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Badania histochemiczne lozyska szczurow bialych
w warunkach doswiadczalnych

Tucroxumuieckue ucciegoBaHus NAaleHTs! 6enbix KpeIc B JabopaTOPHBIX
yccleN0BaHUAX

Histochemical Research on Albino Rat Placentas in Experimental Conditions

Wymiana substancji odzywczych, gazéw oraz wydalin miedzy matka a ptodem
zachodzi poprzez warstwe kosmkéw lozyskowych, ktére oddzielajg krew matki
znajdujgcg sie w przestrzeni miedzykosmkowej od krwi plodowej zawartej w ka-
pilarach kosmkéw. Warstwa ta stanowi bariere loiyskowa. Stopieni przenikania
przez bariere lozyskowa jest rézny, poniewaz cechuje jg wysoka specyficzno$é i se-
lektywno$é. Szybko$é przenikania poszczegélnych substancji, np. lek6w, jest r6zna,
co wiagze sie z niejednakowym mechanizmem ich transportu przez lozysko. Nie zna-
leziono prac, ktére by dotyczyly przechodzenia gryzeofulwiny lub jej metabolitéw
przez lozysko. W zwigzku z tym nie jest znane zachowanie sie bariery~lozyskowej
wobec wymienionego leku. Wydawalo sie celowe przeanalizowanie aktywno$ci ade-
nozynotrojfosfatazy i fosfatazy zasadowej biorgcej udzial w transporcie czynnym,
fosfatazy kwaSnej — wyznacznika enzymatycznego lizosoméw i dehydrogenazy mle-
czanowej reprezentujgcej beztlenowg droge przemiany materii w 1ozysku samic,
ktérym podawano gryzeofulwine w okresie cigzy.

Gryzeofulwina (Grisovin, Fulvicin, Gricin, Likuden, Griseofulvin) jest anty-
biotykiem o silnym, swoistym dziataniu przeciwgrzybiczym, szeroko stosowanym
w dermatologii. W postaci czynnej gromadzi sie tylko w skérze wlasciwej i w war-
stwie rozrodczej naskérka, tworzac bariere gryzeofulwinowsg dla dermatofitéw,
W pozostalych tkankach i narzadach szybko ulega unieczynnieniu. Opisywana jest
jako lek mato toksyczny i dobrze znoszony przez pacjentéw (15, 9, 18). Badania na
zwierzetach wykazaty, ze gryzeofulwina podawana dootrzewnowo i doustnie nie
wywiera zadnych objaw6éw ubocznych, dopiero wstrzyknieta dozylnie wywoluje
objawy cytotoksyczne, polegajace na zahamowaniu mitoz w okresie metafazy (15).
Nalezy jednak podkres$lié, ze dzialanie to jest przemijajace i po 24 godz. nastepuje
catkowita regeneracja komoérek. Nie stwierdzono dzialania teratogennego gryzeo-
fulwiny w wypadkach stosowania jej w ciazy. Jednak w ankiecie przeprowadzonej
przez Goétza i Reichenberga (5 wsréd lekarzy-dermatologbw 73,5% wy-
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powiedzialo si¢ za niedopuszczalno$cia podawania gryzeofulwiny ciezarnym. Brak

konkretnych dowodéw teratogennego dziatania gryzeofulwiny powoduje, ze problem
jest dyskusyjny.

MATERIAE I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na 100 tozyskach pochodzacych od 20 ciezarnych samic
szezuréw biatych z wlasnej hodowli Zakladu. Zwierzeta karmiono mieszanks gra-
nulowang LSM wzbogacong jarzynami i mlekiem. Podzielone one zostaly na 2 gru-
py: 1) kontrolna — 6 samic (30 lozysk), 2) do§wiadczalna — 14 samic (70 lozysk).
Poczgwszy od 1 dnia cigzy kaidej samicy z grupy do§wiadczalnej podawano co-
dziennie doustnie gryzeofulwine (Griseofulvin-forte ,,Medexport”) w dawce 2,5 mg,

co stanowi 16,6 mg/kg c.c. 21 dnia ciazy pobierano lozyska zwierzat z grupy kon-
trolnej i do§wiadczalnej.

Reakcje enzymatyczne wykonano na materiale utrwalonym i nieutrwalonym.
Jako utrwalacza uzywano zimnego ptynu Bakera, a czas utrwalania wynosilt 12 godz.
Skrawki grubosci ok. 10—12 um sporzadzano na mikrotomie mrozeniowym. Na ma-
teriale §wiezym, nieutrwalonym wykrywano jedynie aktywno$é dehydrogenazy mie-
~czanowe]. Natomiast reakeje na adenozynotrojfosfataze, fosfataze zasadowg i fosfa-
taze kwa$ng wykonywano na materiale utrwalonym. Odczyny enzymatyczne prze-
prowadzono wg mastepujacych metod: adenozynotréjfosfataze oznaczano wg metody
Wachsteina i Meisela, fosfataze zasadowa, fosfataze kwa$ng i dehydrogenaze mle-
czanowg wg metody Pearse’a.

BADANIA WELASNE

Fosfataza zasadowa. W lozyskach zwierzat kontrolnych stwier-
dzono wysoka aktywnosé fosfatazy zasadowej w nablonku trofoblastycz-
nym labiryntu, w S$cianach naczyn krwionosnych oraz w komérkach
olbrzymich. Warstwa ggbczasta trofoblastu i doczesna podstawowa wy-
kazywaly nieznaczng reakcje enzymatyczng (ryec. 1). U zwierzat, ktdre
otrzymngly przez okres cigzy gryzeofulwine, stwierdzono w poréwnaniu
z grupa kontrolng zmniejszenie aktywnosci fosfatazy zasadowej w labi-
ryncie. W naczyniach krwiono$nych i w niektérych komoérkach olbrzy-
mich odczyn enzymatyczny pozostat nadal bardzo wyrazny (ryc. 2).

Fosfataza kwa$na. W lozyskach szczurow kontrolnych obser-
wowano wysokg aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w labiryncie, w warstwie
gabczastej trofoblastu, w komérkach olbrzymich jak réwniez w doczesnej
podstawowej. Analizujgc aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w lozyskach zwie-
rzat doswiadezalnych nie zauwazono réznic w pordéwnaniu z kontrols.

Adenozynotr6jfosfataza. Najintensywniejszy odczyn na ade-
nozynotroéjfosfataze w lozyskach zwierzat kontrolnych obserwowano w na-
blonku trofoblastyeznym labiryntu, w naczyniach krwionosnych, nato-
miast znacznie slabsza reakcja wystepowala w warstwie gabczastej tro-
foblastu w doczesnej podstawowej, a nie obserwowano jej zupelnie
w ‘komoérkach olbrzymich (ryc. 3). W grupie zwierzat doswiadczalnych
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wykazano oslabienie reakcji na adenozynotrojfosfataze w pordéwnaniu
z tozyskami szczuréw kontrolnych. To oslabienie reakeji dotyczylo przede
wszystkim warstwy gabczastej trofoblastu (ryc. 4).

Dehydrogenaza mleczanowa. Intensywny odczyn na de-
hydrogenaze mleczanowg wystepowal w nabtonku trofoblastycznym labi-
ryntu. W pozostalych elementach lozyska odczyn enzymatyczny byt znacz-
nie stabszy (ryc. 5). W lozyskach szczuréw z grupy doswiadczalnej aktyw-
nos¢ dehydrogenazy mleczanowej byla podobna jak w grupie kontrolnej.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Lozysko spelniajge réznorodne funkcje metaboliczne zabezpiecza pra-
widlowy rozwoéj plodu, jest narzadem zroznicowanym pod wzgledem
morfologicznym i histochemicznym. Wymiana produktéw przez bariere
lozyskowa jest uzalezniona od sprawnie wspoéldzialajgcych systeméw en-
zymatycznych (7, 11). Najbardziej aktywnym i wrazliwym elementem
strukturalnym lozyska jest trofoblast (10, 12, 6, 8). Badania aktywnosci
adenozynotrojfosfatazy, dehydrogenaz bursztynianowej, mleczanowej i izo-
cytrynianowej wskazujg na to, ze jest ona intensywna w nablonku tro-
foblastycznym i w gruczotach macicy (4). Nasze obserwacje wykazuja,
ze aktywnos$¢ badanych enzymoéw byla najsilniejsza w nabltonku trofo-
blastycznym. Pod wplywem podawania samicom ciezarnym gryzeoful-
winy wystgpilo ostabienie reakeji na fosfataze zasadowsg i adenozynotro6j-
fosfataze. Analizujgc odeczyn na fosfataze zasadowg nalezy podkresli¢, ze
naczynia krwionos$ne i niektére komoérki olbrzymie pozostaly nadal en-
zymatycznie aktywne. W roku 1956 Canivec (1) podkreslit cbecnosé
bardzo silnej reakeji na fosfataze zasadowg w komoérkach olbrzymich.
Rola fosfatazy zasadowej w lozysku, podobnie jak w innych narzgdach,
zwigzana jest z transportem aktywnym, metabolizmem weglowodanow
oraz ciat tluszczowych (4, 13, 2). Jej wysoka aktywnos¢ w trofoblascie
jest podobna do obserwowanej w nablonku jelita cienkiego i w kanali-
kach kretych nerki.

W przeprowadzonym przez nas doswiadczeniu nie uchwycono roéznic
w aktywnosci fosfatazy kwasnej miedzy lozyskiem zwierzat z grup kon-
trolnej i do$wiadczalnej. Zaré6wno u jednych, jak i u drugich reakcja
enzymatyczna byla silna we wszystkich elementach lozyska. Mozna wiec
przypuszczaé, ze czynnos¢ tej waznej hydrolazy lizosomalnej nie ulegla
zaburzeniu mimo podawania samicom ciezarnym gryzeofulwiny. C hr i-
stie (3) najwyzszg aktywnos¢ fosfatazy kwasnej opisal w nabtonku tro-
foblastycznym. Uklad lizosomalny w lozysku stanowi bariere, ktéra chroni
przed wnikaniem obcych antygenowo biatek (19).

Wystepowanie odczynu na adenozynotroéjfosfataze opisywano w labi-
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ryncie oraz w naczyniach krwionosnych (4). W naszym doswiadczeniu
w lozyskach zwierzat kontrolnych reakcja na adenozynotrojfosfataze byla
podobna do wyzej opisanej, natomiast znacznie slabszg obserwowano
w warstwie ggbczastej trofoblastu. Po zastosowaniu gryzeofulwiny zmniej-
szenie odczynu na adenozynotrojfosfataze dotyczylo glownie warstwy
gabczastej trofoblastu. Obnizenie aktywnosci adenozynotréojfosfatazy byto
opisane w lozyskach samic, ktére otrzymywaly duze dawki witaminy D,
(14), avipron (16) i terrafun (17). Fakt ten $wiadczy o wystgpieniu za-
burzen zwigzanych gléwnie z produkecja energii i z transportem aktyw-
nym. Z naszego doswiadczenia wynika, ze gryzeofulwina tylko w niewiel-
kim stopniu wplyneta na procesy zwigzane z czynnoscig adenozynotrdj-
fosfatazy.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono wysoka aktywnos¢ de-
hydrogenazy mleczanowej w nablonku trofoblastycznym labiryntu lo-
zysk zwierzat kontrolnych, ktéra nie ulegla zmianie w lozyskach samic
doswiadczalnych. Wynika z tego, ze gryzeofulwina wzglednie jej meta-
bolity nie wplynely ujemnie na dehydrogenaze mleczanows, stanowigcg
bardzo istotne ogniwo”w systemie oddechowym komoérek. Z przeprowa-
dzonego eksperymentu mozna wyciggngc¢ nastepujgcy wniosek. Gryzeo-
fulwina podawana w okresie cigzy samicom powoduje w lozysku zmniej-
szenie sie aktywnosci fosfatazy zasadowej, niewielkie ostabienie reakeji
na adenozynotréjfosfataze, a nie zmienia odczynu na fosfataze kwasna
i dehydrogenaze mleczanows.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryec. 1. Lozysko szczura z grupy kontrolnej. Intensywna reakcja na fosfataze
zasadowg. Mikroskop Lumipan C. Zeiss Jena. Pow. ok. 300X,

Ryc. 2. Lozysko szczura z grupy do$wiadczalnej. Obnizenie reakcji na fosfataze
zasadowg w poréwnaniu z grupg kontrolng. Mikroskop Lumipan C. Zeiss Jena. Pow.
ok. 300X.

Ryc. 3. Lozysko szczura z grupy kontrolnej. Wyrazna reakcja na adenozynotr6j-
fosfataze. Mikroskop Lumipan C. Zeiss Jena. Pow. ok. 150X,

Ryc. 4. Lozysko szczura z grupy do$wiadczalnej. Niewielkie oslabienie reakeji
na adenozynotréjfosfataze w poréwnaniu z kontrolg. Mikroskop Lumipan C. Zeiss
Jena. Pow. ok. 150X, .

Ryc. 5. Lozysko szczura z grupy kontrolnej. Silna aktywno§é dehydrogenazy
mleczanowej w nablonku trofoblastycznym labiryntu. Mikroskop Lumipan C. Zeiss
Jena. Pow. ok. 300X,

PE3IOME

VccnenoBanucs rlalleHTBI caMOK OelbIx Kpbic. HaumHas ¢ mepBoro pua Gepe-
MEHHOCT¥, MCCIENOBAHHBIE JKMBOTHBIE IMOJIYYANM €XKEeLHEBHO BOBHYTPL I'PMU3€0QYJIib-
BuH (Griseofulvin-forte ,,Medexport”) B goze 2,5 mr, 4yto cocrasjyseT 16,6 Mr/kr B.T.
Ha 21 nennp GepemennocTy 6bIIM B3ATHI IJIAMEHTHI KPbIC KOHTPOJIBLHOM U UCCHAENO-
BaHHOM Trpymni B pe3ylbTaTe INPOBENEHHBIX MCCHIENOBAHMIA YCTAHOBJIEHO, 4TO TI'pU-
3e0(hyILBMI BBI3BAJI NOHMIKEHME aKTUBHOCTHM INEJIOYHOM dhoccharaspl B ILIALIEHTE,
uebosiblioe ocnabienue peakuum Ha ageHo3uHtpudocdarasy, HO He U3IMEHMJ pe-
AKLMIO Ha KUCIYI0 (hoccaraszy ¥ MOJOUHOKMUCIYIO AETUAPOreHasy.

SUMMARY

The research was carried out on female albino rat placentas. Griseofulwin
(Griseofulvin-forte ”"Medexport”) was oraly administered to the experimental anim-
als in daily doses of 2.5 mg which is 16.6 mg/kg c.c. from the 1st day of pregnancy.
On the 21st day of pregnancy the placentas were collected from rats in the control
and experimental group. In result of the carried out experiment it was ascertained
that Griseofulvin causes a decrease in the alkaline phosphatase activity in the
placenta and an unimportant weakening in the reaction to adenosinetriphosphatase
but it did not change the reaction to acid phosphatase and lactic dehydrogenase.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. A rat placenta from the control group. An intensive reaction to alkaline
phosphatase, Microscope Lumipan C. Zeiss Jena. Enlargement ca. 300X.






