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Maciej LATALSKI

Badania nad kwasem rybonukleinowym i bialkowymi grupami SH
w watrobie szczurow przy stosowaniu roznej diety

Hccenepopanne PHK u SH — rpynn B meweHM KpbIc IPHM Pa3aIMIHOM
NHMTAHUHA.

An Investigation into SH Groups and RN Acid in the Liver of Rats Fed
with Different Amounts of Protein

Histochemiczne i histofotometryczne badania kwaséw nukleinowych (RNA,
DNA) w komoérkach watroby w réznych warunkach dos§wiadczalnych zwrécilty
uwage na mozliwo§é wystepowania zmian w rozmieszczeniu i ilosci tych kwaséw
(Lowe (5), Gershbein (1), Kré6likowska (2), Petracis (6) i inni).

Badania nad kwasem rybonukleinowym i grupami sulfhydrylowymi w doj-
rzewajgcej komorce jajowej (Latalski 3) wykazaly, Ze w miare procesu
dojrzewania ze wzrostem komorki wzrastata ilo§é biatkowych grup SH do war-
toéci ekstynkeji 4,5 w komoérkach najwiekszych, a ilo§¢é RNA jednocze$nie malala,
osiggajac wartos¢ ekstynkcji w odpowiednich komérkach réwng 1,00 W nablonku
pecherza moczowego natomiast odczyny barwne na bialkowe grupy SH i kwas
rybonukleinowy byly najwyraZniejsze w warstwach gérnych tego nablonka,
a w komérkach warstw przypodstawnych mniej wyrazne (L.atalski 4). Moz-
liwos§é wspoélzaleznosci miedzy zawartoScia RNA i grupami SH w komoérce sklonita
nas do badah nad obu tymi substancjami w komoérce watrobowej przy stosowaniu
diety bialtkowej i glodzeniu.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na szczurach bialych (Rattus rattus L. albino) hodowli
wsobnej, samcach w wieku 4—5 miesiecy. Zwierzeta doswiadczalne podzielono
na 3 grupy. Jedna grupe stanowily zwierzeta kontrolne, drugg karmione przez
7 dni wylacznie produktami o duzej zawarto$ci biatka (ser, mleko), za$§ trzecia
zwierzeta glodzone przez 3 dni. Wycinki watroby utrwalano: jedne w plynie
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Serra (RNA), a drugie w 1% roztworze kwasu trdjchlorooctowego w 80%
etanolu (SH). Skrawki mikrotomowe grubcsci 5p po odparafinowanju barwiono
wg metody Bracheta i pyroning dla wykazania obecnosci kwasu rybonukleinowego.
Dla wybarwienia biatkowych grup SH stosowano metode Barnetta i Seligmana,
uzywajac jako barwnika czerni K.

Wzgledng zawarto§¢ kwasu rybonukleinowego i grup SH w komérkach
watrobowych okre§lano ilo§ciowo na cytofotometrze C. Zeiss (Jena). Pomiaréw
tych dokonywano przy statej szczelinie, a wiec zawsze na te samg powierzchnig
komérki. Wartosé ekstynkcji obliczano stosunkiem Sandrittera.

BADANIA WLASNE

Grupa kontrolna. Na preparatach histologicznych, sporzadzo-
nych z wycinkéw watrobowych tej grupy zwierzat odczyn pyronino-
chlonny byl réwnomiernie rozmieszczony w calej cytoplazmie. Nasilenie
odezynu bylo intensywne i wyrazalo sie ekstynkcja réwna 1,9. Jadra
komorek pozostawaly nie zabarwione, natomiast w jaderkach obserwo-
walo sie odczyn barwny z pyroning silniejszy niz w cytoplazmie (ryc. 2).

Pi'eparaty zabarwione czernig K wg metody Barnetta i Seligmana
wykazywaly wyrazne zabarwienie calej cytoplazmy komoérki watrobowej.
Jadra barwily sie stabo i na skutek tego kontrastowaly z cytoplazmg
(rye. 3). Wartosé ekstynkeji mierzona w cytoplazmie komérki réwnata
sie 2,1.

Grupa zwierzgt bedgcych na diecie biatkowe]j.
Preparaty histologiczne tej grupy, zabarwione dla wykazania kwasu
rybonukleinowego malo réznily sie od obserwowanych w grupie kon-
trolnej. Odczyn barwny zajmowal calg cytoplazme, a rozmieszczony byt
réwnomiernie. W nie zabarwionych jadrach komoérkowych widoczne
byly mocno rézowe jaderka (ryc. 4). Wartos¢ ekstynkeji w cytoplazmie
réwniez niewiele odbiegala od wartosci w grupie kontrolnej i wy-
nosita 2,0.

W pordéwnaniu z grupa kontrolng wieksze réznice dalo sig¢ zauwazy¢
na preparatach zabarwionych w celu wykrycia grup SH. Zabarwienie
cytoplazmy komérek watrobowych bylo bardziej wyrazne i wyrazato
sie ekstynkcja 2,4. Jadra komoérek réwniez zabarwialy sie silniej.
W wielu wypadkach zréznicowanie w zabarwieniu jadra i cytoplazmy
bylo niewielkie (ryc. 5).

Grupa zwierzat gltodzonych. Preparaty barwione wg me-
tody Bracheta i pyroning wykazywaly nieréwnomierny odczyn barwny
w obrebie cytoplazmy. Odczyn ten, choé wystepowat w calej cytoplazmie,
byl wyraznie silniejszy wokol jader komérkowych w poréwnaniu
z czescia obwodowa cytoplazmy. Bardzo intensywnie zabarwialy sig
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takze jaderka (ryc. 6). Warto$¢ ekstynkcji mierzona w cytoplazmie
komoérek watrobowych wynosita 1,7.

Zabarwienie uzyskiwane przy pomocy czerni K., §wiadczace o obec-
ncsei biatkowych grup SH, w komoérkach watrobowych tej grupy zwierzat
bylo malo nasilone i réwnomierne w obrebie calej cytoplazmy (ryc. 7),
a warto$é ekstynkcji réownata sie 1,5. Na tle slabo zabarwionej cyto-
plazmy obserwowalo sie zupelnie nie zabarwione jadra komérek watro-
bowych.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Analizujagc wykonane preparaty histologiczne, mozna zaobserwowaé
roznice miedzy grupa kontrolng a dwoma pozostalymi grupami. Réznice
te dotyczyly zar6wno RNA jak i biatkowych grup SH. W komérkach wa-
trobowych szczuréw bedacych na diecie bialkowej minimalnie zwiekszata
sie ilos¢ kwasu rybonukleinowego (w warto$ciach ekstynkeji od 1,9 do 2,0).
Rozmieszezenie RNA w komérece zmianom nie ulegalo i pozostawalo
takie, jak w grupie kontrolnej. Kwas rybonukleinowy zajmowal calg
powierzchnig cytoplazmy i jaderka. Zmniejszenie natomiast ilosci RNA
obserwowalo sie w komoérkach watrobowych zwierzat glodzonych.
W tych przypadkach zmniejszeniu ilosci kwasu rybonukleinowego
towarzyszylo inne jego rozmieszczenie w cytoplazmie komoérki. Wieksza
iloé¢ RNA gromadzila sie wok6l jader komoérkowych w pordéwnaniu
z czeécig obwodowa cytoplazmy. Jaderka i na tych preparatach byly
silnie zabarwione (ryc. 1).

W poréwnaniu z grupg kontrolng u zwierzat pozostajgcych na diecie bo-
gatobialtkowej w komorkach watrobowych wzrastala ilo§é biatkowych grup
SH. Ilo§¢ ta natomiast wyraznie zmniejszala sie u zwierzat glodzonych.
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Ryc. 1. Na osi rzednych wartoéci ekstynkeji, na osi odcietych grupy zwierzat;

K — grupa kontrolna, B — zwierzeta na diecie bialkowej, G — zwierzeta glodzone

On the ordinate there are given values of extinction, on the abscissa — groups

of animals; K — controls, B — animals fed with products rich in protein,
G — starved animals
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Rozmieszczenie odczynu barwnego Barnetta i Seligmana $wiadczacego
0 obecnosci grup SH nie ulegalo zmianie i u wszystkich trzech grup
zwierzgt bylo ono réwnomierne w obrebie calej cytoplazmy komérek
watrobowych.

Obserwowane przez nas zmiany ilo§ciowe kwasu rybonukleinowego
byly niewielkie i wyrazaly sie réinicg ekstynkcji rzedu 0,1—O0,2.
Wahania ilosciowe grup SH réwnalty sie rdznicy ekstynkeji 0,3—O0,6.
Wydaje sie by¢ cecha charakterystyczna, ze ze wzrostem ilosci kwasu
rybonukleinowego u zwierzat bedacych na diecie bialkowej wazrasta
ilog¢ grup SH, ale w spos6b bardziej wyrazny. Wyrazniejsze jest réw-
niez zmniejszenie ilosci grup SH w komoérkach watrobowych zwierzat
glodzonych niz podobny proces, obserwowany u tych zwierzat, doty-
czacy kwasu rybonukleinowego.

W przypadku glodzenia na potrzeby ustroju czesciowo zuzyte zostalo
prawdopodobnie biatko znajdujgce sie w komoérkach wgtrobowych, co
wyrazalo sie zmniejszeniem ilosci grup SH (od wartosci ekstynkeji
2,1 u zwierzat kontrolnych do 1,5 u glodzonych). Zmniejszenie ilosci
bialek moglo spowodowaé ich synteze, a co za tym idzie — zmniejszenie
ilosci kwasu rybonukleinowego, ktéry do tej syntezy jest zuzywany.
Zuzycie kwasu rybonukleinowego do syntezy bialek strukturalnych
i zapasowych zostalo wykazane w dojrzewajacej komodrce jajowej
(Latalski 3).

W komérkach watrobowych zwierzat, ktére otrzymywaly duze ilosci
biatka w pozywieniu obserwowalo sie bardzo nieznaczny wzrost ilosci
RNA (od 1,9 do 2,0 wartosci ekstynkeji) i bardziej wyrazny wzrost
grup SH (w wartosciach ekstynkeji od 2,1 do 2,4). By¢é moze, ze otrzy-
mujacy duzo biatka ustréj nie zuzytkowuje takich ilosci bialek komor-
kowych, jak w przypadku glodzenia. Przebiegajagca w komérkach
watrobowych synteza bialek prowadzila do nagromadzenia sie zapaso-
wych produktéw syntezy, co bylo wyrazone wiekszg iloscia grup SH.
Kwas rybonukleinowy nie byl zuzywany do syntezy bialek w takich
ilosciach, jak w przypadku glodzenia i stad ilos¢ jego utrzymywatla sie
prawie na poziomie kontroli.

Nasze obserwacje zdajg sie wskazywaé, ze stan calego organizmu,
wywolany okreslonym rodzajem diety czy tez glodem, znajduje wy-
razne odbicie w komérkach watrobowych, a szczegélnie w ilosei i roz-
mieszczeniu RNA w tych komérkach oraz w ilosci grup SH.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 2. Grupa kontrolna. Komérki watrobowe. Odezyn pyroninochionny
réwnomiernie rozmieszczony w catej cytoplazmie i w jaderkach. Jgdra komoérek
niezabarwione. Mikroskop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X, Okular 12,5 X.
Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 3. Grupa kontrolna. Komérki watrobowe. Cala cytoplazma komérek
zabarwiona czernig K. Odczyn barwny w obrebie jgder staby. Mikroskop Lumipan
C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X. Okular 12,5 X, Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 4. Zwierzeta na diecie bialkowej. Komoérki watrobowe. Odczyn barwny
z pyroning réwnomiernie rozmieszczony w cytoplazmie. Nasilenie odeczynu inten-
sywne, W nie zabarwionych jadrach widoczne jaderka. Mikroskop Lumipan C.
Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X. Okular 12,5 X, Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 5. Zwierzeta na diecie biatkowej. Komérki watrobowe. Odczyn Barnetta
i Seligmana bardzo intensywny w obrebie cytoplazmy. Jadra komérek réwniez
zabarwione. Mikroskop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X. Okular 125 X.
Mikrofot. Practina FX.

Fyc. 6. Zwierzeta glodzone. Komérki watrobowe. Nieréwnomierny odczyn
barwny z pyroning w obrgbie cytoplazmy, wyraZny woké6l jader. Jaderka silnie
zabarwione. Mikroskop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obiektyw 20 X. Okular 12,5 X.
Mikrofot. Practina FX.

Ryc. 7. Zwierzeta glodzone. Komoérki watrobowe. Zabarwienie czernig K
mato nasilone, réwnomierne w obrebie calej cytoplazmy. Jadra nie zabarwione.
Mikroskop Lumipan C. Zeiss, Jena. Obicktyw 20 X. Okular 12,5 X. Mikrofot.
Practina FX.
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PE3IOME

MuKpOCKONMYECKMIT aHAJIM3 TUCTOJOIMUYECKMX IIperapaToB, IMPUTrOTO-
BJIEHBIX ¥3 II€4eHM KphIC, OCTaloHMXcs Ha OeJsIKOBOII AyeTe M NOABEPTHY-
TBIX TOJIOZAHMIO, OOHapyRMBaeT M3MeHeHus B colepxaumyu SH — rpymnm,
a TakxKe B cogepxaumu u pazmewieany RNA. Ilpm GeskoBoM nmraHuu
oTMeYaeTcsA yBeJaudeHye CcofepikaHusa o0oux KOMIOHEHTOB. B ciaydae
TOJIOZlaHuA B KJIETKaX ITI€YE€HM KPBIC IPOMCXOANUT OTYETJIMBOE IOHMIKEHME
oTHOocuTeNBbHO cofepxauua RNA yu SH — rpynm, npudeMm u3MeHAeTCS
Takxke pasmMmeienne RNA cocrodilee B ToM, YTO OHA NPEUMYILECTBEHHO
HAKaIlJIMBAeTCA OKOJIO AAEp KJETOK NedeHM.

Puc. 1. Ha ocu opauHaT oT/IOXKeHH BeJHYMHBI 3KCTHHKLHMHK, HA OCH abuuca — TPymnbi
*KuBOTHEIX, K — KOHTposbHas rpynma, B -— xuBOTHEIE, KOpMHMHle OelKOM, G — XKHBOT-
Hble roJjopamouiye.

Puc. 2. Konrponenas rpynna. KneTkn neuenn. Peakuus TOIVIOWEHHSA NHPOHHTA PaBHO-
MepHO pacnpefe/eHa 10 BCEll LHTOMIasMe M B sAphiliKax. Knerounnie sjppa HeokpalueHHbIE.
Muxpockon Lumipan C. Zeiss, Jena. O6eexrus — 20 x, okyasp 12,5 x, Murpogoro
Practina FX. .

Puc. 3. Kourpospnas rpynna. Kaerku neuenn. Bca nuromsasma KIeToK oOKpalteHa
yepuniM K. LlBeTnas peakuns B npemenax spmep ciaabo 3amerHas. Mukpockon Lumipan
C. Zeiss, Jena. Ofwektu 20 x, oxynap 12,6 x, mukpodoro Practina FX.

Puc, 4. JKusornwe, Korophix KopMmuau Genkom. Kaerku neuens. HurencuBHas
UBeTHasl peaKuusi ¢ NHPOHWHOM DABHOMEPHO pa3MellleHa B LHTOIIa3Me. B HeoKpaleHHHIX
AApax saMeTHH AAPHIIKH. Mukpockon Lumipan C. Zeiss, Jena. O6bextus 20 x, oKyJasp
12,5 x, Muxkpodoro Practina FX.

Puc. 5. JKusorHne, KoTopmx kopmuau GeqkoM. Kmerkn neuemn. Peakuus no Bap-
HeTTy M 3e/MrMaHy OUeHb HHTEHCHDHAf B Npefenax UHTOMaaMbl. KieTouHble sipa TakikKe
okpaieHn. Mukpockon Lumipan C. Zeiss, Jena. O6bexru 20 x, okyasp 12,5 x. Mukpo-
¢oro Practina FX.

Puc. 6. JKuBorHnle, noaeepruyThlie rosoganulo. Knaerkn mneitenn. Hepasmomepnas
LBeTHAs PeaKIUMsi ¢ NMHPOHMHOM B LHTONJAasMe, Gojee WHTEHCHBHAs B OKOVIOS[EPHOR 30He.
SIApPHIIKH HHTEHCHBHO oOKpatuennsle. Mukpockon Lumipan C. Zeiss, Jena. O6bekrus
20 x, okyasp 12,6 x, mukpodoto Practina FX,

Puc. 7. )Kusorunie, nopsepruyrhle ronoganuio. Knerku mnevenn. Oxpacka, BH3BaHHAst
yepHbM K, Majio HHTEHCHBHA, HO DABHOMEpHad Mo Bceil mUTOMNa3Me. Slapa HeoKpallieHHbIE.
Mukpockon Lumipan C. Zeiss, Jena, of6wexktuB 20 x, okyasp 12,6 x, Mukpodoro
Practina FX.

SUMMARY

A microscopic analysis of histochemical preparations of the liver
of rats kept on protein diet and starved, shows some changes in the
number of SH groups and in the number and distribution of RNA in
cells, both being increased if the animals were given products containing
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protein. In the cells of the liver of starved rats a decrease in the relative
content of RNA and the number of SH groups was observed. A decrease
in the amount of RNA is accompanied by some changes in its distri-
bution: RNA aggregates round the nuclei of liver cells.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 2. Control group. Liver cells. Reaction with pyronine uniformly distributed
in the whole cytoplasm and nucleoli. The nuclei of cells unstained. Microscope
Lumipan C. Zeiss, Jena. Objective 20 X. Ocular 12.5 X. Microphot. Practina FX.

Fig. 3. Control group. Liver cells. The whole cytoplasm of the cells stained
with back K. Staining within the nuclei — weak. Microscope Lumipan C. Zeiss,
Jena. Objective 20 X. Ocular 12.5 X. Microphot. Practina FX.

Fig. 4. The animals kept on protein diet. Liver cells. Coloured reaction with
pyronine uniformly distributed in the cytoplasm. The colour of the reaction
intense. Nucleoli visible in unstained nuclei. Microscope Lumipan C. Zeiss, Jena.
Objective 20 X. Ocular 12.5 X. Microphot. Practina FX.

Fig. 5. The animals kept on protein diet. Liver. cells. Barnett and Seligman’s
reaction is very intense in the cytoplasm. The nuclei of the cells are also stained.
Microscope Lumipan C. Zeiss, Jena. Objective 20 X. Ocular 12.5 X, Microphot.
Practina FX.

Fig. 6. Starved animals. Liver cells. Coloured reaction with pyronine, not
uniform within the cytoplasm; it is more intense around the nuclei. The nucleoli
strongly stained. Microscope Lumipan C. Zeiss, Jena. Objective 20 X. Ocular
12.5 X, Microphot. Practina FX.

Fig. 7. Starved animals. Liver cells. Weak staining with the black K, uniform
within the whole cytoplasm. Nuclei unstained. Microscope Lumipan C. Zeiss, Jena.
Objective 20 X. Ocular 12.5 X. Microphot. Practina FX.
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