ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN—POLONTIA
VOL. XXVI, 38 SECTIO D 1971

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii. Wydzial Lekarski. Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: prof. dr habil. Stanistaw Grzycki
Zaktad Biologii Wyzszej Szkoly Nauczycielskiej w Bydgoszczy
Kierownik: doc. dr habil. Jerzy Yachowski

Irena PTASZYNSKA-KRZYSZTOFOWICZ

Badania histochemiczne jelita cienkiego $winki morskiej po podaniu antrenylu
'acroxumMHuuecKue HCCIeJOBAHHA TOHKOM KHIIKH MOpCKOﬁ CBHHKH TOCJ/I€ BBCACHHSA AHTPCHHUIIA

Histochemical Investigations of the Small Intestine in the Guinea-pig after Administration of
Antrenyl

Badania histochemiczne jelita cienkiego zwierzat byly tematem prac roznych autorow. Dominas
(1960) zajmowata sie wystepowaniem fosfatazy zasadowej w jelicie cienkim :aby podczas wchia-
niania kwaséw tluszczowych i stwierdzila, ze odgrywa ona istotna rol¢ we wchianianiu tych kwasow.
Przebieg proceséw resorpeyjnych w jelicie cienkim myszy w stanach diugotrwajacego niedocukrzenia
insulinowego z uwzglednieniem histochemicznych zmian aktywnosci i lokalizacji enzyméw opraco-
wali Zawistowski i Zielska (1960). Obserwowane przez nich zmiany przy stanach hipoglike-
micznych dotycza zmniejszenia aktywnosci fosfatazy zasadowej, lipazy i substancji lipidowych
w komérkach nablonka jelita. Brak jest natomiast roéznic w lokalizacji i aktywnosci mukopolisa-
charydow. Sprawnos$¢ wehianiania jelitowego jest $cisle uzalezniona od dowozu cukru gronowego do
komorek nablonka jelitowego. Staszyc i Krolikowska (1967) badali wplyw wagotomii w odcinku
brzusznym szczur6w na niektore reakcje enzymatyczne w komorkach nablonka i gruczolach dwu-
nastnicy. Na podstawie otrzymanych wynikow autorzy stwierdzili, ze przecigcie nerwow blednych
wplywa na procesy anaboliczne i kataboliczne zar6wno komorek nablonka jelitowego, jak i gru-
czolowego.

Nie znalezliémy publikacji dotyczacych zmian histochemicznych w komoérkach jelita ssakow
po podaniu antrenylu. Antrenyl — Spasmophen dziala porazajaco na uklad przywspotczulny
i prowadzi do zablokowania zaréwno pobudzajycych, jak i hamujacych podniet p — sympatycznych
oraz do oslabienia lub zahamowania proceséw wydzielniczych gruczoléw jelitowych (Dadlez,
Kubikowski, 1970, Hano, 1965). Wydaje si¢ wiec celowe przesledzenie zmian histochemicznych,
zachodzacych w komoérkach nablonkowych i gruczolowych jelita cienkiego $winki morskiej po po-
daniu tego leku.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania doswiadczalne przeprowadzono na miodych samcach swinek morskich hodowli wiasnej,
ciezaru okolo 200 g. Zwierzg¢ta w czasie doswiadczenia przebywaly w jednakowych warunkach
i karmione standardowa dieta. Swinkom grupy doswiadczalnej podawano 1 mg antrenylu dootrzew-
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nowo przez okres 3 dni — grupa pierwsza, 7 dni — grupa druga i 16 dni — grupa trzecia. Przy
kazdej grupie doswiadczalnej byla grupa kontrolna, w ktorej zwierzgtom podawano dootrzewnowo
1 ml soli fizjologicznej przez ten sam okres czasu co antrenyl w grupie doswiadczalnej. Iniekcje
plynu fizjologicznego oraz stosowanego leku dokonywano kazdego dnia o tym samym czasie.
Po 24 godzinach od ostatniej iniekcji zwierzeta dekapitowano w lekkiej narkozie eterowej i pobierano
wycinki jelita cienkiego — odcinek czczy. Jedne z wycinkéw utrwalano w plynie Bakera do oznaczen
enzymatycznych i te krajano na mikrotomie mrozeniowym na skrawki grubosci 10 u. Bezposrednio
przeprowadzano na nich reakcje enzymatyczne na fosfatazy kwasng i zasadowa. Jako substratu
dla fosfataz uzyto 3 — glicerofosforanu sodu. Dla fosfatazy kwasnej pH s$rodowiska wynosito 5,4,
dla zasadowej pH wynosito 9,4. Obydwie inkubacje przeprowadzono w ciagu 1 godz. w temp. 37°C.
Drugie wycinki utrwalano w plynie Carnoya i zatapiano w parafinie. Na skrawkach grubosci 6—8
przeprowadzano oznaczenia na kwasy rybonukleinowe (RNA) wg metody Bracheta (swoistosé
reakcji sprawdzano rybonukleaza krystaliczng) oraz na mukopolisacharydy obojg¢tne wg reakcji
PAS z odczynnikiem Schiffa. Reakcje kontrolne przeprowadzano diastaza i dimedonem.

BADANIA WLASNE

1. Kwasy nukleinowe wg metody Bracheta

Grupa kontrolna. W cytoplazmie komorek nablonka jelita cienkiego oraz w cy-
toplazmie komoérek gruczotéw Lieberkiihna obserwowaliSmy silne odczyny pyroni-
nochtonne wskazujace na obecnos¢ RNA. Potwierdzila to rowniez wykonana przez
nas kontrola z rybonukleaza. Ziarnistosci pyroninochlonne rozmieszczone byly
we wszystkich komdrkach nablonka précz komodrek $luzowych — mukocytéw.
Jadra komoérkowe zabarwialy sie na zielono, co $wiadczytoby o obecnosci DNA.
Chromatyna jadrowa skupiona byla w poblizu biony jadrowej (ryc. 1.).

Grupa doswiadczalna 1. (Antrenyl 3 dni po 1 mg). Zaréowno odczyny RNA
w cytoplazmie, jak i odczyny DNA w jadrze nie ulegaja wyraZznym zmianom.

Grupa doswiadczalna II. (Antrenyl 7 dni po 1 mg). ZaobserwowaliSmy tylko
nieznaczne obnizenie odczynu na RNA, o czym $wiadczy staba pyroninochtonno$é
cytoplazmy w komorkach nablonkowych i gruczotéw jelitowych. Zmian w odczy-
nach DNA w poréwnaniu z preparatami nie zauwazylisSmy (ryc. 2).

Grupa dos$wiadczalna III. (Antreny!l 16 dni po 1 mg). Nastapilo wyrazne osla-
bienie odczynu na RNA w obrebie cytoplazmy. Jadra komdrkowe byly réwniez
mniej intensywnie zabarwione (ryc. 3).

2. Mukopolisacharydy obojgtne — PAS

Grupa kontrolna. Najsilniejsza reakcje PAS — pozytywna wykazywal rabek
oskérkowy enterocytéw, komorki §luzowe i komorki Panetha w dolnych odcinkach
gruczotow jelitowych. Réwniez silng reakcje PAS obserwowano w zrebie iaczno-
tkankowym kosmkow (ryc. 4). Ziarna PAS — pozytywne wystepujace w komérkach
§luzowych ulegaly zablokowaniu dimedonem co §wiadczy, Ze nie zawieraja glikogenu.
Natomiast w oskdrku ziarna nie blokuja si¢, co wskazuje na wystgpowanie gliko-
genu.
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Grupa do$wiadczalna I. (Antrenyl 3 dni po 1 mg). Sluz daje tu réwniez reakcje
PAS — pozytywna w obrebie nablonka i btony $luzowej. Reakcja ta byla intensyw-
niejsza w poréwnaniu z grupami kontrolnymi (ryc. 5, 6).

W grupach doswiadczalnych II i III, gdzie czas podawania antrenylu wydiuzat
sic do 7 1 16 dni, intensywnos$¢ reakcji wzmagala si¢ gidwnie w strefie ponadjadrowej
enterocytéw i w komorkach $luzowych (ryc. 7). Ziarna $luzu mialy zmienne poto-
zenie, co $wiadczyto o réznych fazach czynnosciowych komdrki. Intensywne reakcje
PAS — pozytywne wystepowaly, podobnie jak w materiale kontrolnym, w komor-
kach Panetha na dnie gruczoléw. Wybarwienie substancji PAS pozytywnej nie
zmieniato sie¢ pod wplywem diastazy i nie ulegato zablokowaniu dimedonem.

3. Fosfataza kwasna

Grupa kontrolna. Wyrazny odczyn enzymatyczny w obrgbie enterocytéw w pos-
taci drobnych ziarenek widoczny byl w szczytowych strefach komorek. Natomiast
aktywno$¢ enzymatyczna stabla lub nie obserwowalo si¢ jej wcale w mukocytach
kosmkoéw jelitowych (ryc. 8). :

Grupa doéwiadczalna I miala obraz odczyndow enzymatycznych na fosfatazg
kwasng taki sam, jak grupa kontrolna.

Grupy dos$wiadczalne IT i III wykazywaly nieznaczny spadek reakcji na fosfataze
kwasna w poréwnaniu z przypadkami kontrolnymi. Ziarnistosci §wiadczace o aktyw-
noéci fosfatazy kwasnej lokalizowaly si¢ jak w materiale kontrolnym. Podobnie
jak w materiale kontrolnym, zauwazyliémy brak lub stabe reakcje enzymatyczne
w obrgbie komdrek §luzowych (ryc. 9, 10).

4. Fosfataza zasadowa

Grupa kontrolna. Odczyn na fosfataze zasadowa umiejscawial si¢ w rabku
oskdérkowym, szczytowej czeSci enterocytow i gruczolach Lieberkiihna, ktére daja
staba reakcje enzymatyczna w stosunku do komodrek nablonkowych kosmkow
jelita. Reakcje enzymatyczna obserwowali§my rowniez w blonie §luzowej i podslu-
zowej kosmkoéw (ryc. 11.).

Grupa do$wiadczalna I nie wykazywala istotnych zmian w poréwnaniu z pre-
paratami kontrolnymi. Wyrazna reakcja utrzymywata si¢ w obrgbie rabka oskérko-
wego.

W grupach do$wiadczalnych II i III zauwazyliSmy wzrost odczynu na aktywno$é
fosfatazy zasadowej, ktéra zlokalizowata sig nie tylko w rabku oskérkowym, ale
rowniez w calej cytoplazmie enterocytéw, a gidwnie w ich szczytowej czesei (ryc. 12).

WYNIKI BADAN I WNIOSKI

Czynnoé¢ wydzielnicza jelit pozostaje pod wplywem ukladu nerwowego, gtéwnie
nerwéw blednych. Zakonczenia tych nerwéw reguluja bowiem wydzielanie komérek
gruczotowych jelita cienkiego (Bloom, 1967). W zwiazku z tym, iz uzyty przez nas
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w doswiadczeniu lek poraza uktad nerwowy przesledziliSmy zmiany histochemiczne,
jakie wystapity pod jego wplywem w komodrkach nablonka i gruczoléw jelita cien-
kiego $winki morskiej.

Po 7, a zwlaszcza 16 dniach podawania antrenylu zaobserwowaliSmy ostabienie
intensywnoéci reakcji na kwasy nukleinowe zaréwno w obrebie cytoplazmy, jak
i jadra komdrkowego. Stwierdzilismy, Zze podawanie antrenylu wplywa na zmiany
odczynéw tych kwaséw, przy czym zmiany sa tym wyraZnigjsze, im wydluza sig¢
okres podawania leku. Podobne zmiany zauwaza Stawarska (1970) w komodrkach
trzustki po dziataniu antrenylu, a Staszyc i Krolikowska (1967) po wagotomii.

Rozmieszczenie mukopolisacharydéw jest zgodne z tym co widzieli Staszyc
i Krélikowska (1967) po wagotomii. Potwierdzamy rdéwniez za Stawarska
(1970), ze w obserwowanych przez nas przypadkach intensywnos¢ reakcji PAS
wzmagala sic w miarg trwania doswiadczenia. ZauwazZone przez nas zmiany w ob-
regbie mukopolisacharydow swiadczy¢ moga o fazie czynnosciowej, w jakiej znajduje
si¢ komorka. Sadzimy podobnie jak Kanwar (1962), ze kazdy mukocyt stanowi
jednostke autonomiczna, a wydzielanie §luzu jest procesem okresowym, nie ciaglym.
Uwazamy, Ze zmiany w zachowaniu sie mukopolisacharydéw sa spowodowane
dzialaniem antrenylu, pod wptywem ktérego dochodzi do zahamowania bodZcow
nerwowych. Wg Dominas (1960) zmiany aktywnosci fosfatazy zasadowej §wiadcza,
iz jest ona czulym wskaznikiem stanéw fizjologicznych. Nasze obserwacje wskazuja,
ze zmienne odczyny wystepowaly gléwnie w rabku oskorkowym. To pozwala przy-
puszczaé, Ze wchlanianie, ktore odbywa sie przez rabek zachodzi przy udziale fosfa-
tazy zasadowej i Ze zostalo ono zaburzone na skutek dzialania leku.

Fosfataza zasadowa w rabku i szczytowej czeSci komdrek nablonkowych moze
by¢ pochodzenia pinocytarnego i uzalezniona jest od katabolizmu komdrek absorbu-
jacych (Hugon i Borgers— 1966, 1968). Zauwazyliémy zmniejszenie reakcji
enzymatycznych na fosfataze kwasna w enterocytach oraz w komdrkach gruczolo-
wych. Uwazamy, Ze dlugie podawanie leku powoduje zmiany w procesach wydziel-
niczych, z ktérymi zwigzana jest takze obecno$¢ fosfatazy kwasnej.

Stosowane przez nas reakcje histochemiczne na kwasy nukleinowe, mukopoli-
sacharydy i fosfatazy wskazuja na upo$ledzona syntez¢ bialek enzymatycznych
w komdrkach i gruczotach jelita cienkiego. Na tej podstawie sadzimy, Ze podawanie
antrenylu, zwlaszcza przez dtugi okres czasu, poraza nerw bledny i wplywa hamujaco
na procesy resorpcyjne i wydzielnicze komodrek nablonkowych i gruczotowych
jelita cienkiego.
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Objasnienia do rycin

Ryc. 1. Jelito cienkie §winki morskiej. Grupa kontrolna. Kwasy nukleinowe wg met. Bracheta
Pow. ca 480 Xx.

Ryc. 2. Jelito $winki morskiej w 7 dni po podawaniu antrenylu. Odczyn DNA w jadrach komérek
nablonkowych. Pow. ca 480 x.

Ryc. 3. Jelito $winki morskiej w 16 dni po podawaniu antrenylu. Odczyn na RNA w cytoplazmie
komorek nablonkowych. Pow. ca 480 X.

Ryc. 4. Jelito $winki morskiej. Grupa kontrolna. Odczyn na mukopolisacharydy oboj¢tne w rab-
ku oskérkowym enterocytow, w komorkach §luzowych i Panetha. Pow. ca 140 X.

Ryc. 5. Jelito §winki morskiej w 3 dni po podawaniu antrenylu. Intensywna reakcja PAS — po-
zytywna w nablonku i blonie §luzowej kosmkéw. Pow. ca 240 X.

Ryc. 6. Jelito swinki morskiej w 3 dni po podawaniu antrenylu. Wyrazne odczyny PAS do-
datnie w komorkach sluzowych. Pow. ca 480 X.

Ryc. 7. Jelito $winki morskiej w 7 dni po podawaniu antrenylu. Wzmozona reakcja PAS — po-
zytywna w strefie ponadjadrowej enterocytéw i w komorkach §luzowych. Pow. ca 250 X.

Ryc. 8. Jelito swinki morskiej. Grupa kontrolna. Odczyn na fosfatazg kwasna. Pow. ca 140 X.

Ryc. 9. Jelito $winki morskiej w 7 dni po podawaniu antrenylu. Nieznaczny spadek aktywnosci
enzymatycznej na fosfataz¢ kwasng. Pow. ca 240 X.

Ryc. 10. Jelito swinki morskiej w 16 dni po podawaniu antrenylu. Stabe reakcje enzymatyczne
na fosfataze kwasng w komorkach sluzowych kosmkow. Pow. ca 140 x.

Ryc. 11. Jelito $winki morskiej, Grupa kontrolna. Odczyn na fosfataze zasadowa. Pow. ca 140 X

Ryc. 12. Jelito $winki morskiej w 7 dni po podawaniu antrenylu. Wzrost odczynu na aktywnos¢
fosfatazy zasadowej. Pow. ca 240 X,

PE3IOME

Habniogand THCTOXMMHYECKHE HM3MEJEHUsI, TPOUCXOASIIME B INHTEIHANIb-
HBIX W XEJE3UCThIX KJIETKaX KHIUKA MOPCKOW CBHHKH ITOCJie BBEICHHS AHTPSHUIIA.
I'ucTOXMMHYECKHE PEaKLHN HA HyKJIEHHOBBbIE KHCIOTHI, MyKOMONHcaxapuIpl H doc-
(daTaspl yka3plBAIOT HA OCIAONCHHBIA CHHTE3 3H3MMATHYECKHX OeJIkOB B KIJIETKAX
M KeJle3aX TOHKOH xumikd. Ha 3TOM OCHOBaHMM KOHCTATUPOBAJIM, 4YTO BBEJECHHE
aHTpeHHJIa TIopaXkaeT Oy XJaroWwnii HepB U TOPMO3HT Pe30pOLMOHHBIE H CEKPETOP-
HbI€ NIPOLECCH] EUWTEHANBJIHBIX U XEJIE3UCTHIX KJIETOK TOHKOHM KUIIKH.
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SUMMARY

Histochemical changes in the epithelial and glandular cells of the small intestine
of the guinea-pig were examined after the administration of antrenyl. Histochemical
reactions to nucleic acids, mucopolysaccharides and phosphatases point to weak
synthesis of enzymatic proteins in the cells and glands of the small intestine. On
this basis, it was found that the administration of antrenyl paralyses the vagus nerve
and inhibits resorption and secretory processes in the epithelial and glandular cells
of the small intestine. :

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Small intestine of the guinea-pig. Control group. Nucleic acids. acc. to Brachet’s method.
Magn. ca 480 X.

Fig. 2. Intestine of the guinea-pig, 7 days after antrenyl administration. DNA reaction in the
nuclei of the epithelial cells. Magn. ca 480 X.

Fig. 3. Intestine of the guinea-pig, 16 days after antrenyl administration. RNA reaction in the
cytoplasm of the epithelial cells. Magn. ca 480 x.

Fig. 4. Intestine of the guinea-pig. Control group. Reaction to neutral mucopolysaccharides
in the cuticular border of the epithelial cells, in the mucous cells and Paneth’s cells. Magn.

ca 140 X.

Fig. 5. Intestine of the guinea-pig, 3 days after antrenyl administration. Intensive PAS reaction —
positive in the epithelium and mucosa of the villi. Magn. ca 240 X.

Fig. 6. Intestine of the guinea-pig, 3 days after antrenyl administration. Distinct PAS reactions —
positive in the mucous cells. Magn. ca 480 X.

Fig. 7. Intestine of the guinea-pig, 7 days after antrenyl administration. Intensive PAS reaction —
positive in the supranuclear zone of enterocytes and in the mucous cells. Magn. ca 250 x.

Fig. 8. Intestine of the guinea-pig. Control group. Reaction to acid phosphatase. Magn. ca 140 X,

Fig. 9. Intestine of the guinea-pig, 7 days after antrenyl administration. A slight decrease in the
enzymatic activity of acid phosphatase. Magn. ca 240 X

Fig. 10. Intestine of the guinea-pig, 16 days after antrenyl administration. Weak enzymatic
reactions to acid phosphatase in the mucous cells of the villi. Magn. ca 140 Xx.

Fig. 11. Intestine of the guinea-pig. Control group. Reaction to alkaline phosphatase. Magn. ca
140 x.

Fig. 12. Intestine of the guinea-pig, 7 days after antrenyl administration. Increased reaction
to alkaline phosphatase. Magn. ca 240 x.
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