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Inkorporacja 3H-tymidyny i zmiany poziomu
histonéw w komodrkach grasicy szczuréw miodych
po iniekcji dootrzewnowej witaminy Bg

Streszczenie

_ Dodwiadczenia wykonano na szczurach (samcach) szczepu Wistar, nie-
dojrzakych pkciowo (w wieku 23 dni). Zwierzeta stanowigce _qrt_JpﬁHkont_rol—
ng otrzymady jeden raz w drodze iniekcji dootrzewnowej 2,3 JiCi “H-tymidy-
ny na g ciezaru ciaka, a nastepnie tej grupie podawano étez dootrzewnowo)
przez Kolejnych 9 dni w odstgﬁ)ach Co 24 godz. 0,2 ml wodnego roztworu
soli_fizjologicznej 80,9% Nal } na jednego osobnika. )

_Zwierzeta grupy doswiadczalnej otrzymaty 2,5jjCi "H—tymdyn)é na g
ciezaru ciala, _a_nastepnie przez kolejne 9 dni dv_odstepach_co 4 godz.)
podawano im w iniekcji dootrzewnowej o,> ml witaminy — na jednego osob-
ni

Uzyskane wyniki wykazuj razny wpdyw witamin na_ inkorporacj
’\H;tyrp)lldyni W Qmérk%vygrasjlgyWPo p%daﬁinirydoks%Y wynik tenpby{ I
dziewieciokrotnie wyzszy w pordwnaniu z grupg kontrolng, co stanowito
roznice statystycznie istotng (p< o ,001%. _ . )

Histochemiczne badania histondw wykazaly, ze u zwierzgt otrzymuja-

ch witamin liczba komorek zawierajacych wysoki_poziom tych biakek
v%yynosﬂa 6%,ea w grupach kontrolnych wynjlﬁ ytenw%ynosif 20%. b

WSTEP

Grasica jest gruczokem, ktorego wielkoSC ulega zmianie w zaleznosci
od wieku. W normalnych warunkach fizjologicznych stosunek ciezaru grasi-
cy ssakow do ciezaru catego ciaka jest najwiekszy zaraz po urodzeniu.
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W okresie dojrzewania pkciowego u wszystkich ssakow gracica ulega inwo-
lucji o charakterze fizjologicznym. Oprocz inwolucji fizjologicznej moze
wystepowa¢ inwolucja nastepcza (np. po podaniu w iniekcji duzych dawek
hormondw nadnerczowych), charakteryzujgca sie rozrostem tkanki 4acznej
whoknistej i thuszczowej oraz zmniejszeniem DNA (kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego) w tymocytach (Ficek, 1981) lub zmianami rozmieszczenia ty-
mocytow na obszarze catego gruczohu grasicznego (Haelst U. Van, 1967;
Munck 1 Young, 1975; Richards, 1978; Ober i Prahlad, 1987).

W badaniach przeprowadzonych na szczurach wykazano, ze usuniecie ko-
ry nadnerczy lub gonad w pierwszych dniach zycia tych zwierzat moze spo-
wodowaC znaczny wzrost ciezaru grasicy w porownaniu ze zwierzetami kon-
trolnymi (Knutson i Lundin, 1966; Comsa, Leonhardt i Ozminski, 1979).
Dane powyzsze potwierdzajg, ze proces inwolucji grasicy w duzym stopniu
jest uzalezniony od poziomu hormondw sterydowych.

Badania ostatnich lat wykazuja, ze rozwdj oraz prawickowe funkcjono-
wanie gruczobu grasicznego jest uzaleznione rdwniez od optymalnej zawar-
tosci niektorych witamin w organizmie ssakow (Ficek, 1982; Strumpf,
Clare, Sar 1 De Luca, 1984 i 1987). Strumpf 1 Downs (1987) uzywajac me-
tody autoradiograficznej wykazali, Zze komorki grasicy, szczegdlnie ko-
morki siateczki, zawierajg liczne receptory wigzace witaming D* (Chole-
kalciferol), zas w wyniku badan wkasnych wykonanych na mkodych szczu-
rach (Ficek, 1982) stwierdzono, ze w kilka dni po urodzeniu tych zwie-
rzat wzrastat poziom witaminy C (kwasu askorbinowego) w grasicy az do
okresu dojrzewania plciowego. Uwaza sie, ze jest to okres, w ktorym gra-
sica pelni wzmozong funkcje immunologiczng oraz endokrynng 1 dlatego
wykazuje zwiekszone zapotrzebowanie na niektore witaminy (Trainin, 1974;
Plescia, Feit, Skelly i VWhite, 1976; Springer, Pavelic i Grgic, 1979)»

Znajac wyniki badan i dane bibliograficzne, ze grasica wykazuje
zapotrzebowanie na takie witaminyjjak kwas askorbinowy oraz witamine
DY, postanowiono w doswiadczeniach wasnych zbada¢ zmiany inkorporacji
H-tymidyny oraz poziom histonow w komdrkach grasicy u zwierzgt nie-
dojrzatych plciowo, po podaniu tym zwierzetom wiekszych dawek witaminy
Bg. SzybkoSC inkorporacji “H-tymidyny w komorki grasicy mwi nam o in-
tensywnosci syntezy DNA na tym obszarze anatomicznym.
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MATERIAL 1 METODY

Do do$wiadczen uzyto 30 szczurdw (samcow) szczepu Wistar.  Wszystkie
zwierzeta w czasie rozpoczecia doSwiadczen miaky 23 dni i Sredni ciezar
ciaka wynosit 41 g. Szczury te podzielono na Il grupy.

| grupa stanowida kontrole. Zwierzeta w tej grupie otrzymywady jedno-
razowo w iniekcji dootrzewnowej 2,5 JuCi_“H-tymidyny na 1 g Ciezaru ciada.
Oprécz tego codziennie przez okres 9 dni zwierzeta te otrzymwadyw iniek-
(’\:‘] E: I)dootrzewnovvej 0,2 ml wodnego roztworu soli fizjologicznej (0,%
aCl).

_1l grupa to zwierzeta dodwiadczalne. Szczury w tej _grupie otrzymywa-
4y jednorazowo w iniekcji dootrzewnowej 2,5 JjCi Ai:l—tymggy@y_na 1 g cieza-
ru ciaka, a nastepnie przez okres 9 drr_podawano im (rowniez dootrzewno-
wo) o,2 ml witaminy Bg na jednego osobnika.

Tymidyne znakowang izotopem wodoru (6-3H-Thymidin - Firmy: Institute
for Research Production and uses of Radioisotopes-Praga, Czechostowacja)
podano zwierzetom w 23 dniu zycia, a potem przez nastepne 9 dni podawano
im w iniekcji dootrzewnowej, w odstepach co 24 godz., wodny roztwér soli
fizjologicznej *lub (grupie dodwiadczalnej) wodny roztwér witaminy B
(Pyridoxinum hydrochloricum 0,05 g/2ml, produkcji "Polfy" w Krakowie).

Wode zwierzeta nadal pozostawaty przez caly okres wraz z matkami.
Matki, jak rowniez szczury mbode, byly karmione pasza standardowa
"Murigran™ a do picia otrzymywaly dowolng 1l10SC wody. Po zakoniczeniu
doSwiadczen zwierzeta usypiano lekko eterem, wykrwawiano i pobierano
gruczot grasiczny.

Do badan inkorporacji “H-tymidyny gruczot grasiczny poddawano
trypsynizacji wg metody Mysliwskiej (1979), stosujac pomiary w ciekdej
scyntylacji wg metody Foxa (1976). Wszystkie pomiary wykonano na licz-
niku Intertechnique SL-30. Uzyskane wyniki pomiarow impulsow w czasie
1 minuty na 100 mg $wiezej tkanki obliczano testem Studenta -t 1 poda-
no w tekScie w formie diagramow.

W celu przeprowadzenia badan autoradiograficznych grasice utrwalano
w phynie Carnoya, zatapiano w parafinie 1 skrawki grubosci 0,8jjm pokry-
wano emulsjg K- (I1ford Nuclear Research Emulsion in gel form - Anglia)
weclhug metody Gahana (1972). Liczbe ziaren inkorporowanej w komorki "H-ty-
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midyny liczono w kolejnych skrawkach na obszarze 1 o, stosujac w oku-
larze siatke mikrometryczng. Wytracone ziarna srebra liczono ponad jadra-
mi komorek zrebu, wybjierajac zawsze w grasicy ten sam obszar, tj. na
pograniczu czesci korowej 1 rdzennej. Uzyskane wyniki sumowano, wycigga-
no Srednie 1 obliczano testem Studenta -t, co przedstawiono w tekscie

w postaci diagramu.

Pobrano tez materiat z grasic zwierzgt kontrolnych 1 zwierzat otrzy-
mujgcych witaminge  do badan histonow metodg Alferta 1 Geschwinda w
modyfikacji Oeitcha (cyt. za Krygier-Stojatowskg, 1975). Nasilenie reak-
cji barwnej obliczano przy pomocy wskaznika '“'score” (Pawelski, 1977),

a uzyskane wyniki przedstawiono w tekScie za pomocg wykresu. W bada-
niach cytochemicznych dla uzyskania réznicy zabarwienia komdrek mozna
stosowaé wskaznik "score”. Metoda ta polega na odczytywaniu nasilenia
zabarwienia przy uzyciu skali od o do 4, liczac 100 kolejnych komorek.

WYNIKI

Sredni ciezar ciata mhodych szczuréw w 23 dniu zycia wynosit 41 g.
Po zakorczeniu do$wiadczenia ponownie wazono wszystkie szczury. Grupa
zwierzgt, ktora otrzymywaka witamine miaka mniejszy ciezar ciata
0 4,6 g na jednego osobnika w poréwnianiu ze zwierzetami kontrolnymi.
Wyniki te przedstawialy sie nastepujacoj: Sredni ciezar ciaka zwierzgt
kontrolnych (na jednego osobnika) wynosit es,6 g, za$ zwierzat dosSwiad-
czalnych - 62 g. Wbbliczeniach testowych réznica ta nie dawaa istot-
nodci statystycznej.

Ciezar grasicy
Po zakoficzeniu dodwiadczenia, tj. w 33 dniu zycia szczurdw, pobiera-
no cake grasice 1 wazono, Sredni ciezar grasicy (jednego osobnika) u
zwierzat kontrolnych wynosi4 268,3 my, za$ u zwierzgt otrzymujacych wita-
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ming  ciezar ten rownat sie 250 mg (rye. 1). Rdéznica na korzys¢ zwie-
rzat kontrolnych wynosifa 18,3 mg, co w obliczeniach testem -t-stanowi-
fo rdznice statystycznie istotng (P< o ,01).

Rye. 1. Diagram przedstawiaﬁqcy Srednig wage
grasic w my> K - kontrola, D - zwierzeta do-
Swiadczalne, GR - grupy zwierzg

Dane w pomiarach ciekdej scyntylac.ii

Do pomiarow w ciekdej scyntylacji pobierano 100 mg $wiezej tkanki
i mierzono liczbe impulsow w ciggu 1 minuty, co pozwolido na bardzo do-
k#adne okreslenie ilosci znakowanej trytem tymidyny, wbudowanej w komorki
grasicy (ryc. 2). W grupie zwierzat kontrolnych liczba ta wynosita 29 in-
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pulsow na 100 Mg Swiezej tkanki w ciggu 1 minuty, zaS w grupie zwierzat
doswiadczalnych (otrzymujacych witamine Bé) liczba ta stanowida 250 imp.
na 100 mg Swiezej tkanki w ciggu 1 minuty. Dla zwierzat doSwiadczalnych

jest to o 221 impulséw wiecej w pordwnaniu z grupg kontrolng. W oblicze-
niach testem -t-jest to wartoS¢ statystycznie istotna (p< o ,001)."

Ryc. 2. Diagram przedstawiajacy Srednig_liczbe impulsow

na 100 Mg SwWiezej tkanki grasicznej: l.1. na 100 Mg -

liczba impulsow na 100 mg tkanki, K - kontrola, D - gru-
pa doSwiadczalna, GR - grupy zwierzat
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Wyniki w metodzie autoradiograficznej

W pomiarach metodg autoradiograficzng liczono iloSC ziaren srebra,
ktore zostaly wytracone w miejscu wbudowania znakowanej trytem tymidyny.
W kazdym kolejnym preparacie liczono ziarna na obszarze 1 cm , wykorzy-
stujgc w tym celu wmontowang w okular siatke mikrometryczng. Po oblicze-
niu Sredniej, wyniki przedstawialy sie nastepujgco: dla preparatow kon-
trolnych 17 ziaren, a dla grupy doswiadczalnej 45 ziaren, na obszarze
1cn’ badanej tkanki grasiczej (ryc. 3). W obliczeniach testem -t-stano-
wito to warto$C statystycznie istotng (p<o ,01).

Cytochemiczne badania histonow

Komorki grasicy zawierajg znaczng ilos¢ biakek o charakterze zasado-
wym. Sg to biakka zwane histonami. Ich obecno$C mozna wykazaC przez za-
stosowanie w barwieniu zieleni trwalej (Fast green), po uprzedniej hy-
drolizie zawartego w komorkach DNA, a nastepnie ustalenia dla barwienia
odpowiedniego pH. Intensywno$C zabarwienia mowi o poziomie histonow
w komérkach grasicy.

Przeprowadzona analiza seryjnych skrawkow grasic wykazata, ze u zwie-
rzgt otrzymujacych witaming By wspokczennik "score™ dla najintensywniej-
szego zabarwienia komdrek wynosit 24, za$ w preparatach grupy kontrolnej
8. Przy obliczaniu w 5-ciostopnionej skali natezenia zabarwienia
(od 0 do 4) "total score” dla grasic zwierzgt doSwiadczalnych wynosi4
218, a dla grasic zwierzat kontrolnych 280 (ryc. 4).

DYSKUSJA

Witamina Bg podana w pokarmie ulega w ustroju ssakdw przemianie do
taw. estrow fosforanowych pirydoksalu i wtedy zwigzki te stajg sie forma-
mi czynnymi. Postacie czynne witaminy By sg koenzymami wielu reakcji
I biorg udziat w przemianie aminokwasow, w procesach transeminacji oraz
dekarboksylacji. Fosforan pirydoksalu jest grupg prostetyczng nie tylko
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aminotransferaz, ale takze szeregu innych enzymow katalizujacych niektére
reakcje alfa-aminokwasow. Uwaza sie, ze dziaka on jako poSrednik grup
aninowych lub nawet niektorych aminokwaséw (Pawelski, 1977; Lott, Coulom-
be, Di Paolo, Richardson 1 Levy, 1978; Kurlemann, LOscher, Dominick

1 Palm,” 1987). Badania ostatnich lat wykazujg, ze witamina  jest nie-
zbedna w drogach przemiany tryptofanu do kwasu nikotynowego oraz jego
pochodnych. Niedobor pirydoksyny moze doprowadzi¢ do wydalania z moczem
podrednich metabolitow tryptofanu, np. takich,jak kwas ksanturenowy.

Bender, Tagoe 1 Vale (1982) oraz Catterjee (1980) uwazajg, ze hormo-
ny sterydowe majg wpkyw na zwiekszony metabolizm witaminy B w organiz-
mach ssakdw. Badania te dady podstawe do przypuszczen, ze w okresie cigzy
ssakow zapotrzebowanie na pirydoksyne wzrasta, poniewaz u wszystkich
zwierzat znajdowano w tym czasie jej podwyzszony poziom w osoczu (Lumeng,
Cleary, Wagner, Yu i Li 1976; Sloger 1 Reynolds, 1980).

W doSwiadczeniach wlasnych, po podaniu mbodym szczurom (23-dniowym)
znakowanej trytem tymidyny, a nastepnie witaminy s¢, zanotowano stosun-
kowo wysoki poziom inkorporacji 3H—tymidyny w komdrkach grasicy. 1l10s¢
inkorporowanej “H-tymidyny daje mozliwo$C szybkiego 1 dokdadnego wykaza-
nia funkcjonowania jader komorkowych, syntezy DNA, jak rowniez przebiegu
niektorych procesow biochemicznych zachodzacych w komorkach. Zatem nale-
zakoby przypuszczaC, Ze rozwdj gruczotu grasicznego u modych zwierzat
wykazuje zapotrzebowanie na zwiekszong 1loS¢C witaminy By. U zwierzat
doswiadczalnych, ktorym podano dootrzewnowo pirydoksyne, poziom znako-
wanej trytem tymidyny wzrost w komérkach grasicy dziewieciokrotnie
W poréwnianiu ze zwierzetami kontrolnymi. Ta zwiekszona 1loS¢ wbudowa-
nej tymidyny w grasicy $wiadczy o zwiekszonej syntezie DNA w jadrach
komorkowych, jak réwniez o wiekszym zapotrzebowaniu na aminokwasy bu-
dujace te komorki.

Rozpatrujac tacznie wyniki uzyskane w zakresie badan histondw i in-
korporacji znakowanej trytem tymidyny, nalezekoby sadzi¢, ze mbode szczu-
ry w czasie wzrostu wykazujg zwiekszone zapotrzebowanie na pirydoksyne,
poniewaz w tym okresie jest u nich czynnie zaangazowany ukdad immunolo-
giczny, jak rowniez szybkiemu rozwojowi podlega ukkad hormonalny. Bada-
nia Rose (1978) oraz Van Den Berga i Bogaardsa (1987) wykazuja, ze przy

75



zwiekszonym wydzielaniu hormonéw sterydowych (np. progesteronu) jest
zwiekszone zapotrzebowanie na witaming B6, jak rowniez wtedy, gdy w orga-
nizmie istnieje jzwiekszone zapotrzebowanie na kwas nikotynowy (Vannuchi,
Kutnink, Sauberlich i Howerde, 1986). Opierajac sie na wykonanych do$wiad
czeniach i uzyskanych wynikach, jak i danych bibliograficznych nalezatoby
sqdzi¢, Zze w okresie intensywnej czynnosci hormonalnej oraz immunologicz-
nej (Plescia,"Feit, Skelly 1 White, 1976; Comsa, Leonhardt i Ozminski,
1979; Springer, PaveliT 1 Crgici, 1979) grasica wykazuje zwiekszone zapo-
trzebowanie na synteze DNA, jak rowniez na substancje egzogenne (Jak wita
mina B6), ktdre te synteze aktywuja.

Reasumujac catoSciowo te badania, mozna wyciagnaC nastepujace wnioski

1. Podanie dootrzewnowe znakowanej trytem tymidyny, a nastepnie wita-
miny By, prowadzi u mbodych szczuréw do zwiekszonej inkorporacji "H-tymi-
dyny w komérki grasicy.

2. Po dootrzewnowej iniekcji witaminy B" nastepuje w grasicy spadek
liczby kombrek o wysokim poziomie nagromadzenia histonéw w poréwnaniu
z kontrolg podstawowy.
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Incorporation of H-thymidine and changes 1in histone levels
in the thymus cells in young rats
after intraperitoneal injections of vitamin B*

Summary

The experiments were carried out on sexually immature 23-day old
male rats of Wistar strain. The animals were divided into control and
ecperimentalgroup. The control group received one peritoneal injection
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2,5 JJC1 "H-thymidine per g of body weight followed by nine peritoneal
injections of 0,2 ml of 0,% saline solution given in 24 hr intervals.
The animals of experimental group received 2,5/iCi "H-thymidine
per g of body weight followed by nine peritoneal injections of 0,2 ml
of vitanin  per animal given In 24 hr intervals. After the series of
injections, the thymus was obtained form each animal for studies of
"H-thymidine incorporation and on the histone levels in thymus cells.
In general, the results clearly indicate the effect of vitamin B,
on the incorporation of ?1-I-thymidine in the thymus. After the admini@tra—
tion of pirydoxine there was a tenfold increase in thymine incorporation.
The difference was statistically significant (p <c0,001) compared with
the control. The histochemical studies of histones revealed that in
the animals receiving vitamin B®, the fraction of cells with high
levels of these proteins dropped to 6% while in the control animals
such cells made 20% of total number of cells.

Banga Ouyex

IHKkopnopaywa 3H- TUNWEHHA A W3NEHEHUE YPOBHA THCTOHOB
B KNETKAaX 306HOW Keness HenonoBO3PeNsX Kpuc
B PE3yNbTATE BHYTPUOPTOUNHHON WHbEKYWA BUTANNHA B,.

Pesnme

OnuTH CTABAAM HA HENONOBO3PENNX CaMuax Kpucs nunun \Wistar
/8 Bo3pacTe 23 fHeit/. KUBOTHHX NOJEAUNH Ha KOHTPOMbHYO W NOJ-
ONUTHYR TPYANS. KUBOTHHE KOKTPOAbHOMN Tpynns Gufn WHHEUNDOBAHS
BHYTPUODOUAKHO OfQuH pa3 B feHb 4030i 2,5 g0 H-THNNINHE Ha
11 Beca Tena, 3aTeN B OPrawA3N KWBOTHNX TOil Ke rpynny /Tak-
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Ke BHYTPUOPONTURHO/ BBOLAAW HA NPOTAKEHAN OuepefHux 9 gHel
B 24 -yacosux npowexytkax spewewu 0,2 wn BOLHOTO pacTeopa fu-
snonoruyeckod conn /0,9% NaCl/ va ogHy 0c06b.

KusoTHuN nogonsThOA rpynny ssoguan 2,5 WG H-THIHANKA
Ha 17 Beca Tena, a 3aTel B TeyeHde ovepefHux 9 gued /8 24-
YACOBHX MpPOMENYTKAaX Bpeuewu/ BHYTpUOpOUUHAO MHbeynposanu 0,2
Un suTaunHa B, Ha 10c00b. Nocne OKOWYAHUS BHUEYNOMAKYTOTO
onyTa 63panw Natepuan 306H0M Xeness ANA MHCCNEZOBAKUA WHKOPNO-
pauun "'H-THNMAMHA, & TaKKe LNA WCCNELOBAKUA KONMYeCcTsa rucTo-
HOB B OTAENbHHX KNeTKax 300H0M Kenesw.

bnarofgaps BCeN MEpeyuCNEHHs N ONHTAN NOAYYEHH pe3ynbTarty,
YKa3uBAKUME HA CHNbHOE BAUAKUE BHTANUHA Ha WHKOpmOpayny
"WH-THNALAHA B KNeTKaX 300K0d weness. flocne BBEJEHAR NUPHLO-
KCUKA, YNONSHYTHEe pe3ynbTats Ounu JesATUKPATHO BHLE N0 Cpas-
HEHWO 0 KOHTPOMbHOW rpynnoit, 4710 ABAAETCA CTATHCTUYECKN CyLe-
CTBeHHOA pasHuyed /p <O,001/. TucToxunnyeckue AccnegoBanis

[HCTOKOB MOKA3HBANT, YTO Y KMBOTHHX, B OPraHu3N KOTOPHX BBO-
TATH BHTANNH 3., KOAUYECTBO KAETOK, COREepXauux BHCOKWE ypo-

BEHb 3THX 0ENKOB, YWEHbUUAOCH O 6% B KOHTPOMbHHX K& rpynnax
pe3yNbTaT paskanca 20%



