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Bmuauue BUIOKONA HA IMCTOXMMHMYECKME PEaKIIMM B I€YEHM M TOHKOM KHUIIKe KpPhIC

Effect of Bilocol on Histochemical Response in the Liver and Small Intestine
of the Rat

U pacjentéw z upo$ledzonym wydzielaniem 2z6lci w celu wyrdéwnania zaburzeh
w czynnosci pecherzyka zolciowego i drog zoélciowych stosuje sie Srodki, ktére po-
wodujgc skurcz pecherzyka zélciowego nasilaja wyplyw jego zawartosci, Wéréd le-
kéw o dzialaniu wybitnie z6lciotworczym i z6lciopednym znajduje sig Bilocol (Osal-
mid, Driol), dzialajacy bezposrednio na komoérke watrobows (7). Przy stosowaniu
doustnym dostaje sie z krwig zyly wroitnej do watroby, wzmaga wydzielanie zétci
oraz zawartych w niej: cholesterolu i barwnikoéow zélciowych.

Brak pelnych danych w pismiennictwie o wplywie Bilocolu na aktyw
no$¢ enzymatyczng ukladu pokarmowego sklonil nas do podjecia niniej-
szego tematu.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na samicach szczuréw rasy Wistar o m.c. ok. 210—
270 g, ktore podzielono na irzy grupy: dwie doswiadczalne i jedng kontrolng. Zwie-
rzeta grupy I doswiadczalnej otrzymywaly dozolgdkowo przed porannym karmie-
niem przez 7 kolejnych dni po 1 drazetce (250 mg) preparatu Bilocol firmy ,Polfa”.
Drazetki byly rozdrobnione i zawieszone w 2 cm? wody destylowanej. Grupa II
do$wiadczalna otrzymywata takie same dawki leku przez 14 kolejnych dni, nato-
miast szczury kontrolne — po 2 cm? rozpuszczalnika w tych samych terminach jak
zwierzeta grup doswiadczalnych. Po uplywie doby od podania ostatniej dawki leku
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lub rozpuszczalnika szczury dekapitowano, a nastepnie pobierano wycinki watroby
i jelita cienkiego do badan histologicznych (hematoksylina i eozyna) i histochemicz-
nych. Material utrwalano w piynie Bakera badz w plynie Carnoya. Wykonano na-
stepujgce testy histochemiczne: aktywnosé¢ fosfataz: kwasnej (Fk) i zasadowej (Fz)
wykrywano wg metod Gomoriego, glukozo-6-fosfatazy (G-6-P-azy) i adenozynotréj-
fosfatazy (ATP-azy) wedilug metod Wachsteina i Meisel, lipazy — wedlug metody
Gomoriego i Takamatsu, glikogenu — metodg PAS wedlug McManusa.

WYNIKI BADAN

Watroba

Fosfataza kwasna u zwierzgt grupy 1 doswiadczalnej wykazywala
znacznie intensywniejszy odczyn w poréwnaniu z grupg kontrolng. Ak-
tywne ziarnistosci obserwowano nie tylko przy kanalikach z6lciowych, ale
rowniez w catej cytoplazmie hepatocytow. Komorki siateczkowo-srodbion-
kowe gwiazdziste byly bardzo powigkszone i charakteryzowaly sie moc-
nym zabarwieniem. W grupie II doswiadczalnej aktywnoé¢ Fk zmniej-
szyla sie w poréwmaniu z grupg I. Lokalizacja barwnych ziaren przypo-
minala preparaty kontrolne. Komoérki' siateczkowo-$rédblonkowe gwiaz-
dziste w dalszym ciaggu byly znacznie powiekszone (ryc. 11i 2).

Aktywnos¢ ATP-azy obserwowana w watrobie zwierzat kontrolnych
w kanalikach zélciowych i $scianach naczyn krwiono$nych zwiekszyla sie
w grupie I dodwiadcezalnej, przy czym pojawit sie silny odczyn dyfuzyj-
ny w cytoplazmie hepatocytéw. W grupie Il doswiadczalnej wystapito po-
nadto brunatne zabarwienie w komorkach siateczkowo-$réodblonkowych
gwiazdzistych (ryc. 31 4).

Odczyn na G-6-P-aze u szczuréw komtrolnych uwidacznial sie szcze-
golnie w okolicach obwodowych zrazikéw, natomiast na terenie hepato-
cytéw barwne ziarnistosci lokalizowaly sie w poblizu blon komoérkowych.
w watrobie szczuréw grup do$wiadezalnych intensywnose reakeji zmniej-
szyla sie; mie zauwazono réwniez réznicy w zabarwieniu poszezegdlnych
stref zrazika (ryc. 5).

Lipaza wykazywala silng reakcje w komorkach siateczkowo-$rédblon-
kowych gwiazdzistych watroby kontrolnej. W grupach I i IT do$wiadczal-
nych aktywnos$¢ tego enzymu byla slabsza, ujawnil sie natomiast odczyn
dyfuzyjny w hepatocytach (ryc. 71 8).

Rozmieszczenie glikogenu w watrobie zwierzat zaréwmo gruxpy kon-
trolnej, jak i grupy II doswiadczalnej, przypominalo charakterystyczng
mozaike, natomiast u szczuréw grupy 1 doswiadczalnej komorki z wig-
kszg iloscig ziaren PAS dodatnich wystepowaly na terenie zrazika watro-
bowego wokol zyly Srodkowej. W okolicach obwodowych zrazika barw-
nych ziaren bylo znacznie mniej (ryc. 6).
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Standardowe barwienie skrawkow nie wykazalo zauwazalnych réznic
miedzy watrobg zwierzat grupy kontrolnej i grup do$wiadczalnych.

Jelito cienkie

Silna reakcja na fosfataze kwasng w komoérkach mablonka jelita cien-
kiego zwierzat kontrolnych ujawnila sie w postaci drobnych ziarnistosci
w enterocytach kosmkow jelitowych oraz gruczolow Lieberkiihna, Po 7
dniach podawania leku aktywnos$¢ enzymu nie ulegla zmianie, natomiast
po 14 dniach wydawala sie mmiejsza w kosmkach jelitowych, a nieco
wieksza w gruczolach. Komoérki §luzowe odczynu nie wykazywaly (ryc. 9).

Duzg aktywnos¢ fosfatazy zasadowej w jelicie kontrolnym obserwo-
wano przede wszystkim w rabku prazkowanym mablonka kosmkoéw jeli-
towych, mniejszg — w gruczolach Lieberkiihna. Reakcja ta wzrosia u
zwierzat grup dos$wiadczalnych I i II, obejmujge réowniez zragb kosmkow
(ryc. 10).

Glukozo-6-fosfataza wykazywala w materiale kontrolnym silny od-
czyn w nabtonku jelitowym, lokalizujacy sie wokoét jader komérkowych.
Slabszg aktywno$¢ enzymu zauwazono w gruczolach jelitowych. W gru-
pie I doswiadczalnej odczyn w nablonku jelitowym zwiekszytl sie, a w je-
licie zwierzat grupy II do$wiadczalnej nastapilo przemieszczenie barw-
nych ziarnisto$ci do dystalnych okolic enterocytéw (ryc. 11 i 12).

Aktywno$e lipazy obserwowano u szczuréw kontrolnych w komor-
kach gruczoléw Lieberkiihna. U ewierzat grup do§wiadczalnych I i II re-
akcja barwna w gruczolach zwiekszyla sie; rowniez w ich swietle wysta-
pilo dyfuzyjne zabarwienie.

Barwienie hematoksyling i eozyng wykazato prawidlowy obraz histo-
logiczmy jelita u wszystkich badanych zwierzat.

DYSKUSJA

Bilocol, jak podaje pismiennictwo (1, 7), bywa stosowany miedzy in-
nymi w tzw. zespole pocholecystektonicznym, dlatego w maszych bada-
niach uzyto do doswiadczen zwierzat nie posiadajagcych pechemzyka zoi-
ciowego. Wybrane odczyny histochemiczne mialy mna celu wykazanie
ewentualnych zmian wewngatrzkomérkowych w watrobie oraz jelicie cien-
kim.

W watrobie aktywnosé fosfatazy kwasnej wzrastala po podaniu leku,
ale intensywniejsza byla u zwierzat grupy I doéwiadczalnej niz II. Zwra-
cal uwage szczegblnie silny odczyn w komoérkach siateczkowo-$rédbion-
kowych gwiazdzistych watroby obu grup doswiadczalnych, sygnalizujac
wzmozone procesy lityczne. Otrzymane wyniki potwierdzajg opinie St a-
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szyca i wsp. (10), ze Fk odgrywa bardzo wazng role w detoksykacyj-
nej funkeji watroby.

W jelicie cienkim, ktoérego jedynie blona Sluzowa wykazywala wrazli-
wos$¢ na stosowane odczyny histochemiczne, fosfataze kwasng charakte-
ryzowaly niewielkie zmiany aktywnosci wystepujace dopiero po 14 dniach
podawania Bilocolu. Wyrazaly sie one zmniejszeniem odczynu w mabton-
ku kosmkoéw jelitowych oraz zwiekszeniem w gruczolach Lieberkiihna.
Zmiany te zwigzane byly zapewne z mikrometabolizmem w cytoplazma-
tycznych strukturach oraz w blonach lizosomalnych, enzym ten bowiem
bierze udzial przede wszystkim w procesach wewnatrzkomoérkowego tra-
wienia (6, 9).

Aktywnos¢ adenozynotrojfosfatazy wykrywano jedynie w watrobie.
ATP-aza zwigzana jest z aktywnym transportem przez blony komérko-
we, bierze tez udzial w rozbiciu wiagzan kwasu adenozynotréjfosforowego
i wyzwalaniu duzej ilosci energii wykorzystywanej w procesach metabo-
licznych (10). Zmiana odczynu na ATP-aze zalezy przede wszystkim od
rodzaju substancji dzialajacej na komérke, Bilocol zatem podawany przez
14 dni spowodowal zwiekszenie reakeji barwnej nie tylko przy kanali-
kach zo6lciowych, ale réwniez w hepatocytach i komorkach siateczkowo-
-Srédblonkowych gwiazdzistych. Lek ten wplynat wiec na przepuszczal-
nos¢ bton komérkowych.

Glukozo-6-fosfataza, enzym siateczki srodplazmatycznej, odgrywa de-
cydujacg role w procesie regulacji poziomu cukru we krwi, dostarczajac
do krwiobiegu wolng glukoze (4, 8). W watrobie enzym ten jest przenos-
nikiem niektérych skladnikow tworzgcych z61¢ i odgrywa role w jej syn-
tezie. Niewielkie zmiany w odczynie G-6-P-azy, obserwowane w niniej-
szych badaniach, sugerujg normalny jej udzial w wymienionych proce-
sach. W blonie §luzowej jelita, aktywnos¢ G-6-P-azy réwniez nie wyka-
zywala znacznych odchylen od obrazu kontrolnego, sadzi¢ wiec mozna,
ze podawany preparat nie zaburzal udziatu tego enzymu w transporcie
elektrolitow, z ktorym tez jest zwigzany (2, 5).

Bilocol nie wywarl takze duzego wplywu na aktywnosé lipazy, enzy-
mu katalizujgcego rozklad estrow glicerolu i kwaséow tluszczowych. Za-
réwno w watrobie, jak i w jelicie cienkim obserwowano jedynie niewiel-
kie zmiany w reakcji enzymu.

Glikogen wykrywano tylko w watrobie. Uklad PAS dodatnich ziar-
nistosci w grupach kontrolnej i II doé$wiadczalnej byt podobny. Jedynie
watroba zwierzat grupy I dos$wiadczalnej wykazywala odmienny obraz.
Moze to sugerowaé, ze przyspieszona synteza glikogenu w hepatocytach
strefy stalego spoczynku (8) po dluzszym podawaniu leku powraca do
normy.

Poza wyiej opisanymi wykonano tez test na fosfataze zasadowg w je-
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licie cienkim. Enzym ten bierze udzial miedzy innymi w aktywnym trans-
porcie przez blony komérkowe (3, 9). Znacznie zwiekszony odczyn w en-
terocytach pod wplywem Bilocolu swiadczy zapewmne o wzmozemiu tych
procesow.

Reasumujgc uzyskane wymiki sadzi¢ malezy, ze Bilocol nie wywiera
duzego wplywu na aktywnos¢ enzymatyczng watroby, a takze nablonka
blony $luzowej jelita cienkiego, wywolane bowiem zmiany mozna uznac
za fizjologiczne. Warto tez zaznaczy¢, jak podaje Wojtowicz-
-Adamska (11), ze pod wplywem soli zotciowych w jelicie cienkim
uwalniana jest sekretyna, ktora przyspiesza wydzielanie enzyméw i dwu-
weglanéw przez trzustke, watrobe i gruczoly Brunnera. Ponadto z6l¢
dziala hamujgco na zdolno$¢ wydzielniczg zoladka (w tym: kwasu solne-
go), co ma niebagatelne znaczemie w zapobieganiu owrzodzeniom dwu-
nastnicy (11).
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Aktywno$é fosfatazy kwasnej w watrobie szczura kontrolnege. Metoda
Gomoriego. Pow. ok. 200 X.

Ryc. 2. Aktywnosé fosfatazy kwasnej w watrobie szczura grupy II do$wiadczal-
nej. Metoda Gomoriego. Pow. ok. 400 X,

Ryec. 3. Aktywno$¢ ATP-azy w watrobie szczura kontrolnego. Metoda Wach-
steina i Meisel. Pow. ok. 400X,

Ryc. 4. Aktywnosé ATP-azy w watrobie szezura grupy II do$wiadczalnej. Me-
toda Wachsteina i Meisel. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 5. Aktywno$é G-6-P-azy w watrobie szczura grupy I do$wiadczalnej. Me-
toda Wachsteina i Meisel. Pow. ok. 400X,

Ryc. 6. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej. Odczyn na glikogen wedlug
metody McManusa. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 7. Aktywnos$é¢ lipazy w watrobie szczura kontrolnego. Metoda Gomoriego
i Takamatsu. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 8. Aktywnos$¢ lipazy w watrobie szczura grupy I do$§wiadczainej. Metoda
Gomoriego i Takamatsu. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 9. Aktywno$é fosfatazy kwasnej w jelicie cienkim szczura grupy II do-
swiadczalnej. Metoda Gomeoriego. Pow. ok. 200X.

Ryc. 10. Aktywnoéé fosfatazy zasadowej w jelicie cienkim szczura grupy I do-
$wiadczalnej. Metoda Gomoriego. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 11. Aktywnos$¢ G-6-P-azy w jelicie cienkim szczura kontrolnego. Metoda
Wachsteina i Meisel. Pow. ok. 400X.

Ryc. 12. Aktywnosé G-6-P-azy w jelicie cienkim szczura grupy II doé§wiadczal-
nej. Metoda Wachsteina i Meisel. Pow. ok. 400X,

PE3IOME

Kpbicbi-caMLp! ToJy4dany Busiokoab B fose 250 mr B rmeuenue 7 u 14 pueit. Bada-
Thie OTPE3KM ME€YEeHM M TOHKOI KMIIKU NOAMAaHB! OBIIM TI'MCTOJIOTMuECKMM (TeMaro-
KCHMAMH M 303MH) M IMCTOXMMMHYECKMM MCCleAOBaHMAM. B neveny obHapyeHO aK-
TUBHOCTL KMcjoit cocdaTassl, ageno3unorpudocdarassl, rioko30-6-docdaraser, au-
nassl ¥ IJaIOKOoreHa. B TOHKOM KMIIKe 0OHApy KeHO aKTUBHOCThL KUCJION, LIeJIOYHOM
docdarassl, riawKo30-6-docdarainbl M AMNa3bl

Onpepeneno, uro Buinoxkons, ocobenno mnocye 7-ZHEBHOrO NPMMEHEHMS, BLISHLIBAJ
He3HAYUTeNbHbIE BHYTPMKJIETOYHBIE PacCTPOMCTBA, 3aMevdaeMule Grarosapsa ruCTOXM-
MMUYECKOJ TexHMKe. I'MCTOJOruYecKue MCCleZoBaHMA He OOHAapyXUIM NOBPeXRAeHUA
B [apaHXuMe Ie4YeHM M TOHKOM KUIUKMU.

SUMMARY

Female rats were given Bilocol in a dose of 250 mg for 7 and 14 days. Liver
and small intestine samples were subsequently taken for histological examination
by the hematoxylin and eosin method, and also for histochemical examinations.
Activities of acid phosphatase, adenosin triphosphatase, glucose-6-phosphatase,
lipase and glycogen were detected in the liver; in the small intestine — activities
of acid phosphatase and alkaline phosphatase, glucose-6-phosphatase and lipase.

The examinations showed that Bilocol, particularly after 7 days of administra-
tion, caused little variations in the enzyme activities, which could be seen by means
of histochemical methods. Histological examinations did not show any damage of the
liver and small intestine.



Effect of Bilocol on Histochemical Response in the Liver... 51

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Acid phosphatase activities in the liver of the control rat. Gomori's
method. Magn. 200X,

Fig. 2. Acid phosphatase activities in the liver of experimental group II. Go-
mori’s method. Magn. 400 X.

Fig. 3. ATP-ase activities in the liver of the control rat. Wachstein and Meisel
method. Magn. 400X.

Fig. 4. ATP-ase activities in the liver of experimental group II. Wachstein and
Meisel method. Magn. 400X,

Fig. 5. Glucose-6-phosphatase activities in the liver of experimental group I.
Wachstein and Meisel method. Magn. 400X,

Fig. 6. Glycogen in the liver of experimental group II. McManus method. Magn.
400X,

Fig. 7. Lipase activities in the liver of the control rat. Gomori’s and Takamatsu
method. Magn. 400X.

Fig. 8. Lipase activities in the liver of experimental group I. Gomori’s and
Takamatsu method. Magn. 400 X.

Fig. 9. Acid phosphatase activities in the small intestine of experimental group
II. Gomori’s method. Magn. 200X,

Fig. 10. Alcaline phosphatase activities in the small intestine of experimental
group I. Gomori’s method. Magn. 400X,

Fig. 11. Glucose-6-phosphatase activities in the small intestine of the control
rat. Wachstein and Meisel method. Magn. 400X.

Fig. 12. Glucose-6-phosphatase activities in the small intestine of experimental
group II. Wachstein and Meisel method. Magn. 400X,






