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MIECZYSŁAW ŚMIAŁEK

AKTYWNOŚĆ GLIKOLITYCZNA IZOLOWANYCH NEURONÓW 
OŚRODKOWEGO UKŁADU NERWOWEGO SZCZURA 

PO ZATRUCIU TLENKIEM WĘGLA

(METODA MIKRONURKA KARTEZJUSZA)

Zespół Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

Różnice ilościowe w oddychaniu komórek izolowanych z O UN w nor­
mie oraz w różnych typach niedotlenienia są zjawiskiem znanym (Hyden, 
Pigoń 1960; Hamberger 1963; Hamberger, Hyden 1963).

Zmiany w aktywności oddechowej izolowanych neuronów OUN 
stwierdzono również po zatruciu tlenkiem węgla (Śmiałek 1974, 1975). 
W ystępujące różnice w zużyciu tlenu przez poszczególne neurony odno­
szono do różnego stopnia wrażliwości na działanie CO oraz do różnic 
w zdolności przejściowego gromadzenia glikogenu.

Celem pracy było określenie aktywności glikolitycznej izolowanych 
neuronów OUN szczura z uwzględnieniem ich wrażliwości na ostre za­
trucie CO i zdolności przejściowego gromadzenia glikogenu.

MATERIAŁ I METODY

Do badań użyto 107 szczurów rasy Wistar, samców, w wieku 6 tygodni,
o ciężarze ciała 150— 180 g.

Zwierzęta umieszczano w komorze o pojemności 60 1 z ciągłym prze­
pływem powietrza 1 litr/min. z dodatkiem 1% tlenku węgla. W tych wa­
runkach zwierzęta przebywały przez 60 min. Następnie wyłączano do­
pływ CO i przez dalsze 30 min. przetrzymywano szczury w  komorze 
z podłączonym dopływem powietrza. Po 90 min. bezpośredniego działania 
CO w tzw. czasie ,,0” zwierzęta przenoszono do warunków, w których 
oddychały powietrzem atmosferycznym (Korthals i wsp. 1973).

Stopień zatrucia zwierząt kontrolowano przez pomiar stężenia HbCO 
we krwi przy użyciu metody Whitehead i Worthington (1961). Poziom

Neuropatologia Polska — l

http://rcin.org.pl



290 M. Śmiałek Nr 3

IibCO narastał linijnie do 20 min. od rozpoczęcia przepuszczania CO 
i od tego czasu do 60 min. przebywania zwierząt w komorze utrzym ywał 
się na poziomie 76,6 ± 0,9%. W momencie wyjęcia zwierząt z komory 
stężenie HbCO we krwi wynosiło ok. 50%. Szczury dekapitowano w n a ­
stępujących grupach doświadczalnych: kontrola, w czasie ,,0”, po 1, 2, 3, 
4, 24, 48, 72 , 120 i 240 godz. od wyjęcia zwierząt z komory.

Izolowanie neuronów — natychmiast po dekapitacji mózg oziębiano 
na lodzie, krajano r^a skrawki grubości ok. 2 mm i barwiono 2 mM roz­
tworem błękitu metylenowego w 0,25 M roztworze sacharozy (Hyden, 
Pigoń 1960). Neurony jądra olbrzymiokomórkowego tworu siatkowatego 
pnia mózgu, komórki Purkinjego, piramidowe komórki rogu Amona ze 
strefy Sommera H4 oraz neurony ruchowe rogów przednich rdzenia krę­
gowego izolowano przy użyciu mikroskopu za pomocą włókna Kanthal 
(Szwecja) o grubości 18 ix.

Glikoliza beztlenowa — Aktywność glikolityczną neuronów mierzono 
metodą Zeuthena (1953) w aparacie ampułkowego mikronurka Kartezju- 
sza w temp. 38°C +  ±0,002°C i wyrażano w ul C 0 2 wydzielanego
z węglanu medium inkubacyjnego /godz/ neuron. Medium inkubacyjne 
zawierało: sodowy bufor fosforanowy pH 7,6—0,0024 M, K H C 0 3 —
— 0,025 M, amid kwasu nikotynowego —  0,04 M, K-ATP — 0,00033 M, 
K-NAD — 0,0002 M, fruktozo-l,6-dwufosforan sodu — 0,002 M, glukoza
— 0,01 M, MgCl2 — 0,0067 M, pirogronian sodu — 0,005 M, K F — 
0,01 M, KC1 — 0,0154 M, sacharoza — 0,1 M (Hamberger, Hyden 1963). 
Medium flotacyjne stanowiły zmieszane w równych częściach roztwory
0,025 M KHCO;! i N aH C 03. Stężenie końcowe K + w medium inkubacyj- 
nym wynosiło 0,053 M.

Przed rozpoczęciem pomiarów przepuszczano przez medium inkuba- 
cyjne przez okres 30 min. mieszaninę 5% C 0 2 w N2. Azot oczyszczano 
przepuszczając go przez nasycony roztwór hydrochinonu. Cały układ ma- 
nometryczny poddawano przez 20 min. przepływowi mieszaniny 
C 0 2 i N2.

Oznaczanie czystości izolowanych neuronów oraz pomiar objętości 
cytoplazmy neuronów — wyizolowane neurony natychmiast utrwalano 
w 1,5% roztworze aldehydu glutarowego w 0,2 M buforze kakodylano- 
wym  o pH 7,4, następnie w 2% roztworze 0 s 0 4. Neurony zbierano na 
sączkach z włókna szklanego, przeprowadzano przez szereg alkoholi 
i acetonów, napylano węglem i złotem i badano w elektronowym m ikro­
skopie odbiciowym JEOL — Japan JSM-S 1. Zanieczyszczenia nie wię­
cej niż jedną komórką, mogącą stanowić element glejowy obserwowano 
w mniej niż 5% wyizolowanych neuronów. Objętość komórki bez wy­
pustek w zależności od kształtu oznaczano z wzorów na: elipsoidę obro-
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Nr 3 Izolowane neurony w  zatruciu CO 291

Iową V =  i .  ab2, odcinek paraboloidy obrotowej całkowity wg wzoru 

V  =  -L R2h, odcinek paraboloidy prosto ścięty V =  _L h(R2 +  r 2) oraz 

z wzoru beczki V 1 1(2D2 +  Dd +  JL d2) (Królikowski, Steckiewicz.
15 4

1956). Obrazy izolowanych neuronów uzyskane w mikroskopie elektro­
nowym odbiciowym przedstawiają rye. 1, 2, 3, 4. Objętość jądra oblicza­
no z pomiarów dokonanych w mikroskopie elektronowym transmisyjnym 
z dwóch największych wymiarów elipsy jądra. Różnica objętości całej 
komórki i jądra stanowiła objętość cytoplazmy neuronu, którą w yra­
żano w fX3.

WYNIKI

Stosunki procentowe objętości cytoplazmy poszczególnych neuronów 
przedstawia wykres 1.

VA
ioo\ --

8 0 \  

60[ 

40 Y 

20 -

W y k r e s  1. Stosunki procentowe objętości cytoplazmy neuronów ośrodkowego ukła­
du nerwowego szczura. R — neuron ruchowy rogu przedniego rdzenia kręgowego, 
O — neuron z jądra olbrzymiokomórkowego tworu siatkowatego pnia mózgu, P — 

komórka Purkinjego, A — komórka piramidowa rogu Amona.

Diagram 1. Per cent ratios of the cytoplasm volum e 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

A m m on ’s horn.

Największą objętość cytoplazmy stwierdzono w neuronach ruchowych 
rogów przednich rdzenia kręgowego. Objętość cytoplazmy tych neuro­
nów wynosiła średnio 75 200 u3. Wartość tę przyjęto za 100%. Cytopla-
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292 M. Śmiałek Nr 3

zma neuronów jądra olbrzymiokomórkowego tworu siatkowego pnia 
mózgu miała objętość średnio 66 800 m-3, co wynosiło ok. 89% w  sto­
sunku do objętości cytoplazmy neuronów ruchowych rogów przednich 
rdzenia kręgowego. W komórkach Purkinjego średnia objętość cyto­
plazmy wynosiła 47 300 a3, czyli 62% w porównaniu z komórką moto- 
neuronu. Najmniejszą objętość cytoplazmy, ok. 20% w stosunku do 
komórek największych, posiadały komórki piramidowe rogu Amona — 
ok. 14 800 f.i3. Wykres 2 przedstawia procentowe stosunki aktywności 
glikolitycznej izolowanych neuronów w normie oraz po przeliczeniu uzy ­
skanych wyników na u3 cytoplazmy.

W

p R Neuron

W ykres  2. Stosunki procentowe aktywności glikolitycznej izolowanych n eu ron ów  
ośrodkowego układu nerwowego szczura oraz po przeliczeniu na objętość cyto­
plazmy komórki (,u3). Oznaczenia literowe jak na wykresie  1. Słupki czyste ozna­
czają aktywność glikolityczną neuronu /|i3; słupki kreskowane oznaczają aktywność

glikolityczną/ 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  
(pi3). Letter indications like in Diagram 1. Bright columns indicate glycolytic 
activity of neuron /j.i3; columns with diagonal lines indicate glycolytic activity/

neuron.

Najwyższą aktywność glikolityczną (wykres 2) 8,69 ± 0,72 x 10~3 ul 
CO, /godz./ neuron posiadały komórki jądra olbrzymiokomórkowego 
tworu siatkowatego pnia mózgu. Tę wartość przyjmowano w oblicze­
niach porównawczych za 100%. Na poziomie ok. 69% w porównaniu 
z komórkami tworu siatkowatego przebiegała glikoliza beztlenowa w ko­
mórkach Purkinjego, w  neuronach rdzenia kręgowego — ok. 25%, a tyl-
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Rye.

Fig.

Rye.

Fig.

1. Neuron ruchowy rogu przedniego rdzenia kręgowego szczura. Mikroskop
odbiciowy. Pow. 1800 x.

1. Motor neuron from the anterior horn of rat spinal cord. Scanning micro­
scope. x  1800.

2. Neuron jądra olbrzymiokomórkowego tworu siatkowatego pnia mózgu
szczura. Mikroskop odbiciowy. Pow. 2000 x.

2. Neuron from the gigantocellular nucleus from the reticular substance of
rat brain stem. Scanning microscope, x  2000.
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II M. Śmiałek

Rye. 3. Komórka Purkinjego. Mikroskop odbiciowy. Pow. 3000 x.
Fig. 3. Purkinje cell. Scanning microscope, x 3000.

Rye. 4. Komórka piramidowa rogu Amona. Mikroskop odbiciowy. Pow. 3000 

Fig. 4. Pyramidal cell from Ammon’s horn. Scanning microscope, x 3000.
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Nr 3 Izolowane neurony w zatruciu CO 293

ko ok. 18% w komórkach piramidowych rogu Amona. Na podstawie prze­
liczenia wyników na u3 cytoplazmy największą aktywność glikolity- 
czną wykazano w neuronach jądra olbrzymiokomórkowego tworu siat­
kowatego pnia mózgu (100%), następnie w komórkach piramidowych 
rogu Amona (81%), a w komórkach Purkinjego wynosiła ok. 71%. 
W neuronach ruchowych rogów przednich rdzenia kręgowego, które 
zawierały najwięcej cytoplazmy, po przeliczeniu wydzielonego C 0 2 przez 
neuron, uzyskano aktywność glikolityczną na poziomie ok. 3% w sto­
sunku do neuronów jądra olbrzymiokomórkowego.

Tabela 1 zawiera średnie aktywności glikolitycznej badanych neuro­
nów z poszczególnych grup doświadczalnych. W czasie „O” (Tabela 1) 
tj. natychmiast po okresie działania CO stwierdzono w neuronach jądra 
olbrzymiokomórkowego tworu siatkowatego aktywność glikolityczną na 
poziomie ok. 88% niższym, a w komórkach Purkinjego ok. 61% niższym 
w stosunku do grupy kontrolnej. Różnice te w obu grupach doświad­
czalnych były istotne statystycznie. W neuronach rogów przednich 
rdzenia kręgowego spadek aktywności glikolitycznej, wynoszący ok. 28%, 
a w komórkach piramidowych kory amonalnej przyrost o ok. 12% nie 
stanowiły znamiennych statystycznie różnic w stosunku do normy.

W następnych przedziałach czasu od godz. 2—72 od zatrucia czynność 
glikolityczną neuronów jądra olbrzymiokomórkowego utrzymywała się 
na nieco wyższym poziomie w stosunku do średniej czasu , ,0 ”, lecz 
najwyższa wartość aktywności była jednak obniżona w stosunku dc 
kontroli. Największe zahamowanie (ok. 70%) stwierdzono w 48 godz. od 
zatrucia. Po 120 godz. aktywność glikolityczną neuronów jądra olbrzy­
miokomórkowego nie wykazywała statystycznie znamiennej różnicy 
w stosunku do kontroli.

W komórkach Purkinjego zahamowanie aktywności glikolitycznej 
w przedziałach czasu od 2—24 godz. od zatrucia było nieco niższe, niż 
bezpośrednio po wyjęciu zwierząt z komory, lecz największe obniżenie 
wartości wykazane po 4 i 24 godz. — ok. 47% było statystycznie zna­
mienne. Od 48 godz. uzyskane średnie nie wykazywały istotnych róż­
nic w stosunku do kontroli.

Neurony ruchowe rogów przednich rdzenia kręgowego po 72 godz. 
od zatrucia wykazywały nieznaczne obniżenie aktywności glikolitycznej 
(na poziomie zbliżonym do neuronów czasu „O”).

W komórkach piramidowych rogu Amona, które już w czasie „O” 
wykazywały zwiększenie aktywności glikolitycznej w dalszych prze­
działach czasu stwierdzono stopniowy przyrost do ok. 17— 129%, przy 
czym różnice nie były statystycznie istotne w porównaniu z normą. 
Po 240 godz. od zatrucia wynik 1,54 ± 0,25 * 10—3 ul C 0 2 /godz./ neuron 
zbliżony był do średniej grupy kontrolnej.
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Tabela 1. Aktywność glikolityczna izolowanych neuronów OUN szczura po zatruciu CO ( 1 C 0 2 • 10-3/godz/neuron) 

'fable 1. Glycolytic activity in the isolated neurons from the rat CSN following CO intoxication ( I  CO  ̂ . 10-3/h/neuron)

Grupa
Exp.

dośw.
group

Neuron j. olbrzymiokomórko- 

wego tworu siatkowatego 

Neuron from gigantocellular n. 
of reticular formation

Komórka Purkinjego 
Purkinje cell

Neuron ruchowy rdzenia 

Spinal motor neuron

Komórka piramidowa rogu 

Amona
Pyramidal cell of  Ammon’s 

horn

x  ±  S.E.M. P x  ±  S.E.M. P x  ±  S.E.M. P x  ±  S.E.M. P

Kontr. 8 ,69±0,72 (7)h 5 ,73±0,89  (5) 2 ,36±0,43 ((>) 1 ,55±0,28 (6)

0 1,02±0,26 (5) <0 ,001 2 ,25±0,48  (7) < 0 ,0 1 1,70±0,24 (5) > 0 ,0 5 1,74 ± 0 ,4 5  (5) > 0 ,0 5

_  S' 1 1,52±0,28 (6) > 0 ,0 5
s —

Ł o
2 2,02 ± 0 ,3 8  (5) < 0 ,0 0 1 2 ,55±0 ,52  (7) < 0 ,0 1 1.30 ±0,31 (5) > 0 ,0 5 1,82±0,39 (6) > 0 ,0 5

-  'S3 c 3 1,49±0,35 (5) > 0 ,0 5

P c 4 1,53±0,38 (6) < 0 ,0 0 1 3 ,07±0 ,39  (5) < 0 ,0 5 1,40 ± 0 ,2 6  (5) > 0 ,0 5 2,59 ± 0 ,5 4  (5) > 0 ,0 5

s 24 2,27 ± 0 ,2 9  (5) <0 ,001 3,05±0 ,54  (5) < 0 ,0 5 1,44±  0,19 (5) > 0 ,0 5 2,55±0 ,60  (5) > 0 ,0 5

£< CZ
v  Ä 48 2 ,60±0,36  (6) < 0 ,001 3 ,30±0 ,96  ((>) > 0 ,0 5 1,81 ± 0 ,2 8  (6) > 0 .0 5 2,56±0 ,60  (5) > 0 ,0 5
<3 to
Q .£ 72 2 ,57±0 ,35  (5) < 0 ,0 0 1 4,28 ± 0 ,3 9  (5) > 0 ,0 5 2 ,19±0,35  (5) > 0 ,0 5 3,01 ± 0 ,6 7  (5) > 0 ,0 5

120 5,67±0,81 (5) > 0 ,0 5 5,35±0,81 (8) > 0 ,0 5 3 ,55±0 ,96  (7) > 0 ,0 5

240 1,54±0,25 (5) > 0 ,0 5

x ±  S.E.M. -— średnia arytmetyczna i  średni błąd średniej 
arithmetic mean ±  S.E.M. 

n —  liczba neuronów
number of neurons 

p —  prawdopodobieństwo wg testu t Studenta
probability calculated by the t Student’s test ^3
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OMÖWIENIE

Przeprowadzone badania wykazały, że aktywność glikolityczna ko­
mórek olbrzymich tworu siatkowatego pnia mózgu oraz komórek Purkin- 
jego ulegała przejściowemu obniżeniu po zatruciu tlenkiem węgla. Szyb­
szy powrót do normy, bo już po 48 godz. obserwowano w komórkach 
Purkinjego.

Nie stwierdzono istotnej różnicy w aktywności glikolitycznej neuronów 
ruchowych rogów przednich rdzenia kręgowego po zatruciu CO, ko­
mórki piramidowe rogu Amona wykazj^wały tylko przejściową tendencję 
wzrostu czynności glikolitycznej (wykres 3).

Poprzednie badania wykazały różnice we wrażliwości poszczególnych 
neuronów na szkodliwe działanie CO, wyrażające się upośledzeniem ich 
oddychania (Snrałek 1975). Podobnie jak w obecnych badaniach aktyw­
ności glikolitycznej, uzyskano również efekt przejściowego zahamowa­
nia aktywności oddechowej w komórkach Purkinjego i neuronach jądra 
olbrzymiokomórkowego tworu siatkowatego pnia mózgu. Zmiany te by­
ły zgodne również z przejściowym charakterem  odkładania się gliko- 
genu w tych neuronach (Korthals i wsp. 1973, Śmiałek i wsp. 1973). 
Można przypuszczać, że zjawisko gromadzenia glikogenu i równocze­
śnie mniejsza wrażliwość komórki na zatrucie CO są związane z regu ­
lacyjnym charakterem puli glikogenowej (Harkonen i w',p. 1969).

Neurony ruchowe rogów przednich rdzenia kręgowego, które rów­
nież mają zdolność do przejściowego gromadzenia glikogenu wydają 
się wykazywać w grupie badanych komórek nerwowych największą od­
porność na szkodliwy wpływ CO. Wyniki Jaccba (1963) w mikroskopie 
świetlnym wskazują na mniejszą wrażliwość motoneuronów na nie­
dotlenienie w porównaniu z neuronami rdzenia o małych wymiarach. 
Być może odgrywa tu rolę bardzo krótki okres zahamowania, a nastę­
pnie hyperkompensacyjny przyrost zużycia tlenu przez komórkę po 
zatruciu CO. Na podstawie krzywej przedstawionej na wykresie 4 można 
przypuszczać, że po 2 godz. od zatrucia występuje w neuronie efekt 
Pasteura. Biorąc pod uwagę niską aktywność glikolityczną tych neuro ­
nów w normie po przeliczeniu na objętość cytoplazmy oraz bardzo niski 
poziom ich przemiany tlenowej (Śmiałek 1975) można sądzić, że wśród 
neuronów mających zdolność do przejściowego gromadzenia glikogenu 
komórki nerwowe o najniższym metaboliźmie oddechowym są najmniej 
wrażliwe na szkodliwe działanie CO.

Komórki piramidowe rogu Amona nie miały zdolności do gromadzenia 
glikogenu. Ta s truk tura  wykazywała również w badaniach in vivo sele­
ktywną wrażliwość na działanie CO (Környey 1963, Korthals i wsp. 
1973). Neurony tej okolicy miały również obniżoną aktywność oddecho­
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21)6 M. Śmiałek Nr 3

wą po zatruciu CO. Niestwierdzenie glikogenu w rogu Amona po za­
truciu tlenkiem węgla może wiązać się z przejściową tendencją do przy­
rostu aktywności glikolitycznej badanych komórek piramidowych tej 
struktury.
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W yk res  3. Aktywność glikolityczna izolowanych neuronów ośrodkowego układu 
nerwowego szczura w  normie i po zatruciu tlenkiem węgla. Słupki kreskowane  
oznaczają średnią arytmetyczną grupy kontrolnej oraz wyniki nieznamienne sta­
tystycznie w  stosunku do normy; słupki czyste oznaczają średnie arytmetyczne  
grup doświadczalnych 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. L et ­

ter indications like in Diagram 1.
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Wyniki uzyskane w badaniu aktywności glikolitycznej izolowanych 
neuronów OUN stanowią uzupełnienie poprzednio stwierdzanych za-
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W y k r e s  4. Różnice procentowe aktywności glikolitycznej i układu askorbinian — 
cytochrom c izolowanych neuronów ośrodkowego układu nerwowego szczura po 
zatruciu tlenkiem węgla. Linia kreskowana oznacza układ askorbinian-cyto-  
chrom c; linia kropka-kreska oznacza aktywność glikolityczną. Oznaczenia l i ­

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.

http://rcin.org.pl



298 M. Śmiałek Nr 3

burzeń oddychania komórkowego po zatruciu CO (Śmiałek 1975). Powią­
zanie zmian różnych szlaków metabolicznych tych samych neuronów 
może pozwolić na dokładniejsze poznanie patomechanizmu uszkodzeń 
spowodowanych działaniem tlenku węgla na tkankę nerwową.

WNIOSKI

1. Stwierdzono, że neurony OUN w normie oraz w następstwie do ­
świadczalnego zatrucia CO wykazują ilościowe różnice w aktywności 
glikolitycznej.

2. Neurony o niższym metaboliźmie komórkowym wykazują mniejszą 
wrażliwość na zatrucie CO.

M .  C M H J ie K

rJIMKOJIMTMHECKAH AKTMBHOCTb M30JIMP0BAHHBIX tiFMPOHOB IJHC 
KPbIC nOCJIE OTPABJIEHMH CO

(MeTO  ̂ KapTe3nancKoro non.TiaBxa)

P e 3 k> M e

IJejibio pa6oTbi 6ł>ijio onpe^ejieHMe rjiMKOJiMTMnecKow ai:TMBnocTM H30jTnp03aiiHŁ>ix 

HevipoHOB Kpbicbi, nojiyneHUbix m3 H^pa rwranTCKHx kjictok peTMKyjinpHom c£)op- 
MauMM CTBOJia M03ra, kjictok IlypKMnbe, nnpaMM,najibHbix kjictok aMMOiiooa pora, 
w ABwraTejibiibix HeńpoHOB nepe^nwx poroB cnmuioro M03ra c yneTOM mx hybctbh-  
TejibuccTM na ocTpoe OTpaBJieuMe CO m ctiocoöhoctm BpcMeHuoro HaKonjienMK rjm- 
Koreaa.

.ZJjih MCCJieAOBaiiMM 6bijio HCii0jib30BaH0 107 iuecTMiie,ijejibHbix caMHOB Kpwc.  

}KMEOTHbie no^BeprajiMCb OAHOKparnOMy OTpaBjieiimo CO b  reneuwe 90 MMnyT. 
Hewpoubi M30JiMpOBaJim nenocpeACTBenHO nocjie OTpaBjieuMH CO m b  MtiTepßajiax 
BpeMeiiM flo 240 nacoB nocjie OTpaBjieuMH. HMCTOTy OT^ejibubix neMponoB m oSn^en 
UMTonjia3Mbi onpeflejiHJiH c nOMOinbio CKauMpyioiuero MMicpocKOna m ^opMyjibi 
B 33BMCMM0CTM OT (|X)pMbI HeMpOlia. TjlMKOJIMTHHeCKyK) HKTMBHOC’Tb M3MSpHJIM nO 
MeTO^y, npMMeiifleMOMy b  annapaTe aMiiyjibiioro K a p T e 3 i i a n c K o r o  n o r i J i a E K a .

Ilocjie CTpaBjieHMH CO b  neMpoHax M3 haop rMranTCKMx kjistok peTMKyjiapHOM 
c îopMauMM CTBOJia M 0 3 r a  n a 6 j i i o , n ; a j i o c b  BpeMennoe r o p M O x t e i i M e  tjimkojimthhcckom 
aKTMBuocTM B npeAejiax a o  72 n a c o B ,  a  b  K j i e n t a x  IlypKMHbe b  npe^ejiax ,to 24 n a -  

COB nocjie OTpaBjieuMH. B .qawraTejibHbix Heüponax nepe/juMx porcB criMHHoro 
M03ra öbijia oönapyjKena Ten^eHi^MH k cuM^Keimio aKTMBHOCTM, a b  nupaMM^tajibubix 
KjieTKax aMMOiiOBa pora — cTaTMCTM'iecKM ne^ocTOBepHOe yBejiM'iemie auaopoÖHoro 
rjiMKOj:M3a B npe^ejiax ,zjo 120 nacoB nocjie oxpaBJienMn.

Pa3JiMHnaH peaKLiMH OT^ejibiibix neMponoB na OTpaBjiHiomee flewcTBMe CO oöy-  
cjiOBjieHa, BepofiTHO, KOjiMMecTBeanOM pa3HMuew b  nopMe Me>Kjiy npoqeccaMM ana-  
3po6noro rjiMKOJiM3a m KJieTO’moro ßbixaHMH. Mo?kiio npeflnojiaraTb, mto lieiipoubi 
C IIM3KOM OÖMeilMBaeMOCTbK) r J I I 0 K 0 3 b I  OKaJKyTCH HaMMenee HyBCTBMTejIbHbl.MM K CO
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<ABHraTejibiibie HewpOHbi nepeAHbix poroß cnnHi;oro M03ra). Hawöojiee HyBCTBMTejib- 
ubie neMpoHbi aMMOiiMCBOM Kopbi, necnocoGnbie HaKariJiwBaTB rjiHKorea, OTjiMHajwcb

■ O ' i e H b  BbTCOKOM TJIMKOJIMTMHeCKOM aK TM B H OCTbłO , a  T a K J K e  CaM bIM M  BblCOKMMM 3 H a ~

''ienHHMH flbixaTejibHOM aivTHBHOCTM Hewpoua.

M. Śmiałek

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

MONOXIDE INTOXICATION

(Cartesian microdiver technique)

S u m m a r y

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  

sp in a l  cord, including their sensitivity to acute CO intoxication and the ability for 
glycogen accumulation.

107 male, 6 w eeks old rats, were submitted to CO intoxication for 90 min  
(Korthals et al. 1973). Neurons were isolated according to Hyden and Pigoń  
0960) 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 (Królikiewicz, Steckiewicz, 1956). The glv- 
colytic activity was measured according to Hamberger and Hyden (1963) by uss  
of  Cartesian 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 tendency, w hile  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  
sh o w  the smallest sensitivity to CO (spinal cord motor neurons). The most sensiti ­
v e  neurons of Ammon horn, which do not exhibit any ability for glycogen ac­
cumulation showed a very high glycolytic activity and the highest respiratory  
activity.
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WPŁYW NIEDOKRWIENIA RDZENIA KRĘGOWEGO U PSÓW 
NA STAN BARIERY NACZYNIOWEJ I MIKROKRĄZENIE
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Zabiegi chirurgiczne połączone z uniedrożnieniem odcinka piersiowego 
tętnicy głównej mogą prowadzić do ciężkich powikłań neurologicznych. 
Występują one zwykle po usunięciu tętniaka i są spowodowane pra ­
wdopodobnie nagłym niedokrwieniem rdzenia kręgowego. Nasilenie ob­
jawów neurologicznych zależy od czasu trwania niedrożności tętnicy, 
a także od długości usuniętego odcinka aorty. Stosowanie krążenia po- 
zaustrojowego nie zawsze zapobiega wystąpieniu tych powikłań. W związ­
ku z tym  zachodzi konieczność poszukiwania ich przyczyny, oceny dy ­
namiki narastania, a zwłaszcza określenia maksymalnego czasu zaciśnię­
cia zstępującego odcinka aorty, po którym objawy neurologiczne nie 
występują bądź też mają odwracalny charakter.

Dogodnym modelem doświadczalnym dla tego rodzaju badań jest wy­
łączenie krwi w tętnicy głównej u zwierząt (Gelfan, Tarlow 1959; Long 
i wsp. 1972, Schneider, Dralle 1973; Gadamski i wsp. 1976a, b). Niedo­
krwienie rdzenia kręgowego spowodowane zaciśnięciem aorty prowadzi 
do wystąpienia zaburzeń strukturalnych  i metabolicznych, które naj­
częściej są zlokalizowane w centralnej i brzeżnej części rogów przednich 
odcinka lędźwiowego (Blasius, Zimmerman 1957; Gelfan, Tarlow 1959; 
Long i wsp. 1972; Schneider, Dralle 1973; Gadamski i wsp. 1976a, b). 
Badania przeprowadzone przez Krogha (1945) wykazały utrzymywanie 
się minimalnego przepływu w naczyniach krwionośnych odcinka lę­
dźwiowego rdzenia po zaciśnięciu aorty brzusznej. Spostrzeżenia te skło­
niły nas do przeprowadzenia serii doświadczeń na psach utrzymanych
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przy życiu po podwiązaniu piersiowego odcinka tętnicy głównej. Celem 
pracy jest: 1) Ocena ciśnienia skurczowego i szybkości przepływu k rw i 
w odcinku aorty poniżej zacisków. 2) Ocena zachowania się bariery na­
czyniowej rdzenia w stosunku do białek i 3) Ocena stanu mikrokrążo- 
nia w rdzeniu kręgowym.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 28 psach obu płci, o ciężarze ciała około 
10— 12 kg. W znieczuleniu ogólnym wyłączano odcinek piersiowy tętnicy 
głównej na okres 20 min. przez założenie zacisków — poniżej łuku  
aorty i powyżej przepony. U 10 psów, w trakcie doświadczenia rejestro ­
wano w odstępach minutowych wysokość ciśnienia skurczowego krwi 
powyżej i poniżej zacisków, tj. w łuku i odcinku brzusznym tętnicy głó­
wnej. Równocześnie dokonywano pomiarów szybkości przepływu krwi 
w odcinku aorty leżącym poniżej dolnego zacisku. Wysokość ciśnienia 
skurczowego odczytywano na skali dwóch elektromanometrów Ek-4, w y ­
posażonych w przetworniki ciśnienia, połączone z 2 cewnikami poliety­
lenowymi. Jeden cewnik wprowadzano do łuku aorty przez tętnicę szyj­
ną wspólną, drugi — do części brzusznej aorty przez tętnicę udową.

Szybkość przepływu oceniano za pomocą detektora ultradźwięków 
UDP-574 (Instytut Podstawowych Problemów Techniki PAN). Głowicę 
aparatu, działającego na zasadzie zjawiska Dopplera, przykładano do 
ściany części brzusznej aorty. Między ścianą tętnicy i głowicą aparatu  
umieszczano cienką warstwę sprzęgającą, utworzoną z tkanki tłuszczo­
wej lub żelu kauczukowego. Pomiary wysokości ciśnienia skurczowego
i szybkość przepływu krwi, poza okresem 20 minutowej niedrożności 
odcinka piersiowego tętnicy głównej, prowadzono dodatkowo w cza­
sie 10 minut po zdjęciu zacisków. W tym  okresie odczyty rejestrowano 
w cdstępach dwuminutowych.

Rdzenie kręgowe 16 psów stanowiły materiał do oceny bariery naczy­
niowej oraz stanu mikrokrążenia. Badania wykonano na zwierzętach,, 
które po zdjęciu zacisków przeżyły okres 2, 4, 6, 12, 24 i 48 godzin oraz 
4 i 6 dni.

Zachowanie się bariery naczyniowej w stosunku do białek oceniano 
przy pomocy 2% roztworu błękitu Evansa, który podawano do żyły do- 
stopowej w ilości 3 ml/kg wagi ciała. U zwierząt utrzym ywanych przy 
życiu przez okres od 2 do 24 godzin po niedokrwieniu, znacznik 
barierowy wprowadzono do łożyska naczyniowego bezpośrednio po zdję­
ciu zacisków, natomiast u psów, które przeżyły od 48 godz. do 6 dni 
błękit Evansa podawano na 24 godziny przed uśmierceniem. W ybrano 
segmenty z odcinka szyjnego, piersiowego i lędźwiowego rdzenia utrwa--
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lano w 10% zobojętnionej formalinie i krojono na mikrotomie mrożenio- 
wym  na skrawki grubości 20 u. Materiał oglądano w mikroskopie fluo­
rescencyjnym f-my Zeiss wyposażonym w lampę rtęciową HBO 200 oraz 
filtry: BG-12/4 (wzbudzający) i OG-1 (barierowy).

Materiał do badania mikrążenia utrwalano w 10% zobojętnionej for­
malinie. Skrawki mrozikowe, grubości 40 u barwiono benzydynową m e­
todą wg Pickwortha.

Materiał kontrolny stanowiły rdzenie kręgowe dwóch psów, u których 
wywołano jedynie znieczulenie ogólne. Zwierzęta doświadczalne i kon­
trolne uśmiercano przez podanie letalnej dawki Morbitalu.

WYNIKI

Ocena ciśnienia skurczowego i szybkości przepływu krwi

Wysokość skurczowego ciśnienia krwi w łuku aorty i w odcinku brzu­
sznym tętnicy głównej ustalano na podstawie pomiarów przeprowadzo­
nych 5 minut przed założeniem zacisków. Wyprowadzona średnia a ry ­
tmetyczna wskazuje, że w łuku aorty wynosi ono około 120 mm Hg, na­
tomiast w aorcie brzusznej, około 115 mm Hg.

W okresie pierwszych 13 minut po założeniu zacisków, w łuku aorty 
obserwowano szybki, linijny wzrost ciśnienia skurczowego do warto­
ści 360 mm Hg. Ciśnienie obniżało się nieznacznie w ciągu następnych
2 minut, po czym ustalało się na poziomie 350 mm Hg utrzymując się 
na tym  poziomie do chwili zdjęcia zacisków. Przywrócenie drożności tę ­
tnicy głównej powodowało gwałtowny spadek ciśnienia skurczowego, 
k tóre w czasie 4 minut po zdjęciu zacisków osiągało wartość 75 mm Hg. 
Od tego czasu obserwowano łagodny wzrost ciśnienia aż do jego usta­
lenia się na poziomie około 95 mm Hg. To ciśnienie utrzymywało się 
do końca wykonywania pomiarów (wykres 1).

Ciśnienie krwi w odcinku brzusznym tętnicy głównej obniżało się 
gwałtownie, osiągając w 2 minuty po założeniu zacisków poziom 45 
mm Hg. Następnie ulegało ono podwyższeniu do 55 mm Hg utrzymując 
się na tym poziomie do 10 minuty niedrożności. Najniższe ciśnienie skur­
czowe odnotowano między 12 a 13 minutą. Wynosiło ono w tym czasie 
20 mm Hg. Od 13 m inuty ciśnienie wzrastało, a następnie ustalało się 
na poziomie 40 mm Hg. Po zdjęciu zacisków następowało gwałtowne pod­
wyższenie ciśnienia, które w ciągu 4 minut po przywróceniu drożności 
tętnicy osiągało wartość 160 mm Hg. W dalszych czasach obserwacji 
ciśnienie spadało do około 95 mm Hg i utrzymywało się na tym po­
ziomie do końca wykonywania pomiarów (wykres 1).
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W ykres  1. Ciśnienie skurczowe krwi w  tętnicy głównej wyrażone w  mm Hg. Linia 
ciągła oznacza ciśnienie skurczowe krwi w  łuku aorty, a linia przerywana w  od­
cinku brzusznym aorty poniżej zacisku dolnego. Linie pionowe po stronie lewej  
oznaczają czas założenia zacisku górnego i dolnego, a linie pionowe po stronie 

prawej czas zdjęcia obydwu zacisków.

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 ultradźwięków pozwalało na ocenę szybkości 
przepływu krwi w odcinku tętnicy głównej leżącym poniżej zacisku 
nadprzeponowego. Głowica tego aparatu wysyła ultradźwięki, które po 
rozproszeniu i odbiciu od morfotycznych elementów krwi wracają do 
odpowiednio skonstruowanego urządzenia dającego trzy charakterysty ­
czne tony. Najsilniejszy występuje bezpośrednio po skurczu komór. 
Drugi, cichszy, przypada na okres pojawienia się wstecznego prądu krwi 
wT aorcie i trzeci, również cichy, związany jest z rozpoczęciem przepływu 
krwi w kierunku obwodu. Po usłyszeniu trzeciego tonu następuje 
cisza, która trwa aż do następnej ewolucji serca. Występowanie wszy­
stkich trzech tonów, które są słyszalne po przyłożeniu głowicy do ściany 
w pełni drożnej tętnicy głównej świadczy, że szybkość płynącej w niej 
krwi wynosi około 1 m/sek.

Zamknięcie odcinka piersiowego aorty powodowało całkowity brak 
słyszalności tonów między 1 a 4 oraz między 9 a 15 m inutą trwania 
niedrożności. Przypadająca na te okresy cisza świadczy o przepływie
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mniejszym od 2,5 cm/sek, który ze względu na ograniczoną czułość za­
stosowanej aparatury  nie mógł być rejestrowany. Między 4—9 i 15—20 
minutą doświadczenia notowano wyłącznie osłabiony ton pierwszy 
i trzeci.

Wypadanie tonu drugiego oraz zmniejszenie natężenia pozostałych 
świadczy o bardzo zwolnionym przepływie wynoszącym w przybliżeniu 
od 2,5 do 3,0 cm/sek. W kilka minut po zdjęciu zacisków pojawiały się 
wszystkie trzy tony o podobnej sile dźwięku jak w drożnej tętnicy 
głównej.

Ocena stanu bariery naczyniowej w stosunku do białek

W rdzeniu kręgowym zwierząt, niezależnie od czasu przeżycia, nie 
stwierdzono wzmożonej przepuszczalności naczyń w stosunku do uży­
tego znacznika barierowego. W obrazie mikroskopowym była widoczna 
żywo czerwona fluorescencja w świetle licznych naczyń krwionośnych 
(rye. 1). Zjawisko to występowało zwłaszcza u zwierząt, które przeżyły 
2— 12 godz. oraz 48 godz. — 6 dni. W kilku przypadkach obserwowano 
czerwoną fluorescencję w błonie wewnętrznej tętniczek (ryc. 2, 3). Nie 
znaleziono jej natomiast w strefie przynaczyniowej ani w innych elemen­
tach strukturalnych tkanki nerwowej rdzenia kręgowego.

Ocena mikrokrążenia rdzeniowego

U zwierząt kontrolnych we wszystkich odcinkach rdzenia widoczna 
była wyraźna sieć naczyniowa. Była ona szczególnie gęsta w istocie sza­
rej (ryc. 4) i nie wykazywała charakterystycznych cech angioarchitekto- 
niki ani też różnic w ukrwieniu między rogami przednimi a tylnymi. 
Unaczynienie istoty białej było znacznie uboższe. Dominowały w jej 
obrębie naczynia biegnące promieniście od opony miękkiej w kierunku 
dośrodkowym, tworzące połączenia z brzeżnymi naczyniami istoty sza­
rej (ryc. 5).

Czasowe niedokrwienie rdzenia powodowało wystąpienie zaburzeń 
w mikrokrążeniu, których jakość oraz nasilenie wykazywały ścisłą za­
leżność od czasu przeżycia i odległości segmentu rdzenia kręgowego od 
zamkniętej części tętnicy głównej.

U zwierząt z 2 godz. przeżyciem we wszystkich odcinkach rdzenia 
obserwowano cechy przekrwienia z dominującym wypełnieniem masami 
krwi naczyń żylnych (ryc. 6). Jednocześnie w istocie szarej spotykano 
plackowate obszary, w których sieć naczyń tętniczych i włosowatych 
była słabo wypełniona. W 4 i 6 godz. po niedokrwieniu cofały się cechy
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przekrwienia (ryc. 7, 8). W odcinku szyjnym pojawiały się liczne krwin- 
kotoki (ryc. 9, 10), natomiast w odcinku lędźwiowym zwracało uwagę 
skąpe wypełnienie krwią naczyń brzeżnej strefy rogów przednich (ryc.
11, 12). Dłuższe czasy przeżycia (12, 24 godz.) cechowało nasilające się 
zubożenie ukrwienia rdzenia kręgowego (ryc. 13, 14, 15) związane za­
równo z mniejszym wypełnieniem krwią sieci naczyń włosowatych i t ę ­
tniczych, jak i ze zmniejszeniem się liczby rozszerzonych naczyń żyl- 
nych. W brzeżnej warstwie rogów przednich, odpowiadającej położeniu 
neuronów ruchowych, były widoczne rozległe obszary szczególnie sła­
bego ukrwienia (ryc. 16). Upośledzenie ukrwienia dotyczyło głównie 
istoty szarej, w której uwidoczniona sieć naczyniowa była tylko niezna­
cznie bogatsza niż w istocie białej (ryc. 17). W 48 godz. po niedokrwieniu 
sieć naczyń krwionośnych była podobna do występującej u zwierząt kon­
trolnych. W odcinku szyjnym i piersiowym spotykano nieliczne krwin- 
kotoki (ryc. 18, 19), a w odcinku lędźwiowym cechy nieznacznego prze­
krwienia (ryc. 20). Pełniejszą normalizację ukrwienia wszystkich bada­
nych poziomów rdzenia kręgowego obserwowano w 6 dniu przeżycia. 
Jednak w istocie szarej odcinka lędźwiowego spotykano nadal pojedyn­
cze, rozszerzone naczynia żylne wypełnione obficie masami krwi (ryc. 21).

OMÓWIENIE

Zastosowany model doświadczalny, może być uznany za dogodny dla 
prześledzenia zmian występujących w rdzeniu kręgowym po jego niedo­
krwieniu. Jednakże uzyskane wyniki badań, a zwłaszcza pomiarów skur­
czowego ciśnienia krwi nakazują ostrożność w zaszeregowaniu tych 
zmian do grupy nieprawidłowości związanych wyłącznie z niedokrwie­
niem przypadającym na okres uniedrożnienia aorty. Niedokrwienie rdze­
nia spowodowane wyłączeniem przepływu krwi w odcinku piersiowym 
tętnicy głównej jest ważnym, ale nie jedynym czynnikiem pato^enety- 
cznym zarówno przedstawionych zmian jak i poprzednio stwierdzonych 
zaburzeń w aktywności enzymów oddechowych i hydrolitycznych (Ga­
damski i wsp. 1976a). Obserwowane nieprawidłowości mikrokrążenia są 
wykładnikiem zarówno niedokrwienia rdzenia jak i wpływu ogólnoustro- 
jowych zaburzeń wywołanych zaciśnięciem piersiowego odcinka tętnicy 
głównej.

Zaburzenia w mikrokrążeniu w OUN w następstwie jego niedokrwie­
nia zostały wykazane przez wielu autorów (Ames i wsp. 1968; Hossman, 
Sato 1970; Olsson, Hossman 1971; Mossakowski 1974). Schneider i Dralle 
(1973'! podkreślają wpływ czynników ogólnoustrojowych na kształtowa­
nie się zaburzeń mikrokrążenia w rdzeniu kręgowym. Pogląd ten popie­
rają  również wyniki naszych badań, które wykazały, że ciśnienie skurczc-
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we w aorcie zstępującej poniżej zacisków spada do wartości 30 mm Hg 
tylko na krótki okres (około 2 minuty). U trzym uje się ono w pozostałym 
czasie doświadczenia na obniżonym poziomie — około 40 mm Hg. Obni­
żenie ciśnienia potwierdzają również pomiary przepływu, które oceniano 
jako przepływ o szybkości 2,5 do 3,0 cm/sek (Nowicki, Brodziński 1975).

Utrzymanie się obniżonego ciśnienia krwi w odcinku brzusznym aorty 
mimo pełnej niedrożności odcinka piersiowego można tłumaczyć urucho­
mieniem krążenia obocznego, którego wydolność u psów wydaje .ię 
być szczególnie duża. Bardziej oczywisty jest wzrost ciśnienia (do 360 
mm Hg) w łuku aorty. Zamknięcie piersiowego odcinka tętnicy głównej 
stwarza trudności w zaopatrywaniu w krew tętniczą obwodowej części 
ciała przy prawidłowym odpływie krwi żylnej z tego obszaru. Przy za­
łożeniu, że znieczulenie ogólne i zabieg operacyjny wpływają niezna­
cznie na pojemność wyrzutową serca, wzrost ciśnienia w łuku aorty jest 
wynikiem konieczności pomieszczenia krwi krążącej niemal wyłącznie 
w dogłowowej części łożyska naczyniowego. Przebieg krzywej i lustru ją ­
cej wysokość ciśnienia skurczowego w łuku i odcinku brzusznym tętnicy 
głównej po zdjęciu zacisków (wykres 1), sugeruje poza zjawiskami me­
chanicznymi udział wegetatywnych mechanizmów autoregulacji krąża- 
nia. Uruchomienie tych mechanizmów potwierdza fakt przecięcia się 
krzywych w 4 minucie po zdjęciu zacisków. Wykazany w tym  okresie 
spadek ciśnienia skurczowego w górnym odcinku aorty wynika prawdo­
podobnie ze swobodnego napływu krwi do narządów klatki piersiowej 
oraz jamy brzusznej. Prowadzi to do kompensacji ukrwienia ważnych 
narządów, których funkcje uległy zaburzeniu w okresie zaciśnięcia od­
cinka piersiowego tętnicy głównej. Wyższe ciśnienie skurczowe w dolnym 
odcinku aorty świadczy o znacznym oporze w odgałęzieniach tętnic lędź­
wiowych i biodrowych zewnętrznych. Opór ten może być wykładnikiem 
aktywności mechanizmów autoregulacji krążenia, które przez zwiększo­
ny wyrzut adrenaliny z kory nadnerczy prowadzą do skurczu naczyń 
zaopatrujących mięśnie lędźwi i kończyn dolnych. Dotyczy to głównie 
czasu zaciśnięcia odcinka piersiowego, ale przy przedłużającym się dzia­
łaniu adrenaliny, skurcz tych naczyń może utrzymywać się jeszcze po 
przywróceniu drożności aorty.

Zaburzenia mikrokrążenia występujące u psów po zamknięciu od­
cinka tętnicy głównej wykazują wyraźną trójfazowość. Faza pierwsza 
(2, 4 i 6 godz. przeżycia), charakteryzująca się obecnością licznych krwin- 
kotoków w odcinku szyjnym i przekrwieniem w odcinku piersiowym 
i lędźwiowym, jest prawdopodobnie wynikiem nadciśnienia w łożysku 
naczyniowym dogłowowej części ciała oraz utrudnionego odpływu krwi 
z naczyń żylnych odcinka rdzenia położonego poniżej zaciśniętej części
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aorty zstępującej. Trudne do wyjaśnienia jest zjawisko pogorszenia 
ukrwienia rdzenia kręgowego u zwierząt z 12 i 24 godzinnym przeżyciem 
(druga faza). Być może należy je łączyć z niewydolnością krążenia i za­
burzeniem czynności narządów wewnętrznych niedokrwionych w czasie 
niedrożności aorty. Fazę trzecią należy traktować jako okres powolnego 
wyrównywania się zaburzeń. W odcinku szyjnym proces ten postępuje 
szybciej, natomiast w odcinku piersiowym i lędźwiowym cechy nie­
znacznego przekrwienia utrzymywały się do końca obserwacji.

Brak morfologicznych wykładników uszkodzenia bariery naczyniowej 
w stosunku do białek potwierdzają częściowo poprzednie spostrzeżenia 
(Gadamski i wsp. 1976a, b). Wynika z nich, że 20 minutowe zamknięcie 
odcinka piersiowego aorty nie prowadzi do nieodwracalnych uszkodzeń 
tkanki nerwowej rdzenia kręgowego. Świadczył o tym również stan 
kliniczny zwierząt. Tylko u dwóch z szesnastu zbadanych psów w ystą ­
piło spastyczne porażenie kończyn tylnych.

Stwierdzono, że mimo zaciśnięcia piersiowego odcinka tętnicy głównej 
utrzym uje się w jej części brzusznej znacznie zwolniony przepływ krwi
i wyraźnie obniżone ciśnienie skurczowe. Przepływ ten zabezpiecza takie 
ukrwienie rdzenia, które pozwala na zachowanie jego funkcji i s truk tu ra l ­
nej integralności. Stwierdzone po niedokrwieniu zaburzenia metaboliczne 
(Gadamski i wsp. 1976a) należy odnieść do upośledzenia ukrwienia 
rdzenia zarówno w okresie zaciśnięcia aorty jak i w okresie poische- 
micznym. U podłoża tych ostatnich leży zapewne działanie czynników 
zarówno miejscowych jak i ogólnoustrojowych.

P. Ta^aMCKM, r. IUyMaHbCKa, M. Eopkobckm, B. PaTbiiibCKM, E. Bccojigbckm,
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R. Gadamski, G. Szumańska, M. Borkowski, B. Ratyński, J. Wesołowski,
H. Rykowski

THE EFFECT OF ISCHEMIA OF THE SPINAL CORD 
ON THE BLOOD BRAIN BARRIER A ND  SPINAL MICROCIRCULATION

IN THE DOGS

S u m m a r y

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 exp er i­
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, unoperated 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, d isturban­
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

Rye.  1. Czerwona fluorescencja w  świetle  naczyń krwionośnych istoty białej.
Czas przeżycia 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.

Rye.  2. Przekrój poprzeczny tętniczki z okolicy kanału centralnego rdzenia.
Fluorescencja w  ścianie naczynia. Czas przeżycia 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.

Rye. 3. Przekrój podłużny tętniczki w  szczelinie przedniej rdzenia. Czerwona
fluorescencja w  ścianie naczynia. Pow. 100 x.

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

Rye. 4. Kontrola. Gęsta sieć naczyń 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.

Rye.  5. Kontrola. W istocie białej promienisty układ naczyń w  połączeniach z n a ­
czyniami leżącymi 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.

Rye.  6. Odcinek lędźwiowy. Przekrwienie rdzenia w  2 godziny po zdjęciu zacisków. 
Dominuje przekrwienie żylne z obecnością plackowatych obszarów słabego ukrwie-  

nia. Metoda Pickwortha. Pow. 60 x.
Fig. 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.

Rye.  7. Odcinek piersiowy. Pojedyncze krwinkotoki oraz nieznaczne przekrwienie  
rdzenia w  4 godziny po zdjęciu zacisków. W istocie szarej widoczne obszary s ła ­

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

Rye.  8. Odcinek piersiowy. Znaczna normalizacja ukrwienia rdzenia w 6 godzin po 
zdjęciu zacisków. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.

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

Rye.  .9. Nieliczne krwinkotoki w  istocie szarej odcinka szyjnego rdzenia w  4 go­
dziny po zdjęciu zacisków. 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.

Rye. 10. Liczne krwinkotoki w  odcinku szyjnym rdzenia w  6 godzin po usunięciu  
zacisków. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X,

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

Rye. 11. Odcinek lędźwiowy w  4 godziny po zdjęciu zacisków. Nieznaczne prze­
krwienie rdzenia. Ubogie wypełnienie  krwią naczyń brzeżnej strefy rogów 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 lędźwiowy w  6 godzin po zdjęciu zacisków. Nieznaczne prze­
krwienie rdzenia. W porównaniu do grupy poprzedniej (ryc. 11) poprawa ukrwienia  

brzeżnej strefy rogów 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. Nasilające się zubożenie ukrwienia rdzenia w  12 godzin
po zdjęciu zacisków. 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 wypełnienie krwią naczyń w  12 godzin po
usunięciu zacisków. 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 porównaniu do grupy poprzedniej (ryc. 13) w yraźniej­
sze niedokrwienie rdzenia w 24 godziny po zdjęciu zacisków. 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 lędźwiowy w  24 godziny po zdjęciu zacisków. Obszary wyraźnego  
niedokrwienia w  strefie brzeżnej rogów 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.

Ryc. 17. Odcinek piersiowy w  24 godziny po usunięciu zacisków. Znacznie uboższe
wypełnienie  krwią naczyń istoty szarej prowadzące do zatarcia różnicy w  ukrwieniu  

istoty szarej i białej. 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 w hite  matter. Pickworth method. X 60.

Ryc.  18. Odcinek szyjny w  48 godzin po zdjęciu zacisków. N ieliczne 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.

Ryc.  19. Odcinek piersiowy w  48 godzin po usunięciu zacisków. Pojedyńcza krw in ­
kotoki w  istocie szarej. Metoda Pickwortha. Pow. 60 X.

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

Ryc. 20. Odcinek lędźwiowy w  48 godzin po zdjęciu zacisków. 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 zdjęciu zacisków.
W odcinku lędźwiowym pojedyncze, poszerzone naczynia żylne w ypełn ione 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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BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE NAD WPŁYWEM 
AUDIOGENNYCH NAPADÓW PADACZKOWYCH U MYSZY 

NA STAN PŁASZCZA POWIERZCHNIOWEGO 
SRÓDBŁONKÓW WŁOŚNICZEK MÓZGOWYCH*)

Zakład Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa 
Kierownik: doc dr hab. J. Dymecki 

Samodzielna Pracownia Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biostruktury AM,
Warszawa 

Kierownik: dr med. W. Barańska

U ltrastruk tura  bariery naczyniowo-mózgowej związana jest z jej swo­
istością fizjologiczną. Układ ten różniący się budową od barier czyn­
nościowych innych narządów organizmu, decyduje o wymianie substan ­
cji między mózgiem a środowiskiem naczyniowym (Bailey, Smith 1968; 
Schultz, Karlsson 1972). Komórki śródbłonkowe włośniczek mózgowych, 
stanowiące najbliższy światłu naczyniowemu, składnik anatomiczny ba­
riery, tworzą warstwę ciągłą. Połączenia między sąsiadującymi kom ór­
kami śródbłonkowymi, typu „połączeń ścisłych”, są nieprzepuszczalne 
dla cząsteczek ferrytyny, peroksydazy oraz mikroperoksydazy (Gabryel 
1973, Gabryel, Biczysko 1973; Reese, Karnovsky 1967). Cytoplazmatyczna 
błona lipoproteidowa pokrywająca śródbłonki naczyń mózgowych od 
strony światła naczynia odgrywa ważną rolę w transporcie elektrolitów 
(Wallach 1972; Whittam, Wheeler 1970). Błona ta jest ściśle zintegro­
wana z otoczką powierzchniową zwaną płaszczem powierzchniowym — 
,»surface coat” (Groniowski 1970; Ito 1969; Martinez-Palmo 1970; Thee­
nes i wsp. 1972). Błona plazmatyczna łącznie z płaszczem powierzchnio­
wym stanowi tzw. „wielką błonę” (Lehninger 1968). Wg tej koncepcji 
w „wielkiej błonie” glikoproteidy i glikozaminoglikany są nadbudowane 
na białkach strukturalnych powierzchni zewnętrznej. Płaszcz powierz­
chniowy posiada ujemnie naładowane grupy kwasu sialowego, które

*) Praca wykonana w  ramach problemu węzłowego 09.4.1.3
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mogą wiązać jony wapnia i sodu oraz są odpowiedzialne za aktywny 
transport jonów sodu i potasu (Wallach 1972). Lehninger (1968) p rzy ­
pisuje tej otoczce rolę nośnika elektronów w przestrzeniach międzyko­
mórkowych oraz czynnika umożliwiającego zachowanie równowagi ele­
ktrostatycznej błony komórkowej. Jak  wiadomo naruszenie równowagi 
elektrostatycznej neuronu może doprowadzić do wyzwolenia napadów 
padaczkowych (Purpura i wsp. 1972).

W barierach biologicznych płaszcz powierzchniowy wykazuje zmiany 
zarówno w stanach fizjologicznych jak i pod wpływem czynników pato­
gennych (Groniowski i wsp. 1974; Rosenfeld i wsp. 1973; Santer 1974: 
Walski 1972). Jednym  ze wskaźników ujawniających płaszcz powierz­
chniowy jest czerwień rutenowa, wyznacznik proteoglikanów i glikoza- 
minoglikanów (Luft 1971; Merker, Günter 1973).

Prowadzone badania miały na celu analizę u ltrastruk tura lną  składni­
ków morfologicznych bariery krew-mózg u zwierząt, u których w y ­
woływano napady padaczkowe, a szczególnie ocenę płaszcza powierz­
chniowego komórek śródcłonkowych, uwidocznionego przy pomocy czer­
wieni rutenowej.

Zwrócenie uwagi na stan układu naczyniowego wypływa z badań M ar­
kiewicz i Ostrowskiej (1975) oraz Markiewicz i Dymeckiego (1976), 
którzy na tym samym modelu doświadczalnym wykazali w mikroskopie 
świetlnym, że w przebiegu audiogennych napadów padaczkowych u m y ­
szy występuje rozlane uszkodzenie układu włośniczkowego oraz obrzęk 
mózgu.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 12 myszach (samice 12-tygodniowe) po­
chodzących z hodowli wsobnej szczepu, obciążonego genetycznie uw arun ­
kowaną padaczką audiogenną. Zwierzęta podzielono na 4 grupy w za­
leżności od ilości wywołanych napadów padaczkowych i ich częstotli­
wości:

grupa I — wywołano osiem napadów z półgodzinną przerwą pomię­
dzy dwoma kolejnymi napadami i pobrano materiał w trzydzieści minut 
od ostatniego napadu. Ta grupa stanowi model napadu gromadnego;

grupa II — przez czterdzieści dni wywoływano po 1 napadzie dziennie 
i 2—4 godziny po ostatnim napadzie pobierano materiał (model pada­
czki przewlekłej);

grupa III — wywołano napady padaczkowe podobnie jak w grupie 
II, materiał pobierano w sześćdziesiąt dni od ostatniego napadu;

grupa IV — kontrolna, obejmująca zwierzęta pochodzące z tego sa­
mego szczepu, u których nie wywoływano napadów padaczkowych.
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W narkozie dootrzewnowej (Eunarcon w dawce 35—40 mg/kg wagi 
ciała) otwierano klatkę piersiową, po czym płyn utrwalający podawano 
do lewej komory serca pod ciśnieniem 40—60 mm Hg, przy jednoczesnym 
otwarciu prawego przedsionka serca. Płynem utrwalającym był u trw a­
lacz paraformaldehydowo-glutarowy wg metody Karnovskyego (1965), 
połączony z czerwienią rutenową wg własnej modyfikacji. Utrwalacz 
w stężeniu końcowym zawierał 2% paraformaldehydu, 0,085M bufor 
kakodylowy o pH 7,4 i 1,5% czerwieni rutenowej. Po przeprowadzeniu 
perfuzji pobierano wycinki wielkości 0,5 mm3 z kory płata czołowego 
oraz skroniowego i utrwalano przez 2 godz. w tem peraturze +20°C 
w płynie, który stosowano do perfuzji. Po inkubacji materiał płukano 
4 razy po 15 minut, w 0,1M buforze kakodylowym, zawierającym 0,5% 
czerwieni rutenowej i dotrw’alano przez 3 godz. w 1,8% czterotlenku 
osmu w buforze kakodylowym, zawierającym 1% czerwieni rutenowej. 
Materiał po odwodnieniu w szeregach alkoholi i acetonów zatapiano 
w Eponie 812 i skrawano na ultramikrotomie Reichert OmU 2. Prepa­
ra ty  dobarwiano octanem uranylu i cytrynianem ołowiu, oglądano i wy­
konano dokumentację w mikroskopie elektronowym JEM-7. Z każdej 
badanej grupy przeprowadzono 100 pomiarów grubości płaszcza powierz­
chniowego. Pomiary wykonywano na elektronogramach w powiększe­
niu 150 000 x, w miejscach, gdzie błona komórkowa zachowywała s tru ­
k turę trójwarstwową, a wolna granica płaszcza powierzchniowego była 
ostro zarysowana (Groniowski i wsp. 1974). Powiększenie mikroskopowe 
zostało wykalibrowane przy użyciu repliki węglowej posiadającej 1152 
linie na 1 mm.

WYNIKI

W grupie kontrolnej, włośniczki od strony światła były wysłane ko ­
mórkami śródbłonkowymi, które zachodziły na siebie dachówkowato 
tworząc charakterystyczne układy przestrzenne typu ,,overlaping”. Prze­
strzeń zawarta między nimi, ograniczona przez blaszki zewnętrzne błon 
komórkowych, tworzyła charakterystyczne szczeliny prowadzące nie­
kiedy do błony podstawnej. Przestrzenie te były zamknięte, tworząc 
ścisłe połączenia — „tight junctions”. Substancja rutenododatnia u ja ­
wniła się na całej zewnętrznej powierzchni komórek śródbłonkowych, 
tworząc integralną s trukturę  z blaszką zewnętrzną błony cytoplazmaty- 
cznej (rye. 1). Grubość płaszcza łącznie z blaszką zewnętrzną wahała się 
w granicach 100-—150 Ä.

W pierwszej grupie doświadczalnej (model napadów gromadnych) po­
wierzchnia komórek śródbłonkowych tworzyła warstwę ciągłą z równo­
czesnym zachowaniem połączeń międzykomórkowych. Widoczne były
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dość liczne pęcherzyki mikropinocytarne. Zwracał uwagę dobrze roz­
budowany aparat Golgiego. Wielocukrowcowa warstwa powierzchniowa 
tworzyła regularny płaszcz o grubości 100— 150 Ä, powlekający ko ­
mórki śródbłonkowe (ryc. 2).

W drugiej grupie doświadczalnej (model padaczki przewlekłej) ko­
mórki śródbłonkowe miały dość nieregularną, pofałdowaną powierz­
chnię. Charakterystycznie nałożone na siebie komórki, tworzące układy 
typu dachówkowatego, w początkowym odcinku nie przylegały ściśle do 
siebie. Na powierzchni komórek śródbłonkowych widoczne były zagłę­
bienia w błonie, które przechodziły w pęcherzyki mikropinocytarne. 
Podobne pęcherzyki widywano również w strefie przylegania komórek 
śródbłonkowych do błon podstawnych. Aparat Golgiego był silnie rozbu ­
dowany. Płaszcz rutenododatni był ściśle połączony z blaszką zewnę­
trzną błony komórkowej. Grubość tego płaszcza wynosiła 300—350 Ä 
(ryc. 3). Nie stwierdzono obecności produktu reakcji w połączeniach 
ścisłych. Pęcherzyki mikropinocytarne odsznurowujące się od błony ko­
mórkowej i znajdujące się w jej pobliżu zawierały materiał rutenodo­
datni, natomiast w pęcherzykach przylegających do błony podstawnej 
znacznika nie znajdowano (ryc. 4).

Obraz ultrastruktura lny  komórek śródbłonkowych w trzeciej grupie 
zwierząt (model padaczki przewlekłej z dwumiesięcznym przeżyciem) nie­
wiele różnił się od obrazów grupy kontrolnej. Ścisłe połączenia błon 
plazmatycznych były zachowane. Obserwowało się pojedyncze, uformo­
wane lub tworzące się przy powierzchni pęcherzyki pinocytarne. Płaszcz 
zewnętrzny na powierzchni komórek śródbłonkowych tworzył litą w ar­
stwę o grubości 100— 150 Ä (ryc. 5). Na błonach komórkowych pozo­
stałych elementów bariery naczyniowej i w poszerzonych szczelinach 
pomiędzy sąsiadującymi astrocytami nie znajdowano produktu reakcji 
z czerwienią rutenową.

Ryc.  1. Kontrola. Naczynie włosowate z kory mózgu. Komórki śródbłonkowe re ­
gularnie otoczone płaszczem 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.

Ryc.  2. Grupa I (napady gromadne). Fragment ściany włośniczki. Reakcja ruteno-
dodatnia na powierzchni komórki śródbłonkowej. 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). Pogrubiały płaszcz powierzchnio­
w y na komórkach śródbłonkowych. Ścisłe połączenie dochodzi do błony podstawnej  
i w  części bliższej światła naczynia jest wypełnione 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 lum en fi lled  

with the reaction product. X 90.000.
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OMÓWIENIE

Dotychczasowe badania mikroskopowo-elektronowe ukazywały zazwy­
czaj ,.barierę naczyniowo-mózgową” jako kilkuwarstwowy filtr metabo­
liczny (Gabryel 1973, Reeie, Karnovsky 1967). Zastosowana przez nas 
technika dla ujawnienia kompleksów wialocukrowcowych potwierdziła 
wykazane już poprzednio istnienie ciągłej otoczki na powierzchni ko­
mórek śródbłonkowych (Grcniowski 1970; Lehninger 1968; Rosenfelc! 
i wsp. 1973), która jest uważana za pierwszy i najważniejszy filtr m eta­
boliczny bariery komórkowe;, czynny immunologicznie.

Najwyraźniejsze zmiany obserwowano w drugiej grupie doświadczal­
nej stanowiącej model padaczki przewlekłej. U zwierząt tej grupy 
w paśmie śródbłonkowym od strony światła włośniczek wzrastała ilość 
pęcherzyków mikropinocytarnych. System transportu pinocytarnego, 
analogicznie do systemu mikrokanalików w barierach naczyniowych in­
nych narządów, jest uważany za drogę patologicznego transportu w ob­
rzęku mózgu (Hirano 1969, 1970, Ględzka-Słotwińska 1972; Gabryel 
1973; Gładysz 1974). Czerwień rutenowa zastosowana w naszych bada­
niach wypełniała bądź „tapetowała” powstające pęcherzyki. Widywano 
również uformowane wakuole pinocytarne, zawierające czerwień rute- 
nową, odsznurowane od powierzchni błony komórkowej.

Odrębne zagadnienie stanowią ścisłe połączenia międzykomórkowe. 
W stanach fizjologicznych są one przepuszczalne dla znaczników trans­
portu komórkowego takich jak peroksydaza tylko u noworodków, nato­
miast w organizmach dorosłych stanowią połączenia ścisłe (Baker i wsp. 
1971; Gabryel, Biczysko 1973; Reese, Karnovsky 1967). W badanym ma­
teriale połączenia komórek śródbłonkowych były otwarte tylko w czę­
ściach przylegających do światła naczynia, umożliwiając czerwieni rute- 
nowej uwidocznienie substancji powierzchniowo czynnej.

Stan płaszcza powierzchniowego jest ściśle powiązany z czynnością 
błony komórkowej. Z wykonanych pomiarów wynika, że po przewlekłych 
napadach drgawkowych grubość płaszcza powierzchniowego zwiększała 
się niekiedy trzykrotnie w porównaniu do kontroli. Wskazuje to na ist-

Ryc. 4. Grupa II. Błona cytoplazmatyczna komórki śródbłonkowej otoczona płasz­
czem powierzchniowym. Czerwień rutenowa penetruje na niewielką głębokość 
w  obręb szczeliny międzyśródbłonkowej. Pęcherzyk wypełniony materiałem ruteno-

dodatnim. Pow. 90.000 X.
Fig. 4. Group II. Cytoplasmic membrane of the endothelial 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.

Rye.  5. Grupa III (Dekapitacja w  60 dni po 40 tym napadzie). Płaszcz powierzchnio­
w y  otaczający komórkę śródbłonkową nie wykazuje zmian grubości. 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 zależności pomiędzy jego obrazem morfologicznym a stanem czyn­
nościowym komórek (Groniowski i wsp. 1974; Rosenfeld i wsp. 1973; 
Santer 1974).

W trzeciej grupie doświadczalnej grubość płaszcza powierzchniowego 
nie różniła się od normy. Wydaje się, iż okres 60 dni od ostatniego n a ­
padu padaczkowego był wystarczający dla wyrównania się zaburzeń wy­
wołanych przez powtarzające się wyładowania drgawkowe. Podobną 
zależność wykazano dla bariery kłębkowej nerki, gdzie przy zmianach 
przepuszczalności błony komórkowej podocytów następowało wyraźne 
pogrubienie płaszcza, natomiast w okresie powrotu do stanu pierwotnego 
płaszcz wyraźnie zmniejszał swe wymiary (Groniowski i wsp. 1974).

Najmniejsze zmiany w budowie płaszcza powierzchniowego zaobser­
wowano w pierwszej grupie doświadczalnej, tj. po napadach grom ad­
nych. Połączenia ścisłe były dobrze zachowane i nie przepuszczały czer­
wieni rutenowej. Wg Groniowskiego i wsp. (1974) przy krótkotrwałym 
działaniu czynnika patogennego, nawet o znacznym nasileniu — nic 
zdążą wykształcić się statystycznie znamienne zmiany w grubości p łasz­
cza powierzchniowego. Ten fakt może tłumaczyć brak zmian grubości 
płaszcza powierzchniowego w grupie zwierząt po gromadnych napadach 
padaczkowych.

Bondereff (1967) oraz Tani i Ametani (1970, 1971) stosując imersyjne 
utrwalanie w roztworze czerwieni rutenowej uwidocznili w przestrze­
niach międzykomórkowych pomiędzy wypustkami astrocytów obecność 
kwaśnych mukopolisacharydów. W przebadanym m ateriale nie obser­
wowaliśmy swobodnego przechodzenia użytego znacznika do przestrzeli 
międzykomórkowych.

WNIOSKI

1. Doświadczalne audiogenne napady padaczkowe u myszy p r o w a d z ą  

do wystąpienia zmian mikroskopowo-elektronowych w obrębie płaszcza 
powierzchniowego śródbłonków włośniczek mózgowych, wykrywalnych 
przy użyciu czerwieni rutenowej.

2. Stwierdzone nieprawidłowości mają charakter odwracalny i wyra­
żają się przede wszystkim zwiększeniem grubości płaszcza powierzch­
niowego.

3. Seria napadów wywołanych w ciągu jednego dnia nie powodowała 
zmian, natomiast pojedyncze napady drgawkowe stosowane przewlekle, 
prowadzą do zwiększenia grubości płaszcza powierzchniowego, które 
można traktować jako reakcję na działanie czynnika patogennego.
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M. BajibCKM, R. HeTpoB
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M. Walski, D. Pietrow

ELECTRON MICROSCOPIC INVESTIGATIONS ON THE EFFECT  
OF AUDIOGENIC EPILEPTIC FITS ON THE SURFACE COAT OF CEREBRAL  

CAPILLARIES ENDOTHELIUM IN MICE

S u m m a r y

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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DZIAŁ KRONIKI I INFORMACJI

W roku 1975 odbyło się 9 posiedzeń naukowych SNP. Tematyka ich była  
następująca:

1) 1975 — dnia 1.II.1975

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

— H. Kroh, G. Szumańska (Zespół Neuropatologii CMDiK PAN).
Kwaśne i obojętne mukopolisacharydy w  doświadczalnych guzach mózgu  
u myszy.

2) 1975 — dnia 1.III.1975

— Dyskusja przy mikroskopach, zorganizowana przez Centrum Medycyny Doświad­
czalnej i Klinicznej PAN (omówienie trzech przypadków).

3) 1975 — dnia 20—22.III.1975

— III Konferencja Neuropatologiczna Stowarzyszenia Neuropatologów Polskich na 
temat „Patologia mieliny ośrodkowego i obwodowego układu nerw owego” (Przed­
stawiono 64 referaty, w  tym 44 z ośrodków polskich, 20 z zagranicznych).

4) 1975 — dnia 3.V.1975

— M. Sikorska (Zespół Neuropatologii CMDiK PAN).
Aktywność cyklazy adenylowej w  różnych modelach niedotlenienia mózgu  
szczura.

— A. Jędrzejewska-Iwanowska, J. Orłowska (Zakład Anatomii Patologicznej Szp i­
tala Bielańskiego).
Złośliwy oponiak z przerzutami do narządów wewnętrznych.

— D. Markiewicz (Zakład Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, War­
szawa).
Przypadek mesothel iomatosis  meninguum  pochodzenia opłucnowego.

5) 1975 — dnia 17.V.1975

— J. Fankhauser (Instytut Neurologii Porównawczej, Berno, Szwajcaria).
Patologia chorób układu nerwowego zwierząt.

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.

c.d. na str. 346
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LUBOMIRA DYDYK, MARIA DĄMBSKA, TADEUSZ SZRETER

WPŁYW HYPEROKSJI NA DOJRZEWAJĄCY MÓZG KRÓLIKA

II. ZMIANY PÓŹNIEJSZE

Zespćł Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej 
Polskiej Akademii Nauk  

Kierownik Zespołu: prof, dr med. M. J. Mossakowski 
Oddział Intensywnej Terapii i Reanimacji Szpitala Klinicznego 

im. prof. M. Michałowicza w  Warszawie 
Kierownik Oddziału: doc. dr med. T. Szreter

W poprzednich badaniach wykazano, że krótkotrwała (6-godzinna) hy- 
peroksja (91,5% tlenu) prowadzi u noworodka królika do wystąpienia 
zmian w mózgu. Po dłuższym (24-godzinnym) działaniu nadmiaru tlenu 
ujawniają się zmiany w płucach, którym towarzyszy nasilenie niepra­
widłowości w ośrodkowym układzie nerwowym (Dydyk i wsp. 1976).

Celem tej pracy jest zbadanie jak kształtują się zmiany w elementach 
strukturalnych ośrodkowego układu nerwowego po dłuższym przeżyciu 
zwierząt poddanych hyperoksji.

MATERIAŁ I METODY

Pracę wykonano na 35 noworodkach króliczych, z których 24 poddano 
w pierwszym dniu życia działaniu 6-godzinnej lub 24-godzinnej hyper­
oksji (91,5%), a pozostałych 11 stanowiło grupę kontrolną. Dokładny 
opis doświadczenia podano w poprzedniej pracy (Dydyk i wsp. 1976). 
WT 8 lub 16 dniu po doświadczeniu pobierano wycinki do badań histolo­
gicznych i ultrastrukturalnych z kory ruchowej mózgu, z opuszki na 
poziomie oliw dolnych i z płuc.

W yniki badania w  mikroskopie świetlnym

W mózgach i w płucach zwierząt poddanych 6-cio godzinnej hyper­
oksji nie obserwowano uszkodzeń ani w 8-mym ani w 16-tym dniu po 
doświadczeniu.
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W mózgach i w płucach zwierząt poddanych 24 godzinnej hyperoksji, 
w 8 dniu po doświadczeniu nie stwierdzono zmian. W 16 dniu po 24-go- 
dzinnej hyperoksji w korze mózgu (głównie w V warstwie), w zwojach 
podstawy i w pniu mózgu obserwowano rozsiane ubytki neuronalne. 
Ubytkom towarzyszyły uszkodzenia neuronów, wśród których znajdo­
wano komórki obkurczone lub o różnej barwliwości. W porównaniu 
z grupą kontrolną liczniejsze były ciemne neurony tzw. „dark neurons’’ 
(rye. 1). Kora mózgu w całości sprawiała wrażenie lekko przerzedzonej 
(ryc. 2).

W tej grupie w płucach stwierdzono w świetle pęcherzyków obecność 
płynu i krwinek czerwonych (ryc. 3), nierównomierne, znaczne pogru­
bienie ścian naczyniowych (ryc. 4) i pojedyncze krwotoczki okołona- 
czyniowe.

W yniki badań w mikroskopie elektronowym

Grupa po 6 godzinnej hyperoksji. W ósmym dniu po doświadczeniu, 
w cytoplazmie neuronów i astrocytów stwierdzono małą liczbę wolnych 
rybosomów i dobrze rozwiniętą siatkę szorstką, której kanały były nie­
znacznie poszerzone (ryc. 5). Pojedyncze mitochondria były ciemne 
i obkurczone, większość nie wykazywała zmian. W korze mózgu spoty­
kano nieliczne cienkie osłonki mielinowe, których grubość i układ bla-

Ryc.  1. Kora mózgu 16-dniowego królika po 24 godz. hyperoksji. Liczne ciemne neu­
rony i ubytki komórkowe 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 mózgu 16-dniowego królika po 24 godz. hyperoksji. Rozsiane ubytki 
komórkowe. 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. Miąższ płucny 16-dniowego królika po 24 godz. hyperoksji. Wysięk i krw in ­
ki w  św ietle  pęcherzyków. 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. Tętnica w  miąższu płucnym 16-dniowego królika po 24 godz. hyperoksji.
Znacznie pogrubiała 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.

Ryc.  5. Fragment cytoplazmy komórki nerwowej z dużą liczbą wolnych rybozomów  
i z dobrze rozwiniętą szorstką siatką śródplazmatyczną, której kanały wykazują  
nieznaczne poszerzenie. Pień mózgu 8-dniowego królika 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 odbiegały od normy. W wypustkach komórek astrocytarnych 
stwierdzano niekiedy obecność ziaren glikogenu.

W 16 dniu po doświadczeniu, stopień dojrzałości komórek nerwowych 
i glejowych odpowiadał normie. W komórkach tych nie stwierdzono 
zmian (ryc. 6). Osłonki mielinowe zarówno opuszki jak i kory mózgu 
ilościowo i jakościowo nie różniły się od normy. Złogów glikogenu nie 
stwierdzono.

W płucach, zarówno w 8 jak i 16 dniu po doświadczeniu, bariera po- 
wietrze-krew i przegrody międzypęcherzykowe były niezmienione.

Grupa po 24 godzinnej hyperoksji. W 8 dniu po doświadczeniu obrazy 
mikroskopowo-elektronowe nie wykazywały różnic w stopniu dojrza­
łości komórek nerwowych i glejowych w porównaniu z 8-dniową grupą 
kontrolną. W komórkach nerwowych i komórkach astrogleju stwierdzo­
no rozdęcie kanałów siatki szorstkiej i obrzmienie mitochondriów 
(ryc. 7). Liczba, grubość i układ blaszek w osłonkach mielinowych w ko­
rze mózgu i w opuszce nie odbiegały od normy.

W 16 dniu po doświadczeniu zmiany ilościowe wolnych rybosomów 
i siatki szorstkiej w cytoplazmie komórek nerwowych i astrocytów od­
powiadały zmianom ilościowym tych organelli w komórkach grupy kon-

Ryc.  6. Fragment komórki nerwowej w  pniu mózgu 16-dniowego królika po 
6 gndz. hyperoksji. Bez zmian. Pnw. 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. Pień mózgu 8 -dniowego królika po 24 godz. hyperoksji. Fragment cytoplaz- 
ray komórki nerwowej z dobrze rozwiniętą kolbowato poszerzoną szorstką siatką 

śródplazmatyczną i obrzmiałymi mitochondriami. Pow. 24.000 X.
Fig. 7. Brain stem of the 8 days old rabbit after 24 hours hyperoxia. Fragment of 
the neuron with w ell developed, locally distended rough endoplasmic reticulum and 

with swollen mitochondria. X 24.000.

Ryc.  S. Pień mózgu 16-dniowego królika po 24 godz. hyperoksji. Fragment komórki  
nerwowej z balonowato rozdętymi kanałami szorstkiej siatki śródplazmatycznej.

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. Komórka mezenchymalna z kulami tłuszczu w  cytoplazmie w  przegrodzie  
m iędzypecherzykowej płuca 16-dniowego królika 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 włókna kolagenowe pomiędzy wyściółką śródbłonkową i nabłon­
kową bariery pow ietrze-krew  w  płucu 16-dniowego królika 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 komórek występowało równomierne posze­
rzenie lub kolbkowate rozdęcia siatki szorstkiej (ryc. 8). Obserwowano 
w nich liczne obrzmiałe mitochondria. Ilość i grubość osłonek mielino- 
wych w korze i opuszce nie różniły się od normy.

W płucach, w przegrodach międzypęcherzykowych stwierdzono obec­
ność komórek mezenchymalnych z kulami tłuszczowymi w cytoplazmie 
(ryc. 9). Pomiędzy wyściółką śródbłonkową a wyściółką nabłonkową 
bariery powietrze-krew stwierdzono liczne włókna kolagenowe (ryc. 10).

OMÓWIENIE

Przedstawione wyniki badań stanowiły podstawę do uzupełnienia 
wniosków z I części pracy, dotyczących wpływu hyperoksji na rozwija­
jący się mózg królika i potwierdziły uszkadzające działanie hyperoksji na 
mózg poprzez niedotlenienie.

Charakter u ltrastrukturalnych zmian w mózgu, podobnie jak w I-szej 
części naszej pracy, odpowiadał obrazom mikroskopowo-elektronowym 
obserwowanym przez Bxown’a i Brierley’a (1972) oraz Ju  i wsp. (1972a, 
1972b) u zwierząt poddanych hypoksji i ischemii.

W mózgach zwierząt poddanych działaniu 6-godzinnej hyperoksji, w <> 
dniu po doświadczeniu obserwowano niewielkie zmiany ultrastruktural- 
ne. W 16 dniu po doświadczeniu nie stwierdzono nieprawidłowości ul­
trastrukturalnych. W tej grupie płuca nie wykazywały zmian.

Po 24-godzinnej hiperoksji, w 8 dniu po doświadczeniu zmiany w mózgu 
były znacznie bardziej nasilone w porównaniu z grupą poprzednią i w 16 
dniu wyraźnie narastały. W tej grupie w płucach występowały zmiany 
wytwórcze w postaci zwłóknienia przegród międzypęcherzykowych 
i obecności kolagenu w błonie podstawnej bariery powietrze-krew.

Podobne zmiany w płucach u osobników dorosłych poddanych działa­
niu przedłużonej hyperoksji obserwowali Cederberg i wsp. (1965), Fusun 
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).

Współzależność zmian w mózgu i w płucach była przedmiotem badań 
Browna i Coxa (1966) oraz Beana i wsp. (1966), którzy wykazali, że leki 
wywołujące drgawki (metrazol, picrotoxin) wywołują w płucach zmiąny 
podobne do stwierdzanych w hyperoksji. Badania te sugerowały, że 
uszkodzenia płuc w następstwie napadów drgawkowych jak i w hyper­
oksji są spowodowane zaburzeniami czynnościowymi układu wegeta­
tywnego. Do podobnych wniosków doszli Mc Sherrn i Veith (1968), któ­

http://rcin.org.pl



Nr 3 Hyperoksja a dojrzewający oun 327

rzy uważali, że w hyperoksji pobudzenie układu sympatycznego prowadzi 
do zmian w płucach. Wpływ układu sympatycznego na powstawanie 
zmian w ośrodkowym układzie nerwowym w hyperoksji wykazali Kanai 
i wsp. (1973), którzy podając tlen pod ciśnieniem 2 atmosfer obserwowali 
zmniejszenie przepływu krwi w tętnicy szyjnej wspólnej, wewnętrznej 
i zewnętrznej. Hernandez i wsp. (1972) nie stwierdzili zaburzeń autore­
gulacji krążenia krwi w mózgu zarówno w przypadkach z zachowanym 
unerwieniem sympatycznym jak i po odnerwieniu. Sugerowało to do­
minującą rolę C 0 2 w procesie autoregulacji krążenia mózgowego. Raichle 
i Stone (1972) badając wpływ hyperkapnii na krążenie krwi w mózgu 
stwierdzili, że wysokie p C 0 2 w krwi tętniczej prowadzi do zmian pH 
w otaczającej tkance nerwowej. Według Eklofa i wsp. (1972) wysokie p 0 2 
w krwi żylnej w mózgu sprzyja zakwaszeniu otaczającej tkanki nerwowej 
i zaburza jej metabolizm.

W świetle przedstawionych badań można przyjąć, że uszkodzenia 
mózgu i płuc stwierdzone w naszym materiale kształtowały się w nastę­
pujący sposób: u zwierząt po 6-godzinnym podawaniu nadmiaru tlenu 
brak zmian ultrastrukturalnych w płucach wykluczał wpływ asfiksji na 
zmiany obserwowane w mózgu i sugerował niedotlenienie ischemiczne 
spowodowane skurczem naczyń tętniczych. U zwierząt po 24-godzinnym 
podawaniu tlenu uszkodzenie bariery powietrze-krew w płucach prowa­
dziło do niedotlenienia hypoksemicznego mózgu, które nakładało się na 
niedotlenienie ischemiczne.

W warunkach, w których działaniu hyperoksji poddano rozwijający 
się układ nerwowy powstało pytanie, jaki był jej wpływ na przebieg 
dojrzewania tkanki nerwowej? Badania Grave’a i wsp. (1972) wykazały, 
że stałe podawanie noworodkom szczurzym przez 9 pierwszych dni życia 
7Ü—80% tlenu w warunkach ciśnienia atmosferycznego, powoduje zaha­
mowanie wzrostu mózgu. Autorzy ci stwierdzili, że nagromadzenie 
DNA, RNA i białek, które towarzyszy procesowi wzrostu, ulegało zmniej­
szeniu, podczas gdy stosunek RNA/DNA i białko/DNA pozostawał nie­
zmieniony. Obniżenie zawartości DNA przy zachowanych stosunkach 
RNA/DNA i białko/DNA, świadczyło o hamującym wpływie nadmiaru 
tlenu na rozwój elementów strukturalnych tkanki nerwowej.

W naszych badaniach, obrazy mikroskopowo-elektronowe kory mózgu 
i opuszki królików 8-dniowych i 16-dniowych wykazywały prawidłowo 
postępujący przebieg dojrzewania komórek nerwowych i glejowych móz­
gu. Ubytki neuronalne obserwowane w 16 dniu po przedłużonej hyper­
oksji, sugerują jednak możliwość ujawnienia się stwierdzonych uszko­
dzeń w dalszych okresach rozwoju mózgu.
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WNIOSKI

1. Krótkotrwałe podawanie tlenu w nadmiarze prowadzi do niedotle­
nienia mózgu, bez uszkodzenia bariery powietrze-krew w płucach.

2. Przedłużona hyperoksja uszkadza barierę powietrze-krew w płu­
cach i powoduje niedotlenienie mózgu typu hypoksyjnego.

3. Współistnienie zmian w mózgu i płucach w hyperoksji prowadzi do 
nieodwracalnych uszkodzeń obu narządów co może wpływać na dalszy 
rozwój mózgu.

JI. /Jbi^biK, M. ßoMÖCKa, T. IJIpeTep

BJIMHHME TMIIEPOKCMM HA C03PEBAK>lHHtf M 0 3 r  KPOJIMKA 

II. Il03^HMe M3MeneHMH

P e  3  k> M e

Pa6oTa nocBHiuena M3yMenmo naroMexanM3Ma tmiiokcmh, KOTOpan ub i3b iB aeT  

B apym eH M H  b co3 peB a iom eM  opraH M 3M e, no ^B e prH yT O M  B03^eMCTBMio rwnepoKCMM. 

^J IH  MCCJieAOBaHMM 6bIJIO MCn0JIb30BaH0 35 HOBOpOJKflCHIIbTX KpOJIMKOB, M3 KOTOpbIX 

24 öbiJiM n o ^B e p rH V T b i KpaTKO BpeM ennoH  (C nacoBOM) mjim n p o fljienH O M  (24 nacOBOM) 

rn n e p o K C n n ; 11 k p o jim k o b  cocTaB jiH Jio  K O iiT p o jib n y io  r p y n n y .  M a T e p i i a n  a j i h  M o p -  

<J)OJIOrMHeCKMX MCCJie^OBaHMM (B OnTKHeCKOM M 3 J ieK T p O H H O M  MWKpOCKOnax) ÖpajIM 

M3 K o p b i  M 0 3 r a ,  i i p o ^ o j i r o B a T o r o  M 0 3 r a  m j ie r K u x  n a  8-om  m 16 ^ e i ib  ?km'mm. I I p o -  

B efleH H bie M ccjie flO B anw n n o K a 3 a jin , h to :

1 ) K p a T K O B p e M e H H a a  r M n e p o K C M H  B e ^ e T  k  t m i i o k c m m  M 0 3 r a  6 e 3  n a p y u i e H M H  

B J i e r K M x  ö a p b e p a  B 0 3 ^ y x - K p 0 B b ,

2) npoAJienHan rMnepoKCMH nOBpe?K,naeT 3 .nei'KMx ßapbep Boa^yx-KpoBb m Bbi- 
3bisaeT rMnoKCMK) M03ra rMrioKCMMuoro TMna,

3) najiMHMe M3MeneiiMM npM rwnepoKCMM OfliiOBpeMeimo b M03re m b jierKMx 
BejjeT B KOneHHOM MTOre k HeoöpaTMMbiM nOBpe>K£enMHM oöomx opranon,

4) M36biTOK K M C J io p o f l a  nenocpeflCTBeiuio ne H apym aeT  flKnajiMKy pa3BMTMH 

M 0 3 r a ,  h o  BjiM H eT na n e e  n y T e M  i i e o ö p a T M M b i x  n o B p e j K A e i iM M .

L. Dydyk, M. Dąmbska, T. Szreter

EFFECT OF HYPEROXIA ON THE DEVELOPING RABBIT BRAIN

II. Later Changes

S u m m a r y

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 m a ­
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 1NTRAZEREBRALEN VERKALKUNGEN BEI DEM ERBLICHEN 

PARALYTISCHEN TREMOR DER PT-KANINCHEN

Neuropathologische Abteilung des M ax-Planck-Institutes für Hirnforschung und 
Neurologisches Institut der Johann-W olfgang-Goethe-Universität in Frankfurt a.M.

Direktor: Prof. Dr. W. Krücke  
Laboratorium für 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/Männchen, pt/pt Weibchen (Lindsey u.Fox, 1974) handelt es 
sich um eine erbliche degenerative Erkrankung des Zentralnervensy­
stems mit einer an das X-Chrcmosom gebundenen Vererbungsweise. 
Klinisch stehen das Zittern vom Parkinsontyp und eine spastische Pa ­
rese der Extremitäten im Vordergrund (Osetowska u. Mitarb., 1975).

Bisher liegen nur lichtmikroskcpische Untersuchungen vor, die d e u t ­
liche Veränderungen an den Neuronen wie Chromatolyse, Schwellung 
oder Schrumpfung der Nervenzellen und Auftreibung von Axonen, eine 
Aufhellung und eine Auflockerung der M arkstruktur, 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 Gefässen haben. Gefässverkalkungen kommen nicht vor (Ose­
towska, Krücke, 1973; Osetowska u. Mitarb. 1976). In früheren Unter­
suchungen wurden die Verkalkungen bei 55% der kranken Kaninchen 
beobachtet und pathogenetisch mit einer neuronalen Schädigung in V er­
bindung gebracht.

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

* Stipendiatin des Max-Planck-Tnstitutes
** U .SA . Grant, PL-480. N.I.H. 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 Ghitaral- 
dehyd perfundiert und die aus den betroffenen Regionen des Gehirns 
entnommenen Gewebsblöcke in Epon eingebettet; ein Teil des Materials 
wurde vor der Einbettung 3 Tage mit 4,13%igem Disodium EDTA (Ethy­
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 häufig Axonauftreibungen, die 
mit grossen Mengen von Mitochondrien und polymorphen elektronen­
dichten Strukturen angefüllt waren. Letztere sind meistens lamellar ge­
schichtet und als degenerierte Organellen zu deuten (Abb. 1). Die Auf­
treibungen zeigen eine wechselnde Grösse, grössere sind ebenfalls von 
tiner Axonmembran umgeben, zeigen aber eine fortgeschrittene Degene­
ration der Organellen. Intakte Mitochondrien sind nicht m ehr vorhanden. 
Die membranumgebenen Körperchen besitzen verschiedene elektronen­
dichte, variable Form und weisen Zerfalls- sowie Verklumpungse^schei- 
rungen  auf (Abb. 2). Als weiteres Stadium im Verlauf des Erkran ­
kungsprozesses wird der Verlust der Axon-Membran aufgefasst. Im 
Zentrum  des nunm ehr plaqueförmigen Erkrankungsherdes liegen 
noch die gleichen S trukturen  wie im Axon; die Zerfallser­
scheinungen der Organellen, aufgelockerte S truktur, kollabierte Mem­
branen und eine Verschmelzung mit feinkörnigen, zwischen den 
Körperchen gelegenen Substanzen sind fortgeschritten. In dieser Ent­
wicklungsphase kommt eine neue Veränderung hinzu, eine auf das 
umgebende Neuropil übergreifende wolkenartige, seltener finger­
förmige Randzone, deren zum Teil leer erscheinende Räume 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 S truk turen  finden sich 
in weiteren Herdbildungen nadelförmige Kristalle (Abb. 3: Einsatz) 
die mit einer Länge von etwa 400 Ä und ca 40 Ä Breite an der unteren

* Nach einem Vortrag auf der Jahrestagung der Vereinigung Deutscher Neuro-  
pathologen und Neuroanatomem in Köln vom 2.—4.10.1975.

http://rcin.org.pl



A. Taraszewska et al. XIII

Abb.  1. Anhäufung von Mitcchondrien und polymorphen elektronendichten, m ei­
stens lamellaren Körperchen im aufgetriebenen Axon. Vergr. 20.000 X.

Ryc.  1. Poszerzony odcinek aksonu. Nagromadzenie mitochondrii i polimorficznych, 
elektronowo nieprzejrzystych organelli, przeważnie o blaszkowatej budowie.

Pow. 20.000 X.
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Abb.  2. Ausschnitt von einer grösseren Axonauftreibung. Unterschiedlich elek­
tronendichte, lamellare, flockige, multivesiculäre und homogene Körperchen und 
Vesicel zeigen an verschiedenen Stellen Zerfalls- und Verklumpungserscheinungen. 

Kontur der A xonm em bran ist erhalten. Verg. 17.800 X.

Ryc.  2. Wycinek dużego sferoidu aksonalnego. Liczne polimorficzne struktury 
wykazujące różne obrazy zwyrodnienia i rozpadu. Pow. 17.800 X.
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Abb.  3. Fortgeschrittener Zerfall der Organellen. Verschmelzung der feinkörnigen  
Substanz und kollabierte Membranreste von K örperchen im Zentrum (Pfeilspitze). 
Verlust der Axonmembran, stattdessen Randzone aus feinkörnigen Subs t o n i e  
wolkenförmig auf das umgebene Neuropil übergreift  (x). Ausbuchtungen (Pfeile) 
von benachbarten, meist gut erhalten Z ellm em branen. Vergr. 15.000 X. Einsatz: 
An anderen Stellen gleichartiger V eränderungen  Kalkablagerung in Form na- 

delförmiger Kristalle. Vergr. 30.000 X.
Ryc.  3. Zaawansowany rozpad organelli. Zatarcie  ziarnistego podłoża i zlewanie  
się resztek organelli (ostrza strzałek). Utrata błony aksonalnej, na jej miejscu  
drobnoziarnista substancja przechodząca ob łokow ato do otaczającego neuropilu (x). 
Wgłobienia sąsiadujących, najczęściej dobrze zachowanych błon komórkowych  
(strzałki). Pow. 15.000 X. Wycinek: w  innym  m iejscu  o podobnych zmianach odkła­

dające się złogi wapnia w  postaci ig ie łkow a tych kryształów. Pow. 30.000 X.
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Abb. 4. Breiter Randsaum feinkörnigen Materials mit verdichteten inneren- und 
äusseren Grenzschichten. Weniger kompakte feinkörnige Ablagerungen im Zentrum  
zusammen mit membranumgebenen Vacuolen und kollabierten Men.branenresten.

Vergr. 14.000 X.
Ryc. 4. Brzeżne nagromadzenie drobnoziarnistego materiału z zagęszczoną warstwą  
zewnętrzną i wewnętrzną. Mniej zbite, drobnoziarniste złogi w centrum obok ogra­

niczonych błonami wakuoli i zlewających się resztek błon. Pow. 14.000 X.
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Abb.  5a. Gleichartige Herdbildung wie in Abb. 4. mit mehreren wolkenartig b e ­
grenzten Kammern ohne morphologisch nachweisbare Kalkablagerung. Vergr.

16.500 X.

Ryc.  5a. Obraz podobny jak na rye. 4, z liczniejszymi łożyskami o falistym obrze­
żeniu, bez widocznych złogów wapnia. Pow. 16.500 X.
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Abb. 5b. Grosse Kalkablagerung mit deutlicher kristalliner. Struktur. Form und 
Grösse der Herde stimmt überein. In Abb. 5a und 5b sind die Zellmembranen  

des umgebenden Neuropils erhalten. Vergr. 30.000 X.
Ryc.  5b. Duży konkrement wapniowy o wyraźnej strukturze krystalicznej. Rozmia­
ry i postać ogniska odpowiadają przedstawionym wyżej „łożyskom wapniogennym ”. 
Na ryc. 5a i 5b w  otaczającym neuropilu błony komórkowe są zachowane.

Pow. 30.000 X.
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Grenze der in der Literatur für Hydroxylapatit beschriebenen Werte 
liegen (Speckman, Norris, 1957; Hager 1962, Giacomelli u.Mitarb. 1964). 
Eine davon abweichende Herdbildung, noch ohne morphologisch nach­
weisbare Kalkablagerung, zeigt breite, feinkörnige Saüme unter der 
elektronendichten Grenzschicht; sie ist auch, allerdings weniger kom­
pakt und zusammenhängend, 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 Kam mern ohne morphologisch nachweisbare Kalkablagerung.

Im Lichtmikroskop sind derartige Herde ohne Verkalkung zwar eben­
falls zu sehen, aber in ihrer Feinstruktur nicht aufzuklären. Sie stellen 
offenbar die „M atrix” für spätere Verkalkungen dar.

Die grossen Kalkkonkremente mit relativ gleichmässigen kristallinen 
S trukturen  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 u dicken Paraffin­
schnittes weist an den Stellen der Verkalkungen eine starke Absorption 
der gesamten Röntgenstrahlung auf. Die rechnerische Auswertung des 
Massenabsorptions-Koeffizienten ergab Sigma-Quotienten, die über 
1 lagen und mit zunehmender Strahlenfilterung anstiegen. Sie zeigen 
damit ein Verhalten, das dem der Calcium-Kontrollprobe (Ca3( P 0 4):>) 
entsprach. Die Werte für 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 verän­
derten neuronalen Strukturen  am Beispiel der Axonveränderungen be­
wiesen werden.

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

* Herrn Dr. K. Müller-Sievers, M ax-Planck-Institut für Biophysik, sind wir für 
die Durchführung 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 könnte. Vereinzelte u ltra- 
strukturelle  Untersuchungen anderer intracerebraler Verkalkungen un­
terscheiden sich von unseren Befunden dadurch, dass der Verkalkungs­
prozess hier im perivaskulären Raum stattfindet (Guseo u.Mitarb. 1975; 
Cervos-Navarro, Matakas, 1974). Die Rolle der Mitochondrien für 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, Schräg, 1965; Bonucci, Sa- 
dun, 1973; Martin, Matthews, 1969; Matthews, 1970; Cavallero u. Mitarb. 
1974).

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

A. Taraszewska, E. Osetowska, W. Krücke

IX. BADANIA ULTRASTRUKTURALNE ZWAPNIEŃ SRÓDMÓZGOWYCH
U KRÓLIKA „PT”

S t r e s z c z e n i e

Badania wykonano na 4 królikach pt w  wieku od 4 do 6 tygodni z ostrymi 
objawami klinicznymi oraz na 4 kontrolnych z tej samej rodziny, nieobciążonych  
genetycznie. Przebadano tkankę pochodzącą z okolicy globus pall idus  i striatum.  
Przed zatopieniem w  Eponie część materiału została odwapniona w 4,13% roztworze 
Disodium EDTA.

W przebadanym materiale znaleziono poszerzenia aksonalne, przypominające  
sferoidy, wypełnione mitochondriami oraz strukturami elektronowo nieprzejrzy­
stymi, niekiedy o częściowo koncentryczno-blaszkowatej strukturze. Zarówno roz­
poznawalne mitochondria jak i już zmienione organelle ulegają w  dalszych s ta ­
diach procesu rozpadowi wytwarzając rodzaj łożysk („beds”), w  których wtórnie  
osadzają się kryształy odpowiadające wymiarami hydroxyapatytowi. Przebadanie  
skrawka parafinowego z tych okolic wykazało wskaźnik absorbeji dla promieni  
Rtg, Sigma powyżej wartości 1, co odpowiada związkom Ca3( P 0 4)2. Tego typu  
ogniska (łożyska) śródkomórkowe wydają się odpowiadać klasycznemu pojęciu  

„matrix”.

W dotychczasowej literaturze nie znaleziono podobnych odpowiedników ultra- 
strukturalnych. Dalsze badania posiadanego materiału pozwolą prawdopodobnie 
na prześledzenie wszystkich pośrednich stadiów procesu aż do wytworzenia się 
rozległych konkrementów wapniowych, których rozmiary w skazywać mogą albo  
na olbrzymie sferoidy, albo na zajęcie całych neuronów.
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A. TapameBCKa, E. OceTOBCKa, B. Kpioice

IX. y jIb T P A C T P Y K T yP H b lE  MCCJIEßOBAHMH KAJIBHMEBBIX OTJIO^KEHMU 
B CPEÄHEM M 0 3 rE  y  KPOJIMKA pt

P e 3 io M e

Mccjie,noEaHMH öbiJiM npoBeAeiibi Ha 4 KpojiwKax pt b B03pacTe o t  4 flc 6 neßejib 
C OCTpbIMM KJIMHMHeCKMMM C H M nT O M aM H , 3  T3K>Ke Ha 4 KOHTpOJIbHbTX, M3 3TOrO 
>Ke c e M e w c T B a ,  r e u e T M ’ie c K M  H e o T a r o m e H H b i x  B l>i j i m  M C C Jie ß O B a H b i  K y c o ^ K M  M 0 3 r a  

m3 oöjiacTM globus pa ll idus  u str iatum . HacTb MaTepnajia nepe^  3anJiasKOM b 3none  

ACKajibUMiiMpOBajiM B 4,13% pacTBope AMiiaTpMeBOM c o j i m  EDTA. B iiccjie.iüBaHHOM 
M a T e p i - i a j i e  ö b i j i m  uaM^eubi aKCOiiajibHbie paciimpeHMH, HanoMMiraioiHMe ccbepoMAbi, 
3anojiHeHHbie m h t o x o h p h h m h  m 3JieKTp0ii0nji0THbiMn o p r a H e J i J i a M M ,  o ß j i a ^ a i o u ^ M M M  

MHorfla nacTM^HO KOHueTpu'iecKM-njiacTMHMaTOw cTpyKTypoM. KaK pacri03naBaeMbie 
MHToxonflpMM, TaK m  y ? K e  M3MeneiiHbie opranejijibi riOABepraiOTCH b  /(ajTbuewuiHx 
C T a ^ M H x  n p o u e c c a  p a c n a ^ y  m p a 3 M b i T M i o  c T p y K T y p w ,  oöpasyn no ,z io6M e  jiojKa ( „ b e d ” ), 

B K C T O p b lX  BTOPMHHO OCaJKflaiOTCH K p M C T a j I J Ib l ,  COOTBeTCTByKDIUMe pa3MepaMM 1’M flpO -  

KCManaTMTaM. MccjießOBauMe n a p a c b M H O B b i x  cpe30B m 3 s t m x  x e  oöjiacxeü b b i h e m j i o  

n o K a 3 a T c J i b  a ö c o p n u M M  ß j i n  p e H T r e H O B C K M x  J i y n e w  n p M  CM rM e a b i m e  B ej iM H M iib i  I, 
H To cooTEeTCTByeT coeflMHeiiMHM (Ca3/ P 0 4/2). 3 t o f o  Twna MexsKjierOHUbie onarw
(jIO}Ka) COOTBeTCTBy K)T, nO-BM,Z(MMOMy, KJiaCM'ieCKOMy nOHHTMIO .,MaTpHITbl". B MMe- 
lomeMCH ,no CMX nop jiMTepaType ne öbijio, owiano, nan^eno noflo6iibix yjibTpacTpyK- 
TypHbix 3KBMBajienT0B. /JajibiieńuuMe MCCJie^OBaHMH nojTynenHoro MaTepwa.Tia ^aziyT, 
no-BMaMMOMy, B03M0jKHOCTb npocjie,HMTb see  np0M.'iH<yT0HHbie craffMM pouecca na- 
HMHaH C nepBbIX MMTOXOHflpMHJIbHblX M3MeneiiMH M ftO 0Öpa30BaHMH OOUiMpHbIX 
KajibiyieBbix OTJiojKeiiMM, pa3Mepbi kotopwx yKa3biBaioT mjim na rpoMa/uibie c(J>2- 
poM^bi, mjim na 3axBaT npoueccoM uejibix neiipoHOB.
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HELMA SOMMER, JOCHEN QUANDT

GEFÄSSVERÄNDERUNGEN NACH TIEREXPERIMENTELLER 
LANGZEITBEHANDLUNG MIT L-DOPA 
AUS ELEKTRONENOPTISCHER SICHT

Neuropathologisch-Biologische Abteilung des Bezirkskrankenhauses für Psychiatrie
und Neurologie, Bernburg  

Leiter: Dr. med. Dr. rer. nat. habil. H. Sommer

Seit den grundlegenden Arbeiten von C. und O. Vogt (1920) über das 
extrapyramidale System und die neuroanatomischen Ergebnisse über 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 Einführung von L-DOPA zur 
Substitutionstherapie.

Besonders die Entdeckung des gestörten Dopaminstoffwechsel beim 
Parkinsonismus hsat viele neue Fragen aufgeworfen, denn durch diese 
Therapie mit L-DOPA war es erstmals möglich, mit Zwischenprodukten 
des intermediären Stoffwechsels eine Funktionsstörung im Zen tra lner ­
vensystem zu beeinflussen. Während nun die biochemischen Aspekte 
zumindest in ihren Grundzügen weitgehend geklärt werden konnten, ist 
die Frage, ob durch biogene Amine nicht nur therapeutisch erwünschte 
bzw. positive neurophysiologische Effekte zu erzielen oder in bestimmten 
Dosierungen auch molekularbiologische Veränderungen zu bewirken sind, 
noch ungeklärt. 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 Hippursäure 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
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eingeführt und zeigte erste Behandlungserfolge. Für 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 U n te r ­
suchungen (Lewy 1913, Tretiakoff 1919, C. und O. Vogt 1920), die die 
schon 1895 von Brissaud geäusserte Vermutung, dass sich die Verände­
rungen beim Parkinsonismus im striären System befinden müssten, be­
stätigten. In 1938 wies Hassler durch die systematische Anfertigung von 
Schnittserien der Gehirne verstorbener Parkinsonpatienten nach, dass 
wahrscheinlich in einer zellulären Schädigung der Substantia nigra die 
Ursache des Parkinsonismus zu suchen sei. In den folgenden Jahren  
wurden die Bemühungen 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 Säugetieren (Montagu 1957) vorhan ­
den sind. Ausserdem konnte durch Carlsson et al. (1958) sowie Bertler 
und Rosengren (1959) aufgezeigt werden, dass der Dopamingehalt in viel 
höheren Konzentrationen in den Basalganglien als in den übrigen H irn ­
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 
intravenösen 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 
verstärkt werden kann. Diese grundlegenden Arbeiten sind in den fol­
genden Jahren durch zahlreiche Veröffentlichungen bestätigt worden 
(Umbach und Baumann 1964, Barbeau 1969, Ericson et al. 1970, Kaeser 
et al. 1970, Völler et al. 1970, u.a.). In der Mehrzahl der Mitteilungen 
handelt es sich jedoch um Ergebnisse nach einer vorübergehenden, d.h. 
kurzzeitigen intravenösen oder oralen Behandlung mit L-DOPA, während 
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 Jah r  bei Parkinsonpatienten unter einer reinen 
L-DOPA-Medikation (ohne Einbeziehung anticholinerger Substanzen) 
durchgeführt. Sie kommen auf Grund ihrer klinischen, testpsychologi­
schen und neurophysiologischen Untersuchungen zur der Feststellung, dass 
’’die Grenzen der Behandlungsmöglichkeiten nicht durch die Art und
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Ausprägung der neurologischen Symptome, sondern auch durch etwaige 
Nebenwirkungen und das Ausmass einer allgemeinen psychoorganischen 
Beeinträchtigung gesetzt w erden”. In tierexperimentellen Arbeiten w er­
den vorwiegend biochemische und autoradiographische Fragestellungen 
behandelt, während neuropathologische Untersuchungen fast überhaupt 
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 Zuführung von Dopamin kompen­
siert teilweise diesen Ausfall. Wie der Metabolismus sich beim Parkin ­
sonismus verhält, ist allerdings noch nicht vollständig geklärt; w ahr­
scheinlich liegt die Ursache in einer Störung 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 Verfügung 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 können sich in der molekularbiologischen S truk tu r  des Me- 
senchyms durchaus neue, noch nicht bekannte Veränderungen oder 
Schäden ergeben, die bei der Therapie und Beurteilung der Nebenwir­
kungen bekannt sein müssen. Aus diesen Erwägungen heraus wurden 
die nachfolgend angeführten Tierexperimente durchgeführt.

MATERIAL UND METHODE

Für unsere Langzeitexperimente (6-monatige, täglich 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 K on tro ll ie ren  an­
gesetzt. Nach Beendigung der Experimente wurde eine 2-monatige Ü ber­
lebenszeit anberaumt, um reversible Veränderungen nicht für irreversible 
ynzusehen.

Die Entnahme des Hirnmaterials für die elektronenoptische Untersu­
chung wurde in Narkose vorgenommen. Die weitere Aufarbeitung für 
die elektronenoptische Analyse erfolgte über eine gepufferte Glutaral- 
dehyd-Lösung, einer Kontrastierung mit Osmiumtetroxyd und an ­
schliessender Einbettung in Epon. Die Ultradünnschnitte 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 ultr,astrukturellen Ergebnisse be­
schränken.

Die elektronenoptische Untersuchung des Hirngewebes entsprechend 
der unterschiedlichen Dosierung ergab, dass bei 12 mg/kg und auch noch 
bei 22 mg/kg keine wesentlichen Veränderungen aufzufinden waren. Das 
Ergastoplasma zeigte die charakteristische lamellare 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 grösstenteils rosetten- bzw. 
gruppenförmig angeordnet. Zellkern, Zellkernmemfcran sowie auch der 
Chromatingehalt des Zellkernes waren unauffällig, lediglich die Mito- 
chondrien erschienen aktiviert und vermehrt. In der folgenden Abbildung 
sind keine Veränderungen an den Zellstrukturen festzustellen (Abb. 1). 
Die Astrozytenfortsätze zeigen ebenso wie markscheidenhaltigen Ner­
venfasern keine degenerativen Veränderungen.

Mit dem Ansteigen der Dosis ist eine Aufsplitterung des lamellar an­
geordneten Ergastoplasma neben einer ausgeprägten Proliferation und 
Aktivierung der Mitochondrion zu beobachten. Wesentlich eindrucks­
voller gestalten sich die Veränderungen an den intrazerebralen Gefässen. 
Bei einer Dosierung von 22 mg/kg L-DOPA ist eine deutliche Schwellung 
der Astrozytenfortsätze, die an die Kapillarwand angrenzen, bei einer 
fast unveränderten Gefässwand festzustellen (Abb. 2).

Mit der Erhöhung der Dosierung treten deutliche Veränderungen an 
der Gefässwand zutage, die vorwiegend durch eine Wucherung der m e­
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 
unverändert; die doppelte Konturierung der Zellkernmembran (ZKM) ist stellen­

weise verwaschen; P — Pigment, Ri — Ribosomen. Vergr. 12.000 X.
Rye. 1. Fragment neuronu kory potylicznej królika (22 mg/kg L-DOPA przez 
6 m-cy). Siatka śródplazmatyczna (ER), mitochondria (Mi) i chromatyna w jądrze  
(NL) niezmienione; ogniskowe zatarcie podwójnego zarysu błony jądrowej (ZKM). 

P — barwik, Ri — rybosomy. Pow. 12.000 X.

Abb. 2. Intrazerebrale Kapillare aus der frontalen Hirnrinde vom Kaninchen  
(22 mg/kg L-DOPA; 6-monatige Applikation); deutlich ist die Quellung der Astro­
zytenfortsätze (AF), die an die Kapillarwand (KW) ansetzen, erkennbar; die G e ­
fässwand der Kapillare sowie die Endothelzelle (EZ) erscheinen unauffällig. Vergr.

12.000 X.
Byc.  2. Naczynie włosowate kory czołowej królika (22 mg/kg L-DOPA przez 6 m-cy);  
Znaczny obrzęk wypustek astrocytarnych (AF) przylegających do ściany naczynia  
(KW). Ściana włośniczki i komórki śródbłonka (EZ) niezmienione. Pow. 12.000 X.
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einer Proliferation der Intima zum Ausdruck kommen. Ausser der Akti­
vierung der Mitochondrien t r i t t  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-- 
fässwand, sondern auch im perivasculären 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 übriggebliebene unveränderte  
Rest von L-DOPA passiert die Blut-Liquor Schranke bzw. B lut-H irn- 
-Schranke und wird im Gehirn zu Dopamin decarboxyliert. Wie wir 
wissen, wirkt Dopamin an den Basalganglien als Neurotransmitter und 
hat einen inhibitorischen Effekt an bestimmten Synapsen des Zentralner­
vensystems. Weiterhin ist bekannt, dass es durch eine Verarmung 
an Dopamin zu einer Störung des vorhandenen Gleichgewichtes zwi­
schen den beiden Überträgersubstanzen Acetylcholin und Noradrena­
lin im extrapyramidalen System kommt. Durch die Zuführung von 
L-DOPA und die unm itte lbar damit verknüpfte Bildung von Dopamin 
und Noradrenalin kommt es zu einer Acetylcholin-Hemmung, wodurch 
eine Antiparkinsonwirkung erzielt wird. Über den eigentlichen Wir­
kungsmechanismus von L-DOPA bzw. Dopamin wird noch disku­
tiert; er ist bis heute noch nicht restlos geklärt. In dieser Arbeit 
wird darauf nicht eingegangen. Vielmehr möchten wir Überlegun­
gen anstellen, wie cs zu diesen auf gezeigten u tras trukture ll  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 Veränderung eine Vakuolenbildung festzustellen; 
die Muscuaris (Mu) die verbreitert ist, enthält Vakuolen und aktiveirte Mitochon­
drien (Mi); die Elastica (El), Zellkern (Z) sowie die Adventitia erscheinen unverän­

dert. Vergr. 12.000 X.
Ryc. 3. Fragment tętniczki z mózgu królika (42 mg/kg L-DOPA przez 6 m-cy).  
W w arstw ie  wewnętrznej (In) widoczne zmiany proliferacyjne oraz wodniczki.  
Poszerzona warstwa mięśniowa (Mu) zawiera wakuole i pobudzone mitochondria 
(Mi). Warstwa sprężysta (El), jądro komórkowe (Z) i przydanka są niezmienione.

Pow. 12.000 X.

Abb. 4. Ausschnitt aus einer intrazerebralen Arterie aus dem frontalen Abschnitt  
des Kaninchengehirns (42 mg/kg L-DOPA; 6 monatige Applikation); die Intima (In) 
erscheint ausgelockert und lässt eine vakuolige Degeneration erkennen; die M u­
scularis (Mu) ist verbreitert und enthält Vakuolen; Adventitia  und Elastica (El) er ­
scheinen unverändert; im Virchow-Robin’schen Raum finden sich zahlreiche A b­

lagerungsprodukte (AP). Verg. 6.000 X.
Ryc. 4. Fragment naczynia tętniczego okolicy czołowej mózgu królika (42 mg/kg  
L-DOPA przez 6 m-cy). Warstwa wewnętrzna naczynia (In) o rozluźnionej struk­
turze z licznymi wodniczkami. Przydanka i błona sprężysta (El) są niezmienione. 

W przestrzeni okołonaczyniowej liczne produkty rozpadu (AP). Pow. 6.000 X.
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Veränderungen nach höherer Dosierung von L-DOPA im Tierexperiment 
kommen kann.

Die Ergebnisse können wie folgt interpretiert werden. Zunächst wird 
der grössere 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 über 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 unverändert 
blieb, bedeutet dies, dass die den Nervenzellen über die Hirnkapillaren 
zugeführte L-DOPA-Menge eine ’’überschiessende” 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 unverändert ist, 
kann durch die noch nicht veränderte Permeabilität der Nervenzell- 
rnembran L-DOPA in das Innere der Nervenzelle diffundieren. Durch 
dieses Überangebot von L-DOPA werden zunächst die interzellulären 
Stoffwechselvorgänge beschleunigt, so dass das funktionell bestehende 
Gleichgewicht aller Reaktionsvorgänge innerhalb und ausserhalb der 
Nervenzelle aus dem Gleichgewicht gerät. Die Nervenzelle verbraucht 
für ihre Stoffwechselvorgänge m ehr organische Substanzen als ihr von 
den zugeordneten Zellelementen zur Verfügung gestellt werden können. 
Durch die weitere L-DOPA-Zuführung kann die Nervenzelle die entste ­
henden Abweichungen nicht mehr abfangen, so dass daraus einerseits 
Veränderung der Permeabilitätsverhältnisse, andererseits ein Missver­
hältnis in dem Gleichgewicht der Überträgersubstanzen an den synap­
tischen Membranen resultiert. Anfänglich wird ein Übergewicht auf 
der Seite des Noradrenalins bestehen, dass, je stärker sich die Perm ea ­
bilität verändert, zugunsten des Acetylcholin verschoben wird. Die N er­
venzelle ist somit fortlaufend Reizen ausgesetzt, denen sie nicht mehr 
entgegenwirken kann — eine Blockierung ihrer Stoffwechselvorgänge 
ist unabwendbar, d.h., es resultiert ein toxischer Effekt. Von diesen 
Veränderungen sind nicht nu r  die Nervenzellen betroffen, sondern auch 
die nachgeordneten Zellstrukturen, die in enger Beziehung zu den Ner­
venzellen stehen — Astrozyten und Kapillaren. Die der geschädigten Ner­
venzelle weiterhin zugeführte L-DOPA-Menge verbleibt in dem ihr vor­
geschalteten Zellelement, dem Astrozyten und löst hier eine toxische 
Quellung in den Astrozytenfortsätzen aus. Durch den Druck, den die 
angeschwollenen Astrozytenfortsätze auf die Kapillarwand ausüben, 
kommt es zu einer Komprimierung des Kapillarlumens; zum anderen 
wird durch den bleibenden Druck auf die Kapillarwand ein Reiz ausge-
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löst, der zu einer Änderung des Mesenchymstoffwechsels führt, "bevor 
eine sichtbare Wandschädigung zutage tritt. Allmählich wird durch die 
initiale unspezifische Mesenchymreaktion eine Störung des extravasalen 
Stofftransportes eintreten, die gleichbedeutend mit einer langsamen Pro­
liferation der mesenchymalen Zellelemente ist. Es entstehen jene Ver­
änderungen an den Gefässen, die auf den Abbildungen 3 und 4 zu er­
kennen sind. Da durch die Störung der Transportwege der reguläre 
Stoffaustausch unterbunden wird, lagern sich sowohl in der Gefässwand 
als auch im perivasculären Raum Stoffwechselschlacken, Abbauprodukte 
an, die die bestehende Schädigung der zentralnervösen Strukturen  wei­
terhin negativ beeinflussen.

Diese Befunde bestätigen eindrucksvoll die klinische Erfahrung, dass 
tägliche Gesamtdosen von 2,5 g und mehr vielen Parkinsonpatienten 
subjektive und objektive Beschwerden bringen; andererseits sind unsere 
Ergebnisse eine Bestätigung jener pharmakologischen und klinischen 
Untersuchungen, die eine geringere Dopakonzentration in der Thera­
pie anstreben. In jüngster Zeit (Völler 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 möglich, dass 
die zuführende L-DOPA-Dosis noch weiter zu reduzieren ist, wodurch 
unerwünschte Nebenwirkungen vermindert werden, zumindest vonseiten 
des Dopamin. Wahrscheinlich wird dieser Therapieform beim Parkinso­
nismus die nächste Zukunft gehören.

H. Sommer, J. Quandt

ULTRASTRUKTURALNE ZMIANY W NACZYNIACH MÓZGU 
PO DŁUGOTRWAŁYM PODAWANIU L-DOPA ZWIERZĘTOM 

LABORATORYJNYM

S t r e s z c z e n i e

Celem pracy było wykazanie czy długotrwałe podawanie L-DOPA prowadzi do 
powstania trwałych zmian ultrastrukturalnych w  mózgach zwierząt doświad­
czalnych.

Badania przeprowadzono na królikach, które przez okres 6 miesięcy otrzymywa­
ły L-DOPA w  dawce od 12 do 52 mg/kg wagi ciała dziennie.

Wykazano, że długotrwałe podawanie L-DOPA powoduje obrzmienie wypustek  
astrocytarnych oraz zmiany w e włośniczkach i drobnych naczyniach mózgu, któ­
rych nasilenie zwiększa się wraz ze wzrostem dawki stosowanego leku. Autorzy 
uważają, że L-DOPA powodując zaburzenia w  przemianie neurotransmiterów może  
prowadzić do zmian przepuszczalności błon komórkowych, których następstwem  
jest obrzmienie elementów strukturalnych tkanki nerwowej. Zmiany w  ścianach  
naczyń i przestrzeniach okołonaczyniowych autorzy traktują jako niespecyficzną  
reakcję na zaburzenie transportu z układu naczyniowego do tkanki nerwowej.
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r. CoMMep, M. KBanflT

y jIbT P A C T P yK T Y P H b lE  M3MEHEHMH B CO C y/IA X  M 03I\A  nOCJIE 
ßJIMTEJIbHOtf IIOflAHM L-DOPA JIAEOPATOPHbIM 2KMBOTHBIM

P e 3 io M e

IJeJibio paöOTbi 6bijia npoBepKe, Be^eT jim ajiMTejibnan no^a^a L-DOPA k eo3- 
HMKHOBeiirao ycTOMHMBbix yJibTpacTpyKTypubix ü3MeneHMM B M03re 3KcnepiiM€HTajib- 
HblX JKMBOTHbIX.

llccjieflOBaHHH öbiJiM npoBe^eiibi Ha KpojiMKax, KOTopbie b Teneime ö Mecnue3 
nojiynajiH L-DOPA b ,z;03ax ot 12 flo 52 Mr/Kr Beca Tejia, b ßei;b.

Ebijio n0Ka3aH0, hto ^jiMTeJibnaH no^ana L-DOPA Be#eT k OTeicy acTpoqMTHbix 
OTpocTKOB, a TaKJKe K M3MeneHMHM B K anm ijinpax u MejiKMx ni03r0Bbix cocy^ax,  

BejiMHMna KOTOpbix pacTeT no Mepe pocTa 303 ripMMenHeiuoro jieKapcTBa.
AßTopbi CHMTaioT, h t o  L -D O P A  B bi3b iB an  H a p y rn e n n a  b oÖMene nenpoTpaHcr«;n- 

TepOB, MOJKeT BeCTM K M3MeHeiIMHM npOHMUaeMOCTJl KJieTOHHblX OÖOJIOMeK, CJieA" 
CTBMeM KOTOpblX HBJIHeTCH OTeK C TpyK T ypH b lX  3JieMeiITOB H epB IlO fi TKaUH. M 3M e- 

HenMH B C Te iiK ax  cocy^O B  n  b O Ko;rococyAM CTbix n p o c T p a n c T B a x  aBTOpbi paccma- 

TpMBaiOT KaK iie cne nnc^M H e cK yK ) peaKijmo na HapymeuMe T p a u c n o p T a  M3 cocyAncTon 

CMCTeMbi B nepBHyio TKanb.
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Kliniki Diagnostyki i Terapii Chorób Układu N erwowego Instytutu Psychoneuro- 
logicznego w  Warszawie.

Jerzy  Dymecki

http://rcin.org.pl



N E U R O P A T .  P O L . ,  1976, X I V ,  3

M ARIA OSTENDA, MIROSŁAW J. MOSSAKOWSKI, ALICJA PRONASZKO-
-KURCZYŃSKA

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, pe r ­
formed both on human and experimental animal material (Adams, 
Foley, 1949; Lapham, 1961; Mossakowski, 1966a, 1966b; Shiraki, 1968) 
point to the prim ary impairment of astroglia as underlaying this patho­
logical process. Mossakowski et al. (1970) have shown, that in experim en­
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 m ani­
festations in the electron microscopic picture. This prompted us to 
undertake electron-microscopic studies of hepatogenic encephalopathy 
w ith 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 num ber of 16 were given subcutaneously 
injections of 50% carbon tetrachloride solution in liquid paraffin in 
a dosis of 0.5 ml CC14 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 f re ­
quency and for the same period. To avoid possible age-dependent d if­
ferences in the u ltrastructural 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 
Eirea of the fronto-parietal region and fixed by immersion in 3% g iu ta r-  
aldehycle in Millonig buffer, pH 7.2, for 2 hrs, and thereafter  for 1 h r 
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 ultra th in  sections were contrasted w ith  
uranyl acetate and lead citrate. The observations were made in a JEM  
7A 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 Gridlev’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.
Rye. 1. Encefalopatia wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia. Śródbłonki koro­
wego naczynia włosowatego zawierają liczne pęcherzyki pinocytarne i wcdniczki.  
Zespolenia międzyśródbłonkowe tworzą wydłużone, kręte kanały. Pow. 4 900 x.

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

ccll. x  15 000.
Rye. 2. Encefalopatia wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia Śródbłonki naczy­
nia włosowatego z licznymi pęcherzykami pinocytarnymi położonymi na różnej 

głębokości komórki. 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 14 300. 
Rye. 3. Encefalopatia wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia. Zespolenie m iędzy ­
śródbłonkowe naczynia włosowatego w ystępuje 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. 
Rye. 4. Encefalopatia wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia. Korowe naczynie  
włosow ate otoczone ciężko uszkodzonymi okołonaczyniowymi wypustkami astro-

gleju. Pow. 7 200 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.
Rye.  5. Encefalopatia wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia. Obrzmiała, pozba­
wiona organelli subkomórkowych wypustka astrocytarna, położona wśród prawi­

dłowo zachowanych elementów neuropilu. Pow. 13 000 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  9 000.
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RESULTS

On the light microscopy the brains of animals sacrificed after 4 and 
6 months of experimental treatm ent 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 a fte r  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 a n i ­
mals, bu t only generalized changes of the character of hepatocytes' 
steatosis.

In the  experimental animals, both after 4 and 6 months of the expe­
rim ent significant abnormalities of the  electron-microscopic picture 
were noted as compared with control material; the fundamental pa ttern  
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 
experim ental treatment.

Rye. 6. Encefalopatia wątrobowa w  4 miesiącu doświadczenia. Astrocyt o obrzmia­
łej, optycznie przejrzystej cytoplazmie, zawierający prawidłowe mitochondria, 
fragmenty szorstkiej siatki śródplazmatycznej i skąpe wolne rybosomy. Pow.

9 000 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 bodies, x 15 000.
Rye. 7. Encefalopatia wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia. Astrocyt z za­
aw ansowaną dezintegracją cytoplazmy, zawierającej nieliczne mitochondria o c iem ­
nej macierzy, fragmenty szorstkiej siatki śródplazmatycznej i heterogenne ciała

gęste. Pow. 15 000 x.

Fig. 8. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration, Astrocyte with com ple­
tely disintegrated cytoplasm. Large nucleus with diffusely spread, scanty chro­

matin seems to be located in entirely empty space, x 4 550.
Rye. 8. Encefalopatia wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia. Astrocyt z całkowi­
cie dezintegrowaną cytoplazmą. Duże jądro ze skąpą chromatyną sprawia wrażenie  

położonego w  pustej przestrzeni. Pow. 4 550 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 wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia. Dwie komórki oli- 
godendrogleju o całkowicie prawidłowym obrazie ultrastrukturalnym. Pow. 4 550 x.

Fig. 10. Hepatogenic encephalopathy of 6-month duration. Fragment of neuronal 
cytoplcsm, 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 wątrobowa w  6 miesiącu doświadczenia. Fragment cytopla­
zmy komórki nerwowej, zawierającej liczne kanały zespołu Golgiego z położonymi 
wśród nich pęcherzykami obłonionymi, wolne rybosomy i nieliczne ciała gęste.

Pow. 9 000 x.
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The electron-microscopic tissue changes involved the s tructu re  of 
the capillary vessels and selectively the astrocytic glia. The remaining 
tissue elements were unchanged or showed only very slight u ltra s tru -  
ctural abnormalities.

The ultrastructural changes of the capillary vessel walls found a l r e ­
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 phenom e­
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 vicinity 
of the cell membranes, facing the vessel lumina. The intercellular ju n ­
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 endopl,asmic reticulum were found to 
occur (Fig. 7). In some of the cells an increased number of dense bodies 
and a slightly increased num ber of glycogn rosettes were observed. The 
latter appeared both in the perikarya and processes of the astrocytes. At 
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 occasionally an increased num ber 
of dense bodies and insignificant distention of 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 prim ary gliopathic nature  of the process. The abnormalities in the 
u ltrastructure  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 (Grü­
ner, quoted by Foncin, 1970). These abnormalities show no specific ele­
ctron microscopic features. They do not diverge from the u ltrastructu ­
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 u ltrastructural manifestation of the glial changes described as Alz­
heimer cells, type II. Likewise, the glycogen accumulations correspond to 
the perinuclear deposits of this polysaccharide described by Shiraki 
(1967) in hum an 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 u ltrastructural 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 u ltrastructural 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 perm ea­
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 a f ­
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-Kurczyńska

OBRAZ MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY  
DOŚWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII WĄTROBOWEJ

S t r e s z c z e n i e

Przeprowadzono badania mikroskopowo-elektronowe mózgów szczurów z ence- 
falopatią pochodzenia wątrobowego, wywołaną przewlekłym stosowaniem cztero­
chlorku węgla.

Najwcześniejsze nieprawidłowości ultrastrukturalne stwierdzono u zwierząt po 
4-miesięcznym stosowaniu CC14. Osiągały one m aksym alne nasilenie po upływie  
6 miesięcy.

Zmiany w  obrazie mikroskopowo-elektronowym dotyczyły ścian naczyń w łoso ­
watych i gleju astrocytarnego. Nieprawidłowości w  obrazie naczyń wyrażały się 
wzmożeniem aktywności mikropinocytarnej śródbłonków i poszerzeniem złącz mię-  
dzyśródbłonkowych, które uznano za podłoże zwiększonej przepuszczalności ścian 
naczyniowych. Zmiany patologiczne gleju astrocytarnego wyrażały się bardzo 
znacznym obrzmieniem cytoplazmy wypustek i perikariów komórkowych, prow a­
dzącym do jej całkowitej dezintegracji strukturalnej. Powiększone jądra astrocytów,  
o rozrzedzonym układzie chromatyny, zawieszone w  pozbawionej organelli cyto-  
plazmie, uznano za mikroskopowo-elektronowy wykładnik komórek Alzheimera  
typu II.

M. OcTeii^a, M. H. MoccaKOBCKM, A. npoHauiKO-Kyp'iMnbCKa

3JIEKTPOHHO-MMKPOCKOI1MHECKAH KAPTMHA 3KCIIEPM\IEHTAJIbHOtf  
IIEHEHOHHOtt 3HD;Ect>AJIOnATWll

P e 3 io M e

Bbijin upOBe^eubi 3JieKTpoHHO-MJiKpocKOnnHecKne MCCJie^OBauM« M03ra Kpbic 
c nenenOMHOM 3nu;ecj3ajionaTMeii, Bbi3BainiOK npMMCHeiweM MeTbipexxjiopucToro yrjie- 
po;ja.
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CaMhie paHHMe y j ib T p a c T p y K iy p iib ie  napymeiiM H 6 b ijm  o ö n a p y J K e iib i y tkiibothlix 

noc jie  4-MecHHiioro npMMenenMH CC14. H auB bic inan  mx MHTCHCMBiiocTb .ziocTMrajiacb 
no MCTeneuMK) 6 iviecHijeB.

M3MeneHMH b ajieKTpoiiiio-MUKpocKOiiMHecKOM KapTmie Kacajiwcb CTenos K a n m i-  

J inpubix  cocyAOB M acTpouMTiioii rjiMH. HapyiueiiM H b K apaune c o c v ^ o b  npojiBjiHJiwcb  

yBejiMxienneM MUKpornmouMTapnOM aKTMBnocTM anMTejinH m pacmMpeiiMeM Me?K3nn- 

TejiMajibnbix coeAHHeiinw, KOTopbie pacne iu iB ajiw cb  k s k  ocnoB a yBejiMHenHOii n p o -  

HMi^aeMOCTM cTenoK cocyAOB. naTOJiornnecKMe M3MeHeniia acTpomiTOB BbrpajKajmcb  

3IiaHMTejIbiIbIM OTeKOM miTOIIJia3MbI OTpOC’l’KOB M Tejia KjreTOK, KOTOpMH IipMBOflHJI 

K o ö in e i i  CTpyKTypnoii 3e3MHTerpanwM. y s e j in n e u H b ie  H,qpa acTpouMTOB, oT jm ua-  

KunwecH pa3pe»<einiOM CHCTeMoii xpoMaTwia, n a x o ^ n m n e c H  b uMTOnjiasMC, jinineHHOM 

o p r a n e ju i  pacnenwBajiMCb i o k  ajieKTpouHC-MWKpocKonM'iecKMÜ noK asaT ejib  kjieTOK 

A jibnxanM epa I I  Tuna.
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KRYSTYNA RENKAWEK

ROLA PIERWIASTKÓW ŚLADOWYCH W PATOGENEZIE GLIOPATII 
WYWOŁANEJ W POZAUSTROJOWEJ HODOWLI TKANKI

GLEJOW EJ

Zespół Ncuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

Z prac nad patogenezą choroby Wilsona i encefalopatii wątrobowej pro­
wadzonych in vivo  i in vitro wiadomo, że charakterystyczne zmiany 
morfologiczne i histochemiczne dotyczące głównie astrogleju, powstają 
w wyniku uszkadzającego wpływu miedzi i amoni,aku na komórki glejowe 
(Mossakowski 1966, Mossakowski i wsp. 1970, 1972).

W badaniach klinicznych chorych ze zwyrodnieniem wątrobowo-so- 
czewkowym stwierdzono upośledzenie wydalania z moczem szeregu pier­
wiastków śladowych i wzrost ich zawartości w mózgu (Lojko 1968, Cole­
man i wsp. 1963). Powstaje więc pytanie czy zwiększenie ilości p ie r ­
wiastków śladowych w tkankach mózgu, poprzez ich bezpośredni wpływ 
na metabolizm komórek glejowych i nerwowych bierze udział w patoge­
nezie uszkodzeń tkankowych, typowych zarówno dla choroby Wilsona 
jak i encefalopatii wątrobowej.

Celem pracy jest ocena bezpośredniego wpływu pierwiastków ślado­
wych na obraz morfologiczny i właściwości histoenzymatyczne tkanki 
glejowej hodowanej in vitro.

MATERIAŁ I METODY

Badania prowadzono na hodowlach tkanki glejowej z móżdżków no­
worodków szczurzych rasy Wistar, prowadzonych w warunkach ru ty ­
nowych we flaszkach Carrela. Dokładny opis metody hodowli tkanki 
glejowej został podany w pracy Kraśnickiej i Mossakowskiego (1965).

W doświadczeniu, do środowiska odżywczego hodowli podawano na­
stępujące pierwiastki śladowe: cynk, żelazo, mangan, magnez i miedź
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w stężeniach dwukrotnie wyższych od ich prawidłowej zawartości w  su­
rowicy krwi ludzi zdrowych.

Doświadczenie obejmowało następujące grupy:

Grupa I — z dodatkiem octanu cynku (Zn/CH3COO/2) w stężeniu koń­
cowym 500 i 1000 gamma % cynku,

Grupa II — z dodatkiem azotanu żelazowego (Fe/N 03/3) w stężeniu 
końcowym 240 gamma % żelaza,

Grupa III — z dodatkiem octanu manganawego (Mn/CH3COO/2) w stę­
żeniu końcowym 258 gamma % manganu,

Grupa IV — z dodatkiem octanu magnezu (Mg/CH3COO/2) w stężeniu 
końcowym 4200 gamma % magnezu,

Grupa V — z dodatkiem octanu miedzi (Cu/CH3COO), w stężeniu koń­
cowym 4900 gamma % miedzi.

Wymienione powyżej sole pierwiastków śladowych podawano do me­
dium odżywczego 1- i 2-tygodniowych hodowli. Obserwacje w mikrosko­
pie świetlnym prowadzono codziennie. W okresie od 3 do 14 dnia do­
świadczenia hodowle wszystkich grup doświadczalnych utrw alano i bat - 
wiono metodami przeglądowymi: błękitem toluidyny i fioletem krezylu 
oraz wykonywano odczyny histochemiczne PAS, Sudan Czarny B i błę­
kit Alcjanu. We wszystkich grupach hodowli określano aktywność de­
hydrogenazy bursztynianowej, glutaminianowej i glukozo-6-fosforano- 
wej. W grupie I oznaczono dodatkowo aktywność dehydrogenazy alko­
holowej, w grupie III — esterazy nieswoistej, a w grupie V — oksydazy 
cytochromowej. Badania histochemiczne wykonano przy pomocy tych 
samych metod, które stosowano w poprzednich pracach dotyczących 
gliopatii wątrobowych in vitro  (Mossakowski i wsp. 1970, Renkawek 
1972). Kontrole każdej grupy doświadczalnej stanowiły hodowle te^o 
samego wieku przetrzymywane w standardowym medium, barwione 
w tym samym czasie i przy użyciu tych samych metod przeglądowych 
i histoenzymatycznych.

WYNIKI

Grupa I. Komórki glejowe w hodowli w wieku 1 i 2 tygodni wzrostu 
in vitro  wykazują podobne zmiany morfologiczne jak i histoenzymatycz- 
ne zarówno w pobliżu eksplantatu jak i w wieńcu wzrostu. Przy stęże­
niu 500 gamma % cynku w medium, po 24 godzinach doświadczenia więk­
szość komórek glejowych traci wypustki. W poszczególnych hodowlach 
pojawiają się mniej lub bardziej nasilone nieswoiste zmiany zwyrodnie­
niowe. Po 3, 7 i 10 dniach doświadczenia w hodowli występują komórki 
glejowe o obfitej cytoplazmie z krótkimi, obrzmiałymi wypustkami. Są 
one niekiedy całkowicie bezwypustkowe. Nierzadko spotyka się komórki
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Ry:. 1. Hodowla 10-dniowa. 500 gamma °/o cynku. 7 dni doświadczenia. Komórka  
Opalskiego z bogatochromatynowym, nerkowatym jądrem. Błękit toluidyny. Pow.

600 x.
Fig. 1. 10 days old culture. 500 gamma % of zinc. 7 days of the experiment.
Opalski cell with chromatin-rich, kidney-shaped nucleus. Toluidine blue, x 600. 
R y 2. Hodowla 7-dniowa. 1 000 gamma °/o cynku. 4 dni doświadczenia. Liczne, 
du:e jądra glejowe o nieregularnym podłużnym kształcie, z grubymi grudkami 

chromatyny. Błękit toluidyny. Pow. 400 x.
Fig. 2. 7 days old culture. 1000 gamma °/o of zinc. 4 days of the experiment.
Numerous, large, elongated, irregular glial nuclei w ith coarse chromatin gra­

nules. Toluidine blue, x  400.
Ry:. 3. Hodowla 14-dniowa. 1000 gamma °/o cynku. 14 dni doświadczenia. Niska  
aklywność dehydrogenazy alkoholowej w  komórce Opalskiego i w  otaczającym  
gleju. Drobne ziarna formazanu równomiernie ułożone w  cytoplazmie. Pow. 600 x. 
Fig. 3. 14 days old culture. 1000 gamma °/o 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. 
Ryc. 4. Hodowla 7-dniowa. 240 gamma °/o żelaza. 14 dni doświadczenia. Komórki 
astrogleju ze skąpą cytoplszmą, jasnymi, rćżnokształtnymi jądrami. Błękit tolu ­

idyny. Pow. 2C0 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 °/o manganu. 7 dni doświadczenia. Liczne 
jećnojądrzaste komórki Opalskiego z wodniczkami w  cytoplazmie. Błękit toluidyny.

Pow. 200 x.
Fig. 5. 7 days old culture. 258 gamma °/o of manganese. 7 days of the experiment.  
Numerous, mononuclear Opalski cells with intracytoplasmic vacuoles.  Toluidine

blue, x 200.
Rye. 6. Hodowla 14-dniowa. 240 gamma % żelaza. 14 dni doświadczenia. Aktywność  
dehydrogenazy-glukozo-6-fosforanowej w  komórce przejściowej. Drobne pyłkowe  
ziarna skupione wokół jądra i grube ziarna formazanu w  cytoplazmie komórko­

wej. Pow. 400 x.
Fig. 6. 14 days old culture. 240 gamma °/o 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-dniov.a. 4200 gamma %> magnezu. 7 dni doświadczenia. Znaczny 
polimorfizm jąder komórkowych i nasilone zmiany zwyrodnieniowe komórek g le ­

jowych. Błękit toluidyny. Pow. 409 x.
Fig. 7. 7 days old culture. 4200 gamma °/o of magnesium. 7 days of the experiment.  
Marked polymorphism of the glial nuclei and enhanced degenerative cellular 

changes. Toluidine blue, x 400.
Rye. 8. Hodowla 7-dniowa. 2,40 gamma °/o żelaza. 14 dni doświadczeria. Liczne, 
grube ziarna PAS-dodatnie w  komórkach przejściowych Metoda PAS. Pow. 200 x. 
Fig. 8. 7 days old culture. 240 gamma °/o of iron. Numerous, coarse P AS-positive  

granules in the intermediate cells. PAS method x 200.
Rye. 9. Hodowla 14-dniowa. 258 gamma °/o manganu. 10 dni doświadczenia. A kty ­
wność dehydrogenazy-plukozo-6-fosforanowej w  komórce Opalskiego, drobne ziar­

na formazanu nierównomiernie ułożone w  cytoplazmie. Pow. 600 x.
Fig. 9. 14 days old culture. 258 pamrra °/o of manganese. 10 days of the exoeri-  
ment. Activity of glucose-6-phosphate in the Opalski cell; fine formazan granules  

irregularly distributed in the cytoplasm, x 600.
Rye. 10. Hodowla 7-dniowa, 4000 gamma °/o miedzi. 3 dni doświadczenia. Niska  
aktywność enzymatyczna oksydazy cytochromowej w  komórkach Opalskiego, brak 

aktywności w  otaczających komórkach 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.
Rye. 11. Hodowla 7-dniowa. 4200 gamma °/o magnezu. 14 dni doświadczenia. Liczne  
jećnojądrzaste komórki ze szczątkowymi wyDustkami. W niektórych komórkach  
wcdniczki. Znaczna ilość substancji PAS-dodatnich. Metoda PAS. Pow. 400 x. 
Fig. 11. 7 days old culture. 4200 gamma °/o of magnesium. 14 days of the exp er i­
ment. Numerous mononuclear cells with residual processes and intracellular v acu ­

oles. Marked accumulation of PAS-positive substances. PAS method, x 400.
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wielojądrzaste, przypominają one swoim wyglądem komórki Opalskiego 
(rye. 1). Aktywność dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminianowej 
w populacji komórek glejowych jest niska, zwłaszcza w komórkach Opal­
skiego. Uderzająco niska jest aktywność dehydrogenazy alkoholowej 
(ryc. 2). Aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej nie wykazuje 
zmian w stosunku do hodowli kontrolnych.

W stężeniu 1000 gamma % cynku w medium po 3 dniach doświadcze­
nia część jąder glejowych wykazuje dodatkowo cechy obrzmienia. Ich 
kształt jest często nieregularny, bądź też wyraźnie nerkowaty (ryc. 3). 
Aktywność wszystkich badanych dehydrogenaz jest w całej populacji 
bardzo niska w porównaniu z hodowlami kontrolnymi.

Grupa II. Komórki glejowe z hodowli 1- i 2-tygodniowych po krót­
szym niż 14 dni czasie doświadczenia nie wykazują istotnych nieprawi­
dłowości morfologicznych ani zmian w obrazie odczynów histoenzyma- 
tycznych. Po 2 tygodniach doświadczenia w części komórek glejowych 
stwierdza się powiększenie jąder z wyraźnie widocznym jednym lub 
dwoma jąderkami. Często występują komórki w różnych stadiach po­
działu, najczęściej metafazy. Cytoplazma komórkowa w większości astro- 
cytów jest skąpa, często widoczny jest jedynie jej wąski rąbek wokół 
jąder komórkowych (ryc. 4). Komórki przypominające komórki Opal­
skiego występują sporadycznie w pojedynczych hodowlach, często nato­
miast obserwuje się formy przejściowe z krótkimi, szczątkowymi w ypust­
kami bądź bez wypustek. Tak zmienione komórki glejowe gromadzą 
znaczne ilości ziaren wybarwiających się dodatnio w metodzie PAS 
i w błękicie Alcjanu (ryc. 5). Aktywność dehydrogenazy bursztynianowej 
i glutaminianowej jest niska zarówno w komórkach Opalskiego jak 
i w komórkach przejściowych. Obserwuje się natomiast wysoką ak tyw ­
ność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu, zwłaszcza w formach pośred­
nich (ryc. 6).

Grupa III. W hodowlach 1-tygodniowych po krótkim okresie trwania 
doświadczenia (3 i 5 dni) pojawia się znaczna liczba jasnych jąder glebo­
wych, pozbawionych otaczającej cytoplazmy. Liczne są również formy 
podziałów mitotycznych. W hodowlach bardziej zróżnicowanych, po 2 ty ­
godniach wzrostu in vitro  i po dłuższym okresie doświadczenia, pojawia­
ją się nieliczne komórki Opalskiego, często wielojądrzaste, z licznymi 
wodniczkami śródplazmatycznymi. Po 14 dniach doświadczenia obser­
wuje się liczne komórki przejściowe i komórki Opalskiego (ryc. 7). 
Aktywność badanych dehydrogenaz i esterazy nieswoistej jest niższa niż 
w hodowlach kontrolnych (ryc. 8).

Grupa IV. W hodowlach 1- i 2-tygodniowych po 7 dniach doświad­
czenia obserwuje się znaczny polimorfizm jąder komórek glejowych 
(ryc. 9). Są to w większości jądra bogatochromatynowe. Często spotyka
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się mitozy, w znacznej części nieprawidłowe. Typowych komórek Opal- 
skiego nie spostrzega się, w niektórych natomiast hodowlach występują 
formy przejściowe (ryc. 10), bądź też astroglej pozbawiony wypustek. 
Charakteryzuje je stosunkowo wysoka aktywność badanych dehydro­
genaz.

Grupa V. W hodowlach 1- i 2-tygodniowych po 3 i 7 dniach doświad­
czenia pojawiają się liczne komórki Opalskiego jak i formy przejściowe 
między prawidłowym astroglejem i komórkami Opalskiego. Aktywność 
oksydazy cytochromowej w 3 dniu doświadczenia jest niska w obu ty ­
pach komórek. W 7 dniu doświadczenia większość komórek Opalskiego 
i komórek przejściowych wykazuje śladową aktywność enzymatyczną. 
Niektóre z nich charakteryzuje całkowity brak aktywności enzymatycz­
nej. Bardzo niską aktywność oksydazy cytochromowej obserwuje się 
również w komórkach glejowych r.ie wykazujących nieprawidłowości 
morfologicznych (ryc. 11).

C MÓWIENIE

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji, dotyczących wszystkich 
grup doświadczalnych można wnioskować, że zastosowane metale ślado­
we, w użytych stężeniach wywierają bezpośredni wpływ uszkadzający 
metabolizm i s truk tu rę  komórek glejowych in vitro. Nieprawidłowości 
morfologiczne i histoenzymatyczne dotyczą przede wszystkim astrocytów, 
jakkolwiek w 1-tygodniowych hodowlach z nisko zróżnicowaną popula­
cją komórek glejowych, trudno jest niekiedy jednoznacznie ocenić mor- 
fogenezę spostrzeganych patologicznych form komórkowych.

Zmiany patologiczne występujące w hodowlach glejowych prowadzo­
nych z dodatkiem egzogennych soli cynku i manganu i rozwijające się 
w następstwie 1- i 2-tygodniowego działania metalu, przypominają 
w swoim wzorcu struktura lnym  i histoenzymatycznym obraz gliopatii 
wilsonowskiej lub wątrobowej, występującej u ludzi i w materiale do­
świadczalnym in vivo  i in vitro  (Mossakowski 1965, 1966, Mossakowski 
i wsp. 1970). Należy jednak podkreślić, że patologiczne formy glejowe, 
uznane za typowe dla gliopatii pochodzenia wątrobowego występują na 
tle nasilonych nieswoistych zwyrodnień komórkowych gleju.

W grupach doświadczalnych, w których zastosowano egzogenne sole 
żelaza i magnezu, właściwości morfologiczne i histoenzymatyczne komó­
rek glejowych nie ulegały istotnym zmianom w porównaniu do hodowli 
prowadzonych w warunkach standardowych, lub też występujące w nich 
nieprawidłowości miały nieznaczne nasilenie. W przypadku hodowli 
z egzogennymi solami żelaza, zjawisko to można by wiązać ze znaną to­
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lerancją komórek na zmiany w jego stężeniu, wykazującą zresztą daleko 
idącą zależność od wieku i stanu zróżnicowania komórek (Morgan, W at­
ters 1963). Nieprawidłowości s trukturalne i metaboliczne, stwierdzane 
w młodych hodowlach z niezróżnicowaną morfologicznie i histoenzyma- 
tycznie populacją komórek glejowych, należy raczej uznać za wyraz ich 
nieswoistego zwyrodnienia.

Zmiany histoenzymatyczne w patologicznych formach komórkowych, 
w tym  zarówno w komórkach Opalskiego jak i w komórkach przejścio­
wych, we wszystkich grupach doświadczalnych, z wyjątkiem  hodowli 
z egzogennymi solami magnezu, wyrażały się obniżeniem aktywności 
badanych dehydragenaz, przede wszystkim bursztynianowej i glutaminia- 
liowej. W przypadku hodowli z solami cynku dominowało obniżenie 
aktywności dehydrogenazy etanolu, a w hodowlach z egzogenną miedzią 
— oksydazy cytochromowej. Spadek aktywności oksydazy cytochromo- 
wej w chorobie Wilsona uznany jest zresztą za zjawisko typowe dla tej 
jednostki chorobowej (Shokeir, Shreffler 1963). Stwierdzone nieprawi­
dłowości odczynów histoenzymatycznych, występujące zarówno w typo ­
wych formach patologicznych komórek glejowych, jak i w znacznej 
części przypadków, w morfologicznie niezmienionych astrocytach, wska­
zują, że zastosowane metale śladowe, z wyjątkiem magnezu prowadzą 
do upośledzenia metabolizmu komórek glejowych. Najsilniejsze działanie 
uszkadzające wywierał mangan, na którego rolę w patomechanizmie 
szeregu chorób zwyrodnieniowych ośrodkowego układu nerwowego zwró­
cił uwagę Yase (1972). Nie wyjaśnia to oczywiście patomechanizmu 
uszkodzeń komórkowych. Podobieństwo charakteru nieprawidłowości 
s trukturalnych i metabolicznych rozwijających się w następstwie dzia­
łania manganu i cynku, do zmian wywołanych przy użyciu soli miedzi, 
sugeruje podobny mechanizm uszkodzenia komórek, związany z upośle­
dzeniem metabolizmu w cyklu kwasów trójkarboksylowych (Mossakow­
ski i wsp. 1972).

Podstawowym spostrzeżeniem wynikającym z przedstawionego cyklu 
doświadczeń jest fakt, że u podłoża uszkodzeń glejowych, typowych dla 
zwyrodnienia wątrobowo-soczewkowego i nieswoistych encefalopatii po­
chodzenia wątrobowego może leżeć również, przynajmniej w warunkach 
hodowli pozaustrojowej, działanie niektórych metali śladowych, takich 
jak cynk i mangan.

Rola biologiczna metali śladowych, występujących w tkankach i pły ­
nach ustrojowych nie jest jednoznacznie wyjaśniona, jakkolwiek coraz 
częściej podkreśla się ich istotne znaczenie dla prawidłowego funkcjono­
wania organizmów żywych. Metale śladowe spełniają ważną i udowod­
nioną rolę w licznych reakcjach enzymatycznych (Eichhorn 1960). Wia-
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domo, że cynk wykazujący wybitne powinowactwo do białek jąderka, 
uczestniczy w podziałach komórkowych (Studziński 1965), a mangan 
związany jest z czynnością mitochondriów (Cotzias i wsp. 1960), podczas 
gdy inne metale śladowe uczestniczą w utrzymaniu stabilności błon lizo- 
somalnych (Brunk, Brun 1971).

W zwyrodnieniu wątrobowo-soczewkowym dochodzi do nieprawidło­
wego odkładania się pierwiastków śladowych w tkankach ośrodkowego 
układu nerwowego (Łojko 1968). Zjawisko to zapewne należy wiązać 
z upośledzeniem czynności wątroby, nieprawidłowościami składu białek 
surowicy krwi i zaburzoną czynnością szeregu układów enzymatycznych 
oraz z uszkodzeniem naczynio-tkankowych mechanizmów barierowych 
(Mossakowski i wsp. 1970), jak wreszcie ze znanym powinowactwem me­
tali do białek tkanki nerwowej (Vogel, Evans 1961; Wiśniewski i wsp. 
1965). W różnego typu przewlekłych i ostrych nieswoistych uszkodze­
niach wątroby może prawdopodobnie dochodzić również do odkładania 
metali śladowych w mózgu, za czym przemawiają między innymi obser­
wacje Uzmana (1960) oraz Wendera i wsp. (1973). Powyższe spostrzeżenia 
w  konfrontacji z wynikami naszych doświadczeń in vitro  sugerują, że 
zaburzony metabolizm mikroelementów może być jednym z czynników 
leżących u podłoża zmian morfologicznych w OUN w encefalopatii po­
chodzenia wątrobowego i w chorobie Wilsona.

K. PenKaBeK

POJIb M MKP03JIEMEHT0B B IT AT OrEHE3E TJIMOnATMM BbI3BAKHOJł 
B rjIMHJIbHOfł TKAHEBOPł KYJIbTYPE

P e 3 io M e

TjiMHJibHbie KJieTKM, KyjibTMBHpoBaiiHbie in v i t ro . noflBeprajiMCb E03,iej”icTBMio 

CGjieü LjMHKa, >Kejie3a, M apraniia , M aruna m w e a n  b  KOnnenTpau,HHx b  cpe,ne B ^ ß o e  

6 o j ib iu n x ,  TieM KOimeHTpaqMH stmx  sjieiweiiTOB b  cbiBopoTKe k p o b m  y  3 ru o p o B b i x  

jiio^eM. M0p4)0Ji0rMHecKMe H3MeneHMH, xapaK T epiib ie  .zjjih 3nuecj3ajionaTnw neneHO'i-  

Horo npoMcxojKAeHMH in v i tro  B bicT ynajin  nocjie B03,aeMCTBMH n c e x  Mcn0Jib30Ban-  

Hbix c o j ieü  MMKpoMeTajijiOB 3a MCKJiioneimeM M arana. c^epiwenTaTiiBnafi ai-.TMBnocTb 

cyKi;MnaT^ernflporeHa3bi, rjiK>TaMaT,aerMflporeHa3bi. ^erM ^porena3bi rjii0K030-6-(J)0c-  

cJjaTa, ajiKorojibAerMAporeHa3bi, necneijMcpMHecKOH 3CTepa3bi u  nMTOxpoM0KCn^a3bi 

öbijia  cuMJKena no  cpaBiieiiMio c KOHTpojibubiMM KyjibTypaMM.

CaMbie 3HaMMTejibHbie MopcjDOJiorn'iecKMe h rMCT03H3MMaTM'iecKMe ii3MeneiniH 

DbiJiM o6napyjKeHbi b rp y n n e  c cojihmm unnKa m Mapraima m 3aBHcejui ohh o t  

B03pacTa KyjibTypbi m npo#oji>KHTej]bHOcm onbiTa. MwKposjieMeHTbi, cjie^oBaTejibiio, 

MoryT OKa3biBaTb HenocpeflCTBeinioe, noBpejK^aiomee BjiiiHnne na rjiMHjibHbie kjictkm  

in vitro, n0-BM^MM0My, BCJieACTBwe Hapyrnennw b iwKJie TpMKap6cmOBbix k m c j i o t .
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K. Renkawek

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

S u m m a r y

Glia cells cultured in vi tro 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 characteristic for
hepatic encephalopathy in vi tro were caused by all used microelements except  
magnesium. The activity of succinate, glutamate, glucose-6-phosphate and alco­
hol dehydrogenases, nonspecific esterase and cytochrome oxidase was decreased
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 vi tro,  most likely by the  
impairment of the Krebs cycle metabolism.
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This study is a continuation of our previous investigations on the 
effect of acute morphine poisoning on the u ltrastructure  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 r e ­
quired for the obtaining the same pharmacological effect (Basq 1971).

The aim of this study was to observe the u ltrastructural 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 w ithdrawn 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% 0 s 0 4 for 1.5 hour and dehydrated in the increasing al­
cohol and propylene oxide concentrations and embedded in Epon 812, 
U ltrathin 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 s truc­
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. Jądro nadwzrokowe. Poszerzone kanały aparatu Golgiego, liczne pęcherzyki  
opłaszczone. N ieliczne ziarnistości neurosekrecyjne i ciało wielopęcherzykowe.  
Siatka śródplazmatyczna szorstka dobrze wykształcona. 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  20 030.
Rye.  2. Jądro nadwzrokowe. Zmieniona siatka śródplazmatyczna szorstka. Kanały  
jej tworzą balonowate rozdęcia. Ilość rybosomów mała. Zwraca uwagę zwiększona  

ilość ziarnistości neurosekrecyjnych. Pow. 20 000 x.

Fig. 3. Supraoptic nucleus. Fragment of a blood vessel with distinct swelling of
astrocytic processes, x  10 340.

Rye.  3. Jądro nadwzrokowe. Fragment naczynia krwionośnego z dużym obrzękiem  
wypustki astrocytarnej. Pow. 10 340 x.

Fig. 4. Supraoptic nucleus. Neurosecretory granules, neurotubules and mitochond­
ria in axons of the supraoptic nucleus, x 24 000.

Rye.  4. Jądro nadwzrokowe. W aksonach jądra nadwzrokowego widoczne ziarni­
stości neurosekrecyjne, neurotubule i mitochondria. Pow. 24 000 x.

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

Rye. 5. Jądro przykomorowe. Jądro komórkowe z głębokimi inwaginacjami oto­
czki jądrowej. Widoczne jąderko o dużej gęstości elektronowej. Pow. 12 000 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.
Rye. 6. Jądro przykomorowe. Fragmenty trzech neuronów leżących stycznie. Siatka  
śródplazmatyczna szorstka o kanałach poszerzonych, dość gęsto pokrytych rybo­
somami. Niektóre kanały wypełnione substancją o małej gęstości elektronowej.,

Pow. 10 280 x.
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S u p r a o p t i c  n u c l e u s .  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. 
Rye.  7. Jądro przykomorowe. W cytoplazmie widoczne jest ciało jąderkopodobne.

Pow. 15 000 x.

Fig. 8. Supraoptic nucleus. Fragment of a neuron with a w ell-developed Golgi 
apparatus. Rough endoplasmic reticulum covered with ribosomes. Abundant neu ­

rosecretory granules, x 17 000.
Rye.  8. Jądro nadwzrokowe. Fragment neuronu z dobrze wykształconym aparatem  
Golgiego, siatką śródplazmatyczną szorstką pokrytą licznymi rybosomami. Ilość 

ziarnistości neurosekrecyjnych dość duża. Pow. 17 000 x.

Fig. 9. Paraventricular nucleus after chronic administration of morphine and its 
withdrawal. Attention is called to rough endoplasmic reticulum with dilated chan­
nels fi lled with a low electron density substance. Well-developed Golgi apparatus 

and many coated vesicles and multivesieular bodies, x 29 000.
R-yc. 9. Jądro przykomorowe. Zmieniona siatka śródplazmatyczna szorstka o po­
szerzonych kanałach wypełnionych substancją o małej gęstości elektronowej. Do- 
orze rozwinięty aparat Golgiego i duża ilość pęcherzyków opłaszczonych i ciał

wielopęcherzykowych. Pow. 29 000 x.

Abbreviations Oznaczenia

N — nucleus MVB — multivesicular body
jądro ciało wielopęcherzykowe
Nu nucleolus CV — coated vesicles
jąderko pęcherzyki opłaszczone
AG — Golgi apparatus S — neurosecretory granules
aparat Golgiego ziarnistości neurosekrecyjne
ER — rough endoplasmic reticulum NLB — nucleolus-like body
szorstka siatka śródplazmatyczna ciało jąderko-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 m ulti-  
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).

P a r a v e n t r i c u l a r  n u c l e u s .  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 num e­
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 a re  
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 treatm ent with morphine and the drug 
withdrawal.

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

S u p r a o p t i c  n u c l e u s .  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 with 
many ribosomes and polyribosomes. Numerous round or oval and elon-
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*ated mitochondria with clear m atrix and numerous transversal cristae 
»re seen in the cytoplasm of neurons. The Golgi apparatus is well de­
veloped and situated in the perinuclear area; some of its channels are 
plated. In the vicinity numerous coated vesicles and neurosecretory 
[ranules are present in normal amounts. In axons neurosecretory gra- 
lules, numerous neurotubules and elongated mitochondria are seen.

P a r a v e n t r i c u l a r  n u c l e u s .  Some neurons of the paraven- 
ricular nucleus examined after 3 days since the last incjection of mor- 
)hine 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 multivesicuiar 
jodies and coated vesicles is present in the cells. The Golgi apparatus is 
veil developed. The amount of neurosecretory granules is close to the 
lorm. 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 
paraventricular nucleus is comparable with the norm.

DISCUSSION

Following chronic administration of morphine some structural changes 
tre observed in the neurons of the supraoptic and paraventricular nu- 
sleus. These changes indicate slight inhibition or impairment of neurc- 
■ecretory granules synthesis in the cells of neurosecretory nuclei. A de­
fine of neurosecretory function seems to be more prominent in neurons 
if the paraventricular nucleus. In the supraoptic nucleus only some 
leurons show a decline of neurosecretory function, in the remaining ones 
t is close to the norm. The changes in u ltrastructure  of the neurons 
if the supraoptic and paraventricular nuclei under the effect of acute 
norphine poisoning (Borowicz, Gajkowska, 1976) permit to assume 
hat probably due to hypoxia there are disorders of protein synthesis 
vhich may explain a diminished secretory activity in neurons of both 
luclei. 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 
>oth nuclei after acute morphine poisoning. Smaller intensity of these 
:hanges 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 m any 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 supraoptic nucleus and in some neuron- 
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 Dybali (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 
re tu rn  to normal neurosecretory activity.
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BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE JĄDRA NADWZROKOWEGO  
I JĄDRA PRZYKOMOROWEGO PODWZGÓRZA MÓZGU SZCZURA  

PO PRZEWLEKŁYM STOSOWANIU MORFINY  
I PO ODSTAWIENIU LEKU

S t r e s z c z e n i e

Autorzy badali ultrastrukturę neuronów sekrecyjnych jądra nadwzrokowego  
i jądra przykomorowego podwzgórza szczura po przewlekłym zatruciu morfiną  
(60 dni w  dawce 5 mg/kg wagi ciała) i po odstawieniu leku. Wykazano, że prze­
wlekłe stosowanie morfiny powoduje nieznaczne obniżenie aktywności sekrecyjnej 
neuronów obydwu badanych jąder podwzgórza oraz obserwowano zmiany morfo­
logiczne wskazujące na szybsze wytwarzanie się tolerancji w neuronach jądra nad­
wzrokowego niż w  neuronach jądra przykomorowego. Po 12 dniach od odstawienia  
leku nie spostrzegano żadnych zmian w  ultrastrukturze neuronów sekrecyjnych  
obydwu badanych jąder.

E. I’aMKOBCKa, E. B. Bopocnn

3JIEKTPOHHO-MMKPOCKOIIMHECKME MCCJIEßOBAHMH 
C ynPAOnTM HECKOrO M IIAPABEHTPMKyjIHPHOrO H£EP KPbłChI 

nPM XPOHMHECKOM IIPMMEHEHMM MOPcf>Mfl 
M nOCJIE OTCTPAHEHMH JIEKAPCTBA

P e 3 K) M e

A B T o p b i  M c c . n e ß O B a j i M  y j i b T p a c T p y K T y p y  c e x p e T o p u b i x  i i e w p o i f O B  c y n p a o n T w u e c -  

Koro M n a p a E e n T p M K y a « p n o r o  H f l e p  K p b i c b i  n o c j i e  xponniiecKoro O T p a s ^ i e n M H  Mop- 
c Jd m cm  (60 f l i i e ń  n o  5 Mr/kr B e c a  T e j i a )  u  n o c j i e  O T C T p a H e n w H  j i e K a p c T B a .  E b i J i o  

n o K a 3a n o ,  m t o  x p o m i ' i e c K o e  r i p H M e n e i i M e  M o p c p M H  B b i 3b i B a e T  H e s n a ’i M T e j i b i i o e  c i i h -  

■ H t e u M e  c e K p e T o p n O H  a K T M B H O C T M  n e i i p o H O B  o ö o m x  n c c j i e , . i y e M b i x  H j j e p  r t i n o r a J i S M y c a .  

H a 6j iK ) ,n a J i M C b  T a K j K e  M o p 4> o j i o r M H e c K M e  M3M e u e H M H ,  y K a s b i B a i o m n e  n a  ó o j i e e  6b i -  

C T p o e  06p a 30B a i i M e  T O J i e p a H T H O C T M  b  n e ü p o H a x  c y n p a o i m m e c K o r o  a ^ p a ,  h p m  b  H e f t -  

p o n a x  n a p a B e i i T p M K y j i f l p H O r o  « A p a .  H e p e 3 12 / j n e i t  n o c j i e  O T C T p a n e n M H  J i e K a p c T B a  

H M K 3K H X  n 3M e n e n M H  B y j i b T p a c T p y K T y p e  c c K p e x o p u b i x  n e i i p o H O B  c y n p a o r r r n H e c K o r o  

M iiapaBeiiTpwKyjiflpnoro H^ep n e  ó b i j i o  3aMeHeao.
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WBUDOWYWANIE DL-METIONINY 3H DO MÓZGU SZCZURA 
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W encefalopatiach toksycznych spowodowanych zatruciem siarczanem 
trójetylku cyny (TET) stwierdzono zarówno uszkodzenie biochemiczne 
mieliny (Eto i wsp. 1971) jak i zmiany w aktywności szeregu enzymów 
(Ibrahim 1965, Wender i wsp. 1971, 1973). Zaburzenia aktywności enzy­
matycznej pociągają za sobą zmiany w przemianie białkowej. Szczegól­
nie istotne znaczenie wydaje się mieć wzrost aktywności fosfatazy kwaś­
nej (FK), pyrofosfatazy tiaminowej (TPP-azy) i adenozynotrójfosfatazy 
(ATP-azy) w astrogleju zaobserwowany w ostrym zatruciu TET (Wender 
i wsp. 1971). Zmiana aktywności ATP-azy w ostrym zatruciu tró jety l- 
kiem cyny może przemawiać za zaburzeniami czynnego transportu przez 
b^ony komórkowe, związanego z układem określonym jako bariera krew- 
-mózg.

Z badań autoradiograficznych wiadomo, że prekursory białkowe w po­
staci aminokwasów znakowanych izotopami promieniotwórczymi dość 
trudno wbudowują się do mózgu przy nieuszkodzonej barierze krew-mózg. 
(Sloper i wsp. 1960, Tsukada i wsp. 1962, Kozik 1971, Kozik, Ożarzew- 
ska, 1974b). Wśród szeregu aminokwasów wchodzących w skład białek 
mózgowych istotną rolę odgrywa metionina będąca najważniejszym noś­
nikiem grup metylowych. Badania autoradiograficzne nad inkorporacją 
metioniny 3H do mózgu szczurów wykazały, że aminokwas ten nie wbudo­
w uje  się do komórek glejowych (Kozik, Ożarzewska 1974a).

Wobec zaburzeń czynnego transportu przez błony komórkowe w za tru ­
ciu trójetylkiem cyny, należałoby wyjaśnić proces wbudowywania me­
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tioniny do mózgu w tych zmienionych doświadczalnie warunkach. Po­
znanie tego zjawiska może przyczynić się do bliższego zrozumienia pato­
genezy demielinizacji występującej w toksycznych gliopatiach.

MATERIAŁ I METODA

Badania przeprowadzono na szczurach, samicach i samcach, rasy Wi- 
star, o ciężarze ciała 150—200 g. Zwierzętom podano jednorazowo do 
jamy brzusznej siarczan trójetylku cyny (TET) w dawce 20 mg/kg cię­
żaru ciała. Po upływie pięciu godzin wprowadzano wszystkim szczurom 
dootrzewnowo DL-metioninę 3H (produkcji Institute of Isotopes of the 
Hungarian Academy of Science) o aktywności właściwej 44,36 mCi/mmol, 
wt dawce 5 |LiCi/g ciężaru ciała. Zwierzętom kontrolnym podawano do­
otrzewnowo znakowaną metioninę z pominięciem uprzedniego zatrucia 
TET. Po wprowadzeniu dootrzewnowym DL-metioniny 3H zwierzęta 
uśmiercano w narkozie eterowej przez dekapitację po 10 i 20 minutach 
oraz po 1, 10, 24 i 48 godzinach.

Do badań autoradiograficznych pobierano mózgowie, które utrwalano 
w alkoholu absolutnym z kwasem octowym lodowatym w stosunku 95:5 
przez 1 godzinę, a następnie w czystym alkoholu absolutnym przez 12 
godzin. Po odwodnieniu materiał zatapiano w parafinie, potem cięto 
skrawki grubości 7 jlł, które po odparafinowaniu pokrywano emulsją

Rye.  1. Silne zaczernienie emulsji nad splotami naczyniastymi i wyściółką komór  
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.

Rye.  2. Wyraźne wbudowywanie izotopu do cytoplazmy neuronów, do ścian naczyń  
krwionośnych i  do neuropilu. Grupa kontrolna. Autoradiogram n i e b a r w i o n y .

Pow. 220 X.
Fig. 2. Evident incorporation of isotope into the neuronal cytoplasm, blood vesse l  

walls and neuropil. Control group. Autoradiogramm unstained. X 220.

Rye. 3. Silne wbudowywanie izotopu do komórek Purkinjego, nieco słabsze do 
warstwy ziarnistej oraz najsłabsze do warstwy drobinowej. Grupa kontrolna. A u ­

toradiogram barwiony hematoksyliną. 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.

Rye. 4. W budowywanie DL-metioniny 3H do splotów naczyniastych i w yścićłk i  
komór u zwierząt zatrutych TET. Autoradiogram niebarwiony. Pow. 220 X. 

Fig. 4. Incorporation of DL-metbionine 3H into the choroid plexus and ependyma  
in TET intoxicated animals. Autoradiogramm unstained. X 220.

Rye.  5. Bardzo słabe w budowywanie znakowanego aminokwasu w  korze móżdżku  
po upływie 1 godz. od podania szczurom zatrutym TET. Autoradiogram barwiony

hematoksyliną. Pow. 220 X.
Fig. 5. Very weak incorporation of amino acid into the cerebellar cortex 1 h after  
’ts injection into the TET intoxicated rat. Autoradiogramm stained with hem atoxy ­

lin. X 220.
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płynną firmy Kodak, typ NTB-3 i eksponowano w lodówce w temp. 4cC 
przez 21 dni. Autoradiogramy wywoływano przez 5 min. w wywoływa­
czu Kodak 19D. Część autoradiogramów podbarwiano hematoksyliną, 
część natom iast pozostawiano bez podbarwienia.

W wykonanych autoradiogramach oceniano intensywność wbudowy­
wania badanego izotopu porównując stopień zaczernienia emulsji nad 
badanym obiektem z gęstością ziaren zredukowanego srebra poza sk raw ­
kiem w obrębie tzw. tła.

WYNIKI

G r u p a  k o n t r o l n a .  Po 10 i 20 min. od chwili wstrzyknięcia do­
otrzewnowego DL-metioniny 3H u szczurów kontrolnych zaobserwowane 
dość wyraźną obecność izotopu w wyściółce komór bocznych, splotach 
naczyniastych oraz w obrębie pojedynczych dużych neurocytów pod­
wzgórza i wzgórza wzrokowego.

Po upływie 1 godziny od wprowadzenia znakowanego aminokwasu 
występuje stosunkowo intensywne zaczernienie emulsji nad poszczegól­
nymi układami strukturalnym i mózgu. Najwięcej ziaren zredukowanego 
srebra w autoradiogramach jest widoczne w szyszynce, splotach naczy­
niowych (rye. 1), wyściółce komór, podwzgórzu, części bocznej węcho- 
mózgowia i w korze amonalnei oraz w neuropilu kory mózgu. Wyraźną 
inkorporację DL-metioniny 3H wykazują też komórki piramidowe kory

Ryc.  6. W budowywanie DL-metioniny 3H do splotów naczyniastych komór bocz­
nych po upływie 10 godz. od chwili wstrzyknięcia izotopu szczurom zatrutym TET.

Autoradiogram niebarwiony. Pow. 220 X.
Fig. 6. Incorporation of DL-m ethionine 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. Słabe w budow yw anie  izotopu do neuropilu kory mózgu, bez wyraźniejszej  
lokalizacji w  perikarionie. Autoradiogram zabarwiony hematoksyliną. Pow. 220 X. 
Fig. 7. Low incorporation of isotope in the neuropil of the cortex. Localization  
of isotope in the perikaryon of cells uncertain. Autoradiogramm stained with h e ­

matoxylin. X 220.

Ryc.  8. Jądro grzbietowe n. ślimaka. Izotop w  cytoplazmie neuronów oraz w  neu ­
ropilu. Autoradiogram zabarwiony hematoksyliną. 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.

Ryc.  9. Wyściółka komory III i podwzgórze. Równomiernie rozproszone ziarna  
zredukowanego srebra bez lokalizacji cytostrukturalnej; 48 godz. po wstrzyknięciu  
metioniny 3H w  przebiegu zatrucia TET. Autoradiogram zabarwiony hematoksyliną.

Pow. 200 X.
Fig. 9. Ependyma of IIIrd ventricle and hypothalamus. Granules o f reduced silver  
regularly dispersed without any cytological localization 48 h. after the injection  
of methionine 3H into TET intoxicated animal. Autoradiogramm stained with h e ­

matoxylin. X 200.
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mózgu (ryc. 2) iraz jąder ruchowych rdzenia przedłużonego. W móżdżku 
wyraźnie wbudowują izotop komórki Purkinjego, w nieco mniejszym 
stopniu warstwa ziarnista, a najsłabiej warstwa drobinowa (ryc. 3). Nie 
udaje się natomiast zaobserwować wbudowywania metioniny 3H do włó­
kien mielinowych i do komórek glejowych.

Opisane rozmieszczenie izotopu oraz stopień zaczernienia emulsji auto- 
radiograficznej utrzym ują się w mózgu na prawie jednakowym poziomie 
przez 10 godzin. Po 24 i 48 godz. zagęszczenie ziaren zredukowanego 
srebra stopniowo maleje. Szczegółowy opis wbudowywania DL-metio- 
niny 3H do mózgu jest podany w pracy Kozika i Ożarzewskiej (1974a).

G r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Po 10 minutach od chwili dootrzew­
nowego wstrzyknięcia DL-metioniny 3H u szczurów z uprzednio wstrzyk­
niętym TET daje się zaobserwować pojedyncze ziarna zredukowanego 
srebra w obrębie splotów naczyniastych, narządu podspoidłowego oraz 
w odcinku h ;5 kory amonalnej. W móżdżku inkorporację metioniny 3H 
widać tylko w oponach miękkich.

Okres 20 minutowy od momentu wprowadzenia izotopu pozwala na 
wykazanie jego obecności również w neuropilu kory oraz w wyściółco 
komór. W móżdżku część komórek Purkinjego wykazuje obecność zna­
kowanej metioniny.

Autoradiogramy wykonane po okresie jednogodzinnej obecności izo­
topu w ustroju charakteryzują się bardziej rozległym zaczernieniem 
emulsji fotograficznej. W tych warunkach doświadczalnych wyraźną 
inkorporację DL-metioniny 3H widać w splotach naczyniastych, wy- 
ściółce komór (ryc. 4), w dużych neurocytach jąder podwzgórza i jąder 
pola przegrodowego. Umiarkowaną liczbę ziaren zredukowanego srebra 
obserwuje się w neuropilu kory mózgu. Nie udaje się ujawnić obecności 
badanego aminokwasu w zwojach podstawy i w istocie białej. W porów­
naniu z grupą kontrolną zwraca uwagę brak wyraźniejszej lokalizacji 
izotopu w perikarionie neurocytów kory mózgu. Stopień zaczernienia 
emulsji nad splotami naczyniastymi i wyściółką komór jest również 
znacznie mniejszy niż u zwierząt prawidłowych (ryc. 1 i 4). W móżdżku 
poza nielicznymi komórkami Purkinjego wyraźne wbudowywanie ami­
nokwasu wykazują komórki warstwy ziarnistej (ryc. 5) oraz istota biała 
blaszek rdzennych kory móżdżku. W rdzeniu przedłużonym tylko nad ko­
mórkami jądra n. trójdzielnego można zauważyć niewielkie zagęszczenie 
ziaren. W moście natomiast niewielka liczba ziaren widoczna jest w den- 
drytach zlokalizowanych głównie w części grzbietowej, a ponadto w cy- 
toplazmie neurocytów jądra grzbietowego n. ślimaka. W neurocytach 
jądra brzusznego n. ślimaka nie obserwuje się wbudowywania DL-me­
tioniny 3H.
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Po upływie 10 godzin od podania metioniny 3H obserwuje się nieco 
większe zaczernienie emulsji niż w autoradiogramach wykonanych pc 
upływie 1 godziny. Ogólnie jednak gęstość ziaren zredukowanego srebra 
w preparatach pochodzących od szczurów poddanych działaniu TET jest 
mniejsza niż w grupie kontrolnej. W tym  okresie obserwacji dość duże 
zaczernienie wykazują sploty naczyniaste komór bocznych (ryc. 6) oraz 
komory III i IV, wyściółka komór bocznych i neurocyty jądra nadwzro- 
kowego. Średniego stopnia wbudowywanie można zaobserwować w korze 
amonalnej oraz w jądrach przegrody przezroczystej. W korze mózgu 
udaje się wykazać umiarkowaną liczbę ziaren w neuropilu bez wyraź­
niejszej lokalizacji komórkowej (ryc. 7).

W móżdżku w omawianym okresie doświadczenia ma miejsce w bu­
dowywanie DL-metioniny 3H do wszystkich trzech warstw. Najwięcej 
ziaren zredukowanego srebra widać w warstwie komórek Purkinjego 
i warstwie ziarnistej, a znacznie mniej w warstwie drobinowej. Na uwa­
gę zasługuje obecność izotopu w neurocytach jąder nerwów czaszkowych 
zarówno w moście jak i w rdzeniu przedłużonym (ryc. 8). Stopień za­
czernienia emulsji nad wspomnianymi neurocytami jest jednak mniejszy 
niż w autoradiogramach zwierząt kontrolnych.

Zdecydowanie słabsze zaczernienie autoradiogramów występuje po 
24 godz. od wstrzyknięcia DL-metioniny 3H. W tym czasie widać nie­
wielką liczbę ziaren w neuropilu kory mózgu oraz w splotach naczynia- 
stych i w wyściółce komór. Niewielka liczba ziaren widoczna jest także 
w obrębie zwojów podstawy. Tylko pojedyncze duże neurocyty jąder 
podwzgórza zawierają izotop w perikarionie. W pozostałych okolicach 
mózgowia nie udaje się prześledzić lokalizacji badanego aminokwasu 
w ciele neuronu.

Dalsza 48 godzinna obserwacja pozwala jeszcze na wykrycie izotopu 
w mózgu. Obraz autoradiograficzny w tym okresie doświadczenia przed­
stawia niewielką liczbę ziaren zredukowanego srebra rozrzuconych rów­
nomiernie w neuropilu kory i zwojów podstawy bez jakiejkolwiek lokali­
zacji cytostrukturalnej (ryc. 9). Podobnie jak w poprzednich okresach, 
również po 48 godz. nie udaje się wykazać obecności izotopu w istocie 
białej i w komórkach glejowych. W móżdżku, moście i rdzeniu przedłużo­
nym  ma miejsce także niewielkie i równomierne wbudowywanie DL- 
-metioniny 3H w  neuropilu bez jakiegokolwiek zagęszczenia nad s truk ­
turam i komórkowymi istoty szarej.

OMÓWIENIE

Wyniki badań autoradiograficznych nad wbudowywaniem DL-metio­
niny 3H do mózgu w przebiegu ostrego zatrucia TET są szczególnie 
interesujące. Na uwagę zasługuje przede wszystkim zjawisko zmniej­
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szonego wbudowywania znakowanej metioniny do tkanki nerwowej 
w ostrym obrzęku wywołanym trójetylkiem cyny w porównaniu z grupą 
kontrolną. W świetle badań morfologicznych oraz histoenzymatycznych 
nad ostrym zatruciem TET (Hirano i wsp. 1968, Wender i wsp. 1971) 
wskazujących na wzrost aktywności ATP-azy w astrogleju, należałoby 
przypuszczać, że zaburzenia czynnego transportu przez błony komór­
kowe spowodowane zatruciem doprowadzą do łatwiejszego przenikania 
DL-metioniny 3H do mózgu. Przypuszczenia takie mogły nasuwać rów­
nież badania biochemiczne wskazujące na zwiększone przenikanie w  ob­
rzęku mózgu nie tylko wody ale również białek tak do tkanki nerwowe] 
jak i glejowej (Mase i wsp. 1962, Vrba, Gaitonde 1962, Klatzo 1967).

Wcześniejsze badania własne dotyczące ostrego obrzęku komórki ner­
wowej w zatruciu TET (Kozik 1970, 1972) pozwoliły na stwierdzenie, ze 
w procesie tym obok zaburzeń aktywności enzymatycznej występuje 
również zwiększone wbudowywanie niektórych aminokwasów.

Uzyskane wyniki dotyczące wbudowywania metioniny 3H do mózgu 
podczas zatrucia TET okazały się odmienne od oczekiwanych. Być może 
ostry obrzęk wywołany działaniem TET, powodujący zaburzenie czyn­
nego transportu przez błony komórkowe hamuje równocześnie przenika­
nie DL-metioniny 3H do tkanki nerwowej, podczas gdy inne aminokwasy 
przenikają łatwiej. Za taką interpretacją wydaje się również przema­
wiać zmiana dynamiki wbudowywania DL-metioniny 3H do mózgu 
w przypadku zatrucia TET. W przebiegu encefalopatii toksycznej wywo­
łanej trójetylkiem cyny maksymalne zaczernienie autoradiogramów ma 
miejsce po 10 godzinach od chwili wprowadzenia izotopu, podczas gdy 
u szczurów prawidłowych zjawisko to występuje po upływie 1 godziny. 
Przesunięcie szczytu inkorporacji DL-metioniny 3H może być spowo­
dowane rozpoczynającym się cofaniem objawów zatrucia TET po lo  
godzinach od chwili podania tego związku. Z obserwacji poczynionych 
w innych badaniach (Kozik 1970) wynika, że najbardziej nasilone objawy 
kliniczne zatrucia po dootrzewnowym wstrzyknięciu siarczanu tró je ty lku 
cyny występują u zwierząt doświadczalnych po upływie 3—5 godzin. 
Dlatego zarówno zmiana dynamiki inkorporacji DL-metioniny 3H do 
mózgu jak i zmniejszone wbudowywanie się tego aminokwasu do tkanki 
nerwowej i glejowej może być wykładnikiem wybiórczego hamującego 
działania TET na przenikanie badanego aminokwasu do ośrodkowego 
układu nerwowego.

Na podkreślenie zasługują także spostrzeżenia histotopograficzne d o -  

czynione w omawianych badaniach. W zatruciu TET zwraca przede 
wszystkim uwagę brak wbudowywania DL-metioniny 3H do ciała neu­
ronu w korze mózgu oraz pojawienie się izotopu w blaszkach rdzennych 
istoty białej móżdżku. W warunkach prawidłowych przy stosowanej daw­
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ce izotopu wynoszącej 5 uCi/g ciężaru ciała (Kozik, Ożarzewska 1974a) 
nie obserwowano wbudowywania DL-metioniny 3H do istoty białej, 
natomiast w korze mózgu ziarna zredukowanego srebra widoczne były 
nie tylko w neuropilu, ale również w perikarionach.

Wyjaśnienie przyczyny tych zmian nie jest łatwe. Być może w ence­
falopatii cynowej dochodzi nie tylko do zmian ilościowych i dynamiki 
inkorporacji DL-metioniny 3H, ale występują również zmiany jako­
ściowe w składzie aminokwasowym białek. Wyjaśnienie tego zagadnie­
nia przekracza ramy badań autoradiograficznych. Spostrzeżenie to je d ­
nak jako niezmiernie interesujące zasługuje naszym zdaniem na pod­
kreślenie.

WNIOSKI

1. Zatrucie siarczanem trójetylku cyny zmniejsza wbudowywanie DL- 
metioniny 3H do mózgu.
2. Proces wbudowywania DL-metioniny 3H do mózgu zwierząt po za­

truciu TET jest wolniejszy niż u zwierząt prawidłowych.
3. Maksymalne zaczernienie autoradiogramów w encefalopatii toksy­

cznej spowodowanej zatruciem TET ma miejsce po upływie 10 godzin 
od chwili wprowadzenia DL-metioniny 3H, podczas gdy u zwierząt kon­
trolnych występuje po upływie 1 godziny.

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

5. Zmiany histotopograficzne inkorporacji DL-metioniny 3H po zatru­
ciu TET są niewielkie. Dotyczą one głównie kory mózgu oraz blaszek 
rdzennych istoty białej móżdżku.

M. K o3h k , E. OjKajKeBCKa, A . ITexOBCKM

BKJIIOHEHME DL-M ETM OH M HA B M 0 3 r  K P b lC b l  

BO B P E M fl OTPABJIEHMH CEPHOKMCJIbIM TPM STM JIOBblM  OJIOBOM

P  e 3 io M e

ABTOpbi npoBejiH aBT0paflM0rpa4)MTiecicne HccJieflOBaaHH BKJiiOHeiiMH DL-MeTHO- 
HHH3 3H  B M03r KpbIC IipW OCTpOM OTeKe, Bt.l3P,aiIHOM CepnOKMCJIblM TpM3TMJIOBbIM 

OJIOBOM (T3T).
B pe3yjibTaTe MCC-neAOBaHMM 6biJio oonapyjKeuo, h to  OTpaBjieane T 3 T  Bbi3biBaeT 

cjiMJKeHMe BKjno'ieHMH Me'ienHOrc MeTMOHMiia b  M03r K p b i c ,  no cpaBneum o c n op-  

MaJIbHblMM JKUBiOTHblMM. IIOKa3aHO TaKJKe M3MeneHMe flHliaMHKM BK JIK>TIOHMH DL-Me- 

TMOHHiia 3H nocjie oTpaBjienna T 3 T . MaKCHMajibnoe nOMepneiine aBTopaflnorpa.MM 

6 b i j i o  o6napyjKeno y 3KcnepnMenTajibiibix j k m b o t h b t x  nepe3 10  M a c o s  nocjie Bae/jenna  

M 3 0 T 0 n a ,  B t o  BpeMH KaK y KOnTpojibHbix jKMBOTHbix HaöjnoAaJxocb o h o  ’iepe3 nac.
B  paöOTe oßcyjK^aioTCH B03M0jKiibie MexaHM3Mbi naToreHe3a.
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M. B. Kozik, E. Ożarzewska, A. Piechowski

INCORPORATION OF D L-METHIONINE 3H INTO THE RAT BRAIN  
IN THE COURSE OF TRIETHYL TIN SULPHATE INTOXICATION

S u m m a r y

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-m ethio ­
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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WŁODZIMIERZ BICZ

EFFECT OF A THIOPHCSPHORIC INSECTICIDE — FENCHLORPHOS 
ON THE GLYCOGEN LEVEL, GLYCOLYSIS 

AND GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE ACTIVITY
IN RAT BRAIN*)

Departm ent of Drug Metabolism, Institute of Biopharmacy, Medical Academy,
Warszawa  

ZIead: 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 s truc ture  (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 
a s  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 
a n y  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 LDSi) 
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% LD50 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% LD50 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. Sam p­
les (500 mg) of frozen tissue were boiled in 30% KOH for 45 min. 
Glycogen was precipitated with 96% ethanol. The precipitate was w a ­
shed with a m ixture 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 Löhr et al. (1970). Before decapitation 
Ihe 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 mM 
NAT)P. 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-S tuden t’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% LD50 dose of fenchlorphos, a statistically significant decrease of
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Table 1. The glycogen level in rat brain following fenchlorphos intoxication 

Tabela 1. Poziom glikogenu w mózgach szczurów po zatruciu fenchlorfosem

Model of intoxication 
Model zatrucia

Dose of pesti- Glycogen level (mg glucose/100 g wet tis-

cide sue)
Dawka pes- Poziom glikogenu (mg glukozy/100 g wil-

tycydu gotnej tkanki)

% LD50 ~ -  , „x  ±  S -  n p

_2 Control 77,3 5,5 (5

O o.S N
'S g
.2 o 
X Ö o ^

©
*3
O o 
© ’J3

>5

P

7. 2 
h

rs

s

Sl

Kontrola
2

10
50

7:5,2
G4,3
55,2

3,9
3,7

10,1

G
(5
(5

> 0 ,0 5
< 0 ,0 5
< 0 ,0 5

3 5 5 Control 72,(5 4,3 (5
Q o 
tl  p
£h **

s

—

’/ i 24 
h

rs 5c
Kontrola

2

10
09,6
68,1

4,7
4,5

6
(5

> 0 ,0 5
> 0 ,0 5

S3
o 50 71.8 3,5 (j > 0 ,0 5

■n Control 81,2 3,(5 (5
Multiple intoxication c3 ■a Kontrola
Zatrucie wielokrotne 2 (>7,5 7,9 (5 < 0 ,0 5

10 67,5 5,8 (5 < 0 ,0 5

x — S '  —  arithmetic-V — x mean 4: mean error of the mean
— średnia arytmetyczna 4; średni błąd średniej 

n -— number of animals
liczba zwierząt 

p — probability
prawdopodobieństwo

glycogen level (about 28% below control) was observed. Also the 10% 
LD-o dose produced a decrease by about 17%. The lowest dose applied 
(2% LD50) 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(;ó 
LD50 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 determ i­
nations in brain homogenates in analogical intoxication models. With 
the exception of increased lactic acid production observed 24 hrs after 
single administration of 10% LD50dose, no other difference w ith  respect 
to the control was noted in any experimental condition and this held 
to both glucose consumption and lactate production. However, fu rther  
experiments are needed for statistical evaluation of the results observed 
24 hrs after insecticide administration.
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Table 2. The glycolysis in aerobic conditions of rat brain homogonatos follow ing fenchlorphos in­
toxication

Tabela  2. Glikoliza w warunkach tlenowych homogenatów mózgów szczurów po zatruciu fen-
chlorfosem

Dose of Lactate production Glucose consumption

pesticide (/mioles/hr/mg protein) (//moles/1 ir/mg protein)

Model of intoxication 1 )awka Produkcja mleczanu Zużycie glukozy

Model zatrucia pestycydu (//mole/godz./mg bialka) (//mole/godz./mg bialka)

% l d 30
x  ± n X I: S -

3

I** Control 4,58 0.08 6 3,11 0.11 6

'ZI N 
<a öG -

G
Ĝ
G
rS.

r* © — T. 
‘"
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n
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2
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4.58
4.52

0.10 5 

0.07 (i
2.99
2.99

0.08 5 

0.08 G

'S .c
■ -

GO £ 50 4.58 0.18 5 3.11 0.28 5

Si
ng

le
 

i: 
:at

 r
uc

ie

im
o 

af
to 5 *

3 i
« c

s'

5:
ot

Control
Kontrola

2

5.31 2 3.08 2

or. JZ 10 6,95 2 2.80 2

Ol 50 5.29 2 2.74 2

Multiple T. Control 4.20 0.31 5 2.82 0.06 4
intoxicat ion c3 Konti ola

Zatrucie ~r S 2 4.20 0.20 5 2.9G 0.14 5
wielokrotne 10 4.40 0.31 5 2.94 0.05 5

Explc nation in Table 1 
Objaśnienia w  tabeli 1

As shown in Table 3, the glucose-6-phosphate dehydrogenase activity 
remained unchanged after single administration of 2%, 5% or 50% LD-0 
doses as well as after repeated administration of 2% and 5% LD-0
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 fu r t ­
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 o f glucose-6-phosphate dehydrogenase in rat brain postmitochondrial frac­
tion following fenchlorphos intoxication 

Tabela 3. Aktywność dehydrogenazy gl u kozo-6-fosforanowej frakcji postmitochondrialnej m óz­
gów szczurów po zatruciu fenchlorfosem

Model o f intoxication 

Model zatrucia

Dose of pes­
ticide 

Dawka pes­
tycyd u
O/ Tl)/o

G-6-P dehydrogenase activity (//moles/ 
I min/mg protein)

Aktywność dehydrogenazy G-6-P 
(//mole/min./mg białka)

x  +  s: 11 n

SC .S C ę
£ E

asN

3 Control 10.1 0.32 6

c;' X s
Kontrola

2 10.5 0.25 6 > 0 .0 5
c
rr.

c-l ŁŁ 5 10.2 0.26 6 > 0 .0 5
50 9.8 0.26 6 > 0 .0 5

Control 7.7 0.27 6
>• Kontrola

Tf
'S

2

5
8.2
7.8

0.32
0.25

6
6

> 0 .0 5
> 0 .0 5

Multiple intoxication 

Zatrucie wielokrotne

Explanation in Table 1 
Objaśnienia 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 vitro the 
oxygen consumption by brain or liver homogenates and also the activity 
of a num ber 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:

N e u r o p a to lo g ia  Polska  — 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 nucleotiies 
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, Sławomir  
Januszewski, Halina Nowicka, Teresa Pankowska, Krystyna Poawójcik  and Tatiana  
Rychła for excellent technical assistance.

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

WPŁYW TIOFOSFOROWEGO INSEKTYCYDU FENCHLORFOSU NA POZIOM 
GLIKOGENU, GLIKOLIZĘ I AKTYWNOŚĆ DEHYDROGENAZY  

GLUKOZO-6-FOSFORANU W MÓZGU SZCZURA

S t r e s z c z e n i e

Wykonano badanie biochemiczne mózgów szczurów poddanych jednorazowemu  
i wielokrotnemu zatruciu fenchlorfosem, należącym do tiofosforoorganicznych in­
sektycydów. W półkulach mózgowych oznaczano poziom glikogenu metodą kolory­
metryczną i aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej metodą spektrofo-  
tometryczną. Aktywność glikolityczną homogenatów mózgowych oceniano na pod­
stawie zużycia glukozy i produkcji mleczanu w  warunkach tlenowych stosując  
metody enzymatyczne.

Stwierdzono obniżenie poziomu glikogenu w mózgu po jednorazowym i w ie lo ­
krotnym (14 dni) zatruciu fenchlorfosem, podczas gdy aktywność glikolityczną  
i aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej pozostawały bez zmian. Wyniki 
wskazują na inny mechanizm działania fenchlorfosu na metabolizm glikogenu  
w  mózgu w  porównaniu z działaniem insektycydów fosforoorganicznych dichlor-  
fosu lub trichlorfonu.

B. BwHOBa, M. CHKopcKa, 3. 3a.neECKa, B. B mm

BJIMHHME TMOcf>OCcI>OPIIOrO MHCEKTMHM ^A <f>EHXJIOPrp>OCA 
HA yP O B E H b TJIMKOrEHA, TJIMKOJIM3 

M AKTMBHOCTL £E rM £PO rE H A 3bI rJIK )K 030-6-<£0C cI>A TA  B M 0 3 r E  K P b lC b l

P  e 3 io M e

BbiJiM  npoBeßenbi 6noxM M M Ti e c K n e  MCCJieflOBaiiMH M 0 3 r a  Kpwc, n o ß B e p r a e M b i x  

o^HopasoBOMy u MiiorOKpaTiiOMy OTpaBjieHMio 4>eHXJiop(£>ocoM, npnna^Jie^omMM 
K Tno4x>c4>oopraiiMHecKMM MHceKTMUMßaM. B M03r0BbJx nojiymapMHx onpeAejiHJiw 
KaJiopnMeTpMTiecKMM MeTO/jOM ypoBeiib rjiMKOrena u aKTiimiocTb flerw^porena3bi
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rjijoK030-6-4x)c4)aTa cneKTpocpOTOMeTpMHecivMM MeTO^OM. r  ji mko jjiithhecicaa bktm b- 
nocTb M03r0Bbix roMoreHaxoB ouenMBajiacb 3H3HMaravecKHMM MSTO^aMM na ocnoBe  

noTpeOjieuMH rjii0K03bi u 06pa30BaHMH jiaKTaTa b aapoönbix ycjiOBMHx. Emjio oÖHa- 
pyjKeno cnujKeiiwe ypoBiia rjiMKOrena b M03re nocjie 0AH0pa30B0r0 m MuoroKpaT- 
Horo (14 fliiew) oTpaBjieHMH c^enxjiopcJiocoM, b to  BpeMH KaK rjiMKO-rnmiHecKaH 
aKTMBiiocTb M aKTiiBiiocTb ,a,erHAporeHa3bi rjnoK030-6-4x)ccbaTa ocTaBajincb 6e3  

M3MeHeHHH. Pe3vjibTaTbi yKa3biBaioT na miiom MexaHM3M fleücTEMH cJjenxjiopc^oca na  
o6MeH rjniK orena b M03re, no cpaBiienMio c AeücTBMeM cboc<J)OopraHMHecKMX MHceKTM- 
UMflOB flnxj!0pc|)0ca MJIM Tpnxjiopcj30iia.
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W dziedzinie badań nad białkami układu nerwowego nastąpił w osta­
tnich latach znaczny postęp, umożliwiony dzięki opracowaniu szeregu 
nowoczesnych metod, m. in. otrzymywania wzbogaconych frakcji ko­
mórkowych i frakcji subkomórkowych z mózgu. Szczególną uwagę zwró­
cono na antygeny swoiste dla układu nerwowego, ponieważ występowa­
nie substancji o narządowej lub narządowo-gatunkowej swoistości su­
geruje, że specyficzne funkcje danej tkanki mogą być związane z w y­
stępowaniem w niej tego rodzaju białek. Zidentyfikowanie swoistych 
antygenów może pomóc w wyjaśnianiu procesów wzrostu i różnicowa­
nia tkanek układu nerwowego, a także patogenezy niektórych chorób.

Wiadomo, że surowice pochodzące od zwierząt z EAE, a także od tych, 
które uodporniano pełnym homogenatem mózgu, zawierają szereg prze­
ciwciał wykazujących szerokie działanie biologiczne, m. in. wywołują­
cych cytolizę komórek glejowych w hodowli (Berg i Källen 1962) lub 
hamujących procosy różnicowania oligodendrogleju (Bornstein i Raine 
1970). Funkcje swoistych antygenów glejowych nie są dotychczas zna­
ne, a nie ulega wątpliwości, że poznanie roli jaką pełnią one w układzie 
nerwowym jest niezbędne dla uzyskania pełnego obrazu immunogen- 
nych i antygenowych właściwości mózgu.

W poprzednich badaniach wykazano, że całkowicie wyabsorbowana 
(surowicą, nerką i śledzioną) odpornościowa surowica królicza przeciwko 
pełnemu homogenatowi mózgu szczura reaguje z wzbogaconą frakcją 
glejową uzyskaną na drodze ultrawirowania (Weinrauder i Lach, 1976). 
Lokalizację glejową antygenu narządowo-swoistego wykazano także 
w badaniach immunofluorescencyjnych (Weinrauder i Lach 1975).
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Przytoczone powyżej wyniki, a także dane z piśmiennictwa skłoniły 
nas do podjęcia próby immunizacji zwierząt frakcją glejową, która jest 
materiałem bardziej jednorodnym niż pełny homogenat mózgu. W pracy 
przedstawione są wyniki badań immunochemicznych przy użyciu suro­
wicy odpornościowej pochodzącej od królika wielokrotnie uodpornia­
nego wzbogaconą frakcją komórek glejowych.

M A T ER IA Ł  I METODY

Otrzymywanie frakcji wzbogaconych. Wzbogacone frakcje: glejową, 
neuronalną i mielinową otrzymywano posługując się metodą Blomstran- 
da i Hambergera (1969), w modyfikacji opisanej uprzednio (Weinrauder 
i Śmiałek 1974). Oczyszczoną mielinę otrzymywano stosując metodę 
opisaną przez Gregsona i w’sp. (1971). Wszystkie frakcje bezpośrednio 
po ich uzyskaniu zamrażano w temp. —20°.

Przygotowanie immunogenu i immunizacja królików. Osad komórek 
glejowych po odmrożeniu homogenizowano w buforze fosforanowym
0 pH 7,3 i emulgowano z rćwną objętością niepełnego adjuw antu Freu- 
nda (Difco). Jeden ml emulsji wstrzykiwano domięśniowo królikom 
(samce, albinosy, wagi 2,5— 3 kg). Surowice pobierano w trzy tygodnie 
po każdym szczepieniu i kontrolowano w odczynie immunodyfuzji z lio­
filizowanymi wodnymi wyciągami z mózgu i nerek szczura oraz z suro­
wicą szczurzą.

Do badań użyto surowicę dającą większą ilość pasm precypitacyjnych 
w reakcji z liofilizowanym wyciągiem z mózgu; królik został skrwawiony 
z serca po 5 miesiącach od rozpoczęcia uodporniania. Dla porównania 
z surowicą antyglejową użyto także surowicę przeciwko pełnemu homo- 
genatowi mózgu szczura. Metodę otrzymywania takich surowic oraz ab­
sorpcji przeciwciał nieswoistych narządowo opisano poprzednio (Wein­
rauder 1969).

A n t y g e n y .  1. Surowica szczura. 2. Liofilizowane wyciągi z mózgu
1 nerki dorosłych szczurów przygotowane wg metody opisanej poprze­
dnio (Weinrauder 1969). 3. Frakcje: glejowa, neuronalna i mielinową 
uzyskane na drodze ultrawirowania w gradiencie Ficoll-sacharoza. 
4. Oczyszczona mielina.

Przygotowanie antygenów i surowic odpornościowych do odczynu 
immunodyfuzji i immunoelektroforezy. Antygeny liofilizowane rozpusz­
czano w wodzie destylowanej — nerkę w ilości 10 lub 20 mg/ml, 
a mózg 20 lub 40 mg/ml. Wzbogacone frakcje komórkowe i mielinę ho­
mogenizowano w buforze fosforanowym o pH 7,3. Część frakcji podda­
wano trzykrotnemu cyklowi zamrażania-odmrażania w mieszaninie su ­
chego lodu z alkoholem i na łaźni wodnej o tem peraturze 37°. Frakcję
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glejową poddawano ponadto działaniu szoku osmotycznego w następu­
jący sposób: po odmrożeniu do frakcji dodawano 1 objętość wody desty­
lowanej i dejonizowanej i krótko homogenizowano w szklanym homo- 
genizatorze na łaźni lodowo-wodnej. Zawiesinę rozbitych komórek po­
zostawiano na noc w tem peraturze 4 J, następnie odwirowywano przy 
szybkości 16 tys. obrotów/min. i supernatant zagęszczano trzykrotnie 
w stosunku do objętości wyjściowej w workach dializacyjnych umiesz­
czonych w Aquacide II (Calbiochem).

Surowicę antyglejową absorbowano liofilizowanym wyciągiem z nerki 
szczura w ilości 10 mg na 1 ml surowicy, oraz w jednym przypadku 
oczyszczoną mieliną w ilości 1 ml na trzy ml surowicy. Absorpcję prze­
prowadzano przez 1 gcdz. w 37° i przez noc w 4°. Absorbowaną suro­
wicę kontrolowano w odczynie immunodyfuzji z liofilizowaną nerką 
i z surowicą szczura. W miarę potrzeby zagęszczano surowicę przy po­
mocy Aquacide II.

I m m u n o d y f u z j a .  Immunodyfuzję przeprowadzano wg metody 
Ouchterlony (1948), w 1% żelu agarowym (Agar Noble, Difco), w buforze 
fosforanowym o pH 7,2, z dodatkiem 0,1 M NaCl i 0,01 M Na2EDTA. 
Po zastygnięciu żelu wycinano zbiorniki na antygeny o objętości ok. 
0,12 ml, w odległości 7 mm od zbiornika centralnego i zbiornik na suro­
wicę odpornościwą o objętości ok. 0,18 ml. Płytki inkubowano w tem pe­
raturze  pokojowej przez 24—48 godz. (w wyjątkowych wypadkach dłu­
żej), płukano 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 mieszaniną alkoholu i kwasu octowego.

I m m u n o e l e k t r o f o r e z a .  Immunoelektroforezę przeprowadzano 
na szkiełkach podstawowych, pokrytych 0,8% agarozą (BDH) w buforze 
weronalowym z HCl o pH 8,2 i sile jonowej 0.025. Rozdział przeprowa­
dzano przy napięciu 70 V przez 90 min. Po zakończeniu elektroforezy 
wypełniano surowicą odpornościową rowek odległy od zbiorniczka z an­
tygenem o 3 mm i inkubowano w temperaturze pokojowej 24—48 godz. 
Płytki płukano, suszono i barwiono tak samo jak w odczynie immuno- 
dyfuzji.

W Y N IK I

W surowicy antyglejowej pochodzącej od królika szczepionego pięcio­
krotnie w odstępach miesięcznych stwierdzono obecność przeciwciał re ­
agujących z wyciągiem wodnym z mózgu i nerki szczura oraz z normalną 
surowicą. Reakcję dodatnią uzyskano zarówno w odczynie immunody­
fuzji jak i w immunoelektroforezie, przy czym liczba pasm precypita- 
cyjnych była różna w zależności od stopnia zagęszczenia surowicy odpor­
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nościowej i stężenia antygenów. Przeciwciała te są skierowane przede 
wszystkim przeciwko wspólnym antygenom narządowym i dają szereg 
wyraźnych pasm w odczynie immunodyfuzji z antygenami rozpuszczal­
nymi z mózgu i nerki, oraz z homogenatami wzbogaconej frakcji gle­
jowej i frakcji mielinowej. Jedno z pasm odpowiadających antygenowi 
gatunkowo-swoistemu w wyraźny sposób zagina się przy zbiorniku 
z oczyszczoną mieliną, wskazując na występowanie w tej frakcji śladów 
wspólnego antygenu tkankowego (rye. 1).

Reakcję immunoelektroforezy nieabsorbowanej surowicy antyglejowej 
z mózgiem i nerką przedstawia ryc. 2. Dodatni wynik immunoelektrofo­
rezy z frakcją glejową jako antygenem uzyskano dopiero po poddaniu 
komórek glejowych szokowi osmotycznemu i trzykrotnym  zagęszczeniu 
supernatantu. Dwa łuki precypitacyjne zlokalizowane są w strefie a, co 
jest przedstawione na ryc. 3. W reakcji trzykrotnie zagęszczonej surowi­
cy i tak samo zagęszczonego antygenu pojawiają się trzy łuki precypi­
tacyjne (ryc. 4). Wskazuje to na występowanie we frakcji glejowej uży­
wanej do immunizowania zwierząt szeregu antygenów o swoistości ga­
tunkowej w bardzo niskich stężeniach. Odpowiadające im przeciwciała 
w  surowicy glejowej uj,awniają się dopiero po znacznym jej zagęszcze­
niu.

Po wyabsorbowaniu nieswoistych przeciwciał liofilizowanym wycią­
giem z nerki, surowica antyglejowa reaguje z antygenami swoistymi 
narządowo (ryc. 5). Widoczne jest wyraźne pasmo precypitacyjne przy 
zbiorniku z antygenem glejowym, łączące się z pasmem tworzącym 
się przy zbiorniku z frakcją mielinową. Z antygenami tej frakcji tworzy 
się często dodatkowe pasmo precypitacyjne. Pasmo wspólne dla frakcji 
glejowej i mielinowej przedłuża się sięgając do zbiornika z antygenem 
mózgowym — jednak nawet przy zwiększeniu stężenia do 40 mg/ml, 
pasmo to widoczne jest tylko na barwionych i niewysuszonych płytkach. 
Z mieliną oczyszczoną, nerką i frakcją neuronalną reakcja jest ujemna. 
Trzykrotny cykl zamrażania i odmrażania frakcji glejowej i mielino­
wej nie wpływa na zmianę obrazu linii precypitacyjnych, nie ujawniają 
się nowe ani też nie znikają antygeny reagujące z absorbowaną su­
rowicą.

W celu ewentualnego wykrycia większej ilości swoistych antygenów 
oraz stwierdzenia ich identyczności immunologicznej z antygenami za­
w artym i w wodnym wyciągu z mózgu dorosłego szczura, użyto surowicy 
antyglejowej absorbowanej nerką i zagęszczonej trzykrotnie, frakcji gle­
jowej poddanej szokowi osmotycznemu i również trzykrotnie zagęszczo­
nej oraz liofilizowanego wyciągu wodnego z mózgu w stężeniu 40 mg/ml. 
T rójkątny układ zbiorników’ pozwala na ocenę identyczności badanych 
antygenów. Reakcja jest przedstawiona na ryc. 6. Przy zbiorniku z an-

http://rcin.org.pl



H . W e in r a u d e r ,  M .  Ś m ia łe k XXXIX

Ryc. 1 . 1  — Mózg liofilizowany, 40 mg/ml. 2 — Frakcja glejowa (zamrażana-od- 
mrażana), 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. l

Fig. 2. 1

- Nerka l i o f 20 mg/ml, 2 — Mózg liof., 40 mg/ml, Rowek: Surowica 
antyglejowa, nieabsorbowana, 3 X zagęszczona.

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

4 - ©
c

Ryc. 3. 1 — Frakcja glejowa po szoku osmotycznym, 3 X zagęszczona, 2 — Mózg 
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 zagęszczona, 2 — Mózg 
iiof. 40 mg/ml, Rowek: Surowica antyglejowa, nieabsorbowana, 3 X zagęszczona.

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 — Mózg liof. 20 mg/ml, 2 — Frakcja glejowa, 3 — Frakcja mielinowa, 
4 — Mielina oczyszczona, 5 — Frakcja neuronalna, 6 — Nerka liof. 10 mg/ml, 7 — 

Surowica antyglejowa absorbowana nerką.

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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Rye.  6. 1 — Mózg liof. 40 mg/ml, 2 — Frakcja glejowa po szoku osmotycznym.  
3 X zagęszczona. 3 — Surowica antyglejowa, absorbowana nerką, 3 X zagęszczona.

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.

Rye.  7. Schemat. 1. Mózg liof — 40 mg/ml, 2 — Frakcja glejowa po szoku osm o­
tycznym, 3 X zagęszczona, 3 — Surowica przeciwko mózgowi szczura absorbowana

surowicą i nerką.

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 — Mózg 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

mieliną oczyszczoną.

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 myejin (frozen-thawed), 7 — Antiglial serum absorbed

with purified myelin.

Rye.  9. 1 — Mózg 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

nerką.

Fig. 9. 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 kidney.
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Schematy dołączone do zdjęć były wykonyw ane przy bezpośredniej obserwacji  
płytek. Linią przerywaną oznaczono linie precypitacyjne słabo widoczne na

zdjęciach.

All schemes were drawn by direct observation of the plates and then photographed. 
Dash lines represent precipitin bands poorly vis ible on the photograms.
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tygenem mózgowym tworzą się dwa pasma, z których jedno wykazuje 
reakcję identyczności z pojedynczym pasmem glejowym, zlokalizowanym 
blisko zbiornika z antygenem i pojawiającym się dopiero po 4 dniach 
inkubacji. Należy zaznaczyć, że pełne rozwinięcie odczynu wymagało 
6 dni inkubacji, podczas gdy na ogół wystarczający był okres 24—48 
godzin. Wskazuje to na bardzo niskie stężenie swoistego antygenu 
w  tak otrzymywanej frakcji glejowej lub na niski poziom przeciwciał 
antyglejowych w surowicy odpornościowej.

Natomiast w reakcji z surowicą przeciwko pełnemu homogenatowi 
mózgu (absorbowanej surowicą i nerką), tworzą się dwa pasma odpowia­
dające swoistym antygenom frakcji glejowej i łączące się z pasmami 
powstającymi przy zbiorniku z antygenami rozpuszczalnymi z mózgu. 
Pojawiają się także dodatkowe, znacznie słabsze pasma przy obu zbior­
nikach z antygenami, co może wskazywać na istnienie większej liczby 
swoistych antygenów (ryc. 7).

W reakcji z surowicą antyglejową wyabsorbowaną nerką powstaje 
zawsze pasmo precypitacyjne przy zbiorniku z frakcją mielinową. Wy­
daje się, że jest to wynikiem zanieczyszczeń mieliny komórkami lub fra ­
gmentami komórek glejowych. Aby się przekonać w jakim stopniu za­
nieczyszczenia te mogą wpływać na obraz precypitacji wykonano od­
czyn z surowicą antyglejową absorbowaną mieliną oczyszczoną (ryc. 8). 
Absorpcja powoduje zniknięcie niektórych pasm odpowiadających an­
tygenom wspólnym i niewielkie zmniejszenie intensywności pozosta­
łych. Reakcja z nerką jest w dalszym ciągu dodatnia. Oczyszczona mie- 
lina nie absorbuje także przeciwciał przeciwko antygenom swoistym — 
tworzą się pasma przy zbiornikach z mózgiem i frakcją glejową (wska­
zane na schemacie linią przerywaną). Pozostaje także wyraźnie widoczna, 
charakterystyczna cienka linia przy zbiorniku z frakcją mielinową (ryc. S).

O M ÓW IEN IE

Kilkakrotne wstrzyknięcie królikowi wzbogaconej frakcji glejowej 
z niepełnym adjuw antem  Freunda powoduje powstanie przeciwciał prze­
ciwko całej grupie antygenów — zarówno gatunkowo- jak i narządowo- 
-swoistych. Frakcja glejowa, jak to stwierdzono poprzednio (Weinrauder 
i Śmiałek 1974) zawiera zanieczyszczenia naczyniami włosowatymi, które 
mogą być źródłem antygenów tkankowych wspólnych oraz zaabsorbo­
wanych na ścianach naczyń białek surowicy. Sprawa pochodzenia an ty ­
genów gatunkowo swoistych, wykryw anych przez wszystkich autorów, 
którzy immunizowali zwierzęta homogenatami bądź wyciągami z całych 
mózgów, nie jest całkowicie jasna. Nie można, jak się wydaje wykluczyć, 
ze antygeny te nie są tylko zanieczyszczeniami pochodzącymi z naczyń
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lub tkanki łącznej ale stanowią składnik antygenowy s truk tu r  nerwo­
wych. MacPherson i wsp. (1973) stwierdzili występowanie we frakcji 
mikrosomalnej z mózgu szczura antygenów gatunkowo-swoistych, a Mac­
Pherson i Shek (1970) opisali wpływ immunizacji szczurów mikrosomami 
otrzymanymi z wątroby na procesy uczenia się i treningu tych zwie­
rząt. Występowanie wspólnych antygenów w mielinie i mitochondriach 
wątroby stwierdzili McMillan i wsp. (1971). Wyniki uzyskane w tej 
pracy wskazują, że antygeny gatunkowo-swoiste są silniejszymi immuno- 
genami — surowica antyglejowa reaguje znacinie silniej z antygenami 
wspólnymi niż ze swoistymi. Należy wziąć również pod uwagę możli­
wość występowania antygenów swoistych w bardzo niskich stężeniach.

Próbę immunizacji zwierząt frakcją glejową podjęto, mając na uwadze 
uzyskanie surowic odpornościowych najbardziej przydatnych do badania 
antygenów glejowych. Stwierdzono, że surowice takie są znacznie ła t ­
wiejsze do absorpcji. Jednorazowa absorpcja nerką była wystarczająca 
do wyabsorbowania przeciwciał skierowanych przeciwko antygenom 
tkankowym wspólnym i antygenom surowicy. Ponadto uodpornianie 
frakcją nie zawierającą mieliny lub zanieczyszczoną nią w niewielkim 
stopniu, zmniejsza możliwość powstawania przeciwciał antycerebrozydo- 
wych, które jak stwierdzili ostatnio Tremblay i wsp. (1974) mogą rea ­
gować z antygenami lipidowymi dając obraz „fałszywego swoistego 
białka mózgowego”.

Surowica przeciwko homogenatowi pełnego mózgu jest jednak, jak 
się wydaje, bardziej przydatna w badaniach prowadzonych nad an tyge ­
nami swoistymi. Należy wszakże wziąć pod uwagę, że okres im m uni­
zacji królików pełnym homogenatem był znacznie dłuższy. Wyniki na ­
szych badań, podobnie jak i innych autorów. (Bock i wsp. 1971) wskazują, 
że liczba tworzących się pasm precypitacyjnych z surowicą odporno­
ściową wzrasta przy przedłużeniu okresu immunizacji do 9 i więcej 
miesięcy. Nie można również pominąć faktu, że pełny homogenat mózgu, 
Le względu na wysoką zawartość lipidów może odgrywać rolę dodatko­
wego adjuwantu. Być może użycie do szczepień adjuw antu  kompletnego, 
zawierającego prątki gruźlicy, zmiana schematu immunizacji i jej prze­
dłużenie wpłynie na zwiększenie „aktywności antyglejowej” surowic 
odpornościowych.

Absorbowana nerką surowica antyglejowa reaguje z nieoczyszczoną 
frakcją mielinową. Zagadnienie pokrewieństwa antygenowego mieliny
i innych elementów tkanki nerwowej zasługuje na zainteresowanie. 
W piśmiennictwie spotyka się dane świadczące o występowaniu wspól­
nych antygenów. Mickey i wsp. (1971) stwierdzili istnienie wspólnych 
antygenów w mielinie i błonach synaptycznych, a także opisali w ystę ­
powanie pasma elektroforetycznego odpowiadającego mielinie w agre ­
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gatach błon glejowych niezmielinizowanych mózgów noworodków szczu­
rzych. Możliwość występowania w błonach komórek glejowych antygenu 
częściowo identycznego z zasadowym białkiem mieliny rozważają Wahl­
ström i wsp. (1973). Używana w naszych badaniach surowica antygle- 
jowa wyabsorbowana nerką reaguje tylko z nieoczyszczoną frakcją mie- 
linową, natomiast nie tworzy linii precypitacyjnej z oczyszczoną mieliną. 
Absorpcja mieliną oczyszczoną nie usuwa, jak się wydaje, swoistego 
antygenu glejowego z surcwicy odpornościowej. Przy użyciu dotychczas 
zastosowanych metod nie można wyciągnąć ostatecznych wniosków. Nie 
można jednak wykluczyć istnienia swoistych antygenów wspólnych dla 
gleju i mieliny, biorąc ped uwagę proces mielinogenezy i udziału w nim 
komórek oligodendrogleju.

r. Bafłnpay^ep, M. Cmhjick 

O B O r^ m E H H A H  TJIMAJIbHAH 4>PAK1J;MH KAK MMMYHOrEH 1A AHTMTEH

P e 3 k> M e
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a  TaKjKe aHTMTeji, nanpaBjieH Hbix npoTMB rjiMHJibiio-cneuMc^HHecKoro aHTMreHa. 

3t c t  aHTMreH oönapyjKMBaeTCH AanHOM cbisopoTKOü Kai: b rjiMHjibiioü c^paK niw ,  

TaK w B BOflHOM SKCTpaKTe M03ra Kpbicbi. AnTMrjiMfljibnafl cbiBopoTKa n o c j ie  a6c:opn-  

Umm noHKOM Kpbicbi n e  oöp a 3 y eT  npenMniiTauMOHUbix n o j io c  c newpoHajibHCM cjppaK- 

n n e ü  u c OMMinemibiM mhcjimiiom. n p i ic y r c T B iie  cneuMcjDM'iecKoro rjiiiflJibHoro aiiiM -  

r e n a  b H eonn iueH uoii  Mne.7inH0BCM cfrpaKuww, no Been BepoflruocTw, Bbi3Baao  

■me M B 3TOM Ĉ DpaKUMM 3arpH3HeHKM rjIMHJIbHblMM SJieMeilTajVIM.

H. Weinrauder, M. Śmiałek

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

S u m m a r y

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 kidney does not form any precipitation  
bands neither with neuronal fraction nor with the purified myelin. The presence  
of  specific glial antigen in nnt purified myelin fraction results most probably from 
the contamination of this fraction with the glial elements.
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JOLANTA FINOWICKA-WALCZYNA

OSOBLIWOŚĆ MORFOLOGII MIĘŚNIA PROSTOWNIKA KRÓTKIEGO
PALCÓW STOPY *

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

W latach 1970— 1971 McComas i wsp. zakwestionowali przyjęty do­
tychczas pogląd o pierwotnym uszkodzeniu komórki mięśniowej w dy- 
strofii rzekomoprzerostowej Duchenne’a i dystrofii miotonicznej. W opar­
ciu o wyniki elektrofizjologicznej oceny liczby jednostek ruchowych 
w obrębie mięśnia prostownika krótkiego palców stopy (extensor digito- 
rum brevis — EDB) wysunęli oni hipotezę o neurogennej patogenezie 
tych schorzeń. Stwierdzili mianowicie obniżenie liczby jednostek rucho­
wych u pacjentów z wyżej wymienionymi schorzeniami w porównaniu 
z osobnikami zdrowymi.

Wyłoniło się pytanie, czy wyniki wyżej wymienionych autorów nie 
są spowodowane jakąś osobliwością tego mięśnia, dlatego też wydaje 
się ważnym jego dokładne przebadanie histologiczne i histochemiczne. 
Wycinki z EDB nigdy nie były pobierane przyżyciowo, jednakże w opar­
ciu o doniesienia Susheeli i Waltona (1969) okazało się, że materiał 
autopsyjny również pozwala na histochem iczne przebadanie mięśnia; 
zróżnicowanie włókien mięśniowych na typy jest najwyraźniej widoczne 
przy oznaczaniu aktywności ATP-azy miofibrylarnej.

Celem obecnej pracy jest morfologiczna ocena EDB pobranego od 
osób bez objawów uszkodzenia układu nerwowo-mięśniowego i wykaza­
nie, czy jego budowa histologiczna jest podobna do innych przebadanych 
uprzednio mięśni szkieletowych.

MATERIAŁ I METODY

Materiał sekcyjny pochodził od 13 osobników płci męskiej w wieku 
9— 65 lat, u których zgon nastąpił nagle. Przyczyną śmierci był w 4

* Praca wykonana w  ramach umowy polsko-amerykańskiej z NIH, Bethesda  
nr 05-002-1.
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przypadkach zawał serca, w 3 — stłuczenie pnia mózgu, w 2 — zator 
tętnicy płucnej, a ponadto (po 1 przypadku) wylew podpajęczynówkowy, 
zatrucie tlenkiem węgla, pęknięcie tętniaka rozwarstwiającego aorty, 
zadzierzgnięcie. Dostępna dokumentacja lekarska, dotycząca tych zmar­
łych (kliniczne historie chorób, wyniki badania anatomopatologicznego) 
pozwoliła z dużym prawdopodobieństwem na wyłączenie schorzeń ukła­
du nerwowo-mięśniowego, a także przewlekłych schorzeń ogólnoustro- 
jowych.

Wycinki pobrano ze środkowej części wspólnego brzuśca EDB. Podsta­
wowe dane anatomiczne EDB przedstawiają się następująco: mięsień ten 
położony jest w obrębie bocznej części grzbietu stopy, spoczywa bezpo­
średnio na kościach śródstopia i przykryty jest częściowo przez ścięgna 
prostownika długiego palców. Cienki i płaski brzusiec rozpoczyna się na 
kości piętowej i po krótkim przebiegu (± 2 cm) dzieli się zwykle na 
3 części, które następnie przechodzą w ścięgna dla 2, 3 i 4 palca stopy. 
Przebiegający przyśrodkowo prostownik krótki palucha uważany jest 
z reguły za odrębny mięsień. Palec piąty otrzymuje swe krótkie ścięgno 
prostujące z mięśnia strzałkowego krótkiego. EDB unerwiony jest przez 
gałązkę nerwu strzałkowego głębokiego. Gałązka ta dzieli się na 2—3 
części, które wnikają do EDB od strony jego tylno-dolnej powierzchni. 
Lambert (1969) opisał niestałą (w 20%) gałązkę ruchową od nerw u s trza ł ­
kowego powierzchniowego, biegnącą do bocznej krawędzi tego mięśnia. 
W dwóch przypadkach (nr 8 i 9) pobrano jednocześnie z tej samej nogi 
wycinek z mięśnia piszczelowego przedniego, który jest, jak wiadomo 
również zaopatrywany przez gałązkę nerwu strzałkowego głębokiego.

Materiał pobierano w okresie do 24 godzin po zgonie ze względu na 
ograniczony czas utrzymywania się aktywności ATP-azy miofibrylarnej. 
Wycinki zamrażano w izopentanie, chłodzonym suchym lodem, a następ­
nie krojono w kriostacie w tem peraturze —23 C na skrawki o grubości 
10 yi, prostopadle do przebiegu włókien mięśniowych. Część skrawków 
z każdego wycinka barwiono hematoksyliną-eozyną (H— E) oraz metodą 
van Gieson, a w pozostałych oznaczano aktywność ATP-azy miofibrylar­
nej, zarówno w środowisku zasadowym o pH 9,4 (Padykula, Herman, 
1955), jak i po preinkubacji kwaśnej w środowisku 10 mM EDTA 
o pH 4,3.

W skrawkach barwionych HE i metodą van Gieson oceniano średnicę 
włókien mięśniowych oraz wzajemny układ w preparacie włókien za- 
nikłych i przerosłych (rozproszenie ich w preparacie lub zgrupowanie 
w pęczki). Oceniano też s trukturę  poszczególnych włókien mięśniowych. 
Z preparatów histochemicznych wykonano zdjęcia fotograficzne o po­
większeniu 120 X.  Na ich podstawie oceniano rozkład włókien poszcze­
gólnych typów histochemicznych, liczono maksymalną liczbę jednolitych
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histochemicznie włókien leżących obok siebie oraz rozpatrywano, jakiego 
typu włókna ulegają w danym preparacie zanikowi, szczególnie zanikowi 
pęczkowemu. Z każdego wycinka następnie wykonano histogramy 1000 
leżących obok siebie włókien mięśniowych z uwzględnieniem ich typu 
histochemicznego. W przypadku nr 11 rozpatrywano tylko 720 włókien 
(gdyż pozostałe włókna w preparacie zostały przekrojone zbyt skośnie). 
Jako średnicę pojedynczego włókna mięśniowego przyjmowano średnią 
wartość najdłuższego i najkrótszego wymiaru włókna, przechodzącego 
przez jego środek, w płaszczyźnie prostopadłej do jego podłużnego prze­
biegu.

Histogramy wykonano na pddstawie zdjęć z preparatów, w których 
oznaczano aktywność ATP-azy po preinkubacji kwaśnej, gdyż w tej 
właśnie metodzie wyraźnie zaznaczają się obok włókien I i II typu rów­
nież włókna pośrednie. W badaniu tym włókna typu I wykazują dużą 
aktywność ATP-azy, a włókna typu II — małą.

W Y N IK I

Makroskopowo stwierdzono, ze grubość EDB wahała się w dość znacz­
nych granicach: u młodych osób (przypadek nr 2 i 3) dochodziła ona do 
12 mm, brzusiec mięśnia był wtedy wyraźnie widoczny przez skórę. Na­
tomiast u osób powyżej 50 roku życia dość często obserwowaliśmy zmniej­
szenie się pionowego wymiaru mięśnia do 5— 7 mm. Podobnym wahaniom 
podlegał wymiar boczno-przyśrcdkowy. Długość mięśnia była względnie 
stała i wynosiła około 7— 8 cm. Badaniem histologicznym (Tabela j) 
w 10 na 13 przebadanych przypadków stwierdzono zanik włókien mięś­
niowych z tym, że wyraźne grupowanie zanikłych włókien w pęczki ob­
serwowano w 7 przypadkach, a włókna o mniejszej średnicy rozrzucone 
między prawidłowymi włóknami — w 3 przypadkach. Włókna przerosłe 
znaleziono w 7 przypadkach, najczęściej były one pojedyncze i leżały 
rozrzucone w preparacie, rzadziej grupowały się w pęczki.

Zmiany zwyrodnieniowe były niezbyt nasilone, najczęściej dotyczyły 
włókien przerosłych i miały zwykle charakter szkliwienia, rzadziej roz­
szczepienia się włókien. Włókna przerosłe traciły swój prawidłowy wle- 
loboczny kształt, stawały się okrągłe lub owalne. W kilku przypadkach 
stwierdzono nieliczne włókna z centralnie położonymi jądrami. W 2 przy­
padkach (nr 8 i 10) obserwowano pojedyncze włókna okrężne.

Włókna zanikłe wykazywały bardziej wielokątny kształt lub były to 
(w bardziej nasilonych zmianach) jedynie grupy jąder otoczonych sar- 
kolemmą. Włókna te  miały z reguły ciemne, pyknotyczne jądra, czasami 
stwierdzano rozpad włókien. Innych zmian wstecznych wT nich nie 
stwierdzono.
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T a b e la  1. Badania histologiczne i histochemiczne mięśnia EDB  

T a b le  1. Histological and histochemical examination of E D B  muscle
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Rye. 1. Przekrój poprzeczny przez EDB. Aktywność adenozynotrójfosfatazy mio-
fibrylarnej po preinkubacji kwaśnej Pow. 120 X. a. Przypadek nr 5: niewielkie
zgrupowania włókien jednolitych histochemicznia na tle mozaikowego układu 
włókien poszczególnych typów. b. Przypadek nr 3: grupowanie włókien jednolitych  

histochemicznie. Włókna zanikłe skupione w  pęczki.

Fig. 1. Cross section of EDB. Myofibrillary A TP-ase activity after acid preincu­
bation. X 120. a. Case No 5: Grouping of m uscle 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 prawidłowy, mozaikowy 
układ włókien obu typów w 5 przypadkach, jednakże w 3 spośród nich 
na tle mozaiki występowały pojedyncze grupy włókien, jednolitych hi- 
stochemicznie (ryc. la). W przypadku nr 11 nie stwierdzono wyraźnego 
zróżnicowania włókien na typy (ryc. Ib). W pozostałych 7 przypadkach 
dominowały w preparacie duże grupy włókien zarówno I jak i II typu. 
Szczególnie duże skupienie jednolitych włókien obserwowano w przy­
padkach n r  3, 4, 8, a zwłaszcza n r  13, gdzie na tle ogromnych grup włó­
kien typu II (do 500—600) widoczne były mniej liczne grupy włókien 
typu I, obejmujące około 80—90 włókien.

Porównując ogólną liczbę włókien poszczególnych typów w przebada­
nych wycinkach stwierdzono, że w 6 przypadkach włókna typu II były 
liczniejsze niż typu I, w 4 przypadkach liczba włókien obu typów była 
podobna, w  2 przypadkach przeważały włókna typu I.

Na podstawie histogramów można stwierdzić, że włókna typu I z regu­
ły były mniejsze niż włókna typu II, wśród których z kolei częściej 
obserwowano włókna przerosłe. Stwierdzono zanikłe włókna głównie ty-
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W ykres  1. Histogram średnic włókien mięśniowych EDB. Przypadek Nr 9. Włókna 
mięśniowe prawidłowo zróżnicowane histochemicznie na typy w  zależności od 
aktywności adenozynotrójfosfatazy po preinkubacji kwaśnej. Słupki kratkowane  
oznaczają aktywność w łókien pośrednich, słupki czarne — aktywność włókien  

typu I, słupki białe — aktywność w łókien typu II.

Diagram 1. Histogram of diameters of m uscle 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, w hite  columns — type II fibres.

N eu rop ato log ia  P o lsk a  — 8
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pu I w 4 przypadkach, a typu II — w 5 przypadkach (wykres 1.). 
W przypadku n r  11 nie można było ocenić, jakiego typu włókna zanikają 
ze względu na ujednolicenie aktywności enzymatycznej (wykres 2.).
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W ykres  2. Histogram średnic w łókien mięśniowych EDB. Przypadek Nr 11. Ujedno­
licenie aktywności adenozynotrójfosfatazy w e wszystkich włóknach mięśniowych.

Objaśnienie jak w  w ykresie 1.

Diagram 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.

Stopień nasilenia zaniku był zmienny, od pojedynczego pęczka liczą­
cego 12 włókien (nr 3) do dość licznych dużych pęczków, złożonych 
z około 50 włókien zanikłych (nr 9). Włókna zanikłe były najczęściej 
jednolite histochemicznie w obrębie całego pęczka.

W pobranych kontrolnie wycinkach mięśnia piszczelowego przedniego 
(od 2 osobników) stwierdzono prawidłowy, mozaikowy układ włókien 
oraz ich prawidłową średnicę. W obydwu tych przypadkach jednocześnie 
pobrane wycinki z EDB wykazywały grupowanie włókien obu typów 
i zanik pęczkowy.

OMOWIENIE

Klasycznym histologicznym objawem uszkodzenia neurogennego jest 
zanik pęczkowy włókien mięśniowych. Wg Edstöma i Kugelberga (1968) 
jednostka ruchowa jest jednorodna pod względem metabolicznego cha­
rakteru  włókien mięśniowych. Typowy układ mozaikowy na przekroju 
poprzecznym mięśnia wynika z faktu przemieszania się włókien, należą­
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cych do kilku sąsiednich jednostek. Engel (1965) twierdzi, że największa 
liczba włókien tego samego typu, leżących obok siebie wynosi w w arun ­
kach fizjologicznych 15—25.

Uszkodzenie neuronu obwodowego prowadzi do odnerwienia włókien 
mięśniowych należących do danej jednostki ruchowej. Sąsiednie nie­
uszkodzone aksony przejmują zadanie reinerwacji, zwiększając w ten 
sposób terytorium  własnej jednostki. Wzrasta wtedy prawdopodobień­
stwo wystąpienia dużej grupy włókien jednolitych histochemicznie, po­
nieważ reinerwowane włókna mięśniowe uzyskują aktywność enzyma­
tyczną typową dla reinerwującej jednostki (Dubowitz 1970). Reinerwacja 
wyraża się więc grupowaniem włókien tego samego typu (Engel 1970). 
W wypadku ponownego odnerwienia takiej powiększonej grupy włókien 
mięśniowych dochodzi do zaniku grupowego.

W przebadanym materiale zwraca uwagę fakt, że u wszystkich osob­
ników z wyjątkiem najmłodszego, 9-letniego spotyka się zaznaczone 
w większym lub mniejszym stopniu takie objawy uszkodzenia neuro- 
gennego, jak zanik pęczkowy, grupowanie włókien, dość dużą liczbę 
włókien pośrednich oraz w jednym przypadku ujednolicenie aktywności 
enzymatycznej włókien mięśniowych. Obecność włókien przerosłych oraz 
włókien z dyskretnymi zmianami strukturalnymi, a także (w niektórych 
przypadkach) rozproszenie włókien zanikłych wśród włókien prawidło­
wej szerokości to zasadniczo cechy uszkodzenia pierwotnie mięśniowego, 
chociaż wiadomo, że obraz taki widuje się także w przewlekle postępu­
jących procesach neurogennych.

Obraz histologiczny i histochemiczny EDB mógłby więc świadczyć
o toczących się w tym mięśniu procesach odnerwienia i reinerwacji na­
wet u osobników bez innych cech uszkodzenia układu nerwowo-mięśnio- 
wego. Stanowi to pewną odrębność w porównaniu z innymi mięśniami. 
Zastanawiano się nad przyczyną tej morfologicznej osobliwości EDB. 
W grę może wchodzić między innymi ucisk włókien nerwowych przez 
elementy łącznotk.ankowe w obrębie stopy. Na sekcji często zwracano 
uwagę na uciśnięcie nerwu przez naciągnięte ścięgna prostownika dłu­
giego palców stopy, jak również przez nadmiernie pogrubiały troczę’: 
prostowników, który jest częścią aparatu powięziowego na wysokości 
stawu skokowego. Nasuwałaby się tu analogia z zespołem cieśni n a d ­
garstka (Johnson i wsp., 1973).

Należy wziąć również pod uwagę możliwość niewygodnego obuwia 
jako przyczyny przewlekłych mikrourazów włókien nerwowych, zaopa­
trujących EDB. Możliwością istnienia takich właśnie mikrourazów tłu ­
maczyli Gairns i wsp. (1960) mniejszą gęstość włókien mielinowych w za­
kończeniach nerwowych w obrębie palucha w porównaniu z podobnymi 
nerwami w pozostałych palcach stopy.

http://rcin.org.pl



404 J. Finowicka-Walczyna Nr 3

Zbliżone dane dotyczące morfologii EDB podali wcześniej Jennekens
i wsp. (1971, 1972) oraz Johnson i wsp. (1973). Stwierdzili oni, że w mięś­
niu tym nawet u osób młodych dość często spotykany jest duży rozrzut 
średnicy włókien oraz zanik pęczkowy i grupowanie włókien jednolitych 
histochemicznie w skupienia liczące 60— 100 włókien mięśniowych. Zmian 
takich nie obserwowano w innych mięśniach szkieletowych. U ludzi s ta r ­
szych (60—90 lat) pojawiały się wprawdzie podobne zmiany również 
w niektórych innych mięśniach, jednakże były one znacznie mniej na­
silone niż w EDB w tym  samym wieku.

W naszym materiale, podobnie jak w przytoczonych powyżej doniesie­
niach, istnieje tendencja do nasilania się zmian w EDB wraz z wiekiem 
(u dwóch najmłodszych osobników obserwowano wyłącznie układ mozai­
kowy bez grupowania, najmłodszy osobnik nie miał również włókien 
zanikłych).

Zarówno wymienione powyżej prace morfologiczne, jak i elektrofizjo- 
logiczne (Roselle, Stevens, 1973) wykazują, że prawie w każdym wieku, 
z wyjątkiem najwcześniejszych lat życia, w EDB pojawiają się cechy 
typowe dla uszkodzenia neurogennego. Wobec tego McComas i wsp. 
chyba niezbyt trafnie wybrali ten właśnie mięsień do badań nad ewen­
tualną neuralną patogenezą niektórych schorzeń uważanych dotychczas 
za pierwotnie mięśniowe.

Przeprowadzone badania wskazują, że w mięśniu EDB stwierdza się 
znacznie częściej niż w innych mięśniach zmiany świadczące o uszkodze­
niu neurogennym. Zmiany te wyrażają się przede wszystkim obecnością 
zanikłych włókien mięśniowych, zwykle grupujących się w pęczki oraz 
skupianiem się włókien jednolitych histochemicznie. Na uwagę zasługuje 
fakt, że zmiany powyższe widoczne są nie tylko u osobników starszych, 
ale i u młodych. W mechanizmie powstania tych zmian zasadniczą rolę 
odgrywają, jak się wydaje, czynniki miejscowe.
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J. Finowicka-Walczyna

PECULIAR MORPHOLOGY OF THE MUSCULUS EXTENSOR DIGITORUM
BREVIS

S u m m a r y

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 nematoxylin-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 FRYZĘ

PRZYPADEK SARKOIDOZY UKŁADU NERWOWEGO 

ZE SZCZEGÓLNYM ZAJĘCIEM RDZENIA KRĘGOWEGO

Klinika Neurologii Instytutu Chorób Układu Nerwowego i Narządów Zmysłów  
Pomorskiej Akademii Medycznej w  Szczecinie 

Kierownik: prof, dr med. M. Jarema

Obraz kliniczny sarkoidozy układu nerwowego (UN) zależy od bardzo 
wielu różnych czynników. Istotne znaczenie ma umiejscowienie i stosunek 
ziarniny sarkoidowej do tkanki nerwowej, tj. czy proces rozwija się na­
ciekając opony, tkankę nerwową lub naczynia, czy uciskając tkankę n e r ­
wową lub naczynia. Jeżeli nacieki ziarninowe rozwijają się w kilku 
miejscach UN, znajduje to swoje odzwierciedlenie w bogatszej sympto­
matologii klinicznej. Wydaje się, że pewne objawy neurologiczne zależą 
od wpływów toksycznych lub niedomogi niektórych narządów wewnętrz­
nych, w których toczy się proces chorobowy. Wymienione czynniki dały 
podstawę do wyodrębnienia różnych zespołów klinicznych sarkoidozy UN, 
których wiele opublikowano od czasu pierwszego opisu przez polskich 
autorów Lenartowicza i Rotfelda w 1930 r. Jedne z nich występują czę­
sto, inne zdarzają się sporadycznie. Przypadek obserwowany w naszej 
Klinice pod wieloma względami odbiega od opisywanych w piśmien­
nictwie.

OPIS PRZYPADKU

Chory M. W., lat 18 (nr h. ch. 381/73) został przyjęty do Kliniki z po­
wodu niedowładu kończyn dolnych. Osłabienie kończyn pojawiło się 
przed tygodniem, początkowo dotyczyło stóp, stopniowo obejmując inne 
odcinki kończyn. W 3 dni później zaczęły słabnąć kończyny górne. Z wy­
wiadu oraz bogatej dokumentacji lekarskiej wiadomo, że chory od 3-go 
roku życia leczył się z powodu sarkoidozy. Rozpoznanie zostało ustalone 
w 1965 roku na podstawie histopatologicznego badania węzła chłonnego
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szyi podczas pobytu chorego w Instytucie Reumatologii w Warszawie. 
Stwierdzono wówczas typowe zmiany w płucach, w skórze oraz objaw> 
zapalenia stawów, zapalenia błony naczyniowej oczu oraz powiększenie 
wątroby i śledziony. Od początku leczony był glikokortykoidami. Stosun­
kowo wcześnie ustąpiły zmiany skórno-stawowe, następnie cofnęły się 
zmiany w płucach. Utrzymywało się powiększenie wątroby i śledziony 
oraz zmiany oczne. Próby odstawienia hormonów powodowały zaostrze­
nie procesu chorobowego, które manifestowało się występowaniem zmian 
ocznych, skórno-stawowych, płucnych. Jednocześnie wzrastały bioche­
miczne wykładniki procesu zapalnego. Ze względu na nasilenie się zmian 
ocznych od 1970 roku obok leczenia hormonalnego podawano również 
środki immunosupresyjne (immuran i purinetol), a w 1971 roku usunięto 
prawą gałkę oczną. W kilka tygodni po zabiegu nastąpiła remisja i od 
tego czasu pacjent otrzymywał tylko podtrzymujące dawki encortonu 
Czuł się dobrze, a kontrolne badania dodatkowe wykazywały tylko n ie ­
znaczny wzrost wskaźników procesu zapalnego.

Do Kliniki Neurologii przyjęty był w stanie ogólnym dosyć dobrym. 
Chory był budowy drobnej, infantylnej (wzrost 146 cm), ale o zachowa­
nych proporcjach ciała. W narządach wewnętrznych poza powiększe­
niem wątroby oraz śledziony odchyleń nie wykryto. W stanie neurolo­
gicznym stwierdzono osłabienie ostrości wzroku lewego oka (V =  0.6) 
oraz niedowład spastyczny wszystkich kończyn, bardziej wyrażony w koń­
czynach dolnych, bez zaburzeń czucia. Z wykonanych badań dodatkowych 
na uwagę zasługuje badanie krwi, a mianowicie Hb 52%, krwinki czer­
wone 3.600.000, krwinki białe 15.530, OB 76/108 mm, obraz Schillinga: 
wielojądrzaste 83%, limfocyty 15%, monocyty 2% oraz płyn mózgówj - 
-rdzeniowy: ciśnienie 180/140 mm H20 , próba Queckenstedta i Stookey’a

Rye. 1. Naciek limfocytarny wokół małego naczynia tętniczego w  opuszczę. Fiolet
krezylu. Pow. 400 X.

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

Rye. 2. Gruzełek o dużym zagęszczeniu elementów komórkowych w  płacie skro­
niowym. Fiolet krezylu. Pow. 100 X 

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

Rye. 3. Fragment strefy komórek nabłonkowatych gruzełka sarkoidozy. Centralna  
część gruzełka w  dolnej części 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.

Rye. 4. Martwica skrzepowa w  środkowej części gruzełka. W dolnej części ryciny 
pojedyncze komórki nabłonkowate. 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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prawidłowe. Białko 100 mg%, cytoza 4 limf./l mm3. Osad płynu bada­
ny metodą Sayka: granulocyty obojętnochłonne 34%, komórki limfocy- 
tarne 16%, monocyty 50% — w tym liczne formy przejściowe. Elektro- 
ioreza płynu mózgowo-rdzeniowego: białko 6,44 g%, frakcje białkowe: 
albuminy 59,50%, globuliny alfa! 5,40%, alfa, 9,10%, beta 11,50%, gamma 
14,50%.

Od początku pobytu pacjent otrzymywał duże dawki encortonu oraz 
środki objawowe i antybiotyki. Niedowład kończyn narastał. W 16-tym 
dniu pobytu nagle wystąpiła duszność i mimo reanimacji chory zmarł 
wśród objawów obrzęku płuc i objawów niewydolności krążenia.

Wynik badania anatomo-patologicznego: morbus basalis: Sarcoidosis 
(secundum informationem cUnici). 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 mózgu makroskopowo nie wykazała odchyleń. Na przekrojach 
rdzenia kręgowego na różnych wysokościach rysunek istoty szarej był 
niewyraźny, istota biała miejscami o różowo-szarym zabarwieniu. Do 
badania mikroskopowego pobrano liczne wycinki ze wszystkich płatów 
mózgu, jąder podstawy, pnia mózgu, móżdżku oraz z odcinka szyjnego, 
piersiowego, lędźwiowego i krzyżowego rdzenia kręgowego. Materiał 
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 mózgowia stwierdzono miernego stopnia obrzęk tkan ­
ki nerwowej i tendencję do tworzenia się leukocytarnych zakrzepów 
w świetle naczyń kory i istoty białej. Dookoła licznych naczyń krwio­

nośnych, głównie w płatach skroniowych i pniu mózgu znajdowały się 
nacieki składające się z komórek limfoidalnych o różnym stopniu za­
gęszczenia (rye. 1). Ściany rogów dolnych komór bocznych wykazywały 
pojedyncze grudki rozplemu wyściółki i gleju podwyściółkowego. W mór-

Ryc. 5. Gruzełek o miernym zagęszczeniu komórek w  powrózku bocznym rdzenia  
kręgowego. Nacieki limfocytarne w  przylegającej oponie miękkiej. 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.

Rye. 6. Luźno utkany gruzełek w  rdzeniu kręgowym. Obok lim focytów i komórek  
nabłonkowa tych komórka 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 komórkowego 
pod postacią gruzełka średnicy ok. 800 mikronów, utworzonego z pierście­
nia gęsto leżących komórek nabłonkowatych i otaczających je szeroką 
warstwą limfocytów. Centrum  gruzełka wypełniały masy martwicza 
zmienionej tkanki z niewielką ilością granulocytów obojętnochłonnych 
(ryc. 2, 3, 4). W obrębie rdzenia przedłużonego natrafiono na dwa po­
dobne gruzełki umiejscowione 3—4 mm pod dnem komory IV. W rdzeniu 
kręgowym ilość gruzełków była tak znaczna, że stwierdzano je w każ- 
nym niemal wycinku pobranym do badania. Nierzadko w płaszczyźnie 
jednego przekroju poprzecznego rdzenia natrafiano na 2—3 gruzełki. 
Były one najczęściej zlokalizowane w sznurach istoty białej, w głębi lub 
bezpośrednio pod oponą miękką (ryc. 5). Zazwyczaj nie wykazywały tak 
dużego zagęszczenia komórek nabłonkowatych jak opisane wyżej ognisko 
w płacie skroniowym i miały również tendencję do rozpadu w części 
środkowej. Poza masami martwiczymi niektóre gruzełki zawierały 1—3 
komórki olbrzymie typu Langhansa (ryc. 6). P reparaty  barwione metodą 
Kanzlera-Arendta nie wykazywały wyraźnego udziału astrogleju w bu­
dowie gruzełków, ani znaczniejszego odczynu w ich otoczeniu. Nie udało 
się stwierdzić w żadnym z preparatów obecności prątków kwasoodpor- 
nych.

OMÓWIENIE

W opisanym przypadku zarówno przebieg kliniczny, jak i badanie neu- 
ropatologiczne pozwalają na rozpoznanie sarkoidozy. Potwierdza to rów­
nież badanie bakteriologiczne, które nie ujawniło obecności prątków gruź­
licy w żadnym z badanych wycinków tkanek. Nasza obserwacja kliniczna 
potwierdza zdanie niektórych autorów (Szemraj, Burchard 1966; Douglas, 
Maloney 1973; Hulanicka 1974), że zajęcie w tym schorzeniu O.U.N. wy­
bitnie pogarsza rokowanie, w odróżnieniu od przypadków, w których 
sarkoidoza uszkadza jedynie nerwy obwodowe (Wiedersholt, Siekert 
1965; Cendrowski 1966; Rinne 1967; Douglas, Maloney 1973; Hulanicka 
1974). Zwraca uwagę fakt, że u naszego pacjenta zespół objawów neuro­
logicznych rozwinął się dopiero po 15 latach trwania choroby, a ostatnie 
3 lata były okresem remisji, w czasie której stosowano podtrzymujące 
dawki encortonu. Od chwili stwierdzenia pierwszych objawów ze strony
O.U.N. postęp schorzenia był bardzo szybki, mimo stosowania intensyw­
nego leczenia. Musimy przyjąć, że był on związany z ogniskami sarkoido­
zy w O.U.N., ponieważ szczegółowe badanie anatomo-patologiczne nie 
wykazało zmian w innych narządach, wystarczających do potwierdzenia 
rozpoznania klinicznego.

Rdzeniowa postać sarkoidozy występuje bardzo rzadko. W materiale 
Hulanickiej i Niewiadomskiej (1974) wśród 16 przypadków sarkoidozy
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U.N. tylko u jednego chorego miało miejsce uszkodzenie rdzenia kręgo­
wego. W materiale Vogta (1950) również tylko w jednym z dziewięciu 
przypadków sarkoidozy U.N. stwierdzono objawy rdzeniowe. W zesta­
wieniu Silversteina i wsp. (1965), obejmującym 120 przypadków sarkoido­
zy U.N. zebranych z piśmiennictwa, objawy uszkodzenia rdzenia stwier­
dzono u 8 chorych (w tym w 2 przypadkach wątpliwe) manifestujące się 
jedynie porażeniem pęcherza moczowego. Wielu autorów podkreśla, że 
w przypadkach sarkoidozy U.N. z objawami rdzeniowymi dochodzi zwy­
kle do ucisku rdzenia. Na podstawie analizy zmian neuropatologicznych 
w naszym przypadku możemy powiedzieć, że nacieki zapalne w obrębie 
opon nie były nigdzie tak masywne, aby mogły powodować objawy ucis­
kowe; rozwijające się niedowłady były bezpośrednim wynikiem licznych 
gruzełków sarkoidozy, rozsianych w całym rdzeniu kręgowym. Obra.^ 
morfologiczny tych gruzełków przeczy poglądom, spotykanym jeszcze 
niekiedy w literaturze, że nacieki sarkoidozy różnią się od zmian gruź­
liczych brakiem centralnego ogniska martwicy. Cecha ta nie może stano­
wić podstawy różnicowania tych dwu schorzeń. Większe znaczenie może 
posiadać — w świetle naszej obserwacji — obecność lub brak prątków 
gruźlicy w ogniskach zapalnych, szczególnie, jeśli nie stosowano uprzed­
nio leczenia przeciwprątkowego.

E. KyjihTiMi;KM, U,. <J>pw3e

CJiyHAtf CAPKOMJI03A HEPBHOÜ CllCTEMbl 
CO 3HAHMTEJIBHBIM 3AXBATÜ M  CITMHHOrO M 03F A

P e 3 io M e

IIpiiBOflHTCH cjiynaił capivon^o^a nepsiiOM cnerreMbi. M3MeHei;iiH sbicTynajiw eo  

bcgm criMHHOM M03re. H a lieicOTopsix cpe3ax 6ł>iji oöiiapyjKen i;eKpo3 b cpcuneń  

nacTM j^ejiKa. OTcyTCTBiie neKpo3a go ne^aBKero BpeMenw paci^eHMBajiocb kbk  

’icpTa OTjiMHaiomaH capKOMflHyio rpanyjwuMio o t  Ty6epKyjie3uoro i-mc^MjibTpaTa. 
Bojie3iib Hanajiacb Ha 3 ro^y jkm3hm M3M8iienwHMM b KOjKe, b r.Tia3y, CKeJieTno-cy- 

CTaBnoM cMCTCMe w b o  BiiyTpeiiiiMx opranax. Ba npoTHJKenHM: 15 jieT np0 /(0 Ji>Km:ejib- 
hoctm 6ojie3iin pei^MAMBbi noBTopHJiMCb MiioroKpaTiio, no 6e3 CMMnTOMOB 3axBaTa 

iiepBHOM CMCTeMbi. BbicTpo nporpeccwpyiomiiM riape3 Bcex KOHcmocxeii riOHBiiJicH 

B nocjiefluMe Tpn neflejiM jkm3hm, nocjie peMuccwH, npo/iojimaioiueviCH noHTu Tpw 

rofla.

J. Kulczycki, C. Fryzę

CASE OF SARCOIDOSIS OF THE NERVOUS SYSTEM  
WITH PARTICULAR INVOLVEMENT OF THE SPINAL CORD

S u m m a r y

Presented is the case of sarcoidosis of the nervous system in which the lesions 
w ere 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  until l  recen tly  w a s  considered  to be a fea ture  d if fer ing  sarcoid granulom a  

from the tubercu lous  in f i ltrat ion.  T he  m alady  began w h e n  the  pat ient  w a s  only  

3 years old w ith  the  d e v e lo p m en t  of  les ions  in the  dermis ,  eye,  in o sseo -art icu lar  

sys tem  and in the in tern a l  organs. During 15 y ea rs  of duration  there  w e r e  m any  

recurrences of the d isease  but the  s igns of  the nervous sy s tem  in v o lv e m e n t  w ere  

not observed. The  fast  progress ing  te trap ares is  dev e lo p ed  on ly  in the last  3 

w eek s  of  l i f e  after  a lm ost  3 years  last ing rem iss ion .
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M A R IA  O ST E N D A

STAN ZŁĄCZA NACZYNIOWO-GLEJOWEGO 
W NAPROMIENIONEJ TKANCE MÓZGOWEJ

ST R ESZC ZENIE PR A C Y  H A B IL IT A C Y JN E J

Zespół N europato log i i  Centrum  M edycyny  D oświadczalnej  i K lin icznej  P A N

Tkanka mózgowa nie barwi się podanymi dożylnie barwnikami p rzy ­
życiowymi w przeciwieństwie do tkanek innych narządów. Na tym spo­
strzeżeniu oparto tezę o istnieniu systemu ograniczającego wymianę mię­
dzy krwioobiegiem a tkanką mózgową nazwanego „bariera krew-mózg”. 
Przyjęto pogląd, że s truktury  regulujące transport z krwi do mózgu znaj­
dują się w ścianach naczyń włosowatych i w ich bezpośrednim sąsiedztwie 
(Gabryel 1973). Pogląd ten jest uzasadniony szczególną budową włośm- 
czek mózgu, których śródbłonek tworzy warstwę ciągłą pozbawioną fe- 
nestracji, a zespolenia między śródbłonkami stanowią wąskie szczeliny 
typu zespoleń ścisłych. Ścisłość połączeń międzyśrćdbłonkowych oraz 
ubóstwo pinocytozy jest uważane za morfologiczny substrat bariery 
(Brightman, Reese 1970; Gabryel 1973). Z drugiej zaś strony okołonaczy- 
niowe wypustki astrocytów otaczają włośniczki ścisłą otoczką obejm ują­
cą 85% powierzchni naczynia (Farquhar, Hartman 1957), dzięki czemu 
transport z włośniczki może pozostawać pod kontrolą astrogleju (Wolff 
1970, Friede 1970). Pappenheimer (1970) mierząc transport glukozy przez 
błony doszedł do wniosku, że włośniczki odpowiadają za bierne właści­
wości transportu, którego czynna komponenta może znajdować się 
w astrocycie.

Dla wyświetlenia funkcji spełnianej przez każdą z wymienionych 
s truktur w transporcie czynnym przeprowadzono szereg doświadczeń, 
w których czynnikiem wywołującym zmiany były promienie jonizujące. 
Panuje opinia, że ten rodzaj energii powoduje zmiany przepuszczalności 
błon komórkowych, co prowadzi do zmian w funkcji bariery (Bacq, 
Alexander 1961; Miquel, Haymaker 1967, Bloomstrand i wsp. 1975). Do­
bierając odpowiednie warunki napromieniania można otrzymać z dużą
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stałością uszkodzenie bariery krew-mózg bez znacznych zmian tkanko­
wych (Miquel, Haymaker 1967). W obecnych badaniach stosowano niskie 
dawki promieniowania, ponieważ celem pracy było badanie funkcji bio­
logicznej w uszkodzonej ale żywej komórce. Badania te są próbą wyjaś­
nienia współzależności zdarzeń prowadzących do uszkodzenia bariery 
oraz powiązania obrazów morfologicznych z niektórymi zmianami czyn­
nościowymi. W tym celu podjęto próbę analizy u trastrukturalnego obrazu 
uszkodzeń bariery krew-mózg spowodowanych promieniowaniem jonizu­
jącym, uwzględniając ich zmiany w czasie. Dla oceny ilościowych zminii 
transportu zastosowano metody izotopowe. Badania skoncentrowano na 
następujących zagadnieniach:

1) Zmiany u ltrastrukturalne na poziomie złącza włośniczka-glej

2) Zmiany ultrastruktura lne  w astrocycie izolowanym od krążenia 
(in vitro)

3) Transport znaczników barierowych przez włośniczki mózgu

4) Lokalizacja u ltrastruktura lna  enzymów przyjm ujących udział 
w transporcie czynnym.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 250 dorosłych szczurach szczepu Wistar, 
wagi 180— 220 g, obu płci oraz na 580 hodowlach tkanki mózgowej. Źród­
łem promieniowania była bomba kobaltowa typu Eldorado A, o średniej 
wydajności 100 r/min. W doświadczeniu wstępnym ustalono dawkę pro­
mieniowania, która powoduje w okresie od kilku godzin do kilku dni 
występowanie w mózgu zmian uchwytnych w mikroskopie świetlnym. 
Dawka wynosiła 800 r podanych jednorazowo na całe ciało. Tkankę móz­
gową pobierano do badań w 3, 6, 12, 24, 48, 72, 125 i 168 godz. po ekspo­
zycji. Dla hodowli tkankowych dawkę ustalono na podstawie wskaźnika 
mitotycznego. Wybrana dawka wynosiła 5.000 r podanych jednorazowo 
i powodowała spadek wskaźnika mitotycznego do 3—4%o.

Stosowano następujące metody: obserwacje w mikroskopie elektrono­
wym mózgu in situ (technika klasyczna), badanie przy pomocy peroksy- 
dazy chrzanowej podawanej dożylnie (Reese, Karnovsky 1967, w mody­
fikacji Westergaarda 1973), badania izotopowe (75Se-selenometionina
i 131J-albumina), obserwacje hodowli tkankowych w mikroskopie elek­
tronowym oraz obserwacje odczynów histochemicznych w mikroskopie 
świetlnym (Barka, Anderson 1965) i wreszcie badania u tras truk tura lnej 
lokalizacji fosfataz hydrolizujących estry fosforanowe (Torack, Barr- 
ne tt  1964).
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W YNIKI

W najwcześniejszym okresie obserwacji (3 godz.) po ekspozycji nie 
stwierdzano uchwytnych zmian morfologicznych we włośniczkach mózgu. 
W astrocytach natomiast, zarówno in vitro  jak in situ, stwierdzano po ­
szerzenie kanałów zespołu Golgi i liczne małe pęcherzyki w ich są­
siedztwie, znaczne ilości wolnych rybosomów oraz gromadzenie ziaren 
glikogenu w cytoplazmie. W astrocytach in vitro zmniejszały się w tym 
okresie objawy pinocytozy. Po 6 godz. stwierdzano wybitne zwiększenie 
ilości pęcherzyków pinccytarnych w śródbłonkach włośniczek oraz po­
szerzenie szczelin międzyśródłrłonkowych (do 300 Ä), tworzących kanały 
clektrcnocptycznie puste. W tym  samym okresie obniżył się transport do 
mózgu 75Se-selenometioniny, a wchłanianie peroksydazy chrzanowej przez 
pęcherzyki pinocytarne uległo spowolnieniu. Produkt reakcji fosfataz hy- 
drolizujących estry fosforanowe zniknął z błony podstawnej wielu naczyń 
włosowatych.

Po 24 godz. niektóre z opisanych zmian cofnęły się: zniknęły złogi gli­
kogenu w cytoplazmie astrocytów, zmniejszyła się ilość pęcherzyków pi- 
nocytarnych w śródbłonkach włośniczek, transport selenometioniny po­
wrócił do wartości prawidłowych; równocześnie narastały zmiany w cy­
toplazmie astrocytów, obniżyła się jej gęstość optyczna, pojawiły się 
resztki rozpadłych organelli, narosła liczba ciał gęstych, wodniczek, kul 
lipofuscy nowych.

W grupie 48-godzinnej stwierdzano peroksydazę chrzanową w prze ­
strzeniach pozakomórkowych przylegających do naczyń. Pomimo to nie 
obserwowano przechodzenia peroksydazy chrzanowej przez poszerzone 
zespolenia międzyśródbłonkowe, produkt reakcji zatrzymywał się zwykle 
na mostku zespolenia ścisłego. W tej samej grupie czasowej obserwowa­
no nasilenie zmian w lokalizacji ultrastrukturalnej fosfataz hydrolizują- 
cych estry fosforanowe: produkt reakcji pojawiał się w śródbłonku na­
czyń, rozsiany lub skupiony na jego błonach granicznych oraz na błonach 
pęcherzyków pinocytarnych. Błona podstawna tych włośniczek pozosta­
wała pusta. Produkt reakcji znajdowano często na błonach komórkowych 
astrocytów przylegających do naczyń.

W później obserwowanych grupach (72— 168 godz. po ekspozycji) ob­
serwowano narastanie zmian wstecznych w astrocytach. Badania histo- 
chemiczne wykazały w astrogleju wzrost aktywności fosfatazy kwaśnej; 
w mikroskopie elektronowym obserwowano liczne komórki z cytoplazma 
wypełnioną przez ciała gęste, wodniczki, ciała mielinopodobne i ciała 
wielopęcherzykowe. W naczyniach zmiany cofały się. Poszerzonych 
szczelin między śródbłonkami nie obserwowano, liczba pęcherzyków pi­
nocytarnych zmniejszyła się w porównaniu z wcześniej obserwowanymi
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grupami. Przenikanie peroksydazy chrzanowej do pęcherzyków pinocy- 
tarnych nadal było spowolniałe. Transport selenometioniny powrócił 
do wartości prawidłowych. Produkty reakcji hydrolaz swoistych były 
zlokalizowane, podobnie jak w 48-godzinnej grupie, w śródbłonkach włoś- 
niczek oraz na błonach wypustek astrocytów przylegających do naczyń.

W żadnej grupie czasowej nie stwierdzono przenikania J-albuminv 
poza naczynia.

OMÓWIENIE WYNIKÓW

Zmiany w mózgu szczurów napromienionych dawką 800 r promieni 
gamma na całe ciało dotyczyły zarówno naczyń krwionośnych jak i astro­
cytów, jednakże czas pojawiania się odczynu, jego charakter i zejście 
przebiegały w obu badanych strukturach odmiennie. Odczyn w astrocy- 
tach pojawiał się już w 3 godz. po ekspozycji: w cytoplazmie gromadziły 
się znaczne ilości glikogenu zarówno in vitro jak in situ. W astrocytach 
rosnących w warunkach hodowli nastąpiło zahamowanie pinocytozy. Oba 
te objawy świadczą o pogorszeniu funkcji życiowych astrocytu, a w szcze­
gólności o zahamowaniu procesów glikolitycznych (Klatzo 1962). Równo­
cześnie obserwowano obniżone przenikanie do tkanki mózgowej seleno­
metioniny, związku przenoszonego na drodze transportu czynnego. 
W późniejszych okresach (72— 125 godz.) po ekspozycji narastające zmia­
ny w astrocytach prowadzą do znacznego zniszczenia cytoplazmy, za­
równo w warunkach hodowli jak in situ, zwłaszcza w wypustkach około- 
naczyniowych. Nasuwa się wniosek, że w badanym modelu doświadczal­
nym astrocyty reagują na czynnik uszkadzający, niezależnie od naczynia, 
wcześniej i głębiej.

Zmiany we włośniczkach zaczynają być uchwytne w późniejszych 
okresach obserwacji: 6—48 godz. po napromienieniu. Znaczny wzrost 
ilości pęcherzyków pinocytarnych w śródbłonkach naczyń przy równo­
czesnym zmniejszeniu wchłaniania peroksydazy chrzanowej przemawia 
za spowolnieniem transportu pęcherzykowego. Nieco później (48 godz.) 
dają się uchwycić zmiany lokalizacji hydrolaz swoistych. Znikanie pro ­
duktu reakcji z błony podstawnej a pojawianie się go w śródbłonkach 
włośniczek świadczy o zmianach w aparacie enzymatycznym regulującym 
procesy transportu czynnego. W tej s,amej grupie czasowej (48 godz.) ob­
serwowano przechodzenie peroksydazy chrzanowej pozanaczyniowo. Dro­
ga przejścia znacznika pozostaje niejasna. Nie mamy dowodu, że odbywa 
się ono przez poszerzone szczeliny międzyśródbłonkowe. Wchłanianie 
drogą pinocytozy wydaje się bardziej prawdopodobne. Dla innego znacz­
nika, J-albuminy, bariera pozostaje we wszystkich grupach doświad-
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czalnych nieprzenikalna, pozostaje to zapewne w związku ze znaczną róż­
nicą ciężaru cząsteczkowego obu stosowanych substancji (peroksydaza 
40.000, albumina 120.000). ,

W późniejszych okresach obserwacji (72— 168 godz.) zmiany w naczy­
niach cofają się, a w astrocytach narastają, prowadząc zapewne do obu­
mierania części komórek.

Sądzimy, że odmienna reakcja obu komponent bariery jest związana 
z ich odmiennymi zadaniami spełnianymi w transporcie.

WNIOSKI

1. W mózgach szczurów napromienionych dawką 800 r promieni gam­
ma, jednorazowo na całe ciało, stwierdzono zmiany na poziomie złącza 
naczyniowo-glejowego świadczące o zaburzeniach w transporcie przez 
barierę.

2. Obserwacje w mikroskopie elekronowym łącznie z badaniami izoto­
powymi wskazują na obniżenie transportu czynnego równocześnie z wy­
stępowaniem zmian wstecznych w cytoplazmie astrocytów w okresie 
3 godz. po ekspozycji.

3. Przenikanie peroksydazy chrzanowej pozanaczyniowo oraz zmiany 
lokalizacji odczynów na hydrolazy swoiste w ścianach włośnic zek wy­
stępujące w 48 godz. po ekspozycji przemawiają za zwiększeniem prze­
puszczalności bariery w tym okresie.

4. Kształtowanie zmian przepuszczalności bariery w tym modelu do­
świadczalnymi zależy w pierwszym rzędzie od zaburzeń czynności astro­
cytów, których wykładnikiem jest najpierw zahamowanie transportu, 
a później krótkotrwałe i nieznaczne zwiększenie przepuszczalności 
bariery.
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