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Odczyny histochemiczne dehydrogenaz
w mie$niu sercowyin szczura bialego po podaniu Andiaminy

T'uecroxuMuuyeckme peakuuu AETUAPOreHA3 B CEPAEYHONM Mbluine 6eJI0fi KpPbIChI IOcie
noja4yy aHAMaMuHa

Histochemical Reactions of Dehydrogenases in the Myocardium of White Rat after
Andiamin Application

Heksobendina — dwuchlorowodorek N, N’ — [bis 3’ (3’, 4’, 5’ — tréj-
metoksybenzoksy) propylo] etylenodwuamina, produkowana przez ZPF
,Polfa” pod nazwg fabryczng Andiaminy, znalazla zastosowanie w choro-
bie niedokrwiennej serca (15). Badania przeprowadzone przez Hammerl
i wsp. (5) oraz Krauppa i wsp. (10) wskazujg na to, ze heksobendina
wywiera dzialanie na przemiane tluszczowsy i weglowodanowg ustroju.
Wykazano rowniez, ze niektére leki nasercowe powoduja zmiany w lokali-
zacji i aktywnosci enzyméw komoérkowych (4, 11, 12, 14). W naszych
doswiadczeniach chcieliSmy przesledzi¢ wplyw Andiaminy (heksobendiny)
na aktywno$¢ dehydrogenaz w mie$niu sercowym szczurdéw bialych.
Badania histochemiczne dehydrogenaz majg duze znaczenie, poniewaz sg
one zwigzane z szeregiem procesé6w metabolicznych komoérki, katalizujg
rozne typy reakcji oksydoredukcyjnych, biora udzial w cyklu Krebsa,
w cyklu pentozowym i glikolitycznym oraz w procesach energetycznych
kombérki (9, 17).

MATERIAL I METODY BADAN

Do do$wiadczen wzieto 20 szczur6w biatych (c.c. okolo 200 g), ktére karmiono
dietg standardowa. Zwierzeta podzielono na dwie grupy do§wiadczalne i jedna grupe
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kontrolng, W grupach do§wiadczalnych podawano szezurom w iniekeji Andiam’ne
(Zjed. Przem. Farmaceut. ,Polfa”) w dawce 40 mg kg ciezaru ciala raz dziennie,
w I grupie przez okres 7 dni, w drugiej przez 21 dni. Zwierzeta grupy kontrolnej
otrzymywaly w tym samym czasie so6l fizjologiczng. Po uplywie 24 godzin cd ostat-
niej iniekcji szczury dekapitowano i pobieramo wycinki z lewej komory serca. Nie
utrwalone skrawki cieto w kriostacie Pearse i wykonywano na nich odczyny histo-
chemiczne na aktywno$é¢ dehydrogenaz bursztynianowej, mleczanowej, izocytrynia-
nowej i glikozo-6-fosforanowej oraz na reduktazy tetrazolowe NADH i NADPH.
Inkubacje przeprowadzano w temp. 37° przez 45 min. w przypadku dehydrogenazy
bursztynianowej i glikozo-6-fosforanowej; pozostale enzymy inkubowano przez 30
min. Jako przeno$nika elektronéw uzyto nitro BT. Reakcje kontrolne wykcnywano
w §rodowisku bezsubstratowym w tych samych warunkach.

WYNIKI BADAN

Przeprowadzone przez nas doswiadczenia wskazujg na to, ze aktyw-
nos$¢ enzymoéow oksydoredukeyjnych ulega ostabieniu po podaniu zwie-
rzetom Andiaminy. Swiadcza o tym odczyny cytoenzymatyczne uzyskane
na preparatach mie$nia sercowego szczuréw doswiadczalnych. Reakcja
na aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej w komoérkach miesnia
sercowego szczura kontrolnego byla intensywna, widoczna w mitochon-
driach w pestaci niebieskich ziaren dwuformazanu ulozonych w szereg
wzdluz miofibrylli (ryc. 1), natomiast w I i II grupie do$wiadczalnej
obserwowano ostabienie odczynéw. Czesto obok niebieskich ziaren dwu-
formazanu wystepowaly czerwone ziarna monoformazanu (ryc. 2). Row-
niez odezyny na aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej na preparatach
zwierzat kontrolnych byly bardziej intensywne niz w grupach szczurow
dcswiadezalnych. U zwierzat kontrolnych w mieéniu sercowym widoczne
byly niebieskie ziarna dwuformazanu, rozmieszczone regularnie wzdluz
miofibrylli, oraz odezyny dyfuzyjne w cytoplazmie komoérek (ryc. 3). Nie-
znaczne oslabienie reakcji obserwowano w I grupie do$wiadczalnej,
w ktorej podawano zwierzetom Andiaming przez okres 7 dni, natomiast
w II grupie, gdzie okres podawania wynosit 21 dni, spadek aktywnos$ci
enzymu byl wiekszy (ryc. 4). Wysoka aktywnos¢ dehydrogenazy izocytry-
nianowej wykazano w mies$niu sercowym zwierzat kontrolnych (ryc. 5).
Natomiast w obu grupach do$wiadczalnych zauwazono znacznie stabsze
odezyny na aktywnos$é¢ tego enzymu (ryc. 6). Dehydrogenaza glikozo-6-fo-
sforanowa dawala w mieéniu sercowym szczuréw kontrolnych intensywng
reakcje wystepujgcg w postaci niebieskich ziaren dwuformazanu, a takze
widoczne byly odczyny w postaci dyfuzyjnej w cytoplazmie komérek
miesniowych. Po podaniu zwierzetom Andiaminy zauwazono oslabienie
reakcji na dehydrogenaze glikozo-6-fosforanowg juz w I grupie do$wiad-
czalnej, tj. po 7 dniach podawania leku, a jeszcze wieksze réznice w po-
réwnaniu z odczynami u zwierzat kontrolnych wystapily w II grupie, gdzie
preparat podawano przez 21 dni (ryc. 7). Aktywnos¢ reduktazy tetrazolo-
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wej NADH na preparatach mie$nia sercowego zwierzat kontrolnych nie
roznila sie od odczynu uzyskanego zaréwno w 1, jak i w II grupie doswiad-
czalnej (ryc. 8). We wszystkich przypadkach produkt reakcji enzymatycz-
nej widoczny byl w postaci niebieskich ziaren dwuformazanu, ulozonych
liniowo wzdluz miofibrylli. Rowniez nie obserwowano zmian w reakcji
enzymatycznej na aktywnos¢ reduktazy tetrazolowej NADPH w mie$niu
sercowym szczuroéw do$wiadczalnych i kontrolnych.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Praca serca odbywa sie kosztem energii wyzwolonej podczas przemian
metabolicznych zachodzgcych w komoérkach miesnia sercowego. Tkanka
migsnia sercowego charakteryzuje sie wysokg aktywnoscig enzymoéw od-
dechowych, enzymow cyklu Krebsa. Wysoka aktywnos$¢ tych enzymow
zwigzana jest z funkcja miesnia sercowego, gdzie zachodzg wzmozone
prccesy oksydoredukcyjne oraz koniecznos$¢ dcstarczania znacznej ilosci
energii potrzebnej do pracy komorek mies$nia sercowego. Jak wykazaly
badania Coopera (2), istniejg roznice miedzy aktywnosciag dehydro-
genazy bursztynianowej w komorkach miesniowych przedsionkéw i komor
serca. Najwigkszg aktywnos¢ enzymu znajdowano w lewej komorze serca,
gdzie zachodzi bardziej wzmozona praca komoérek niz w przedsionkach.
Inni autorzy uwazaja, (13, 14, 15), ze stosunek ilosci mitochondriéw do
miofibrylli wskazuje na aktywny wspoéludzial procesé6w kurczliwych
komorek miesniowych.

W obserwowanych przez nas preparatach z grupy zwierzat kontrolnych
widoczna byla wysoka aktywnos¢ badanych dehydrogenaz. Szczegdlnie
intensywne reakcje wykazywaly dehydrogenazy bursztynianowa i izo-
cytrynianowa oraz reduktazy tetrazolowe NADH i NADPH. Potwierdzajg
to rowniez badania Diculesco i wsp. (3) wskazujac na to, ze tkanka
miesnia sercowego wykazuje bardzo duzg aktywnosé¢ dla enzyméw cyklu
Krebsa i diaforaz, natomiast slabiej zaznaczona jest u pozostalych dehy-
drogenaz. Réwniez badania Ogata i Mori (16) oraz Buno i Ger-
mini (1) stwierdzajg, ze w mie$niu sercowym wystepuje bardzo inten-
sywna reakcja na dehydrogenaze bursztynianows, z tym Ze najsilniejszg
reakcje wykazujg komorki miesniowe komoér serca.

W wyniku podawania zwierzetom Andiaminy nastepowalo obnizenie
aktywnosci dehydrogenaz. Najbardziej wyrazne zmiany w odczynach
histochemicznych tych enzyméw widoczne byly u zwierzat otrzymujacych
lek przez dluzszy czas t.j. przez 21 dni. ObniZzenie aktywnosci dehydro-
genaz bursztynianowej i izocytrynianowej moze $wiadczy¢ o zaburzeniach
w cyklu Krebsa. Dehydrogenaza bursztynianowa jest markerem mito-
chondriow, ktérych czynno$¢ polega na katalizowaniu proceséw tlenowej
fosforyzacji, warunkuje aktywno$¢ syntetyczng komorki oraz zdolnosé
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do wykonywania innych czynnosci, jak transport aktywny, skurcz mieséni
itp. Roéznice w aktywnosciach dehydrogenazy bursztynianowej obserwo-
wane przez nas u zwierzat otrzymujgcych Andiamine i zwierzat kontrol-
nych mogly byé¢ spowodowane zaréwno obnizeniem liczby mitochondriéw,
jak roéwniez obniZeniem aktywno$ci enzymu wewnatrz mitochondriow.
Inne enzymy, jak dehydrogenaza mleczanowa i glikozo-6-fosforanowa, wy-
kazywaly mniejsze ostabienie reakcji histochemicznych u zwierzat po po-
daniu Andiaminy w poréwnaniu z kontrolnymi. Nie wykazano istotnych
roznic w aktywnosci reduktaz tetrazolowych NADH i NADPH u zwierzat
otrzymujacych Andiamine.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze:

1. Andiamina powoduje znaczne obniZenie intensywnosci reakeji na
aktywnos¢ dehydrogenaz bursztynianowej i izocytrynianowej, a niewiel-
kie ostabienie aktywnosci dehydrogenaz mleczanowej i glikozo-6-fosfora-
nowej w komorkach miesniowych serca szczuréw.

2. Nie wykazano istotnych réznic w aktywnosci reduktaz tetrazolo-
wych NADH i NADPH po podaniu Andiaminy.

3. Obnizenie aktywnosci dehydrogenaz bursztynianowej i izocytrynia-
nowej moze wskazywa¢ na zmniejszenie liczby mitochondriéw i oslabie-
nie proceséw oksydoredukcyjnych w komérce miesniowej serca.

PISMIENNICTWO

1. Bruno W, Germino N. J.: Acta anat. 33, 161—174, 1958,

2. Copper W. G.: Anat. Rec. 123, 103—119, 1955.

3. Diculesco L, Onicesko D, Mischiu L.: J. Histochem. Cytochem. 12,
145—152, 1964.

4, Grzycki S, Kro6likowska-Prasatl 1. Z mikrosk.-anat. Forsch.,, Lei-
pzig 86, 193—203, 1972.

5. Hammerl H, Krdnzl Ch, Nebois G, Pichler O, Studlar M.:

Wien. Klin, Wochen. 84, 930—933, 1970.

HarmanJ W, Feigelson M.: Exptl. Cell Res. 3, 47—58, 1952.

HarmanJ W, Feigelson M.: Exptl. Cell Res, 3, 58—64, 1952.

HarmanJ W, Feigelson M.: Exptl. Cell Res. 3, 509—525, 1952.

Kamniuga Z.: Post. Biochem. 10, 7—41, 1964.

Kraupp O., Wolner E, Adler-Kastner L, Chirikdjian J. J,

Ploszczanski B, Tuisl E.: Arzneim. Forsch, 16, 967—973, 1966.

11. Kro6likowska-Prasatl I: Folia Morphol (Warszawa) 30, 465—474, 1971.

12. Kré6likowska-Prasal I.: Patol. pol. 23, 225—234, 1972

13. Kulig A, Grydlewski R, Kostka-Tragbka B.: VI Zjazd PTAP Lu-
blin, 1973, s. 36.

14, Lee K. S, ChoiJ.: J. Pharm. exp. Ther. 153, 114—120, 1960.

15, Montowska L., Poddany K, Romanski B.: Terapia i Leki, 24, 406—
411, 1974.

16. Ogata T., Mori M.: J. Histochem. Cytochem. 12, 171—182, 1964.

17. Uyeda K., Racher E.: J. Biol. Chem. 240, 4682—4688, 1965.

Otrzymano 256 X 1975.

Sco@a®



Odczyny histologiczne dehydrogenaz... 255

OBJASNIENIA RYCIN

Ryec. 1. Reakcja na aktywno§é dehydrogenazy bursztynianowej w mieéniu ser-
cowym szczura kontrolnego. Metoda Nachlas i wsp. Pow. ok. 300X,

Ryc. 2. Odczyn na aktywno§é dehydrogenazy bursztynianowej w mieéniu ser-
cowym szczura ofrzymujgcego Andiamine przez 21 dni. Metoda Nachlas i wsp.
Pow. ok. 300X,

Ryc. 3. Odczyn na aktywnoé§é dehydrogenazy mileczanowej w mieéniu sercowym
szczura kontrolnego. Reakcja wg Pearse. Pow. ok. 300X,

Ryc. 4. Reakcja na aktywno$é dehydrogenazy mleczanowej w mie$niu sercowym
szczura otrzymujgcego Andiamine przez 21 dni. Reakcja wg Pearse. Pow. ok. 300X,

Ryc. 5. Reakcja na aktywno$é dehydrogenazy izocytrynianowej w mieéniu ser-
cowym szczura kontrolnego. Reakcja wg Pearse. Pow, ok. 300X,

Ryc. 6. Reakcja na aktywno§é dehydrogenazy izocytrynianowej w mieéniu ser-
cowym szczura otfrzymujgcego Andiamine przez 21 dni. Reakcja wg Pearse. Pow.
ok. 300X.

Ryc. 7. Odczyn na aktywno$é dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej w mieéniu
sercowym szczura otrzymujgcego Andiamine przez 21 dni. Reakcja wg Pearse. Pow.
ok, 300X,

Ryc. 8. Reakcja na aktywno$é reduktazy tetrazolowej NADH w mieSniu serco-
wym szczura otrzymujgcego Andiamine przcz 7 dni. Reakcja wg Pearse. Pow. ok.
300 X.

PE3IOME

ViccnenoBauus TIPOBOAMNAMCHL Ha OeNbIX KpbIcaX, NOJNYUMBIIMX auamaMmud ,Jlonn-
da” B go3e 40 Mr/Kr Beca Teja, nojaBaemoro B I rpymnme B Teuenme 7 JOHel, a BO
11 — B Teuenue 21 auA.

T'ucroxuMuyeckue peaklMM Ha aKTUBHOCTE JAETMAPOTeHas M TeTpas0JIOBBIX pe-
ayktaz NADH u NADPH npoBoauMauces Ha cpe3ax M3 JEeBOro KeNyJouKa cepaua.

TlonyueHHble pe3yJbTATHI CBUAETEIbBCTBYIOT O TOM, YTO aHAMAMMH 3HAYMTEJIBLHO
CHUIKAET 9H3UMATMYECKYIO aKTUMBHOCTbL CYKIUMHAErMJAPOreHa3bl M M30UUTPATIACTUAPO-
reHasbl, B MEHbILIEM CTEelIeHM — AaKTHUBHOCTH JIAKT&Ta AETMAPOTreHas3bl M TJI0K030-
-6-hbochaTaHOBOM AerMApOreHasbl. M3MeHeHMA B AKTUBHOCTM TeTPa30JIOBO DenyK-
ta3sl NADH u NADPH ne nabaoganucs.

SUMMARY

White rats were injected with Andiamin “Polfa” in a dose of 40 mg/kg body
weight for periods of 7 days in group I and 21 days in group II. Histochemical
reactions to the dehydrogenases and NADH and NADPH tetrasole reductases ac-
tivity were carried out on pieces of the left ventricular myocardium. The results
showed that the Andiamin causes a great decrease in the succinic dehydrogenase and
iso-citric dehydrogenase activity and small changes in the lactic dehydrogenase and
glucose-6-phosphate dehydrogenase activity. Differences in NADH and NADPH
tetrasole reductases activity were not shown.
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EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Reaction to succinic dehydrogenase activity in the myocardium of a control
rat. Method of Nachlas et al. X300.

Fig. 2. Reaction to succinic dehydrogenase activity in a rat myocardium after
the administration of Andiamin for 21 days. Method of Nachlas et al. X300.

Fig. 3. Reaction to laclic dehydrogenase activity in the myocardium of a control
rat. Method of Pearse. X300.

Fig. 4. Reaction to lactic dehydrogenase activity in a rat myocardium after the
administration of Andiamin for 21 days. Method of Pearse. X300.

Fig. 5. Reaction to iso-cyfric dehydrogenase activity in myocardium of a control
rat. Method of Pearse. X300.

Fig. 6. Reaction to iso-cytric dehydrogenase activity in rat myocardium after
the administration of Andiamin for 21 days. Method of Pearse. X300.

Fig. 7. Reaction to glucose-6-phosphate dehydrogenase activity in a rat myo-
cardium after the administration of Andiamin for 21 days. Method of Pearse. X300.

Fig. 8. Reaction to NADH tetrasole reductase activity in the myocardium of
a rat after the administration Andiamin for 7 days. Method of Pearse. X300.









