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Badania doswiadczalne nad wplywem Foschloru
na pierwotnie uszkodzong watrobe

3Kcn'epumeH'raanbxe NCCaenoBaHMA BIMAHUSA cbocxnopa Ha NEepBUYHOEC mNopazkKeHue
IeTieHN

Experimental Studies on the Effect of Foschlor on a Primarily Damaged Liver

Znane sg przypadki smiertelnego zatrucia ludzi zwigzkami fosforo-
organicznymi (Krupa i wsp. 1974). Zaobserwowano réwniez, ze po wpro-
wadzeniu ich nawet w dawkach dopuszczalnych do organizmu zywego
wywolujg one u pewnej tylko cze$ci zwierzat zmiany chorobowe o réznym
stopniu nasilenia (Strogonow, 1969). Pomimo stosunkowo licznych su-
pozycji nie wyjasniono catoksztaltu przyczyn zmiennej reaktywnosci
ustroju zwierzecego na stosowane w rolnictwie pestycydy. Dlatego wlasnie
postanowiono przesledzi¢ odczyny cytoenzymatyczne watroby uszkodzone]
operacyjnie i pcddanej dzialaniu Foschloru (zwigzek fosforoorganiczny
firmy Azoty w Jaworznie).

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na jednorocznych szczurzycach biatych (ca 180 g), hodow!i
wsobnej, podzielonych na zespoty A i B, w ktéorych byly po 3 analogiczne grupy
do$wiadczalne, Szczurom zespoiu A, (grupy I, II, III) w rarkozie eterowej wycinano
jeden plat watroby, a zespolu B (grupy I, II, III) — dwa platy. Grupy kontrolne
odpowiednie dla poszczegblnych zespol6w skladaly sie ze zwierzat po hepatektomii
i pozornie operowanych. Poza tym byla jeszcze grupa poréwnawcza wspOlna dla
catego eksperymentu, ktérej zwierzeta nie podlegaly zadnym zabiegom. Samice grup
do§wiadczalnych IA i IB w 8 godzin od zabiegu otrzymaly jednorazowo sondg do-
przetykowg Foschlor rozcienczony w wodzie w ilcéci 50 mg kg c.c. Samice grup
do§wiadcezalnych ITA i IIB w ciggu 16 godzin od zabiegu otrzymaty tg samg drogs
100 mg/kg c.c. Foschloru (2X50). Samice grup do§wiadczalnych IIIA i IIIB w 24-



238 Jozef Staszyc

-godzinnym okresie pooperacyjnym otrzymaty w sumie 150 mg/kg c.c. tego zwiazku
(3X50). W tych przedziatach czasu zwierzeta kontrolne otrzymywaly wode, ktora
byla rozcienczalnikiem Foschloru. Przed i po zabiegach szczury przebywaly w nie
zmienionych warunkach hodowlanych i mialy staly dostep do picia i jedzenia, Dla
unikniecia wplywu wahan dobowych w aktywnoéci enzymatycznej zawsze w 8 go-
dzin po ostatnim wprowadzeniu Foschloru dekapitowano zwierzeta i pobierano wa-
trobe do badania mna: fosfataze kwaéng, fosfataze zasadowsg, adenozynotrdjfosfataze,
glikozo-6-fosfataze, glikogen, dehydrogenazy bursztynianowsg i mleczanows.

BADANIA WLASNE

Fosfataza kwasna (Fk). W poréwnaniu z materialem kontrol-
nym w grupie IA nie obserwowano réznic w aktywno$ci Fk. Enzym ten
w formie drobnych ziarenek Pbs wypelnial cytoplazme hepatocytéw (ryc.
1). Natomiast w grupie IB uformowaly sie pojedyncze wieksze skupiska
Fk (ryc. 2). Podobne konglomeraty Fk utworzyly sie w komérkach ogra-
niczajacych drogi zolciowe §roédzrazikowe grup II i III zespolu A (ryc. 3).
Na preparatach pochodzgcych z grup IIB i IIIB obok lizosomoéw byta i dy-
{fuzyjna komponenta Fk (ryc. 4).

Fosfataza zasadowa (Fz). W grupie IA nasilily sie reakcje na
Fz w $rodblonku zatok i btonach komérkowych (ryc. 5). W grupach dru-
gich obu zespoldéw oraz w IIIA naczynia krwionosne i przestrzenie wrotno-
-z6lciowe cechowaly sie wysoks aktywnoscig Fz (ryc. 6). W grupie IIIB
w cytoplazmie hepatocytéw polozonych w czeiciach brzeznych zrazikow
pojawil sie delikatny odczyn dyfuzyjny.

Adenozynotrojfosfataza (ATP-aza). Intensywnos¢ odczynow
na ATP-aze w blonach komérkowych, cytoplazmie i srédblonku naczyn
byla wieksza w grupie IA niz w regenerujacej watrobie nie poddane]j dzia-
taniu Foschloru. Zmiany te byly jeszcze istotniejsze w materiale grupy IB,
gdzie uwidocznily sie wyraznie drogi zélciowe S$rodzrazikowe (ryc. 7).
W grupach 11 i I1T zespolu A reakcje na ATP-aze w btonach fizjologicznych
nie mialy juz takiego mocnego wybarwienia. W czesci srodkowej zrazikow
grup 1IB i IIIB w licznych komoérkach odczyn enzymatyczny ATP-azy
by! wyraznie ostabiony, a nawet dyfuzyjny (ryc. 8).

Glikozo-6-fosfataza (G-6-P). W grupie IA ziarenka G-6-P
wybarwialy sie w calej cytoplazmie wszystkich komoérek gruczotowych.
W hepatocytach lezgcych w poblizu przestrzeni wrotnych odczyn na G-6-P
byl wiekszy niz w czesci centralnej zrazikow (ryc. 9). W komérkach grupy
IB reakcje na G-6-P byly slabsze niz w grupie poprzedniej. W grupach
drugich i trzecich obu zespoléw obnizylo sie nasilenie aktywnosci enzyma-
tycznej. Produkty reakcji odpowiadajgce G-6-P ukladaly sie w licznych
hepatocytach w duze zespoty (ryc. 10).

Glikogen. W zestawieniu z grupa poréwnawcza w hepatocytach
zwierzat pozornie operowanych i po resekcji jednego oraz dwoch platow
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bylo mniej ziarenek PAS dodatnich, ktoére zidentyfikowano jako glikogen.
W grupie IA reakcje PAS byly silniejsze w komorkach tworzacych Srodek
zrazikOw niz lezacych na obwodzie. W licznych hepatocytach grupy IB
zauwazono polaryzacje glikogenu. W grupach II i III zespolu A w poréw-
naniu z odczynami kontrolnymi reakcje PAS nie byly jednakowo nasilo-
ne nawet w obrebie jednego zrazika (ryc. 11). W analogicznych grupach
zespolu B wystepowaly komoérki z nieznaczng iloscig glikogenu obok he-
patocytow z duzymi ziarnami tego wielocukru (ryc. 12). Wahania takie
mialy miejsce przewaznie w komoérkach polozonych blisko zylty srodkowej,
a wiec w pasie statego spoczynku.

Dehydrogenaza bursztynianowa (DB). W grupach pierw-
szych obu zespotéw w poblizu triad watrobowych odczyny barwne na DB
nie byly tak intensywne jak w materiale kontrolnym. Réwniez w gru-
pach IIA i IITA obserwowano w okolicy zyl sSrodkowych dalszy ubytek
ziarn dwuformazanu (ryc. 13). Na materiale z grup IIB i IIIB ilos¢ uwido-
cznionych mitochondriow, w ktorych lokalizuje sie DB, byla wyraznie
zmienna i zalezna od strefy zrazika (ryc. 14).

Dehydrogenaza mleczanowa (DM). Podobnie jak w odczy-
nach kontrolnych w grupach IA i IB najsilniejsze reakcje na DM utrzy-
mywaly sie w hepatocytach otaczajacych zyly srodkowe (ryc. 15). W gru-
pach II i IIT zespolu A w komoérkach centralnej czesci zrazikéw nastgpil
dalszy wzrost aktywnosci na DM. W grupie IIB w porownaniu z ITA
wybarwiono wiecej ziaren DM. Pobudzenie aktywnosci tego enzymu szcze-
gblnie w hepatocytach okolicy przestrzeni bramnych stwierdzono i w gru-
pie 1IIB (ryc. 16).

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Obserwacje histoenzymatyczne przeprowadzono w szczytowym okresie
regeneracji wagtroby (Karon, 1973). Ze wzgledu na ewentualny wplyw
kolchicyny na aktywnos¢ enzymoéw nie wykonywano obliczerr indeksu
mitotycznego. Wprowadzenie grupy zwierzat pozornie operowanych po-
zwolilo na rozgraniczenie wplywu samego zabiegu od dzialania Foschloru
na pozostalg czes¢ watroby. Zastosowane dawki Foschloru ustalono na
podstawie wynikéw obserwacji efektu cytopatogennego w pracach po-
przednich (Staszyc i wsp., 1973, 1974).

Foschlor w dawce 50 mg/kg c.c. pobudzal aktywnos¢ Fk. Wplyw ten
jednak uzalezniony by} od rozlegloici uszkodzenia watroby, poniewaz w
grupie IB, gdzie amputowano dwa platy, pojawily sie wzdluz kanalikow
zolciowych duze skupiska fosfatazododatnich ziarnistosci. Wskazywaly one
na uszkodzenie metabolizmu hepatocytéw przez aktywacje enzymoéw lizo-
somalnych. W grupach, gdzie wycieto dwa platy i podano 150 mg/kg c.c.
Foschloru, wystapil odczyn dyfuzyjny swiadczacy o zwiekszonej prze-
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puszczalnosci ostonki lizosomalnej i przechodzeniu fosfatazy kwasnej do
cytoplazmy. Nie wyklucza sie, ze w wyniku wzmozonej przepuszczalnosci
blon lizcsomoéw ulatwiony jest kontakt miedzy enzymem a substratem.

Wzrost aktywnosci Fz zwigzanej z procesami podzialu i réznicowania
si¢ komérek wskazywal w grupie IA na pobudzenie produkceji bialtka cyto-
plazmatycznego. W pczostelych grupach po lobektomii dwéch platow
i obcigzeniu Foschlorem odczyny na te hydrolaze zmalaly. Swiadczyé to
moze o zmianach iloSciowych i jakosciowych w transporcie przez blony
komoérkowe.

Regeneracja przebiega na drodze posrednich podziatéw komérkowych,
co prowadzi do wyréwnawczego rozrostu pozostalych platow watroby
(Jassina, 1970, Karon, 1973). Do tego potrzebny jest wzmozony do-
plyw energii zmagazynowanej w ATP (K u ¢, 1971). Oceniajgc aktywnosé
ATP-azy w grupie IA mozna sadzi¢, ze dawka 50 mg/kg c.c. Foschloru
nie uposledza w procesie metabolicznym uwalniania energii. Natomiast
dawki 100 i 150 mg/kg c.c. Foschloru, szczegdlnie przy uszkodzonej watro-
bie, obnizajg aktywnos¢ ATP-azy i hamujg resynteze kwasu adenozyno-
trojfosforowego. W takim mechanizmie dzialania ADP nie zamienia sie
w ATP. Ograniczona synteza ATP powoduje zaburzenie przepuszczalnosci
klon komérkowych i mitochondrialnych. Potwierdzeniem tego jest oslabie-
nie reakeji fosfatazy zasadowej i glikozo-6-fosfatazy, markera retikulum
endoplazmatycznego. Utrudnione sg wiec przemiany glikogenu watrobo-
wego na glikoze, co prowadzi do zmian w gospodarce lipidow (Popow
i wsp. 1973).

Synteza glikogenu rozpoczyna sie w komorkach gruczotowych watroby
polozonych w poblizu zyt srodkowych, w tzw. pasie stalego spoczynku.
W grupie IA odczyny PAS wskazywaly, ze metabolizm hepatocytow byt
nie naruszony. W grupie IB pojawila sie polaryzacja ziarenek PAS dodat-
nich. W pozostalym materiale doswiadczalnym wahania jakosciowe i ilo$-
ciowe specyficznych ziarnistosci dowodzily obnizonych rezerw glikogenu.
Przesuniecia te moga by¢ wynikiem bezposredniego cytotoksycznego
dzialania Foschloru lub wzmozonego rozpadu glikogenu przy jego ograni-
czonej syntezie (Zawistowski i wsp. 1973). Nastapilo rozprzezenie
fosforylacji oksydacyjnej z pobudzeniem glikozy beztlenowej. Potwierdze-
niem tego rozumowania jest obnizona aktywnos$¢ DB. Wiadomo,ze gliko-
genoliza, ze wzgledu na ilo$¢ wyzwalanej energii, jest dla komoérek gru-
czolowych watroby malo korzystna. Zmienione reakcje DB i ATP-azy
$wiadczg o uszkodzeniu nie tylko funkcji, ale i struktury mitochondriéw.
Oslabieniu odczyndéw na DB towarzyszyl wzrost aktywnosci DM, ktéra
w procesie glikogenolizy katalizuje przenoszenie wodoru z NADH, na kwas
pirogronowy, w wyniku czego powstaje kwas mlekowy. Energia wyzwo-
lona w tym procesie nawet w warunkach niedotlenienia pozwala na utrzy-
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L}
manie pewnej rownowagi prccesow anabolicznych i katabolicznych. Zmia-
ny glikolizy oraz cyklu pentozano-fosforanowego wskazujg na wzmozenie
syntezy ttuszczow.

Jak wynika z caloksztaltu obserwacji, Foschlor w dawce 50 mg/kg c.c.
nie hamuje mechanizméw odtwoérezych hepatocytéw po czesciowej resekeji
platéw watroby szczura. Ta sama dawka przy rozleglejszym uszkodzeniu
watroby wywoluje rozkojarzenie proces6éw energetycznych. Foschlor w
dawce 100 i 150 mg/kg c.c. lub produkty jego rozpadu, przy ubytku ca 40%
masy watroby, w pierwszym okresie obnizajg aktywnos¢ enzyméw zawar-
tych w lizosomach i mitochondriach, a nastepnie uszkadzajg te organelle.
Byé¢ moze, w chorej watrobie nastepuje szybciej zahamowanie resyntezy
ATP i nasilenie glikogenolizy. Obserwacje nasze pokrywajg sie w pelni
z wynikami innych autorow (Longmire i wsp. 1966, Wisniewski
1 wsp. 1972), co mozna najprawdopodobniej wytlumaczy¢ odmienng wra-
zliwogécig osobniczg uzytych zwierzat i innymi warunkami do$wiadczalny-
mi. Ponadto maja tutaj wplyw zaburzenia w przenoszeniu podniet ner-
wowych poprzez hamowanie cholinesterazy oraz technika zabiegu opera-
cyjnego (Karon, 1973) i zwigzane z tym krgzenie, ciSnienie w ukladzie
zyly wrotnej i ogdélna reaktywno$¢ organizmu szczuréw.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Grupa do$wiadczalna IA. Szczur. Watroba., Odczyn na Fk w hepato-
cytach. Metoda wg Gomoriego. Pow. ok. 400X,

Ryc. 2. Grupa do$wiadczalna IB. Szczur. Watroba. Aktywno§é Fk w lizosomach.
Barwienie wg m. Gomoriego. Pow. ok. 400X,
¢
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Ryc. 3. Grupa do$wiadczalna IITA, Szczur. Watroba. Duze nagromadzenie lizo-
sombéw wzdluz kanalikéw z6lciowych. Metoda wg Gomoriego. Pow. ok. 400X.

Ryc. 4. Grupa dodwiadczalna IIIB. Szczur. Watroba. Odczyn dyfuzyiny na Fk.
Metoda wg Gomoriego. Pow. ok. 400X. )

Ryc. 5. Grupa doéwiadczalna IA. Szczur. Watroba. Aktywnoéé Fz wykazana wg
m. Gomoriego. Pow. ok. 400X,

Ryc. 6. Grupa do$wiadczalna IIIA. Szczur. Watroba. Wzrost reakeji na Fz
w $cianach naczyn i przewoddéw zolciowych. Metoda Gomoriego. Pow. ok. 400X.

Ryc. 7. Grupa do$wiadczalna IB. Szczur. Watroba. Odczyn ATP-azy w kanali-
kach zélciowych. Metoda Wachstein i Meisel. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 8 Grupa doswiadczalna IIIB. Szczur. Watroba. Obnizenie akitywnoéci
ATP-azy. Metoda Wachstein i Meisel. Pow. ok. 400X.

Rye. 9. Grupa do$§wiadczalna IA. Szczur. Watroba. Odczyny G-6-P-azy w ko-
moérkach gruczotowych. Metoda Wachstein i Meisel, Pow. ok. 400 X.

Ryc. 10. Grupa do§wiadczalna IIB. Szczur. Watroba. W licznych hepatocytach
duze ilo$ci G-6-P-azy. Metoda Wachstein i Meisel. Pow, ok. 400 X.

Ryc. 11. Grupa do$wiadczalna IIA. Szczur. Watroba. Nieré6wnomierne odezyny
PAS na glikogen. Pow. ok. 400X,

Rye. 12. Grupa do$wiadczalna IIIB. Szczur. Watroba. W pojedynczych komér-
kach duze ziarna glikogenu. Reakcja PAS. Pow. ok. 400X.

Ryc. 13. Grupa do$§wiadczalna IIA. Szczur., Watroba. Nieréwnomierne odczyny
na DB w komoérkach. Barwienie wg m. Nachlasa i Pearse’a. Pow. ok. 400X.

Ryc. 14. Grupa doéwiadczalna IIB. Szczur. Watroba. Duze ziarna dwuformazanu
w hepatocytach. Barwienie wg m. Nachlasa i Pearse’a. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 15. Grupa do$wiadczalna IA. Szczur. Watroba. Odczyny na DM silniejsze
w okolicy zyly Srodkowej. Barwienie wg m. Nachlasa i Pearse’a. Pow. ok. 400X.

Ryc. 16. Grupa do$§wiadczalna IIIB. Szczur. Watroba. Wzrost aktywnosci na DM.
Barwienie wg m, Nachlasa i Pearse’a. Pow. ok. 400 X.

PE3IOME

ABTOp BhIpe3an caMKaM 0OeJbIX KPbIC OJHY MJM EBE JOJIM IIeUeHM, a TIOTOM NpHu-
MEHAJ 3TUM XKMUBOTHBIM dpocxsop B nosax 50, 100 mau 150 mr/kr Beca Tena. Ilpose-
IEeHLl 3H3UMMATHMYECKME peakuMM Ha aKTUBHOCTL KMUCJON M IuesnodHoit d¢occarasei,
aaeno3uHTpucocdarasbl, TII0K030-6-docdaTassl, cyKuMHATAETMAPOreHasnl, JIaKTaT-
JeruaporeHass! ¥ Ha rIMKOTEH.

Ha ocuoBe MOJy4YeHHBIX DPE3YyJLTATOB JEJIAETCA BLIBOM, YTO TOKCUUHOE AelicTBUe
¢hocxyiopa MMEeT CBA3L CO CTENIEHBIO NOBPEKJEHUA TIEHEHHM, € I030i U CO BpEMEeHeM
nencTBua 3Toro pocdopoopraHmMvIecKoro npenapara.

SUMMARY

One or two liver lobes were surgically removed from white female rats after
which Foschlor was administered in doses of 50, 100, 150 mg/kg ‘o the operated
animals.

A histochemical reaction to glycogen as well as cytoenzymatical reactions to
alkaline and acid phosphatases, adenosinetriphosphatase, glucose-6-phosphatase,
succinic and lactic dehydrogenases were performed.
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On the basis of the obtained results, one can come to the conclusion that the
toxical effect of Foschlor is related to the damage degree of the liver, doses and
the period of this phosphorus-organical preparation.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Experimental group I-A. Rat. Liver. Reaction to acid phosphatase in
liver cells. Method acc. to Gomori. Magn. ca 400X.

Fig. 2. Experimental group I-B. Rat. Liver. Acid phosphatase activity in the
lysosomes., Gomori’s method. Magn. ca 400 X.

Fig. 3. Experimental group III-A. Rat. Liver. A large accumuiation of lyso-
somes along the bile canaliculus. Gomori’s method. Magn. ca 400X,

Fig. 4. Experimental group III-B. Rat. Liver. Diffusive reaction to acid phos-
phatase. Gomori’s method. Magn. ca 400 X.

Fig. 5. Experimental group I-A. Rat. Liver. Alkaline phosphatase activity acc.
to Gomori’s method. Magn. ca 400X.

Fig. 6. Experimental group III-A. Rat. Liver. An increase of reaction to alkaline
phosphatase in the walls of blood vessels and bile ducts. Gomori’s method. Magn.
ca 400X,

Fig. 7. Experimental group I-B. Rat. Liver. Reaction to adenosinetriphosphatase
in bile canaliculus. Wachstein’s and Meisel’s method. Magn. ca 400X,

Fig. 8. Experimental group III-B. Rat. Liver. A decrease of ATP-ase activity.
Wachstein’s and Meisel’s method. Magn. ca 400X,

Fig. 9. Experimental group I-A. Rat. Liver. Reaction to glucose-6-phosphatase
activity in the®glandular cells. Wachstein’s and Meisel’s method. Magn. ca 400X.

Fig. 10. Experimental group 1I-B. Rat. Liver. An abundance of glucose-6-phos-
phatase in numerous liver cells, Method acc. to Wachstein and Meisel. Magn. ca
400X,

Fig. 11. Experimental group II-A. Rat. Liver. Irregular PAS-reactions to glyco-
gen. Magn. ca 400X.

Fig. 12. Experimental group III-B. Rat. Liver. Large glycogen granules in the
individual liver cells. PAS-reaction, Magn. ca 400X,

Fig. 13. Experimental group II-A. Rat. Liver. Irregular reactions to succinic
dehydrogenase in the liver cells. Staining acc. to Nachlas and Pearse. Magn. ca
400 X.

Fig. 14. Experimental group II-B. Rat. Liver. Large diformazan granules in the
liver cells. Staining acec. to Nachlas and Pearse. Magn. ca 400X,

Fig. 15. Experimental group I-A. Rat. Liver. Reactions to lactic dehydrogenase
were stronger in the vicinity of the central vein. Magn. ca 400X.

Fig. 16. Experimental group III-B. Rat. Liver. Note an increase of lactic de-
hydrogenase activity. Staining acc. to Nachlas and Pearse method. Magn. ca 400X,






