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Badania nad wplywem preparatu fosforoorganicznego na organizm
ciezarnych szezuréw i ptodow oraz na komérki w hodowli tkankowej

UNayueHue BnansHUA HoCHOPOOPraHMueckoro npenapara Ha opraHuim 6GepemeHHbIX KpsiC,
NNOAOB M KAETKM TKAHEBOMW KYNbTypbl

Studies on the Effect of the Phosphororganic Preparation
on Organism of Pregnant Rats, Foetuses and the Cells in Tissue Culture

Aktywnoéé biologiczna chemicznych zwigzkéw ochrony ro$lin zalezy od ich
struktury chemicznej, dawki, drég przenikania do organizmu, a takie od tempera-
tury otoczenia. Interesujgce wydaje sie zagadnienie cytotoksycznego dziatania Fos-
chloru zar6wno na metabolizm komoérek ciezarnej matki, jak i zdolno§¢ przecho-
dzenia przez bariere krew-lozysko i wplyw na ustréj piodu.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na dojrzatych piciowo samicach szczuréow bia-
lych, ciezaru ciala ca 17—18 dkg, wybranych losowo. Pochodzily one z hodowli
wsobnej i nie rodzity. Po umieszczeniu z samcami robiono wymazy pochwowe.
Obecno$¢ czopa pochwowego przyjmowano za pierwszy dzien cigzy. Zwierzetom
do$wiadczalnym od drugiego dnia cigzy podawano sonda roztwér wodny Foschloru
(F-my Azoty w Jaworznie), w ilo§ci 50 mg czystego zwigzku na 1 kg ciezaru ciala,
co stanowi 10-krotnie mniejszg dawke od letalnej. Grupg kontrolng byla podobna
liczba ciezarnych samic, jednakowo zywionych i przebywajgcych w tych samych
warunkach. W 14 i 21 dniach ciazy pobierano z samic skrawki tkanki podskérnej
i umieszczano je w pozywce w butlach Legroux. Dekapitowano réwniez plody
21-dniowe, a hodowle z ich skéry zakladano metodami trypsynizacji i skrawkows.
Podobnie prowadzono hodowle z 14-dniowych calych plodéw. Réwnolegle z ma-
terialem do$wiadczalnym obserwowano réwnoczasowe hodowle ze zwierzat kontrol-
nych. Komérki hodowano w plynie Parkera (poiywka 199) z dodatkiem 10% suro-
wicy cielecej. Wszystkie plyny w hodowli pochodzily z Wytwérni Surowic i Szcze-
pionek w Lublinie. W drugim i trzecim dniu po 1 i 2 pasazu, na komérkach przy-
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klejonych do szkietek, wykonywano odezyny histochemiczne, przeptukujac je przed-
tem plynem Hanksa, a nastepnie utrwalajge w Bakerze przy temperaturze 4°C.
Fosfataze kwasng wykrywano wg m. Gomoriego, a dehydrogenaze bursztynianowa
zgodnie z m. Nachlasa. Reakcje na aktywno$é¢ dehydrogenazy mleczanowej prowa-
dzono réwniez na komoérkach zywych, utrwalajac po inkubacji w plynie Bakera.

BADANIA WLASNE

I Wzrost hodowli

Hodowle wyprowadzone z tkanki podskérnej samic ciezarnych. W po-
rownaniu z materialem kontrolnym zaréwno po 14 (ca 110 mg cz. Fos-
chloru), jak i 21 dniach (170 mg Cz. Foschloru) nie znaleziono réznic ani
w obrazach morfologicznych komoérek ani w szybkos$ei wzrostu hodowli.

Hodowle wyprowadzone z plodéw 14 dniowych (ca 110 mg Foschloru).
Hodowle przytwierdzaly sie do podloza, ale rosly wolniej niz z odpo-
wiednio czasowej grupy kontrolnej. Monolajer otrzymano okolo 10—13
dnia.

Hodowle wyprowadzone z tkanki podskornej plodéw 21 dniowych
{ca 170 mg Foschloru). Hodowle z tego okresu rozwijaly sie jeszcze wol-
niej, poniewaz monolajer uzyskiwano dopiero po 15—18 dniach. Komérki
fibroblastopodobne nie réznily sie budowsg od otrzymanych z plodéow 14
dniowych.

II Aktywno$é enzymatyczna komérek hodowli

Fosfataza kwasna. Samice: 14 dzien ciazy (ca 110 mg Foschloru). Ho-
dowle, podobnie jak w grupach kontrolnych, przytwierdzaly sie do pod-
Ioza. Aktywno$é na fosfataze kwasng w komérkach fibroblastopodobnych
byla mniejsza, Rozmieszczenie ziarenek fosfatazo dodatnich nie wykazy-
walo wiekszych zmian.

Samice: 21 dzieA ciazy (ca 170 mg Foschloru). Zauwazono silniejszg
reakcje na fosfataze kwasng niz w hodowlach z samic kontrolnych. W
frzecim dniu po pasazu odczyn na te hydrolaze byl mocniejszy niz w dniu
drugim.

Plody: 14 dniowe (ca 110 mg Foschloru). W zestawieniu z hodowlami
plodéw kontrolnych réwnoczasowych odezyn na fosfataze kwadng byl
nizszy (ryc. 1). Réwniez i w hodowlach trypsynizowanych wybarwiono
malg ilo§¢é specyficznych ziarnistosci (ryc. 2).

Plody: 21 dniowe (ca 170 mg Foschloru). Zar6wno w komoérkach ‘hodo-
wli ze skrawkéw skory, jak i zakladanych metoda trypsynizacji odezyn
na fosfataze lizosomalng by! obnizony.

Dehydrogenaza bursztynianowa. Samice: 14 dzier ciazy (ca 110 mg
Foschloru). W hodowlach obserwowano komorki fibroblastopodobne o
roznej aktywnosci na dehydrogenaze bursztynianowa. Byly takie, ktére
przypominaly material kontrolny, jak réwniez i o slabszej aktywnosci.
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Samice: 21 dzien cigzy (ca 170 mg Foschloru). Odczyny na dehydroge-
‘aze bursztynianowg byly mniejsze niz w grupie 14 dniowej.

Plody: 14 i 21 dniowe (ca 110 i 170 mg Foschloru). Reakcje barwne
ujawniajace aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej nie byly tak in-
tensywne, jak w preparatach poréwnawczych (ryc. 3). Lokalizacja ziaren
dwuformazanu bez wiekszych odchylen.

Dehydrogenaza mleczanowa. Samice: 14 i 21 dzien cigzy (ca 110 i 170
mg Foschloru). Stopien wybarwienia komorek fibroblastopodobnych przy-
pominal obrazy obserwowane w koloniach kontrolnych. Po drugim pasa-
zu nastapil spadek aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej.

Plody: 14 dniowe (ca 110 mg Foschloru). W zestawieniu z grupa kon-
trolna lokalizacja i1 aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej nie ulegla
zmianie. Natomiast komérki pochodzace z hodowli otrzymanej metodg
trypsynizacji dawaly odczyny wyraznie silniejsze.

Plody: 21 dniowe (ca 170 mg Foschloru). W hodowlach wszystkie ko-
morki fibroblastopodobne wykazywaly wzmozZenie odczynéw barwnych
na dehydrogenaze mleczanows. Rozmieszczenie enzymu w cytoplazmie
nie wykazywalo jednak zasadniczych roéznic, w pordwnaniu z lokalizacja
DM w komorkach kontrolnych (ryc. 4).

OMOWIENIE WYNIKOW

Po 110 mg Foschloru (14 dzien ciazy) stwierdzalo sie oslabiony wzrost
hodowli z calych plodéw, a po 170 mg z tkanki podskérnej plodéw. Wy-
hodowane komérki fibroblastopodobne nie wykazywaly zmienionych cech
morfologicznych. W obydwu grupach dos$wiadczalnych obnizyly sie na-
tomiast odczyny na fosfataze kwasng i dehydrogenaze bursztynianows.
Dawka 170 mg Foschloru wywolala wzrost aktywnosci dehydrogenazy
nileczanowej.

Badania Heatha (1961), Zycinskiego (1971) i innych wyka-
zaly, ze zwigzki fosforoorganiczne dzialajg na organizm zywy bezposred-
nio, ale nie kumuluja sie. Byé wiec moze, ze dawki Foschloru stosowane
przez nas byly wystarczajgco duze, by spowodowaé¢ tylko zmiany enzy-
matyeczne, majace czas i zdolnosé do regeneracji (Goszczynska i
wspél., 1971; Staszyc i Kifer, 1972). Biorgc pod uwage obnizenie
szybkosci wzrostu komoérek w hodowlach z plodéw oraz zmiany enzyma-
tyczne, mozna sadzié, ze Foschlor, podobnie jak preparaty z grupy pe-
stycyddéw, ma zdolnos§é przechodzenia przez bariere krew-lozysko (E s-
bach i Rose, 1966) i moze spowodowa¢ efekt cytotoksyczny.

Aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej jest wykladnikiem nasi-
lenia metabolizmu tkankowego i wigze sie ze strukturg mitochondriéw.
Mozna sadzic, ze po Foschlorze zaistnial w komérkach deficyt energe-
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tyczny, ktéry doprowadzil do przemiany beztlenowej (Rauch, 1964;
Aisenberg, 1966). Potwierdzeniem tych sugestii jest reakcja na de-
hydrogenaze mleczanowsa, ktéra bierze udzial w przemianach beztleno-
wych glikogenu (Boczynski i Zyss, 1972), co laczy sie réwniez z
aktywnoscig ukladu cholinergicznego.

Wiadomo, ze zaburzenia oddychania w komoérce zachodzg dopiero w
poznym okresie zmian cytopatogennych i degeneracyjnych, cho¢ nie
zauwaza sie¢ jeszcze zmian mikroskopowych (Denys i wspdél, 1971), co
rowniez mialo miejsce i w naszym eksperymencie. Sadzimy wiec, ze
pod wplywem Foschloru w komérkach plodéw nastapilo przejscie z od-
dychania typu glikozy tlenowej do beztlenowej, ktory jest mniej korzyst-
ny dla tkanek (Slatter, 1961; Warburg i wspél, 1965). Wyniki
uzyskane przez nas na zwierzetach oraz obserwacje w hodowlach tkanek
nie dajg sie przenie$§¢ w caloéci do kliniki, poniewaz organizm ludzki re-
aguje wielokierunkowo, ale w caloksztalcie doswiadczenia wskazuja na
ujemny wplyw Foschloru na ustréj, a w szczeg6lnosci na tkanki rozwija-
jacego sie plodu.
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OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryc. 1. Szczur, pt6d 14-dniowy, kontrolny. Pasaz II, dzien 3. Komérki fibro-
blastopodobne. Odczyn na fosfataze kwa$na wg m. Gomoriego. Pow. ca 150 X.

Ryc. 2. Szczur, ptéd 14-dniowy. Obnizone odczyny na fosfataze kwasng w ko-
moérkach fibroblastopodobnych. Barwienie wg m. Gomoriego. Pow. ca 150 X,

Ryec. 3. Szczur, pléd 21-dniowy, po 170 mg Foschloru. Pasaz I, dzienh 3. W ko-
mérkach fibroblastopodobnych wykazano dehydrogenaze bursztynianowg wg m.
Nachlasa. Pow. ca 180 X,
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Ryc. 4. Szczur, ptéd 21-dniowy, po 170 mg Foschloru. Pasaz I, dzien 3. Odczyn
barwny na dehydrogenaze mleczanowa w komorkach fibroblastopodobnych. Bar-
wienie wg m. Pearse’a. Pow. ca 180 X.

PE3KOME

BepemeHHbIM camkam nogasancs nocxnop: ogHoi rpynne 110, a apyro#
170 mr. Ha 14 u 21 aHu BepemeHHOCTH Bpanu NOAKOMHYIO TKaHb MaTepu M
NNOAOB U OCHOBbIBANIWM KYNbTYPY.

YeranoeneHo, uto pubpobnactononobHele KNeTKu pacTyT meaneHHee no-
¢Ne nocxnopa, Yem B KOHTPONbHOM MaTtepuane. OBHapyKeHO TakKe NOHM-
MEeHWEe aKTMBHOCTM KMcNoM ocdaTasbl, SHTAPHON KMCAON AerMAporeHassl M
ycuneHue peaxlmu Ha MONOYHOKHMCAYIO AEruApOreHasy.

U ~
ABTopLl cuMtaloT, 4TO (POCPOPOOPraHMHEcKUid npenapar nocxnop npo-
HUKaeT CKBO3b Bapbep KPOBb — MNALEHTA M BbI3bIBAET B MAOAAX KPbIC LM-
TOTOKCHYECKUM ahdexT.

SUMMARY

Pregnant females were treated with Phoschlorin (,,Foschlor”) by the
authors. The first experimental group received a dose of 110 mg. and
the second group 170 mg. respectively. Subcutaneous tissue of the pre-
gnant female and foetuses was taken out on the 14th. and 21st. day of
gestation whereafter the tissue culture was set up. It was noticed that the
fibroblast-like cells grew slower after the Phoschlorin administration
s than in the control material. A decrease of acid phosphatase and succinic
dehydrogenase activities and an increase of reactions for lactic dehydro-
genase have also been found. The authors consider that phosphororganic
preparation, Phoschlorine, passes through the blood-placenta barrier and
causes the cytotoxic effect in the rat foetuses.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Rat, a 14 days old control foetus. The IInd serial passage, the 3rd
day. Figroblast-like cells. Reaction for acid phosphatase according to Gomori method.
Magn. 150 X.

Fig. 2. Rat, a 14 days old foetus. A decreased reactions of acid phosphatase
in fibroklast-like cells. Staining according to Gomori method. Magn. 150 X,

Fig. 3. Rat, a 21 days old foetus, after administration of 170 mg of Phoschlo-
rine. The Ist serial passage, the 3rd day. Succinic dehydrogenase has been shown
in fibroblast-like cells according to Nachlas method. Magn. 180 X.

Fig. 4. Rat, 21 days old foetus, after administration of 170 mg of Phoschlo-
rine. Colour reaction for lactic dehydrogenase in fibroblast-like cells. Staining
according to Pearse method. Magn. 180 X.



