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Maciej LATALSKI

Badania nad kwasem rybonukleinowym i grupami sulfhydrylowymi
w komoérce jajowej

Hcenenosanusa Hajg PHMOGOHYKJIEMHOBOM KHCJIOTOM M CYAbQIrUAPUILHBIMU
IpynnaMy B SMIEBOH KJIeTKe

Investigations on Ribonucleinic Acid and Sulfhydryl Groups
in the Oocyte

Brachet (1) i Caspersson (10) poslugujgcy sie réznymi metodami
badan, zwroécili uwage na niewatpliwy udzial kwasu rybonukleinowego (RNA)
w syntezie bialek komoérkowycn. Obaj badacze niezaleznie od siebie zauwazyli,
ze komorki cechujgce sie szybka synteza bialtka, np. komoérki trzustki, gruczotow
zoladka itp. posiadaja duzg ilo§¢é RNA, podczas gdy narzady, ktoérych czynnosé
nie jest zwigzana z nasilona produkcja biatka, np. serce, miesnie, nerki sa
stesunkowo ubogie w ten kwas. Mikroorganizmy, ktére posiadaja szybki system
podziatowy i w ktérych — w zwigzku z tym — zachodzi szybka synteza bialek,
obfituja w kwas rybonukleinowy. Na podstawie wiec tych i innych obserwacji
[Brachet 3, 4, 5 8, 9, Webster (31), Prescott (24, Hill (15),
Freinendegen (13), Zalokar (32, 33), Makarow (20), Sirlin (28),
Zubay (34), Ryabinina (26)] mozna sagdzi¢, ze istnieje zwigzek miedzy
obecnoscig kwasu rybonukleinowego w komdrce, a jej zdolnoscia do syntezy biatka.

Konopacki (17, 18) przeprowadzik‘badania nad procesami metabolizmu
zachodzgecymi w dojrzewajacej komérce jajowej Loligo vulgaris (moléwka). Austin
(1) obserwujac komorki jajowe szczura w mikroskopie fazowym, gléwna uwage
zwrécil na kwas dezoksyrybonukleinowy, ktéry umiejscowiony jest w obrebie
jadra komoérkowego w formie placikéw z dwoéch stron jaderka lub tez jako
calkowity, do$é nieregularny, pier§cien wokél jaderka. Grubo$é tego pierscienia
wahala sig¢ od cienkiej warstewki do tak szerokiej, Ze trudno bylo rozrozni¢
granice jaderka.

Sotelo (29) =za§, badajgc w mikroskopie elektronowym jaja szczura
utrwalone w calcium-formolu, zauwazyl, Ze kwas rybonukleinowy jest zma-
gazynowany w cytoplazmie jaja. Z badari Colliera (11) natomiast wynika,
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Zze komorki jajowe Ilyanasa Obsoieta (z typu mieczakéw) zawieraja stosunkowo
duzo kwasu rybonukleinowego. Umiejscowiony on jest w czesci cytoplazmy woinej
od zéitka. Analiza izolowanych plytek Zoltkowycn potwierdzita brak kwasu rybo-
nukleinowego w tej frakcji. Wyniki swoje autor uzyskal przy pomocy okreslania
absorpcji promieni ultrafioletowych o danej diugosci fali.

Badania Bella (2) i innych wykazaly $§cisty zwigzek i wspéizalezno$é
migdzy kwasem rybonukleinowym a grupami SH. Bell stwierdzil, ze udzial
kwasu rybonukleinowego w syntezie bialek jest uwarunkowany obecnoscig grup
sulfhydrylowych, Brachet (6) podal takze, ze grupy SH odgrywajg role
w procesie organogenezy. Dzialajgc przez okres 24 godzin merkaptoetanolem
ng zaplodnione jaja Rana temporaria (zaba piowa), stwierdzit on, e rozwdj
plytki nerwowej u tego gatunku zostal zahamowany, lecz nie zauwazyl! zmian
w strukturze plytki rdzeniowej. Poniewaz inne substancje, nawet bardziej tok-
syczne, jak np. dwutiodwuglikol rozwoju nie hamowaly, Brachet wynik
dzialania merkaptoetanolu przypisuje grupom SH zawartym w tym zwigzku.

W dostepnej mi literaturze nie znalazlem prac dotyczacych stezenia i wzajem-
nego stosunku kwasu rybonukleinowego i grup SH oraz SS w komorkach jajo-
wych., Postanowilem wiec zajgé sie tym zagadnieniem i przeprowadzi¢ obserwacje
w warunkach doswiadczalnych, po wstrzykiwaniu zwierzetom gonadotropiny lozy-
skowej. Gonadotropina lozyskowa dziala pobudzajgco na proces jajeczkowania oraz
przyspiesza wzrost pecherzykow Graafa {Niwelinski (22, 23), Latalski (19)].

MATERIAE I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na 18 dziewiczych samiczkach szczuréw bialych
(Rattus rattus L. albino) wagi od 35 do 50 g, w wieku 2—3 miesiecy. Zwierzegta
podzielono na trzy grupy. Pierwsza grupe¢ (6 sztuk) stanowily zwierzeta kontrolne,
grupy drugg i trzecia (po 6 sztuk) — zwierzeta doswiadczalne. Otrzymaly one
domie$niowo gonadotropine lozyskowg w postaci preparatu Pregnadyl (Fabr. —
Lubelska Wytwornia Surowic i Szczepionek). Zwierzeta drugiej grupy otrzymaly
lacznie 1,2 j. m. pregnadylu w szesciu iniekcjach, po 0,2 j. m. dwa razy dziennie
w ciggu irzech dni. Czwartego dnia wykonywano sekcje. Sposéb podawania pre-
gnadylu i jego laczna ilo§¢ uzasadnione sg takim mianowaniem preparatu na
dziewiczych samiczkacn szczurzych w Lubelskiej Wytwérni Surowic i Szczepionek.
Zwierzeta trzeciej grupy otrzymaly pregnadyl w podobny sposéb, lecz w podwoj-
nej ilosei (0,4 j. m. dwa X dziennie przez trzy dni — lgcznie 2,4 j. m.).

Jajniki przeznaczone do badan nad zawarto$cig kwasu rybonukleinowego
(RNA) w komérce jajowej utrwalano — jedne w plynie Serra, a diugie w kwasnym
plynie Zenkera. Skrawki mikrotomowe grubosci 5 mikronéw po odparafinowaniu
barwiono wg metody Bracheta i pyroning. Preparaty kontrolne trawiono rybo-
nukleaza Kkrystaliczng (Sigma) w stezermu od 0,1 do 1,0 mg. enzymu na 1 ml
roztworu.

Dla wykrycia grup SH i S3 material utrwalano w kwasie trojchlorooctowym.
Skrawki mikrotomowe grubosci 5 mikronéw po odparafinowaniu barwiono wg
metody Barnetta i Seligmana, uzywajac jako barwnika c¢zerni K, poczym zamykano
je w glicerozelu. Aby okresli¢ calkowita zawarto§¢ grup siarkowych redukcewano
wigzanie —S—S— do grup SH za pomoca kwasu tioglikolowego. Stezenie kwasu
rybonukleinowego oraz grup SH i SS okres§lano na mikrofotometrze C. Zeiss II
(Jena). Wartos¢ ekstynkcji obliczano stosunkiem Sandrittera (25).
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Aby mie¢ mozliwie najwiekszg pewno$é, ze przekroje komoérek jajowych sg
réwnikowe, lub najbardziej do réwnikowych zblizone, przy badaniach brano
pod uwage tylko te komorki, w ktérych w jadrach widoczne bylo jaderko.

Zarcwno u zwierzat kontrolnych, jak i u zwierzat do$wiadczalnych komoérki
jajowe podzielono na grupy o roinym stopniu zaawansowania rozwoju, przyj-
mujar za kryterium podzialu icli powierzchnie przekroju. (I — do 100 mikronow
kwadratowych, II — od 100 do 200 mikronéw kwadratowych, III — od 200 do
300 mikronéw kwadratowych, IV — od 300 do 400 mikronéw kwadratowych
i V — ponad 400 mikronéw kwadratowych). Powierzchnie przekroju komoérek
obliczano przy uzyciu planimetru. »

Zwierzeta grup: kontrolnej i doswiadczalnych w chwili rozpoczecia badan
byly w okresie przedrujowym (prooestrus). Okres ten okre§lano na podstawie
wymazoéw pocnwowych utrwalonych w mieszaninie alkoholu absolutnego i eteru.
Po zabarwieniu hematoksyling Ehrlicha i eozyng widoczne byly liczne komdrki
jadrzaste, plaskie i wieloboczne zluszczonego nablonka. Ilos¢é komorek zrogowa-
cialtych byla niewielka.

Wszystkie wyniki dotyczace stezenia RNA i grup SH i SS sprawdzono testem
statystycznym von Neumanna (21).

S = xpy

7= n—1
S2
xj — kolejne spostrzezenia uporzadkowane wg wielko$ci komoérek, n — liczba
spostrzezen, S — wariancja
Yx—x )
§t=—""1 "7

n
x~ — S$rednica.
Test ten wykazuje wartos¢ istotng woéwezas, jesli w przypadku pieciu spo-
strzezen (bo tyle grup komorek jajowych wyodrebniono) wynik jego (n) jest
mniejszy od 1,026 [Hart (14)].

BADANIA WLASNE

Pierwszym etapem doswiadczen bylo wykazanie wplywu gonado-
tropiny lozyskowej na proces wzrostu i dejrzewania komérki jajowej.
W tym celu poréwnano ilo§¢ komorek jajowych w poszczegélnych sta-
diach rozwoju w grupie kontrolnej i w grupach do$wiadczalnych. Za
podstawe podzialu komoérek na grupy przyjeto ich powierzchnie prze-
kroju (ryc. 1).

W grupie kontrolnej bylo najwigcej komorek najmniejszych (o po-
wierzchini do 100 p?). Ilo§é ich wynosita 46% w odniesieniu do wszyst-
kich komoérek jajowych, jakie byly widoczne na preparatach histolo-
gicznych, sporzadzonych z jajnikéw tej grupy zwierzat. Ilo§¢ komoérek
o wiekszych powierzchniach byla mniejsza. Komérek o powierzchni
do 200 u? bylo 320/, do 300 p2 — 13%, do 400 u?2 — 7%, a komoérek
najwickszych (najstarszych) o powierzchni ponad 400 u? bylo najmniej,
bo 2%,.
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W obu grupach do$wiadczalnych obrazy krzywych byly do siebie
zblizone, jednak zupelnie inne w poréwnaniu z krzywa obrazujgcg
grupe kontrolng. W przypadku obu grup doéwiadczalnych w najmuiej-
szej ilosci (8—10%0) wystepowaly komérki mlode, o powierzchni do 100 p?.
Tlos¢ komérek o powierzchni do 200n® wynosita 11—14%, do 300 u? —
17—20%, do 400u2 — 26—30%. W najwiekszej ilosci wystepowaly
komérki dojrzale, o powierzchni przekroju ponad 400 w2 Bylo ich
31—330/,.
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Ryc. 1. Ilos¢ komoérek w poszczegdlnych stadiach rozwoju po obliczeniu ich

powierzchni (w odniesieniu do ilosci stu komoérek jajowych). 1 — grupa kontrolna,

2 — grupa dedwiadczalna I (1,2 j. m.), 3 — grupa doswiadczalna II (2,4 j. m.).
Number of cells in the separate development stages after estimation of their
surface (in relation to 100 ova); 1 — control group, 2 — I experimental group

(1.2 i. u), 3 — II experimental group (2.4 i. u.)

Na podstawie uzyskanych obrazéw mozna bylo sadzi¢, ze gonado-
tropina lozyskowa przyspiesza dojrzewanie komorki jajowej i skraca
czas tego procesu. Dotyczy to réwniez pecherzyka, ktory podobnie jak
i komoérka jajowa ulegl szybszemu powiekszeniu.

Dopiero teraz, po wykazaniu wplywu gonadotropiny lozyskowej,
jaki wywiera ona mna proces dojrzewania komdrki jajowej, zajeto sie
okreslaniem stezenia kwasu rybonukleinowego i grup SH oraz SS
w tych komérkach.

AY

Grupa kontrolna

Komorki jajowe w réznych stadiach podzielono ma grupy o wzra-
stajacej powierzchni przekroju (ryc. 2).

Komoérki o najmniejszej powierzchni do 100u2 wystepuja w naj-
wickszym procencie (46%). Ich cytoplazma i jaderko wybarwiajq sie
bardzo intensywnie pyroning. Odczyn ten jest jednolity na calej
powierzchni cytoplazmy, o nieznacznym wzroscie natezenia w strefie
blony jgdrowej (ryc. 7). Warto§¢ ekstynkeji w tych komoérkach obrazu-
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jaca stezenie RNA jest najwieksza 1 wynosi 1,9 csiggajac kolejno naste-
pujace wartosci ekstynkcji: 1,6 w komérkach o powierzchni przekroju do
200 u2, 1,5 w komérkach do 360 12, 1,4 w komoérkach do 400 u? oraz tg samgy
wartos¢ (1,4) w komoérkach najwiekszych, o powierzchni ponad 400 u2
W tych nielicznych komérkach RNA jest rozmieszczony réwnomiernie
w calej cytoplazmie pod postaciag drobniutkich ziarenek i grudek.
Jaderko jest male i stabo zabarwione (ryc. 8).
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Ryc. 2. Grupa kontrolna. Stezenie RNA oraz grup SH i SS w komoérkach jajowyca
réznej wieikosci, obliczone na podstawie 200 pemiaréw dia kazdej grupy komorek.
1 — stezenie RNA, 2 — stezenie SH i SS.

Control group. Concentration of RNA and SH and SS groups in ova of various

sizes, estimated on the strength of 200 measurements for each group of cells;
1 — RNA concentration, 2 — SH and SS concentration

Wysokos¢ stezenia kwasu rybonukleinowego we wszystkich wiel-
kosciach komorek okreslana byla na te samg powierzchnie cytoplazmy
komoérki jajowej. Powierzchnia ta ograniczona byla zawsze stalg szcze-
ling mikrofotometru.

Obnizenie krzywej obrazujacej stezenie kwasu rtybonukleinowego,
zmniejszajace sie¢ w miare wzrostu komorki jest istotne, co wynika
po sprawdzeniu testem statystycznym von Neumanna.

Odczyn Barnetta 1 Seligmana na wzgledng zawartosé
grup SH i SS w komoérkach najmniejszych (do 100 n?) jest niewielki
i réwnomicrnie rozmieszczony, nieco Silniejszy na cbwodzie cyfoplazmy,
a wartos¢ ekstynkeji wynosi 1,6 (ryc. 9). Wartos¢ ta utrzymuje sie na
tym samym poziomie réwniez w drugiej grupie komoérek (do 200 n3).
W komorkach o powierzchni do 300 u? i do 400 u? odczyn ten wyraznie
wzrasta w obrebie caltej cytoplazmy poprzez wartosci 2,0 i 2,5 i osigga
maksymalne natezenie 3,3 w komoérkach dojrzatych, najwiekszych,
o powierzchni ponad 400 u? (ryc. 10). Podwyzszenie krzywej po spraw-
dzeniu testem statystycznym ma wartosé istotna.
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Grupa dos§wiadczalna I

Szczury biale, samice, otrzymaly 1gcznie 1,2 j. m. pregnadylu.
Komérki jajowe w roéznym stadium rozwoju podzielono na grupy
o wzrastajacej powierzchni przekroju (rye. 3).
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Rye. 3. Grupa doswiadczalna I. Stezenie RNA oraz grup SH i SS w komoérkach
jajowych roznej wielkosci, obliczone na podstawie 200 pomiaréw dla kazdej
grupy komorek. 1 — stezenie RNA, 2 — stezenie SH i SS.

I experimental group. Concentration of RNA and SH and SS groups in oocytes
of various sizes, estimated on the strength of 200 measurements for each group
of cells

Podobnie jak w grupie kontrolnej odczyn pyroninochtonny, okazu-
jacy stezenie RNA jest bardzo intensywny w komérkach jajowych
malych. Cytoplazma i jagderko tych komorek wybarwiajg sie réwnomier-
nie intensywnie (ryc. 11), a wartos¢ ekstynkeji wynosi 1,9 co odpo-
wiada wartosci grupy kontrolnej. Wysokos¢ stezenia RNA cytoplazmy
i jaderka tych komérek obrazuje réwniez dziatalnos¢ enzymatvezna
ryborukleazy. 1 tak, by usungé¢ RNA z cytoplazmy trzeba bylo uzyé
stezenia 0,5 mg rybonukleazy na 1 ml roztworu dzialajagc w czasie
1 godziny, a w celu usuniecia RNA z jaderka stezenie musialo wynosic¢
1 mg enzymu na 1 ml roztworu.

W miare wzrostu komoérki nastepuje obnizenie pyroninochlonnosci
cytoplazmy. W komérkach o powierzchni przekroju do 200 n? stezenie
RNA wyrazone warto$cig ekstynkcji wynesi juz 1,4, w komdrkach
wigkszych, o powierzchni do 300 u? — 1,2, a w komérkach o powierzchni
do 400 u1? oraz ponad 400up? osigga warto$¢ 1,0 (rye. 12). We wszystkich
grupach komérek, z wyjgtkiem komoérek najmiodszych, stezenie RNA
jest mniejsze w poréwnaniu z kontrola. Na skutek tego obnizenie krzy-
wej na wykresie jest wyrainiejsze i po sprawdzeniu testem von N e u-
manna rowniez okazalo sie istotne.

Stezenie grup SH i SS, podobnie jak w grupie kontrolnej, jest
najnizsze w komoérkach najmlodszych 1 wyrazone jest ekstynkcjg
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réwng 1,8. Odczyn barwny na grupy sulfhydrylowe z czerniag K jest
réwnomierny w calej cytoplazmie, nie zaciera sylwetki jadra komérko-
wegc. Jadro daje odczyn slabszy, a jaderko tak intensywny jak cyto-
plazma (ryc. 13). Poczawszy od nastepnej grupy komérek odczyn
wzrasta stopniowo, a we wszystkich grupach komoérek wartosé ekstynkeji
jest wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolng i wynosi kolejno 2,2, 2,8,
3,7 i 4,5 w komoérkach najwiekszych, o powierzchni ponad 400 u?. W tych
komoérkach odeczyn barwny Barnetta i Seligmana jest bardzo
intensywny zarowno w cytoplazmie jak i w jadrze komérki, przez co
staje sie ono slabo widoczne (ryc. 14). Wzrost stezenia grup SH i SS
jest istotny we wszystkich grupach komoérek.

Grupa doswiadczalna II

Szczury biale, samice, otrzymatly 1lacznie 24 j. m. pregnadylu.
Komoérki jajowe w roznym stadium rozwoju podzielono na grupy
o wzrastajgcej powierzchni przekroju (ryc. 4).

s-
4 e

3 —

1 T T T T
10002 20048 300, wooud  >u0047

Ryc. 4. Grupa doswiadczalna II. Stezenie RNA oraz grup SH j§ SS w komoérkach
jajowych réznej wielkoSci, obliczone na podstawie 200 pomiaréw dla kazdej
grupy komoérek. 1 — stezenie RNA, 2 — stezenie SH i SS.

I1 experimental group. Concentration of RNA and SH and SS groups in oocytes
of various sizes, estimated on the strength of 200 measurements for each group
of cells

Stezenie kwasu rybonukleinowego i w tej grupie zwierzat wykazuje
podobny przebieg krzywej. Najwieksza warto$¢, bo 1,7 wystepuje
w komoérkach rajmniejszych, mnastepnie stopniowo obniza sie. W ko-
lejnych grupach wielko§ciowych komoérek jajowych stezenie RNA
wykazuje wartosci 1,4, 1,1 i osigga najmniejszg wartosé (1,0) w ko-
moérkach najwiekszych o powierzchniach przekroju 400 p2 i ponad 400 w2,
Przebieg krzywej jest bardzo zblizony do tego obrazu, jaki uzyskano
w pierwsze] grupie doswiadczalnej. W poréwnaniu z grupg kontrolng,
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stezenie kwasu rybonukleinowego we wszystkich grupach komérek
jest nizsze. Spadek krzywej i tu jest istotny.

Wyniki cytofotometryczne pokrywaja sie z obserwacjami histo-~
chemicznymi, gdyz obserwuijagc jedynie odeczyn pyroninochlonny i dzia-
lalno§¢ enzymatyczng rybonukleazy w obrebie cytoplazmy i jaderka,
mozna si¢ bylo przekona¢ o spadku stezenia RNA.

Stezenie grup SH i SS w drugiej grupie do$wiadczalnej wykazuje
podobne wartos$ci jak w grupie pierwsze], lecz zawsze wyzsze W poréw-
naniu z kontrolg. Wynosi ono dla komoérek o powierzchni przekroju do
100 w2 — 1,8, dla komérek o powierzchni do 200 u2 — 2,1, do 300u? —
2,8, do 4002 — 3,2 i dla komoérek o powierzchni ponad 400u?2 — 4.,5.
Krzywa obrazujgca to stezenie wazrasta stopniowo od komoérek o naj-
mniejszej powierzchni do najwigkszej. Wzrost krzywej po sprawdzeniu
testem statystycznym okazat sie istotny.

W celu sprawdzenia czy gonadotropina lozyskowa ma wplyw na
stezenie badanych substancji w komorce jajowej, poréwnano wyniki
uzyskane w grupie kontrolnej i w obydwu grupach do$wiadczalnych.
Sporzadzono wykresy wskazujace roznice pomiedzy odpowiadajacymi
sobie wartosciami ekstynkeji dla grupy kontrolnej i grup do$wiadczal-
nych przy ustalonych wartosciach powierzchni przekroju komoérek. Dla
ciggu tych réinic przeprowadziliSmy test von Neumanna. Wynik
okazal sie istotny, mozna wiec sadzi¢, ze réznica we wzglednym stezeniu
RNA miedzy grupg kontrolng a pierwszg grupa do§wiadczalng jest
istotna. Istotna jest roéwniez réznica miedzy kontrola a druga grupg
doswiadczalng. Nie ma istotnej roéznicy miedzy obydwoma grupami
do$wiadczalnymi, pierwsza i druga.
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Ryc. 5. Stezenie RNA w grupie kontrolnej oraz w obu grupach doswiadczalnych
w komoérkach jajowych roéinej wielkosci. 1 — grupa konirclna, 2 — grupa
doswiadczalna I, 3 — grupa do$wiadczalna II,

Concentration of RNA in oocyfes of various sizes in control group and in either
of the experimental groups; 1 — control group, 2 — I experimental group,
3 — II experimental group
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Ryc. 5 obrazuje stezenie kwasu rybonukleinowego w grupie kontrol-
nej oraz w grupach do$wiadczalnych pierwszej i drugiej.

Podobne wyniki otrzymano przy obliczeniach statystycznych dla
grup SH i SS. Réwniez w tym wypadku sa istotne rdézinice miedzy
grupg kontrclng i grupg doswiadczalng pierwsza oraz miedzy kontrolng
i doéwiadczalng drugg. Miedzy pierwsza grupa doswiadczalng i drugg
do$wiadczalng istotna réinica nie zachodzi. Wartosé ekstynkeji dla grup
SH i SS w kontroli i w obu grupach dos$wiadczalnych przedstawiona jest

na ryc. 6.
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Ryc. 6. Stezenie grup SH i SS w grupie kontrolnej oraz w grupach doswiad-
czalnych w komérkach jajowych réznej wielkosci, 1 — grupa kontrolna, 2 —
grupa doswiadczalna I, 3 — grupa dos$wiadczalna IT.

Concentration of SH and SS groups in oocytes of various sizes in control group
and in either of the experimental groups

OMOWIENIE WYNIKOW

Uzyskane w przeprowadzonych doswiadczeniach wyniki $wiadczg
o pobudzajgcym dzialtaniu gonadotrepiny lozyskowej na szybkosé wzrostu
i dojrzewania komérki jajowej. Z procesami tymi, tj. dojrzewaniem
i wzrostem polaczony jest proces zwickszonej syntezy bialek komérko~
wych i witellogeneza, a wiec rdéznego stopnia steienie kwasu rybcnu-

kleinowego i grup sulfhydrylowych.

Obserwacje te sa zblizone do spostrzezen Bracheta (7), Bella
(2, Favarda (12), Kawamury (16), Sawicha (27, Vernea
(30) i innych, ktérzy obserwowali rozne ilosci kwasu rybonukleinowego
i grup sulfhydrylowych w réznych okresach rozwoju komérki jajowej.
W cytoplazmie komoérek jajowych zwierzat dos§wiadczalnych stwierdzono
zmniejszenie odczynu pyroninochlonnego, obrazujacego zmniejszenie ste-
zenia kwasu rybonukleinowego, przy réwnoczesnym zwiekszeniu odczynu
barwnego Barnetta i Seligmana, swiadczacego o podwyzszeniu

poziomu tioli bialkowych cytoplazmy.

Ilos¢ komoérek dojrzalych po zadzialaniu gonadotropiny lozyskowej
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dochodzita do ponad 30%, natomiast nie mozna bylo obserwowaé duzej
ilo§ci komérek jajowych =z okresu przedwitellogenetycznege, ktore
w grupie kontrolnej zawierajg najwyzisze stezenie RNA, a najnizsze
grup SH i SS. Te najmniejsze komorki o powierzchni przekroju do
100p* i najwyzszym stezeniu kwasu rybonukleinowego, wystepujgce
najliczniej w grupie kontrolnej, pcd wplywem gonadotropiny lozysko-
wej ulegly w ciggu krotkiego czasu wzrostowi i dojrzewaniu, w wyniku
czego czeS¢ kwasu rybonukleinowego, jak wydaje sie zostata zuzyta
do syntezy bialek cytoplazmy, o czym S$wiadczy wzrost iloci grup SH

Tab. 1.
Powierzchnia i A
Grupa zwierzgt przekroju Stezenie Stez.eme
komoérki RNA SH i SS
do 100 p.2 19 1.6
do 200 p.? 1,6 1,6
Kontrolna do 300 p.* 1,5 2,0
do 400 p.? 1,4 2,5
pon. 400 p.? 1,4 3,3
do 100 2 1,9 1,8
do 200 w.? 1,4 2,2
Doé.w1adczalna 1 do 300 p? 1,2 2,8
1,2 j.m.
do 400 .2 1,0 3,7
pon. 400 p.? 1,0 4,5
do 100 .? 1,7 1,8
do 200 w2 1,4 2,1
Doé.wiadczalna II do 300 p? 1,1 2.8
2,4 j.m,
do 400 p.2 1,0 3,2
pon. 400 2 1,0 4,5

i SS tych bialek. Pozostala czesé zostala rozproszona na znacznie wiek-
szym obszarze dojrzatej komorki. Spostrzezenie to pokrywa sie z ob-
serwacjami ultrastruktury komorki jajowej w réznych jej okresach,
dokonanymi przez Favarda i Carasso (12).

Wysokos¢ stezenia i rozmieszczenie RNA w komoérkach jajowych
mlodych s$wiadczy prawdopodobnie o duzej mozliwosci syntezy biatek
w tym okresie rozwoju komarki. Stezenie tego kwasu jest wystarczajace,
by w skroconym okresie czasu, po zadzialaniu gonadotroping lozyskows,
nastgpi! maksymalny wzrost objetosci komdrki przy réwnoczesnym
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ukonczeniu procesu dojrzewania. Swiadczy o tym réwniez znaczne pod-
wyzszenie poziomu stezenia grup sulfhydrylowych, ktéry z niskich war-
toéci w komoérkach matych dochodzi de szezytowego wzrostu w komér-
kach dojrzalych (Tab. 1).

Wykazanie tej wspélzaleznosci miedzy stezeniem RNA a grupami
SH i SS mna stale te sama powierzchnie cytoplazmy komoérki jajowej
pozwolilo przypuszczaé, ze w miare wzrostu i dojrzewania komorki
kwas rybonukleinowy zostaje zuzyty do syntezy jej biatek struktu-
ralnych i zapasowych, przy réwnoczesnie niskim poziomie jego odnowy.
Za tym przemawialby réwniez obraz morfologiczny jaderek, ktére
stabo barwily sie pyroning w ciggu calego procesu dojrzewania, a szcze-
golnie pod jego koniec oraz to, ze juz stezenie 0,1 mg rybonukleazy
na 1 ml roztworu w ciggu 1 godziny calkowicie usuwalo kwas rybo-
nukleinowy z jaderka.

Pod koniec procesu dojrzewania komorki jajowej ilo$¢ biatka za-
pasowego, a wiec i grup SH i SS dochodzi do swego maksimum, co
prawdopodobnie pociaga za sobg zahamowanie procesu syntezy RNA
jaderka i cyvtoplazmy.

Z przeprowadzonych badan wynika ciekawe zjawisko, ze sztuczne
pobudzenie dojrzewania komoérek jajowych za pomocs pregnadylu
prowadzi do nadmiernego wytwarzania bialek komoérkowych zawiera-
jacych grupy SH i SS, a réwnoczesnie zapas RNA spada penizej
wartoéci charakterystycznych dla komérek jajowych normalnie dojrze-
wajacych. Fakt ten jest jeszcze jednym dowodem, przemawiajgcym
za shusznoscig pogladu, ze synteza bialka uwarunkowana jest obecnoscia
RNA, ktérego ilos¢ w toku syntezy ulega stopniowemu wyczerpaniu
(zmriejszeniu).

WNIOSKI

Badano wzgledng zawarto$¢ kwasu rybonukleinowego i bialek tio-
lewych w komoérkach jajowych szczura przy uzyciu metod histochemicz-
nych. Ekstynkcje okreslano przy pomocy mikrofotometru Zeissa.

Zwierzetom doswiadczalnym podawano gonadotropine lozyskows
w ilodci 1,2 jm. i 2,4 jm. Powierzchnie komorek jajowych mierzono
planimetrem.

Analiza uzyskanych wynikow upowaznia do przedstawienia nastepu-
jacych wnioskow:

1. Gonadotropina tozyskowa dziala pobudzajgco na szybkosé wzrostu
i dojrzewania komoérki jajowej.

2. Wartosci ekstynkeji §wiadczace o stezeniu RNA w komoérkach
jajowych sg najwyzsze w komdrkach najmlodszych i obnizajg sie
w miare wzrostu komorki,
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3. Natezenia odczynu barwnegc Barnetta i Seligmana, $wiadczace
o wzglednej zawartosci grup SH i SS w komoérkach jajowych sg naj-
mniejsze w komoérkach najmlodszych, a osiggajg swe maksimum w ko-
moérkach najstarszych.

4. W miare wzrostu i dojrzewania komorki kwas rybonukleinowy
zostaje zuzyly do syntezy jej bialek strukturalnych i zapasowych przy
réwnoczeénie niskim poziomie jego odnowy.

5. Sztuczne pobudzenie dojrzewania komérek jajowych za pomoca
pregnadylu prowadzi do nadmiernego wytwarzania bialek komoérkowych
zawierajgcych grupy SH i SS, a réwnoczesnie zapas RNA spada ponizej
wartosci charakterystycznych dla komérek jajowych normalnie doj-
rzewajgcych. '
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PE3IOME

UccnepoBannsa NpoBONMIMCHL Ha [EBCTBEHHBIX caMmkax Kpolc (Rat-

tus rattus L. albino), HaxXoAAIIMXCA B OZHOM M TOM XKe IE€PUOAE II0J0-
Boro 1ukxaa. ZKusoTHble ObLIM pa3feseHbl Ha TPU TIpPynnsl. Bropoit
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M TPeThEeH M3 STUX TPYIN II0AABaJICA TOHAMOTPOIHEI T'OPMOH ILIAIIEHTHI
B kosmdectse 1,2 m.e. u 2.4 me. I'mcronmormyeckye HabmomeHna rnocnae
OKpacKM Cpe30B II0 MeTOAy DBpallle, mupommHOM M II0 MeToAy bapmer-
ra — 3esurMmaHa. Jiya onpenenenms kouuedrpaumm PHK, a rakxe SH
u SS — rpynn aBTOp noJsb30Basica Mukpodoromerpom Ileiicca II.

Mz MurpodoTOMETpMYECKMX aHAJM30B CJEAyeT, YTO KOHIEHT-
pauua PHK cHuxaeTcsa MNapajjelbHO CO3PEBAHMIO HAIIEBOI KJIETKH,
KoHueHTpaumsa xe SH u SS — rpynn Bozpacraer. [OHaAOTPONHEI TOPMOH
MJIAIEHTHI, COKPAIAd CPOK CO3PEBaHMA AMIEBOI KJIETKM, yCUIMBAET MU3-
MeHeHms goHueutpamyyu PHK a rakxe SH m SS — rpymim.

Puc. 1. KonnyecTBO KJIETOK B OTAGJBbHBIX CTalHMAX Da3BHTUR MOCTe onpegeneHus
Hx moBepxHoctH (B mepecyere Ha 100 sHUEeBBIX KJETOK).

Puc. 2. Kourpoawuas rpynna. Konuentpauuss PHK, a rakke rpynm SH u SS B sil-
HeBbIX KJETKaxX pasHOH BEJHYMHBI, BLIUMC/IEHHAss Ha ocHoBaHHH 200 H3MepeHHi AN Kax-
IOt TpyNnbl KJETOK.

Puc. 3. DxcmepuMentasnbhHas rpymna 1. Konmentpauns PHK, a Takxe rpynn SH
H SS B AfilleBHIX KJIETKaX PasHOil BeJIMUHHEI, BHIUHCIeHHAs Hda ocHoBaHMH 200 namepenwii
IJs1 KaXIOil rpynnbl KJIeTOK.

Puc. 4. OxcnepnMentansHas rpymna II. Konmenrpauus PHK, a Ttakxe rpynn SH
H SS B #HUEBLIX KJIETKAaX pa3HOil BeJIMYUHH, BBHIYACJEHHast i1a ocHoBauHH 200 u3MepeHHK
JIA KaXKJ0# Tpymnb KJEToK.

Puc. 5. Konuenrpauuss PHK B KOHTpOAbHOIN rpyMne, a Takike B o06eHX 3IKCmepH-
MEHTaJbHBIX TPYyNNax B SIHUEBHIX KJETKaX Pa3HOfi BEeJHYHHHL.

Puc. 6. Koruenrpauusa rpynn SH u SS B KOHTposbHOH rpynme, a TakkKe B 06enx
IKCMePHMEHTANLHBX TPynnax B sfilleBhIX KJIeTKaX pa3HOif BeJIHYHHBL.

Puc. 7. Kourponenas rpynna. Oouut nosepxroctbio no 100 k8. MuKpoHoB. lipeTHas
pPeaKuHusi Ha HHPOHHH B TNpeResax LHTONNA3MBl M SAAPHIIKA OYEHbL HHTCHCHBHAas, OMHHA-
KOBafi Ha BCell MOBEPXHOCTH IHTOMJIa3Mbl. BHAHO He3HaunTesJbHOE YBeJHUEHKHEe HHTEHCHB-
HOCTH B 30He suepHol oGonouku. Mukpockonn Nf., lleiicc, Plena, o6bextns 40, cKynsp
12,5 K. Mukpodor. Exacta Varex Ila.

Puc. 8 Kourpoabuas rpynna. OomHT NoeepxHOCTbiO cBuiute 400 KB. MuxpoHos. Pu-
Gonyknennopas kucjaora (PHK) pasMelieHa paBHOMEPHO BO BCefl LMTONJaaMe B BHAE
MesibyafilluX 3epHHIUEK M TAHGOK. SIAPHINKG MaNeHbKoe M Nogo6Ho nuTomsasMe cia6o
okpaweno. Muxpockon Nf, Lleiicc, Viena, o6vextuB 40, okyasip 12,5 K. Mukpodor. Exacta
Varex Ila.

Puc. 9. Koutposnbhas rpynna. Qouur noBepxHoctbio fo 100 k8. Mmuxposos. Oxpacka
no Bapuerry u 3eaurMany aoBosbHO cnafasi W PaBHOMEPHO pasMellleHHAs, HeCKOJBKO
uHTeHCHBHee Ha nepudepun uuromnasMel. Murpockon Nf, lleiicc Fena, o6bekrus 60,
okyasip 12,5 K. Mukpodor. Exacta Varex Ila.

Prc. 10. Kourpoaskas rpynna. Oouur mnoBepxHocthio cBuie 400 XB. MHKDOHOB.
IlperHast peakuns Ha OTHOCHTeJbHOE KoanuecTBo rpynn SH n SS MaKcHMaJbHOH KOH-
uetitpauyi. Kpacutens pasMeieH paBHOMEpPHO BO Bceil murtomiaaMe. Mukpockon Nf,
Lieficc Flena, ofimextur 40, okyasp 12,5 K. Mugpodor. Exacta Varex Ila.

Piic. 11. DkcnepuMenransuan rpynna 1. Oouur noeepxuoctbio g0 100 KB. MHKpPOHOB.
INupoHnHodunbHas peakuus, onpegensiomas xoHueHrpauuio PHK ouenp wunTeHcHBHAS
HuronasmMa M sAPHILIKO OKpaIMBaioTC paBHOMepHO. Mukpockon Nf, lleficc Mena, o6bek-
T 60, oxyasp 12,6 K. Mukpodor. Exacta Varex Ila.
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Puc. 12. DkcnepuMenrtanbHas rpynma 1. OouuTt nosepxHocThio cBhle 400 KB. MIKpO-
HoB. OrueTiHBO BHIPAXKEHHOE CHIXKeHUe HHPOHHHOGHAbHOCTH uuromsiasmel. llutomnmasma
AHUEeBOH KJeTKH OKpalueHa paBHoMepHo. Mukpockon Nf, Lleficc Mena, o6bektus 40, oky-
asp 12,5 K. Mukpodor. Exacta Varex Ila.

Puc. 13. DkcnepuMenranbuas rpynna 1. Oount nosepxHoctbio g0 100 KB. MHKDOHOB.
LiBetHas peaxkuus Ha rpynnsi SH u SS c uepssiM K paBHOMepHO OXBaTbiBaeT BCIO IIHTO-
n7a3My. B aiape peaxkuus csaabee, a B fApHIHKEe T3KOil e HHTEHCUBHOCTH, KaK H B LHTO-
naasme. Muxkpockon Nf, Ileficc Pena, of6tektus 60, okyasp 12,5 K. Muxpodor.
Exacta Varex Ila.

Puc. 14, DxcnepumenTansHasi rpynna I. Oouut nosepxuoctbio csbite 400 KB. MUKPOHOB.
Lipetnast peakuus Baprerra u 3enurMaHa OYeHb MHTEHCHUBHAsi KaK B LHTONJasMe sid-
uesoii KJeTKkH, TaK H B e& sape, Giaromaps uyeMy siipo cnabo sameTHo. Mikpockon Nf,
Lleficc Mena, o6nektue 40, okynsp 12,5 K. Mukpogor. Exacta Varex Ila.

SUMMARY

The investigations were carried out on virgin female rats (Rattus
rattus L. albino), all in the same phase of the genital cycle. The animals
were divided into three groups, of which the second and third were
given placental gonadotropin in doses 1.2 i. u. and 2.4 i. u. Histological
examination was preceded by staining the material according to Brachet
or Barnett-Seligman, or with pyronine. Concentrations of RNA, SH
and SS were determined by means of the microphotometer Zeiss II.

It resulted from the microphotometric determination that the concen-
tration of RNA decreases during the process of the maturation of the
oocyte; on the other hand, there is an increase of the SH and SS concen-
tration. Placental gonadotropin, which shortens the maturation process
of the oocyte, intensifies the changes in the concentration of ENA,
SH and SS.

Fig. 7. Control group. Oocyte, surface up to 100 ,2 Intense colour reaction
with pyronine in cytoplasm and nucleus, uniform over the whole surface of cyto-
plasm, slightly increasing in the area of membrane of nucleus. Microscope, Zeiss
Nf, Jena, objective 40, ocular 12.5 K, microphot. Exacta Varex II a.

Fig. 8. Control group. Oocyte, surface over 400 2. RNA uniformly distri-
buted in the whole cytoplasm in the ferm of tiny granules. Nucleolus small,
faintly stained like cytoplasm. Microscope Nf, Zeiss Jena, objective 40, ocular
125 K, microphot. Exacta Varex Ila.

Fig. 9. Control group. Oocyte, surface up to 100 y2 Barnett and Seligman
reaction slight, uniformly distributed, becoming stronger towards the periphery
of cytoplasm. Microscope Nf, Zeiss Jena, objective 40, ocular 125 K, micro-
phot. Exacta Varex IIa.

Fig. 10. Control group. Oocyte, surface over 400 p2 Colour reaction to
relative content of SH and groups of maximum intensity, uniformly distributed
‘n the whole cytoplasm. Microscope Nf, Zeiss Jena, objective 40, ocular 125 K,
microphot. Exacta Varex IIa.
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Fig. 11. I experimental group. Oocyte, surface up to 100 pu2 Pyronine
reaction to the presence of RNA, very intense. Cytoplasm and nucleolus uniformly
stained. Microscope Nf, Zeiss Jena, objective 60, ocular 125 K, microphot.
Exacta Varex IIa.

Fig. 12. 1 cxperimentai group. Oocyte, surface 400y2 Distinct decrease of
pyronine affinity of cytoplasm. Reaction distributed uniformly in cytoplasm
of cell. Microscope Nf, Zeiss Jena, objective 40, ocular 12.5 K, microphot.
Exacta Varex IIa.

Fig. 13. I experimental group. Oocyte, surface up to 100 p2% Colour reaction
for SH and SS groups with K black uniform in the whole cytoplasm. Nucleus
stained less intensely, nucleolus stained as strongly as cytoplasm. Microscope,
Nf, Zeiss Jena, objective 60, ocular 12,5 K, microphot. Exacta Varex II a.

Fig. 14. 1 experimental group. Oocyte, surface over 400 p2 Colour reaction
according to Barnett and Seligman very intense, both in c¢ytoplasm and in
nucleus, the latter becoming indistinct. Microscope Nf, Zeiss Jena, objective 40,
ocular 12,5 K, microphot. Exacta Varex II a.
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