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Badania histochemiczne nablonka nasieniotwoérczego jadra szczura
pozostajacego pod dzialaniem cytostatyku (nitrogranulogen)

FucroxMmuueckne MCCnefloBAHUS CEMEHHOrO 3NUTENUS SAPA KPbICkl, HAXOAALLEroCs
NOA BAMAHMEM UMTOCTATHKA (HMTpOrpaHunoreHa)

Histochemical Studies on the Influence of Nitrogranulogen-Polfa
on the Seminiferous Epithelium of the Rat Testicle

Zalozeniem chemioterapii schorzen nowotworowych jest uszkodzenie proceséow
mechanizmu komoérkowego mlodych, niedojrzatych, proliferujgcych komérek nowo-
tworu. Dzialanie to nie jest jednak dzialaniem wybi6érczym skierowanym wylacznie
przeciw komoérce nowotworowej. Uszkodzeniu ulegajg rowniez inne komorki orga-
nizmu, mitode, niedojrzate, proliferujgce, ale prawidlowe. Nie znamy bowiem proce-
s6w biochemicznych charakterystycznych tylko dla komérki nowotworowej i nie
posiadamy leku o wylgcznym, swoistym dzialaniu na zmieniong komorke nowotwo-
rowa (22). Nie udalo sie wykazaé w sposéb bezsporny takiej réznicy pomiedzy ko-
morka prawidiowg i nowotworowa, ktéra moglaby stanowi¢ punkt wyjscia do syn-
tezy zwigzku niszczacego nowotwor bez uszkodzenia organizmu gospodarza (24). Cy-
tostatyki, do ktérych nalezg przede wszystkim zwiazki alkilujgce z nitrogranulo-
genem na czele, dzialaja w pierwszym rzedzie na komorki i tkanki ulegajace szyb-
kiej odnowie, a wiec na tkanke krwiotwoéreza: szpik kostny, $ledzione, grudki i wezly
limfatyczne, a ponadto na komoérki rozrodeze i komorki nablonkéw wysScielajgcych
(2). W oparciu o badania do$wiadczalne przeprowadzone na zarodkach gadéw oraz
zarodkach kurzych, mysich i szczurzych, liczni autorzy (7, 8, 11, 12, 33) wskazuja row-
niez na szczegodlng wrazliwo$¢ tkanek plodu na dzialanie $rodk6w cytostatycznych
w tym oczywiScie nitrogranulogenu. Humke i Reinemann (9) badajge wplyw
réznych $rodkdéw cytostatycznych, w tym zwigzk6éw alkilujgcych na proces spermio-
genezy u ropuchy (Bufo vulgaris) stwierdzili, ze efekt dzialania tych zwiazkéw po-
legal gléwnie na zahamowaniu procesu dojrzewania komoérek plciowych. Jehan
i wsp. (10) w wyniku pojedynczej dootrzewnowej infekecji $rodka cytostatycznego
(Busulphan) w dawce 10 mg/kg c. spowodowali przerwanie procesu spermatogenezy
w jadrach szezura. Mietkiewski i wsp. (23) podajac szczurom trenimon przez



228 Irena Kroélikowska-Prasal, Jerzy Tarach

okres 2 i 4 tygodni stwierdzili powstawanie zmian w odczynach histochemicznych
oraz obrazie histologicznym jader. Wykazano réwniez (15), Ze jgdra myszy po pa-
renteralnym podaniu nitrogranulogenu ulegaja histopatologicznym zmianom polega-
jacym na degeneracji kanalikéw i komoérek, obrzmiewaniu komoérek, tworzeniu ko-
mérek olbrzymich oraz zahamowaniu proces6w mitozy. De Lustig i wsp. (20)
badajac dzialanie nitrogranulogenu na komoérki prawidlowe i nowotworowe hodo-
wane in vitro, stwierdzili miedzy innymi, Ze jadro komérkowe zaréwno podczas
mitozy, jak i spoczynku ulega najwiekszemu uszkodzeniu, przy czym najwrazliwszg
faza mitozy jest profaza. Kindred (13) wykazal powstawanie histopatologicznych
zmian w jadrach szezura po dozylnym podawaniu nitrogranulogenu.

Biorac pod uwage wybitnie toksyczne wla§ciwos$ei nitrogranulogenu, leku stoso-
wanego w dalszym ciggu w terapii schorzen nowotworowych, postanowiliSmy prze-
§ledzié jego wplyw na aktywno§é enzymoé6w hydrolitycznych i oddechowych oraz
DNA i RNA w komoérkach nablonka nasieniotwoérczego kanalikéw kretych jadra
szezura.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania wykonywano na szczurach bialtych w wieku 3—4 miesiecy, ciezaru
okolo 180—200 g, hodowli wsobnej. W okresie do$wiadczenia zwierzeta przebywaly
w jednakowych warunkach oraz Zywione byly standardowa dietg. Szczury podzie-
lono na 3 grupy do$wiadczalne (po 5 sztuk w kazdej) i grupe kontrolng (6 sztuk).
W I grupie zwierzeta otrzymywaly dootrzewnowo nitrogranulogen - Polfa (dichloro-
diaethylo-methylaminum hydrochloricum) w dawce 0,05 mg/kg c. przez okres 7 dni,
w II grupie po 0,5 mg/kg c. przez 3 dni, w III — 0,5 mg/kg c. przez 7 dni. W grupie
kontrolnej podawano dootrzewnowo 1 ecm roztworu soli fizjologicznej. W 24 godziny
po ostatniej injekcji zwierzeta dekapitowano i pobierano wycinki z lewego jadra.
Po 24-godzinnym uirwalaniu w ptynie Bakera skrawki cieto na mikrotomie mro-
zeniowym i wykonywano odczyny histochemiczne na aktywno$§é¢ fosfataz: kwasnej
i zasadowej wg Gomoriego, ATP-azy wg Wachsteina i Meisela. Natomiast wycinki
nie utrwalone skrawano w kriostacie Pearse’a na 20 p gruboS$ci skrawki i wykony-
wano na nich odczyny na aktywno$é glikozo-6-fosfatazy wg Wachsteina i Meisela,
dehydrogenaze bursztynianowa wg Nachlasa i wsp. oraz dehydrogenaze mleczanowa
i glikozo-6-fosforanowa wg Pearse’a. Reakecje kontrolne badanych enzyméw prze-
prowadzono w frodowisku bezsubstratowym w tych samych warunkach. Cze§é wy-
cinkéw jadra utrwalano w plynie Carnoya i na skrawkach parafinowych wykony-
wano odczyny histochemiczne na DNA i RNA wg reakeji Feulgena i Bracheta. Pre-
paraty przegladowe barwiono hematoksyling i eozyna.

WYNIKI BADAN

I grupa doswiadczalna (0,05 mg/kg — 7 dni).

W nablonku nasiennym kanalikéw kretych jadra szezuréw pod dzia-
faniem stosowanej dawki nitrogranulogenu odczyny na DNA byly stab-
sze w jadrach spermatocytéw I rzedu niz w tych samych komoérkach w
grupach kontrolnych, nie wykazano natomiast réznic w spermatogoniach
oraz spermatydach i plemnikach. Widoczne jest to na rye. 1, ktéra
przedstawia VII stadium cyklu plciowego (wg Leblonda i Cler-
monta (16), gdzie obserwujemy spermatogonie A z kulistymi jadrami,
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zbitg chromatyng lezgce przy blonie wlasnej kanalika i wykazujace silne
odezyny na DNA, spermatocyty I rzedu znajdujace sie w profazie mejozy
(st. pachytenowe), ze slabo zaznaczona reakcja oraz dojrzewajace sper-
matydy i plemniki.

Odczyn na RNA wg Bracheta wykazywaly wszystkie komorki nablon-
ka nasieniotworczego, jednak poréwnujac je z preparatami kontrolnymi
zauwazono oslabienie reakcji w spermatogoniach i spermatocytach w
poszczegdlnych stadiach profazy (leptoten, zygoten) nie stwierdzono w
pozostalych komorkach cyklu plciowego (ryc. 2. — stadium X).

Przystepujagc do omoéwienia reakeji enzymatycznych zwlaszcza prze-
prowadzonej na materiale nie utrwalonym w niektérych przypadkach po-
wstaly trudnosci w ustaleniu stadiéw cyklu nablonka ze wzgledu na do-
kladne okreslenie fazy rozwojowej np. spermatocytéow I rzedu, jak row-
niez spermatyd. W takich przypadkach ograniczyliSmy sie do opisu loka-
lizacji produktu reakcji enzymatycznej w poszczegolnych komérkach na-
blonka i poréwnaniu go z preparatami kontrolnymi.

Fosfataza kwa$na wykazywala nieznaczny wzrost aktywnosci w ko-
moérkach rozrodezych nablonka, zmiany te najbardziej byly widoczne w
spermatocytach I rzedu. Zauwazano nasilenie odeczynéw na aktywno$é
fosfatazy zasadowej w blonie wlasnej kanalika kretego (ryc. 3) w poréw-
naniu z grupg kontrolna.

Reakcje na ATPaze wykazano przede wszystkim w tkance granicznej
kanalika i w blonie komoérek nasiennych, ale byla ona slabsza w porow-
naniu z odczynami uzyskanymi u zwierzat kontrolnych. Glikozo-6-fosfa-
taza wykazywala silng aktywno$§é w komorkach nablonka plciowego
szczeg6lnie w spermatogoniach.

Aktywnos$é dehydrogenazy bursztynianowej byla rézna w poszezegol-
nych komérkach nablonka nasieniotwoérczego juz u zwierzat kontrolnych,
dlatego staraliSmy sie porownywaé¢ z odpowiednimi komoérkami znajdu-
jacymi sie w tych samych fazach rozwojowych u zwierzat do$wiadezal-
rych i kontrolnych. Wysoka aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej
u zwierzat kontrolnych obserwowana w spermatocytach I rzedu we
wezesnych fazach rozwojowych oraz w mlodych spermatydach i komér-
kach Sertoliego (ryc. 4 — stadium VII) ulegla stopniowemu obnizeniu
pod dzialaniem stosowanej dawki nitrogranulogenu. Slabe odeczyny za-
uwaza sie w mlodszych i starszych rozwojowo spermatocytach, natomiast
spermatydy i plemniki wykazujg niezmieniona aktywnos$é enzymatyczng.

Dehydrogenaza mleczanowa — podobnie jak w kontroli — wykazuje
silne odczyny w plemnikach oraz dojrzewajgcych spermatydach i dosé
wyrazne w spermatogoniach A, slabsze odczyny wystepuja w spermato-
cytach I i II rzedu, co przedstawia ryc. 5, na ktérej widoczne jest VIII
stadium cyklu plciowego z wyraznie zaznaczonymi plemnikami w gérnej
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warstwie nablonka. Spermatocyty w stadium proleptotenu i pachytenu
profazy pierwszego podzialu dojrzewania dajg slabg reakcje.

Odczyn na dehydrogenaze glikozo-6-fosforanowa w kanaliku nasien-
nym w VII stadium cyklu plciowego przedstawia ryc. 6, gdzie intensyw-
na reakcja widoczna jest w plemnikach oraz przeksztalcajgcych sie sper-
matydach (w 7 stadium spermiogenezy). Pozostale komérki nablonka
plciowego wykazujg slabg aktywnos$é enzymatyczng z tym, ze w niekto-
rych spermatogoniach typu A spotyka sie réwniez znaczne ilosci produk-
tu reakcji w postaci niebieskich ziaren dwuformazanu.

II grupa doswiadczalna (0,5 mg/kg — 3 dni)

Podawanie zwierzetom duzych dawek nitrogranulogenu powodowalo
obnizenie aktywnosci DNA w jadrach nablonka plciowego kanalikow
kretych z wyjatkiem dojrzalych plemnikéw, w ktorych odczyn nie ulegl
zmianie, co ilustruje ryc. 7 — II stadium oraz ryc. § — IV stadium cyklu
plciowego. Wykazano natomiast oslabienie odczynéw na RNA w poréw-
naniu z preparatami kontrolnymi we wszystkich komérkach rozrodczych,
a zwlaszcza w spermatogoniach i spermatocytach I rzedu (ryc. 9 — sta-
dium XII).

Podobnie jak w I grupie doswiadczalnej obserwowano wzmozenie od-
czynow na fosfataze kwasng w komodrkach nablonka plciowego kanalikow
jadra po podaniu nitrogranulogenu. Nasilenie odczynéw na fosfataze za-
sadowg stwierdzono w S$cianie wlasnej kanalika kretego (ryc. 10) oraz
zauwazono wzrost odezynu w dojrzalych plemnikach znajdujacych sie w
Swietle kanalika.

Dodatnie odezyny na ATPaze wykazano w tkance granicznej kana-
lika, przy czym jednak intensywno$¢ reakeji byla stabsza w poréwnaniu
z preparatami kontrolnymi. W niektérych miejscach blony wlasnej ka-
nalikéw odczyny stawaly sie malo widoczne, zanikaly prawie zupelnie
w blonach komoérkowych spermatogonii i spermatocytéw, stabsze odczy-
ny wykazywaly takze spermatydy i plemniki. Reakcja na G6Paze byla
mniej intensywna w komodrkach nablonka plciowego, a szczegélnie w
spermatocytach I rzedu w poréwnaniu nie tylko z grupa kontrolna, ale
réwniez z I grupg do$wiadczalna.

Oslabienie aktywno$ci na dehydrogenaze bursztynianows zauwazono
w spermatogoniach i spermatocytach I rzedu, nieco silniejsze odezyny u-
irzymywaly sie w spermatydach i plemnikach (ryc. 11 — stadium IX),
ktére nie byly jeszcze dostrzegalne w S$wietle kanalika, ale w glebi na-
blonka plciowego. Odczyny na dehydrogenaze mleczanows ulegly osla-
bieniu zar6wno w spermatocytach, jak i w spermatydach, stosunkowo in-
tensywng reakcje dawaly spermatogonie lezgce przy blonie wlasnej kana-
lika.
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Zauwaza sie dalsze obnizenie aktywnosci dehydrogenazy glikozo-6-
-fosforanowej nie tylko w poréwnaniu z kontrola, ale i I grupa do§wiad-
czalng. Slabe odczyny lub zupelny brak odczynu wykazuje nablonek na-
sieniotworezy lacznie z plemnikami, oprécz spermatogonii, w ktérych wi-
doczne byly wieksze ilosci produktu reakeji w postaci niebieskich ziaren
dwuformazanu, co ilustruje ryc. 12 — stadium X.

IIT grupa do$§wiadczalna (0,5 mg/kg — 7 dni)

Podawanie duzych dawek nitrogranulogenu przez 7 dni powodowalo
zmiany w odczynach DNA w nablonku plciowym kanalikéw kretych ja-
dra. W wiekszo$ci komoérek nasieniotwdrczych nastapilo ostabienie reak-
cji na DNA, tylko plemniki wykazywaly niezmienione odczyny. Ulegly
rowniez oslabieniu odczyny na RNA w wielu komérkach nablonka oraz
pojawily sie zmiany degeneracyjne polegajace na wakuolizacji ich cyto-
mlazmy. Jedynie resztki cytoplazmy oderwane od przeksztalcajgcych sie
spermatyd dawatly silng reakcje na RNA (ryc. 13 — stadium IV).

W III grupie do$wiadczalnej — podobnie jak w dwu poprzednich —
dalo sie zauwazy¢ wzrost odczynu na fosfataze kwasna w obrebie cyto-
plazmy komorek plciowych. Znaczny wzrost odczynu na fosfataze zasa-
dowg w poréwnaniu z preparatami kontrolnymi widoczny byl w blonie
wlasnej kanalika, co przedstawia ryc. 14, uwidaczniajagca twory siatecz-
kowe tej blony.

Obserwowano oslabienie reakcji na aktywno$¢ ATPazy w nablonku
nasieniotworczym. G6Paza wykazywala slabsza aktywnos$é nie tylko w
spermatocytach I rzedu, jak to zauwazono w Il grupie dos$wiadczalne,
ale i w pozostalych komorkach. Stosunkowo wysoka aktywnosé wykazy-
waly spermatogonie (rye. 15). Wyrazne oslabienie odczynu na dehydro-
genaze bursztynianowg zauwazono w nablonku nasieniotwérczym, gdzie
produkt reakcji enzymatycznej wystepowal przewaznie w postaci czer-
wonych ziaren monoformazanu, jedynie spermatydy w wyzszych stadiach
rozwojowych i dojrzale plemniki wykazywaly wyzszg aktywnosé enzymu
widoczng jako niebieskr osad dwuformazanu.

Aktywnos$é¢ dehydrogenazy mleczancwe] ulegla oslabieniu w porow-
naniu z I i IT grupa kontrolna w calym nablonku plciowym za wyjatkiem
spermatogonii lezacych przy blonie wlasnej kanalika, co ilustruje ryc. 16
— IIT stadium cyklu plciowego, w ktéorym spermatogonie A wykazujg
silng reakcje, natomiast spermatocyty w stadium pachytynowym profazy
mejozy i spermatydy daja slabsza reakcje enzymatyczna, oraz plemniki
znajdujace sie jeszcze w okresie dojrzewania. Odezyn na dehydrogenaze
glikozo-6-fosforancwa nadal jest slaby, podobnie jak w Il grupie do-
Swiadczalnej.
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OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Spermatogeneza jest procesem bardzo zlozonym, podczas ktorego w
komorkach nablonka nasieniotwérczego zachodza nie tylko zmiany mor-
fologiczne, ale takze czynnosciowe zwigzane z synteza kwaséw nukleino-
wych, bialek i aktywnoscia ukladéw enzymatycznych. Ostatnio szereg
autoréw oprocz zmian morfologicznych (Leblond i Clermont,
1952; Roosen-Runge, 1962; Clermont, 1967) podejmuje badania
dotyczace stanu czynnos$ciowego komorek zwigzanego z aktywnoscia en-
zymoéw hydrolitycznych i oksydacyjnych stosujac metodyke histochemicz-
ng i biochemiczng (Lison, 1955; Buno i Germino, 1958; Posa-
lakyiwsp, 1968; Lehman i Brandau, 1970; Reissenweber,
1970), zwracajac uwage na zmiany aktywnosci enzymatycznej w zaleznos-
ci od fazy rozwojowej poszczegélnych komorek, od cyklu nablonka nasie-
niotwoérczego (Posalaky i wsp, 1961; Ambadkar i George,
1964) oraz na zmiany cykliczne w komorkach Sertoliego w zaleznosci od
fali spermatogenetycznej (Posalaky i wsp., 1968).

W naszych badaniach zastosowaliSmy substancje cytostatyczng — ni-
trogranulogen, ktéra wykazuje zdolnosdci alkilujace do wielu substancji
komorkowych jak bialka, aminokwasy, kwasy tluszczowe, kwasy nukleino-
we i inne (Mordarski, 1970). Zwiagzki alkilujgce dzialajg przede
wszystkim na komérki i tkanki ulegajace szybkiej odnowie (Bersagel
i wsp., 1962), a wiec rowniez na nablonek nasieniotwoérczy kanalikow ja-
dra, w ktérym obserwujemy szybki wzrost i liczne podzialy komérkowe.
ZwréciliSmy uwage, Ze nitrogranulogen powoduje zmniejszenie odczy-
néw na RNA w komoérkach plciowych. Okazalo sie, Ze im na wyzszym
etapie rozwoju znajduje sie dana komoérka tym zmiany w odczynach na
RNA sg mniejsze. Stagd najsilniejsze odczyny na RNA utrzymywaly sie
w plemnikach i spermatydach nie ulegajac zmianie w pordwnaniu z ty-
mi komérkami w preparatach kontrolnych, a odpowiednio slabsze wy-
stepowaly w spermatocytach i spermatogoniach, mimo ze jak wiadomo
z badan Daleda (5) — iloé¢ cytoplazmatycznego i jaderkowego RNA
podczas normalnego procesu spermatogenezy wzrasta w okresie rozwoju
pierwotnych spermatocytéw aZz do pierwszego okresu dojrzewania, a na-
stepnie maleje. Nalezy sadzié¢, Ze zmniejszenie ilo$ci RNA zwigzane jest z
zakléceniem syntezy bialka w komérkach i mniejszej zdolnosci podzia-
lowej komoérek rozrodczych, co w konsekwencji moze doprowadzié do
oslabienia lub zahamowania procesu spermatogenezy.

Obserwowane przez nas zmiany w odczynach na DNA w jadrach ko-
mérek plciowych moga wskazywaé na zaburzenia w procesie mejozy,
o czym Swiadczy najwieksze oslabienie odczynéw w  spermatocytach
znajdujacych si¢ w jej profazie (leptoten, pachyten). Zmiany wykazane
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podczas stosowania nitrogranulogenu w odczynach RNA i DNA dotyczy-
ly przede wszystkim zwierzat tych grup doswiadczalnych, ktére otrzy-
mywaly duze dawki preparatu (II i III grupa dosw.). W zwigzku z tym
nalezy sadzi¢, ze stezenia cytostatykéw decyduja o ostatecznych wynikach
i moga prowadzi¢ do powaznych uszkodzen komorki.

Z badan innych autorow wynika, ze zwiazki alkilujagce powoduja po-
wiekszenie jader komorkowych, fragmentacje chromosoméw i zahamo-
wanie mitoz w komdrkach nablonka nasieniotwoérczego (9,26) przy czym
— jak podaje Landing (16) — nastepuje pecznienie i tworzenie sig
komorek olbrzymich. Wedlug Mordarskiego (24) efekt cytostatycz-
ny i mechanizm hamowania podzialéw komoérkowych uwarunkowany jest
alkilacjg podwojng spirali DNA. Znane jest rowniez mutagenne dzialanie
cytostatykéw. Kindred (13) i inni wykazali, ze cytostatyki powoduja
najwieksze zmiany w komoérkach narzadow limfopoetycznych: $ledziony,
szpiku, wezléw limfatycznych, poniewaz substancje alkilujace maja lat-
wiejszy dostep do ich komoérek wraz z plynami tkankowymi oraz z krwia
przez srédblonek kapilaréw. Natomiast przenikniecie substancji cytosta-
tycznej do kanalikow jadra jest utrudnione ze wzgledu na obecnosé ,,ba-
riery” w postaci blony wlasnej kanalika. Niemnie] jednak zmiany w ko-
morkach nablonka nasieniotwérczego byly przez nas obserwowane cho-
ciaz w lagodniejszej formie niz w narzadach limfopoetycznych. Réwniez
Mietkiewski i wsp. (23) zauwazyli, ze pod wplywem trenimonu
wyrazne zmiany w aktywnosci enzymatycznej wystepujg w tkance in-
terstycjalnej, w komoérkach Leydiga, jednak wplywa on réwniez na ko-
moérki nasieniotwoércze kanalikéw chociaz w nieco mniejszym stopniu.
Réwniez Hunke i Reinemann (9) badajagc samce ropuch wykazali,
ze cytostatyki powodujg zahamowanie dojrzewania spermatyd i plemni-
kow zwlaszeza we wezesnych okresach.

Roéznice w skladzie chemicznym jadra i cytoplazmy komérek rozrod-
czych jadra — takie jak zmiany w kwasach nukleinowych RNA i DNA
oraz innych substancji i ukladéw enzymatycznych — moga wywieraé
duzy wplyw na zywotno$¢ plemnikéw, ich ruchliwosé i zdolnos¢ do za-
plodnienia (42). Jak podaje Leuchtenberger i wsp. (18) u mezczyzn
plodnych wystepuja zawsze te same state wartosci DNA w jadrach plemni-
kow, natomiast nizsze u nieplodnych. Obnizenie tych wartosci zwigzane
jest z anomaliami cytomorfologicznymi zachodzacymi podczas procesu
spermato- i1 spermiogenezy. Krolikowska-Prasal (14) wskazuje,
ze zawarto§¢ DNA w jadrze i fosfatazy kwasnej w otoczce cytoplazma-
tycznej plemnika jest waznym czynnikiem wplywajacym na zywotno$é
plemnika oraz moze byé zwigzana z ich zdolno$cig do zaplodnienia.

W naszych do$wiadezeniach wykazano wzrost aktywnosci fosfatazy
zasadowej w blonach wlasnych kanalika oraz w nablonku plciowym. Naj-
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silniejsze zmiany wystgpily przy duzych dawkach cytostatyku, podobnie
jak w badaniach Singha i Mathura (32) po podaniu busulphanu,
gdzie obserwowano wzrost nie tylko fosfatazy zasadowej, ale i 5-nukleo-
tydazy. Aktywnos¢ ATPazy obnizala sie¢ w blonie wlasnej kanalika oraz
w blonkach komoérek nasieniotwoérezych wszystkich grup doswiadcezalnych.
Obnizenie aktywnos$ci ATPazy moze $§wiadczyé o zmniejszeniu transpor-
tu jonéw oraz glikozy i aminokwaséw miedzy nablonkiem nasieniotwor-
czym a tkanka $roédmigzszows. Zmniejszeniu ulegala réwniez aktywnosé
G6Pazy zwlaszcza w IT i III grupie dos$wiadczalnej.

Enzymy oddechowe, a wsréd nich dehydrogenaza bursztynianowa, od-
grywaja wazna role w procesie utleniania komérkowego, w procesach
energetycznych, zwlaszcza w komorkach nablonka nasieniotwoérczego, w
ktorym zuzycie energii ze wzgledu na wzmozone podzialy komérkowe
jest bardzo duze. Juz w grupach kontrolnych Posalaky i wsp. (26) za-
uwazyli réznice w aktywnos$ci dehydrogenazy bursztynianowej w po-
szczegolnych typach komoérek nablonka plciowego; najwyzsza aktywnosé
obserwowano w mlodych spermatocytach oraz starszych spermatydach.
W naszych badaniach wykazaliSmy, Ze nitrogranulogen powodowal ob-
nizenie aktywnosci enzymu przede wszystkim w spermatogoniach i sper-
matocytach, mniejsze w mlodych spermatydach, za§ nie stwierdzili$my
ich wcale w dojrzalych plemnikach i to bez wzgledu na okres i wielko$§¢
podawanej dawki. Stad mozna sadzié, ze dzialanie cytostatyku jest mniej-
sze na dojrzale, znajdujace sie na wyzszym etapie rozwoju komérki pleio-
we nablonka nasiennego, co znalazlo réwniez wyraz w badaniach Sin-
gha i Mathura (32) nad wplywem busulphanu na aktywno$¢ dehy-
drogenazy bursztynianowej w jadrach gryzoni z rodzaju gerbillus (su-
waki).

Z pracy Mordarskiego (24) wiemy, ze cytostatyki mogg powo-
dowac¢ alkilacje albo cze$ci biatkowej enzymu lezgcej w pewnej odleglosci
od jego centrum albo bezposrednio w centrum aktywnosci enzymu. W
przypadku pierwszym komorka moze nadal rozwija¢ sie prawidlowo, w
drugim dochodzi do uszkodzenia funkcji danego enzymu i stad efekt cy-
tostatyczny staje sie bardziej wyrazny.

Badane przez nas inne enzymy oddechowe wykazuja réwniez zmniej-
szenie aktywno$ci pod wplywem nitrogranulogenu. W przypadku dehy-
drogenazy mleczanowej dotyczy to przede wszystkim spermatceytow I
rzedu (we weczesnych stadiach rozwojowych), w ktérych juz w I grupie
doswiadczalnej obserwuje sie obnizenie aktywnosci w spermatocytach,
niewielkie oslabienie reakcji w spermatogoniach i spermatydach, a nie
zauwazono zmian w plemnikach; w tych ostatnich dopiero przy duzych
dawkach cytostatyku (III grupa dosw.). Natomiast nie wykazano réznic
w aktywno$ci dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej w spermatogoniach
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zadnej z grup doswiadczalnych. Obnizenie jej aktywnosci nastepuje w
spermatocytach I rzedu w I, 1I i III grupie oraz starszych spermatydach
i plemnikach w III grupie do$wiadczalnej.

Posalaky (25) obserwuje intensywna reakcje na dehydrogenaze
bursztynianowsa, dehydrogenaze izocytrynianowg i reduktaze tetrazolo-
wa NADPH w spermatocytach I rzedu w 1V stadium juz u zwierzat kon-
trolnych opierajac sie przy ocenie stadiéw na metodzie Rosen-Run-
gego (30), co zostalo potwierdzone w badaniach Reisenwebera i
wsp. (29), ze aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej i mleczanowej
‘est wyzsza w spermatocytach I rzedu niz w spermatydach w stadium
~d 1 do ¥. Autorzy zwracajg uwage (Reissenweber i wsp, 1970), ze
komorki Sertoliego wykazuja wysoka aktywnosé enzymoéw oddechowych,
silniejsza niz komorki plemnikotwoércze, co zostalo réwniez zaobserwo-
wane w naszych badaniach. Nie zauwazyliSmy zmian w aktywnosci de-
hydrogenazy bursztynianowej w plemnikach za wyjatkiem III grupy do-
$wiadczalnej, w ktoérej podawano duze dawki cytostatyku przez okres 7 dni.
Silne odczyny na dehydrogenaze mleczanows enzymem zwigzanym z pro-
cesem beztlenowej glikozy wystepowaly nadal w spermatydach i plem-
nikach. Jak zauwaza Kindred (13) podczas podawania nitrogranulo-
genu szczyt zmian histopatologicznych przy dawkach subtelnych naste-
puje 3 dnia po iniekcji, a oznaki degeneracyjne moga utrzymywaé sie
jeszcze przez 5 dni od ostatniego podania leku. Zwykle zmiany morfolo-
giczne przebiegaja réwnolegle w czasie i charakterze do zmian cytoen-
zymatycznych, a czesto te ostatnie je wyprzedzajg. Najwieksze uszko-
dzenia wystepuja w spermatydach, tworzacych olbrzymie komorki, naj-
bardziej oporne na dzialanie nitrogranulogenu sa plemniki, spermatogonie
oraz komorki Sertoliego, co czeSciowo pokrywa sie z naszymi badaniami,
w ktérych najmniejsze zmiany odezynéw histochemicznych obserwowa-
lismy w plemnikach i komédrkach Sertoliego, natomiast najbardziej wra-
zliwe na dzialanie nitrogranulogenu okazaly sie spermatocyty I rzedu
i spermatydy we wczesnych stadiach rozwojowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz danych z piSmiennictwa
nalezy sadzié, ze:

1. Substancje cytostatyczne (nitrogranulogen) wywieraja wplyw na
nablonek nasieniotwoérczy kanalikow jadra, o czym $wiadeza zmiany w
odczynach histochemicznych.

2. Obnizenie odczynu na DNA wystepuje w spermatocytach I rzedu
w okresie profazy, nie ulega zmianom w plemnikach.

3. Reakcja na RNA wykazuje oslabienie w spermatocytach I rzedu
i niektorych spermatogoniach, nie obserwuje sie zmian w innych ko-
morkach.
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4. Wzrost aktywnosci fosfatazy zasadowej wystepuje w btonach wtlas-
nych kanalikéw jadra oraz obnizenie aktywnosci ATPazy i G6Pazy w
nablonku nasieniotwoérczym.

5. Dehydrogenazy: bursztynianowa, mleczanowa i glikozo-6-fosfora-
nowa wykazuja zmniejszong aktywnosé enzymatyczng w spermatogoniach
i weczesnych spermatydach.

6. Zmiany w aktywnosci enzyméw oddechowych wskazujag na za-
burzenia w procesach utleniania komoérkowego oraz w przypadku dehy-
drogenazy mleczanowej rowniez w procesach glikozy beztlenowej.

7. Zmiany w odczynach histochemicznych DNA i RNA oraz badanych
enzymow zalezg od stezenia nitrogranulogenu. Najwieksze zmiany obser-
wowano przy duzych dawkach preparatu podawanego przez dtuiszy (7

dniowy) okres.

8. Obserwowane zmiany w komoérkach nasieniotwdrezych nablonka
kanalikéw jadra pod wplywem nitrogranulogenu moga by¢ wynikiem
zaréwno obnizenia produkeji androgenéw przez komérki Leydiga, jak
réwniez moga byé zwiazane ze zmniejszonym wydzielaniem gonadotro-
pin przez przysadke,
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Odczyn na DNA w komérkach nablonka nasieniotworczego jadra szczura
otrzymujacego nitrogranulogen w dawce 0,05 mg/kg przez 7 dni. Reakcja Feulgena.
Pow. 600 X,

Ryc. 2. Odczyn na RNA w komérkach nabtonka nasieniotwoérczego jgdra szczura
po podaniu nitrogranulogenu w dawce 0,05 mg/kg przez 7 dni. Reakcja Bracheta.
Pow. 300 X,

Ryc. 3. Odczyn na fosfataze zasadowg w kanaliku kretym jgdra szczura po po-
daniu nitrogranulogenu w dawce 0,05 mg/kg przez 7 dni. Reakcja Gomoriego. Pow.
200 X.

Ryc. 4. Aktywno$§é dehydrogenazy bursztynianowej w komérkach nablonka plcio-
wego jadra szczura kontrolnego. Metoda Nachlasa i wsp. Pow. 200 X.

Ryc. 5. Aktywno$é dehydrogenazy mleczanowej w nablonku nasieniotwoérczym
kanalika jadra szczura po podaniu nitrogranulogenu w dawce 0,05 mg/kg przez 7 dni,
wg Pearse’a. Pow. 200 X,

Ryc. 6. Aktywnoéé dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej w nabltonku nasienio-

tworczym kanalika jadra szczura otrzymujacego nitrogranulogen w dawce 0,05 mg/kg
przez 3 dni. Metoda Nachlasa i wsp. Pow. 200 X.
. Ryc. 7. Odczyn na DNA w komérkach nablonka nasieniotwérczego (stadium II)
jadra szczura po podaniu nitrogranulogenu w dawce 0,5 mg/kg przez 3 dni. Reakcja
Feulgena. Pow. 300 X.

Ryc. 8. Odczyn na DNA w komoérkach nabtonka nasieniotwoérezego (stadium IV)

jadra szczura otrzymujgcego nitrogranulogen w dawce 0,5 mg/kg przez 3 dni. Reakcja
Feulgena. Pow. 300 X.

Ryec. 9. Odezyn na RNA w komdrkach nablonka nasieniotwérczego jadra szczura
otrzymujacego nitrogranulogen w dawce 0,5 mg/kg przez 3 dni. Reakcja Bracheta.
Pow. 300 X.
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Ryc. 10. Odczyn na fosfataze zasadowa w kanalikach kretych jadra szczura
otrzymujacego nitrogranulogen w dawce 0,5 mg/kg przez 3 dni. Metoda Gomoriego.
Pow. 200 X.

Ryc. 11. Aktywno$§¢ dehydrogenazy bursztynianowej w komoérkach nasienio-
twoérezych kanalika jadra szczura po podaniu nitrogranulogenu w dawce 0,5 mg/kg
przez 3 dni. Metoda Nachlas i wsp. Pow. 200 X.

Ryc. 12. Aktywno$§¢ dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej w kanaliku nasie-
niotwérezym jadra szczura po podaniu nitrogranulogenu w daweée 0,5 mg'kg przez
3 dni wg Pearse’a. Pow. 200 X,

Ryc. 13. Odezyn na RNA w nablonku nasieniotwérczym jgdra szczura po poda-
niu nitrogranulogenu w dawce 0,5 mg’kg przez 7 dni. Metoda Bracheta. Pow. 300 X,

Ryc. 14. Odczyn na fosfataze zasadowa w kanaliku kretym jadra szczura po
podaniu nitrogranulogenu w dawce 0,5 mg/kg przez 7 dni. Metoda Gomoriego. Pow.
600 X,

Ryc. 15. Aktywnoéé glikozo-6-fosfatazy w nablonku nasieniotworczym jadra
szezura otrzymujacego nitrogranulogen w dawce 0,5 mg/kg przez 7 dni. Metoda
Wachsteina i Meisela. Pow. 200 X.

Ryc. 16. Aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej w kanaliku nasieniotwérczym
jadra szczura po podaniu nitrogranulogenu w dawce 0,5 mg'kg przez 7 dni wg
Pearse’a. Pow. 200 X.

PE3OME

ABTOpPbLI NMposenu FUCTOXMMMUUYECKME WUCCNENOBAHUA CEMEHHOTO 3MuTenus
f4pa Kpbicbl NOCNe NOLABAHWS PasHbiX AO03 LMTOCTATMYECKOro npenapara B
pasHele nepuopbl BpemeHu. Pesynbratel uccnenosBaHui cBuAeTenbCTBYIOT O
noummeruu peakuuin IHK u PHK, ocobenHo 8 cnepmauutax | psaa. Habno-
DanUCb TaKXe M3MEHEHWN B aKTUBHOCTM TMAPONUTUUECKMX WU AbIXATENbHbIX
3H3UMOB,

SUMMARY

The authors have carried out histochemical studies of the seminiferous
epithelium of the rat testicles after nitrogen mustard (Nitrogranulogen-
-Polfa) injections taking into account both different doses of the prepa-
ration and various periods of administration. The results of the studies
have pointed out a decrease in the DNA and RNA reactions especially
in the primary spermatocytes. Changes in the activities of the hydrolytic
and respiratory enzymes have been also observed.
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EXPLANATIONS OF FIGURES

Fig. 1. DNA reaction in the seminiferous epithelium cells of the rat testicle
after nitrogen mustard injections in a dose of 0,056 mg’kg for 7 days. Feulgen
reaction. Magn. 600 X.

Fig. 2. RNA reaction in the seminiferous epithelium cells of the rat testicle after
nitrogen mustard injections in a dose of 0,05 mg/kg for 7 days. Brachet reaction.
Magn. 300 X,

Fig. 3. Alkaline phgsphatase reaction in the convoluted tubule of the rat testicle
after nitrogen mustard administration in a dose of 0,05 mg/kg for 7 days. Gomori
reaction. Magn. 200 X.

Fige 4. Succinic dehydrogenase activity in the sexual epithelium cells of the
control rat testicle. Nachlas et al. method. Magn. 200 X.

Fig. 5. Lactic dehydrogenase activity in the seminiferous epithelium of the rat
testicle tubule, after nitrogen mustard injections in a dose of 0,05 mg/kg for 7 days,
by Pearse. Magn. 200 X,

Fig. 6. Glicose-6-phosphatase dehydrogenase activity in the seminiferous epi-
thelium of the rat testicle tubule after nitrogen mustard injections in a dose of
0,05 mg'kg for 7 days by Pearse. Magn. 200 X.

Fig. 7. DNA reaction in the seminiferous epithelium cells of the rat testicle
after nitrogen mustard administration in a dose of 0,5 mg'kg for 3 days. Feulgen
reaction. Magn. 300 X (Stage II).

Fig. 8. DNA reaction in the seminiferous epithelium cells (stage IV) of the rat
testicle after nitrogen mustard injections in a dose of 0,5 mg'kg for 3 days. Feulgen
reaction. Magn. 300 X,

Fig. 9. RNA reaction in the seminiferous epithelium cells of the rat testicle
after nitrogen mustard injections in a dose of 0,5 mg'kg for 3 days. Brachet reaction.
Magn. 300 X.

Ryc. 10. Alkaline phosphatase reaction in the convoluted tubules of the rat
testicle after nitrogen mustard injections in a dose of 0,5 mg’kg for 3 days. Gomori
method. Magn. 200 X.

Fig. 11. Succinic dehydrogenase activity in the seminiferous epithelium of the
rat testicle tubule after nitrogen mustard administration in a dose of 0,5 mg/kg
for 3 days. Nachlas et al. method. Magn. 200 X.

Fig. 12. Glicose-6-phosphate dehydrogenase activity in the seminiferous tubule
of the rat testicle after nitrogen mustard administration in a dose of 0,5 mg'kg for
3 days, by Pearse. Magn. 200 X,

Fig. 13. RNA reaction in the seminiferous epithelium of the rat testicle after
nitrogen mustard administration in a dose of 0,5 mg/kg for 7 days. Brachet method.
Magn. 300 X.

Fig. 14. Alkaline phosphatase reaction in the convoluted tubule of the rat
testicle after nitrogen mustard injections in a dose of 0,5 mg'kg for 7 days. Gomori
method. Magn. 600 X. '

Fig. 15. Glicose-6-phosphatase activity in the seminiferous epithelium of the rat
testicle after nitrogen mustard injections in a dose of 0,5 mg’kg for 7 days. Wachstain
and Meisel method. Magn. 200 X.

Fig. 16. Lactic dehydrogenase activity in the seminiferous tubule of the rat
testicle after nitrogen mustard administration in a dose of 0,5 mg’kg for 7 days, by
Pearse. Magn. 200 X.


















