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Badania histochemiczne nad wplywem podawania metanabolu w ciazy
na roznicowanie sie nablonka jelita cienkiego
u zarodkow szczurdéw bialych

fucToxummUeckHe MCCNenoBaHWA BnusiHWA noaaHua npenapara Metanabol so spems
6epemeHHOCTH Ha AndepeHUMPOBaHUE IMTENUS TOHKOK KULKK Y 3mBpuoHos
6enbix KpbIC

Histochemical Research on the Effect of Administering Metanabol During Pregnancy
on the Differentiation of the Small Intestine Epithelium in the Embyro
of a White Rat

Udowodnione jest, Ze hormony stanowig jeden z podstawowych czynnikéw
teratogennych ((Piotrowski, 6). Lozysko posredniczy w wymianie metabolicznej
miedzy matka i plodem, a dzialanie hormonoéw piciowych na zarodek uwarunkowa-
ne jest ich wptywem na ten narzad. Istniejg sugestie, Ze powodujg one albo zmiany
wsteczne albo rozrostowe, zaburzajgc tym samym przepuszczalno$é bariery lozysko-
wej (Misiewicz, 5). Dzialanie hormonéw na komorki jest bardzo specyficzne.
Dany hormon powoduje w tym samym organizmie w zalezno$ci od rodzaju tkanki
czy narzgdu reakcje anaboliczne lub kataboliczne, wzglednie nie przejawia zadnej
czynnos$ci. Nie jest dotychczas znane, w jakim stopniu hormony plciowe podawane
samicom ciezarnym moga wplywaé na procesy réznicowania sie nablonka jelitowe-
go ptodéw. PodjeliSmy badania majace na celu wykazanie aktywnos$ci fosfatazy za-
sadowej, fosfatazy kwasnej, dehydrogenazy glutaminowej, glikogenu, kwasnych mu-
kopolisacharydéw w nablonku jelita cienkiego zarodkéw, ktérych matki otrzymy-
waly od drugiego dnia ciazy metanabol (pochodna metylotestosteronu). Obserwacje
przeprowadzono w 19 dniu zZycia plodowego, poniewaz jest to okres przelomowy
w rdéznicowaniu sie morfologicznym i czynnosSciowym jelita u szczurow.

MATERIAE: I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na 60 zarodkach szczurow bialych z hodowli wlasnej
Zakladu. Dzien, w ktérym stwierdzono obecno$§é czopa pochwowego, przyjmowancg
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za pierwszy dzien cigzy. Samice ciezarne podzielono na 2 grupy: I — kontrolna (10
samic) oraz II — do$wiadczalna (20 samic), w ktoérej podawano samicom codziennie
poczawszy od 2 dnia cigzy metanabol (produkcji Jeleniogérskich Zakladéw Farma-
ceutycznych — Polfa) w dawce 0,05 mg dla jednego szczura, tzn. 0,33 mg/kg. Obie
grupy otrzymywaly przez caly czas trwania ciazy peilnokaloryczng diete z odpo-
wiednig iloScig biatka, witamin i soli mineralnych. Szczury dekapitowano 19 dnia
cigzy. Od kazdego pobierano 2 zarodki, z ktérych wypreparowywano jelito czcze.
W pobranym materiale wykrywano obecnosé¢é fosfatazy zasadowej, fosfatazy kwa$-
nej, dehydrogenazy glutaminowej, glikogenu i kwasnych mukopolisacharydéw.

Badania enzymatyczne przeprowadzano na tkankach utrwalonych w zimnym
ptynie Bakera i na skrawkach $§wiezych grubo$ci ok. 10 p krojonych na mikroto-
mie mrozeniowym. Fosfatazy zasadowa i kwa$ng wykrywano wg metody sprzega-
nia z barwnikami dwuazowymi. Dehydrogenaze glutaminowg wg metody Pearse’a.
Glikogen wykrywano w skrawkach parafinowych utrwalonych w plynie Carnoya,.
barwionych karminem Besta. Jgdra komérkowe podbarwiano hematoksyling. Kwa$-
ne mukopolisacharydy utrwalano w mieszaninie 95% alkoholu i formolu obojetnego
w stosunku 9 : 1 i barwiono biekitem alcjanowym:.

.

OBSERWACJE HISTOCHEMICZNE
Fosfataza zasadowa

Grupa kontrolna

W wysokich, walcowatych komoérkach nablonka jelita cienkiego obser-
wowano wyraznie drobnoziarnisty produkt reakcji na fosfataze zasado-
wg. Najsilniejszy odczyn enzymatyczny wystepowal w rgbku szczotecz-
kowym. Ziarenek fosfatazo-dodatnich bylo wiecej w okolicy nadjadro-
wej w poréwnaniu z czeS$cig przypodstawng komoérek. Pozytywng reakcje
enzymatyczng wykazywaly roéwniez otoczki wakuoli s$rédkomoérkowych
(ryc. 1). Odczyn na fosfataze zasadowa w jgdrach komérkowych nalezy
uwazac¢ za niespecyficzny.

Grupa doswiadczalna P

Nie uchwycono réznic w aktywnosci i lokalizacji fosfatazy zasadowej
w pordéwnaniu z grupg kontrolng.

Fosfataza kwa$na

Grupa kontrolna

W 19 dniu zycia zarodka intensywny odczyn na fosfataze kwasng wy-
stepowal w rabku szczoteczkowym, a takze w graniczgcej z nim cyto-
plazmie. Reakcja w rgbku szczoteczkowym byla tak silna, ze nie mozna
tu rozrézni¢ poszczegélnych ziarenek, natomiast w obrebie pozostalej cy-
toplazmy obserwowano drobne, nieliczne ziarnistosci. W cze$ci przypod-
stawnej niektérych komorek nablonka ziarenek bylo wiecej w poréwna-
niu z cytoplazmg ponadjgdrows.
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Grupa doswiadczalna

Odczyn na fosfataze kwasng w rabku szczoteczkowym i w szczytowej
czeSci cytoplazmy byl intensywny, podobnie jak w grupie kontrolnej. Nie
obserwowano tu roéznicy w nasileniu reakcji enzymatycznej miedzy
czeSciag przypodstawng i ponadjadrowg komoérek mnablonka jelitowego.
Ziarenka S$wiadczgce o obecnosci enzymu gesto wypelnialy cytoplazme
(ryc. 2).

Dehydrogenaza glutaminowa

Grupa kontrolna

Odczyn na dehydrogenaze glutaminowg wystepowal w postaci ziare-
nek, ktore obficie ukladaly sie zaréwno w czesci szezytowej, jak i przy-
podstawnej komérek nablonka. W wielu kosmkach komorki pokrywajgce
ich wierzchotki wykazywaly silniejszg reakcje enzymatyczng od pozosta-
tych. Bardzo stabg aktywno$¢ dehydrogenazy glutaminowej obserwowa-
no w komérkach nabtonkowych w zaglebieniach miedzykosmkowych.

Grupa doswiadczalna

W nablonku kosmkéw jelitowych obserwowano szereg komoérek z
mniejszym odczynem enzymatycznym w poréwnaniu z kontrolg. Nablo-
nek wierzcholkowych odcinkéw kosmkoéw, podobnie jak w grupie po-
przednio opisanej, wykazywal wyrazng aktywnos$¢ na dehydrogenaze glu-
taminowg. W komorkach lezgcych w zaglebieniach miedzykosmkowych,
obserwowano bardzo stabg reakcje enzymatyczng wzglednie byly zupel-
nie jej pozbawione (ryc. 3).

Glikogen

Grupa kontrolna

Najsilniejsza reakcja barwna z karminem Besta wystepowala w ragbku
szczoteczkowym komoérek nablonka jelitowego. Cytoplazma zawierala
drobne, rownomiernie rozmieszczone ziarenka, swiadczace o obecnosci
glikogenu (ryc. 4).

Grupa doéswiadczalna

W poréwnaniu z grupg kontrolng nie uchwycono réznic w odczynie
na glikogen.

Kwasne mukopolisacharydy

Grupa kontrolna

Delikatng reakcje z blekitem alcjanowym obserwowano w rgbku
szczoteczkowym nablonka jelitowego. Intensywny odczyn barwny uzys-
kano w komoérkach kubkowych, z ktérych cze$é przybrala juz typowy
dla siebie ksztalt, natomiast inne mialy jeszcze zwezong czes¢ wierzchol-
kowa, a rozszerzaly sie w kierunku podstawy.
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Grupa doswiadczalna

Nie wykazano réznic w reakcji barwnej z blekitem alcjanowym w po-
réwnaniu z kontrolns.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

W rdznicowaniu sie nablonka jelitowego u szczura rozréznia sie kilka
faz, a wsrdod nich okres od 19 dnia zycia plodowego do urodzenia, ktory
cechuje sie juz znacznym stopniem dojrzalo$ci morfologicznej i enzyma-
tycznej. Nalezy jednak podkresli¢, ze ostateczne zréznicowanie jelita na-
stepuje w 3—4 tygodnie po urodzeniu (Vollrath, 12). U 19-dniowego
zarodka szczura obserwuje sie wyrazne kosmki pokryte nablonkiem jed-
nowarstwowym walcowatym posiadajgcym zdolnosci resorbcyjne. Wzra-
sta aktywno$¢ enzymow w komorkach nablonka poczawszy od 19 dnia
zycia plodowego -— co przynajmniej czeSciowo jest uwarunkowane zwiek-
szong czynnoscig przysadki moézgowej i nadnerczy (Vollrath, 12). Nie
mozna tu pomingé¢ wplywu hormonéw matki na ksztaltowanie sie ukladéow
enzymatycznych plodu.

Moment urodzenia i rozpoczecia samodzielnego przyjmowania pokar-
méw wplywa decydujgco na sklad enzymatyczny jelita. W przeprowa-
dzonym przez nas eksperymencie podawaliSmy samicom ciezarnym me-
tanabol, ktory pobudza anabolizm bialek, a jego dzialanie androgenne jest
o wiele stabsze od testosteronu (Supniewski, 10). Testosteron wzma-
ga aktywnos$¢é szeregu enzymoéw, umozliwiajgc zwiekszone wykorzystanie
azotu do budowy bialka (Zak, 13, Tarnawski, 11). Rozpatrujgc za-
chowanie sie fosfatazy zasadowej w komdrkach nabtonka jelita u zarod-
kéw szezurdéw z 19 dnia rozwoju, ktorych matki od poczatku cigzy otrzy-
mywaly metanabol nie zauwazono roéznic w zestawieniu z kontrolg. Lev
i wsp. (4), obserwujgc fosfataze zasadowg w jelicie cienkim czlowieka od
7 do 22 tygodnia cigzy stwierdzaja, ze w miare roznicowania sie kosmkow
wzrosla jej aktywno$é oraz to, ze komorki lezace na wierzchotkach kosm-
kéw wykazuja silniejszg reakcje enzymatyczng niz te, ktoére lezg w za-
glebieniach miedzykosmkowych. Nie obserwowali$my tego zjawiska w na-
blonku jelitowym zarodkéw szczuréw odnosnie fosfatazy zasadowej.

Reakcja na fosfataze kwasng w rgbku szczoteczkowym i cytoplazmie
szezytowych cze$ci komoérek nablonka byla podobna w grupach: kontrol-
nej i doswiadczalnej. Natomiast pozostaly obszar cytoplazmy w grupie
doswiadczalnej zawieral wiecej ziarenek $wiadczgcych o obecnosci fosfa-
tazy kwasnej w poréwnaniu z kontrolg. Moze to byé wynikiem ,,aktywa-
cji lizosoméw”, co ma bezposrednie powigzanie z funkejag resorpcyjng na-
blonka jelitowego. W toku powstawania nablonka jednowarstwowego
obserwuje sie proces obumierania komoérek, ktéry pozostaje takze w $ci-
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stym zwigzku ze wzmozong aktywnoscig enzymoéw lizosomalnych (B a x-
ter~-Grillo, 1). Wyksztalcenie sie nablonka jednowarstwowego jest
bardzo istotne, poniewaz pozwala na bezposredni kontakt komoérek za-
réwno z naczyniami krwiono$nymi, jak i ze $wiattem jelita.

Jelito ptodowe nabiera zdolnosci resorpcyjnych poczawszy od 19 dnia
rozwoju. Swiadczg o tym obserwacje zjawiska pinocytozy, ktora wyraz-
nie wzrasta wilasnie w 19 dniu Zzycia ptodowego (Vollrath, 12). Hu-
gon (2) opisal wzmozona pinocytoze w komoérkach nablonka jelitowego
u myszki trwajgcg az do urodzenia. Nasze badania wykazujg, Ze w grupie
zwierzat do$wiadczalnych nastgpilo niewielkie zahamowanie reakcji na
dehydrogenaze kwasu glutaminowego w komoérkach nabtonka lezgcego po-
nizej wierzchotka kosmkoéw. Moze to $wiadczy¢ o czynnym reagowaniu
nablonka jelitowego na przestrojenie hormonalne. Dehydrogenaza gluta-
minowa, ktorej dzialanie zespala sie z procesem asymilacji azotu i regu-
lacji cyklu Krebsa, jest enzymem wrazliwym na dzialanie hormondw.
estrogennych, androgennych, progesteronu, ktére powodujg dysocjacje
enzymu na podjednostki, a tym samym hamuja jego aktywnosé (R o g ul-
ski, 9).

W odczynie na glikogen nie zauwazyliémy r6znicy miedzy grupa kon-
trolng i doswiadczalng. W obydwu grupach rgbek szczoteczkowy i ziaren-
ka cytoplazmatyczne wykazywaly reakcje z karminem Besta.

Kwaéne mukopolisacharydy wykazane przy pomocy blekitu alcjano-
wego zachowywaly sie podobnie w grupie kontrolnej i doswiadczalnej. W 17
i 18 dniu rozwoju pojawiajg sie w nablonku jelitowym komoérki kubko-
we, a w zwigzku z gromadzeniem sie $luzu i gotowo$cia wykonywania
czynno$ci wydzielniczej wiekszo$¢ z nich przybiera charakterystyczny
ksztalt w 19 dniu zycia ptodowego.

Podobna lokalizacje glikogenu w komérkach i ich reakcje na kwasne
mukopolisacharydy opisala Konopacka (3), w réownoleglym stadium
rozwojowym jelita §wini. Autorka podkresla jednak, ze w momencie wy-
réznicowania sie kosmkéw komorki lezace na ich wierzchotkach zawie-
rajg wiecej glikogenu i polisacharydéw niz w $rodkowych dolnych od-
cinkach.

Rogoyski (8) badajac dzialanie dianabolu wykazal ochronny jego
wplyw na plody myszek ciezarnych poddanych glodzeniu przy jednoczes-
nym stosowaniu subteratogennych i teratogennych dawek octanu hydro-
kortyzonu. Trzeba doda¢, ze autor nie zauwazyl ochronnego dzialania
dianabolu w przypadkach, gdy samice ciezarne byly poddawane tylko
glodzeniu. Zwierzeta uzywane w naszym do$wiadczeniu otrzymywaly
pelnowartosciowa diete. Ograniczenie spozywanego pokarmu samicom
ciezarnym i réwnocze$nie podawanie np. octanu hydrokortyzonu zwigk-
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sza mozliwos¢é wystepowania zaburzen rozwojowych plodéw (Rogo y-
ski, 7).

Reasumujgc otrzymane przez nas wyniki badan histochemicznych oka-
zalo sie, ze metanabol spowodowal aktywacje lizosoméw, wyrazajgca sié
wzrostem reakcji na fosfataze kwasng i zahamowanie odczynu na dehy-
drogenaze kwasu glutaminowego w niektéorych komdrkach nabtonka je-
litowego.
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OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryc. 1. Fosfataza zasadowa w komoérkach nablonka jelita cienkiego zarodka
z grupy kontrolnej. Mikroskop Lumipan C. Zeiss Jena. Pow. ok. 350 X.

Ryc. 2. Fosfataza kwasna w komérkach nabtonka jelita cienkiego zarodka z gru-
py do$wiadczalnej. Mikroskop Lumipan C. Zeiss Jena. Pow. ok. 350 X.

Ryc. 3. Dehydrogenaza glutaminowa w komorkach nablonka jelitowego zarodka
z grupy do$wiadczalnej. Mikroskop Lumipan C. Zeiss Jena. Pow. ok. 350 X.

Ryc. 4. Glikogen w komoérkach nablonka jelitowego zarodka z grupy kontrolnej.
Mikroskop Lumipan C. Zeiss Jena. Pow. ok. 350 X.

PE3KOME

Mpocneawnu akTuBHOCTL LienouHoM ocdaTassbl, Kucnod ¢ocdaTassbl,
rMOTAMUHOBOW AeruAporeHassl, FMMKOreHa M KMUCAbIX MYKOMONMCaxapuaos B
3NMUTONMM TOHKOW KUMKW 19-AHEBHBIX 3MBPUOHOB, MaTepu KOTOPLIX noAy-
uanu co BToporo AHs 6epemerHocTu Metanabol (Polfa).

3ameTnnu, UTO y OnbITHBIX MWBOTHBIX MOBbLICMNIACK PEAKUUs HA KUCNYIO
¢ocpaTtazy n 3aTOpMO3UNACh peakLus Ha FNIOTAMMHOBYIO AerufporeHasy
B HEKOTOPbIX KIETKAX 3NUTENUS TOHKOM KMLLKA.
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SUMMARY

The activity of alkaline phosphatase, acid phosphatase, glutaminase
dehydrogenases, glycogen and acid mucopolysaccharides in the small in-
testine epithelium of 19 day old embryos, whose mothers received Meta-
nabol (Polfa) from the second day of pregnancy. It was observed that in
experimental animals the reaction to acid phosphatase increased and that
the reaction to glutaminase dehydrogenases was inhibited in some of the
intestine epithelium cells.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Alkaline phosphatase in the small intestine epithelium cells of an embryo
from the control group. Microscope Lumipan C. Zeiss Jena. enlargement about
350 X.

Fig. 2. Acid phosphatase in the small intestine epithelium cells of an embryo
the experimental group. Microscope Lumipan C. Zeiss Jena. enlargement about
350 X.

Fig. 3. Glutaminase dehydrogenase in the intestine epithelium of an embryo
from the experimental group Microscope Lumipan C. Zeiss Jena. enlargement
about 350 X.

Fig. 4. Glycogen in the intestine epithelium cells of an embryo from the control
group. Microscope Lumipan C. Zeiss Jena. enlargement about 350 X.
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