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Histochemiczne badania nerki szczura bialego po podawaniu zwiagzku
fosforoorganicznego Sadofos

T'neroxummnyeckyue uccaenpPBaHuA NO4YKM OesbIX KpblCc NOCNe BBEREHUA
cdhocdopooprannueckoro npemnapara Cagodoc

Histochemical Examinations of a White Rat’s Kidney after the Administration
of the Phosphoroorganic Compound Sadofos

Zwiazki fosforoorganiczne, szeroko stosowane w rolnictwie i gospodarce czlo-
wieka, przynosza wymierne korzy$ci, ale jednoczesnie stwarzaja duze niebezpieczen-
stwo dla zdrowia i zycia czlowieka oraz zwierzat., Zwigzki te, jak réwniez ich
metabolity mogg przedostawaé sie do organizmu, powodujgc zatrucia lub trwate
uszkodzenia ukladu nerwowego czy narzadéw wewnetrznych (4, 6). Wywieraja one
rowniez wplyw na aktywnoéé enzymoéw, zaburzajg czynno$é narzagdéw jak tez wy-
kazujg dzialanie rakotworcze i teratogenne (2, 7, 8, 9). )

Celem pracy bylo zbadanie wplywu malationu na aktywnos¢ niekto-
rych enzymow w nerkach szczurow w roéznych warunkach doswiadczal-
nych.

MATERIAL I METODYKA

Badania przeprowadzono w okresie wiosenno-letnim na szczurach bialych rasy
Wistar, samcach w wieku 3—5 miesiecy, o masie ciata 150—220 g, pochodzacych z ho-
dowli wsobnej. Zwierzeta byly karmione dietg standardowa. Szczury w ilo$ci 40
sztuk podzielono na 5 grup po 8 zwierzat w kazdej. Zwierzetom doswiadczalnym
podawano preparat handlowy Sadofos plynny 30 (zawierajgcy 30% substancji czyn-
nej — malationu), rozcienczany wodg destylowang. Preparat w postaci emulsji po-
dawano przed karmieniem, sondg dozoladkowo w iloci 0,75 ml do 1,2 ml jedno-
razowo (w zaleznosci od masy ciala), przeliczajgc dawke na ilo$é substancji czynnej,

Grupa I doswiadczalna — zwierzeta otrzymywaly Sadofos w ilosci 1/120 LDy,
malationu (ca 10 mg/kg m.c.) przez 6 dni.
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Grupa II do§wiadczalna — dawka jak w grupie I podawana przez 20 dni.

Grupa III do$wiadczalna — Sadofos podawano w dawce 1/4 LD; malationu
(ca 300 mg/kg m.c.) przez 6 dni.
Grupa 1V do$wiadczalna — dawka jak w grupie III podawana przez 20 dni.

Grupa V kontrolna — zwierzeta otrzymywaly wode destylowans.

Po odpowiednim okresie podawania preparatu zwierzeta dekapitowano i pobie-
rano lewa nerke do badan histochemicznych. Cze$é nerki utrwalano w piynie Ba-
kera przez 24 godz. i skrawano na mikrotomie mrozeniowym, wykonujgc reakcje
na aktywno$é¢ fosfataz zasadowej i kwasnej wg metody Gomoriego, na aktywnosé
ATP-azy wg metody Wachsteina i Meisel w modyfikacji Vorbrodta. Pozostaly, nie
utrwalony material z nerki zamrazano w temp. —25°C i krojono w kriostacie typu
Slee. Nastepnie wykrywamno enzymy oddechowe: dehydrogenaze bursztynianowg wg
metody Nachlasa i wsp., dehydrogenazy izocytrynianows, kwasu L-glutaminowego,
mleczanowg i glukozo-6-fosforanowsg wg metody Pearsela oraz reduktazy tetrazolowe
NADH i NADPH wg metody Farbera.

Do wszystkich od¢zyndéw histochemicznych wykonano kontrolne reakcje w $ro-
dowisku nie zawierajacym substratu.

- BADANIA WLASNE

Grupa l doswiadczalna
(10 mg/kg m.c. — 6 dni)

W poréwnaniu z grupa kontrolng nie zauwazono réznic w intensyw-
nosci i rozmieszezeniu odczynu enzymatycznego w zadym z badanych en-
Zymow. :

Grupa Il doswiadczalna
(10 mg/kg m.c. — 20 dni)

W odniesieniu do grupy kontrolnej reakcja histochemiczna na fosfa-
taze kwa$ng wykazala wzmozenie aktywnosci enzymu w czeSci korowej
nerki. Liczniejsze ziarna produktu reakcji lokalizowaly sie przede wszyst-
kim w $Srodkowej czesci cytoplazmy komoérek nablonka kanalikéw kre-
tych. Odczyn na reduktaze tetrazolowg NADH w niewielkich obszarach
istoty korowej nerki wystepowal wyraznie przy podstawie komoérek na-
blonka kanalikow gléwnych w odréznieniu od grupy- kontrolnej, gdzie
byl rozmieszczony do$é réwnomiernie w caltej cytoplazmie komoérek (ryc.
11i 2). Intensywnos¢ reakcji enzymatycznych pozostalych badanych enzy-
moéw byla podobna do ujawnionej w grupie kontrolnej.

. Grupa IIl doswiadczalna
(300 mg/kg m.c. — 6 dni)

W nerkach zwierzat tej grupy, procz typowego odczynu na fosfataze
kwasng, wystapil w cze$ci korowej staby dyfuzyjny odezyn w jadrach
komoérek nablonka kanalikow jak rowniez w rgbku szezoteczkowym. Re-
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OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Malation jest pochodng kwasu dwutiofosforowego. Wystepuje jako
substancja czynna w preparatach handlowych Sadofos i Aerozol do
szklarni. Jest on uwazany za malo szkodliwy i zaliczany do IV klasy to-
ksycznoSci.

Malation stosowany w warunkach powyzszego doSwiadczenia nie po-
wodowatl zmian aktywnosci takich enzymoéw, jak dehydrogenazy: burszty-
nianowa, glutaminianowa i izocytrynianowa. Mala dawka malationu
(1/120 LDj), stosowana przez 20 dni, powodowala tylko wzmozenie od-
czynu na fosfataze kwasng w cze$ci korowej nerki i zmiany lokalizacji
reduktazy tetrazolowej NADH w komdrkach nablonka kanalikow glow-
nych nerki.

Malation podawany w duzej dawce (po 20 dniach — grupa IV) wzma-
gal aktywnos¢ fosfatazy kwasnej. W cytoplazmie komorek nablonkowych
kanalikow nerki pojawily sie duze konglomeraty produktu reakeji. Wzmo-
zenie odczynu na fosfataze kwasna, jako wykladnika funkecji lizosomow,
$wiadczy prawdopodobnie o nasileniu sie proceséw trawiennych w ko-
morkach kanalikéw (5). Konglomeraty produktu reakeji moga byl zwia-
zane z pojawieniem sie duzych lizosomoéw. Zjawisko takie jest odwracal-
ne i zwigzane z zaburzeniem funkcji komérki lub z nasileniem normalne-
go metabolizmu wskazujgcego wzmozong fago- i pinocytoze (3). Przy za-
truciach innymi zwigzkami fosforoorganicznymi czesto obserwowano
wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej w wielu narzadach (1, 3, 9).

Pojawienie sie¢ pozytywnego odczynu fosfatazy zasadowe) w cytoplaz-
mie i jgdrach komoérkowych, przy nie zmienionym odczynie w rabku
szczoteczkowym kanalikow kretych I rzedu (grupa IV), moze sugerowat
aktualng synteze tego enzymu. Przemawialby za tym réwniez fakt, ze
fosfataza zasadowa stanowi skladnik aktywny nukleoproteidow i lokaliza-
cja jej w komoérce nie jest stala (3).

Niejednolite oslabienie aktywnosci ATP-azy w rabku szczoteczkowym
kanalikéw gléwnych nerki (grupa III i IV) jest zgodne z wynikami otrzy-
manymi przez innych autoréw po stosowaniu zwigzkéw fosforoorganicz-
nych (3). Zréznicowanie aktywnosci enzymoéw w korze nerki prawdopo-
dobnie wigze si¢ z tym, ze mie wszystkie nefrony réwnocze$nie uczestni-
czg w transporcie i zatrucie dotyczylo tylko niektérych z nich (3).

Wzrost aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (grupy III i IV) wska-
zuje na nasilenie sie procesu glikolizy beztlenowej. Zwiekszong aktyw-
nos¢ tego enzymu obserwowano réwniez po dzialaniu innych zwigzkow
fosforoorganicznych (7, 9).

Reduktazy tetrazolowe NADH i NADPH, jako dehydrogenazy koen-
zyméw mitochondrialnych, utleniajg wszystkie koenzymy typu I i II we
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wszystkich zawierajacych je dehydrogenazach substratéw. Przeprowadzo-
ne do$wiadczenie wykazalo zmiany lokalizacji reduktazy tetrazolowej
NADH i nieréwnomierne oslabienie aktywnosci reduktazy tetrazolowej
NADPH w grupach III i IV,

Zmiany w odczynach na powyzsze dehydrogenazy sugerujg zaburze-
nie proceséw oddechowych w komoérkach nablonka kanalikoéw nerkowych,
a lgcznie ze zmianami fosfataz wskazuja na zaburzenie czynnosei kanali-
kéw nerkowych.
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OPIS RYCIN

Ryc. 1. Grupa kontrolna. Nerka szczura. Reakcja na reduktaze tetrazolowa
NADH w kanalikach nerki. Metoda wg Farbera. Pow. ca 100X.

Ryc. 2. Grupa Il do$wiadczalna. Nerka szczura, Reakcja na reduktaze tetrazo-
lowg NADH przy podstawie komoérek. Metoda wg Farbera. Pow. ca 140X.

Ryc. 3. Grupa kontrolna. Nerka szczura. Reakcja na ATP-aze. Metoda wg
Wachsteina i Meisel. Pow. ca 100X.

Ryc. 4. Grupa III dos$wiadczalna. Nerka szczura. Oslabiony odczyn na ATP-aze
w rgbku szczoteczkowym kanalikéw. Metoda wg Wachsteina i Meisel. Pow. ca 100X,

Ryc. 5. Grupa kontrolna. Nerka szczura. Reakcja na aktywnos$é¢ dehydrogenazy
mleczanowej. Metoda wg Pearse’a. Pow. ca 100X.

Ryc. 6. Grupa III do$wiadczalna. Nerka szczura, Wzmozony odczyn na aktyw-
no$é dehydrogenazy mleczanowej w kanalikach. Metoda wg Pearse’a, Pow. ca 100X.
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Ryc. 7. Grupa kontrolna. Nerka szczura. Reakcja na aktywno$é¢ fosfatazy kwas-
nej. Metoda wg Gomoriego. Pow. ca 100X,

Ryc. 8. Grupa IV doswiadczalna. Nerka szczura. Wzmozony odczyn na aktyw-
nos$¢ fosfatazy kwasnej w kanalikach. Metoda wg Gomoriego. Pow. ca 100X,

PE3IOME

BenbiM KpbicaM-caMuaMm Broguica Canodoc B ABYyX J03aX B TeyeHue 6 u 20 puert.
Onpenenanoch BAMAHME NPHUMEHAEMOro ¢ocOpOOPraHMYecKOr0 IpenapaTta Ha 9H-
3MMaTHUYECKYH0 aKTMBHOCTL M3ODaHHBIX TMAPOJIA3 ¥ JerujporeHas B nouke, Hebojb-
mas jAo3a npenapata (ecTuiMaa) He BBIZBLIBAJIA CYLIECTBEHHBIX M3MEHeHMII aKTHMB-
HOCTM MCCJIe[yeMbIX 9H3MMOB. 3aToO, NOCJe NPMMEHEHMA GONBIIONA 703kl Habiopa och
IIOBLILIeHMEe aKTMBHOCTM KMCJION ocdrata3bl M JAaKTaTHOI JerupporeHaspl, a ocnab-
Jenue (MOHMIKEHME) TUMCTOXMMMYECKONM peakKumuu Ha ageHosmuH-3’ docdarazy u Te-
TPa30JibHY0 peaykrasy (HAJIITH) m u3Mernenue pasMellleHMA peakLMM Ha TETPa30ib-
Hyio peaykraszy HAJIH. Ha ocuoBanuM HabJIoRaeMblX M3MEHEHMII aKTUBHOCTM SH3U-
MOB MOXKHO NpeAnoJararb (PyHKUMOHAJbHOE PacCTpOicTBO Hedpona.

SUMMARY

Male white rats were being administered Sadofos in two doses for 6 and
20 days. The effect of this phosphoroorganic compound on the enzymatic activity
of selected hydrolases and dehydrogenases in the kidney was estimated. A small
dose of the pesticide did not produce any significant changes in the activity of
enzymes under study. However, after applying a larger dose an increase in the
acid phosphatase activity and lactic dehydrogenase activity, and a decrease in the
histochemical reaction to ATP-ase and NADPH tetrazolium reductase was noticed.
A change in the reaction localization for NADH tetrazolium reductase was also
observed. The changes observed in the activity of enzymes can suggest some dis-
turbances in nephron function.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Control group. Kidney of a rat. Reaction to NADH t{etrazole reductase
activity in the kidney tubules. The method after Farber. Magn. ca 100X,

Fig. 2. Experimental group II. Kidney of a rat. Reaction to NADH tetrazole
reductase activity at the basis of cells. The method after Faber. Magn. ca 140X,

Fig. 3. Control group. Kidney of a rat. Reaction to ATP-ase. The method after
Wachstein-Meisel. Magn. ca 100X,

Fig. 4. Experimental group III. Kidney of a rat. Enfeebled reaction for ATP-ase
in the brush border tubules. The method after Wachstein-Meisel. Magn. ca 100X,

Fig. 5. Control group. Kidney of a rat. Reaction to lactate dehydrogenase acti-

vity. The method after Pearse. Magn. ca 100X,

Fig. 6. Experimental group III. Kidney of a rat. An intensive reaction to lactate
dehydrogenase activity in the tubules. The method after Pearse, Magn. ca 100X,

Fig. 7. Control group. Kidney of a rat. Reaction to acid phosphatase activity.
The method after Gomori. Magn. ca 100X.

Fig. 8. Experimental group IV. Kidney of a rat. An intensive reaction to acid
phosphatase activity in the tubules. The method after Gomori. Magn, ca 100X,









