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Grazyna RZESZOWSKA

Proba oceny histochemicznych metod barwnych kwasnych
mukopolisacharydéw w Swietle pomiaréw cytofotometrycznych

IlonbITKa OUEHKM TIMCTOXMMMYECKHMX LBETHBIX METOAOB OIpeaeeHus
KHUCJIBIX MYKOIIOJMCAXApUI0B B cBeTe LHUTO(OTOMETPUYECKHUX
MCCIIEeI0BaAHMIM.

An Attempt to Evaluate Histochemical Staining Methods of Acid
Mucopolysaccharides in the Light of Cytophotometric Measurements

Histochemia rozporzgdza kilkoma metodami w wykrywaniu barwnym kwas-
nych mukopolisacharydéw, a ich czulo$é i wybidrczos¢ jest dotychczas przed-
miotem rozwazan. Poslugujac sie wylacznie odczynami barwnymi, trudno jest
jednak wnioskowaé¢ o zmianach ilo§ciowych obserwowanych skladnikéw komérki,
a w kazdym razie wnioski mogg byé bardzo nie$cisle. Wydaje sie wiec celowe
przeprowadzenie oceny wykrywanych histochemicznie substancji przy pomocy
pomiaréw cytofotometrycznych, ktére sg cennym uzupemmieniem badan jako§ciowych.
Pomiary cytofotometryczne znalazly szerokie zastosowanie gléwnie przy oznaczaniu
poziomu kwaséw nukleinowych zawartych w komérkach. Uzywa sie ich réwniez
do okreflania zawarto§ci cystyny, cysteiny, fosfataz. Delarue, Mignot,
Paven (1955) stosowali pomiary cytofotometryczne do oznaczania ilo§ci kwa$-
nych mukopolisacharydéw w istocie podstawowej tkanki lgcznej, barwigc skrawki
biekitem toluidyny. Holle i Siedschlag (1958) w podobny sposéb badali
zmienno$§¢ ilo§ciowg kwasnych mukopolisacharydéw w aorcie w zwiagzku z pro-
cesem starzenia sie. Stojalowski i Krygier (1956) postugiwali sie takze
pomiarami cytofotometrycznymi przy oznaczaniu zmiennej zawartos§ci kwas$nych
mukopolisacharydéw w chorobie reumatycznej, a Krygier (1956) uwaza, ze
pomiary cytofotometryczne sg dokladna metodg poréwnawczg wzglednych pozio-
méw badanych substancji, poniewaz odczyny histochemiczne, polegajgce na po-
winowactwie barwnika do danego sktadnika komoérki nie moga byé uwazane za
bezwzglednie $ciste.

Rzeszowska (1962), postugujac sie réinymi metodami obserwowala zmiany
w zawarto§ci kwasnych mukopolisacharydé6w w nablonku macicy kastrowanych
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samic szczuréw biatych pod wplywem réznych dawek estrogenéw. Przeprowadzajac
pomiary cytofotometryczne w skrawkach barwionych blekitem Astra, zauwazono
wahania wartodci ekstynkcji zalezne od dawki podanego benzoesanu oestradiolu,
jak réwniez od czasu, ktéry uplynal od chwili iniekeji hormonu.

Biorgc pod uwage mozliwosé wystepowania réznic wynikéw ilo§ciowych w za-
leznosci od sposobu barwienia, a przede wszystkim od rodzaju barwnika uZytego
do badan histochemicznych, postanowiono przeprowadzi¢ analize pordéwnawczg
barwien: blekitem alcjanowym wg Steedmana (1950), blekitem Astra wedtug
Piocha (1957) oraz metodg zelazowg Hale w modyfikacji Miillera (1955).

MATERIAL I METODYKA BADAN

Mikrofotometrem II C. Zeiss (Jena), zachowujac stalg wielko$é szczeliny, ozna-
czano wartoSci ekstynkeji wedlug wzoru Sandrittera w skrawkach barwionych
blekitem alcjanowym, biekitem Astra i wedlug metody Miillera na zawarto§é
kwasnych mukopolisacharydéw w komérkach nablonka blony §luzowej macicy.
Kastrowanym samicom szczuré6w biatych podawano domieéniowo, jednorazowo
benzoesan oestradiolu w dawkach 12pg, 2,5ug, 5ug, 10ug dzielac zwierzeta na
cztery grupy doswiadczalne (po 20 sztuk w kazdej) i piatg grupe kontrolng, liczaca
cztery szczury. Materiat do badah pobierano po 12, 24, 48, 72, 96 godzinach od
chwili iniekcji hormonu. Skrawki utrwalano w mieszaninie alkoholu 95% i for-
molu obojetnego w stosunku 9:1.

BADANIA WELASNE

Dotychczasowe nasze obserwacje pozwolily zauwazy¢, ze istnieje wy-
razne podobienstwo odczynéw barwnych, uzyskanych przy uzyciu ble-
kitu alcjanowego i blekitu Astra, a réznice w barwieniu wg metody
Miillera. Blekit alcjanowy i Astra dawaly jednak zwykle odczyny barwne
réznie nasilone w komoérkach nablonka, umiejscawiajace sie gltéwnie
w czesciach szezytowych w postaci barwnego obrzeza. Zabarwienie wg
metody Miillera byto bardziej intensywne, obejmowalo prawie calg ko-
morke, ale nie wystepowaly réznice w nasileniu zabarwienia miedzy
komérkami nablonka. Mozna wiec bylo obserwowaé wahania natezenia
odczynu barwnego, obrazujace niewatpliwie zmiany zawartosci kwas-
nych mukopolisacharydéw w komoérkach nablonka, uzaleznione od da-
wek benzoesanu oestradiolu. Rdznice w nasileniu zabarwienia kwasnych
mukopolisacharydéw w komérkach nablonka, szczegblnie w pierwszych
godzinach po iniekecji hormonu byly uchwytne tylko po barwieniu bie-
kitem alcjanowym i Astra, natomiast bardzo trudne lub wrecz niemoz-
liwe przy uzyciu metody Miillera.

Wartosci ekstynkcji przy barwieniu blekitem Astra wykazywaly
roéznice w zaleznosci od dawki podanego hormonu i od czasu, ktéry
uplynal od chwili iniekcji (tab. 1). Pcdwyzszenie sie ekstynkeji wysta-
pito w grupie zwierzat, ktére otrzymaty 2,5ug benzoesanu oestradiolu
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Tab. 1. Wartodci ekstynkcji w skrawkach barwionych blekitem Astra, uzyskane

od zwierzat, ktérym podawano benzoesan oestradiolu w dawkach 1,2ug, 2,5ug,

5pg, 10 ug, a material do badan pobierano po 12, 24, 48, 72, 96 godzinach od chwili
iniekcji hormonu

Extinction values in sections stained with Astra blue obtained from animals

treated with oestradiol benzoate in doses of 1.2 ng, 2.5 ug, 5ug, 10 ng. The material

was obtained after 12, 24, 48, 72, 96 hours following the injection of the hormone

Odczyty Wartosci ekstynkcji przy dawkach
po godz. 1,2 pg 2,5 pg 5pg | 10 pg
12 | 1,37 2,08 213 | 210
24 1 1,39 2,15 2,23 2,25
48 | 147 2,83 2,94 2,93
72 | 1,42 | 279 | 263 | 284
96 | 13 | 193 | 1e8 | 201
Kontrola: 1,62

Tab. 2. Wartosci ekstynkcji w skrawkach barwionych blekitem alcjanowym uzy-
skane od zwierzat, ktéorym podawano benzoesan oestradiolu w dawkach 1,2ug,
2,5 ng, 5pug, 10 ug, a material do badan pobierano po 12, 24, 48, 72, 96 godzinach
od chwili iniekecji hormonu
Extinction values in sections stained with alcian blue obtained from animals
treated with oestradiol benzoate in doses of 1.2 ug, 2.5 ug, 5ug, 10 pg. The material
was taken 12, 24, 48, 72, 96 hours after the injection of the hormone

Odezyty |____ Wartosci ekstynkeji przy dawkach
po godz. 1.2 ng 25 pg | Spme | 10pg
12 | 131 217 | 210 | 214
24 I 1,35 2,14 221 | 219
4 | 140 2,81 283 | 28
72 | 137 2,60 2,75 | 2,76
% | 132 | =200 | 200 | 211
Kontrola- 1,02

w poréwnaniu ze zwierzetami, ktérym wstrzyknieto 1,2 pg. Dawki 5ug
i 10 ng nie wywolaly juz znamiennych réznic w wartosciach ekstynkeji
w poréwnaniu do dawki 2,5 ug. Wartosci ekstynkeji uzyskane dla biekitu
alcjanowego minimalnie r6znily si¢ od poprzednio podanych i ograni-
czaly sie tylko do niewielkich wahan liczbowych (tab. 2). W metodzie
Miillera natomiast wartosci ekstynkcji okazaly sie znacznie wyzsze
w poréwnaniu z poprzednimi (tab. 3). Zaznaczala sie wyraina roznica
w stezeniu kwasnych mukopolisacharydéw w komérkach nablonka
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u zwierzat, ktére otrzymaly 1,2 ng i 2,5 ug benzoesanu oestradiolu. Na-
tomiast réznice w wartosciach ekstynkcji, wystepujgce po 12, 24, 48,
72, 96 godz. od wstrzykniecia hormonu w poszczegblnych grupach do-
Swiadczalnych nie byly charakterystyczne i nie upowaznialty do wy-
ciggniecia wniosku o istnieniu jakiej§ okre$lonej zmiennosci w zawar-
tosci kwasnych mukopolisacharydéw.

Tab. 3. Wartoéci ekstynkeji w skrawkach barwionych wg metody Zzelazowej Miillera,

uzyskane od zwierzat, ktérym podawano benzoesan oestradiolu w dawkach 1,2ug,

2,5png, 5pg, 10 ug, a material do badan pobierano po 12, 24, 48, 72, 96 godzinach
od chwili iniekcji hormonu

Extinction values in sections stained by Miiller’s iron method, from animals treated

with oestradiol benzoate in doses of 1.2pg, 2.5 ug, 5pg, 10 ug. The material was

obtained after 12, 24, 48, 72, 96 hours fcllowing the injection of the hormone

Odezyty Warto$ci ekstynkeji przy dawkach
po godz. L2pe | 25pme | Spe | 10 pg
12 | 204 | 350 | 372 3,12
24 | 250 | 357 | 370 3,44
48 I 295 368 | 378 3,76
72 | 292 370 | 360 3,78
96 | 289 | 310 | 362 3,56
Kontrola: 1,02

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Poréwnanie wartosci ekstynkeji uzyskanych po zastosowaniu metod
barwienia blekitem alcjanowym i blekitem Astra zwraca uwage na duze
podobienstwo wynikéw. Wahania wartosci ekstynkcji byly bardzo nie
wielkie, tak ze trudno uwazaé je za istotne. W metodzie Millera za$
ekstynkcja wykazala znacznie wyzsze wartosci zaré6wno w grupie kon-
trolnej, jak i w do$wiadczeniach.

Najbardziej charakterystyczng okazala sie dawka 2,5wng benzoesanu
oestradiolu (najmniejsza dawka rujowa), ktérej wykres zostal przed-
stawiony na ryc. 1. Krzywe obrazujatée wyniki barwienia Dblekitem
alcjanowym i blekitem Astra w duzym stopniu pokrywaly sie, nato-
miast krzywa metody Miillera odbiegala, byla prawie plaska, co mogtlo
wskazywa¢ na zatarcie rézinicy w zawarto$ci kwasnych mukopolisa-
charydéw w zaleznosci od uplywu czasu po iniekeji hormonu w po-
szczegdlnych grupach doswiadezalnych. W przeprowadzonych doswiad-
czeniach najwyzsze wartosci ekstynkeji uzyskano po uplywie 48 godzin
od podania benzoesanu oestradiolu niezaleznie od wysokosei dawki.
Wartosci ekstynkeji wyzsze w metodzie Miillera w poréwnaniu z wy-
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Rye. 1. Zalezno$é ekstynkcji od dawki benzoesanu oestradiolu (1.2 ug, 2.5 ug, 5 ng,
10 ug) po uplywie 48 godzin od chwili iniekcji w trzech metodach barwienia
(blekit alcjanowy, Astra, metoda Miillera)

Relation of the extinction to the dosage of oestradiol benzoate (1.2ug, 2.5ug,
5ug, 10 ng) after 48 hours following injection. Three staining methods (alcian blue,
Astra, Miiller’s method)

nikami barwien: blekitami alcjanowym i Astra na wykresie daly zbli-
zony ksztalt krzywych (ryc. 2). Swiadczyé to moze, ze uzyskane wartosci
liczbowe w metodzie Miillera s3 w tym wypadku tylko proporcjonalnie
wyzsze,

Metoda zelazowa Hale jak réwniez jej modyfikacje m. in. Miillera
maja bardzo ostrozng ocene w literaturze. Braun-Falko (1960) uwaza
ja za czulg i specyficzna w przeciwienstwie do Lisona (1960), ktéry
odmawia jej jakichkolwiek warto$ci, uwazajac, ze wybarwia szereg
innych substancji poza kwasnymi mukopolisacharydami. Zugibe
i Brown (1960) oraz Winogradow (1962) uwazaja, ze przy wy-
krywaniu kwasnych mukopolisacharydéw nalezy uzywaé¢ kilku metod
barwnych, jako ze specyficzno$¢é uzywanych barwnikéw jest dysku-
towana.

Pomiary cytofotometryczne wskazywaly wg naszych obserwacji, ze
barwienie blegkitami alcjanowym i Astra na zawarto$¢ kwasnych muko-
polisacharydéw wykazujg znaczne podobienstwo, a réwniez w oparciu
o wyniki badan: Fasske (1957), Steedman (1950), Pioch (1957)
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Ryc. 2. Zalezno$é ekstynkecji od czasu (12, 24, 48, 72, 96 godz.), jaki uplynal od
chwili podania 2.5 ng benzoesanu oestradiolu w trzech metodach barwienia (blekit
alcjanowy, Astra, metoda Miillera)

Relation of the extinction to time (12, 24, 48, 72, 96 hours) elapsed from the
injection of 2.5 ug of oestradiol benzoate. Three staining methods (alcian blue
Astra, Miiller’s method)

i Godlewskiego (1960) mozna uwazaé je za najbardziej specy-
ficzne. Wartosci ekstynkcji w barwieniu wg metody Miillera okazaly
sie wyzsze i nie wykazywatly tak delikatnych réznic jak metody wyzej
wymienione.
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PE3SIOME

IurodoToMeTpruecKkne M3MepeHus, MPOBEAEHHLIE Ha KJETKaX SIMTe-
JAMsS  MaTKK, OKpallleHHBIX afbIMAaHOBBIM CHMHMM M cMHUM AcTpa,
JaI0T BeCbMa CXOIHbIE Pe3yJbTaTbl, FacXoXAeHMA IIOJNYYEeHBI B OTHOLLIE-
 HUM OKpallMBaHMsA 10 Merony Mrwumepa. KacTpupoBaHHEIM CaMKaM
6esbIX KpBIC BHYTPMMBIIIEYHO BBOAMJINCEH CJEAYIOIIMe HOo3bI OeH3oara
sctpagmonaa: 1,2 pr, 2,5ur, 5ur, 10 ur ¥ MaTepuan Oas UccnemoBaHMIl OT-
6upasica mocye mMcrevenus 12, 24, 48, 72 y 96 yacoB ¢ MOMEHTa MHBEKLIUHU
TOpMOHA. VI3MepeHMs: cofep:RaHmsa KUCIBIX MyKOIOJNNCAXapPUIOB BBIABUIN
M3MEHEeHMe UX COAEPIKAHMA B BaBMCMMOCTM OT HO3BI IIpy BCEX METOoHaX
OKpalllMBaHMus, IpudeM HauboJjee BBLICOKAA BEAMYMHA SKCTHUHKIMM COT-
BeTcTBOBasa Metony Mioanepa. Paznuumsa, obHapyeHHBIE B CBA3M
C IIepMOAOM BPEMEHM, MCTEKIINM C MOMEHTa MHBEKIMM TOPMOHA B OTHEJb-
HbIX OIBITHBIX TIPYHOIaxX OTYETJMBO IIPOABJIAJMCHL IIPM OKpaLIMBaHUM
QJIBUMAHOBBIM CMHMM M CHMHMM ACTpa; NOonoOHBIX pazmuumii He HabJIo-
Jlanock B CJIydae OKpalllMBaHMA 1o MeToxy Miosamnepa.
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Ta6n. 1. Benwuuuel SKCTHHKIHM CPe30B, OKDalleHHBIX cHHMM AcTpa. )KMBOTHHM BBO-
IHMH caeayioliie no2ut sctpaawosa: 1,2 ur, 25ur, 5ur, 10 ur; Martepuan pas Hccsaeno-
BaHuil orGupancs mocse ncreyeHHs 12, 24, 48, 72 u 96 uacoB ¢ MOMEHTa WHBEKLUUH OPMOHA.

Ta6a. 2. Bennuunsl 3KCTHHKUHH CPE€30B, OKPAIUEHHBLIX aiblHaHOBHM cHHUM. [Ipenapath
NOJIyYeHHl OT XKHMBOTHBIX KOTOPHIM BBOAHJIHCh CJeAylOlIHe N03bl GeHaoara scTpagHovia: 1,2 pr,
2,5 ur, 5 pr, 10 pr; Marepuan A HCCIeLOBaHMRl OTOGMpancs mocse HCTeyenus 12, 24, 48,
72 u 96 yacoB ¢ MOMEHTa HHBEKIHH TOPMOHA,

Ta6n. 3. BeanuuHm 3KCTHHKIHH Cpe30B, OKpallleHHnix no meroay Miossepa. Ilpena-
paTH COOTBETCTBYIOT MHBOTHHIM, KOTOPble NOJYUYHJIH CJIeRyiollHe A03bl 6eH30aTa 3CTPaguona:
1,2 ur, 2,5 ur, 5pur, 10 ur; mMarepuan ans uccaenoBaHuit or6upajcsa nocye 12, 24, 48, 72, 96
4acoB C MOMEHTa HHhEKUHH TFOPMOHE.

Puc. 1. 3aBHCHMOCTh BeJIHYMHH 3KCTHHKUHH OT JO3H GeHsoara 3crpaguoda (1,2 pr,
2,5pur, 5ur, 10 ur) noc:ie 48 yacoB ¢ MOMeNTAa HHBEKUHH [/ TPEX METOAOB OKPaIMBAHHs
(anbnmanoBuil cumnit Actpa, Merox Mionnepa).

Puc. 2. 3aBHCHMOCTEL BeIMYHHBI 3KCTHHKUHMM OT BpeMenn (12, 24, 48, 72, 96 uacos)
HCTEKILIero ¢ MOMeHTa BBeJeHHS RO3n 2,5 ur, GeH3oata 3CTpajHOsNa NPH TPeX  MeTomax
OKpaluBaHHs (a/NbUHAHOBHM cuHui, cunuil Acrpa, Merox Miosnnepa).

SUMMARY

Cytophotometric measurements made of cells of the uterus epi-
thelium, stained with alcian blue and Astra to determine the content
of acid mucopolisaccharide showed considerable similarity in the results,
but differences when stained with Miiller’s iron method. Castrated
white female rats were given intramuscular single injections of oestradiol
benzoate in doses of: 1.2mg, 2.5u, 5pug, 10ug, and the material for
inspection was taken after 12, 24, 48, 72 and 96 hours following the
injection of the hormone. Changes in the amount of acid mucopoli-
saccharides depending upon the dosage could be seen in all the methods
of staining employed, while the transmittance value in Miiller’s method
was considerably higher. However, differences caused by the lapse of
time from the moment of injection clearly appeared in the various
experimental groups where alcian blue and Astra were used, and were
blurred when Miiller’s method was applied.
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