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Ocena nefrotoksycznosci daunorubicyny oraz wplywu tokoferolu i kwasu
askorbinowego na zmiany powstale w nerkach szczuréw. Czesé 11. Badania
ultrastrukturalne klebuszkéw nerkowych

Assessment of Daunorubicin Nephrotoxicity and Effect of Tocopherol and Ascorbic Acid on
Lesions Induced in Rat’s Kidneys. Part II. Ultrastructural Studies of Kidney Glomeruli

Badania histologiczne i histochemiczne nerek szczurow otrzymujacych dau-
norubicyn¢ w polaczeniu z badaniami biochemicznymi krwi i moczu wykazaly,
ze lek ten wywotuje u szczurdéw zespot nerczycowy (1, 4, 6, 7, 10).

Celem niniejsze) pracy jest ocena zmian w kigbuszkach nerkowych na
poziomie ultrastrukturalnym.

MATERIAL I METODY

Podzial zwierzat na grupy kontrolne i do§wiadczalne, sposéb podawania szczurom daunorubicyny
oraz kwasu askorbinowego i tokoferolu zostal przedstawiony w czgsci 1.

Wycinki do badarii w mikroskopie elektronowym transmisyjnym utrwalano w 2% aldehydzie
glutarowym zbuforowanym 0,2 M buforem kakodylowym, a nastepnie w 2% czterotlenku osmu
izatapiano w Eponie 812. Skrawki pélcienkie barwiono 1% blekitem metylenowym i 1% azurem II.
Skrawki ultracienkie kontrastowano nasyconym wodnym roztworem octanu uranylu i plynem
Reynoldsa i oceniano je w mikroskopie elektronowym Tesla BS-500.

WYNIKI

Grupy kontrolne

Obrazy ultrastrukturalne ki¢buszkéw nerkowych szczuréw ze wszystkich
grup kontrolnych odpowiadaly opisom normy.
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Grupy doswiadczalne

Zmiany w obrazie ultrastrukturalnym kigbuszkow nerkowych we wszystkich
grupach doswiadczalnych byly podobne i dotyczyly gidwnie podocytdow.
W cytoplazmie tych komorek pojawialy si¢ liczne twory wakuolarne (ryc. 1—4).
Niektdre z nich byly optycznie puste, inne zawieraly niechomogenny materiat.
Otoczone byly szorstka lub gladka blona. Najwigksze z nich osiagaly wielkosé
porownywalna z wielkoscia jadra podocyta (ryc. 1). Niektore komorki srédbton-
ka zwieraly drobne wakuole o podobnym wygladzie jak wakuole stwierdzane
w obrebie podocytow. Czgsto spotykanym zjawiskiem byto poszerzenie kanatow
siateczki srodplazmatycznej szorstkie;j.

Wypustki stopowate podocytow ulegaly ogniskowemu stopieniu (ryc. 2—4),
ktoére mialo nieco bardziej rozlegly charakter w grupach doswiadczalnych II (A
II) i IV (B II) niz w grupach I (A I) i III (B I). Na powierzchni podocytéw
zwréconej do przestrzeni moczowej pojawialy sie mikrokosmki bedace wypust-
kami cytoplazmatycznymi tych komorek (ryc. 3, 4). Blony podstawne petli
naczyniowych klebuszkow wykazywaly ogniskowe pogrubienia bez obecnosci
gestych zlogdéw (ryc. 2, 4).

DYSKUSJA

Za najbardziej charakterystyczny wykladnik poantracyklinowych uszko-
dzenn nerek uwaza si¢ wakuole pojawiajace si¢ w obrebie réznych struktur
ktebuszka nerkowego (1—3, 6, 10, 13). Wakuolizacji ulegaja giéwnie podocy-
ty (1, 3,9, 10), ale opisywane sg rowniez wakuole w obrebie nablonka sciennego
(2, 6, 13), a takze $rédbtonka (6). W naszych badaniach proces wakuolizacji
dotyczyl gléwnie podocytéow, wakuole pojawialy si¢ rowniez w pojedynczych
komdrkach $rédblonka.

Nie ma jednoznacznych pogladdéw co do mechanizmu tworzenia sie wakuoli
w strukturach klebuszka. Jedna z hipotez sugeruje, ze wakuole powstaja
z rozszerzonych cystern siateczki $rodplazmatycznej szorstkiej (2, 6). Ten
mechanizm wydaje si¢ najbardziej prawdopodobny, gdyz podobnie jak w do-
$wiadczeniu Sternberga (6) oraz Fajardo i wsp. (2) w materiale badanym
czesto obserwowalismy zjawisko poszerzenia kanalow szorstkiej siateczki $rod-
plazmatycznej, a blony otaczajace wakuole cz¢sto posiadaly rybosomy. Koncep-
cjl tej przeciwstawiaja sie Giroux i wsp. (3), ktéorzy w swoim materiale
doswiadczalnym wyjatkowo rzadko spotykali poszerzenie cystern siateczki
srodplazmatycznej szorstkiej. Nie stwierdzali oni takze rybosoméw na blonach
wakuoli tworzacych si¢ w podocytach. Nalezy podkresli¢, ze w ich doswiad-
czeniu nasilenie wakuolizacji podocytdw bylo znacznie wigksze niz obserwowane
przez innych badaczy. Nie jest wykluczone, ze przyczyna tego bylo uzycie do
doswiadczenia szczuréw po jednostronnej nefrektomii.
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Inng teoria, usitujaca wyjasnic¢ obecnosé wakuoli w strukturach kiebuszka, jest
koncepcja tworzenia si¢ ich w przestrzeniach powstatych w wyniku czesciowego
oddzielenia si¢ uprzednio przylegajacych do siebie komdrek, szczegdlnie nablon-
ka $ciennego (2). Mechanizm ten nie znajduje jednak potwierdzenia w obserwa-
cjach ultrastrukturalnych, poniewaz oceniajac wczesne fazy uszkodzenia poan-
tracyklinowego nerek nie stwierdzono w zadnym przypadku oddzielania sie
komorek pomimo obecnosci wakuoli w cytoplazmie podocytow (1, 3, 6, 9, 13).

Kolejna hipoteza zaklada powstawanie wakuoli z wpuklen blony komdrkowej
(2, 3). Wydaje si¢ ona szczegdlnie interesujaca, gdyz jej potwierdzenie mogtoby
stanowi¢ dowod na poparcie teorii wiazacej toksyczne dzialanie antybiotykow
antracyklinowych z uszkodzeniem struktur blonowych komérki. Niewykluczo-
ne jest rowniez, ze nie jeden, a kilka mechanizmdw odpowiada za powstawanie
wakuoli w kl¢buszkach nerkowych.

Obserwowane przez badaczy wakuole moga by¢ tworami duzymi, znieksztal-
cajacymi strukturg klebuszka i uwidaczniajacymi si¢ juz w mikroskopie swietl-
nym (2, 3,5, 10, 11, 13) lub moga miec niewielkie rozmiary i uyjawniad si¢ dopiero
w mikroskopie eletronowym (1, 6). W naszych badaniach wakuole byly
widoczne dopiero w mikroskopie elektronowym. Osiagaly one wymiary od
drobnych twordéw pecherzykowych do wielkosci rownej $rednicy jadra podocy-
ta. Byly puste lub zawieraly nichomogenny material. Wydaje sig, ze o wielkosci
wakuoli moglt w pewnym stopniu decydowaé rodzaj antybiotyku antracy-
klinowego uzytego do doswiadczenia. Po zastosowaniu bowiem daunorubicyny
nie stwierdzono istnienia duzych, widocznych w mikroskopie swietinym,
wakuoli (6—8, 12). Natomiast wakuole tego typu byly obserwowane w doswiad-
czeniach z uzyciem adriamycyny (2, 3, 5, 10, 11, 13). Mozliwe, Ze na stopien
wakuolizacji podocytéw mogla mieé¢ takze wplyw droga podania leku. Ol-
brzymie, znieksztalcajace kigbuszek, wakuole opisywano bowiem po podaniu
antracykliny w postaci wstrzykni¢é dozylnych (2, 3, 5, 10, 11, 13). W naszych
badaniach, podobnie jak w doswiadczeniu Walskiego (12), gdy podawano
daunorubicyng dootrzewnowo, nie spostrzegano tego typu wakuoli.

Inna istotna zmiana stanowiaca morfologiczny wyktadnik poantracyklinowe-
go uszkodzenia nerek bylo zjawisko stapiania si¢ wypustek stopowatych
podocytow (1—3, 5—7, 9). Bertani i wsp. (1) obserwowali to zaburzenie juz
po 28 h od podania adriamycyny. W miare¢ uplywu czasu stapianie si¢ wypustek
stopowatych stawato si¢ coraz bardziej rozlegle (2, 3, 6, 7). W doswiadczeniu
przeprowadzonym w grupie szczuréow otrzymujacych daunorubicyne przez
5 tygodni i usmiercanych bezposrednio po zaprzestaniu podawania leku (grupa
A 1) stapianie si¢ wypustek stopowatych mialo niewielkie nasilenie'i jedynie
ogniskowy charakter. Nie stwierdzono zaleznosci pomigedzy nasileniem tych
zaburzen a stosowaniem antyoksydantow, gdyz zmiany o podobnym charak-
terze wystgpowaly rowniez w grupie III doswiadczalnej (B I), otrzymujacej
oprécz daunorubicyny kwas askorbinowy i tokoferol. Natomiast wydaje sig, ze
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o nasileniu zmian moze decydowac czas, jaki uptynat od podania antracykliny,
gdyz do bardziej rozleglego stapiania si¢ wypustek stopowatych dochodzito
u szczurow zyjacych o 3 tygodnie dtuzej (w grupach doswiadczalnych A IT1 B I1).
Podobne zjawisko obserwowali i inni (1, 6), badajac nasilenie zmian w nerkach
w zaleznosci od czasu.

Kolejng zmiang obserwowana w badaniach poantracyklinowych zmian
w nerkach bylo pojawienie sie mikrokosmkdw na powierzchni podocytow
zwroconej do przestrzeni moczowej (1—3, 6, 7). Zmiany te wystgpowaly rowniez
w naszym doswiadczeniu. Wydaje si¢, Ze powstanie mikrokosmkéw bedacych
cienkimi cytoplazmatycznymi wypustkami podocytéw zwiazane jest ze zmiana-
mi czynnosciowymi ich blony cytoplazmatycznej (3).

Podawanie antracyklin doprowadza réwniez do pojawienia si¢ zmian w ob-
rebie blony podstawnej kigbuszkow. Zmiany te dotycza tylko czesci kigbuszkow
i maja charakter ogniskowy (2, 4, 6). Fajardo i wsp. (2) opisuja pogrubienie,
zdwojenie lub nieregularnosci w blonie podstawnej, jednak bez odkladnia
gestych zlogéw. Sternberg (6) stwierdza symetryczne i regularne pogrubienie
z proporcjonalnym ubytkiem blaszki rozrzedzonej wewn¢trznej i zewngtrznej
badz pogrubienie nieregularne z podsrodblonkowymi zlogami ziarnistego
materiatu.

Zmiany obserwowane przez nas przypominaja opisywane przez Fajardo
iwsp. (2). We wszystkich grupach doswiadczalnych dotyczyly one pojedynczych
kiebuszkdw i polegaly na ogniskowym pogrubieniu blon podstawnych, bez
obecnosci gestych zlogow.

Podawanie antyoksydantéw nie dalo wynikow pozwalajacych na uznanie ich
korzystnego wpltywu na obraz zmian powstajacych w wyniku nefrotoksycznego
dzialania daunorubicyny.

Otrzymane wyniki badan mozna prdobowaé interpretowaé dwojako. Po
pierwsze, mozna uzna¢ za prawdopodobne, ze dzialanie poprzez wolne rodniki
nie jest jedynym mechanizmem odpowiedzialnym za nefrotoksyczny wplyw
daunorubicyny. Stad tez hamowanie przez antyoksydanty peroksydacji lipt-
déw blon biologicznych nie daje wyraznego ostabienia toksycznego uszko-
dzenia nerki przez ten cytostatyk. Po drugie, nasilenie zmian mor-
fologicznych w nerkach obserwowane przez nas bylo niezbyt duze, stad
nawet ewentualnie korzystny wplyw antyoksydantéw bylby w tym przypadku
trudny do uchwycenia.

Wnioski

1. Daunorubicyna jest lekiem nefrotoksycznym dla szczurow.

2. Ultrastrukturalnymi wyktadnikami nefrotoksycznego dzialania daunoru-
bicyny obserwowanymi po S tygodniach podawania leku sa: a) stopienie
wypustek stopowatych podocytow, b) obecnos¢ wakuoli w podocytach i poje-
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dynczych komorkach srodblonka, c) tworzenie mikrokosmkow na powierzchni
podocytow zwrdconej do $wiatla przestrzeni moczowej, d) ogniskowe po-
grubienie bton podstawnych petli naczyniowych kigbuszkéw nerkowych.

3. Zmiany ultrastrukturalne nie wykazuja tendencji do ustgpowania po
3 tygodniach od zakonczenia podawania leku.

4. Nie stwierdza si¢ istotnego wplywu antyoksydantéw na zmiany mor-
fologiczne w nerkach szczurow powstale w wyniku dziatania daunorubicyny, co
pozwala przypuszczac, ze mechanizm peroksydacji lipidow nie odgrywa zasad-
niczej roli w nefrotoksycznosci daunorubicyny u szczurdow.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1 Grupa I doswiadczalna (A I). W podocycie tworza si¢ wakuole (V) o szorstkiej blonie
otaczajacej, zawierajace nichomogenny material. Widoczne réwniez drobne wakuole o gladkiej
blonie otaczajacej (strzalki). Blona podstawna (BM) nieznacznie pogrubiona. Pow. ok. 20000 x .

Ryc. 2. Grupa Il doswiadczalna (A II). Rozlegle stopienie wypustek stopowatych podocytow (FP).
Ogniskowe pogrubienie blony podstawnej (BM). Pow. ok. 36 000 x .

Ryc. 3. Grupa III doswiadczalna (B I). Ogniskowe stopienie wypustek stopowatych podocytow
(strzalka). W cytoplazmie podocyta obecna wakuola (V) zawierajaca niehomogenny material
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i obrzezona szorstka blona. W przestrzeni moczowej (US) widoczne mikrokosmki (MV). Pow. ok.
12000 x .

Ryc. 4. Grupa IV doswiadczalna (B II). Wakuolizacja i rozlegle stopienie wypustek stopowatych
podocytow (strzalka). W przestrzeni moczowej (US) widoczne mikrokosmki (MV). Blona podstaw-
na (BM) pogrubiona. Pow. ok. 48000 x .

OBJASNIENIA SKROTOW

P — podocyt us — przestrzen moczowa

E - komorka srodbtonka BM — blona podstawna

EP — komorka nablonka sciennego FP — wypustki stopowate

PT — ptytka krwi MBV — | cialo wielop¢cherzykowe

RBC — erytrocyt GA — aparat Golgiego

\% — wakuola MF — mikrofilamenty

MV  — mikrokosmki N — jadro komorkowe
SUMMARY

Nephrotoxicity of daunorubicin in rats and effect of tocopherol and ascorbic acid on lesions induced in
kidneys by daunorubicin were examined. The most significant ultrastructural changes in the glomeruli
included the loss of foot processes in visceral epithelial cells and appearance of microvillous and vacuolar
formations. The glomerular basement membrane showed minimal thickening. No beneficial influence of
tocopherol and ascorbic acid on daunorubicin related nephrotoxicity was observed.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Experimental group I (A I). There are vacuoles (V) in the podocyte surrounded with rough
membrane and containing nonhomogeneous material. There are also visible small vacuoles
surrounded with smooth membrane (arrows). Basement membrane (BM) is slightly thickened.
Magn. ca 20,000 x .

Fig. 2. Experimental group I (A II). Widespread fusion of foot processes (FP). Focal thickening of
basement membrane (BM). Magn. ca 36,000 x.

Fig. 3. Experimental group I1I (B I). Focal fusion of foot processes (arrow). There is a cytoplasmic
vacuole of podocyte containing nonhomogeneous material and surrounded with rough membrane
(V). Microvilli (MV) present in urinary space (US). Magn. ca 12,000 x .

_Fig. 4. Experimental group IV (B II). Vacuolation of podocytes and widespread fusion of foot
processes (arrow). Microvilli (MV) present in urinary space (US). Thickening of basement membrane
(BM). Magn. ca 48,000 x .

EXPLANATION TO SYMBOLS

P — podocyte Uus — uriniferous space

E — endotheliocyte BM — basement membrane
EP — parietal epithelial cell FP — foot processes

PT — platelet MBV — multivesicular body
RBC — erythrocyte GA — Golgi apparatus

A% — vacuole MF — microfilaments

MV — microvilli N — nucleus



