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Grazyna RZESZOWSKA

Histechemiczne badania nad kwasnymi mukopolisacharydami w nablonku
i gruczolach blony S§luzowej macicy szczuréw bialych w warunkach
doswiadczalnych

IT'icroxumMuvecKue MCCIAEAOBAHMA HAJX KUCIBIMU MYKOIIOJIMcAXapuaamMu
B SMUTEJMH M KeJe3aX CIAU3MCTON 000JIOYKM MATKM OelbIX KPLIC
B ONBITHBLIX YCJIOBUSIX

Histochemical Investigation on Acid Mucopolysaccharides
in the Epithelium and Glands of the Uterus Mucosa of White Rats
under Experimental Conditions

Grabowska (1960) i Kozdrdj (1960) omawiajgc ogdlnie biochemie mu-
kopolisacharydow, szeroko rozpowszechnionych w tkankach zwierzecych, zwréceili
uwage na trudno$ci poznania metabolizmu tych zwiazkéw, polegajace glownie
na wielkoczgsteczkowym ich charakterze, oraz na mozliwo$ci tworzenia zwigzkow
kompleksowych z biatkami, ktére sg mato rozpuszczalne w wodzie. Biochemia jednak
w poréwnaniu z histochemig rozporzadza dokladnymi metodami oznaczania tego
typu zwigzkéw. Nad wykrywaniem i réznicowaniem kwasnych mukopolisachary-
déw w tkankach tocza sie jednak madal dyskusje, przy czym istnieje szereg
sprzecznych zdan dotyczacych wartosci wspélcze$nie stosowanych odczynéw histo-
chemicznych,

Steedman w r. 1950 podal metode wykrywania kwaénych mukopolisacha-
rydéw, stosujgc Alcian blue 8GS, zawierajgcy ftalocyjanine w polgczeniu z mie-
dzig. Zasadowo§¢ tego barwnika, jak réwniez zdolno§é tworzenia trwalych polgczen
z substratem stanowia o jego uzytecznos$ci przy wykrywaniu nawet niewielkiej
iloSci kwasnych mukopolisacharydéw. W r. 1957 Pioch wprowadzil do techniki
histologicznej barwnik o jeszcze silniejszych wlasno$ciach zasadowych niz Alcian
blue, nazwany przez producenta Astrablau. Wedlug Piocha jest on prawdo-
podobnie najbardziej wybiérczym dla kwa$nych mukopolisacharydéw, ale przy
zachowaniu odpowiednich warunkéw barwienia (stezenie i pH barwnika). Astra-
blau nie barwi lipidéw, kwasé6w nukleinowych oraz substancji ujetych w grupe
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sie po zastosowaniu proby S$linowej. Acetylacja i metylacja wywolala
minimalne odchylenie w kierunku ostabienia odczynu PAS. Na uwagg
zastugiwata dobrze widoczna PAS dodatnia blona podstawowa nablonka
(rye. 2). Hialuronidaza jadrowa powodowala zupelne znikniecie nie-
bieskiego zabarwienia goérnego rabka nablonka, pozostawiajac gdzie-
niegdzie malenkie niebieskie wysepki. Metoda kombinowana PAS-
Astrablau wykazywala znaczng przewage metody PAS przy niklym
niebieskim zabarwieniu miektérych miejsc rgbka nablonkowego.

Grupa doswiadczalna 1.

Dwudziestu kastrowanym samicom szczuréw bialych podawano do-
migéniowo 1,2 ug benzoesanu oestradiolu. Material do badan pobierano
po 12, 24, 48, 72, 96 godzinach od chwili wykonania inieke;ji.

Odczyn histochemiczny komérek barwionych biekitem alcjanowym
i Astrablau po uplywie 12 i 24 godzin byl nieco intensywniejszy w po-
réwnaniu z grupg kontrolng. Po 12 godzinach warto$é ekstynkcji wy-
razala sie liczbag 1,37, a po 24 godzinach 1,39, czyli praktycznie mozna
powiedzie¢, ze te dwie podgrupy doswiadczalne minimalnie réznity sie
od siebie. Nie mozna bylo dopatrze¢ sie roéznic pomiedzy odczynami
barwnymi grupy kontrolnej, a omawianych grup do$wiadczalnych po
zastosowaniu metody Miillera reakeji PAS, metachromazji, prob
kontrolnych do tych metod i trawienia hialuronidazg jadrows.

Po uplywie 48 godzin wystgpitla wyrazna réznica w odezynach barw-
nych w pordéwnaniu z podgrupami poprzednimi (12 i 24 godz.). Blekit
alcjanowy i Astrablau dawal bardzo podobne obrazy do kontrolnych,
a zatem obserwowalo sie intensywne zabarwienie goérnych obszarow
cytoplazmy komoérek nablonka rogéw i szyjki macicy. W gruczotach
wszystkie komorki posiadaly stabszy lub silniejszy odczyn barwny.
Odczyny barwne wystepujace w szczytowych czesciach komoérek na-
blonka, wystepowaly pod postacia grubych, niebieskich ziarenek (ryc. 3).
Reakcja barwna uzyskana wg metody Miullera byla znacznie inten-
sywniejsza (ryc. 4). Ekstynkecja po 48 godzinach wynosila 1,47. Nikly
§lad metachromazji v wystapil najwyrazniej przy pH 6,4 i 7,8 w rabku
niektérych komoérek nablonka i gruczotéw. Reakcja PAS byla nieco
stabsza w poréwnaniu z wynikami po 24 godzinach w komérkach na-
blonka i gruczoléw, natomiast blona podstawowa nablonka byla nadal
PAS dodatnia. Po 72 godzinach mozna bylo obserwowaé spadek inten-
sywnosci zabarwienia w komoérkach nablonka i gruczoléw po zastoso-
waniu blekitu alcjanowego i Astrablau, natomiast wyniki barwienia
wg metody Miillera nie pozwolily zauwazy¢ rdznic w poréwnaniu
z podgrupami poprzednimi. Fakt ten moze $wiadczyé o wiekszej specy-
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ficznosci odczynéow z blekitem alcjanowym i Astrablau na kwasn=
mukopolisacharydy. Ekstynkcja po 72 godzinach réwnala sie 1,42. Sla-
dowa metachromazja v widoczna po 48 godzinach, po 72 godzinach
znikla; mozna jg bylo zauwazy¢ tylko w nielicznych komoérkach na-
btonka i gruczoléow. Reakcja PAS pozostala bez zmian.

Po uplywie 96 godzin dal sie zauwazy¢ dalszy spadek stezenia kwas-
nych mukopolisacharydéw, o czym $wiadczyly odczyny barwne jak
i wartos¢ ekstynkeji wynoszacej 1,36.

Dawka 1,2ug podawanego hormonu w zadnej podgrupie nie wy-
wotala rui. Po 72 godzinach w rozmazie pochwowym mozna bylo za-
uwazy¢ liczne komorki plaskie i wieloboczne, a tylko kilka komérek
zrogowaciatych. Mozna bylo réwnisz stwierdzi¢, ze zabarwione sub-
stancje byly wrazliwe na hialuronidaze jgdrowsa, prawdopodobnie wiec
stanowily one mieszanine kwasnych mukopolisacharydéw.

Grupa do$Swiadczalna II

Zwierzeta drugiej grupy doswiadczalnej otrzymaly domie$niowo
2,5 ug benzoesanu oestradiolu czyli najmniejszg dawke wywolujacg ruje
u kastrowanej samicy po uplywie 72 godzin od chwili podania hormonu.
Wystapienie rui potwierdzono przy pomocy rozmazéw pochwowych,
w ktérych komérki zrogowaciale pokrywaly cale pole widzenia.

Juz po 12 godzinach w preparatach barwionych blekitem alcjano-
wym i Astrablau mozna bylo obserwowaé intensywne zabarwienie
gornego rabka cytoplazmy komoérek nablonka rogéw i szyjki macicy
(ryc. 5). W gruczotach nie wszystkie komorki dawaty jednakowo nasilony
odezyn barwny, a mozna bylo réwniez znalezé komoérki zupelnie nie
zabarwione. Metoda Miillera, podobnie zreszta jak w opisywanych
grupach poprzednich, dawata intensywniejsze zabarwienie niz blekit
alcjanowy i Astrablau. Wartoé¢ ekstynkcji po 12 godzinach wynosita 2,06.
Reakcja PAS w nablonku i gruczotach wypadla stabo dodatnio. Kon-
trola po acetylowaniu skrawkoéow byta ujemna, natomiast po acetylo-
waniu i zmydlaniu — dodatnia .W nielicznych komérkach gruczotowych
obserwowano $lady metachromazji v.

Ocena mikroskopowa preparatow po 24 godzinach pozwolila stwier-
dzi¢ znikome réznice w poroéwnaniu z podgrupa poprzednia, natomiast
wartosé ekstynkeji nieco wzrosta, wynosila 2,15.

Po 48 godzinach, stosujgc opisywane metody barwienia, dalo sie
zauwazy¢ najwicksze nagromadzenie kwasnych mukopolisacharydow
rozmieszczonych w prawie catej komoérce, a najbardziej w rabku nadlon-
kowym, zaréwno komoérek nablonka, jak i gruczolow rogéw i szyjki
macicy (ryc. 6). Zabarwienie metachromatyczne (metachromazja v) wy-
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obojetnych mukopolisacharydéw. Uzywana réwniez metoda zZelazowa Hale,
polega na odlozeniu koloidalnego Zelaza na kwasne] czasteczce mukopolisacharydu
i na wtornym jego uwidocznieniu przez wytragcenie osadu biekitu pruskiego
W r. 1955 Miiller opracowal modyfikacje tej metody i ta znalazia szerokie
zastosowanie w badaniach histochemicznych.

Do gléwnie obecnie stosowanych metod nalezy barwienie fuksyna aldehydowsg
Gomoriego i metachromazja (Lison (1953), Pearse (1957, Schubert i Ha-
merman (1956)). Krygier (1956) wspomina takze o mozliwo$ci ilo§ciowego
oznaczania kwasnych mukopolisacharydéw na cytofotometrze. Autorka zastrzega,
ze pomiary te sa dokladng metodg poréwnawcza wzglednych pozioméw badanych
sktadnik6w komoérki. Winogradow (1962), Fasske (1957, Godlewski
(1960) oraz Zugibe i Brown (1960) jednak oceniajgc metodyke uzywang
do wykrywania kwasnych mukopolisacharydéw wyrazili poglad, ze najwla$ciwsze-
jest rownolegle stosowanie kilku metod.

Wspbiczesna histochemia mukopolisacharydéw, postuguje sie réznymi meto-
dami postepowania laboratoryjnego, pozwala na przeanalizowanie tych zwigzkéw
w tkankach zwierzecych prawidlowych, chorobowo zmienionych i pozostajacych
pod wplywem roéznych czynnikéw farmakologicznych, przede wszystkim hormonéw
piciowych. Wplyw tych ostatnich na wystepowanie, umiejscowienie i zachowanie
sie mukopolisacharydow w komérkach nabtonka i gruczoléw blony $luzowe]
macicy, jakotez préby ilo§ciowego oznaczania ich przy pomocy cytofotometru
oraz analizy statystycznej — umozliwily przeprowadzenie dokladniejszych obser-
wacji i wyjasnienie analizowanego zagadnienia.

MATERIAEL I METODY

Obserwacje dotyczyly nablonka i gruczoléw blony Sluzowej macicy 67 kastro-
wanych samic szczurdéw bialtych (Rattus rattus L. albino) z wlasnej, wsobnej
10-letniej hodowli i 17 kastrowanych Wistar wagi od 170—200 g.

Doswiadczenia rozpoczynano w 4—5 tygodniu po obustronnym usunieciu
jajnik6w, sprawdziwszy uprzednio metoda rozmazéw pochwowych czy zwierzeta,
znajdujg sie w stanie spoczynku piciowego. Rozmazy pochwowe utrwalano w mie-
szaninie eteru i alkoholu bezwodnego w stosunku objetoSciowym 1:1, nastepnie
barwiono hematoksyling Ehrlicha i eozyng. Zwierzetom doswiadczalnym podawano
jednorazowo, domie$§niowo benzoesan oestradiolu produkcji Warszawskich Zakla-
déw Farmaceutycznych, Na podstawie rozmazéw pochwowych ustalono, ze 2,5ug
benzoesanu oestradiolu jest najmniejszg dawkg, wywotujgca ruje u kastrowanych
samic wagi ok. 200 g po uplywie 72 godz.

Zwierzeta podzielono na pie¢ grup, z ktérych pierwsza stanowita grupe kon-
trolng (4 szczury), a inne — grupy do$wiadczalne po 20 szczuréw w kazdej.
Pierwsza grupa doSwiadczalna otrzymala 1,2pg benzoesanu oestradiolu, druga
2,5 ng, trzecia 5 nug, a czwarta 10 pug.

Material do badan pobierany od czterech samic z kazdej grupy dosSwiadczalnej
po 12, 24, 48, 72, 96 godz., utrwalano w mieszaninie alkoholu 95% i formolu
obojetnego w stosunku objeto$ciowym 9 :1, oraz w pilynie Gendre, Skrawki mikro-
tomowe grubo$ci 4—5p barwiono przegladowo hematoksyling i eozyna, wedlug
metody PAS, wedlug metody Miillera, blekitem alcjanowym wedlug Steed-
mana, Astrablau wedlug Piocha, metachromatycznie blekitem toluidyny
przy pH 44, 54, 6.4, 7,8 w buforach fosforanowych. Wykonywano réwniez metody
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kombinowane PAS-Alcian blue i PAS-Astrablau. Jako préby kontrolne stosowano
probe $linowg, acetylowanie i zmydlanie skrawkéw oraz metylowanie. Réwniez
w celach kontrolnych skrawki poddawano trawieniu w hialuronidazie jadrowej
produkcji Warsz. Wytwoérni Surowic i Szczepionek — 300 j. hialuronidazy na
1 ml buforu S6rensena o pH 6 Do oznaczen stezenia kwasnych mukopoli-
sacharydéw w nablonku rogéw i szyjki macicy wybrano skrawki jednakowej
grubo$ci barwione Astrablau i uzyto mikrofotometru II C. Zeiss (Jena) przy
zachowaniu stalej wielko$ci szczeliny. Warto§¢ ekstynkcji obliczano wg wzoru
Sandrittera. Otrzymane wartoSci sprawdzono rachunkiem statystycznym,
w ktorym zastosowano test F, test Studenta i test von Neumanna  Ana-
lizujgc krzywe obrazujgce wplyw dawki i czasu na otrzymane wyniki zastosowano
krzywa Mitscherlicha o réwnaniu:

r=all—e K¢

gdzie y oznacza mierzony efekt, X = dawka, za§ parametry a, K i £ réwnaly sie:
« = maksymalnej mozliwosci reakcji, K=Wspélciynnikowi charakteryzujagcemu
szybko$é reakcji przy wzro$cie dawki, a E = fizjologicznemu stezeniu preparatu
tego lub innego o dzialaniu podobnym. Parametry K dla réznych czaséw do-
$wiadczenia wyznaczono z rownosci:

co pozwolilo na rozwiagzanie réwnania czwartego stopnia:

4 . — KX,
z'+z—a=o, gdzie z=e

BADANIA WLASNE
Grupa kontrolna

Barwienie hematoksyling pozwolilo obserwowaé u szczuréw kastro-
wanych zmiany spowodowane brakiem hormonéw jajnikowych, wyra-
Zajgce sie nieznacznym uwstecznieniem blony sSluzowej macicy. Zasto-
sowahie blekitu alcjanowego spowodowalo bladoniebieskie zabarwienie
bardzo waskiego, gornego obrzeza cytoplazmy komorek nabtonka rogow
i szyjki macicy, oraz nielicznych komorek gruczotowych. Stezenie sub-
stancji bedgcej prawdopodobnie kwasnymi mukopolisacharydami przed-
stawialo wartosé ekstynkeji 1,02 (ryc. 1). Metoda zelazowa wg Millera
wykazala nieco wiekszy obszar i natezenie barwy niebieskiej, co moglo
wskazywa¢ na mniejszg jej specyficznosé.

Nie zauwazono wystapienia metachromazji v, a brak jej nie $wiad-
czyl o nieobecnosci kwasnych mukopolisacharydéw, poniewaz bardzo
istotnym warunkiem powstania metachromatycznego zabarwienia jest
odpowiednie stezenie substancji chromotropowej, stopien jej jonizacji
i dysocjacji. Reakcja PAS byla dodatnia w komoérkach nablonka i w nie-
ktérych gruczotach rogéw i szyjki macicy. Odezyn ten wyraznie oslabit
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stagpito w tej podgrupie wyrazniej w gruczotach. Barwienie kombinowane
PAS-Astrablau wykazalo znaczng przewage odczynu z barwnikiem Astra-
blau zaréwno w nabtonku, jak i w gruczolach. Przy zastosowaniu metody
PAS-Miller wystapilo tylko zabarwienie intensywnie niebieskie,
2 nie mozna sie bylo doszukaé¢ nawet sladéw reakcji PAS, Hialuronidaza
igdrowa powodowala znaczne zmniejszenie ilosci, a nawet zupelny brak
substancji barwigcej sie na niebiesko. Ekstynkcja w tej podgrupie do-
$§wiadczalnej osiggnela liczbe 2,83, najwyzszg z dotychczas uzyskanych.

Po 72 godzinach czyli w okresie rui, ekstynkcja wynosita 2,79 co moze
by¢ wyrazem minimalnego spadku poziomu kwasnych mukopolisacha-
rydow. Odczyny barwne zachowywaly sie podobnie jak w grupie po-
przedniej. Wyrazne jednak zmniejszenie sie ilo$ci kwasnych mukopoli-
sacharydéw wystapito po uplywie 96 godzin zaréwno w komérkach na-
blonka rogéw, jak i szyjki macicy, przy czym nie wszystkie komorki
dawaly odczyn barwny (ryc. 7). Slady metachromazji v dostrzegato sie
w bardzo nielicznych komoérkach gruczotowych.

Grupa doswiadczalna IIIi1IV

Kastrowanym samicom grupy trzeciej podano domies$niowo 5pg,
a grupy czwartej 10ug benzoesanu oestradiolu. Grupy te zestawiono
wspblnie, poniewaz zaréwno uzyskane wyniki odczynoéw barwnych jak
i pomiary cytofotometryczne wykazaly szereg podobienstw. Jak wydaje
sie jednak podwoéjne i poczwoérne dawki hormonéw w stosunku do dawki
rujowej nie powodujg juz znamiennych réznic w zachowaniu sie kwa$-
nych mukopolisacharydéw. Po 12 godzinach w trzeciej grupie do$wiad-
czalne] wartos¢ ekstynkeji wynosita 2,13, a w czwartej natomiast 2,10.
Po zabarwieniu blekitem alcjanowym i Astrablau obserwowan» istnienie
wyraznego rabka w komorkach nablonka rogéw i szyjki oraz gruczolow
macicy (ryc. 8). Podobnie jak w grupach poprzednich barwienie wedlug
metody Millera, umozliwilo wykazanie intensywniejszego niebie-
skiego zabarwienia nie ograniczajgcego sie tylko do rabka, ale i do przy-
podstawnej cytoplazmy komorek nablonka. Reakcja PAS wypadtia stabo
dodatnio, wyraznie zaznaczona byla blona podstawowa nabtonka.

Po 24 godzinach stezenia kwasnych mukopolisacharydéw zwiekszyty
sie, uzyskujac w grupie trzeciej wartosé ekstynkeji 2,23, a 2,25 w grupie
czwartej. Po zabarwieniu skrawkoéw barwnikiem Astrablau obserwowalo
sie gruby rabek w komoérkach nablonka i gruczoléw macicy (ryc. 9).

Najwieksze stezenie kwasnych mukopolisacharydéw dalo sie zauwa-
zy¢ w obydwu opisywanych grupach po uplywie 48 godzin. Intensywny
odezyn barwny zajmowal okolo 2/3 gérnych czesci komérek nablonka,
natomiast w gruczotach dotyczyl /s gérnej czesci komérki (ryc. 10 i 11).
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Kombinowane metody barwne PAS-Astrablau i PAS blekit alcjanowy
wykazaly znikomg ilos¢ cial PAS dodatnich zaréwno w nablonku, jak
i w gruczolach rogéw i szyjki macicy. Ekstynkcja wynosita 2,94 w grupie
trzeciej, a 2,93 w grupie czwartej. Wartosci te byly wyzsze w poréwnaniu
z drugag grupa doswiadczalng.

Po 72 godzinach wiekszy spadek ilosci kwasnych mukopolisacharydéw
zaobserwowano w grupie trzeciej w poréwnaniu z grupg czwartg. Ko-
mérki gruczolowe dawaly intensywny odczyn barwny w czesci szczy-
towe]j, ale posrod nich byly takze komoérki nie zabarwione (ryc. 12 i 13).
Po trawieniu hialuronidaza jadrowa i zabarwieniu barwnikiem Astrablau
w’ niektorych komoérkach nablonka i gruczoléw wystapil bladoniebieski
bardzo waski rabek, Swiadezacy o istnieniu kwasnych mukopolisacha-
rydéw opornych na dzialanie hialuronidazy jgdrowej (ryc. 14).

Po 96 godzinach zaznaczyl sie dalszy spadek stezenia kwasnych
mukopolisacharydéw. W grupie trzeciej wartos$é ekstynkeji rownala sie
1,98, w grupie czwartej zas 2,01. Odczyn metachromatyczny zachowywat
sie podobnie jak w drugiej grupie do$wiadczalnej. Najsilniejszy byt po
48 godzinach, a znikal po 96 godzinach.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Zawistowski i Zielska (1962) uwazaja, ze mukopolisacha-
rydy nalezg do statych skladnikéw komérki i w poréwnaniu z innymi
sa malo wrazliwe na bodzce zewnetrzne, Liczne prace doswiadczalne
jednak dowodzg, ze substancje chemiczne wprowadzone z zewnatrz,
a zwlaszeza hormony moga mie¢ wplyw na metabolizm kwasnych mu-
kopolisacharydow. Dorfman i Schiller (1960) wykazali, ze
niedobér insuliny, a takze cukrzyca wywolana u szczuréw podawaniem
aloksanu, hamuje synteze mukopolisacharydéw w tkance lacznej. Hor-
mon wzrostu ma znaczny wplyw na przemiane zwlaszcza kwasu chon-
droitynosiarkowego. Kortizon hamuje synteze sulfomukopolisacharydéw
zaréwno in vivo jak i in vitro. Testosteron natomiast ma wtlasnosci
pobudzajgce synteze mukopolisacharydéw, ktére wg Torzeckiego
(1961) moga nawet odgrywaé¢ bardzo wazing role w ksztaltowaniu obrazu
morfologicznego macicy. Torzecki (1961) opisujac zmiany morfo-
logiczne i histochemiczne w macicach krélic ciezarnych i pologowych,
zwrocil réwniez uwage na réznice ilodciowe i jakosciowe mukopolisa-
charydéw zaréwno obojetnych, jak i kwasnych, Ostatnie badania wy-
kazaly takze, ze zawarto$¢ mukopolisacharydéw w narzadach piciowych
zmienia sie wraz z cyklem rujowym, a wiec jest §cisle uzalezniona od
wplywéw hormonalnych. :
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Wplyw hormonéw, a szczegblnie estrogendéw na ultrastrukture na-
blonkéw narzgddéw plciowych in vivo i in vitro byl przedmiotem prac
wielu autoréw. Dux i Koziorowska (1958) przeprowadzajac
badania na nablonku pochwy w hodowli tkankowej nie stwierdzili
zmian pod wplywem estrogenéw. Bartoszewicz 1 Feltynow-
ski (1961) wykonujagc podobne badania, ale na myszkach kastrowanych,
obserwowali zmiany w ultrastrukturze komoérek nablonka pochwy.
Zych (1958) badajac wrazliwo$¢ kastrowanych myszy na estrogeny,
stwierdzil, ze jest ona bardzo indywidualna i zalezy od pér roku (w maju
jest najwieksza, w grudniu najmniejsza), a takze od stanu czynnoscio-
wego tarczycy i nadnerczy. Niedojrzale zwierzeta reaguja wzmozong
wrazliwos$cia narzadéw plciowych na estrogeny. Mikolajczyk
i Zieleniewski (1960) natomiast wykazali, ze wydalanie kwas-
nych mukopolisacharydéw z moczem jest réwniez uzaleznione od wply-
wow hormonalnych, -

Zachariae i Bensley (1958) stosujac autoradiografie i me-
tachromazje, stwierdzili, ze u kastrowanych kroélic nie ma kwasnych
mukorpolisacharydow w zrebie endometrium. Po wstrzyknieciu estro-
genéw, a nastepnie po podaniu znakowanej siarki zauwazyli, ze gromadzi
sie ona po 12 godz. w zrebie, a po 72 godz. znika. W nablonku znako-
wana siarka ukazywala sie po 48 godz. w nieco mniejszym stezeniu niz
w zrebie. Gonadotropina lozyskowa prawdopodobnie lekko hamuje two-
rzenie sie substancji metachromatycznych w zrebie, a zwieksza w ko-
moérkach nablonka. Wedlug Zachariae (1959) szyjka macicy krélika
podlega mniejszym zmianom hormonalnym niz trzon, co jednoczesnie
odzwierciedla sie w zachowaniu kwasnych mukopolisacharydow. Schil-
ler (1959) oraz Simkiss i Tyler (1958) na podstawie wlasnych
badan przyjeli, ze jajowody i pochwa pod wplywem estrogenéw wy-
twarzaja kwasne mukopolisacharydy typu siarkowego. Wyniki podane
przez Shettles, Dischei Bergmana (1959) wskazywaty, ze slu-
zowka ludzkiej szyjki macicy nie zawierala kwasnych mukopolisachary-
dow. Natomiast Nowicki i Ackerman (1960) wykonujgc analize
Sluzu szyjki macicy ludzkiej, wykazali, ze stanowi on mieszanine za-
réwno kwasnych, jak i obojetnych mukopolisacharydéw. Charakter
fizyczny i chemiczny wydzieliny uzalezniony byl od cyklu menstrual-
nego. Zebracki (1962) za$, badajac zachowanie sie¢ kwasnych muko-
polisacharydow w blonie Sluzowej macicy klaczy, doszedl do wniosku,
ze gromadza sie one w znacznej ilosci w nablonku pod wplywem wlewek
jodowych, stosowanych szeroko w lecznictwie weterynaryjnym.

W pracy naszej starano sie wykaza¢ wplyw benzoesanu oestradiolu
na wystepowanie, umiejscowienie i ilos¢ kwasnych mukopolisacharydéw
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w komoérkach nablonka i gruczoléw blony sluzowej macicy kastrowa-
nych szczurzye, uwzgledniajac wplyw dawki i czasu, a takze obliczenia
statystyczne. Przeprowadzone odczyny barwne i préoby kontrolne, po-
zwolilty przypuszcza¢, ze wykrywane substancje stanowia mieszanine
kwasnych mukopolisacharydéw. Poréwnujac uzywane w pracy metody
barwienia, stwierdzalo sie zbieznos¢ wynikéw przy uzyciu blekitu alcja-
nowego i Astrablau, a réznice natomiast (intensywniejsze zabarwienie)
w wynikach barwienia wg metody Miullera. Biorgc jednak pod
uwage tylko metode Miillera moina bylo wnioskowaé¢ o wzglednych
wahaniach ilogei kwasnych mukogolisacharydéw. Oceniajge PAS dodatnig
reakcje przy stosowaniu préb kontrolnych, wydawalo sie byé¢ prawdo-
podobne, ze w nablonku i gruczolach macicy znajdujg sie obojetne mu-
kopolisacharydy. U zwierzat kastrowanych mozna bylo znalezé bardzo
niewielkie iloéci cial chemicznych, majacych powinowactwo do Astra-
blau, blekitu alcjanowego i dajgcych dodatnig reakcje Miullera, co
pozwolilo sadzi¢, ze nalezg do kwasnych mukopolisacharydéw.

Torzecki (1961) wspomnial o ujemnym wodczynie z dializowa-
nym zelazem i brakiem metachromazji v u krolic. Bartoszewicz
i Zych (1960), postugujagc sie jedynie metachromazja nie wykryli
w nablonku macicy kwasnych mukopolisacharydéw. Wyniki odnosnie
braku metachromazji v sg wprawdzie zgodne z naszymi spostrzezeniami,
jednak z samego ujemnego odczynu metachromatycznego, jak sie wy-
daje, nie mozna wnioskowaé 0 nieobecnosci kwasnych mukopolisachary-
doéw, poniewaz metachromazja uzaleiniona jest od calego szeregu czyn-
nikoéw.

Réznice uzyskane przy stosowaniu proéob zelazowych, prawdopodobnie
wynikaly zaréwno z pewnych rozbiezno$ci w sposobie utrwalania, bar-
wienia, jak réwniez z uzycia do doswiadczen innego gatunku zwierzat,
a mianowicie szczuréw (Torzecki stosowal metode Hale, a jako
zwierzat doswiadczalnych — kroliki).

Na podstawie wynikéw z przeprowadzonych przez nas doswiadczen
mozna przypuszczaé, ze juz niewielka dawka hormonu (1,2 pg), powo-
duje podwyzszenie sie poziomu kwasnych mukopolisacharydéw. We
wszystkich grupach doswiadczalnych zauwazono, ze najwyzszy poziom
kwasnych mukopolisacharydéw wystgpil po 48 godzinach od chwili
iniekcji hormonu i — niezaleznie od wysoko$ci — utrzymywat si¢ na
nieco innym poziomie do 72 godz. nastepnie obnizal sie (ryc. 15 i 16).
Wydaje sie wige, ze zmiany biochemiczne w komoérce, dotyczace po-
ziomu kwasnych mukopolisacharydéw w tym wypadku wyprzedzaja
ruje, czyli morfologiczny wyraz hormonalnych przemian $luzéwki ma-
cicy.
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Wptyw dawki i czasu na uzyskane wyniki jest statystycznie istotny
wg analizy przy dwoch zasadach klasyfikacji: wielkosci dawki i czasu
obserwacji (test F). Obliczony test F dla wielkosci dawki F = 33,2 przy
krytycznych Fyops = 3,49 dla 5% ryzyka bledu, zas dla czasu obser-
wacji F = 11,2 przy krytycznym Fyg; = 3,26 takze dla 5%, ryzyka bledu.

zrodilo stopien suma Sredni F Foos
zmiennosci swobody kwadratow kwadrat ’
dawki 3 36583 12194 33,2 3,49
czas 7 4 16377 4094 11,2 3,26
reszta 12 4401 367 — —
catosé 19 57361 — — —

Statystyczna znamiennosé uzyskanych wynikéw swiadczy, ze obser-
wowane reakcje nie mogly by¢ przypadkowe, Wielkos¢ dawki miata
wiekszy wplyw niz czas obserwacji. Dla parametréw (a) obserwowalc
sie istotng zalezno$¢ od czasu pomiaru. Pod wplywem benzoesanu oestra-
diolu reakcja wzrosta do 48 godzin od chwili iniekcji, a nastepnie wy-
kazala dazno$¢ do spadku.

Istniejg pewne rozbieznosci, dotyczace czasu pojawienia sie kwas-
nych mukopolisacharydéw w badanych tkankach po podaniu hormonu.
Bartoszewicz 1 Zych (1960) znajdowali bowiem juz po 2, 4
i 6 godz. nieznaczny odczyn metachromatyczny w blonie $luzowej ma-
cicy i pochwy myszy. Po 12 i 24 godz. odczyn nasilal sig, natomiast po
72 godz. wyraznie malal. Zachariae za$ uzywajagc do badan zna-
kowanej siarki, wykazal, ze ukazuje sie ona w nablonku dopiero po
48 godzinach, a zaczyna znika¢ po 72 godzinach. W naszych obserwa-
cjach mozna bylo zauwazy¢, ze dopiero po 12 godzinach wystapily do-
datnie odczyny na kwa$ne mukopolisacharydy.

Analiza wynikéw z sumy warto$ci ekstynkeji w poszczegélnych gru-
pach doswiadczalnych (II, III, IV) pozwala zatem wyciggng¢ wniosek,
ze dwukrotna i czterokrotna dawka rujowa nie powoduje wystapienia
znamiennych réznic w zmianie iloéci kwasnych mukopolisacharydéw w po-
réwnaniu z pojedynczag dawkg rujowa. Statystycznie dla dawki 5 i 10 ug
obserwowane roznice wynikéw mieszczg sie¢ prawdopodobnie w grani-
cach bledu pomiaru, stad mozemy przyjaé, ze dla tych dawek zostala
osiaggnieta granica maksymalnej reakcji (test Studenta t = 1,03). Mozna
w tym wypadku znalez¢ pewne podobiefhstwo z wynikami uzyskanymi
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przez Bartoszewicza i Zycha, ktéorzy wprowadzajge mysz-
kom lpg i 10ug benzoesanu oestradiolu nie zauwazyli réznic w nasi-
leniu metachromazji.

Obliczone wartosci K, ktéore mierzg szybkos¢ przyrostu efektu na
jednostke dawki wypadly w granicach 0,37—0,63. Wartos¢ K nie wy-
kazywala zaleznoéci od czasu pomiaru. Srednia K dla wszystkich czaséw
pomiaru wynosita 0,50. Wartosci § dla réznych czaséw, ktdre miescity
sie w granicach 0,90—2,64, takze nie wykazywaly zaleznos$ci od czasu.
(test von Neumana = 2,52 przy krytycznej wartodei 1,03 dla 59/, ryzyka
biedu).

Trawienie hialuronidazg jadrowa pozwolilo przypuszczaé¢, ze w na-
blonku i w gruczolach macicy znajduje sie mieszanina kwasnych mukc-
polisacharydéw. Wynik ten byl niezalezny od tego czy skrawki pobie-
rano z rogu czy z szyjki macicy.

Analizujgc zestawione wyniki naszych do$wiadezen, doszliSmy do
przekonania, ze przy ocenie zmian zachodzgcych w kwasnych mukopo-
lisacharydach pod wplywem jakichkolwiek bodzcéw, nalezy zawsze
stosowa¢ przynajmniej dwie metody barwne, jak rowniez obliczenia
cytofotometryczne, poniewaz analiza mikroskopowa odczynéw barwnych
moze byé¢ subiektywna.
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PE3IOME

Tucroxmmuueckme mccaefOBaHUMA HaZ, KUCIABIMM MYKOIOJMcaxapuga-
MK B SIIMTENIMM M KeJIe3aX CAMBMUCTOI 000JI04KM MaTKM OesbIX KpbIC IO-
Kazajy, 4TO Y KaCTPUPOBAHHBIX JKMBOTHBIX MOXKHO ODHAPYKUTE HeBOIbL-
e KOJMYECTBa XMMMYECKMX BeIecTB, 00Jafaiolnmx CPOACTBOM K aJb-
1MaHOBOMY cvHeMy u Actpabisiay, o6HapyXKMBasi TOJNIOKUTEJBHYIO peax-
puioo Miojsiepa, 4TO IO3BOJIMIIO OTHECTM MX K KMUCJIBIM MYKONOJMcCaxa-
punam. Ha ocHOBe mOJy4YeHHBIX pE3YJLTATOB IIPOBEJEHHBIX OIBITOB
MOXKHO IIoJlaraTh, 4YTO Yy:Ke HeOosblIiag noza ropmoHa 1,2 mr (fenszoar
3cTpazmoga) BbI3BIBAET ITOBBILIEHNME YPOBHA KMCJIBIX MYyKONOJIMCAXapUIOB.
Bo Bcex ombiTHBIX Tpymnax, T.e. noctae mogaum 1,2 ur, 25ur, 5ur, 10ur
Oenzoara actrpaamosia Haibojsiee BBICOKMIT YPOBEHb KMCJBIX MYKOIIOJMCA-
XapuAoB OTMEYEH Iocje ucTedeHus 48 4acor ¢ MOMEHTa MHBEKLMM Top-
MOHA M YJAep3KMBAaJICA Ha HECKOJBKO IMMOHMXKEHHOM YPOBHe J0 72 4acoB
HE3aBJCUMO OT BEJMYMHBI LO3bI, 3aTeM cHyzKasca. Moxno, Takum obpa-
30M, CUMTATh, YTO M3MEHEHMA YPOBHA KMCJIBIX MYKOIIOSMCAXapPUAOB Ome-
pexanu TedKy, KoTopas HacTylaJa Iiocjge 72 4acoB Ipu Ao3e 2,5 1, S UT,
10 ur 6enzoata scTpagmosa. BiamMaHMe A03bI M BPEMEHM IIOa4M Ha MOJIYy-
4eHHBble Pe3yJbTaThbl CTATUCTUYECKM cylilecTBeHHble (Tect F).

Puc. 1. Causncras o6osouka wWweliKu MaTKH KaCTPHPOBAaWHOH »¥pbickl. KOHTPOJBHBLI
npenapar. OkpalunBaHHe ¢ nomoluplo ActpaGnay. 3aMeTHas LBeTlian peakuHsa B 1eKOTO-
pHIY MecTax 3maTesHasbHOro o6oaka. Mukpockon Nf, LI Lleiicc (Mema), O6bextus 40 X,
oxkyasap 15 X. Muxkpodoro Practina FX.

Puc. 2. 3nurennit cau3ucToii 060JIOYKM M3 pOra MarTkKu KAaCTPHPOBAHHON KPBICH,
Kourposbuuit mpenapar. Caa6o-nosoxuresnpHas peakuus PAS (mo cjonnoit  npo6e)
B KJETKaX 3MHTeNUsi NMPU OTYETJIMHBO TNOJOXKUTENbHOH peakuun PAS OCHOBHOH NepenoHKH.
Muxkpockon Nf. L. Lleiicc (Mena). O6nektun 40 X, okynsp 15 X K. MuxkpodoTto Prac-
tina FX.

Puc. 3. Causucras o60/i0uKa H3 pOra MaTK# KacTPUPOBAHHOH KPbICHI BMeCTE C Ke-
Jesofl. 1,2 GensoaTa scTpamuona nocae 48 uacos. OxpauwmBanue Acrpabnay. Oruersmu-
BHIfl, 3EDHHCTHII OGONOK B KJeTKax Jnmureanss H xkesesl. Murpockon Nf. I Ueiice
(Hena). O6mbektuB 40 X, okyasp 15X K. Mukpodoro Practina FX.

Puc, 4. Causuctas 060/0YKa M3 WEHKH MaTKH KaCTPHPOBAHHOH Kpbickl 1,2 ur GeH-
30aTa scrpaguosna mnocae 48 uacos. OkpawuBande no Metony Mioanepa. MuteHcusHast
peaklisi Ha KHC/blEé MYKONOMUCAXapHAsl B aNMKa/JbHBIX YacTiX Kierok snurtenns. Mukpoc-
kon Nf. LI Lleiicc (Mena). O6bektus 40 X, okyasp 15 X K. Mukpodoro Practina FX.
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Puc. 5. Causucras o6oJ0UKa BMECTe C Keje3aMH M3 pora MaTK4 KaCTPHPOBAHHOM
Kpeichl. 2,51t 6eH3oaTa 3cTpanuona nocsie 12 vacos. OKpaluWBaHHE aJibUHAHOBLIM CHHHM.
OruernuBast LBETHAs PEAKUMS B KJETKAX SNHTEJIHA H B JKeJE3HCTHIX KJCTKaXx. Mukpockon
Nf. 1. Ueficc (Mena). O6bertus 40 X, oxyasp 15 X K. Mukpodoro Practina FX.

Pue. 6. SnuTenuil 1WeHKH MaTKH KacTPHpOBaHuoii xpeice. 2,0 ur CeHsoara 3CTpa-
mxona nocse 48 yacos. Oxkpamusanue ActpaGnay. MHTeHcHBHAs OKpacKa KJI€TOK SMHTEJHS.
Muxpockon Nf. LI. Leiicc (Mena). O6bekrus 40 X, okyasp 15 X K. Mukpogoro Prac-
tina FX.

Puc. 7. Causnctas 06070uKa H3 LIefiKH MaTKH KAaCTPHPOBAHHON Kpbichl. 2,5 ur Gen-
30aTa 3scTpaguona nocae 96 uyacos. OkpawnBanne Acrpabray. 3aMetiio ociadienHast
uBETHAR peakuus B Kjaerkax snuteans. Mukpockon Nf. LI Ueiice (Mena). O6vextus
40 %, oxyasp 15 X K. Mukpogoro Practina FX.

Puc, 8. dnurenuii ciusHcToil 0GOJOYKH M3 pOra MaTKH KacTPHPOBAHHOH KpHICHI.
10 ur Gensonara 3cTpaguona nocne 12 uwacoB. OKpallMBaHHE aJbLHAHOBBIM CHHHM. 3aMer-
bl OueHb Y3KHil 06010K B KaeTkax snurenus. Mukpockon Nf. LI lleiicc (Mena). O6nex-
i 40 X, okyasp 15 X K. Muxpodoro Practina FX.

Puc. 9. 3nurenuii cau3ucTOil 060JOYKM H3 pOra CJAH3HCTOH OfO/IOMKH KaCTPHPOBAH-
ol Kkpwichl. 5 ur Gen3zoaTa acTpaguosa mocsae 24 wacoB, OkpaummBanne Actpa6aay. Okpa-
wennbii 06040K B KJETKaX 3MHTeAHa ITOXOXK Ha Takoil xe Ha puc. 8 Maukpockon Nf.
L. Leiice (Mena). O6bektun 40 X, oxyuasip 15 X K. Mukpodoto Practina FX.

Puc. 10, Jnureanit causuctoii 060M04KH M3 pOra MAaTKH KaCTPHPOBAHHOI KPBICHI.
5ur GeHzoaTa acTpagHosa mnocne 48 uacoB. OxpawnBanue Acrtpabnay. BugHa uHTeH-
CHBH2A OKpacKa GOJBIIMHCTBA KJAETOK SMUTENHSl. TOJLKO B HEKOTODHIX KJEeTKaX MOXHO
HaCmogaTh oueHbp csaboe cpoacTBO K Kpacutenrw. Mukpockon Nf. 1. Lleiicc (Heua).
OSrekrus 40 X, okyasp 15 X K. Mukpodoro Practina FX.

Puc. 11. JKenesa u3 pora MaTKH KACTPHPOBAHHOH Kpbichl. 10 ur GeHsoaTa 3cTpa-
anona nocje 48 uyacoB. OkpamHBaHue aJbLUaHOBHIM CHHUM. OTueriuBad uBeTHAs peak-
LUHSI B BEPXHUX YACTHX »Keae3ucTbix Kiaetok. Mukpockon Nf. II. Lleficc (IMena). O6nbekrus
40 X, okynsp 15 X K. Mukpodoro Practina FX_

Puc. 12. JKenesbl M3 1eiKH MaTKH KaCTPHPOBaHHOIN Kpbichl. S ur GeHsoarta 3cTpa-
adosna mnocie 72 uacos. Oxpairnanne AcrpaGnay. B anHKaJbHBIX YacTAX MKEJNE3HCTHIX
KJIETOK 3aMeTHa oOTdeT/MBas uBeTHas peakuus. O6bektus 40 X, okyasp 15 X K. Mukpo-
¢oto Practina FX.

Puc. 13. )Keaesa H3 meilkn MaTKH KacTPHPOBAHHOA Kpbichl. 10 pr Gensoata scTpa-
aHosa nocsae 72 uyacoB. ToscTolii UBeTHOH OGOAOK B IKENC3UCTHIX KJieTKaX OGHapyXKHBaeT
CpoaAcTBO K asblnaoBoMy cuueMmy. Muxpockon Nf. L. Leiice (Mena). O6mvekrus 40 X,
okyasap 15 X K. Mukpo¢goro Practina FX.

Puc. 14. )Keneabl M3 IueilKd MAaTKM KaCTPHPOBAHHOM KpbICH. 5 pur GeHsoaTa 3scrpa-
auona nocne 72 vyacoB H 06paGoTkH AgepHoil ruanyponuaasoil. Okpawusanine Acrtpabnay.
B amHKanbHBIX YACTAX IKENE3HCTHIX KJAETOK 3aMeTeH O4YeHb Y3KHil IIpeMe/Kalouuiics uBer-
Hoii o6omok. Mukpockon Nf. LI. Lleiicc (Mena). O6vextus 40 X, owyasp 15 X K. Mukpo-
¢oro Practina FX.

Puc. 15. 3aBHMcHMOCTb 9IKCTHHLUHMM OT BpeMeHd C MOMeHTa mogaun 1,2ur, 2,5pur,
5ur, 10 ur Gensocata scTpaguona.

Phc. 16. 3aBHCHMOCTb 3SKCTHHUHH OT o3 1,2 pr, 2,6 ur, 5pur, 10 ur Gensoata scrpa-
LuoJia MpHW H3MEPEHHAX nocje ucTeuenust 12, 24, 48, 72, 96 yacoB ¢ MOMEHTa HHBEKLIH.



Histochemical investigation on acid mucopolysaccharides... 317

SUMMARY

Histochemical investigations on acid mucopolysaccharides in the
epithelium and glands of the uterus mucosa of white rats revealed that
in castrated animals there can be found small amounts of chemical
substance which show a positive reaction to alcyan blue, Astrablau,
and which give a positive Miiller’s reaction. This may lead to the con-
clusion that these substances belong to acid mucopolysaccharides.

The results of the author’s experiments suggest that even a small
dose (1.2 png) of the hormone (oestradiole benzoate) rises the level of
acid mucopolysaccharides. In all experimental groups, i. e. after admi-
nistering 1.2 ug, 2.5 ug, 5ung, or 10 ug of oestradiole benzoate respectively,
the highest level of acid mucopolysaccharides appeared after 48 hours
following the injection of the hormone. Independently of the dosis, this
high level continued, though a little reduced, for up to 72 hours, and
then decreased. It can be said therefore that changes in the level of
acid mucopolysaccharides preceded the oestrus, which appeared after
72 hours with doses of 2.5ug, 5ug, or 10ung of oestradiole benzoate. The
influence of dosage and time on the results of the experiments is
statistically significant (test F).

Fig. 1. Mucosa of uterine cervix of castrated rat. Control preparation, stained
with Astrablau. Colour reaction in some spots of epithelium margin. Microscope
Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 x, ocular 15 x K. Microphot. Practina FX.
Fig. 2. Epithelium of mucosa uterine cornu of castrated rat. Control preparation.
Slightly positive PAS reaction (after saliva test) in epithelial cells; basal membrane
of epithelium is distinctly PAS-positive. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective
40 x, ocular 15 x K. Microphot. Practina FX.

Fig. 3. Mucosa from uterine cornu of casirated rat, with gland. 48 hours after
administration of 1.2ug of oestradiole benzoate. Stained with Astrablau. Distinct,
granular margin in cells of epithelium and gland. M'croscope Nf., C. Zeiss, Jena:
objective 40 x, ocular 15 x K. Microphot. Practina FX.

Fig. 4. Mucosa of uterine cervix of castrated rat. 48 hours after administration
of 1.2ug of oestradiole benzoate. Stained according to Miiller. Intense reaction
for acid mucopolysaccharides in apical parts of epithelium cells. Microscope Nf.,
C. Zeiss, Jena; objective 40 x, ocular 15x K. Microphot. Practina FX.

Fig. 5. Mucosa and glands from uterine cornu of castrated rat. 12 hours after
administration of 2.5 pg of oestradiole benzoate. Stained with alcyan blue. Distinct
colour reaction in cells of epithelium and glands. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena;
objective 40 x, ocular 15x K Microphot. Practina FX.

Fig. 6. Mucosa uterine cervix of castrated rat. 48 hours after administration of
2.5 ng of oestradiole benzoate. Stained with Astrablau. Intense staining of epithelial
cells. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40x, ocular 15x K. Microphot.
Practina FX.

Fig. 7. Mucosa of uterine cervix of castrated rat. 96 hours after administration
of 25ug of oestradiole benzoate. Staned with Astrablau. Distinctly weakened
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colour reaction in epithelial cells. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objeclive 40 x,
ocular 15x K. Microphot. Practina FX.
Fig. 8. Epithelium of mucosa from uterine cornu of castrated rat. 12 hours after
administration of 10 pg of oestradiole benzoate. Stained with alcyan blue. Distinct,
very narrow margin in epithelial cells. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective
40 x, ocular 15x K. Microphot. Practina FX.
Fig. 9. Epithelium of mucosa from uterine cornu of castrated rat. 24 hours after
administration of 5ug of oestradiole benzoate. Stained with Astrablau. Coloured
margin in epithelial cells, resembling that in Fig. 8. Microscope Nf. C. Zeiss,
Jena; objective 40 x, ocular 15x K. Microphot. Practina FX.
Fig. 10. Epithelium of mucosa from uterine cornu of castrated rat. 48 hours after
administration of 5ug of oestradiole benzoate. Stained with Astrablau. Intense
staining of most epithelial cells. Only few cells show a very weak affinity to
the stain. Microscope Nf. C. Zeiss, Jena; objective 40 x, ocular 15 x K. Microphot.
Practina FX.
Fig. 11. Gland from uterine cornu of castrated rat. 48 hours after administration
of 10 ug of oestradiole benzoate. Stained with alcyan blue. Distinct colour reaction
in upper parts of gland cells. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 x,
ocular 15x K. Microphot. Practina FX.
Fig. 12. Glands from uterine cervix of castrated rat. 72 hours after administration
of 5ug of oestradiole benzoate. Stained with Astrablau. Distinct colour react'on
in apical parts of gland cells. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 xK.
ocular 15 x K. Microphot. Practina FX.
Fig. 13. Gland from uterine cervix of castrated rat. 72 hours after administration
of 10 ng of oestrad’ole benzoate. Thick coloured margin in gland cells shows
affinity to alcyan blue. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 x, ocular 15 x K.
Microphot. Practina FX.
Fig. 14. Glands from uterine cervix of castrated rat. 72 hours after administration
of 5ug of oestradiole benzoate, treated with testicular hialuronidaze. Sta‘ned
with Astrablau. Very narrow, interrupted coloured margin in apical parts of
gland cells. Microscope Nf., C. Zeiss, Jena; objective 40 x, ocular 15 x K. Microphot.
Practina FX.
Fig. 15. Correlation between extinction and length of time after administration
of 1.2 ng, 25ug, 5ug or 10 ug of oestradiole benzoate.
Fig. 16. Correlation between extinction and doses of 1.2ng, 25ng, 5ug or 10 pug
of oestradiole benzoate, measured after 12, 24, 48, 72 and 96 hours following
the injection.

Papier druk. sat. III kl. 80 g. Format 70X100 Druku 16 str. + 8 kr.
Annales UMCS Lublin 1962 Lub. Druk. Pras. Lublin, Unicka 4 Zam. 4942 10.XII.62
800 -+ 50 odbitek N-4 Manuskrypt otrzymano 10.XIV.62 Druk ukoniczono 10.VI.63
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Ryc. 15. Zalezno$§é ekstynkcji od czasu, jaki uplynat od chwili podania 1,2 ug,
2,5png, 5ug i 10 ng benzoesanu oestradiolu
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Ryec. 16. Zaleznos$¢ ekstynkcji od dawek 1,2pg, 25ug, 5pg i 10 ug benzoesanu
oestradiolu przy pomiarach wykonywanych w czasie 12, 24, 48, 72 i 96 godzin
od chwili iniekcji.
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