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Badania doSwiadczalne nad embriotoksycznym wplywem fosfamidonu
na nablonek kanalikéw kretych nerki. II. Badania histologiczne
i histochemiczne *

BKCNepHMEHTAJIbHBIE MCCIENOBaHMUA IMOPHMOTORCHMUECKOrO Biauanus docdamMuaona Ha
3MUTENMI M3BUIMCTBIX KaHaabueB mouky. II. I'mcroxmmuueckue ¥ rucroJyoriryecKmue
uccyleA0BaHUA

Exprimental Research on the Embryotoxic Influence of Phosphamidon
on the Epithelium of Renal Convoluted Tubules. 1I. Histological and Histochemical
Studies

W badaniach makroskopowych, stanowigcych przedmiot czesci I,
stwierdzono wyrazne embriotoksyczne dzialanie fosfamidonu ma plody
szczurze oraz zwrécono uwage na mozliwosé teratogennego oddzialywa-
nia tego preparatu. W czesci II celem badan histologicznych i histoche-
micznych jest przesledzenie wplywu fosfamidonu na nablonek kanalikéow
kretych I rzedu nerek noworodkoéw szczurzych.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania prowadzono na 91 szczurach szczepu Wistar, samicach, w wieku 3—
4 mies. ’

Do zatruwania zwierzat stosowano 93,3% fosfamidon techniczny. Preparat za-
wieszano w oleju z oliwek i podawano szczurom sonda dozotadkowo w ilosci 1/2 LDy,
w dawkach pojedynczych i 1/10 LDy w dawkach wielokrotnych.

Zwierzeta dos$wiadczalne zostaly podzielone na 7 grup. Dokladny podzial przed-
stawiono w czesci I. Zwierzeta 6 pierwszych grup otrzymywaly dawki jednorazowe

* Wyrazam podziekowanie Panu Prof. Drowi hab. Maciejowi Latalskie-
mu, pod ktérego kierunkiem prowadzone byly badania.
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w 8. (grupa I), 9. (grupa II), 10. (grupa III), 11. (grupa IV), 12. (grupa V) i 13. (gru-
pa VI) dniu cigzy. Ostatnia, grupa VII szczurow zatruwana byla wielokrotnie
w okresie od 8. do 13. dnia cigzy wtiacznie. Réwnolegle prowadzone byly grupy
kontrolne.

Nerki do badan histologicznych i histochemicznych pobierano od noworodkéw
pod narkozg, tuz po urodzeniu. Nerki do badan histologicznych i histochemicznych
pochodzily od 50 noworodkéw (5 od kazdej samicy) z kazdej grupy.

W badaniach histologicznych utrwalano nerki w zobojetnionej formalinie, roz-
cienczonej w stosunku 1:9, Preparaty o grubosci 7 pm krojono na mikrotomie sa-
neczkowym, barwiono hematoksyling i eozyna.

Histochemiczne badania aktywnosci fosfatazy zasadowej i adenozynotréjfosfa-
tazy wykonywano w nerkach utrwalonych w ciggu 24 godz. w utrwalaczu Backera,
w temp. 4°C.

Odczyn histochemiczny na aktywnosé fosfatazy zasadowej wykonywano wedlug
metody Gomoriego, inkubacja 30°. Dla uzyskania odeczynu na adenozynotréjfos-
fataze (ATP-az¢) stosowano metode Wachsteina i Meisel, uzywajac CaCl, zamiast
soli magnezowych w celu uwidocznienia ATP-azy w blonach komoérkowych, inku-
bacja 45’. Po inkubacji skrawki zamykano w glicerozelatynie. Preparaty ogladano
w mikproskopie swietlnym ,,Ergaval” produkcji Carl Zeiss — Jena. W tym samym
mikroskopie wykonywano mikrofotografie.

WYNIKI BADAN WLASNYCH

Jednorazowe i wielokrotne podawanie oleju samicom w réinych okre-
sach cigzy nie wptywalo na budowe mikroskopows nefronu u ich potom-
stwa. Z tego wzgledu w analizie wynikéw badan postanowiono materiat
kontrolny potraktowaé¢ jako jedng grupe, z ktéra poréwnano material po-
chodzgcy ze wszystkich grup doswiadczalnych.

BADANIA HISTOLOGICZNE

Zréznicowane kanaliki nerkowe wystepowaly w $érodkowej i przy-
rdzennej warstwie kory. Z reguly otaczaly one niedojrzale jeszcze ciatka
nerkowe. Kanaliki nerkowe I rzedu przypominaly kanaliki zwierzat do-
rostych, tylko ich luzne utkanie w obfitej niedojrzalej tkance laczmej
$wiadeozylo o niedojrzatosci nerki.

Poprzecznie lub ukoénie poprzecinane kanaliki I rzedu zbudowane
byly z komoérek szesciennych. Granice miedzy komérkami z zasady nie
byly widoczne. Cytoplazma komérkowa barwila sie kwasochlonnie i wy-
kazywala z reguly ziarnistg strukture. Jadra o ksztalcie przewaznie okra-
glym ultozone byly w $rodkowej czesci komorki.

W okolicach jadra i w czes$ciach szezytowych niektorych komoérek wi-
doczne byly przejasnienia. Rabek szczoteczkowy wystepujacy w $wietle
kanalikow nie zawsze byl wyraznie widoczny.
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U mnoworodkéw doswiadczalnych kanaliki proksymalne zbudowane
byty z komorek o cytoplazmie tak ziarnistej, jak i homogennej.

W grupach do$wiadczalnych I, II i III oraz u moworodkéw z grupy
VII kanaliki proksymalne zbudowane byly z komoérek, w ktérych prze-
wazala cytoplazma o strukturze homogennej. Komoérki te barwilty sie bar-
dziej zasadochlomnie niz komérki z cytoplazmg ziarnistg. W $wietle ka-
nalikéw mozna bylo spotka¢ zasadochlonny, homogenny wysiek. Obser-
wowane zmiany przemawialy za ogniskowym przyémieniem migzszowym
kanalikow kretych pierwszego rzedu. Zmiany te byly bardziej masilone
w grupach do$wiadczalnych I i II (ryc. 1), czyli u noworodkéw, kto-
rych matkom podawano fosfamidon w 8. i 9. dniu cigzy. W grupach do-
swiadezalnych IV, V i1 VI wiekszos¢ komoérek nablonkowych posiadala
cytoplazme porowata. Widoczne to bylo szczegdlnie w okolicy jader 1 w
czeSciach szezytowych komérek.

"BADANIA HISTOCHEMICZNE

Fosfataza zasadowa (Fz)

W rabku szczoteczkowym czynnych kanalikéw kretych merki u nowo-
rodkow z grupy kontrolnej wystepowal intensywny odczyn na fosfataze
zasadowg. Aktywnosci tego enzymu mie obserwowano w warstwie nefro-
notworczej 1 w kanalikach lezacych tuz pod mnig. Odezyn dyfuzyjny na
fosfataze zasadowg stwierdzono réwniez w wierzcholkowych czesciach cy-
toplazmy komoérek nablonkowych, w ktérych wystgpil dodatni odczyn
w rabku szczoteczkowym (rye. 2). W jadrach komoérkowych i w kiebku
nie obserwowano obecnosci tego enzymu.

Nieznaczny spadek aktywmosci odczynu obserwowano w grupach do-
Swiadczalnych I, II i III (ryec. 3). W grupach IV, V i VII natomiast wy-
stapil nieznaczny wzrost aktywnosci tego enzymu (ryec. 4).

Adenozynotréjfosfataza (ATP-aza)

Odczyn histochemiczny na adenozynotrojfosfataze wystepowal przede
wszystkim w $cianach duzych naczyn krwiono$nych, w naczyniach oko-
lokanalikowych i w naczyniach klebka (ryc. 5). Odezyn wystepujacy w
sieci naczyniowej klebka zalezny by} od jego dojrzalosci i najsilniej za-
znaczal sie w ciatkach nerkowych lezacych tuz przy czesci rdzennej.

W rabku szczoteczkowym kanalikéw kretych I rzedu nie stwierdzono
odczynu na obecno$¢ tego enzymu. Dodatnia reakcja ma adenozynotrdj-
fosfataze wystepowala natomiast w blonach komérkowych czesci pod-
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stawowej komorki i w graniczacej z nig cytoplazmie komorek nablonka
kanalikéw proksymalnych.

Nieznaczne obnizenie aktywnosci enzymu obserwowano w nerkach
noworodkow, ktorych matkom podawano fosfamidon 9. i 10. dnia. cigzy
(grupy doswiadczalne II i III), ryc. 6. W pozostalych grupach do$wiad-
czalnych aktywmnoéé adenozynotrdjfosfatazy utrzymywala sie na tym sa-
mym poziomie co w grupie kontrolnej.

OMOWIENIE WYNIKOW

Zmijany morfologiczne i wady wrodzone w nerkach noworodkéw,
ktérych matki poddane byly dzialaniu pestycydow, opisywalo w swoich
pracach wielu autoréow (2, 8).

Nerka noworodka w swej budowie znacznie odbiega od budowy nerki
organizmu dorostego (7). Na przekroju poprzecznym tuz pod torebks na-
rzgdu widoczna jest wyrazna warstwa nefronotwoércza. Zajmuje ona od 1/4
do 1/3 czesci korowej nerki noworodka (3).

Funkcjonalne procesy zachodzgce w nerce sg Scisle zwiagzane z po-
szczegdlnymi cze$ciami nefronu, a w merce noworodka dodatkowo z jej
rozwojem strukturalnym.

W merce noworodka wystepuja jednoczesnie nefrony znajdujace sie
w roznych stadiach rozwojowych i zlokalizowane w réznych warstwach
kory. Wykazujg one tak funkcjonalne, jak i strukturalne réznice, ktoére
moga by¢ zalezne od ich stadium rozwojowego.

Nash (6) twierdzi, ze starsze stadia rozwojowe mnefrondéw zlokalizo-
wane sg blizej warstwy rdzeniowej, mlodsze — w powierzchniowej czesci
kory.

Z badan wilasnych wynika, ze fosfamidon podawany ciezarnym sami-
com, tak w dawkach wielokrotnych, jak i pojedynczych, wplywal na po-
wstawanie u moworodkéw przyémiemia migzszowego cytoplazmy komé-
rek nablonkowych kanalikéw mnerkowych pierwszego rzedu. Zmiany te
byly nieco mmniej nasilone po jednorazowym podaniu preparatu w gru-
pach doswiadczalnych Vi VI,

Podobne zmiany otrzymywala Glukhova (2) podajac polichlorek
pinenu ciezarnym samicom w pierwszej i drugiej polowie ciazy.

W badaniach wlasnych ziarnistg i homogenng cytoplazme w komor-
kach mablonkowych kanalikow proksymalnych oraz wysieki w S$wietle
kanalikow obserwowano we wszystkich grupach doswiadczalnych.

Obecnosé biatkowo-polisacharydowej substancji w $wietle kanalikow
oraz zwiekszona homogennos¢ cytoplazmy komoérkowej sa charakterys-
tyczne dla drugiej potowy Zzycia plodowego, w zwigzku z tym mozna by
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przypuszceza¢, ze fosfamidon podany ciezarnym samicom wplywa w pew-
nym stopniu na zahamowanie procesow rozwojowych tej czeSci mefronu.
Widoczne to jest szczegdlnie po wielokrotnym podaniu fosfamidonu oraz
po podamiu jednorazowym w grupach I, IT, III, IVi V.

Obserwowane w miniejszych badaniach odchylenia w nasileniu odczy-
ndéw na obecnos¢ fosfatazy zasadowej i adenozynotrojfosfatazy bylty nie-
znaczne.

Hiller i wsp. (4) stwierdzili, ze fosfataza zasadowa pojawia sie
w nerkach plodéw szczura w chwili rozpoczecia pracy kanalikéw, tj. na
kilka dni przed urodzeniem. U noworodkow wystepuje ona w rabku szczo-
teczkowym kanalikéw proksymalnych otaczajgcych juz dojrzale ciatka
nerkowe, ulozone blizej czesci rdzennej.

Nieznaczny wzrost aktywnosci fosfatazy zasadowej w rabku szczotecz-
kowym kamnalikéw proksymalnych obserwowano w obecnych badaniach
w grupie noworodkéw, ktérych matkom podawano fosfamidon wielo-
krotnie oraz po podaniu dawek pojedynczych w 11. i 12. dniu cigzy.
Wzrost odezynu na fosfataze zasadows mozna ttumaczyé aktywacjg pro-
cesu resorpcji glukozy ze Swiatla kanalikéw proksymalnych. Po zatruciu
zwigzkami fosforoorgamicznymi i innymi pestycydami dochodzi bowiem
do wzrostu poziomu glukozy we krwi zwierzat. Obserwacje takie poczy-
nili Madejski i Juszkiewicz (b) prowadzagc badania na kurach.
Stwierdzili oni wzrost poziomu glukozy we krwi kur, przy réwnoczes-
nym spadku glikogenu w watrobie.

W grupach, w ktérych fosfamidon podawano matkom 8., 9. i 10. dnia
ciazy, obserwowano nieznaczne ostabienie odczynu na fosfataze zasado-
wag w poréwnaniu z grupg kontrolna. Spadek ten moze $wiadczy¢ o pew-
nego stopnia zaburzeniu czynno$ci resorpcyjnej, jak i o opdznieniu pro-
cesdOw rozwojowych tej czesci nefrondw, stwierdzonych w tych grupach
badanjami histologicznymi, a powstalych przypuszczalnie pod wplywem
dzialania fosfamidonu.

Adenozynotrojfosfataza nalezy do fosfataz specyficznych. Brak odczy-
nu na adenozynotréjfosfataze w rabku szczoteczkowym kanalikéw kre-
tych merki noworodkéw mozna tlumaczyé, opierajac sie na doswiadcze-
niu przeprowadzonym przez Beytha i Guthmana (1), ktérzy ba-
dajac ontogeneze ATP-azy w nerce krolika, stwierdzili zalezno$é¢ ilosSci
tego enzymu od wieku nerki.

Z badan wiasnych wynika, ze aktywno$¢ odezynu na adenozynotrdj-
fosfataze, zalezng od jonéw Cat*, w nerkach noworodkéw szczurzych nie
ulegta duzym odchyleniom. Nieznaczne odchylenie odczynu w $cianach
naczyn krwionosnych oraz w blonach komoérek kanalikowych — przyna-
czyniowych obserwowano w nerkach moworodkéw, ktorych matkom po-
dawano fosfamidon 9. i 10. dnia cigzy. W tych samych grupach obser-
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wowano obnizenie aktywnosci fosfatazy zasadowej w rabku szczoteczko-
wym kanalikéw proksymalnych. Swiadczyé to moze o zaburzeniu tran-
sportu przez blony komérkowe w tej czesci kanalikow.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze fosfamidon podawany ciezar-
nym samicom w okresie organogenezy i na poczatku fetogenezy w daw-
kach jednorazowych i wielokrotnych, okazal sie preparatem embrioto-
ksycznym. Wyrazilo sie to zar6wno wzrostem resorpcji plodéw w grupach
doswiadczalnych, jak i obserwowanymi zmianami histologicznymi i histo-
chemicznymi w nerkach noworodkéw. Teratogenne dzialanie preparatu
stwierdzono tylko po podaniu ciezarnym samicom wysokiej dawki poje-
dynczej 8. dnia cigzy.

Z badan naszych, jak i innych autoréw wynika, ze zachodzi potrzeba
wnikliwej oceny w zakresie embriotoksycznosci wszystkich zwigzkow che-
micznych stosowanych w rolnictwie przed ich wprowadzeniem do maso-
wego uzycia.

Wnioski

1. Badania histologiczne wykazaly obecno$¢ przyémienia migzszowego
kanalikow nerkowych. Zwigekszona homogennos$¢ cytoplazmy oraz obec-
no$¢ wysieku w swietle kanalikow proksymalnych nerki $wiadczg o pew-
nym zahamowaniu rozwoju tej czesci nefronu.

2. Badania histochemiczne pozwolily stwierdzi¢ wystepowanie odchy-
len enzymatycznych w nerkach noworodkéw szczurzych. Przemawia to
za nieznacznym uposledzeniem transportu przez btony komoérkowe.
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OBJASNIENIA RYCIN

Rye. 1. Zwierzeta doswiadczalne. Ogniskowe przyémienie migZszowe kanalikéw
kretych I rzedu nerki noworodka. Barwienie H+E. Pow. 500X,

Ryc. 2. Zwierzeta kontrolne. Odczyn na fosfataze zasadowa w rgbku szczotecz-
kowym kanalikéw kretych I rzedu nerki noworodka. Pow. 250 X,

Ryc. 3. Zwierzeta doswiadezalne. Odczyn na fosfataze zasadowa w rgbku szczo-
teczkowym kanalikéw kretych I rzedu nerek noworodkéw pochodzacych z grup do-
$wiadczalnych I, II i II1, Pow. 500X.

Ryc. 4. Zwierzeta do$wiadczalne. Odczyn na fosfataze zasadowsg w rgbku szczo-
teczkowym kanalikow kretych I rzedu nerek noworodkéw z grup doswiadczalnych
IV, V i VII. Pow. 250 X.

Ryc. 5. Zwierzeta kontrolne. Odczyn na adenozynotr6jfosfataze w naczyniach
okolokanalikowych i w naczyniach kiebka. Pow. 500 X.

Ryc. 6. Zwierzeta doswiadczalne. Odczyn na adenozynotréjfosfataze w grupach
doswiadczalnych II i III widoczny w naczyniach okolokanalikowych i w naczyniach
klebka. Pow. 500X.

PE3IOME

UccaenoBano Bausuue dochaMmuaona Ha SIUTENMII U3BUIUCTBIX KaHAJbLEB rep-
BOTO pAJA NOYEK y HOBOPOMKAEHHBIX KpPbIC ¢ OCOGEHHBIM IIPEJyCMOTDPEHMEM TUCTOJO-
TUMYECKMX M TUCTOXMMUUIECKMX MCCIefOoBaHMi. I'MCTOXUMMHECKMe MCCIeNOBaHUA IPO-
BOAVJIMCH B CBA3M C TPAHCIIOPTHMPOBAHMEM 3H3MMOB UYepe3 KJIEeTOHHYI0 0GOJOuKy (iie-
aounad ¢poccharaza um ageHo3unTpudocoaraza). 'ucronorngeckue uccref0BaHUA yKa-
3LIBAIOT HA NMapeHXMMAaTO3Hble NMPUTEMHEHUA SIMUTENMAJbHBIX KJIETOK NMPOKCHMAaJbHBIX
KaHaJbLEB, 4YTO CBUAETEJbCTBYET O HE3HAUMTEJbHOM JereHepauuy KJIETOK. YBeau-
YyeHue OZHOPOJHOCTM LMTOINAa3Mbl M HaJMu¥e SKCCyAaTra B CBETe IIPOKCUMMAJbHBIX
KaHaJblleB ITOYKM YKa3bIBalOT ia HEKOTOpble 3aMellieHue Da3BUTUA 9TOM 4acTu He-
dpona. Pe3yabTaTbl I'MCTOXMMUUECKMX MCCICAOBAHMIT YKA3bIBAIOT HAa HE3HAUUTEJbL-
HO€ OTKJIOHEHHWE MHTEHCHMBHOCTM PEAKUMII Ha aKTUMBHOCTD I1]eJI0uHOM ¢pocdpaTasbl U aje-
no3uutpudocdarassl.

SUMMARY

The influence of phosphamidon on the epithelium of proximal tubules of order
I in the kidneys of newborn rats was investigated with particular regard to histo-
logical and histochemical studies. The enzymes taking part in transportation through
cell membrane (AP and ATP-ase) were examined histochemically. In the histological
study, parenchymatous dimness of proximal tubules of epithelial cells was dis-
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covered, which provides evidence that there were slight degenerative changes going
on in the cells. Increased cytoplasm homogeneity and the presence of exudate in
the lumen of proximal tubules of the kidney indicated that the development of
this part of nephron was stopped to a certain degree. The results of the histo-
chemical studies showed slight deviations in the intensity of reactions to the
activity of AP and ATP-ase.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Experimental animals. Focal parenchymatous dimness of order-I renal
convoluted tubules in the newborn rat. Colouring with H+E. Magn. 500X.

Fig. 2. Control animals. Alkaline phosphatase reaction in the brush border of
order-I renal convoluted tubules in the newborn rat. Magn. 250 X,

Fig. 3. Experimental animals. Alkaline phosphatase reaction in the brush border
of order-I convoluted tubules in the kidneys of newborn rats from experimental
groups I, II, I11. Magn. 500 X.

Fig. 4. Experimental animals. Alkaline phosphatase reaction in the brush border
of order-1 convoluted tubules in the kidneys of newborn rats from experimental
groups IV, V and VII. Magn. 250X.

Fig. 5. Control animals. ATP-ase reaction in the periductal vessels and in the
vessels of the glomerule. Magn. 500 X.

Fig. 6. Experimental animals. ATP-ase reaction in experimental groups II and
II1 seen in the periductal vessels and in the vessels of the glomerule. Magn. 500X.



