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Wplyw Lebaycidu na histochemicznie oznaczang aktywnosé niektérych
enzyméw w nerkach szczuréow

Bausauue Jlebaiiuaa Ha I'MCTOXMMMYECKMe ONpejelleHUMsS AKTUBHOCTM HEKOTODBIX
JH3MMOB B IIOYKAaX KpPBIC

The Effect of Lebaycide on the Histochemically Determined Activity of some
Enzymes in Rats’ Kidneys

Fention jest substancjg czynng Lebaycidu, preparatu stosowanego powszech-
nie w ochronie sadéw owocowych. Fention nalezy do grupy zwigzkoéw fosforoorga-
nicznych. Gléwny tor dziatania tych zwigzkéw polega na blokowaniu esterazy cho-
linowej i w konsekwencji prowadzi do zaburzen w funkcjonowaniu uktadu nerwo-
wego (9). Fention jako pochodna kwasu tionofosforowego nie wigZe bezposrednio
esterazy cholinowej, jak estry kwasu fosforowego, a musi ulec przemianie metabo-
licznej (utlenienie lub przemiana izomeryczna) do zwiazkéw fosforowych. Liczne
badania wskazuja ma ujemny wplyw zwigzkow fosforoorganicznych na czynnosé
innych narzadéw i enzymow (2, 10).

W dostepnej literaturze nie spotkano badan nad wplywem fentionu —
Lebaycidu na narzady wewnetrzne. Dlatego postanowiono przesledzi¢
wplyw fentionu w zatruciu podostrym na aktywnos$¢ niektérych enzy-
mow w czynnych odcinkach kanalikéw nerek szczurdéw, poniewaz fention
oraz jego metabolity sg z organizmu usuwane przez nerki.

MATERIAL I METODYKA

Szczury biale rasy Wistar, karmione standardowa dieta, w wieku 3—5 miesie-
cy w liczbie 40 szt. podzielono na 5 grup po 8 zwierzat w kazdej. W czterech gru-
pach doswiadczalnych szczurom podawano sonda dozotagdkowo Lebaycid w zawie-
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sinie wodnej, przeliczajgc dawke na ilo§é¢ substancji czynnej fentionu (Lebaycid
zawiera 50% fentionu).

Grupa I doswiadczalna — szezurom podawano Lebaycid w ilosei 1/8 LDy, fen-
tionu (ca 25 mg/kg m.c.) przez 6 dni.

Grupa Il do$wiadczalna — dawka jak w grupie I podawana przez 20 dni (co-
dziennie przez 6 dni, nastepnie co drugi dzien).

Grupa III doswiadczalna — Lebaycid podawano w ilo§ci 1/4 LD, fentionu (ca
50 mg/kg m.c.) przez 6 dni (5 razy).

Grupa IV doswiadczalna — dawka jak w grupie III podawana przez 20 dni
(codziennie przez 3 dni, nastepnie co 2 dni).

Grupa V kontrolna — podawano wode destylowans.

Po skonhczonym okresie podawania pestycydu zwierzeta dekapitowano i pobie-
rano lewa nerke do badan. Swieze wycinki nerki zamrazano i krojono w kriostacie
typu Slee. Na otrzymanych skrawkach przeprowadzono reakcje histochemiczne na
aktywnosé: dehydrogenazy bursztynianowej wg metody Nachlasa, dehydrogenaz: izo-
cytrynia-nowéj, mleczanowe]j i glukozo-6-fosforanowej wg metody Pearse’a. Pozostalg
czes$é nerki utrwalano w plynie Bakera przez 24 godz. i skrawano na mikrotomie
mrozeniowym. Nastepnie wykonano reakcje na aktywnosé fosfataz kwasnej i zasa-
dowej wg metody Gomoriego oraz na aktywnos¢ ATP-azy wg metody Wachsteina
i Meisel w modyfikacji Vorbrodta.

Do przeprowadzonych reakcji wykonano kontrole w srodowisku bez substratu.
Wyniki reakcji histochemicznych z grup doswiadczalnych poréwnywano do uzyska-
nych w nerkach zwierzat kontrolnych.

BADANIA WLASNE

Fosfataza kwasna (AcP). Pozytywny odczyn w grupie kon-
trolnej ujawnil sie w postaci dos¢ licznych brunatnych ziaren w cytoplaz-
mie komérek nablonka kanalikéw nerkowych. Ziarna te najliczniej loka-
lizowaly sie w $rodkowej czesci cytoplazmy w strefie przyjadrowej. W
kanalikach nefronéw gornych ziarna produktu reakeji byly grubsze, a w
dolnych drobniejsze (ryc. 1). W grupie I doswiadczalnej odczyn na fosfa-
taze kwasng byl silniejszy niz w grupie kontrolnej, co wyrazniej zazna-
czylo si¢ w kanalikach nefronéw dolnych. Jeszcze wyrazniejsze wzmoze-
- nie odczynu na te hydrolaze w kanalikach nefronéw dolnych obserwo-
wano w grupie IT doswiadczalnej (ryc. 2). Réwniez w grupie III doswiad-
czalnej nasilony odczyn wystapit w kanalikach nefronéw dolnych. Ziarna
produktu reakcji byly liczniejsze i czesciej jak w grupie kontrolnej wy-
kazywaly tendencje do grupowania sie. Podawanie 20-dniowe fentionu
w wiekszej dawce (grupa IV) powodowalo nasilenie reakeji enzymatycz-
nej w calej czesci korowej, tak w nefronach dolnych, jak i w gérnych.
W nefronach czesci przyrdzennej kory ziarenka fosfatazopozytywne byly
podobnie duze jak w korze wlasciwej i czesto zlewaly sie w duze konglo-
meraty.
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Fosfataza zasadowa (AlP). W grupie kontrolnej wyrazny od-
czyn na fosfataze zasadowsg wystepowal w rabku szczoteczkowym kana-
likow glownych (ryc. 3) i staby dyfuzyjny odezyn zaznaczyl si¢ w wierz-
chotkowej czesei cytoplazmy komoérek tych kanalikéw. Podawanie fentio-
nu w dawce 25 mg/kg m.c. przez 6 dni (grupa I) nie wywolywalo zauwa-
zalnych w mikroskopie zmian w odczynie na fosfataze zasadowa w zesta-
wieniu z grupa kontrolna, natomiast dawka ta stosowana przez 20 dni
(grupa II) powodowala wzrost odczynu histochemicznego rgbka szczotecz-
‘kowego kanalikow glownych (ryc. 4), szczegélnie w $rodkowej i podto-
rebkowej czesci kory nerki. Slabg pozytywng reakcje na te hydrolaze
obserwowano w nielicznych ciatkach nerkowych. W poréwnaniu z grups
kontrolng wieksza dawka fentionu podawana przez 6 i 20 dni (grupa III
i grupa 1V) obnizala reakcje na fosfataze zasadowg w rabku szczoteczko-
wym kanalikéw gléwnych nefronéw przyrdzennych. Oslabienie odezynu
na fosfataze zasadowg bylo wyrazniejsze po 6 dniach podawania fentionu
niz po 20 dniach.

Adenozynotr()jfosfataza (ATP-aza). W nerkach zwierzat
kontrolnych pozytywng reakcje na aktywnos¢ enzymu obserwowano w
naczyniach krwiono$nych w czesci korowej i rdzennej nerki. Wysoka ak-
tywno$¢ ATP-azy ujawnila sie¢ naczyniowa klebkow nerkowych. Pozy-
tywny odczyn wystapil w rabku szezoteczkowym kanalikéw gloéwnych,
nasilajac sie w kierunku istoty rdzennej nerki. Poréwnujac z. grupa kon-
trolng, w grupach doswiadczalnych I i II zauwazono wzmozony odczyn
na ATP-aze w rabku szczoteczkowym i cytoplazmie komoérek kanalikow
gltownych nerki, szczegblnie w srodkowej czesci kory. W grupach III i IV
silniejsza, jak w grupie kontrolnej, reakcje na ATP-aze obserwowano
w zewnetrznej i $rodkowej strefie kory nerki. Nasilenie reakeji enzy-
matycznej zmniejszalo sie w kierunku istoty rdzennej, odwrotnie jak w
grupie kontrolnej. Poza wzmozonym odczynem w rabku szczoteczkowym,
pozytywna reakcja ujawnila sie w tkance lgcznej podscieliska oraz cze-
Sciej jak w materiale poré6wnawczym w karioplazmie lub blonie jadrowej
w komérkach nablonka kanalikéw giownych nerki.

Dehydrogenaza izocytrynianowa (ICDH). Na prepara-
tach kontrolnych odezyn na dehydrogenaze cytrynianows byt rownomier-
ny w czesci korowej i strefie zewnetrznej czeséci rdzennej nerki, a wyraz-
nie slabszy w strefie wewnetrznej istoty rdzennej. Najsilniejszg reakcje
daly kanaliki krete I rzedu, gdzie odczyn lokalizowal si¢ glownie w Srod-
kowej i podstawnej czesci cytoplazmy komérek nablonka tych kanalikow.
W grupie I do$wiadczalnej odezyn byt podobnie intensywny i rozmiesz-
czony jak w grupie kontrolnej. W pozostalych grupach zwierzat ‘otrzy-
mujacych fention (grupy II, III i IV) reakcja na ICDH byla nieréwno-
miernie oslabiona. Bardzo wyrazne oslabienie odczynu ujawnilo sie w
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grupie IV (1/4 LDsy przez 20 dni). Kanaliki krete I rzedu we wszystkich
grupach, jak w kontroli, wykazywaly odezyn najsilniejszy.

Dehydrogenaza D-glukozo-6-fosforanowa (DG-6-
-P). W nerkach zwierzat kontrolnych pozytywng reakcje obserwowano
w kanalikach kretych I i II rzedu, silniejsza w cewkach grubych, a slab-
szg w pozostalych odcinkach nefronu. Fention w dawce 1/8 LDs, podawa-
ny przez 6 dni nie powodowal zmian w aktywnosci tej dehydrogenazy,
a po 20 dniach podawania zauwazono slabszy odezyn w promieniach
rdzennych oraz obniZenie aktywnosci we wszystkich odcinkach nefronu
po 6-dniowym podawaniu wiekszej dawki pestycydu. Natomiast w gru-
pie zwierzat otrzymujgcych wiekszg dawke fentionu przez 20 dni (gru-
pa IV) odczyn byl silniejszy i lokalizowal sie, wyrazniej jak w grupie
kontrolnej, przy podstawie komoérek. Przypodstawne zlokalizowanie od-
czynu najwyrazniej zaznaczylo sie w cewkach kretych II rzedu.

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH). Reakcja na dehydro-
genaze mleczanowyg wykazala wysoka aktywnos¢ enzymu w komoérkach
nablonka cewek kretych I i II rzedu oraz cewek grubych. Ciatka nerko-
we, cewki cienkie i zbiorcze daly odezyn wyraznie slabszy. Produkt reak-
cji lokalizowal sie w Srodkowopodstawnej cze$ci komorek nablonkowych
kanalikéw, wokoél jader komoérkowych. W grupach 1 i II obraz mikrosko-
powy odezynu na LDH nie byl zmieniony. U zwierzat otrzymujacych
wiekszg dawke fentionu (1/4 I.Ds) zauwazono wiecej ziaren produkiu
reakcji, ktore przestanialy jadra komoérkowe (grupa III) i lokalizowaly
sie wyrazniej w podstawnej czesci cytoplazmy komoérek kanalika dalsze-
go (grupa IV).

Dehydrogenaza bursztynianowa (SDH). Pozytywng re-
akecje ma aktywnos¢ SDH wykazala czes¢ korowa i strefa zewnetrzna
czeSci rdzennej nerki. Najsilniejszy odeczyn ujawnily cewki grube petli
Henlego, a najstabszy cewki cienkie i zbiorcze. W kanalikach kretych
I i II rzedu i cewkach grubych produkt reakcji lokalizowal sie gléwnie
w przypodstawnej czesci cytoplazmy komoérek mnablonkowych (rye. 5).
W grupach dos$wiadczalnych I i II (mniejsza dawka — 6 i 20 dni) odczyn
na SDH by! silniejszy we wszystkich odcinkach nefronu. Nasilenie reak-
cji enzymatycznej bylo wyrazniejsze po krétszym czasie podawania fen-
tionu. Wzmozenie odeczynu przejawialo si¢ liczniejszymi ziarnami mono-
i dwuformazanu, rozmieszczonymi na terenie calej cytoplazmy komoérek
nablonkowych (ryc. 6). Po podawaniu wiekszej dawki fentionu (grupa III
i IV) zazmaczylo sie przesuniecie produktu reakcji enzymatycznej do
srodkowe]j czesci cytoplazmy, przede wszystkim w komorkach cewek gru-
bych petli Henlego. Przemieszczenie ziaren formazanowych bylo wyraz-
niejsze po dluzszym czasie podawania pestycydu (grupa 1V).
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OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Fention podawany szczurom w dawce 1/4 LD;, powodowal po 3 co-
dziennych dawkach wystapienie objawoéw klinicznych zatrucia zwigzka-
mi fosforoorganicznymi (objawy muskarynowe i nikotynowe), a dawka
1/8 LDs; — po 6 dniach. W zwiagzku z tym w dalszym etapie do$wiad-
czenia preparat podawano co drugi dzien i obserwowano czeSciowe lub
catkowite ustgpienie objawoéw zatrucia. Kliniczne objawy zatrucia zwiaz-
kami fosforoorganicznymi sg powodowane przede wszystkim inhibitowa-
niem acetylocholiny w moézgu (3). Panek i wsp. (8) sugeruja, ze nie
ma korelacji miedzy wystepowaniem zaburzen metabolizmu tkankowego
a stopniem zahamowania acetylocholinoesterazy. Wymiki przeprowadzo-
nych badan histochemicznych, jak sie wydaje, potwierdzajg te sugestie,
poniewaz obserwowane zmiany enzymatyczne nie byly az tak znamien-
ne. Podawanie 6-dniowe fentionu w dawce 1/8 LDj;, powodowalo wystg-
pienie klinicznych objawow zatrucia, a badania enzymatyczne wykazaly
w tej grupie zwierzat niewielkie zmiany w odczynach na aktywnos¢ fos-
fatazy kwasnej, dehydrogenazy bursztynianowej i fragmentarycznie ATP-
-azy. Natomiast po dluzszym okresie podawania pestycydu objawy kli-
niczne zatrucia ustepowaly, a zmiany w obrazach histochemicznych nerki
byly wieksze. Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej zwiekszala si¢ wraz z dawka
i czasem dzialania fentionu. Wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej po po-
dawaniu zwigzkéw fosforoorganicznych obserwowali liczni autorzy (4, 10).
Nasilenie odczynu na fosfataze kwasng — markera lizosoméw — mozna
wigza¢ ze wzmozong fago- i pinocytozg, trawieniem materiatu zaréwmo
pozakomoérkowego, jak i wewngtrzkomoérkowego (7) i moze $wiadczy¢
o zaburzeniu czynnos$ci komoérki oraz o masileniu sie normalnego metabo-
lizmu (4). Rownocze$nie obserwowane nasilenie reakeji enzymatycznej na
aktywnos¢ ATP-azy i dehydrogenazy bursztynianowej przemawialoby za
wzmozeniem metabolizmu tlenowego i aktywnego transportu przez blone
komoérkowa w kanaliku nerkowym (6). Zmiany odeczynu na fosfataze za-
sadowa, wzmozenie po mniejszej dawce fentionu potwierdza nasilenie ak-
tywnego transportu, natomiast obnizenie odczynu w grupach III i IV (po
wiekszej dawce) zaprzecza przypuszczeniu wzmozonej reabsorpcji w ka-
naliku gléwnym nerki. Zwigzki fosforoorganiczne oraz inne pestycydy
podnosza .pozibm cukru we krwi zwierzat (5), a zmniejszajg ilos¢ gliko-
genu w watrobie (1). By¢ moze, zbyt intensywna resorpcja zwrotna glu-
kozy w kanaliku gléwnym po pewnym czasie ostabia wydolnos¢ komoérek.

Wyniki przeprowadzonych badan histochemicznych hydrolaz i dehy-
drogenaz sugeruja, ze Lebaycid wywiera ujemny wplyw na czynno$é ko-



232, Ewa Kifer

moérek nefronu. Zaburzenie funkecji nerki zwieksza sie z czasem dziala-
nia tego zwiazku i dlatego przy dilugotrwalych pracach z tym preparatem
fosforoorganicznym nalezy zachowa¢ duzg ostrozno$c.
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OPIS RYCIN

Ryc. 1. Grupa kontrolna. Nerka szczura. Reakcja na aktywnos$é fosfatazy kwas-
nej. Metoda wg Gomoriego. Pow. ca. 100X.

Ryc. 2. Grupa II do$wiadczaina (1/8 LDg, — 20 dni podawania). Nerka szczura.
Wzmozony odezyn na aktywno$é fosfatazy kwasnej. Metoda wg Gomoriego. Pow.
ca 100X.™ :

Ryc. 3. Grupa kontrolna. Nerka szczura. Odczyn na aktywnos$é fosfatazy zasa-
dowej. Metoda wg Gomoriego. Pow. ca 100X,

Ryc. 4. Grupa II do$wiadczalna (1/8 LDy, — 20 dni podawania). Nerka szczura,
Wzmozony odczyn na aktywno$é fosfatazy zasadowej w rabku szczoteczkowym ka-
nalikéw kretych I rzedu. Metoda wg Gomoriego. Pow. ca 100X,

Ryc. 5. Grupa kontrolna. Nerka szczura. Odczyn na aktywno$é dehydrogenazy
bursztynianowej, Metoda wg Nachlasa. Pow. ca 25X,
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Ryc. 6. Grupa I doSwiadczalna (1/8 LDs;, -—— 6 dni podawania). Nerka szczura,
Silna reakcja na aktywno$é dehydrogenazy bursztynianowej w calej cytoplazmie
komoérek kanalikéw nerki. Metoda wg Nachlasa. Pow. ca 25X.

PE3IOME

Jlebariuuny — occhopoopraHMYeckKMil IIperiapar NIPUMEHAEMBII B CaJOBOJACTBE,
BBOAMIICA DesibIM KphICaM B JBYX J03ax B Teuenue 6 m 20 nueit. Ha noykax IpoBe-
IeHO TUCTOXMMMUECKMHE peaKUMUM aKTUMBHOCTH docdarTas: KMUCIOM M LIEJOYHOM, aje-
HO3MH-3 hocdaTassl U AETHMAPOreHas: CYKUMHATAESTMAPOreHasbl, M30JIMMOHHOM, TJIO-
K030-6-pocdrarHoit u nakraTHoit. HabniogaeMble pe3ysbTaTbl TMCTOXUMMUECKUX pPeaK-
1M YKa3bIBAalOT HAa M3MEHEHMA AaKTMBHOCTM JMCCJIeOBAHHBIX SH3UMOB M ITONTBEPKJa-
0T PacCTPOMCTBO (PYHKIMUM HOYEK.

SUMMARY

Lebaycide — a phosphororganic compound used in orcharding was being admi-
nistered to white rats in two doses for the period of 6 and 2 days. The kidneys
underwent histochemical reactions for the activity of acid and alkaline phosphatase,
ATP-ase as well as succinie, isocitrate, glucose-6-phosphatic and lactic dehydroge-
nases. The observed results of the histochemical reactions indicate changes in the
activity of enzymes under study and account for disturbances in the kidney function.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Control group. Kidney of a rat. Reaction to acid phosphatase activity.
The method after Gomori. Magn. ca 100X,

Fig. 2. Experimental group II (administered in a dose of 1/8 LDy — during
20 days). Kidney of a rat. An intensive reaction to acid phosphatase activity.
The method after Gomori. Magn. ca 100X,

Fig. 3. Control group. Kidney of a rat. Reaction to alkaline phosphatase activity.
The method after Gomori. Magn. ca 100X,

Fig. 4. Experimental group II (administered in a dose of _1/8 LDg — durmg
20 days). Kidney of a rat. An intensive reaction to alkaline phosphatase activity
in the brush border of the proxxmal tubules. The method after Gomori. Magn. ca
100 X,

Fig. 5. Control group. Kidney of a rat. Reaction to succinic dehydrogenase
activity. The method after Nachlas. Magn. ca 25 X.

Fig. 6. Experimental group I (administered in a dose of 1/8 LDy, — during
6 days). Kidney of a rat. An intensive reaction to of succinic dehydrogenase acti-
vity in the whole cytoplasma of the kidney tubule cells. The method after Nachlas.
Magn. ca 25X,






