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Badano wplyw réwnoczesnego podawania N-nitrozodietyloaminy
i fenarimolu oraz nuarimolu na zmiany akiywnosci wybranych ukta-
dow enzymatycznych, tekich jak: G-6-P-aza, ATP-aza, GGTP-aza w
wqtrobie, surowicy i moczu szczurow, &

WSTEPR

Z licznych badan [4, 5, 17, 18] wynika, ze ekspresja fenotypu nowo-
tworowego jest procesem przynajmniej dwustopniowyim, skladajgcym sie
z fazy inicjacji i promocji. Eksperymenty na zwierzetach {4, 5, 16] po-
twierdzaja, ze wsréd chemicznych kancerogenéw mozna wyroéznié: 1) kan-
cerogeny niekompletne, posiadajace jedynie zdolno$é do inicjacji procesu
nowotworowego, 2) czynniki wspomagajace, miedzy innymi tzw. promo-
tory wyzwalajace i przyspieszajace ekspresije fenotypu nowotworowego,
3) kancerogeny kompletne, ktore poza zdolnoscig do inicjacji procesu
nowotworowego dopelniajg go na drodze promocii.

Wg ostatnich doniesien [17, 21, 22| do grupy epigenetycznych kancero-
gendéw klasy promotoréow raka watroby zakwalifikowano induktory mo-
nooksygenaz, do ktérych naleza miedzy innymi fenobarbital oraz sze-
reg stesowanych pestveydow chloroorganicznych (lindan, DDT i prawdo-
podobnie analogi DDT).

Do grupy induktoréw monooksygenaz nalezg dwa fungicydy fenarimol
{a~(2-dichlorofenylo)a-4-chlorofenylo)-5-pirymidynometanol) oraz jego
analog nuarimol (a(2-chlorofenylo/a)/-4-flucrofenylo)-5-pirymidynometa-
nol), wprowadzone w Polsce do stosowania w ochronie roslin, W zwigzku
z powyzszym, wydawalo sie celowe podjecie badan biochemiczno-toksy-
kologicznych w aspekcie promocyjnego oddzialywania tego typu prepa-
ratéow.

Ogolnie wiadomo [11, 13, 14], ze wezesnym wskaznikiem inicjacji pro-
cesu nowotworowego jest pojawienie sie w watrobie zespolow komorek
charakteryzujagcych sie kompletnym brakiem adenozynotrdjfosfatazy
(ATP-azy) kanalikowej i znacznym obnizeniem adenozynotrojfosfatazy
cytoplazmatycznej. Innym czulym wskaznikiem sg zmiany w aktywnosei
hydrolazy epoksydowej (wzrost aktywnosci) i glukozo-6-fosfatazy (G-6-
P-azy) (zanik aktywmnosci), pojawienie sie ywysepek” o wysokiej aktyw-
nosci v-glutamylotranspeptydazy (GGTP-azy).

W niniejszej pracy podjeto badania wplywu réwnoczesnego podawania
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N-nitrozodietyloaminy (NDEA) i fenarimolu oraz nuarimolu na zmiany
aktywnosci wybranych ukladéw enzymatycznych, takich jak: G-6-P-aza,
ATP-aza i GGTP-aza, w watrobie, surowicy i moczu szczurow.

Wedlug danych literaturowych [2, 3, 6, 22] enzymy te mozna traktowaé¢
jako enzymy wskaznikowe, ktére pojawiajg sig lub zanikajg w zespolach
komorek zmienionych nowotworowo.

CZESC DOSWIADCZALNA

Badania wykonywano na bialych szczurach samicach szczepu Wistar. Masa
poczatkowa zwierzat wynosila 120—150 g. Badanie trwalo 9 tygodni. Kontrolowano
mase zwierzat, ilos¢ spozytej wody i paszy. Nastepujace zwigzki w roztworze ole-
jowym podawano sonda do zoladka: N-nitrozodietyloamine f-my Sigma; fenarimol
techniczny produkcji Zakladéw Chemicznych ,Azot” w Jaworznie o czystosci 98,9%;
nuarimol techniczny f-my Elanco Lilly Research Centre Limited o czystosei 98%o.

Szczury podzielono na nastepujace grupy po 18 sztuk zwierzat w kazdej z nich:
I — kontrola, II — zwierzcta otrzymywaly przez 5 poczatkowych dni doswiad-
czenia 8 mg (NDEA)/kg masy ciala, III — zwierzetom podawano od drugiego ty-
godnia do$wiadczenia 1/10 LDj, fenarimolu, IV — zwierzeta otrzymywaly NDEA
jak w grupie II i nastepnie do konca badania 1/10 LD;, fenarimolu, V — zwie-
rzetom podawno od drugiego tygodnia badania 1/10 LDy, nuarimolu, VI — zwie-
rzeta otrzymywaly NDEA jak w grupie II, a nastepnie do korica doswiadczenia
1/10 LDs; nuarimolu.

Po 9 tygodniach doswiadczenia zbierano mocz z ostatniej doby i dokonano sekcji
wszystkich szezuréw. Pobierano krew i izolowano nastepujace narzgdy: watrobe,
pluca, serce, nerki i $ledzione, ktére wazono a wycinki wairoby pobierano do
oceny histopatologicznej. Wycinki fe umieszczano w 4% roztworze formaliny, a do
oznaczeri histochemicznych zamrazano w temp. —20°C. Preparaty histologiczne
7z watroby wykonywano stosujac technike barwienia hematoksyling 1 eozyna.
Tluszez barwiono metoda ,,0il red” wg Gridley. [12]

Badania histochemiczne

Skrawki watroby o grubosci 10 w przygotowywano w kriostacie.

Do oznaczen aktywnosci G-6-P-azy zastosowano metode stosowang w Zakla-
dzie Biologii Nowotwordw Instytutu Onkologii w Gliwicach [10]. Do wykrywania
aktywnosei ATP-azy stosowano metode Wachsteine i Neisela [20]. Aktywnosé
GGTP-azy wykrywano metodg Alberte i wsp. [1].

Oznaczenia biochemiczne

Aktywno$é G-6-P-azy oznaczano w surowicy i homogenacie watroby (2,5%)
welug metody Koide i Ode [9]. Probki z glukozo-6-fosforanem jako substratem
o pH 6,5 inkubowano w temp. 37°C, po czym mierzono uwolniony fosforan me-
toda spektrofotometryczna przy dlugoci fali 660 nm dla surowicy i 660 nm dla
watroby. Przy oznaczaniu aktywno$ci G-6-P-azy w homogenacie watroby zastoso-
wano jako odezynnik redukujacy kwas 1-amino-2-naftolo-4-sulfonowy w roztwo-
rze NaHSQO; i Na.SO,.

Aktywno$é y-gdutamylotranspeptydazy oznaczano w_Imoczu, surowicy i homoge-
nacie watroby (2,5%). Zastosowano zestaw testéw ,Biomed” Wytworni Surowic
i Szezepionek w Krakowie. Zasada metody polega na przeprowadzeniu reakeji
enzymatycznej, w ktorej pod wplywem GGTP z v-glutamylo-a-naftyloamidu uwalnia
sie g-naftyloamina, ktorg oznacza sie spektrofotometrycznie po przerwaniu reakeji
enzvmatycznej i wywolaniu barwy p-dimetyloaminobenzaldehydem. Nategzenie bar-
wy jest proporcjonalne do stezenia uwolnionej a-naftyloaminy, a tym samym do
aktywnos$ei GGTP w badanej probee.

Uzyskane wyniki poddano analizie statyslycznej testem t-Studenta.

WYNIKI I OMOWIENIE
Wplyw N-nitrozodietyloaminy, fenarimolu i nuarimolu oraz ich igcz-

nego podawania szczurom na spoZycie paszy i przyrost masy ciala ilu-
struja rycina 1 i rycina 2.
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Ryc. 1. Wplyw podawania NDEA, fenarimolu i nuarimolu na spozycie paszy prze:

samice szczuréw w doswiadezeniu 9-tygodniowym.
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Ryc. 2. Wplyw podawania NDEA. fenarimolu i nuarimolu na przyrost mas
samic szczuréw w do$wiadezeniu 9-tygodniowym.
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W poczatkowych trzech tygodniach eksperymentu wyisze spozycie
paszy obserwowano w grupie kontrolnej oraz w grupie otrzymujgcej
NDEA niz u pozostalych zwierzat (grupa III, IV, V, VI). W czwartym
tygodniu doswiadczenia wyrazny spadek spozycia paszy wystapil u wszy-
stkich badanych szczurow.

Masa ciala zwierzat do 6 tygodnia do$wiadczenia wykazywala tenden-
cje wzrostowg we wszystkich grupach doswiadczalnych, po czym zaobser-
wowano wyrazny spadek masy ciala w grupie zwierzat otrzymujacych
nusrimol oraz NDEA lacznie z nuarimolem. Po zakonczeniu cyklu do-
$wiadczalnego masa ciala szezuréow nie wykazywala statystycznie zna-
miennych roznic w badanych grupach w poréwnaniu z kontrola.

U szczuréw, ktorym podawano fenarimol oraz NDEA z fenarimolem,
stwierdzono w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi 2-krotny wzrost
masy watroby. W grupie zwierzat otrzymujgcych nuarimol obserwo-
wano 1,25-krotny wzrost masy watroby.

W oznaczeniach histochemicznych obserwowano w poréwnaniu z kon-
trola spadek aktywnosci G-6-P-azy i ATP-azy we wszystkich grupach
zwierzat, z wyjatkiem grupy szczuréw otrzymujgcych NDEA.

W grupie III (fenarimol) i IV (NDEA -+ fenarimol) stwierdzono bar-
dzo silne zahamowanie aktywnosci badanych enzyméw. Wystepowanie
tzw. pozytywnych wysepek o bardzo intensywnym zabarwieniu brunat-
noczerwonym, zwlaszeza w grupie III (fenarimol) i IV (NDEA-fenarimol)
$wiadezy o wysokiej aktywnosci GGTP.

W grupach V (nuarimol) i VI (NDEA--nuarimol) ,wysepki” aktyw-
nosci GGTP-azy wystepowaly w mniejszym stopniu i charakteryzowaty
sie slabszym zabarwieniem. Natomiast w grupie II szczurow (NDEA)
nie obserwowano réznic w odniesieniu do kontroli.

Badania histochemiczne potwierdzono oznaczeniami biochemicznymi.

Znamienny spadek aktywnosci G-6-P-azy wystapil w watrobie szezu-
row otrzymujacych fenarimol (grupa III) i NDEA z fenarimolem (grupa
IV), natomiast w grupie V, otrzymujacej nuarimol obserwowany spadek
nie byl statystycznie znamienny. Natomiast w surowicy badanych zwie-
rzat stwierdzono nieznamienny spadek aktywnosci G-6-P-azy (grupy:
I, Iv, v, VI

W oznaczeniach biochemicznych aktywnosé GGTP-azy w watrobie
szezuréw otrzymujgcych fenarimol byla wyzsza w poréwnaniu z grupa
potraktowang NDEA 7z fenarimolem, co nie odpowiada wynikom badan
histochemicznych.

Statystycznie znamienny wzrost aktywnosci fego enzymu w moOCzZU
wykazano w grupie zwierzat otrzymujgcych NDEA, nuarimol i NDEA+
+nuarimol.

Natomiast w surowicy znamienno$¢ ta zaobserwowano w grupie szczu-
réw, ktorym podawano fenarimol oraz NDEA z fenarimoliem.

Ocena histopatologiczna preparatow przygotowanych z watroby zwie-
rzat po podaniu fenarimolu (grupa III), NDEA 7z fenarimolem {grupa
IV), nuarimolu (grupa V) i NDEA z nuarimolem (grupa VI) wykazala
zmiany przejawiajace sie stluszczeniem roznego stopnia w obwodowych
czesciach zrazikow watroby.

Uzyskane wyniki nie odbiegaja od publikowanych przez innych au-
torow dla induktoréw monooksygenaz, takich jak fenobarbital, DDT, po-
libromowe dwufenyle itp. [7, 8, 14].
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Ryc. 4. Odczyn Wachsteina i Meisela na czynno$é ATP-azy w watrobie szezura.
Pow. 100x.



64 T. Syrowatka i in. Nr 1

Ryc. 5. Odezyn Alberta na czynno$é GGTP-azy w watrobie szczura. Pow. 100x.

Ryc. 6. Qdczyn Alberta na czynnosé GGTP-azy w watrobie szczura. Pow. 100x.






