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Opisano zmiany formologiczne i histoenzymatyczne w waqtrobie my-
szy biatej] wywotane S-dniowym i 5-miesiecznym podawaniem fenolu
w steZeniach 5, 50 i 500 mg/dm? wody studziennej. Stwierdzono wy-
rodnienie komorek waqtrobowych jak réwnies zmiany w intensywno-
$ci odezynéw enzymow oddechowych i hydrolitycznych.

Powszechnie wiadomo, ze do wéd powierzchniowych sg stale odprowa-
dzane duze ilosci roznego rodzaju produktow, ktére 5§ wytworem dzia-
lalnosci przemystu, rolnictwa a takze i warunkow  egzystencji czlo-
wieka.

.

Do skazen niebezpiecznych dla zycia hydrosfery zaliczyé mozna
zwigzki fenolowe [11]. Zwiazki te po przedostaniu si¢ do organizmoéw
zywych mogg wywolywaé dzialanie toksyczne, Iub komplikowaé proces
uzdatniania wody. Z tego tez wzgledu zagadnienie to budzi ciagle zywe
zainteresowanie, mimo ze problemem tym zajmuje sie wielu badaczy od
szeregu lat [5, 10, 11, 12, 13].

Fenol wprowadzony do przewodu pokarmowego wchlania sie bar-
dzo szybko. W ustroju zwigzek ten ulega sprzezeniu z kwasem glukuro-
nowym lub siarkowym i wydaleniu z moczem. CzeSciowo zostaje utle-
niony do produktéw o budowie chinoidowej [11]- Polgczenia substancji
toksycznych z kwasem glukuronidowym i slarkowym sa zwigzkami po-
larnymi i nie ulegaja atwo resorpcji zwrotnej w jelicie. Mogg one ule-
gac resorpcji zwrotnej, jezeli zostang uprzednio zhydrolizowane [10].

Wedlug Williamsa i wsp. [eyt. za 7] fenole mogg wywieracé toksycz-
ne dzialanie na organizm jedynie w postaci wolnej nie sprzezone z kwa-
sem glukuronowym lub siarkowym. Jezeli jednak proces sprzegania
ulegnie jakiemus zakléceniu, lub dawka fenolu jest tak duza, ze sprze-
ganie przebiega wolniej, nastepuje zatrucie. Unieczynnianie substancji
toksycznych odbywa sie zasadniczo w watrobie. Siateczka endoplazma-
tyczna gladka odgrywa zasadnicza role w procesach biotransformacji za-
réwno wewngtrzustrojowych produktéw przemian jak i substancji ob-
cych — ksenobiotykéw [6].

‘Poniewaz watroba jest glownym narzadem Zaangazowanym w proce-
sie biotransformacji zwigzkow fenolowych wydawalo nam sie celowe

przeSledzi¢ zmiany morfologiczne i histoenzymatyczne w tym narza-
dzie.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 40 samecach myszy bialych (Mus musculus) szczepu
CFW, dojrzatych plciowo, o masie od 25 do 28 g. Przez caly okres trwania ekspe-
rymentu zwierzeta karmiono standardowa pasza granulowang dla myszy typu
LSM. '

Zaréwno w dodwiadczeniu krétkotrwatym trwajgcym 5 dni jak i w przewlek-
tym trwajacym 5 miesigcy, zwierzeta podzielono na 3 grupy doswiadczalne (A, B,
C) oraz grupe kontrolng (K).

Fenol podawano w roztworach wodnych w nastepujgeych stezeniach: w grupie
A — 5 mg fenolu/dm? wody studziennej, w grupie B — 50 mg fenolu /dm3 wody
studziennej i w grupie C — 50 mg fenolu/dm? wody studziennej. Po przeliczeniu
odpowiadalo to: w gr. A — 0,09 mg/kg masy ciata, w gr. B — 0,9 mg/kg m. c.
iw gr. C — 9 mgfkg m. c. myszy.

W warunkach krotkotrwalej i przewleklej ekspozycji roztwory wodne feno-
lu wprowadzano dozolgdkowa sondg metalowg w ilo$ci 0,5 ml dziennie, jednora-
zowo, w godzinach poludniowych. W ten sam sposob otrzymywaly wodg studzien-
ng myszy z grupy kontrolnej.

Zwierzeta, ktorym podawano fenol przez okres 5 dni, 5-ciu miesigey oraz zwie-
rzeta grupy kontrolnej, dekapitowano po uplywie 24 godz. od podania ostatnie]
dawki badanego zwigzku.

Material do badan pobierano natychmiast po dekapitacji zwierzat. Wycinki wg-
troby utrwalano w oziebionym ptynie Bakera (+4°C) i na otrzymanych skraw-
kach wykonano metoda precypitacyjna Gomoriego [9] odczyn na fosfataze kwasng
(FK) oraz meteda Wachsteina i Meisel [9] odczyn na adenozynotrojfosfataze
(ATP-aze). Do pozostatych badan histeenzymatycznych wycinki watroby zamraza-
no suchym lodem i krojono w kriostacie. Na otrzymanych skrawkach wykonano
odczyny na nastepujgce enzymy: glukozo-6-fosfataze (G-6-F) metoda Wachsteina
i Meisel [9] oraz enzymy oddechowe: dehydrogenaze bursztynianowa (DB) wg
Nacklasa [9] i oksydaze cytochromowg (OC) wg Burstone’a [9]. Materiat do badan
moriologicznych utrwalano w plynie- Schaffera, a skrawki parafinowe barwiono
hematoksyling i eozyng (H—E).

WYNIKI BADAN
I Badaniamorfologiczne (barwienie H-E)

Grupa kontrolna (K}

Y obrazie histologicznym miazsz watroby wykazywal prawidlowa
budowe. Budowa zrazikowa i beleczkowa narzadu byla zachowana, a ko-
méiki watrobowe posiadaly jednolicie kwasochtonng cytoplazme.

Zatruwanie krotkotrwale (5 dni). W watrobie zwierzat otrzymujacych
fenol przez okres 5 dni stwierdzono zmiany w komorkach magzszu. Na-
silenie tych zmian bylo proporcjonalne do wielkoscei stosowanej dawki.
W gr. A stwierdzono tylko objawy stabego przekrwienia oraz w hepato-
cytach poltozonych najblizej przestrzeni wrotno-zolciowej skupienie gru-
delk chromatyny na obwodzie jader. W gr. B zmiany byly podobne lecz
nieco silniej wyrazone. W gr. C natomiast poza zmianami powyzej opi-
sanymi obserwowano w hepatocytach strefy zewnetrznej zrazika wa-
trobowego wakuolizacje cytoplazmy.

Zatruwanie przewlekle (5 miesiecy). W doswiadczeniu przewleklym,
podobnie jak i w do$wiadczeniu krotkotrwatym, nasilenie zmian w ko-
moérkach watrobowych bylo uzaleznione od wielkosci stosowanej dawki.
W gr. AiB w hepatocytach zlokalizowanych najblizej przestrzeni wrot-
no-z6tciowej stwierdzono wakuolizacje cytoplazmy, skupienie grudek
chromatyny na obwodzie jader oraz obrzek pojedynczych komérek watro-
bowych. Ponadto obserwowano niewielkie nacieki zapalne o przewadze ko-
mérek limfoidalnych (rye. 1)- W grupie C zmiany byly najsilniej wyrazo-
ne. Zaréwno w czeéci obwodowej jak i w okolicy zyly centralnej zrazika
watrobowego obserwowano obrzek hepatocytow oraz wakuolizacje cyto-
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plazmy. Jadra niektérych komoérek byly powiekszone, a pojedyncze, ol-
brzymie jadra wykazywaly nieregularne ksztalty. Spotykano jadra pyk-
notyczne, ciemno, jednolicie barwiace sie jak réwniez jadra pecherzyko-
we z pojedynczymi grudkami chromatyny (rye. 2). Poza zmianami dege-
neracyinymi obserwowano takze ogniskowa martwice hepatocytow.

Ryc. 1. Niewielki naciek zapalny o przewadze kombérek limfoidalnych w watrobie
myszy z gr. B zatruwanej przewlekle fenolem. Barw. hematoks-eozyng pow. ok.
450x
Ryc. 2. Obrzek licznych hepatocytéw oraz pojedyncze olbrzymie jadra o nieregu-
larnych ksztaltach w watrobie myszy z gr. C zalruwanej przewlekle fenoiem.
Barw. hematcks-eozyna pow. ok. 450x

II. Badania histoehzymatyczne

Fosfataza kwasna (FK)

Na preparatach watroby grupy kontrolnej drobnoziarnisty produkt re-
akcji byl rozmieszezony wzdluz kanalikow z6lciowych (ryc. 3). W do-
$wiadczeniu krotkotrwatym obserwowano w gr. A, B i C stopniowy
wzrost odezynu na FK — najsilniej wyrazony w gr. C. Natomiast w do-
$wiadczeniu przewleklym w gr. Ai B odezyn byl zblizony do normy, a
w grupie C stwierdzono spadek intensywnogci odczynu badanego enzy-
mu w stosunku do kontroli (ryc. 4).

Adenozynotroéjfosfataza (ATP-aza)

U zwierzat kontrolnych odeczyn na ATP-aze byt zlokalizowany w ka-
nalikach z6tciowych (ryc. 5). Po krétkotrwatym zatruwaniu stwierdzono
w gr. A, B i C stopniowy wzrost intensywnosei odezynu badanego enzy-
mu manifestujgcego sie pogrubieniem kanalikéw z0kciowych, najsilniej
zaznaczonym w gr. C. Kanaliki te byly czasami poprzerywane i lekko
poskrecane z bocznymi odgatezieniami dochodzacymi w glgb cytoplazmy
hepatocytow (ryc. 6). Po przewleklym zatruwaniu zwierzat fenolem
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moérkach watrobowych myszy z grupy kontrolnej. Met.

Gomoriego pow. ok. 450%.

Ryec. 4. Spadek intensywnosci odczynu na FK w komorkach watrobowych myszy
z gr. C. zatruwanej przez okres 5 miesigey fenolem. Met. Gomoriego pOw. ok. 450x.

Rye. 3. Odczyn na FK w ko

Rye. 5. Odeczyn na ATP-azg w komoérkach watrobowych myszy z grupy lzontrolnej.
Met. Wachsteina i Meisel pow. ok. 210x.

Ryc. 6. Wzrost intensywnosci odczynu na ATP-aze w komoérkach watrobowych

myszy z gr. C zatruwanej krotkotrwale fenolem. Met. Wachsteina i Meisel pow.

ok. 210x.
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stwierdzono w gr. A i B réwniez stopniowy wzrost intensywnosci od-
czynu na ATP-aze. W gr. C natomiast obserwowano znaczny spadek in-
tensywnosci tego enzymu w poréwnaniu z normg.

Glukozo-6-fosfataza (G-6-F)

W grupie kontrolnej produkt reakcji na G-6-F byl rozmieszczony w
calej cytoplazmie hepatocytéw. Silniejszy odczyn obserwowano w ko-
morkach cze$ci obwodowej zrazika, stabszy w okolicy Zyly centralnej.
Po krétkotrwalej ekspozycji, w gr. A i B stwierdzono nieznaczny wzrost
odezynu na G-6-F w poréwnaniu z grupg kontrolng, bez uchwytnych
zmian w lokalizacji. Natomiast w gr. C zauwazono znaczny spadek in-
tensywnos$ci badanego enzymu w stosunku do kontroli zaré6wno w cze-
$ci centralnej jak i obwodowe]j zrazika. Podobnie po przewleklej ekspo-
zycji, w gr. A i B obserwowano stopniowy wzrost odczynu na G-6-F, a

w gr. C silny spadek intensywnosci tego enzymu w stosunku do kontro-
Ii.

Dehydrogenaza bursztynianowa (DB) i oksydaza cytochromowa (OC)

U zwierzat kontrolnych odezyn na DB i OC (ryc. 7) w komérkach
zrazika watrobowego byt silniejszy w czesci obwodowej, stabszy w oko-
licy zyly centralnej. W doswiadczeniu krétkotrwalym, w gr. A i B
stwierdzono nieznaczne nasilenie odczynu na te enzymy w poréwnaniu
z grupg kontrolng (ryc. 8). W gr. C natomiast obserwowano gwaltowny
spadek odezynu na DB i OC, tak w $rodkowej jak i obwodowej czesci
zrazika. Podobne zmiany w intensywnosci odezynéw na DB i OC jak w
doswiadczeniu krotkotrwalym stwierdzono w doswiadezeniu przewlek-

tym,

g g

o 2

Ryc. 7. Odezyn na OC w komérkach watrobowych myszy z grupy kontrolnej. Met.

Burstone’a pow. ok. 100x.

Ryc. 8. Niewielki wzrost intensywnosci odczynu na OC w komérkach watrobowych
myszy z gr. A zatruwanej przez okres 5 dni fenolem. Met. Burstone’a pow. ok.
100x.
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OMOWIENIE WYNIKOW

W literaturze, dotychczasowe wyniki badan po zatruwaniu zwierzat
fenolem nie zawsze sg zgodne. Niektérzy autorzy jak: Chyba i wsp. [1],
po dlugotrwalej ekspozycji tego czynnika toksycznego na biale szczury
nie stwierdzili zmian histopatologicznych w watrobie. Inni autorzy jak:
Kurnatowski [8] po przewleklym zatruwaniu swinek morskich parami
fenolu i Grigoriew [3] po 21-dniowym zatruwaniu myszek i krolikow pa-
rami fenolu, dopatrzyli sie w watrobie tych zwierzat do$¢ rozlegtych
zmian patologicznych. W swietle tych faktow mozna wnioskowaé, ze
zwierzeta laboratoryjne sg w réznym stopniu odporne na zatruwanie fe-
nolem. Znajduje to réwniez potwierdzenie w pionierskich badaniach
Deichmanna i wsp. [2], ktéorzy wykazali, ze najbardziej wrazliwe na za-
truwanie fenolem sa $winki morskie, mniej kréliki a najbardziej odporne
sg szczury. Nasze wyniki badan wskazujg, ze myszy naleza do zwierzat
bardzo wrazliwych na zatruwanie fenolem.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan, mozna stwierdzi¢, ze po za-
truwaniu myszy fenolem rozwijajg sie zmiany wsteczne manifestujgce
sie zwyrodnieniem wodniczkowym oraz uszkodzeniem struktur biatko-
wych doprowadzajacych niekiedy do martwicy komorek. Powszechnie
wiadomo [4], Zze zwyrodnienie wodniczkowe zwigzane jest z pojawieniem
sie w cytoplazmie hepatocytéow wodniczek, ktére, jak wyjasniajg bada-
nia w mikroskopie elektronowym, najczesSciej powstaja na skutek po-
szerzenia kanalow siateczki endoplazmatycznej. Stwierdzona przez nas
wielopostaciowo$é komérek watrobowych, w trakcie przeprowadzonego
doswiadczenia znajduje takze potwierdzenie w badaniach innych auto-
row [3].

Badania histoenzymatyczne wykazaly zaburzenie czynnos$ci waznych
enzymoéw odpowiedzialnych za metabolizm hepatocytow. Mozna przy-
puszczaé, ze toksyczne dzialanie fenolu na komodrki watrobowe wywola-
to zaburzenie oddychania wewngtrzkomoérkowego wyrazajace sie w do-
$wiadczeniu krétkotrwatym i przewlekltym w gr. C gwaltownym spad-
kiem intensywnoéci odczynu na DB i OC. Za ogdlnym zaburzeniem pro-
cesOw metabolicznych w hepatocytach przemawiaja réwniez zmiany in-
tensywnosci i innych odezyndéw enzymatycznych: ATP-azy, G-6-F 1 FK.
Stopniowy wzrost intensywnosci odezynu na FK w doswiadczeniu kroét-
kotrwalym w gr. A, B i C i w do$swiadczeniu przewleklym w gr. A i B
jest prawdopodobnie wynikiem wzmozonego dzialania enzymoéw lizoso-
malnych.

Tak jak i w innych narzadach, podobnie i w watrobie, nasilenie od-
czynu na FK przemawia za wzrostem procesow litvcznych, a takze wska-
zuje na procesy degeneracyjne zachodzgce w komoérkach. Po kroétko-

.trwalej ekspozycji w gr. A, B i C i po przewleklej w gr. A i B stwierdzo-
no réwniez wzrost odczynu na G-6-F. Poniewaz enzym ten jest marke-
rem sieci endoplazmatycznej gladkiej zwigzanej z biotransformacjg kse-
nobiotykéw [12], mozna obserwowany wzrost odezynu na G-6-F inter-
pretowa¢ jako udzial tej sieci w procesie detoksykacji fenolu. Wyniki
badan wskazuja takze, ze po przewleklym zatruwaniu fenolem w gr. C,
gdzie dawka wynosila 9 mg/kg m. ¢. myszy, dochodzi do spadku inten-
sywnosci odezynu wszystkich badanych enzymoéw. Mozna przypuszczac,
ze spadek ten jest prawdopodobnie zwiazany z poglebiajagcymi sie zmia-
nami zwyrodnieniowymi, majgecymi swoje odbicie w badaniach morfo-
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logicznych. By¢ moze, ze i zwyrodnieniu temu ulegajg bialka enzyma-
tyczne. :

Podsumowujgc nalezy wzig¢ pod uwage rowniez to, ze zmiany obser-
wowane w hepatocytach, wywolane podawaniem fenolu, sg miedzy inny-
mi wynikiem takich czynnikéw jak: wielkoci stosowanej dawki oraz
czasu trwania eksperymentu.

WNIOSKI

1. Krotkotrwale i przewlekle zatruwanie zwierzat fenolem wywiera
dzialanie hepatotoksyczne pod postacia zmian zwyrodnieniowych oraz
powoduje zaburzenie badanych ukiadéw enzymatycznych.

2. Nasilenie zmian morfologicznych i histoenzymatycznych w watrobie
jest uzaleznione od wielkoSci stosowanej dawki jak réwniez i czasu
trwania do$wiadczenia.

M Heusuon-Jamunabscka, [ Bosbusaxk, J. OxoBcKa

MOPPOJOTUYECKUE U TUCTOXUMUYECKUE UIMEHEHUA
B HEYEHM BEJBIX MBIHIEV ITIOCJE UMHTOKCUKAIIUY SEHOJIOM
B YCIOBMAX KPATKOBPEMEHHOW U XPOHUYECKOW SKCIIO3UIIUU

Peszsmome

Mcenenopanocs BauAnMe KPAaTKOBPEMEHIIOTO ¥ XPOHUYECKOTO BBeNeHNUA (penoia
Ha MOPQONOTMYIECKMe M TUCTOXMMUYECKME M3MEHEHMA B IIeYeHM O0eJbIX MbIUIeii,
Uceneposanye M3MEeHEHMIT B 9TOM Oprane Ka3ajoch Lesecoo6pa3HbIM, TaK KAK HedYeHb
ABAAETCA OCHOBHBIM OPTanoOM, y4YacTBYIOIIMM B IIponeccax GuorpancdopManyuy GeHo-
JIOBBIX COEAMHENMil. DKcmepuMenT ObI mponsBesén na bernblx mbimrax mopoxesl CFU,
KOTOPBIX B KPATKOBPEMEHHOM M XPOHWUCCKOM SKCIEPUMEHTaX IOAPA3IeIUIM HA KOH-
TPOIbHYI0 Tpynmy (K) u 3 axcnepuMenTanbHbIx rpynnsl (A, B, B). Boaubit pacrtsop
derona BBOAMIM KMBOTHBLIM BHYTPUIKEIYZOUIO Yepe3 METaXNudecCKMil B30HJ B HO3e
0,5 Ma/cytkyu B Tewenme 5 AHeNt M 5 MecAueB. B rpynme A meoguiu 5 Mr chenona
B 1 MJ KoJOAe3HO BOAbI, B rpynne B — 50 mr denona/mn u B rpynie B — 500 mr
denona B 1 M1 KONOZe31701 BOABI. ZKMBOTHBIX AeKAIUTHPOBANU uepes 24 waca mocie
BBEJIeHUA IIOCHeAHE)t HO3bI MCCIEeNyeMOTO BelllecTna.

TipenmapaTsl OKpalIMBaNyM TEMATOKCUIMIOM M D03MHOM, a TaKKe TIPOBOIUIM peak-
Uy CAeayomux d¢epMeHTOB: KMCIOM M Inenodxon docdartassl, riyko30-6-dgocda-
Ta3bl, AT®-a3bl, CYKIMMIATISIUAPOTEHA3b] U LIMTOXPOMOKCUIASEHI, Pe3ynbTaThl uccie-
IOBAHMI TI0KA3alM, 4TO KPATKOBPEMEHHAA M XPOHMUECKas MHTOKCUKAIUA KUBOTHBIX
denosoM OKa3bIBAET TeNaTOTOKCUYECKOe AeMCTBUE B BMUAe MODPMOJOTUYECKUX M3Me-
HEHUMI, a TaKXe MNPOUIBOAUT HAPYILICHMUE WMCCICAYEMBIX SU3UMATHYECKUX CUCTEM.
OBGpainieno pHMMauue Ha TO, ¥TOo HabIIOMAeMble M3MEHEHMSA B TelaTONMTAX, BRIZBAI-
Hble BBefeHdueM eHOJa, 3aBUCAT B HACTHOCTM OT TaxuX (DAKTOPOB, KaK: BeJMYMHA
BBOJMMOJ 03Bl M TIPONOJIKUTENBLHOCThL SKCHEPITMEeNTa.

M. Peziol-Laszczynska, D. Wozniak, L. Olowska

MORPHOLOGICAL AND HISTOENZYMATIC CHANGES IN THE LIVER OF
WHITE MICE AFTER PHENOL POSONING DURING SHORT-TERM AND
LONG-TERM EXPOSURE

Summary

The effects of short-termn and long-term administration of phenol were studied
on the morphological and histoenzymatic changes in the liver of white mice. It
was believed to be useful to study these changes because the liver is the main
organ taking part in the process of biotransformation of phenol compounds. The
experiment was carried out on CFW white mice divided in the short-term and
long-term studies into a control group and 3 expenimental groups (K, A, B, Q).
Aqueous solutions of phenol were administered through a gastric metal tube in
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daily amounts of 0.5 ml during 5 days cr 5 months. Group A received 5 mg of
phenol in 1 dem?® of well water, group B — 50 mg/dem3, group C — 500 mg/dem?.
The animals were decapitated 24 hours after the last dose. Histological sections
were stained with hematoxylin and eosin and reactions were performed
for the following enzymes: acid phosphatase, glucose-6-phosphatase, ade-
nosinetriphosphatase, succinic dehydrogenase and cytochrome oxidase. The
results showed that short-term and long-term poisoning of the animals with phe-
nol exerted a hepatotoxic effect with appearance of degenerative changes and
disturbances of the studied enzymes. Attention is called also that changes obser-
ved in the hepatocytes after phenol poisoning are due, among others, to such fac-
tors as the size of the administered dose and duration of exposure.
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