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MIECZYSEAW SMIALEK

AKTYWNOSC GLIKOLITYCZNA IZOLOWANYCH NEURONOW
OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO SZCZURA
PO ZATRUCIU TLENKIEM WEGLA

(METODA MIKRONURKA KARTEZJUSZA)

Zespol Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski

Réznice ilosciowe w oddychaniu komoérek izolowanych z OUN w nor-
mie oraz w réznych typach niedotlenienia sg zjawiskiem znanym (Hydén,
Pigon 1960; Hamberger 1963; Hamberger, Hydén 1963).

Zmiany w aktywnosci oddechowej izolowanych neuronéw OUN
stwierdzono rowniez po zatruciu tlenkiem wegla (Smiatek 1974, 1975).
Wystepujace réznice w zuzyciu tlenu przez poszczegélne neurony odno-
szono do roéznego stopnia wrazliwosci na dzialanie CO oraz do réznic
w zdolnosci przejsciowego gromadzenia glikogenu.

Celem pracy bylo okreslenie aktywnosci glikolitycznej izolowanych
neuronéw OUN szczura z uwzglednieniem ich wrazliwosci na ostre za-
trucie CO i zdolno$ci przejsciowego gromadzenia glikogenu.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 107 szczuréw rasy Wistar, samcéw, w wieku 6 tygodni,
o cigzarze ciala 150—180 g.

Zwierzeta umieszczano w komorze o pojemnosci 60 1 z cigglym prze-
plywem powietrza 1 litr/min. z dodatkiem 1% tlenku wegla. W tych wa-
runkach zwierzeta przebywaly przez 60 min. Nastepnie wylgczano do-
ptyw CO i przez dalsze 30 min. przetrzymywano szczury w komorze
z podigczonym doplywem powietrza. Po 90 min. bezpoSredniego dziatania
CO w tzw. czasie ,,0” zwierzeta przenoszono do warunkéw, w ktérych
oddychaty powietrzem atmosferycznym (Korthals i wsp. 1973).

Stopien zatrucia zwierzat kontrolowano przez pomiar stezenia HbCO
we krwi przy uzyciu metody Whitehead i Worthington (1961). Poziom
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290 M. Smiatek Nr 3
HbCO narastal linijnie do 20 min. od rozpoczecia przepuszczania CO
i od tego czasu do 60 min. przebywania zwierzat w komorze utrzymywat
sie na poziomie 76,6 + 0,9%. W momencie wyjecia zwierzat z komory
stezenie HbCO we krwi wynosito ok. 50%. Szczury dekapitowano w na-
stepujgcych grupach do$swiadczalnych: kontrola, w czasie ,,0”, po 1, 2, 3,
4, 24, 48, 72 , 120 i 240 godz. od wyjecia zwierzat z komory.

Izolowanie neuronéw — natychmiast po dekapitacji mozg oziebiano
na lodzie, krajano na skrawki grubosci ok. 2 mm i barwiono 2 mM roz-
tworem blekitu metylenowego w 0,25 M roztworze sacharozy (Hydén,
Pigon 1960). Neurony jadra olbrzymiokomoérkowego tworu siatkowatego
pnia moézgu, komorki Purkinjego, piramidowe komoérki rogu Amona ze
strefy Sommera H, oraz neurony ruchowe rogéw przednich rdzenia kre-
gowego izolowano przy uzyciu mikroskopu za pomoca widokna Kanthal
(Szwecja) o grubosci 18 w.

Glikoliza beztlenowa — Aktywno$é¢ glikolityczng neuronéw mierzono
metodg Zeuthena (1953) w aparacie amputkowego mikronurka Kartezju-
sza w temp. 38°C + =£0,002°C i wyrazano w ul CO, wydzielanego
z weglanu medium inkubacyjnego /godz/ neuron. Medium inkubacyjne
zawieralo: sodowy bufor fosforanowy pH 7,6—0,0024 M, KHCO,; ---
— 0,025 M, amid kwasu nikotynowego — 0,04 M, K-ATP — 0,00033 M,
K-NAD — 0,0002 M, fruktozo-1,6-dwufosforan sodu — 0,002 M, glukoza
— 0,01 M, MgCl, — 0,0067 M, pirogronian sodu — 0,005 M, KF —-
0,01 M, KClI — 0,0154 M, sacharoza — 0,1 M (Hamberger, Hydén 1963).
Medium flotacyjne stanowily zmieszane w réwnych cze$ciach roztwory
0,025 M KHCO, i NaHCO,. Stezenie koncowe K+ w medium inkubacy -
nym wynosito 0,053 M.

Przed rozpoczeciem pomiaréw przepuszczano przez medium inkuba-
cyjne przez okres 30 min. mieszanine 5% CO, w N,. Azot oczyszczano
przepuszczajgc go przez nasycony roztwor hydrochinonu. Caty uklad ma-
nometryczny poddawano przez 20 min. przeplywowi mieszaniny
C0, 1 Ny,

Oznaczanie czysto$ci izolowanych neurondéw oraz pomiar objetosci
cyvtoplazmy neuronéw — wyizolowane neurony natychmiast utrwalano
w 1,5% roztworze aldehydu glutarowego w 0,2 M buforze kakodylano-
wym o pH 7,4, nastepnie w 2% roztworze OsO,. Neurony zbierano na
sgeczkach z wildkna szklanego, przeprowadzano przez szereg alkoholi
i aceton6w, napylano weglem i zlotem i badano w elektronowym mikro-
skopie odbiciowym JEOL — Japan JSM-S 1. Zanieczyszczenia nie wig-
cej niz jedng komoérka, moggca stanowi¢ element glejowy obserwowano
w mniej niz 5% wyizolowanych neuronéw. Objetos¢ komoérki bez wy-
pustek w zaleznoSci od ksztaltu oznaczano z wzoréw na: elipsoide obro-
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Nr 3 Izolowane neurony w zatruciu CO 291

towg V = : ab?, odcinek paraboloidy obrotowej catkowity wg wzoru
V= ,; R?h, cdcinek paraboloidy prosto Ssciety V = _12_ h(R2 + r2) oraz
z wzoru beczki V = ,f; 1(2D2 + Dd + 14 d?) (Krolikowski, Steckiewicz
1956). Obrazy izolowanych neuronéw uzyskane w mikroskopie elektro-
nowym odbiciowym przedstawiaja ryc. 1, 2, 3, 4. Objeto§¢ jadra oblicza-
no z pomiaréw dokonanych w mikroskopie elektronowym transmisyjnym
z dwoch najwiekszych wymiaréw elipsy jadra. Roznica objetosci catej
komoérki i jadra stanowila objetos¢ cytoplazmy neuronu, ktoérg wyra-
zano w p3.

WYNIKI

Stosunki procentowe objetosci cytoplazmy poszczegélnych neuronow
przedstawia wykres 1.
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Wykres 1. Stosunki procentowe objetosci cytoplazmy neuronéw osrodkowego ukla-

du nerwowego szczura. R — neuron ruchowy rogu przedniego rdzenia kregowego,

O — neuron z jadra olbrzymiokomérkowego tworu siatkowatego pnia mézgu, P —
komorka Purkinjego, A — komorka piramidowa rogu Amona.

Diagram 1. Per cent ratios of the cytoplasm volume of the neurons in the

central nervous system of the rat. R — motor neuron from the anterior horn of

the spinal cord, O — neuron from the gigantocellular nucleus of the brain

stem reticular formation, P — Purkinje cell, A — pyramidal cell from the
Ammon’s horn.

Najwigkszg objetos¢ cytoplazmy stwierdzono w neuronach ruchowych

rogow przednich rdzenia kregowego. Objeto$¢ cytoplazmy tych neuro-
noéw wynosila $rednio 75200 wd. Wartos$é te przyjeto za 100%. Cytopla-
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292 M. Smiatek Nr 3
zma neurondow jagdra olbrzymiokomorkowego tworu siatkowego pnia
mo6zgu miala objetos¢ srednio 66 800 u?, co wynosilo ok. 89% w sto-
sunku do objetosci cytoplazmy neuronéw ruchowych rogdéw przednich
rdzenia kregowego. W komoérkach Purkinjego Srednia objetos¢ cyto-
plazmy wynosita 47 300 u3, czyli 62% w poréwnaniu z komorkg moto-
neuronu. Najmniejsza objetos¢ cytoplazmy, ok. 20% w stosunku do
komoérek najwiekszych. posiadaty komoérki piramidowe rogu Amona —
ok. 14800 u3. Wykres 2 przedstawia procentowe stosunki aktywnosci
glikolitycznej izolowanych neuronéw w normie oraz po przeliczeniu uzy-
skanych wynikéw na w3 cytoplazmy.
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Wykres 2. Stosunki procentowe aktywnosci glikolitycznej izolowanych neuronow

osrodkowego ukladu nerwowego szczura oraz po przeliczeniu na objeto§é cyto-

plazmy komorki (u®). Oznaczenia literowe jak na wykresie 1. Stupki czyste ozna-

czaja aktywnos$é¢ glikolityczng neuronu /u3; stupki kreskowane oznaczajg aktywno$c
glikolityczng/ neuron.

Diagram 2, Per cent ratios of glycolytic activity in the isolated neurons from

the central nervous system of the rat and in accordance to cytoplasm volume

(u?). Letter indications like in Diagram 1. Bright columns indicate glycolytic

activity of neuron /u3; columns with diagonal lines indicate glycolytic activity/
neuron.

Najwyzszg aktywno$¢ glikolityczng (wykres 2) 8,69 + 0,72 x 103 ul
CO, /godz./ neuron posiadaly komoérki jadra olbrzymiokomoérkowego
tworu siatkowatego pnia mozgu. Te warto$¢ przyjmowano w oblicze-
niach poréwnawczych za 100%. Na poziomie ok. 69% w poréwnaniu
z komoérkami tworu siatkowatego przebiegala glikoliza beztlenowa w ko-
moérkach Purkinjego, w neuronach rdzenia kregowego — ok. 25%, a tyl-
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Liye. 1. Neuron ruchowy rogu przedniego rdzenia kregowego szczura. Mikroskop
odbiciowy. Pow. 1800 x.
Fig. 1. Motor neuron from the anterior horn of rat spinal cord. Scanning micro-
scope. x 1800.

Ryc. 2. Neuron jadra olbrzymiokomérkowego tworu siatkowatego pnia moézgu
szezura. Mikroskop odbiciowy. Pow. 2000 x.

Fig. 2. Neuron from the gigantocellular nucleus from the reticular substance of
rat brain stem, Scanning microscope. x 2000.
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11 M. Smialek

Ryc. 3. Komorka Purkinjego. Mikroskop odbiciowy. Pow. 3000 x.
Fig. 3. Purkinje cell. Scanning microscope. x 3000.

Ryc. 4. Komoé6rka piramidowa rogu Amona. Mikroskop odbiciowy. Pow. 3000 x.
Fig. 4. Pyramidal cell from Ammon’s horn. Scanning microscope. x 3009.
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Nr"38 Izolowane neurony w zatruciu CO 293

ko ok. 18% w komoérkach piramidowych rogu Amona. Na podstawie prze-
liczenia wynikéw na w3 cytoplazmy najwiekszg aktywnos¢ glikolity-
czng wykazano w neuronach jadra olbrzymiokomoérkowego tworu siat-
kowatego pnia mozgu (100%), nastepnie w komoérkach piramidowych
rogu Amona (81%), a w komoérkach Purkinjego wynosila ok. 71%.
W neuronach ruchowych rogow przednich rdzenia kregowego, ktore
zawieraly najwiecej cytoplazmy, po przeliczeniu wydzielonego CO, przez
neuron, uzyskano aktywnos¢ glikolityczng na poziomie ok. 3% w sto-
sunku do neuronéw jadra olbrzymiokomérkowego.

Tabela 1 zawiera Srednie aktywnos$ci glikolitycznej badanych neuro-
néw z poszczegolnych grup doswiadczalnych. W czasie ,,0” (Tabela 1)
tj. natychmiast po okresie dzialania CO stwierdzono w neuronach jgdra
olbrzymiokomoérkowego tworu siatkowatego aktywnos¢ glikolityczng na
poziomie ok. 88% nizszym, a w komoérkach Purkinjego ok. 61% nizszym
w stosunku do grupy kontrolnej. Réznice te w obu grupach doswiad-
czalnych byly istotne statystycznie. W neuronach rogéw przednich
rdzenia kregowego spadek aktywnosci glikolitycznej, wynoszacy ok. 28Y%,
a w komorkach piramidowych kory amonalnej przyrost o ok. 12% nie
stanowily znamiennych statystycznie réznic w stosunku do normy.

W nastepnych przedzialach czasu od godz. 2—72 od zatrucia czynnosc
glikolityczna neuronéw jadra olbrzymiokomoérkowego utrzymywala sie
na nieco wyzszym poziomie w stosunku do S$redniej czasu ,,0”, lecz
najwyzsza warto$¢ aktywnosci byla jednak obnizona w stosunku dc
kontroli. Najwieksze zahamowanie (ok. 70%) stwierdzono w 48 godz. od
zatrucia. Po 120 godz. aktywnos¢ glikolityczna neuronéw jgdra olbrzy-
miokomoérkowego nie wykazywala statystycznie znamiennej roéznicy
w stosunku do kontroli.

W komoérkach Purkinjego zahamowanie aktywnosci glikolitycznej
w przedzialach czasu od 2—24 godz. od zatrucia bylo nieco nizsze, niz
bezposrednio po wyjeciu zwierzat z komory, lecz najwieksze obnizenie
warto$ci wykazane po 4 i 24 godz. — ok. 47% bylo statystycznie zna-
mienne. Od 48 godz. uzyskane $rednie nie wykazywaly istotnych ré6z-
nic w stosunku do kontroli.

Neurony ruchowe rogéw przednich rdzenia kregowego po 72 godz.
od zatrucia wykazywaly nieznaczne obnizenie aktywnosci glikolitycznej
(na poziomie zblizonym do neuronéw czasu ,,0").

W komoérkach piramidowych rogu Amona, ktére juz w czasie ,,0”
wykazywaly zwiekszenie aktywnosci glikolitycznej w dalszych prze-
dzialach czasu stwierdzono stopniowy przyrost do ok. 17—129%, przy
czym roéznice nie byly statystycznie istotne w poréwnaniu z norma.
Po 240 godz. od zatrucia wynik 1,54 = 0,25 * 10—3 ul CO, /godz./ neuron
zblizony byl do $redniej grupy kontrolnej.
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Tabela 1. Aktywnosé glikolityezna izolowanych neuronéw OUN szezura po zatruciu CO (”l CO, . 10-3/godz/neuron)

Table 1. Glycolytic activity in the isolated neurons from the rat CSN following CO intoxication (”l (0, . 10-3/h/neuron)

Grupa dosw.
Exp. group

Neuron j. olbrzymiokomorko-
wego tworu siatkowatego Komoérka Purkinjego

Neuron from gigantocellular n. Purkinje cell

Neuron ruchowy rdzenia
Spinal motor neuron

Amona

Komoérka piramidowa rogu

Pyramidal cell of Ammon’s

of reticular formation horn
x + S.E.M. P x + S.EM. P x + S.EM. p x + S.EM. P
Kontr. 8,69-0,72 (7)n 5,734+0,89 (5) 2,36+ 0,43 (6) 1,554-0,28 (6)
0 1,024+0,26 (5)  <C0,001 2,25+4-0,48 (7) <0,01 1.70-4-0,24 (5) =0,05 1,741 0,45 (5) =0,05
S 1 1,5240,28 (6) =0,05
= d
?,, E 2 2,0240,38 (5)  <0,001 2,56--0,52 (7) <0,01 1.30--0,31 (5) =0,05 1,82--0,39 (6) =0,05
R ‘§ 3 1,49+ 0,35 (5) >0,05
E’ E 4 1,634+0,38 (6)  <<0,001 3,07-0,39 (5) <0,05 1,40 1-0,26 (5) =0,05 2,6940,54 (5) =0,05
g f 24 2,2740,29 (5)  <<0,001 3,05--0,54 (5) <0,05 1,44-10,19 (5) =0,05 2,55-+0,60 (5) =0,05
é% 48 2,60--0,36 (6)  <0,001 3,30-£0,96 (6) =0.05 1,814 0,28 (6) =0.05 2,56 40,60 (5) >0,05
.fg § 72 2,674-0,35 (5) <0,001 4,28 0,39 (5) =0,05 2,194-0,35 (5) =0,05 3,01-40,67 (5) =0,05
& 120 5,674+0,81 (5) >=0,05 5,35--0,81 (8) =0,05 3,554+0,96 (7) =0,05
240 1,5440,25 (5) =0,05

x &+ S.EM. —

)
|

$rednia arytmetyezna - $redni blad Sredniej
arithmetic mean - S.E.M.

liezba neurondéw

number of neurons

prawdopodobienstwo wg testu t Studenta
probability calculated by the t Student’s test
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Nr 3 Izolowane neurony w zatruciu CO 295

OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazaly, ze aktywnos¢ glikolityczna ko-
morek olbrzymich tworu siatkowatego pnia moézgu oraz komoérek Purkin-
jego ulegala przejSciowemu obnizeniu po zatruciu tlenkiem wegla. Szyh-
szy powr6t do normy, ko juz po 48 godz. obserwowano w komoérkach
Purkinjego.

Nie stwierdzono istotnej réznicy w aktywnosci glikolitycznej neuronow
ruchowych rogow przednich rdzenia kregowego po zatruciu CO, ko-
morki piramidowe rogu Amona wykazywaly tylko przejsciowg tendencje
wzrostu czynnosci glikolitycznej (wykres 3).

Poprzednie badania wykazaly roéznice we wrazliwosci poszczegdlnych
neuronéw na szkodliwe dzialanie CO, wyrazajgce sie uposledzeniem ich
oddychania (Smatek 1975). Podobnie jak w obecnych badaniach aktyw-
nosci glikolitycznej, uzyskano réwniez efekt przejSciowego zahamowa-
nia aktywnos$ci oddechowej w komoérkach Purkinjego i neuronach jgdra
olbrzymiokomérkowego tworu siatkowatego pnia moézgu. Zmiany te by-
ly zgodne rowniez z przejScicwym charakterem odkladania sie gliko-
genu w tych neuronach (Korthals i wsp. 1973, Smialek i wsp. 1973).
Mozna przypuszczaé, ze zjawisko gromadzenia glikogenu i réwnocze-
$nie mniejsza wrazliwo$¢ komorki na zatrucie CO sg zwigzane z regu-
lacyjnym charakterem puli glikogenowej (Harkonen i wsp. 1969).

Neurony ruchowe rogéow przednich rdzenia kregowego, ktére row-
niez majg zdolno$¢ do przejsciowego gromadzenia glikogenu wydaja
sie¢ wykazywa¢ w grupie badanych komoérek nerwowych najwiekszg od-
porno$¢ na szkodliwy wplyw CO. Wyniki Jaccba (1963) w mikroskopie
Swietlnym wskazujg na mniejszg wrazliwo$¢ motoneuron6w na nie-
dotlenienie w poréwnaniu z neuronami rdzenia o matych wymiarach.
By¢ moze odgrywa tu role bardzo krotki okres zahamowania, a naste-
pnie hyperkompensacyjny przyrost zuzycia tlenu przez komorke po
zatruciu CO. Na podstawie krzywej przedstawionej na wykresie 4 mozna
przypuszczaé¢, ze po 2 gedz. od zatrucia wystepuje w neuronie efekt
Pasteura. Biorgc pod uwage niskg aktywnos¢ glikolityczng tych neuro-
néw w normie po przeliczeniu na objeto$¢ cytoplazmy oraz bardzo niski
poziom ich przemiany tlenowej (Smialek 1975) mozna sadzi¢, ze wsrod
neuronéw majgcych zdolno$¢ do przejsciowego gromadzenia glikogenu
komoérki nerwowe o najnizszym metabolizmie oddechowym sg najmniej
wrazliwe na szkodliwe dziatanie CO.

Komoérki piramidowe rogu Amona nie mialy zdolnosci do gromadzenia
glikogenu. Ta struktura wykazywata rowniez w badaniach in vivo sele-
ktywng wrazliwo$¢ na dzialanie CO (Kérnyey 1963, Korthals i wsp.
1973). Neurony tej okolicy miaty réwniez obnizong aktywnos$¢ oddecho-
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296 M. Smialek Nr 3

wg po zatruciu CO. Niestwierdzenie glikogenu w rogu Amona po za-
truciu tlenkiem wegla moze wigza¢ sie z przejsciowg tendencjg do przy-
rostu aktywnosci glikolitycznej badanych komorek piramidowych tej

struktury.
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Wykres 3. Aktywno$é glikolityczna izolowanych neuronéw o$rodkowego uktadu

nerwowego szczura w normie i po zatruciu tlenkiem wegla. Stupki kreskowane

oznaczajg S$rednig arytmetyczng grupy kontrolnej oraz wyniki nieznamienne sta-

tystycznie w stosunku do normy; stupki czyste oznaczajg S$rednie arytmetyczne

grup do$wiadczalnych znamienne statystycznie w stosunku do normy. Oznaczenia
literowe jak na wykresie 1.

Diagram 3. Glycolytic activity of the isolated neurons from the rat central

nervous system in normal conditions and following carbon monoxide intoxication.

Diagonally lined columns indicate arithmetic mean of control group and the re-

sults statistically insignificant towards the norm; bright columns indicate arithme-

tic mean of experimental groups statistically significant towards the norm. Let-
ter indications like in Diagram 1.
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Nr 3 Izolowane neurony w zatruciu CO 237
Wyniki uzyskane w badaniu aktywnosci glikolitycznej izolowanych

neuronéw OUN stanowia uzupelnienie poprzednio stwierdzanych za-
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Wykres 4. Roéznice procentowe aktywnoéci glikolitycznej i ukladu askorbinian —
cytochrom c¢ izolowanych neuronéw os$rodkowego ukladu nerwowego szczura po
zatruciu tlenkiem wegla. Linia kreskowana oznacza uklad askorbinian-cyto-

chrom c; linia kropka-kreska oznacza aktywno$§é glikolityczng. Oznaczenia li-
terowe jak na wykresie 1.
Diagram 4. Per cent differences of glycolytic activity and ascorbate-cyto-

chrome c¢ system of the isolated neurons from the central nervous system of the

rat following carbon monoxide intoxication. Dash line indicates ascorbate — cy-

tochrome c system; dot-dash line indicates glycolytic activity. Letter indications like
in Diagram 1.
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burzen oddychania komérkowego po zatruciu CO (Smialek 1975). Powia-
zanie zmian roznych szlakéw metabolicznych tych samych neuronéw
moze pozwoli¢ na dokladniejsze poznanie patomechanizmu uszkodzen
spowodowanych dziataniem tlenku wegla na tkanke nerwowsg.

WNIOSKI

1. Stwierdzono, ze neurony OUN w normie oraz w nastepstwie do-
$wiadczalnego zatrucia CO wykazujg ilosciowe réznice w aktywnosci
glikolitycznej.

2. Neurony o nizszym metabolizmie komérkowym wykazujg mniejsza
wrazliwo$¢ na zatrucie CO.

M. Cmanek

TIUKOJIUTUYECKAA AKTUBHOCTB UIOJUPOBAHHBIX HEWPOHOB IIHC
KPBIC TIOCJE OTPABJIEHUA CO

(MeTO KapTe3MaHCKOro IIoNJaexa)
Pe3momMme

ITenbio paboTel ObIJIO ONpeZeJieHNe TIMKOIUTUYECKON aKTUBHOCTU W30IMDO3aiHbIX
HEMPOHOB KpbiChl, MNOJYYEHHBIX M3 SAJ/Ipa TIMTAHTCKUX KJIETOK DPETUEYIISPHON POp-
MauuM CTBOJla MO3ra, KiaeTok IlypkmuHbe, mmMpaMuaalbHbIX KJETOK AMMOIi0Ba pora,
M IBUTATEJbHBIX HENPOHOB ITepejHMX POTOB CIMHHOTO MO3ra C yUeTOM WX 4YyBCTEU-
TENBHCCTM HA OcTpoe oTpaBienye CO u croco6HOCTM BPEMEHHOTO HAKCTILICHMUS TJiM-
KOTEeHa.

Jdnss uccnepoBanmwit ObIIO MCII0AB30Bano 107 1uecTMIIEAEAbHLIX CaAMIOB KpbIC.
ZKMBOTHBIE IIOJIBEPraiuch OJHOKpaTHOMY oTpaBiaenuto CO B reueume 90 MUHYT.
Hejipoub!l M30/1MpoOBajiM HENOCPEACTBCHHO ilocjie oTpaBjeuumsa CO u B muaTeppanax
BpeMenmu 10 240 yacoB mocjie orpaBlieHMs. UMCTOTY OTAENbHBIX NEMpPOHOB U 00beM
LIUTCIIJIa3Mbl OIPEAeNIANM € IIOMOLILIO CKAHMPYIOIIEr0 MUKpOCKOonma M «hopmyiibl
B 3aBUCMMOCTU OT hOpMBI HelpoHA. [VIMKOJIUTUYECKYIO AKTUBHOCTBL M3MEPANNM IO
MeTOJy, NPMMEHAeMOMYy B afllapaTe aMmIlyJbHOro KapTe3MaHCKOro MNOIIAaBEA.

ITocne ctpaBienua CO B HeMpoHax M3 HJepP TUTAHTCKMX KJSTOK DETHIZY/IAPHON
cdopmauum cTBOJIa MO3ra HAOAIOZANOCH BPEMEHHOe TOPMOXKEHMEe TJINMKCIIUTUYeCKOI
aKTUBHOCTM B IIpejeJax A0 72 4acoB, a B KaeTrkax Ilypxuiibe B npegenax Jio 24 ya-
COB TIIOCJle OTpaBJlenusa. B JasuratenbHbIX HEMPOHAX IIepeAHMX pPOrcB CIMHHOTO
Mo3ra Oblna obnapyzkena TeHJAEHUMA K CHUKEHMUIO aKTMBHOCTM, @ B NMPaMMJIaJdbHBIX
KJIETKaX aMMOHOBa poOra — CTAaTUCTHUUYECKM HE)OCTOBEepHOe yBeJju'enme &uzinntbnoro
TIMKOJIM3a B npepesax 10 120 yacoB mnocjie oTpaBJieHnA.

Pasznuunas peakums OTHAENbHBIX HEMPOHOB Ha oOTpaBuasAwIuee xaevictBue CO o0by-
CJIOBJIeHA, BEPOSITHO, KOJIMYECTBEHHOM Pa3HMLEN B HOPMe MeXKJAy NOpeueccamy axa-
9pOOHOTO TIJIMKOJM3a M KJIETOYHOTO AbiXauus., MOXKHG IpeArnoyiaraTh, 4TO HeipOHbI
C HM3KOM OOMEeHMBAEMOCTBLIO TJIIOKO3bl OKaXKyTCs HayMenee 4yscTBuTenbHbiMu K CO
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Nris Izolowane neurony w zatruciu CO 260

{;1BUraTeiiblibie HEMPOHbLI IIEPEeAHHIX POTOB CIMHHOrO Moz3ra). HamboJiee uyBCTBUTENb-
Hble HEMPOHbI aMMOHMEBOM KOpPbI, HecrnocobHble HaKaIMBATH IJIMKOTEH, OTJiMvajuch
“«0YeHb BBLICOKON TJIMKOJIUTUYECKOM aKTUBHOCTHIO, & TaKKe CaMbIMM BLICOKMMM 3HA-
YweHusAMM JAbIXaTeJbHOM aKTUBHOCTM HEMpoua.

M. Smiatek

THE GLYCOLYTIC ACTIVITY OF ISOLATED NEURONS
FROM RAT CENTRAL NERVOUS SYSTEM FOLLOWING CARBON
MCNOXIDE INTOXICATION

(Cartesian microdiver technique)
Summary

The aim of the work was to determine the glycolytic activity of rat neurons
isolated from the gigantocellular nucleus of the reticular formation of brain stem,
Purkinje cells, pyramidal cells of Ammon horn, as well as motor neurons from
spinal cord, including their sensitivity to acute CO intoxication and the ability for
glycogen accumulation.

107 male, 6 weeks old rats, were submitted to CO intoxication for 90 min
(Korthals et al. 1973). Neurons were isolated according to Hydén and Pigon
(1960) immediately after CO intoxication, as well as in time intervals up to 240
hours after intoxication. The purity of isolated neurons and the volume of the
cytoplasm was determined using scanning electron microscope and formulae de-
pending on the shape of the neuron (Kroélikiewicz, Steckiewicz, 1956). The gly-
«colytic activity was measured according to Hamberger and Hydén (1963) by us2
of Cartcsian microdiver technique (Zeuthen 1953).

The CO intoxication resulted in a transient inhibition of the glycolytic activity
in the neurons from the nucleus of the reticular formation up to 72 hours and
in Purkinje cells up to 24 hours after intoxication. In the spinal cord motor
neurons the glycolytic activity showed a decreasing tenceacy, while in the pyra-
midal cells a statistically insignicant increase of anaerobic glycolysis was observed
up to 120 hours after intoxication.

A different reaction of particular neurons to CO action depends presumably
on the differences in anaerobic glycolysis and in cellular respiration in normal
conditions. It may be assumed that the neurons with the lowest glucose metabolism
show the smallest sensitivity to CO (spinal cord motor neurons). The most sensiti-
ve neurons of Ammon horn, which do not exhibit any ahility for glycogen ac-
cumulation showed a very high g ycolytic activity and the highest respiratory
activity.
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WPLYW NIEDOKRWIENIA RDZENIA KREGOWEGO U PSOW
NA STAN BARIERY NACZYNIOWEJ I MIKROKRAZENIE

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespctu: prof. dr M. J. Mossakowski
Klinika Chirurgii Naczyniowej Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego
Kierownik Kliniki: prof. dr H. Rykowski

Zabiegi chirurgiczne polgczone z uniedroznieniem odcinka piersiowego
tetnicy gléwnej mogg prowadzi¢ do ciezkich powiklan neurologicznych.
Wystepuja one zwykle po usunieciu tetniaka i sg spowodowane pra-
wdopodobnie naglym niedokrwieniem rdzenia kregowego. Nasilenie ob-
jawoéw neurologiczniych zalezy od czasu trwania niedroznosci tetnicy,
a takze od dlugosci usunietego odcinka aorty. Stosowanie krgzenia po-
zaustrojowego nie zawsze zapobiega wystgpieniu tych powiklan. W zwigz-
ku z tym zachodzi konieczno$¢ poszukiwania ich przyczyny, oceny dy-
namiki narastania, a zwlaszcza okreslenia maksymalnego czasu zaci$nie-
cia zstepujgcego odcinka aorty, po ktérym objawy neurologiczne nie
wystepuja badz tez majag odwracalny charakter.

Dogodnym modelem doswiadczalnym dla tego rodzaju badan jest wy-
lgczenie krwi w tetnicy gléwnej u zwierzgt (Gelfan, Tarlow 1959; Long
i wsp. 1972, Schneider, Dralle 1973; Gadamski i wsp. 1976a, b). Niedo-
krwienie rdzenia kregowego spowodowane zaci$nieciem aorty prowadzi
do wystgpienia zaburzen strukturalnych i metabolicznych, ktére naj-
czesciej sg zlokalizowane w centralnej i brzeznej cze$ci rogéw przednich
odcinka ledzwiowego (Blasius, Zimmerman 1957; Gelfan, Tarlow 1959;
Long i wsp. 1972; Schneider, Dralle 1973; Gadamski i wsp. 1976a, b).
Badania przeprowadzone przez Krogha (1945) wykazaly utrzymywanie
sie minimalnego przeptywu w naczyniach krwiono$nych odcinka le-
dzwiowego rdzenia po zacis$nieciu aorty brzusznej. Spostrzezenia te skto-
nilty nas do przeprowadzenia serii do$wiadczen na psach utrzymanych
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przy zyciu po podwigzaniu piersiowego odcinka tetnicy glownej. Celem
pracy jest: 1) Ocena ci$nienia skurczowego i szybkosci przeplywu krwi
w odcinku aorty ponizej zaciskow. 2) Ocena zachowania sie bariery na-
czyniowej rdzenia w stosunku do bialek i 3) Ocena stanu mikrokrgzo-
nia w rdzeniu kregowym.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 28 psach obu plci, o ciezarze ciala okolo
10—12 kg. W znieczuleniu ogélnym wylaczano odcinek piersiowy tetnicy
glownej na okres 20 min. przez zalozenie zaciskow — ponizej tuku
aorty i powyzej przepony. U 10 psow, w trakcie doSwiadczenia rejestro-
wano w odstepach minutowych wysoko$¢ cisnienia skurczowego krwi
powyzej i ponizej zaciskéw, tj. w tuku i odcinku brzusznym tetnicy glo-
wnej. Réwnoczesnie dokonywano pomiaréw szybkosci przeplywu krwi
w odcinku aorty lezagcym ponizej dolnego zacisku. Wysoko$¢ ci$nienia
skurczowego odczytywano na skali dwoch elektromanometrow Ek-4, wy-
posazonych w przetworniki ci$nienia, polgczone z 2 cewnikami poliety-
lenowymi. Jeden cewnik wprowadzano do tuku aorty przez tetnice szyij-
ng wspoélng, drugi — do czesci brzusznej aorty przez tetnice udowa.

Szybkos¢ przeplywu oceniano za pomocg detektora ultradzwiekow
UDP-574 (Instytut Podstawowych Probleméw Techniki PAN). Glowice
aparatu, dzialajagcego na zasadzie zjawiska Dopplera, przykladano do
Sciany czeSci brzusznej aorty. Miedzy S$ciang tetnicy i glowicg aparatu
umieszczano cienkg warstwe sprzegajgca, utworzong z tkanki tluszczo-
wej lub zelu kauczukowego. Pomiary wysokosci ci$nienia skurczowego
i szybkos¢ przeplywu krwi, poza okresem 20 minutowej niedroznosci
odcinka piersiowego tetnicy gléwnej, prowadzono dodatkowo w cza-
cie 10 minut po zdjeciu zaciskow. W tym okresie odczyty rejestrowano
w cdstepach dwuminutowych.

Rdzenie kregowe 16 psow stanowily material do oceny bariery naczy-
niowej oraz stanu mikrokrgzenia. Badania wykonano na zwierzetach,
ktore po zdjeciu zaciskow przezyly okres 2, 4, 6, 12, 24 i 48 godzin orez
416 dni.

Zachowanie sie bariery naczyniowej w stosunku do bialek oceniano -
przy pomocy 2% roztworu blekitu Evansa, ktéory podawano do zyly do-
stopowej w ilosci 3 ml/kg wagi ciala. U zwierzat utrzymywanych przy
zyciu przez okres od 2 do 24 godzin po niedokrwieniu, znacznik
barierowy wprowadzono do tozyska naczyniowego bezposrednio po zdje-
ciu zaciskéw, natomiast u psoéw, ktéore przezyly od 48 godz. do 6 dni
blekit Evansa podawano na 24 godziny przed u$mierceniem. Wybrane-
segmenty z odcinka szyjnego, piersiowego i ledzwiowego rdzenia utrwa--
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lano w 10% zobojetnionej formalinie i krojono na mikrotomie mrozenio-
wym na skrawki grubo$ci 20 w. Material ogladano w mikroskopie fluc-
rescencyjnym f-my Zeiss wyposazonym w lampe rteciowg HBO 200 oraz
filtry: BG-12/4 (wzbudzajgcy) i OG-1 (barierowy).

Material do badania mikrgzenia utrwalano w 10% zobojetnionej for-
malinie. Skrawki mrozikowe, grubosci 40 u barwiono benzydynowg me-
toda wg Pickwortha.

Materiat kontrolny stanowily rdzenie kregowe dwoéch pséow, u ktorych
wywolano jedynie znieczulenie ogoélne. Zwierzeta doswiadczalne i kon-
trolne u$miercano przez podanie letalnej dawki Morbitalu.

WYNIKI

Ocena ci$nienia skurczowego i szybkosci przeptywu krwi

Wysokos$¢ skurczowego ci$nienia krwi w tuku aorty i w odcinku brzu-
sznym tetnicy glownej ustalano na podstawie pomiaréw przeprowadzo-
nych 5 minut przed zalozeniem zaciskow. Wyprowadzona S$rednia ary-
tmetyczna wskazuje, ze w luku aorty wynosi ono okoto 120 mm Hg, na-

tomiast w aorcie brzusznej, okoto 115 mm Hg.

W okresie pierwszych 13 minut po zalozeniu zaciskow, w luku aorty
obserwowano szybki, linijny wzrost ci$nienia skurczowego do warto-
Sci 360 mm Hg. Cisnienie obnizalo sie nieznacznie w ciggu nastepnych
2 minut, po czym ustalalo sie na poziomie 350 mm Hg utrzymujac sie
na tym poziomie do chwili zdjecia zaciskow. Przywrocenie droznosci te-
tnicy gléwnej powodowalo gwalttowny spadek -ci$nienia skurczowego,
ktére w czasie 4 minut po zdjeciu zaciskéw osiggato wartos¢ 75 mm Hg.
Od tego czasu obserwowano lagodny wzrost ciSnienia az do jego usta-
lenia sie na poziomie okoto 95 mm Hg. To ci$nienie utrzymywalo si¢
do konca wykonywania pomiaréow (wykres 1).

Cisnienie krwi w odcinku brzusznym tetnicy gléwnej obnizalo sig
gwaltownie, osiggajgc w 2 minuty po zalozeniu zaciskow poziom 45
mm Hg. Nastepnie ulegalo ono podwyzszeniu do 55 mm Hg utrzymujac
sie¢ na tym poziomie do 10 minuty niedroznosci. Najnizsze ci$nienie skur-
czowe odnotowano miedzy 12 a 13 minutg. Wynosilo ono w tym czasie
20 mm Hg. Od 13 minuty ci$nienie wzrastalo, a nastepnie ustalalo sic
na poziomie 40 mm Hg. Po zdjeciu zaciskow nastepowalo gwaltowne pod-
wyzszenie ci$nienia, ktére w ciggu 4 minut po przywréceniu droznosci
tetnicy osiggalo wartos¢ 160 mm Hg. W dalszych czasach obserwacji
ci$nienie spadalo do okolo 95 mm Hg i utrzymywalo sie na tym po-
ziomie do konca wykonywania pomiaréw (wykres 1).
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Wykres 1. Ci$nienie skurczowe krwi w tetnicy gléwnej wyrazone w mm Hg. Linia

ciggla oznacza ci$nienie skurczowe krwi w luku aorty, a linia przerywana w od-

cinku brzusznym aorty ponizej zacisku dolnego. Linie pionowe po stronie lewej

oznaczaja czas zalozenia zacisku goérnego i dolnego, a linie pionowe po stronie
prawej czas zdjecia obydwu zaciskéw.

Diagram 1 .Systolic blood pressure in aorta in mm Hg. Continuous line indicates

systolic blood pressure in aortal arch, dotted line — systolic blood pressure in ab-

dominal aorta below the lower clamp. Vertical lines on the left indicate the mo-

ment of clamping while the vertical lines on the right indicate the moment of
both clamps removal.

Zastosowanie detektora ultradzwiekéw pozwalalo na ocene szybkosci
przeplywu krwi w odcinku tetnicy glownej lezgcym ponizej zacisku
nadprzeponowego. Glowica tego aparatu wysyla ultradzwieki, ktore po
rozproszeniu i odbiciu od morfotycznych elementéw krwi wracajg do
odpowiednio skonstruowanego urzgdzenia dajgcego trzy charakterysty-
czne tony. Najsilniejszy wystepuje bezposrednio po skurczu komor.
Drugi, cichszy, przypada na okres pojawienia sie wstecznego pradu krwi
w aorcie i trzeci, rowniez cichy, zwigzany jest z rozpoczeciem przeplywu
krwi w kierunku obwodu. Po usltyszeniu trzeciego tonu nastepuje
cisza, ktéora trwa az do nastepnej ewolucji serca. Wystepowanie wszy-
stkich trzech tonow, ktére sg styszalne po przylozeniu glowicy do $ciany
w pelni droznej tetnicy gléwnej swiadezy, ze szybkos¢ plynacej w niej
krwi wynosi okoto 1 m/sek.

Zamkniecie odcinka piersiowego aorty powodowalo catkowity brak
styszalno$ci tonow miedzy 1 a 4 oraz miedzy 9 a 15 minutg trwania
niedrozno$ci. Przypadajgca na te okresy cisza S$wiadczy o przeptywie
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mniejszym od 2,5 cm/sek, ktéry ze wzgledu na ograniczong czulo$¢ za-
stosowanej aparatury nie mogl by¢ rejestrowany. Miedzy 4—9 i 15—20
minutg do$wiadczenia notowano wylgcznie oslabiony ton pierwszy
i trzeci.

Wypadanie tonu drugiego oraz zmniejszenie natezenia pozostalych
Swiadezy o bardzo zwolnionym przeplywie wynoszgcym w przyblizeniu
od 2,5 do 3,0 cm/sek. W kilka minut po zdjeciu zaciskow pojawialy sie
wszystkie trzy tony o podobnej sile dzwieku jak w droznej tetnicy
glownej.

Ocena stanu bariery naczyniowej w stosunku do bialek

W rdzeniu kregowym zwierzat, niezaleznie od czasu przezycia, nie
stwierdzono wzmozonej przepuszczalnosci naczyn w stosunku do uzy-
tego znacznika barierowego. W obrazie mikroskopowym byla widoczna
zywo czerwona fluorescencja w $wietle licznych naczyn krwionosnych
(ryc. 1). Zjawisko to wystepowalo zwlaszcza u zwierzat, ktére przezyty
2—12 godz. oraz 48 godz. — 6 dni. W kilku przypadkach obserwowano
czerwong fluorescencje w blonie wewnetrznej tetniczek (ryc. 2, 3). Nie
znaleziono jej natomiast w strefie przynaczyniowej ani w innych elemen-
tach strukturalnych tkanki nerwowej rdzenia kregowego.

Ocena mikrokrazenia rdzeniowego

U zwierzgt kontrolnych we wszystkich odcinkach rdzenia widoczna
byta wyrazna sie¢ naczyniowa. Byla ona szczegdlnie gesta w istocie sza-
rej (ryc. 4) i nie wykazywata charakterystycznych cech angioarchitekto-
niki ani tez réznic w ukrwieniu miedzy rogami przednimi a tylnymi.
Unaczynienie istoty biatej bylo znacznie ubozsze. Dominowaly w jej
obrebie naczynia biegngce promieni$cie od opony miekkiej w kierunku
dosrodkowym, tworzace polgczenia z brzeznymi naczyniami istoty sza-
rej (ryc. 5).

Czasowe niedokrwienie rdzenia powodowalo wystgpienie zaburzen
w mikrokrazeniu, ktoérych jako$¢ oraz nasilenie wykazywaly Scisty za-
lezno$¢ od czasu przezycia i odlegtosci segmentu rdzenia kregowego od
zamknietej czesci tetnicy glownej.

U zwierzat z 2 godz. przezyciem we wszystkich odcinkach rdzenia
obserwowano cechy przekrwienia z dominujgcym wypelnieniem magami
krwi naczyn zylnych (ryc. 6). Jednoczesnie w istocie szarej spotykano
plackowate obszary, w ktoérych sie¢ naczyn tetniczych i wlosowatych
. byla stabo wypelniona. W 4 i 6 godz. po niedokrwieniu cofaty sie cechy
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przekrwienia (ryc. 7, 8). W odcinku szyjnym pojawialy sie liczne krwin-
kotoki (ryc. 9, 10), natomiast w odcinku ledzwiowym zwracalo uwage
skgpe wypelnienie krwig naczyn brzeznej strefy rogéw przednich (ryc.
11, 12). Dluzsze czasy przezycia (12, 24 godz.) cechowalo nasilajgce si¢
zubozenie ukrwienia rdzenia kregowego (ryc. 13, 14, 15) zwigzane za-
réwno z mniejszym wypelnieniem krwig sieci naczyn wlosowatych i te-
tniczych, jak i ze zmniejszeniem sie liczby rozszerzonych naczyn zyl-
nych. W brzeznej warstwie rogoéw przednich, odpowiadajacej potozeniu
rieuronow ruchowych, byly widoczne rozlegle obszary szczegolnie sia-
bego ukrwienia (ryc. 16). Uposledzenie ukrwienia dotyczylo glownie
istoty szarej, w ktérej uwidoczniona sie¢ naczyniowa byla tylko niezna-
cznie bogatsza niz w istocie biatej (ryc. 17). W 48 godz. po niedokrwieniu
sie¢ naczyn krwionosnych byla podobna do wystepujacej u zwierzat kon-
trolnych. W odcinku szyjnym i piersiowym spotykano nieliczne krwin-
kotoki (ryc. 18, 19), a w odcinku ledzwiowym cechy nieznacinego prze-
krwienia (ryc. 20). Pelniejszg normalizacje ukrwienia wszystkich bada-
nych pozioméw rdzenia kregowego obserwowano w 6 dniu przezycia.
Jednak w istocie szarej odcinka ledzwiowego spotykano nadal pojedyn-
cze, rozszerzone naczynia zylne wypelnione obficie masami krwi (ryc. 21).

OMOWIENIE

Zastosowany model doswiadczalny, moze by¢ uznany za dogodny dla
przesledzenia zmian wystepujacych w rdzeniu kregowym po jego niedc-
krwieniu. Jednakze uzyskane wyniki badan, a zwlaszcza pomiaréw skur-
czowego ciSnienia krwi nakazujg ostroznos¢ w zaszeregowaniu tych
zmian do grupy nieprawidlowosci zwigzanych wylgcznie z niedokrwie-
niem przypadajgcym na okres uniedroznienia aorty. Niedokrwienie rdze-
nia spowodowane wylgczeniem przeplywu krwi w odcinku piersiowym
tetnicy gléwnej jest waznym, ale nie jedynym czynnikiem patozenety-
cznym zaré6wno przedstawionych zmian jak i poprzednio stwierdzonych
zeburzen w aktywnosci enzymoéw oddechowych i hydrolitycznych (Ga-
damski i wsp. 1976a). Obserwowane nieprawidlowosci mikrokrazenia sa
wyktadnikiem zaréwno niedokrwienia rdzenia jak i wplywu ogoélnoustro-
jowych zaburzen wywolanych zacisnieciem piersiowego odcinka tetnicy
gltownej.

Zaburzenia w mikrokrgzeniu w OUN w nastepstwie jego niedokrwie-
nia zostaly wykazane przez wielu autorow (Ames i wsp. 1968; Hossman,
Sato 1970; Olsson, Hossman 1971; Mossakowski 1974). Schneider i Dralle
(1973) podkreslajg wplyw czynnikéw ogoélnoustrojowych na ksztaltowa-
nie si¢ zaburzen mikrokrazenia w rdzeniu kregowym. Poglad ten popie-
rajg réwniez wyniki naszych badan, ktére wykazaly, ze ci$nienie skurczc-
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we w aorcie zstepujgcej ponizej zaciskow spada do warto$ci 30 mm Hg
tylko na krotki okres (okolo 2 minuty). Utrzymuje sie ono w pozostatym
czasie do$wiadczenia na obnizonym poziomie — okolo 40 mm Hg. Obni-
zenie ci$nienia potwierdzajg rowniez pomiary przeplywu, ktére oceniano
jako przeplyw o szybkosci 2,5 do 3,0 cm/sek (Nowicki, Brodzinski 1975).

Utrzymanie sie obnizonego ci$nienia krwi w odcinku brzusznym aorty
mimo pelnej niedrozno$ci odcinka piersiowego mozna tlumaczy¢ urucho-
mieniem krgzenia obocznego, ktorego wydolnos¢ u psow wydaje .ie
hyé szczeg6lnie duza. Bardziej oczywisty jest wzrost ci$nienia (do 360
mm Hg) w luku aorty. Zamkniecie piersiowego odcinka tetnicy glownej
stwarza trudnosci w zaopatrywaniu w krew tetniczg obwodowej czesci
ciala przy prawidlowym odplywie krwi zylnej z tego obszaru. Przy za-
lozeniu, ze znieczulenie ogb6lne i zabieg operacyjny wplywajg niezna-
cznie na pojemno$¢ wyrzutowa serca, wzrost cisnienia w tuku aorty jest
wynikiem konieczno$ci pomieszczenia krwi krazacej niemal wylgcznie
w doglowowej czesci lozyska naczyniowego. Przebieg krzywej ilustruja-
cej wysokos$¢ ci$nienia skurczowego w tuku i odcinku brzusznym tetnicy
glownej po zdjeciu zaciskéw (wykres 1), sugeruje poza zjawiskami me-
chanicznymi udzial wegetatywnych mechanizméw autoregulacji kraze-
nia. Uruchomienie tych mechanizméw potwierdza fakt przeciecia sie
krzywych w 4 minucie po zdjeciu zaciskow. Wykazany w tym okresie
spadek ci$nienia skurczowego w goérnym odcinku aorty wynika prawdo-
podobnie ze swobodnego naplywu krwi do narzgdéow klatki piersiowej
oraz jamy brzusznej. Prowadzi to do kempensacji ukrwienia waznych
narzagdow, ktorych funkcje ulegly zaburzeniu w okresie zaci$niecia od-
cinka piersiowego tetnicy gléwnej. Wyzsze cisnienie skurczowe w dolnym
odcinku aorty $wiadczy o znacznym oporze w odgalezieniach tetnic ledz-
wiowych i biodrowych zewnetrznych. Opor ten moze by¢ wykladnikiem
aktywno$ci mechanizméw autoregulacji krgzenia, ktére przez zwiekszo-
ny wyrzut adrenaliny z kory nadnerczy prowadzg do skurczu naczyn
zaopatrujgcych miesnie ledzwi i konczyn dolnych. Dotyczy to glownie
czasu zaci$niecia odcinka piersiowego, ale przy przediluzajacym sie dzia-
laniu adrenaliny, skurcz tych naczyn moze utrzymywac sie jeszcze po
przywroceniu droznosci aorty.

Zaburzenia mikrokrgzenia wystepujgce u psoéw po zamknieciu od-
cinka tetnicy gléwnej wykazuja wyrazng tréjfazowosé. Faza pierwsza
(2, 4 i 6 godz. przezycia), charakteryzujgca sie obecnoscig licznych krwin-
kotokow w odcinku szyjnym i przekrwieniem w odcinku piersiowym
i ledzwiowym, jest prawdopodobnie wynikiem nadci$nienia w lozysku
naczyniowym doglowowej czesci ciala oraz utrudnionego odplywu krwi
z naczyn zylnych odcinka rdzenia polozonego ponizej zaci$nietej czesci
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aorty zstepujacej. Trudne do wyjasnienia jest zjawisko pogorszena
ukrwienia rdzenia kregowego u zwierzat z 12 i 24 godzinnym przezyciem
(druga faza). By¢ moze nalezy je lgczy¢ z niewydolnoscig krgzenia i za-
burzeniem czynnos$ci narzagdéw wewnetrznych niedokrwionych w czasie
niedrozno$ci aorty. Faze trzecig nalezy traktowa¢ jako okres powolnego
wyréwnywania sie zaburzen. W odcinku szyjnym proces ten postepuje
szybciej, natomiast w odcinku piersiowym i ledzwiowym cechy nic-
znacznego przekrwienia utrzymywaly sie do korica obserwacji.

Brak morfologicznych wykladnikow uszkodzenia kariery naczyniowej
w stosunku do bialek potwierdzajg czeSciowo poprzednie spostrzezenia
(Gadamski i wsp. 1976a, b). Wynika z nich, ze 20 minutowe zamkniecie
odcinka piersiowego aorty nie prowadzi do nieodwracalnych uszkodzen
tkanki nerwowej rdzenia kregowego. Swiadczyl o tym réwniez stan
kliniczny zwierzat. Tylko u dwoéch z szesnastu zbadanych pséw wystg-
pito spastyczne porazenie konczyn tylnych.

Stwierdzono, ze mimo zaci$niecia piersiowego odcinka tetnicy glownej
utrzymuje sie w jej czeSci brzusznej znacznie zwolniony przeplyw krwi
i wyraznie obnizone ci$nienie skurczowe. Przeplyw ten zabezpiec-a takie
ukrwienie rdzenia, ktore pozwala na zachowanie jego funkcji i struktural-
nej integralnosci. Stwierdzone po niedokrwieniu zaburzenia metabolicznz
(Gadamski i wsp. 1976a) nalezy odnies¢ do uposledzenia ukrwienia
rdzenia zaréwno w okresie zaci$niecia aorty jak i w okresie poische-
micznym. U podloza tych ostatnich lezy zapewne dzialanie czynnikéw
zar6wno miejscowych jak i ogoélnoustrojowych.

P. Tapamckn, I'. Illlymauncka, M. BopkoBcku, B. Parbiribeku, E. Becososekn,
I'. PhIKOBCKM

BJIUAHUE MCXEMMWU CIIMHHOI'O MO3rA V COBAK
HA COCTOAAHUE COCYAUCTOTO BAPLEPA UM MUKPOILMPKY ISV

Pe3ome

MccnenoBanmua Oblam 1mpoBejenbl Ha 28 cobaxkax, KOTOPBIM I10J 1HApPKO30M OT-
Kao4aan Ha 20 MMHYT TPYAHONM OTPe30K aopThbl MYTEM IIPUMMEHEHMUA JABYX 3uUXKMUMOB:
HUZKEe AyTU aOpThl M Bbllle AMad)parmbl.

Y 10 XMBOTHbIX PETrUCTPUPOBAJIOCH CUCTOJAMYECKOE JABJIEHUE KPORM (B Jyre u B
OpIoiIHOM OTpe3Ke TIJaBHON apTepuy), a Tak:kKe U3MEepAJach CKODPOCTh IIpPOIJILIBA
KpOBU (B OTpeske, JlexKalleM HMKe HMKHero 3axkmma). CnmiHoit mo3r 16 sxcrmepu-
MEHTAJIbHbIX CODaK COCTABJIAJ MaTepuaJ AJs OLEHKM COCYaAMCTOro Gapnepa (¢ MCronb-
30BaHueM 2% pacTBOpa cuHero DBaHca) M COCTOANMUA MUKPOLMPKYJISIMHM 3 CIUHHOM
mo3re (¢ mpumeHenueM 0OeH3uAMHOBOrO MeToxa IIMKBOpTa). DTHM MCCHENOBaLiMA ObliIn
NpOBeJIeHbl Ha JKMBOTHbIX, KOTOPbIE IIOCJIe CHATUA 3aXKMMOB OCTABAJIICH IIPU 2KU3HU
2, 4, 6, 12, 24, 48 yacor, a Tak¥xe 4 1 6 auen.
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KOHTPOJIEM CJYZKWJ CIMHHOM MO3T JABYX cobak, y KOTOPBIX BbLI3bIBajCA OOImMit
fiapKo3 0e3 3aKpbITHA IIPOCBETA TJaBHOIM apTepun.

Habmrozajiocs cHUZKeHMe JaBjleHMsA B TJIaBHOM apTepMu 3a HUMAKHUM 32ZKMMOM
M ero poCT B AYIe aOpThl, 3aMejieHue IIPpOINIibiBa KPOBM, HAPyIUIeHMsI CIMHHOMO3TO-
BOM MMEKPOUMPKYJISLMM M OTCYTCTBME IIOKa3aTelel yBeJIMYEeHHOM TPOHMUILIaeMOCTH
KpOBEHOCHBLIX COCYZIOB B OTHOIIEHMM CJIOMKHOTO KOMILIeKCa albOyMMHOB IIa3MbL
C CMHMM DBaHCOM.

R. Gadamski, G. Szumanska, M. Borkowski, B. Ratynski, J. Wesolowski,
H. Rykowski

THE EFFECT OF ISCHEMIA OF THE SPINAL CORD
ON THE BLOOD BRAIN BARRIER AND SPINAL MICROCIRCULATION
IN THE DOGS

Summary

The study was carried out on 28 dogs whose dorsal part of aorta was closed in
general anesthesia for 20 minuts with two clamps: below the arch of aorta and
above the diaphragm. In 10 animals the blood pressure was recorded (in the arch
and in the abdominal part of aorta), and also the measurements of the blood flow
were performed (in the aorta below the lower clamp). Spinal cords of 16 experi-
mental dogs served to estimate blood-brain barrier (with 2 per cent Evans Blue)
and spinal microcirculation (Pickworth benzidine method). The investigations were
carried out on the animals which survived 2, 4, 6, 12, 24, 48 hours and 4, 6 days
after removal of the clamps. The spinal cords of 2 anesthetized, unoverated dogs
were used as control material.

The results revealed the decreased blood pressure in the aorta below lower
clamp and its increase above aortal arch, decreased blood flow velocity, disturban-
ces in spinal microcirculation and the lack of the exponents of the increased
permeability of blood vessels towards own serum albumin conjugated with Evans
Blue.
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PODPISY POD RYCINY

Ryc. 1. Czerwona fluorescencja w $wietle naczyn krwionosnych istoty bialej.
Czas przezycia 6 godzin. Pow. 100 x.
Fig. 1. Red fluorescence in the lumen of blood vessels in the white matter.
Survival time 6 hours. x 100.

Ryc. 2. Przekr6j poprzeczny tetniczki z okolicy kanalu centralnego rdzenia.
Fluorescencja w S$cianie naczynia. Czas przezycia 12 godzin. Pow. 100 x.
Fig. 2. Transverse section of the arteriole near the central canal of the spinal
cord. Fluorescence in the vascular wall. Survival time 12 hours. x 100.

Ryc. 3. Przekr6éj podiuzny tetniczki w szczelinie przedniej rdzenia. Czerwona
fluorescencja w $cianie naczynia. Pow. 100 x.

Fig. 3. Longitudinal section of the arteriole in the anterior fissure of the spinal
cord. Red fluorescence in the vascular wail. x 100.

Ryc. 4. Kontrola. Gesta sie¢ naczyn w istocie szarej odcinka szyjnego. Metoda
Pickwortha, Pow. 60 x.
Fig. 4. Control. Dense vascular net in the grey matter of cervical spinal cord.
Pickworth method. x 60.
Ryc. 5. Kontrola. W istocie bialej promienisty uklad naczyn w polgczeniach z na-
czyniami lezgcymi na obwodzie istoty szarej. Metoda Pickwortha. Pow. 60 x.

Fig. 5. Control. Radial arrangement of the white matter blood vessels which con-
tact the vessels at the periphery of grey matter. Pickworth method. x 60.

Ryc. 6. Odcinek ledzwiowy. Przekrwienie rdzenia w 2 godziny po zdjeciu zaciskow.
Dominuje przekrwienie zylne z obecno$cig plackowatych obszaréw stabego ukrwie-
nia. Metoda Pickwortha. Pow. 60 x.

I'ig. 6. Lumbar spinal cord. Hyperemia of the cord 2 hours after removal of
clamps. Predominance of venous hyperemia; note the patchy regions of poor blood
supply. Pickworth method. x 60.

Ryec. 7. Odcinek piersiowy. Pojedyncze krwinkotoki oraz nieznaczne przekrwienie
rdzenia w 4 godziny po zdjeciu zaciskéw. W istocie szarej widoczne obszary sta-
bego ukrwienia. Metoda Pickwortha. Pow. 60 x.

Fig. 7. Dorsal spinal cord. Few hemorrhages and slight hyperemia of the cord

4 hours after removal of clamps. Regions of the poor blood supply in the grey
matter. Pickworth method x 60

Ryc. 8. Odcinek piersiowy. Znaczna normalizacja ukrwienia rdzenia w 6 godzin po
zdjeciu zaciskOw. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X,

Fig. 8. Dorsal spinal cord. Marked compensation of blood supply in the spinal
cord 6 hours after removal of clamps. Pickworth method. X 60.

Ryc. 9. Nieliczne krwinkotoki w istocie szarej odcinka szyjnego rdzenia w 4 go-
dziny po zdjeciu zaciskoéw. Metoda Pickwortha Pow. 60 X.
Fig. 9. Few hemorrhages in the grey matter of cervical spinal cord 4 hours after
clamps removal. Pickworth method. X 60.

Ryc. 10. Liczne krwinkotoki w odecinku szyjnym rdzenia w 6 godzin po usunieciu
zaciskéw. Metnda Pickwortha. Pow, 60 X,

Fig. 10. Numerous hemorrhages in cervical spinal cord 6 hours after removal of
clamps. Pickworth method. X 60.

Ryc. 11. Odcinek ledzwiowy w 4 godziny po zdjeciu zaciskéw. Nieznaczne prze-
krwienie rdzenia. Ubogie wypelnienie krwig naczyn brzeznej strefy rogoéw przed-
nich. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 11. Lumbar spinal cord 4 hours after removal of clamps. Slight hyperemia.
Poor impletion of blood vessels in marginal zone of anterior horns. Pickworth
method. X 60.
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Ryc. 12. Odcinek ledzwiowy w 6 godzin po zdjeciu zaciskbw. Nieznaczne prze-
Krwienie rdzenia. W poréwnaniu do grupy poprzedniej (ryc. 11) poprawa ukrwienia
brzeznej strefy rogéw przednich. Metoda Pickwortha, Pow. 60 X.

Fig. 12. Lumbar spinal cord 6 hours after clamps removal. Slight hyperemia. Better
blood supply of marginal zone of anterior horns in comparison to the latter group
(Fig. 11), Pickworth method. X 60.

Ryc. 13. Odcinek szyjny. Nasilajgce sig@ zubozenie ukrwienia rdzenia w 12 godzin
po zdjeciu zaciskow. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 13. Cervical spinal cord. Increasing poor supply of the blood 12 hours after
clamps removal. Pickworth method. X 60.

Ryc. 14. Odcinek piersiowy. Gorsze wypelnienie krwig naczyn w 12 godzin po
usunieciu zaciskéw. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 14. Dorsal spinal cord. Poor impletion of blood vessels 12 hours after the
removal of clamps. Pickworth method. X 60

Ryc. 15. Odcinek szyjny. W por6éwnaniu do grupy poprzedniej (ryc. 13) wyrazniej-
sze niedokrwienie rdzenia w 24 godziny po zdjeciu zacisk6w. Metoda Pickwortha.
Pow. 60 X.

Fig. 15. Cervical spinal cord. More evident ischemia of spinal cord 24 hours after
removal of the clamps as compared with the latter group (Fig. 13). Pickworth
method. X 60.

Ryc. 16. Odcinek ledzwiowy w 24 godziny po zdjeciu zaciskéw. Obszary wyraznego
niedokrwienia w strefie brzeznej rogéw przednich. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 16. Lumbar spinal cord 24 hours after removal of the clamps. The areas of
marked ischemia in the marginal zone of anterior horns. Pickworth metod. X 60.

Rye, 17. Odcinek piersiowy w 24 godziny po usunieciu zacisko6w. Znacznie ubozsze
wypelnienie krwig naczyn istoty szarej prowadzgce do zatarcia réznicy w ukrwieniu
istoty szarej i bialej. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 17. Dorsal spinal cord 24 hours after removal of the clamps. Poorer blood
supply in the vessels of the grey matter resulting in blurred difference between
blood supply in the grey and the white matter. Pickworth method. X 60.

Ryc. 18. Odcinek szyjny w 48 godzin po zdjeciu zaciskéw. Nieliczne krwinkotoki
w istocie szarej. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 18. Cervical spinal cord 48 hours after clamps removal. Few hemorrhages in
the grey matter. Pickworth method. X 60,

Rye. 19. Odcinek piersiowy w 48 godzin po usunieciu zaciskéw. Pojedynczs krwin-
kotoki w istocie szarej. Metoda Pickwortha, Pow. 60 X.

Fig. 19. Dorsal spinal cord 48 hours after removal of the clamps. Few hemorrhages
in the grey matter. Pickworth method. X 60.

Rye. 20. Odcinek ledzwiowy w 48 godzin po zdjeciu zaciské6w. Nieznaczne prze-
krwienie rdzenia. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 20. Lumbar spinal cord 48 hours after clamps removal. Slight hyperemia of
the spinal cord. Pickworth method. X 60.

Ryc. 21. Znaczna normalizacja ukrwienia rdzenia w 6 dni po zdjeciu zaciskéw.
W odcinku ledZwiowym pojedyncze, poszerzone naczynia zylne wypelnione masami
krwi. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X
Fig. 21. Compensation of the spinal cord blood supply 6 days after clamps removal.
In the lumbar spinal cord few distended veins overfilled with blood. Pickworth
method. X 60.
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MICHAL WALSKI, DANUTA PIETROW

BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE NAD WPLYWEM
AUDIOGENNYCH NAPADOW PADACZKOWYCH U MYSZY
NA STAN PLASZCZA POWIERZCHNIOWEGO
SRODBLONKOW WLOSNICZEK MOZGOWYCH *)

Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa
Kierownik: doc .dr hab. J. Dymecki
Samodzielna Pracownia Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biostruktury AM,
Warszawa
Kierownik: dr med. W. Baranska

Ultrastruktura bariery naczyniowo-moézgowej zwigzana jest z jej swo-
isto$cig fizjologiczng. Uklad ten réznigcy sie budowg od barier czyn-
no$ciowych innych narzgdéw organizmu, decyduje o wymianie substan-
cji miedzy mozgiem a srodowiskiem naczyniowym (Bailey, Smith 1968;
Schultz, Karlsson 1972). Komorki srédblonkowe wtosniczek moézgowych,
stanowigce najblizszy $wiatlu naczyniowemu, skladnik anatomiczny ba-
riery, tworzg warstwe ciagla. Polaczenia miedzy sgsiadujgcymi komor-
kami $rodblonkowymi, typu ,polgczen Scistych”, sg nieprzepuszczalne
dla czgsteczek ferrytyny, peroksydazy oraz mikroperoksydazy (Gabryel
1973, Gabryel, Biczysko 1973; Reese, Karnovsky 1967). Cytoplazmatyczna
btona lipoproteidowa pokrywajaca sroédblonki naczyn moézgowych od
strony $wiatla naczynia odgrywa wazng role w transporcie elektrolitéw
(Wallach 1972; Whittam, Wheeler 1970). Blona ta jest $ciSle zintegro-
wana z otoczkg powierzchniowg zwang plaszczem powierzchniowym —
,surface coat” (Groniowski 1970; Ito 1969; Martinez-Palmo 1970; Thce-
nes i wsp. 1972). Blona plazmatyczna tacznie z plaszezem powierzchnio-
wym stanowi tzw. ,,wielkg blone” (Lehninger 1968). Wg tej koncepcji
w ,,wielkiej btonie” glikoproteidy i glikozaminoglikany sa nadbudowane
na biatkach strukturalnych powierzchni zewnegtrznej. Plaszcz powierz-
chniowy posiada ujemnie natadowane grupy kwasu sialowego, ktére

*) Praca wykonana w ramach problemu weziowego 09.4.1.3
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mogg wigza¢ jony wapnia i sodu oraz sg odpowiedzialne za aktywny
transport jonéw sodu i potasu (Wallach 1972). Lehninger (1968) przy-
pisuje tej otoczce role nosnika elektronow w przestrzeniach miedzyko-
moérkowych oraz czynnika umozliwiajagcego zachowanie réwnowagi ele-
ktrostatycznej blony komoérkowej. Jak wiadomo naruszenie réwnowagi
elektrostatycznej neuronu moze doprowadzi¢é do wyzwolenia napadow
padaczkowych (Purpura i wsp. 1972).

W barierach biologicznych ptaszcz powierzchniowy wykazuje zmiany
zar6wno w stanach fizjologicznych jak i pod wplywem czynnikéw pato-
gennych (Groniowski i wsp. 1974; Rosenfeld i wsp. 1973; Santer 1974:
Walski 1972). Jednym ze wskaznikow ujawniajgcych plaszez powierz-
chniowy jest czerwien rutenowa, wyznacznik proteoglikanéw i glikoza-
minoglikanéw (Luft 1971; Merker, Glinter 1973).

Prowadzone badania mialy na celu analize ultrastrukturalng sktadni-
kow morfologicznych bariery krew-moézg u zwierzgt, u ktorych wy-
wolywano napady padaczkowe, a szczeg6lnie ocene plaszcza powierz-
chniowego komoérek Srodctonkowych, uwidccznionego przy pomocy czer-
wieni rutenowej.

Zwrocenie uwagi na stan ukladu naczyniowego wyplywa z badan Mar-
kiewicz i Ostrowskiej (1975) oraz Markiewicz i Dymeckiego (1976),
ktorzy na tym samym modelu doswiadczalnym wykazali w mikroskopie
Swietlnym, ze w przebiegu audiogennych napadéw padaczkowych u my-
szy wystepuje rozlane uszkodzenie ukladu wlosniczkowego oraz obrzek
mozgu.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 12 myszach (samice 12-tygodniowe) po-
chodzgcych z hodowli wsobnej szczepu, obcigzonego genetycznie uwarun-
kowang padaczkg audiogenng. Zwierzeta podzielono na 4 grupy w za-
lezno$ci od ilosci wywolanych napadéw padaczkowych i ich czestotli-
wosci:

grupa I — wywolano osiem napadéw z poélgodzinng przerwg pomie-
dzy dwoma kolejnymi napadami i pobrano material w trzydziesci minut
od ostatniego napadu. Ta grupa stanowi model napadu gromadnego;

grupa II — przez czterdzieSci dni wywolywano po 1 napadzie dziennie
1 2—4 godziny po ostatnim napadzie pobierano material (model pada-
czki przewlektej);

grupa 1II — wywolano napady padaczkowe podobnie jak w grupie
IT, materiat pobierano w sze$c¢dziesigt dni od ostatniego napadu;

grupa IV — kontrolna, obejmujgca zwierzeta pochodzgce z tego sa-
mego szczepu, u ktérych nie wywolywano napadéw padaczkowych.
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W narkozie dootrzewnowej (Eunarcon w dawce 35—40 mg/kg wagi
ciala) otwierano klatke piersiowg, po czym plyn utrwalajacy podawano
do lewej komory serca pod ci$nieniem 40—60 mm Hg, przy jednoczesnym
otwarciu prawego przedsionka serca. Plynem utrwalajgcym byl utrwa-
lacz paraformaldehydowo-glutarowy wg metody Karnovskyego (1965),
polaczony z czerwienig rutenowg wg wlasnej modyfikacji. Utrwalacz
w stezeniu koncowym zawieral 2% paraformaldehydu, 0,085M bufor
kakodylowy o pH 7,4 i 1,5% czerwieni rutenowej. Po przeprowadzeniu
perfuzji pobierano wycinki wielkosci 0,5 mm? z kory plata czolowego
oraz skroniowego i utrwalano przez 2 godz. w temperaturze +20°C
w plynie, ktory stosowano do perfuzji. Po inkubacji material plukano
4 razy po 15 minut, w 0,IM buforze kakodylowym, zawierajgcym 0,5%
czerwieni rutenowej i dotrwalano przez 3 godz. w 1,8% czterotlenku
osmu w buforze kakodylowym, zawierajacym 1% czerwieni rutenowej.
Material po odwodnieniu w szeregach alkoholi i acetonéw zatapiano
w Eponie 812 i skrawano na ultramikrotomie Reichert OmU 2. Prepa-
raty dobarwiano octanem uranylu i cytrynianem olowiu, ogladano i wy-
konano dokumentacje w mikroskopie elektronowym JEM-7. Z kazdej
badanej grupy przeprowadzono 100 pomiaréw grubosci plaszcza powierz-
chniowego. Pomiary wykonywano na elektronogramach w powieksze-
niu 150 000 x, w miejscach, gdzie blona komérkowa zachowywala stru-
kture trojwarstwowg, a wolna granica plaszcza powierzchniowego byla
ostro zarysowana (Groniowski i wsp. 1974). Powiekszenie mikroskopowe
zostalo wykalibrowane przy uzyciu repliki weglowej posiadajgcej 1152
linie na 1 mm.

WYNIKI

W grupie kontrolnej, wio$niczki od strony swiatla byly wyslane ko-
morkami S$rédblonkowymi, ktére zachodzily na siebie dachowkowato
tworzge charakterystyczne uklady przestrzenne typu ,overlaping”. Prze-
strzen zawarta miedzy nimi, ograniczona przez blaszki zewnetrzne bion
komérkowych, tworzyta charakterystyczne szczeliny prowadzace nie-
kiedy do blony podstawnej. Przestrzenie te byly zamkniete, tworzac
Sciste polgczenia — ,,tight junctions”. Substancja rutenododatnia uja-
wnila sie na calej zewnetrznej powierzchni komoérek $roédblonkowych,
tworzgc integralng strukture z blaszkg zewnetrzng blony cytoplazmaty-
cznej (ryc. 1). Grubos$¢ plaszcza lgcznie z blaszkg zewnetrzng wahata sie
w granicach 100—150 A.

W pierwszej grupie do$wiadczalnej (model napadéw gromadnych) po-
wierzchnia komoérek s$rédblonkowych tworzyla warstwe ciagla z réwno-
czesnym zachowaniem polgczen miedzykomoérkowych. Widoczne byty
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dos¢ liczne pecherzyki mikropinocytarne. Zwracal uwage dobrze roz-
budowany aparat Golgiego. Wielocukrowcowa warstwa powierzchniowa
tworzyla regularny plaszez o grubosci 100—150 A, powlekajgcy ko-
morki srodbtonkowe (ryc. 2).

W drugiej grupie do$wiadczalnej (model padaczki przewleklej) ko-
morki srédblonkowe mialy do$é¢é nieregularng, pofaldowana powierz-
chnig. Charakterystycznie nalozone na siebie komorki, tworzgce uklady
typu dachéowkowatego, w poczatkowym odcinku nie przylegaly $cisle do
siebie. Na powierzchni komorek s$rodblonkowych widoczne byly zagle-
bienia w blonie, ktére przechodzily w pecherzyki mikropinocytarnec.
Podobne pecherzyki widywano rowniez w strefie przylegania komoérek
srodbionkowych do blon podstawnych. Aparat Golgiego byt silnie rozbu-
dowany. Plaszcz rutenododatni byl $cisle polgczony z blaszkg zewne-
trzna blony komorkowej. Grubos¢ tego plaszcza wynosila 300—350 A
(ryc. 3). Nie stwierdzono obecnosci produktu reakcji w polgczeniach
Scistych. Pecherzyki mikropinocytarne odsznurowujace sie od blony ko-
morkowej i znajdujgce sie w jej poblizu zawieraly material rutenodu-
datni, natomiast w pecherzykach przylegajagcych do blony podstawnej
znacznika nie znajdowano (ryc. 4).

Obraz ultrastrukturalny komorek sroédblonkowych w trzeciej grupie
zwierzat (model padaczki przewleklej z dwumiesiecznym przezyciem) nie-
wiele ro6znit sie od obrazéw grupy kontrolnej. Sciste polgczenia bion
plazmatycznych byly zachowane. Obserwowalo sie pojedyncze, uformo-
wane lub tworzace sie przy powierzchni pgcherzyki pinocytarne. Plaszcz
zewnetrzny na powierzchni komorek srédblonkowych tworzyl litg war-
stwe o grubosci 100—150 A (ryc. 5). Na blonach komoérkowych pozo-
stalych elementéw bariery naczyniowej i w poszerzonych szczelinach
pomiedzy sgsiadujgcymi astrocytami nie znajdowano produktu reakcji
z czerwienig rutenows.

Ryc. 1. Kontrola. Naczynie wlosowate z kory moézgu. Komoérki §rodblonkowe re-
gularnie otoczone plaszczem powierzchniowym. Pow., 11.000 X,
Fig. 1. Control. Capillary vessel from the cerebral cortex. Endothelial cells regu-
larly covered with the surface coat. X 11.000.

Ryec. 2. Grupa I (napady gromadne). Fragment $ciany wloéniczki. Reakcja ruteno-
dodatnia na powierzchni komoérki $rédblonkowej. Pow, 90.000 X.
Fig. 2. Group I (collective fits). Part of the capillary wall, Ruthenium red-posi-
tive reaction on the surface of endothelial cell. X 90.000.

Ryc. 3. Grupa II (1 napad dziennie przez 40 dni). Pogrubialy plaszcz powierzchnio-
Wy na komorkach §rodbtonkowych. Sciste polgczenie dochodzi do blony podstawnej
i w czeSci blizszej $wiatla naczynia jest wypelnione produktem reakcji.
Pow. 90.000 X.
Fig. 3. Group II (1 fit daily for 40 days). Thickened surface coat on the endothelial
cells, Tight junction reaching basal membrane; its part nearest to the lumen filled
with the reaction product. X 90.000.
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OMOWIENIE

Dotychczasowe badania mikroskopowo-elektronowe ukazywaly zazwy-
czaj ,bariere naczyniowo-moézgowsg”’ jako kilkuwarstwowy filtr metabo-
liczny (Gabryel 1973, Reece, Karnovsky 1967). Zastosowana przez nas
technika dla ujawnienia I'cmpleksow wizlocukrowcowych potwierdzita
wykazane juz poprzednio istnienie ciggtej otoczki na powierzchni ko-
moérek S$roédbtonkowych (Greniowski 1970; Lehninger 1968; Rosenfeld
i wsp. 1973), ktéra jest uwazana za pierwszy i najwazniejszy filtr meta-
boliczny bariery komorkowei, czynny immunologicznie.

Najwyrazniejsze zmiany cbserwowano w drugiej grupie doswiadczal-
nej stanowigcej model padaczki przewleklej. U zwierzat tej grupy
w pasmie $réodblonkowym od strony swiatla wilosniczek wzrastata ilosc
pecherzykéw mikropinocytarnych. System transportu pinocytarnego,
analogicznie do systemu mikrokanalikéw w barierach naczyniowych in-
nych narzgdoéw, jest uwazany za droge patologicznego transportu w ob-
rzeku moézgu (Hirano 1969, 1970, Oledzka-Stotwinska 1972; Gabryel
1973; Gladysz 1974). Czerwien rutenowa zastosowana w naszych bada-
niach wypelniala bagdz ,tapetowala” powstajagce pecherzyki. Widywano
réwniez uformowane wakuole pinocytarne, zawierajgce czerwien rute-
nowg, odsznurowane od powierzchni blony komorkowej.

Odrebne zagadnienie stanowig $ciste polaczenia miedzykemorkowe.
W stanach fizjologicznych sg one przepuszczalne dla znacznikéw trans-
portu komérkowego takich jak peroksydaza tylko u noworodkéw, nato-
miast w organizmach dorostych stanowig polgczenia $ciste (Baker i wsp.
1971; Gabryel, Biczysko 1973; Reese, Karnovsky 1967). W badanym ma--
teriale polgczenia komorek srodbtonkowych byly otwarte tylko w cze-
sciach przylegajgcych do $wiatla naczynia, umozliwiajgc czerwieni rute-
nowej uwidocznienie substancji powierzchniowo czynnej.

Stan plaszcza powierzchniowego jest $ciSle powigzany z czynnoscig
blony komérkowej. Z wykonanych pomiarow wynika, ze po przewlektych
napadach drgawkowych grubos$¢ plaszcza powierzchniowego zwigkszala
sie niekiedy trzykrotnie w poréwnaniu do kontroli. Wskazuje to na ist-

Ryc. 4. Grupa II. Blona cytoplazmatyczna komérki $érodblonkowej otoczona plasz-
czem powierzchniowym. Czerwien rutenowa penetruje na niewielkg gleboko$¢
w obreb szczeliny miedzy$rédblonkowej. Pecherzyk wypelniony materialem ruteno-
dodatnim. Pow. 20.000 X.
Fig. 4. Group II. Cytoplasmic membrane of the endcthelial cell covered with the
surface coat. Ruthenium red penetrates the interendothelial fissure to some depth.
Pinocytic vesicle filled with ruthenium red-positive. material. X 90.000.

Ryc. 5. Grupa III (Dekapitacja w 60 dni po 40 tym napadzie). Plaszcz powierzchnio-
wy otaczajgcy komoérke $rédblonkowg nie wykazuje zmian grubosci. Pow. 90.000 X.

Fig. 5. Group III (decapitation 60 days after the 40th fit). Surface coat covering
endothelial cell without changes in its thickness. X 90.000.
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nienie zaleznosci pomiedzy jego obrazem morfologicznym a stanem czyn-
nosciowym komorek (Groniowski i wsp. 1974; Rosenfeld i wsp. 1973:
Santer 1974).

W trzeciej grupie doswiadczalnej grubos¢ ptaszcza powierzchniowego
nie roznila sie od normy. Wydaje sie, iz okres 60 dni od ostatniego na-
padu padaczkowego byl wystarczajgcy dla wyrownania sie zaburzen wy-
wolanych przez powtarzajgce sie wyladowania drgawkowe. Podobna
zaleznos¢ wykazano dla bariery klebkowej nerki, gdzie przy zmianach
przepuszczalno$ci blony komérkowej podocytéw nastepowalo wyrazne
pogrubienie plaszcza, natomiast w okresie powrotu do stanu pierwotnego
plaszcz wyraznie zmniejszal swe wymiary (Groniowski i wsp. 1974).

Najmniejsze zmiany w budowie plaszcza powierzchniowego zaobser-
wowano w pierwszej grupie doswiadczalnej, tj. po napadach gromad-
nych. Polaczenia Sciste byly dobrze zachowane i nie przepuszczaly czer-
wieni rutenowej. Wg Groniowskiego i wsp. (1974) przy krotkotrwalym
dziataniu czynnika patogennego, nawet o znacznym nasileniu — nic
zdazg wyksztalci¢ sie statystycznie znamienne zmiany w grubosci plasz-
cza powierzchniowego. Ten fakt moze tlumaczy¢ brak zmian grubogc:
plaszcza powierzchniowego w grupie zwierzat po gromadnych napadach
padaczkowych.

Bondereff (1967) oraz Tani i Ametani (1970, 1971) stosujgc imersyjne
utrwalanie w roztworze czerwieni rutenowej uwidocznili w przestrze-
niach miedzykomérkowych pomiedzy wypustkami astrocytéw obecnosé
kwasnych mukopolisacharydéow. W przebadanym materiale nie obser-
wowaliSmy swobodnego przechodzenia uzytego znacznika do przestrze:i
miedzykomoérkowych.

WNIOSKI

1. Doswiadczalne audiogenne napady padaczkowe u myszy prowadzy
do wystgpienia zmian mikroskopowo-elektronowych w obrebie plaszcza
powierzchniowego s$rodblonkéw wlosniczek moézgowych, wykrywalnych
przy uzyciu czerwieni rutenowej.

2. Stwierdzone nieprawidlowos$ci majg charakter odwracalny i wyra-
zaja sie przede wszystkim zwiekszeniem grubosci plaszcza powierzch-
niowego.

3. Seria napadéw wywolanych w ciggu jednego dnia nie powodowala
zmian, natomiast pojedyncze napady drgawkowe stosowane przewlekle,
prowadzg do zwiekszenia grubosci plaszeza powierzchniowego, ktére:
mozna traktowac¢ jako reakcje na dzialanie czynnika patogennego.
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M. Baawcky, JI. Ilerpos

DJEKTPOHHO-MUKPOCKOIIMYECKUE MUCCIEAOBAHUA BIUSHUA
AYJIVOTEHHBIX SIIUJIEIITUYECKUX TTPUITAJKOB ¥V MBILIEN
HA COCTOSHUE ITOPEPXHOCTHOTI'O IIIANIIA 3SIIMTEIUSA
MOS3I'OBBIX KAIIUJIJIAPOB

Pe3zwmMme

Ilensio paboThl ABIANACH OlleHKa M3MEHEHMII B INOBEPXHCCTHOM IIJallle SIMTSJuA
MO3rOBBIX KalmMJIJISAPOB II0A BIMSAHMEM OSIWIENTUIeCKUX npunanxos. lMccaenoesanus
ObIIM NpOBEAEeHbI Ha MBIIIAX JMHMM C TreHeTudecKyu OOyCJIOBIIeHHOW ay;(110reHHOMi
snuiienicyeit. IIOBepPXHOCTHBIN 1AL METMIIM PYTCHUESBBIM KPacCHbIM.

CamMble 3HAUYMUTEJIbHbIE M3MEHEHUA OblIM 00uapyzReHb! y KMBOTHLIX, Yy K TOPbLIX
BbI3LIEAQJIMCH NPUIIAAKM KaxKJblii JeHb B Teudenue 40 pauen (Mozens XpO:lieCcKOMn
srmnencuy). OHUM CBOAMJINCHL K 3HAUUTEJBHOMY YTOJIIEHMIO INOBEPXHOCTHOTO MNJalll.

Y MbllEN, y KOTOPBIX ObLIO BBI3BAHO 8 ISNMIENTUUECKUX MPUNAAZKOB C MHTEpP-
BasamMu B !/2 yaca (MOjeJb NOBTApsIOINMXCH IIPUIIAJKCB) He uaﬁmo;xamics usme-
HEHMSA B CTPOEHMM M B TOJIILIMHE ITOBEPXHOCTHOIG ILjalla.

Y wMbiueyi, Kotopble nocie 40 TIpuUnagkoB, BhI3bIBAEMBIX €XKeieB!0, IIPOXKUIN
60 nueir, TakkKe ObLIO OOHAPYKEHO YTOJIIEHMe IMOBEPXHOCTHOTO IiIania. DTo yxassi-
BaeT Ha 0OpPATUMMOCTHL 3TUX M3MEHEHMI C TeyeHueM BPeMeHI.

M. Walski, D. Pietrow

ELECTRON MICROSCOPIC INVESTIGATIONS ON THE EFFECT
OF AUDIOGENIC EPILEPTIC FITS ON THE SURFACE COAT OF CEREBRAL
CAPILLARIES ENDOTHELIUM IN MICE

Summary

The aim of the study was to assess the changes in the surface coat of the
cerebral capillaries endothelium caused by the epileptic fits. The study was per-
formed on the mice from the strain genetically conditioned with the audiogenic
epilepsy. Surface coat was marked with ruthenium red.

In animals with daily evoked epileptic fit for 40 days (chronic epilepsy model)
the changes were most prominent, They were expressed by the marked thickening
of the surface coat. In mice with eight epileptic fits evoked every half an hour
(collective fits model) there were no changes neither in the structure nor con-
cerning the thickness of the surface coat. Mice after one fit evoked daily for 40
consecutive days left to survive for 60 days also did not show any thickening of
the surface coat. The observation points out at the possible regression of the
changes.
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W roku 1975 odbylo sie 9 posiedzen naukowych SNP. Tematyka ich byla
nastepujgca:

1) 1975 — dnia 1.I1.1975

— P. Kleihues (Max-Planck-Institut flir Hirnforschung), Kolonia, RFN.
Chemical carcinogenesis in the nervous system.

— H. Kroh, G. Szumanska (Zesp6t Neuropatologii CMDiK PAN).
Kwa$ne i obojetne mukopolisacharydy w doswiadczalnych guzach mozgu
u myszy.

2) 1975 — dnia 1.II1.1975

— Dyskusja przy mikroskopach, zorganizowana przez Centrum Medycyny Do$wiad-
czalnej i Klinicznej PAN (oméwienie irzech przypadkow).

3) 1975 — dnia 20—22.111.1975

— III Konferencja Neuropatologiczna Stowarzyszenia Neuropatologow Polskich na
temat ,,Patologia mieliny o$rodkowego i obwodowego ukiadu nerwowego” (Przed-
stawiono 64 referaty, w tym 44 z oSrodkéw polskich, 20 z zagranicznych).

4) 1975 — dnia 3.V.1975

— M. Sikorska (Zesp6l Neuropatologii CMDiK PAN).
Aktywno$§é cyklazy adenylowej w roéznych modelach niedotlenienia moézgu
szczura.

— A. Jedrzejewska-Iwanowska, J. Orlowska (Zaklad Anatomii Patologicznej Szpi-
tala Bielanskiego).
Zlo$liwy oponiak z przerzutami do narzadéw wewnetrznych.

— D. Markiewicz (Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, War-
szawa).
Przypadek mesotheliomatosis meninguum pochodzenia oplucnowego.

5) 1975 — dnia 17.V.1975

— J. Fankhauser (Instytut Neurologii Por6éwnawczej, Berno, Szwajcaria).
Patologia chorob ukladu nerwowego zwierzat.

6) 1975 — dnia 31.V.1975

-— A. Nieuwonhyzen Kruseman (Pathologisches Laboratorium, Leiden, Holandia).
The results of immunoperoxidase technique to demonstrate hormone producing
cells in the pituitary gland and in pituitary adenomas.
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LUBOMIRA DYDYK, MARIA DAMBSKA, TADEUSZ SZRETER

WPLYW HYPEROKSJI NA DOJRZEWAJACY MOZG KROLIKA
II. ZMIANY POZNIEJSZE

Zesp¢l Neuropatologii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej
Polskiej Akademii Nauk
Kierownik Zespotu: prof. dr med. M. J. Mossakowski
Oddzial Intensywnej Terapii i Reanimacji Szpitala Klinicznego
im. prof. M. Michalowicza w Warszawie
Kierownik Oddziatu: doc. dr med. T. Szreter

W poprzednich badaniach wykazano, ze krotkotrwala (6-godzinna) hy-
peroksja (91,5% tlenu) prowadzi u noworodka krélika do wystapienia
zmian w mozgu. Po dluzszym (24-godzinnym) dzialaniu nadmiaru tlenu
ujawniajg sie¢ zmiany w plucach, ktérym towarzyszy nasilenie niepra-
widlowosci w osrodkowym ukladzie nerwowym (Dydyk i wsp. 1976).

Celem tej pracy jest zbadanie jak ksztattuja sie zmiany w elementach
strukturalnych osrodkowego ukladu nerwowego po diluzszym przezyciu
zwierzat poddanych hyperoksji. >

MATERIAL I METODY

Prace wykonano na 35 noworodkach kroéliczych, z ktérych 24 poddano
w pierwszym dniu zycia dzialaniu 6-godzinnej lub 24-godzinnej hyper-
oksji (91,5%), a pozostalych 11 stanowilo grupe kontrolng. Dokladny
opis doswiadczenia podano w poprzedniej pracy (Dydyk i wsp. 1976).
W 8 lub 16 dniu po do$wiadczeniu pobierano wycinki do badan histolo-
gicznych i ultrastrukturalnych z kory ruchowej mozgu, z opuszki na
poziomie oliw dolnych i z pluc.

Wyniki badania w mikroskopie Swietlnym

W moézgach i w plucach zwierzat poddanych 6-cio godzinnej hyper-
cksji nie obserwowano uszkodzen ani w 8-mym ani w 16-tym dniu po
dos$wiadczeniu.
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W mozgach i w plucach zwierzat poddanych 24 godzinnej hyperoksji,
w 8 dniu po do$Swiadczeniu nie stwierdzono zmian. W 16 dniu po 24-gc-
dzinnej hyperoksji w korze mozgu (gtéwnie w V warstwie), w zwojach
podstawy i w pniu moézgu obserwowano rozsiane ubytki neuronalne.
Ubytkom towarzyszyly uszkodzenia neuronoéw, wsréd ktérych znajdo-
wano komoérki obkurczone lub o réznej barwliwosci. W poréwnaniu
z grupg kontrolng liczniejsze byly ciemne neurony tzw. ,dark neurons”
(ryc. 1). Kora moézgu w calosci sprawiala wrazenie lekko przerzedzonej
(ryc. 2).

W tej grupie w plucach stwierdzono w swietle pecherzykow obecnosé
plynu i krwinek czerwonych (ryc. 3), nieréwnomierne, znaczne pogru-
bienie S$cian naczyniowych (ryc. 4) i pojedyncze krwotoczki okotona-
czyniowe.

Wyniki badan w mikroskopie elektronowym

Grupa po 6 godzinnej hyperoksji. W 6smym dniu po do$wiadczeniu,
w cytoplazmie neuronéw i astrocytow stwierdzono matlg liczbe wolnych
rybosomoéw i dobrze rozwinietg siatke szorstkg, ktérej kanaly byly nie-
znacznie poszerzone (ryc. 5). Pojedyncze mitochondria byly ciemne
i obkurczone, wigkszo$¢ nie wykazywala zmian. W korze moézgu spoty-
kano nieliczne cienkie ostonki mielinowe, ktérych grubos¢ i uklad bla-

Ryc. 1. Kora moé6zgu 16-dniowego krolika po 24 godz. hyperoksji. Liczne ciemne neu-
rony i ubytki komérkowe w V warstwie kory. Fiolet krezylu. Pow. €0 X.
Fig. 1. Cerebral cortex of 16 days old rabbit after 24 hours hyperoxia. Numerous
dark neurons and loss of cells in the V cortical layer. Cresyl violet. X 60.

Ryc. 2. Kora moézgu 16-dniowego kroélika po 24 godz. hyperoksji. Rozsiane ubytki
komoérkowe, Fiolet krezylu. Pow. 60 X.
Fig. 2. Cerebral cortex of 16 days old rabbit after 24 hours hyperoxia. Dispersed
cellular loss. Cresyl violet. X 60,

Ryc. 3. Migzsz plucny 16-dniowego krolika po 24 godz. hyperoksji. Wysiek i krwin-
ki w $wietle pecherzykow. H—E. Pow. 200 X,
Fig. 3. Pulmonary parenchyma of 16 days old rabbit after 24 hours hyperoxia.
Exudation and red blood cells in the follicles. H—E. X 200.

Ryc. 4. Tetnica w migzszu plucnym 16-dniowego krélika po 24 godz. hyperoksji.
Znacznie pogrubiala przydanka naczynia. H—E. Pow. 200 X.
Fig. 4. The artery in the parenchyma of the lungs of 16 days old rabbit after
24 hours hyperoxia. Marked thickening of adventitia. H—E. X 200.

Rye. 5. Fragment cytoplazmy komoérki nerwowej z duzg liczbg wolnych rybozomow

i z dobrze rozwinietg szorstkg siatkg $§rédplazmatyczng, ktorej kanaly wykazujg

nieznaczne poszerzenie. Pien mo6zgu 8-dniowego kroélika po 6 godz. hyperoksji.
Pow. 24.000 X,

Fig. 5. Fragment of the neuronal cytoplasm with numerous free ribosomes and
well developed rough endoplasmic reticulum; its channels are slightly dilated.
Brain stem of 8 days old rabbit after 6 hours hyperoxia. X 24.000.
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szek nie odbiegaly od normy. W wypustkach komoérek astrocytarnych
stwierdzano niekiedy obecnos$¢ ziaren glikogenu.

W 16 dniu po doswiadczeniu, stopien dojrzatosci komoérek nerwowych
i glejowych odpowiadal normie. W komorkach tych nie stwierdzono
zmian (ryc. 6). Ostonki mielinowe zaréwno opuszki jak i kory moézgu
ilosciowo i jakoSciowo nie réznily sie od normy. Zlogéw glikogenu nie
stwierdzeno.

W plucach, zaré6wno w 8 jak i 16 dniu po do$wiadczeniu, bariera po-
wietrze-krew i przegrody miedzypecherzykowe byly niezmienione.

Grupa po 24 godzinnej hyperoksji. W 8 dniu po doswiadczeniu obrazy
mikroskopowo-elektronowe nie wykazywaly réznic w stopniu dojrza-
fosci komorek nerwowych i glejowych w poréwnaniu z 8-dniowg grupag
kontrolng. W komorkach nerwowych i komérkach astrogleju stwierdzo-
no rozdecie kanaléw siatki szorstkiej i obrzmienie mitochondriéw
(ryc. 7). Liczba, grubos$¢ i uklad blaszek w ostonkach mielinowych w ko-
rze mozgu i w opuszce nie odbiegaty od normy.

W 16 dniu po dcswiadczeniu zmiany ilosciowe wolnych rybosomoéw
1 siatki szorstkiej w cytoplazmie komorek nerwowych i astrocytow od-
powiadaly zmianom ilosciowym tych organelli w komoérkach grupy kon-

Ryc. 6. Fragment komorki nerwowej w pniu moézgu 16-dniowego krolika po
6 godz. hyperoksji. Bez zmian. Pow. 24.000 X.

Fig. 6. Fragment of the neuron in the brain stem of 16 days old rabbit after
6 hours hyperoxia. No changes. X 24.000.

Ryc. 7. Pien mozgu 8-dniowego krolika po 24 godz. hyperoksji. Fragment cytoplaz-
my komoérki nerwowej z dobrze rozwinietg kolbowato poszerzong szorstkg siatkag
S§rodplazmatyczng i obrzmialymi mitochondriami. Pow. 24.000 X.

Fig. 7. Brain stem of the 8 days old rabbit after 24 hours hyperoxia. Fragment of
the neuron with well developed, locally distended rough endoplasmic reticulum and
with swollen mitochondria. X 24.000.

Ryc. 8. Pien mozgu 16-dniowego krolika po 24 godz. hyperoksji. Fragment komorki

nerwowej z balonowato rozdetymi kanalami szorstkiej siatki $rédplazmatycznej.
Pow. 64.000 X

Fig. 8. Brain stem of 16 days old rabbit after 24 hours hyperoxia. Fragment of

the neuron with baloon-like distended channels of rough endoplasmic reticulum
X 64.000.

Ryc. 9. Komoérka mezenchymalna z kulami tluszczu w cytoplazmie w przegrodzie
miedzypecherzykowej pluca 16-dniowego krélika po 24 godz. hyperoksji
Pow. 24.000 X.

Fig. 9. Mesenchymal cell containing fat in the interfollicular septum of the 16
days old rabbit after 24 hours hyperoxia, X 24.000.

Ryc. 10. Liczne wlékna kolagenowe pomiedzy wyS$cidltkg $rodblonkows i nablon-
kowg bariery powietrze-krew w plucu 16-dniowego kroélika po 24 godz. hyperoksji.
Pow. 24.000 X.

Fig. 10. Numerous collagen fibres between endothelial and epithelial layer of the
air-blood barrier in the lung of the 16 days old rabbit after 24 hours hyperoxia.
X 24.000.
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trolnej. W cytoplazmie tych komorek wystepowalo réwnomierne posze-
rzenie lub kolbkowate rozdecia siatki szorstkiej (ryc. 8). Obserwowano
w nich liczne obrzmiate mitochondria. Ilo$¢ i grubos$¢ ostonek mielino-
wych w korze i opuszce nie r6znity sie¢ od normy.

W plucach, w przegrodach miedzypecherzykowych stwierdzono obec-
nos¢ komoérek mezenchymalnych z kulami tluszczowymi w cytoplazmie
(ryc. 9). Pomiedzy wysciotkg srodbtonkowa a wySciétkg nablonkowsy
bariery powietrze-krew stwierdzono liczne wlékna kolagenowe (ryc. 10).

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki badan stanowily podstawe do uzupeklienia
wnioskow z I czeSci pracy, dotyczacych wplywu hyperoksji na rozwija-
jacy sie mozg krolika i potwierdzily uszkadzajace dzialanie hyperoksji na
mozg poprzez niedotlenienie.

Charakter ultrastrukturalnych zmian w mézgu, podobnie jak w I-szej
czeSci naszej pracy, cdpowiadal obrazom mikroskopowo-elektronowym
obserwowanym przez Brown’a i Brierley’a (1972) oraz Ju i wsp. (1972g,
1972b) u zwierzat poddanych hypoksji i ischemii.

W mozgach zwierzat poddanych dzialaniu 6-godzinnej hyperoksji, w &
dniu po doswiadczeniu obserwowano niewielkie zmiany ultrastruktural-
ne. W 16 dniu po doswiadczeniu nie stwierdzono nieprawidlowosci ul-
trastrukturalnych. W tej grupie ptuca nie wykazywaly zmian.

Po 24-godzinnej hiperoksji, w 8 dniu po do$wiadczeniu zmiany w mozgu
byly znacznie bardziej nasilone w poroéwnaniu z grupa poprzednig i w 16
dniu wyraznie narastaly. W tej grupie w plucach wystepowaly zmiany
wytworcze w postaci zwloknienia przegréod miedzypecherzykowych
i obecnosci kolagenu w blonie podstawnej bariery powietrze-krew.

Podobne zmiany w plucach u osobnikéw dorostych poddanych dziata-
riu przedtuzonej hyperoksji obserwowali Cederberg i wsp. (1965), Fuson
i wsp. (1965), Joffe i Simon (1969), a u dzieci — Northway i Rosan (1968),
Burrows i Edwards (1970), Anderson i Strickland (1971), Anderson i wsp.
(1973).

Wspblzaleznosé zmian w mozgu i w ptucach byla przedmiotem badan
Browna i Coxa (1966) oraz Beana i wsp. (1966), ktorzy wykazali, ze leki
wywolujgce drgawki (metrazol, picrotoxin) wywotujag w plucach zmiany
podobne do stwierdzanych w hyperoksji. Badania te sugercwaly, ze
uszkodzenia pluc w nastepstwie napadoéw drgawkowych jak i w hyper-
oksji sg spowodowane zaburzeniami czynnosciowymi ukladu wegeta-
tywnego. Do podobnych wnioskow doszli Mc Sherrn i Veith (1968), kto-
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rzy uwazali, ze w hyperoksji pobudzenie ukladu sympatycznego prowadzi
do zmian w plucach. Wplyw ukladu sympatycznego na powstawanie
zmian w osrodkowym ukladzie nerwowym w hyperoksji wykazali Kanai
i wsp. (1973), ktérzy podajac tlen pod ci$nieniem 2 atmosfer obserwowali
zmniejszenie przeptywu krwi w tetnicy szyjnej wspolnej, wewnetrznej
i zewnetrznej. Hernandez i wsp. (1972) nie stwierdzili zaburzen autore-
gulacji krgzenia krwi w moézgu zaréwno w przypadkach z zachowanym
unerwieniem sympatycznym jak i po odnerwieniu. Sugerowalo to do-
minujgcg role CO, w procesie autoregulacji krgzenia mézgowego. Raichle
i Stone (1972) badajgc wplyw hyperkapnii na krgzenie krwi w mézgu
stwierdzili, ze wysokie pCO, w krwi tetniczej prowadzi do zmian pH
w otaczajgcej tkance nerwowej. Wedlug Eklofa i wsp. (1972) wysokie pO,
w krwi zylnej w moézgu sprzyja zakwaszeniu otaczajgcej tkanki nerwowe]
i1 zaburza jej metabolizm.

W swietle przedstawionych badan mozna przyjg¢, ze uszkodzenia
mozgu i pluc stwierdzone w naszym materiale ksztaltowaly sie w naste-
pujacy sposob: u zwierzat po 6-godzinnym podawaniu nadmiaru tlenu
brak zmian ultrastrukturalnych w ptucach wykluczal wplyw asfiksji na
zmiany obserwowane w moézgu i sugerowal niedotlenienie ischemiczne
spowodowane skurczem naczyn tetniczych. U zwierzat po 24-godzinnym
podawaniu tlenu uszkodzenie bariery powietrze-krew w plucach prowa-
dzito do niedotlenienia hypoksemicznego modzgu, ktére nakladato sie na
niedotlenienie ischemiczne.

W warunkach, w ktérych dzialaniu hyperoksji poddano rozwijajgcy
sie uktad nerwowy powstato pytanie, jaki byl jej wplyw na przebieg
dojrzewania tkanki nerwowej? Badania Grave’a i wsp. (1972) wykazaly,
ze stale podawanie noworodkom szczurzym przez 9 pierwszych dni zycia
70—80% tlenu w warunkach ci$nienia atmosferycznego, powoduje zaha-
mowanie wzrostu moézgu. Autorzy ci stwierdzili, ze nagromadzenie
DNA, RNA i biatek, ktore towarzyszy procesowi wzrostu, ulegato zmniej-
szeniu, podczas gdy stosunek RNA/DNA i bialko/DNA pozostawal nie-
zmieniony. Obnizenie zawartoséci DNA przy zachowanych stosunkach
RNA/DNA i bialko/DNA, s$wiadczylo o hamujgcym wplywie nadmiaru
tlenu na rozwoj elementéw strukturalnych tkanki nerwowej.

W naszych badaniach, obrazy mikroskopowo-elektronowe kory moézgu
i opuszki krolikow 8-dniowych i 16-dniowych wykazywaly prawidiowo
postepujacy przebieg dojrzewania komorek nerwowych i glejowych maéz-
gu. Ubytki neuronalne obserwowane w 16 dniu po przediuzonej hyper-
oksji, sugerujg jednak mozliwo$¢ ujawnienia sie stwierdzonych uszko-
dzen w dalszych okresach rozwoju moézgu.
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WNIOSKI

1. Krotkotrwale podawanie tlenu w nadmiarze prowadzi do niedotle-
nienia moézgu, bez uszkodzenia bariery powietrze-krew w ptucach.

2. Przedluzona hyperoksja uszkadza bariere powietrze-krew w ptu-
cach i powoduje niedotlenienie moézgu typu hypoksyjnego.

3. Wspolistnienie zmian w mézgu i ptucach w hyperoksji prowadzi do
nieodwracalnych uszkodzen obu narzgdéw co moze wplywaé na dalszy
rozw0j mozgu.

JI. Obipbik, M. Jlombcka, T. Illperep

BIMAHUE TUIIEPOKCUM HA COIPEBAIOLIUM MO3T KPOJUKA
I1. ITo3nHMe wuU3MeHEHUs

Pe3woMe

Pabora mnocBAleHa M3y4YEeHMIO IIaTOMEXaHM3Ma TUMNOKCUMM, KOTOpasi BhLI3bIBaer
BapylleHus B CO3peBaiollleM OprasmusMe, IIOJBEPIrHYTOM BO3JE€MCTBUIO TUITEPOKCHN.
Jdana uccnenoBanmii 6bIJI0 MCIOJNIB30BAaHO 35 HOBOPOMKAECHHBIY KPOJIMKOB, M3 KOTOPBIX
24 ObLIM TIOABEPrHYTHI KpaTKoBpeMmeHHOI (6 wacoBoy) mau npojyieHHOM (24 1acoroir)
runepokcum; 11 KPOJIMKOB COCTABJIAJIO KOHTPOJBLHYIO rpynmy. Marepuan a8 MOp-
oJOrnYecKknx ucciaeAoBaHMi (B ONTMYECKOM M SJIEKTPOHHOM MUKpOCKoriax) Opasan
M3 KOpbI MO3ra, IIPOJOJIrOBaTOrO0 MO3ra M JNerkux Ha 8-oi m 16 genr >xusum. IIpo-
BeJlIeHHbIe MCCIeA0BaHMUA MOKa3an, UTO:

1) KpaTKOBpeMeHHasi TMUIEPOKCHMA BejeT K TUIOKcMM Mo3ra 6e3 iapylieHus
B Jerkux b6apbepa BO31yX-KpPOBb,

2) npojJieHHas TUIIEPOKCUA [OBPEXJaeT B JIerKuX Oapbep BOZAYX-KPOBL M BbI-
3bIBaeT I'MIIOKCHIO MO3ra I'MIIOKCUMITHOT'O THUIA,

3) HanuumMe WM3MEHEHWMJ IIPM TUMNEPOKCHM OJHOBPEMEHHO B MO3re M B JEerkKmx
BeJeT B KOHEYHOM uTOre K HeobpaTuMbIM IOBpexKjaenuaMm oboumx opraHon,

4) u30BITOK KMCJIOPOJA HEIIOCPeJCTBEHHO He HapyluaeT AMHAMHMKY DPa3BUTUL
MO3ra, HO BJIMAET Ha Hee NyTeM HeoOpaTMMbIX ITOBDEeIKIAEHMI.

L. Dydyk, M. Dambska, T. Szreter

EFFECT OF HYPEROXIA ON THE DEVELOPING RABBIT BRAIN
II. Later Changes

Summary

This work deals with the pathomechanism of anoxia which damages the deve-
loping organism, submitted to the action of hyperoxia. From 35 newborn rabbits
used to the experiments, 24 were submitted to short (6 hours) or longer (24 hours)
hyperoxia during first day of life, while 11 constituted the control group. The ma-
terial for morphological studies (in light and electron microscope) was collected
from the cerebral cortex, medulla and the lungs, on the 8th and 16th day of life.
The studies demonstrated the following:
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1) Short hyperoxia leads to brain anoxia, without damaging the air-blood
barrier in lungs.

2) Prolonged hyperoxia damages the air-blood barrier in lungs and produces
brain anoxia of the hypoxic type.

3) The coexistence of brain and lung changes during hyperoxia leads finally to
irreversible damage of both organs.

4) Excess of oxygen has no direct altering effect on the dynamics of brain de-
velopment, but influences it through irreversible damage.
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IX. ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG
DER INTRAZEREBRALEN VERKALKUNGEN BEI DEM ERBLICHEN
PARALYTISCHEN TREMOR DER PT-KANINCHEN

Neuropathologische Abteilung des Max-Planck-Institutes fiir Hirnforschung und
Neurologisches Institut der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitdt in Frankfurt a.M.
Direktor: Prof. Dr. W. Kriicke
Laboratorium fiir Vergleichende Neurologie der Polnischen Akademie
der Wissenschaften, Minsk Mazowiecki, Polen
Leiter: Prof. Dr. E. Osetowska

Bei Kaninchen mit paralytischem Tremor (Osetowska, 1967) mit dem
Symbol pt/Mannchen, pt/pt Weibchen (Lindsey u.Fox, 1974) handelt es
sich um eine erbliche degenerative Erkrankung des Zentralnervensy-
stems mit einer an das X-Chromosom gebundenen Vererbungsweise.
Klinisch stehen das Zittern vom Parkinsontyp und eine spastische Pa-
rese der Extremitdaten im Vordergrund (Osetowska u. Mitarb., 1975).

Bisher liegen nur lichtmikroskopische Untersuchungen vor, die deut-
liche Veranderungen an den Neuronen wie Chromatolyse, Schwellung
oder Schrumpfung der Nervenzellen und Auftreibung von Axonen, eine
Aufhellung und eine Auflockerung der Markstruktur, sowie eine mittel-
starke Fasergliose ergeben haben. Ausserdem treten, und das ist ein cha-
rakteristischer Befund dieser Krankheit, disseminierte Verkalkungen vor-
wiegend im Hirnstamm und den Basalganglien auf, die keine Beziehung
zu den Gefdssen haben. Gefassverkalkungen kommen nicht vor (Ose-
towska, Kriicke, 1973; Osetowska u. Mitarb. 1976). In friheren Unter-
suchungen wurden die Verkalkungen bei 55% der kranken Kaninchen
beobachtet und pathogenetisch mit einer neuronalen Schadigung in Ver-
bindung gebracht.

In der vorliegenden Arbeit wird versucht, die Entstehung dieser Ver-
kalkungen durch elektronenmikroskopische Untersuchungen aufzuklaren.

* Stipendiatin des Max-Planck-TInstitutes
** U.S.A. Grant, PL-480. N.I.LH. agreement 05-035-N.
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MATERIAL UND METHODE

Vier pt-Kaninchen im Alter von sechs und acht Wochen und vier
Kontrolltiere wurden in Chloralhydratnarkose mit 3,9%igem Glutaral-
dehyd perfundiert und die aus den betroffenen Regionen des Gehirns
entnommenen Gewebsblocke in Epon eingebettet; ein Teil des Materials
wurde vor der Einbettung 3 Tage mit 4,13%igem Disodium EDTA (Ethv-
lene diamino tetraacetic acid) entkalkt (Warshawsky, Moore, 1967).

ERGEBNISSE

In dieser ersten Darstellung * soll die Frage der Beziehung von Axon-
auftreibungen und Verkalkungen behandelt werden. Nach unseren bis-
herigen feinstrukturellen Befunden aus der Region des Globus pallidus
und des Striatums fanden sich besonders haufig Axonauftreibungen, die
mit grossen Mengen von Mitochondrien und polymorphen elektronen-
dichten Strukturen angefiillt waren. Letztere sind meistens lamellar ge-
schichtet und als degenerierte Organellen zu deuten (Abb. 1). Die Auf-
treibungen zeigen eine wechselnde Griésse, grissere sind ebenfalls von
tiner Axonmembran umgeben, zeigen aber eine fortgeschrittene Dezere-
ration der Organellen. Intakte Mitochondrien sind nicht mehr vorhanden.
Die membranumgebenen Koérperchen besitzen verschiedene elektronen-
dichte, variable Form und weisen Zerfalls- sowie Verklumpungserschei-
rungen auf (Abb. 2). Als weiteres Stadium im Verlauf des Erkran-
lungsprozesses wird der Verlust der Axon-Membran aufgefasst. Im
Zentrum des nunmehr plaqueférmigen Erkrankungsherdes liegen
noch die gleichen Strukturen wie im Axon; die Zerfallser-
scheinungen der Organellen, aufgelockerte Struktur, kollabierte Mem-
branen und eine Verschmelzung mit feinkornigen, zwischen den
Korperchen gelegenen Substanzen sind fortgeschritten. In dieser Ent-
wicklungsphase kommt eine neue Veranderung hinzu, eine auf das
umgebende Neuropil ubergreifende wolkenartige, seltener finger-
formige Randzone, deren zum Teil leer erscheinende Raume durch
eine Schicht elektronendichten Materials scharf begrenzt werden. Die
daran anschliessenden Zellmembranen sind erhalten, haben sich aber
in ihrer Form den Ausbuchtungen des Herdes angepasst (Abb. 3).
Innerhalb der in Abbildung 3 beschriebenen Strukturen finden sich
in weiteren Herdbildungen nadelférmige Kristalle (Abb. 3: Einsatz)
die mit einer Linge von etwa 400 A und ca 40 A Breite an der unteren

* Nach einem Vortrag auf der Jahrestagung der Vereinigung Deutscher Neuro-
pathologen und Neuroanatomem in Kéln vom 2.—4.10.1975.
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Abb. 1. Anhdufung von Mitcchondrien und polymorphen elektronendichten, mei-
stens lamelldren Korperchen im aufgetriebenen Axon. Vergr. 20.000 X.

Ryc. 1. Poszerzony odcinek aksonu. Nagromadzenie mitochondrii i polimorficznych,
elektronowo nieprzejrzystych organelli, przewaznie o blaszkowatej budowie.
Pow. 20.000 X.
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Abb. 2. Ausschnitt von einer grosseren Axonauftreibung. Unterschiedlich elek-

tronendichte, lamellidre, flockige, multivesiculire und homogene Korperchen und

Vesicel zeigen an verschiedenen Stellen Zerfalls- und Verklumpungserscheinungen.
Kontur der Axonmembran ist erhalten. Verg. 17.800 X.

Ryc. 2. Wycinek duzego sferoidu aksonalnego. Liczne polimorficzne struktury
wykazujgce rézne obrazy zwyrodnienia i rozpadu. Pow. 17.800 X.
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Abb. 3. Fortgeschrittener Zerfall der Organellen. Verschmelzung der feinkornigen
Substanz und kollabierte Membranreste von Korperchen im Zentrum (Pfeilspitze).
Verlust der Axonmembran, stattdessen Randzone aus feinkérnigen substen., 1e
wolkenformig auf das umgebene Neuropil iibergreift (x). Ausbuchtungen (Pfeile)
von benachbarten, meist gut erhalten Zellmembranen. Vergr. 15.000 X. Einsatz:
An anderen Stellen gleichartiger Verdnderungen Kalkablagerung in Form na-
delformiger Kristalle. Vergr. 30.000 X.
Ryc. 3. Zaawansowany rozpad organelli. Zatarcie ziarnistego podloza i zlewanie
sig resztek organelli (ostrza strzatek). Utrata blony aksonalnej, na jej miejscu
drobnoziarnista substancja przechodzgca oblokowato do otaczajgcego neuropilu (x).
Wglobienia sgsiadujgcych, najcze$ciej dobrze zachowanych blon komoérkowych
(strzalki). Pow. 15.000 X. Wycinek: w innym miejscu o podobnych zmianach odkla-
dajgce sie zlogi wapnia w postaci igietkowatych krysztaléw. Pow. 30.000 X.
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Abb, 4. Breiter Randsaum feinkornigen Materials mit verdichteten inneren- und
dusseren Grenzschichten. Weniger kompakte feinkornige Ablagerungen im Zentrum
zusammen mit membranumgebenen Vacuolen und kollabierten Membranenresten.
Vergr. 14.000 X.
Ryc. 4. Brzezne nagromadzenie drobnoziarnistego materialu z zageszczong warstwa
zewnetrzng i wewnetrzng. Mniej zbite, drobnoziarniste ztogi w centrum obok ogra-
niczonych btonami wakuoli i zlewajgcych sie resztek blon. Pow. 14.000 X.
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Abb. 5a. Gleichartige Herdbildung wie in Abb. 4. mit mehreren wolkenartig be-
grenzten Kammern ohne morphologisch nachweisbare Kalkablagerung. Vergr.

16.500 X.

Ryc. 5a. Obraz podobny jak na ryc. 4, z liczniejszymi lozyskami o falistym obrze-
zeniu, bez widocznych zlogoéw wapnia, Pow. 16.500 X.
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Abb. 5b. Grosse Kalkablagerung mit deutlicher kristalliner. Struktur. Form uni
Grosse der Herde stimmt {iberein. In Abb. 5a und 5b sind die Zellmembranen
des umgebenden Neuropils erhalten. Vergr. 30.000 X.

Ryc. 5b. Duzy konkrement wapniowy o wyraznej strukturze krystalicznej. Rozmia-
ry i posta¢ ogniska odpowiadajg przedstawionym wyzej ,lozyskom wapniogennym®.
Ne ryc. 5a i 5b w otaczajacym neuropilu blony komoérkowe sg zachowane.
Pow. 30.000 X.
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Grenze der in der Literatur fiir Hydroxylapatit beschriebenen Wertic
liegen (Speckman, Norris, 1957; Hager 1962, Giacomelli u.Mitarb. 1964).
Eine davon abweichende Herdbildung, noch ohne morphologisch nach-
weisbare Kalkablagerung, zeigt breite, feinkérnige Salime unter der
elektronendichten Grenzschicht; sie ist auch, allerdings weniger kom-
pakt und zusammenhangend, im Zentrum des Herdes zusammen mit
Resten von Organellen und Membranmaterial vorhanden (Abb. 4). Die
Zellmembranen des umgebenden Neuropils verhalten sich in der glei-
chen Weise wie bei der vorhergehenden Herdbildung. Die Abbildung 5a
zeigt eine gleichartige Herdbildung mit mehreren wolkenartig begrenz-
ten Kammern ohne morphologisch nachweisbare Kalkablagerung.

Im Lichtmikroskop sind derartige Herde ohne Verkalkung zwar eben-
falls zu sehen, aber in ihrer Feinstruktur nicht aufzuklaren. Sie stellen
offenbar die ,,Matrix” fiir spatere Verkalkungen dar.

Die grossen Kalkkonkremente mit relativ gleichméssigen kristallinen
Strukturen werden als ein Endstadium des Prozesses angesehen
(Abb. 5b). Nach der Entkalkung mit EDTA weisen diese Konkremente
keine kristallinen Strukturen mehr auf. Es bleibt jedoch eine Matrix
mit feingranulierter Substanz und einer deutlichen lamellaren Schich-
tung erhalten.

Die mikroradiographische Untersuchung eines 30 w dicken Paraffin-
schnittes weist an den Stellen der Verkalkungen eine starke Absorption
der gesamten Rontgenstrahlung auf. Die rechnerische Auswertung des
Massenabsorptions-Koeffizienten ergab Sigma-Quotienten, die {iiber
1 lagen und mit zunehmender Strahlenfilterung anstiegen. Sie zeigen
damit ein Verhalten, das dem der Calcium-Kontrollprobe (Cay(PO,).)
entsprach. Die Werte fur die Gehirnsubstanz und bei calciumfreien
Proben anderer Substanzen lagen unter 1 *,

DISKUSSION

Mit unserer elektronenoptischen Untersuchung konnte die Annahme
eines Zusammenhanges zwischen Verkalkungen und pathologisch verin-
derten neuronalen Strukturen am Beispiel der Axonveridnderungen be-
wiesen werden.

Die in ihrer Feinstruktur aufgeklarten Axonauftreibungen mit ihrer
charakteristischen Umwandlung und Herdbildung im Neuropil werden
als eine Vorstufe des Verkalkungsprozesses angesehen. Gleichartige Herd-
bildungen sind uns aus der bisherigen Literatur nicht bekannt geworden.

* Herrn Dr. K. Miiller-Sievers, Max-Planck-Institut fiir Biophysik, sind wir fir
die Durchfiihrung der Mikroradiographie zu besonderem Dank verplichtet.
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Es sei nur darauf hingewiesen, dass eine gewisse histopathologische Ana-
logie mit den von Seitelberger (1968) und Jellinger (1973) beobachteten
verkalkten Spheroiden im Axon bestehen konnte. Vereinzelte ultra-
strukturelle Untersuchungen anderer intracerebraler Verkalkungen un-
terscheiden sich von unseren Befunden dadurch, dass der Verkalkungs-
prozess hier im perivaskularen Raum stattfindet (Guseo u.Mitarb. 1975;
Cervés-Navarro, Matakas, 1974). Die Rolle der Mitochondrien fiir die
Bindung von Calcium-Ionen (Sahaphoung, Trump, 1972; Yates u. Yates,
1968; Simkiss 1974) wird sowohl bei der physiologischen wie der experi-
mentellen Verkalkung diskutiert (Caulfield, Schrag, 1965; Bonucci, Sa-
dun, 1973; Martin, Matthews, 1969; Matthews, 1970; Cavallero u. Mitarb.
1974).

Die weiteren Untersuchungen an diesem auch fir die menschlichen
Pathologie interessanten Modell am pt-Kaninchen sollen zur Klarung der
Frage beitragen, wie weit die Mitcchondrien und ihre pathologischen
Varianten (Mei-Liu u.Mitarb. 1974) pathogenetisch mit dem Verkalkungs-
prozess in Beziehung stehen.

A. Taraszewska, E. Osetowska, W. Kriicke

IX. BADANIA ULTRASTRUKTURALNE ZWAPNIEN SRODMOZGOWYCH
U KROLIKA ,PT”

Streszczenie

Badania wykonano na 4 kroélikach pt w wieku od 4 do 6 tygodni z ostrymi
objawami klinicznymi oraz na 4 kontrolnych z tej samej rodziny, nieobcigzonych
genetycznie. Przebadano tkanke pochodzgcg z okolicy globus pallidus i striatum.
Przed zatopieniem w Eponie cze§¢ materialu zostala odwapniona w 4,13% roztworz:o
Disodium EDTA.

W przebadanym materiale znaleziono poszerzenia aksonalne, przypominajgce
sferoidy, wypelnione mitochondriami oraz strukturami elektronowo-nieprzejrzy-
stymi, niekiedy o czeSciowo koncentryczno-blaszkowatej strukturze. Zaréwno roz-
poznawalne mitochondria jak i juz zmienione organelle ulegajg w dalszych sta-
diach procesu rozpadowi wytwarzajgc rodzaj lozysk (,beds”), w ktérych wtornie
osadzajg sie krysztaly odpowiadajgce wymiarami hydroxyapatytowi. Przebadanie
skrawka parafinowego z tych okolic wykazalo wskaznik absorbcji dla promieni
Rtg, Sigma powyzej wartoSci 1, co odpowiada zwigzkom Cag(PO,).. Tego typu
ogniska (tozyska) $ré6dkomorkowe wydajg sie odpowiadaé klasycznemu pojeciu
smatrix”.

W dotychczasowej literaturze nie znaleziono podobnych odpowiednikéw ultra-
strukturalnych. Dalsze badania posiadanego materialu pozwolg prawdopodobnis
na prze§ledzenie wszystkich po$rednich stadi6bw procesu az do wytworzenia sie
rozleglych konkrementéw. wapniowych, ktérych rozmiary wskazywaé moga albo
na olbrzymie sferoidy, albo na zajecie calych neuron6w.
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A. Tapawmescka, E. OceroBcka, B. Kpioke

IX. YIBTPACTPYKTYPHBIE VICCIEJLOBAHUSI KAJBUUEBBIX OTJOZXKEHUNM
B CPEJHEM MOS3TE ¥ KPOJIUMKA pt

Pes3wowMme

Viccnenopanms Obiiv npoBefienbl Ha 4 KpoamkaxX pt B Bo3pacrte OT 4 a0 6 nenenb
C OCTPLIMM KIMHMYECKMMM CHUMITOMaMM, a TakKzke Ha 4 KOHTPOJBHLIX, M3 3TOTO
XKe ceMmelcTBa, TE€HETUIEeCKM HEeOTATOIIeHHbIX BLuy ucciaeaoBaHsl KYCOYKM MO3ra
n3 obnactu globus pallidus u striatum. Yacre maTepuania nepej 3arjaBKOii B SI0HE
neKansuMiauporaiu B 4,13% pactBope aunatpuesoit conu EDTA. B mcesieoBaHEOM
MaTepuajie OblIM HaMAEeHbl aKCOHAJIbHbIE PACIIMPEHM:, HanoMuearonme cdeponasi,
32M0JIHEeHHbIe MMTOXOHPUMAMM M 9JIeKTPOHOIUIOTHBIMM OpraHejyamy, 06JajarslmMmMu
MHOTJIA 4YacTUM4YHO KOHLETPUYEeCKU-IIJIaCTUHYATON CTPYKTypoil. Kak rpacrnosznaBsaeMble
MUTCXOHJPUM, TaK U y¥Ke HU3MeHEHHble OpraHelllibl II0JBepralwTcsi B HalbHENAIINX
CTaIUAX Npoliecca pacrnajy ¥ pas3MbITHMIO CTPYKTYpPbl, obpasysa mogobue moxa (,,bed”),
B KOTOPBIX BTOPMYHO OCaXKAAIOTCA KPUCTAJIbl, COOTBETCTBYIOIIME pasMepaMy I'MIApRO-
KczanatutaM. Mccenezoeanmne napadmHOBBIX CPe30B M3 9THMX Ke 00JyiacTen BLIABMIIO
rokKasaTejlb abCcoprumm AJsi PEHTTEeHOBCKUX JIy4Yel IpM CUTME Bblllle BeJIuuunbl I,
4TO COOTEeTcTByeT coeamHenuam (Cayz/PO,/,). DToro Tuna MeKKJerodnble O4Yaru
(7103ka) COOTBETCTBYIOT, I10-BUAMMOMY, KJIacMIE€CKOMY TIOHATUIO .maTpuubi’. B ume-
IOLIEMCA JI0 CUMX IIOp JiuTepaType le OblJIo, OAiiaKo, HaiJeHo MOJOBiibIX yJIbTPACTPYK-
TYPHBIX 9KEMBAJIEHTOB. JlaJbHeilne MCCIeA0BaHMA IOJIy4YeHHOr0 MaTtepwana JanyrT,
No-BUAMMOMY, BO3MOXKHOCTbL IIPOCJIEAUTL BCE IIPOMEXKYTOUHbIe CTaJuM poijecca Ha-
uyyHas € IIePBbIX MUTOXOHAPMAJBHBIX M3MeHeuMi M 10 oOpazoBaHuA OOLIMPHBIX
KaJbUMEBbIX OTJIOXKEHMI, pa3Mepbl KOTOPLIX YyKasbIBAIOT MJIM HA TpoMajtble cd2-
POMIBI, MJIM HA 3aXBaT IIPOLIECCOM LieJIbIX HEeIpOHOB.
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GEFASSVERANDERUNGEN NACH TIEREXPERIMENTELLER
LANGZEITBEHANDLUNG MIT L-DOPA
AUS ELEKTRONENOPTISCHER SICHT

Neuropathologisch-Biologische Abteilung des Bezirkskrankenhauses fiir Psychiatrie
und Neurologie, Bernburg
Leiter: Dr. med. Dr. rer. nat. habil. H. Sommer

Seit den grundlegenden Arbeiten von C. und O. Vogt (1920) iiber das
extrapyramidale System und die neuroanatomischen Ergebnisse iiber die
extrapyramidalen Regelkreise durch Hassler (1938), hat das Parkinson-
syndrom zunehmendes wissenschaftliches und therapeutisches Interesse
gefunden. Dabei zeichneten sich seit 1950 zwei entscheidende Etappen
ab: einmal die Therapie mit synthetischen Antiparkinsonmitteln und
zum anderen seit 1961 (Birkmayer) die Einfiihrung von L-DOPA zur
Substitutionstherapie.

Besonders die Entdeckung des gestérten Dopaminstoffwechsel beim
Parkinsonismus hsat viele neue Fragen aufgeworfen, denn durch diese
Therapie mit L-DOPA war es erstmals mdglich, mit Zwischenprodukten
des intermedidren Stoffwechsels eine Funktionsstorung im Zentralner-
vensystem zu beeinflussen. Wahrend nun die biochemischen Aspekte
zumindest in ihren Grundziigen weitgehend geklart werden konnten, ist
die Frage, ob durch biogene Amine nicht nur therapeutisch erwiinschte
bzw. positive neurophysiologische Effekte zu erzielen oder in bestimmten
Dosierungen auch molekularbiologische Verdnderungen zu bewirken sind,
noch ungeklart. Soweit diese Fragestellung mit elektronenoptischen Hilfs-
mitteln experimentell bearbeitet werden kann, ist das Ziel dieser Arbeit.

1911 wurde durch Funk erstmals D,L-DOPA aus einem Racemat
von Hippursdure und Carbonyldioxybenzaldehyd synthetisiert. Nach
Vereinfachung des Herstellungsverfahrens durch Guggenheim (1913)
wurde L-DOPA, nachdem er in Tier- und Selbstversuchen diese Sub-
stanz einer eingehenden Untersuchung unterzogen hatte, in die Therapie

Neuropatologia Pciska —- 4

http://rcin.org.pl



338 H. Sommer, J. Quandt Nr 3

eingefiihrt und zeigte erste Behandlungserfolge. Fir seine Experimente
verwendete er Kaninchen, denen 1 g/kg L-DOPA oral verabreicht wurde,
wobei an den Tieren keinerlei Vergiftungssymptome beobachtet werden
konnten. Es folgten aufschlussreiche pathologisch-anatomische Unter-
suchungen (Lewy 1913, Tretiakoff 1919, C. und O. Vogt 1920), die die
schon 1895 von Brissaud gedusserte Vermutung, dass sich die Verande-
rungen beim Parkinsonismus im stridren System befinden miissten, be-
slatigten. In 1938 wies Hassler durch die systematische Anfertigung von
Schnittserien der Gehirne verstorbener Parkinsonpatienten nach, dass
wahrscheinlich in einer zelluldren Schadigung der Substantia nigra die
Ursache des Parkinsonismus zu suchen sei. In den folgenden Jahren
wurden die Bemiihungen um die Synthetisierung von Antiparkinson-
mitteln intensiviert. Anhand von Tierexperimenten wurde der Nachweis
erbracht, dass Katecholamine (Euler 1946) einschliesslich des Dopamin
in den Gehirnen von Menschen und Saugetieren (Montagu 1957) vorhan-
den sind. Ausserdem konnte durch Carlsson et al. (1958) sowie Bertler
und Rosengren (1959) aufgezeigt werden, dass der Dopamingehalt in viel
hoheren Konzentrationen in den Basalganglien als in den iibrigen Hirn-
abschnitten vorliegt.

Durch biochemische Untersuchungen an den Gehirnen verstorbener
Parkinsonpatienten wurde durch Ehringer und Hornykiewicz (1960)
festgestellt, dass der Gehalt an Dopamin in den Basalganglien erheblich
vermindert ist.

Birkmayer (1960) wendete als erster L-DOPA in kleinen Dosen zur
intravenodsen Injektion bei Parkinsonpatienten an. Sehr eindrucksvoll war
die Wirkung von L-DOPA auf die Akinese. Birkmayer und Hornykiewicz
(1961) konnten ausserdem nachweisen, dass durch Vorbehandlung mit
Monoaminooxydasehemmern der L-DOPA-Effekt beim Parkinsonismus
verstarkt werden kann. Diese grundlegenden Arbeiten sind in den f{ol-
genden Jahren durch zahlreiche Veroffentlichungen bestatigt worden
{(Umbach und Baumann 1964, Barbeau 1969, Ericson et al. 1970, Kaeser
et al. 1970, Voller et al. 1970, u.a.). In der Mehrzahl der Mitteilungen
handelt es sich jedoch um Ergebnisse nach einer voriibergehenden, d.h.
kurzzeitigen intravendsen oder oralen Behandlung mit L-DOPA, wahrend
systematische Untersuchungen nach Langzeitbehandlung mit L-DOPA
vonseiten der Klinik erst in letzter Zeit beginnen. Birkmayer (1973),
Fischer et al. (1973) haben systematische Verlaufsbeobachtungen in dem
Zeitraum von einem Jahr bei Parkinsonpatienten unter einer reinen
L-DOPA-Medikation (ohne Einbeziehung anticholinerger Substanzen)
durchgefiihrt. Sie kommen auf Grund ihrer klinischen, testpsychologi-
schen und neurophysiologischen Untersuchungen zur der Feststellung, dass
“die Grenzen der Behandlungsméglichkeiten nicht durch die Art und
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Auspragung der neurologischen Symptome, sondern auch durch etwaige
Nebenwirkungen und das Ausmass einer allgemeinen psychoorganischen
Beeintrachtigung gesetzt werden”. In tierexperimentellen Arbeiten wer-
den vorwiegend biochemische und autoradiographische Fragestellungen
behandelt, wahrend neuropathologische Untersuchungen fast tberhaupt
nicht vorhanden sind.

Anhand der vorliegenden und zitierten Literatur kann zusammenfas-
send festgestellt werden, dass der funktionelle Ausfall der Substantia
nigra und der damit verbundene Dopaminmangel in einem wechselseiti-
gen Zusammenhang stehen, denn die Zufiithrung von Dopamin kompen-
siert teilweise diesen Ausfall. Wie der Metabolismus sich beim Parkin-
sonismus verhalt, ist allerdings noch nicht vollstandig geklart; wahr-
scheinlich liegt die Ursache in einer Storung bei der Umwandlung von
L-Tyrosin in L-DOPA, die durch den Mangel an Tyrosin-Hydroxylase
bedingt wird. Deshalb muss dem Organismus bzw. dem Gehirn L-DOPA
in solch einer Dosierung angeboten werden, dass es nach Durchtritt
durch die Blut-Hirn-Schranke noch ausreichend zur Verfiigung steht.
Der Organismus muss sich demnach in der therapeutischen Situation
mit bestimmten Dopamin-Konzentrationen auseinandersetzen bzw. ein
Zwischenprodukt der enzymatischen Spaltung von L-Tyrosin verarbei-
ten. Daraus konnen sich in der molekularbiologischen Struktur des Me-
senchyms durchaus neue, noch nicht bekannte Veranderungen oder
Schaden ergeben, die bei der Therapie und Beurteilung der Nebenwir-
kungen bekannt sein miissen. Aus diesen Erwidgungen heraus wurden
die nachfolgend angefiihrten Tierexperimente durchgefiihrt.

MATERIAL UND METHODE

Fir unsere Langzeitexperimente (6-monatige, taglich Applikation von
L-DOPA) wurden 20 ausgewachsene Kaninchen (Gewicht 3 kg) mit 10
Kontrolltieren verwendet. Die Dosierung wurde wie folgt gestaffelt:
12 mg/kg, 22 mg/kg, 32 mg/kg, 42 mg/kg und 52 mg/kg. Entsprechend der
Dosierung wurden 5 Gruppen mit je 4 Tieren und 2 Kontrolltieren an-
gesetzt. Nach Beendigung der Experimente wurde eine 2-monatige Uber-
lebenszeit anberaumt, um reversible Veridnderungen nicht fir irreversible
anzusehen.

Die Entnahme des Hirnmaterials fiir die elektronenoptische Untersu-
chung wurde in Narkose vorgenommen. Die weitere Aufarbeitung fir
die elektronenoptische Analyse erfolgte Uber eine gepufferte Glutaral-
dehyd-Losung, einer Kontrastierung mit Osmiumtetroxyd und an-
schliessender Einbettung in Epon. Die Ultradiinnschnitte wurden an LKB-
-Ultratomen angefertigt.,
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ERGEBNISSE

In der Auswertung des vorliegenden Tiermaterials werden wir uns
im Rahmen dieser Arbeit nur auf die ultrastrukturellen Ergebnisse be-
schranken.

Die elektronenoptische Untersuchung des Hirngewebes entsprechend
der unterschiedlichen Dosierung ergab, dass bei 12 mg/kg und auch noch
bei 22 mg/kg keine wesentlichen Veranderungen aufzufinden waren. Das
Ergastoplasma zeigte die charakteristische lamelldre Anordnung; die Ri-
bosomen waren frei im Zytoplasma liegend und an die endoplasmati-
schen Membranen gebunden auffindbar. Die in freier Form im Zyto-
plasma vorkommenden Ribosomen waren grdsstenteils rosetten- bzw.
gruppenformig angeordnet. Zellkern, Zellkernmembran sowie auch der
Chromatingehalt des Zellkernes waren unauffillig, lediglich die Mitc-
chondrien erschienen aktiviert und vermehrt. In der folgenden Abbildung
sind keine Veranderungen an den Zellstrukturen festzustellen (Abb. 1).
Die Astrozytenfortsiatze zeigen ebenso wie markscheidenhaltigen Ner-
venfasern keine degenerativen Veranderungen.

Mit dem Ansteigen der Dosis ist eine Aufsplitterung des lamellar an-
geordneten Ergastoplasma neben einer ausgepriagten Proliferation und
Aktivierung der Mitochondrien zu beobachten. Wesentlich eindrucks-
voller gestalten sich die Veranderungen an den intrazerebralen Gefasser.
Bei einer Dosierung von 22 mg/kg L-DOPA ist eine deutliche Schwellung
der Astrozytenfortsdtze, die an die Kapillarwand angrenzen, bei einer
fast unveranderten Gefasswand festzustellen (Abb. 2).

Mit der Erhohung der Dosierung treten deutliche Veranderungen an
der Gefasswand zutage, die vorwiegend durch eine Wucherung der me-
senchymalen Zellelemente, in einer Verbeiterung der Muscularis und

Abb. 1. Ausschnitt einer Nervenzelle mit Nervenzellfortsatz aus der occipitalen

Rinde vom Kaninchen (22 mg/kg L-DOPA; 6-monatige Applikation); Ergastoplasma

(ER), Mitochondrien (Mi), sowie der Chromatingehalt des Zellkernes (NL) sind

unverdndert; die doppelte Konturierung der Zellkernmembran (ZKM) ist stellen-
weise verwaschen; P — Pigment, Ri — Ribosomen, Vergr. 12.000 X.

Ryec. 1. Fragment neuronu kory potylicznej krélika (22 mg/kg L-DOPA przez

6 m-cy). Siatka $Sr6édplazmatyczna (ER), mitochondria (Mi) i chromatyna w jadrze

(NL) niezmienione; ogniskowe zatarcie podwéjnego zarysu bilony jadrowej (ZKM).
P — barwik, Ri — rybosomy. Pow. 12.000 X.

Abb. 2. Intrazerebrale Kapillare aus der {rontalen Hirnrinde vom Kaninchen

(22 mg/kg L-DOPA; 6-monatige Applikation); deutlich ist die Quellung der Astro-

zytenfortsdtze (AF), die an die Kapillarwand (KW) ansetzen, erkennbar; die Ge-

fiasswand der Kapillare sowie die Endothelzelle (EZ) erscheinen unauffillig. Vergr.
12.000 X.

Ryc. 2. Naczynie wlosowate kory czolowej krolika (22 mg/kg L-DOPA przez 6 m-cy);
Znaczny obrzek wypustek astrocytarnych (AF) przylegajgcych do $ciany naczynia
(KW). Sciana wlo$niczki i komoérki $rédblonka (EZ) niezmienione. Pow. 12.000 X.
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einer Proliferation der Intima zum Ausdruck kommen. Ausser der Akti-
vierung der Mitochondrien tritt in der Muscularis eine Vacuolenbildung
in Erscheinung, die auch in der Intima zu beobachten ist (Abb. 3 und 4).
Desweiteren finden sich Ablagerungsprodukte nicht nur in der Ge-
fasswand, sondern auch im perivascularen Raum.

DISKUSSION

Unter Einbeziehung unserer ultrastrukturellen Untersuchungen und
klinischen Ergebnisse nach der Behandlung mit L-DOPA kann festge-
stellt werden, dass L-DOPA wahrscheinlich schnell absorbiert, rasch
verteilt und ausgeschieden wird. Der noch tbriggebliebene unveranderta
Rest von L-DOPA passiert die Blut-Liquor Schranke bzw. Blut-Hirn-
-Schranke und wird im Gehirn zu Dopamin decarboxyliert. Wie wir
wissen, wirkt Dopamin an den Basalganglien als Neurotransmitter und
rat einen inhibitorischen Effekt an bestimmten Synapsen des Zentrainer-
vensystems. Weiterhin ist bekannt, dass es durch eine Verarmung
an Dopamin zu einer Storung des vorhandenen Gleichgewichtes zwi-
schen den beiden Ubertriagersubstanzen Acetylcholin und Noradrena-
lin im extrapyramidalen System kommt. Durch die Zufihrung von
L-DOPA und die unmittelbar damit verkniipfte Bildung von Dopamin
und Noradrenalin kommt es zu einer Acetylcholin-Hemmung, wodurch
eine Antiparkinscnwirkung erzielt wird. Uber den eigentlichen Wir-
kungsmechanismus von L-DOPA bzw. Dopamin wird noch disku-
tiert; er ist bis heute noch nicht restlos geklart. In dieser Arbeit
wird darauf nicht eingegangen. Vielmehr mdochten wir Uberlegun-
‘enn anstellen, wie es zu diesen aufgezeigten utrastrukturell fassbaren

Abb. 3. Ausschnitt aus einer intrazerebralen Arterie aus dem medialen Abschnitt
des Kaninchengehirns (42 mg/kg L-DOPA, 6-monatige Applikation); in der Intima
(In) ist neben einer proliferativen Verinderung eine Vakuolenbildung festzustelien;
die Muscuaris (Mu) die verbreitert ist, enthdlt Vakuolen und aktiveirte Mitochon-
drien (Mi); die Elastica (El), Zellkern (Z) sowie die Adventitia erscheinen unverdn-
dert. Vergr. 12.000 X.
Ryc. 3. Fragment tetniczki z mézgu kroélika (42 mg/kg L-DOPA przez 6 m-cy).
W warstwie wewnetrznej (In) widoczne zmiany proliferacyjne oraz wodniczki.
Poszerzona warstwa migéniowa (Mu) zawiera wakuole i pobudzone mitochondria
(Mi). Warstwa sprezysta (El), jgdro komérkowe (Z) i przydanka sg niezmienicne.
Pow. 12.000 X.

Abb. 4. Ausschnitt aus einer intrazerebralen Arterie aus dem frontalen Abschniit
cdes Kaninchengehirns (42 mg/kg L-DOPA; 6 monatige Applikation); die Intima (In)
erscheint ausgelockert und lidsst eine vakuolige Degeneration erkennen; die Mu-
seularis (Mu) ist verbreitert und enthdlt Vakuolen; Adventitia und Elastica (El) er-
scheinen unveridndert; im Virchow-Robin’schen Raum finden sich zahlreiche Ab-
lagerungsprodukte (AP). Verg. 6.000 X.
Rye. 4. Fragment naczynia tetniczego okolicy czolowej moézgu krolika (42 mg/kg
L-DOPA przez 6 m-cy). Warstwa wewnetrzna naczynia (In) o rozluZnionej struk-
turze z licznymi wodniczkami. Przydanka i blona sprezysta (El) sa niezmienione.
W przestrzeni okotonaczyniowej liczne produkty rozpadu (AP). Pow. 6.000 X.
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Veranderungen nach hoherer Dosierung von L-DOPA im Tierexperiment
lkommen kann.

Die Ergebnisse konnen wie folgt interpretiert werden. Zunichst wird
der grossere Teil des verabreichten L-DOPA in der Leber und den
unteren Abschnitten des Gastrointestinaltraktes umgesetzt zu Dopamin,
um dann peripher im Organismus abgelagert bzw. gespeichert zu werden.
Nur eine relativ kleine Menge L-DOPA gelangt tiber die Blut-Hirn-
Schranke an das Hirngewebe und wird dort zu Dopamin umgesetzt. Da
es sich bei den in unseren Experimenten verwendeten Kaninchen um
Tiere handelte, deren Dopamingehalt in den Basalganglien unverandert
blieb, bedeutet dies, dass die den Nervenzellen iliber die Hirnkapillaren
zugefiihrte L-DOPA-Menge eine “ilberschiessende” Wirkung hervor-
rufen muss. Das verabreichte L-DOPA bewirkt an den synaptischen
Membranen eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen den Neu-
rotransmittersubstanzen. Da die Nervenzelle vorerst unverandert ist,
kann durch die noch nicht veranderte Permeabilitat der Nervenzell-
membran L-DOPA in das Innere der Nervenzelle diffundieren. Durch
dieses Uberangebot von L-DOPA werden zunidchst die interzelluldren
Stoffwechselvorgange beschleunigt, so dass das funktionell bestehende
Gleichgewicht aller Reaktionsvorgange innerhalb und ausserhalb der
Nervenzelle aus dem Gleichgewicht gerat. Die Nervenzelle verbraucht
fiir ihre Stoffwechselvorgange mehr organische Substanzen als ihr von
den zugeordneten Zellelementen zur Verfligung gestellt werden kdnnei.
Durch die weitere L-DOPA-Zuflihrung kann die Nervenzelle die entste-
henden Abweichungen nicht mehr abfangen, so dass daraus einerseits
Veranderung der Permeabilitatsverhaltnisse, andererseits ein Missver-
Liltnis in dem Gleichgewicht der Ubertragersubstanzen an den synap-
tischen Membranen resuitiert. Anfanglich wird ein Ubergewicht aut
der Seite des Noradrenalins bestehen, dass, je starker sich die Permea-
bilitat verandert, zugunsten des Acetylcholin verschoben wird. Die Ner-
venzelle ist somit fortlaufend Reizen ausgesetzt, denen sie nicht mehr
entgegenwirken kann — eine Blockierung ihrer Stoffwechselvorgange
ist unabwendbar, d.h., es resultiert ein toxischer Effekt. Von diesen
Veranderungen sind nicht nur die Nervenzellen betroffen, sondern auch
die nachgeordneten Zellstrukturen, die in enger Beziehung zu den Ner-
venzellen stehen — Astrozyten und Kapillaren. Die der geschadigten Ner-
venzelle weiterhin zugefiihrte L-DOPA-Menge verbleibt in dem ihr vor-
geschalteten Zellelement, dem Astrozyten und 16st hier eine toxische
Quellung in den Astrozytenfortsatzen aus. Durch den Druck, den die
angeschwollenen Astrozytenfortsdtze auf die Kapillarwand ausiiben,
kommt es zu einer Komprimierung des Kapillarlumens; zum anderen
wird durch den bleibenden Druck auf die Kapillarwand ein Reiz ausge-
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lost, der zu einer Anderung des Mesenchymstoffwechsels fiihrt, bevor
eine sichtbare Wandschadigung zutage tritt. Allmahlich wird durch die
initiale unspezifische Mesenchymreaktion eine Stérung des extravasalen
Stofftransportes eintreten, die gleichbedeutend mit einer langsamen Pro-
liferation der mesenchymalen Zellelemente ist. Es entstehen jene Ver-
anderungen an den Gefassen, die auf den Abbildungen 3 und 4 zu er-
kennen sind. Da durch die Stérung der Transportwege der reguldre
Stoffaustausch unterbunden wird, lagern sich sowohl in der Gefasswand
als auch im perivascularen Raum Stoffwechselschlacken, Abbauprodukte
an, die die bestehende Schadigung der zentralnervosen Strukturen wei-
terhin negativ beeinflussen.

Diese Befunde bestitigen eindrucksvoll die klinische Erfahrung, dass
tagliche Gesamtdosen von 2,5 g und mehr vielen Parkinsonpatienten
subjektive und objektive Beschwerden bringen; andererseits sind unsere
Ergebnisse eine Bestdtigung jener pharmakologischen und klinischen
Untersuchungen, die eine geringere Dopakonzentration in der Thera-
pie anstreben. In jlingster Zeit (Voller und Muschard 1973 u.a.) sind
Meinungen bekannt geworden, dass durch eine gezielte Gabe von De-
carboxylasehemmern in Verbindung mit L-DOPA ein optimaler Ef-
fekt zu erreichen ist. Durch diese Kombination wird es mdglich, dass
die zuflihrende L-DOPA-Dosis noch weiter zu reduzieren ist, wodurch
unerwlnschte Nebenwirkungen vermindert werden, zumindest vonseiten
des Dopamin. Wahrscheinlich wird dieser Therapieform beim Parkinso-
nismus die ndchste Zukunft gehoren.

H. Sommer, J. Quandt

ULTRASTRUKTURALNE ZMIANY W NACZYNIACH MOZGU
PO DLUGOTRWALYM PODAWANIU L-DOPA ZWIERZETOM
LABORATORYJNYM

Streszczenie

Celem pracy bylo wykazanie czy dlugotrwale podawanie L-DOPA prowadzi do
powstania trwalych zmian ultrastrukturalnych w moézgach zwierzat do$wiad-
czalnych.

Badania przeprowadzono na kroélikach, ktére przez okres 6 miesiecy otrzymywa-
1y L-DOPA w dawce od 12 do 52 mg/kg wagi ciala dziennie.

Wykazano, ze dlugotrwale podawanie L-DOPA powoduje obrzmienie wypustek
astrocytarnych oraz zmiany we wloéniczkach i drobnych naczyniach mézgu, kto6-
rych nasilenie zwigksza sie wraz ze wzrostem dawki stosowanego leku. Autorzy
uwazajg, ze L-DOPA powodujgc zaburzenia w przemianie neurotransmiter6w moze
prowadzi¢ do zmian przepuszczalno$ci blon komérkowych, ktérych nastepstwem
jest obrzmienie elementéw strukturalnych tkanki nerwowej. Zmiany w $cianach
naczyn i przestrzeniach okolonaczyniowych autorzy traktujg jako niespecyficzng
reakcje na zaburzenie transportu z ukladu naczyniowego do tkanki nerwowej.
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YIBTPACTPYKTYPHBIE UBMEHEHMUSI B COCVYJIAX MO3TA TIOCJE
JJIUTEJBHOM ITOJAYM L-DOPA JJABOPATOPHBIM 2KMBOTHBIM

PesmomMme

Ilenpro paborbl Oblla IPOBepKe, BEAET MM AauTenbras nojaga L-DOPA x Bo3-
HUKHOBEHMIO YCTOMYMBBIX yJAbTPACTPYKTYPHBIX M3MEHEHMII B MO3re 9KCIepuMeHTallb-
HBIX JXVBOTHBIX.

WccnenoBauua ObliM IpOBeJeHbl HA KpPOJMKaX, KOTOPbIE B TEYEHME § Mecsinesn
nony4yanu L-DOPA B fo3ax or 12 go 52 Mr/Kr Beca TeJja, B JeHb.

Bpuno nokazaHo, yTO giMresbHas nogada L-DOPA pezeT K OTeKy AacCTPOLMTHBIX
OTPOCTKOB, a TaKzKe K M3MEHEeHMAM B KanujuigpaxX ¥ MEeJKMX JO3rOBSLIX Ccocyjax,
BeJIMYMHA KOTOPBIX PAcTeT II0 Mepe pocTa N03 IPUMMEHAEMOTO JIeKapCTEa.

ABTOpBI cuyuraioT, 4yro L-DOPA Bri3blBafg HapyuieHmsa B oOMedHe HeMpoTpaHcMU-
TEepPOB, MOZKET BeCTM K WM3MEHEHMAM IIPOHMULAEMOCTH KJIETOYHBIX O000JIOHeK, clief-
CTBMEM KOTODPBIX HABJAETCHA OTEK CTPYKTYPHBIX 93JIEMEHTOR HEPBHOM TKauu. M3me-
HEeHMUA B CTeHKax COCYyJIOB M B OKOJOCOCYAMCTHIX ITPOCTPAHCTBaX aBTOPLI paccma-
TPUBAIOT KaK Hecnenqu@MUUECKYI0 PEeaKIMI0 Ha Hapyllleuue TPaHCINPTa M3 COCYAMCTOMI
CUMCTEMBI B HEPBHYIO TKaHb.
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~- J. Lindenman (Pathologisches Laboratorium, Leiden, Holandia).
The diagnosis of virus infection of the CNS.

7) 1975 — dnia 4.X.1975

— L. Dydyk, M. Rutczynski (Zesp6t Neuropatologii CMDiK PAN).
Obraz ultrastrukturalny moézgu noworodka kroélika po transtozyskowym dzia-
laniu luminalu.

— A. Goncerzewicz (Klinika Neurologiczna Instytutu Chorob Ukladu Nerwowego
i Narzagdow Zmystow AM, Poznan).
Patologia ultrastrukturalna neurogleju w dos§wiadczalnej demielinizacji wywo-
lanej metodg pompowania plynu moézgowo-rdzeniowego u kotow.

8) 1975 — dnia 8.XI.1975

— K. Renkawek (Zesp6t Neuropatologii CMDiK PAN).
Wiasciwo$ei morfologiczn2 i histoenzymatyczne $rédbionka naczyn mozgowych
w hodowli organotopowej in vitro, charakterystyczne dla bariery naczyniowo-
-moézgowej.

9) 1975 — dnia 6.XII.1975

— L. Iwanowski (Zesp¢t Neuropatologii CMDIiK PAN).
Obraz ultrastrukturalny naczyn moézgowych 26-dniowego pilodu i1 noworodka
krolika.

— T. Majdecki, J. Kulczycki (CMDIiK PAN, Warszawa i Klinika Neurologiczna
PAM w Szczecinie).
Ultrastruktura przypadku podostrego stwardniajacego zapalenia moébzgu.

* * *

W dniach 18—20 wrze$nia 1975 odbylo sie w Warszawie Radziecko-Amerykansko-
-Polskie Sympozjum na temat patofizjologicznych, biochemicznych i morfologicz-
nych aspektéw niedokrwienia moézgu i naci$nienia tetniczego, zorganizowane przez
Zespol Neuropatologii Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej PAN,

* * *

Z dniem 1 lutego 1976 kol. Jerzy Kulczycki otrzymal nominacje na Kierownika
Kliniki Diagnostyki i Terapii Chor6éb Ukladu Nerwowego Instytutu Psychoneuro-
logicznego w Warszawie,

Jerzy Dymecki
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MARIA OSTENDA, MIROSLAW J. MOSSAKOWSKI, ALICJA PRONASZKO-
-KURCZYNSKA

ULTRASTRUCTURAL STUDIES
ON EXPERIMENTAL HEPATOGENIC ENCEPHALOPATHY

Department of Neuropathology, Medical Research Centre, Polish Academy
of Sciences
Head: prof. M. J. Mossakowski, M. D.

Numerous morphological studies on hepatogenic encephalopathy, per-
formed both on human and experimental animal material (Adams,
Foley, 1949; Lapham, 1961; Mossakowski, 1966a, 1966b; Shiraki, 1968)
point to the primary impairment of astroglia as underlaying this patho-
logical process. Mossakowski et al. (1970) have shown, that in experimen-
tal hepatogenic encephalopathy, glial changes are accompanied by an
increased permeability of brain vessels to silver salts, with unchanged
barrier for conventional protein markers.

Insofar, the rich and diversified picture of morphological changes,
observed in the light microscope, found but few and incomplete mani-
festations in the electron microscopic picture. This prompted us to
undertake electron-microscopic studies of hepatogenic encephalopathy
with the use of an already tested and reproducible experimental model
of a known pathomorphological picture and dynamics. In the line with
previous observations (Mossakowski et al., 1970) particular attention
was devoted to the picture of the blood vessels and glia.

MATERIAL AND METHODS

The studies were carried out on 24 female Wistar rats, 3-months
old at the beginning of the experiment. To produce liver cirrhosis, the
experimental animals in the number of 16 were given subcutaneously
injections of 50% carbon tetrachloride solution in liquid paraffin in
a dosis of 0.5 ml CCl; per 100 g of body weight. The injections were
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given 3 times a week for a period of 2, 4 and 6 months. The 8 control
animals received injections of pure liquid paraffin with the same fre-
quency and for the same period. To avoid possible age-dependent dif-
ferences in the ultrastructural picture of the brain, the experiment was
arranged so as to sacrifice all the animals at the age of 9 months.

After decapitation the brain was removed from the skull as quick as
possible. Small tissue blocks were taken from the cortico-subcortical
erea of the fronto-parietal region and fixed by immersion in 3% glutar-
aldehyde in Millonig buffer, pH 7.2, for 2 hrs, and thereafter for 1 hr
in 2% osmium tetroxide. The samples were dehydrated in ethanol of
increasing concentration and embedded in Epon 812. Blocks were cut
in a Tessla ultramicrotome. The ultrathin sections were contrasted with
uranyl acetate and lead citrate. The observations were made in a JEM
7TA electron microscope.

Light microscopic studies of brain and liver tissue were done on for-
malin-fixed material. Paraffin sections were stained with hematoxylin
and eosine, van Gieson’s and Gridley’s methods.

Fig. 1. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Endothelial cells of
cortical capillary vessel contain numerous pinocytic vesicles. Interendothelial
junctions form long, tortuous canals. x 4 900.

Ryc. 1. Encefalopatia watrobowa w 6 miesigcu do$wiadczenia. Srédblonki koro-
wego naczynia wlosowatego zawierajg liczne pecherzyki pinocytarne i wodniczki.
Zespolenia miedzysrodblonkowe tworza wydiuzone, krete kanaly. Pow. 4900 x.

Fig. 2. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Endothelium of capillary
vessel contains numerous pinocytic vesicles located at different depth of the
cell, x 15 000.

Ryc, 2. Encefalopatia wgtrobowa w 6 miesigcu doSwiadczenia. Srodblonki naczy-
nia witosowatego z licznymi: pecherzykami pinocytarnymi poloZonymi na roéznej
giebokosci komoérki. Pow. 15 000 x.

Fig. 3. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Interendothelial junc-
tion of the capillary vessel in the form of widened electron-iucide slit. x 14 800.

Ryc. 3. Encefalopatia watrobowa w 6 miesigcu do§wiadczenia. Zespolenie miedzy-
srédblonkowe naczynia wlosowatego wystepuje w postaci poszerzonej optycznie
pustej szczeliny, Pow. 14 800 x.

Fig. 4. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Cortical capillary vessel

surrounded by entirely disintegrated perivascular astrocytic process. x 7 200.

Ryc. 4. Encefalopatia watrobowa w 6 miesigcu do§wiadczenia, Korowe naczynie

wlosowate otoczone ciezko uszkodzonymi okolonaczyniowymi wypustkami astro-
gleju. Pow. 7200 x.

Fig. 5. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Swollen, organelle-free
astrocytic process situated among other well preserved structural elements of
neuropil. x 13 000.

Ryc. 5. Encefalopatia watrobowa w 6 miesigcu do$wiadczenia. Obrzmiala, pozba-
wiona organelli subkomérkowych wypustka astrocytarna, polozona wséréd prawi-
dlowo zachowanych elementéw neuropilu. Pow. 13000 x.

Fig. 6. Hepatogenic encephalopathy of 4-month duration. Astrocyte with swollen,
electron lucent cytoplasm containing normal mitochondria, fragments of rough
endoplasmic reticulum and scanty free ribosomes. x 9000.
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RESULTS

On the light microscopy the brains of animals sacrificed after 4 and
6 months of experimental treatment revealed the features of hepatogenic
encephalopathy, which were similar in their nature and intensity to
those described in our previous paper (Mossakowski et al., 1971).

The electron microscopic picture of the brain of the animals decapi-
tated after 2 months of the experiment did not significantly differ from
that of the control animals. It should be emphasized that at the time,
no features of liver cirrhosis were observed in the experimental ani-
mals, but only generalized changes of the character of hepatocytes’
steatosis.

In the experimental animals, both after 4 and 6 months of the expe-
riment significant abnormalities of the electron-microscopic picture
were noted as compared with control material; the fundamental pattern
of tissue lesions being identical in both groups, the only difference appe-
aring in their intensity and range. At that time features of liver cir-
rhosis were found, much more intensive in animals with 6 months of
experimental treatment.

Ryc. 6. Encefalopatia watrobowa w 4 miesigecu do$§wiadczenia. Astrocyt o obrzmia-

iej, optycznie przejrzystej cytoplazmie, zawierajgcy prawidlowe mitochondria,

fragmenty szorstkiej siatki $rodplazmatycznej i skape wolne rybosomy. Pow.
9000 x.

Fig. 7. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Astrocyte with advan-
ced disintegration of cytoplasm. Electron lucent cytoplasm of the cell contains
fragments of rough endoplasmic reticulum, some small mitochondria with a dark
matrix and heterogenous dense bocdies, x 15000.
Ryc. 7. Encefalopatia watrobowa w 6 miesigcu do§wiadczenia. Astrocyt z za-
awansowang dezintegracja cytoplazmy, zawierajgcej nieliczne mitochondria o ciem-
nej macierzy, fragmenty szorstkiej siatki $rodplazmatycznej i heterogenne ciata
geste. Pow. 15000 x.

Fig. 8. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration, Astrocyte with comple-
tely disintegrated cytoplasm. Large nucleus with diffusely spread, scanty chro-
matin seems to be located in entirely empty space. x 4 550.

Ryc. 8. Encefalopatia watrobowa w 6 miesiacu do§wiadczenia. Astrocyt z catkowi-
cie dezintegrowang cytoplazmg. Duze jadro ze skapa chromatyng sprawia wrazenie
potozonego w pustej przestrzeni. Pow. 4550 x.

Fig. 9. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Two oligodendrocytes
localized in subcortical area, with entirely normal ultrastructural picture. x 4 550.

Rye. 9. Encefalopatia watrobowa w 6 miesigcu do$wiadczenia. Dwie komoérki oli-
godendrogleju o calkowicie prawidlowym obrazie ultrastrukturalnym. Pow. 4 550 x.

Fig. 10. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Fragment of neuronal

cvtoplesm, containing numerous canals of Golgi complex, among which many

coated vesicles are seen, and free ribosomes as well as some dense bodies. x 9 000.

Rye. 10. Encefalopatia watrobowa w 6 miesiacu do§wiadczenia. Fragment cytopla-

zmy komorki nerwowej, zawierajgcej liczne kanaly zespolu Golgiego z polozonymi

wéréd nich pecherzykami obtonionymi, wolne rybosomy i nieliczne ciala geste.
Pow. 9000 x.
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The electron-microscopic tissue changes involved the structure of
the capillary vessels and selectively the astrocytic glia. The remaining
tissue elements were unchanged or showed only very slight ultrastru-
ctural abnormalities.

The ultrastructural changes of the capillary vessel walls found alre-
ady in the 4-months group, were manifested first of all by a marked
enhancement of the pinocytosis in the cells of endothelium (Fig. 1). The
endothelial cells were abundantly filled with numerous pinocytic vesi-
cles, found on various depth of their cytoplasm (Fig. 2). This phenome-
non was particularly well marked in animals after 6 months of experi-
ment. In the same vessels the myelin-like structures were noted in the
endothelial cells, these structures being usually situated in the vicinitv
of the cell membranes, facing the vessel lumina. The intercellular jun-
ctions of endothelium showed a significant extension (Fig. 3). In ad-
dition irregularity and folding of the interendothelial junctions was
seen.

Already in the 4-months group a significant swelling of perivascular
astrocytic processes was observed. Their cytoplasm was characterized
by a decrease of electron density and reduction of subcellular elements.
At a higher intensity of changes, observed mcstly in the 6-months group,
the blood vessels were surrounded by wide electron-light spaces of
astrocytic processes, which were almost completely deprived of cyto-
plasmic subcellular elements (Fig. 4). Occasionally, the narrowed lumina
of the capillary vessels gave the impression of being compressed by
the extended perivascular astrocytic processes. The reduction of subcel-
lular elements was characteristic not only for perivascular astrocytic
processes but also for those situated in the neuropil, contrasting with
the remaining unchanged elements of nerve tissue (Fig. 5).

Analogical changes concerned the astrocyte perikarya. When their
impairment was less extensive, the cell cytoplasm was characterized only
by a marked swelling (Fig. 6). More intensive changes proceded with
a significant disintegration of endoplasmic structures, first of all of the
endoplasmic reticulum. In these cases ,in the electron-light cytoplasm
only fragments of the rough and smooth endoplasmic reticulum, some
aggregations of free ribosomes and vacuoles of various size, probably
originating from the extended endoplasmic reticulum were found to
occur (Fig. 7). In some of the cells an increased number of dense bodies
and a slightly increased number of glycogn rosettes were observed. The
latter appeared both in the perikarya and processes of the astrocytes. A:
the highest intensity of changes, the enlarged nuclei of astrocytes were
situated in an empty, organelle—free cytoplasm (Fig. 8). The nuclei
of astrocytes showed relatively slight changes, mostly concerning their
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size and distribution of chromatine, being scarcer and more loosely
spread out. In some of the astrocytic nuclei the accumulations of small
electron-dense grain could be seen, the structure of which differed both
from aggregations of the nuclear RNA and cytoplasmic glycogen grains.

Contrary to the massive involvement of astrocytes, oligodendroglia
showed practically no ultrastructural changes (Fig. 9). The same was
true for the nerve cells in which only occasicnally an increased number
of dense bodies and insignificant distention c¢f endoplasmic reticulum
channels were observed (Fig. 10).

DISCUSSION

Selective impairment of astroglia, predominating in the electron-mi-
croscopic picture of the experimental hepatogenic encephalopathy, is
consistent with a number of light-microscopic observations pointing to
the primary gliopathic nature of the process. The abnormalities in the
ultrastructure of astrocytes found by us resemble those described in
humans in hepatogenic encephalopathy (Martinez, 1968), portal systemic
encephalopathy (Foncin, Nicolaidis, 1970) and in Wilson’s disease (Gru-
ner, quoted by Foncin, 1570). These abnormalities show no specific ele-
ctron microscopic features. They do not diverge from the ultrastructu-
ral picture of astrocytes in cases of severe brain edema (Hirano et al.,
1967). These changes may manifest unspecific impairment of glia, predo-
minating in the histological picture of hepatic encephalopathy and lea-
ding to disintegration of astrocytic cells. It seems, however, that the
pictures of maximal swelling of astrocyte cytoplasm with complete di-
sappearance of endoplasmic cell organelles found by us may constitute
the ultrastructural manifestation of the glial changes described as Alz-
heimer cells, type II. Likewise, the glycogen accumulations correspond tc
the perinuclear deposits of this polysaccharide described by Shiraki
{1967) in human pathology and by Mossakowski et al. (1970) in experi-
mental animals. The character of the small, electron dense grains agglo-
merations present in the altered nuclei of astrocytes remains unclear. In
view of their ultrastructural picture it does not seem possible to con-
sider them as an electron microscopic manifestation of the intranuclear
glycogen inclusions, observed in the light microscopy.

No structures corresponding to the Opalski cells were found in our
material, this being consistent with the light microscope observations.
Neither were ultrastructural manifestations of the progressive changes
of astroglia, observed, which were described by Ma Hta Kyn and Ca-
vanagh (1970) and Cavanagh and Ma Hta Kyn (1971) in cases of expe-
rimental porto-caval encephalopathy.
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The described changes in electron microscopic picture of capillary
vessels, particularly the features of intensive pinocytosis, as compared
with their absence or insignificance in normal brain vessels (Brightman
and Reese 1970) may be the expression of changes in the vessel permea-
bility. They may form the morphological background of the increased
blood vessel permeability described by Mossakowski et al. (1971) in
cases of experimental hepatogenic encephalopathy.

Our observations do not answer the question concerning the mutual
relations between vascular and cellular changes. Both are present in
animals after a 4-month experimental period and become enhanced af-
ter 6 months of experimental treatment. They do not occur in rats trea-
ted for only 2 months. Presumably, studies on animals with an experi-
mental period longer than 2 months and shorter than 4 months would
give a picture of the differences in the dynamics of appearance and de-
velopment of both type of changes.

M. Ostenda, M. J. Mossakowski, A. Pronaszko-Kurczynska

OBRAZ MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY
DOSWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII WATROBOWEJ

Streszczenie

Przeprowadzono badania mikroskopowo-elektronowe moézgdéw szczuréw z ence-
falopatia pochodzenia watrobowego, wywolang przewleklym stosowaniem cztero-
chlorku wegla.

Najwcze$niejsze nieprawidlowo$ci ultrastrukturalne stwierdzono u zwierzat po
4-miesiecznym stosowaniu CCly. Osiggaly one maksymalne nasilenie po uplywie
6 miesiecy.

Zmiany w obrazie mikroskopowo-elektronowym dotyczyly $§cian naczyn wloso-
watych i gleju astrocytarnego. Nieprawidlowo$ci w obrazie naczyn wyrazaly sie
wzmozeniem aktywno$ci mikropinocytarnej $rodblonkéw i poszerzeniem zlgcz mie-
dzy$rodblonkowych, ktére uznano za podioze zwiekszonej przepuszczalno$ci $cian
naczyniowych, Zmiany patologiczne gleju astrocytarnego wyrazely sie bardzo
znacznym obrzmieniem cytoplazmy wypustek i perikariow komérkowych, prowa-
dzgcym do jej caltkowitej dezintegracji strukturalnej. Powiekszone jgdra astrocytow,
o rozrzedzonym ukladzie chromatyny, zawieszone w pozbawionej organelli cyto-
plazmie, uznano za mikroskopowo-elektronowy wykladnik komoérek Alzheimera
typu II.

M. Ocrenga, M. fI. MoccakoBckH, A. ITponawko-Kyprmnecxa
SJEKTPOHHO-MUKPOCKOIIMYECKAA KAPTUHA DSKCIIEPUMEHTAJBHOM
IIEYEHOYHOM SHIIEDAJIOITATUU

Pe3woMme

Bbuin IIpoBeeHbl 3JIEKTPOHHO-MMKPOCKOII'MYECKHue MucCclenoBaHMusa MO3ra KpbIC
¢ Ne4YeHOYHOM 9uuecpanona'meﬁ, BbI3BAaHHOM IIPUMEHEHMEM 4eTbIPeXXJIOPMUCTOro yrie-
pona.
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Camble paHHMe yJIbTPACTPYKTypPHbIE HapylIenusa OpLiy obHAPYIKEHb! Y FXMBOTHBIX
nocyie 4-mecsauyHoro npumenenus CCl,. HauBbiciiasa ux uiTeHCHUEIIOCTH JIOCTUTAJIach
110 ucTevyeHMIo 6 mMecsaues.

VizMeHneHMsa B 9JIeKTPOIIHO-MMKPOCKOIIMYECKO) KapTuiie KacallMCh CTEHOX Kalui-
JAPHBIX COCYAOB M aCTPOUMTHOI rauy. Hapyluenma B Kapruie COCYAOB IPOSABJIAIUCH
YBEJIMYECHUEM MMUKPOIIMHOUMUTAPHON AKTUBHOCTM SMUTEJNS U PACUIMPEHUEM MEXKIIM-
TeJuanbHblX COEAMHEHM), KOTOpble PaCLEeHMBAaJMUCh KaK OCHOBA YBEJIMYEHHOHA IIpPOo-
HUIIAeMOCTM CTE€HOK cOocyAOB. IlaTojiorMueckue mu3meHe!ys acTPOLMTOB BhIPaXKaJIUCh
3HAQYUTEJIbHBIM OTEKOM LUTOIIIa3Mbl OTPOCTKOB M TeJjla KJIETOK, KOTOPLIN IIPUBOJAMI
K ofumer CTPYKTYPHOM JAe3uHTerpaummu. VBeJUYeHHble sfApa acTPOIIMTOB, OTJIMva-
HIMeCcHa pa3pezkeHHOM CUCTeMOIT XpOMaTMHA, HAXOJALIMECHd B LMUTOIJIA3ME, JMUIEHHON!
opraHeJlJl pacleHMBaJMCh KaK 3JeKTPOHHG-MMKPCCKOIMIECKUIA [OKazaTellb KJEeTOK
Ansuxarimepa II tuna.
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KRYSTYNA RENKAWEK

ROLA PIERWIASTKOW SLADOWYCH W PATOGENEZIE GLIOPATIT
WYWOLANEJ W POZAUSTROJOWEJ HODOWLI TKANKI
GLEJOWEJ

Zespol Neuropatologii Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski

Z prac nad patogeneza choroby Wilsona i encefalopatii watrobowej pro-
wadzonych in wvivo i in vitro wiadomo, ze charakterystyczne zmiany
morfologiczne i histochemiczne dotyczace glownie astrogleju, powstajg
w wyniku uszkadzajgcego wplywu miedzi i amoniaku na komorki glejowe
(Mossakowski 1966, Mossakowski i wsp. 1970, 1972).

W badaniach klinicznych chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-so-
czewkowym stwierdzono uposledzenie wydalania z moczem szeregu pier-
wiastkow Sladowych i wzrost ich zawartosci w mozgu (Lojko 1968, Cole-
man i wsp. 1963). Powstaje wiec pytanie czy zwiekszenie ilosci pier-
wiastkow Sladowych w tkankach moézgu, poprzez ich bezposredni wptyw
na metabolizm komoérek glejowych i nerwowych bierze udzial w patoge-
nezie uszkodzen tkankowych, typowych zaréwno dla choroby Wilscna
jak i encefalopatii watrobowej.

Celem pracy jest ocena bezposredniego wplywu pierwiastkéow slado-
wych na obraz morfologiczny i wiasciwoséci histoenzymatyczne tkanki
glejowej hodowanej in vitro. :

MATERIAL I METODY

Badania prowadzono na hodowlach tkanki glejowej z mézdzkéw no-
worodkéw szezurzych rasy Wistar, prowadzonych w warunkach ruty-
nowych we flaszkach Carrela. Dokladny opis metody hodowli tkanki
glejowej zostal podany w pracy Krasnickiej i Mossakowskiego (1965).

W doswiadczeniu, do $rodowiska odzywczego hodowli podawano na-
stepujgce pierwiastki $ladowe: cynk, zelazo, mangan, magnez i miedz
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w stezeniach dwukrotnie wyzszych od ich prawidlowej zawartosci w su-
rowicy krwi ludzi zdrowych.

Doswiadczenie obejmowalo nastepujgce grupy:

Grupa I — z dodatkiem octanu cynku (Zn/CH;COO/,) w stezeniu kon-
cowym 500 i 1000 gamma % cynku,
Grupa II — z dodatkiem azotanu zelazowego (Fe/NO,/;) w stezeniu

koncowym 240 gamma % zelaza,

Grupa III — z dodatkiem octanu manganawego (Mn/CH,COO/;) w ste-
zeniu koncowym 258 gamma % manganu,

Grupa 1V — z dodatkiem octanu magnezu (Mg/CH;COO/,) w stezeniu
koncowym 4200 gamma % magnezu,

Grupa V — z dodatkiem octanu miedzi (Cu/CH;COO), w stezeniu kon-
cowym 4900 gamma % miedzi.

Wymienione powyzej sole pierwiastkow $ladowych podawano do me-
dium odzywczego 1- i 2-tygodniowych hodowli. Obserwacje w mikrosko-
pie swietlnym prowadzono codziennie. W okresie od 3 do 14 dnia do-
Swiadczenia hodowle wszystkich grup do$wiadczalnych utrwalano i bar-
wiono metodami przegladowymi: blekitem toluidyny i fioletem krezylu
oraz wykonywano odczyny histochemiczne PAS, Sudan Czarny B i ble-
kit Alcjanu. We wszystkich grupach hodowli okreslano aktywnos¢ de-
hydrogenazy bursztynianowej, glutaminianowej i glukozo-6-fosforanc-
wej. W grupie I oznaczono dodatkowo aktywnos¢ dehydrogenazy alko-
holowej, w grupie III — esterazy nieswoistej, a w grupie V — oksydazy
cytochromowej. Badania histochemiczne wykonano przy pomocy tych
samych metod, ktore stosowano w poprzednich pracach dotyczacych
gliopatii watrobowych in vitro (Mossakowski i wsp. 1970, Renkawek
1972). Kontrole kazdej grupy doswiadczalnej stanowily hodowle .tego
samego wieku przetrzymywane w standardowym medium, barwione
w tym samym czasie i przy uzyciu tych samych metod przegladowycn
i histoenzymatycznych.

WYNIKI

Grupa I. Komorki glejowe w hodowli w wieku 1 i 2 tygodni wzrostu
in vitro wykazujg podobne zmiany morfologiczne jak i histoenzymatycz-
ne zaré6wno w poblizu eksplantatu jak i w wiencu wzrostu. Przy steze-
niu 500 gamma % cynku w medium, po 24 godzinach dos$wiadczenia wiek-
szos¢ komorek glejowych traci wypustki. W poszczegélnych hodowlach
pojawiajg sie mniej lub bardziej nasilone nieswoiste zmiany zwyrodnie-
niowe. Po 3, 7 i 10 dniach doswiadczenia w hodowli wystepuja komorki
glejowe o obfitej cytoplazmie z krotkimi, obrzmialymi wypustkami. Sg
one niekiedy calkowicie bezwypustkowe. Nierzadko spotyka sie komorki
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Ryc. 1. Hodowla 10-dniowa. 500 gamma %o cynku. 7 dni do$§wiadczenia. Komérka
Opalskiego z bogatochromatynowym, nerkowatym jgdrem. Blekit toluidyny. Pow.
600 x.

Fig. 1. 10 days old culture, 500 gamma %o of zinc. 7 days of the experiment.

Opalski cell with chromatin-rich, kidney-shaped nucleus. Toluidine blue. x 600.

Rye. 2. Hodowla 7-dniowa. 1000 gamma % cynku. 4 dni do$wiadczenia. Liczne,

duze jadra glejowe o nieregularnym podiluznym ksztalcie, z grubymi grudkami
chromatyny. Blekit toluidyny. Pow. 400 x.

Fig. 2. 7 days old culture. 1000 gamma % of zinc. 4 days of the experiment.
Numerous, large, elongated, irregular glial nuclei with coarse chromatin gra-
nules. Toluidine blue. x 400.

Ryc. 3. Hodowla 14-dniowa. 1000 gamma % cynku. 14 dni do$wiadczenia. Niska
aktywno$§é dehydrogenazy alkoholowej w komoérce Opalskiego i w otaczajgcym
gleju. Drobne ziarna formazanu réwnomiernie ulozone w cytoplazmie. Pow. 600 x.
Fig. 3. 14 days old culture. 1000 gamma % of zinc. 14 days of the experiment.
Low activity of alcohol dehydrogenase in Opalski cell and in the surrounding
glial cells. Fine formazan granules evenly distributed in the cytoplasm. x 600.
Rye. 4. Hodowla 7-dniowa. 240 gamma % zelaza. 14 dni do$§wiadczenia. Komorki
astrogleju ze skapg cytoplazma, jasnymi, réznoksztaltnymi jadrami. Biekit tolu-
idyny. Pow. 200 x.

Fig. 4. 7 days old culture. 240 gamma % of iron. 14 days of the experiment.
Astroglial cells with scanty cytoplasm and pale, polymorphic nuclei. Toluidine blue.
x 200.

Rye. 5. Hodowla 7-dniowa. 258 gamma % manganu. 7 dni do§wiadczenia. Liczne
jecnojgdrzaste komérki Opalskiego z wodniczkami w cytoplazmie. Blekit toluidyny.

Pow. 200 x.
Fig. 5. 7 days old culture. 258 gamma % of manganese. 7 days of the experiment.
Numerous, mononuclear Opalski cells with intracytoplasmic wvacuoles. Toluidine
blue. x 200.
Rye. 6. Hodowla 14-dniowa. 240 gamma % zelaza. 14 dni do$wiadczenia. Aktywno$¢
dehydrogenazy-glukozo-6-fosforanowej w komorce przejSciowej. Drobne pylkowe
ziarna skupione wok¢l jadra i grube ziarna formazanu w cytoplazmie komoérko-
wej. Pow. 400 x.
Fig. 6. 14 days old culture. 240 gamma % of iron. 14 days of the experiment.
Activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase in intermediate cell expressed by
dust-like formazan granules around the nucleus and the coarse ones at the peri-
phery of the cytoplasm. x 400.

Rye. 7. Hodowla 7-dniowa. 4200 gamma % magnezu. 7 dni do§wiadczenia. Znaczny
polimorfizm jgder komérkowych i nasilone zmiany zwyrodnieniowe komoérek gle-
jowych. Btlekit toluidyny. Pow. 400 x.

Fig. 7. 7 days old culture. 4200 gamma %o of magnesium. 7 days of the experiment.
Merked polymorphism of the glial nuclei and enhanced degenerative -cellular

changes. Toluidine blue. x 400.
Ryc. 8. Hodowla 7T-dniowa. 240 gamma % zelaza. 14 dni do§wiadczeria. Liczne,
grube ziarna PAS-dodatnie w komoérkach przej$ciowych Metoda PAS. Pow. 200 x.
Fig. 8. 7 days old culture. 240 gamma % of iron. Numerous, coarse PAS-positive
granules in the intermediate cells. PAS method x 200.

Rye. 9. Hodowla 14-dniowa. 258 gamma % manganu. 10 dni do$wiadczenia. Akty-
wrne$é dehydrogenazy-glukozo-6-fosforanowej w komoérce Opsalskiego, drobne ziar-
na formazanu nier6wnomiernie ulozone w cytoplazmie. Pow. 600 x.

Fig. 9. 14 days old cultvire. 258 gamma % of manganese. 10 days of the exveri-
ment. Activity of glucose-6-phosphate in the Opalski cell; fine formazan granules
irregularly distributed in the cytoplasm. x 600.

Ryc. 10, Hodowla 7-dniowa. 4000 gamma % miedzi. 3 dni doSwiadczenia. Niska
akiywno$é enzymatyczna oksydazy cytochromowej w komoérkach Opalskiego, brak
aktywno$ci w otaczajacych komérkach gleju. Pow. 400 x.

Fig. 10. 7 days old culture. 4000 gamma % of copper. 3 days of the experiment.
Low activity of cytochrome oxidase in Opalski cells, lack of the activity in
surrounding glial cells. x 400.

Ryc. 11. Hodowla 7-dniowa. 4200 gamma % magnezu. 14 dni do$wiadczenia. Liczne
jednojadrzaste komorki ze szezatkowymi wypustkami. W niektérych komérkach
wedniczki. Znaczna ilo§¢é substancji PAS-dodatnich., Metoda PAS. Pow. 400 x.
Fig. 11. 7 days old culture. 4200 gamma % of magnesium. 14 days of the experi-
ment. Numerous mononuclear cells with residual processes and intracellular vacu-
oles. Marked accumulation of PAS-positive substances. PAS method. x 400.
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wielojadrzaste, przypominajg one swoim wyglagdem komérki Opalskiego
(ryc. 1). Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminianowej
w populacji komoérek glejowych jest niska, zwlaszcza w komérkach Opal-
skiego. Uderzajgco niska jest aktywnos$¢ dehydrogenazy alkoholowej
(ryc. 2). Aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej nie wykazuje
zmian w stosunku do hodowli kontrolnych.

W stezeniu 1000 gamma % cynku w medium po 3 dniach doswiadcze-
nia czes¢ jader glejowych wykazuje dodatkowo cechy obrzmienia. Ich
ksztalt jest czesto nieregularny, badz tez wyraznie nerkowaty (ryc. 3).
Aktywnos$¢ wszystkich badanych dehydrogenaz jest w calej populacji
bardzo niska w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi.

Grupa II. Komorki glejowe z hodowli 1- i 2-tygodniowych po krot-
szym niz 14 dni czasie doSwiadczenia nie wykazujg istotnych nieprawi-
dlowosci morfologicznych ani zmian w obrazie odczynéw histoenzyima-
tycznych. Po 2 tygodniach dos$wiadczenia w czesci komoérek glejowych
stwierdza sie powiekszenie jader z wyraznie widocznym jednym lub
dwoma jaderkami. Czesto wystepujag komoérki w roéoznych stadiach po-
dzialu, najczesciej metafazy. Cytoplazma komoérkowa w wiekszosci astro-
cytow jest skapa, czesto widoczny jest jedynie jej waski rgbek wokot
jader komoérkowych (ryc. 4). Komorki przypominajgce komérki Opal-
skiego wystepuja sporadycznie w pojedynczych hodowlach, czesto nato-
miast obserwuje sie formy przejSciowe z krotkimi, szczagtkowymi wypust-
kami badz bez wypustek. Tak zmienione komoérki glejowe gromadzg
znaczne ilo$ci ziaren wybarwiajacych sie dodatnio w metodzie PAS
i w blekicie Alcjanu (ryc. 5). Aktywnosé dehydrogenazy bursztynianowej
i glutaminianowej jest niska zaréwno w komoérkach Opalskiego jak
i w komorkach przejSciowych. Obserwuje sie natomiast wysokag aktyw-
no$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu, zwlaszcza w formach posred-
nich (ryc. 6).

Grupa III. W hodowlach 1-tygodniowych po krétkim okresie trwania
doswiadczenia (3 i 5 dni) pojawia sie znaczna liczba jasnych jader glejo-
wych, pozbawionych otaczajacej cytoplazmy. Liczne sg réwniez formy
podzialéw mitotycznych. W hodowlach bardziej zréznicowanych, po 2 ty-
godniach wzrostu in vitro i po diuzszym okresie doswiadczenia, pojawia-
ja sie nieliczne komoérki Opalskiego, czesto wielojadrzaste, z licznymi
wodniczkami $rédplazmatycznymi. Po 14 dniach doswiadczenia obser-
wuje sie liczne komorki przejSciowe i komorki Opalskiego (ryc. 7).
Aktywnos$¢ badanych dehydrogenaz i esterazy nieswoistej jest nizsza niz
w hodowlach kontrolnych (ryc. 8).

Grupa 1V. W hodowlach 1- i 2-tygodniowych po 7 dniach do$wiad-
czenia obserwuje sie znaczny polimorfizm jgder komoérek glejowych
(ryc. 9). Sg to w wiekszosci jadra bogatochromatynowe. Czesto spotyka
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sie mitozy, w znacznej czesci nieprawidlowe. Typowych komoérek Opal-
skiego nie spostrzega sie, w niektérych natomiast hodowlach wystepuig
formy przejsciowe (ryc. 10), badz tez astroglej pozbawiony wypustek.
Charakteryzuje je stosunkowo wysoka aktywno$¢ badanych dehydro-
genaz.

Grupa V. W hodowlach 1- i 2-tygodniowych po 3 i 7 dniach doswiad-
czenia pojawiajg sie liczne komoérki Opalskiego jak i formy przejsciowe
miedzy prawidlowym astroglejem i komoérkami Opalskiego. Aktywno$é
oksydazy cytochromowej w 3 dniu do$wiadczenia jest niska w obu ty-
pach komorek. W 7 dniu do$wiadczenia wiekszo$¢ komoérek Opalskiego
i komorek przejsciowych wykazuje Sladowag aktywnos¢ enzymatyczna.
Niektére z nich charakteryzuje calkowity brak aktywnosci enzymatycz-
nej. Bardzo niskg aktywno$¢ oksydazy cytochromowej obserwuje sie
réowniez w komorkach glejowych nie wykazujacych nieprawidlowosci
morfologicznych (ryc. 11).

CMOWIENIE

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji, dotyczacych wszystkich
grup doswiadczalnych mozna wnioskowa¢, ze zastosowane metaie $lade-
we, w uzytych stezeniach wywieraja bezposredni wplyw uszkadzajacy
metabolizm i strukture komoérek glejowych in witro. Nieprawidlowosci
morfologiczne i histoenzymatyczne dotycza przede wszystkim astrocytow,
jakkolwiek w 1-tygodniowych hodowlach z nisko zréznicowang popula-
cja komorek glejowych, trudno jest niekiedy jednoznacznie oceni¢ mor-
fogeneze spostrzeganych patologicznych form komoérkowych.

Zmiany patologiczne wystepujace w hodowlach glejowych prowadzo-
nych z dodatkiem egzogennych soli cynku i manganu i rozwijajgce si¢
w nastepstwie 1- i 2-tygodniowego dzialania metalu, przypominaja
w swoim wzorcu strukturalnym i histoenzymatycznym obraz gliopatii
wilsonowskiej lub watrobowej, wystepujgcej u ludzi i w materiale do-
$wiadczalnym in vivo i in vitro (Mossakowski 1965, 1966, Mossakowski
i wsp. 1970). Nalezy jednak podkresli¢, ze patologiczne formy glejowe,
uznane za typowe dla gliopatii pochodzenia watrobowego wystepujg na
tle nasilonych nieswoistych zwyrodnien komérkowych gleju.

,

W grupach doswiadczalnyeh, w kiérych zastosowano egzogenne sole
zelaza i magnezu, wlasciwosci morfologiczne i histoenzymatyczne komo-
rek glejowych nie ulegaly istotnym zmianom w poréwnaniu do hodowli
prowadzonych w warunkach standardowych, lub tez wystepujace w nich
nieprawidlowosci mialy nieznaczne nasilenie. W przypadku hodowl!
z egzogennymi solami zelaza, zjawisko to mozna by wigza¢ ze znang to-
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lerancjg komérek na zmiany w jego stezeniu, wykazujacg zresztg daleko
idgcg zalezno$¢ od wieku i stanu zréznicowania komoérek (Morgan, Wat-
ters 1963). Nieprawidlowosci strukturalne i metaboliczne, stwierdzane
w mlodych hodowlach z niezréznicowana morfologicznie i histoenzyma-
tycznie populacjg komorek glejowych, nalezy raczej uzna¢ za wyraz ich
nieswoistego zwyrodnienia.

Zmiany histoenzymatyczne w patologicznych formach komérkowych,
w tym zar6wno w komodrkach Opalskiego jak i w komoérkach przejscio-
wych, we wszystkich grupach doswiadczalnych, z wyjatkiem hodowli
z egzogennymi solami magnezu, wyrazaly sie obnizeniem aktywnosci
badanych dehydragenaz, przede wszystkim bursztynianowej i glutaminia-
nowej. W przypadku hodowli z solami cynku dominowalo obnizenie
aktywnos$ci dehydrogenazy etanolu, a w hodowlach z egzogenng miedzig
-— oksydazy cytochromowej. Spadek aktywnosci oksydazy cytochromc-
wej w chorobie Wilsona uznany jest zresztg za zjawisko typowe dla tej
jednostki chorobowej (Shokeir, Shreffler 1963). Stwierdzone nieprawi-
dlowosci odczynéw histoenzymatycznych, wystepujgce zaré6wno w typo-
wych formach patologicznych komorek glejowych, jak i w znacznej
czesci przypadkéw, w morfologicznie niezmienionych astrocytach, wska-
zuja, ze zastosowane metale $ladowe, z wyjatkiem magnezu prowadza
do uposledzenia metabolizmu komoérek glejowych. Najsilniejsze dzialanie
uszkadzajgce wywieral mangan, na ktérego role w patomechanizmie
szeregu choréb zwyrodnieniowych osrodkowego ukladu nerwowego zwro-
cit uwage Yase (1972). Nie wyjasnia to oczywiScie patomechanizmu
uszkodzen komoérkowych. Podobienstwo charakteru nieprawidlowosci
strukturalnych i metabolicznych rozwijajacych sie w nastepstwie dzia-
fania manganu i cynku, do zmian wywotanych przy uzyciu soli miedzi,
sugeruje podobny mechanizm uszkodzenia komoérek, zwigzany z uposle-
dzeniem metabolizmu w cyklu kwasow tréjkarboksylowych (Mossakow-
ski 1 wsp. 1972).

Podstawowym spostrzezeniem wynikajgcym z przedstawionego cyklu
doswiadczen jest fakt, ze u podloza uszkodzen glejowych, typowych dla
zwyrodnienia watrobowo-soczewkowego i nieswoistych encefalopatii po-
chodzenia watrobowego moze leze¢ réwniez, przynajmniej w warunkach
hodowli pozaustrojowej, dzialanie niektérych metali sladowych, takich
jak cynk i mangan.

Rola biologiczna metali $ladowych, wystepujgcych w tkankach i pty-
nach ustrojowych nie jest jednoznacznie wyjasniona, jakkolwiek coraz
czesciej podkresla sie ich istotne znaczenie dla prawidlowego funkcjono-
wania organizmow zywych. Metale $sladowe spelniajg wazng i udowod-
niong role w licznych reakcjach enzymatycznych (Eichhorn 1960). Wia-
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domo, ze cynk wykazujacy wybitne powinowactwo do bialek jaderka,
uczestniczy w podzialach komérkowych (Studzinski 1965), a mangan
zwigzany jest z czynnoscig mitochondriow (Cotzias i wsp. 1960), podczas
gdy inne metale $ladowe uczestniczg w utrzymaniu stabilno$ci bton lizo-
somalnych (Brunk, Brun 1971).

W zwyrodnieniu watrobowo-soczewkowym dochodzi do nieprawidlo-
wego odkladania sie pierwiastkow sladowych w tkankach osrodkowego
ukfadu nerwowego (Lojko 1968). Zjawisko to zapewne nalezy wigza¢
z uposledzeniem czynnos$ci watroby, nieprawidlowosciami skladu biatek
surowicy krwi i zaburzong czynnoscig szeregu ukladéw enzymatycznyc
oraz z uszkodzeniem naczynio-tkankowych mechanizmoéw barierowycn
(Mossakowski i wsp. 1970), jak wreszcie ze znanym powinowactwem n:e-
tali do bialek tkanki nerwowej (Vogel, Evans 1961; Wisniewski i wsp.
1965). W roéznego typu przewleklych i ostrych nieswoistych uszkodze-
niach watroby moze prawdopodobnie dochodzi¢ réwniez do odkladania
metali sladowych w moézgu, za czym przemawiajg miedzy innymi obser-
wacje Uzmana (1960) oraz Wendera i wsp. (1973). Powyzsze spostrzezenia
w konfrontacji z wynikami naszych do$wiadczen in witro sugerujg, ze
zaburzony metabolizm mikroelementéw moze by¢ jednym z czynnikow
lezgcych u podloza zmian morfologicznych w OUN w encefalopatii po-
chodzenia watrobowego i w chorobie Wilsona.

K. Peukagrek

POJIb MUKPODJIIEMEHTOB B ITATOTEHE3E I'NIMOIIATUM BBI3BAHHON
B TJIMSJIBHON TKAHEBOM KYJIbTYPE

Peszwwme

Tamanpuble KIETKM, KyJbTUBUPOBAHHBIE in vitro, TNMOABEPrajiich EO3,1€}iCTBUIO
conelt UMHKa, KeJjle3a, MapraHuia, MariMsa M MeAM B KOHIEHTPaUMAX B cpeje BABOE
60JBIINX, UeM KOHUEHTPAUMA 3TUX O9JIEMEHTOB B ChIBOPOTKE KPORM Y 73/0POBbIX
Jroneit. Mopdosornyeckue M3MeHEHMs, XapakTepuble AJA suuedasonaTuy neqyeHou-
HOTO IIPOMCXOZKAEHMSA in vitro BBICTYHAJM IIOCJEe BO3AEMCTBUA ECEX WMCIOJIb30BaH-
HBIX COJIeJi MMKPOMETAJIJIOB 3a MCKJIOYeHMeM Marumsa. dPepMeHTaTUBiasl akTUBHOCTL
CyXUMHATAerMIporeHassl, IJI0TaMaTAeruAporeHasbl, AeruMaporeHas’bl IJIIOK030-6-doc-
cdhara, alKOroJbAErMApOreHas’bl, HECHeUMMPHUUECKO 9cTepasbl U IUTOXPOMOKCHMAA3EI
Obl1a CHMKEHA TI0 CPAaBHEHMIO C KOHTPOJbHBIMM KYyJbTYpPaMM.

Camble 3HAYUTEJbHbIE MOPMOJOrMUecKMe M TUCTOIHIUMATUHYECKME IM3ZMEeHeHNdA
OblsM obHapy’KeHbl B TpyIIe C COJAMM LMHKA M Maprainina ¥ 3aBUCeJM OHM OT
BO3pacTa KyJbTypPbl UM NPOJOJIZKMTENBHOCTHY OmnbITa. MUKPOJEMEeHTHI, CJieN0BaTeJbHO,
MOT'YyT OKa3blBaTh HEIIOCPEJACTBEHHOE, ITOBPEXKAallee BIAMAHME HA INIMAJBHLIS KIETKMU
in vitro, no-BMAMMOMY, BCJeACTBME HApyUIeHUil B IUKJe TPUKapBGOHOBBIX KMUCIOT.

http://rcin.org.pl



Nr 3 Mikroelementy a gliopatia in vitro 361

K. Renkawek

THE ROLE OF MICROELEMENTS IN THE PATHOGENESIS
OF THE GLIOPATHY OF GLIA CULTURED IN VITRO

Summary

Glia cells cultured in vitro were submited to the medium containing zinc,
iron, manganese, magnesium and copper salts in double concentration as compa-
red to the normal human serum. Morphological alterations charactzristic for
hepatic encephalopathy in vitro were caused by all used microeclements except
magnesium. The activity of succinate, glutamate, glucose-6-phosphate and alco-
hol dehydrogenases, nonspecific esterase and cytochrome oxidase was dccreased
as compared to that in control cultures.

The intensity of morphological and histoenzymatic changes was most promi-
nent in the group with zinc and manganese salts. They depended on the age of
culture and on the duration of the experiment. The results indicate that the
microelements may directly damage the glial cells in vitro, most likely by the
impairment of the Krebs cycle metabolism.
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ELECTRON MICRCSCOPIC OBSERVATIONS OF THE SUPRAOPTIC
AND PARAVENTRICULAR NUCLEI OF RAT BRAIN IN CHRONIC
MORPHINE POISONING AND AFTER DRUG WITHDRAWAL

Electron Microscopy Unit, Experimental and Clinical Medical Research Centre,
Polish Academy of Sciences
Head: Ass. prof. J. W. Borowicz

This study is a continuation of our previous investigations on the
effect of acute morphine poisoning on the ultrastructure of the supraoptic
and paraventricular nuclei in rat (Borowicz, Gajkowska, 1976). It is well
known that in the course of chronic morphine administration tolerance
develops to this drug (Clouet, 1971). As a result of tolerance (probably
connected with the accelerated drug metabolism) an increased dose is re-
quired for the obtaining the same pharmacological effect (Basq 1971).

The aim of this study was to observe the ultrastructural changes in
the supraoptic and paraventricular nuclei appearing during morphine
addiction, that means the state in which tolerance develops and makes
the organism drug dependent.

MATERIAL AND METHOD

The experiment was carried out on 25 Wistar rats. Animals were di-
vided into 3 groups: 1st group: control animals, 5 rats; 2nd group: 10
animals which received morphine (Morphinum hydrochloricum, Polfa)
daily for 60 days, in the dose of 5 mg/kg of body weigt, subcutaneously
in the dorsal region; 3rd group 10 animals, which received daily for 60
days morphine in the dose of 5 mg/kg of body weight subcutaneously.
in the dorsal region and then the drug was withdrawn for 3—12 days.

Tissue samples from the supraoptic and paraventricular nuclei were
obtained directly after the last morphine injection in group 2, while in
group 3 they were obtained after 3 and 12 days since the last morphine
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administration. The material was fixed in 5% glutaraldehyde for 1 hour
and then in 2% OsO, for 1.5 hour and dehydrated in the increasing al-
cohol and propylene oxide concentrations and embedded in Epon 812.
Ultrathin sections were stained with saturated aqueous uranyl acetate
and Reynold reagent. Pictures were taken in JEM A electron microscope
with the accelerating voltage 80kV on photographic plates ORWO EU 2.

RESULTS

Group 1: control animals
Neurons of the supraoptic and paraventricular nuclei show great struc-
tural resemblance to those reported in our previous studies (Borowicz,
Gajkowska, 1972, Gajkowska, 1974) and also described by others (Ene-
strom, 1967, Rechard, 1969, Kalimo, 1971, Cannata, Morris, 1973).
Group 2: animals after chronic morphine administration

Fig. 1. Supraoptic nucleus. Dilated channels of the Golgi apparatus, numerous

coated vesicles, scanty neurosecretory granules and multivesicular body. Rough

endoplasmic reticulum is well developed. Neurotubules and lysosomes are also
seen. x 30 600.

Rye. 1. Jadro nadwzrokowe. Poszerzone kanaly aparatu Golgiego, liczne pecherzyki

optaszczone. Nieliczne ziarnisto$ci neurosekrecyjne i cialo wielopgcherzykowe.

Siatka $rédplazmatyczna szorstka dobrze wyksztalcona. W cytoplazmie widoczne
neurotubule i lizosomy. Pow. 30 600 x.

Fig. 2, Supraoptic nucleus. Changes in the rough endoplasmic reticulum, its
channels form ballon—like dilations. Small number of ribosomes. Increased
amount of neurosecretory granules. x 20 000.

Ryc. 2. Jadro nadwzrokowe. Zmieniona siatka $rédplazmatyczna szorstka. Kanaly
jej tworzg balonowate rozdecia. Ilo§¢ rybosoméw mala, Zwraca uwage zwiekszona
ilo§¢ ziarnistc$ci neurosekrecyjnych. Pow. 20000 x.

Fig. 3. Supraoptic nucleus. Fragment of a blood vessel with distinet swelling of
astrocytic processes. x 10 340.
Ryc. 3. Jadro nadwzrokowe. Fragment naczynia krwionoénego z duzym obrzekiem
wypustki astrocytarnej. Pow. 10340 x.

Fig. 4. Supraoptic nucleus. Neurosecretory granules, neurotubules and mitochond-
ria in axons of the supraoptic nucleus. x 24 000.
Ryc. 4. Jgdro nadwzrokowe. W aksonach jadra nadwzrokowego widoczne ziarni-
stoSci neurosekrecyjne, neurotubule i mitochondria. Pow. 24000 x.

Fig. 5. Paraventricular nucleus. Cell nucleus with deep invaginations of nuclear
envelope. Nucleolus of great electron density. x 12 000.

Ryec. 5. Jadro przykomorowe. Jgdro komorkowe z glebokimi inwaginacjami oto-
czki jadrowej. Widoczne jaderko o duzej gesto$ci elektronowej. Pow. 12000 x.

Fig. 6. Paraventricular nucleus. Fragments of 3 adjacent neurons. Rough endo-
plasmic reticulum with dilated channels rather densly covered with ribosomes.
Some channels filled with a substance of low electron density. x 10 280.
Ryc. 6. Jadro przykomorowe. Fragmenty trzech neuronéw lezgcych stycznie, Siatka
srodplazmatyczna szorstka o kanalach poszerzonych, do$é gesto pokrytych rybo-
somami. Niektére kanaly wypelnione substancjg o matej gestosci elektronowej.
Pow. 10280 x.
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Supraoptic nucleus. Numerous neurons of the supraoptic nu-
cleus show prominent changes of some organelles. They have a large
nucleus with clear chromatin, well-developed rough endoplasmic reti-
culum with ribosomes. Numerous polyribosomes, mitochondria and neu-
rotubules are seen between the channels of rough endoplasmic reticulum.
Golgi apparatus is well developed and only some of its channels seem to
be dilated and empty. Other, numerous and small channels of the Goigi
apparatus are filled with an amorphous substance of low electronoptic
density and in their vicinity there are rather numerous coated vesicles
and multi-vesicular bodies. The amount of neurosecretory granules in
these cells is scanty (Fig. 1). The number of neurotubules in the axon
hillock is great. Neurons with an altered appearance of the rough endo-
plasmic reticulum are encountered in the supraoptic nucleus. The chan-
nels are dilated and covered with single ribosomes. Inside the channels
of rough endoplasmic reticulum there is a small amount of an amorphous
substance of low electron density. Between the rough endoplasmic re-
ticulum channels numerous polyribosomes and randomly distributed neu-
rotubules are seen (Fig. 2). The Golgi apparatus situated in the peri-
nuclear region is large, well-developed and consists of elongated and

Fig. 7. Paraventricular nucleus. Nucleolus-like body in the cytoplasm. x 15 000.

Ryc. 7. Jadro przykomorowe. W cytoplazmie widoczne jest cialo jaderkopodobne.
Pow. 15000 x.

Fig, 8. Supraoptic nucleus. Fragment of a neuron with a well-developed Golgi
apparatus. Rough endoplasmic reticulum covered with ribosomes. Abundant neu-
rosecretory granules. x 17 000.

Rye. 8. Jadro nadwzrokowe. Fragment neuronu z dobrze wyksztalconym aparatem
Golgiego, siatkg $rodplazmatyczng szorstkg pokryta licznymi rybosomami. Ilo§é
ziarnisto§ci neurosekrecyjnych dos$¢ duza. Pow. 17000 x.

Fig. 9. Paraventricular nucleus after chronic administration of morphine and its
withdrawal. Attention is called to rough endoplasmic reticulum with dilated chan-
nels filled with a low electron density substance. Well-developed Golgi apparatus
and many coated vesicles and multivesicular bodies. x 29 000.
Rye. 9. Jadro przykomorowe. Zmieniona siatka $rodplazmatyczna szorstka o po-
szerzonych kanatach wypelnionych substanejg o matej gesto$ci elektronowej. Do-
brze rozwiniety aparat Golgiego i duza ilo§¢ pecherzykéw oplaszczonych i ciat
wielopecherzykowych. Pow. 29000 x.

Abbreviations Oznaczenia

N — nucleus MVB — multivesicular body
jadro ciato wielopecherzykowe

Nu - nucleolus CV — coated vesicles
jaderko pecherzyki oplaszczone

AG — Golgi apparatus S — neurosecretory granules
aparat Golgiego ziarnisto§ci neurosekrecyjne
ER — rough endoplasmic reticulum NLB — nucleolus-like body
szorstka siatka §rodplazmatyczna cialo jgderko-podobne

L. — lysosomes Nt — neurotubules

lizosomy neurotubule

M — mitochondria
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narrow channels. In the Golgi apparatus area numerous coated vesicles
are encountered and small vacuoles and vesicles filled with a material
of low electron density. Neurosecretory granules, lysosomes and multi-
vesicular bodies are also seen. Prominent swelling of astrocytes and their
processes was observed in neuropil surrounding the supraoptic nucleus
neurons, particularly in the vicinity of some small blood vessels (Fig. 3).
The amount of neurosecretery granules in axons of the supraoptic nu-
cleus neurons seems to be close to the norm (Fig. 4).

Paraventricular nucleus. Numerous neurons of the para-
ventricular nucleus do not display any prominent morphological changes
as compared with the control. Sometimes, these neurons with a large
nucleus and dense nucleolus, show deep invaginations of the nuclear
envelope (Fig. 5). Well-developed Golgi apparatus consisting of nume-
rous channels and cisterns and small vesicles is usually localized in the
prinuclear region. Single neurosecretory granules, multivesicular bodies
and lysosomes may be encountered in the vicinity of the Golgi apparatus.
The rough endoplasmic reticulum is well-developed in form of elongated
narrow channels covered with ribosomes. Numerous polyribosomes are
found between the channels of endoplasmic reticulum. In the cytoplasm
there are round or oval and elongated numerous mitochondria with
many cristae and clear matrix.

Besides these almost normal neurons, there are some neurons characte-
rized by the presence of altered rough endoplasmic reticulum. Its chan-
nels are very wide in some areas and contain scanty amount of the
material of low electron density. The endoplasmic reticulum is covered
with many ribosomes, numerous polyribosomes are between its channels.
The other cellular elements do not differ from the norm (Fig. 6). The
presence of the so-called nucleolus-like bodies was observed in the cy-
toplasm of many neurons of the paraventricular nucleus (Fig. 7). The
amount of neurosecretory granules in axons of the paraventricular nu-
cleus seemed comparable with the norm. Astrocytic processes were cha-
racterized by abundance of glycogen granules.

Group 3: Animals after chronic treatment with morphine and the drug
withdrawal.

Following morphine withdrawal animals displayed prominent motoric
excitability, anxiety and aggressiveness.

Supraoptic nucleus. Neurons of the supraoptic nucleus exa-
mined after 3 and 12 days since the last morphine injection do not show,
any significant changes as compared with the norm (Fig. 8). Nuclei of
the cells are large, round or oval with evenly distributed light nuclear
chromatin. The rough endoplasmic reticulum is well developed wif
many ribosomes and polyribosomes. Numerous round or oval and elonn
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ated mitochondria with clear matrix and numerous transversal cristae
re seen in the cytoplasm of neurons. The Golgi apparatus is well de-
eloped and situated in the perinuclear area; some of its channels are
ilated. In the vicinity numerous coated vesicles and neurosecretory
ranules are present in normal amounts. In axons neurosecretory gra-
1ules, numerous neurotubules and elongated mitochondria are seen.
Paraventricular nucleus. Some neurons of the paraven-
f;ricular nucleus examined after 3 days since the last incjection of mor-
dhine show changes consisting of slightly dilated channels of the rough
ndoplasmic reticulum. The channels are filled with an amorphous sub-
tances of low electron density (Fig. 9). Great amount of multivesicular
yodies and coated vesicles is present in the cells. The Golgi apparatus is
vell developed. The amount of neurosecretory granules is close to the
iorm. The remaining, more numerous neurons do not differ much from
he neurous observed in the control. After 12 days since the last in-
ection of morphine, ultrastructural appearance of the neurons of the
saraventricular nucleus is comparable with the norm.

DISCUSSION

Following chronic administration of morphine some structural changes
ire observed in the neurons of the supraoptic and paraventricular nu-
ileus. These changes indicate slight inhibition or impairment of neurc-
lecretory granules synthesis in the cells of neurosecretory nuclei. A de-
iline of neurcsecretory function seems to be more prominent in neurons
if the paraventricular nucleus. In the supraoptic nucleus only some
1eurons show a decline of neurosecretory function, in the remaining ones
. is close to the norm. The changes in ultrastructure of the neurons
f the supraoptic and paraventricular nuclei under the effect of acute
orphine poisoning (Borowicz, Gajkowska, 1976) permit to assume
;Aat probably due to hypoxia there are disorders of protein synthesis
vhich may explain a diminished secretory activity in neurons of both
tuclei. The intensity of the observed morphological changes appearing
‘ifter chronic morphine administration is much less pronounced in the
upraoptic and in the paraventricular nucleus than in the neurons of
joth nuclei after acute morphine poisoning. Smaller intensity of these
thanges in chronic morphine intoxication is probably due to developing
olerance, that is an increased metabolism of morphine with a consecu-
ive decrease of the effective dose affecting the neurosecretory cells.

' Our observations confirm experimental data of many authors indica-
ing that normal RNA and protein synthesis is required for the develop-
nent of tolerance to narcotic drugs (Clouet, Ratner, 1967; Clouet 1971).
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Application of RNA synthesis inhibitors, such as actinomycin D (Cohen
et. al. 1965, Cox, 1968), 6-mercapto-purin and 5-fluorouracil (Cox, Osman.
1969), and application of protein synthesis inhibitors: puromycin, cyclo-
heximid (Fenberg, Cochin, 1969), cyclophosphoramid (Feinberg, Cochin,
1968) blocks or delays development of tolerance to morphine.

In several neurons of the supracptic nucleus and in some neurons
of the paraventricular nucleus was noted a slight increase of the amount
of neurosecretory granules comparable with the norm. Attention is called
to minor changes in the rough endoplasmic reticulum with dilated chan-
nels filled with an amorphous substance of low electron density. These
changes were also observed by Morris and Dyball (1974) in the neurons
of neurosecretory nuclei after experimentally induced hypersecretion.

The observed morphological changes in neurons of the supraoptic and
paraventricular nucleus under the effect of chronic morphine admini-
stration indicate more rapid development of tolerance in neurons of the
supraoptic nucleus, which also in acute morphine poisoning displayed
smaller reactivity as compared with neurons of the paraventricular
nucleus. Considering the results of our previous studies of the hypotha-
lamo-hypophyseal system in various experimental conditions, such as
dehydration (Borowicz, Gajkowska, 1972), adrenalectomy (Gajkowska,
1974), and acute morphine poisoning (Borowicz, Gajkowska 1976), it may
be assumed that the paraventricular nucleus may play a more significant
role in regulation of the hypothalamo-hypophyseal-adrenal system than
the supraoptic nucleus.

After chronic morphine administration the changes were also observed
in neuropil of the hypothalamic region. Prominent swelling of astrocytes
and their processes was noted mainly in the vicinity of some small blood
vessels. Increased amount of glycogen was also observed. These changes
may indicate discrete hypoxia of the central nervous system under the
effect of chronic morphine administration (Klatzo et al. 1970). Neurons
of the supraoptic and paraventricular nuclei examined after 3 and 12
days since morphine withdrawal did not display any changes as com-
pared with the norm. Most probably after period of time neurosecretory
cells of both nuclei have undertaken a normal secretory cycle.

CONCLUSIONS

1. Chronic morphine administration causes a decline of secretory
activity in the supraoptic and paraventricular nuclei, however, it is
more pronounced in neurons of the paraventricular nucleus.

2. Since the 3rd day after morphine withdrawal there is a gradual
return to normal neurosecretory activity.
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BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE JADRA NADWZROKOWEGO
I JADRA PRZYKOMOROWEGO PODWZGORZA MOZGU SZCZURA
PO PRZEWLEKLYM ‘STOSOWANIU MORFINY
I PO ODSTAWIENIU LEKU

Streszczenie

Autorzy badali ultrastrukture neuronéw sekrecyjnych jadra nadwzrokowego
i jadra przykomorowego podwzgérza szczura po przewleklym zatruciu morfing
(60 dni w dawce 5 mg/kg wagi ciala) i po odstawieniu leku. Wykazano, ze prze-
wlekie stosowanie morfiny powoduje nieznaczne obnizenie aktywno$ci sekrecyjnej
ncuronéw obydwu badanych jader podwzgérza oraz obserwowano zmiany morfo-
logiczne wskazujace na szybsze wytwarzanie sie tolerancji w neuronach jadra nad-
wzrokowego niz w neuronach jgdra przykomorowego. Po 12 dniach od odstawienia
leku nie spostrzegano zadnych zmian w ultrastrukturze neuronéw sekrecyjnych
obydwu badanych jgder.

B. T'anikoBcka, E. B. Boposuuy

DJIEKTPOHHO-MUKPOCKOIIMYECKUE MCCJIEJIOBAHUSA
CYIMTPAOIITUYECKOI'O U (TAPABEHTPUKVYJAPHOI'O AJEP KPbiChI
TP XPOHUYECKOM IIPMMEHEHUU MOPDOUSA
U IIOCJIE OTCTPAHEHUSA JEKAPCTBA

Pe3womMme

ABTODBI MCCJIeIOBAZiM YJIbTPACTPYKTYPY CEKPETOPHBIX HENPOHOB CYIpanilTUYec-
KOro ¥ NapaBeHTPUKYJAPHOTO fANep KPbICHI II0CJEe XPOHMYECKOTr0 OTPABJCHUH MOpP-
duem (60 amert mo 5 Mr/KI Beca Tela) M IIOCJIe OTCTDAHEHMs JieKapeTRa. BbIIO
[IOKa3aHo, YTO XPOHMYECKOe IIPMMEeHeHMe MOP(MUA BbLI3LIBAET HE3HATUTEJILIIOe CHMU-
HKerye CeKpPeTOPHOM aKTUMBHOCTM HEHPOHOB 000MX MCCJIEAYyeMbIX AJep THrorajiaMyca.
Habnopanuer rTakike MOpdoJOrMyecKkue wu3MeHeHMs, yKasbiBawlmre 1a Holee 6bI-
cTpoe obpazoBaiye TOJEPAHTHOCTM B HEMpPOHAX CyIIPAOITUYECKOrO AApa, YeM B He-
ponax napaBeHTPUKYJIAPHOro fAjapa. Yepes 12 paueit mnocje OTCTPRHEHMA JieKapcTBa
HUMKaKUX M3MEHEHMII B yJbTPACTPYKTYpPE€ CEKPEeTOPHBIX HEWPOHOB CYNPAOTITUYECKOro
M 11apaBeHTPUKYJIAPHOTO saep 1ie ObLI0 3ameuero.
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W encefalopatiach toksycznych spowodowanych zatruciem siarczanem
trojetylku cyny (TET) stwierdzono zaréwno uszkodzenie biochemiczne
mieliny (Eto i wsp. 1971) jak i zmiany w aktywnosci szeregu enzymoéw
(Ibrahim 1965, Wender i wsp. 1971, 1973). Zaburzenia aktywnosci enzy-
matycznej pociggaja za sobg zmiany w przemianie bialkowej. Szczegol-
nie istotne znaczenie wydaje sie mie¢ wzrost aktywnosci fosfatazy kwas-
nej (FK), pyrofosfatazy tiaminowej (TPP-azy) i adenozynotréjfosfatazy
(ATP-azy) w astrogleju zaobserwowany w ostrym zatruciu TET (Wender
1 wsp. 1971). Zmiana aktywnos$ci ATP-azy w ostrym zatruciu tréjetyl-
kiem cyny moze przemawia¢ za zaburzeniami czynnego transportu przez
blony komoérkowe, zwigzanego z ukladem okreslonym jako bariera krew-
-mozg.

Z badan autoradiograficznych wiadomo, ze prekursory biatkowe w po-
staci aminokwaséw znakowanych izotopami promieniotwoérczymi dosc
trudno wbudowuja sie do mozgu przy nieuszkodzonej barierze krew-mozg.
(Sloper i wsp. 1960, Tsukada i wsp. 1962, Kozik 1971, Kozik, Ozarzew-
ska, 1974b). Wsrod szeregu aminokwasow wchodzgcych w sklad biatek
mozgowych istotng role odgrywa metionina bedgca najwazniejszym nos-
nikiem grup metylowych. Badania autoradiograficzne nad inkorporacja
metioniny *H do moézgu szczuréw wykazaly, ze aminokwas ten nie wbudo-
wuje sie do komorek glejowych (Kozik, Ozarzewska 1974a).

Wobec zaburzen czynnego transportu przez blony komoérkowe w zatru-
ciu trojetylkiem cyny, nalezaloby wyjasni¢ proces wbudowywania me-
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tioniny do mézgu w tych zmienionych doswiadczalnie warunkach. Po-
znanie tego zjawiska moze przyczyni¢ sie do blizszego zrozumienia pato-
genezy demielinizacji wystepujacej w toksycznych gliopatiach.

MATERIAL I METODA

Badania przeprowadzono na szczurach, samicach i samcach, rasy Wi-
star, o ciezarze ciala 150—200 g. Zwierzetom podano jednorazowo do
jamy brzusznej siarczan tréjetylku cyny (TET) w dawce 20 mg/kg cie-
zaru ciala. Po uplywie pieciu godzin wprowadzano wszystkim szczurom
dootrzewnowo DL-metionine *H (produkcji Institute of Isotopes of the
Hungarian Academy of Science) o aktywnosci wlasciwej 44,36 mCi/mmol,
w dawce 5 uCi/g ciezaru ciala. Zwierzetom kontrolnym podawano do-
otrzewnowo znakowana meticnine z pominieciem uprzedniego zatrucia
TET. Po wprowadzeniu dootrzewnowym DL-metioniny 3H zwierzeta
usmiercano w narkozie eterowej prze:z dekapitacje po 10 i 20 minutach
oraz po 1, 10, 24 i 48 godzinach.

Do badan autoradiograficznych pobierano mézgowie, ktére utrwalano
w alkoholu absolutnym z kwasem octowym lodowatym w stosunku 95:5
przez 1 godzine, a nastepnie w czystym alkoholu absolutnym przez 12
godzin. Po odwodnieniu material zatapiano w parafinie, potem cig¢to
skrawki grubosci 7 u, ktére po odparafinowaniu pokrywano emulsjs

Ryc. 1. Silne zaczernienie emulsji nad splotami naczyniastymi i wyS$ciotkg komor
bocznych. Grupa kontrolna. Autoradiogram niebarwiony. Pow. 220 X.

Fig. 1. Intense blackening of the emulsion covering plexus choroideus and epen-
dyma of lateral ventricles. Control group. Autoradiogramm unstained. X 220.

Ryc. 2. Wyrazne wbudowywanie izotopu do cytoplazmy neuronéw, do $cian naczyn
krwionoénych i do neuropilu. Grupa kontrolna. Autoradiogram niebarwiony.
Pow. 220 X.

Fig. 2. Evident incorporation of isotope into the neuronal cytoplasm, blood vessel
walls and neuropil. Control group. Autoradiogramm unstained. X 220.

Ryc. 3. Silne wbudowywanie izotopu do komoérek Purkinjego, nieco stabsze do
warstwy ziarnistej oraz najstabsze do warstwy drobinowej. Grupa kontrolna. Au-
toradiogram barwiony hematoksyling. Pow. 220 X,

Fig. 3. Strong incorporation of the isotope into the Purkinje cells, weaker into
granular layer, the weakest into the molecular layer. Control group. Autoradio-
gramm stained with hematoxylin. X 220.

Ryc. 4. Wbudowywanie DL-metioniny 3H do splotéw naczyniastych i1 wyS$cictki
komér u zwierzat zatrutych TET. Autoradiogram niebarwiony. Pow. 220 X.
Fig. 4. Incorporation of DL-methionine 3H into the choroid plexus and ependyma
in TET intoxicated animals. Autoradiogramm unstained. X 220.

Ryec. 5. Bardzo stabe wbudowywanie znakowanego aminokwasu w korze moézdzku
po uplywie 1 godz. od podania szczurom zatrutym TET. Autoradiogram barwiony
hematoksyling. Pow. 220 X.
Fig. 5. Very weak incorporation of amino acid into the cerebellar cortex 1 h after
its injection into the TET intoxicated rat. Autoradiogramm stained with hematoxy-
lin. X 220. £
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plynng firmy Kodak, typ NTB-3 i eksponowano w'lodéwce w temp. 4°C
przez 21 dni. Autoradiogramy wywolywano przez 5 min. w wywolywa-
czu Kodak 19D. Cze$¢ autoradiograméw podbarwiano hematoksyling,
czes¢ natomiast pozostawiano bez podbarwienia.

W wykonanych autoradiogramach oceniano intensywno$é wbudowy-
wania badanego izotopu poréwnujgc stopien zaczernienia emulsji nad
badanym obiektem z gestoscig ziaren zredukowanego srebra poza skraw-
kiem w obrebie tzw. tia.

WYNIKI

Grupa kontrolna. Po 10 i 20 min. od chwili wstrzykniecia do-
otrzewnowego DL-metioniny 3H u szczuréw kontrolnych zaobserwowanc
dos¢ wyrazng obecnos¢ izotopu w wysScidlce komoér bocznych, splotach
naczyniastych oraz w obrebie pojedynczych duzych neurocytéw pod-
wzgérza 1 wzgbérza wzrokowego.

Po uptywie 1 godziny od wprowadzenia znakowanego aminokwasu
wystepuje stosunkowo intensywne zaczernienie emulsji nad poszczeg6l-
nymi ukladami strukturalnymi moézgu. Najwiecej ziaren zredukowanego
srebra w autoradiogramach jest widoczne w szyszynce, splotach naczy-
niowych (ryc. 1), wyscidlce komoér, pedwzgoérzu, czesci bocznej wecho-
moézgowia i w korze amonalnej oraz w neuropilu kory mézgu. Wyrazng
irkorporacje DL-metioniny *H wykazujg tez komoérki piramidowe kory

Ryc. 6. Wbudowywanie DL-metioniny 3H do splotéw naczyniastych komér bocz-
nych po uplywie 10 godz. od chwili wstrzykniecia izotopu szczurom zatrutym TET.
Autoradiogram niebarwiony. Pow. 220 X.

Fig. 6. Incorporation of DL-methionine 3H into the plexus choroideus of lateral
ventricle 10 h. after the isotope injection into the rat intoxicated with TET. Auto-
radiogramm unstained. X 220.

Ryc. 7. Stabe wbudowywanie izotopu do neuropilu kory mézgu, bez wyraZniejszej
lokalizacji w perikarionie. Autoradiogram zabarwiony hematoksyling. Pow. 220 X.

Tig. 7. Low incorporation of isotope in the neuropil of the cortex. Localization
of isotope in the perikaryon of cells uncertain. Autoradiogramm stained with he-
matoxylin. X 220.

Ryc. 8. Jadro grzbietowe n. §limaka. Izotop w cytoplazmie neurondéw oraz w neu-
ropilu. Autoradiogram zabarwiony hematoksyling. Pow. 460 X.

Fig. 8. Dorsal nucleus of n. cochlearis .The isotope present in the cytoplasm of
neurons and in the neuropil. Autoradiogramm stained with hematoxylin. X 460.

Rye. 9. WySciotka komory III i podwzgérze. RO6wnomiernie rozproszone ziarna
zredukowanego srebra bez lokalizacji cytostrukturalnej; 48 godz. po wstrzyknieciu
metioniny *H w przebiegu zatrucia TET. Autoradiogram zabarwiony hematoksyling.
Pow. 200 X,
Fig. 9. Ependyma of IIIrd ventricle and hypothalamus. Granules of reduced silver
regularly dispersed without any cytological localization 48 h. after the injection
of methionine 3H into TET intoxicated animal. Autoradiogramm stained with he-
matoxylin. X 200,
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mozgu (ryc. 2) iraz jader ruchowych rdzenia przedluzonego. W mozdzku
wyraznie wbudowujg izotop komorki Purkinjego, w nieco mniejszym
stopniu warstwa ziarnista, a najstabiej warstwa drobinowa (ryc. 3). Nie
udaje sie natomiast zaobserwowa¢ wbudowywania metioniny 3H do wio-
kien mielinowych i do komoérek glejowych.

Opisane rozmieszczenie izotopu oraz stopien zaczernienia emulsji auto-
radiograficznej utrzymujg sie w moézgu na prawie jednakowym poziomie
przez 10 godzin. Po 24 i 48 godz. zageszczenie ziaren zredukowanego
srebra stopniowo maleje. Szczegoltowy opis wbudowywania DL-metio-
niny 3H do moézgu jest podany w pracy Kozika i Ozarzewskiej (1974a).

Grupa doswiadczalna. Po 10 minutach od chwili dootrzew-
nowego wstrzykniecia DL-metioniny 3H u szczuréw z uprzednio wstrzyk-
nietym TET daje sie zacbserwowac¢ pojedyncze ziarna zredukowanego
srebra w obrebie splotow naczyniastych, narzgdu podspoidlowego oraz
-w odcinku hy kory amonalnej. W moézdzku inkorporacje metioniny 311
wida¢ tylko w oponach miekkich.

Okres 20 minutowy od momentu wprowadzenia izotopu pozwala na
wykazanie jego obecnosci réwniez w neuropilu kory oraz w wysciotce
komér. W moézdzku czes¢ komorek Purkinjego wykazuje obecnos¢ zne-
kowanej metioniny.

Autoradiogramy wykonane po okresie jednogodzinnej obecnosci izo-
topu w ustroju charakteryzuja sie bardziej rozleglym zaczernieniem
emulsji fotograficznej. W tych warunkach do$wiadczalnych wyrazna
inkorporacje DL-metioniny *H wida¢ w splotach naczyniastych, wyv-
Sciélce komor (ryc. 4), w duzych neurocytach jader podwzgérza i jader
pola przegrodowego. Umiarkowang liczbe ziaren zredukowanego srebra
obserwuje sie w neuropilu kory moézgu. Nie udaje sie ujawni¢ obecnosci
badanego aminokwasu w zwojach podstawy i w istocie bialej. W porow-
naniu z grupg kontrolng zwraca uwage brak wyrazniejszej lokalizacji
izotopu w perikarionie neurocytéw kory moézgu. Stopien zaczernienia
emulsji nad splotami naczyniastymi i wys$ciotka komoér jest rowniez
znacznie mniejszy niz u zwierzat prawidlowych (ryc. 1 i 4). W mozdzku
poza nielicznymi komoérkami Purkinjego wyrazne wbudowywanie ami-
nokwasu wykazujg komoérki warstwy ziarnistej (ryc. 5) oraz istota biata
blaszek rdzennych kory moézdzku. W rdzeniu przedluzonym tylko nad ko-
moérkami jgdra n. tréjdzielnego mozna zauwazy¢ niewielkie zageszczernie
ziaren. W moscie natomiast niewielka liczba ziaren widoczna jest w den-
drytach zlokalizowanych glownie w czesci grzbietowej, a ponadto w cy-
toplazmie neurocytéw jgdra grzbietowego n. $limaka. W neurocytach
jadra brzusznego n. $limaka nie obserwuje si¢ wbudowywania DL-me-
tioniny 3H.
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Po uptywie 10 godzin od podania metioniny 3H obserwuje sie niecc
wieksze zaczernienie emulsji niz w autoradiogramach wykonanych pc
uplywie 1 godziny. Ogoélnie jednak gestos¢ ziaren zredukowanego srebra
w preparatach pochodzgcych od szczuréw poddanych dziataniu TET jest
mniejsza niz w grupie kontrolnej. W tym okresie obserwacji do$¢ duze
zaczernienie wykazujg sploty naczyniaste komér bocznych (ryc. 6) oraz
komory IIT i 1V, wys$ciétka komoér bocznych i neurocyty jadra nadwzro-
kowego. Sredniego stopnia whudowywanie mozna zaobserwowa¢ w korze
amonalnej oraz w jadrach przegrody przezroczystej. W korze mozgu
udaje sie wykaza¢ umiarkowang liczbe ziaren w neuropilu bez wyraz-
niejszej lokalizacji komorkowej (ryc. 7).

W moézdzku w omawianym okresie doswiadczenia ma miejsce whu-
dowywanie DL-metioniny *H do wszystkich trzech warstw. Najwiece]j
ziaren zredukowanego srebra wida¢ w warstwie komérek Purkinjego
i warstwie ziarnistej, a znacznie mniej w warstwie drobinowej. Na uwa-
ge zasluguje obecnos¢ izotopu w neurocytach jader nerwéw czaszkowych
zar6bwno w moscie jak i w rdzeniu przedluzonym (ryc. 8). Stopien za-
czernienia emulsji nad wspomnianymi neurocytami jest jednak mniejszy
niz w autoradiogramach zwierzat kontrolnych.

Zdecydowanie stabsze zaczernienie autoradicgraméw wystepuje po
24 godz. od wstrzykniecia DL-metioniny 3H. W tym czasie wida¢ nie-
wielkg liczbe ziaren w neuropilu kory mozgu oraz w splotach naczynia-
stych i w wysScidtce komor. Niewielka liczba ziaren widoczna jest takze
w cbrebie zwojow podstawy. Tylko pojedyncze duze neurocyty jader
podwzgdrza zawierajg izotop w perikarionie. W pozostaltych okolicach
moézgowia nie udaje sie prze$ledzi¢ lokalizacji badanego aminokwasu
w ciele neuronu.

Dalsza 48 godzinna obserwacja pozwala jeszcze na wykrycie izotopu
w mozgu. Obraz autoradiograficzny w tym okresie do§wiadczenia przed-
stawia niewielkg liczbe ziaren zredukowanego srebra rozrzuconych row-
nomiernie w neuropilu kory i zwojow podstawy bez jakiejkolwiek lokali-
zacji cytostrukturalnej (ryc. 9). Podobnie jak w poprzednich okresach,
réwniez po 48 godz. nie udaje sie wykaza¢ obecnosci izotopu w istocie
bialej i w komérkach glejowych. W mézdzku, moscie i rdzeniu przedtuzo-
nym ma miejsce takze niewielkie i réwnomierne wbudowywanie DIL-
-metioniny 3H w neuropilu bez jakiegokolwiek zageszczenia nad struk-
turami komoérkowymi istoty szarej.

OMOWIENIE

Wyniki badan autoradiograficznych nad wbudowywaniem DL-metic-
niny 3H do moézgu w przebiegu ostrego zatrucia TET sg szczegdlnie
interesujgce. Na uwage zastuguje przede wszystkim zjawisko zmniej-
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szonego wbudowywania znakowanej metioniny do tkanki nerwowej
w ostrym obrzeku wywolanym tréjetylkiem cyny w poréwnaniu z grupg
kontrolng. W $wietle badan morfologicznych oraz histoenzymatycznych
nad ostrym zatruciem TET (Hirano i wsp. 1968, Wender i wsp. 1971)
wskazujgcych na wzrost aktywnosci ATP-azy w astrogleju, nalezatoby
przypuszcza¢, ze zaburzenia czynnego transportu przez blony komor-
kowe spowodowane zatruciem doprowadzg do latwiejszego przenikania
DL-metioniny *H do mozgu. Przypuszczenia takie mogly nasuwaé réw-
niez badania biochemiczne wskazujgce na zwiekszone przenikanie w ob-
rzeku moézgu nie tylko wody ale réwniez biatek tak do tkanki nerwowej
jak i glejowej (Mase i wsp. 1962, Vrba, Gaitonde 1962, Klatzo 1967).

Wezesniejsze badania wilasne dotyczgce ostrego obrzeku komoérki ner-
wowej w zatruciu TET (Kozik 1970, 1972) pozwolily na stwierdzenie, ze
w procesie tym obok zaburzen aktywnosci enzymatycznej wystepuj2
rowniez zwiekszone wbudowywanie niektérych aminokwasow.

Uzyskane wyniki dotyczgce wbudowywania metioniny 3H do moézgu
podczas zatrucia TET okazaly sie odmienne od oczekiwanych. By¢ moze
ostry obrzek wywolany dzialaniem TET, powodujgcy zaburzenie czyn-
nego transportu przez blony komérkowe hamuje réwnoczesnie przenika-
nie DL-metioniny 3H do tkanki nerwowej, podczas gdy inne aminokwasy
przenikaja latwiej. Za taka interpretacja wydaje sie¢ rowniez przema-
wia¢ zmiana dynamiki wbudowywania DL-metioniny *H do moézgu
w przypadku zatrucia TET. W przebiegu encefalopatii toksycznej wywo-
lanej trojetylkiem cyny maksymalne zaczernienie autoradiograméw ma
miejsce po 10 godzinach od chwili wprowadzenia izotopu, podczas gdy
u szczuréw prawidlowych zjawisko to wystepuje po uplywie 1 godziny.
Przesuniecie szczytu inkorporacji DL-metioniny *H moze by¢ spowo-
dowane rozpoczynajgcym sie cofaniem objawéw zatrucia TET po 15
godzinach od chwili podania tego zwigzku. Z obserwacji poczynionych
w innych badaniach (Kozik 1970) wynika, ze najbardziej nasilone objawy
kliniczne zatrucia po dootrzewnowym wstrzyknieciu siarczanu tréjetylku
cyny wystepuja u zwierzgt doswiadczalnych po uplywie 3—5 godzin.
Dlatego zar6wno zmiana dynamiki inkorporacji DL-metioniny *H dc
moézgu jak i zmniejszone wbudowywanie sie tego aminokwasu do tkanki
nerwowej i glejowej moze by¢ wykladnikiem wybiérczego hamujgcego
dzialania TET na przenikanie badanego aminokwasu do o$rodkowego
ukladu nerwowego.

Na podkre$lenie zastugujg takze spostrzezenia histotopograficzne po-
czynione w omawianych badaniach. W zatruciu TET zwraca przede
wszystkim uwage brak wbudowywania DL-metioniny *H do ciala neu-
ronu w korze mozgu oraz pojawienie sie izotopu w blaszkach rdzennych
istoty biatej mé6zdzku. W warunkach prawidlowych przy stosowanej daw-
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ce izotopu wynoszacej 5 uCi/g ciezaru ciala (Kozik, Ozarzewska 1974a)
nie obserwowano wbudowywania DL-metioniny 3H do istoty bialej,
natomiast w korze moézgu ziarna zredukowanego srebra widoczne byty
nie tylko w neuropilu, ale réwniez w perikarionach.

Wyjasnienie przyczyny tych zmian nie jest latwe. By¢ moze w ence-
talopatii cynowej dochodzi nie tylko do zmian ilosciowych i dynamiki
inkorporacji DL-metioniny 3H, ale wystepujg réwniez zmiany jako-
sciowe w skladzie aminokwasowym bialek. Wyjasnienie tego zagadnie-
nia przekracza ramy badan autoradiograficznych. Spostrzezenie to jed-
nak jako niezmiernie interesujace zastuguje naszym zdaniem na pod-
kreslenie.

WNIOSKI

1. Zatrucie siarczanem trojetylku cyny zmniejsza wbudowywanie DL.-

~etioniny *H do mézgu.

2. Proces wbudowywania DL-metioniny 3H do moézgu zwierzat po za-
truciu TET jest wolniejszy niz u zwierzat prawidlowych.

3. Maksymalne zaczernienie autoradiograméw w encefalopatii toksy-
cznej spowcdowanej zatruciem TET ma miejsce po uplywie 10 godzin
od chwili wprowadzenia DL-metioniny 3H, podczas gdy u zwierzat kon-
trolnych wystepuje po uptywie 1 godziny.

4. Zatrucie TET nie powoduje wbudowywania DL-metioniny 3H do ko-
morek glejowych.

5. Zmiany histotopograficzne inkorporacji DL-metioniny 3H po zatru-
ciu TET sg niewielkie. Dotycza one glownie kory mozgu oraz blaszek
rdzennych istoty bialej mézdzku.

M. Kosuk, E. OxaxeBcka, A. ITexoecku

BKJUIIOYEHUE DL-METMOHMHA B MO3I' KPBICHI
BO BPEMSA OTPABJEHMUA CEPHOKUCJIBIM TPUDBTUJIOBLIM OJOBOM

PeswMme

ABTOpBI TIPOBENNM aBTOpaauorpaduyeckue uccnenoBaumsa BrIUYeHus DL-meTno-
HyHa H B MO3r KpbIC IIPM OCTPOM OTEKe, BRIZBAHHOM CEPHOKMCIBIM TPUITHUIIOBBLIM
onoBom (TOT).

B pesyabraTe mcciaenoBaumii 6b110 obHapymxkeno, uTo orpaBienme TIOT pBbI3blBaeT
CHMIKEHME BKJIOYEHMA MEYEeHHOTC MeTHMOHMHA B MO3r KphbIC, MO CpasHeHMIO € HOP-
MaJIbHBIMM KMUBOTHBIMM. IIOKa3aHO TaKXXe M3MeHeHMe IMiuaMMKM BRIiotienua DIL-me-
Tnoruna 3H mocae orpaBiaenmsa TOT. MakcumanibHOe TIOYEPHEHME aBTOPaJAMOrpamMM
661710 06HAPYIKEHO y 9KCIIEPUMEHTAJbHBIX XKMBOTHBIX yepe3 10 HacoB mocle BBEAEHUS
“30TONa, B TO BPEMA KaK y KOHTPOJBHBIX >KMBOTHBIX Habamoonanock OHO 1epe3 Hac.

B pabore 06cyxkaaoTcea BO3MOXKHBIE MEXaHU3MBb] ITaToreHesa.
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M. B. Kozik, E. Ozarzewska, A. Piechowski

INCORPORATION OF DL-METHIONINE *H INTO THE RAT BRAIN
IN THE COURSE OF TRIETHYL TIN SULPHATE INTOXICATION

Summary

The authors investigated by the method of autoradiography the incorporation
of DL-methionine 3H into the rat brain in the course of acute edema caused
by the triethyl tin sulphate (TET).

The results indicated that TET intoxication effects in lower incorporation of
methionine into the experimental rat brain in comparison to that in normal
animals, The authors demonstrated also the changes in dynamics of DL-methio-
nine 3H incorporation after TET intoxication. The greatest blackening of the
autoradiogramms was demonstrated in experimental rats 10 hours after isotope
administration, whereas in control rats it was brought about after 1 hour.

The authors discuss possible pathogenetic mechanism of the observed changes.
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BARBARA BICZOWA, MARIANNA SIKORSKA, ZOFIA ZALEWSKA,
WLELCDZIMIERZ BICZ

EFFECT OF A THIOPHCSPHORIC INSECTICIDE — FENCHLORPHOS
ON THE GLYCOGEN LEVEL, GLYCOLYSIS
AND GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE ACTIVITY
IN RAT BRAIN %)

Department of Drug Metabolism, Institute of Biopharmacy, Medical Academy,
Warszawa
7’ead: Assist. Prof. W. Bicz PhD.

Previous studies have demonstrated that intoxication of rats with
phosphoorganic insecticides — dichlorvos (DDVP) or trichlorphon (Dip-
terex) results in an increase of the brain glycogen level, while the gly-
colytic activity remains unchanged (Biczowa et al. 1975, Sikorska et
al. 1975). A correlation of the chemical structure (insecticide and its
metabolites) and the effect on the nerve tissue metabolism has been em-
phasized. In recent toxicological investigations much attention has been
focused on the thiophosphoorganic compounds which find application
as insecticides. These compounds are in animal organisms metabolized
to the respective oxygen analogues (Plapp et al. 1958, Hitchcock et
al. 1971), which are more toxic than the sulfur-containing precursors.

The aim of the work was to determine the glycogen level and the
glycolytic and glucose-6-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.1.49) activi-
ties in rat brain following intoxication with an thiophosphoroorganic in-
secticide — fenchlorphos.

MATERIAL AND METHODS

The albino rats of 200 g body weight, from isolated cultures without
any selection were used. During experiment the animals were fed

*) The work was supported by a grant from the Polish Academy of Sciences
(Research Programme No 09.4.1.3).
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a standard diet and received water ad libitum. Fenchlorphos (syn.: Tro-
len; 0,0-dimethyl-0-/2,4,5-trichlorphenyl) phosphorothioate, obtained from
Institute of Physical Chemistry, Polish Academy of Sciences — Warsza-
wa) was administered per os in 1 ml oil solution. The assumed LD,
dose (Malinowski, 1967) was 1250 mg/kg body weight. Two intoxication
models were used. In model I, the insecticide was administered in one
single 2%, 5%, 10% or 50% LD;, dose. The animals were sacrificed by
decapitation after 2 or 24 hrs. In model II, fenchlorphos was given during
14 subsequent days in 2%, 5% or 10% LD;, doses. The rats were deca-
pitated 24 hrs after the last administration. The control animals rece-
ived 1 ml oil per os.

Glycogen determinations were made on cerebral hemispheres. Samp-
les (500 mg) of frozen tissue were boiled in 30% KOH for 45 min.
Glycogen was precipitated with 96% ethanol. The precipitate was wa-
shed with a mixture of chloroform and methanol and subsequently hy-
drolyzed in acid medium. The glucose content in neutralized hydrolysate
was assayed colorimetrically after Nelson (1944).

The glucose-6-phosphate dehydrogenase activity was tested in the
postmitochondrial fractions after Lohr et al. (1970). Before decapitation
the brains were perfused with 0,9% NaCl solution. Cerebral hemispheres
were homogenized in cold isolation medium (0,9% NaCl, 0,66 mM EDTA)
in a glass—Teflon homogenizer. The homogenates were centrifuged for
20 min at 10 000 x g and 0—4°C. The enzyme activity in the supernatant
was assayed spectrophotometrically in a medium containing 50 mM trie-
thanoloamine buffer (pH 7,6), 40 mM glucose-6-phosphate and 30 mN\I
NADP. Protein was determined by the biuret method (Layne 1957).

The glycolytic activity of brain homogenates was evaluated by mea-
suring glucose consumption and lactate production in aerobic conditions.
The composition of the incubation medium ensured maximum glycolytic
activity (Utter et al. 1945, Racker et al. 1945, Reiner 1947). Glucose was
determined by means of glucose oxidase (Hugget, Nixon 1957). Lactate
was assayed spectrophotometrically with the use of lactate dehydroge-
nase (Horn, Bruns 1956). Further experimental details concerning the
glycogen and glycolytic activity determinations were described elsew-
here (Biczowa et al. 1975). Statistical analysis was performed with the
t-Student’s test.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 demonstrates the results of glycogen determinations.

In the brains of rats examined 2 hrs after single administration of
a 50% LD;, dose of fenchlorphos, a statistically significant decrease of
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Table 1. The glycogen level in rat brain following fenchlorphos intoxieation
glycog 4 T

Tabela 1. Poziom glikogenu w moézgach szezuréw po zatrueiu fenchlorfosem

Dose of pesti- Glyecogen level (mg glucose/100 g wet tis-
cide sue)
Dawka pes- Poziom glikogenu (mg glukozy/100 g wil-

gotnej tkanki)

Model of intoxieation
Model zatruecia

tycydu
o/ —
%LDso x + 8: = P
o C'ontrol 97.3 5,6 §
o o & N Kontrola
ge S > n B
oie ) = - 2 73.2 3.9 6 =0,05
2 a8 S 5
g £ 5 g o« 10 64,3 317 6 <0.05
A i 2 50 55,2 10.1 G <0,05
g : :’J_' _% Control 72.6 4.3 G
?; g _‘5 i_ z -:E Kontrola
2 = 2 9 S 2 G9.6 4,7 6 =0,05
"N & AP 10 68,1 4,5 6 =0,05
N 50 71.8 35 6 =0,05
o Control 81,2 3.6 6
Multiple intoxication Z Z Kontrola
Zatrucie wielokrotne _: b 2 67,5 7.9 6 =0,05
T 10 67,5 5,8 6 = 0,05
<+ S“» — arithmetic mean - mean error of the mean

—— $rednia arytmetyezna -~ Sredni blad Sredniej
n — number of animals
liczba zwierzat
P — probability
prawdopodobienstwo

glycogen level (about 28% below control) was observed. Also the 10%
LD;, dose produced a decrease by about 17%. The lowest dose applied
(2% LD;,) was ineffective. Twenty four hours after application of either
of the doses, the brain glycogen level did not differ from control. Repe-
ated administration of fenchlorphos (model II) in both 2% and 10%
LDj;, doses led to a decrease of glycogen content in cerebral hemisphe-
res by about 17%, the decrease being statistically significant and inde-
pendent of the dose. Table 2 presents the results of glycolysis determi-
nations in brain homogenates in analogical intoxication models. With
the exception of increased lactic acid production observed 24 hrs after
single administration of 10% LD,,dose, no other difference with respect
to the control was noted in any experimental condition and this held
to both glucose consumption and lactate production. However, further
experiments are needed for statistical evaluation of the results observed
24 hrs after insecticide administration.
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Table 2. The glyeolysis in aerobie conditions of rat brain homogenates following fenchlorphos in-
toxieation

Tabela 2. Glikoliza w warunkach tlenowyeh homogenatéw moézgéw szezuréw po zatrueiu fen-
chlorfosem

Dose of lLactate production  Glucose consumption
pesticide (umoles/hr/mg protein) (umoles/hr/mg protein)

Model of intoxication Dawka Produkeja mleczanu  Zuzyeie glukozy
Model zatrucia pestyeydu (umole/godz./mg bialka) (ymole/godz./mg bialka)
% LD = 43 =
b TN T vl S n x + 8¢ n
: ‘ E R Control 4,58 008 < =68 /533,11 Gl .6
2 =z = i T  Kontrola
B e - E 9 &
S N8 g . 8 2 4.58 0.10 5 2.99 0.08 5
= f - Ty g
‘i E % g - = 10 4.52 0.07 6 2.99 0.08 6
23 =8 2 N 50 4.58 0.18 5 3:11 0.28 5
= il
Ty é s §  Control'  5.31 2 3.08 2
W 2 - - e Kontrola
g B Sind =
wn e = 2 z 2
~ b
Bl z 5 10 6,95 2 280 2
3 -+
N o 50 5.29 2 2,74 2
M;lltipl(‘ 7.:"“ A(i';);lzl‘i()ilV‘"UAl.r'_’;)i 7 (—].31747—'5 7 282 006 4
intoxication & Kontiola
Zatrucie ia 2 4.20 020 5 2.96 0.14 5
wielokrotne Sl 10 4.40 QSRILASERT 41904 005 5

Explenation in Table 1
Obja$nienia w takeli 1

As shown in Table 3, the glucose-6-phosphate dehydrogenase activity
remained unchanged after single administration of 2%, 5% or 50% LD;,
doses as well as after repeated administration of 2% and 5% LD;,
doses.

Intoxication with fenchlorphos — a thiophosphoroorganic insecticide
-— leads to a decrease of brain glycogen level, without affecting either
the glycolytic activity, measured as glucose consumption and lactate
production in aerobic conditions, or the glucose-6-phosphate dehydro-
genase activity. Data have accumulated indicating that some of the
thiophosphoroorganic insecticides are metabolized to respective oxygen
analogues, which are more toxic than the parental compounds (Plapp
et al. 1958, Palut et al. 1969). Since the analogues readily undergo furt-
her degradation, the detectability of their effects depends upon the
dose of sulphur precursor and the time after administration. Twenty
four hours after single administration of the insecticide, no decrease of
glycogen level was to be observed , irrespective of the applied dose.
Presumably, the changes that became apparent shortly after administra-
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Table 3. The activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase in rat brain postmitochondrial frac-

tion following fenchlorphos intoxication

Tabela 3. Aktywnosé dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej frakeji postmitochondrialnej moéz-

géw szezuréw po zatruciu fenchlorfosem
Dose of pes- G-6-P dehydrogenase activity (umoles/
Model of intoxication $idide rinftag SR
e R Dawka pes- Aktywnoi¢ dehydrogenazy G-6-P
Model zatrucia i {
tvevdu (umole/min./mg bialka)
D 2
0 'HES0 S TR
X .\x n P
e 2
z =
38 LB B
‘;1 3 § L= e Control 10,1 0.32 6
S E B ms > 4 . Kontrola
=1 < - o T ~ N iiJ )
b7 = FEGHET ik 2 10.5 0.25 6 —=0.05
.S £ g Big o 5 10.2 0.26 6 =0.05
g 'S a3 i
7 E B 50 9.8 0.26 6 —=0.05
— = e
< = i
o =
Control T 0.27 6
d
Multiple intoxication z Kontrola
Zatrucie wielokrotne e 2 8.2 0.32 6 =0.05
—~. o 5 7.8 0.25 6 =0.05

Explanation in Table 1
Objasnienia w tabeli 1

tion were compensated for in later periods. However, on repeated admi-
nistration of fenchlorphos, the nerve tissue was found to lose the abi-
lity to completely restore the glycogen level, which 24 hrs after the
14-th intoxication was decreased by about 17% with respect to control.
Fenchlorphos and its oxygen analogue are known to inhibit in wvitro the
oxygen consumption by brain or liver homogenates and also the activity
of a number of brain mitochondrial oxidoreductases (Sitkiewicz et al.
1975). It was also been shown that the oxygen analogue interferes with
oxidative phosphorylation in brain mitochondria, producing changes
characteristic of uncoupling agents (Sitkiewicz 1975). It may thus be
assumed that the observed decrease of glycogen level could be a re-
sult of the inhibition of its synthesis, due to the reduction of the ATP

pool.

Previous studies revealed that, contrary to fenchlorphos, two other
phosphoroorganic insecticides — dichlorvos and trichlorphon produce
an increase of the brain glycogen level (Biczowa et al. 1975, Sikorska

et al. 1975). This discrepancy may be related to the following two
phenomena:

Neuropatologia Folska — 7
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1. Dichlorvos and trichlorphon do not cause disturbances in oxidative
phosphorylation in brain mitochondria and thus probably do not reduce
the ATP level (Jurkiewicz 1975, Wenzel 1975).

2. The two insecticides studied inhibit the activity of glucose-6-pho-
sphate dehydrogenase (Zalewska et al. 1975).

Obviously, further investigations concerning the adenine nucleotiles
and glucose-6-phosphate levels and the activities of enzymes involved
in glycogen biosynthesis and phosphorolysis are needed to clarify the
mechanism underlying the changes in brain glycogen level induced
by the insecticides.

The authors wish to thank Mrs. Mrs.: Teresa Bok, Barbara Dyjak, Stawomir
Januszewski, Halina Nowicka, Teresa Pankowska, Krystyna Podwojcik and Tatiana
Rychla for excellent technical assistance.

B. Biczowa, M. Sikorska, Z. Zalewska, W. Bicz

WPLYW TIOFOSFOROWEGO INSEKTYCYDU FENCHLORFOSU NA POZIOM
GLIKOGENU, GLIKOLIZE I AKTYWNOSC DEHYDROGENAZY
GLUKOZO-6-FOSFORANU W MOZGU SZCZURA

Streszczenie

Wykonano badanie biochemiczne mozgéw szczuré6w poddanych jednorazowemu
i wielokrotnemu zatruciu fenchlorfosem, nalezgcym do tiofosforoorganicznych in-
sektycydow. W potkulach mézgowych oznaczano poziom glikogenu metodg kolory-
metryczng i aktywno$§¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej metoda spektrofo-
tometryczng. Aktywno$¢ glikolityczna homogenatow moézgowych oceniano na pod-
stawie zuzycia glukozy i produkcji mleczanu w warunkach tlenowych stosujac
metody enzymatyczne.

Stwierdzono obnizenie poziomu glikogenu w moézgu po jednorazowym i wielo-
krotnym (14 dni) zatruciu fenchlorfosem, podczas gdy aktywno$§é¢ glikolityczna
i aktywno§¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej pozostawaly bez zmian. Wyniki
wskazujg na inny mechanizm dzialania fenchlorfosu na metabolizm glikogenu
w moézgu w poréwnaniu z dzielaniem insektycydow fosforoorganicznych dichlor-
fosu lub trichlorfonu.

B. Buuosa, M. Cukopcka, 3. 3anescka, B. Buu

BIMAHUE TUOPOCPLOPHOTO MHCEKTUIIMJTA PEHXJIOPPHPGCA
HA YPOBEHB T'NIMKOTEHA, TJIMKOJU3
U AKTUBHOCTB JETUJIPOTEHASBI TJIIOKO30-6-OCPATA B MO3TE KPBICEI

PeszwomMme

BeIM NpoBeieHbl OMOXMMMYECKMe MCCIEeAOBAHMs MO3ra KpbIC, I10ABepraeMbIX
07HOPA30BOMY M MHOrOKPAaTHOMY OTPaBJIEHMIO (PeHXJIOPGOCoM, NpMHAJIeKALINM
K TnoochoOpranMIecKkuM MHCEKTMIMAaM. B MO3rOBBIX IOJIyLIAPMUAY ONpeaeaain
KaJOPMMETPUYECKMM METOJ0M YDOBEHb TJIMKOTE€HA M aKTUBHOCTbL eI IporeHas3bl
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TI0KO030-6-ocara CrieKTpoPOTOMETPUYECKMM MeTO0M. [JIMKOJNMTHUYECKAs aKTMB-
1IOCTH MO3TOBBIX TOMOTEHATOB OLEHMBAJIACL 9H3MMATUYECKMMM MeTOIaMM ila OCHOBE
notpebiienna TJIOKO3bl M oOpa3oBaHMA JakKTaTa B adpobubiX ycioBusix. Esnuio obua-
PY’KeHO CHMXKeHMe YPOBHA TIJMKOTeHa B MO3re I0cje OJHOPA30BOrO M MHOTOKpaT-
Horo (14 pauert) orpaBienua euxjaopgocoM, B TO BpeMA KaK TIJMKOJMTUYecKas
AKTUBHOCTL M AaKTMBHOCTL JIETUAPOreHasbl TIJII0K030-6-chocdhara ocraBanuch 6e3
usMeHenui. Pe3yibTaTbl yKas3blBalOT Ha MHOM MeXaHU3M AEMCTBUA enxyopdoca Ha
obMeH TJIMKOTeHa B MO3Te, 110 CPAaBHEHMIO C jelicTByeM hocOooprainmyeckux MHCeKTH-
IMI0B auxJopdoca nam Tpuxiopdona.
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WZBOGACONA FRAKCJA GLEJOWA Z MOZGU SZCZURA
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Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

W dziedzinie badan nad bialkami ukladu nerwowego nastgpil w osta-
tnich latach znaczny postep, umozliwiony dzieki opracowaniu szeregu
nowoczesnych metod, m. in. otrzymywania wzbogaconych frakecji ko-
morkowych i frakeji subkomoérkowych z mézgu. Szczegbdlng uwage zwro-
cono na antygeny swoiste dla ukladu nerwowego, poniewaz wystepowa-
nie substancji o narzadowej lub narzadowo-gatunkowej swoisto$ci su-
geruje, ze specyficzne funkcje danej tkanki mogg by¢ zwigzane z wy-
stepowaniem w niej tego rodzaju biatek. Zidentyfikowanie swoistych
antygenéw moze pomoéc w wyjasnianiu procesow wzrostu i roéznicowa-
nia tkanek ukladu nerwowego, a takze patogenezy niektérych chorob.

Wiadomo, Ze surowice pochodzace od zwierzat z EAE, a takze od tych,
ktore uodporniano pelnym homogenatem moézgu, zawierajg szereg prze-
ciwcial wykazujgcych szerokie dzialanie biologiczne, m. in. wywoluja-
cych cytolize komorek glejowych w hodowli (Berg i Kallen 1962) lub
hamujgcych procesy réznicowania oligodendrogleju (Bornstein i Raine
1970). Funkcje swoistych antygenoéw glejowych nie sa dotychczas zna-
ne, a nie ulega watpliwosei, ze poznanie roli jakg pelnig one w ukladzie
nerwowym jest niezbedne dla uzyskania pelnego obrazu immunogen-
nych i antygenowych wlasciwosci mozgu.

W poprzednich badaniach wykazano, ze calkowicie wyabsorbowara
(surowica, nerkg i $ledziong) odpornosciowa surowica kroélicza przeciwko
pelnemu homogenatowi moézgu szczura reaguje z wzbogacong frakeja
glejowg uzyskang na drodze ultrawirowania (Weinrauder i Lach, 1976).
Lokalizacje glejowg antygenu narzadowo-swoistego wykazano takze
w badaniach immunofluorescencyjnych (Weinrauder i Lach 1975).
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Przytoczone powyzej wyniki, a takze dane z piSmiennictwa sklonity
nas do podjecia préoby immunizacji zwierzgt frakcjg glejowg, ktora jest
materialem bardziej jednorodnym niz pelny homogenat mézgu. W pracy
przedstawione sg wyniki badan immunochemicznych przy uzyciu surc-
wicy odpornosciowej pochodzacej od krélika wielokrotnie uodpornia-
nego wzbogacong frakcja komorek glejowych.

MATERIAL I METODY

Otrzymywanie frakeji wzbogaconych. Wzbogacone frakcje: glejowa,
neuronalng i mielinowg otrzymywano postugujac sie metodg Blémstran-
da i Hambergera (1969), w modyfikacji opisanej uprzednio (Weinrauder
i Smialek 1974). Oczyszczong mieline otrzymywano stosujgc metode
opisang przez Gregsona i wsp. (1971). Wszystkie frakcje bezposrednio
po ich uzyskaniu zamrazano w temp. —20°.

Przygotowanie immunogenu i immunizacja krolikow. Osad komoérek
glejowych po odmrozeniu homogenizowano w buforze fosforanowyra
o pH 7,3 i emulgowano z réwng objetoscig niepelnego adjuwantu Freu-
nda (Difco). Jeden ml emulsji wstrzykiwano domiesniowo krélikom
(samce, albinosy, wagi 2,5—3 kg). Surowice pobierano w trzy tygodnie
po kazdym szczepieniu i kontrolowano w odczynie immunodyfuzji z lio-
filizowanymi wodnymi wyciggami z moézgu i nerek szczura oraz z suro-
wicg szczurzg.

Do badan uzyto surowice dajaca wieksza ilo§¢ pasm precypitacyjnych
w reakcji z liofilizowanym wyciggiem z moézgu; krolik zostat skrwawiony
z serca po 5 miesigcach od rozpoczecia uodporniania. Dla poréwnania
z surowicg antyglejowa uzyto takze surowice przeciwko pelnemu homo-
genatowi moézgu szczura. Metode otrzymywania takich surowic oraz ah-
sorpcji przeciwcial nieswocistych narzgdowo opisano poprzednio (Wein-
rauder 1969).

Antygeny. 1. Surowica szczura. 2. Liofilizowane wyciggi z mozgu
i nerki dorosltych szczuréw przygotowane wg metody opisanej poprze-
dnio (Weinrauder 1969). 3. Frakcje: glejowa, neuronalna i mielinowa
uzyskane na drodze ultrawirowania w gradiencie Ficoll-sacharoza.
4. Oczyszczona mielina.

Przygotowanie antygendéw i surowic odporno$ciowych do odczynu
immunodyfuzji i immunoelektroforezy. Antygeny liofilizowane rozpusz-
czano w wodzie destylowanej — nerke w ilosci 10 lub 20 mg/ml,
a mozg 20 lub 40 mg/ml. Wzbogacone frakcje komoérkowe i mieline ho-
mogenizowano w buforze fosforanowym o pH 7,3. Cze$¢ frakcji podda-
wano trzykrotnemu cyklowi zamrazania-odmrazania w mieszaninie su-
chego lodu z alkoholem i na !azni wodnej o temperaturze 37°. Frakcje
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glejowa poddawano ponadto dziataniu szoku osmotycznego w nastepu-
jacy sposob: po odmrozeniu do frakeji dodawano 1 objetos¢ wody desty-
lowanej i dejonizowanej i krétko homogenizowano w szklanym homo-
genizatorze na lazni lodowo-wodnej. Zawiesine rozbitych komoérek po-
zostawiano na noc w temperaturze 4°, nastepnie odwirowywano przy
szybkosci 16 tys. obrotow/min. i supernatant zageszczano trzykrotnie
w stosunku do objetosci wyjsciowej w workach dializacyjnych umiesz-
czonych w Aquacide II (Calbiochem).

Surowice antyglejowg absorbowano liofilizowanym wyciggiem z nerki
szczura w ilosci 10 mg na 1 ml surowicy, oraz w jednym przypadku
cczyszcezong mieling w ilosci 1 ml na trzy ml surowicy. Absorpcje prze-
prowadzano przez 1 gedz. w 37° i przez noc w 4°. Absorbowang suro-
wice kontrolowano w odczynie immunodyfuzji z liofilizowang nerka
i z surowicg szczura. W miare potrzeby zageszczano surowice przy po-
mocy Aquacide II.

Immunodyfuzja. Immunodyfuzje przeprowadzano wg metody
Ouchterlony (1948), w 1% zelu agarowym (Agar Noble, Difco), w buforze
fosforanowym o pH 7,2, z dodatkiem 0,1 M NaCl i 0,01 M Na,EDTA.
Po zastygnieciu zelu wycinano zbiorniki na antygeny o objetosci ok.
0,12 ml, w odleglosci 7T mm od zbiornika centralnego i zbiornik na suro-
wice odpornosciwg o objetosci ok. 0,18 ml. Plytki inkubowano w tempe-
raturze pokojowej przez 24—48 godz. (w wyjatkowych wypadkach diu-
zej), plukano 6 dni w zbuforowanym 0,1 NaCl i 24 godz. w wodzie desty-
lowanej, suszono, barwiono w roztworze czerni amidowej 10 B 16—24
godz. i odbarwiano mieszaning alkoholu i kwasu octowego.

Immunoelektroforeza. Immunoelektroforeze przeprowadzano
na szkietkach podstawowych, pokrytych 0,8% agarozg (BDH) w buforze
weronalowym z HCIl o pH 8,2 i sile jonowej 0.025. Rozdzial przeprowa-
dzano przy napieciu 70 V przez 90 min. Po zakonczeniu elektroforezy
wypelniano surowicg odpornosciowg rowek odlegly od zbiorniczka z an-
tygenem o 3 mm i inkubowano w temperaturze pokojowej 24—48 godz.
Plytki plukano, suszono i barwiono tak samo jak w odczynie immuno-
dyfuzji. ;

WYNIKI

W surowicy antyglejowej pochodzgcej od krolika szczepionego piecio-
krotnie w odstepach miesiecznych stwierdzono obecno$¢ przeciwcial re-
agujacych z wyciggiem wodnym z moézgu i nerki szczura oraz z normalng
surowicg. Reakcje dodatnig uzyskano zar6wno w odczynie immunody-
fuzji jak i w immunoelektroforezie, przy czym liczba pasm precypita-
cyjnych byla rézna w zalezno$ci od stopnia zageszczenia surowicy odpor-
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nosciowej i stezenia antygenéw. Przeciwciala te sg skierowane przede
wszystkim przeciwko wspélnym antygenom narzgdowym i dajg szereg
wyraznych pasm w odczynie immunodyfuzji z antygenami rozpuszczal-
nymi z moézgu i nerki, oraz z homogenatami wzbogaconej frakcji gle-
jowej i frakcji mielinowej. Jedno z pasm odpowiadajgcych antygenowi
gatunkowo-swoistemu w wyrazny sposdb zagina sie przy zbiorniku
z oczyszczong mieling, wskazujgc na wystepowanie w tej frakcji sladow
wspoélnego antygenu tkankowego (ryc. 1).

Reakcje immunoelektroforezy nieabsorbowanej surowicy antyglejowe]
z moézgiem i nerka przedstawia ryc. 2. Dodatni wynik immunoelektrofo-
rezy z frakcjg glejowa jako antygenem uzyskano dopiero po poddaniu
komorek glejowych szokowi osmotycznemu i trzykrotnym zageszczeniu
supernatantu. Dwa luki precypitacyjne zlokalizowane sg w strefie «, co
jest przedstawione na ryc. 3. W reakcji trzykrotnie zageszczonej surowi-
cy i tak samo zageszczonego antygenu pojawiajg sie trzy luki precypi-
tacyjne (ryc. 4). Wskazuje to na wystepowanie we frakcji glejowej uzy-
wanej do immunizowania zwierzat szeregu antygenéw o swoistosci ga-
tunkowej w bardzo niskich stezeniach. Odpowiadajgce im przeciwciala
w surowicy glejowej ujawniajg sie dopiero po znacznym jej zageszcze-
niu.

Po wyabsorbowaniu nieswoistych przeciwcial liofilizowanym wycia-
giem z nerki, surowica antyglejowa reaguje z antygenami swoistymi
narzgdowo (ryc. 5). Widoczne jest wyrazne pasmo precypitacyjne przy
zbiorniku z antygenem glejowym, laczgce sie z pasmem tworzgcym
sie przy zbiorniku z frakcjg mielinowg. Z antygenami tej frakcji tworzy
sie czesto dodatkowe pasmo precypitacyjne. Pasmo wspolne dla frakcji
glejowej i mielinowej przedluza sie siegajac do zbiornika z antygenem
moézgowym — jednak nawet przy zwiekszeniu stezenia do 40 mg/mil,
pasmo to widoczne jest tylko na barwionych i niewysuszonych plytkach.
Z mieling oczyszczong, nerkg i frakcjg neuronalng reakcja jest ujemna.
Trzykrotny cykl zamrazania i odmrazania frakcji glejowej i mielino-
wej nie wplywa na zmiane obrazu linii precypitacyjnych, nie ujawniajg
sie nowe ani tez nie znikaja antygeny reagujgce z absorbowang su-
rowicg.

W celu ewentualnego wykrycia wiekszej ilosci swoistych antygenow
oraz stwierdzenia ich identycznosci immunologicznej z antygenami za-
wartymi w wodnym wyciggu z moézgu dorostego szczura, uzyto surowicy
antyglejowej absorbowanej nerkg i zageszczonej trzykrotnie, frakcji gle-
jowej poddanej szokowi osmotycznemu i rowniez trzykrotnie zageszczo-
nej oraz liofilizowanego wyciagu wodnego z mézgu w stezeniu 40 mg/ml.
Trojkatny ukiad zbiornikéw pozwala na ocene identycznosci badanych
antygenéw. Reakcja jest przedstawiona na ryc. 6. Przy zbiorniku z an-
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XXXIX
Ryc. 1, 1 — Mobzg liofilizowany, 40 mg/ml. 2 — Frakcja glejowa (zamrazana-od-
mrazana), 3 — Nerka liofilizowana, 20 mg/ml, 4 — Frakcja mielinowa (zamr.
cdmr.), 5 — Nerka liofilizowana, 20 mg'ml, 6 — Mielina oczyszczona (zamr.-odmr.),
7 — Surowica antyglejowa, nieabsorbowana.

Fig. 1. 1 — Brain (lyophilized, 40 mg/ml), 2 — Glial fraction (frozen-thawed), 3 —

Kidney (lyophilized, 20 mg/ml), 4 — Myelin fraction (frozen-thawed), 5 — Kidney

(lyophilized, 20 mg/ml), 6 — Purified myelin (frozen-thawed), 7 — Antiglial serum,
unabsorbed.
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Ryc. 2. 1 — Nerka liof., 20 mg/ml, 2 — Mébzg liof.,, 40 mg/ml, Rowek: Surowica
antyglejowa, nieabsorbowana, 3 X zageszczona.

Fig. 2. 1 — Kidney (lyophil., 20 mg/ml), 2 — Brain (lyophil. 40 mg/ml) Trough —
antiglial serum, unabsorbed, 3 X concentrated.

G J,

Rye. 3. 1 — Frakcja glejowa po szoku osmotycznym, 3 X zageszczona, 2 — Mobzg
liof. 40 mg/ml, Rowek — Surowica antyglejowa, nieabsorbowana.

Fig, 3. 1 — Glial fraction after osmotic shock, 3 X concentrated, 2 — Brain (lyophil.
40 mg/ml), Trough — antiglial serum, unabsorbed,
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Ryc. 4. 1 — Frakcja glejowa po szoku osmotycznym, 3 X zageszczona, 2 — Mozg
liof. 40 mg/ml, Rowek: Surowica antyglejowa, nieabsorbowana, 3 X zageszczona.

Fig. 4. 1 — Glial fraction after osmotic shock, 3 X concentrated, 2 — Brain (lyophil.
40 mg/ml), Trough — Antiglial serum, unabsorbed, 3 X concentrated.

Ryc. 5. 1 — Mozg liof. 20 mg/ml, 2 — Frakcja glejowa, 3 — Frakcja mielinowa,
4 — Mielina oczyszczona, 5 — Frakecja neuronalna, 6 — Nerka liof. 10 mg/ml, 7 —
Surowica antyglejowa absorbowana nerks.

Fig. 5. 1 — Brain (Lyophil. 20 mg/ml), 2 — Glial fraction, 3 — Myelin fraction,
4 — Purified myelin, 5 — Neuronal fraction, 6 — Kidney (lyophil. 10 mg/ml), 7 —
Antiglial serum absorbed with kidney.
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Ryc. 6. 1 — Mobzg liof. 40 mg/ml, 2 — Frakcja glejowa po szoku osmotycznym,
3 X zageszczona. 3 — Surowica antyglejowa, absorbowana nerka, 3 X zageszczona.

Fig. 6. 1 — Brain (lyophil. 40 mg/ml), 2 — Glial fraction after osmotic shock,
3 X concentrated, 3 — Antiglial serum absorbed with kidney, 3 X concentrated.

Ryc. 7. Schemat, 1. Moézg liof — 40 mg/ml, 2 — Frakcja glejowa po szoku osmo-
tyeznym, 3 X zageszczona, 3 — Surowica przeciwko moézgowi szczura absorbowana
surowicg i nerks.

Fig. 7. Scheme. 1 — Brain (lyophil. 40 mg/ml), 2 — Glial fraction after osmotic
shock, 3 X concentrated. 3 — Anti rat brain serum absorbed with rat serum and
kidney.
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Ryc. 8. 1 — Mobzg liof. 40 mg/ml, 2 — Frakcja glejowa (zamr.-odmr.), 3 — Nerka

liof. 20 mg/ml, 4 — Frakcja mielinowa (zamr.-odmr.) 5 — Nerka liof. 20 mg/ml,

6 — Mielina oczyszczona (zamr.-odmr.). 7 — Surowica antyglejowa absorbowana
mieling oczyszczong.

Fig. 8. 1 — Brain (lyophil. 40 mg/ml), 2 — Glial fraction (frozen-thawed), 3 — Kidney

(lyophil. 20 mg/ml), 4 — Myelin fraction (frozen-thawed), 5 — Kidney (lyophil.

20 mg/ml), 6 — Purified myelin (frozen-thawed), 7 — Antiglial serum absorbed
with purified myelin.

Rye. 9. 1 — Mobzg liof. 40 mg/ml, 2 — Frakcja glejowa (zamr.-odmr.), 3 — Nerka

liof. 20 mg/ml, 4 — Frakcja mielinowa (zamr.-odmr.), 5 — Nerka liof. 20 mg/ml,
6 — Mielina oczyszczona (zamr.-odmr.), 7 — Surowica antyglejowa, absorbowana
nerkg.

Fig. 9. 1 — Brain (lyophil. 40 mg/ml), 2 — Glial fraction (frozen — thawed), 3 —

Kidney (yophil. 20 mg/ml), 4 — Myelin fraction (frozen-thawed), 5 — Kidney

(lyophil. 20 mg/ml), 6 — Purified myelin (frozen-thawed), 7 — Antiglial serum
absorbed with kidney.
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Schematy dolgczone do zdje¢ byly wykonywane przy bezpoéredniej obserwacji
plytek. Linig przerywang oznaczono linie precypitacyjne slabo widoczne na
zdjeciach.

All schemes were drawn by direct observation of the plates and then photographed.
Dash lines represent precipitin bands poorly visible on the photograms.
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tygenem moézgowym tworzg sie dwa pasma, z ktorych jedno wykazuje
reakcje identycznosci z pojedynczym pasmem glejowym, zlokalizowanym
blisko zbiornika z antygenem i pojawiajgcym sie dopiero po 4 dniach
inkubacji. Nalezy zaznaczy¢, ze pelne rozwiniecie odczynu wymagalo
6 dni inkubacji, podczas gdy na ogél wystarczajacy byl okres 24—48
godzin. Wskazuje to na bardzo niskie stezenie swoistego antygenu
w tak otrzymywanej frakcji glejowej lub na niski poziom przeciwcial
antyglejowych w surowicy odpornosciowej.

Natomiast w reakcji z surowicg przeciwko pelnemu homogenatowi
mozgu (absorbowanej surowicg i nerka), tworzg sie dwa pasma odpowia-
dajgce swoistym antygenom frakcji glejowej i laczgce sie z pasmami
powstajgecymi przy zbiorniku z antygenami rozpuszczalnymi z mozgu.
Pojawiaja sie takze dodatkowe, znacznie slabsze pasma przy obu zbior-
nikach z antygenami, co moze wskazywa¢ na istnienie wiekszej liczby
swoistych antygenéw (ryc. 7).

W reakcji z surowicg antyglejowa wyabsorbowang nerkg powstaje
zawsze pasmo precypitacyjne przy zbiorniku z frakcjg mielinowg. Wy-
daje sie, ze jest to wynikiem zanieczyszczen mieliny komoérkami lub fra-
gmentami komorek glejowych. Aby sie przekona¢ w jakim stopniu za-
nieczyszczenia te mogg wplywaé na obraz precypitacji wykonano od-
czyn z surowicg antyglejowg absorbowang mieling oczyszczong (ryc. 8).
Absorpcja powoduje znikniecie niektérych pasm odpowiadajgcych an-
tygenom wspdlnym i niewielkie zmniejszenie intensywnosci pozosta-
tych. Reakcja z nerkg jest w dalszym ciggu dodatnia. Oczyszczona mie-
lina nie absorbuje takze przeciwcial przeciwko antygenom swoistym -—
tworzg sie pasma przy zbiornikach z mozgiem i frakcjg glejowa (wska-
zane na schemacie linig przerywang). Pozostaje takze wyraznie widoczna,
charakterystyczna cienka linia przy zbiorniku z frakcjg mielinowg (ryc. 9).

OMOWIENIE

Kilkakrotne wstrzykniecie krolikowi wzbogaconej frakecji glejowej
z niepelnym adjuwantem Freunda powoduje powstanie przeciwcial prze-
ciwko calej grupie antygenoéw — zaréwno gatunkowo- jak i narzgdowo-
-swoistych. Frakcja glejowa, jak to stwierdzono poprzednio (Weinrauder
i Smialek 1974) zawiera zanieczyszczenia naczyniami wlosowatymi, ktére
mogg byé¢ zrédlem antygendéw tkankowych wspoélnych oraz zaabsorbo-
wanych na $cianach naczyn biatek surowicy. Sprawa pochodzenia anty-
genow gatunkowo swoistych, wykrywanych przez wszystkich autoréw,
ktérzy immunizowali zwierzeta homogenatami badz wyciggami z calych
mozgow, nie jest caltkowicie jasna. Nie mozna, jak sie wydaje wykluczy¢,
ze antygeny te nie sg tylko zanieczyszczeniami pochodzgcymi z naczyn
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lub tkanki lgcznej ale stanowig skladnik antygenowy struktur nerwo-
wych. MacPherson i wsp. (1973) stwierdzili wystepowanie we frakcji
mikrosomalnej z mézgu szczura antygenoéw gatunkowo-swoistych, a Mac-
Pherson i Shek (1970) opisali wplyw immunizacji szczuréw mikrosomami
otrzymanymi z watroby na procesy uczenia sie i treningu tych zwie-
rzgt. Wystepowanie wspélnych antygenéow w mielinie i mitochondriach
watroby stwierdzili McMillan i wsp. (1971). Wyniki uzyskane w tej
pracy wskazuja, ze antygeny gatunkowo-swoiste sg silniejszymi immuno-
genami — surowica antyglejowa reaguje znacznie silniej z antygenami
wspélnymi niz ze swoistymi. Nalezy wzia¢ rowniez pod uwage mozli-
wos¢ wystepowania antygenow swoistych w bardzo niskich stezeniach.

Probe immunizacji zwierzat frakcjg glejowa podjeto, majac na uwadze
uzyskanie surowic odpornosciowych najbardziej przydatnych do badania
antygenow glejowych. Stwierdzono, ze surowice takie sg znacznie lat-
wiejsze do aksorpcji. Jednorazowa absorpcja nerkg byla wystarczajaca
do wyabsorbowania przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom
tkankowym wspélnym 1 antygenom surowicy. Ponadto uodpornianie
frakcjg nie zawierajacag mieliny lub zanieczyszczong nig w niewielkim
stopniu, zmniejsza mozliwo$¢ powstawania przeciwcial antycerebrozydo-
wych, ktére jak stwierdzili ostatnio Tremblay i wsp. (1974) mogg rea-
gowa¢ z antygenami lipidowymi dajgc obraz ,falszywego swoistego
biatka moézgowego”.

Surowica przeciwko homogenatowi pelnego moézgu jest jednak, jak
sie wydaje, bardziej przydatna w badaniach prowadzonych nad antyge-
nami swoistymi. Nalezy wszakze wzig¢ pod uwage, ze okres immuni-
zacji krolikéw pelnym homogenatem byt znacznie dluzszy. Wyniki na-
szych badan, podobnie jak i innych autoréw. (Bock i wsp. 1971) wskazuja,
ze liczba tworzgcych sie pasm precypitacyjnych z surowicg odporno-
Sciowg wzrasta przy przediuzeniu okresu immunizacji do 9 i1 wiecej
miesiecy. Nie mozna réwniez pomingé¢ faktu, ze pelny homogenat moézgu,
e wzgledu na wysoka zawartos¢ lipidow moze odgrywac role dodatko-
wego adjuwantu. By¢ moze uzycie do szczepien adjuwantu kompletnego,
zawierajgcego pratki gruzlicy, zmiana schematu immunizacji i jej prze-
dluzenie wplynie na zwiekszenie ,,aktywnosci antyglejowej” surowic
odpornos$ciowych.

Absorbowana nerkg surowica antyglejowa reaguje z nieoczyszczong
frakcjg mielinowa. Zagadnienie pokrewienstwa antygenowego mieliny
i innych elementéw tkanki nerwowej zasluguje na zainteresowanie.
W pismiennictwie spotyka sie dane $wiadczgce o wystepowaniu wspol-
nych antygenow. Mickey i wsp. (1971) stwierdzili istnienie wspdlnych
antygenéw w mielinie i blonach synaptycznych, a takze opisali wyste-
powanie pasma elektroforetycznego odpowiadajgcego mielinie w agre-
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gatach blon glejowych niezmielinizowanych moézgéw noworodkéw szczu-
rzych. Mozliwos¢ wystepowania w bionach komérek glejowych antygenu
czesciowo identycznego z zasadowym biatkiem mieliny rozwazaja Wahl-
strom i wsp. (1973). Uzywana w naszych badaniach surowica antygle-
jowa wyabsorbowana nerkg rcaguje tylko z nieoczyszczong frakcja mie-
linowg, natomiast nie tworzy linii precypitacyjnej z cczyszczong mielina.
Absorpcja mieling oczys-czong nie usuwa, jak sie wydaje, swoistego
antygenu glejowego z surcwicy odpornosciowej. Przy uzyciu dotychczas
zastosowanych metcd nie mozna wyciggngé ostatecznych wnioskéw. Nie
mozna jednak wykluczy¢ istnienia swoistych antygenéw wspélnych dia
gleju i mieliny, bicrgc pcd uwage proces mielinogenezy i udzialu w nim
komorek oligodendrogleju.

T'. Banupayaep, M. Cmsanex
OBOTAIIEHHAS TJIMAJbBHAfA ®PAKIIUA KAK UMMYHOTEH U AHTUTEH
Peszwome

B pabore mnpexacrarienbl pe3yabTaThl UMMYIIOXMMMUYECKUX JMCCJEJIOBaNlifi, IMpo-
BeJIeHHBIX € MCICJb30BaHMEM MMMYHOJOTMYECKON CLIBOPCTKM, IIOJIYMEHHOIT y MU~
BOTHBIX, MMMYHM3MPOBAaHHBIX O0OTallleHHOM TIJMANBION GpakKuMer M3 M03ra KpbIC.

B cb'BOpOTKE MMMyHM3MPOBaHHBIX MXMBOTHBIX OblJI0 00HApPY:Xeno NpUCYTCTENE
anTUTe]l NEOTUB CHneLM@MUIECKUX BUAOBBLIX, TKAHEBLIX AHTUIEHOB, OENKOB CLIBOPOTKHA,
a TakXKe aHTUTeJ, HaNpPaBJEeHHLIX TPOTHMB TIMAJIbBHO-CHeM@UUEecKoro alTUreHa.
STCT aHTUreH OOHaApyzKMBaeTCHd JaHHOM CbhIBOPOTKOM Kak B TJIMAJLION parkunu,
TaxK ¥ B BOJAHOM 9KCTPaKTE MO3ra KPbIChl. AHTUIIMANBHAA CbIBOPOTKa rocie abcopn-
IIMM TIOYKO¥ KPBICHI e obpasyeT NnpeuMnmMTanyMoHiibIX I0JI0C ¢ HeMpPOoHAJbiici (Ppak-
LMEeA M C OUMIHeHHBLIM MMeJMiOM. IIpucyTcTBMe CrenuuduUuecKoro IraMANbHOr0 aHTU-
TeHa B HEOYMILEeHHO) MMEIMHOBOM (hpaKlMM, I10 BCEIl BEePOATHOCTY, BEIZBAHO HAJU-
IMEM B 9TOM (bpaknuy 3ar PH3HEHMI TIMANLHABIMA SJIeMelTaMu.

H. Weinrauder, M. Smialek

ENRICHED GLIAL CELL FRACTION FROM THE RAT BRAIN
AS AN IMMUNOGEN AND ANTIGEN

Summary

The study presents the results of the immunological investigations performed
with immune serum from the animals immunized with an enriched glial fraction
from the rat brain. In the serum from immunized animals there were found the
antibodies against species-specific tissue antigens, against serum proteins and the
antibodies against glia-specific antigen. Glial antigen was detected with the serum
in the glial cell fraction as well as in the aqueous extract from the rat brain.
Antiglial serum absorbed with the rat kidnev does not form any precipitation
bands neither with neuronal fraction nor with the purified myelin. The presencsz
of specific glial antigen in not purified myelin fraction results most probably from
the contamination of this fraction with the glial elements.
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JOLANTA FINOWICKA-WALCZYNA

OSOBLIWOSC MORFOLOGII MIESNIA PROSTOWNIKA KROTKIEG(
PALCOW STOPY *

Klinika Neurologiczna AM w Warszawie
Kierownik: prof. dr hab. I. Hausmanowa-Petrusewicz

W latach 1970—1971 McComas i wsp. zakwestionowali przyjety do-
tychezas poglad o pierwetnym uszkodzeniu komérki miesniowej w dy-
strofii rzekomoprzerostowej Duchenne’a i dystrofii miotonicznej. W opar-
ciu o wyniki elektrofizjologicznej oceny liczby jednostek ruchowych
w obrebie migs$nia prostownika krotkiego palcow stopy (extensor digito-
rum brevis — EDB) wysuneli oni hipoteze o neurogennej patogenezie
tych schorzen. Stwierdzili mianowicie obnizenie liczby jednostek rucho-
wych u pacjentéw z wyzej wymienionymi schorzeniami w poréwnaniu
z osobnikami zdrowymi.

Wytlonito si¢ pytanie, czy wyniki wyzej wymienionych autoréw nie
sg spowodowane jaka$s osobliwoscig tego miesnia, dlatego tez wydaje
sie waznym jego dokladne przebadanie histologiczne i histochemiczne.
Wycinki z EDB nigdy nie byly pobierane przyzyciowo, jednakze w opar-
ciu o doniesienia Susheeli i Waltona (1969) okazalo sie, ze material
autopsyjny réwniez pozwala na histochemiczne przebadanie mie$nia;
zroznicowanie wiékien miesniowych na typy jest najwyrazniej widoczne
przy oznaczaniu aktywnosci ATP-azy miofibrylarnej.

Celem obecnej pracy jest morfologiczna ocena EDB pobranego od
0s6b bez objawdéw uszkodzenia ukladu nerwowo-mie$niowego i wykaza-
nie, czy jego budowa histologiczna jest podobna do innych przebadanych
uprzednio miesni szkieletowych.

MATERIAL I METODY

Material sekcyjny pochodzit od 13 osobnikéw plei meskiej w wieku
9—65 lat, u ktérych zgon nastgpil nagle. Przyczyng $mierci byl w 4

* Praca wykonana w ramach umowy polsko-amerykanskiej z NIH, Bethesda
nr 05-002-1.
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395 J. Finowicka-Walczyna Nr 3
przypadkach zawal serca, w 3 — stluczenie pnia moézgu, w 2 — zator
tetnicy plucnej, a ponadto (po 1 przypadku) wylew podpajeczynowkowy,
zatrucie tlenkiem wegla, pekniecie tetniaka rozwarstwiajgcego aorty,
zadzierzgniecie. Dostepna dokumentacja lekarska, dotyczgca tych zmar-
tych (kliniczne historie chorob, wyniki badania anatomopatologicznego)
pozwolita z duzym prawdopodobienstwem na wylaczenie schorzen ukia-
du nerwowo-miesniowego, a takze przewleklych schorzen ogdélnoustro-
jowych.

Wycinki pobrano ze $rodkowej cze$ci wspolnego brzusca EDB. Podsta-
wowe dane anatomiczne EDB przedstawiajg sie nastepujgco: miesien ten
potozony jest w obrebie bocznej cze$ci grzbietu stopy, spoczywa bezpo-
Srednio na kosciach $rodstopia i przykryty jest czesciowo przez Sciegna
prostownika diugiego palcow. Cienki i plaski brzusiec rozpoczyna sie na
kosci pietowej i po krétkim przebiegu (* 2 cm) dzieli sie zwykle na
3 czesci, ktore nastepnie przechodzg w S$ciegna dla 2, 3 i 4 palca stopy.
Przebiegajacy przysrodkowo prostownik krotki palucha uwazany jest
z reguly za odrebny miesien. Palec piaty otrzymuje swe krétkie Sciegne
prostujace z miesnia strzatkowego krotkiego. EDB unerwiony jest przez
galgzke nerwu strzalkowego glebokiego. Galgzka ta dzieli sie na 2—3
czesci, ktéore wnikajg do EDB od strony jego tylno-dolnej powierzchni.
Lambert (1969) opisal niestalg (w 20%) gatazke ruchowg od nerwu strzal-
kowego powierzchniowego, biegngcg do bocznej krawedzi tego miesnia.
W dwoch przypadkach (nr 8 i 9) pobrano jednoczesnie z tej samej nogi
wycinek z mie$nia piszczelowego przedniego, ktoéry jest, jak wiadomo
réwniez zaopatrywany przez galazke nerwu strzalkowego glebokiego.

Material pobierano w okresie do 24 godzin po zgonie ze wzgledu na
ograniczony czas utrzymywania sie aktywnosci ATP-azy miofibrylarnej.
Wycinki zamrazano w izopentanie, chtodzonym suchym lodem, a nastep-
nie krojono w kriostacie w temperaturze —23°C na skrawki o grubosci
10 u, prostopadle do przebiegu widkien miesniowych. CzeS¢ skrawkow
z kazdego wycinka barwiono hematoksyling-eozyng (H—E) oraz metoda
van Gieson, a w pozostalych oznaczano aktywnos¢ ATP-azy miofibrylar-
nej, zaréwno w S$rodowisku zasadowym o pH 9,4 (Padykula, Herman,
1955), jak i po preinkubacji kwasnej w $rodowisku 10 mM EDTA
o pH 4,3.

W skrawkach barwionych HE i metoda van Gieson oceniano $rednicg
wlokien mie$niowych oraz wzajemny uklad w preparacie wiékien za-
niklych i przerostych (rozproszenie ich w preparacie lub zgrupowanie
w peczki). Oceniano tez strukture poszczegdlnych wlokien miesniowych.
Z preparatéow histochemicznych wykonano zdjecia fotograficzne o po-
wiekszeniu 120 X. Na ich podstawie oceniano rozklad wilokien poszcze-
gélnych typéw histochemicznych, liczono maksymalng liczbe jednolitych
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histochemicznie wlékien lezacych obok siebie oraz rozpatrywano, jakiego
typu wiokna ulegaja w danym preparacie zanikowi, szczegélnie zanikowi
peczkowemu. Z kazdego wycinka nastepnie wykonano histogramy 1000
lezgcych obok siebie wiokien miesniowych z uwzglednieniem ich typu
histochemicznego. W przypadku nr 11 rozpatrywano tylko 720 widkien
(gayz pozostate wlokna w preparacie zostaly przekrojone zbyt skosnie).
Jako $rednice pojedynczego wlokna miesniowego przyjmowano S$rednig
warto$¢ najdluzszego i najkrotszego wymiaru widékna, przechodzgcego
przez jego Srodek, w plaszczyznie prostopadiej do jego podluznego prze-
biegu.

Histogramy wykonano na pddstawie zdje¢ z preparatow, w ktorych
oznaczano aktywnos¢ ATP-azy po preinkubacji kwasnej, gdyz w tej
wlasnie metodzie wyraznie zaznaczajg sie obok wiokien I i II typu row-
niez wlékna posrednie. W badaniu tym wioékna typu I wykazujg duza
aktywno$¢ ATP-azy, a widkna typu II — malg.

WYNIKI

Makroskopowo stwierdzono, ze grubos¢ EDB wahala sie w do$¢ znacz-
nych granicach: u mlodych os6b (przypadek nr 2 i 3) dochodzita ona do
12 mm, brzusiec mie$nia byt wtedy wyraznie widoczny przez skoére. Na-
tomiast u os6b powyzej 50 roku zycia dos¢ czesto obserwowaliSmy zmniej-
szenie si¢ pionowego wymiaru mie$nia do 5—7 mm. Podobnym wahaniom
podlegal wymiar boczno-przysrcdkowy. Dlugos¢ miesnia byla wzglednie
stala i wynosila okolo 7—8 cm. Badaniem histologicznym (Tabela i)
w 10 na 13 przebadanych przypadkéw stwierdzono zanik wiékien mies-
niowych z tym, ze wyrazne grupowanie zaniklych wlokien w peczki ob-
serwowano w 7 przypadkach, a wlékna o mniejszej $rednicy rozrzucone
miedzy prawidlowymi wléknami — w 3 przypadkach. Widkna przeroste
znaleziono w 7 przypadkach, najczesciej byly one pojedyncze i lezaly
rozrzucone w preparacie, rzadziej grupowaly sie w peczki.

Zmiany zwyrodnieniowe byly niezbyt nasilone, najczeSciej dotyczyty
wlokien przerostych i miaty zwykle charakter szkliwienia, rzadziej roz-
szczepienia si¢ wlékien. Wiokna przeroste tracily swoj prawidlowy wie-
loboczny ksztalt, stawaly sie okragle lub owalne. W kilku przypadkach
stwierdzono nieliczne widkna z centralnie polozonymi jgdrami. W 2 przy-
padkach (nr 8 i 10) obserwowano pojedyncze widkna okrezne.

Wiokna zanikle wykazywaly bardziej wielokgtny ksztait lub byly to.
(w bardziej nasilonych zmianach) jedynie grupy jader otoczonych sar-
kolemmg. Wl6kna te mialy z reguly ciemne, pyknotyczne jgdra, czasami
stwierdzano rozpad wlokien. Innych zmian wstecznych w nich nie
stwierdzono.
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Tabela 1. Badania histologiczne i histochemiczne mieénia EDB

Table 1. Histological and histochemical examination of EDB muscle
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Ryc. 1. Przekr6j poprzeczny przez EDB. Aktywno$¢é adenozynotr6jfosfatazy mio-
fibrylarnej po preinkubacji kwasnej Pow. 120 X. a. Przypadek nr 5: niewielkie
zgrupowania wilokien jednolitych histochemicznie na tle mozaikowego uktadu
wlbkien poszczegbélnych typow. b. Przypadek nr 3: grupowanie wibkien jednolitych
histochemicznie. Wiokna zanikle skupione w peczki.

Fig. 1. Cross section of EDB. Myofibrillary ATP-ase activity after acid preincu-

bation. X 120. a. Case No 5: Grouping of muscle fibres showing the same intensity

of enzyme activity and normal mosaic pattern of particular types of muscle fibres.

b. Case No 3: Grouping of muscle fibres showing the same intensity of enzyme
activity. Atrophic fibres arranged in bundles.
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Badaniem histochemicznym stwierdzono prawidlowy, mozaikowy
uklad wlokien obu typéow w 5 przypadkach, jednakze w 3 sposréd nich
na tle mozaiki wystepowaly pojedyncze grupy widkien, jednolitych hi-
stochemicznie (ryc. la). W przypadku nr 11 nie stwierdzono wyraznego
zroéznicowania widkien na typy (ryc. 1b). W pozostatych 7 przypadkach
dominowaly w preparacie duze grupy wilokien zaréwno I jak i II typu.
Szczegblnie duze skupienie jednolitych wilékien obserwowano w przy-
padkach nr 3, 4, 8, a zwlaszcza nr 13, gdzie na tle ogromnych grup wilo-
kien typu II (do 500—600) widoczne byly mniej liczne grupy wioékien
typu I, obejmujgce okolo 80—90 widkien.

Poréwnujgc ogélng liczbe wilokien poszczegélnych typéw w przebada-
nych wycinkach stwierdzono, ze w 6 przypadkach wlékna typu II byiy
liczniejsze niz typu I, w 4 przypadkach liczba wldkien obu typoéw byla
podobna, w 2 przypadkach przewazaly wiokna typu I.

Na podstawie histograméw mozna stwierdzi¢, ze wtokna typu I z regu-
ly byly mniejsze niz wlékna typu II, wsréd ktéorych z kolei czeSciej
cbserwowano wtokna przeroste. Stwierdzono zanikle wlokna giléwnie ty-

0/0

- widkna typu I
A -widkna typu II
-wl{dkna posgrednie

207

154

O 0y 20 30, 4080 80 o 7080 S0 00 10320
srednice widkien

Wykres 1. Histogram $rednic wiokien mie§niowych EDB. Przypadek Nr 9. Widkna

mig§niowe prawidlowo zr6znicowane histochemicznie na typy w zaleznoSci od

aktywno$ci adenozynotr6jfosfatazy po preinkubacji kwa$nej. Stupki kratkowane

oznaczajg aktywno§¢ wldkien posrednich, stupki czarne — aktywno§é wibdkien
typu I, stupki biate — aktywno$§¢ wiékien typu II.

Diagram 1. Histogram of diameters of muscle fibres of EDB muscle. Case No 9.

Muscle fibres normally differentiated into histochemical types depending on

adenosine triphosphatase activity after acid preincubation. Checkered columns

indicate the activity of intermediate fibres, black columns — activity of type
I fibres, white columns — type II fibres,

Neuropatologia Polska — 8
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pu I w 4 przypadkach, a typu II — w 5 przypadkach (wykres 1.).
W przypadku nr 11 nie mozna bylo oceni¢, jakiego typu wilékna zanikajg
ze wzgledu na ujednolicenie aktywnosci enzymatycznej (wykres 2.).

%I?

20t

10 1

' 1007520730 40 B0 6D DY 80 901001101201M
grednice widkien

Wykres 2. Histogram $rednic wi6kien mieéniowych EDB. Przypadek Nr 11. Ujedno-
licenie aktywnos$ci adenozynotr6jfosfatazy we wszystkich wl6knach mig§niowych.
Objasnienie jak w wykresie 1.

Diagrarh 2. Histogram of diameters of muscle fibres of EDB muscle. Case No 11.
Uniform reaction of adenosine triphosphatase in all muscle fibres. Legend in
Diagram 1.

Stopien nasilenia zaniku by! zmienny, od pojedynczego peczka licza-
cego 12 widkien (nr 3) do do$¢ licznych duzych peczkéw, ztozonych
z okolo 50 wiodkien zaniklych (nr 9). Wildkna zanikle byly najczesciej
jednolite histochemicznie w obrebie calego peczka. '

W pobranych kontrolnie wycinkach mie$nia piszczelowego przedniego
(od 2 osobnikoéw) stwierdzone prawidlowy, mozaikowy uklad wlokien
oraz ich prawidlowg $rednice. W obydwu tych przypadkach jednoczesnie
pobrane wycinki z EDB wykazywaly grupowanie wlékien obu typéw
i zanik peczkowy.

OMOWIENIE

Klasycznym histologicznym objawem uszkodzenia neurogennego jest
zanik peczkowy widkien miesniowych. Wg Edstoma i Kugelberga (1968)
jednostka ruchowa jest jednorodna pod wzgledem metabolicznego cha-
rakteru wldékien miesniowych. Typowy uklad mozaikowy na przekroju
poprzecznym miesSnia wynika z faktu przemieszania sie wilokien, naleza-
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cych do kilku sgsiednich jednostek. Engel (1965) twierdzi, ze najwieksza
liczba wiokien tego samego typu, lezacych obok siebie wynosi w warun-
kach fizjologicznych 15—25.

Uszkodzenie neuronu cbwodowego prowadzi do odnerwienia wiékien
miesniowych nalezacych do danej jednostki ruchowej. Sgsiednie nie-
uszkodzone aksony przejmujg zadanie reinerwacji, zwiekszajgc w ten
sposob terytorium wlasnej jednostki. Wzrasta wtedy prawdopodobien-
stwo wystgpienia duzej grupy wlokien jednolitych histochemicznie, po-
niewaz reinerwowane wlokna miesniowe uzyskujg aktywnos¢ enzyma-
lyczna typcwa dla reinerwujgcej jednostki (Dubowitz 1970). Reinerwacja
wyraza sie wiec grupowaniem wilokien tego samego typu (Engel 1970).
W wypadku ponownego odnerwienia takiej powiekszonej grupy widkien
miesnicwych dochodzi do zaniku grupowego.

W przebadanym materiale zwraca uwage fakt, ze u wszystkich osob-
nikéw z wyjatkiem najmlodszego, 9-letniego spotyka sie zaznaczone
w wigkszym lub mniejszym stopniu takie objawy uszkodzenia neurc-
gennego, jak zanik peczkowy, grupowanie widkien, do$¢ duzg liczbe
wlokien posrednich oraz w jednym przypadku ujednolicenie aktywmosci
enzymatycznej wlokien miesniowych. Obecnos¢ widkien przerostych oraz
wiokien z dyskretnymi zmianami strukturalnymi, a takze (w niektérych
przypadkach) rozproszenie widkien zaniklych wsréd wiokien prawidlo-
wej szerokosci to zasadniczo cechy uszkodzenia pierwotnie miesniowego,
chociaz wiadomo, ze obraz taki widuje sie takze w przewlekle postepu-
jacych procesach neurcgennych.

Obraz histologiczny i histochemiczny EDB moéglby wiec Swiadczyé
o toczgcych sie w tym mie$niu procesach odnerwienia i reinerwacji na-
wet u osobnikéw bez innych cech uszkodzenia ukladu nerwowo-mie$nio-
wego. Stanowi to pewng odrebnos¢ w poréwnaniu z innymi mig$niami.
Zastanawiano sie nad przyczyng tej morfologicznej osobliwosci EDB.
W gre moze wchodzi¢ miedzy innymi ucisk wlékien nerwowych przez
elementy lgcznotkankowe w obrebie stopy. Na sekcji czesto zwracano
uwage na uci$niecie nerwu przez naciggniete Sciegna prostownika diu-
giego palcow stopy, jak rowniez przez nadmiernie pogrubialy troczelz
prostownikow, ktoéry jest czeSciag aparatu powieziowego na wysokosci
stawu skokowego. Nasuwataby sie tu analogia z zespotem cie$ni nad-
garstka (Johnson i wsp., 1973).

Nalezy wzig¢ réwniez pod uwage mozliwos¢ niewygodnego obuwia
jako przyczyny przewleklych mikrourazéw wiokien nerwowych, zaopa-
trujacych EDB. Mozliwoscig istnienia takich wlasnie mikrourazéow ttu-
maczyli Gairns i wsp. (1960) mniejszg gestos¢ widkien mielinowych w za-
konczeniach nerwowych w obrebie palucha w poréwnaniu z podobnymi
nerwami w pozostalych palcach stopy.
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Zblizone dane dotyczgce morfologii EDB podali wczesniej Jennekens
i wsp. (1971, 1972) oraz Johnson i wsp. (1973). Stwierdzili oni, ze w mie$-
niu tym nawet u oséb miodych dos¢ czesto spotykany jest duzy rozrzut
Srednicy wldkien oraz zanik peczkowy i grupowanie wiokien jednolitych
histochemicznie w skupienia liczgce 60—100 widkien miesniowych. Zmian
takich nie obserwowano w innych miesniach szkieletowych. U ludzi star-
szych (60—90 lat) pojawialy sie wprawdzie podobne zmiany réwnicz
w niektorych innych miesniach, jednakze byly one znacznie mniej na-
silone niz w EDB w tym samym wieku.

W naszym materiale, podobnie jak w przytoczonych powyzej doniesie-
niach, istnieje tendencja do nasilania sie zmian w EDB wraz z wiekiem
(u dwoéch najmtodszych osobnikow obserwowano wylacznie uktad mozai-
kowy bez grupowania, najmlodszy osobnik nie mial réwniez wilokien
zaniktych).

Zarowno wymienione powyzej prace morfologiczne, jak i elektrofizjo-
logiczne (Roselle, Stevens, 1973) wykazuja, ze prawie w kazdym wieku,
z wyjatkiem najwczesniejszych lat zycia, w EDB pojawiajg sie cechy
typowe dla uszkodzenia neurogennego. Wobec tego McComas i wsp.
chyba niezbyt trafnie wybrali ten wlasnie miesien do badan nad ewen-
tualng neuralng patogeneza niektérych schorzen uwazanych dotychczas
za pierwotnie mig$niowe.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze w miesniu EDB stwierdza sie
znacznie czeSciej niz w innych mies$niach zmiany $wiadczgce o uszkodze-
riiu neurogennym. Zmiany te wyrazajg sie¢ przede wszystkim obecnoscia
zaniklych wlékien mie$niowych, zwykle grupujacych sie w peczki oraz
skupianiem sie wiokien jednolitych histochemicznie. Na uwage zastuguje
fakt, ze zmiany powyzsze widoczne sg nie tylko u osobnikow starszych,
ale i u mtodych. W mechanizmie powstania tych zmian zasadniczg role
odgrywaja, jak sie wydaje, czynniki miejscowe.

WU. dunoBunka-Banbunna
OCOBEHHOCTB MOP®DOJIOTUU KOPOTKOI'O PA3TUBATEJA CTOIIBI
PeswomMme

Y 15 auiu, BHE3amHO CKOHYABILUMXCH, Opajnch BHIPe3KM KOPOTKOro pasrmbaTelid
nanpues cronsl (EDB). IIpenapaTbl OKpallMBaJMChb TIEeMATOKCMIMHCM Y 303MIIOM
u no mMeroay Baum I'mcona, a TakiKe ONpeAeNsjiach aKTUBHOCTbL MUCHUGPUIIADIOM
AT®-a3pl. B 10 cayuasax Oblia obuapykena aTpodusi MEILIEYHBIX BOJOKOH (B T ciy-
_Jafax 970 6blna nmyukoBad aTtpodus). [Ipy rUCTOXMMMYECKOM MCCIEJA0BaHUM TIPABUIIbL-
HOE€ MO3auyHOEe pacrojioXKenue BOJOKOH 000ux Tmons Oblno obHapyzKeuo JMILb

B 2 cJaydasaX, B OCTaJbHBIX B MeHbLIEN MIM B OOJblueir cTeneEy HaOJa0IalIoch
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rpynnupoBanye TUCTOXMMMYECKM OJHOPOJHLIX BOJIOKOH. I'MCTOJIOrMYecKce M TUCTO-
XUMHUUeCcKoe uccienoBanue OeploOBoi mnepexHesrt Mbiunsl (y 2 m3 9tux 13 aun) ue
BbLIABUJIO OTKJIOHEHMIA OT HOPMDBI.

J. Finowicka-Walczyna

PECULIAR MORPHOLOGY OF THE MUSCULUS EXTENSOR DIGITORUM

BREVIS

Summary

Specimens from the extensor diagitorum brevis (EDB) muscle were obtained
from 13 individuals who died suddenly and did not suffer from neuromuscular
diseases, The material was stained with hematoxylin-eosin and according to van
Gieson method; the activity of myofibrillary adenosinetriphosphatase (ATP) was
investigated. In 10 cases muscle fibres atrophy was seen (in 7 cases it was bundles
atrophy). Histochemical examination showed normal chessboard pattern of two
types of muscle fibres only in 2 cases. In 10 cases it was seen to greater or lesser
degree the grouping of muscle fibres showing the same intensity of enzymatic acti-
vity. Histological and histochemical examination of tibial anterior muscle taken
from 2 of those 13 individuals was normal.
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JERZY KULCZYCKI, CEZARY FRYZE

PRZYPADEK SARKOIDOZY UKLADU NERWOWEGO
ZE SZCZEGOLNYM ZAJECIEM RDZENIA KREGOWEGO

Klinika Neurologii Instytutu Choréb Uktadu Nerwowego i Narzgdéow Zmystow
Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie
Kierownik: prof. dr med. M. Jarema

Obraz kliniczny sarkoidozy ukladu nerwowego (UN) zalezy od bardzo
wielu réznych czynnikow. Istotne znaczenie ma umiejscowienie i stosunek
ziarniny sarkoidowej do tkanki nerwowej, tj. czy proces rozwija sie na-
ciekajgc opony, tkanke nerwowa lub naczynia, czy uciskajgc tkanke ner-
wowg lub naczynia. Jezeli nacieki ziarninowe rozwijajg sie w kilku
miejscach UN, znajduje to swoje odzwierciedlenie w bogatszej sympto-
matologii klinicznej. Wydaje sie, ze pewne objawy neurologiczne zalezy
od wplywéw toksycznych lub niedomogi niektoérych narzadéw wewnetrz-
nych, w ktérych toczy sie proces chorobowy. Wymienione czynniki datly
podstawe do wyodrebnienia réznych zespotow klinicznych sarkoidozy UN,
ktérych wiele opublikowano od czasu pierwszego opisu przez polskich
autor6w Lenartowicza i Rotfelda w 1930 r. Jedne z nich wystepujg cze-
sto, inne zdarzaja sie sporadycznie. Przypadek obserwowany w naszej
Klinice pod wieloma wzgledami odbiega od opisywanych w pi§mien-
nictwie.

OPIS PRZYPADKU

Chory M. W, lat 18 (nr h. ch. 381/73) zostal przyjety do Kliniki z po-
wodu niedowladu konczyn dolnych. Oslabienie konczyn pojawito sie
przed tygodniem, poczatkowo dotyczylo stép, stopniowo obejmujac inne
odcinki konezyn. W 3 dni pdzniej zaczely stabna¢ konczyny gérne. Z wyv-
wiadu oraz bogatej dokumentacji lekarskiej wiadomo, ze chory od 3-go
roku zycia leczyl sie¢ z powodu sarkoidozy. Rozpoznanie zostaio ustalone
w 1965 roku na podstawie histopatologicznego badania wezla chlonnego
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szyi podczas pobytu chorego w Instytucie Reumatologii w Warszawie.
Stwierdzono wowczas typowe zmiany w plucach, w skorze oraz objawy
zapalenia stawow, zapalenia blony naczyniowej oczu oraz powiekszenie
watroby i $ledziony. Od poczatku leczony byt glikokortykoidami. Stosun-
kowo wczesnie ustgpily zmiany skorno-stawowe, nastepnie cofnely sie
zmiany w plucach. Utrzymywalo sie powiekszenie watroby i $ledziony
oraz zmiany oczne. Préoby odstawienia hormonéw powodowaly zaostrze-
nie procesu chorobowego, ktére manifestowalo sie wystepowaniem zmian
ocznych, skoérno-stawowych, plucnych. Jednoczesnie wzrastaly bioche-
miczne wyktadniki procesu zapalnego. Ze wzgledu na nasilenie sie zmian
ocznych od 1970 roku obok leczenia hormonalnego podawano réwniez
$rodki immunosupresyjne (immuran i purinetol), a w 1971 roku usunieto
prawa gatke oczng. W kilka tygodni po zabiegu nastgpila remisja i od
tego czasu pacjent otrzymywal tylko podtrzymujgce dawki encortonu.
Czul sie dobrze, a kontrolne badania dodatkowe wykazywaly tylko nie-
znaczny wzrost wskaznikow procesu zapalnego.

Do Kliniki Neurologii przyjety byl w stanie ogélnym dosy¢ dobrym.
Chory byl budowy drobnej, infantylnej (wzrost 146 cm), ale o zachowa-
nych proporcjach ciala. W narzgdach wewnetrznych poza powieksze-
niem watroby oraz $ledziony odchylen nie wykryto. W stanie neurolo-
gicznym stwierdzono oslabienie ostrosci wzroku lewego oka (V = 0,6)
oraz niedowlad spastyczny wszystkich konczyn, bardziej wyrazony w kon-
czynach dolnych, bez zaburzen czucia. Z wykonanych badan dodatkowych
na uwage zasluguje badanie krwi, a mianowicie Hb 52%, krwinki czer-
wone 3.600.000, krwinki biate 15.530, OB 76/108 mm, obraz Schillinga:
wielojgdrzaste 83%, limfocyty 15%, monocyty 2% oraz plyn mozgowo-
-rdzeniowy: ci$nienie 180/140 mm H,O, proba Queckenstedta 1 Stookey’a

Ryc. 1. Naciek limfocytarny wok6t malego naczynia tetniczego w opuszcze. Fiolet
krezylu. Pow. 400 X,

Fig. 1. Lymphocytic infiltration around the small, bulbar arterial vessel. Cresyl
violet. X 400.

Rye. 2. Gruzelek o duzym zageszczeniu elementéw komoérkowych w placie skro-
niowym. Fiolet krezylu. Pow, 100 X

Fig. 2. Densly cellular granulomatous nodule in the temporal lobe. Cresyl violet.
X 100.

Ryc. 3. Fragment strefy komoérek nablonkowatych gruzeltka sarkoidozy. Centralna
cze$é gruzetka w dolnej czeSci ryciny. Fiolet krezylu. Pow. 400 X,

Fig. 3. The zone of the epithelioid cells of the sarcoid granulomatous nodule.
Central part of the nodule in lower part. Cresyl violet. X 400,

Ryc. 4. Martwica skrzepowa w S$rodkowej czeSci gruzeltka, W dolnej cze$ci ryciny
pojedyncze komoérki nablonkowate. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 4. Coagulation necrosis in the centre of the granulomatous nodule. A few
epithelioid cells in lower part. Cresyl violet. X 400.
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prawidlowe. Bialko 100 mg%, cytoza 4 limf./1 mms3. Osad pltynu bada-
ny metodg Sayka: granulocyty obojetnochtonne 34%, komérki limfocy-
tarne 16%, monocyty 50% — w tym liczne formy przejSciowe. Elektro-
foreza pltynu moézgowo-rdzeniowego: biatko 6,44 g%, frakcje biatkowe:
albuminy 59,50%, globuliny alfa, 5,40%, alfa, 9,10%, beta 11,50%, gamma
14,50%.

Od poczatku pobytu pacjent otrzymywal duze dawki encortonu oraz
Srodki objawowe i antybiotyki. Niedowlad konczyn narastal. W 16-tym
dniu pobytu nagle wystgpitla dusznos¢ i mimo reanimacji chory zmarl
wsrod objawow obrzeku pluc i objawéw niewydolnosci krgzenia.

Wynik badania anatomo-patologicznego: morbus basalis: Sarcoidosis
(secundum informationem clinici). Causa mortis: Oedema pulmonum. Foci
calcificati multiplices pulmonum (et renum). Oedema pulmonum. Bron-
chopneumonia incipiens ambilateralis. Amyloidosis hepatis et renum et
lienis et lymphonodorum colli. Status post enucleationem bulbi oculi
dextri olim factam. Inanitio.

Sekcja mozgu makroskopowo nie wykazala odchylen. Na przekrojach
rdzenia kregowego na roznych wysokosciach rysunek istoty szarej byt
niewyrazny, istota biala miejscami o rézowo-szarym zabarwieniu. Do
badania mikroskopowego pobrano liczne wycinki ze wszystkich platow
mozgu, jader podstawy, pnia moézgu, moézdzku oraz z odcinka szyjnego,
piersiowego, ledzwiowego i krzyzowego rdzenia kregowego. Material
utrwalono w formalinie, skrawki parafinowe barwiono H-E, fioletem
krezylu, wg metody van Gieson, Heidenhaina, Holzera (w modyfikacji
Kanzlera Arendta) oraz Ziehl-Neelsena.

W preparatach z mozgowia stwierdzono miernego stopnia obrzek tkan-
ki nerwowej i tendencje do tworzenia sie leukocytarnych zakrzepow
w $wietle naczyn kory i istoty biatej. Dookota licznych naczyn krwio-
nosnych, gtéwnie w platach skroniowych i pniu mézgu znajdowaly sie
nacieki skladajgce sie z komorek limfoidalnych o réznym stopniu za-
geszczenia (ryc. 1). Sciany rogéw dolnych komoér bocznych wykazywatly
pojedyncze grudki rozplemu wysciotki i gleju podwysciétkowego. W méz-

Ryc. 5. Gruzelek o miernym zageszczeniu komoérek w powr6ézku bocznym rdzenia
kregowego. Nacieki limfocytarne w przylegajacej oponie migkkiej. Fiolet krezylu.
Pow. 100 X.

Fig. 5. Granulomatous nodule of moderate cellular density in funiculus lateralis
of the spinal cord. Lymphocytic infiltrations in adherent pia mater. Cresyl violet.
X 100.

Ryc. 6. LuZno utkany gruzelek w rdzeniu kregowym. Obok limfocytéw i komoérek
nabtonkowatych komoérka olbrzymia typu Langhansa. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 6. Loosely cellular nodule in the spinal cord. Besides lymphocytes and epi-
thelioid cells one giant cell of Langhans type. Cresyl violet. X 400.
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gu jedynie w korze amonalnej znaleziono ognisko nacieku komoérkowego
pod postacig gruzelka $rednicy ok. 800 mikronéw, utworzonego z pierscie-
nia gesto lezgcych komérek nablonkowatych i otaczajgcych je szeroky
warstwg limfocytéw. Centrum gruzelka wypelnialy masy martwiczo
zmienionej tkanki z niewielkg ilo$cig granulocytow obojetnochltonnych
(ryc. 2, 3, 4). W obrebie rdzenia przedluzonego natrafiono na dwa po-
dobne gruzetki umiejscowione 3—4 mm pod dnem komory IV. W rdzeniu
kregowym ilos¢ gruzeltkoéw byla tak znaczna, ze stwierdzano je w kaz-
nym niemal wycinku pobranym do badania. Nierzadko w plaszczyznie
jednego przekroju poprzecznego rdzenia natrafiano na 2—3 gruzetki.
Byly one najczesciej zlokalizowane w sznurach istoty bialej, w glebi lub
bezposrednio pod opona miekky (ryc. 5). Zazwyczaj nie wykazywaly tak
duzego zageszczenia komoérek nablonkowatych jak opisane wyzej ognisko
w placie skroniowym i mialy réwniez tendencje do rozpadu w czegci
srodkowej. Poza masami martwiczymi niektére gruzetki zawieraly 1--3
komoérki olbrzymie typu Langhansa (ryc. 6). Preparaty barwione metodg
Kanzlera-Arendta nie wykazywaly wyraznego udzialu astrogleju w bu-
dowie gruzetkéw, ani znaczniejszego odczynu w ich otoczeniu. Nie udatlo
sie stwierdzi¢ w zadnym z preparatéow obecnosci pratkéw kwasoodpor-
nych.

OMOWIENIE

W opisanym przypadku zaréwno przebieg kliniczny, jak i badanie neu-
ropatologiczne pozwalajg na rozpoznanie sarkoidozy. Potwierdza to réw-
niez badanie bakteriologiczne, ktére nie ujawnito obecnosci pragtkow gruz-
licy w zadnym z badanych wycinkéw tkanek. Nasza obserwacja kliniczna
potwierdza zdanie niektoérych autorow (Szemraj, Burchard 1966; Douglas,
Maloney 1973; Hulanicka 1974), ze zajecie w tym schorzeniu O.U.N. wy-
bitnie pogarsza rokowanie, w odroznieniu od przypadkéow, w ktorych
sarkoidoza uszkadza jedynie nerwy obwodowe (Wiedersholt, Siekert
1965; Cendrowski 1966; Rinne 1967; Douglas, Maloney 1973; Hulanicka
1974). Zwraca uwage fakt, ze u naszego pacjenta zespét objawéw neuro-
logicznych rozwinat sie dopiero po 15 latach trwania choroby, a ostatnie
3 lata byly okresem remisji, w czasie ktdérej stosowano podtrzymujgce
dawki encortonu. Od chwili stwierdzenia pierwszych objawow ze strony
O.U.N. postep schorzenia byl bardzo szybki, mimo stosowania intensyw-
nego leczenia. Musimy przyja¢, ze byl on zwigzany z ogniskami sarkoido-
zy w O.U.N., poniewaz szczegoéiowe badanie anatomo-patologiczne nie
wykazalo zmian w innych narzadach, wystarczajgcych do potwierdzenia
rozpoznania klinicznego.

Rdzeniowa posta¢ sarkoidozy wystepuje bardzo rzadko. W materiale
Hulanickiej i Niewiadomskiej (1974) wséréd 16 przypadkéw sarkoidozy
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U.N. tylke u jednego chorego miato miejsce uszkodzenie rdzenia krego-
wego. W materiale Vogta (1950) rowniez tylko w jednym z dziewieciu
przypadkéw sarkoidozy U.N. stwierdzono objawy rdzeniowe. W zesta-
wieniu Silversteina i wsp. (1965), obejmujacym 120 przypadkéw sarkoidc-
zy U.N. zebranych z piSmiennictwa, objawy uszkodzenia rdzenia stwier-
dzono u 8 chorych (w tym w 2 przypadkach watpliwe) manifestujgce sig
jedynie porazeniem pecherza moczowego. Wielu autoréw podkresla, ze
w przypadkach sarkoidozy U.N. z objawami rdzeniowymi dochodzi zwyv-
kle do ucisku rdzenia. Na podstawie analizy zmian neuropatologicznych
w naszym przypadku mozemy powiedzie¢, ze nacieki zapalne w obrebie
opon nie byly nigdzie tak masywne, aby mogly powodowa¢ objawy ucis-
kowe; rozwijajace sie niedowlady byly bezposrednim wynikiem licznych
gruzelkow sarkoidozy, rozsianych w calym rdzeniu kregowym. Obraz
morfologiczny tych gruzetkéw przeczy poglagdom, spotykanym jeszcze
niekiedy w literaturze, ze nacieki sarkoidozy réznig sie od zmian gruz-
liczych brakiem centralnego ogniska martwicy. Cecha ta nie moze stano-
wi¢ podstawy réznicowania tych dwu schorzen. Wieksze znaczenie moze
posiada¢ — w $wietle naszej obserwacji — obecnos¢ lub brak pratkéw
eruzlicy w ogniskach zapalnych, szczegélnie, jesli nie stosowano uprzed-
nio leczenia przeciwpratkowego.

E. Kyabunigyu, 1. dpuse

CIYYAM CAPKOVMJIO3A HEPBHOJ CHUCTEMBI
CO BHAYMTEJIBHBIM 3AXBATOM CIIMHHOI'O MOS3TA

PezwmMme

IIpusBoauTCcaA ciydailr capkomMzosa HEPBHOM CcuCTEMbl. VI3MeHenus SbICTYHalM BO
BCEM CINMHHOM Mo3re. Ha HEKOTOpsIX cpes3ax Onin obnapyXXeH HEKPO3 B CpenHeln
yactu y3ejka. OTcyTcTBME HEKpO3a J0 HeJNAaBHEr0 BPEMEHM pAaCi@MMUBajioch Kak
qepTa OTAMYANoIad CapKOMJAHYIO TPaHyJIAUMio OT TybepryaesHoro mnuduiIbTpaTa.
Bone3us Havajachk Ha 3 TOJAY 2KM3HM M3MEHEHMSAMU B KOXNie, B raasy, CKEJIeTHO-CY-
CTABHOM CHUCTEME M BO BHYTpenuux opranax. Ha nporszxenuy 15 JEeT NMpONOJIZKUTENb-
HOCTM 0OJie3uM PeUMAMBBI IIOBTOPSINIMCHL MHOrOKpaTiio, 110 6e3 CYMNTOMOB 3axeaTra
HEPBHOM CUCTEMBI. BBICTPO NpPOrpeccUpyroimnii Iapes3 EBCeX KOHCHHOCTEN NOABUJACA
B IOCJieIHME TPU HEAENM KU3HU, [OCJe PeMuUccym, TPOAOJIKAIOIIeiicsd MO4TU TPU
rojia.

J. Kulezycki, C. Fryze
CASE OF SARCOIDOSIS OF THE NERVOUS SYSTEM
WITH PARTICULAR INVOLVEMENT OF THE SPINAL CORD
Summary

Presented is the case of sarcoidosis of the nervous system in which the lesions
were localized along the spinal cord. In some cross sections the necrosis of the
central part of the granulomatous nodule was found. The lack of the necrotic
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centre untill recently was considered to be a feature differing sarcoid granuloma
from the tuberculous infiltration. The malady began when the patient was only
3 years old with the development of lesions in the dermis, eye, in osseo-articular
system and in the internal organs. During 15 years of duration there were many
recurrences of the disease but the signs of the nervous system involvement were
not observed. The fast progressing tetraparesis developed only in the last 3
weeks of life after almost 3 years lasting remission.

10.
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MARIA OSTENDA

STAN ZEACZA NACZYNIOWO-GLEJOWEGO
W NAPROMIENIONEJ TKANCE MOZGOWEJ

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej PAN

Tkanka moézgowa nie barwi sie podanymi dozylnie barwnikami przy-
zyciowymi w przeciwienstwie do tkanek innych narzadéw. Na tym spo-
strzezeniu oparto teze o istnieniu systemu ograniczajgcego wymiane mie-
dzy krwioobiegiem a tkankg moézgowa nazwanego ,,bariera krew-moézg’.
Przyjeto poglad, ze struktury regulujgce transport z krwi do moézgu znaj-
duja si¢ w $cianach naczyn wlosowatych i w ich bezposrednim sgsiedztwie
(Gabryel 1973). Poglad ten jest uzasadniony szczegélng budowg wlosni-
czek mozgu, ktéorych srodblonek tworzy warstwe ciggly pozbawiong fe-
nestracji, a zespolenia miedzy S$rodblonkami stanowig waskie szczeliny
typu zespolen S$cistych. Scistos¢ polaczen miedzysrédblonkowych oraz
ub6stwo pinocytozy jest uwazane za morfologiczny substrat bariery
(Brightman, Reese 1970; Gabryel 1973). Z drugiej za$ strony okolonaczy-
niowe wypustki astrocytow otaczajg wlosniczki Scistg otoczkg obejmuja-
cg 85% powierzchni naczynia (Farquhar, Hartman 1957), dzieki czemu
transport z wlosniczki moze pozostawa¢ pod kontrolg astrogleju (Wolff
1970, Friede 1970). Pappenheimer (1970) mierzgc transport glukozy przez
blony doszed? do wniosku, ze wlosniczki odpowiadaja za bierne wiasci-
wosci transportu, ktérego czynna komponenta moze znajdowat sie
w astrocycie.

Dla wyswietlenia funkcji spelnianej przez kazdg z wymienionych
struktur w transporcie czynnym przeprowadzono szereg doswiadczen,
w ktorych czynnikiem wywolujagcym zmiany byly promienie jonizujgce.
Panuje opinia, ze ten rodzaj energii powoduje zmiany przepuszczalno$ci
blon komoérkowych, co prowadzi do zmian w funkcji bariery (Bacq,
Alexander 1961; Miquel, Haymaker 1967, Bloomstrand i wsp. 1975). Do-
bierajac odpowiednie warunki napromieniania mozna otrzymaé¢ z duza
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staloScig uszkodzenie bariery krew-moézg bez znacznych zmian tkanko-
wych (Miquel, Haymaker 1967). W obecnych badaniach stosowano niskie
dawki promieniowania, poniewaz celem pracy bylo badanie funkcji bio-
logicznej w uszkodzonej ale zywej komoérce. Badania te sg probg wyjas-
nienia wspoizaleznosci zdarzen prowadzgcych do uszkodzenia bariery
oraz powigzania obrazéw morfologicznych z niektérymi zmianami czyn-
nosciowymi. W tym celu podjeto prébe analizy utrastrukturalnego obrazu
uszkodzen bariery krew-moézg spowodowanych promieniowaniem jonizu-
jacym, uwzgledniajgc ich zmiany w czasie. Dla oceny iloSciowych zmixn
transportu zastosowano metody izotcpowe. Badania skoncentrowano na
nastepujgcych zagadnieniach:

1) Zmiany ultrastrukturalne na poziomie zlgcza wlosniczka-glej

2) Zmiany ultrastrukturalne w astrocycie izolowanym od krazeuia
{in vitro)

3) Transport znacznikéw barierowych przez wlo$niczki moézgu

4) Lokalizacja ultrastrukturalna enzyméw przyjmujgcych udziak
w transporcie czynnym.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 250 dorostych szczurach szczepu Wistar,
wagi 180—220 g, obu plci oraz na 580 hodowlach tkanki mézgowej. Zrod-
lem promieniowania byla bomba kobkaltowa typu Eldorado A, o $redniej
wydajnosci 100 r/min. W doswiadczeniu wstepnym ustalono dawke pro-
mieniowania, ktéra powcduje w okresie od kilku godzin do kilku c¢ni
wystgepowanie w moézgu zmian uchwytnych w mikroskopie swietlnym.
Dawka wynosita 800 r podanych jednorazowo na cate cialo. Tkanke moz-
gowg pobierano do badan w 3, 6, 12, 24, 48, 72, 125 i 168 godz. po ekspo-
zycji. Dla hodowli tkankowych dawke ustalono na podstawie wskaznika
mitotycznego. Wybrana dawka wynosila 5.000 r podanych jednorazowo
i powodowata spadek wskaznika mitotycznego do 3—4%e.

Stosowano nastepujgce metody: obserwacje w mikroskopie elektrono--
wym moézgu in situ (technika klasyczna), badanie przy pomocy peroksy-
dazy chrzanowej podawanej dozylnie (Reese, Karnovsky 1967, w mody-
fikacji Westergaarda 1973), badania izotopowe (7*Se-selenometionina
i 131J-albumina), obserwacje hodowli tkankowych w mikroskopie elek-
tronowym oraz obserwacje odczynéw histochemicznych w mikroskopie
Swietlnym (Barka, Anderson 1965) i wreszcie badania utrastrukturalnej
lokalizacji fosfataz hydrolizujacych estry fosforanowe (Torack, Barr-
nett 1964).
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WYNIKI

W najwczesniejszym okresie obserwacji (3 godz.) po ekspozycji nie
stwierdzano uchwytnych zmian morfclogicznych we wtosniczkach mozgu.
W astrocytach natomiast, zaréwno in vitro jak in situ, stwierdzano po-
szerzenie kanaléow zespolu Colgi i liczne mate pecherzyki w ich sa-
siedztwie, znaczne ilesci wolnych rybosoméw oraz gromadzenie ziaren
glikogenu w cytoplazmie. W astrocytach in vitro zmniejszaly sie w tym
okresie objawy pinocytozy. Po 6 godz. stwierdzano wybitne zwiekszenie
ilosci pecherzykow pinceytarnych w $rédblonkach wlosniczek oraz po-
szerzenie szczelin miedzySrédklonkowych (do 300 A), tworzgcych kanaly
clektrocnocptycznie puste. W {ym semym okresie obnizy? sie transport do
rnozgu "Se-selenometioniny, a wchianianie peroksydazy chrzanowej przez
pecherzyki pinocytarne uleglo spowolnieniu. Precdukt reakeji fosfataz hy-
drolizujgcych estry fosforanowe znikngt z blony podstawnej wielu naczyn
wlosowatych.

Po 24 godz. niektoére z opisanych zmian cofnely sie: zniknety zlogi gli-
kogenu w cytoplazmie astrccytow, zmniejszyla sie ilo§¢ pecherzykow pi-
nocytarnych w $rédbtonkach wlosniczek, transport selenometioniny vo-
wrocit do wartosci prawidlowych; réwnocze$nie narastaly zmiany w cy-
toplazmie astrocytéow, cbnizyla sie jej gestos¢ optyczna, pojawily sie
resztki rozpadilych organelli, narosla liczba cial gestych, wodniczek, kul
lipofuscynowych.

W grupie 48-godzinnej stwierdzano peroksydaze chrzanowg w prze-
strzeniach pozakomérkowych przylegajacych do naczyn. Pomimo to nie
obserwowano przechodzenia peroksydazy chrzanowej przez poszerzone
zespolenia miedzysréodblonkowe, produkt reakcji zatrzymywat sie zwykie
na mostku zespolenia $cistego. W tej samej grupie czasowej obserwowa-
no nasilen‘e zmian w lokalizacji ultrastrukturalnej fosfataz hydrolizuja-
cych estry fosforanowe: produkt reakcji pojawial sie w $rédblonku na-
czyn, rozsiany lub skupicny na jego btonach granicznych oraz na blonach
pecherzykéw pinocytarnych. Blona podstawna tych wlo$niczek pozosta-
wala pusta. Produkt reakcji znajdowano czesto na btonach komérkowych
astrocytow przylegajacych do naczyn.

W pozniej obserwowanych grupach (72—168 godz. po ekspozycji) ob-
serwowano narastanie zmian wstecznych w astrocytach. Badania histo-
chemiczne wykazaly w astrogleju wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej;
w mikroskopie elektronowym obserwowano liczne komoérki z cytoplazma
wypelniong przez ciala geste, wodniczki, ciala mielinopodobne i ciata
wielopecherzykowe. W naczyniach zmiany cofaly sie. Poszerzonych
szczelin miedzy S$rodblonkami nie obserwowano, liczba pecherzykéw pi-
nocytarnych zmniejszyla sie w poréwnaniu z wczesniej obserwowanymi
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grupami. Przenikanie peroksydazy chrzanowej do pecherzykéw pinocy-
tarnych nadal bylo spowolniate. Transport selenometioniny powrocit
do wartosci prawidlowych. Produkty reakcji hydrolaz swoistych byty
zlokalizowane, podobnie jak w 48-godzinnej grupie, w $rédbtonkach wlos-
niczek oraz na blonach wypustek astrocytéw przylegajgcych do naczyn.

W Zadnej grupie czasowej nie stwierdzono przenikania J-albuminy
poza naczynia.

OMOWIENIE WYNIKOW

Zmiany w moézgu szczuréw napromienionych dawka 800 r promieni
gamma na catle ciato dotyczyty zaré6wno naczyn krwionosnych jak i astro-
cytow, jednakze czas pojawiania sie odczynu, jego charakter i zejscie
przebiegaly w obu badanych strukturach odmiennie. Odczyn w astrocy-
tach pojawiat sie juz w 3 godz. po ekspozycji: w cytoplazmie gromadzily
sie znaczne ilosci glikogenu zaréwno in vitro jak in situ. W astrocytach
rosngcych w warunkach hodowli nastgpito zahamowanie pinocytozy. Oba
te objawy $wiadczg o pogorszeniu funkeji zyciowych astrocytu, a w szcze-
golnosci o zahamowaniu procesow glikolitycznych (Klatzo 1962). Réwno-
czesnie obserwowano obnizone przenikanie do tkanki moézgowej seleno-
metioniny, zwigzku przenoszonego na drodze transportu czynnego.
W pézniejszych okresach (72—125 godz.) po ekspozycji narastajgce zmia-
ny w astrocytach prowadza do znacznego zniszczenia cytoplazmy, za-
réwno w warunkach hodowli jak in situ, zwlaszcza w wypustkach okoto-
naczyniowych. Nasuwa sie wniosek, ze w badanym modelu doswiadczal-
nym astrocyty reagujg na czynnik uszkadzajgcy, niezaleznie od naczynia,
wezesniej 1 glebiej.

Zmiany we wlosniczkach zaczynajg by¢ uchwytne w poézniejszvch
okresach obserwacji: 6—48 godz. po napromienieniu. Znaczny wzrost
ilo$ci pecherzykéw pinocytarnych w s$réodbtonkach naczyn przy réwno-
czesnym zmniejszeniu wchianiania peroksydazy chrzanowej przemawia
za spowolnieniem transportu pecherzykowego. Nieco pozniej (48 godz.)
dajg si¢ uchwyci¢ zmiany lokalizacji hydrolaz swoistych. Znikanie pro-
duktu reakcji z blony podstawnej a pojawianie sie go w srédblonkach
wloéniczek swiadczy o zmianach w aparacie enzymatycznym regulujgcyin
procesy transportu czynnego. W tej samej grupie czasowej (48 godz.) ob-
serwowano przechodzenie peroksydazy chrzanowej pozanaczyniowo. Dro-
ga przejscia znacznika pozostaje niejasna. Nie mamy dowodu, ze odbywa
sie ono przez poszerzone szczeliny miedzysrédblonkowe. Wchlanianie
drogg pinocytozy wydaje sie bardziej prawdopodobne. Dla innego znacz-
nika, J-albuminy, bariera pozostaje we wszystkich grupach doswiad-

http://rcin.org.pl



Nr 3 Zlgcze naczyniowo-glejowe po napromienieniu 417

czalnych nieprzenikalna, pozostaje to zapewne w zwigzku ze znaczng réz-
nicg ciezaru czgsteczkowego obu stosowanych substancji (peroksydaza
40.000, albumina 120.000). ,

W poézniejszych okresach obserwacji (72—168 godz.) zmiany w naczy-
niach cofajg sie, a w astrocytach narastajg, prowadzac zapewne do obu-
mierania czes$ci komorek.

Sgdzimy, ze odmienna reakcja obu komponent bariery jest zwigzana
z ich odmiennymi zadaniami spelnianymi w transporcie.

WNIOSKI

1. W mozgach szczurow napromienionych dawka 800 r promieni garm-
ma, jednorazowo na cale cialo, stwierdzono zmiany na poziomie zlgcza
naczyniowo-glejowego S$wiadczgce o zaburzeniach w transporcie przez
bariere.

2. Obserwacje w mikroskopie elekronowym Igcznie z badaniami izoto-
powymi wskazujg na obnizenie transportu czynnego réwnoczesnie z wy-
stepowaniem zmian wstecznych w cytoplazmie astrocytéw w okresie
3 godz. po ekspozycji.

3. Przenikanie peroksydazy chrzanowej pozanaczyniowo oraz zmiany
lokalizacji odczynéw na hydrolazy swoiste w Scianach wlosniczek vry-
stepujace w 48 godz. po ekspozycji przemawiaja za zwiekszeniem prze-
puszczalnosci bariery w tym okresie.

4. Ksztaltowanie zmian przepuszczalnosci bariery w tym modelu do-
$Swiadczalnymi zalezy w pierwszym rzedzie cd zaburzen czynnosci astro-
cytow, ktéorych wykladnikiem jest najpierw zahamowanie transportu,
a pozniej krotkotrwale 1 nieznaczne zwiekszenie przepuszczalnosci
bariery.
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