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Wplyw Mefacitu na watrobe szczura bialego — obserwacje odczynow
histochemicznych

Bauanue Medalprra HA nedeHb OeNbIX KPbIC — TMCTOXMMMWYECKME Deaxipmu

Effect of Mephacit on White Rat’s Liver — Observations of Histochemical Reactions

Czas dzialania lek6w zalezy miedzy innymi od szybkosci, z jakg sg one meta-
bolizowane w ustroju. Leki, zblizone budowa do prawidlowych skladnikéw organiz-
mu, moga wchodzié w reakcje katalizowane ‘przez enzymy swoiste dla substratow
naturalnych, inne — nie posiadaja odpowiednikéw wewnatrzustrojowych i sa me-
tabolizowane przez swoiste uklady enzymatyczne, ktérych etapy zwigzane sg z okres-
lonymi strukturami komoérki. Jest to spowodowane umiejscowieniem danych enzy-
méw na blonach lub w btonach cytologicznych (1, 8). Przyjeto dla tych enzymow
nazwe ,,markeréw”, moga by¢ one przydatne do analizy histochemicznej (2, 9).

W obecnej pracy obserwowano tkanke watrobowa szczura biatego po
doswiadczalnym podawaniu Mefacitu (,,Polfa”). Badano dzialanie tego
specyfiku zgodnie z zalecemiami teoretykow i klinicystow (5).

MATERIAL I METODY BADAN

Dos$wiadczenie przeprowadzono na 12 dojrzalych samcach szczuréw biatych, po-
chodzgcych z hodowli wlasnej Zakladu. Mefacit zawieszony w oliwie podawano son-
da dozoladkowo. Zwierzeta podzielono na 3 grupy dos$wiadczalne:

I — lek podawano w dawce 30 mg/kg c.c.;
II — 430 mg/kg c.c., co wynosi 1/10 LDgg;
III — 860 mg/kg c.c., co wynosi 1/5 LDyg,.

Oprocz tego badano zwierzeta kontrolne, podajgc tyitko oleum olive.
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Zwierzeta grupy I i II otrzymywaly Mefacit codziennie przez okres 2 tygodni.
Grupa III do$wiadczalna otrzymywala lek tylko przez 3 dni ze wzgledu na padanie
zwierzat. Po 24 godz. od ostatniego podania Mefacitu szczury dekapitowano w nar-
kozie eterowej, a nastepnie pobierano wycinki lewego ptata watroby. Na skrawkach
nie utrwalonych wykonywano odczyny na aktywno$¢ dehydrogenazy bursztyniano-
wej i glukozo-6-fosfatazy, na tkance utrwalonej w Ca-formol w temp. 4°C przepro-
wadzono badania aktywnosci fosfatazy kwasnej i ATP-azy. Lipidy barwiono Suda-
nem III. Cze$¢é materialu utrwalong w ptynie Carnoya przeznaczono do badan mu-
kopolisacharydow obojetnych i glikogenu (metoda PAS) oraz kwaséw nukleinowych
(metoda Bracheta) i barwienie przegladowe H+E. Wszystkie metody i ich kontrole
wykonywano zgodnie z metodyka zawartg w Histochemistry Pearse’a (8). Prepa-
raty fotografowano przy pomocy aparatu Exacta Varex 1000, stosujac mikroskop
$wietlny Ergaval-Zeiss Jena.

WYNIKI BADAN
Barwienie hematoksyling i eozyng

Na preparatach kontrolnych obserwowano prawidlowo zbudowans,
réwnomiernie zabarwiong tkanke watrobowa. W grupie I do$wiadczalnej,
ktora otrzymywala dawke leku 30 mg/kg c.c. mozna bylo zauwazyé¢ nie-
znaczne przekrwienie migzszu wytrobowego. Grupa II doswiadczalna
(430 mg/kg c.c.) charakteryzowala sie znacznym poszerzeniem przestrzeni
okolobeleczkowych i wystepowaniem ogniskowych nacieké6w drobnoko-
moérkowych (ryc. 1). W grupie III doswiadczalnej (860 mg/kg c.c.) rysu-
nek tkanki watrobowej byl zatarty, naczynia krwionosne zmacznie po-
szerzone, wystepowaly duze nacieki zapalne.

Reakcja na aktywnodc¢ fosfatazy kwasnej

W grupie kontrolnej obserwowano odczyn drobnoziarnisty, zlokalizo-
wany w lizosomach hepatocytow wzdluz wilosowatych kamalikéw zobcio-
wych i w komérkach Browicz-Kupffera. W grupie I doSwiadczalnej od-
czyn byl bardziej intensywny, gruboziamisty. W grupie II doswiadczal-
nej wystapita ogniskowa dyfuzja produktéw reakcji histochemiczmej.
Grupa III doswiadczalna wykazywala aktywmosc fosfatazy kwasnej bar-
dzo silng, gruboziarnists, ogniskowo dyfuzyjna (ryc. 2).

Reakcja na aktywno$¢ ATP-azy

Na preparatach kontrolnych wystapit odczyn miernie nasilony, zlo-
kalizowany w $rodblonkach naczyn i w kanalikach zélciowych. W grupie
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I doéwiadczalnej intensywno$¢ odczynu nasilila sie na calej przestrzeni
zrazikow watrobowych. W grupie II do$wiadczalnej obserwowano dalszy
wzrost aktywnosci enzymu, zwlaszcza w okolicy naczyn krwionodnych.
W grupie III doswiadczalnej odczyn na aktywno$¢ ATP-azy mial cha-
rakter bardzo nieréwnomierny (ryc. 3).

Reakcja na aktywnos$é glukozo-6-fosfatazy

W materiale kontrolnym obserwowano prawidlowy, drobnoziarnisty
odczyn w cytoplazmie hepatocytéow. W grupie I do$wiadczalnej intensyw-
no$¢ odczynu znacznie sie nasilita. W grupie II doswiadczalnej odezyn byt
nieréwnomierny, ogniskowo bardzo silny, ogniskowo ujemny (ryc. 4).
Grupa III do$§wiadczalna charakteryzowala sie, podobnie jak grupa II do-
$wiadczalna duzg nierownomierno$cig nasilenia i lokalizacji produktéow
reakeji histochemicznej, na og6l ostabionej.

Reakcja
na aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej

Preparaty wykonane z materialu kontrolnego wykazywaly odczyn
mierny, prawidlowo nasilony, zlokalizowany w mitochondriach komoérek
watrobowych. W grupie I do$wiadczalnej wystapil wzrost intensywmnosci
odczynu, zwilaszcza w strefie obwodowej morfologicznych zrazikéw, w
okolicy przestrzeni bramnych (ryc. 5). W grupie II doswiadczalnej wysta-
pilo zatarcie rysunku odczynu, by! on nieréwnomierny, zwykle jednak
silniejszy w okolicy przestrzemi bramnych. W grupie III doswiadczalnej
szczegblnie silny odczyn obserwowano ogniskowo, prawdopodobnie w
okolicy naciekéw drobnokomoérkowych.

Barwienie Sudanem III

Preparaty kontrolne byly prawidlowo zabarwione, wystepowal na nich
odczyn drobnoziarnisty w cytoplazmie hepatocytow. W grupie I doswiad-
czalnej obserwowano nieznaczny wezrost nasilenia odezynu. W grupie II
do$Swiadczalnej uwidocznilo sie znaczne zrdéznicowanie masilenia reakcji
histochemicznej. Najsilniejszy odczyn wystepowal stale na obwodzie mor-
fologicznych zrazikéw, w okolicach przestrzemi bramnych (ryc. 6). W gru-
pie III doswiadczalnej hepatocyty, zwlaszcza wokol triad watrobowych,
byly ,,przetadowane” substancjami sudanochlonnymi.
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Reakcja PAS
—odczyn na mukopolisacharydy obojetne
iglikogen

Preparaty kontrolne wykazywaly prawidlowa lokalizacje i masilenie
odczynu. W grupie I do$wiadczalnej wystgpil nieznaczny wzrost inten-
sywnosci zabarwienia hepatocytow, zwlaszcza na obwodzie zrazikéw. W
grupie II doSwiadezalnej odezyn PAS byl nieréwnomierny i na ogdl osta-
biony (ryc. 7). Grupa III do$wiadczalna charakteryzowala sie znaczmym
ostabieniem reakeji histochemicznej, miejscami odczyn byl negatywny.

Odczyn Bracheta na kwasy nukleinowe

Na materiale kontrolnym uwidoczniono réwnomierng pyroninochton-
nos¢ cytoplazmy hepatocytow. Zrab jader komoérkowych réwniez nie wy-
kazywal odchylen od normy. W grupie I doswiadczalnej obserwowano
wzrost intensywnosci odezynu, natomiast w grupie II do$wiadczalnej
ulegl on oslabieniu, byl nieréwnomiernie zlokalizowany (ryc. 8). W grupie
IIT doéwiadczalnej preparaty przypominaly obraz grupy II doswiadezal-
nej.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Podstawowa funkcja watroby jest metabolizm, zdeterminowany przez
cytoarchitektonike narzadu. Zachodzg w miej procesy biochemiczne o naj-
wiekszej rdéznorodnosci, miedzy innymi przemiany przyswojonych przez
ustréj lekéw. Budowa chemiczna wielu stosowanych specyfikéw na tyle
rézmi sie od budowy normalnych metabolitéw tkankowych, ze nie ulegaja
one dziataniu ukladéw enzymatycznych wysoko wyspecjalizowanych. Nie
podlegaja ani spalaniu, ani wbudowaniu w uklady wieloczasteczkowe,
najwyzej ulegajg czeSciowej degradacji, sg wiec dla ustroju elementem
obcym, niekiedy szkodliwym, musza wiec by¢ wydalone. Mefacit (kwas
N/2,3-ksylkiloantranylowy) ingeruje celowo w okreslone mechanizmy fizjo-
logiczno-metaboliczne i w przypadku przedawkowania dziala w sposob
szkodliwy na funkcje zyciowe organizmu, a bedac zwigzkiem o charak-
terze stabego elektrolitu, dobrze rozpuszczajacym sie w lipidach, znajdu-
je latwy dostep do delikatnych struktur hepatocytéw (4, 3). Przemiany,
jakim podlega Mefacit w ustroju, polegajg miedzy inmymi na reakcjach
utleniania. Uklady enzymatyczne katalizujagce te procesy zlokalizowane
sg w mikrosomach watroby (7). Istotng ich cechg jest bardzo mala spe-
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cyficznoé¢ oraz niepolarny charakter substratéw. Enzymy mikrosomalne
katalizujgce hydroksylacje Mefacitu nie wykazujg zadnej aktywnosci w
stosunku do zwigzkow polarnych. O wielkim nasileniu przemian oksyda-
tywnych substancji niepolarnych w watrobie swiadczy fakt, ze cytochrom
P-450 stanowi prawie 1/5 calosci biatek siateczki endoplazmatycznej he-
patocytéw. W stanie spoczynku watroba zuzywa ok. 30% tlenu przyswo-
jonego przez organizm. Analiza aktywnosci dehydrogenazy bursztyniano-
wej, enzymu zwigzanego z utlenianiem komoérkowym, wykazala w wa-
runkach doswiadczalnych naszej pracy, ze podawanie matych dawek Me-
facitu zwieksza aktywnos¢ badanej dehydrogenazy. Dotyczy to zwlaszcza
okolicy przestrzeni bramnych — ,strefy stalej czymno$ci” zrazika wa-
trobowego. Wraz ze wzrostem dawki leku rozmieszezenie produktéow re-
akcji histochemicznej zmienia si¢ — rysunek odczynu zaciera sie i ak-
tywnosé¢ dehydrogenazy bursztynianowej jest najwieksza w okolicy wy-
stepujacych ognisk zapalnych, co zgadza sie z ogdlng zasada wzrostu me-
tabolizmu w tych okolicach. Przemiany mikrosomalne okreslane sa jako
tzw. detoksykacja ustrojowa. W wiekszosci wypadkéw towarzyszy im
unieczynnienie lub zmniejszenie aktywnos$ci biologicznej zwiazku. Pod-
stawowy sens przemian polega na zwiekszeniu hydrofilnosci substancji (2).
Efekty tego typu wystepujag w przypadku stosowania Mefacitu. Mikro-
somalna frakcja komoérkowa zawiera miedzy innymi glukozo-6-fosfataze.
Aktywmosé tego emzymu wykazuje stan struktur odpowiedzialnych za
czynno$ci odtruwajace watroby. Wykazane przez nas zmiany w aktyw-
nosci glukozo-6-fosfatazy moga $wiadczy¢ o poczatkowym wzroscie in-
tensywnoéci proceséw zmierzajacych do ,odtrucia” ustroju, nastepnie
mechanizm obronny ulega zalamamiu.

W wyniku badan odczynow histochemicznych stwierdzono zmiany po-
legajgce na zatarciu rysunku zrazikéw, poszerzeniu przestrzeni okotobe-
leczkowych, wystepowaniu nacieké6w zapalnych. Wieksze dawki Mefaci-
tu powodowaly stluszczenie migzszu watrobowego. Zmianom morfolo-
gicznym towarzyszylo obnizenie intensywnos$ci reakeji PAS, co lgczyé na-
lezy ze zmniejszeniem ilosci glikogenu, bowiem produkty reakcji PAS
ulegaly hydrolizie pod wplywem diastazy. Wystgpily réwmniez zmiany w
tkance sSwiadozgce o zaburzeniu gospodarki kwaséw nukleinowych.
Stwierdzono to obserwujac reakcje Bracheta, ujawniajgcg zmiany pyro-
ninochlonnosci cytoplazmy. Roéwniez o uszkodzeniu struktur komérki
mozna sadzi¢ na podstawie wynikéw badan aktywnosci fosfatazy kwas-
nej. Lizosomy ulegaly poczatkowo zwiekszeniu, a nastepnie obserwowano
nawet dyfuzyjne zabarwienie cytoplazmy produktami reakcji histoche-
micznej.

Z przeprowadzonych badan mozna wyprowadzi¢c wnijoski dotycza-
ce wplywu Mefacitu na watrobe. Dawka terapeutyczna stosowana
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u czlowieka w klinikach wplywa na metabolizm watroby szczura, powo-
dujac wzrost intensywnosci proceséw odtruwczych. Nie stwierdzono jed-
nak zmian destrukcyjnych nieodwracalnych., Dawka 1/10 LD, podawa-
na przez okres 2 tygodni wywoluje w watrobie szezura zmiany morfolo-
giczne, ktére okreslic mozna jako patologiczne. Dawka Mefacitu 1/5 LDsg
powoduje po 3 dniach codziennego podawania zgon zwierzecia. Zmiany
w watrobie sg bardzo duze, nieodwracalne. Przeprowadzone obserwacje
moga by¢ punktem wyjécia do dalszych, poglebionych badan w tym za-
kresie, dotyczacych réwniez innych narzaddéw, co wydaje sie szczegdlnie
celowe ze wzgledu na czestos¢ stosowania Mefacitu w terapii.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Watroba szczura bialego. Grupa II doswiadczalna. Barwienie hematoksy-
ling i eozyna. Widoczne ogniskowe nacieki zapalne. Pow. ok. 80X,

Ryc. 2. Watroba szczura bialego. Grupa III doswiadczalna. Reakcja na aktyw-
no$é¢ fosfatazy kwasnej. Odczyn bardzo silny, gruboziarnisty. Pow. ok. 80X.

Ryc. 3. Watroba szczura bialego. Grupa III do$wiadczalna. Reakcja na aktyw-
no$é ATP-azy. Widoczna nier6wnomiernos$é odczynu. Pow. ok. 80 X.

Ryc. 4. Watroba szczura bialego. Grupa II do$wiadczalna. Reakcja na aktywno$é
G-6-P-azy. Odczyn nierdwnomierny. Pow. ok. 80X,

Ryc. 5. Watroba szczura bialego. Grupa I doswiadczalna. Reakcja na aktywnosé
dehydrogenazy bursztynianowej. Odczyn ogniskowo wzmozony. Pow. ok. 80X,

Ryc. 6. Watroba szczura bialego. Grupa II doswiadczalna. Barwienie Sudanem
1I1. Silny odczyn na obwodzie zrazikéw. Pow. ok. 80X,

Ryc. 7. Watroba szczura bialego. Grupa II do$wiadczalna. Reakcja PAS. Odeczyn
oslabiony. Pow. ok. 80X.

Ryc. 8. Watroba szczura bialego. Grupa II dos$wiadczalna. Odczyn Bracheta.
Obserwuje sie znaczne ostabienie reakcji. Pow. ok. 80 X.
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PE3IOME

IIpoBeEHO TUCTOXMMUYECKOE MCCJeJOBaHME IledeHU OelsbIX KpBIC IIoChe 9KCIe-
puMenTansHOro BBesenua Medvanuura. IIponsseneHo peakuum Ha Kucayio docdarasy,
AT®, riaroxo3y-6-cdoccarazy M AHTApPHYIO jerupporenasy, peakumio PAS, Cypau III,
pearpio BpaxeTra M OKPacKy reMaTOKCMIMHA M 303uHA. [loJyyeHHbIe JaHHble NOKa-
3aJ, 4TO TepanesTHyeckas go3a (30 Mr/Kr Beca B TeyeHue 2-X HefeNb) AKTUBU3U-
PyeT KJIeTOuHbDi OOMeH me4YeHM, He BbI3bIBas JNEeCTPYKTMBHbLIX W3MeHeHmi. J[Jo3a
1/10 LD;, nocje 2-X HeJeNb BbI3BIBAET M3MEHEeHUHA, KOTOPhle MOXKHO DACLEeHMBATD
Kak obpatuble. Jo3a 1/5 LDs, — yiKe nocje 3-ZHEBHOTO NpueMa Bbi3biBaeT Heobpa-
THMBbIE M3MEHEHMA, YacTO BbI3bIBAIOIME CMEDPTb KWBOTHBIX.

SUMMARY

White rat’s liver was examined with histochemical methods after experimental
administration of Mephacit. Histochemical reactions were performed for acid
phosphatase, ATP-ase, G-6-P-ase and succinic dehydrogenase. PAS-reaction, stain-
ing with Sudan III, staining with the Brachet method and staining with hema-
toxylin and eosin were also performed. It was found that a therapeutic dose used
for people (30 mg/l kg body weight), administered for the period of two weeks,
intensifies cytometamorphosis in the liver without producing any destructive
changes. A 430 mg/l kg body weight dose of Mephacit produces changes after
2 weeks, which can be called irreversible disturbances. An 860 mg/l kg body weight
dose of the drug causes the death of animals as early as after 3 days and the
parenchyma of their livers is found to be considerably destroyed.

EXPLANATIONS TO FIGURES

Fig. 1. A white rat’s liver. Experimental group II. Staining with hematoxylin
and eosin. Focal inflammatory infiltrations can be seen. Ca. X80.

Fig. 2. A white rat’s liver. Experimental group III. Reaction for acid phospha-
tase. Reaction is very strong, coarse-granular. Ca. X80.

Fig. 3. A white rat’s liver. Experimental group III. Reaction for ATP-ase. The
reaction’s irregularity can be seen. Ca. X80.

Fig. 4. A white rat’s liver. Experimental group II. Reaction for G-6-P-ase. The
reaction is irregular. Ca. X80.

Fig. 5. A white rat’s liver. Experimental group 1. Reaction for succinic dehy-
drogenase. The reaction increased in the focus. Ca. X80.

Fig. 6. A white rat’s liver. Experimental group II. Staining with Sudan III. A
strong reacton on the lobules circum-ference. Ca. X80.

Fig. 7. A white rat’s liver. Experimental group II. PAS-reaction. Reaction is
weakened. Ca. X80.

Fig. 8. A white rat’s liver. Experimental group III. Staining with the Brachet’s
method. A considerable weakening of reaction is obsereved. Ca. X80.












