznily sie tylko nieliczne ziarenka glikogenu. Rabek szczoteczkowy
dawal stabo dodatnie odczyny PAS. Podgrupa B. Odnosilo sie wrazenie,
ze blona podstawowa kanalikéw gléwnych byla réwniez mniej aktywna.
Podgrupa C. Intensywnosé odczynéw na glikogen w rabku szezotecz-
kowym, cytoplazmie i blonie podstawowej znacznie wzrosta i w okolicy
podtorebkowej odpowiadala wartoéciom kontrolnym.

Grupa IV. Podgrupa A. W nefronach przyrdzennych reakcja PAS
wypadla slabo dodatnio lub nawet ujemnie. Podgrupa B. Spadek aktyw-
nodci elementéw barwiacych sie odeczynnikiem Schiffa utrzymywal sie
nadal w strefie przyrdzennej. Kontrola po acetylacji byla ujemna, a po
acetylowaniu i zmydlaniu dodatnia. Podgrupa C. Zgrubiale blaszki toreb-
ki Bowmana i blony podstawowe kanalikéw barwily sie stabo dodatnio
odczynnikiem Schiffa (ryc. 12). W cytoplazmie komérek nefronéw srod-
kowej cze$ci kory uwidocznily sie drobne ziarenka glikogenu, ktére po
zablokowaniu innych cukréw dimedonem i trawieniu diastaza zanikaty.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Badania wykonano na nerce lewej, poniewaz w niej sg czestsze za-
tory, co tlumaczy sie miedzy innymi faktem, ze t. nerkowa po tej stro-
nie odchodzi od aorty pod katem prostym. Wprowadzajac grupy zwierzat
pozornie operowanych mozna bylo obserwowaé wplyw laparatomii, dzia-
lanie narkozy eterowej i stresu pooperacyjnego. Pozwolilo to na zrézni-
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cowanie zmian spowodowanych samym niedokrwieniem i wplywem czasu
na rekonstrukcje metabolizmu komérek nablonka nefronodw.

Fosfataza kwa$na jako enzym lizosomalny (Lojda i wsp. 1964)
uczestniczy w procesach wewnetrznego trawienia substancji obcych prze-
dostajacych sie¢ do komérki. Bierze ona réwniez udzial w fagocytozie
wewnatrzkomorkowej starzejacych sie organelli. Byé wiec moze, Ze
zmniejszenie aktywnosci po 2 i 5 min. spowodowane bylo oslabieniem
reakcji metabolicznych. Wydaje sie, Ze w tym czasie komdrki nablonka
kanalikow kretych nie ulegly jeszcze zmianom wstecznym. Sadzimy tak
na tej podstawie, Ze po 9 godz. prawidlowego ukrwienia nerki odczyny
na Fk wracaly do poziomu kontrolnego. Pojawienie sie Fk w ragbku
szczoteczkowym kanalikéw kretych I rzedu grupy IV dowodzi uposle-
dzenia proceséw przemiany materii (Zawistowski i Roszkie-
wicz, 1967), ktére zostalo spowodowane uszkodzeniem oslonki lizoso-
malnej (Wachstein, 1955). Pobudzenie proceséw katabolicznych
wskazuje na zaburzenie resorpcji zwrotnej (Pozorska, 1970) oraz
uszkodzenie nablonka kanalikéw gléwnych (Godlewski, 1962, Wol-
na, 1962).

Fosfataza zasadowa bierze udzial w procesach tworczych i regenera-
cyjnych, w przemianach kwaséw nukleinowych oraz umozliwia zwrotne
wchlanianie w proksymalnym odcinku kanalika nerkowego. Jako enzym
jest bardzo czula na zmniejszenie poziomu glukozy we krwi. Dlatego
tez miedzy innymi zmiany jej aktywnosci narastaly z dluzej lub krocej
trwajacym niedokrwieniem. Ponadto spadek aktywnosci Fz pokrywatl
si¢ w naszym doswiadczeniu czasowo z procesem uwstecznienia rgbka
szczoteczkowego, co mialo miejsce szczegdlnie w grupie IV. W tym okre-
sie eksperymentu utrzymywalo sie zmniejszenie aktywnosci Fz w rabku
szczoteczkowym, a w cytoplazmie pojawily sie pojedyncze ziarenka ak-
tywne na ten enzym. Sadzimy, Ze przeszly one z rgbka do cytoplazmy
droga dyfuzji, co wskazuje na morfologiczne uszkodzenie komoérki na-
blonka kanalikow.

Wewnatrzkomoérkowa lokalizacja EN nie jest jeszcze w pelni wyjas-
niona, choé Novikoff (1962) sugeruje, ze znajduje sie ona w lizoso-
mach. Nie ulega jednak watpliwosci, ze aktywnoéé jej uwarunkowana
jest, podobnie jak i innych enzymoéw, stanem morfologicznego podloza
Mietkiewski i Lukaszyk, 1967). Obnizona aktywnos¢ EN spo-
wodowana 2 minutowym niedotlenieniem utrzymuje sie jeszcze po 6 godz.
Fakt ten wskazuje wg Marcphersonai Pearse’a (1965) na zmia-
ne przemiany materii, przede wszystkim bialkowej. Mozemy wigc sadzi¢.
ze glod tlenowy i brak dowozu glukozy trwajacy tylko 2 min. powoduje
zachwianie sie metabolizmu w nablonku najbardziej czynnych odcinkéw
nefronu.
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Rola ATP-azy polega przede wszystkim na udziale w rozbiciu wigzan
kwasu adenozynotréjfosforowego i wyzwoleniu duzej ilosci energii po-
trzebnej komorce do przemian. Bierze ona udzial nie tylko w gospodarce
fosforem organicznym powstajacym w nerce z rozk'adu nukleotydow,
ale rowniez i w transporcie kwasu fosforowego przez blony komérkowe.
W przebiegu doswiadczenia aktywno$é¢ ATP-azy zmieniala sie znacznie
i to zaré6wno w zwigzku z czasem niedokrwienia, jak i okresem po udroz-
nieniu t. nerkowej. Ponadto zauwazono, ze stopien obnizenia aktywnos$ci
uzalezniony byl od rozmieszczenia nefronéw w korze nerki. Fejgin
(1959) uwaza, ze ma to laczno$é ze zrdéznicowaniem czynnosciowym ne-
fronéw.

Pirofosfataza tiaminowa zwigzana jest czynnosciowo i strukturalnie
z elementami aparatu Golgiego. Biorac pod uwage badania Grzyc-
kiego (1951, 1953), ktéry sadzi ze struktury Golgiego sg czynnie za-
angazowane w metabolizmie komoérek, uwazamy, ze we wszystkich gru-
pach zmniejszone odczyny na TPP-aze wskazuja na obnizenie funkcji
zyciowych komoérek nablonka. Zmianom tym towarzyszyla nie tylko
redukcja liczby markeréw, ale rowniez ich przemieszczenie. Objawy te
byly szczegélnie nasilone po 20 min. niedokrwienia i nie zanotowano tu-
tai powrotu do stanu wyjsciowego nawet po 9 godz. od przywrécenia
prawidlowego krazenia w nerce. W oparciu o nasze wyniki oraz bada-
nia Allena (1963) i Staszyca (1965) sagdzimy. ze nastapilo bardzo
powazne uszkodzenie systemu wydzielniczego komoérek nablonka cewek
kretych I rzedu.

W przemianach biochemicznych strefy Golgiego oraz w syntezie nu-
kleotydow bierze udzial rowniez 5-N (Schiebler i wsp., 1962). Zau-
wazyliSmy, ze réznice w aktywnosci na 5-N zalezne sg nie tylko od bu-
dowy czy wartoci czynno$ciowych poszczegdlnych odeinkéw kanalikow,
ale rowniez i od polozenia nefronu.

Zréznicowane odczyny cytochemiczne nerki sg zaréwno wyrazem zlo-
zonych czynnosci fizjologicznych nefronow, jak i ich unaczynienia. We
wszystkich grupach do$wiadczalnych normalne lub prawie prawidlowe
reakcje enzymatyczne na badane hydrolazy utrzymywaly sie w nefro-
nach lezagcych w strefie podtorebkowej. Wyjasnienie tego stanu wigzaé
mozna z faktem, zZe naczynia torebkowe pochodzgce od tetnic nadner-
czowych wnikaja w kore i anastomozuja tutaj z sieciag naczyniowa po-
chodzaca z naczyn doprowadzajacych, drugie za$ odprowadzajgcych. Dla-
tego tez najsilniejsze zmiany wystapily w strefie priyrdzennej, do kto-
rej te polgczenia prawie nie dochodza. Réwniez i powrét do wartosei
kontrolnych byl szybszy w nefronach lezacych pod torebka.

Zaistniale zmiany w kwasach nukleinowych szczegoélnie wyrazne po
20 min. niedokrwienia sugeruja o przesunieciach w metabolizmie jadra
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komoérkowego i cytoplazmy (My$§linski i wsp., 1966). Stan ten zostal
wywolany nie tylko glodem tlenowym i wstrzymaniem dowozu cial od-
zywcezych, ale rowniez gromadzeniem sie w tkankach wytworow prze-
miany materii i substancji wydzielanych przez niedokrwiong nerke.

Zmiany aktywnosci odczynéw PAS w rabku szczoteczkowym i blo-
nie podstawowej kanalikéw kretych 1 rzedu nie przebiegaly z podobnym
nasileniem. Swiadezyé to moze nie tylko o odmiennym charakterze bio-
chemicznym, ale réwniez o nieco zréznicowanej roli substancji PAS do-
datnich w tych strukturach. W podgrupie C grupy IV blona podstawowa
kanalikéw byla zgrubiala, co wg Ginecinskiej i wsp. (1954) oraz
Frichai Sachsa (1961) wskazuje na zaburzenia w mikrometaboliz-
mie oraz utrudnienia wymiany substancji miedzy komoérkami nablonka
nefronéw a »otaczajgcymi je naczyniami krwiono$nymi.

ZwrociliSmy uwage, ze wrazliwo§¢ odcinkéw nefronu na brak krwi
jest rézna. Jak wynika z odczynéw histochemicznych najmniej czute sg
klebki, gdzie odbywa sie filtracja bierna, oraz kanaliki odprowadzajace
i zbiorcze. Zmianami enzymatycznymi zareagowala réwniez tkanka lacz-
na miedzykanalikowa pelnigca, jak wiadomo, znaczng role w reabsorpcji.
Z punktu widzenia cytofizjologii ciekawy jest wzrost aktywnos$ci na
badane enzymy w nefronach lezacych tuz pod torebkg. Naszym zda-
niem jest to reakecja obronna organizmu, bardzo indywidualna — osob-
nicza, majgca wyréwnaé straty spowodowane zaburzeniem funkecji ne-
fronow anemizowanych. Mozna wiec sadzié¢, ze obserwowane zmiany cy-
tochemiczne sg spowodowane nie tylko czynnikami uprzednio oméwio-
nymi, ale réwniez zlozonych proceséw przystosowania cale3zo ustroju
SZCZUra.

Zestawiajgc wyniki badan stwierdzamy, Zze od chwili zadzialania bodz-
ca anemizacji na komdrke do momentu wysigpienia zmian w jej mikro-
metabolizmie musi uplynaé¢ pewien okres czasu. Zmiany histomorfolo-
giczne cofaja sie z szybkoscia zalezna od czasu trwania zamkniecia t.
nerkowej i od okresu, jaki uplynal po przywroéceniu jej droznosci. W
przyjetych warunkach do$wiadczalnych okres 10—20 minut ucis$niecia
t. nerkowej okazal sie dla szczuréow wystarczajaco diugi, by doprowadzié
wewnatrzkomoérkowy metabolizm do przemian biochemicznych wskazu-
jacych na upo$ledzenie funkcji nefronow i zmian destrukcyjnych. Po-
wrot do wartosci kontrolnych zalezy przede wszystkim od wczesnego
usuniecia przeszkody. Krytycznym okresem dla szczuréw jest 20 minu-
towa anemizacja, szczegdlnie dla nefronéw przyrdzennych.
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OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryc. 1. Grupa doswiadczalna III. Podgrupa A. Odczyny na Fk. Metoda Go-
moriego. Pow. ca 420 X.

Ryc. 2. Grupa doswiadczalna IV. Podgrupa C. Aktywno$é na Fk w kana-
likach kretych. Metoda Gomoriego. Pow. ca 420 X.

Ryc. 3. Grupa kontrolna. Aktywnoéé na Fz w kanalikach kretych I rzedu.
Metoda Gomoriego. Pow. ca 420 X.

Ryc. 4. Grupa doswiadezalna III. Podgrupa A. Odczyny enzymatyczne na Fz
w nefronach. Metoda Gomoriego. Pow. co 420 X.

Ryc. 5. Grupa do$wiadczalna IV. Podgrupa A. Nierdwnomierna aktywno$é na
Fz w nefronach przyrdzennych. Metoda Gomoriego. Pow. ca 420 X,
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Ryc. 6. Grupa kontrolna. Reakcja na ATP aze. Meto’a Wachst2ina i Meisel’a.
pow. ca 420 X.

Ryc. 7. Grupa kontrolna. Aktywnos¢ TPP-azy w strefie przyjadrowej komé-
rek. Metoda Novikoffa i Goldfischera. Pow. ca 420 X.

Ryc. 8. Grupa kontrolna. Wybarwiony DNA. Metoda Feulgena. Pow. ca 420 X.

Ryc. 9. Grupa kontrolna. Odczyn pyroninochlonny w cytoplazmie i jgderkach.
Metoda Bracheta. Pow. ca 420 X. )

Ryc. 10. Grupa do$wiadczalna III. Podgrupa A. Obnizeni: odezynu na RNA.
Metoda Bracheta. Pow. ca 420 X.

Ryc. 11. Grupa kontrolna. Pozytywne reakcje PAS. Metoda PAS Z odczynni-
kiem Schiffa. Pow. ca 420 X.

Ryc. 12. Grupa doswiadczalna IV. Podgrupa C. Obnizenie reakcji PAS M-toda
PAS z odczynnikiem Schiffa. Pow. ca 420 X.

PE3IOME

ABTOp HaknagblBan NWratypy Ha aprepuio nesol noukum Genoit kpbickl
Ha 2, 5, 10 u 20 munyt. MaTtepran Ans UUTOTONOXUMMUUECKMX UCCIIEAOBAHMWM
6pancs no ucteuenuu 3, 6 u 9 MMHYT MOCre CHATUA AMFaTYpPbl.

B 3aBucMMOCTM OT NPOACAMMTENLHOCTH WLIEMHUM MOYUKM M OT BPEMEHM,
npoueallero nocne cHTUs nauratypsl, Habnoganuce U3MeHEHUs, NPOU30-
weAwure B aKTMBHOCTU 3H3MMATUUECKMX PEaKUMM Ha KMCNYHO # ULEeNOYHYHO
docatassl, Hecneuuduueckmue 3cTepasnl, aaeHosumHTpudocharasy, THamu-
HoBYylo nupodocdaTtasy, S5-HyKNeoTuaasy, HYKNEUMHOBbIE KWUCNOTbl M MYKO-
nonucaxapuasl.

lMonyueHHble pesynbrtaThl AAlOT BO3MOXHOCTL npegnonaratb, YTO KPu-
TMUECKMM nepuoaom senasietcs 20-MuHYyTHas aHemusaums, ocobernHo aAns
HepoHoB cnuHHOMO3roBOM obnactu.

SUMMARY

The author secured the artery in the left kidney of a white rat for
2, 5, 10 and 20 minutes. Next after 3, 6 and 9 hour after the ligature,
he collected substance for cytotopochemical tests.

Subject to the blood deficiency in the kidney and to the time which
had lapsed since the ligation of the kidney artery, there were changes
in the activity of enzyme reaction to, acid and alkaline phosphatases,
unspecified esterase, adenosinetriphosphate, thiami-e pyrophn~sphate,
5-nucleotidase, nucleic acids and mucopolysaccharides.

On the basis of received results, it is presumed that the crucial period,
is that of the twenty minute exsanguination, especially for the nephrons
near the medullar.

8 Annales, sectio D, vol. XXVII
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EXPLANATIONS OF FIGURES

Fig. 1. Research Group III. Subgroup A. Reaction to acid phosphatases.
Gomori’s method. Surface about 420 X.

Fig. 2. Research Group IV. Subgroup C. Activity of acid phosphatases in the
spiral tubules. Gomori’s method. Surface about 420 X.

Fig. 3. Control Group. Activity of acid phosphatases in the I line of spiral
tubles. Gomori’s method. Surface about 420 X.

Fig. 4. Research Group III. Subgroup A. Enzyme reaction to alkaline phospha-
tases in the nephrons. Gomori’s method. Surface about 420 X,

Fig. 5. Research Group IV. Irregular acitivity to alkaline phosphatasss in the
nephrons near the medulla. Gomori’s method. Surface about 420 X, B

Fig. 6. Control Group. Reaction to ATP. Wachstein’s and Meisel’s method.
Surface about 420 X.

Fig. 7. Control Group. Activity of TPP in the region of the testis cells.
Novikoff’s and Goldfischer’s method. Surface about 420 X.

Fig. 8. Control Group. Coloured DNA. Feulgen’s method. ca 420 X.

Fig. 8. Control Group. Coloured DNA. Feulgen’s method. Surface about 420 X.

Fig. 9. Control Group. Pyronine absorbing action in the cytoplasm and testis.
Brachet’s method. Surface about 420 X.

Fig. 10. Research Group III. Subgroup A. Reaction decrease to RNA. Brachet’s
method. Surface about 420 X.

Fig. 11. Control Group. PAS positive reaction. PAS method with Schiff’s reagent
ca 420 X.

Fig. 12. Research Group IV. Subgroup C. Decrease in PAS reaction. PAS
method with Schiff's reagent. ca 420 X.



