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Zachowanie si¢ niektérych odczynéw histochemicznych
w tkankach jadra szczura bialego w nastepstwie dzialania Kaptanu

IloBesenue HEKOTODPBIX TMCTOXMMMYECKMX pPeaKIui B TKaHAX Audka 6enoit KpbICh]
B cnepcrBue pericrBua KanraHa

The Behaviour of some Histochemical Reactions in Testicle Tissue of a White Rat
as a Result of Kaptan Action

W dotychczasowym pisSmiennictwie spotkano doniesienia o toksycz-
nym dziataniu wielu substancji chemicznych i czynnikéw fizycznych na
gonade mesky (4, 6, 8, 11, 13, 17). Poprzednie badania wlasne wykazaly,
ze Kaptan zaliczany do fungicydow niewatpliwie powoduje uszkodzenie
jader badanych zwierzat (15). Stwierdzono zmiany w obrazie morfologicz-
nym jadra oraz zniesienie zdolnosci reprodukcyjnej poddanych obserwa-
cji zwierzat. Zmiany powyzsze mialy charakter ustepujacy. Obecne ba-
dania wilasne, jako kontynuacja badan poprzednich, majg na celu oceneg
zachowania sie niektérych odczynéw histochemicznych w tkankach jadra
szczura biatego w nastepstwie dzialania Kaptanu. g

MATERIAL, POSTEPOWANIE I METODY BADAN

Obecne badania przeprowadzono na 18 bialych szezurach, samcach szczepu
Wistar, w wieku 3 miiesiecy i poczgtkowym c.c. 180—230 g. Na 7 dni przed rozpo-
czeciem do$wiadczenia i przez caly czas jego trwania zwierzeta przebywaly w od-
dzielnych klatkach w identycznych warunkach hodowlanych. Grupe doéwiadczalng
stanowilo 12, a kontrolng 6 samcéw. Zwierzeta grupy do$wiadczalnej otrzymywaly
przez 7 dni codziennie, a przez nastepnych 14 dni co drugi dzien dozoigdkomwo
Kaptan w dawce dobowej 3 g/kg ciezaru ciata, co stanowilo 1/5 LDs,. Zwierzeta
grupy kontrolnej otrzymywaly placebo — 2 ml 0,9% chlorku sodu. W 22 dniu
doS$wiadczenia zwierzeta badanych grup dekapitowano.
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Wycinki z jgder zwierzat grupy kontrolnej i do§wiadczalnej utrwalano w plynie
Bouina, a nastepnie krojono na mikrotomie. W celu uwidocznienia mukopolisacha-
rydéw stosowano metode PAS. Dla wykazania obecno$ci i rozmieszczenia kwasu
dezoksyrybonukleinowego (DNA) postuzono sie metoda Feulgena-Rosenbecka, a dla
wykazania kwasu rybonukleinowego (RNA) skrawki jader barwiono metoda
Bracheta (1). W celach kontrolnych przegrowadzono wytrawianie skrawkow
rybonukleazg. Dehydrogenaze mleczanows wykrywano wg Barki i Andersona
(2), za§ adenozynotréjfosfataze (ATP-aze) wedlug Wachsteina i Meisela (18).

WYNIKI BADAN

Grupa kontrclna

W skrawkach jgder zwierzat grupy kontrolnej najintensywniejszg re-
akcje PAS wykazuje tkanka graniczna, przednia czes¢ glowki plemnikéow
oraz akrosom. Blony komoérkowe wykazuja takze pozytywna reakcje barw-
na. W cytoplazmie spermatogonii sg liczne ziarnistosci PAS dodatnie, kt6-
rych liczba maleje w spermatocytach pierwszego rzedu, a nastepnie dru-
giego rzedu. W cytoplazmie komoérek Sertoliego odczyn PAS jest slabszy
w poréwnaniu z komoérkami plemnikotwoérczymi i ma charakter dyfuzyj-
ny. W komoérkach Leydiga obecne sg duze ziarnistosci, intensywnie PAS
dodatnie. Ciatka resztkowe wykazujg wyrazng reakcje PAS (ryc. 1).

Dodatnig reakcj¢ Feulgena-Rosenbecka obserwowano w obrebie ca-
lego jadra komoérkowego, gléwnie spermatogonii i spermatocytéw pierw-
szego i drugiego rzedu w postaci ziarnistego odczynu, ze szczegélnym na-
sileniem jego intensywnosci w blonie jgdrowej. W komérkach Leydiga
DNA jest rozmieszczony w calej chromatynie jgdrowej w postaci drob-
nych ziarenek. Giéwki plemnikéw i dojrzewajgce spermatydy dawatly
silny, réwnomierny odczyn na obecno$é kwasu dezoksyrybonukleinowego
(ryc. 2).

W preparatach jader barwionych na obecnos¢ kwasu rybonukleinowe-
go cytoplazma spermatogoni zawiera odczyn ziarnisty o jednolitym za-
barwieniu. W cytoplazmie spermatocytéw pierwszego rzedu wystepuja
liczne, gesto obok siebie ulozone ziarenka kwasu rybonukleinowego, da-
jace intensywng reakcje barwng. W jadrach tych komdrek obecne sg duze,
silnie barwigce sie jaderka. W spermatocytach drugiego rzedu obserwuje
sie oslabienie reakcji barwnej w poréwnaniu ze spermatocytami pierwsze-
go rzedu, mniejsze jaderka, ktore czesto sg zupelnie niewidoczne. W mio-
dych spermatydach odczyn jest bardzo staby o charakterze dyfuzyjnym.
W spermatydach starszych reakcja barwna jest silniejsza, w ich cytoplaz-
mie pojawiaja sie takze malenkie ziarnistosci, Swiadczace o obecnosci tego
kwasu. Cytoplazma komoérek Sertoliego ma bladorézowe zabarwienie, na-
tomiast w jadrze stwierdza sie obecnos¢ duzego jaderka, bogatego w kwas
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rybonukleinowy. W cytoplazmie niektérych komoérek Leydiga obserwuje
sie ziarenka dajgce pozytywng reakcje barwng o takim samym nasileniu
jak w spermatocytach pierwszego rzedu, a w innych odeczyn ujemny
(ryc. 3).

U wszystkich zwierzat grupy kontrolnej najbardziej intensywny od-
czyn enzymatyczny na obecnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) za-
obserwowano w komoérkach Leydiga. Mial on charakter ziarnisty i dy-
fuzyjny, gléwnie na obwodzie komoérki. Réwniez dodatni, ale umiarkowa-
ny odczyn ziarnisty obserwowano we wszystkich komérkach rozrodezych,
glownie mlodych spermatogoniach i spermatocytach spoczynkowych, w
postaci ziarnistoéci zgrupowanych w mitochondriach komoérkowych
(ryc. 4).

Odczyn na aktywnosé adenozynotréjfosfatazy widoczny jest w blonach
podstawowych kanalikéw nasiennych i nablonku plemnikotwoérczym.
Szczegblnie duzy odczyn stwierdzono w tkance granicznej blon podstawo-
wych oraz $cianach miedzykanalikowych naczyn krwionosnych, gdzie
ziarnistosci zlewajg sie ze sobg tworzac rodzaj otoczki. W nablonku plem-
nikotwoérczym odczyn na obecno$é ATP-azy ma charakter drobnych zia-
renek zlokalizowanych gléwnie w mitochondriach (ryc. 5).

Grupa doswiadczalna

W skrawkach jader grupy doswiadczalnej intensywna reakcja PAS
cechuje tkanke graniczng oraz przednie odcinki gléwek plemnikoéw. W cy-
toplazmie spermatogonii oraz spermatocytow pierwszego i drugiego rze-
du ziarenek PAS dodatnich spostrzega sie niewiele, odczyn ma charakter
dyfuzyjny, jednakowo nasilony we wszystkich wyzej wymienionych ko-
moérkach. W spermatydach akrosom jest widoczny, ale reakcja PAS w wie-
lu komoérkach wyraznie slabsza w poréwnaniu z grupa kontrolng. Pozy-
tywnag reakcje barwna obserwuje sie w komoérkach dwu- i wielojgdrza-
stych, komorkach ztuszczonych do $wiatta kanalikow i ciatkach resztko-
wych. W komoérkach Sertoliego i Leydiga odczyn PAS jest podobny do
opisanego w grupie kontrolnej (ryc. 6).

Odczyn na obecno$¢ kwasu dezoksyrybonukleinowego w obserwowa-
nych komdrkach nie wykazuje uchwytnych réznic w porownaniu z grupg
kontrolng. W komoérkach zluszczonych do swiatla kanalikow, ktore obser-
wuje sie¢ w preparatach jader zwierzat omawianej grupy, wystepuje do-
datnia reakecja Feulgena (rye. 7).

Barwienie na obecno$¢ kwasu rybonukleinowego w prawidlowych ko-
morkach plemnikotworczych, komoérkach Sertoliego, komoérkach dwu-
i wielojgdrzastych oraz w strefie spermatocytéw pierwszego i drugiego
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rzedu nie wykazuje roznic w poréwnaniu z grupg kontrolng. Natomiast
ostabiony i dyfuzyjny odczyn barwny wystepuje w komorkach Leydiga.
W komorkach zluszczonych do §wiatla kanalikéw stwierdza sie pozytywng
reakcje barwng (ryc. 8).

W grupie zwierzat doéwiadczalnych aktywnos¢ dehydrogenazy mle-
czanowej okazala sie znacznie mniejsza, zaré6wno w obrebie komoérek Ley-
diga, jak i w komoérkach plemnikotwérezych. Lokalizacja za$ aktywnosci
omawianego enzymu jest identyczna jak w grupie kontrolnej (ryc. 9).
Odczyn na obecnos$é adenozynotrdjfosfatazy (ATP-azy) w grupie zwie-
rzagt doswiadczalnych jest widoczny, zaréwno w blonach podstawowych,
jak i w nablonku plemnikotwérczym. Zwraca jednak uwage fakt, ze ak-
tywnos¢ omawianego enzymu jest ostabiona, szczegdlnie w obrebie tkanki
granicznej blon podstawowych kanalikéw nasiennych.

OMOWIENIE WYNIKOW

W jadrach zwierzat otrzymujacych Kaptan przez okres 3 tygodni wy-
kazano ostabienie intensywnosci reakeji PAS w komoérkach nablonka plem-
nikotwoérczego oraz zmniejszenie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej
(LDH) i adenozynotrojfosfatazy (ATP-azy). Nie zaobserwowano wyraznej
réznicy w zawartoéci i rozmieszezeniu kwasu dezoksyrybonukleinowego
(DNA) i rybonukleinowego (RNA) w komoérkach jader zwierzat grupy do-
$wiadczalnej w poréwnaniu z kontrolng. Poréwnujac wczesniejsze bada-
nia wlasne (15) z wynikami obecnych obserwacji mozna sadzi¢, ze Kaptan
prowadzi do powstania zmian w obrazie morfologicznym gonady oraz
zahamowania funkcji reprodukcyjnej badanych zwierzat, ale takze przy-
czynia sie do zaburzenia metabolizmu w obrebie komoérek gonady meskiej.
Wydaje sie, ze toksyczny wplyw fungicydéw na gonade meska szeczura ma
charakter bezpo$redni, poprzez jego toksyczny wplyw na komérki na-
sienne oraz komorki Leydiga. Zastanawiajgce jest, czy Kaptan réwniez,
moze w mniejszym stopniu obok ogélnoustrojowego wptywu, nie uszkadza
posérednio gonady poprzez zaburzenie czynnosci wydzielniczej podwzgorza
i przysadki moézgowej.

Badania Mietkiewskiego i wsp. (10) nad zawartoscig fosfoli-
pidéw, wolnych kwasoéw ttuszczowych, estréw cholesterolu, cholesterolu,
nukleoproteidéw i substancji PAS pozytywnych u zdrowych oraz nieplod-
nych mezczyzn wskazuja, ze zawartos¢ tych substancji zalezy od stanu
anatomicznego komoérek Leydiga. Potwierdza to, ze substancje powyzsze
niewatpliwie biorg udzial w syntezie podstawowego hormonu jgdrowe-
go — testosteronu. Substancje PAS pozytywne sg gléwnym materialem
energetycznym prawidlowej komoérki, miedzy innymi rozrodczej, stad wy-





















Zachowanie sie niektérych odezynéw histochemicznych... 87

daje sie uzasadnione stwierdzone obecnie obniZenie zawarto$ci wielocu-
kréw w kontekscie ze stwierdzonymi uprzednio zmianami w obrazie mor-
fologicznym gonady, szczegdlnie uposledzenie spermatogenezy i spermio-
genezy. Substancja PAS pozytywna spermatyd i plemnikéw powstaje
prawdopodobnie z materiatu sfery Goldiego i bierze udzial w wytwarza-
niu akrosomu (10). Aminoglutethimid (9) zaleznie od dawki i czasu poda-
wania prowadzi do zmniejszenia PAS pozytywnej reakcji w komoérkach
Leydiga, ze zmianami morfologicznymi w obrebie tych komérek. Rowniez
w komoérkach Leydiga szczura stwierdzono oslabienie PAS pozytywnych
reakeji po podaniu endoksanu (12).

Dehydrogenaza mleczanowa to jeden z enzyméw oddechowych. Zlo-
kalizowana jest gléwnie w mitochondriach komérkowych. Zawiera jony
cynku i katalizuje odwracalnie w obecnosci koenzymu I utlenianie kwasu
mlekowego do pirogronowego. Aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej
wzrasta we wszystkich komérkach dojrzewajacych, szybko regenerujacych
(16). Stad w obecnych badaniach wlasnych réwnolegle do zmian wstecz-
nych w nablonku plemnikotworcznym gonady zaobserwowano zmniejsze-~
nie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej u zwierzat otrzymujgcych
Kaptan.

Adenozynotrojfosfataza jest enzymem metabolizujgcym kwas adeno-
zynotréjfosforowy. Rola jej lgczy sie poza tym z aktywnym transportem
przez biony komoérkowe, jest ona integralng czesciy pompy sodowej,
uczestniczy w wymianie jonéw Nat i Kt (5, 7, 14). Czes¢ ATP-azy wykry-
wana w tkance granicznej moze bra¢ udzial w przenikaniu jonéw przez
bariere utworzong przez sSciane kanalikéw nasiennych (4) W badaniach
Cieciury (3) rozmieszczenie ATP-azy w obrebie prawidlowych jader
szczura bialego okazalo sie bardzo zblizone do obserwowanego we wlas-
nej grupie kontrolnej. Brak istotnych zmian w zawarto$ci i rozmieszcze~
niju kwasu dezoksyrybonukleinowego i rybonukleinowego w obrebie ob-
serwowanych komoérek-gonad przemawia za prawidlowg czynno$cig apa-
ratu jadrowo-chromosomalnego, odpowiedzialnego za przenoszenie cech.

Interesujace moze okazaé sie zachowanie niektérych reakcji histoche-
micznych w jadrach zwierzat po dtuzszym okresie podawania fungicydéw.
Badania nad toksycznym wplywem Kaptanu na gonade meska szczura sg
prowadzone nadal.
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OBJASNIENIA RYCIN

Lye. 1. Jadro szczura kontrolnego. Barwienie wielocukréw metodg PAS. Pow.
ok. 600X,

Ryc. 2. Jadro szczura kontrolnego., Barwienie kwasu dezoksyrybonukleinowego
metodg Feulgena-Rosenbecka. Pow. ok. 600X.

Ryc. 3. Jadro szczura kontrolnego. Barwienie metodg Bracheta. Pow. ok. 240X,

Ryc. 4. Jadro szczura kontrolnego. Wykazana aktywno$é dehydrogenazy mle-
czanowej (LDH). Pow. ok. 360 X.

Ryc. 5. Jgdro szczura kontrolnego. Barwienie na obecno§é¢ adenozynotrdjfosfa-
tazy (ATP-azy). Pow. ok. 360X.

Ryc. 6. Jadro szczura grupy dos$wiadczalnej. Barwienie metoda PAS. Obserwuje
sie oslabienie reakeji barwnej na wielocukry w poréwnaniu z grupg kontrolna.
Pow. ok. 600X.

Ryc. 7. Jadro szezura grupy do$wiadczalnej. Barwienie metodg Feulgena-Rosen-
becka. Pow. ok. 600X.

Ryc. 8. Jadro szczura grupy do$wiadczalnej. Barwienie metodg Bracheta. Pow.
ok. 240 X.

Ryc. 9. Jadro szczura grupy do$wiadczalnej. Barwienie dla wykazania aktyw-
noSci dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Obserwuje sie zmniejszenie aktywno$ci
enz¢mu w porOwnaniu z grupa kontrolng. Pow. ok. 360X,

Ryc. 10. Jadro szczura grupy do$wiadczalnej. Widoczne zmniejszenie aktywnosci
adenozynotrdjfosfatazy w pordéwnaniu z grupg kontrolng. Pow. ok. 360X,



TTosenenmne HEKOTOPBLIX YUCTOXUMMUYECKHMX PEaKIIMIA... 50

PE3IOME

Uccnegosany 18 Tpumecadnblx OeNbIX KpbIC CaMOK pachkl Bucrap ¢ HavyaJbHBIM
BecoM 180—230 r. CaMupbl ONBLITHOM IPYyNNbl B TeueHue 7 AHEN IOJAYYanM €KeIHEBHO
BHYTpPMKeayaouHo Kantan B po3e 3 I/Kr Maccsl Teya, a B TedeHME CJIEAYIOMX
14 pguen Ty e JO3y uepe3 JEHb.

ObuapyxuBasa noaucaxapuibl, NpPUMMEHEHO MeTo] oKpawusBauusa PAS, a meroxn
doabrena-Po3zenfera ucrnoab30BalM NpPU OnperesieHUM Ae30KCUMpPUOOHYKJIIEMHOBOM K-
caorel (DNA). Onpenensas pasmewieHue puboHyKIenHOBOM KuciaoTel .(RNA) cpesst
AMYeK OKpacuam Meroaom DBpamuera. Jlakrataeni germaporene3 (LDH) obuapyxeno
npyu ToOMOIUM MeToja Bapxyu u Anzepcosa, a afeHosuurTpudocdarazy (ATP) mero-
nom BaxmraitHa u Marizens.

B Aunukax Kpblc, nonyuaipowwux Kanrtan Ha NpoTsakeHuyu 21 jAuA, 3aMeTUAM TUMO-
AuHaMuIo peakuuu PAS B KJeTKaX raMeTOT@HMYECKOH II0JOCHI, MOHMIKEHUE aKTUB-
HOCTHM JAKTaTHO JAeruaporeHassl u apeHosuurpudocdarassl. He obuapyxeno or-
YeTAUBbLIX M3MEHEHMI B COJlePKAHUM M pa3MeIlleHuM Ae30KCUPUBOHYKZenHOBOI U pHU-
BOHYKJIEMHOBOM KMCJIOT B KJAETKAX JXXMBOTHBIX OIIBITHOI TIPYNIbl II0 CPaBHEHMIO
¢ KOHTPOJILHOM I'PYHIION.

SUMMARY

The investigations were carried out on 18 male white Wistar rats aging 3 months
and weighing initially 180—230 g. The experimental animals were given Kaptan
intragarstrically in a dose of 3 g/kg every day during a week and afterwards
every second day for 2 weeks.

In order to make polisaccharides evident the PAS staining method was emplo-
yed, for DNA — Feulgen-Rosenbeck’s method was used — and for the evalua-
tion of RNA distribution Brachet’s method. Lactate dehydrogenase (LDH) was
detected by means of Barka—Anderson’s method, and ATP-ase after the method
of Wachstein nnd Meisel.

In testicles of rats treated with Kaptan one could observe a weak PAS-reaction
and low activity of both investigated enzymes. There were no significant changes
of DNA and RNA distributions in cells of experimental animals in comparison with
the control ones.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. The testicle of the control rat. Stained polisaccharides with PAS. Magn.
ca 600X.

Fig. 2. The testicle of the control rat. Stained DNA after the method of Feulgen-
-Rosenbeck. Magn. ca 600X.

Fig. 3. The testicle of the control rat. Stained after the method of Brachet.
Magn. ca 240X.

Fig. 4. The testicle of the control rat. The activation of LDH is shown. Magn.
ca 360X.

Fig. 5. The testicle of the control rat. Staining for the presence of ATP-ase.
Magn. ca 360X.

Fig. 6. The testicle of experimental rat. Staining with PAS. The colour reaction
for polisaccharides is weaker compared with control group. Magn. ca 600X,
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Fig. 7. The testicle of experimental rat. Stained after the method of Feulgen-
-Rosenbeck. Magn. ca 600X.

Fig. 8. The testicle of experimental rat after 3-week treatment with Kaptan.
Staining for the presence of RNA after Brachet. Magn. ca 240X.

Fig. 9. The testicle of experimental rat. Staining for the presence activation
of lactate dehydrogenase (LDH). The decreased activity of LDH is shown compar-
ed with control group. Magn. ca 360X.

Fig. 10. The testicle of experimental rat. The decreased activity of ATP-ase
is shown compared with control group. Magn. ca 360 X.



