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Histochemiczne i mikrofotometryczne badania nad wudzialem kwaséw
nukleinowych w procesie wydzielniczym komérki

I'neroxummueckne u MIIKpOd)OTOMETpM‘IeCKMe HCCIeaJOBAaHMA Hax ydac-
THEM HYKJICHHOBBIX KNCJOT B BBIACJUTCIBHOM IIpolecce KJIETKN

Histochemical and Microphotometric Investigations on the Participation
of Nucleinic Acids in the Secretory Process of the Cell

Rola kwaséw nukleinowych w wielu podstawowych procesach biologicznych
budzila i budzi nadal szerokie zainteresowanie. Zagadnienie wiec zachowania
sie kwasu rybonukleinowego (RN) cytoplazmy i kwasu dezoksyrybonukleinowego
(DRN) jadra podczas hamowania i pobudzania proceséw wydzielniczych jest
z punktu widzenia analizy dynamiki przemian odbywajacych sie na terenie
komoérki nadal zagadnieniem waznym 1 dyskutowanym. Caspersson (2) na
przykiad podaje, Zze jadro bierze bezpo$redni wudzial w omawianym procesie,
podczas gdy Brachet (1) méwi raczej o posredniej roli jgdra i podkrefla jego
wspbludziat w syntezie RN. Udzialem jadra i kwaséw nukleinowych w procesach
wydzielniczych komérki zajmowali sie réwniez Mc Master-Kaye (4)
i Skalska-Vorbrodt (7). Autorzy ci jednak nie podejmowali préb iloscio-
wego okre$lenia zawartosci kwaséw. Wydalo sie wiec nam stuszne podjecie
badat histochemicznych i mikrofotometrycznych kwaséw nukleinowych (RN i DRN)
w komoérkach gruczolowych §linianki podszezekowej pozostajacej pod wplywem
atropiny i pilokarpiny, jako czynnikéw farmakologicznych hamujgcych i pobudza-
jacych procesy wydzielnicze,

MATERIAE I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na 35 myszach bialych, samcach, wagi okolo 15 g,
ktére w czasie doSwiadczenia przebywaly w jednakowych warunkach. Zwierzeta
podzielono na trzy grupy. W 1 grupie wstrzykiwano zwierzetom podskérnie
w okolice grzbietu jednorazowo 1 ml 0,3% atropiny. Zwierzeta II grupy otrzy-
maly pod skére grzbietu 1 ml 0,3% pilokarpiny. Grupe III stanowily zwierzeta
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kontrolne, ktérym, celem wykluczenia ewentualnego wplywu urazu, podawano
podskérnie 1 ml soli fizjologicznej. W kazdej grupie zabijano zwierzeta przez
dekapitacje w czasie 10 min., 30 min. i 60 min. po iniekcji. Myszy, ktérym poda-
wano atropine po 10 min, czuly sie zupelnie dobrze, dopiero po 30 i 60 min.
mozina bylo zaobserwowaé¢ pewne podraznienie u zwierzat, Natomiast myszy,
ktore otrzymalty podskérnie pilokarpine czuly sie bardzo Zle juz po 10 min.,
za$§ po 30 i 60 min. obserwowano drgawki mies$ni calego ciala, a §linotok, jak
réwniez wydalanie kalu byly bardzo obfite.

Do badan pobierano s$linianki podszczekowe, ktdre utrwalano w utrwala-
czach: 1) chlorek rteciowy + kwas octowy lodowaty w stosunku 50:1, 2) formaline
10%, pH 7,0%0,2 Skrawki parafinowe grubosci 5 p barwiono wg metody
Feulgena na kwas DRN, oraz zielenig metylowg i pyroning wedlug metody
Bracheta. Nasilenie odczynu histochemicznego okre§lano przy pomocy mikro-
fotometru C. Zeiss (Jena). Uzyskane wyniki pomiaréw ekstynkeji grup doswiadczal-
nych i kontrolnej poddano analizie statystycznej postugujgc sie testem f.

BADANIA WELASNE
Badania histochemiczne

Dokladny przeglad preparatéw histologicznych pozwolil przesledzié
zmiany odczynéw kwasow dezoksyrybonukleinowego i rybonukleinowego
w komoérkach gruczotowych slinianki podszczekowej zwierzat, ktérym
podano atropine oraz pilokarpine. W obrazie histologicznym komérek
gruczotowych zwierzat, ktére otrzymaly atropine i =zostaly zabite
w 30 min. po iniekcji obserwowano wyrazne nasilenie odczynu na DRN
w wyniku reakcji Feul gena. DRN wystepowal we wszystkich komér-
kach w postaci gruboziarnistych skupisk oraz grubszych ziaren inten-
sywnie fioletowo zabarwionych, zwlaszcza dokota blony jadrowej. Podob-
nych spostrzezen dokonano na preparatach barwionych wg metody
Bracheta, w wyniku ktérej obserwowano intensywnie zielony odeczyn
na DRN w jadrze komérkowym. W komoérkach tych widoczny byl
réwniez wyrazny odczyn na RN. Odczyn ten w reakcji Bracheta
wyrazal sie obecnoscig rézowych ziarenek réwnomiernie rozmieszczonych
w calej cytoplazmie. Duzo RN obserwowano w jaderkach (ryc. 4).
U zwierzat natomiast zabitych w czasie 60 min. od chwili wsfrzykniecia
atropiny silny odeczyn na RN byt widoczny we wszystkich komérkach
gruczolowych, natomiast odezyn na DRN byl staby (ryc. 3). W obrazie
histologicznym komoérek zwierzat, ktére otrzymaly atropine i zostaty
zabite w 10 min. po iniekecji nie zauwazono prawie wecale zmian odczy-
néw kwasow nukleinowych i to zaré6wno RN, jak i DRN (ryc. 6), w po-
réwnaniu z odczynem wystepujacym w komdrkach gruczolowych zwie-
rzat kontrolnych (ryc. 3).

W II grupie doswiadczalnej, w ktoérej zwierzeta otrzymaly pilokar-
pine, obserwowany odczyn histochemiczny na RN i DRN w komérkach
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gruczolowych po 10 min. nie réznil sie od obrazu kontrolnego (rye. 7).
Natomiast po 30 min. dalo sie zauwazy¢ ostabienie odczynu na DRN,
ktory takze byl staby po 60 min. i to zaréwno po reakcji Feulgena,
gdzie wystapilo jednolite slabo fioletowe zabarwienie jader komérko-
wych, jak réwniez na preparatach barwionych wg metody Bracheta.
Odczyn na RN byt zblizony do odczynu na preparatach kontrolnych,
za$§ po 60 min. wystapito wyrazne ostabienie odczynu. RN wystepowat
w postaci rozproszonej w calej cytoplazmie (ryc. 8 i 9).
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Ryc. 1. Wplyw atropiny i pilokarpiny na zmiany DRN
Influence of atropine and pilocarpine on changes in DRN

Badania mikrofotometryczne

Oznaczenia mikrofotometryczne preparatéw barwionych pyroning na
RN oraz wg metody Feulgena na DRN pozwolily wykazaé¢ zmiany
iloéci tych kwaséw w komoérkach gruczotowych $linianek myszy. Podczas
hamowania proceséw wydzielniczych przez podawanie zwierzetom atro-
piny ilo§¢ kwaséw DRN i RN zwiekszala sie. Wzrost ten byl staty-
stycznie znamienny w komoérkach tych zwierzat, ktére zostaly zabite
w 30 min. i 60 min. po iniekeji. Po 30 min. obserwowalo sie wzrost
ilosci DRN, wartosé t = 6,39, dla RN t = 5,53. Obydwie wartoéci znacznie
réznity sie od warto$ci krytycznej topn = 3,36, a zatem obserwowane
tu réznice byly statystycznie znamienne. W 60 min. zauwazalo sig
jeszcze wigkszy wzrost ilosci DRN w poréwnaniu z kontrola, gdyz
wartos$é t dla DRN wynosita 8,29, natomiast wartosci t dla RN po 60 min.
nie byly statystycznie istotne (t = 0,91). U zwierzat zabitych po 30 min.
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od chwili wstrzykniecia atropiny ilosci RN, jak i DRN w komoérkach
gruczolowych nie byly statystycznie znamienne.
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Ryc. 2. Wplyw atropiny i pilokarpiny na zmiany RN

Influence of atropine and pilocarpine on changes in RN

W II grupie doSwiadczalnej, u zwierzat, ktéorym podawano pilokar-
pine w 10 min. po iniekcji takze nie obserwowano zmian ilosci DRN
i RN. Natomiast po 30 min. ilo§¢ DRN wyraznie zmniejszala sie, co
wyrazato sie t = 10,04 przy tyn = 3,36, a zatem uzyskany wynik byt
wybitnie nieprzypadkowy, natomiast zmiany ilo§ci RN nie byly staty-
stycznie znamienne, gdyz t = 1,7 przy tgo = 3,36. Po 60 min. zaréwno
ilosci DRN, jak i RN zmniejszaly sie i byly statystycznie istotne, gdyz
dla DRN t = 12,12 a dla RN t = 7,84 przy to,n = 3,36. Wyniki zmian DRN
i RN pod wplywem atropiny i pilokarpiny przedstawiono na ryc. 1 i 2.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Wplyw pilokarpiny i atropiny na komoérke by! przedmiotem badan
licznych autoréw. Scott (5) badajgc dzialanie pilokarpiny na aktyw-
no$é fosfatazy zasadowej w jelitach, nerce i gruczolach potowych myszy
stwierdzil, ze ilos¢é enzymu malala, a maksymalny spadek obserwowato
sie po 1 godz. od chwili wstrzykniecia pilokarpiny oraz powr6t do war-
tosci normalnej po 24 godzinach. Shannon i Brooks (6) badajac
wplyw pilokarpiny na zawarto$é¢ sodu : potasu w podjezykowych i przy-
usznych gruczolach $linowych szczura obserwowali wzrost ilosci sodu
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w gruczolach zwierzat, ktérym podawano pilokarpine, podczas gdy
ilodci potasu zmniejszaly sie. Badania kwaséw nukleinowych w gruczo-
lach $linowych Drosophila zostaly przeprowadzone przez Mc Master-
Kaye (4). Dotyczyly one metabolizmu jaderkowego, chromosomalnego
i plazmatycznego kwasu rybonukleinowego. Autor stwierdzii, ze naj-
wieksze przemiany zachodzily w RN jaderkowym, nastepnie RN chro-
mosomalnym, a najnizszg aktywnos¢ wykazywat RN cytoplazmatyczny.
Skalska-Vorbrodt (7) w badaniach nad udzialem jadra komor-
kowego w procesie wydzielniczym wskazywata, ze dzialanie pilokarpiny
powodowato przemieszczenie DRN na obwdd jadra komoérkowego gru-
czoléw $linowych i ubytek chromatyny przyjaderkowej. DRN gromadzit
sie w nielicznych chromocentrach przy blonie jadrowej. Natomiast
atropina powodowala rozproszenie DRN w calym obszarze jadra, oraz
duze jego nagromadzenie w obszarze przyjaderkowym, English (3)
za$ badajac gruczoly S$linowe u zwierzat napromienianych wskazywat
na wyrazne zmiany ksztaltu, objetosci oraz intensywnosci zabarwienia
jadra komoérkowego.

W badaniach naszych przeanalizowano zmiany DRN i RN w komér-
kach gruczotowych $linianki podszczekowej w stanie doswiadczalnego
hamowania i pobudzania proceséw wydzielniczych. Okazalo sie, ze pod
wplywem atropiny ilos¢ DRN po 30 min. wzrastala, osiggajac maksy-
malng warto$¢ po 60 min. Natomiast ilos¢ RN po 30 min. wzrastala,
za$ po 60 min. byta taka sama jak w jadrach komérkowych zwierzat
kontrolnych. Nie obserwowano zadnych zmian w wartosci DRN i RN
po krotkim dzialaniu atropiny, tj. w czasie 10 min. po iniekeji.

W pobudzaniu procesow wydzielniczych przez podawanie zwierzetom
pilokarpiny zauwazono, Ze po 10 min. takze nie wystepowaly zadne
istotne zmiany w ilosciach kwaséw nukleinowych, natomiast po 30 min.
obserwowano obnizenie wartosci DRN, gdy tymczasem ilos¢ RN nie
zmieniala sie. Po 60 min. zmniejszala sie jeszcze bardziej ilosé DRN,
a takze nastgpilo znaczne obnizenie wartosci RN.

Nalezy przyja¢, ze pod wplywem atropiny i pilokarpiny wystepuja
zaburzenia w przemianie kwaséw nukleinowych. W stanach hamowania
proces6w wydzielniczych ilosci kwaséw nukleinowych przewaznie wzra-
staja, natomiast w przypadku pobudzania ilosci ich zmniejszaja sig.
Zmian tych nie daje sie zauwazyé w czasie krotkiego dzialania zaréwno
atropiny, jak i pilokarpiny.

OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryc. 3. Slinianka podszczekowa myszy. Preparat kontrolny. Barwienie wg metody
Bracheta. Mikroskop Nf. C. Zeiss (Jena), obiektyw 40 x, okular 12,5 x.
Mikrofot. Practina FX.
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Ryc. 4. Slinianka podszczekowa myszy. 1 ml atropiny 0,3%. Zwierzeta zabite
w 30 min. po iniekcji. Intensywny odczyn RN i DRN. Barwienie wg metody
Bracheta. Mikroskop Nf. C. Zeiss (Jena), obiektyw 40 x, okular 12,5 x.
Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 5. Slinianka podszczekowa myszy. 1 ml atropiny 0,3%. Zwierzeta zabite

w 60 min. po iniekeji. Intensywny odczyn na RN, natomiast na DRN staby. Bar-

wienie wg metody Bracheta. Mikroskop Nf. C. Zeiss (Jena), obiektyw 40x,
okular 12,5 x. Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 6. Slinianka podszczekowa myszy. 1 ml atropiny 0,3%. Zwierzeta zabite

w 10 min. po iniekeji. Odezyn na RN i DRN, jak na preparatach kontrolnych.

Barwienie wg metody Bracheta. Mikroskop Nf. C. Zeiss (Jena), obiektyw 40x,
okular 12,5x. Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 7. Slinianka podszczekowa myszy. 1 ml pilokarpiny 0,3%. Zwierzeta zabite

w 10 min. po iniekcji. Odczyn na RN i DRN, jak na preparatach kontrolnych.

Barwienie wg metody Bracheta. Mikroskop Nf. C. Zeiss (Jena), obiektyw 40 x,
okular 12,5 x. Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 8. Slinianka podszczekowa myszy. 1 ml pilokarpiny 0,3%. Zwierzeta zabite
w 30 min. po iniekeji. Oslabienie odczynu na RN i DRN. Barwienie wg metody
Bracheta. Mikroskop Nf. C. Zeiss (Jena), obiektyw 40 x, okular 12,5 x.
Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 9. Slinianka podszczekowa myszy. 1 ml pilokarpiny 0,3%. Zwierzeta zabite

w 60 min. po iniekecji. Staby odczyn DRN. RN jak na preparatach kontrolnych.

Barwienie wg metody Bracheta. Mikroskop Nf. C. Zeiss (Jena), obiektyw 40 x,
okular 12,5 x. Mikrofot. Practina FX.
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PE3IOME

B pabore uz3jaralorca pe2yJbTAThl TUCTOXMMMYECKMX U MMKpPOgo-
Tomerpudeckux wuccaegosanmii PHK m JHK B KieTKax IOAYEIIOCTHOM
CJIFOHHOJ! 3Kejie3bl DeJibIX MBILIEH E CBA3M C JAEJCTBMEM aTPONMHA M NU-
NOKapIuHa.

WcenenoBanus NoKa3ajy, 4YTO IIOZA BIAMAHMEM AaTPOTIMHA M IMJIOKap-
myda HACTYMNAIT VM3MEHEHMA B CONEPKaHMM HYKJEMHOBBIX KMUCJIOT AXpa
M 1MTOIIa3Mbl. ToOpMolKeHMe BbIAENIMTEJNBHBIX IIPOLECCOB ITOf BJMAHMEM
aTponMHa TIPUBOAMUIO, KaK IIPAaBMJIIO, K YBEJIMYEHMIO COJepIKaHMA HyKJe-
nHoBBIX Kucyaor (PHK u JHK), Bo3byxkAeHue xe NMMJIOKAPIMHOM yYMEHB-
m1aJjo copepxKaHue 3TMX Kucjaor. Heo0xoammo OTMETHMTB, YTO KOPOTKO-
CpO4YHOe JejicTBMe aTpolyHa M IIMJIOKapIMHA He BBI3LIBANIO 3aMETHbIX
M3MEHEeHM)I KOJIMYeCcTBa MCCIeAyeMbIX HYKJEMHOBBIX KHUCJIOT fAApa
M IMTOIJIA3MBL.

Puc. 1. Bauauwe aTponMHa M NWJIOKAPNHHA Ha u3MeneHne coaepxauua JHK.
Puc. 2, Bunguue arponHHa H NHAOKAapNHHA Ha u3MeHedume comepxanus PHK.

Puc. 3. TloauemocTHas calouHas kenesa Mbiwd, KouTpoaeHwifi npenapar. Oxpamiu-
Banne no Merogy DBpame. Mwxkpockon Nf. C. Leficc (HMeua). O6bexrus 40 X, okyasp
12,5 X. Mukpodoro Practina FX.

Puc. 4. TloguemocrHas ciloHHas xenesa MblmH. 1 M. atponuna 0,3%. JKupoTnbie
3a€utnie 30 MHH. nocie Hubekuun. HureHcnpHas peakuus na PHK u JHK. Oxpaum-
BaHHe no Merony DBpame. Mukpockon Nf. C. lleiicc (Mena). O6nektus 40 X, okyasp
12,5 X. Mukpogoro Practina FX.

Puc. 5. Tloguenmocthas chloHHas xKese3a MbimH. 1 Ma. atponuna G 3%. JKHBOTHBIX
3abuBany B 60 MuH. nocae uubexuuu. MureucuBuwas peakuna Ha PHK, n cnabas ua
JHK. OxpawnBanne no Mmerony Bpame. Muxpocwon Ni. Ileiicc (HMena). O6vekrus 40 X,
okynsap 12,56 X. Mukpodoro Practina FX.

Puc. 6. TloguemiocTHas caloHHas Xenme3a MbiwH. 1 Ma. arponmHa 0,5%. JKusoTHble
s3abutele 10 MuH. nocne HHbexuuwd. Peakunss Ha PHK n JHK rtakas ke Kak H Ha KOH-
TposbHHIX Npenapatax. OxpainnBaHue no Meropy DBpaure. Muxpockon Nf. Lleficc (Hena).
O6vextnB 40 X, oxkyasp 12,5 X. Mnkpodoro Practina FX.

Puc. 7. TlomueniocTHasi cjloHHAs Kesesa Mulnd. | MJa. nuaokapnzna 0,3%  JKu-
BoTHble 3abutble 10 MuH. mocne uubekuud. Peakuuss ma PHK u JJHK rakas xe kak
H Ha KOHTPOJbHBIX npenapatax. Oxpaummpanye no Mmerogy bBpaine. Muxkpockon Nf.C.
Heficc (Mera). O6bekrus 40 X, okyasp 12,6 X. Mukpodoro Practina FX.

Puc. 8. IloguenmiocTHasi c/oiOHHAS JKeje3a MblmA. | M. masokap:miHa 0,3%. JKu-
BoTBHe 3abuthle 30 MuH. mocae uHbekuud. Peakuns ma PHK u JHK cna6o supaxeH—
Hasg. OxpamwmuBaHHe no Merony Dpawe. Mukpockon Nf. C.Leiicc (Mena). O6bekrtus
40 X, oxyaap 12,5 X. Mukpogoro Practina FX.

Puc. 9. TloawemocTHast c/aloHHasi JKejesa Mblwn. | Mua. mmiokapmena 0,3%. JKu-
BOTHHIX 3a6uBasu 60 MuH. mocie uubekuuu. CnaGas peakuus na JIHK u PHK kak u ua
KoHTpOoNMbHBIX mnpenapatax. OxpamuBaHue no meroay bBpame. Mukpockon Nf. C. Leiice
(Mena). O6mextuB 40 X, okynsp 12,5 X. Mukpodoro Practina FX.
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SUMMARY

The author conducted histochemical and microphotometric investiga-
tions on RN and DRN acids in the gland cells of the submandibular
salivary glands of white mice subjected to the action of atropine and
pilocarpine. .

It was found that under the influence of atropine and pilocarpine
there occur changes in the amount of nucleinic acids in the nucleus and
cytoplasm. Generally speaking, the inhibifory action of atropine on the
sercetory processes produced an increase of the amount of nucleinic
acids (RN and DRN); the stimulating action of pilocarpine reduced their
amount. It should be noted that when atropine or pilocarpine acted
for a short time only, no evident changes in the amount of RN and DRN
acids in the nucleus and cytoplasm could be found.

Tig. 3. Submandibular salivary gland of mouse, control preparation. Stained
according to Brachet. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 x, eyepiece 12.5 x.
Microphot. Practina FX.

Fig. 4. Submandibular salivary gland of mouse, 1 ml. of 0.3% atropine. Animals
killed 30 minutes after injection. Intense RN and DRN reaction. Stained according
to Brachet. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 x, eyepiece 12.5 x.
Microphot. Practina FX.

Fig. 5. Submandibular salivary gland of mouse, 1 ml. of 0.3% atropine. Animals
killed 60 minutes after injection. Intense reaction to RN, weak reaction to DRN.
Stained according to Brachet. Microscope Nf.,, C. Zeiss, Jena; objective 40x,
eyepiece 12.5x. Microphot. Practina FX.

Fig. 6. Submandibular salivary gland of mouse, 1 ml. of 0.3% atropine. Animals
killed 10 minutes after injection. Reaction to RN and DRN as in control prepara-
tions. Stained according to Brachet. Microscope Nf.,, C. Zeiss, Jena; objective 40 x,
eyepiece 12.5 x. Microphot. Practina FX.

Fig. 7. Submandibular salivary gland of mouse. 1 ml. of 0.3% pilocarpine. Animals
killed 10 minutes after injection. Reaction to RN and DRN as in control prepara-
tions. Stained according to Brachet. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 x,
eyepiece 12.5 x. Microphot. Practina FX.

Fig. 8. Submandibular salivary gland of mouse. 1 ml. of 0.3% pilocarpine. Animals
killed 30 minutes after injection. Reaction to RN and DRN weakened. Stained
according to Brachet. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 x, eyepiece 12.5 x.
Microphot. Practina FX.

Fig. 9. Submandibular salivary gland of mouse. 1 ml. of 0.3% pilocarpine. Animals
killed 60 minutes after injection. Weak reaction to DRN; reaction to RN as in
control preparations. Stained according to Brachet. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena;
objective 40 x, eyepiece 12.5 x. Microphot. Practina FX.
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