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Odczyny histochemiczne w watrobie szczura pod wplywem hormonéw
plciowych i dlugotrwalej intoksykacji alkoholowej

TucroxuMuieckmue peaxnuy B II€YEHM KPBICHI N0 BIAMAHMEM IOJOBBIX FOPMOHOB
Y NPOJONIKUTEILHON aNIKOTOJILHOM MHTOKCUKALIMU

Histochemical Responses in the Rat Liver due to Administration of Sex Hormones
and to Long-term Alcohol Intoxication

Dzieki wielokierunkowym funkcjom biologicznym i réznorodno$ci budowy, hor-
mony sterydowe wywierajg specyficzne dzialanie na metabolizm wewnatrzkomér-
kowy watroby. Wykazano miedzy innymi, ze testosteron wywoluje w hepatocytach
zwierzat do$wiadczalnych wzrost aktywnosci wielu enzyméw, a estrogeny wplywa-
ja na metabolizm RNA, lipidéw i glikogenu (2, 5, 6, 7, 15). Przewlekla intoksykacja
alkoholowa zaburza, jak wiadomo, strukture i funkcje wielu narzadéw wewnetrz-
nych — szczegblnie watroby, uszkodzenie wiec tego narzadu jest najczestszg przy-
czyng zaburzeh w transporcie i magazynowaniu hormonéw.

Obecne badania s3 kontynuacja pracy nad wplywem hormonéw picio-
wych oraz etanolu ma uklad rozrodczy meski zwierzat doswiadczalnych
(9, 10, 11) i dotyczg przebadania histochemicznego migzszu watroby doj-
rzalych plciowo szczuréw-samedéw, u ktérych przez podanie stilbestrolu
wywolywano regresje nablonka plemnikotwoérczego, a nastepnie podawa-
niem testosteronu przywracano spermatogeneze, jak réwniez zachowania
sie¢ watroby po podawaniu wymienionych hormonéw i alkoholu etylowego.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 48 szczurach samcach szczepu Wistar w wieku 3—
4 mies. i poczatkowym c.c. 150—200 g. Podzielono je na trzy grupy: dwie do$wiad-
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czalne i jedng kontrolng. Zwierzetom grupy I do$wiadczalnej podawano drogg iniek-
cji dootrzewnowej dwa razy w tygodniu po 1 mg dwupropionianu stilbestrolu oraz
codziennie po 3 mg propionianu testosteronu. Zwierzeta grupy II doswiadczalnej,
oprécz wymienionych wyzej hormonéw, otrzymywaly codziennie na czczo sondsg do-
zoladkowo alkohol etylewy w dawce 3 g/kg c.c. Grupie kontrolnej podawano wode
destylowang.

Po 102 dniach trwania doswiadczenia (tzn. po ok. 8 cyklach nablonka plemniko-
tworczego) zwierzeta usmiercano droga dekapitacji, pobierajac miedzy innymi wa-
trobe do badan histologicznych (metoda barwienia hematoksyling i eozyng oraz me-
toda Massona) i histochemicznych. Material utrwalano w plynie Carnoya oraz w ply-
nie Bakera. Wykonano nastepujgce testy histochemiczne: fosfataze kwasng (Fk)
wykrywano wedlug metody Gomoriego, adenozynotr6jfosfataze (ATP-aze) wedlug
metody Wachsteina i Meisel, glukozo-6-fosfataze (G-6-P) metodg wedtug Pearse’a,
glikogen metoda PAS z kontrolnym trawieniem diastaza, RNA — wedlug metody
Bracheta.

WYNIKI

Grupa I dosSwiadczalna

Standardowe barwienie wykazalo, ze w poréwnaniu z obrazem kon-
trolnym, w migzszu watrobowym tej grupy zwierzat uwidocznity si¢ sze:
rokie pasma tkanki lgcznej wiotkiej, rozlewiska krwi oraz znaczna ilo$¢
powigkszonych hepatocytow. Te ostatnie lezaly badZ samotnie, badz two-
rzyly skupiska. ‘

Odczyn na Fk by} znacznie zwiekszony, cho¢ podobnie jak u zwierzat
kontrolnych lokalizowal sie w postaci drobnych ziarnistosci przy kana-
likach zéiciowych; wystapil ponadto w cytoplazmie odczyn dyfuzyijny.
Silniejszg reakcje wykazywaly rowniez komdrki gwiazdziste (ryc. 1).

Aktywnos¢ ATP-azy okazala sie slabsza niz w watrobie kontrolnej,
ujawniajgc sie przy sinusoidach i kanalikach zoélciowych (ryc. 3 i 4).

G-6-P wykazywala nieco inna lokalizacje dodatnich ziarnistosci w po-
réwnaniu z kontrolg, reakecja bowiem wystepowala réwnomiernie w ca-
tym zraziku watrobowym i tylko nieliczne zraziki przypominaly obraz
prawidlowy, tj. zwiekszong aktywnost w strefie obwodowej. W cytoplaz-
mie hepatocytéw natomiast wiecej bylo aktywmych ziarnisto$ci w rejo-
nach przy kanalikach zélciowych (ryc. 5).

Intensywna reakcja PAS dodatnia wystepowala na terenie catych zra-
zikéw watrobowych, a tylko mieliczne komoérki wykazywaty odczyn dyfu-
zyjny (ryc. 7). Brak bylo charakterystycznej mozaiki w ukladzie ziaren
glikogenu w zrazikach. Obserwowano tez dos¢ duze obszary ze znaczng
iloscig ziaren PAN dodatnich, w ktérych granice miedzy komorkami nie
byly widoczne.
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RNA wystepowal w hepatocytach tej grupy zwierzat w postaci ziaren
i blaszek ulozonych gléwnie w poblizu jader komoérkowych, rye. 9 (w
preparatach kontrolnych uwidacznial sie w calej cytoplazmie). Jadra ko-
morkowe byly powickszone z silnie wybarwionymi jgderkami, ktorych
ilos¢ zwiekszyla sie w poréwmnaniu z obrazem kontrolnym. W strefach
obwodowych zrazikéw odczyn na RNA byt nieco silniejszy niz w pozo-
stalych strefach.

Grupa Il doswiadczalna

Barwienie histologiczne wykazalo, ze, oprécz zmian zauwazonych w
preparatach poprzedniej grupy doswiadczalnej, w zytach srodkowych zra-
zikow wystepowalo duze nagromadzenie limfocytow.

Aktywno$¢ Fk byla nieco stabsza niz w grupie I doSwiadczalnej i loka-
lizowala sie na terenie calej cytoplazmy hepatocytow. Intensywng reak-
cje natomiast wykazywaty komorki gwiazdziste (ryc. 2).

Odczyn na ATP-aze byt bardzo staby, podobny do grupy I doswiad-
czalnej, natomiast na G-6-P silniejszy niz w grupie kontrolnej i grupie
I doswiadczalnej. Enzym ten wykrywany byl glownie w hepatocytach le-
zgcych przy przestrzeniach bramnych i strefach obwodowych zrazikéw.
Na terenie komorek aktywne ziarnisto$ci wystepowaty badz réwnomier-
nie w calej cytoplazmie, bagdZz w poblizu kanalikéw zodlciowych (ryc. 6).

Reakcja PAS okazala sie silna i zlokalizowana podobnie jak w grupie
kontrolnej, w poblizu zy! $rodkowych. Oprécz komoédrek zawierajgcych
duzo barwnych ziarnistosci, wystepowaly réwniez ziarnistosci z odczy-
nem dyfuzyjnym. Podobnie jak w grupie poprzedniej, w migzszu watro-
by spotykano obszary bezkomoérkowe, w ktorych jednak bylo wiele zia-
ren PAS pozytywnych (ryc. 8).

Aktywnos¢ RNA w grupie tej (podobmie jak w grupie I doswiadczal-
nej) byla mocniejsza w komérkach strefy obwodowej zrazikéw. Barwne
ziarna i blaszki ukladaly sie wokoél jader komérkowych lub przy blonach
komorkowych. Jadra wykazywaly zatarta strukture, ale jaderka byly
silnie zabarwione. W naczyniach zatokowych obserwowano duzo komo-
rek tkanki lgcznej — prawdopodobnie plazmatycznych, ktérych cytoplaz-
ma wykazywala silng pironinochtonnosc.

DYSKUSJA I WNIOSKI
Wprowadzenie do organizmu hormonéw plciowych prowadzi do zabu-

rzen w prawidlowej czynnosci wydzielniczej gruczoléw dokrewnych i ko-
relacji miedzy nimi (5, 6). Poznanie wiec mechanizmu ich dzialania po-
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siada doniosle znaczenie, czego dowodem jest wiele publikacji poswieco-
nych temu zagadnieniu (3, 13 i in.).

Wiadomo z piSmiennictwa (7 i in.), ze estrogeny syntetyczne moga
wzmagat¢ sekrecje hormon6éw przez kore nadnerczy, a testosteron — mo-
ze hamowa¢ produkcje kortykosteronu. Oczywiscie, efekty te uzaleznio-
ne s3 od dawki leku, czasu podawania i plci. Nie jest jasny dotad wplyw
etanolu na metabolizm hormonéw sterydowych (7, 8). Wedlug Stias-
nej i wsp. (14), niektore siarczany sterydéw stanowi¢ moga pule, z kto-
rej pod wplywem alkoholu uwalniane sg hormony biologicznie aktywne,
dzialajace jako inhibitory enzyméw watrobowych, uczestniczacych w me-
tabolizmie wolnych sterydéw. Natomiast kortykosteron, bedacy aktyw-
nym regulatorem metabolizmu lipidéw i weglowodandéw, spelnia prawdo-
podobnie role posrednika w niektérych toksycznych efektach etanolu na
terenie komoérek watrobowych.

Otrzymane wyniki $wiadezg, ze hormony sterydowe, zaréwno stilbes-
trol, jak i testosteron, a takze podawany réwnoczesnie etanol, powodujg
w watrobie zwierzat doswiadczalnych zauwazalne zmiany histologiczne
i histochemiczne.

Po 102 dniach podawania hormonéw zwickszyla sie¢ w watrobie ilosé
tkanki lacznej wiotkiej, spotykano réwniez powickszone hepatocyty, a po
podawaniu alkoholu — wiele limfocytow.

Odczyn na Fk, silniejszy od kontrolnego w obu grupach doswiadczal-
nych, swiadczy¢ moze o zwiekszonym zapotrzebowaniu na hydrolazy w
komérkach watrobowych.

ATP-aza, enzym zaangazowany w transporcie przez blony komorko-
we, zmniejszyla swg aktywnos¢ w obu grupach do$wiadczalnych. Mimo
danych z piSmiennictwa (4) méwigcych, ze etanol wywiera hamujacy
wplyw na czynno$¢ ATP-azy, aktywno$¢ jej nie ulegita zmianie w po-
rownaniu z grupg I doswiadczalna.

Zmiany w odczynie na G-6-P nie byly duze, zmienila si¢ raczej loka-
lizacja enzymu na terenie zrazikéw watrobowych, co zgodne jest z dany-
mi Shula i wsp. (12).

Najwieksze zaburzenia zaobserwowano w reakeji PAS na glikogen.
Wedlug niektérych autoréw (5, 6) po stilbestrolu i testosteronie zmniej-
sza sie iloé¢ glikogenu w watrobie. W naszych doéwiadczeniach natomiast
ilos¢ glikogenu wzrastata, co z kolei zgodne bylo z danymi Mietkie w-
skiego (wg 5). Wzmozone wydzielanie ACTH przez przysadke i gliko-
proteidéw przez kore nadnerczy powoduje pobudzenie odczynu na gliko-
gen w watrobie. Nalezy zaznaczy¢, ze w rownolegle badanych przysad-
kach mézgowych zauwazono znacznie wiecej komoérek B miz w kontrol-
nych, a wiec wiecej wydzielilo sie¢ ACTH. Etanol, dzialajac bezposrednio
na metabolizm watroby, uposledza synteze glikogenu (1), jednak w na-
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szych do$wiadczeniach szczegélnych réznic w poréwnaniu z grupa I do-
$wiadczalng nie zauwazono.

Aktywno$¢ RNA zwiekszyla sie w obu badanych grupach. Estrogeny,
jak podaje Bochinska (2), wplywaja na wzrost aktywnosci RNA, po-
ziom DNA natomiast ulega zredukowaniu. Badania autoradiograficzne tej
autorki wykazaly, ze hormony sterydowe gromadzg sie gléwnie w chro-
mosomach, ktore ulegajg jakby ,,rozpulchnieniu” — nastepuje w nich bo-
wiem rozluznienie wigzan. Spadek aktywnosci DNA w naszych badaniach
mozna by tlumaczyé wlasnie tym zjawiskiem.

Nalezy zaznaczy¢, ze pomnozenie zaréwno ilosci komérek gwiazdzis-
tych, jak i plazmatycznych w badanym narzadzie sugeruje, ze podawane
hormony wywieraja takze wplyw na tkanke laczna.

Jak wida¢ z powyzszych damych, zagadnienie wplywu stilbestrolu,
testosteronu oraz wraz z nimi alkcholu etylowego jest bardzo zlozone.
Wydaje sie jednak, ze podawany alkohol nie potegowal zaistnialych w
migzszu watrobowym zmian po lekach hormonalnych.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Aktywnosé Fk w watrobie szczura grupy I doswiadczalnej. Metoda Go-
moriego. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 2. Aktywno$é Fk w watrobie szczura grupy II doswiadczalnej. Metoda Go-
moriego. Pow. ok. 200 X.

Ryec. 3. Aktywno$é ATP-azy w watrobie szczura kontrolnego. Metoda Wachsteina
i Meisel. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 4. Aktywnosé ATP-azy w watrobie szczura grupy 1 doswiadczalnej. Me-
toda Wachsteina i Meisel. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 5. Aktywnos$¢ G-6-P w watrobie szczura grupy I doswiadczalnej. Metoda
wedlug Pearse’a. Pow. ok. 200 X.

Ryc. 6. Aktywnosé G-6-P w watrobie szczura grupy II do$wiadczalnej. Metoda
wedlug Pearse’a. Pow. ok. 200X,

Ryc. 7. Watroba szczura grupy I doswiadczalnej. Odczyn na glikogen wedlug
metody McManusa. Pow. ok. 400 X.

Ryc. 8. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej. Odezyn na glikogen wedtug
metody McManusa. Pow. ok. 200 X.

Ryc. 9. Watroba szczura grupy I dos$wiadczalnej. Metoda Bracheta. Pow. ok.
400 X.

PI3IOME

Kpbich! (caMUpbl) NOJyYaly MONOBOM FOPMOH (AMIIPONMOHMAH CTHJbOecTponia u Te-
CTOCTEPOHA), a4 TaK3Ke II0JO0BOK TOPMOH M 3TuUNOBbI cnupT. Ilo meredenmm 102 aus
6blZIM B3ATBI BBLIPE3KM INE€YEHM M THUCTOJOTMUECKM McclieJOBaHbl METOJOM TIeMaTo-
Kcuiamsa u 303mHa. IIpoBefeno TakiKe TMCTOXMMMYECKHe MCCIeNOBaHUA, ONpeaensas
aKTMBHOCTL Kuchoit ¢ocdaTasel, agerosuHorpudocdarassl, raoko30-6-docdarassl,
a TakiKe IJMKOTeHA M HYKJEeMHOBBIX KMCJAOT. MccllefoBaHMs MOKas3adH, ITO ciaabyio
aKTMBHOCTb II0 CPAaBHEHMIO C KOHTPOJBLHOM TPYIMION MNPOABAANA alJeHO3MHOTPUGOC-
daraza. PeaumuM OCTaJbHBLIX 3H3MMOB OblIM ycuiaeHHble. IIponosizKuUTENbHOE NpPHU-
MEHel}e aJKOTOJA He YBEJIMYMBAJO BBICTYIAIOMIMX M3MEHEeHUN.
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SUMMARY

Male rats were given sex hormones (stilbestrol dipropionate and testosterone
dipropinate) and sex hormones plus ethyl alcohol. After 102 days liver samples were
taken for histological examinations by the hematoxylin and eosin method. The liver
samples were also examined to detect acid phosphatase, adenosine triphosphatase,
glucose-6-phosphatase activities, the presemce of glycogen and of nucleic acids. The
examinations showed that adenosine triphosphatase activity was weaker when
compared with that in the control group. The responses of other enzymes were
increased. Long-term alcohol administration did not increase the changes already
produced.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Acid phosphatase activity in the rat liver, experimental group I. Go-
mori’s method. Magn. 400 X.

Fig. 2. Acid phosphatase activity in the rat liver, experimental group II. Go-
mori’s method. Magn. 200X,

Fig. 3. Adenosine triphosphatase activity in the rat liver of control group.
Wachstein and Meisel’s method. Magn. 400X.

Fig. 4. Adenosine triphosphatase activity in the rat liver, experimental group I.
Wachstein and Meisel’s method. Magn, 400X.

Fig. 5. Glucose-6-phosphatase activity in the rat liver, experimental group I.
Pearse’s method. Magn. 200X.

Fig. 6. Glucose-6-phosphatase activity in the rat liver, experimental group II.
Pearse’s method. Magn. 200X.

Fig. 7. A rat liver of the experimental group 1. Reaction to glycogen by
McManus. Magn. 400X,

Fig. 8. A rat liver of the experimental group II. Reaction to glycogen by
McManus. Magn. 200X,

Fig. 9. A rat liver of the experimental group I. Brachet’s method. Magn. 400X,


















