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Ultrastructure of Rat Liver Cells in Acute and Shortened Chronic Poisoning with
Bromphenvinphos

Praca jest kontynuacjg badan (2, 5, 6, 7) zwiazanych z oceng toksy-
kologiczng nowego polskiego preparatu stonkobéjczego Bromfenwinfosu
(nazwa kodowa IPO-62). Substancjg aktywng tego preparatu jest 2-bro-
mo-1-(2,4-dwuchlorofenylo)winylo-dwuetylofosforan. IloSciowa ocena dys-
trybucji Bromfenwinfosu w ustroju szczura wykazala, ze watroba jest
narzgdem aktywnie uczestniczacym w przemianach Bromfenwinfosu (7).
Na podstawie poréwnaweczych badan histochemicznych stwierdzono, ze
najbardziej istotne zmiany w odczynach histochemicznych hepatocytéw
wystepuja w zatruciu jednorazowym ostrg dawka 1/2 DLs, i skréconym
przewleklym przy stosowaniu dawki 1/5 DLs, przez okres 3 miesiecy (5).
Wydala sie¢ zatem celowa ocena zmian ultrastruktury komoérek watroby
szczura po uprzedniej, analogicznej jak przy badaniach histochemicznych,
ekspozycji na wymieniony zwigzek.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badanie ultrastruktury komérek watroby przeprowadzono na bialych szczurach
samcach rasy Wistar o c.c. 230—250 g, pochodzacych z jednej hodowli wsobnej
Lomna-Las, ktére karmiono dieta laboratoryjna LSM, podajac wode ad libitum.
Zwierzeta podzielono losowo na 3 grupy po 5 sztuk w kazdej: grupa I — kontrolna,
grupy II i III — do$wiadczalne. Bromfenwinfos o zawartoci 92% substancji czynnej
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otrzymano z Instytutu Przemystu Organicznego w Warszawie. Ostra toksyczno§é
dozolgdkowa w roztworze olejowym, wyrazona jako DLy dla szczuréw samcoéw
wynosi 83,7 mg/kg (3). Badany zwigzek w roztworze oliwy podawano zwierzetom
do zolgdka przy pomocy sondy. W przypadku zatrucia ostrego szczury gtodzono
12 godz. Objeto§é podawanych dawek wynosita 0,5 ¢cm3/230 g c.c.

Grupa I kontrolna otrzymywatla olej z oliwek. Grupa II — zatrucie ostre, otrzy-
mywala jednorazowo dawke 41 mg/kg, tj. 1/2 DLs,. Zwierzeta dekapitowano po
ustgpieniu drgawek, tj. po 10 godz. Grupa III — zatrucie 3-miesigczne, otrzymywala
codziennie dawke 16,74 mg/kg, tj. 1/5 DLy, zwierzeta dekapitowano w ostatnim dniu
doSwiadczenia.

Material tkankowy przeznaczony do badann w mikroskopie elektronowym utrwa-
lano w temp. 0—4°C w ciggu 2 godz. w buforze kakodylanowym o pH 17,2, zawiera-
jacym 6% aldehydu glutarowego i nastepnie dotrwalano w 1% roztworze kwasu osmo-
wego. W ten sposéb przygotowany material odwadniano metanolem i zatapiano
w mieszaninie Eponu 812. Polimeryzowane bloczki krojono na ultramikrotomie
Tesla BS 490 i kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem otowiu. Obserwacje
preparatéw i elektronogramy wykonano w mikroskopie elektronowym Tesla BS 616 *.

WYNIKI BADAN

Smiertelno$é szczuréw notowano tylko w przypadku ostrego zatrucia
(1/2 DLsy). W tej grupie (II) padt w okresie doswiadczenia 1 szczur. Po-
zostale zwierzeta przezyly okres do$wiadczenia w stanie dobrym.

Grupa Il kontrolna

Hepatocyty zwierzat z grupy kontrolnej posiadaly typowa budowe sub-
mikroskopowa. Jadra komérkowe ksztaltu okraglego lub owalnego oto-
czone byly dwublaszkowsg blong i posiadaly skupienia chromatyny przy-
legajace do wewnetrznej blaszki jadrowej. W wiekszosci komérek w obre-
bie karioplazmy wystepowaly jaderka. Blony komoérkowe sgsiadujgcych
komérek mialy zwykle przebieg prosty i w niektdorych odcinkach ogra-
niczaly $wiatlo kanalikéw zoéiciowych z wnikajgcymi don mikrokosmka-
mi (ryc. 1). W komodrkach watrobowych wystepowaly liczne mitochondria
o ksztaltach okrgglych lub owalnych. Macierz ich posiadata umiarkowang
gestos¢ elektronows. Grzebienie ulozone byly poprzecznie w stosunku
do dlugiej osi. Cytoplazme podstawowa wypelnialy liczne przekroje blon
gladkich i mniej liczne — szorstkich (rye. 1). Poza tym w cytoplazmie
obecne byly skupienia ziaren glikogenu i rybosomy (ryc. 1). Komorki
watrobowe zawieraly takze lizosomy i peroksyzomy (ryc. 1).

. * Elektronogramy wykonane zostaly w Pracowni Mikroskopil Elektronowej Instytutu Bio-
logiczno-Morfologicznego AM w Lublinie dzieki uprzejmos$ci Pana prof. dr. hab. M. Latalskiego,
dr A. Pawlowskiej-Tochman i dr J. Sokolowskiej-Halliop, za co skiladam Im serdeczne podzig-
kowanie,
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Grupa doswiadczalna II

Po ostrym zatruciu zwierzgt Bromfenwinfosem w dawce 1/2 DL, ob-
serwowano zmiany w strukturze i lokalizacji niektérych organelli komér-
kowych watroby. Zmiany dotyczyly giownie zaburzen budowy mitochon-
driéw. Cze$¢ mitochondridw wykazywala balonowate rozdecia przy za-
chowanej otoczce (ryc: 2 i 3), inne posiadaly zwiekszong gesto$¢ elektro-
nowg macierzy i zaburzenia w ukladzie grzebieni (ryc. 3). Oprécz opisa-
nych wyzej spotykano takze mitochondria zbudowane prawidlowo (ryc. 2).
Cysterny i kanaly gladkiej i szorstkiej siatki $rédplazmatycznej byly
czesto poszerzone (ryc. 2 i 3). Poszerzeniu ulegala takze przestrzen mie-
dzy blaszkami blony jadrowej (ryc. 3). W hepatocytach tej grupy do-
Swiadczalnej czeSciej niz w grupie kontrolnej spotykano ciala tluszczowe
(ryc. 3). Obserwowano takze wzrost ilosci struktur lizosomalnych.

Grupa doswiadczalna III

Przy dluiszym, 3-miesiecznym podawaniu szczurom Bromfenwinfosu
w dawce 1/5 DLs, mitochondria, podobnie jak i w zatruciu ostrym, wy-
kazywaly cechy degeneracji. Czes¢é mitochondriéw charakteryzowala sie
niewielkimi obrzmieniami (ryc. 4) i przejasnieniem substancji rdzennej
(ryc. 4 i 5). W cytoplazmie hepatocytéw obserwowano réwnoczesnie wy-
razny wzrost ilosci gladkiej siatki $rédplazmatycznej (ryc. 6) oraz znacz-
nej wielkosci opustoszenia cytoplazmy, ktoére zwigzane sg prawdopodob-
nie ze zmniejszeniem sie ilosci glikogenu w komoérce (ryc. 5). Ponadto spo-
tykano do$¢ duze nagromadzenie cial lipidowych (ryc. 5) i lizosomow.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Przeprowadzone doswiadczenia wykazuja, Zze Bromfenwinfos w stoso-
wanych dawkach uszkadza mitochondria. Przejawem tego bylo zatarcie
ultrastruktury mitochondriéow, co przemawia za zakléceniami procesow
utleniania i redukeji. Poniewaz opisywane mitochondria posiadaly nie-
naruszong blone zewnetrzng, mozna uwaza¢, Ze zmiany tego typu maja
charakter odwracalny (4). Nasuwa to przypuszczenie, ze krotkotrwala
i skrécona przewlekla intoksykacja Bromfenwinfosem wywoluje badz
uszkodzenie, badz tez odwracalne zablokowanie enzyméw mitochondrial-
nych. Obnizenie zawartosci glikogenu w komoérkach mozna wigza¢ z za-
burzeniami przemian weglowodanowych, co stwierdzono réwniez w po-
przednich badaniach nad wplywem Bromfenwinfosu na niektére odeczyny
histochemiczne watroby i zotgdka szczura (5).
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W toku oceny ultrastruktury komorek migzszu watroby stwierdzono
poszerzenie cystern i kanalow gladkiej i szorstkiej siatki érédplazmatycz-
nej oraz wyrazny wzrost elementéw siateczki endoplazmatycznej glad-
kiej. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszczaé¢, ze Brom-
fenwinfos w komoérce watrobowej poczgtkowo gromadzi sie w siatce $rod-
plazmatycznej, gdzie dochodzi do skontaktowania z oksydazami o miesza-
nym dzialaniu, znajdujacymi sie w warstwach lipidowo-biatkowych bton
siateczki $rédplazmatycznej. Wskazuje to na Scislg igcznosé¢ funkcjonal-
ng tych organelli komérkowych z oksydatywna reakcja O-deetylacji, w
wyniku ktérej powstaje inalo toksyczny mono-desetylo-bromfenwinfos,
gtéwny metabolit Bromfenwinfosu u psa i szczura (7).

Hipoteza ta wymaga jednak dalszych badan o charakterze dynamicz-
nym, co pozwoliloby okresli¢ kolejnos¢ zaangazowania poszczeg6lnych or-
ganelli komérkowych i ich wzajemng wspélprace w trakcie przemian me-
tabolicznych. Nasuwa sie réwniez konieczno$¢ wykonania badan autora-
diograficznych w mikroskopie elekfronowym, ktére w sposéb jednoznacz-
ny zlokalizowalyby Bromfenwinfos na poziomie molekularnym.

Przedstawione wyniki sa zgodne z patomorfologicznymi badaniami
Szczurka (8), wskazujacymi, ze Bromfenwinfos podany szczurom w
paszy w dawce 1920 mg/ikg przez okres 4, 8, 13 tygodni wywoluje w ko~
moérkach watrobowych zmiany dotyczace mitochondriéow, siateczki $rod-
plazmatycznej i lizosomoéw. Tego typu zmiany opisal rowniez Beskid
i wsp. (1) w toku zatruwania szczuréw Malationem.

PISMIENNICTWO

1. Beskid M, Ktos H, Suwata Z, Szyszkowska A, Wéjcik J.:
Roczniki PZH 24, 741—748, 1973,

2. Bronisz H, Ochynski J.: Oznaczenie toksycznoSci ostrej IPO-62 u pséw.
Symp. Toksykol. Pol. Tow. Farm. Poznan 1974.

3. Eksperymentalny insektycyd fosforoorganiczny z grupy enolofosforanéw. Biu-
letyn informacyjny Instytutu Przemyslu Organicznego, Warszawa 1972.

4 Obuchowska D, Pawlowska-Tochman A.: Ann. Univ. M. Curie-
-Sklodowska, Lublin, Sectio D 28, 63—66, 1973.

5. Ochynski J.: Wplyw Bromfenwinfosu na niektére odczyny histochemiczne
watroby i zoladka szczura. Roczniki PZH 28, 85—81, 1977.

6. Ochynski J.: Wchilanianie i wydalanie IPO-62 C u szczuréw. Symp. To-
ksykol. Pol. Tow. Farm. Poznan 1974.

7. Ochynski J.: Biotransformacja Bromfenwinfosu u zwierzgt wyzszych. Symp.
Toksykol. Pol. Tow. Farm. Lublin 1976.

8. Szczurek Z.: Badania patomorfologiczne nad toksyczno$cig i patomecha-
nizmem dzialania IPO-62, nowego insektycydu produkcji krajowej. Streszczenie
pracy habilitacyjnej. Med. Pracy 25, 221—224, 1974.

Otrzymano 51 1977.



Ultrastruktura komérek watrobowych szczura... 39

OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Grupa kontrolna. Fragment komoérki watrobowej. BC — kanalik z6tcio-
wy, ER — siatka §rodplazmatyczna szorstka, M — mitochondria, P — peroksysomy,
R — rybosomy, Re — siatka &r6dplazmatyczna gladka. Pow. ok. 42 000X,

Ryc. 2. Grupa do$§wiadczalna. Fragment komoérki watrobowej, ER — siatka
$rédplazmatyczna szorstka, M — mitochondria, Re — siatka $rodplazmatyczna gtad-
ka. Pow. ok. 42 000 X.

Ryc. 3. Grupa do$§wiadczalna. Fragment komoérki watrobowej. ER — siatka
$§rodplazmatyczna szorstka, M — mitochondria, GL — ziarna glikogenu, L. — krople
lipidowe, N — jgdro komérkowe. Pow. ok. 42 000 X.

Ryc. 4. Grupa do$wiadczalna. Fragment komérki watrobowej. ER — siatka
§rédplazmatyczna szorska, M -— mitochondria, N — jgdro komé6rkowe, P — pero-
ksysomy, Re — siatka §rodplazmatyczna gladka. Pow. ok. 42 000X,

Ryc. 5. Grupa do§wiadczalna. Fragment komoérki watrobowej. ER — siatka
§roédplazmatyczna szorstka, L. — krople lipidowe, M — mitochondria, S — opusto-
szenie cytoplazmy po glikogenie. Pow, ok. 42 500X,

Ryc. 6. Grupa do$wiadczalna. Fragment komérki watrobowej. L. — krople lipi-
dowe, M — mitochondria, Re — siatka $rdodplazmatyczna gladka. Pow. ok. 42 500X.

PE3IOME

O6eum rpynnaM KpbiC 1O 5 LITYK BBOJMJOCH B XKENYAOK METANJIMYECKUM 30HAOM
pacTBopbl BpomdenBundoca B Macje KakK OJHOKpaTHble A03bl 1/2 DLy, M no3sl
1/6 Dls, B TeueHum 3 MecAueB. VI3MeHeHMA MOP(ONOTMM TrenaTOLMTOB B TEUYEHHUU
ONBLITOB KacajMChb TI'JIAaBHbIM 00pa30M HapYLIeHMIT CTPYKTYPLI MMTOXOHADMM, pa3lIu-
PEHMA KaHaJOB TJIAJKMX M IHEePOXOBATHIX ILMCTEPHOB BHYTPHUIJIA3MATUYECKON CeTu
M MHOTHAa Habniojajiock yBeilMdYeHMe pas3pe3a BHYTPMIIIa3dMaTHJIecKoit cetn. Bo MHoO-
Ir'MX KJeTKaX OOHapyzKeHO 3HAYUTENbHYIO yOBINbL LIUMTOIJIA3MEI CBA3AHHYK C YOBITKOM
raukoreHa. OueHMBas NpejAcTaBlIeHHble MCCAEAOBAHMA B CPABHEHMM C De3yJIbTAaTaMU
PEeAbIAYINMX MCCIIEeZOBAaHMII IPOBEAEHbIX TMCTOXUMMMYECKMMM MeTonaMM (5), KaikeTcA,
4TO TJIAaBHBIMM KJIETOYHBIMM OpraHejjlaMy NIPMHMMAIOLUIMMM y4acTHe B mpeoGpas3o-
BaHuM Bpomdeusuugoca ABAAITCA MUTOXOHAPUA, BHYTPUIIIa3MATHUECKAA CETh U JIU-
30COMBI.

SUMMARY

Two groups of 5 rats each were given oil solutions of Bromphenvinphos in one
dose of 1/2 DL;, and in a dose of 1/5 DLy during a period of 3 months into the
stomach by a stomach-tube. Changes in morphology of hepatocytes in the course
of experiments denoted mainly disturbances in mitochondrial structure, extension
of channels and cisterns of smooth and rough endoplasmic reticulum and some-
times an increase in the number of smooth endoplasmic reticulum profiles was
observed. In many cells cosiderable cytoplasmic emptiness connected with a decrease
of glicogen was found. The presented experiments in comparison with the previous
results obtained from histochemic methods (5) suggest that the main cell organelles
taking part in Bromphenvinphos changes are mitochondria, endoplasmic reticulum
and lysosomes.
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EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Control group. Fragment of hepatic cell. BC — bile canaliculus, ER —
rough endoplasmic reticulum, M — mitochondria, P — peroxysomes, R — ribosomes,

Re — smooth endoplasmic reticulum. Magn. ca 42000X.

Fig. 2. Experimental group. Fragment of hepatic cell. ER — rough endoplasmic
reticulum, M — mitochondria, Re — smooth endoplasmic reticulum. Magn. ca
42 000X,

Fig. 3. Experimental group. Fragment of hepatic cell. ER — rough endoplasmic
reticulum, M — mitochondria, GL — glycogen grains, L. — lipid drops, N — nucleus.
Magn. ca 42 000X,

Fig. 4. Experimental group. Fragment of hepatic cell. ER — rough endoplasmic
reticulum, M — mitochondria, N — nucleus, P — peroxysomes, Re — smooth
endoplasmic reticulum. Magn. ca 42 000X,

Fig. 5. Experimental group. Fragment of hepatic cell. ER — rough endoplasmic
reticulum, I, — lipid drops, M — mitochondria, S — cytoplasmic emptiness. Magn.
ca 42 500X,

Fig. 6. Experimental group. Fragment of hepatic cell. L. — lipid drops, M —
mitochondria, Re — smooth endoplasmic reticulum. Magn. ca 42 500X,















