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Wplyw fenobarbitalu na obraz morfologiczny, histochemiczny i ultrastrukturalny
watroby szczura uszkodzonej czterochlorkiem wegla. 1. Badania histologiczne
i histochemiczne

Bimsinue OeHoGapbuTaa Ha MOPGOJIOTHYECKYIO, THCTOXHMHYECKYIO H YIbTPACTPYKTYpPaJIbHYIO
KapTHHY TICYCHH KPBICHI MOBPEXICHHON YETHIPEXXJIOPHCTBIM yriepoaom. l. I'icrosoruyeckue
U PHCTOXMMHYECKHE HCCIIEIOBAHUA

Effect of Phenobarbital on Morphological, Histochemical and Ultrastructural Image of Rat’s
Liver Damaged by Carbon Tetrachloride. 1. Histological and Histochemical Studies

Uszkodzenie watroby wywotane CCl, zdaniem Recknagela i wsp. (14, 15) jest zwiazane
z rozszczepieniem tego zwiazku do wolnego rodnika tréjchlorometylowego ('CCly) i jedno-
atomowego chloru ("Cl) na terenie siateczki srodplazmatycznej hepatocytu w miejscu lokalizacji
cytochromu P-450. Uwolnione rodniki “CCl, szybko inicjuja proces peroksydacji lipidow struktural-
nych (9, 12), ktory zakldoca prawidlowy metabolizm hepatocytu, doprowadzajac w koficowym etapie
do jego stluszczenia i martwicy.

Potwierdzeniem hipotezy, ze za toksyczne dziatanie CCl, odpowiedzialny jest wolny rodnik
"CCl,, jest intensywniejsze hepatotoksyczne dzialanie innego alkanu halogenopochodnego troj-
chlorobromometanu (CBeCl,), poniewaz energia potrzebna do dysocjacji wiazania C-Br
(49 Kcal/mol) jest mniejsza od energii potrzebnej do dysocjacji wigzania C—Cl (68 Kcal/mol),
w zwiazku z tym CBrCl; ma wigksza zdolnos¢ do rozpadu homolitycznego, w ktorego przebiegu
tworzy si¢ wigksza ilos¢ wolnego rodnika "CCl,, na skutek czego CBrCly, jest bardziej hepato-
toksyczny niz CCl, (2). Dowodem przemawiajacym za udzialem peroksydacji lipidow w mechanizmie
hepatotoksycznego dziatania CCl, jest fakt dwukrotnie zwigkszonej produkcji aldehydu dwu-
malonowego u zwierzat uprzednio stymulowanych fenobarbitalem (17), co sugeruje, ze gladka
siateczka $rodplazmatyczna (SER) jest zrodlem wolnorodnikowej peroksydacii, a takze miejscem
wytwarzania aldehydu dwumalonowego. Wspolczesnie panuje poglad, ze biotransformacja CCl,,
podobnie jak innych lekow, zachodzi w watrobie przy wspoétudziale uktadu enzymatycznego
metabolizujacego leki, nazywanego powszechnie oksydaza o funkcji mieszanej (mixed-function-
-oxydase — MFO), zaleznej od cytochromu P-450 (1, 13). Wolne rodniki charakteryzuja si¢ duza
reaktywnoscia, lecz krotkim okresem dziatania, dlatego przypuszczaliSmy, ze musza one dziala¢ we
wczesnej fazie intoksykacji CCl, i to bylo powodem zajgcia si¢ badaniami morfologicznymi watroby
poddanej dziataniu CCl, w czasie od 5 min. do 6 godz.
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Dane z pi$miennictwa — sugerujace, ze wolny rodnik *CCl; wytwarzany jest
w MFO oraz fakty przemawiajace za tym, ze ten uklad enzymatyczny
zlokalizowany jest w siateczce Srodplazmatycznej — sklonily nas do za-
stosowania fenobarbitalu, znanego induktora SER, aby sprawdzié, czy na skutek
zwigkszonej ilosci wolnych rodnikéw "CCl, uzyskamy wykladniki morfologicz-
ne uszkodzenia hepatocytoéw wczesniej i o wigkszym nasileniu.

MATERIAL 1| METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na 100 szczurach, samcach szczepu Wistar o c.c. 180-240 g. Do badan
uzyto fenobarbitalu sodu (Phenobarbitalum Natrium B.P. 63 G.D.B.) oraz CCl, produkgcji krajowe;j
(POCH — Gliwice).

Fenobarbital podawano szczurom dootrzewnowo w dawce 100 mg/100 g c.c. przez kolejnych
5 dni. Jednorazowa dawke czterochlorku wegla (0,1 ml CCl,/100 g c.c. lub 0,5 ml CCl,/100 g c.c)
podawano zwierz¢tom sonda dozotadkowa w oleju parafinowym.

Doswiadczenie wstgpne przeprowadzono na 10 szczurach. Zwierzgtom podano letalng dawke
CCl, (0,5ml CCl,/100 g c.c.). Uprzednio podawano fenobarbital 5 szczurom w dawce 10 mg/100 gc.c.
przez kolejnych 5 dni. Po 6 godz. dziatania letalnej dawki CCl, stwierdzono znacznie zaawansowane
zmiany morfologiczne w watrobie pobranej od obu grup zwierzat. Fakt ten utrudnial oceng stopnia
zakladanego przez nas zwigkszania si¢ wykladnikow morfologicznych uszkodzenia przez CCl,
hepatocytow po uprzedniej indukcji fenobarbitalem, dlatego dawke CCl, stopniowo obnizano, aby
stworzy¢ optymalne warunki umozliwiajace odroznienie stopnia nasilenia zmian morfologicznych
wywotlanych przez toksyczne dzialanie CCl, na hepatocyt normalny od zmian spostrzeganych
w hepatocytach poddanych dzialaniu fenobarbitalu. Na tej drodze ustalono, ze optymalna jest dawka
0,1 ml CC1,/100 g c.c. i dlatego t¢ dawke stosowano w calym doswiadczeniu.

Zwierzgta podzielono na 2 grupy kontrolne i 2 grupy doswiadczalne: grupa I kontrolna
— zwierzeta zdrowe (5 sztuk); grupa II kontrolna -— zwierzgta, ktore otrzymywaly fenobarbital
w dawce 10 mg/100 g c.c. przez kolejnych 5 dni (5 sztuk); grupa I doswiadczalna — zwierzeta, ktore
otrzymywaly CCl, w dawce 0,1 ml/100 g c.c. i byly zabijane po 5, 10, 20 i 30 min. oraz po
1, 2, 4 i 6 godz. (40 sztuk); grupa Il doswiadczalna — zwierzgta, ktorym podawano fenobarbital
w dawce 10 mg/100 g c.c. przez kolejnych 5 dni, a po 24 godz. od ostatniej iniekcji fenobarbitalu CCl,
w dawce 0,1 ml/100 g c.c. Zwierzeta zabijano po 5, 10, 20 i 30 min. oraz po 1, 2, 41 6 godz. (40 sztuk).
Kazdorazowo pobierano wycinki z centralnego ptata watroby bezposrednio po zabiciu zwierzgcia
i utrwalano: w 10% formalinie, plynie Backera i w alkoholu absolutnym nasyconym kwasem
pikrynowym. Stosowano temperatur¢ utrwalania w zaleznosci od wymagan metody. Po 24 godz.
utrwalania w plynie Backera wycinki krojono na mikrotomie mrozeniowym na skrawki grubosci
10 um i wykonywano odczyn na ATP-azg wedlug Wachsteina i Meisel (1957). Nie utrwalone
wycinki watroby, na ktorych wykonywano odczyn na glukozo-6-fosfataz¢ (G-6-P-azg) wedlug
metody Wachsteina i Meisel (1956), zamrazano w eterze naftowym ochlodzonym mieszanina
aceton — suchy 16d do temp. — 76°C i bezposrednio krojono na skrawki grubosci 8 pm w kriostacie
POLAR LM 11 w temp. ok. —14°C. Glikogen wykrywano metoda PAS wedlug McManusa
w modyfikacji Kiszeli (1962). Skrawki kontrolne na glikogen trawiono diastaza $linowa w temp.
37°C. Tluszcze badano metoda fluorescencyjna wedlug Berga (1965) przy uzyciu 3—-4 benzopirenu
oraz czerwienia oleista ,,O” wedlug Lillego (1954). Wycinki do barwienia H + E zatapiano
w parafinie.
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WYNIKI BADAN
BADANIA HISTOLOGICZNE
Barwienie przegladowe H+ E

Grupa I kontrolna. Architektura zrazikow watroby szczurdéw odpo-
wiadala opisom ,,normy”.

Grupa Il kontrolna. Po podawaniu fenobarbitalu stwierdzono powig-
kszenie wymiardw hepatocytow w poréwnaniu z grupa I kontrolna. Ponadto
obserwowano niewielkie zmniejszenie liczby ziarnistosci zasadochlonnych
w cytoplazmie hepatocytow, zwlaszcza w strefie centralne) zrazika.

Grupa I doSwiadczalna. Po 5, 10, 20 i 30 min. dzialania CCl, nie
zauwazono zadnych zaburzen w architektonice zrazika watrobowego. Wyrazne
zmniejszenie liczby ziarnistosci zasadochtonnych obserwowano w cytoplazmie
hepatocytow strefy centralnej zrazika po 1 godz. dziatania CCl,. Po 2 godz.
dziatania CCl, w strefie centralnej zrazika stwierdzono pojedyncze hepatocyty
z wyraznie kwasochlonng cytoplazma. Ponadto w wigkszosci hepatocytow tej
strefy obserwowano w cytoplazmie liczne drobne wakuole po wylugowanych
lipidach, co potwierdzono barwieniem na tluszcze. Po 4 godz. dziatania CCl,
w strefie centralnej zrazika obserwowano znaczna liczbe hepatocytoéw z cechami
zwyrodnienia kwasochlonnego i tluszczowego. Rowniez hepatocyty strefy
posredniej wykazywaly cechy stluszczenia. Jedynie hepatocyty strefy brzeznej
zachowywaly wyglad prawidlowy. Zauwazono, ze hapatocyty o cechach mart-
wicy skrzepowej wystepowaly najliczniej w sasiedztwie wigkszych naczyn
zylnych. Komorki te mialy wyglad réznoksztaltnych bryt intensywnie bar-
wigcych si¢ eozyna, a ich jadra byly pyknotyczne. Ponadto obserwowano
w naczyniach zatokowych martwiczo zmienione hepatocyty lub ich kwasochion-
ne resztki, wokot ktorych wystepowaly drobnoogniskowe nacieki komoérek
jednojadrowych. Po 6 godz. dzialania CCl, na watrobe¢ szczura opisane wyzej
zmiany dotyczyly wigkszej liczby hepatocytéw strefy centralnej i posredniej
zrazika watrobowego (ryc. 1). Na pograniczu strefy posredniej i brzeznej byty
widoczne pojedyncze hepatocyty ,balonowate”. Komoérki te nie wykazywaly
obecnosci wakuoli ttuszczowych ani ziarnistosci PAS-dodatnich. Zwyrodnienie
thuszczowe dotyczylo rowniez hepatocytow strefy brzeznej zrazika. Zmianom
tym towarzyszyly liczniejsze 1 bardziej obfite nacieki z komoérek jednojadrowych.

Grupa Il doswiadczalna. Obraz mikroskopowy watroby indukowane;j
fenobarbitalem i1 nastepnie poddanej dziataniu CCl, charakteryzowal si¢ wczes-
niejszym pojawieniem si¢ zmian wstecznych w poréwnaniu z grupa I doswiad-
czalna. Po 5 i 10 min. dzialania CCl, na watrobe uprzednio indukowana
fenobarbitalem nie obserwowano zadnych réznic morfologicznych w porow-
naniu z obrazem watroby zwierzat grupy II kontrolnej. Pierwsza uchwytna
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zmiana, polegajaca na zmniejszeniu liczby ziarnistosci zasadochtonnych w cyto-
plazmie hepatocytow strefy centralnej zrazika watrobowego, spostrzezono juz
po 20 min. dziatania CCl,. Natomiast zupelne zniknigcie ziarnisto$ci zasado-
chlonnych w cytoplazmie hepatocytow strefy centralnej zrazika stwierdzono po
1 godz. dziatania CCl,. Liczne hepatocyty strefy centrainej wykazywaly cechy
zwyrodnienia tluszczowego, a nieliczne mialy homogenna i kwasochlonna
cytoplazme. Zmiany te w grupie I doswiadczalnej obserwowano dopiero po
2 godz. dziatania CCl,. Po 2 godz. dzialania CCl, na watrob¢ indukowang
fenobarbitalem w strefie centralnej zrazika obserwowano pojedyncze hepatocyty
z cechami martwicy skrzepowej, ktorych liczba ulegta znacznemu zwigkszeniu po
4 godz. dziatania CCl,. Hepatocyty z cechami zwyrodnienia kwasochtonnego
1 martwicy skrzepowej szczegoOlnie licznie wystgpowaly w sasiedztwie zyl
podzrazikowych. Oprécz hepatocytow martwiczych wystepowaly pojedyncze
hepatocyty balonowate, ktére w grupie I doswiadczalnej pojawialy si¢ dopiero
po 6 godz. dzialania CCl,. Podobnie jak w grupie I doSwiadczalnej, martwicy
skrzepowej towarzyszyly nacieki z komorek jednojadrowych. Po 6 godz.
dzialania CCl, na watrobg¢ indukowana fenobarbitalem zmiany morfologiczne
byly wyraznie nasilone i obejmowaly wszystkie strefy zrazika watrobowego
(ryc. 2).

Po 6 godz. dzialania CCl, w dawce letalnej (0,5 ml/100 g c.c.) zauwazono, ze
w grupie zwierzat uprzednio indukowanych fenobarbitalem, jak i bez wstepnej
indukcji, zmiany morfologiczne wykazywaly znaczny stopien zaawansowania
i byly do siebie zblizone.

BADANIA HISTOCHEMICZNE
Wykrywanie ttuszczu

Metoda fluorescencyjna oraz czerwienia oleista ,,O” w skrawkach watroby
szczurow grup kontrolnych (I i II), a takze w obu grupach dos$wiadczalnych
(Ii1II) po 5, 10, 20 i 30 min. po podaniu zwierzetom CCl, nie stwierdzono
zmian o charakterze zwyrodnienia tluszczowego. Po 1 godz. dziatania CCl,
w grupie I doswiadczalnej obserwowano pojedyncze hepatocyty wykazujace
zwigkszong liczbe wakuoli tluszczowych w strefie centralnej zrazika. Po tym
samym czasie dzialania CCl, w grupie 1l do$wiadczalnej zauwazono bardziej
obfite nagromadzenie wakuoli ttuszczowych réznej wielkosci w wiekszej liczbie
hepatocytow, zarébwno w strefie centralnej, jak i posredniej. Podobny obraz
obserwowano w grupie I doswiadczalnej po 2 godz. dziatania CCl,. Zauwazono,
ze stluszczenie zaczynalo si¢ w strefie centralnej i przesuwalo sie w kierunku
triady watrobowej. Poczawszy od 2 godz. dziatania CCl, w grupie II doswiad-
czalnejiod 4 godz. w grupie I doswiadczalnej (ryc. 3i4), obserwowane stuszczenie
mialo charakter rozlany i obejmowalo wszystkie strefy zrazika. Zwyrodnienie
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thuszczowe bylo bardziej nasilone w grupie II doswiadczalnej po uprzedniej
indukgcji fenobarbitalem (ryc. 4).

Glikogen w reakcji PAS

W obu grupach doswiadczalnych (I i I1) w miar¢ uplywu czasu dziatania
CCl, obserwowano stopniowe nierownomierne zmniejszanie si¢ ilosci glikogenu
w hepatocytach strefy centralnej zrazika, az do zupelnego zniknigcia takze
w strefie brzeznej. Zmniejszenie intensywnosci odczynu na glikogen w hepato-
cytach strefy centralnej zrazika w grupie II doswiadczalnej zaobserwowano po
30 min. dzialania CCl,. Podobny obraz w grupie I do§wiadczalnej zauwazono
dopiero po 1 godz. dzialania CCl,. Po 2 godz. dzialania CCl, w grupie |
doswiadczalnej zauwazono mozaikowate rozmieszczenie hepatocytow wykazu-
jacych rézna intensywnos$¢ nasilenia odczynu na glikogen (ryc. 5). Po tym samym
czasie dzialania CCl, u zwierzat w grupie Il do$wiadczalnej intensywny odczyn
na glikogen wystepowal jedynie w hepatocytach strefy posredniej i brzeznej,
natomiast hepatocyty strefy centralnej wykazywaty odczyn ujemny (ryc. 6). Po
4 godz. dzialania CCl, w grupie I doswiadczalnej stabo dodatni odczyn na
glikogen obserwowano jedynie w hepatocytach strefy brzeznej, natomiast
w grupie II doswiadczalnej tylko nieliczne hepatocyty wokot triad wykazywaly
stabo dodatni odczyn w reakcji PAS po tym samym czasie dzialania CCl,.

Adenozynotrdjfosfataza (ATP-aza)

Zmiany dotyczace ATP-azy w watrobie badanych zwierzat byly mniej
charakterystyczne. Intensywno$¢ odczynéw na ten enzym u szczuréOw pod-
danych dziataniu CCl, ulegata postepujacemu ostabieniu, przy czym obnizenie
intensywnosci reakcji byto proporcjonalne do zmian zwyrodnieniowych i mar-
twiczych.

W watrobie zwierzat grupy I doswiadczalnej odczyn na ATP-azg po 1 godz.
dzialania CCl, (ryc. 8) nie wykazywal roznic w poréwnaniu z grupa I kontrolna
(ryc. 7). Dopiero po 2 godz. dzialania CCl, obserwowano nieznaczne ostabienie
intensywnosci odczynu w obrebie kanalikow zolciowych strefy centralnej zrazika
(ryc.9). Po dluzszym czasie (4 i 6 godz.) dzialania CCl, obserwowano postepujace
ostabienie reakcji na ATP-aze, az do zupelnego zniknigcia odczynu w obrgbie
kanalikow zolciowych strefy centralnej zrazika (ryc. 10).

W grupie II doswiadczalnej jeszcze po 20 min. dzialania CCl, na watrobg
indukowang fenobarbitalem (ryc. 12) nie obserwowano roéznic w intensywnosci
odczynu na ATP-aze w porownaniu z grupa Il kontrolna — po fenobarbitalu
(ryc. 11). Po 1 godz. dziatania CCl, stwierdzono ostabienie reakcji na ATP-azg
w kanalikach zolciowych hepatocytow strefy centralnej zrazika. Wyrazne
obnizenie intensywnosci odczynu na ATP-aze w tej strefie zrazika bylo bardziej
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nasilone po 2 godz. dziatania CCl, (ryc. 13). Obraz taki obserwowano w gru-
pie I doswiadczalnej po 4 godz. dzialania CCl,, natomiast w grupie II do-
swiadczalnej po tym samym czasie dzialania CCl, obserwowano dalsze ob-
nizenie reakcji na ATP-azg w kanalikach Zzolciowych hepatocytow strefy
centralnej zrazika oraz w §wietle naczyn zylnych, az do catkowitego znikniecia
1 pojawienia si¢ w tych miejscach odczynu dyfuzyjnego (ryc. 14).

Glukozo-6-fosfataza (G-6-P-aza)

U zwierzat grupy I kontrolnej intensywno$¢ odczynu na badany enzym byta
wyrazniejsza w hepatocytach strefy centralnej zrazika (ryc. 15) w poréwnaniu
z grupa szczurow po fenobarbitalu — grupa II kontrolna (ryc. 19). W obu
grupach doswiadczalnych (I i II) w poczatkowym okresie dziatania CCl, nie
obserwowano zmian w intensywnosci reakcji na G-6-P-aze. Po 20 min. dzialania
CCl, u szczuréw indukowanych fenobarbitalem stwierdzono wyrazne obnizenie
intensywnosci odczynu na G-6-P-az¢ w strefie centralnej zrazika (ryc. 20).
Natomiast w grupie I doswiadczalnej nieznaczne obnizenie intensywnosci
odczynu w hepatocytach strefy centralnej zrazika zauwazono po 30 min.
dziatania CCl, (ryc. 16). W miare¢ uplywu czasu dziatania CCl, w obu grupach
doswiadczalnych (I1 1) po 1, 2, 41 6 godz. intensywno$¢ odczynu na G-6-P-aze
wyraznie zmniejszata si¢ w strefie centralnej zrazika, az do zupelnego jej
zniknigcia (ryc. 17 i 21). Jednak obniZenie intensywnosci reakcji na G-6-P-aze
bylo bardziej nasilone w grupie zwierzat uprzednio indukowanych fenobar-
bitalem i obejmowalo swym zasiggiem rowniez strefe posrednig zrazika wa-
trobowego.

Po 6 godz. dzialania CCl, w dawce letalnej (0,5 ml/100 g c.c.) obserwowano
catkowicie ujemny odczyn na G-6-P-aze¢ w strefie centralnej zrazika (ryc. 18),
natomiast u zwierzat indukowanych fenobarbitalem po tej samej dawce CCl,
i po tym samym czasie dzialania CCl, tylko nieliczne hepatocyty strefy brzeznej
zrazika wykazaly intensywnie dodatni odczyn na G-6-P-azg (ryc. 22).

DYSKUSJA

Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze indukcja fenobarbitalem uktadu
enzymow metabolizujacych leki w watrobie zwigksza efekty hepatotoksyczne
CCl,. Nasze spostrzezenie jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami innych
autorow (4, 6, 10).

Najwczesniejsze zmiany morfologiczne, ujawniajace si¢ w barwieniu H + E,
to postepujace zmniejszanie si¢ liczby ziarnistosci zasadochtonnych w cytoplaz-
mie hepatocytow, co moze by¢ wykladnikiem znacznego obnizenia zawartosci
polirybosoméw, rybosomoéw i ziarnistej siateczki Srodplazmatycznej (RER)
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w hepatocytach. W dalszej kolejnosci czasowej pojawialy si¢ oznaki sttuszczenia,
zwyrodnienia kwasochlonnego i wodniczkowego, a takze martwica skrzepowa,
rzadziej rozptywna, hepatocytow. W obu grupach doswiadczalnych (I i II)
obserwowano najwczesniej pojawienie si¢ zmian w strefie centralnej zrazikow,
a w miar¢ uplywu czasu dzialania CCl, zmiany te stopniowo obejmowaly strefe
posrednia i brzezna zrazika. Ta strefowa lokalizacja zmian, wielokrotnie
podkres$lana w piSmiennictwie (3, 4, 5, 10), udowodniona takze w naszych
badaniach submikroskopowych (czes¢ II), swiadczy o zroznicowanej biotrans-
formacji CCl,, spowodowanej nierownomiernym rozdzieleniem cytochromu
P-450 (11) migdzy hepatocyty poszczegdlnych stref zrazika watrobowego.
Szybsze pojawienie si¢ zmian zwyrodnieniowych i martwiczych w hepatocytach
sasiadujacych z wigkszymi odgalezieniami zyly watrobowej (zytami podzraziko-
wymi), obserwowane po 4 godz. dzialania CCl, w grupie zwierzat indukowa-
nych fenobarbitalem, jest prawdopodobnie wynikiem wigkszego st¢zenia meta-
bolitow CCl, w ich sasiedztwie. W naszych badaniach stluszczenie hepato-
cytow najwcze$niej obserwowano w strefie centralnej zrazika po 1 godz.
dziatania CCl, na watrobe indukowana fenobarbitalem i po 2 godz. dziatania
samego CCl,. Jest to zgodne z naszymi wynikami ultrastrukturalnymi (czes¢ II).
Akumulacja tluszczé6w w hepatocytach moze by¢ spowodowana obnizeniem
syntezy lipoproteiddw odpowiedzialnych za uwalnianie lipidow z komorki,
poniewaz zmiana ta pojawila si¢ po wczesniej stwierdzonych, zaawansowanych
uszkodzeniach RER. Farber (7) uwaza, ze zaburzona synteza bialek i znacznie
podwyzszony poziom trojgliceryddw w watrobie prowadzi do uszkodzenia
mitochondriéw i zaburzen w oksydatywnej fosforylacji, natomiast Gohbierg
(8) jest zdania, ze sttuszczenie watroby u szczurow po CCl, wynika z wczesniej-
szego zaburzenia procesdw utleniania w obrzmialych mitochondriach.

W naszych badaniach histochemicznych wykazali$my najwczesniej zmiany
w aktywnosci glukozo-6-fosfatazy (G-6-P-azy). Obnizenie odczynu na G-6-P-aze
wystepowalo rownolegle z degranulacja RER (czesc¢ I1). W grupie zwierzat po
fenobarbitalu i CCl, aktywnos¢ G-6-P-azy byla wyraznie obnizona juz po
30 min. dzialania CCl,. Po 6 godz., gdy zmiany martwicze byly ewidentne,
odczyn na ten enzym byl silnie zaznaczony tylko w hepatocytach strefy brzezne;j.

W badaniach in vivo i in vitro (4, 5, 10, 15, 16) wykazano, ze CCl, powoduje
w watrobie zmiany w aktywnosci G-6-P-azy, enzymu zwiazanego z siateczka
$rodplazmatyczna, niezaleznie od wielkosci dawki CCl, oraz drogi podania jej
zwierzetom. Chopra i wsp. (4) twierdza, ze obnizenie G-6-P-azy jest jednym
z wezesniejszych wykladnikow uszkodzenia watroby przez CCl,, poprzedzaja-
cym zwyrodnienie tluszczowe i martwice hepatocytow. Nayak i wsp. (10) sa
zdania, ze poczatkowy ubytek G-6-P-azy jest wskaznikiem peroksydacji lipidow
strukturalnych wywolanych przez CCl,. Podobna zalezno$¢ w systemie in vitro
wykazatl Recknageli wsp. (15). Cignoli i Castro (5) sa przeciwnego zdania
i uwazaja, ze peroksydacja lipidow strukturalnych nie ma zadnego wplywu na
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spadek aktywnosci G-6-P-azy, a wolne rodniki, bezposrednio dziatajace na
siateczke $réodplazmatyczna, obnizaja przez to jej aktywnos¢. Natomiast my
przypuszczamy, ze odczyn na G-6-P-aze ulega wzglednemu obnizeniu na skutek
syntezy w siateczce $rodplazmatycznej nowego dla jej enzymow uktadu MFO.

Nasze badania histochemiczne na glikogen w obu grupach doswiadczalnych
(I1 IT) wykazaly stopniowe zmniejszanie si¢ zawartosci glikogenu w poszczegol-
nych strefach zrazikdw watrobowych w miar¢ przediluzania si¢ czasu dzialania
CCl, na hepatocyt. Zmniejszenie ilosci glikogenu po 2 godz. dzialania samego
CCl, na watrob¢ i po 1 godz. dzialania CCl, na watrob¢ indukowana
fenobarbitalem, a wiec rownolegle z pojawieniem si¢ zmian w mitochondriach
(cze$¢ 1I) przemawia za tym, ze glikogen jest wykorzystywany w procesach
beztlenowej glikolizy, bedacej skutkiem zaburzen oksydatywnej fosforylacji. Inni
autorzy stwierdzili rowniez zmniejszenie ilosci glikogenu w watrobie szczurow
uszkodzonych CCl, (3, 16). Stwierdzone przez nas zmiany aktywnosci ATP-azy
w watrobie badanych zwierzat byly proporcjonalne do ujawniajacych si¢ zmian
zwyrodnieniowych i martwiczych, przy czym obnizenie intensywnosci odczynu
na ten enzym bylo bardziej nasilone w grupie Il doswiadczalnej. Biorac pod
uwage fakt, ze ATP-aza nalezy do grupy enzymoéw zwiazanych z procesami
aktywnego transportu przez blony biologiczne, otrzymane przez nas wyniki
nalezy interpretowac jako wykladnik jego uposledzenia. Obserwowane wczesniej
zmiany w miotochondriach (cze$¢ 1) sugeruja, ze czynno$¢ tego enzymu jest
uzalezniona od energii produkowanej w mitochondriach, a wi¢c obnizenie
intensywnosci odczynu na ATP-azg jest wtoérna konsekwencja zaburzen funkcji
mitochondrialnych enzymoéw oksydoredukcyjnych. Podobne zmiany w za-
chowaniu si¢ aktywnosci ATP-azy w hepatocytach po CCl, obserwowali inni
autorzy (3, 16).

Sumujac powyzsze rozwazania i konfrontujac je z uzyskanymi wynikami
w naszym doswiadczeniu, sadzimy, ze fenobarbital poprzez indukcje uktadu
enzymatycznego watroby, metabolizujacego leki i inne substancje chemiczne,
poteguje hepatotoksycznos¢ CCl,.

Wnioski

1. Fenobarbital powoduje wczesniejsze i intensywniejsze wystapienie zmian
morfologicznych i enzymatycznych, co przemawia za tym, ze za toksyczne
dziatania CCl, jest odpowiedzialny wolny rodnik "CCl;.

2. Charakter zmian morfologicznych i histochemicznych pod wplywem
toksycznego dzialania CCl, w obu grupach doswiadczalnych jest podobny.

3. Najwczesniejsze morfologiczne wykladniki uszkodzenia hepatocytow,
spadek aktywnosci enzyméw na G-6-P-azg i ATP-azg oraz zmniejszenie ilosci
glikogenu wystgpuja w strefie centralnej zrazika, a w miarg przedtuzania sie czasu
dzialania CCl, zmiany te obejmuja takze strefe posrednia i brzezna.
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4. Obnizenie intensywnosci odczynu na G-6-P-aze przemawia za adaptacja

siateczki §rodplazmatycznej do procesow detoksykacji CCl,.

5. Spadek aktywno$ci ATP-azy §wiadczy o zaburzonym procesie aktywnego

transportu przez blony komérkowe.

6. Zmniejszenie ilo$ci glikogenu, zsynchronizowane z postepujacym sthusz-

czeniem heg 1itocytow, Swiadczy o wykorzystaniu glikogenu w procesach bez-
tlenowej glikd lizy, nasilajacej si¢ wskutek zaburzen oksydatywnej fosforylacji.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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OBJASNIENIA RYCIN

BARWIENIE H + E:
Ryc. 1. Watroba szczura grupy I do$wiadczalnej po 6 godz. dziatania CCl,. Pow. ok. 128 x.
Ryc. 2. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej po 6 godz. dziatania CCl,. Pow. ok. 128 x.

TLUSZCZE OCENIANE METODA FLUORESCENCYJNA WEDLUG BERGA:
Ryc. 3. Watroba szczura grupy I doswiadczalnej po 4 godz. dziatania CCl,. Pow. ok. 224 x.
Ryc. 4. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej po 4 godz. dziatania CCl,. Pow. ok. 224 x.

GLIKOGEN W REAKCII PAS:

Ryc. 5. Watroba szczura grupy I do§wiadczalnej po 2 godz. dziatania CCl,. Pow. ok. 150 x.

Ryc. 6. Watroba szczura grupy Il doswiadczalnej po 2 godz. dziatania CCl, na watrobe
indukowang fenobarbitalem. Pow. ok. 150 x.

ODCZYN NA ATP-azg:

Ryc. 7. Watroba szczura grupy I kontrolnej. Pow. ok. 150 x.

Ryc. 8. Watroba szczura grupy I doswiadczalnej po 30 min. dziatania CCl,. Pow. ok. 150 x.

Ryc. 9. Watroba szczura grupy I doswiadczalnej po 2 godz. dziatania CCl,. Pow. ok. 150 x.

Ryc. 10. Watroba szczura grupy I doswiadczalnej po 6 godz. dziatania CCl,. Pow. ok. 150 x.

Ryc. 11. Watroba szczura grupy II kontrolnej po indukcji fenobarbitalem. Pow. ok. 150 x.

Ryc. 12. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej po 20 min. dziatania CCl, na watrobg
indukowana fenobarbitalem. Pow. ok. 150 x.

Ryc. 13. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej po 2 godz. dzialania CCl, na watrobg
indukowana fenobarbitalem. Pow. ok. 150 x.

Ryc. 14. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej po 4 godz. dziatania CCl, na watrobg
indukowana fenobarbitalem. Pow. ok. 150 x.

ODCZYN NA G-6-P-azg:

Ryc. 15. Watroba szczura grupy 1 kontrolnej. Pow. ok. 80 x.

Ryc. 16. Watroba szczura grupy I do$wiadczalnej po 30 min. dziatania CCl,. Pow. ok. 63 x.

Ryc. 17. Watroba szczura grupy I doswiadczalnej po 6 godz. dziatania CCl,. Pow. ok. 80 x.

Ryc. 18. Watroba szczura po 6 godz. dziatania CCl, w dawce letalnej (0,5 mi/100 g c.c).
Pow. ok. 80 x.

Ryc. 19. Watroba szczura grupy II kontrolnej po indukcji fenobarbitalem. Pow. ok. 80 x.

Ryc. 20. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej po 20 min. dziatania CCl, na watrobe
indukowana fenobarbitalem. Pow. ok. 63 x.

Ryc. 21. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej po 6 godz. dziatania CCl, na watrobe
indukowana fenobarbitalem. Pow. ok. 80 x.

Ryc. 22. Watroba szczura po 6 godz. dziatania CCl, w dawce letalnej (0,5 ml/100 g c.c.) na
watrobe indukowana fenobarbitalem. Pow. ok. 80 x.

PE3IOME

Hccnenosano snusanue denobapburtasa Ha MOPQOJIOrHHYECKHE M THCTOXMMHYECKHE H3Me-
HEHMs 3aXOAsluMe B meueHu kpuic noanaubix Aedictuio CCl,. Kpsichl-caMibl mramma Bucrap
nojtydanu PeHoGapbutan Gprommuuo B gose 10 Mr/100 r B.T. B TeueHHe 5 OYEPEAHBIX AHEH.
Opny po3y CCl, (0,1 mu/100 r B.T.) MOJAHO B XETYAOK BMeECTe C NapadHHOBBEIM MAacClOM.
B wuccnegoBanusx npumeneno meroAs: H + E, rucroxuMmdeckne Ha TpPHCYTCTBHE XHpa
H TJIMKOTeHa, a Takke peakuuu Ha G-6-P-azy u ATP-a3zy. Ha ocHOoBe mosy4eHHBIX pe3y/bTaTOB
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omnpeJeseHo, YTO y KPBIC HHAYUHPOBaHHBIX PeHoGap6uTanoM MOp(OIOrHYECKHE H THCTOXHMH-
qeCKHe M3MEHEHHA MOABJIAIOTCA O4YEeHh paHO U ObIBaloT Hojiee MHTCHCHBHBIE IO CPaBHEHHIO
¢ U3MCHEHUSIMH 3aMEYCHHEIMH Y KPBIC, KOTOpBIe monyyaiu Tonbko CCl,.

SUMMARY

The effect »f phenobarbital on the behaviour of morphological and histochemical changes in
rat’s liver subjec ‘ed to the action of CCl, was studied. Male rats of Wistar strain were administered
phenobarbital intraperitoneally in dose 10 mg/100 g of body weight for five successive days.
A single dose of CCl,, 0,1 ml/100 g of body weight was administered intragastrically in paraffin oil.
In the investigations the following methods have been applied: H + E, histochemical methods for
the presence of fat and glycogen and reactions to G-6-P-ase and ATP-ase. On the basis of obtained
results it was found that in rats induced with phenobarbital morphological and histochemical
changes occur earlier and are more intensive than those observed in rats which were administered
the very CCl,.

EXPLANATION TO FIGURES

STAINING WITH H + E:
Fig. 1. Rat’s liver of Ist experimental group after 6 hrs action of CCl,. Magn. ca 128 x.
Fig. 2. Rat’s liver of IInd experimental group after 6 hrs action of CCl,. Magn. ca 128 x.

FAT EVALUATED ACC. TO BERG'S FLUORESCENCE METHOD:
Fig. 3. Rat’s liver of Ist experimental group after 4 hrs action of CCl,. Magn. ca 224 x.
Fig. 4. Rat’s liver of IInd experimental group after 4 hrs action of CCl,. Magn. ca 224 x.

GLYCOGEN IN PAS REACTION:

Fig. 5. Rat’s liver of Ist experimental group after 2 hrs action of CCl,. Magn. ca 150 x.

Fig. 6. Rat’s liver of IInd experimental group after 2 hrs action of CCl, on liver induced with
phenobarbital. Magn. ca 150 x.

REACTION TO ATP-ase:

Fig. 7. Rat’s liver of Ist control group. Magn. ca 150 x.

Fig. 8. Rat’s liver of Ist experimental group after 30 min acuon of CCl,. Magn. ca 150 x.

Fig. 9. Rat’s liver of Ist experimental group after 2 hrs action of CCl,. Magn. ca 150 x.

Fig. 10. Rat’s liver of Ist experimental group after 6 hrs action of CCl,. Magn. ca 150 x.

Fig. 11. Rat’s liver of IInd control group after induction with phenobarbital. Magn. ca 150 x .

Fig. 12. Rat’s liver of I nd experimental group after 20 min action of CCl, on liver induced with
phenobarbital. Magn. ca 150 x.

Fig. 13. Rat’s liver of IInd experimental group after 2 hrs action of CCl, on liver induced with
phenobarbital. Magn. ca 150 x.

Fig. 14 Rat’s liver of IInd experimental group after 4 hrs action of CCl, on liver induced with
phenobarbital. Magn. ca 150 x.

REACTION TO G-6-P-ase:

Fig. 15. Rat’s liver of Ist control group. Magn. ca 80 x.

Fig. 16. Rat’s liver of Ist experimental group after 30 min action of CCl,. Magn. ca 63 x.

Fig. 17. Rat’s liver of Ist experimental group after 6 hrs action of CCl,. Magn. ca 80 x.

Fig. 18. Rat’s liver after 6 hrs action of CCl, in lethal dose (0.5 ml/100 g of body weight).
Magn. ca 80 x.
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Fig. 19. Rat’s liver of IInd control group after induction with phenobarbital. Magn. ca 80 x.
Fig. 20. Rat’s liver of IInd experimental group after 20 min action of CCl, on liver induced with

phenobarbital. Magn. ca 63 x.
Fig. 21. Rat’s liver of IInd experimental group after 6 hrs action on liver induced with

phenobarbital. Magn. ca 80 x.
Fig. 22. Rat’s liver after 6 hrs action of CCl, in lethal dose (0.5 m1/100 g of body weight) on liver

induced with phenobarbital. Magn. ca 80 x.



