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Histochemiczne badania nad aktywnoscig p-glikuronidazy w watrobie
i macicy w przebiegu ciazy u Swinek morskich

Recherches histochimiques sur l’activité de la f-glycuronidase dans le foie et dans
l'utérus pendant la grossesse chez les cobayes

W obrebie struktur komoérkowych duze ilosci B-glikuronidazy wyste-
puja w lizosomach. Wykazywanie tego enzymu w tkankach uleglo zmia-
nie w zwigzku z wprowadzeniem barwnikéw azowych. Dotychczasowe
wyniki otrzymywane wg metody Fishmana i Bakera (3, )
byly niepewne (4, 14). Wainy jest dobdér utrwalacza. Hayashi
i wsp. (6) polecaja obojetna 4% formaline takze z dodatkiem CaCl,,
a Pearse i Janigan (15) — sole metali ciezkich, szczegodlnie
kadmu. B-glikuronidaza bierze aktywny udzial w przemianach komoérek
prawidlowych, nowotworowych (13), w procesach regeneracji (17), jak
réwniez reaguje na przestrojenia hormonalne w ustroju.

W naszej pracy przebadano aktywno$¢ P-glikuronidazy w watrobie
i macicy ciezarnych $winek morskich. Zaréwno watroba, jak i macica
sg narzgdami zwigzanymi z przemianami hormonalnymi.

MATERIAEL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na samicach §winek morskich rasy holenderskiej prze-
bywajacych w statych warunkach hodowlanych. Zwierzeta podzielono na trzy grupy:
Pierwsza stanowily samice kontrolne, ktére jeszcze nie wydawaly potomstwa,
a znajdowaly sie w okresie rujowym, co stwierdzono przy pomocy rozmazéw
pochwowych. W drugiej grupie byly §winki ciezarne, ktore rodzily jeden raz lub
dwukrotnie, a znajdowaly sie w okolo 20 dniu cigzy. Do trzeciej grupy natomiast
zaliczano samice, bedgce w ok. 60 dniu cigzy.

Materiat pobierano po dekapitacji zawsze w stalych porach dnia miedzy godz.
8—10. Wycinki macicy sporzadzano z rogéw, a watroby ze §rodkowych okolic plata.
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W wypadku §winek ciezarnych pochodzity one z tych okolic macicy, ktére nie byly
w bezpos$rednim kontakcie z jajem plodowym. Skrawki grubosci 8—10 mikronow
krojono na mikrotomie zamrazajgcym. Obecnos¢ B-glikuronidazy wykazywano wg
metody Seligmana, Tsou, Rutenburga i Cohena (10). Odczyn na
B-glikuronidaze manifestowal si¢ w postaci drobnych, amarantowych ziarenek roz-
rzuconych w cytoplazmie.

BADANIA WLASNE

Pierwsza grupa badana stanowila samice kontrolne.

Macica: W komoérkach nablonka macicy obserwowano wyrazny
ziarnisty odczyn, $wiadczacy o obecnosci f-glikuronidazy. Ziarenka wy-
stepowaly pojedynczo lub w wiekszych skupieniach (ryc. 1). Amaran-
towa barwa ziarenek nasuwala przypuszczenie o znacznej aktywnosci
enzymu w nablonku.

Wysokyg aktywnosé P-glikuronidazy stwierdzono w gruczolach ma-
cicy (ryc. 2). Bardzo liczne ziarenka, rozrzucone w komoérkach gruczo-
lowych skupialy sie przewaznie w wieksze konglomeraty. Kolor ziare-
nek, podobnie jak w nablonku, byl zdecydowanie amarantowy. W blonie
Sluzowej wlasciwej obserwowano rozmieszczone roéwnomiernie drobne
ziarenka. Zabarwienie ziarenek réznilo sie od poprzednio opisywanych,
byly bledsze, co moze przemawia¢ za nizszg aktywnoscig enzymu. Mies-
niéwka macicy zawierala liczne, drobne, amarantowe ziarenka, ktore
raczej nie tworzyly wiekszych zespolow (ryc. 3). W miejscach gdzie
tkanka 1gczna izolowala poszczegdlne wigzki miesni spostrzegano mniej-
szg liczbe bladoamarantowych ziarenek. W naczyniach krwionosnych
obserwowano pojedyncze ziarna w $rédblonku.

Watroba: W obrazie mikroskopowym watroby swinek morskich
obserwowalo sie slabo zaznaczona budowe zrazikows. Odczyn barwny
na p-glikuronidaze wystepowal w postaci drobniutkich ziarenek, ktoére
raczej nie skupialy sie w wieksze zespoly (ryc. 4). Bardzo wnikliwa
analiza skrawkoéw pozwalata dostrzec w  bliskim sasiedztwie naczyn
krwiono$nych i na granicy kanalikéw Zélciowych wystepowanie duzych,
ciemnoamarantowych ziarnistosci. Tkanke laczng miedzyzrazikows ce-
chowala obecnosé¢ nielicznych, pojedynczych ziarenek. Sciany tetnic
w pordéwnaniu z zylami byly bogatsze w ziarnistosci w odcieniu ama-
rantowym. W obrebie tzw. triady watrobowe]j znaczna aktywnoscia enzy-
matyczng wyroznial sie przewod zolciowy. Sciana przewodu zawierala
roznej wielkosci ziarenka gesto ulozone obok siebie.

Druga badana grupa zwierzat obejmowata samice, znajdujgce sie ok.
20 dnia cigzy.

Macica: Blona $luzowa macicy (doczesna) ukladala sie w faldy,
a komorki nabtonka miejscami ulegaly splaszezeniu, granice miedzy nimi
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zacieraly sie — wykazywaly cechy zwyrodnienia. W wielu komoérkach
nabtonka obserwowalo sie liczne, grube ziarna, gesto ulozone obok sie-
bie, majgce sklonnosci do skupiania sie. Natomiast w innych miejscach
w nablonku ziarenek bylo mniej i nie tworzyly skupien (ryc. 5). Wszyst-
kie jednak opisywane ziarenka mialy zabarwienie amarantowe. W blo-
nie Sluzowej wlasciwej spostrzegalo sie dos¢ liczne wieksze i mniejsze
ziarnistosci, rOwniez amarantowe. W przerosnietych gruczolach widoczne
byly bardzo duze ilosci grubych ziaren, tworzgcych skupienia, inten-
sywnie zabarwionych. W nablonku gruczolowym zwracal uwage fakt, ze
wierzchotkowe czesci komorek nie wykazywaly dodatniego odezynu na
p-glikuronidaze. W $cianach licznych naczyn krwionosnych obserwowalo
si¢ pojedyncze, grube ziarna. W miesniéwce uklad i ilos¢ ziarnistosci
przypominat zupelnie obraz opisywany w grupie kontrolnej.

Watroba: W watrobie samic bedgcych w ok. 20 dniu ciazy mozna
bylo zauwazyé liczne, drobne, amarantowe ziarenka gesto ulozone obok
siebie (ryc. 6). Spostrzegalo si¢ réwniez skupienia ziarnistosci wokoét
naczyn krwionos$nych i kanalikéw zolciowych. Odczyn barwny w obre-
bie triad watrobowych zachowywal sie podobnie, jak w grupie po-
przedniej. Zasadniczo wiec nalezy przyja¢, ze obraz watroby kontrolnej
i1 z wymienionego okresu cigzy nie roznit sie od siebie w zakresie
opisywanej przez nas reakcji histochemicznej dla $-glikuronidazy.

Trzecia grupa badana obejmowatla §winki znajdujgce sie w ok. 60 dniu
ciazy.

Mac¢ica: W macicy tego okresu wystepowaly zasadnicze zmiany
zwigzane m. in. z rozcigganiem jej przez rosnace plody. Nablonek zanikl
zupelnie, gruczoty staly sie niewyraZne, szczelinowate, znacznie oddalone
od siebie. Zaréwno w doczesnej, jak w gruczolach i miesnidwce obserwo-
wano gesto rozrzucone réznej wielkosei ziarenka. Wsréd drobnych blado-
amarantowych wyro6znialy sie duze, ciemno zabarwione. Odczyn na 8-gli-
kuronidaze w tej grupie zwierzgt sprawial wrazenie mniej aktywnego
W porownaniu z poprzednio opisywanymi.

Watroba: W watrobie swinek z pdznego okresu cigzy nie uchwy-
cono réznic w reakcji histochemicznej na B-glii(uronidaze w poréwnaniu
z watrobg grupy kontrolnej i grupy obejmujacej $winki bedace we wezes-
nym okresie cigzy (20 dzien). Zaréwno lokalizacja, jak i nasilenie odczynu
barwnego w tych grupach bylo bardzo do siebie podobne.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI
W przedstawionej przez nas pracy jako eksperymentu wykorzysta-

liSmy cigze, ktéra wywoluje glebokie przemiany biologiczne w ustroju,
dotyczace kazdego narzadu. Od chwili zagniezdzenia sie jaja w blonie
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Sluzowej macicy, ulegajg =zasadniczej zmianie stosunki hormonalne.
Nastepuje zahamowanie dojrzewania pecherzykéw Graafa, rozwdj cialka
26ltego, a w nastepnym okresie przejecie czynnosci hormonalnej przez
tozysko. Zagadnienia dotyczace zwigzku miedzy aktywnoscig B-glikuroni-
dazy a réznorodnymi stanami hormonalnymi w ustroju byto przedmiotem
licznych prac. Knobil E. (8), badajagc wplyw usuniecia przysadki
moézgowej, podawania kortisonu, benzoesanu oestradiolu na zachowanie
sie p-glikuronidazy w nadnerczach, stwierdzil, ze jedynie usuniecie przy-
sadki moézgowej spowodowalo znaczny wzrost ilosci B-glikuronidazy.
Natomiast pozostale czynniki nie wywolaly zmian w aktywnosci enzymu.
Riotton i Fishman (16) podawali propionian testosteronu mysz-
kom i zauwazyli wyrazne podniesienie poziomu f-glikuronidazy w ner-
kach. Reakcja na f-glikuronidaze byla dodatnia zaréwno w komérkach
kanalikéw, jak i w $wietle. Autorzy probujg wysuwaé wniosek, ze
p-glikuronidaza w nerkach pobudzana przez androgeny moze by¢ wyda-
lana z moczem. Leonard i Knobil (11) po usunieciu jajnikéw
u szczuréw stwierdzili spadek aktywnosci f-glikuronidazy w drogach
rodnych. Jednak podawanie w iniekcjach benzoesanu oestradiolu powo-
dowalo juz po 48 godz. zwiekszenie sie ilo$ci tego enzymu. Przedluzone
podawanie estrogenéw u samic szczuréw pozbawionych jajnikéw, utrzy-
mywalo stezenie B-glikuronidazy takie, jakie obserwuje sie u zwierzat
nie kastrowanych. Knobil E. (9) i Fishman (1) stoja na sta-
nowisku, ze zwiekszenie poziomu estrogenéw w ustroju prowadzi do
wzrostu aktywnosci p-glikuronidazy w drogach rodnych. Fishman
i Farmelant (2) uzaleiniajg reakcje fB-glikuronidazy w tkankach
na ten sam bodziec od calego szeregu czynnikéw, m. in. od szczepu
zwierzecia, od ptci i od rodzaju tkanki.

Na podstawie naszych obserwacji, dotyczacych macicy nie mozna
stwierdzié, czy we wczesnym okresie cigzy zwiekszyla sie ilo§é B-gliku-
ronidazy. Mozna natomiast przypuszczaé, ze zmienilo si¢ rozlozenie ak-
tywnosci tego enzymu w zwigzku ze zmianami morfologicznymi w na-
blonku. Obok miejsc, gdzie spostrzegano bardzo liczne, grube ziarna, ma-
jace tendencje do skupiania sie, o zdecydowanie amarantowym zabar-
wieniu, byly miejsca z mniej nasilong reakcjag barwna. Odczyn dla
B-glikuronidazy w tkance podnablonkowe]j, gruczolach, miesniéwece u §wi-
nek z tego okresu ciazy nie roznit sie od obserwowanego w grupie $§wi-
nek kontrolnych. Obraz taki moze przemawia¢ za rézng intensywnoscig
reakcji biochemicznych, w ktérych bierze aktywny udzial f-glikuronidaza,
szczegélnie w ulegajacym przemianom nablonku. W oparciu o nasze
wyniki na kilka dni przed porodem (60 dzien cigzy) zmienit sie odczyn
barwny na f-glikuronidaze. Zmiany morfologiczne w macicy by¢ moze
spowodowaly ujednolicenie obrazu reakcji enzymatycznej. W doczesnej.
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gruczotach i miesnidwce macicy widzialo sie liczne ziarenka przewaznie
bladoamarantowe. Nie wida¢ bylo réznic w aktywnosci enzymu w po-
szczegbdlnych strukturach $ciany macicy. Opisywane przez nas obrazy
pozwolily przypuszczaé, ze aktywnos¢ enzymu zmalala. Jednak mecha-
nizm, jaki zachodzi miedzy aktywnoscia enzymu, a przemianami w za-
kresie hormondw, nie jest jeszcze w pelni wyjasniony.

Drugim narzagdem, w ktérym obserwowaliSmy B-glikuronidaze byla
watroba. Komoérki watrobowe obfitujg w lizosomy zawierajace znaczne
ilosci B-glikuronidazy oproécz catego szeregu enzymoéw. Z watroby ssakow
wyizolowano uktady enzymatyczne, biorgce udziat zar6wno w przemianie
hormondéw sterydowych, jak i w detoksykacji innych substancji szkodli-
wych dla ustroju. Te zespoly enzymoéw odznaczajg sie indywidualnoscig
gatunkowg, np. u psa, $winki morskiej i kroélika sg bardzo podobne,
natomiast rozniag sie u szczura. Wysocki (18) podaje, ze przy po-
waznym uszkodzeniu komoérek watrobowych spotykamy sie z podwyz-
szeniem sie poziomu f-glikuronidazy w surowicy krwi w zwigzku z pe-
kaniem lizosomoéw. Obserwacje te majg nawet pewne znaczenie diagno-
styczne. Podobnie Mc Donald i Odell (12) zauwazyli zwiekszenie
sie ilosci B-glikuronidazy w surowicy krwi w okresie ciazy, a zwlaszcza
w zatruciu cigZzowym, co mozna réwniez tlumaczyé uwalnianiem sie
B-glikuronidazy z lizosomow.

Nasze badania wykazaly wyrazny odczyn barwny na f-glikuronidaze
w komoérkach watroby zaréwno u zwierzat kontrolnych, jak i ciezar-
nych. Przy pomocy stosowanej przez nas reakeji barwnej nie zauwazy-
lisSmy wystepowania réznej aktywnosci enzymatycznej w poszczegoélnych
badanych grupach. Obfite, amarantowe ziarenka, rozrzucone w cyto-
plazmie czesto skupialy sie w okolicy naczyn krwionosnych i na granicy
kanalikéw zolciowych, swiadezac o wysokiej aktywnosci enzymu. Podobny
obraz w prawidlowej watrobie szczura obserwowali Hayashi, Na-
kajima i Fishman (7). Wymienieni wyzej autorzy, barwigc row-
niez fosfataze kwasna, zauwazyli, ze uklada sie ona podobnie do B-gliku-
ronidazy w obrebie migzszu watroby. Czynnos¢ enzymatyczng watroby
trudno jest powigzaé z okolicami anatomicznymi zrazika, mimo ze pewne
enzymy majg charakterystyczng dla siebie lokalizacje, np. fosfataza za-
sadowa wystepuje przewaznie na obwodzie zrazikéw, a lipazy centralnie.
Oceniajac jednak procesy enzymatyczne w watrobie nalezy przyja¢, ze
aktywnosé i tworzenie sie fermentéw jest bardzo plastyczne, zalezne od
sytuacji, w jakiej znajduje sie badany ustroéj.

Nasze obserwacje doprowadzily do wyciggniecia nastepujacych wnios-
kéw:

1. Watroba cechuje sie wysokg aktywnoscig B-glikuronidazy. Reakeja
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barwna nie wykazywala réznic w nasileniu aktywnosci enzymu w wa-
trobie s$winek kontrolnych i ciezarnych. .

2. W macicy duzg aktywnos¢ enzymatyczng stwierdzono w nablon-
ku i gruczolach, malg zas w blonie sluzowej wilasciwej i w miesniowee.

3. We wczesnym okresie cigzy (20 dzien) obserwowano réznice w na-
sileniu reakcji barwnej w poszczegdlnych odcinkach nablonka. W gru-
czolach, w blonie $luzowej wlasciwej, mie$niéwce odczyn barwny pozo-
stal taki sam, jak w grupie kontrolnej.

4. W péznym okresie cigzy (60 dzien) nastgpilo ujednolicenie z jedno-
czesnym ostabieniem aktywnosci f-glikuronidazy we wszystkich struktu-
rach Sciany macicy.
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OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryc. 1. Nablonek macicy $§winki morskiej kontrolnej. Wyrazny ziarnisty odczyn
na f-glikuronidaze. Mikroskop Lumipan Zeiss. Obiektyw 20 >, okular Homal IL
Kamera ,,Standard”.
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Ryec. 2. Gruczoly i warstwa wlasciwa blony $luzowej macicy swinki morskiej
kontrolnej. Wybitna reakcja barwna w gruczolach, §wiadczaca o wysokiej aktyw-
nosci f-glikuronidazy, miernie nasilona w $luzéwce wiasciwej. Mikroskop Lumipan
Zeiss. Obiektyw 20 X, okular Homal II. Kamera ,,Standard”.

Ryc. 3. Miesienn macicy $winki morskiej kontrolnej z licznymi, drobnymi zia-
renkami f(-glikuronidazy. Mikroskop Lumipan Zeiss. Obiektyw 20 X, okular Ho-
mal II. Kamera ,,Standard”.

Ryc. 4. Watroba $winki morskiej kontrolnej. Wysoka aktywnos§¢ f-glikuroni-
dazy w komoérkach watroby i w $cianie przewodu zélciowego miedzyzrazikowego,
mniejsza znacznie w tkance lgcznej i w §cianach naczyn krwionosnych. Mikroskop
Lumipan Zeiss. Obiektyw 20 X, okular Homal II. Kamera ,,Standard”.

Ryc. 5. Blona §luzowa macicy $§winki morskiej z ok. 20 dnia cigzy. Rézine
nasilenie odezynu barwnego na f-glikuronidaze w nablonku, wybitnie intensywne
w gruczotach, mierne w $§luzéwce witasciwej. Mikroskop Lumipan Zeiss. Obiektyw
20 X, okular Homal II. Kamera ,,Standard”.

Ryc. 6. Watroba $winki morskiej z ok. 20 dnia cigzy. Wybitnie dodatni odeczyn
na f-glikuronidaze w komorkach watroby. Mikroskop Lumipan Zeiss. Obiektyw
20 X, okular Homal II. Kamera ,,Standard”.

I'ucroxumMmyecKkne MCCIeA0BAHNA AaKTUBHOCTH B-IIANKYPOHMIA3H
B MIEYEHU K MaTKe OepeMEeHHBIX MOPCKUX CBHMHOK

PeszwMme

Hacrosamme wuccaegoBaHMA DPOBOAMIMCH Ha HeDepeMeHHBIX (KOHT-
ponbHBIX) U OepemeHHBIX (20—60 nnHel1 GepeMeHHOCTM) MOPCKUX CBUH-
kax. Ilpucyrcreue P-romKypoHMAA3E B nedYeHy ¥y MaTKe OOHapy>KuMBasv
npu nomowm Meroga Seligmana, Tsou, Rutenburga m Cohena.

B pesysbrare nmpoBeneHHBIX HaOJIONEHMH YCTAHOBJIEHO, YTO II€YEHDL
XapaKTepu3yeTcsd BBICOKOM aKTUBHOCTBIO B-TyIMKYpPOHMZIA3BI, KOTOpAsS IO
BIMAHMEM OepeMEHHOCTM He IIOABEPraeTcA M3MEeHEeHMAM. B mMaTke KoOH-
‘TPOJIBHBIX KMBOTHBIX (0JIBIIaA aKTMBHOCTH B-TJIMKYpPOHUIA3bI Gblia 00HA-
py>XeHa B SINTeJIMM M KeJje3ax, Majiad K€ — B CJMBMCTOM ¥ MBILISYHOU
obosoukax. Ha 20-b1i1 JleHb 6epeMEeHHOCTM HACTYIINMIA PA3HULA B MHTEHCUB-
HOCTM IIBETHOM peakIMM Ha OTHEeJBbHBIX y4YacTKax SMuUTeauda, a Ha 60-buit
Jenb OepeMeHHOCTM — ocJabJjeHMue SH3UMATHYECKON peakummu BO Bee
CTEeHKe MaTKM

Recherches histochimiques sur I’activité de la p-glycuronidase dans
le foie et dans l'utérus pendant la grossesse chez le cobayes

Résume

Les recherches ont été faites sur les cobayes non enceintes (celles
de contréle) et enceintes depuis 20 et depuis 60 jours. La p-glycuronidase
était découverte dans le foie et l'utérus par la méthode de Seligman,
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Tsou, Rutenburg et Cohen. En résultat des observations faites on a con-
staté que le foie se caractérisait par une forte activité de la f-glycuroni-
dase n’ayant pas subi des altérations sous l'influence de la grossesse.
Dans l'utérus des animaux de controle on a observé que l'activité de
la B-glycuronidase dans l’épithélium et dans les glandes était forte, tandis
qu’elle était faible dans la muqueuse propre et dans la couche mus-
culaire. Le 20¢ jour de la grossesse on a constaté les différences dans
Pactivité de la réaction de coloration dans les secteurs particuliers de
I’épithélium; le 60° jour de la grossesse a eu lieu V'affaiblissement de
la réaction enzymatique dans la paroi entiére de l'utérus.

EXPLICATIONS DES FIGURES

Fig. 1. Epithélium de l'utérus chez le cobaye de contrdle. Réaction granuleuse
distincte & la f-glycuronidase. Microscope Lumipan Zeiss. Objectif 20 X, oculaire
Homal 1I. Caméra ,,Standard”.

Fig. 2. Glandes et couche propre de la muqueuse de l'utérus chez le cobaye
de contrdle. Réaction de coloration, trés forte dans les glandes, témoignant d’une
activité élevée de la f-glycuronidase; réaction moyenne dans la muqueuse propre.
Microscope Lumipan Zeiss. Objectif 20 X, oculaire Homal II. Caméra ,,Standard”.

Fig. 3. Muscle de I'utérus chez le cobaye de contrdle avec nombreuses fines
granulosités de la f-glycuronidase. Microscope Lumipan Zeiss. Objectif 20 X,
oculaire Homal II. Caméra ,,Standard”.

Fig. 4. Foie du cobaye de contrdle. Activité élevée de la fS-glycuronidase dans
les cellules du foie et dans la paroi de la voie biliaire hépatique interlobulaire;
activité considérablement moindre dans le tissu conjonctif et dans les parois
des vaisseaux sanguins. Microscope Lumipan Zeiss. Objectif 20 X, oculaire Homal II.
Caméra ,,Standard”.

Fig. 5. Muqueuse de l'utérus chez le cobaye environ le 20e jour de la grossesse.
Intensité de la réaction de coloration a la $-glycuronidase, diverse dans I'épithélium,
trés forte dans les glandes, moyenne dans la muqueuse propre. Microscope Lumipan-
Zeiss, Objectif 20 X, oculaire Homal II. Caméra ,Standard”.

Fig. 6. Foie du cobaye environ le 20e jour de la grossesse. Réaction a la f-gly-
curonidase trés positive dans les cellules du foie. Microscope Lumipan Zeiss.
Objectif 20 X, oculaire Homal II. Caméra ,,Standard”.
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