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Jézef STASZYC

Wplyw doswiadczalnej wagotomii na cytofizjologie komorek enterochromafi-
nowych

Brusinue 3KCEPHMEHTANBHON BArOTOMHHM HAa LHUTOOU3HOJIOTHIO 3HTEPOXPOMA(UHOBLIX KIETOK

Effect of Experimental Vagotomy on the Cytophysiology of the Enterochromaffin Cells

Przeprowadzenie badan nad wplywem doswiadczalnej wagotomii na odczyny histochemiczne
i cytofizjologie komorek enterochromafinowych znajduje uzasadnienie w obserwacjach klinicznych
(Dragsted i Ovens 1943, Polanski i wspol., 1967), ktore dowodza, ze przecigcie nerwow bled-
nych powoduje obnizenie czynnosci wydzielniczej gruczotow zotadka i jelit (Broome i Bergstromm
1966; Staszyc i wspdl. 1967) oraz zmiang flory bakteryjnej przewodu pokarmowego (Kraft,
Fry, Ronsom, 1962).

Do doswiadczen wykorzystano dojrzale szczury biale i $winki morskie obu pici, pochodzace
z hodowli wilasnej. Zwierz¢ta przygotowano do eksperymentu poprzez dobre warunki pomieszcze-
nia, Zywienia i tagodne z nimi postepowanie, by nie wywolaé stressu powodujgcego zmiane wydzie-
lania sokéw trawiennych (Gill i Matecki 1970). Byly one podzielone na 6 grup. Kazda obejmowala
po siedem osobnikéw obydwu gatunkow. Z tego u czterech przecinano n. biedne, jednemu doko-
nywano probnej laparotomii, a dwa stanowily material kontrolny w stosunku do tych, ktére byly
operowane.

Po uspieniu w glgbokiej narkozie eterowej przecinano n. blgdne droga brzuszna, gdyz wagoto-
mia nadprzeponowa dawala bardzo duza smiertelno$é¢ srodoperacyjna. Okres pooperacyjny prze-
biegal bez powiklan. Zachowanie si¢ zwierzat operowanych nie wykazywalo uchwytnych réznic
w poroéwnaniu z kontrolnymi. Ciezar ciala nie uleglt rowniez istotnym zmianom.

Dwunastnicg pobierano do badania jednoczesnie po 7 (grupa I), 10 (grupa II), 13 (grupa III),
16 (grupa IV), 19 (grupa V) oraz 22 (grupa VI) dniach od zabiegu i poddano jednoczasowej ocenie
cytochemicznej. Wycinki dwunastnicy do badan histochemicznych utrwalano w plynie Bakera
i krajano na mikrotomie typu Pearse’a. Do pozostalych prob zastosowano utrwalacze Carnoy’a
i Gendre’a. Badania histochemiczne przeprowadzano na kwasy dezoksyrybonukleinowy (DNA)
i rybonukleinowy (RNA) wg metod Feulgena i Bracheta. Fosfatazy zasadowa (Fz) i kwasna (Fk)
wykrywano wg m. Gomoriego, natomiast adenozynotréjfosfataze (ATP-azg) oznaczano wg m.
Wachsteina i Meisela. Metoda PAS z odczynnikiem Schiffa, a Blooma i Kellego z bigkitem astra
barwiono mukopolisacharydy obojetne i kwasne, za$ serotoning barwnikiem dwuazowym Fast Red B.
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BADANIA WEASNE
Grupy kontrolne

Szczury: komodrki enterochromafinowe wystgpowaly w wigkszej liczbie w kryp-
tach Lieberkiihna (ryc. 1) niz na wolnej powierzchni kosmkow jelitowych. Okragte
ich jadro z nielicznymi ziarnami i grudkami Feulgen dodatnimi i z jednym lub dwoma
jaderkami utozone bylo w §rodkowej czesci komérki (ryc. 2). Stopiefi ich wybarwie-
nia nie roznil si¢ wyraznie od sasiadujacych enterocytow. Odczyn pironinochlonny
jaderek przypominal aktywno$é¢ RNA w cytoplazmie. Ziarnistosci zidentyfikowane
jako serotonina rozrzucone byly w eozynochionnej cytoplazmie, przewaznie w stre-
fie dokolajadrowej. Pomigdzy nimi obserwowano dodatni odczyn na mukopolisa-
charydy obojgtne, oporne na dzialanie diastazy (ryc. 3). Pod wplywem dimedonu
odczyn PAS byl ujemny. Mukopolisacharydy kwasne wykrywano na calym obszarze
cytoplazmy. Po metylacji aktywnosci nie stwierdzono. Pozytywne reakcje na Fz
zaznaczyly si¢ bardzo silnie w blonie komorkowej. Odczyny na Fk uwidocznily sig
w formie struktur odpowiadajacych licznym i jednolicie rozmieszczonym lizosomom.
Ziarnisty odczyn na ATP-aze lokalizowal sie przewaznie wokot jadra komodrkowego.

Swinki morskie: wrzecionowate komérki enterochromafinowe lezaty w kryptach
Lieberkiihna. Bylo ich znacznie wigcej niz u szczuréw i tworzyly one cale zespoly
komoérkowe (ryc. 4). Jadro z rzadkim zrebem chromatynowym ukladalo si¢ przy-
podstawnie lub w $rodkowej czg¢Sci komdrki. Kwas rybonukleinowy w jaderkach
i cytoplazmie wystapil w postaci rozproszonych ziarenek, wybarwiajacych si¢ podob-
nie. Ziarnisto$ci diazopozytywne drobne i liczne wybarwione na kolor brazowo-czer-
wony uwidacznialy si¢ w calej cytoplazmie lub tylko w poblizu jadra. Czg$é przy-
wierzchotkowa komdérki byla zawsze wolna. Mukopolisacharydy obojetne i kwasne
rozmieszczone w cytoplazmie barwily sig intensywnie. Kontrolne trawienie skrawkow
dimedonem 1 diastaza oraz metylacja potwierdzily nasza interpretacje w odniesie-
niu do charakteru tych zwiazkéw. Blona komdrkowa dala dodatnie reakcje na Fz.
Aktywnos¢ tej fosfatazy zaznaczala sig réwniez i w $rddblonku naczyn wloso-
watych. Lizosomy rozrzucone w cytoplazmie wykazywaly jednolicie intensywny
odczyn na Fk. Aktywno$¢ ATP-azy byla szczegdlnie wyrazna wokot jadra.

U zwierzat, ktérym wykonano tylko laparotomie, odczyny histologiczne i histo-
chemiczne komorek enterochromafinowych przypominaly reakcje obserwowane
na preparatach kontrolnych.

Grupy dos$wiadczalne

Grupa I (7 dni po operacji). Barwiac preparaty wg m. Feulgena nie znaleziono
wyraznych réznic w rozmieszczeniu i w barwliwoéci grudek chromatyny w komér-
kach enterochromafinowych. Natomiast RNA wykazywal réznice w intensywnosci
wybarwienia si¢ w jaderkach i cytoplazmie zaréwno u szczuréw (ryc. 5), jak i u $wi-
nek morskich. Znaczna pironinochlonno$¢ stwierdzano w czedci przypodstawnej
komorek, stykajacych sie z naczyniami krwiono$nymi. Reakcja PAS oraz odczyn
Blooma i Kellego nie byly tak intensywne, jak w grupie kontrolnej. Ziarnistosci
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diazopozytywne tworzyly duze grudki, ktdre lezaly pojedynczo w polu przyjadrowym
lub pod btong komdrkowg. Dalo si¢ rowniez zauwazyé réznej szerokoscei puste
przestrzenie cytoplazmy, tzw. ,halo’’, pozbawione w ogdle tych ziarenek. Odczyny
cytochemiczne tak u szczuréw, jak i u $winek morskich ulegly zmianom, szczegdl-
nie wyraznym w komdrkach o malej liczbie ziaren specyficznych. Obnizyly sie
mianowicie reakcje na aktywno$¢ Fz w blonie komdrkowej, ATP-azy oraz Fk
w lizosomach, ktorych bylo znacznie mniej.

Grupa 11 (10 dni po operacji). Zaréwno u szczuréw, jak i w materiale ze §winek
morskich wyréwnal si¢ stopien wybarwienia RNA w jaderkach i cytoplazmie komdrek
enterochromafinowych. W poréwnaniu z grupa do$wiadczalna 1 wzrosla aktywnosé
reakcji PAS oraz Blooma i Kellego. Natomiast odczyny na badane fosfatazy nadal
byly niZsze niz w grupie zwierzat kontrolnych. Fz w niektérych komdrkach data
odczyny stabo dodatnie lub nawet ujemne (ryc. 6). Ziarenka diazododatnie w ko-
morkach szczurdw byly nieliczne, brylowate i uktadaty sie w poblizu jadra lub czesci
przypodstawnej. Obserwowano réowniez w wielu komoérkach strefy bezziarniste.

Grupa 1 (13 dni po operacji). Reakcje PAS oraz stopieft wybarwienia mukopo-
lisacharydow kwasnych przypominaly odczyny z grup kontrolnych. Stabo dodatnia
aktywno$¢ na Fz, ATP-az¢ oraz Fk utrzymywala si¢ nadal. Réwniez w $§rédbionku
naczyn reaktywno$é na Fz i ATP-aze byla nizsza niz na preparatach poréwnawczych.
Spotykano tez i tutaj komorki enterochromafinowe pozbawione prawie catkowicie
ziarnistosci specyficznych, tzw. ,,komorki cienie’’ (ryc. 7). U szczuréw bylo wiecej
komdrek enterochromafinowych pozbawionych serotoniny niz u §winek morskich.

Grupa IV (16 dni po operacji). U $winek morskich wzrosta aktywno$¢ na badane
enzymy. U zwierzat tych ziarna specyficzne stopniem wybarwienia oraz rozmieszcze-
niem przypominaly grupe kontrolng. Natomiast u szczuréw, gdzie aktywno$é¢ Fz
1 ATP-azy byla jeszcze stabsza, byly one grube i brylowate. W komdrkach tych
réwniez lizosomy wystgpowaly w zmniejszonej liczbie.

Grupa V (19 dni po operacji). W poréwnaniu z grupa IV obserwowano u szczu-
réw zywsza aktywno$é na Fz i ATP-aze i wigksza liczbe lizosomdw. Ziarnistosci
specyficzne byly liczniejsze jak w grupach poprzednich, drobne, ale wystepowaly
jeszcze przestrzenie bezziarniste w czeSci przypodstawnej cytoplazmy.

Grupa VI (22 dni po operacji). Preparaty z obydwu grup doswiadczalnych
przypominaly material kontrolny. Spostrzezenia te odnosily sie szczegdlnie do §wi-
nek morskich, u ktorych na wolnej powierzchni kosmkdéw dwunastnicy pojawily sie
liczne komorki enterochromafinowe (ryc. 8), wypelnione znaczna liczba ziarenek
serotoniny.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Vialli i Erspamer (1937) stwierdzili, Ze wybarwiane ziarnisto$ci w komor-
kach enterochromafinowych odpowiadaja 5-hydroksytryptaminie, ktérag Erspamer
i Asero (1951) oraz Rapport i wspdl. (1958) zidentyfikowali jako serotoning.
Przewéd pokarmowy zawiera okoto 909/ tego neurohormonu, a najwigkszym
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skupieniem komorek, w ktdrych zachodzi przylaczenie grupy hydroksylowej do
tryptofanu, jest dwunastnica (Dalghiesh i Dutton 1957).

Obserwacje nasze rozpoczgliSmy dopiero po 7 dniach od doswiadczalnego
przeciecia nerwéw blednych, poniewaz zabiegi na jamie brzusznej wykonane w nar-
kozie ogodlnej lub znieczuleniu migjscowym wywoluja zmiany poziomu serotoniny
(Brodie — 1958, Curtis i Davis — 1961).Ponadto chcielismy unikna¢ badan
w okresie stressu chirurgicznego, co ma szczegdlne znaczenie przy tego rodzaju
doswiadczeniach (Marczynski — 1957, Balak — 1960, Kurzepa i Chojecka
1962). WprowadziliSmy obok zwierzat kontrolnych réwniez grupe pozornie operowa-
nych, co pozwolito zréznicowaé zmiany cytochemiczne zachodzace po samej laparo-
tomii, od odczynéw enzymatycznych wywolanych przecieciem nerwoéw blednych.
Material do badan pobierali§my stale o jednej porze dnia, poniewaz wg Quay’a
(1963) zawarto$¢ serotoniny w komdrkach wykazuje rytmike dobows, ktora jest
kontrolowana przez uklad nerwowy a dzialanie jej zwiazane jest z mechaniz-
mem odwracalnego icyklicznego przenikania jondw wapnia przez blony komdrkowe
(Schramm i wspét. 1965).

W siedem dni po wagotomii obserwowano w komdrkach enterochromafinowych
z obu gatunkdéw zwierzat zmniejszenie aktywnos$ci RNA. Nastapita tez zmiana
barwliwosci mukopolisacharydéw i to zaréwno obojetnych, jak i kwasnych, co wska-
zuje na uszkodzenie metabolizmu wewnatrzkomodrkowego. Obnizenie ilosci gliko-
genu tlumaczy¢ mozna réwniez utrudnionym transportem cukréw prostych, albo
tez utrata mozliwosci polimeryzacji ich do wielocukréow. Grzycki (1951, 1953) sadzi,
ze taki zespot objawow $wiadczy o zmianie rytmu procesow wydzielniczych.

W grupie drugiej liczba PAS dodatnich ziarenek byla wyraznie wigksza niz
w pierwszym okresie badania. Silniejsze odczyny dato rowniez barwienie bigkitem
astra na mukopolisacharydy kwasne. Powrdt do wartosci przypominajacych kontrol-
ne widoczny byt po 13 dniach od operacji, w zwiazku z czym sadzimy, ze zaktécony
metabolizm weglowodandw zaczyna wracaé¢ do normy.

Zmniejszenie aktywnosci na Fk w lizosomach powstalo na skutek zmian mikro-
metabolizmu w cytoplazmatycznych strukturach. Biorac pod uwage fakt, ze fosfataza
ta jest wykladnikiem katabolicznych proceséw wewnatrzkomérkowych (Sham-
berger — 1969) twierdzimy za Novikoffem (1959), ze wagotomia spowodowala
,uszkodzenie’” komdrek enterochromafinowych i poprzez zmiany w blonach
lizosomalnych. Oslabienie reakcji na Fk w pierwszych grupach wskazuje réwniez
na zaburzenie fosforylacji glikozy, a wyrazem tego byly w naszej pracy obnizone
odczyny na glikogen. Wzrost Fk do wartosci kontrolnych w grupach V i VI sugeruje
zaangazowanie si¢ jej w procesach adaptacyjnych zaszlych po przecieciu nerwow
blednych.

Obnizenie aktywnosci na Fz w grupach I, Il i III oraz IV u szczuréw mozna ttu-
maczy¢ ogodlnobiologiczna wlasciwoscia tego enzymu w procesach czynnego trans-
portu przez btony komdrkowe oraz aktywna rola w syntezie kwaséw nukleinowych.

ATP-aza obok udzialu w transporcie jest zaangazowana w tlenowej fosforylacji
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w mitochondriach. Dlatego tez zmiennos$¢ jej reakcji histochemicznych we wszystkich
grupach doswiadczalnych dowodzi czynnoéciowego zréznicowania si¢ komdrek
enterochromafinowych po wagotomii.

W pierwszej grupie doswiadczalnej pojawily si¢ zmiany ilosciowe ziarenek
specyficznych w komdrkach enterochromafinowych. W dalszym okresie eksperymen-
tu obserwowano rowniez bezziarniste przestrzenie w cytoplazmie — ,,halo’’, a nawet
tzw. ,,cienie komérkowe’’, w ktorych byly tylko §lady serotoniny. Zauwazono
tutaj nieznaczne roznice gatunkowe, co by¢ moze ma zwiazek z cyklem tryptofa-
nowym charakterystycznym dla szczurow. Barry (1943) i Czerny (1968) uwazaja,
ze morfologiczne zmiany ziarnistosci enterochromafinowych moéwig o zaistnialej
polaryzacji czynnosciowej, prowadzacej do zaburzenia funkcji wydzielniczej. W ma-
teriale naszym rozumowanie to zostalo potwierdzone w zmiennej reaktywnoSci
enzymatycznej na Fz i ATP-azg.

Wiadomo, ze prekursorem serotoniny w organizmie zywym jest tryptofan i1 ze
w komodrkach enterochromafinowych zachodzi przylaczenie do niego grupy hydro-
ksylowej. Na powstanie SHT ma réwniez wplyw utlenianie tkankowe. Biorac pod
uwage rézna aktywnosé ATP-azy sadzimy, ze uleglo ono ,,zwichnigciu’’, poniewaz
enzym ten jest wspolczynnikiem syntez SHT w komdrkach enterochromafinowych.
ZauwazyliSmy, ze wahania ilosciowe serotoniny w cytoplazmie komdrek taczyly sie
ze zmianami aktywnosci Fz i ATP-azy. Bylo to szczegélnie wyraZzne w grupach
IT i 11, w ktdrych ziarnistosci serotoniny byly nieliczne i brylowate.

Wagotomia zmienia odczyny komorek gruczotowych zoladka i jelit (Staszyc
i Kroélikowska-Prasal — 1967), co naszym zdaniem moze mie¢ wplyw na prze-
miany metaboliczne komérek enterochromafinowych. Czech (1948) sadzi bowiem,
7ze komorki te rozwijaja sie na dnie krypt Lieberkiihna, a o ile zachodzi potrzeba
przemieszczaja sie na powierzchnig¢ kosmkow (Gorski — 1955). Dokonujac wago-
tomii obnizyliSmy ilo§¢ wydzielanego kwasu solnego (Sawyers i wspét. 1968),
co miato wplyw na pH srodowiska, a wg Georges’a i Herolda (1958) i na komor-
ki enterochromafinowe, gdyz kwas solny uwalnia serotoning z blony §luzowej
przewodu pokarmowego. Tej mozliwosci nie wyklucza si¢, poniewaz teoria mecha-
nizmu uwalniania serotoniny nie jest jeszcze catkowicie poznana.

Na podstawie uzyskanych wynikéw uwazamy, ze doswiadczalne przecigcie
nerwéw blednych wywoluje zmiany cytofizjologiczne komérek enterochromafinowych,
objawiajace si¢ iloSciowym zanikiem ziarenek serotoniny oraz zaburzeniem jej
transportu. Nasilenie tych objawow uzaleznione jest od czasu po dokonaniu wago-
tomii oraz wlasciwoséci osobniczych i gatunkowych zwierzecia. Powr6t do wartosci
kontrolnych zalezy od ogdlnej reaktywnosci organizmu.
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Ryc.

OBJASNIENIA DO RYCIN

—_

. Swinka morska, kontrolna. Dwunastnica. Komorki enterochromafinowe w kryptach Lie-
berkithna. Barwienie Fast Red B. Pow. ca 700 X.

Ryc. 2. Szczur, kontrolny. Dwunastnica. Chromatyna w jadrach komorek enterochromafinowych

wybarwiona wg m. Feulgena. Pow. ca 200 x.

Ryec. 3. Szczur, kontrolny. Dwunastriica. Barwienie PAS z odczynnikiem Schiffa na mukopolisacha-

rydy obojetne. Pow. ca 200 Xx.

Ryc. 4. Swinka morska, kontrolna. Dwunastnica. Zespoly komérek enterochromafinowych w kryp-

tach Lieberkiihna. Barwienie Fast Red B. Pow. ca 400 X.

Rye. 5. Szczur .Grupa I. Dwunastnica. RNA wybarwiony wg m. Bracheta. Pow. ca 700 X.
Ryc. 6. Szczur. Grupa II. Dwunastnica. Nierownomierny odczyn na Fz. Barwienie wg m. Gomo-

riego. Pow. ca 200 X.

Ryc. 7. Swinka morska. Grupa 11I. Dwunastnica. Widoczne,, komorki cienie” — ze $ladami zia-

renck serotoniny. Barwienie Fast Red. B. Pow. ca 400 X.

Ryc. 8. Swinka morska. Grupa VI. Dwunastnica. Wybarwione komorki enterochromafinowe przy

pomocy Fast Red B na powierzchni kosmkow. Pow. ca 700 X.
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PE3IOME

AsTtop caenai noaadadparMalibHblif pazpe3 y GeJibIX KpbiC H MOPCKHX CBUHOK
O/1y X 1alOLIMX HEPBOB, a MoToM noche 7, 10, 13, 16, 19 u 22 ngueli nabmronas B sHTe-
poxpoMaMHOBBIX KJICTKaX [BEHAALUATHNEPCTHONH KHHIKH crenuduyeckue 3ep-
HHCTOCTH, COOTBETCTBYIOLIIHE CEPOTOHUHY, M peaKUHH HAa HYKJIEHHOBBIE KHUCIIOTHI,
MYyKOMOJIMCAXAPHLI, KUCAYIO M OCHOBHYIO ¢ocharasy u ATP-asy.

Ha ocHOBE NOMyYEeHHBIX TUCTOXHMHYECKHX M THCTOJIOTHYECKUX pe3yJIbTATOB
cIeNnad BHIBOA, YTO BAarOTOMMSA BJMSET Ha MeTaboONM3M M HapyliaeT TpaHCHOpPT
CEpOTOHHHA M3 IHTEPOXPOMA(UHOBBIX KJIETOK. MHTEHCHBHOCTH 3THX H3MEHEHHit
3aBHCHT KaK OT IOCJEONpPALMOHHOIO TMEPHOAd, TaK M OT BUAOBBIX 4YEPT XKHBOT-
HOTO.

SUMMARY

The author made a subphrenic section through the vagus nerves of white rats
and guinea pigs. Then, after 7, 10, 13, 16, 19 and 22 days he observed specific granules
corresponding to serotonin as well as reactions to nucleic acids, mucopolysaccharides,
acid and alkaline phosphatases, and ATP-ase in enterochromaffin cells of the
duodenum.

On the basis of histochemical and histological results he arrived at the con-
clusion that vagotomy brings about changes in the metabolism and disturbances
in the transport of serotonin from the enterochromaffin cells. The intensification
of these changes depends on the after-operation period and typical features
of an animal.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. A guinea pig, control. Duodenum. Enterochromaffin cells in Lieberkithn’s crypts. Fast
Red B. stain. Magn. ca 700 X.

Fig. 2. A rat, control. Duodenum. The chromatin, stained after Feulgen, in the nuclei of entero-
chromaffin cells. Magn. ca 200 x.

Fig. 3. A rat, control. Duodenum. PAS staining with Schiff’s reagent for neutral mucopolysac-
charides. Magn. ca 200 X.

Fig. 4. A guinea pig, control. Duodenum. Groups of enterochromaffin cells in Lieberkiihn’s
crypts. Fast Red B. stain. Magn. ca 400 X.

Fig. 5. A rat, group I. Duodenum. RNA stained after Brachet. Magn. ca 700 X.

Fig. 6. A rat, group 1I. Duodenum. Uneven reaction to alkaline phosphatase. Gomori stain.
Magn. ca 200 X.

Fig. 7. A guinea pig, group IIl. Duodenum. Note the cells-shadows with traces of serotonin
granules. Fast Red B. stain. Magn. ca 400 Xx.

Fig. 8. A guinea pig, group VI. Duodenum. Enterochromaffin cells stained with Fast Red B.,
on the surface of villi. Magn. ca 700 X.
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