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Refractometry of the Golgi Structure by Phase - Contrast Microscopy

Na podstawie badan refraktometrycznych Hancoxa i Kruszyn-
skiego (1956), a przede wszystkim badan Kruszynskiego (1957)
okazalo sie, ze struktury Golgiego mogg by¢ dobrze widoczne w mi-
kroskopie fazowo-kontrastowym po zastosowaniu odpowiednich cieczy
przezroczystych o znanej wartosci wspélczynnika zalamania $wiatla
(RI). Kruszynski obserwowal struktury Golgiego w u-komérkach
przedniego plata przysadki moézgowe], przy czym obrazy struktur byty
fazowo dodatnie albo fazowo ujemne zaleznie od wartosci RI uzytej do
badan cieczy. W sSrodowiskach (British Drug Houses Ltd.), ktérych RI
byl w granicach 1,49—1,55, struktury Golgiego byly fazowo ujemne, nato-
miast w Srodowiskach o RI = 1,66 fazowo dodatnic w poréwnaniu z inny-
mi strukturami, wystepujacymi w komorce.

W badaniach naszych nad umiejscowieniem struktur Golgiego w ko-
moérkach kanalikéw gléwnych nerki zaby ograniczyliSmy sie do cieczy
przezroczystych, ktérych RI wynosily od 1,4417 do 1,5791. Wykorzystujac
réozne wartosci wspodlczynnikéw zatamania $wiatla (RI) uzytych do
badan cieczy mozna bylo uzyskaé¢ zmiane kontrastu faz struktur komor-
kowych, a tym samym wustali¢ ich zréznicowanie i wartos¢ refrakto-
metryczng.

MATERIAL I METODY

Nerki Zab plowych (Rana temporaria L.) glodujacych przez 9 miesiecy, utrwa-
lano jedne w alkoholu-formalinie, a drugie wg metody uranowo-srebrowej Cajala
dla wykazania struktur Golgiego w komérkach kanalikéw gléwnych. Czas impreg-
nacji solami srebra wynosil od 1/2 do 2 godzin.
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Z nerek utrwalonych w alkoholu-formalinie i zamknietych w parafinie sporza-
dzano skrawki mikrotomowe grubosei 2 mikronéw, ktoére przyklejano biatkiem do
cienkich szkjeick podstawowych. Skrawki odparafinowane w ksylenie i niebarwione
ogladano w $wietle przepuszczonym mikroskopu fazowo-kontrastowego C. Zeiss
Lumipan uzywajac obiektywu immersyjnego Ph 90/1,25 i olejku immersyjnego
(20°C) np = 1,515. .

Struktury Golgiego byly dobrze widoczne po zamknigciu skrawkéow w cie-
ezach przeZroczystych o odpowiednich wspolczynnikach zalamania $wiatla (RI),
a mianowicie: glicerolu (1,4417), parafinie plynnej (1,4669), p-xylenie (1.4951),
benzenie (1,4983), nitrokenzerie (1,5508), bromobenzenie (1,5600) i anilinie (1,5731).
Pomiaréw wartosci RI dokonano w refraktometrze Fmy C. Zeiss (Abbe-Refrakto-
meter model G) w $wietle elektrycznym (zaréwki 40 W i 150 W, 220V) w temp.
otoczenia +20°C. Pomiary refraktometryczne wykonano w Zakladzie Fizyki
Doswiadczalnej Wydzialu Lekarskiego Akademii Medycznej przy cennej pomocy
mgr Stefana Wielunskiego.

Preparaty kontrolne otrzymano z nerek, z ktérych jedne uirwalono w czystym
acetonie przez 1 godzing i przez benzen zatopiono w parafinie, a nastepnie skrawki
mikrotomowe, grubosdci 5 mikrondéw, poddano dziataniu 1% roztworu azotanu srebra
i redukowano w plynie z hydrochinonem. Drugie zas$ nerki kontrolne uirwalono
w formalinie 1:4, a skrawki barwiono hematoksyling + eozyna, Preparaty kon-
trolne otrzymano takze po zastosowaniu metody odsrebrzania wg Adamstonea.

BADANIA WLASNE

W preparatach wykonanych wg metedy Cajala struktury Golgiego
mialy w jednych komérkach wyglad siateczki o nieréwnych oczkach, obej-
mujgcej gérny biegun jadra, w innych zas$ byly ograniczone do kilku
rézancowato zgrubiatych paleczek lub pojedynczych cialek sferoidalnychs.
rozproszonych w strefie Golgiego nad gérnym biegunem jadra (ryc. 1 i 2).
Impregnowanie 0,5%0 i 1% roztworem azotanu srebra przez 1/2 do
2 godzin i odpowiednio krétki czas redukowania w formalinie z hydrochi-
nonem wyraznie rysowaly w cialkach sferoidalnych uklad systemu:
internum 1 externum, przy czym internum stanowilo zawsze cze$é chro-
mofobng optycznie pusts, a externum upcdabnialo sie do cienkiej chro-
mofilnej blonki optycznie zréznicowanej (ryc. 1). Mozna bylo takze
zauwazy¢, ze grube niteczki lub paleczki splatajace siatke Golgiego
utworzone sg z dwéch chromofilnych blonek, oddzielonych od siebie
wgziutka przestrzenia, optycznie pustg (ryc. 2).

Przedluzenie czasu impregnacji solami srebra do 2 godzin i wiecej
powodowato zatarcie wielu szczegéléw, niteczki i ciatka byly zwykle
grube i dokladnie wyczernione, co zasadniczo zmieniato jakos$é struktur
Golgiego.

Potwierdzenia otrzymanych wynikéw dotyczacych szezegélnie ksztaltu,
ilosci i rozmieszczenia struktur Golgiego szukaliSmy w prepara-
tach kontrolnych uzyskanych po utrwaleniu nerek w acetonie i for-
malinie. Sg to metody stosowane przez Holmgrena, Studnicke,
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Weiglai innych badaczy, prowadzace do wykazania w komoérce nega-
tywu aparatu Golgiego. Poddawano takze skrawki odsrebrzaniu za
pomocg JKJ wg Adamstonea. W wyniku tych wszystkich metod
otrzymano w miejscach, w ktérych znajdowaly sie struktury Golgiego
jasne ciatka i kanaliki mniej lub wiecej optycznie puste.

Cienkie skrawki mikrotomowe utrwalone w alkoholu-formalinie,
odparafinowane w ksylenie i niebarwione ogladano w mikroskopie fazowo-
kontrastowym uzywajac obiektywu immersyjnego Ph 90/1,25 i okularu
K 10 X T. Skrawki zamykano w cieczach przezroczystych, ktéorych war-
tosci RI wynosity 1,4417 (glicerol), 1,4669 (parafina piynna), 1,4951
(p-xylen), 1,4983 (benzen) i 1,5508 (nitrobenzen). Struktury Golgiego
na tych preparatach mialy wyglad cialek, paleczek lub pierscieni roz-
sypanych po protoplazmie albo skupionych nad gérnym biegunem jadra
komoérki (ryc. 3 i 4). Wszystkie te twory byly jasniejsze od podioza,
ostro odcinaty sie od otaczajacej protoplazmy, a tym samym przypomi-
naly puste kanaliki lub wakuole. Struktury Golgiego zatem obserwo-
wane w komoérkach kanalikéw gléwnych nerki zaby dajg obrazy fazowo
ujemne, a protoplazma, blona jagdrowa, chromatyna, jaderka i mitochon-
dria — obrazy fazowo dodatnie. W rabku szczoteczkowym widoczne sg
dwie fazy dodatnia i ujemna (ryc. 3).

Nalezy zaznaczy¢, ze najlepsze wyniki fazowo ujemne uzyskaliSmy
dla struktur Golgiego po zastosowaniu glicerolu (RI = 1,4417) i p-xylenu
(RI = 1,4951), a w miare zwiekszania sie wspélczynnika zalamania
Swiatlta do RI = 1,5508 (nitrobenzen) obraz stawal sie mniej wy-
razny, co wskazywaltoby na mozliwos$é zaniku faz kontrastujgcych a tym
samym na prawdopodobng zgodnos¢ RI struktur Golgiego z RI podloza
komoérki.

Dopiero zamkniecie skrawkéw w cieczach, ktérych RI wynosilo
1,5600 (bromobenzen) i 1,5791 (anilina) spowodowalo odwroécenie faz kon-
trastujgeych, a zatem struktury Golgiego byly fazowo dodatnie, a pod-
loze fazowo ujemne (ryc. 5 i 6). I na tych preparatach widzialo sie
w rabku szczoteczkowym dwie fazy ujemna i dodatnig (ryc. 5 i 6).

Fazowo ujemne albo dodatnie struktury Golgiego, obserwowane
w mikroskopie fazowo-kontrastowym na skrawkach utrwalonych i nie
barwionych odpowiadaja w zupelmosci strukturom otrzymanym po
impregnacji solami srebra oraz kanalikom Holmgrena i Adamstonea.
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