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Barwienie preparatéw histologicznych przy uzyciu rywanolu
(2,5 diamino-7 etoksyakrydyny) w mikroskopii fluorescencyjnej

Okpacka rucTonoruyeckux NPEenapaTtoe MpM MCMONb30BAHMM PHBAHONS
(2,5-AMamMnH-T-3TOKCHAKPHMAMHA) BO HNYOPECLUEHTHON MMKPOCKONUM

The Staining of Histological Preparations with the Use of Rywanol
(2,5 diamino-7 etoxacridine) in Fluorescence Microscopy

Pochodne akrydyny (aurofosfina, oranz akrydyny, benzoflawina, fosfina 3R,
trypaflawina i inne) dzieki swym wla$ciwo§ciom fizykochemicznym znajduja szero-
kie zastosowanie w mikroskopii fluorescencyjnej jako fluorochromy wykazujgce po-
winowactwo do pewnych struktur i skladnikéw komérkowych (10, 5, 16, 7, 4, 8).
Oranz akrydyny, corifosfina 0 i inne lacza sie z kwasami nukleinowymi wigzaniami
elektrostatycznymi dajgc zwigzki o charakterze soli i poprzez kohezje typu van der
Waals’a (15). Pochodne akrydyny potraktowane dwutlenkiem siarki: akryflawina-
-S0O,, aurofosfina-SO,, flawofosfina-SO,, fosfina SG-SO,, rywanol-SO, wchodzg w
specyficzng reakcje z aldehydami otrzymanymi w czasie kwasnej hydrolizy DNA
i stad ich zastosowanie dla metodyki Feulgena w technice fluorescencyjnej (2, 6, 12,
13). W dotychczasowych publikacjach naukowych niewiele miejsca po§wiecono za-
stosowaniu w technice histochemicznej rywanolu (1, 3, 13). Zwiazek ten zasluguje
na uwage ze wzgledu na jego duzag zdolno§é¢ tworzenia polgczen z bialkami ustro-
jowymi i wplyw na bialkowsg cze§é enzymoéw, co przyezynia sie do ich hamowania
lub aktywacji (9, 14). Obecne doniesienie stanowi dotychczasowe nasze wyniki uzys-
kane w eksperymencie laboratoryjnym.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto tkanek zwierzecych (szezur bialy, $§winka morska) oraz rozma-
z6w krwi i wymazéw z jamy ustnej czlowieka. Wycinki narzadéw (nerka, watroba,
dwunastnica) utrwalano w 10% formalinie obojetnej (24 godz.), w mieszaninie cal-
cium-formol wg Bakera (24 godz.), w mieszaninie wg Carnoy (1 godz.) oraz w 1%
wodnym roztworze rywanolu (24 godz.), a po odwodnieniu w alkoholach zatapiano



184 Stanistaw Grzycki, Krystyna Czerny

w parafinie. Rozmazy krwi i wymazy z jamy ustnej utrwalano w parach formaliny
(7 min.) i w alkoholu metylowym (10 min.). Skrawki mikrotomowe grubo$ci 6 mikr.
po odparafinowaniu, a takie rozmazy i wymazy, po nawodnieniu barwiono 0,1%
roztworem wodnym rywanolu (pH 7,8—8,0) w ciggu 3 min. Przeprowadzono nastep-
nie obserwacje na niektorych otrzymanych preparatach w A, B, C i D warunkach.
Preparaty A podbarwiano przy pomocy Fast Red B (roztwér 1 mg/l ml w 0,1 M bufo-
rze weronalowo octanowym pH 9,2) w ciggu 3 min. Preparaty B po dzialaniu rywano-
lem inkubowano przez 3 min. w samym buforze weronalowo octanowym pH 9,2, pre-
paraty C po dzialaniu rywanolem inkubowano w 1% wodnym roztworze chlorku glinu,
a preparaty D w tych samych warunkach w 1% wodnym roztworze octanu cynku.
Po odwodnieniu preparaty zamykano w $§rodowisku niefluoryzujgcym i oglgdano
w mikroskopie fluorescencyjnym typu MB 30 F1, PZO Warszawa, urzgdzenie fluores-
cencyjne UFL 1, filtry UG 135 mm. Ze wszystkich badanych tkanek wykonano
przegladowe preparaty barwione hematoksyling i eozyns.

WYNIKI BADAN

Barwienie przegladowe przy pomocy hematoksyliny i eozyny wyka-
zalo prawidlowo zachowang strukture tkanek utrwalonych przy po-
mocy stosowanych plynéw, za wyijgtkiem 1% roztworu wodnego rywa-
nolu. Plyn ten jako utrwalacz w stosowanych warunkach okazuje sie
nieprzydatny, zle zachowuje strukture komorek i narzgdéow.

Tkanki utrwalone w mieszaninie wg Carnoy, barwione w 0,1% roz-
tworze rywanolu, ogladane w mikroskopie fluorescencyjnym, wykazu-
jar kontrastows zoltocytrynowsg fluorescencje zrebu jadrowego i jaderek
oraz bardzo slaba fluorescencje cytoplazmy (ryc. 1). Podobnie jasng
fluorescencje wykazuja struktury komorek nablonka jamy ustnej
i jadra krwinek bialych rozmazéw utrwalonych w alkoholu metylo-
wym (ryc. 2). Na preparatach utrwalonych w formalinie i w mieszaninie
calcium-formol, po dzialaniu rywanolem, obserwuje sie wyrazng zolto-
cytrynowa fluorescencje cytoplazmy, utrudniajacg obserwacje jader
(ryc. 3). )

Preparaty A (podbarwione przy pomocy Fast Red B) wykazujg znacz-
ne zmiany fluorescencji: na preparatach utrwalonych w mieszaninie wg
Carnoy, wystepuje calkowite wygaszenie fluorescencji cytoplazmy i
znaczne oslabienie fluorescencji jader. Na preparatach utrwalonych w
formalinie obojetnej i w mieszaninie Bakera wystepuje wybitne zmniej-
szenie fluorescencji cytoplazmy i jader, natomiast na preparatach dwu-
nastnicy obserwuje sie w tych warunkach bardzo jasna zo6lta fluorescen-
cje zawarto§ci komorek kubkowych i rabka szczoteczkowego (ryc. 4).

Preparaty grupy B po dzialaniu rywanolu inkubowane w buforze we-
ronalowo octanowym pH 9,2 nie wykazujg zmian fluorescencji w po-
réwnaniu z tymi, na ktére dzialano tylko rywanolem. W preparatach
C i D pod wplywem roztworéw soli glinu i cynku wystepuje nieznacz-
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ne wygaszenie fluorescencji cytoplazmy komérkowej. Na wszystkich pre-
paratach barwionych rywanolem po 3 miesigcach od chwili ich wyko-
nania nie zauwazono zmian we fluorescencji.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Przy dobrym i odpowiednim doborze filtréw na ciemnym polu wi-
dzenia mikroskopu obserwuje sie tylko i wylgcznie fluoryzujace obiekty
preparatu, ktérych intensywnos$é i kolor $wiecenia uzaleznione sg od
obecnosci i zestawu znajdujacych sie w nich substancji. Daje to mozno$é
obserwowaé¢ nie tylko ksztalt mikroobiektu lub mikrostruktury w pre-
paracie, ale takze po kolorze §wiatla fluoryzujacego odczytaé substancje,
jakie w nim wystepujg. Zdolno$¢ luminiscencji struktur komoérkowych
lub tkankowych wywolana sztucznie réznymi fluorochromami byla
w latach trzydziestych przedmiotem badan Haitingera, Hamper-
la, Bukatscha, Monne, Struggera, Hirta i innych. W na-
szej pracy w technice utrwalania i barwienia zastosowano rywanol, ale
w trakcie wykonywania badan zaobserwowano zjawiska, ktérych analiza
spowodowala rozszerzenie metodyki i wylonila nowe zagadnienia. Dla
otrzymania preparatow wyrazZnie rysujacych zrgb jader komoérkowych
najwlasciwsza okazala sie metoda utrwalania tkanek w mieszaninie Car-
noy i barwienia 0,1% wodnym roztworem rywanolu. Ciekawe wyniki daje
zastosowanie formaliny jako utrwalacza. Jest to najlepszy ze stosowanych
w technice histologicznej utrwalacz biatek. Reakcje formaliny z biatkami
tkanek sg liczne i zloZzone, bo moze sie ona wigza¢ z wieloma réznymi
czynnosciowo grupami. Dzieki mozliwosci tworzenia wigzan miedzy le-
zgcymi blisko lancuchami bialkowymi jest przydatna jako utrwalacz po-
limeryzujacy. Do grup, ktore biorg udzial w utrwalaniu bialek formaling
nalezg m.in. grupa aminowa, iminowa, amidowa, peptydowa, hydroksy-
lowa, karboksylowa, SH i piericienie aromatyczne. Przedluzone utrwa-
lanie w formalinie utlenia grupy acetalowe i ujawnia substancje reagu-
jace z odczynnikiem Schiffa. Odczynnik Schiffa jest stosowany w reak-
cji PAS, ktora znajduje zastasowanie m.in. w badaniu komorek kubko-
wych i rabka szczoteczkowego jelit. Zastosowanie w naszej pracy Fast
Red B, ktére w pierwotnym zalozeniu mialo na celu badanie ziarnistosci
specyficznych komoérek enterochromafinowych, dato w wyniku wygasze-
nie fluorescencji preparatéw barwionych rywanolem za wyjatkiem flu-
orescencji zawartosci komoérek kubkowych i rgbka szczoteczkowego na-
blonka. Zjawisko to obserwowane na preparatach utrwalonych formali-
ng nie zalezalo od stosowanego buforu, o czym przekonano sie¢ inkubujac
preparaty (B), w samym buforze, ani od soli cynku i glinu, ktére sg
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stabilizatorami soli dwuazowych, o czym przekonano sie inkubujac prepa-
raty w roztworach soli tych metali (C i D).

W strukturze rgbka szczoteczkowego duzg role odgrywaja fosfolipidy,
ktére moga reagowa¢ w okreslonych warunkach podobnie, jak aldehydy
cdpowiedzialne za reakcje plazmalows. Byé moze w obserwowanych v
obecnej pracy zjawiskach pewna role odgrywaja rowniez mechanizmy
podobne do zachodzacych w reakcji plazmalowej swoistej dla fosfatydéw
acetalowych. Fosfatydy acetalowe, ktére same nie reaguja z odczynnikiem
Schiffi latwo sa rozbijane przez sublimat, rozpadajgc sie na aldehydy,
ktére reaguja z tym odczynnikiem powodujac jego zabarwienie sie. Utrwa-
lanie formaldehydem nie pozwala na wystapienie reakcji plazmalowej w
przypadku niektérych lipidéw tkankowych, lipidy te moga jednak po-
nownie dawaé te reakcje jes§li zadziala sie na nie sublimatem. W wy-
padku wybidérczego $wiecenia zawarto$ci komorek kubkowych i rabka
szczoteczkowego na preparatach utrwalonych formaling i po dzialaniu
rywanolu oraz Fast Red B zachodzi¢ mogg skomplikowane mechanizmy,
by¢ moze polaczone ze zjawiskami redukeji i utleniania, ktérych wyjas-
nienie wymagaé bedzie dalszych badan. Podstawowym wynikiem obecnej
pracy jest stwierdzenie, ze po utrwaleniu tkanek w niektérych utrwa-
laczach (wg Carnoy, w alkoholu metylowym), rywanol mozna stosowaé
jako fluorochrom jadrowy i reakcja ta ze wzgledu na latwoé¢ wykonania,
przejrzystosé¢ obrazu i ich trwalo$§¢é moze by¢ stosowana w mikroskopii
fluorescencyjnej do barwienia preparatow przeglagdowych, podobnie jak
barwienie hematoksyling w mikroskopii optycznej.
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The Indications for Tonsillectomy in Adults and in Children
Wskazania do tonsylektomii u dorostych i u dzieci

MNoka3zanus K TOK3MANIKTOMMM Y B3pOCAnbIX U .qe'reﬁi

After the views on the role of the lymphatic tissue changed, the indi-
cations for tonsillectomy also changed. For the estimation of indications
for tonsillectomy all the operated cases in the Laryngological Clinic in
Lublin in the years 1952—1972 were analyzed. This analysis revealed, thut
the number of tonsillectomies in this period diminished three times, where
by in children — six times, and in adults — twice (Fig. 1). The number of
these operations diminished mostly due to the decrease in tonsillectomies
for general indications, i.e. non-laryngologcal ,ones . (about 50% and in
children even about 70%), less — for laryngological' and general indica-
tions (about 35%), and at least — for laryngological Indications alone
(about 15%). )

In the last 6 years the rate of tonsillectomies for the laryngological
indications in children was 65% and in adults 75% of these operations.
In other patients tonsillectomy was performed due to general diseases
related to chronic tonsillitis (Fig. 2). The laryngological indica.tions were
as follow: tonsils hypertrophy disturbing breathing and deglutition, re-
current peritonsillar abscess, purulent cyst, and some neoplasms. The
internal diseases accounted in children for 100% and in adults for 85%
of non-laryngological indications, and consisted of all forms of rheumatic
fever, nephritis, bronchial asthma. On the remaining 15% of general indi-
cations contributed other diseases: the neurological (Sclerosis multiplex,
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Fig. 1. The number of tonsillectomies in the consecutive years .in children and in
adults together (continuous line) and in children alone (dotted line)

chorea minor), the ophtalmological (Neuritis nervi optici, retinitis), the
psvchiatric (Psychosis) and the dermatological diseases (Psoriasis).

The rate of tonsillectomies in women was 64% and in men 34% of
these operations. A similar relation was observed in children. The reason
for the higher percentage of operations in women could be the higher
incidence rate of chronic tonsillitis and general diseases related to it in
women, and perhaps their greater sensibility to pain as well.

We opened an inquiry concerning the indications for tonsillectomy to

CHILDREN ADULTS

Fig. 2. The indications for tonsillectomy in children and in adults. White area —
the laryngological indications, striped area — the internal diseases, black area —
other diseases
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14 otolaryngological clinics in Europe. The date from the most clinics
(9 from 14) were similar to our criteria and management. The reasons for
the decrease in the number of tonsillectornies could be the improved re-
sults of pharmacological treatment of chronic tonsillitis and the limitation
of indications for tonsillectomy. Many investigations revealed that the
lymphatic tissue plays an important role in the pathomechanism of allergy
and resistance. In the tonsils phagocytosis and the identification of bac-
terial antigens takes place. The releasing ribonucleic acid (m.RNA) stimu-
lates the synthesis of antibodies in the bone-marrow, the spleen, the
lymph nodes and in the tonsils as well. The free antibodies and the
antibodies bound to lymphocytes are synthetized (1, 8, 12). There are
also antibodies in the secretion of the mucosa of the respiratory tract,
but they are a little different from serum antibodies (10).

Many authors think, that some general diseases could be caused by
chronic tonsillitis. Following tonsillectomy due to laryngological and ge-
neral indications (rheumatic fever, nephritis) some biochemical indicators
of these general diseases normalize and the incidence rate of anginas
diminished too (4, 5, 9). But up to the present time we do not have any
objective tests, which could point out the causative relationship between
chronic tonsillitis and the general disease. After some authors the sourse
of the general disease following tonsillectomy quite seldom if ever imprcv-
ed (2, 11). That is why the indications for tonsillectomy in the non-laryn-
gological diseases should be taken up by an experienced team of specialists.
This has a peculiar gignificance in children, in whom tonsilectomy de-
prives the organism of a ,,vaccine laboratory” and just in the period, when
the resistance is mostly required (3, 6, 7).
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STRESZCZENIE

Przeprowadzono analize wszystkich przypadkéw schorzen laryngolo-
gicznych i nielaryngologicznych zakwalifikowanych do wyluszczenia mig-
dalkéw podniebiennych w Lubelskiej Klinice Laryngologicznej w latach
1952—1972. Z analizy tej wynika, ze liczba tonsylektomii w ocenianym
okresie zmniejszyla sie trzykrotnie, w tym u dzieci — sze$ciokrotnie, a u
dorostych -— dwukrotnie. Omowiono przyczyny spadku liczby tonsylekto-
mii w $wietle aktualnych pogladéw na role tkanki limfatycznej w pato-
mechanizmie odpornosci.

OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Liczba tonsylektomii w poszczegdlnych latach u dorostych i dzieci tgcznie
(linia ciggla) oraz u dzieci (linia przerywana).

Ryc. 2. Wskazania do tonsylektomii u dzieci i u dorostych. Pole biale — wska-
zania laryngologiczne, pole zakreskowane — choroby wewnetrzne, pole czarne —
inne choroby.

PE3HOME

ABTOpbI NPOAHANM3IMPOBANKM BCE _CNYHYan NAPUHFONOTUUECKMX W HENaPWH-
ronoruyeckux zabonesanui, B npolecce neveHns KOTOPbIX NPOBOAUNOCH Bbi-
nywmBaHue MmuHaanukoB. MccnefoBanusamu Bbinin oxsaueHbl GonbHblie, ne-
ueHHble B8 JlapuHronorudeckod knuuuke (Jliobnun) 8 1952—1972 rr. U3 aHa-
nu3a cnepyer, YTO UMCNO TOH3MANIKTOMWMM B ITOT NEPMOS YMEHbWMIIOCH B
TPW Pasa, npu4yeM y AeTel — B LIECTb Pas, a y B3POCNbiXx — 8 ABa pasa. As-
TOPbl AHANM3UPYIOT NPUUMHbI YMEHBLUEHMS YMCNa TOH3WANIKTOMMUKM B CBETE
AKTYanbHbIX B3rNSAOB HA PONb NMMPATUUECKON TKAHU B MATOMEXaHM3IME WUM-
MyHUTeTa.



