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Badano wpływ równoczesnego podawania N-nitrozodietyloaminy 
i fenarimolu oraz nuarimolu na zmiany aktywności wybranych ukła- 
dów enzymatycznych, takich jak: G-6-P-aza, ATP-aza, GGTP-aza w 
wątrobie, surowicy i moczu szczurów, а 

WSTĘP 

Z licznych badań [4, 5, 17, 18] wynika, że ekspresja ienotypu nowo- 
tworowego jest procesem przynajmniej dwustopniowym, składającym się 
z fazy inicjacji i promocji. Eksperymenty na zwierzętach [4, 5, 16] po- 
twierdzają, że wśród chemicznych kancerogenów można wyróżnić: 1) kan- 
cerogeny niekompletne, posiadające jedynie zdolność do inicjacji procesu 
nowotworowego, 2) czynniki wspomagające, między innyimi tzw. promo- 
tory wyzwalające i przyspieszające ekspresję fenotypu nowotworowego, 
3) kancerogeny kompletne, które poza zdolnością do inicjacji procesu 
nowotworowego dopełniają go na drodze promocji. 

Wg ostatnich doniesień [17, 21, 22] do grupy epigenetycznych kancero- 
genów klasy promotorów raka wątroby zakwalifikowano induktory mo- 
nooksygenaz, do których należą między innymi fenobarbital oraz sze- 
reg stosowanych pestycydów chloroorganicznych (lindan, DDT i prawdo- 
podobnie analogi DDT). 

Do grupy induktorów monooksygenaz należą dwa fungicydy fenarimol 
(a-(2-dichlorofenylo)a-4-chlorofenylo)-5-virymidynometanol) oraz jego 
analog nuarimol (a(2-chlorofenylo/a)/-4-fluorofenylo)-5-pirymidynometa- 
1:01), wprowadzone w Polsce do stosowania w ochronie roślin. W związku 
z powyższym, wydawało się celowe podjęcie badań biochemiczno-toksy- 
kologicznych w aspekcie promocyjnego oddziaływania tego typu prepa- 
ratów. 

Ogólnie wiadomo [11, 13, 14], że wczesnym wskaźnikiem inicjacji pro- 
cesu nowotworowego jest pojawienie się w wątrobie zespołów komórek 
charakteryzujących się kompletnym brakiem adenozynotrójfosfatazy 
(ATP-azy) kanalikowej i znacznym obniżeniem adenozynotrójfosfatazy 
cytoplazmatycznej. Innym czułym wskaźnikiem są zmiany w aktywności 
hydrolazy epoksydowej (wzrost aktywności) i glukozo-6-fosfatazy (G-6- 
P-azy) (zanik aktywności), pojawienie się „wysepek” o wysokiej aktyw- 
ności r-glutamylotranspeptydazy (GGTP-azy). 

W niniejszej pracy podjęto badania wpływu równoczesnego podawania
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N-nitrozodietyłoaminy (NDEA) i fenarimolu oraz nuarimolu na zmiany 

aktywności wybranych układów enzymatycznych, takich jak: G-6-P-aza, 

ATP-aza i GGTP-aza, w wątrobie, surowicy i moczu szczurów. 

Według danych literaturowych [2, 3, 6, 22] enzymy te można traktować 

jako enzymy wskaźnikowe, które pojawiają się lub zanikają w zespołach 

komórek zmienionych nowotworowo. 

CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 

Badania wykonywano na białych szczurach samicach szczepu Wistar. Masa 

początkowa zwierząt wynosiła 120—150 g. Badanie trwało 9 tygodni. Kontrolowano 

masę zwierząt, ilość spożytej wody i paszy. Następujące związki w roztworze ole- 

jowym podawano sondą do żołądka: N-nitrozodietyloaminę f-my Sigma; fenarimol 

techniczny produkcji Zakładów Caemicznych „Azot” w Jaworznie o czystości 98,9%; 

nuarimol techniczny f-my Elanco Lilly Research Centre Limited o czystości 98/0. 

Szczury podzielono na następujące grupy po 10 sztuk zwierząt w każdej z nich: 

I — kontrola, II — zwierzęta otrzymywały przez 5 początkowych dni doświad- 

czenia 8 mg (NDEA)/kg masy ciała, III — zwierzętom podawano od drugiego ty- 

godnia doświadczenia 1/10 LD;, fenarimolu, IV — zwierzęta otrzymywały NDEA 

jak w grupie II i następnie do końca badania 1/10 ГО» fenarimolu, V — zwie- 

rzetom podawno od drugiego tygodnia badania 1/10 LD;, nuarimolu, VI — zwie- 

rzęta otrzymywały NDEA jak w grupie II, a następnie do końca doświadczenia 

1/10 LD;zę nuarimolu. 

Po 9 tygodniach doświadczenia zbierano mocz z ostatniej doby i dokonano sekcji 

wszystkich szczurów. Pobierano krew i izolowano następujące narządy: wątrobę, 

płuca, serce, nerki i śledzionę, które ważono a wycinki wątroby pobierano do 

oceny histopatologicznej. Wycinki te umieszczano w 4% roztworze formaliny, a do 

oznaczeń histochemicznych zamrażano w temp. —20%C. Preparaty histologiczne 

z wątroby wykonywano stosując technikę barwienia hematoksyliną i eozyną. 

Tłuszcz barwiono metodą „Oil red” wg Gridley. [12] 

Badania histochemiczne 

Skrawki wątroby o grubości 10 u przygotowywano w kriostacie. 

Do oznaczeń aktywności G-6-P-azy zastosowano metodę stosowaną w Zakła- 

dzie Biologii Nowotworów Instytutu Onkołogii w Gliwicach [10]. Do wykrywania 

aktywności ATP-azy stosowano metodę Wachsteina i Neisela [20]. Aktywność 

GGTP-azy wykrywano metodą Alberta i wsp. [1]. 

Oznaczenia biochemiczne 

Aktywność G-6-P-azy oznaczano w surowicy i homogenacie wątroby (2,5%) 

weług metody Koide i Oda [9]. Próbki z slukozo-6-fosforanem jako substratem 

o pH 6,5 inkubowano w temp. 37°C, po czym mierzono uwolniony fosforan me- 

todą spektrofotometryczną przy długości fali 660 nm dla surowicy i 660 nm dla 

wątroby. Przy oznaczaniu aktywności G-6-P-azy w homogenacie wątroby zastoso- 

wano jako odczynnik redukujący kwas 1-amino-2-naftolo-4-sulfonowy w roztwo- 

rze NaHSO, i NaeSO3;. 

Aktywność y-gdutamylotranspeptydazy oznaczano w_moczu, surowicy i homoge- 

nacie wątroby (2,5%). Zastosowano zestaw testów „Biomed” Wytwórni Surowiec 

i Szczepionek w Krakowie. Zasada metody polega na przeprowadzeniu reakcji 

enzymatycznej, w której pod wpływem GGTP z y-glutamylo-«-naftyloamidu uwalnia 

się e-naftyloamina, którą oznacza się spektrofotometrycznie po przerwaniu reakcji 

enzymatycznej i wywołaniu barwy p-dimetyloaminobenzaldehydem. Natężenie bar- 

wy jest proporcjonalne do stężenia uwolnionej a-naftyloaminy, a tym samym do 

aktywności GGTP w badanej próbce. 

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej testem t-Studenta. 

WYNIKI I OMÓWIENIE 

Wpływ N-nitrozodietyloaminy, fenarimolu i nuarimolu oraz ich łącz- 

nego podawania szczurom na spożycie paszy i przyrost masy ciała ilu- 

strują rycina 1 i rycina 2.
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Ryc. 1. Wplyw podawania NDEA, fenarimolu i nuarimolu na spozycie paszy przex 
samice szczurów w doświadczeniu 9-tygodniowym. 
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Ryc. 2. Wpływ podawania NDEA. fenarimolu i nuarimolu na przyrost mas 
samic szczurów w doświadczeniu 9-tygodniowym.
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W początkowych trzech tygodniach eksperymentu wyższe spożycie 

paszy obserwowano w grupie kontrolnej oraz w grupie otrzymującej 

NDEA niż u pozostałych zwierząt (grupa III, IV, V, VI). W czwartym 

tygodniu doświadczenia wyraźny spadek spożycia paszy wystąpił u wszy- 

stkich badanych szczurów. 

Masa ciała zwierząt do 6 tygodnia doświadczenia wykazywała tenden- 

cję wzrostową we wszystkich grupach doświadczalnych, po czym zaobser- 

wowano wyraźny spadek masy ciała w grupie zwierząt otrzymujących 

nuarimol oraz NDEA łącznie z nuarimolem. Po zakończeniu cyklu do- 

świadczalnego masa ciała szczurów nie wykazywała statystycznie zna- 

miennych różnie w badanych grupach w porównaniu z kontrolą. 

U szczurów, którym podawano fenarimol oraz NDEA z fenarimolem, 

stwierdzono w porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi 2-krotny wzrost 

masy wątroby. W grupie zwierząt otrzymujących nuarimol obserwo- 

wano 1,25-krotny wzrost masy watroby. 

W oznaczeniach histochemicznych obserwowano w porównaniu z kon- 

trolą spadek aktywności G-6-P-azy i ATP-azy we wszystkich grupach 

zwierząt, z wyjątkiem grupy szczurów otrzymujących NDEA. 

W grupie III (fenarimol) i IV (NDEA + fenarimol) stwierdzono: bar- 

dzo silne zahamowanie aktywności badanych enzymów. Występowanie 

tzw. pozytywnych wysepek o bardzo intensywnym zabarwieniu brunat- 

noczerwonym, zwłaszcza w grupie III (fenarimol) i IV (NDEA-fenarimol) 

świadczy o wysokiej aktywności GGTP. 

W grupach V (nuarimol) i VI (NDEA~nuarimol) „wysepki” aktyw- 

ności GGTP-azy występowały w mniejszym stopniu i charakteryzowały 

się słabszym zabarwieniem. Natomiast w grupie II szczurów (NDEA) 

nie obserwowano różnic w odniesieniu do kontroli. 

Badania histochemiczne potwierdzono oznaczeniami biochemicznymi. 

Znamienny spadek aktywności G-6-P-azy wystąpił w wątrobie szczu- 

rów otrzymujących fenarimol (grupa III) i NDEA z fenarimolem (grupa 

IV), natomiast w grupie V, otrzymującej nuarimol obserwowany spadek 

nie był statystycznie znamienny. Natomiast w surowicy badanych zwie- 

rząt stwierdzono nieznamieńny spadek aktywności G-6-P-azy (grupy: 

Ill, IV, V, VU. 

W oznaczeniach biochemicznych aktywność GGTP-azy w wątrobie 

szezurów otrzymujących fenarimol była wyższa w porównaniu z grupą 

potraktowaną NDEA z fenarimolem, co nie odpowiada wynikom badań 

histochemicznych. 

Statystycznie znamienny wzrost aktywności tego enzymu w moczu 

wykazano w grupie zwierząt otrzymujących NDEA, nuarimol i NDEA-- 

-- nuarimol. 

Natomiast w surowicy znamienność tą zaobserwowano w grupie szczu- 

rów, którym podawano fenarimol oraz NDEA z fenarimolem. 

Ocena histopatologiczna preparatów przygotowanych z wątroby zwie- 

rząt po podaniu fenarimolu (grupa II), NDEA z fenarimolem (grupa 

IV), nuarimolu (grupa V) i NDEA z nuarimolem (grupa VI) wykazała 

zmiany przejawiające się stłuszczeniem różnego stopnia w obwodowych 

częściach zrazików wątroby. 

Uzyskane wyniki nie odbiegają od publikowanych przez innych au- 

torów dla induktorów monooksygenaz, takich jak fenobarbital, DDT, po- 

libromowe dwufenyle itp. [7, 8, 14].
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Ryc. 4. Odczyn Wachsteina i Meisela na czynność ATP-azy w wątrobie szczura. 

Pow. 100x.
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Ryc. 5 Odczyn Alberta na czynność GGTP-azy w wątrobie szczura. Pow. 100x. 

  
Ryc. 6. Odczyn Alberta na czynność GGTP-azy w wątrobie szczura. Pow. 100x.
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