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Wystepowanie RNA pozakomérkowo w watrobie myszy bialej
BueknerouHass puOOHYKJIEMHOBAA KUCJAOTA B MEYEHM OO MBIIIH

Extracellular Occurrence of RNA in the Liver of White Mice

Wspdlezesne poglady na rozmieszczenie i role biologiczng kwasu rybonuklei-
nowego (RNA) s3 dokladnie okreslone. Podstawowe prace z tej dziedziny J. Bra-
cheta (1959, 1960, 1961), E. Baltus (1954, 1957), Ficq (1960) i Casperssona
(1950) okreslajg biosynteze RNA i bialek w komoérce, jak rowniez zachodzacag
w niej wspoizalezno$¢ jadrowo-cytoplazmatyczng.

W bogatej literaturze, dotyczacej rozmieszczenia RNA nie spotkalem opisu
wystepowania pozakomérkowego, a S$ledzac jego rozmieszczenie w komorkach
watrcby myszy bialej obserwowalem obrazy $wiadczace o jego istnieniu w prze-
strzeniach miedzykomérkowych.

MATERIAL 1 METODYKA BADAN

Do obserwacji nad rozmieszczeniem RNA w komorkach watrobowych uzyto
myszy bialych jednego gatunku, karmionych dieta standardows. Wycinki watroby
utrwalano w plynach Zenkera i Serra, i po odwodnieniu zatopiono w parafinie.
Obserwacje mikroskopowe przeprowadzono na: 1) skrawkach mikrotomowych
grubosci 3—5 mikronéw barwionych wg metody Unny podanej przez Bracheta,
2) skrawkach poddanych dziatlalno$ci enzymatycznej rybonukleazy wg Bracheta
i 3) skrawkach niebarwionych, badanych w mikroskopie fazowo-kontrastowym,
uzywajae plynow posrednich o réznym wspélczynniku zatamania $wiatta. Ostat-
nig grupe przebadano w S$wietle ultrafioletowym.

BADANIA WLASNE

Obserwacje skrawkow mikrotomowych watroby zabarwionych mie-
szaning zieleni metylowej i pyroniny (Unna) pozwolity wykaza¢ obec-
no$¢ i rozmieszezenie kwaséw nukleinowych. Odczyn pyroninochionny
wykazujacy obecnosé RNA mozna obserwowaé¢ w prctoplazmie podsta-
wowej, w licznych jgderkach jgdra komoérkowego i w pirzestrzeniach
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miedzykomorkowych, a przede wszystkim w ograniczonych przestrze-
niach cytoplazmy komérek ukladu siateczkowo-srodblonkowego watroby
wzglednie w ich sgsiedztwie (ryc. 1). W przestrzeniach miedzykomoérko-
wych $rodkowej czesci zrazikéw watrobowych wystepowato zabarwienie
pyroning od bardzo delikatnego, dyfuzyjnego odczynu do intensywnej
barwy rézowo-czerwonej. Odczyn ten wystepowal w duzym nasileniu
w bezposrednim sasiedztwie niektérych komérek Browicza. W bezpo-
§rednim sgsiedztwie tych komoérek kwas rybonukleinowy formowal sie
w roznoksztaltne twory: owalne, kuliste, p6tksiezycowate i nieregularnie
wieloboczne. Bardzo czesto mozna bylo zauwazy¢ wypustki komérek
Browicza zdazajace w kierunku tych tworéw, wzglednie juz otaczajace
je. Obrazy te przypominaly znane zjawisko fagocytozy, co niewatpliwie
swiadezy, ze RNA wystepujacy pozakomérkowo zachowuje sie jakc cialo
obce.

Dla upewnienia sie czy ogladane pyroninochtonne twory i rézowo-
czerwone zabarwienie pyroning substancji wystepujacej w przestrze-
niach miedzykomérkowych sg rzeczywisScie nagromadzeniem RNA, prze-
prowadzono badania kontrolne przez zastosowanie metody Bracheta
z rybonukleazg krystaliczng i obserwacji w $wietle ultrafioletowym
mikroskopu fluorescencyjnego. Dzialalnosé rybonukleazy na opisywa-
ne twory jest identyczna do jej dzialania trawigcego RNA jaderka
i cytoplazmy.

Nalezy jednak stwierdzi¢, ze przy stezeniu 0,2 mg enzymu/ccm roz-
tworu zostaje calkowicie zniesiona pyroninochlonno$é jaderek i cyto-
plazmy komoérek watrobowych, a utrzymuje sie nadal pyroninochlon-
nos¢ nagromadzonego RNA w sasiedztwie i cytoplazmie komoérek Bro-
wicza, Caltkowity zanik pyroninochlonnosci uzyskuje sie przy stezeniu
0,9—1,0 mg/cem, Fakt ten moze wskazywaé na obecno$é duzych ilosci
RNA w tych tworach.

W swietle ultrafioletowym obraz absorpcji promieni przez RNA po-
krywa sie z obrazem uzyskanym po zabarwieniu pyroning (ryc. 3).

Badania histochemiczne zostaly uzupelnione badaniami refrakto-
metrycznymi, kiére jak mieliSmy moznos¢ niejednokrotnie sie przekonaé,
stanowig nieodiaczng cze$¢ badan histochemicznych réinych struktur.
W tym celu skrawki mikrotomowe niebarwione poddano obserwacjom
w $wietle fazowo-kontrastowym, uzywajac réznych pilynéw posrednich
0 znanym wspolczynniku zatamania Swiatla (ryc. 2, 4, 5, 6). Po zamknie-
ciu skrawkéw w benzenie (RI = 1.4983) uzyskano petng faze dodatnig
tworéw bedgcych w kontakcie z komérkami Browicza. Te samg faze
posiadalty jaderka i cytoplazma podstawowa. Twory te nigdy nie wykazy-
waty zadnej struktury wewnetrznej. Faze zerowa struktur komérkowych
zawierajagcych RNA uzyskano przy RI = 1.5451 (benzaldehyd) (ryc. 4),
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a opisywane twory zachowaly nadal faze dodatnig. Dopiero zastosowanie
o-nitrotoluenu (RI = 1.5462) dawalo moznos$¢ uzyskania ich fazy zero-
wej przy réwnoczesnym wystapieniu niepelnej fazy ujemnej jaderek
i cytoplazmy podstawowe]. Przesuniecie fazy zerowej jest prawdopodob-
nie wynikiem znikomej zawartosci bialtka w tych tworach. Stwierdzenie
to moze byt réwniez potwierdzone obrazami fazowo-kontrastowymi
uzyskanymi na preparatach poddanych dzialaniu rybonukleazy, Zamknig-
cie skrawkow po zadzialaniu na nich rybonukleazg w czterochlorku
wegla, lub benzenie dawalo bardzo charakterystyczny obraz zupelnie
pustej fazowo ujemnej przestrzeni, obrzezonej cienksg fazowo dodatnig
obwodka (ryc. 6). W miejscd tej pustej fazowo ujemnej przestrzeni, po-
siadajgcej ten sam wspdlczynnik zalamania $wiatls, jaki posiada uzyty
plyn posredni, na preparatach przed zadzialaniem rybonukleaza mozna
bylo obserwowaé ten sam obraz morfologiczny o odwrotnej — dodatniej
fazie. Cienka otoczka ograniczajaca skupienie RNA jest charakteru bionki
biatkowej i zachowuje niezmienny wspolczynnik zalamania §wiatta przed
i po zadzialtaniu rybonukleaza.

RNA wystepujacy w przestrzeniach miedzykomorkowych i komor-
kach Browicza w swoich skupieniach nie wykazywal zadnej struktury
wewnetrznej, co spowodowane moze byc prawdopcdobnie jedncrednym
skladem chemicznym. Identyfikacja uzyskanych obrazéw z drobnoustre-
jami wypadla ujemnie, juz sama wielkcs¢ i réznorodnos¢ opisywanych
tworéw (zgrupowan RNA) wykluczzla mozliwosé pochodzenia bakteryj-
nego. Barwienie skrawkow metodg Grama nie wykazalo obecnosci
drobnoustrojéw. Réwniez zachowanie sie uktadu siateczkowo-$rodblon-
kowego watroby nie wykazywalo zZadnych cech stanu zapalnego gru-
czolu. Wyklucza sie réwniez identyfikacje tych tworéw z pasozytamj,
lub ich jajami, gdyz tak ich wyglad morfologiczny, jak i struktura we-
wnetrzna nie przypominaly zadnego ze znanych pasozytéw lub ich jaj.

Analjza pochodzenia RNA. wystepujgcego pozakomoérkowo i groma-
dzonego w komoérkach Browicza nie rozwigzuje zagadnienia czy jest on
wynikiem wzmczonej przemiany materii w komoérce watrobowej i przej-
$cia niskospolimeryzowanej, rozpuszczalnej frakeji RNA, nie zwigzane]
w strukturach rybosomalnych przez blone komérkowa. Istnieje réwniez
mozliwos¢ pochodzenia RNA z rozpadajacych sie komérek watrobowych.
W tym celu przeprowadzono badania nad watrobg psa z podwigzang
tetnicag watrobowa. Po 3 i 7 dniach po podwiazaniu tetnicy watrobowej,
w gruczole obserwowanoc rozlegla martwice i rozpad komorek, nigdy
jednak nie udalo sie zaobserwowaé RNA pozakomoérkowe.
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NS o w

PE3IOME

Ha ocHoBaHMu DpPOBEAEHHBIX TIMCTOXMMMYECKMX M pedpaKToMeTpu-
4ecKuX MCCAENOBaHMI a TaK¥Ke pe3yJbTaToB, IMOJy4YeHHBIX IIpU YyHOT-
pebienuy yabTpacdMONeTOBBIX Jy4el, aBTOP MPUXOIUT K 3aKJOYEHMIO,
4YTO MOXKET HaXOAUThLCA B IledyeHu Oesioifi MBIM BHeKJeTodHasas pubo-
HYKJIEMHOBad KUCJIOTA. PUOOHYKJIEMHOBasA KMCJIOTa MOXKeT ObITh B MeXK-
KJIETOYHBIX IIPOCTPAHCTBAX, a TAK:Ke BO3MOXKHO €e HAKOIIeH)e B KJeT-
Kax DBpoBuua mytem darouurosa. CromeHnsa puBOHYKJIEMHOBOM Kuc-
J0TEl NOGJIN30CTM KJIETOK BpoBuuya M B HMX caMMX MOryT npmobperars
pa3Hble ¢OPMBI: OBaJbHYI0, LIAPOBMAHYIO, MHOTOYIOJILHMKA, IIOJIYJIyH-
Hy©o u T.5. OTu obpas3oBaHud, coiepKallye PHUOOHYKJIEMHOBYIO KMUCJOTY
06amal0T O4YEeHb 3HAYUTEJNBHOM IIMPOHMHOMMILHOCTBIO. Kosdduumenr
npejoMiIeHMss cBeta 9TuX oOpasoBaHuit GJM30K K TAaKOBOMY AJS AXPBI-
IIKa ¥ LMTOILJIa3MBbL

Puc. 1. TTeuenb Gemoit wMulinH. @PukcupoBanue kugxoctblo Ceppa. OxpalnpaHHe
CMeChl0 METHArpioHa ¢ TnHpoHuHoM (YHHa). B mpocsere kanuandpa BugHa kierka bpo-
BHYA C KPYMHBIM [IaPMKOM HHTEHCHBHO OKpalueHHbIM mupoHHHOM. Mukpockon Nf LI. lefice,
Plena. MHmmepcuounrit ofwexrus 100/1,25. Okyasp K 12,5x T. Mukpodor Exacta
Varex Ila.

Puc. 2. TMeuens 6Gesoii Meimn. Puxcuporanue xugkocteio Ceppa. Ilpemapar Heokpa-
uieHdnid. ®PasoorpunaTenbHas KapTHHA LMTONJAa3Mbl KJETKH. DpoOBHYa H I1apOBHAHOIO
cKON/eHust puBGOHYKAeHHOBOIH KucaoTe. Jumerumauwnen RI = 1,5589. Pa30BOKOHTPACTHHINA
muxkpeckon Nf LI Ileiicc, Mlena. Mmmepcnonnmii ofvektus Ph HI 90/1,25. Oxynsp K
12,5x T. Mukpodor, Exacta Varex Ila,

Puc. 3. INeuenbr wmbiud. Ilpemapar HeokpaweHHull, Ha6aoogaeMblit B yabTpaduone-
TOBHIM cBeTe. Buano mnorjoineHde Jydeli PHOOHYKNEHHOBOH KHCJOTOH B MEXKIETOUHHIX
NpOCTpaucTBax u B Kjaerke DBposuua. dumoopecuentsiit mukpockon LI Llefice, Hena.
Miukpodor. Exacta Varex lla. )

Puc. 4. Ileweny wmeimn. PuxcupoBaHHe Kuakoctbio Ceppa. [Ipemapatr HeoKpalieH-
HBlii.  Buano ¢asoBonofoxuTesbHEle 00pas’oBaHHe ¢ HaKOMJIEHHEM DPHOGOHYKJIEHHOBOM
KHCJIOTHL. [TeyeHounble k/eTKd H KJeTkKH Bposuuda B Hysnesoil ¢ase. Beusaabmerus RI = 1.5451.
dazoBo-kontpactnoit mukpockon Nf, LI Lleiicc, Flena. Mmmepcuounsit o6vextus Ph HI
90/1,25, Oxynsip K 12,5x T. Murpodor. Exacta Varex Ila.
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Puc. 5. Kax n Ha puc. 4. O6pasoBaH#e H3 DHGOHYKJICHHOBOHl KHCJOTH B OTpHLA-
TeapHoit ¢aze. Jumerunanuaun RI = 1,56583. dasoso-kouTpacThbiit Mukpockon Nf. LI, Lleiice,
Flena. HMMepcrounrtt o6bektus Ph HI 90/1,25. Okyasp K 12,5x T. Mukpodor. Exacta
Varex lla.

Puc. 6. Kak Ha puc. 4 u 5. Ilpenapat moasepruyr geiictBuio puGonykieaswl. B o¢a-
30BOKOHTPACTHOM CBeT€ BHIHBI INyCTHle MeCTa IIOC/€ BHITPAB/ICHHH PHOOHYKIEHHOBOM KHC-
jore. Bensonm RI = 1,4983. ®asoBoxouTposbubiii Mukpockon Nf LI Lleficc, Mena. Hmmep-
cuoHHbH o6bextHe Ph HI 90/1,25. Okyasp K 12,5x T. Muupodor Exacta Varex Ila.

SUMMARY

Histochemical, refractometric and ultraviolet fluorescence investi-
gations brought the author to the ccnclusion that ribonucleinic acid
(RNA) can occur extracellularly in the liver of mice. RNA can be distrib-
uted in infercellular spaces, or thanks to phagocytosis it can accumulate
in Browicz’s cells. The accumulations of RNA near and in Browicz’s
cells can take various shapes: they can be oval, spherical, polygonal,
crescent-like, etc. The formations which contain RNA are characterized
by a very strong affinity to pyronine. Their light refraction coefficient
approaches that of RI of the nucleolus and cytoplasm.

Fig. 1. Liver of white mouse, fixed in Serra’s liquid. Stained with a mixture
of methyl green and pyronine (Unna). In the lumen of a capillary Browicz’s cell
is seen, containing a large ball intensely stained with pyronine. Microscope Nf§
C. Zeiss, Jena. Immersion objective 100/1.25. Ocular K. 12.5 X T. Microphot. Exacta
Varex II a.

Fig. 2. Liver of white mouse, fixed in Serra’s liquid, unstained. Negative
phase picture of cytoplasm of Browicz’s cell and of spherical accumulation of RNA.
Dimethylaniline 1.5589. Phase-contrast microscope Nf C. Zeiss, Jena, Immersion
objective Ph HI 90/1.25. Ocular K 12,5 X T. Microphct. Exacta Verax IIa.

Fig. 3. Liver of mouse. Freparation unstained, seen in ultraviolet light.
Rayvs absorbed by RNA in intercellular spaces and in Browicz’s cell. Fluores-
cence microscope C. Zeiss, Jena Microphot. Exacta Varex IIa.

Fig. 4. Liver of mouse, fixed in Serra’s liquid, unstained. A positive phase
formation is seen, containing an accumulation of ERNA. Liver cells and Browicz’s
cells in zero phase. Benzaldehyde 1.5451. Phase-contrast microscope Nf C. Zeiss,
Jena. Immersion objective Ph HI 90/1.25. Ocular K 12.5 X T. Microphot Exacta
Varex Ila.

Fig. 5. Same as in Fig. 4. The formation with RNA in negative phase. Dime-
thylaniline 1.5583. Phase-contrast microscope Nf C. Zeiss, Jena. Immersion objective
Ph HI 90/1.25. Ocular K 12.5 X T. Microphot. Exacta Varex IIa.

Fig. 6. Same as in Figs. 4 and 5. Preparation subjected to the action of
ribonuclease. Empty spaces left by decomposed RNA are seen. Benzene 1.4083.
Phase-contrast microscope Nf C. Zeiss, Jena. Immersion objective PH HI 90/1.25.
Ocular K 12.5 X T. Microphot. Exacta Varex II a.
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