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Badania morfochemiczne i statystyczne kory nadnerczy szczurdw bialych,
znajdujacych sie pod wplywem przewleklej intoksykacji alkoholowej.
I1. Badania histotopochemiczne

MopdoxuMuueckMe U CTATUCTHMUECKUE MCCIeAOBaHMA KODbI HAAINOYEYHMKOB Oernbix
KDbIC, HAXOAAUIMXCA MO BNMAHMEM XDOHMUECKON aJKOroJbHOA MHTOKCHMKAI[MN.
I1. TucroTONOX¥MHUYECKHUE MCCIeN0BaHMA

Morphochemical and Statistical Examinations of Adrenal Cortex in Rats
under the Effect of Long-lasting Alcohol Intoxication.
11. Histotopochemical Examinations

WSTEP

Znane sg zmiany histoformatywne kory nadnerczy osobnikdéw znaj-
dujacych sie pod wplywem przewleklego dzialania alkoholu etylowe-
go (6, 7, 4).

W niniejszej pracy natomiast przesledzono zachowanie sie tluszczow,
cholesterolu, a-ketoli, dehydrogenazy hydroksysterydowej i alkoholowej
w nadnerczach szczuréw, ktéorym podawano etanol przez 12 tygodni. Po-
niewaz w chwili obecnej nie wyjasniono do konca, czy proces utleniania
alkoholu etylowego wystepuje réwniez w nadnerczach, dlatego spraw-
dzono obecnos¢ dehydrogenazy alkoholowej.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono na 180 samcach szczuréw bialych rasy Wistar, hodowli
‘wsobnej, w wieku 5—8 mies. Alkohol etylowy 40% podawano sondg dozoladkowo,
codziennie, w dawce obliczonej indywidualnie i stanowigcej polowe dawki letalnej
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dla szczura bialego, ktora wynosi 13 660 mg/kg. Zwierzeta badano w 3 grupach cza-

sowych:

Grupa 1 doswiadczalna — zwierzeta, ktére otrzymywaly etanol przez okres
1 tygodnia;

Grupa 11 do$wiadczalna — zwierzeta, ktére otrzymywaly etanol przez okres
5 tygodni;

Grupa 111 doswiadczalna — zwierzeta, ktore otrzymywaty alkohol przez okres
12 tygodni.

Kazda z grup posiadala kontrole — zwierzetom podawano sonda dozotadkowo

wode do picia w tej samej ilosci, a takze kontrole, w ktorej zwierzeta nie otrzy-
mywaly nic. Poniewaz nie zaobserwowano réznicy pomiedzy kontrolami, przyjeto
okresla¢ je jako jedng grupe kontrolng.

Wykonano ilosciowe oznaczenie cholesterolu catkowitego metoda kolorymetrycz-
ng wg Chiamoriego (8). Rozmieszczenie cholesterolu i jego estrow w korze
nadnerczy oceniono metodg histochemiczng wg Schultza (10). Zawartosé tluszczu
w korze nadnerczy badano Sudanem III (10). Ocene zawartosci kortykoidéw prze-
prowadzono metodg Khanolkhara w modyfikacji B. Penar (10). Gléwny enzym
sterydogenezy — dehydrogenaze B-hydroksysterydowa (1.1.1.51) wykonywano stosu-
jac jako substrat dehydroepiandosteron (10). Dehydrogenaze alkoholowg wykrywano
stosujgc jako substrat 1 M alkohol, wg metody przyjetej za Godlewskim (10).

BADANIA HISTOCHEMICZNE I BIOCHEMICZNE

ZAWARTOSC TLUSZCZOW W KCORZE NADNERCZY

Grupa kontrolna

Barwienie Sudanem wykazalo, ze warstwa kiebkowata kory nadner-
cza zawierala duzg ilos¢ materialu sudanofilnego, tylko tuz pod torebkg
gruczolu w cytoplazmie komodrek wystepowaly drobne kropelki tlusz-
czowe, natomiast pozostate komorki przepelnione byly materialem suda-
nofilnym (ryc. 1).

Wyraznie wydzielona warstwa sudanofobna, zawierajgca $ladowe ilo-
Sci materialu sudanofilnego, oddzielala warstwe pasmowata, gdzie ko-
morki ulozone promieniscie obtadowane byly materialem sudanofilnym.

Grupy LIILIIl doswiadczalne

W poréwnaniu ze wzorcem kontrolnym po 1 tygodniu doswiadczenia
warstwa klebkowata zawierala podobng ilose kropli tluszczowych, war-
stwa sudanofobna nie ulegla zanikowi.

Podawanie alkoholu przez okres 5 tygodni spowodowalo juz wyrazne
zmniejszenie sig ilo$ci tluszezéw w korze nadnerczy we wszystkich war-
stwach. Cze$¢ sudanofobna kory nadnerczy nie u wszystkich zwierzat
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byla wyraznie widoczna. W warstwie pasmowatej bardzo istotne bylo
wystepowanie skupisk komorek pozbawionych materialu sudanofilnego.
Taka ogniskowa delipolizacja wystepowala u wiekszosci badanych zwie-
rzat (ryc. 2).

Po 12 tygodniach eksperymentu jedynie w poblizu torebki znajdowa-
ly sie komorki bogate w tluszcze. Pozostale komorki, w znacznie mniej-
szym stopniu wypelnione materiatem sudanofilnym, zatracily swoéj wzor-
cowy uklad, polegajacy na rozmieszczeniu pasmami komorek w réznym
stepniu zawierajgcych material sudanofilny.

ILOSC CHOLESTEROLU W KORZE NADNERCZA

lioé¢ cholesterolu w nadnerczu, badana metodami biochemicznymi,
w czasie trwania calego doswiadczenia ulegla istotnym zmianom. Dane,
zestawione w tab. 1, wskazuja, ze iloé¢ cholesterolu w 1 mg nadnercza
szczura kontrolnego wzrosla w czasie 12 tygodni z 0,176 0,21 mmol/l
do 0,423 % 0,056 mmol/l.

Pcdawanie alkoholu we wszystkich grupach wplywalo na istotne
zmniejszenie sie (p<<0,001) $redniej ilosci cholesterolu calkowitego w
1.mg nadnercza w poréwnaniu z kontrolg kazdej grupy. Alkohol juz po

Tab. 1. Ilosé¢ cholesterolu catkowitego w nadnerczu szczuréw po podawaniu alkoholu
Amount of total cholesterol in suprarenal gland of rats after alcohol administration

oudana Rodzaj Zakres warsosci aartosci rorownarie z xontrolg
cecha grupy min.~maks. érednie - -
+ odchylenie réznice wartoési awaal
Stendardove sredrich  jiurkeji g is:cis—
/X doéw, |bestoasd noéc
/% & sn-’I/ ~X xkontr.. t
ilosé 1 2,56 ~ 4,30 3,245 +0,407 ~0,%9 c,077 bt
choleste— 1a 3,85 - 4,56 4,204 +0,213
rolu w 4 »2 ’ =
catym nad-
nerczu w 11 2,09 - 4,99 3,525 +0,674 ~0,615 2,559 +
Enol/1 IIs 3,05 - 5,17 .| 4,140 40,606
III 5,82 =11,43 6,998 +1,474 ~3,632 €, 364 et
1I1a 8,47 13,75 10,630 +1,660
Ilo&¢ cho- 1 0,082-0,143 0,113 +0,018 -0,057 &,103 P
lesterolu Ia 0,139~0,208 0,176 +0,021
w mmol/l 12TV ! fadd
;'mén:g_ I 0,066-0,168 0,131 +0,021 -0,055 4,160 bt
cza IIa 0,135~0,244 0,186 +0,030
11 0,214-0,478 0,293 +C,049 -0,150 6,708 -+
IiIa 0,354~0,520 0,423 +0,056
Objasnienia: — - brak istotnych rézinic, + — roznice istotne przy »=0,05,
++ — roznice istotne przy p=:0,01, +++ — réznice istotne przy p=0,001.
Explanation: — — lack of statistical differences, + — statistically significant

differences at p=0.05, + + — statistically significant differences at p=0.01, +++ —
statistically significant differences at p=0.001.

20 Annales, sectio D. vol. XXXIX



306 Elzbieta Anna Jedrzejewska

1 tygodniu podawania wywolywal gwaltowny spadek ilosci cholesterolu
w 1 mg tkanki nadnercza (réznica wynosita 0,057 mmol/l) i potegowal
sig, osiagajac najnizszy poziom w 12 tygodniu doswiadczenia (réznica wy-
nosita 0,130 mmol/l).

ROZMIESZCZENIE CHOLESTEROLU W KORZE NADNERCZY

Grupa kontrolna

Cholesterol, wykrywany metodg Schultza, obecny by}l w calej korze
nadnerczy i rozmieszciony podobnie jak ttuszcze (ryc. 3). Komorki war-
stwy klebkowatej wykazywaly reakcje na cholesterol, rowniez strefa su-
danofobna zawierala komérki z pozytywna reakcja.

Na calej szerokosci warstwy pasmowatej wystepowala bardzo silna
reakcja na cholesterol, zwlaszcza w jej odcinku zewnetrznym. W war-
stwie pasmowatej wewnetrznej oraz siatkowatej odczyn byt stabszy.

Grupy LILIIIl doswiadczalne

Po tygodniowym eksperymencie kora nadnerczy wykazywala slabsza
reakcje barwng. Znaczna réznica wystapila w pierwszym odcinku war-
stwy pasmowatej.

Reakcja na cholesterol w eksperymencie 5-tygodniowym byla mniej
intensywna niz w kontroli. Podobnie jak w eksperymencie 1-tygodnio-
wym, odczyn wystepowal w zewnetrznej cze$ci warstwy pasmowatej,
natomiast w pozostalej cze$ci warstwy pasmowatej oraz w warstwie
siatkowate] stwierdzono sladowe ilosci barwnego produktu.

Material doswiadczalny grupy III wykazal bardzo duzg roéznice w
poréwnaniu z preparatami kontrolnymi. Cala kora nadnercza miala
znacznie slabszg reakcje barwng (ryc. 4). Najsilniejszy odczyn wystepo-
wal w warstwie pasmowatej zewnetrznej, jednak byl on stabszy niz
w kontroli.

ZAWARTOSC KETOSTERYDOW W KORZE NADNERCZY

Grupa kontrolna

U zwierzat kontrolnych reakcja na ketosterydy wystepowata w calej
korze nadnerczy, jednakze w komérkach warstwy zewnetrznej pasmowa-
tej byla najsilniejsza (ryc. 5). Warstwa siatkowata wykazywala w wie-
kszos$ci przypadkow znacznie stabsze reakcje.
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Grupy LIILIIl doswiadczalne

Po tygodniu trwania eksperymentu intensywno$é reakcji na a-ketole
byla wyraznie silniejsza w warstwie pasmowatej. Odeczyn w warstwie
klebkowatej i siatkowatej byl zblizony do kontroli.

W grugpie II doswiadczalnej reakcja na ketosterydy byla zblizona do
grupy I, jednak zachodzila slabsza reakcja w komoérkach warstwy kleb-
kowatej.

W grupie III doswiadczalnej komérki warstwy pasmowatej wykazy-
waly silny odczyn dodatni na ketosterydy (ryc. 6). Niewidoczny byt uklad
pasmowaty komorek, natomiast warstwa komdrek pod torebka nie za-
wierala ketosterydow.

AKTYWNOSC DEHYDROGENAZY B—HYDROKSYSTERYDOWEJ (1.1.1.51)

Grupa kontrolna

U zwierzat kontrolnych dehydrogenaza f-hydroksysterydowa wykry-
wana byla we wszystkich warstwach w jednakowym mniej wiecej stop-
niu intensywnosci. We wszystkich komorkach obserwowano drobne ziar-
na formazanu, tylko w zewnetrznej czesci warstwy pasmowatej ziarna
formazanu byly wieksze i polozone centralnie (ryc. 7).

Grupy LI, III doswiadczalne

Po tygodniu doswiadczenia aktywno$¢ dehydrogenazy B-hydroksyste-
rydowe]j wzrosla, aczkolwiek byla to roznica niewielka.

Intensywnos$¢ reakeji w grupie II doswiadczalnej wzrosta, zwlaszcza
w warstwie pasmowatej, w poréwnaniu z kontrolg (ryc. 8). Obok drob-
nych ziarenek formazanu wystepowaly duze jego konglomeraty. Pojawit
sig¢ rowniez odczyn dyfuzyjny.

Intensywnos$¢ reakeji po 12 tygodniach doswiadczenia w pewnych od-
cinkach byla nizsza w poroéwnaniu z poprzednimi grupami doswiadczal-
nymi. Warstwa pasmowata przypominala kontrole.

AKTYWNOSC DEHYDROGENAZY ALKOHOLOWEJ (1.1.1.1)

Grupa kontrolna

Dodatnia reakcja na dehydrogenaze¢ alkoholowsg obecna byla we
wszystkich warstwach kory nadnerczy i wystepowata w réwnym stopniu
nasilenia (ryc. 9). Barwny efekt reakcji byl bardzo delikatny i jednakowy
we wszystkich warstwach.
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Grupy LIILIIl dosSwiadczalne

W porownaniu z kontrola, barwny efekt reakcji na dehydrogenaze
alkoholowg w korze nadnerczy po 1 i 5 tygodniach podawania alkoholu
byt silniejszy. Intensywny odczyn zaznaczy} sie zwlaszcza w pierwszych
odcinkach kory nadnerczy (ryc. 10).

Natomiast w grupie III do$wiadczalnej reakcja uwidoczniajgca dehy-
drogenaze alkoholowa byla mniej intensywna w pordéwnaniu z poprzed-
nimi grupami, ale zblizona do kontroli.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Wiekszo$¢ autoréw, miedzy innymi Forbes i Duncan (4),
zwlaszcza w badaniach klinicznych, zwraca uwage na upo$ledzenie u al-
koholikéw czynnosci kory nadnerczy. W tej pracy stwierdzono znaczne
zaburzenia funkcji kory nadnerczy. Nalezy sadzi¢, ze cze$ciowe zmiany
spowodowane byly bezpo$rednim wplywem etanolu na kore nadnerczy,
obserwowana bowiem obecno$é i wzrost aktywnosci dehydrogenazy alko-
holowej moze $wiadezyt¢ o pewnym udziale tego gruczolu w procesie
utleniania alkoholu.

Ciekawg zalezno$¢ zaobserwowal Sze (15) wskazujgc, ze aktywnosé
enzymu wymaga obecnos$ci glikokortykosterydéow i laczy sie to z dziala-
niem ,,przyzwalajagcym” kortykosterydéw. Skutkiem utleniania etanolu
dochodzi do zwigkszonego wytwarzania cholesterolu, tluszczow we krwi
i w watrobie (1, 14, 10, 9). W odwrotnej proporcji do zawartosci ttusz-
cz6w we krwi znajdowatl sie ich slad w korze nadnerczy. Zaréowno ilosé
cholesterolu wykazywana metodami biochemicznymi, jak i ttuszcze oraz
cholesterol wykazywane metodami histochemicznymi wskazywaly na
zmniejszenie sie ich ilo$ci wraz z czasem trwania do$wiadczenia. Efekt
obnizenia ilosci tluszezéw i cholesterolu jest cechg obserwowang przy po-
budzaniu gruczotu przez ACTH (12, 3, 16).

Z pobudzong aktywnos$cig gruczolu korelowalaby wzmozona aktyw -
nos¢ dehydrogenazy B-hydroksysterydowej, ktéra jest istotnym ogniwern
syntezy sterydéw.

Obserwowano réowniez wzrost ilosci a-ketosterydow. Podobng zalez-
nos¢ stwierdzat Rhodin (13) po dzialaniu ACTH — gwaltowne obni-
zenie ilosci kropli tluszczowych w warstwie pasmowatej korelowato
z wieksza iloscig kortykoidow.

Wigkszos¢ badan, miedzy innymi Jenkinsa i wsp. oraz Con-
nollyego (5, 2), wskazuje, ze etanol wplywa na ten etap sterydoge-
nezy poprzez ACTH. Przerost blon gladkiej siatki srodplazmatycznej (7),
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na ktérej poziomie znajduja sie¢ enzymy procesu syntezy hormonéw ste-
rydowych, tlumaczy wzrost aktywnosci dehydrogenazy — zwigkszona
dzieki temu produkejg a-ketosterydéw.

Istotne jest to, ze zmiany metabolizmu spowodowane byly posrednio

oraz bezpoSrednio poprzez czeSciowe utlenianie etanolu w nadnerczach
przez dehydrogenaze alkoholowa. Nalezy stwierdzi¢, ze po 12 tygodniach
podawania etanolu dochodzi do znacznego zaburzenia funkcji nadnerczy
zwigzanej ze zmniejszeniem sie ilo$ci lipidéw oraz cholesterolu w ich ko-
rze, polaczone z wystgpieniem ogniskowej delipclizacji oraz wzrostem
ilosci ketosterydow.

10.

11.

12,

13.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Kora nadnercza, grupa kontroina. Barwienie Sudanem III. Pow. ok.
300 X.

Ryc. 2. Kora nadnercza, grupa II doswiadczalna. Barwienie Sudanem III. Pow.
ok. 200X.

Ryc. 3. Kora nadnercza, grupa kontrolna. Barwienie wg metody Schultza.
Pow. ok. 200 X.

Ryc. 4. Kora nadnercza, grupa III doswiadczalna. Barwienie wg metody
Schultza. Pow. ok. 200 X.

Ryc. 5. Kora nadnercza, grupa kontrolna. Reakcja Khanolkhara na ketostery-
dy. Pow. ok. 200X,

Ryc. 6. Kora nadnercza, grupa III doswiadczalna. Reakcja Khanolkhara na ke-
tosterydy. Pow. ok. 200 X.

Ryc. 7. Kora nadnercza, grupa kontrolna. Odczyn na dehydrogenaze f-hydro-
ksysterydowa. Pow. ok. 150 X.

Ryc. 8. Kora nadnercza, grupa II doswiadczalna. Odczyn na dehydrogenaze 8-
-hydroksysterydowg. Pow. ok. 200X.

Ryc. 9. Kora nadnercza, grupa kontrolna. Odczyn na dehydrogenaze alkoholows.
Pow. ok. 200X.

Ryc. 10. Kora nadnercza, grupa I doswiadczalna. Odczyn na dehydrogenaze al-
koholowsa. Pow. ok. 200 X.

PE3IOME

Vicenenosanmsa nposegenbl Ha 180 cammax Kpbic mramMma Bucrap, KOTOPbIM 30H-
noM BBOAMJICH 40% aJIKOTOJIb B KOJMHYECTBe NOJOBMHBI CMEPTEJIBHOM A03bl JJIA JaH-
HOTO IITaMMa. AJIKOTONIL BBOAMJICA B TedeHue 1, 5 u 12 Hegedb. B HagnoyeuHuKax
onpenesiailoch KOJMYECTRO XO0JIeCTEPMHA M €ro pPacnojoxeHue, Hajluuue KUPOB, Ke-
TOCTEePOMAOB M B-rMApOKCUCTEPOMIHOTO JerupporeHesa. JIna npoBepKy, MPOUCXOAUT
Ay no KpafiHell Mepe 4YacTHMYHOe OKMCJeHMe 9TaHOJa B HaJAIOue4YHMKaX, NPOBEPEHO
OPUCYTCTBME aJKOTOJIbHOTO aermaporeHe3a. KOHCTAaTHMPOBAHO yBeanMyeHue AKTUBHOCTH
aJIKOTOJILHOTO Jeruaporeresa M TEM CaMbIM HENOCPEeNCTBeHHOe BJMAHME ITaHoJa Ha
KOpy HaANOYEeYHMKOB. Biarojapd mnpoBeAEHHBIM MCCAEA0OBAHMAM MOXKHO 3aMETUTR
YMEHBbIIeHHOe KOJMYEeCTBO JUIOKAOB M XOJecTepuHa, a TaKxkKe yBeluueHMue KOJIuUde-
CTBa KETOCTEPOMJIOB ¥ B-ruapOKCHUCTEPOMAHOTO AeruaporesHesa 0 Bo3byxaeHHOWM (QyH-
KIUMM KOPbl HAAMNOYEUHUKA.
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SUMMARY

Examinations were performed on 180 male rats of Wistar strain which were
given 40% ethanol by tube in the dose being half lethal dose for a white rat. Alcoho!
was being given for a period of 1, 5 and 12 weeks. In the suprarenal gland there
was estimated the amount of cholesterol and its distribution, and the presence of
fats, ketosteroids and 8-hydroxysteroid dehydrogenase. In order to find out whether
there takes place at least partial ethanol oxidation in the suprarenal gland the
presence of alcohol dehydrogenase has been checked. An increase of alcohol de-
hydrogenase ‘activity which accounts for direct effect of ethanol on adrenal cortex
was proved. Results of the examinations such as decreased amount of lipids and
cholesterol and increased amount of ketosteroids and 8-hydroxysteroid dehydro-
genase suggest the stimulated activity of adrenal cortex.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Adrenal cortex. Control group. Staining with (pigment brown). Sudan
II1. Magn. ca 300X.

Fig. 2. Adrenal cortex. II experimental group. Staining with Sudan LLL. Magn.
ca 200X.

Fig. 3. Adrenal cortex. Control group. Staining according to Schultz’'s method.
Magn. ca 200X.

Fig. 4. Adrenal cortex. III experimental group. Staining according to Schultz’s
method. Magn. ca 200 X.

Fig. 5. Adrenal cortex. Control group. Khanolkhar’s reaction to ketosteroids.
Magn. ca 200 X.

Fig .6. Adrenal cortex. 1I experimental group. Khanolkhar’s reaction to keto-
steroids. Magn. ca 200X,

Fig. 7. Adrenal cortex. Control group. Reaction to 8-hydroxysteroid dehydro-
genase. Magn. ca 150X,

Fig. 8. Adrenal cortex. Il experimental group. Reaction to 8-hydroxysteroid
dehydrogenase. Magn. ca 200X.

Fig. 9. Adrenal cortex. Control group. Reaction to alcohol dehydrogenase. Magn.
ca 200X.

Fig. 10, Adrenal cortex. 1 experimental group. Reaction to alcohol dehydro-
genase. Magn. ca 200X.


















