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Glycogen, Desoxyribonucleinic Acid and Calcium Salts in Cells
of the Digestive Gland of the Snail
(Helix pomatia L.)

Komorki gruczolu watrobowego $limaka (Helix), mimo Zze pod
wzgledem cytologicznym majg budowe urozmaicong, nie byly tema-
tem dokladnych analiz, szczeg6lnie gdy weZmie sie pod uwage bada-
nia histochemiczne dotyczace rozmieszczenia w nich kwasu dezoksy-
rybonukleinowego, glikogenu i soli wapnia. Te zagadnienia staly sie
wiec tematem naszych obecnych badan, ktérych wyniki rejestrowa-
lismy dokonujac zdjeé fotograficznych filmowym aparatem szeroko-
tasmowym ROW i aparatem Practiflex.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Obserwacje przeprowadzono na prawym gruczole watrobowym
Slimakéw Helix pomatia L. zebranych w miesigcu wrzesniu i karmio-
nych przez okres okolo dwoch tygodni wytacznie lisémi Brassica ole-
racea capitata. Po usunieciu spiralnych, gérnych, zakretéw muszli
pobierano materiat do badan i utrwalano w sublimacie, w alkoholu
formolu i w formolu 1 : 4. Skrawki mikrotomowe po odparafinowa-
niu barwiono wg metody Besta w celu wykazania glikogenu, wg
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metody Feulgena-Rossenbecka, ktéra wybidrczo barwi
leukofukéyna kwas dezoksyrybonukleinowy w jadrach komérko-
wych, oraz wg metody von Kossa i metody Cretina w celu
wykrycia soli wapnia. Preparaty kontrolne otrzymano barwiac skraw-
ki mikrotomowe hematoksyling i eozyng, oraz przeprowadzajac pro-
be glikolityczng i proby odwapniajace. Czes¢ skrawkoéw mikrotomo-
wych utrwalonych w formalinie, po odparafinowaniu, poddano dzia-
1aniu roztworu fluoresceiny, 1:10000 przez 3 sekundy i ogladano
w mikroskopie fluorescencyjnym. Dokonano takze obserwacji
w mikroskopie fluorescencyjnym bez podbarwiania fluorochromami.

Chcgc potwierdzi¢ nasze badania histologiczne dotyczace obecnosci
glikogenu pobierano réwniez ten sam material z tych samych $lima-
Iéw, poddawano hydrolizie zasadowej w 30%o KOH, a iloSciowg za-
wartosé glikogenu w hydrolizacie oznaczano kolorymetrycznie na foto-
metrze Pulfricha wg metody antronowej L ustineca. Do potwier-
dzenia natomiast obecnosci i ilosci soli wapniowych uzyto metody
kolorymetrycznej mikroanalitycznej] Altena, Weilanda
i Knippenberga (Biochem. Z. 265, 85. 1933) polegajacej na
tworzeniu sie soli wapniowych kwasu pikrolonowego.

OBSERWACJE WEASNE

I

Skrawki mikrotomowe gruczolu watrobowego $limaka Helix
{mikrofot. Nr 1) zabarwione karminem wg metody B e st a pozwoli-
ty stwierdzi¢ w cytoplazmie obecnos¢ czerwonych ziarenek, rozrzu-
conych nieréwnomiernie i grupujacych sie przewaznie na biegunie
wydzielniczym komoérki. Wielkosé ziarenek prawie zawsze jednako-
wa, zabarwienie intensywnie czerwone, ilos¢é ich natomiast rézna
w roznych komoérkach. Obserwowalismy bowiem komérki przeladowa-
ne ziarenkami, inne za§ posiadaly ich malo (mikrofot. Nr 2, 3 i 4).
W komorkach o matej ilosci ziarenek czerwonych mozna bylo zauwa-
zy¢ zwiekszenie innych utworéw w cytoplazmie, lacznie z jasnymi,
btyszczacymi ziarenkami zgrupowanymi przy podstawie komorek
i zachowujacymi sie barwnikoopornie (mikrofot. Nr 2).

Dla upewnienia sie, czy ogladane czerwone ziarenka sg w rzeczy-
wistosci glikogenem, przygotowano preparaty kontrolne przez zasto-
sowanie proby glikolitycznej polegajacej na dzialaniu przefiltrowa-
nej sliny przez 2—10 godzin w temperaturze pokojowej i barwigc na-
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stepnie wg metody Besta. Proba glikolityczna usuwala glikogen
z komorek, a tym samym histochemiczny odczyn barwny dawat wy-
nik ujemny. Mozna wiec bylo na tej podstawie uznaé preparaty jako
technicznie dobrze wykonane, a czerwone ziarenka widoczne w cyto-
plazmie badanych komoérek okresla¢ jako ziarenka glikogenu.

Na podstawie naszych preparatéw mozna podzieli¢ komoérki wat-
robowe na trzy grupy: 1) komérki wypelnione calkowicie ziarenkami
glikogenu, 2) komérki, w ktérych glikogen przewaznie gromadzil sie
w strefie obwodowej cytoplazmy, oraz 3) komérki, w ktérych glikogen
wystepowatl tylko w malej ilosci, rozsypany pomiedzy innymi utwora-
mi cytoplazmy. Te obrazy przypominaty fazy czynnosciowe komoérek
i dlatego raczej sktonni jesteSmy do powiedzenia, ze w rozmieszcze-
niu ziarenek glikogenu gléwng role odgrywa stan fizjologiczny ko-
morki. Zmienno$¢ obrazu umiejscowienia, jakotez réznice ilosciowe
moga by¢ potwierdzeniem naszego zapatrywania.

Badania histologiczne uzupelniliSmy badaniami ilosciowymi ko-
lorymetrycznymi, ktére, jak mieliSmy moznos¢ niejednokrotnie sie
przekonaé, stanowig nieodlgczng czesé badan histochemicznych. W za-
stosowanej przez nas metodzie antronowej wg Lustineca uzyto
jako plynu standardowego glukozy, odczytywano ekstynkcje na foto-
metrze Pulfricha i wykre§lano krzywa ekstynkeji. Wykonane préby
na materiale pochodzacym z kilkunastu $limakéw wykazaly, ze ilos¢
glikogenu zawarta w gruczole watrobowym wahata sig¢ w granicach
od 2,5—4,5". Wydaje sie¢ nam, ze ta duza rozpieto$¢ w zawartosci
glikogenu moze byé réwniez potwierdzeniem réznego stanu fizjolo-
gicznego komérek gruczotowych uzytych do badan $limakéw, tym-
bardziej, ze przeprowadzone przez nas obserwacje s3 wynikami ba-
dan poré6wnawczych. W tym gruczole, w ktérym metodg kolorymet-
ryczng wykazaliSmy matlg ilosé glikogenu w preparacie mikroskopo-
wym pobranym z tego samego gruczotu ziarenek glikogenu w komér-
kach bylo rzeczywiscie malo.

1II

Nastepnie poddaliSmy obserwacjom skrawki mikrotomowe bar-
wione leukofuksyng wg metody Feulgena-Rossenbecka
w celu wykrycia barwnego obecnosci kwasu dezoksyrybonukleino-
wego w komoérkach. Dodatni odczyn Feulgena-Rossenbecka
wystapil wylgcznie w jadrach komérek, przy czym zabarwieniem
swoim oraz rozmieszczeniem przypominal obrazy wielokrotnie juz
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obserwowane przez nas w jadrach komérek innych narzadéw innych
zwierzat (mikrofot. Nr 5, 6 i 7). W jednych jadrach bowiem mozna
bylo zauwazy¢ wyrazne skupienie sie struktur jgdrowych, szczegélnie
w obszarze strefy przyjgderkowej, a tym samym nagromadzenie duzej
ilosci kwasu dezoksyrybonukleinowego (mikrofot. Nr 6 i 7). W innych
natomiast jgdrach spostrzegalo si¢ roziuznienie ukladu chromatyny
i zmniejszenie ilosci grudek kwasu dezoksyrybonukleinowego, przy
catkowitym lub prawie calkowitym zniknigciu strefy przyjaderkowe]
(mikrofot. Nr 7). Kwas dezoksyrybonukleinowy w tych jadrach two-
rzyl mate skupienia, jedne stabiej i drugie silniej barwigce sig, przy-
pominajace chromocentra Kollera, rozrzucone nierdwnomiernie
po karioplazmie, wzglednie nagromadzajace sie przy blonie jadrowej.
Blona jagdrowa we wszystkich jadrach komoérek jednego i drugiego
typéw byla zawsze gladka, cienka i wyrazna.

Porownanie opisywanych obrazéw jader z obrazami jader uzys-
kanymi po zabarwieniu hematoksyling -+ eozyng, a takze po podbar-
wieniu jader hematoksyling w preparatach B e sta, wskazywalo, ze
pierwszy typ jader odpowiadal komérkom zawierajgcym duze ilosci
glikogenu, podczas gdy drugi typ byl charakterystyczny dla komérek
o matej ilosci glikogenu, a duzej ilosci utworéw cytoplazmatycznych.

Na podstawie naszych obserwacji przypuszczamy zatem, ze jad-
ro bierze udzial w procesach fizjologicznych komoérek, a zmiany
w rozmieszczeniu, zabarwieniu i prawdopodobnie ilosci kwasu dezo-

‘ksyrybonukleinowego nie pozwalaja wykluczyé nawet bezpos$rednie-
go udzialu jadra i by¢ moze samego kwasu dezoksyrybonukleinowego
w procesach wytwérczych komérki watrobowej.

111

Juz w poprzednich opisach zwrdciliSmy uwage, ze w przypod-
stawnych strefach komérek gruczotu watrobowego znajdujg sie barw-
nikooporne, btyszczace ziarenka (mikrofot. Nr 2). Nie we wszystkich
komérkach gruczotu byly one obecne, mogly byé pojedyncze, albo
zebrane w mniejsze lub wieksze grupy, mogly nawet prawie catkowi-
cie wypelnia¢ komoérke i woéwczas jadro i inne skladniki cytoplazmy
bywaly zepchniete na biegun wydzielniczy (mikrofot. Nr 8 i 9).

Barwnikoopornosé oraz zmiennosé¢ ilosciowa barwnikoopornych
ziarenek sklonity nas do ogladniecia ich w mikroskopie fluorescencyj-
nym (mikrofot. Nr 11 i 12). Skrawki mikrotomowe utrwalone w for-
molu 1:4, po doktadnym odparafinowaniu, zamykano w glicerolu
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i ogladano w mikroskopie. Okazalo sig, ze ziarenka posiadaja wiasng
tluorescencje i $wieca zielonym kolorem na tle blado niebieskim cyto-
plazmy, w ktérej widoczne byly jadraiinne sktadniki cytoplazmy sku-
pione lub rozproszone, nie wykazujace réznic zabarwienia. Podobne
skrawki mikrotomowe podbarwiono takze roztworem fluoresceiny
1: 10600 przez 3 sekundy. Obserwowane ziarenka na tych preparatach
$wiecily zdecydowanym kolorem jasno zielonym, a inne skladniki cy~
toplazmy wyré6zniaty sig kolorem brunatno ceglastym na tle jasno nie-
bieskim (mikrofot. Nr 11 i 12).

Zastosowano rowniez do barwienia preparatéw metodg von K o-
ssa i woéwezas mozna bylo wyczernié bezbarwne ziarenka. Dodatko-
wo wykonano preparaty stosujac metode Cretina. Okazalo sig
wiec, ze ziarenka sg prawdopodobnie solami wapnia (fosforan wap-
nia) nagromadzonymi w réznych ilosciach w komoérkach gruczotu
watrobowego (mikrofot. Nr 8, 9 i 10). Mimo, ze ksztalt ziarenek byl
zawsze okragly, jednak wielkosé ich byta rézna. Nie bylisSmy w moz-
nosci stwierdzié, czy duze ziarenka powstaja przez polaczenie sig
mniejszych, wydaje sie nam jednak, ze tego rodzaju zjawisko nie ma
miejsca w komoérkach gruczotu watrobowego (mikrofot. Nr 10). Ra-
czej przyjaé nalezy, ze sole wapnia nagromadzone w réznych ilo$ciach
w cytoplazmie, i to wlasnie u podstaw komoérek, sg substancja zapa-
sowa, ktérg zwierze moze w razie potrzeby odprowadzi¢ do krwio-
biegu.

Preparaty kontrolne upewniajace nas, ze wyczernione ziarenka
nalezy utozsamia¢ z solami wapnia, otrzymaliSmy po zastosowaniu
préb odwapniajacych. Roztwér wodny 2% kwasu azotowego albo roz-
twor wodny 6% kwasu sulfosalicylowego dzialajac na preparaty przez
1—2 dni w temperaturze pokojowej, powodowaly catkowite usuniecie
soli wapnia z preparatéw, a nastepowe barwienie wg stosowanych me-
tod dawalo zawsze wyniki ujemne.

Potwierdzenie naszych wynikéw histologicznych otrzymalisSmy
w mikroanalitycznej metodzie kolorymetrycznej Altena, Wei-
landa i Knippenberga. Polega ona na wytracaniu soli wap-
nia kwasem pikrolonowym w hydrolizacie watroby- Pikrolonian wap-
nia po odwirowaniu i przemyciu bezwodnym eterem rozpusz-
cza sie w wodzie. Dalsze dzialahie wodg bromowsg i wodorotlen-
kiem sodu powoduje wystgpienie czerwono-zéitej barwy roztworu.
Zaleznie od stezenia jonoéw Ca uzyskujemy rézne nateienie barwy,
dzieki czemu mozliwe jest przeprowadzenie kolorymetrycznej analizy
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iloSciowej. W metodzie tej, jako roztworu wzorcowego uzy-
lismy szczawianu wapnia. Uzyskane wyniki przedstawione beda
w dalszych naszych doniesieniach dotyczacych wykrywania jonow
innych metali wystepujacych w badanym materiale.

Dotychczasowe wyniki naszych badan nad komérkami gruczolo-
wymi watroby $limaka (Helix) wskazaly na obecno$¢ w cytoplaz-
mie ziarenek glikogenu i soli wapniowych, oraz kwasu dezoksyrybo-
nukleinowego w jadrach. Iloéé i rozmieszczenie poznanych skladnikow
komoérki zaleza, jak wydaje sie nam na podstawie obeciiych wynikdow,
od stanu fizjologicznego komoérek gruczotowych. W dalszym ciggu
prowadzone badania histochemiczne prawdopodobnie bedg mogly
przedstawi¢ inne skladniki komérek gruczolowych watroby $limaka,
a tym samym uzupelni¢ dotychczasowe wiadomosci cytologii samej
komoérki.
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PE3IOME

PesynbraThl Hammx mcciaemoBaHMil Haf KEIE3UCTHIMU KIETKaMK
nedeHu yautkn (Helix pomatia L.), moinydeHHble N0 HACTOALIEro
BpeMeHH, NOKAa3ajdul HajJudue B HUTOINIa3Me I[VIMKOTeHA M Kajblue-
BEIX COJIeif, a TaKKe Ne30KCHPUOOHYKIIEMHOBOH KMCIOTH B KIETo4-
HBIX Anpax. HomuyecTBo u pasMemieHne YKa3aHHHIX BBHIUIE COCTaB-
HHX 3JIeMEHTOB KICTKHM 3aBUCAT, KamKeTcd, CYOA MO MOIY9eHHHIM
cefivac pesyabpTaTaM, OT (U3UOIOTUYECKOr0 COCTOAHHIA >KEJIEe3MCTHIX
KieToK. Ha ocHoBaHUM ganbHeilNX THCTOXUMUYECKUX MCCIIeTOoBaHUi
6ynyT, no Bceit BepOATHOCTH, OOHApY:KeHH emle M JpYyrue CcocTas-
HHE JJIEMEHTHl HENIE3UCTHIX KIEeTOK IIeYeHM YINTKH, a TeM CaMbIM
OynyT MONOJHEHH HAIIX TelepelIHde CBeeHUA IO LUTOJIOTHMYeCcKOi
CTPpYKType caMmoii KieTHH. PesyiapraThl HamMX THCTOXHMHYECKHX
HCCIETOBaHU HAIINIM IOJHOE IIOATBEPKIACHHE B INPOU3BOTUMB'X
OIHOBPEMEHHO HA 5TOM He MaTepHalie HCCIENOBAHMAX NPHU HOMOIM
KOJIOPUMETPHYEeCKOr0 MUKPOAHAIN3a U 9aCTUYHO IPH IoMonu ¢iryo-
PecueHTHO! MHUKPOCKOIINM.
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SUMMARY

The up-to-date results of the authors’ investigations on the gland
cells of the right digestive gland of the snail (Helix pomatia L) reve-
aled the presence of glycogen granules and calcium salts in their
cytoplasm, and the presence of desoxyribonucleinic acid in their
nuclei. The present results seem to suggest a dependence of the
amount and distribution of the components found in the cell from
the physiological state of the gland cells. Histochemical investiga-
tions, which are still going on. will probably result in determining
other components of the gland cells of the right digestive gland’
of the snail, thus adding to the knowledge of the cytology of
the cell itself. The authors’ histochemical investigations were fully
confirmed by attempts at colorimetric microanalysis made simul-
tanously on the same material, and partly by fluorescence micros-

copy.
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