ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA
LUBLIN—POLONIA
VOL. XXII, 26 SECTIO D 1967

Katedra i Zaklad Histologii i Embriologii. Wydzial Lekarski,
Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: prof. dr med. Stanislaw Grzycki

Jozef STASZYC i Irena KROLIKOWSKA-PRASAL

Badania nad wplywem wagotomii na odeczyny histochemiczne komérek
nablonka i gruczoléw dwunastnicy

Studies of the Influence of Vagotomy on Histochemical Responses in the Epithelial
Cells and Duodenal Glands

W dostepnej nam literaturze nie znalezliSmy wyczerpujacych prac o wplywie
przeciecia nerwu blednego na gruczoty jelitowe u malych zwierzat laboratoryjnych.
Dlatego tez celem naszej pracy jest zbadanie wplywu wagotomii w odcinku brzusz-
nym na hiektére reakcje enzymatyczne w komoérkach gruczotowych.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania do$wiadezalne zostaly przeprowadzone na szczurach bialych, piciowo
dojrzatych samcach, hodowli wsobnej. Zwierzeta byly wszechstronnie i dobrze zy-
wione (Kowalewski 1951). Szczury podzielono na 7 grup doswiadczalnych.
W kazdej grupie bylo po pieé, przy czym u trzech przecinano nerwy bledne, za$
z dwoéch pozostalych jeden byl operowany ,pozornie”, a drugi stanowil kontrole.
W znieczuleniu ogélnym eterowym otwierano jame brzuszng i przecinano oba pnie
nerwéw blednych na wysokodei lewego i prawego kgta przetlykowo-zotgdkowego.
Operacja ,pozorna” technicznie przebiegala podobnie, nie dokonywano tylko wago-
tomii. Po zabiegu zwierzeta szybko powracaly do zdrowia, nie roézniagc sie zachowa-
niem od szeczuré6w kontrolnych. Dwunastnice do badah pobierano jednoczesnie
z calej grupy w 12 godzin po ostatnim positku, w godzinach rannych, w nastepu-
jacych odstepach czasu po wagotomii: grupa I w 30 dni od zabiegu, II w 2 mie-
sigce, III w 4, IV w 5, V po 8 miesigcach, VI po 12, a VII po 15 miesigcach.
Wycinki z dwunastnicy do badan histochemicznych utrwalano w ptynie Bakera
i krajano na mikrotomie mrozeniowym. Do pozostalych préb utrwalano w piynach
Carnoya i Gendre. Jako substratu dla fosfataz uzyto f-glicerofosforanu sodu.
Dla fosfatazy kwasnej (ACP-azy) pH $rodowiska wynosilo 5,4, dla zasadowej
(ALP-azy) pH = 9,4. Inkubacje przeprowadzano w temperaturze 37°C w ciggu
1 godziny. Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) oznaczano wg metody Feulgena,
a rybonukleinowy (RNA) wg metody Bracheta. Swoisto$¢ reakcji na RNA spraw-
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dzano rybonukleaza krystaliczng. Mukopolisacharydy obojetne wykazywano wg
reakcji PAS z odczynnikiem Schiffa, a kwasne wg metody Blooma i Kellego z big-
kitem astra. Trawienie skrawkéw przeprowadzano diastazg i dimedonem.

BADANIA WLASNE

Grupa kontrolna

Jadra enterocytéw nablonka dwunastnicy oraz komoérek wchodzacych
w sklad gruczoléow Lieberkilhna i Brunnera daja odczyn wybidrezy
Feulgena na DNA. Odczyn ten wystepuje w postaci gruboziarnistych
skupisk na obwodzie i w strefie przyjaderkowej (ryc. 1). Cytoplazma
i jgderka tych komorek zabarwione wg metody Bracheta wykazuja
silng pironinochlonnosé. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze w komorkach gru-
czoléw Lieberkiihna RNA wystepuje zwykle w postaci delikatnych gru-
dek i ziarenek, ktére sa rozrzucone w cytoplazmie (ryc. 2). Podobne
obrazy obserwuje sie takze w komoérkach gruczoléw Brunnera. W pre-
paratach, na ktdére dziala sie rybonukleaza, ziarnistosci pironinochlonne
nie wystepujg (ryc. 3), co przemawia za tym, Ze istotnie zawierajg one
kwas rybonukleinowy (ryc. 4).

Najwiekszg aktywno$¢ substancji PAS dodatnich wykazuje rabek
oskorkowy i enterocyty. Mniej intensywne odczyny zauwazono w mu-
kocytach, komérkach Panetha oraz w zrebie lacznotkankowym kosmkéw.
Substancje PAS pozytywne ulegajg calkowitemu zablokowaniu dime-
donem, a diastaza nie wywoluje zmian w ich obrazie. Barwienie na
mukopolisacharydy kwasne daje silne odczyny w mukocytach (ryc. 5).

Intensywny odczyn na fosfataze zasadowa umiejscowiony jest
w rabku oskorkowym i komérkach, przy czym jest on zlokalizowany
w czeéci szczytowej i w strefie Golgiego (ryc. 6). W komoérkach gruczo-
16w Lieberkiihna reakcja na ten enzym nie jest tak intensywna, a jadra
wykazujg slabg i niestaly aktywnosé f. zas. Komdrki cze$ci wydziel-
niczej gruczoléw Brunnera wykazujg wysoka aktywnos¢ na f{f. zas,
przede wszystkim w strefie Golgiego. Zauwaza sie roéwniez fosfatazo
dodatnie reakcje w srodblonku naczyn blony s$luzowej i podsluzowej.

Wykonane odeczyny na fosfataze kwasng daja wyrazng reakcje enzy-
matyczng w enterocytach w postaci drobnych ziarenek. W mukocytach
reakcje sg niestate (ryc. 7). W rgbku oskérkowym obserwuje sie wiekszy
aktywno$¢ na ten enzym niz w cytoplazmie. Natomiast w komérkach
gruczotéw Lieberkiihna i Brunnera odczyny sg slabsze niz w nablonku
pokrywajacym powierzchnie kosmkéw.
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Grupy doswiadczalne po wagotomii

Po przecieciu nerwéw blednych nie obserwuje sie zmian makrosko-
powych w wygladzie blony sluzowej dwunastnicy. Zauwaza sie natomiast
obnizenie napiecia mie$niowego $cian jelita i zrosty okolojelitowe.

Odczyn Feulgena w nablonku walcowatym kosmkéw przypomina
obrazy kontrolne (ryc. 8). W komorkach gruczotow Lieberkiihna szczegol-
nie grup II, III, IV i V ziarenka DNA sg duze, rozmieszczone zardéwno
w chromocentrach, jak i pojedynczo po jadroplazmie. Wigksze jed-
nak grudki DNA znajdujg sie raczej na obwodzie jgdra. Zabarwienie
pironinochlonnych struktur na preparatach pochodzacych z grup III i IV
wykazuje, ze jaderka daja odczyn barwny slabszy w poréwnaniu z za-
barwieniem tak cytoplazmy, jak i jaderek komérek kontrolnych. W gru-
czolach Brunnera grup I i II barwliwo$é¢ cytoplazmy na RNA dokola
jadra komorkowego jest mata. Nierdwnomierne wybarwienie grudek
i ziarenek RNA obserwuje sie réwniez w grupach V i VI zaré6wno w ko-
morkach nablonka, jak i gruczotach Lieberkiihna. Natomiast gruczoly
Brunnera nie wykazujg odchylen w intensywnos$ci wybarwienia RNA.
Po zadzialaniu rybonukleaza odczyn pironinochionny zanika, co §wiadczy
za tym, ze istotnie opisywane struktury zawieraja RNA. W gruczotach
Lieberkiithna grup I, II i III zauwaza sie wiecej podzialéw komoérkowych
niz u zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych pozostalych grup. Nie
znajduje sie figur mitotycznych w komoérkach nablonka pokrywajacego
kosmki jelitowe i w gruczotach Brunnera.

We wszystkich grupach doswiadezalnych sluz daje pozytywne reakcje
PAS oraz wybarwia sie wg metody Blooma i Kellego, przy czym inten-
sywnos¢ odezynéw na mukopolisacharydy kwasne w nablonku i muko-
cytach w grupie I jest mniejsza anizeli w materiale kontrolnym (ryc. 9).
Stan ten obserwuje sie rowniez w przypadkach pochodzacych z grupy II,
a czesciowo IIT i IV. W grupach V, VI i VII mukocyty wykazujg najsil-
niejsze wybarwienie na mukopolisacharydy w strefie ponadjadrowej.
We wszystkich grupach do$wiadczalnych komérki te majg zmienne polo-
zenie jadra i umiejscowienie kropli §luzu, co moze wskazywaé¢ na rézne
fazy czynnosciowe nawet w skupiskach komérek jednorodzajowych.
Reakcje PAS-dodatnie w komérkach dna gruczotéw Lieberkiihna i Brun-
nera sg podobnie intensywne i nie odbiegajg od materialu kontrolnego
(ryc. 10). Wybarwione substancje PAS-pozytywne nie zmieniajg sie pod
wplywem diastazy i ulegajg zablokowaniu dimedonem.

W 30 dni po zabiegu w rgbku oskérkowym aktywnos¢ enzymatyczna
na fosfataze zasadowsg jest mniejsza niz w materiale kontrolnym. Row-
niez i w nablonku walcowatym reakcje fosfatazo dodatnie sg nieco
slabsze. W grupie do$wiadczalnej II zauwaza sie, ze wiecej ziarenek
aktywnych lokalizuje sie w enterocytach tuz pod rabkiem oskorkowym
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(ryc. 11). Pomimo spadku intensywnosci odczynow wysoko$¢ nablonka
i ragbka wydaje sie by¢ nie zmieniona. W grupach III i IV obnizyla sie
aktywnos$¢ na fosfataze zasadowag w komoérkach gruczoléw Lieberkiihna.
Aktywno$¢ badanego enzymu w grupie V tak w komoérkach nablonka,
jak i w rabku przypomina stopien nasilenia obserwowany w poprzed-
nich grupach doswiadczalnych. Na preparatach z grup VI i VII s$réd-
btonki naczyn blony Sluzowej wykazujg odczyny nieréwnomierne nawet
w sasiednich kosmkach.

W grupie do$§wiadczalnej I odezyn na fosfataze kwasng w szczytowe]
czesci enterocytéw jest mniejszy niz u zwierzat kontrolnych. W 60 dni
po wagotomii zauwaza sie obnizenie aktywnosci enzymatycznej w komér-
kach gruczotéw Lieberkiihna i Brunnera (ryc. 12). W rabku oskérkowym
grup III, IV, V, VI i VII aktywno$é na te fosfataze jest wieksza niz
w cytoplazmie komoérek nablonka walcowatego. W mukocytach natomiast
obserwuje sie nadal zmienne nasilenia odczyndéw na fosfataze kwasna,
a w niektérych preparatach nawet jej calkowity brak.

WYNIKI BADAN I WNIOSKI

Czynnos¢ jelit zalezy od ukladu autonomicznego i wegetatywnego.
Uklad autonomiczny stanowia sploty Auerbachs i Meissnera. Egczg sie
one z galgzkami nerwéw blednych i widknami splotéw nerwu wspdl-
czulnego (Krzeminska 1935/36). Zakonczenia nerwéw blednych
wplywaja bezposrednio na gruczoty odzwiernikowe i blony $luzowej je-
lita cienkiego. Dokonujac wiec wagotomii, wplywamy bezposrednio na
wydzielanie komorek gruczolowych pochodzenia nerwowego i posrednio
na faze hormonalng (Book i wsp. 1952, Harris 1960, Belowski
1963, Stoica i wsp. 1967, Papahagi i wsp. 1967).

Nie ocenialiSmy wplywu wagotomii do czasu, az wyniki histoche-

miczne zwierzat pozornie operowanych byly podobne do kontrolnych.
W ten sposob chcieliSmy wyeliminowa¢ zmiany, ktére powstaly pod
wplywem samego urazu operacyjnego. Zabieg chirurgiczny wyzwolil
impuls dla nerwow dosrodkowych ukiadu nerwowego osrodkowego i ner-
wow dosrodkowych ukladu wegetatywnego (D r e ws 1950), tym bardziej,
ze nie mozna oddzieli¢ w ogdéle w naszym eksperymencie udziatu ukladu
nerwowego od wplywu gruczoléw dokrewnych (Williams 1963) na
czynno$¢ komorek nabtonka i gruczolow jelitowych (Haas 1955).
" Juz w grupach do$wiadczalnych II, III, IV i V wystgpily zmiany
w zabarwieniu i rozmieszczeniu kwas6w nukleinowych zaréwno w cyto-
plazmie, w jadrze, jak i w jgderkach. Ten polimorfizm morfologiczno-
-fizjologiczny wg Grzyckiego (1951) moze wskazywa¢ na zmiany
metabolizmu komoérek gruczotowych.
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W 30 dni po przecieciu nerwdéw blednych rozmiesz¢zenie mukopoli-
sacharydéw obojetnych i kwasnych bylo inne i wyraZnie zmienne niz
spostrzegli to Zawistowski i Zielska (1960) w jelicie myszy
po stanie niedocukrzenia. Zauwazone przez nas zmiany cytomorfolo-
giczne mukocytéw wg W o jnara (1953) i innych mogg swiadczyé¢ o fazie
czynnosciowej komorki, w jakiej ona sie znajduje w danej chwili. Dla-
tego tez sadzimy, podobnie jak Kanwar (1962), ze kazdy mukocyt
stanowi jednostke autonomiczng i Ze wydzielanie Sluzu przez te komorki
nie jest zjawiskiem cigglym, ale okresowym. Proces mucynogenezy nie
jest gwaltowny, ale zachodzi stopniowo i z pewnymi przerwami. Uwa-
zamy, ze zmiany w zachowaniu sie¢ mukopolisacharydéw sg wynikiem
braku bodzcow, poniewaz przeciecie nerwéw blednych przerwalo wplyw
osrodkowego ukladu nerwowego. Po zabiegu powstala wiec przewaga
fazy hormonalnej nad bodZcami nerwowymi (Muren 1957, Kontu-
rek i Krol 1967).

Stwierdzone w grupie do$wiadczalnej pierwszej po wagotomii zmiany
aktywnosci na fosfataze zasadowg $wiadczg, ze jest ona czulym wskazni-
kiem stanow fizjologicznych (Grzycki 1953, Dominas 1960). Zmie-
nione odczyny wystepowaly gléwnie w rabku oskérkowym, co dowodzié
moze, ze wchlanianie zachodzi poprzez rabek przy wspoétudziale tej fosfa-
tazy i ze zostalo ono zaburzone ubytkiem wplywu nerwu blednego.
Hugon i Borgers (1966, 1968) uwazajg, ze fosfataza zasadowa
w rabku i szczytowej czesci komoérek pochlaniajgcych moze byé pocho-
dzenia pinocytarnego i uzalezniona jest od katabolizmu komoérek absor-
bujacych. W mukocytach reakcje na fosfataze zasadows byly ujemne.
Mozna wiec sadzi¢, ze komorki te nie biorag udzialu w procesach resorpcji.

Jeszcze w 60 dniu obserwacji utrzymywalo sie zmniejszenie odeczynow
na fosfataze kwasna, przede wszystkim w komoérkach nablonka po-
wierzchniowego i gruczotowego. Poniewaz fosfataza kwasna jest czynna
w procesach fosforylacji i defosforylacji sréodkomérkowej uwazamy, Ze
wagotomia spowodowala zmiany w procesach metabolicznych nabltonka
jelitowego.

Zmiany odczynéw DNA i RNA oraz aktywnos¢ fosfataz moze wska-
zywaé na wplyw wagotomii na synteze cial bialkowych w komérkach
gruczolowych i nablonka. Wspoblzaleznosé ta wg Godlewskiego
(1953) wynika by¢ moze z faktu, ze fosfataza zasadowa jest zaangazo-
wana w przemianie kwasow nukleinowych. Glikoza jest absorbowana
przez komoérki nablonkowe jelita, nastepnie przetwarzana i magazyno-
wana w postaci glikogenu. Przy transporcie czasteczek przez blone ko-
moérkows bierze udzial fosfataza zasadowa. StwierdziliSmy w naszym
materiale doswiadczalnym oslabienia intensywnosci reakeji na f. zas.
i PAS, co wskazuje na wyczerpywanie sie zmagazynowanego glikogenu,
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bedacego Zrdodiem energii (Kedzia 1962). Uzyskane przez nas wyniki
potwierdzajg sugestie Grzyckiego (1954), Haasa (1955), Stracka
(1955), Dominas i wsp. (1955), ze istnieje Scisty zwigzek miedzy wchia-
nianiem cukréw, biatka, kwaséw ttuszczowych i innych skladnikéw po-
karmowych a lokalizacja i aktywnoscig fosfataz. Nie ulega watpliwosci,
ze obnizenie utlenienia komoérkowego i zmniejszenie poziomu glikozy
uposledza sprawno$¢ ukladu oksydoredukeyjnego, co prowadzi do zmniej-
szenia sie aktywnosci enzymoéw (Baranowski 1963). Na podstawie
otrzymanych wynikéw cytochemicznych oraz morfologicznych sgdzimy,
ze przeciecie nerwow blednych wplywa na procesy anaboliczne i kata-
boliczne zaréwno komoérek nablonka jelitowego, jak i gruczolowego, co
wywoluje zmiany czynnosciowe oraz organiczne.
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OBJASNIENIA DO RYCIN

Ryc. 1. Szczur kontrolny. Gruboziarnisty odezyn Feulgena w enterocytach.

Pow. ca 480 X.
Ryc. 2. Szczur kontrolny. Odezyn RNA w gruczolach Lieberkiihna. Pow. ca

480 X.
Ryc. 3. Szezur kontrolny. Stan po wytrawieniu RNA rybonukleaza krystaliczna.

Pow. ca 480 X.
Ryc. 4. Szczur kontrolny, Wybarwienie RNA wg metody Bracheta. Pow. ca

480 X,

Ryec. 5. Szczur kontrolny. Odczyn na mukopolisacharydy kwasne w komérkach
kubkowych. Pow. ca 480 X.

Ryc. 6. Szczur kontrolny. Odczyn na fosfataze zasadowa w rgbku oskérkowym
i nabtonku. Pow, ca 480 X.

Ryc. 7. Szczur kontrolny. WyraZne odczyny fosfatazy zasadowej w enterocy-

tach. Pow. ca 480 X.

Ryc. 8. Szczur 30 dni po wagotomii. Odczyn Feulgena w gruczolach Lieber-
kithna i Brunnera. Pow. ca 480 X.

Ryc. 9. Szczur 30 dni po wagotomii. Oslabienie odczynu na mukopolisacharydy
kwasne. Pow. ca 480 X.

Ryc. 10. Szczur po wagotomii 60 dni. Reakcja PAS-dodatnia w gruczotach
dwunastnicy. Pow. ca 480 X.

Ryc. 11. Szczur po wagotomii 60 dni. Odczyn na fosfataze zasadowa lokalizuje
sie przede wszystkim w enterocytach. Pow. ca 480 X.

Ryc. 12. Szczur po wagotomii 60 dni. Zmniejszenie aktywnosci enzymatycznej
na fosfataze kwasng w gruczotach dwunastnicy. Pow. ca 480 X,

BiausaHKe BaroToMuu Ha ’MCTOXMMHMYECKHE PEaKUUM KJIETOK SMUTeINs
M KeJe3 JBeHaTIATUIIEPCTHON KUIIKHU

Pe3moMe

Ilocne Barorommm y GesbIx KpbIC CTBOJIOB 00oMX OJyxKpaalolmx Hep-
BOB HMZKe auacdparmMel B TedeHme 15 MecdAler u3 ABEHAAIATHUIIEPCTHOM
KuIIKK 6paJicss MaTepuas, B KOTOPOM IIPOBOAMIMCH TMCTOXMMMYECKME MC-
cieoBaHMA ocdaTasbl, HEHTPAJIBHBIX M KUCJBIX MYKOIOJIUCAXAPUAORE,
a Takxe HYKJIEeMHOBBIX KucjoT. Ha OCHOBaHMM IOJIYYE€HHBIX pe3yJbTa-
TOB aBTOPBLI NMPUXOAAT K 3aKJIOYEHMIO, YTO BAarOTOMMS BJIMSET OTPULA-
TEJILHO Ha KJIETOYHBIA MeTaboJIM3M O9NUTENIMA M KMUIEYHBIX IKEJIe3,
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Studies of the Influence of Vagotomy on Histochemical Responses
in the Epithelial Cells and Duodenal Glands

Summary

The authors performed bilateral vagotomy below the diaphragm in
white rats. Sections obtained by them from the duodenum served as
experimental material on which histochemical examinations were carried
out for a period of 15 months. The histochemical studies concerned
phosphatases, neutral and acid mucopolysaccharides and nucleic acids.
According to the authors vagotomy has a negative influence on the
cellular metabolism of the epithelial and duodenal glands.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Control rat. Positive Feulgen’s reaction in the enterocytes. Magn. ca.
480 X.

Fig. 2. Control rat. RNA response in Lieberkiihn’s glands. Magn. ca. 480 X,

Fig. 3. Control rat. Sections after treatment with RNA crystalline ribonuclease.
Magn. ca. 480 X,

Fig. 4. Control rat. RNA staining according to Brachet. Magn. ca. 480 X.

Fig. 5. Control rat. Response to acid mucopolysaccharides in goblet cells.
Magn. ca. 480 X.

Fig. 6. Control rat. Response to alkaline phosphatase in the brush border
and in the epithelium. Magn. ca. 480 X.

Fig. 7. Control rat. Distinct response to alkaline phosphatase in the entero-
cytes. Magn. ca 480 X.

Fig. 8. A rat after 30 days of vagotomy. Feulgen’s reaction in Lieberkiihn’s
glands and duodenal glands. Magn. ca. 480 X.

Fig. 9. A rat after 30 days of vagotomy. A decrease in the response to acid
mucopolysaccharides. Magn. ca. 480 X.

Fig. 10. A rat after 60 days of vagotomy. PAS positive response in doudenal
glands. Magn. ca. 480 X.

Fig. 11. A rat after 69 days of vagotomy. Response to alkaline phosphatase,
mainly in the enterocytes. Magn. ca. 480 X,

Fig. 12. A rat after 60 days of vagotomy. A decrease in the enzymatic activity
to acid phosphatase in duodenal glands. Magn. ca. 480 X,

Papier druk sat. III k1. 80 g. Format 70 X 100 Druku str, 8 + 3 tab.
Annales UMCS Lublin 1967 LZGraf. im. PKWN, Lublin, Unicka 4 Zam. 2706. 17.VIII.63
800 + 60 egz. F-3 Manuskrypt otrzymano 17.VIIL68 Data ukoficzenia 26.111.69
















