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Rozw6j badan nad powigzaniami i zaleznosciami miedzy ukladem
neurohormonalnym a immunologicznym zapoczatkowalo kilka spostrze-
zen poczynionych glownie podczas obserwacji klinicznych, a czeSciowo
takze w pracach doswiadczalnych. Zaobserwowano obnizenie odporno$ci
zwigzane z podawaniem lekéw hormonalnych oraz zaburzenia odpowie-
dzi immunologicznej w nadczynnosci przysadki, sugerujace zalezno$é
funkeji immunologicznych od prawidlowego stanu hormonalnego (Ahl-
qvist 1976). Obserwacje te potwierdzono w badaniach przeprowadzonych
na zwierzetach. Podawanie hormonu wzrostu (STH — somatotropina) nie-
dojrzalym myszom zmienialo reaktywno$é komoérek grasicy i $ledziony
(Ahlqvist 1976), podawanie hormonow sterydowych, np. kortyzonu i hy-
~drokortyzonu, powodowalo efekt immunosepresyjny (Bathman 1971).
Wiadomo réwniez, ze takie czynniki jak stres odgrywajg role w patoge-
nezie nowotworéw (Riley 1981), schorzen autoalergicznych (Ahlqvist 1976)
1 odrzucaniu przeszczepow (Comsa, Leonhardt 1979; Daum 1979). Jed-
‘nym z pierwszych uzyskanych do$wiadczalnie dowodéw zaleznosci funk-
cjonowania ukladu limfatycznego od osrodkowego ukladu nerwowego
‘bylo wywolanie limfocytozy indukowanej stresem u kota (Ahlqvist
11976). Nieco poOzniej stwierdzono w badaniach anatomicznych istnienie
‘unerwienia wegetatywnego narzadéw limfatycznych (Ahlqvist 1976). Za-
'poczatkowalo to serie badan nad wplywem ich odnerwienia na reakcje od-
‘porno$ciowe (Wiliams 1980), a takze nad skutkami immunologicznymi
‘uszkodzenia niektorych struktur osrodkowego uktadu nerwowego (Kel-
ler 1980; Nagy 1978).
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UKELAD NERWOWY A UKELAD IMMUNOLOGICZNY

Dowody istnienia drog komunikacji miedzy ukladem nerwowym
a funkcjami odpornosciowymi uktadu limfatycznego

Hormony majg wplyw regulacyjny na wszystkie podstawowe funkcje
komorek (synteza biatek, kontrola ekspresji genéw). Regulujac wszyst-
kie funkcje fizjologiczne organizmu oddzialujg réwniez na procesy od-
pornosciowe. Wydzielanie hormonéw jest regulowane przez osrodkowy
uklad nerwowy na poziomie podwzgérze-przysadka. Czynno$¢ wewnatrz-
wydzielnicza przysadki reguluje calg gospodarke hormonalng (Pierpaoli
1977). Przeprowadzono szereg badan majgcych na celu udowodnie-
nie tej zaleznosci. Badano wplyw uszkodzenia podwzgoérza oraz usunie-
cia przysadki na odpowiedZz immunologiczng in vivo i in vitro. Stwier-
dzono, ze uszkodzeniqfﬂ]{ellyyﬁ]éﬁyﬁw iej czesci podwzgoérza u szczu-
réw powoduje zahamowanie stymulacji limfocytow krwi obwodowej przez
fitohemaglutynine (PHA) oraz antygen tuberkulinowy (PPD) w hodowli
in vitro. Nie zaobserwowano wplywu powyzszej operacji na stymulacje
czystych limfocytow w hodowli. Stad wniosek, ze zabieg ten nie oslabia
pierwotnie nabytej odpornosci, a przyczyng hamowania stymulacji lim-
focytéw mogg byé zmiany poziomu czynnikéw humoralnych we krwi
(np. kortykosterydéw) lub czynnikéw neurohormonalnych (Filipp 1973;
Katz 1979). Usunigcie przysadki u szczuréw powoduje zahamowanie od-
powiedzi humoralnej i komérkowej na rézne antygeny. Stwierdzono ob-
nizenie produkcji przeciwcial przeciw krwinkom barana i reakeji skor-
nej anafilaksji oraz rozwoju odpowiedzi na kompletny adjuwant Freun-
da. Zabieg ten powoduje réwniez zmniejszenie masy wezlow chlonnych,
co jest zgodne z obserwacjg poczyniong u zarodkoéw kurzych pozbawio-
nych przysadki, ktére wykazywaly daleko posunietg inwolucje grasicy
i wezléw chlonnych (Berczi 1981; Jankovic 1981; Nagy, Berczi 1981). Ba-
dano réwniez wplyw uszkodzen podwzgorza i przysadki na przezycie
przeszezepu skory (Daum 1979). Stwierdzono skrocenie czasu przezycia
przeszcezepu u zwierzat z uszkodzonym elektrolitycznie guzem popiela-
tym po uprzednim usunieciu przysadki. Reakcja ta byla tym silniejsza,
im wieksze réznice immunogenetyczne wystepowaly miedzy dawcq i bior-
cg przeszczepu. Wplyw tego typu uszkodzen podwzgoérza ma przezycie
przeszczepu sugeruje hamujgca role guza popielatego w regulacji od-
powiedzi immunologicznej. Fakt, ze efekt ten otrzymano po usunieciu
przysadki przemawia za tym, ze regulacja taka nie odbywa sie za po-
$rednictwem czynniko6w neurohormonalnych wydzielanych przez przy-
sadke, lecz raczej za posrednictwem ukladu wspéiczulnego. Wskazuje to
na mozliwos$é kontroli odpowiedzi immunologicznej przez osrodkowy u-
klad nerwowy z pominieciem hormonéw, a poprzez regulacje aktywnosci
ukladu wegetatywnego. Jest to druga mozliwa droga prowadzgca od pod-
wzgoérza do ukladu immunologicznego. Poparciem dla tych przypuszczen
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jest istnienie unerwienia wegetatywnego narzadéow limfatycznych i gra-
sicy (Wiliams 1980) oraz obecno$¢ receptorow alfa- i beta-adrenergicz-
nych w wezlach chlonnych. Ustalono, ze w przeciwienstwie do recepto-
réw beta-adrenergicznych (De Micheli 1975; Pochet 1979), receptory alfa-
-adrenergiczne na limfocytach sg nieliczne, natomiast w duzej liczbie
wystepuja w blonach komoérek zrebu wezlow chlonnych (Ahlqvist 1976;
Giron 1980). Dowodow potwierdzajgcych hipoteze o udziale ukladu wege-
tatywnego (gloéwnie wspoélczulnego) w osrodkowej regulacji odpowiedzi
immunologicznej dostarczyly wyniki chemicznej sympatektomii $ledzio-
ny i grasicy u myszy, przeprowadzonej bezposrednio po urodzeniu. Jej
efektem bylo wzmocnienie odpowiedzi przeciwcial na krwinki barana
w siodmym tygodniu zycia. Dowodzi to udzialu ukladu sympatycznego
w ksztaltowaniu humoralnej odpowiedzi immunologicznej in vivo. Me-
f::;i:vn;s t.e:go zjawiska jest ni%ﬁ%?/q / #}Y}Qx%{paﬁw) Sugeruje sie trzy
el

1. Sympatektomia moze powodowa¢ zaklocenie w metabolizmie cyk-
licznych nukleotydow u subpopulacji komoérek regulatorowych T. Uktad
wspolczulny i wydzielana przez niego adrenalina podnoszg in vitro aktyw-
nos¢ cyklazy adenylowej w limfocytach, co powoduje wzrost poziomu
wewnatrzkomorkowego cyklicznego adenozyno—monofosforanu (cAMP).
Wzrost zawartosci cAMP w limfocytach ostabia odpowiedz na krwinki
barana, podczas gdy spadek cAMP wzmaga aktywno$é komorek T po-
mocniczych. Hamujacy wplyw mediatorow wydzielanych na zakoncze-
niach wilékien wspolczulnych byl niwelowany przez sympatektomie gra-
sicy i $ledziony, co doprowadzalo do podwyzszenia reakcji na krwinki
barana.

2. Wskutek chemicznego usuniecia polgczen z ukladem wspélczulnym
nastepuje rozregulowanie wydzielania histaminy. Modulacja reaktywno-
Sci immunologicznej jest uwarunkowana bardzo bliskim sgsiedztwem wio-
kien wspodlczulnych z komoérkami tucznymi. Poniewaz komérki limfo-
idalne posiadaja receptory histaminowe, spadek wydzielania histaminy
powoduje zahamowanie takich reakcji, jak cytotoksycznosé komorkowa,
nadwrazliwo$¢ poézna, produkcja czynnika hamujgcego migracje (MIF —
czynnik wydzielany przez pobudzone limfocyty, powodujacy wedrowke
makrofagow, do miejsca, w ktorym zachodzi reakcja zapalna) i powsta-
wanie komoérek tworzacych tysinki (PFC — komorki zdolne do lizy ob-
cogatunkowych erytrocytow).

3. Usunigcie wlokien sympatycznych powoduje zaklocenie rozwoju
odpornosci w nastepstwie zmian w wewnatrzgrasiczym srodowisku hor-
monalnym. Normalna reaktywno$¢ immunologiczna jest uwarunkowana
. prawidlowym rozwojem limfocytéow regulatorowych i efektorowych.
Zroznicowana reaktywnos$¢ komoérek in vitro pod wplywem antygenu jest
indukowana przez histamine i leki beta-adrenergiczne (Ahlqvist 1976).

Wyniki badan morfologicznych wskazuja, ze uklad wspélczulny ma



4 M. Muranyi

mozliwos¢é bezposredniego wplywu na komorki T lub reguluje dostep-
nos¢ histaminy. Wymienione mozliwe mechanizmy nie wylgczajg sie wza-
jemnie i mogg wspolistnie¢ ze sobg (Wiliams 1980). Znane sa rowniez in-
formacje o wplywie unerwienia przywspolczulnego na reaktywnos¢ im-
munologiczng. Jest to wplyw antagonistyczny w stosunku do wspotezul-
nego. Powoduje on wzrost proliferacji i aktywnosci efektorowej limfo-
eytow. Prawdopodobnie réwniez wzmaga efekty sympatektomii (Strom
1974). W swietle przytoczonych powyzej efektow staje sie¢ jasne, ze w or-
ganizmie ptakow i ssakow funkcje ukladu odpornosciowego podlegaja
osrodkowej regulacji na poziomie podwzgorza.

Podejmowano szereg prob udowodnienia istnienia przeplywu infor-
macji w przeciwnym kierunku, tj. od aktywowanego antygenem ukladu
immunologicznego do podwzgérza. W tym celu badano zmiany aktywno-
$ci elektrycznej neuﬁql?évy llp&chw g@li zawarto$ci niektoérych hormo-
now we krwi w czasie trwania rwotnej reakcji immunologicznej.
U szczura w 8 dni po wstrzyknieciu krwinek barana stwierdzono trzy-
krotny wzrost poziomu kortykosteronu we krwi oraz dwufazowa zmia-
ne poziomu tyroksyny: wzrost w 3 dni po wstrzyknieciu i znaczny spa-
dek miedzy 3 a 5 dniem. W 5 dni po wstrzyknieciu krwinek barana po-
ziom tego hormonu zaczyna wzrasta¢ i 8. dnia osigga poziom fizjologicz-
ny (Besedowsky i wsp. 1979). Bardziej bezposrednich dowodéw na ist-
nienie aferentnego szlaku wymiany informacji miedzy podwzgoérzem
a ukladem immunologicznym dostarczylo badanie zmian aktywnosci ele-
ktrycznej poszczegélnych neuronéw podwzgorza u zwierzat, ktorym po-
dawano krwinki barana. Szczury tak zaszczepione wykazywaly w 5. dniu
po wstrzyknieciu trzykrotne zwiekszenie czestotliwosci wyladowan
w neuronach, zbiezne w czasie ze szczytem odpowiedzi humoralnej w sle-
dzionie (Besedowsky i wsp. 1979). Nie wiadomo, jakimi drogami prze-
kazywana jest do podwzgoérza informacja o wtargnieciu do organizmu
antygenu. W rozwazaniach na ten temat przyjeto kilka hipotez dotycza-
cych mechanizméw przesytania informacji do osrodkowego uktadu ner-
wowego:

1. Przeciwciala, ktore mogg przekracza¢ bariere mézg—krew jako swo-
isty koncowy produkt stymulacji antygenowej.

2. Sygnaly elektryczne z nerwéw obwodowych unerwiajacych struk-
tury limfoidalne. Przemawia za tym stwierdzony in vitro wplyw prze-
kaznikéw wegetatywnych na reakcje immunologiczng (adrenalina, nora-
drenalina, acetylocholina).

3. Odpowiedz na antygen indukuje réwniez zmiany poziomu hormo-
néw we krwi. Zmiany te moga by¢ odbierane w podwzgérzu jako infor-
macja o pojawieniu sie antygenu.

4, Mediatory chemiczne wydzielane przez limfocyty T i B po akty-
wacji antygenem i w czasie produkcji przeciwcial oraz przez takie ko-
morki, jak bazofile i komoérki tuczne. Sg nimi limfokiny, histamina i se-
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rotonina. Ich prekursory maja zdolno$¢ przenikania bariery moézg—krew.
Nie wydaje sie pfzypadkiem fakt, ze histamina i serotonina, stanowigce
mediatory immunologiczne, wystepuja w wysokim stezeniu w podwzgo-
rzu, ktére jest glownym osrodkiem koordynacyjnym dla wszystkich pro-
cesbw neurohormonalnych. Istnieje przypuszczenie, ze mediatory te sg
fgcznikiem pomiedzy procesami immunologicznymi a wydzielaniem kor-
tykotropiny (ACTH) powodujacej zmiany stezenia kortykosterydow we
krwi. Zmiany te wplywaja na przebieg reakcji odpornosciowych (Bese-
dowsky 1977; Riley 1981).

Wzajemne zaleznosci miedzy ukladem neurohormonalnym
i immunologicznym w rozwoju osobniczym

Jednym z dowodow istnieniahzﬁ iﬂ?éﬁh“bftq(\p?ju neurohormonalnych
i immunologicznych funkeji organizmu jest fakt, ze u wielu gatunkow

zwierzat oba te uklady rozwijaja sie rownolegle. Stwierdzono na przy-
kiad, ze u nowo narodzonych myszy i szczuré6w oba uklady sg bardzo sta-
bo rozwiniete. U innych zwierzat w tym okresie zar6wno uklad immu-
nologiczny, jak i hormonalny sa bardziej zaawansowane w rozwoju. Je<
dynym wyjatkiem pod tym wzgledem wsréd wielu badanych gatunkow
zwierzat jest krolik, ktéry bezposrednio po urodzeniu ma dobrze roz-
winiety uklad wewngtrzwydzielniczy, natomiast odpornosciowy znacznie
slabiej (Ahlqvist 1976). Roznego rodzaju niedobory funkcjonalne jednego
z ukladéw (niedorozwoj, niewydolnos¢) sq zawsze zwigzane z nieprawid-
fowosciami w rozwoju drugiego z nich. Znane sg naturalne modele sta-
nowigce przyklady zaklécen miedzy funkcjami obu ukladéw, np. bezgra-
sicze myszy ,nude”, procz zaklécen odpowiedzi immunologicznej, wy-
razajacych sie brakiem limfocytéw T, maja réwniez niedoksztalcony u-
~ klad hormonalny. Myszy z obnizonym poziomem somatotropiny (STH)
i tyroksyny wykazujg stabszg odpowiedz komoérkows (Ahlqvist 1976).
Zaklécenia tego typu wywolywano réwniez doswiadczalnie. Stan ,germ
free” u myszy i szczuréw powoduje znaczny niedorozwdéj tkanki limfoidal-
nej i zmiany w ukladzie wewnatrzwydzielniczym w postaci niewydolnosci
tarczycy, nadnerczy i jader. Usuniecie grasicy u noworodkéw myszy wy-
woluje takie same zaklécenia, jakie obserwowano u myszy ,nude”, na-
tomiast zwierzeta ,germ free” pozbawione tego narzadu wykazujg de-
granulacje komoérek produkujgcych STH, niedorozwoj tarczycy oraz nad-
miar hormonéw plciowych we krwi. Przedstawione powyzej nieprawid-
lowo$ci cofaja sie wylacznie po wcezesnej implantacji grasicy, podczas
gdy podanie limfocytow T likwiduje jedynie zaburzenia immunologiczne.
Sugeruje to, ze grasica odgrywa duzg role w rozwoju gonad (Ahlqvist
1976; Besedowsky 1977; Gisler, Schenkel-Hulliger 1971a, b). Bursekto-
mia (usunigcie torebki Fabrycjusza) u zarodkéw kurzych prowadzi do
zmniejszenia liczby komérek produkujgcych prolaktyne, a dodatkowa ty-
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mektomia (usuniecia grasicy) obniza liczbe komorek STH-wydzielniczych.
Zarodkowa tymektomia polgczona z usunieciem przysadki wywoluje nie-
dorozwoéj torebki Fabrycjusza u tych ptakéw (Jankovic 1981). Wszystkie
wymienione tu przyklady zaburzen swiadcza, ze rozwijajace si¢ narzady
obu ukladow wplywaja wzajemnie na swoje dojrzewanie oraz ze komuni-
kacja limfo—neuro—hormonalna od wczesnych okreséw ontogenezy jest
konieczna do normalnego rozwoju organizmu. Raz zaburzona, choéby tyl-
ko na jednym poziomie, daje efekty w postaci niedorozwoju pozostalych
skladnikow tego zlozonego ukladu. Pewne $wiatlo na ten problem rzu-
cajag wyniki badan zmian hormonalnych u zwierzat ze sztucznie wywo-
lywang tolerancjag immunologiczng. Myszy, ktérym od dnia urodzenia
przez 8 dni podawano komoérki $ledziony od dorostych osobnikéw 4. roz-
nych hybryd allogenicznych (Fy), w pdzniejszym okresie byly zdolne do
catkowitej akceptacji)allogeénicznega)ppzeszezepu skory, cechowato je za-
hamowanie rozwoju ukladu neurohormonalnego oraz poziom hormonow
w surowicy charakterystyczny dla koncowego rozwoju plodowego. Jed-
ng z gléwnych cech embriogenezy jest szybko nastepujace po sobie po-
jawianie sie nowych struktur molekularnych i komoérkowych. Na ten
wlasnie okres przypada samorozpoznanie, w ktorym gwaltownie powstaja
nowe antygeny wlasne i w ktorym istnieje niepelna kompetencja ukla-
du immunologicznego. Skutkiem tego jest pézniejszy brak reakcji na
wszystkie pojawiajace sie w tym okresie antygeny. Przedluzenie tego
etapu embriogenezy mozna osiagnaé¢ przez sztuczng kontynuacje lawino-
wego pojawiania sie nowych struktur molekularnych, podajac natych-
miast po urodzeniu przez pewien czas kolejno rézne komorki allogenicz-
ne. Skutkiem immunologicznym takiego zabiegu jest brak odpowiedzi na
podawane w tym czasie antygeny w dalszym zyciu zwierzecia. Nie jest
to jednak skutek jedyny. Tq droga uzyskuje sie rowniez opdznienie doj-
rzewania ukladu hormonalnego wyrazajgce sie¢ zmiang poziomu hormo-
now we krwi. Poziom ten pozostaje taki jak przed urodzeniem. Potwier-
dza to wczesniej sformulowane wnioski o réwnoleglym i wzajemnie za-
leznym rozwoju ontogenetycznym obu ukladéw: immunologicznego i neu-
rohormonalnego (Pierpaoli 1977).

Obecnie nie budzi watpliwosci fakt, ze rozwoj ukladu immunologicz-
nego pozostaje pod kontrolg genetyczng. Mozna wysungé przypuszcze-
nie, ze hormony zaréwno w ewolucji, jak i w ontogenezie spelniajg role
korekcyjng w stosunku do genomu w aspekcie adaptacji do wplywow
srodowiska zewnetrznego. Uklad hormonalny w rozwoju filogenetycz-
nym przechodzi stopniowo pod $cista kontrole ewolucyjnie nowszych
struktur osrodkowego ukladu nerwowego, ktory koordynuje wszystkie
czynno$ci organizmu. Stad wniosek, ze funkcjonowanie ukladu immuno-
logicznego jest zalezne od zaprogramowania moézgu w czasie embriogene-
zy na poziomie podwzgorze—przysadka.
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UKLAD WEWNATRZWYDZIELNICZY A UKLAD IMMUNOLOGICZNY

Zmiany w narzadach limfatycznych pod wplywem hormonéw
Grasica

Usuniecie nadnerczy. Powoduje ono fizjologiczny niedorozwdj grasicy
(niedob6r tymocytéow korowych), polgczony ze wzrostem jej masy. Ad-
renalektomia przeprowadzona w pierwszym dniu po naswietleniu pro-
mieniami X zakléca normalng regeneracje grasicy, wywolujgc gwaltow-
ny przyrost masy czeSci korowej, natomiast przeprowadzona w 3—4 dni
po naswietleniu pobudza aktywno$¢ mitotyczng komorek limfoidalnych
i nablonkowych grasicy (Ahlqvist 1976).

Glukokortykoidy. Podawanie glukokortykoidow powoduje inwolucje
grasicy. Nastepuje zwyrodnienie jgder komorek limfatycznych, a kora za-
wiera glownie komorki nablor}k‘ \ge‘vllj,\i.wsltolfgg.i(‘:zg obraz rdzenia i kory
sprawia wrazenie odwréconego‘.} st/ {o*‘pr‘aé&&‘&p& obnie skutkiem uciecz-
ki limfocytow do szpiku (Ahlqvist 1976). )

Mineralokortykoidy. Powodujg one zanik grasicy. Przede wszystkim
dzialajag na komorki siateczkowo-$rodblonkowe (Ahlqvist 1976).

Usuniecie gonad. U obu plci powoduje ono powiekszenie grasicy. Uwa-
za sig, ze wplyw gonad nie moze by¢ jedynym czynnikiem odpowiedzial-
nym za naturalng inwolucje grasicy po osiggnieciu dojrzatosci. Pozbawie-
nie gonad powoduje dalszy wzrost grasicy powiekszonej wskutek usunie-
cia nadnerczy (Ahlqvist 1976; Chiodi 1975). U szczuréw, ktérym usunie-
to gonady w 24 godziny po naswietleniu promieniami X, nie wykazano
zmian w regeneracji grasicy. Zabieg ten wykonany 49 dni przed naswiet-
leniem powoduje zmiany przerostowe i wzrost liczby mitoz w $rédblonku
grasicy. Wzrasta po tym liczba duzych tymocytéw kory, ale ich indeks
mitotyczny pozostaje bez zmian (Ahlqvist 1976). Usuniecie jader indu-
kuje transformacje blastyczng korowych limfocytow pochodzacych ze
szpiku. Wplyw ten jest prawdopodobnie wywierany za posrednictwem ko-
morek siateczki (Castro 1974).

Estrogeny. Powoduja u szczuréw inwolucje grasicy. Ich podawanie
wywoluje przerost nadnerczy. Sugeruje to, ze wplyw estrogenéw na gra-
sice moze by¢ zalezny od wydzielania hormonéw nadnerczy. Dawki wie-
lokrotnie przewyzszajace fizjologiczne stezenie tych hormonéw we krwi
powodujg rozpad limfocytéow grasicy, zanik platéw i wzrost ilodci tlusz-
czu w komérkach grasicy oraz pyknoze jader tymocytéw i rozplem ko-
morek srodblonkowych (Ahlqvist 1976; Chiodi 1975).

Progestyny. Progesteron jako jedyny z hormonéw gonad powoduje
powiekszenie grasicy. Progesteron i pregnandiol majg dzialanie tymoli-
tyczne. U szczuréw pozbawionych nadnerczy i u samic z usunietymi jaj-
nikami podawanie progesteronu nie wywoluje tymolizy, nasila natomiast
tymolize indukowang estradiolem. Progesteron hamuje kataboliczny
i przeciwzapalny wplyw kortyzolu, ale nie zmniejsza jego wplywu ty-



8 M. Muranyi

molitycznego. Jest wigzany przez szczurze tymocyty in vitro, ale nie wply-
wa (w przeciwienstwie do kortyzonu) na pobieranie glukozy przez te ko-
morki (Ahlqvist 1976, Pandian 1971).

Androgeny. Testosteron powoduje zmniejszenie masy grasicy i hamuje
repopulacje grasicy przez limfocyty korowe po naswietleniu promienia-
mi X. Wywoluje on wzrost liczby komorek tluszczowych i hamuje ak-
tywnosé komorek limfoidalnych. Dzialanie testosteronu na tymocyty jest
prawdopodobnie spowodowane zakloceniem symbiozy limfo-epitelialnej
w korze grasicy. Duze dawki testosteronu wywolujg znaczne zmniejsze-
nie rozmiaréw i masy grasicy oraz sklonno$¢ do martwicy (Ahlqvist 1976,
Chiodi 1975).

Neurotransmitery. Podawanie krolikom i szczurom noradrenaliny po-
budza rozwbéj grasicy. Codzienne wzrastajgce dawki adrenaliny wywolu-
ja u noworodkéw kréliczych takie objawy, jak po usunigciu grasicy:
zmniejszenie wielkosdi [HarZ4 @) 6bizénie liczby krazacych limfocytow
T, spadek masy ciala oraz niedorozwdéj wezltéw chlonnych i $ledziony. Ad-
renalina podnosi aktywnos¢é mitotyczng tymocytow in vitro (prawdopo-
dobnie za posrednictwem cAMP) (Ahlqvist 1976; Bevan 1978).

Hormony tarczycy. Usuniecie tarczycy powoduje spadek masy grasicy
bez widocznych zmian histologicznych. Podawanie tyroksyny nasila roz-
rost limfatyczny wystepujacy wskutek kastracji. Podawanie tyreotropiny
(TSH) i tyroksyny przyspiesza regeneracje grasicy po naswietleniu pro-
mieniami X (Ahlqvist 1976).

Przytarczyce. Usuniecie przytarczyc powoduje obnizenie masy grasi-
cy. Po podaniu parathormonu (PTH) nastepuje powrét do normy (Ahl-
qvist 1976).

Insulina. Podawanie insuliny wywoluje niewielki wzrost masy gra-
sicy u szezuréow (Ahlqvist 1976).

Hormony przysadki. Wczesne badania sugeruja powigzanie akrome-
galii z rozrostem limfatycznym (powiekszenie rdzenia grasicy). Powiek-
szeniu przysadki towarzyszy przerost kory i rdzenia grasicy. U mlodych
i dojrzalych plciowo krélikéw wystepuje dodatnia korelacja miedzy roz-
miarami przysadki i rdzenia grasicy. Grasica po usunieciu przysadki ule-
ga zmniejszeniu, a po podaniu STH jej masa powraca do normy (Ahl-
qvist 1976; Comsa 1982; Gisler 1971; Pandian 1971).

Podwzgorze. Uszkodzenie podwzgoérza powoduje podwyzszenie auto-
transformacji tymocytow in vitro (Ahlqvist 1976; Filipp 1973).

Szyszynka. Po usunieciu szyszynki nastepuje przyspieszenie natural-
nej inwolucji grasicy. Jest to prawdopodobnie spowodowane wzrostem
wydzielania hormon6éw przez jadra i nadnercza (Ahlqvist 1976).

Wezly chionne

Hormony kory nadnerczy. Farmakologiczne zahamowanie biosyntezy
sterydéw nadnerczy powoduje przerost grudek wezléw chltonnych u szczu-
ra. U krolikow i myszy wezesniej uczulonych krwinkami barana ekstrakt
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nadnerczy indukuje wtorng odpowiedZz immunologiczng i zmiany histolo-
giczne w wezlach chlonnych (zanik parenchymy i zmiany w centrach
rozrodczych oraz zapadanie sie przestrzeni parakortykalnych) (Besedow-
sky, Sorkin 1977). Zmiany takie wywola¢ mozna rowniez przez podawa-
nie kortyzonu i kortykosteronu. Dezoksykortykosteron i kortykotropina
(ACTH) byly nieefektywne u zwierzgt pozbawionych nadnerczy (Ahl-
quist 1976). U krolikéw kortyzon wywoluje obnizenie liczby limfocytow
w centrach rozrodczych wezlow chlonnych bez widocznego obumierania
komoérek. Na podstawie dodatkowych badan z naswietleniem promienia-
mi X uwaza sie, ze spadek liczby limfocytéw jest spowodowany zmniej-
szeniem naplywu komorek ze szpiku do centréw rozrodeczych. Zmiany
wywolane przez kortykoidy obejmujg rowniez przeniesienie matych lim-
focytow ze strefy ,,coronal follicular” do strefy ,,marginal follicular”. Zja-
wisko to interpretowane jest jako przyspieszenie dojrzewania komorek.
Podawanie mineralokortykoidbmmg&)(ygﬂqj@rg_zpctst masy wezléw (Ahl-
qvist 1976).

Usuniecie gonad. U roznych szczepéw myszy z hypoplastyczna tkankg
limfoidalng i obnizong odpowiedzig na krwinki barana zabieg ten induku-
je tworzenie sie olbrzymich centréw rozrodczych bez zdolnosci do rekon-
strukeji (Ahlqvist 1976; Castro 1974; Comsa 1982).

Progestyny. Pregnenolon wywoluje wzrost masy wezléw chlonnych
(Ahlgvist 1976; Comsa 1982).

Androgeny. Testosteron w niewielkim stopniu podwyzsza mase wez-
16w chlonnych i zmienia w nich skiad komorek w czasie odpowiedzi im-
munologicznej (Ahlgvist 1976; Comsa 1982; Pierpaoli, Maestroni 1978).

Neurotransmitery. Podawanie adrenaliny noworodkom krolikow
i szezuréw prowadzi do niedorozwoju wezléw chlonnych (Ahlqvist 1976,
Giron 1980).

Hormony tarczycy. Podawanie tyroksyny powoduje u szczuréw i swi-
nek morskich powiekszenie wezléw chlonnych i intensywne uwalnianie
sie duzych limfocytow T z weziéw chlonnych (Ahlqvist 1976).

Insulina. Podawanie insuliny wywoluje powiekszenie wezléw chlon-
nych. Nie wystepuje ono u zwierzagt z usunietg przysadka, co sugeruje
mozliwo$é wplywu STH na ten proces (Ahlqvist 1976).

Hormony przysadki. U myszy Sell-Back o niedorozwinietej przysad-
ce, majgcych stabo rozwiniete wezty chlonne i niedobor komoérek tworza-
cych lysinki, STH powoduje wzrost ilosci tych komérek i podwyzsza trans-
formacje blastyczng komorek wezlow pod wplywem antygendéw grasi-
czozaleznych (Ahlqvist 1976; Comsa 1982).

Sledziona

Hormony kory nadnerczy. Kortyzon powoduje obnizenie liczby limfo-
cytow w centrach rozrodczych s$ledziony (Ahlqvist 1976).

Neurotransmitery. Podawanie adrenaliny noworodkom krolikéw
i szczurow prowadzi do niedorozwoju $ledziony (Ahlqvist 1976).
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Hormony gonad. Testosteron obniza zawartos¢ witaminy C w $le-
dzionie (Ahlqvist 1976).

Tyroksyna. Podanie tyroksyny i TSH powoduje przerost miazgi biatej
sledziony (Ahlqvist 1976).

Hormony przysadki. Usuniecie przysadki hamuje odpowiedz komérek
$ledziony myszy na krwinki barana (Ahlqvist 1976; Comsa 1982).

Szpik kostny

Glukokortykoidy. Nie majg wplywu na szpikowe prekursory komoérek
produkujgcych przeciwciala (Ahlgvist 1976; Comsa 1982).

Androgeny. Przyspieszajg regeneracje komoérek pnia (Ahlqvist 1976;
Eidinger, Garret 1972).

Receptory dla hormonéw wykryte na limfocytach

Komorki ukladu limifdidaliiegol .saf somorkami docelowymi dla wielu
hormonéw. Podobnie jak komorki innych tkanek, ktérych czynnosé jest
regulowana hormonalnie, majg one receptory dla hormonéw (Ahlqvist
1976; Bennet 1978). Zaré6wno w komérkach zrebu narzadéw limfatycz-
nych (komorki siateczkowo-srédblonkowe grasicy, komorki zrebu wez-
6w chlonnych), jak i w samych limfocytach wykryto swoiste miejsca
wigzania na blonie i receptory cytoplazmatyczne dla wielu hormonoéow
i mediatoréw (Galant 1978; Marx 1974; McLachlan 1981; Passwel i wsp.
1979; Pochet 1979; Saxon 1977). W wielu przypadkach nie wiadomo jesz-
cze, czy sa to receptory powierzchniowe czy cytoplazmatyczne; stwier-
dzono tylko specyficzne wigzanie okreslonych substancji przez komorki
(Arrenbrecht 1974; Giron 1980; Liewendahl 1976). Wiadomo jednak, ze
receptory alfa-adrenergiczne sg zlokalizowane w blonie limfocytéw i ko-
morek zrebu wezléw chlonnych. Dzialanie mediatoréw alfa- i beta-adre-
nergicznych jest zwigzane z aktywacjg cyklazy adenylowej. Prawdopodob-
nie regulatory humoralne tego rodzaju zwigzane sg przez specyficzne
miejsca na blonie komérek (Bevan 1978; Galant 1978; Lefkowitz 1978).
Kortyzol jest wigzany w cytoplazmie i stamtad przekazywany do jadra
komorek docelowych (Ahlqvist 1976). Mozliwe, ze receptory dla pozosta-
tych hormonéw sterydowych sg zlokalizowane réwniez w cytoplazmie (Mc
Lachlan 1981). Nie wszystkie komorki wrazliwe na hormony sterydowe
wigzg je in vitro. Limfocyty grasicy odznaczajgce sie duza wrazliwosScig
na testosteron, ktoéry silnie hamuje pobieranie przez nie glukozy, nie
wigza hormonu in vitro. Przypuszcza sig, ze efekt testosteronu wywie-
rany jest w tym przypadku posrednio przez dzialanie na komorki sia-
teczkowo-$rédblonkowe (Claman 1972). Liczba receptoréw na komérkach
nie jest stala. Zalezy ona od poziomu specyficznego hormonu, jak réw-
niez jego antagonistow i innych substancji o charakterze regulacyjnym,
np. liczbe receptoréw beta-adrenergicznych obnizajg nie tylko katecho-
laminy beta-adrenergiczne, ale i kortyzol (Besedowsky, Sorkin 1977). Na-
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tomiast 6-hydroksytryptamina i tyroksyna podwyzszaja ich liczbe. Licz-
ba receptoréw alfa-adrenergicznych obniza sie przy wysokim poziomie
kortyzolu (Galant 1978; Passwel i wsp. 1979). Liczba receptorow dla
substancji hormonalnie czynnych zalezna jest takze od rodzaju komérki.
Limfocyty T i B réznig sie liczbg receptoréw glukokortykoidowych (Lipp-
man 1977; Pochet 1979), a odrebne subpopulacje limfocytow T majg roz-
ng liczbe receptoréw dla histaminy (Saxon 1977). Liczba receptoréow za-
lezna jest réwniez od stopnia pobudzenia komorki (McMillan i wsp. 1976).

Wplyw hormonéw na komorki limfoidalne

Wykazano znaczne réznice we wrazliwosci komoérek na dzialanie hor-
mon6éw w zaleznosci od ich pochodzenia, funkeji i stopnia pobudzenia
(Ahlqvist 1976; Cohen, Gershon 1975). Czynniki hormonalnie aktywne
regulujg zaréwno liczebnosc roznych populacji komérkowych, jak i ich
reakcje na stymulacje antyge hﬁ mmbge&r@mAbhn i wsp. 1974; Coop-
er i wsp. 1977, Fauci, Dale 1974; Fauci 1978; Gisler 1971; Maino 1974;
Williamson 1979; Yu 1977). Wiekszo$¢ dotychczasowych badan dotyczyla
efektow wywolywanych przez duze, wielokrotnie przekraczajace fizjolo-
giczne, dawki hormondéw. Stosunkowo niewiele prac z ostatnich lat przy-
niosto informacje o wplywie niskich stezen hormonéw na komoérki, a za-
tem o roli tych substancji w warunkach fizjologicznych.

Kortykosterydy w dawkach wielokrotnie przekraczajacych fizjologicz-
ne sg znanymi immunosupresorami i majg wiasnosci cytostatyczne (Ahl-
qvist 1976; Comsa, Leonhardt 1979; Fabris i wsp. 1971; Fan 1978; Yu
1977). Wykazano ogolng zalezno$¢ wrazliwosci komorek na ich dziatanie
od stadium mitotycznego. Najwieksza wrazliwos¢ przypada na faze przed-
replikacyjng. Stymulacja antygenem obniza wrazliwosé komoérek na ste-
rydy (Fan 1978; Yu 1977). W sprzecznosci z cytostatycznymi wlasnos-
ciami hormonoéw sterydowych pozostaje catkowita niewrazliwosé¢ szpiko-
wych prekursoréw plazmocytéw na traktowanie glukokortykoidami (Ahl-
qvist 1976). Stezenia sterydéw potrzebne do 50°/¢ zahamowania pobierania
glukozy przez tymocyty ustalono we wzrastajgcym szeregu: 17-alfa-etylo-
-19-nor-testosteron, 17-alfa-etylo-testosteron, dezoksykortykosteron, 17-
-alfa-metylo-testosteron, 19-nor-testosteron, kortykosteron, testosteron,
hydrokortyzon, kortyzon (Ahlgvist 1976).

Wplyw hormonéw na odpowiedz immunologiczng
Hormony nadnerczy

Usuniecie nadnerczy. Podwyzsza ono sklonnos$¢ do anafilaksji i reak-
cji Arthusa. Zwieksza wytwarzanie przeciwcial. Myszy immunizowane
krwinkami barana po zabiegu usuniecia nadnerczy produkuja wiecej prze-
ciwcial 19S i majg opozniong faze produkeji przeciwcial 7S. Sugeruje to,
ze normalny poziom hormonow nadnerczy jest konieczny do przerwania
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produkcji przeciwciat IgM lub zmiany produkcji IgM na IgG. Brak nad-
nerczy wzmacnia odpowiedZ myszy na krwinki barana i powoduje od-
wracalne zmiany w dystrybucji limfocytéw T w organizmie (Ablin i wsp.
1974; Cohen 1971; Eidinger, Garret 1972).

Kortykosterydy. Kortyzon (w dawkach stosowanych w farmakologii)
podany przed antygenem jest supresorem syntezy przeciwcial. Podany
po nim daje znacznie slabszy efekt. Kortyzol skraca czas biologicznego
przezycia przeciwcial. Prednizolon obniza reakcje skoérnej anafilaksji
(Ahlgvist 1976; Besedowsky 1977a; Hellig, Waldek 1974; Pierpaoli, Mae-
stroni 1978; Yu 1977). Pojedyncza wysoka dawka hydrokortyzonu hamu-
je wytwarzanie komoérek tworzgcych lysinki w odpowiedzi na obcogatun-
kowe krwinki czerwone w grasicy, $ledzionie, szpiku i wezlach chlon-
nych (Ahlqvist 1976; Comsa 1982; Dracott, Smith 1979a, b) oraz obniza
poziom IgG i IgM w surowicy (Ahlgvist 1976). Stwierdzono $cislg ko-
relacje miedzy supresj&ﬁptﬁﬁﬁﬂnﬁr grpiciwcial a aktywnoscig $ledzio-
nowych komorek tworzacych lysinki. Diugotrwala terapia kortykostery-
dami powoduje obnizenie catkowitej ilosci IgG we krwi oraz ich steze-
nia w szpiku (Ahlgvist 1976; McMillan i wsp. 1976). W tych samych wa-
runkach obniza liczbe obwodowych limfocytow T i powoduje zachwia-
nie proporcji miedzy komorkami T-supresorowymi i pomocniczymi na
korzys¢ supresoréw oraz obniza odpowiedz przeciwcial 19S i 7S (Haynes
1978; Katz 1979; Tolone i wsp. 1978). Kortykosterydy hamujg réwniez
reakcje kontaktowego zapalenia skéry (Olafssen i wsp. 1983).

Jakkolwiek stosunkowo niewiele badan przeprowadzono z uzyciem
niskich dawek kortykosterydéow, przyniosty one jednak wiecej informa-
cji o roli tych hormonéw w warunkach fizjologicznych. Wydaje sie, ze
zblizono si¢ do wyjasnienia mechanizmu ich przeciwzapalnego dziatania.
Stwierdzono, ze hydrokortyzon wigze sie z otrzewnowymi komérkami
tucznymi in wvitro, wzmacniajgc stymulacje cyklazy adenylowej przez
prostaglandyne E,. Skutkiem tego jest zahamowanie wydzielania hista-
miny. Mechanizm tego zjawiska moze polega¢ na wzmocnieniu interakcji
receptor—cyklaza lub na intensyfikacji wigzania Ca'* przez blone ko-
morkowsg (Ambrose 1970; Schleimer i wsp. 1982). Kortykosterydy w ma-
lych dawkach stymulujg odpowiedz immunologiczng (Maor 1974). Korty-
zol w stezeniu 0,1—1,0 ug/ml krwi jest niezbedny do jej indukeji. Suge-
ruje sie, ze odpowiednio niski poziom kortyzolu jest sygnatem zezwalaja-
cym, bez ktérego nie nastepuje reakcja na kontakt z antygenem. Dawka
70 pg/ml kortyzolu w ogdle nie wplywa na reakcje immunologiczng.
Dawki wyzsze od 320 ug/ml krwi dzialajg immunosupresyjnie (Ambrose
1970). W ostatnim czasie wykazano, ze kompetycja antygenowa jest zja-
wiskiem zaleznym od poziomu kortykosteronu we krwi. Po podaniu pierw-
szego antygenu poziom hormonu wzrasta do stezenia, w ktérym ma on
dzialanie immunosupresyjne. Po usunieciu nadnerczy zjawisko kompety-
cji nie wystepuje (Besedowsky, Sorkin 1977). Mineralokortykoidy indu-
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kujg lub wzmagajg stany zapalne. Ponadto majg dzialanie o wiele stab-
sze od glukokortykoidéw i wystepujg w nizszych stezeniach w organizmie
(Ahlqvist 1976; Comsa, Leonhardt 1979).

Wplyw kortykosterydéw na przeszczep allogeniczny. Wyniki badan
nad wplywem usunigcia nadnerczy na czas przezycia przeszczepdw sg
calkowicie sprzeczne. U myszy zaobserwowano przyspieszenie odrzuca-
nia przeszczepu skory lub brak wplywu zabiegu na reakcje przeciw prze-
szczepowi (Castro, Hamilton 1972; Ahlqvist 1976; Mc Grath 1978). U szczu-
row, ktore nie produkujg kortyzolu, brak nadnerczy nie wplywa w ogéle
lub przedtuza przezycie przeszczepu (Bilder 1976; Comsa, Leonhardt 1979;
Comsa 1982). Sugeruje sig, ze roznica ta spowodowana jest réznym skla-
dem hormonéw sterydowych u szczuréw i myszy (Bathman 1971; Comsa
1982). U kroélikéw po podaniu kortyzonu odrzucenie przeszczepu jest opoz-
nione (Ahlqvist 1976). Po do pr a tywu roznych dawek
kortykosterydow na czas przel?rj I cla @C@mﬁm@@kawlo sie, ze wszyst-
kie badane hormony mogg by¢ zar6wno immunostymulatorami, jak i im-
munosupresorami, zaleznie od dawki. Kortyzol w bardzo niskich dawkach
(0,1—1,0 ug/ml krwi) dziata stymulujgco. W stezeniu 70 ug/ml nie wywie-
ra zadnego wplywu, a stezenie 320 pg/ml daje efekt supresji. Dla aldoste-
ronu ustalono stezenie 0,1 ug/ml jako przyspieszajgce odrzucenie prze-
szczepu skory. Dawka 1,0 pg/ml nasila ten proces. Dla kortykosteronu
odpowiednie dawki wynoszg 130 pg/ml i 2,5—5,0 ug/ml. Dezoksykortyko-
steron nawet w stezeniu 5,0 pg/ml jest immunostymulatorem (Ambrose
1970; Besedowsky 1977; Comsa, Leonhardt 1979).

Hormony gonad

Ple¢ a odpowiedz na antygeny. Samice odpowiadaja wyzszym pozio-
mem przeciwcial niz samce, sg lepszymi producentami przeciweciat i sil-
niej reaguja na albumine bydlecg (Ahlqvist 1976; Horne 1972). Kastracja
mlodych myszy powoduje podwyzszenie poziomu przeciwcial przeciw an-
tygenom grasiczo-niezaleznym (Ahlqvist 1976). Odpowiedz na syntetycz-
ne dwuniciowe kwasy nukleinowe nie poteguje sie po kastracji i poda-
waniu androgenow samicom. U kastrowanych samcéw, ktore otrzymy-
waly wysokie dawki estrogenu, wzrastala ilo§¢ antygenu wigzanego przez
przeciwciala (Ahlqvist 1976). Usuniecie grasicy powoduje wzmocnienie
wplywu estrogenéw na odpowiedz grasiczo-zalezng (Chiodi 1975). Za-
rowno fazy produkcji przeciwcial 19S, jak i 7S sg silniej wyrazone u sa-
mic niz u samcéw w odpowiedzi na antygeny w wysokim stopniu grasiczo-
-zalezne. Usuniecie jader wzmacnia wczesng faze produkeji 19S do po-
ziomu podobnego jak u samic (Castro 1974; Eidinger, Garret 1972). Hor-
mony plci wplywaja na wielko$¢ grasicy. Pozbawienie jader powoduje
zmniejszenie jej masy. Usuniecie grasicy w pigtym miesigcu zycia szczu-
ra wzmacnia odpowiedz na antygeny grasiczo-niezalezne, ale znosi wyzej
opisane efekty kastracji (Chiodi 1975). U zwierzat naswietlonych $mier-
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telng dawkg promieni X, z przeszczepiong $ledziong i szpikiem, kastracja
podwyzsza odpowiedz na te antygeny. Odpowiedz na obcogatunkowe
krwinki pozostaje u nich niezmieniona. Przyczyng tej roznicy jest praw-
dopodobnie niewrazliwo$¢ procesu produkeji tymozyny na promienio-
wanie jonizujace (Hooper 1975). Wzmocnienie fazy 19S odpowiedzi hu-
moralnej na antygeny grasiczo-zalezne moze by¢ spowodowane przyspie-
szeniem dojrzewania limfocytow w grasicy (Eidinger, Garret 1972). Pod-
wyzszenie miana przeciwcial w odpowiedzi na antygen grasiczo-niezalez-
ny wskutek usuniecia grasicy jest przypuszczalnie spowodowane usunie-
ciem komoérek hamujgcych synteze przeciwcial (Chiodi 1975).

Sterydy gonad w zakazeniach. Estryna powoduje dawko-zalezny wzrost
przeciwcial w zakazeniu E. coli. Usuniecie jajnikéw powoduje dalszy
wzrost ich poziomu. Testosteron zmniejsza $miertelnos¢ w zakazeniach
palteczkami jelitowymi, (Ahlgvist 1976). Estradiol hamuje rozwoéj do-
Swiadczalnej gruzlicy 1&&?9 ﬁﬂ?&ﬂk%@(péigen i wsp. 1978). Samice szczu-
row wezesniej zaczynajg odrzucenie Nippostrongylus brasilliensis, ale
proces ten przebiega u nich wolniej niz u samcoéw. Pozbawienie jajnikow
przyspiesza jego przebieg (Waddel 1971). Estrogen wykazuje dzialanie
ochronne w toksoplazmozie (Kittas, Henry 1979).

Sterydy gonad i alloprzeszczep. Przy stabej niezgodnosci H-2 u ka-
strowanych samcow myszy odrzucenie przeszczepu skory nastepuje wezes-
niej niz u normalnych zwierzat. Przeszczepienie jader samicom pozba-
wionym jajnikow opdznia odrzucenie przeszczepu skory. U samcow
z wszezepionymi gonadami zenskimi efekt ten jest mniej wyrazny (Kongs-
havn 1970). U myszy, ktére otrzymywaly surowice antytymocytarng
(ATS), kastracja powoduje szybsze odrzucenie przeszczepu skory (Kittas,
Henry 1979). Estrogeny powoduja przedluzenie przezycia przeszczepu
skory u myszy, szczurow i krolikow. Progesteron i testosteron pozostaja
bez wplywu na proces odrzucania takich przeszczepow (Ahlqvist 1976;
Bilder 1976; Pavia i wsp. 1979).

Hormony tarczycy

Usuniecie tarczycy u nowo narodzonych szczurow wplywa na obni-
zenie odpowiedzi komorek tworzgcych tysinki. Obniza ono réwniez wraz-
liwos¢ komorek sledziony na ﬁtohem}a\glutynine i opOznia odrzucanie prze-
szezepow skory (Bathman 1971; Fabris 1973). OdpowiedZz przeciwcial na
krwinki barana pozostaje niezmieniona (Comsa 1982). Przy niedoczynno-
$ci tarczycy zwieksza sie opornos¢ na podawanie histaminy i acetylocho-
liny i zmniejsza sie podatno$¢ na anafilaksje (Ahlgvist 1976). Podanie
tyroksyny znosi efekty usuniecia tarczycy i obniza $miertelno$¢ w za-
kazeniu palteczkg waglika oraz zwieksza wrazliwos¢ swinek morskich na
szczepionke BCG (Ahlgvist 1976; Comsa 1982). Wplyw tarczycy na reak-
cje odpornosciowe jest prawdopodobnie wywierany za posrednictwem ko-
ry nadnerczy i grasicy. Oba narzady ulegaja uwstecznieniu po jej usu-
nieciu (Comsa, Leonhardt 1977).
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Insulina

Podawanie insuliny powoduje wzrost odpowiedzi na krwinki barana
i wzmozenie wbudowywania tymidyny przez uczulone komorki $ledzio-
ny i wezléw chlonnych. W przebiegu cukrzycy zahamowana jest odpo-
wiedz proliferacyjna limfocytow na fitohemaglutynine bez zaburzenia
proporcji miedzy komoérkami T i B. U szczuréw z usunietg trzustkg
i z cukrzycy przeszczepy skory przezywaja diuzej (Ahlqvist 1976). In-
sulina podnosi aktywnos$¢ enzymow glikolitycznych w komoérkch akty-
wowanych mitogenami oraz hamuje proliferacje komoérek pod wplywem
konkanawaliny A (Diaz-Espada, Lopez-Alarcon 1982).

Parathormon, kalcytonina i Catt

Parathormon i kalcytonina reguiujg zewnatrzkomérkowy poziom wap-
nia. Parathormon podnosi pozivii joiéw)Cartf,[d kalcytonina ma dziala-
nie antagonistyczne. U myszy przy wysokim poziomie wapnia przed poda-
niem antygenu liczba komorek produkujgcych przeciwciala przeciw
krwinkom barana jest obnizona. Jesli poziom wapnia jest wysoki w cza-
sie podawania antygenu, to efekt ten jest odwrotny. Liczba komoérek pro-
dukujgcych przeciwciala obniza sie, jesli poziom jondéw wapnia jest wy-
soki w ciggu 24 godzin po podaniu antygenu. Komoérki tworzgce lysinki
w odpowiedzi pierwotnej sg niezalezne od wapnia przez pierwsze 24 go-
dziny po podaniu antygenu. W odpowiedzi wtérnej usuniecie jonéw Ca*+
w czasie do 6 godzin po podaniu antygenu podwyzsza stosunek IgM do
IgG (Braun 1970; Diamantenstain, Odenwald 1974; Maino 1974). Usunie-
cie przytarczyc przediuza przezycie przeszczepu skoéry u szczura (Ahl-
qvist 1976).

Aminy biogenne i inne transmitery

Acetylocholina, noradrenalina, imidiazol i propranolol obnizajg poziom
wewnatrzkomoérkowy cAMP. Adrenalina, histamina, prostaglandyny,
atropina, teofilyna i izoproterenol sg antagonistami wyzej wymienionych
substancji. Substancje obnizajagce wewnatrzkomoérkowy poziom cAMP
stymuluja wydzielanie mediatorow zapalnych, immunologiczng lize lim-
focytow T, produkcje interferonu i przeciwcial oraz uwalnianie hydrolazy
lizosomalnej z neutrofili. Czynniki podnoszgce poziom cAMP hamujg two-
rzenie rozetek z krwinkami barana, aktywnosé mitotyczng ludzkich lim-
focytow oraz produkcje MIF.

Komorki $ledziony myszy produkujace przeciwciala zatrzymuja sie
w kolumnie z sefarozg zawierajgcg histamine, adrenaline i prostaglandyne
E,. U myszy uczulonych krwinkami barana wewnatrzkomoéorkowy cAMP
wykazuje ujemng korelacje w stosunku do fazy proliferacji komorek.
U uczulonych $winek morskich produkcja przeciwcial 7S jest poprzedzo-
na wzrostem poziomu acetylocholiny i histaminy oraz spadkiem poziomu
serotoniny (Ahlqvist 1976; Giron 1980).
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Hormony przysadki

Usuniecie przysadki powoduje obnizenie odpowiedzi przeciwcial IgM
i IgG (Ahlgvist 1976; Gisler, Schenkel-Hulliger 1971a, b). Podanie pro-
laktyny i somatotropiny przywraca normalny poziom przeciwciat (Gisler,
Schenkel-Hulliger 1971a, b). Zwierzeta z usunietg przysadka wykazuja
zahamowanie reakcji kontaktowego zapalenia skory i z opoznieniem od-
rzucajg przeszczep skory (Ahlgvist 1976; Comsa i wsp. 1975; Comsa
1982). Podanie kortykotropiny (ACTH) powoduje skrécenie przezycia
przeszezepéw skory u szezuréw z usunietg przysadkg i grasicg (Comsa
i wsp. 1975; Marx 1974). U zdrowych myszy ACTH nieznacznie opéznia
odrzucenie przeszczepu (Ahlgvist 1976), a u krolikéw nie wplywa na ten
proces (Ahlgvist 1976). Podanie somatotropiny powoduje cofniecie sie
skutkéw usuniecia przysadki na odpowiedz humoralng (Ahlqvist 1976),
stymuluje aktywnosé h{@ﬁ(]p@%l'@p@pﬁéw T i B oraz produkcje ty-
mozyny. Niedobér somatotropiny powoduje redukcje komorek tworza-
cych lysinki przeciw E. coli i przeciw krwinkom barana oraz obniza po-
ziom IgA i IgM, a podwyzsza poziom IgG,. Podobny wplyw na produkcje
przeciwcial ma tyreotropina (Comsa 1982; Gisler 1971; Nagy i wsp. 1983).
Prolaktyna hamuje odpowiedz proliferacyjng limfocytéow na fitohemaglu-
tynine i reakcje nadwrazliwosci kontaktowej. W okresie laktacji jest za-
hamowane wyrzucanie N. brasilliensis u szczura. Prolaktyna odgrywa
prawdopodobnie duzg role w procesie nabywania kompetencji immunolo-
gicznej. Jej niedobor daje podobne efekty jak usuniecie przysadki (Kar-
mali 1974; Kelly 1973; Nagy 1978; Nagy i wsp. 1983).

Podwzgoérze

Dzialanie czynnikow wydzielanych przez cze$¢ nerwowgq przysadki nie
bylo bezposrednio badane. Istnieje wiele prac dotyczacych wplywu u-
szkodzenia podwzgoérza na rozwo6j odpowiedzi immunologicznej. Ich wy-
niki zostaly przedstawione w pierwszej czesci niniejszego opracowania.

PODSUMOWANIE

Przez wiele lat badan uzyskano bardzo znaczng ilo$¢ informacji na
temat regulacji czynnosci ukladu odpornosciowego przez osrodkowy u-
ktad nerwowy i system wydzielania dokrewnego. Material ten stanowi
podstawe do szczegélowych badan mechanizméw kierujgcych przekazywa-
niem informacji miedzy tymi trzema ukladami regulacyjnymi organizmu
na poziomie komérkowym i subkomoérkowym. Dokladne poznanie wza-
jemnych zaleznosci w ich funkcjonowaniu umozliwi poznanie przyczyn
lezgcych u podioza wielu choréb autoalergicznych i niedoboréw immu-
nologicznych oraz zaburzen posrednio lub bezposrednio wplywajacych na
powstawanie nowotworow. Badania te maja duze znaczenie réwniez dla
rozwoju transplantologii i w leczeniu choréb wieku starczego.
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OYHKUUOHAJIBHBIE CBSI3U MEXAY HEMPOI'OPMOHAJIBHOM
U UMMYHOJIOTMYECKON CUCTEMOU

Pe3siome

Ilpeacrasneno COBPEMEHHOC COCTOSIHHE MCCJICOBAHHA HAa TeMy d)yHKLIHOHaJIbHHX cBsi3eit

MEK1y HEHPOrOPMOHAILHOW H HMMMYHOIOTHYECKOK CHCTEMOIf.

FUNCTIONAL RELATIONS BETWEEN NEUROHORMONAL
AND IMMUNOLOGICAL SYSTEMS

Summary

Present day state of investigations on functional relations between neurohor-

monal and immunological systems was introduced.
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The isolation and localization of glial fibrillary acidic protein (GFAP)
in the cytoplasm of astrocytes and application of immunohistochemical
techniques to formalin-fixed and paraffin-embedded tissue provide a new
valuable tool for neuropathological study.

Immunohistochemical localization of GFAP has been applied to study
neuroglial differentiation in a developing brain (Eng, De Armond 1982),
to delineate the astrocytic reaction to brain injury (Dahl et al. 1981), brain
uedema (Szymas, Hossmann 1984) and in the diagnosis of human (Deck
et al. 1978; Eng, Rubinstein 1978; Valasco et al. 1980) as well as ex-
perimental tumors of the central nervous system (Conley 1979).

The aim of this paper is comparison of detailed immunohistochemical
localization of GFAP in all subgroups of human astrocytomas with
results of other staining and impregnation methods as well as electron
microscopy findings used today for classification and grading of astro-
cytomas.

MATERIAL AND METHODS

One hundred seven human astrocytomas were investigated: 15 were
fibrillary, 12 protoplasmic, 15 gemistocytic, 25 anaplastic, 35 pilocytic,
3 giant cell astrocytomas and 2 cases were xanthoastrocytomas.

Specimens were obtained during surgery, placed immediately after
removal in 4% formaldehyde, diluted in phosphate-buffered saline (PBS)
for 12 hours, then dehydrated and embedded in paraffin. Sections 5 um
thick were deparaffinated in xylene, rehydrated in a graded ethanol

* Supported by the governmental Grant PR-06. A preliminary report was
presented at the 4th Hungarian-Polish Neuropathological Symposium on Astrocytes
in Balatonszemes, May 8—10, 1983.
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series and rinsed in phosphate-buffered saline. Alternate sections were
stained with HE and PTAH, impregnated after Cajal and processed for
immunohistochemical visualisation of GFAP (Sternberger 1979). For the
latter purpose, sections were treated with 0,3% hydrogen peroxide in an-
hydrous methanol for 30 min to block endogenous peroxidase activity.
Subsequently, incubations with the following reagents were performed at
ambient temperature:

— commercially available normal swine serum (Dako, Copenhagen,
Denmark), diluted 1:20 in PBS;

— rabbit antiserum directed against GFAP, diluted 1:50 in PBS.
This serum was prepared by immunizing rabbits with antigen from human
white matter obtained at autopsy;

— commercially available swine anti-rabbit Ig (Dako), diluted 1 :40
in PBS; y :

— soluble peroxi&greqa/r{{ﬁﬂgrggﬁa@ complex (Dako), diluted 1: 100
in PBS.

Between each incubation the sections were shortly rinsed with PBS.
Nonspecific binding of immunoglobulin to the cytoplasm of astrocytes was
prevented by absorption of GAP sera with unsolubilized normal human
serum proteins (Singh et al. 1979). At the end of each incubation step,
the sections were rinsed in Tris buffer, pH 7,6 and peroxidase activity
was visualized by immersing the sections in 0,01%0 hydrogen peroxide
and freshly prepared 0,05%0 3-3-diamino-benzidine tetrachloride (DAB,
Serva, Heidelberg, FRG) in 0,1 M Tris buffer. Thereafter, the sections
were mounted for histological examination.

A complete series of control sections was prepared by omitting anti-
GFAP serum or by using anti-GFAP serum previously absorbed by
purified GFAP. In the latter case, complete absorption of anti-GFAP
serum was confirmed by radioimmunoassay. In some animals, control
sections were prepared by omitting one of the four incubation steps, re-
spectively. Pre-treatment of sections with picric acid for removal of for-
malin pigment did not interfere with GFAP staining.

For electron microscopic study, small tissue samples were taken from
different areas of 52 tumors immediately after their removal from the
cranial cavity. They were fixed in Karnovsky’s solution (1965) and post-
fixed in osmium tetroxide, then dehydrated and embedded in Epon re-
sin. Semithin and ultrathin sections were cut in the OmU; ultramicro-
tome. The semithin sections were stained with toluidine blue, ultrathin
ones were counterstained with uranyl acetate and lead citrate. Electron
microscopic pictures were made in JEM 7A and OPTON 10A micro-
scopes.

The tumors were classified according to the International Histolo-
gical Classification of Tumors of the Central Nervous System (Ziilch
1979).
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RESULTS

Fibrillary astrocytoma (15 cases)

Hematoxylin and eosin staining demonstrated tumors of moderate
cellularity. The cell nuclei were slightly hyperchromatic and isomorphic.
Mitotic figures were extremely rare. The cytoplasm was delicately
stained with eosin. Focally macro- et microcysts were formed. The border
of tumors was usually not sharp and tumor cells were intermingled with
reactive glial cells.

In electron microscopy (7 cases), the astrocytes presented multiple
cellular processes and scanty cytoplasm. The processes and the perikarya
were full of filaments of 8—10 nm in diameter. PTAH staining demon-
strated glial fibrils and numerous cytoplasmic processes. In Cajal impreg-
nation, the metallic deposits visualized astrocytic cells with many pro-
cesses. http://rcin.org.pl

GFAP immunostaining resulted in dark brown deposits in the perika-
rya and in the processes of numerous tumor cells (Fig. 1a, b).

Protoplasmatic astrocytoma (12 cases)

This type of tumor in HE staining was found to contain more numer-
ous cells than fibrillary tumors and consisted of stellate cells with deli-
cate processes, forming a fine-web matrix and small microcysts. The bor-
ders of tumors were relatively diffuse.

Ultrastructurally the tumors (5 cases), contained astrocyte-like cells
of fibrillary or protoplasmic type, with predominance of the latter. Tumor
cells like protoplasmic astrocytes contained only a few glial filaments.
PTAH staining revealed that these small, stellate cells were nonfibril-
lary in this staining method. Only some areas of fibrous astrocytes were
demonstrated to contain intracytoplasmic glial fibrils. Impregnation after
Cajal resulted in slightly diffuse metallic deposits on the perikarya in
the majority of tumor cells.

Immunostaining with anti-GFAP serum resulted in slightly brown
deposits in the perikarya of tumor cells (Fig. 2).

Gemistocytic astrocytoma (15 cases)

In HE study, the well circumscribed tumors were composed of close-
ly packed, globoid cells with prominent, eccentrically located nuclei
and abundant, eosinophilic cytoplasm.

EM study (8 cases) confirmed the presence of cells with short blunt
processes and cytoplasm filled with bundles of compact glial filaments.
PTAH staining revealed nonfibrillary cells (Fig. 3). Only occasionally scan-
ty fibers were seen at the periphery of a few cells. Processes were not
numerous and short. The Cajal method revealed a distinct metallic im-
pregnation of the majority of tumor cells.
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The reaction with anti-GFAP serum resulted in strong immunostain-
ing of tumor cells with predominance of the larger ones. Focally, the

small

undifferentiated cells remained unstained (Fig. 4).
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Anaplastic astrocytoma (25 cases)

In HE staining this subgroup of astrocytoma was represented by high-
ly cellular and sharply demarcated tumor. Tumor cells exhibited pink
cytoplasm with irregular hyperchromatic nuclei and frequent intranu-
clear inclusions of cytoplasm. Giant cells and mitotic figures were also
observed. Vascular endothelial proliferation was a common feature but
necrosis and cyst formation were rare.

Electro-microscopically (11 cases), two types of cells were disti-
nguished: “light” ones without intracytoplasmic filaments, and “dark”
ones with some bundles of them. In PTAH staining all cells remained
nonfibrillar. Cajal impregnation revealed distinct metallic deposits in
some, especially large and giant, cells.

GFAP immunostaining visualized that some cells, particularly larger

and giant ones, showed a positlﬁ}@?ﬁé;&h%r&brl a part of the cyto-

plasm was positive in this metho

Pilocytic astrocytoma (35 cases)

In this subgroup 17 tumors were cerebellar, 5 hemispheric and 13 optic
gliomas.

In HE study two types of histological pattern were distinguished: solid
and spongy. Fusiform cells predominated in the solid part of the tumor.
They possessed unusually long, bipolar processes, which tended to form
parallel bundles. Rosenthal fibers represented a degeneration feature in
this part of tumor. Perikarya and processes of fusiform cells were strong-

Fig. 1. Fibrillary astrocytoma. Positive immunostaining of perikarya and processes
of tumor cells. PAP—GFAP. a) X 80, b) X 350

Ryc. 1. Gwiazdziak wilokienkowy. Dodatni odczyn immunohistochemiczny w pery-

karionach i wypustkach komorek guza. GFAP—PAP. a) Pow. 80 X, b) Pow. 350 X

Fig. 2. Protoplasmatic astrocytoma. Immunostaining deposits mark perikarya and
some delicate processes of tumor cells. PAP—GFAP. X 160
Ryc. 2. Gwiazdziak protoplazmatyczny. Dodatni odczyn immunohistochemiczny wy-
znacza perykariony i nieliczne delikatne wypustki komoérek guza. GFAP—PAP. Pow.
160 X

Fig, 3. Gemistocytic astrocytoma. Nonfibrillary tumor cells. PTAH. X 450

Ryc. 3. Gwiazdziak tucznokomoérkowy. Komoérki guza bez widkien glejowych. PTAH.
Pow. 450 X

Fig. 4. Gemistocytic astrocytoma. Strong immunostaining of tumor cells. Cells with
abundant cytoplasm stain intensely. Small cells remain unstained. PAP—GFAP.
X 120
Ryc. 4. Gwiazdziak tucznokomérkowy. Wyrazny odczyn immunohistochemiczny w ko-
morkach guza. Komérki z obfita cytoplazmg intensywnie zabarwione. Niezabar-
wione male komorki. GFAP—PAP. Pow. 120 X

Fig. 5. Anaplastic astrocytoma. Only a part of cytoplasm of giant, polymorphic
cells are positive. PAP—GFAP. X 400

Ryc. 5. Gwiazdziak anaplastyczny. Czesciowo dodatni odczyn w cytoplazmie olbrzy-
mich polymorficznych komérek. GFAP—PAP. Pow. 400 X
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ly positive in PTAH staining, which revealed numerous processes and
glial fibers. The Cajal method impregnated slightly the tumor cells. Only
Rosenthal fibers were heavily impregnated.

GFAP immunostaining was accentuated in fusiform cells, especially
in their processes (Fig. 6). Rosenthal fibers reacted strongly as solid co-
arser masses or only at their periphery (Fig. 7).

In EM examination (21 cases), the solid part of the tumor was com-
posed of cells resembling fibrillary astrocytes. They contained abundant
bundles of glial fibers in their processes. Rosenthal fibers contained fi-
brillary material only at their periphery.

The spongy part of the tumor, i.e. sometimes the predominant part
of the tumor, was composed of small stellate cells characterized by a ten-
dency to form small and larger cysts. Granular bodies represented a form
of degeneration of the tumor cells. In EM pictures the cells resembled
protoplasmic astrocﬁz.tpﬁ{ﬁ:l@c%gr lial filaments. The stellate cells
appeared nonfibrillary in PTAH staining and negative in Cajal impregna-
tion.

GFAP immunostaining was also positive only in cells with more abun-
dant cytoplasm. In Ziilch’s granular bodies a ringlike distribution of im-
munostaining was observed.

Subependymal giant cell astrocytoma (3 cases *)

The tumors were composed of bizzare cells, usually with a large cyto-
plasm and a chromatin-rich nucleus with nucleoli. Sometimes, the nuclei
were more vesicular, with one nucleolus resembling that of the neuron.
Occasionally, the cells were multinuclear. Tumor cells radiated around
the vessels to which they were attached with long stout processes. Less
often a conspicuous arrangement in long streams was noted.

PTAH staining revealed numerous thick glial fibers at the margins
of the cell. In the Cajal method tumor cells were negative. EM study was
not performed. Large tumor cells did not stain for GFAP, except for an
occasional positivity of the cell periphery (Fig. 8).

Pleomorphic xanthoastrocytoma (2 cases **)

Both tumors were located superficially in the brain with extensive
involvement of cerebral cortex and leptomeninges. Tumors were highly
cellular with marked pleomorphism, including bizzare giant cells. Mito-

* I wish to express my thanks to Prof. Dr. ne. K. J. Ziilch (Head, of The
Reference Center of the WHO for Histological Classification of Tumors of the Cen-
tral Nervous System. Max-Planck-Institute for Brain Research Cologne, F.R.G)
for providing 3 cases of subependymal giant cell astrocytoma.

** I am most grateful to Dr. J. Alwasiak (Oncological Department of Academy
of Medicine, £.6dz) for providing 1 case of pleomorphic xanthoastrocytoma.
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Fig. 6. Pilocytic astrocytoma. Immunostaining of fusiform cells and Rosenthal fi-
bers. PAP—GFAP X 80
Ryc. 6. Gwiazdziak pilocytarny. Odczyn immunohistochemiczny w komérkach wrze-
cionowatych i we widknach Rosenthala. GFAP—PAP. Pow. 80 X

Fig. 7. Wall of a cystic pilocytic astrocytoma. Evidence of GFAP is present only
at the periphery of Rosenthal fibers. PAP—GFAP. X 480
Ryc. 7. Sciana jamistego gwiazdziaka pilocytarnego. GFAP—dodatni odczyn widocz-
ny tylko na obwodzie wiékien Rosenthala, GFAP—PAP. Pow. 480 X

Fig. 8. Subependymal giant cell astrocytoma. Immunostaining positivity is seen only
at the periphery of larger tumor cells. PAP—GFAP. X 120
Ryc. 8. Podwys$ciétkowy gwiazdziak olbrzymiokomoérkowy. Dodatni odezyn immu-
nohistochemiczny na obwodzie duzych komérek guza. GFAP—PAP. Pow. 120 X

Fig. 9. Pleomorphic xanthoastrocytoma. Rim positivity for GFAP immunostaining
at the periphery of bizzare giant cells (arrows) filled with lipid droplets. PAP—
GFAP. X 250
Ryc. 9. Zoétako-gwiazdziak pleomorficzny. Dodatni odczyn histochemiczny w po-
staci ragbka na obwodzie dziwacznych komérek olbrzymich (strzatki) wypemmionych
kroplami lipidow. GFAP—PAP. Pow. 250 X
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tic figures were frequent. Prominent lipid droplets in giant larger tumor
cells represented a characteristic feature. In abudant eosinophilic cy-
toplasm no fibrnils could be demonstrated with PTAH staining. In Cajal

impregnation only large and bizzare giant cells revealed slight metallic

deposits.

Tumor cells were variably positive in immunostaining with anti-GFAP
serum and especially large and giant cells contained large amounts of
GFAP. The cells with lipids in their cytoplasm showed positivity for
GFAP only in the peripheral lipid-free cytoplasmic margin (Fig. 9). EM
study was not performed.

DISCUSSION

The method for JﬂtL&{AECHFQanPé anti-GFAP serum used for this

study has been previously published (Szymas, Morkowski 1984). Anti-

GFAP serum was capable of labelling astrocytes in frozen brain sections

of adult mouse when either immunofluorescence of PAP technique was
used. Its identity with anti-GFAP sera obtained from other laboratories

has been proven (Szymas, Morkowski 1984) and in consequence the spe-

cificity of the presently used anti-GFAP serum, is unequivocal. The pre-
sent report confirms the usefulness of applying GFAP immunostaining
for diagnosis of human astrocytomas as suggested by other authors (Deck
et al. 1978; Velasco et al. 1980).

In the group of fibrillary astrocytoma results of PTAH staining, Cajal
impregnation and GFAP immunostaining correlated well. Numerous glial
filaments in electron microscopic pictures and fibres in PTAH staining
corresponded to heavy metallic deposits in Cajal impregnation and dark
brown immunostaining with anti-GFAP serum in the perikarya and cell
processes.

In protoplasmic astrocytomas, the predominant cellular forms resem-
bled protoplasmic astrocytes. In EM they showed only a few glial fila-
ments in the cytoplasm. This finding corresponded with negative PTAH
staining, Cajal impregnation and GFAP immunostaining. :

A distinct pattern was noted in the gemistocytic astrocytomas. In
EM study, the cytoplasm of tumor cells was filled with glial filaments,
negative in PTAH staining. On the contrary, the Cajal method and
GFAP immunostaining revealed their distinct positivity. However, the
latter favoured the larger and giant tumor cells.

In anaplastic astrocytomas PTAH staining did not visualize glial fila-
ments in “dark” tumor cells well distinguishable electron-microscopically,
because of the content of glial filaments. EM pictures correlated well

with GFAP immunostaining. Tumor cells, predominantly larger ones, |
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reacted only partially. This may correspond to only a few bundles of
glial filaments visualised by electron microscopy.

Strong GFAP-positive large and giant cells, despite their polymor-
phism, may represent the nonproliferating or even regressing compo-
nent of the neoplasm. Strong immunostaining of tumor cells resembling
gemistocytic astrocytes, indicates, that the cells contain a large amount
of GFAP and may be well differentiated. This was additionally suppor-
ted by the studies on incorporation of labelled nucleic acid precursors;
these have shown that gemistocyte-like tumor cells in gliomas multiply
slowly (Hoshino et al. 1979). Following dexamethasone treatment, the
morphology of astrocytic tumors was also characterized by extreme po-
lymorphism and the presence of giant cells, exhibiting strong cytoplasmic
GFAP immunostaining (Szymas, Hossmann 1984). The inhibition of tu-
mor growth by corticosteroids is a well known phenomenon (Wright et
al. 1969; Wilson et al. 1972; é@ﬁ?a(ﬁ?'%?gﬂ?fmno 1979). Poor GFAP
immunostaining of the small, less mature cells in highly anaplastic areas
of gemistocytic and anaplastic astrocytomas may indicate that the cells
represent immature cell forms, responsible for the growth of the tumor.
GFAP appears during the development and maturation of neuroglia and
may be a marker for astrocytic differentiation (Bignami, Dahl 1973). In
the same, but inverted way, the present study shows a decrease in the
number of positive cells in astrocytomas with increasing malignancy. This
suggests, that the absence of GFAP in tumor cells of astrocytomas may
indicate dedifferentiation and may be used for biological grading of
astrocytomas. Although highly anaplastic, small cellular astrocytomas
contained only some GFAP-positive cells, still their number may suffice
for accurate histological diagnosis at the light microscopic level.

In unaltered brain and in reactive gliosis, such as present around
gliomas GFAP was detectable in the perinuclear cytoplasm and cell
processes (Szymas, Hossmann 1984). Frequently, positively stained cell
processes extended and became continuous with the perivascular glial
membrane. The absence of pericapillary activity in differential diagnosis
between reactive gliosis and low grade astrocytomas favours the later
(Bignami et al. 1980; Velasco et al. 1980; Dahl et al. 1981).

Notwithstanding the high specificity of GFAP immunostaining for
visualization of glial fibers in pilocytic astrocytoma, in Rosenthal fibers
and in granular bodies, the present study demonstrated some discrepan-
cies between only moderate GFAP-immunostained tumor cells in the
solid part of pilocytic astrocytomas and abundant bundles of filaments
seen in electron microscopy. One can suppose that in pilocytic astrocy-
tomas the other types of intermediate filaments — vimentin — may also
be present in tumor cells; recently these filaments have been localised in
fibrous astrocytes of the cerebral white matter (Dahl et al. 1981).
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The immunoperoxidase method for GFAP detection has proven to
be of great help in identification of pleomorphic xantoastrocytoma. This
new, distinct form of astrocytomas, described first by Kepes et al. (1979),
cannot be identified with other cytologic markers for astrocytes, such as
PTAH staining or Cajal impregnability, because lipidisation obscures its
positivity (Kepes 1979).

The origin of subependymal giant cell astrocytomas is obscure and
has not been resolved by GFAP immunostaining. Giant cells were not
stained for GFAP, only adjacent reactive astrocytes were positive. The
GFAP-positivity of giant cells periphery represents probably the reac-
tion in the processes of astrocytes, which closely surround these cells.
The immunohistochemical studies can not confirm the astrocytic nature
of this tumor, as believed by other authors on the basis of electron-
microscopic studies (Riﬁ?deg/l}—Dnmas et fal. 1973; de Chadarevion, Hol-
lenberg 1979). tp://rcin.org.p

Although PTAH staining is very useful for demonstration cf astro-
glial fibers in normal and reactive astrocytes, its usefulness for diagnostic
neurooncology is debatable because of the absence of PTAH positivity
in gemistocytic and more malignant astrocytomas. The method was pro-
ved to be not specific for glial fibers as positive staining concerns fibrin,
nuclei of all cells, elements of blood vessel walls and other intracytoplas-
mic fibers.

Good correlation has been noted betwen Cajal impregnation and GFAP
immunostaining results. Cajal impregnation is a widely used method for
frozen sections while for paraffin sections the method is used only by
a few laboratories because of the ambiguity of its results. However,
metallic impregnation can only visualize cell outlines and in more malig-
nant astrocytomas microscopic pictures become illegible.

To summarise, in comparative studies with classical staining, impreg-
nation and immunohistochemical methods with anti-GFAP serum, the
latter are superior and most convenient one for demonstration of glial
filaments, because of their specificity and sensitivity. Cytoplasm staining
may be demonstrated in the absence of PTAH-positive fibrillary ma-
terial. Demonstration of the presence or absence of GFAP in all sub-
groups of astrocytoma seems to contribute a fairly reliable criterion for
classification of these tumours. It may be also helpful in establishing the
degree of malignancy. Loss of GFAP favours the assumption that a dedif-
ferentiation process takes place. The number of cells containing this
protein is inversely proportional to the degree of anaplasia.

This procedure gives consistent results and is considerably more sen-
sitive, while its results are less ambiguous than those of conventional
PTAH staining and Cajal impregnation used up till now for neurooncolo-
gical diagnosis of human astrocytomas.



GFAP in human astrocytomas 33

WARTOSC DIAGNOSTYCZNA BADANIA KWASNEGO BIALKA
WEOKIENEK GLEJOWYCH (GFAP) W GWIAZDZIAKACH U LUDZI

Streszczenie

Zbadano 107 ludzkich gwiaZzdziakéw, uzywajgc surowicy przeciwko kwasnemu
biatku wiékienek glejowych w celu ustalenia immunohistochemicznej jego lokaliza-
cji w komérkach guza.

Badanie poré6wnawcze wynikéw klasycznych metod barwienia, metod impregna-
cyjnych i metody immunohistochemicznej wykazalo wyzszo$é tej ostatniej do wy-
kazania obecnosci wlokienek glejowych. Dodatni odczyn dla GFAP w cytoplazmie
mozna uzyskaé¢ w przypadku niewykazania wldkienek glejowych w metodzie PTAH.
Wyniki badan immunohistochemicznych potwierdza obecnosé filamentéw glejo-
wych w mikroskopie elektronowym.

Immunohistochemiczna metoda ujawnienia GFAP moze byé réwniez pomocna
do ustalenia stopnia zlos§liwosci guza. Liczba glejowych komérek GFAP-dodatnich
jest odwrotnie proporcjonalna do stom -xﬁ‘a@mxocg Pl

Komoérki olbrzymie, przewaznie silnie GFAP-dodatnie reprezentujg nieproli-
feracyjny, albo nawet regresywny, komponent nowotworu.

Wyniki badania immunohistochemicznego GFAP miaty staly charakter we wszy-
stkich duzych grupach badanych guzéw. Metoda ta wydaje sie bardzo przydatna
w neuroonkologicznym rozpoznawaniu gwiazdziakow ludzkich.

JUATHOCTUYECKAS IEHHOCTB UCCJIEJOBAHUSA KUCJIOIO BEJIKA
TJIMO3HBIX ®UBPUILIT (GFAP) B ACTPOLIMUTOMAX V JIFOIEN

Pe3ome

Uccnenoano 107 yenoBeyeckHx acTPOLMATOM HPHMEHSS CBIBOPOTKY NPOTHB KHCIOro Oeska
TJIHO3HBIX (pUOPHILT C LIENTBIO YCTAHOBIICHHUS €r0 THCTOXHMHYECKOM JIOKATU3ALAH B KJIETKAX ONMYXOJIH.

CpaBuTenbHOE MCCIEIOBAHHE PE3yIbTATOB KIACCHYECKHX METOIOB OKPACKH, MMIpPErHaunoH-
HBIX METOZIOB M THCTOXHMHYECKOTO METOA J0KA3aJI0 MPEUMYIIECTBO MOCEIHEr0 sl TPOSBICHHS
rro3HbIX Gubpwnt. [MonoxurensHyo peakunto Wit GFAP MOXHO MONyYHTh B CITy4ae HEMpOsi-
BJICHWST TUIHO3HBIX (uOpwuT Meromom PTAH. Pe3ynbTaThl MMMYHOTHCTOXMMMYECKMX HMCCIEIO=
BaHUH MOATBEPKIACT HAIMYAE I'IHO3HBIX (DHIIAMEHTOB B 3JIEKTPOHHOM MHKPOCKOIIE.

NmmyHOTHCTOXHMAYECKHH MeToxn mnposeieanss GFAP Moxer 6bITh TOne3eH Takxke s
OMpPEeAEJICHUsT 3JI0KAYeCTBEHHOCTH onyxomu. Yucno ramo3usix GFAP-nmoNOXKHTEIBHBIX KIIETOK
00paTHO MPOMOPIMOHATLHO CTENEH! aHAIUIa3un. [ MraHTCKHe KJIETKH, 10 GOJbIelf YacTH CHIBHO
GFAP-IONOXHATETbHBI, TPEACTABIAIOT HENpOJM(EPALMOHHBIA WA aXe PEerpecCHBHbIN KOMIIO-
HEHT OMyXOJIH.

Pe3yneTaThl MMMYHOTHCTOXHMHIYECKOTrO uccnenoanusi GFAP umend mOCTOSIHHBIN XapakTep
BO BCeX GOJBIIMX Ipymmnax MCCIIENOBAHHBIX Omyxosieil. KaxeTcsi, 4TO 3TOT METOM ABJISETCH OYeHb
XOpPOIIUM M TIPUTHIHBIM METOJIOM JUIS HEBPOOHKOJIOTMYECKOrO IHArHO3a YeJIOBEYECKHX acTpOo-
LIHTOM.
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JANUSZ SZYMAS

OCENA ZNACZENIA DIAGNOSTYCZNEGO KWASNEGO BIALKA
WELOKIENEK GLEJOWYCH W WYSCIOLCZAKACH *

Zaktad Patomorfologii Ihfﬁpiﬂéﬁd’fka@f@i@ledycma, Poznan

Wyizolowanie kwasnego biatka widkienek glejowych (GFAP) (Eng
i wsp. 1971) oraz przystosowanie technik immunohistochemicznych do ba-
dan materialu biopsyjnego utrwalanego w formalinie i zatapianego w pa-
rafinie (Sternberger i wsp. 1970) pozwolilo na wybiéreze jego uwidocz-
nienie w preparatach histologicznych. Metode te zastosowano w badaniach
rozwoju osrodkowego ukladu nerwowego (Bignami, Dahl 1973, 1975),
reakeji odezynowych gleju (Bignami, Dahl 1976; Szymas, Hossmann 1984)
oraz rozrostow nowotworowych (Deck i wsp. 1978; Duffy i wsp. 1978;
Velasco i wsp. 1980).

W badaniach elektronowo-mikroskopowych mozna wykaza¢ w dojrza-
tych komoérkach wysciotki material widkienkowy o cechach wlékienek
glejowych (Peters i wsp. 1976). Jednakze reakcje immunohistochemiczne
wykazujace obecnos¢ GFAP, glownego — jesli nie jedynego — skladnika
wiokienek glejowych (Rueger i wsp. 1979), w komoérkach dojrzatej wy-
$ciotki wypadaja negatywnie (Ludwin i wsp. 1976). GFAP-dodatnie ko-
mérki wysciétki wystepuja przejsciowo w okresie plodowym (Roessmann
i wsp. 1980) oraz w proliferujgcej odezynowo wysciélce (Szymas, Hoss-
mann 1984). Odczyn immunohistochemiczny na obecnos¢ GFAP wypa-
da zmiennie w komérkach wyscidtczakow, a dane z piSmiennictwa na ten
temat sgq rozbiezne (Vraa-Jensen i wsp. 1976; Deck i wsp. 1978; van der
Meulen i wsp. 1978; Duffy i wsp. 1979; Velasco i wsp. 1980). Liczba
przebadanych przypadkéw jest jednakze niewielka, a stosowanie roznych
klasyfikacji niewatpliwie utrudnia ujednolicenie wynikéw.

Celem przeprowadzonych badan byla morfologiczna identyfikacja
GFAP i okreSlenie przydatnosci zastosowanej techniki immunohistoche-
micznej w diagnostyce histologicznej wysciélezakéw.

* Praca wykonana w ramach Programu Rzgdowego PR-6.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 79 wysciolczakach. Poszczegolne grupy
przypadkéw wynosily: ependymoma (izomorphum) — 33; ependymoma
anaplasticum — 16; ependymoma myxopapillare — 12; ependymoma pa-
pillare — 4; subependymoma — 2; choroid plexus papilloma — 10. W kla-
syfikacji postuzono sie nomenklaturg guzéw osrodkowego ukladu nerwo-
wego przyjeta przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (1979).

W mikroskopie $wietlnym badano seryjne skrawki parafinowe gu-
z6w, barwione hematoksyling i eozyng, kwasng hematoksyling fosforo-
wolframowg (PTAH) w modyfikacji Clarka i Powersa (1976) oraz im-
pregnowane metodg zlotowo-sublimatowg wg Cajala w jej modyfikacji
dla skrawkéw parafinowych. Wykonano tez reakcje immunohistochemicz-
ng wg metody Stern er ) £(1979é zZ uinciem kompleksu peroksydaza-
-antyperoksydaza. Su e? 9{9— FA uzyskano wg metody opisanej
uprzednio (Szyma$, Morkowski 1984). DwadzieScia pie¢ wyscidlczakow
z przedstawionej powyzej grupy badano dodatkowo w mikroskopie ele-
ktronowym (ependymoma izomorphum — 14; ependymoma anaplasti-
cum — 5; ependymoma myxopapillare — 2; ependymoma papillare — 1;
subependymoma — 1; choroid plexus papilloma — 3 przypadki).

WYNIKI

Badania histopatologiczne i immunohistochemiczne

Ependymoma izomorphum (33 przypadki). Cechg wspdlng tej grupy
guzéw, stwierdzong w barwieniu H-E byl cytologicznie niski stopien zlo-
$liwosci. Odnosilo sie to przede wszystkim do wygladu jader komoérko-
wych, stosunku objetosci jadra i cytoplazmy, braku mitoz, martwicy oraz
rozrostdbw naczyniowych. W rozpoznaniu histologicznym kierowano sie
wystepowaniem rozet prawdziwych i rzekomych, tworzgcych charakte-
rystyczne uklady okolonaczyniowe oraz ukladéw komorek przypomina-
jacych rysunek skoéry lamparta (Ziilch 1956). Pozostale cechy obrazu hi-
stologicznego guzéw byly zréznicowane nie tylko w poszczegélnych przy-
padkach, ale i réznych obszarach tych samych nowotworéw, rutynowo
badanych w kilku wycinkach. Cze$¢ nowotworéw charakteryzowala sie
nablonkowopodobnym utkaniem o duzym zageszczeniu komoérkowym
z niewielkg iloScig materialu widokienkowego oraz tworzeniem licznych
kanatéw, tworéow tubularnych, a takze struktur brodawkowych. Obecne
byly réwniez pola o nieco mmiejszym zageszczeniu komoérkowym, wy-
stepujace zwlaszcza w otoczeniu naczyn i znamionujace sie dos¢ jed-
nolitym utkaniem, nie wykazujgcym specjalnych ukladéw. Procz komo-
rek wielobocznych wystepowaly niekiedy liczne komoérki wrzecionowa-
te, co nadawalo utkaniu histologicznemu wyglad wiokienkowaty.
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Barwienie PTAH uwidacznialo liczne widkienka w cytoplazmie i wy-
pustkach komorek. Blefaroblasty wybarwialy sie wyraznie w komorkach
tworzacych rozety oraz w komoérkach utkania nablonkowopodobnego.
Brak ich bylo w polach o monotonnym utkaniu, w komérkach wielobocz-
nych i wrzecionowatych. ;

W impregnacji wg Cajala w cytoplazmie komorek wyscidlczaka wy-
stepowal staby, homogenny, rownomierny strat; niekiedy w utkaniach
okolonaczyniowych byly zarysowane wypustki komoérek. Silnie impregno-
waly sie odczynowe astrocyty wystepujagce w utkaniu nowotworowym
i w jego otoczeniu.

Reakcja immunohistochemiczna na obecno$¢ GFAP byla bardzo nie-
jednorodna. Wypadata ona negatywnie lub stabo dodatnio (pojedyncze
wilokienka, wypustki) w komoérkach utkania nablonkowopodobnego no-
wotworu oraz w komorkach tworzgcych kanaly i tubule o jednowarstwo-
wym ukladzie (ryc. 1). Wiecej Kolbfekl -fodgujacych dodatnio stwier-
dzano w czesciach nowotworu lub w nowotworach zbudowanych z ko-
morek wielobocznych (ryc. 2). Wsérod komorek tworzgeych uklady okoto-
naczyniowe odczyn na GFAP byl dodatni tylko w tych, ktére miaty
noézkowata wypustke skierowang do Sciany naczynia (ryc. 3). Najsilniej-
sza reakcja ujawniala sie w komoérkach obszaréw o umiarkowanym za-
geszczeniu, z przewaga komoérek wrzecionowatych (ryc. 4a, b). W reakeji
z surowicg anty-GFAP wyraznie uwidocznily sie takze komoérki astro-
cytopodobne, charakteryzujace sie licznymi diugimi wypustkami, przy-
pominajgce takze gemistocyty (ryc. 5).

Ependymoma myxopapillare (12 przypadkéw). Barwienie H-E wyka-
zywalo, Zze nowotwory byly zbudowane z kostkowych lub niskich cylind-
rycznych komorek otaczajacych centralnie polozone naczynia krwiono$-
ne. Szeroki pas szklistych mas oddzielal komoérki nowotworowe od na-
czynia. Wystepowaly w nich réwniez obszary o utkaniu litym zlozonym
z mniej ksztaltnych, wielobocznych komorek oraz pola ubogokomoérkowe,
w ktorych pojedyncze komoérki rozdzielaty poklady szklistej, bezpostacio-
wej substancji.

W barwieniu PTAH mozna bylo wykaza¢ obecnosé¢ wypustek komor-
kowych oraz wiokienek w cytoplazmie komoérek nowotworowych.

Impregnacja wg Cajala wykazywala skagpe ziarnistosci rozsiane jed-
norodnie w calym preparacie.

Reakcja z surowicg anty-GFAP byla silnie dodatnia w komoérkach
wszystkich badanych przypadkéw, uwidaczniajgc ich cytoplazme i wy-
pustki (ryec. 6).

Ependymoma papillare (4 przypadki). Charakterystyczng cechg obrazu
mikroskopowego w barwieniu H-E bylo formowanie brodawkowatych
struktur, obrzezonych jedng warstwa komoérek polozonych na wioknis-
tym, nie wykazujacym proliferacji zrebie, zawierajgcym centralnie umiej-
scowione naczynie krwionosne.
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Ryc. 1. Skapa reakcja immunohistochemiczna w komoérkach wys$citlczaka o utkaniu
nablonkowopodobnym. PAP—GFAP. Pow. 100 X
Fig. 1. Poor immunohistochemical reaction in the cells of the epithelioid ependy-
moma. PAP—GFAP. X 100
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Barwienie PTAH wykazywalo obecno$¢ wypustek zdazajgcych w kie-
runku naczynia krwionosnego. W cytoplazmie i w wypustkach komérek
nowotworowych wybarwialy sie liczne wlokienka. Dodatnio barwilo sie
réwniez wilokniste podscielisko, wskazujac na jego glejowy charakter.

Impregnacja wedlug Cajala byla ujemna we wszystkich strukturach
badanej grupy wysciotczakow.

W reakcji immunohistochemicznej na GFAP komoérki znajdujgce sie
na powierzchni tworéw brodawkowatych byly ujemne (ryc. 7). Nato-
miast otoczenie nowotworu i jego widkniste podscielisko dawalo odezyn
dodatni.

Subependymoma (2 przypadki). Izomorficzne komérki o trudnych do
przesledzenia granicach w barwieniu H-E zawieraly regularnie zaryso-
wane jadra z cienkg blong i niewielkg zawartoscig chromatyny. Boga-
towlokienkowe i skgpokomoérkowe utkanie otaczalo zageszczone gniazda
komoérek nowotworu. http://rc:ln.org.pl

Barwienie PTAH wykazywalo obecnos¢ wiokienek zaréwno w komor-
kach, jak i w zrebie. W impregnacji wedtug Cajala stwierdzono poje-
dyncze lub skupione w niewielkich gniazdach mate gwiazdkowate ko-
morki wyrozniajace sie obfitymi zlogami w okolojadrowej cytoplazmie
i w wypustkach dajacych sie przesledzi¢ na krotkich odcinkach.

W reakeji z surowicg anty-GFAP dodatnie byly zaréwno male gwiaz-
dkowate komorki przypominajace astrocyty, jak i wydiluzone komorki
potozone w charakterystycznym dla tego typu nowotworu skupiskach
(ryc. 8).

Ependymoma anaplasticum (16 przypadkow). Charakterystyczng cechg
tej grupy nowotworéw bylo obfitokomoérkowe utkanie. Komoérki byly
mate, anaplastyczne z hiperchromatycznymi zazwyczaj jadrami otoczony-
mi waskim rabkiem cytoplazmy. Komorki te tworzyly lite obszary utka-

Rye. 2. Dodatnia reakcja immunohistochemiczna w izomorficznym wy$cidétezaku
zbudowanym z wielobocznych komoérek. PAP—GFAP. Pow. 60 X

Fig. 2. Positive immunohistochemical reaction in isomorphous ependymoma com-
posed of polygonal cells. PAP—GFAP. X 60

Rye. 3. Obszar ukladéw okolonaczyniowych w izomorficznym wys$ciélczaku. Silnie
dodatni odczyn w wydluzonych, jednowypustkowych komoérkach. PAP—GFAP.
Pow. 200 X
Fig. 3. Isomorphous ependymoma with perivascular cell arrangement. Strong im-
munohistochemical reaction in elongated unipolar cells. PAP—GFAP. X 200

Ryc. 4. Pola wrzecionowatokomoérkowe izomorficznego wysciétczaka o silnie dodat-
nim odczynie. PAP—GFAP. a) Pow. 60 X, b) Pow. 200 X
Fig. 4. Fusiform-cell area in isomorphous ependymoma revealing strong immuno-
histochemical reaction. PAP—GFAP. a) X 60, b) X 200
Rye. 5. Silnie GFAP-dodatnie komorki astrocytopodobne w utkaniu wysciolczaka.
PAP—GFAP. Pow. 200 X

Fig. 5. Astrocyte-like cells with strong immunohistochemical reaction in ependymo-
ma. PAP—GFAP. X 200
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Ryc. 6. Ependymoma myxopapillare. Silnie dodatni odczyn immunohistochemiczny
w komoérkach nowotworu. PAP—GFAP. Pow. 200 X

Fig. 6. Ependymoma myxopapillare. Strong immunohistochemical reaction in tumor

cells. PAP—GFAP. X 200
Ryc. 7. Ependymoma papillare. Ujemny odczyn z surowica anty-GFAP w komor-
kach nowotworu. PAP—GFAP. Pow. 100 X

Fig. 7. Ependymoma papillare. Negative immunohistochemical reaction in tumor
cells. PAP—GFAP. X 100
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nia, niekiedy widoczne byly uklady o cechach rozet rzekomych. W nie-
ktérych polach zaznaczal sie polimorfizm komoérkowy z obecnoscig ko-
morek olbrzymich. W barwieniu PTAH nie stwierdzano zaréwno wypu-
stek komoérkowych, jak i materialu wiokienkowego w cytoplazmie.

W impregnacji wg Cajala w nacieku nowotworowym uwidocznialty
sie pojedyncze odczynowe astrocyty. Komoérki nowotworowe nie impreg-
nowaly sie.

Reakcja z surowicg anty-GFAP wypadala dodatnio w skgpej, bezwy-
pustkowej cytoplazmie cze$ci malych, anaplastycznych komérek (ryc. 9)
oraz w obszarach o zaznaczonym polimorfizmie (ryc. 10). Odczynowe
GFAP-dodatnie astrocyty latwo bylo odrdézni¢ na podstawie ich charak-
terystycznego ksztalttu i wielkosci (ryec. 11).

Choroid plexus papilloma (10 przypadk(')w) W barwieniu H-E utka-
nie guzéw charakteryzowalo si nosc1q brodawkowatych struktur,
obrzezonych jedna warstwa Lgké EP'Q;XHFQer znych komoérek. Byly
one oddzielone od zrebu naczyniowego pokladem tkanki lgcznej. W reak-
cji immunohistochemicznej z surowicg anty-GFAP wszystkie struktury
utkania byly ujemnme.

Badania mikroskopowo-elektronowe

Ependymoma izomorphum, papillare, myxopapillare (17 przypad-
koéw). Ultrastrukturalne cechy wymienionych typéow wysciolczaka bytly
podobne. Komoérki guza wykazywaly cechy biegunowego zréznicowania,
z tendencja do tworzenia rozet prawdziwych i okolonaczyniowych rozet
rzekomych oraz liniowych ukladéw pseudogruczolowych. W cytoplazmie
komorek obecne byly liczne filamenty o charakterze wlokienek posred-
nich. Rowniez w obszarach guzow o litym ukladzie komodrek z ultrastruk-
turalnymi cechami wysciotki oraz w obrebie ukladéw pasmowatych
z wrzecionowatymi komoérkami byly obecne liczne filamenty glejowe.

Ependymoma anaplasticum (5 przypadkow). Komorki guza byly nisko

Ryc. 8. Subependymoma. Wybitnie silny dodatni odczyn immunohistochemiczny

w skladowych utkania guza. PAP—GFAP. Pow. 200 X ’

Fig. 8. Subependymoma. Remarkably strong immunohistochemical reaction in tu-
mor components. PAP—GFAP. X 200

Ryc. 9. Ependymoma anaplasticum, Skapa dodatnia reakcja z surowica anty-GFAP.
PAP—GFAP. Pow. 100 X
Fig. 9. Anaplastic ependymoma. Weak positive reaction with anti-GFAP serum.
PAP—GFAP. X 100
Ryc. 10. Ependymoma anaplasticum. Wyraznie zaznaczony dodatni odczyn w ko-
morkach olbrzymich. PAP—GFAP. Pow. 200 X
Fig. 10. Anaplastic ependymoma. Strong positive reaction with anti-GFAP serum
in giant tumor cells. PAP—GFAP. X 200
Ryc, 11. Odczynowe, GFAP-dodatnie astrocyty w otoczeniu anaplastycznego wy-
$cidlczaka. PAP—GFAP. Pow. 200 X

Fig 11. Reactivie, GFAP-positive astrocytes in the surroundings of an anaplastic
ependymoma. PAP—GFAP. X 200



44 . J. Szyma$

zroznicowane i wykazywaly tendencje do gromadzenia sie wokoél naczyn.
Zanikala biegunowo$¢ komorek. Filamenty glejowe wystepowaly w mniej-
szej ilo$ci niz w poprzedniej grupie.

OMOWIENIE

Kwasne bialko wlokienek glejowych, stanowigce ich glowny — jesli
nie jedyny — skladnik bialkowy, jest swoistym znacznikiem morfologicz-
nym. O ile przydatnos¢ metody immunohistochemicznego wykazywania
wldkienek glejowych w dojrzalych reaktywnych i nowotworowych astro-
cytach jest bezsporna (Szyma$, Hossmann 1984; Szymas 1985), o tyle
interpretacja wynikéw reakcji w przypadku komorek wysciotki jest trud-
na, a dotychczasowe wyniki niejednoznaczne.

Dojrzate komorki §ciolki nie zawieraja produktéow reakeji (Lud-
win i wsp. 1976; Eng, E?IEQ 11978)Ontimib ze badania elektronowo-mikro-
skopowe wykazuja obfity material widkienkowy o charakterze gliofila-
mentéw w ich cytoplazmie (Peters i wsp. 1976). W przypadku wys$ciol-
czakow uzyskano rozbiezne wyniki. Van der Meulen i wsp. (1978)
w 4 przypadkach wy$cidtczakow nie stwierdzili dodatniego odezynu z su-
rowicg anty-GFAP. Dodatnio majg reagowaé¢ jedynie komoérki podwy-
$cidlezakow oraz wysciblczakéw zawierajacych fragmenty o cechach pod-
wyScidtezaka. Duffy i wsp. (1979) (10 przypadkow), Velasco i wsp. (1980)
(2 przypadki) stwierdzaja, ze kwasne biatko wilokienek glejowych wy-
stepuje w cytoplazmie i wypustkach nowotworowych komoérek wysciol-
ki. Vraa-Jensen i wsp. (1976) potwierdzili to spostrzezenie w hodowli tkan-
kowej wysoko zroznicowanego wyscidlczaka okolicy IV komory.

Wyniki uzyskane we wilasnych badaniach potwierdzaja rozbiezne da-
ne z piSmiennictwa. W grupie wysciélczakéow o I/11° biologicznej zlosliwo-
$ci nie uzyskano dodatniego odeczynu z surowicg anty-GFAP w nablonko-
wopodobnym typie utkania, natomiast duze ilosci GFAP zawieraly po-
stacie wrzecionowato-komorkowe. Ze wzgledu na réznorodny typ utka-
nia w poszczegblnych guzach mozna przypuszczaé, ze byly one wszyst-
kie GFAP-dodatnie. Nie wyjasniony pozostaje brak korelacji miedzy ob-
fitym wystepowaniem wiokienek posrednich stwierdzonych we wszyst-
kich komoérkach guzéw w badaniu elektronowo-mikroskopowym a zrozni-
cowanym odczynem GFAP w tych samych przypadkach. Uzyskane wy-
niki moga wskazywaé¢ na istnienie komorek o réznym stopniu zrédznico-
wania lub o réznym typie. Za pierwszg mozliwoscia przemawialby fakt,
iz komorki wysSciolki w okresie rozwoju plodowego sa przejsciowo GFAP-
-dodatnie (Roessmann i wsp. 1980), aby poézniej, jako formy dojrzale,
sta¢ sie znowu GFAP-ujemne (Ludwin i wsp. 1976). Zjawisko to wy-
stepuje mimo obecnosci w ich cytoplazmie wilékienkowego materiatu
o charakterze wldékienek posrednich (Peters i wsp. 1976). Na rzecz dru-
giej ewentualno$ci przemawia stwierdzenie dwojakiego charakteru ko-



GFAP w wy$ciolczakach 45

morek wysSciolki, wystepujacych jako komoérki nablonkowopodobne i ta-
nycyty. Te ostatnie, mniej znane, opisane zostaly przez Horstmanna
w 1954 r. Dotychczas ich funkcja nie jest w pelni poznana. Z badan Roes-
smanna i wsp. (1980) wynika, ze nie sg one, jak przyjmowano pierwot-
nie, postacig rozwojowg komorek nablonkowopodobnych, ale rozwijaja-
cym sie niezaleznie typem. Tanycyty sa réwniez w okresie plodowym
przejSciowo GFAP-dodatnie.

Friede i Pollak (1978) podali elektronowo-mikroskopowe kryteria dla
podgrupy wysciolczakow, ktore nazwano tanycytoma. Glowng skladowsg
ich utkania maja by¢ komorki przypominajgce tanycyty. Wiasne badania
immunohistochemiczne potwierdzajg wystepowanie w grupie izomorficz-
nych wysSciétczakéw utkania o typie nablonkowopodobnym i o cechach
tanycytoma, z calym szeregiem form posrednich. Komérki tanycytoma
byly silnie GFAP-dodatnie. W naszych obserwacjach opartych zaréwno
na badaniach immunohistochefi¢anyalsijak i) ¢léktronowo-mikroskopo-
wych zwrécono tez uwage na obecnos¢ komoérek okreslanych jako a-
strocytopodobne. Spostrzezenie to mogloby sugerowa¢ domieszke gwiaz-
dziaka w utkaniu wysciolczakow. Komponent ten wystepuje prawdopo-
dobnie cze$ciej niz wskazywalyby na to kazuistyczne doniesienia w pis$-
miennictwie (Kleihues i wsp. 1965). Odczynowo proliferujgce astrocyty
dawaty sie latwo roznicowac na podstawie kryteriow morfologicznych i za-
stosowanych technik specjalnych. Na podkreslenie zastuguje przydatnosé
diagnostyczna reakcji immunohistochemicznej z surowicg anty-GFAP
w przypadku wys$cidtczaka $luzowobrodawkowatego oraz anaplastyczne-
go.

Barwienie PTAH, stosowane w badaniach wyscidlezakow, dla wyka-
zywania wilokienek glejowych i blefaroblastéw okazalo sie wysoce nie-
swoiste w konfrontacji z odczynem immunohistochemicznym znamionujg-
cym sie wybiorezg swoistoscig w stosunku do wilékienek glejowych. Nie-
ktorzy autorzy (Roessmann i wsp. 1980; Eng De Armond 1983) przy-
puszczaja, ze w komoérkach wyscioltki o ujemnym odczynie z surowicg
anty-GFAP wystepuje inny typ wiékienek posrednich, ktérych nie moz-
na zréznicowa¢ w rutynowym badaniu elektronowo-mikroskopowym
i w barwieniu metodg PTAH. Wiadomo, ze metodg PTAH wybarwiajg
sie réwniez dodatnio wldkienka w tkance miesniowej, wtoknik, jadra
komérkowe oraz elementy S$ciany naczyniowej. Impregnacja wg Cajala
wyznaczala wyraznie odczynowe astrocyty. Ujemny wynik w przypadku
komérek guza wskazuje na ich pochodzenie z wysciolki.

Pomimo ze na podstawie rutynowego barwienia hematoksyling i eozy-
ng wszystkie podgrupy wyscidlczakow mozna bylo rozpoznaé¢, to odezyn
immunohistochemiczny z surowicg anty-GFAP pozwalal na wykazanie
przypadkéw roéznigcych sie miedzy sobg zawartoscig GFAP w komor-
kach. Stwarzalo to mozliwos¢ wyrdznienia w grupie ependymoma izo-
morphum postaci nablonkowopodobnej, prawie calkowicie GFAP-ujem-
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nej, oraz tanycytoma o silnie GFAP-dodatnich komérkach. Istnial row-
niez szereg przypadkow o posrednich wlasciwosciach ze zroznicowang za-
wartoscia GFAP w komoérkach nowotworowych. Technika immunohi-
stochemiczna okazala sie tez przydatna w diagnostyce roznicowej anapla-
stycznych postaci wyscidlezakéw i innych guzow, zwlaszcza podnamio-
towych. Na podstawie przeprowadzonych badan jakosciowych metoda
immunohistochemiczna z surowicg anty-GFAP wydaje sie najbardziej
przydatna w okresleniu stopnia biologicznej ztosliwosci nowotworu i prog-
nozy. Jednakze bedzie to wymagalo wprowadzenia metod ilosciowych
i skorelowania wynikéw z przebiegiem klinicznym.

OLEHKA IUATHOCTUYECKOI'O 3HAYEHUS KUCJIOI'O BEJIKA
I'/TMO3HBIX ®UBPUJIJT (GFAP) B 3ITEHIMMOMAX

http://rcireorgspl

Wccnenoano 79 ciyyaeB SNEHAMMOM HPH TNOMOIIM HMMYHOTMCTOXMMHYECKOM peakuuu
C CHIBOPOTKOM NMPOTHB KHMCJIOrO Oenka riMo3HbIX (UOPHILUI, MO3BONSIONICH CENEKTHBHO OOHapy-
JKBITh IJIHO3HBIE (UOPHUILIBI. Pe3ynbTaThl ObIIM COMOCTABJICHBI C APYTMMH IPHMEHSEMBIMM Tpa-
JMLMOHHO METOJAMH JJisfi JAMAarHOCTHPOBAHUS SMEHAWMOM B CBETOBOM MHKPOCKOIE.

JloKka3zaHo, YTO B OTAENbHBIX NOATPYNNax O3MEHAMMOM, a TaKkKe B OTHEIbHBIX ONyXOJsX
TOM JKe caMOil MOArpynnbl COAepkKaHue TIHO3HBIX (ubput HeoauHakoBo. Kpome Toro npume-
HseMasi HMMMYHOTMCTOXHMMYECKAsi TEXHHKA MO3BOJISIET OTJIMYATDH JMHUTENHAIBHOE H TAHULUTAHHOE
CTPOEHHE, a TaKke OOHAPYXKHTh ACTPOLMTAPHOE CTPOEHHE B SMEHANMOMAX. DTa TEXHHKA MOKET
ObITh npurogHa B AuddepeHunanbHON IHarHOCTHKE aHAIUIACTHYECKHX CYOTEHTOPHBIX ONyXOJei.

Kaxercsi, 4TO TOJIy4YeHHbIE pe3yiIbTaThl, M3-3a pasHoro conepxkanusi GFAP B onyxonsx
9TOH camoif moarpynnel, HauboJiee NMPHUIOAHBLI NpPiW ONpEIETICHHNM CTENEHH 3JI0KaYEeCTBEHHOCTH
HOBOOOPA30BaHMUs MOTOMY 4TO OHHM YKa3bIBAIOT HAa Pa3Hylo cTeneHb auddepeHnusauyu 1 Ha pa3Hbli
THIT KJIETOK HOBOOOpa3OBaHMS.

ESTIMATION OF DIAGNOSTIC VALUE OF GLIAL FIBRILLARY
ACIDIC PROTEIN (GFAP) IN EPENDYMOMAS

Summary

Seventy nine ependymomas of various types were examined by means of im-
munohistochemical technique with anti-GFAP serum, permitting specific visualiza-
tion of glial fibrils.

The immunohistochen:ical results were compared with those obtained by rou-
tine histological techniques for diagnosis of ependymomas in the light microscopy.
It was demonstrated that content of glial fibrils in cellular cytoplasm varied remar-
kably not only in different types of ependymomas but also in particular tumors
belonging to the same group. Immunohistochemical technique facilitated distin-
guishing epithelioid type of ependymoma from tanycytoma as well as visualizing
astrocytic components in ependymal tumors. Reaction was also useful in differen-
tial diagnosis of subtentorial tumors.

Due to variable content of GFAP in tumors of the same type, the result ob-
tained suggest that immunohistochemical reaction may be most useful in estima-
tion of biological malignancy degree, indicating varying differentiation of the neo-
pastic cells and/or their different cell types.
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PRZYPADEK RAKOWATOSCI OPON MIEKKICH MOZGU
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Najczestszg przyczyng rakpvx;g o'éc/:{cI(%()Cglrghp()lzgowo-rdzeniowych sg
przerzuty z gruczolakoraka sutka, pluc i zolgdka (Fisher-Williams i wsp.
1955; Herman, Courville 1965; Gajkowski i wsp. 1970; Bramlet i wsp.
1976). Przedstawiony przypadek zastuguje na uwage ze wzgledu na nie-
typowy obraz kliniczny, spowodowany szczegdlng lokalizacjg nacieku no-
wotworowego w osrodkowym ukladzie nerwowym. Na podstawie dostep-
nej dokumentacji histopatologicznej mozna przypuszczaé, ze pierwot-
nym nowotworem narzadowym byt rak sluzowokomoérkowy pecherza mo-
czowego, co stanowi niewatpliwg rzadkoseé.

OPIS PRZYPADKU

Chora W. W., lat 66, zostala przyjeta do Oddzialu Neurologicznego
Szpitala Czerniakowskiego w maju 1980 r. z powodu narastajgcych od
2 tygodni bardzo silnych bélow glowy, zlokalizowanych w okolicy poty-
licznej, z towarzyszacymi nudnosciami i wymiotami. Choroba rozpoczela
sie przed 6 miesiacami opadnieciem prawej powieki gornej oraz podwdj-
nym widzeniem. W tym samym czasie pojawil sie krwiomocz, z powodu
ktorego chora przebywata w Oddziale Urologicznym Szpitala Wojewo6dz-
kiego, gdzie na podstawie cystoskopii i badania histopatologicznego rozpo-
znano raka $luzowokomorkowego pecherza moczowego. Béle glowy, ktore
pojawily sie w czasie hospitalizacji w Oddziale Urologicznym byly przy-
czyng skierowania chorej do Oddzialu Neurologicznego.

Przy przyjeciu do Oddzialu badaniem internistycznym nie stwierdzo-
no istotnych odchylen od normy, wezly chlonne i watroba niepowiekszo-
ne, RR 125/80 mm Hg, czynnos¢ serca 88/min. W stanie neurologicznym
stwierdzono zatarcie granic tarczy prawego nerwu wzrokowego i opad-
niecie prawej powieki gérnej z ograniczeniem ruchomosci galki ocznej

4 — Neuropatologia 1/85
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Ryc. 1. Naciek nowotworowy zlokalizowany w stropie komory III, poszerzenie ukia-
du komorowego. HE. Pow. lupowe

Fig. 1. Neoplastic infiltration at the roof of the III ventricle. Enlargement of the
ventricular system. HE. Magn. glass
Ryc. 2. Bogatokomoérkowe utkanie nacieku nowotworowego w stropie komory III.
HE. Pow. 200 X
Fig. 2. Cellular neoplastic infiltration from the roof of the III ventricle. HE. X 200
Rye. 3. Naciek nowotworowy w oponach migkkich, szczegdlnie obfity w glebi row-
ka moézgowego. HE. Pow. 60 X

Fig. 3. Neoplastic infiltration of leptomeninges, particularly rich in the depth of
the cerebral sulcus. HE. X 60
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ku goérze. Pozostale nerwy czaszkowe bez zmian. W zakresie konczyn
stwierdzono asymetrie odruchéw (prawe zywsze od lewych) oraz dyskret-
ng dysmetrie w konczynach gornych i dolnych. Objawy oponowe bytly
nieobecne.

W badaniach dodatkowych poza krwinkomoczem i ropomoczem nie
stwierdzono odchylen od normy. OB 15. Rtg czaszki, klatki piersiowej
i kregostupa byly bez zmian. Zapis EEG wykazywal dyskretne zmiany
w okolicy czolowo-przedskroniowej prawej w postaci rozsianych fal the-
ta o czestosci 6—7 Hz na tle prawidlowej czynnosci podstawowej. Bada-
niem ginekologicznym stwierdzono w przednim sklepieniu czesci poch-
wowej wyczuwalne zgrubienie wielko$ci $liwki, macica i przydatki bez
zmian.

Podczas pobytu w oddziale kilkakrotnie w ciggu doby wystepowal
nagle bardzo silny bol glowy z towarzyszacymi nudnos$ciami, wymiota-
mi, bradykardia, bez sztywnos’chﬁﬁl_(ﬂrd?ﬁl_ggllg\_/chi te trwaty od kilku
do kilkudziesieciu minut i ustepowaly samoistnie lub po podaniu srod-
kow przeciwobrzekowych. Pomiedzy napadami chora nie miala zadnych
dolegliwosci. W ciggu 2 tygodni stan chorej stopniowo pogarszal sie,
dolgczyty sie zaburzenia $swiadomosci, na dnie oczu stwierdzono obustron-
nie obecno$é tarczy zastoinowej. Obserwowano jeden napad uogélnionych
drgawek. Z podejrzeniem ogniska przerzutowego w pniu mozgu, po kon-
sultacji neurochirurgicznej, przestano chorg do Kliniki Neurochirurgicz-
nej AM. W wykonanym badaniu metodg tomografii komputerowej nie
wykazano obecnosci przerzutéw do moézgu, natomiast w plynie moézgowo-
-rdzeniowym stwierdzono obecno$¢ komoérek nowotworowych.

Po 3 dniach pobytu w Klinice Neurochirurgicznej, z rozpoznaniem
rakowatosci opon mozgowo-rdzeniowych chora zostala ponownie prze-
niesiona do Oddzialu Neurologicznego. Stan chorej byl bardzo ciezki,
utrzymywaly sie zaburzenia $wiadomosci, pojawila sie dusznosé, przy-
spieszona czynnos¢ serca, niepokoéj oraz zaburzenia oddechowe z dlugimi
okresami bezdechow. Stwierdzono obecnos$¢ objawéw oponowych. Wy-
stapily objawy niewydolnosci nerek w postaci podwyzszonego poziomu
kreatyniny (8,3 mg%bo), mocznika (138 mg®o) oraz potasu (8 mEq/1). Cho-
ra zmarla po 7-miesiecznym okresie choroby liczac od momentu poja-
wienia sie pierwszych objawéw neurologicznych. Rozpoznanie kliniczne:
Carcinomatosis meninguum.

Na sekecji ogolnej z istotnych zmian stwierdzono: brodawczakowaty
guz pecherza moczowego, obustronne wodonercze oraz obustronny guz jaj-
nikéw (dr Z. Kabulski). W obrazie mikroskopowym guz pecherza wykazy-

Ryc. 4. Naciek nowotworowy w oponie miekkiej. Przewaga komorek o obfitej pian-

kowatej cytoplazmie zawierajacej substancje sluzowe. Mucykarmin. Pow. 200 X

Fig. 4. Neoplastic infiltration in leptomeninges. Prevailing cells with abundant fo-
amy cytoplasm containing mucous substances. Mucicarmine. X 200
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wal cechy gruczolakoraka, cze$ciowo brodawczakowatego. Przerzuty gru-
czolakoraka obecne byly w utkaniu obu jajnikow (por. M. Kobuszew-
ska-Farynowa).

Ogledziny zewnetrzne moézgu wykazaly nieznaczne zmleczenie opon
miekkich, wyrazniejsze na przebiegu rowkéw naczyniowych oraz cechy
obrzeku mézgu. Na przekrojach czolowych przez pétkule mozgu widocz-
ne bylo znaczne, symetryczne poszerzenie ukladu komorowego. W stro-
pie komory III stwierdzono pasmo szarawej tkanki o obnizonej spoisto-
$ci, zespolone z odnogami sklepienia.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki z okolicy III komory.
kory czolowej z oponami oraz mostu. Skrawki barwiono hematoksyling-
-eozyng, sudanem czarnym oraz mucykarminem.

W badaniu mikroskopowym stwierdzono obecnosé¢ nieprawidlowej ma-
sy tkankowej w stropie komory III wciskajgcej sie miedzy odnogi skle-
pienia i gorna powi i gorza, odgraniczonej wyraznie od otacza-
jacych struktur mégﬁﬁqﬁ'@gfﬁd komoérkowy laczyl sie obustron-
nie ze splotem naczyniéwkowym, wnikajgc miejscami w jego zrab, z po-
zostawieniem fragmentéow splotu o prawidlowej budowie. Komorki nacie-
ku byly wtopione w bogaty zrab lgcznotkankowy z obfitg iloScig naczyn
o pogrubiatej przydance. Wystepowaly w nim dwa typy utkania: bogato-
komérkowe z wyraznym grupowaniem sie komoérek wokoét naczyn krwio-
no$nych oraz bardziej luzne w miejscach oddalonych od naczyn. Zwra-
cal uwage znaczny polimorfizm komorkowy. Przewazaly komorki o owal-
nych lub wydluzonych jadrach ze znaczng zawartoscig chromatyny i za-
tartych granicach cytoplazmy (ryc. 2). Dosé¢ licznie wystepowaly komor-
ki o owalnych lub okraglych jadrach polozonych na obwodzie piankowa-
tej, bladorozowej cytoplazmy. Sporadycznie obserwowano figury podzia-
16w komérkowych. Miejscami byly widoczne nacieki z komérek jednoja-
drzastych i nielicznych komoérek plazmatycznych. W otaczajacych struk-
turach moézgu obecne byly cechy obrzeku.

W oponach miekkich oraz w przestrzeni podpajeczynéwkowej wyste-
powaly réwniez nacieki nowotworowe, szczegoélnie obfite w glebi row-
kow (ryc. 3), nie przechodzily one na powierzchowne warstwy kory. Cha-
rakter komoérkowy nacieku byl podobny do opisanego powyzej, z tym
jednak, ze w utkaniu przewazaly komorki o obfitej piankowatej cyto-
plazmie, zawierajgce substancje sluzowe (ryc. 4).

OMOWIENIE

W opisanym przypadku wystepuja obfite, bogatokomérkowe nacie-
ki nowotworowe w oponach miekkich mézgu oraz splocie naczyniéwko-
wym komory III. Jak wspomniano we wstepie, nie mozna z calg pewnos-
ciag wypowiedzie¢ si¢ co do lokalizacji ogniska pierwotnego nowotworu,
chociaz przeprowadzone badania i obraz kliniczny wydajg sie przemawia¢
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za jego umiejscowieniem w pecherzu moczowym. Nie mozna jednak wy-
kluczy¢, ze rak rozwijal si¢ pierwotnie w innym narzadzie i dal rozlegle
przerzuty do pecherza moczowego i jajnikow.

W obrazie klinicznym na pierwszy plan wysuwaly sie objawy wska-
zujace na napadowe wystepowanie wzrostu ci$nienia $rodczaszkowego,
sugerujace okresowe pojawianie sie przeszkody w odplywie plynu moézgo-
wo-rdzeniowego. Objawy te, lacznie z cechami uszkodzenia nerwu oko-
ruchowego, mogly sugerowaé¢ rozpoznanie pojedynczego ogniska przerzu-
towego zlokalizowanego w pniu modzgu. Tak zresztg brzmialo wstepne
rozpoznanie kliniczne, ktore nie zostalo potwierdzone badaniem tomogra-
ficznym moézgu. Stwierdzony w badaniu neuropatologicznym naciek no-
wotworowy w stropie komory H{tﬁgﬁﬁﬂﬁ_gggbpplotem naczyniéwko-
wym i zamykajacy wejscie do wodociggu Sylwiusza, wyjasnil te sym-
ptomatologie. Ta lokalizacja nacieku moze réwniez przemawiaé za roz-
siewem komorek rakowych za posrednictwem splotu naczynidéwkowego,
co uwazane jest przez niektérych autorow za jedng z mozliwych drog
zajecia osrodkowego ukladu nerwowego w przypadkach nowotworéw
narzgdowych (Dixon i wsp. 1946; Fisher-Williams i wsp. 1955; Stam
1960; Mc Millian 1962). W rakowatosci opon moézgowo-rdzeniowych ob-
jawy oponowe moga by¢ nieobecne lub stabo zaznaczone (Little i wsp.
1974; Bramlet i wsp. 1976), pojawiajac sie zazwyczaj w przypadkach juz
zaawansowanych. Boéle glowy, zaburzenia $wiadomosci, nudnosci, wy-
mioty, objawy uszkodzenia nerwéw czaszkowych, a zwlaszcza uszkodze-
nia nerwu III i VII oraz rzadziej objawy ogniskowe nalezg do typowego
obrazu klinicznego (Grain, Karr 1955; Dinsdale, Taghavy 1964; Herman,
Courville 1965; Bramlet i wsp. 1976). Obecno$¢ komoérek nowotworo-
wych w plynie moézgowo-rdzeniowym ulatwia postawienie prawidlowe-
go rozpoznania (Spriggs 1954; Marks, Marrack 1960; Mc Millian 1962;
Olson i wsp. 1974).

CJIYYAV KAHLIEPOMATO3A MATKUX OBOJIOYEK T'OJIOBHOTO MO3IA

Pesome

TIpencraeneH ciy4vaii 66-neTHeif NMALMEHTKH C JAMATHOCTHPOBAHHBIM KJIMHHYECKH M NOATBEP-~
JKJIEHHBIM HEBPONATOJIOTMYECKUM MCCIICIOBAHUEM KAHLEPOMATO30M MATKHX 000JI04Y€K IOJIOBHOTO
MO3ra B TEYEHHE AaJeHO— KapUMHOMBI MOYEBOTO Ty3bIps. ABTOPHI OOpallalOT BHHMaHHE HA
HETHNHMYHYIO CAMNTOMATOJIOTHIO C MpeobialafoiiMu B KJIIMHHYECKOM KapTHHE MPHCTYNOOOpa3Ho
BBICTYIAIOIIAMH CAMITOMAMH BHYTPUYEPENHOW THNEPTOHHM YAEPXKHUBAIOIIUMUCH HECKOJIBKO
MHUHYT (B mpezenax NepBOro M BTOPOrO ecsATKa). JIOKanm3aumsi OMyXOJieBbIX MH(PHUIBTPATOB
OXBaTHIBAIOMMX HE TOJBKO MArKHE OOOJIOYKM TOJIOBHOrO MO3ra, a TakXe CBOJ M COCYAHCTOe
CIJIETEHHE TPETHErO JKEIyJ0YKa MO3ra M 3aKpHIBAIONIMX OTBEPCTHE BOAONPOBOJAA MO3ra 00bs-
CHSIeT HabmoaeMble KIMHHYECKHEe CHMOTOMBI. Hanuuyue OOMIIBHOrO OIyXOJIEBOrO MH(pHILTpATa
B COCYIMCTOM CIUICTEHHH MOXET KPOME TOTO I'OBOPHTH B IOJIb3y BO3MOXHOCTH ONYXOJIEBOTO
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pacceBa B LIGHTPAJIbHOM HEPBHOM CHCTEME MOCPEACTBOM COCYIMCTBIX CruieTeHuit. Crneayer mnos-
YEePKHYTh PEIKOCTh, C KOTOPOii BBICTYNAIOT METACTATUYECKHE W3MEHE HUSB LIEHTPATIbHOU HEPBHON
CHUCTEME B CJIyYyasiX NMEPBUYHON JIOKAJIM3ALMKU paka B MOYEBOM I1y3bIpe.

CASE OF CARCINOMATOSIS OF LEPTOMENINGES

Summary

The case is described of a 66-year-old female patient with clinically diagnosed
and neuropathologically confirmed carcinomatosis of the leptomeninges in the
course of adenocarcinoma of the urinary bladder. The authors call attention to the
nontypical clinical symptomatology, with dominant attacks of intracranial hyper-
tension lasting from several to a dozen or so minutes. Localization of the tumor
infiltrations involving 1 1 inges, but also the roof and the cho-
roid plexus of the thixl]é? t\tgﬂggmn?@ ng the outlet of the aqueduct explains
the observed clinical symptoms. The presence of abundant neoplasmic infiltration
in the choroid plexus may indicate, moreover, the possibility of tumour dissemina-
tion in the central nervous system by the intermediary of choroid plexuses. Note-
worthy is the rare occurrence of metastases in the CNS in cases of primary cancer
localization in the urinary bladder.
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Mammals exposed to high ambient temperatures mobilise numerous
physiological processes, especially thermoregulatory ones (Greenleaf et
al. 1976; Szczepanska-Sadowska 1977). Some of the processes, for instance
evaporative water loss, are of adaptive character, because, decreasing
elevation of body temperature they enable survival in unfavourable en-
vironmental conditions (Taylor 1970). However, some physiological and
metabolical changes caused by hyperthermia are undoubtedly harmful.
These include: an increase in brain oxygen consumption (Mayer, Handa
1967; Nemoto, Frankel 1970; Carlsson et al. 1976), an increase in blood-
brain barrier permeability (Mueller 1979), and thermally stimulated pant-
ing (Pleschka 1971). In such conditions ischemic-anoxic or hypoxic-
anoxic cerebral ischemia may occur (Carlsson et al. 1976). Mueller (1979)
emphasizes that under hyperthermia the brain may present not only
cytotoxic but also vasogenic oedema. The studies by Kapuscinski and
Karczewski (1973) and Karczewski et al. (1973) imply that thermal pant-
ing of heat-stressed rabbits develops hypocapnia; then, by initiation of
cerebral vasoconstriction and subsequent elevation of cerebral blood-
flow, it results in brain tissue hypoxia. The above-mentioned observa-
tions imply that physiological consequences of heat stress are rather com-
plicated and difficult to estimate.

Although there is abundant available information on the physiology
of heat-stressed mammals, relatively little is known about the morpholo-
gy of the hypothalamic areas involved in the thermoregulatory proces-
ses. The papers by Curé and Teyssier (1973) and Gajkowska (1980) car-
ried out on rats belong to the scarce works concerning this problem.
The scarcity of information in the literature on the ultrastructure of
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the supraoptic and paraventricular nuclei of animals exposed to high
ambient temperatures prompted the present study. In this paper special
attention is given to the endocrine neurons.

MATERIAL AND METHODS

The nucleus supraopticus (SON) and n. paraventricularis (PVN) of 12
adult Albino rabbits of both sexes weighing between 2.6 and 3.6 kg were
investigated. Ten animals were exposed to experimental heat stress. The
details of experimental procedure were described previously (Pluta 1984).
Controls were three animals kept in normal conditions (reared at 18—
20°C and fluctuating }hlhtpdﬂygm _’td)pg_ipl Each experimental animal was
singly placed in a cylindrical lucid chamber (90 X 40 X 40 cm) and ex-
posed for 3 h to high ambient temperature maintained at 38—39°C.
Air of the same temperature and relative humidity ranging between 45
and 60%0 was passed through this chamber. For ultrastructural purposes,
samples from the SON and PVN were taken immediately after the 3 h
exposure to high ambient temperature and 3, 6, 24, 48, and 72 h after
application of the heat stress. Both the normal and the experimental
animals were anesthetized with intravenous vetbutal in 40 mg/kg doses,
and next perfused through the left cardiac ventricle with 300 ml of
0.9%0 sodium chloride at room temperature, followed by 1 1 of aldehyde
fixative at 4°C. The fixative consisted of 4% glutaraldehyde in 0.2 M
sodium cacodylate buffer at pH 7.4. The time from the opening of the
chest to the beginning of the fixation procedure never exceeded 2 min
and the total perfusion time was 15—20 min. The SON and PVN were
removed and placed in the same cold fixative overnight. Next the speci-
mens were rinsed in 0.2 M sodium cacodylate buffer, post-fixed in 2%
OsOy (in the same buffer), and then dehydrated in ethanol and embedded
in Epon. Ultrathin sections were counterstained with uranyl acetate and
lead citrate, and subsequently examined using an JEM-7A electron mi-
croscope.

RESULTS

Control rabbits

There were no marked differences between the ultrastructural fea-
tures of the SON and PVN endocrine neurons. In general, the cell body
of SON and PVN neurons was occupied by a large nucleus with a roun-
ded or oval contour. A conspicuous, dense spheroidal nucleolus was also
found there. The pattern of granular endoplasmic reticulum was cha-
racterized by numerous slender profiles (Fig. la). The Golgi complex,
however, was prominent in both SON and PVN perikarya; it contained
rather flattened saccules (Fig. la, b). In the Golgi region dense cored
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neurosecretory granules (NSG), and small smooth or coated vesicles were
frequently present. Particular abundance of NSG has been noted in
some PVN perikarya (Fig. 1b). Dense bodies, multivesicular bodies, and
numerous mitochondria were distributed throughout the cytoplasm in
the SON and PVN somata.

Heat-stressed rabbits

There are no conspicuous differences between the alterations revealed
in SON and PVN neurons, and thus the description below concerns both
hypothalamic areas.

Directly after heat stressl'mﬁ_«‘,//?éim@%)_wand PVN perikarya did
not display major deviations from the controls. However, in SON there
were perikarya that contained numerous NSG (Fig. 2a), and others free
of them (Fig. 2b). In PVN a few perikarya disclosed numerous micro-
vacuoles, extensively dilated and partially degranulated cisternae of en-
doplasmic reticulum, as well as some swollen mitochondria (Fig. 1c).

Rabbits 3 h after heat stress. In both investigated nuclei there were
perikarya that contained NSG (Fig. 3a, b). In perikarya of SON electron —
dense NSG were present close to the Golgi region or in the vicinity
of the extensive Golgi complex. Numerous NSG of lower density were
also present in the other cytoplasmic areas. In the perikarya multivesi-
cular bodies and short and slightly dilated cisternae of granular endo-
plasmic reticulum were noted (Fig. 3a).

The NSG-containing neurons in the PVN exhibited similar features.
They revealed, however, more frequently dense lysosomal bodies (Fig.
3b). In both investigated nuclei there were also present perikarya devoid
of NSG (Fig. 4a, b). The SON perikarya were characterized by granular,
frequently large, electron-lucent vacuoles, and a poorly developed Golgi
complex (Fig. 4a). While the PVN neurons exhibited an extensive Golgi
complex, abundant ergastoplasm with flattened cisternae, and densely
packed cytoplasmic polyribosomes (Fig. 4b).

Rabbits 6 h after heat stress. In both hypothalamic nuclei there were
neurons with swollen perikarya. It was especially well noticeable in
SON. In some neurons the undilated cisternae of granular endoplasmic
reticulum zonally distributed throughout the swollen cytoplasm and the
scarcity of other organellae was striking. However, in spite of the very
weakly developed Golgi complex, small dense bodies and slender mito-
chondria were also found in the perikarya (Fig. 5a). In PVN, some perika-
rya contained numerous electron-lucent agranular vacuoles (Fig. 5b),
therefore, they were similar to those observed in SON of rabbits 3 h
after heat stress. At the same time, there also were abundant perikarya
in NSG (Fig. 5c). Thus, they did not differ from the controls in this
respect.
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Fig. la—b. Control rabbit. Ia. SON. Neuron: N — nucleus, G — Go

1gi complex,

er — granular endoplasmic reticulum, db — dense bodies, mvb — multivesicular
bodies, nsg — neurosecretory granules, m — mitochondria. X 14000. 1b. PVN.
Neuron with abundant neurosecretory granules (nsg). G — Golgi complex, er —

granular endoplasmic reticulum. < 9000
Ryc. la—b. Kroélik kontrolny. Ia. SON. Neuron: N — jadro, G — kompleks Gol-

giego, er — siateczka S$rdédplazmatyczna ziarnista, mvb — cialo wielopecherzykowe,
nsg — ziarnisto$ci neurosekrecyjne, m — mitochondria. Pow. 14000 X. 1b. PVN.
Neuron wypelniony ziarnistosciami neurosekrecyjnymi (nsg), G — kompleks Gol-

giego, er — siateczka ziarnista. Pow. 9000 <



Fig. 2a—c. Rabbit directly after heat stress. 2a. SON Perikaryon containing neuro-
secretory granules (nsg). X 9000. 2b. SON. Perikaryon free of neurosecretory gra-
nules. G — Golgi complex, db — dense bodies, er — granular endoplasmic reti-
culum. X 10000. 2¢c. PVN. ,Microvacuolated” perikaryon devoid of neurosecretory
granules, er — granular endoplasmic reticulum, m — mitochondria. X 9000
Ryc. 2a——c. Kroélik bezposrednio po stresie cieplnym. 2a. SON. W perykarionie wi-
doczne ziarnistosci neurosekrecyjne (nsg). Pow. 9000 <. 2b. SON. W perykarionie
brak ziarnisto$ci neurosekrecyjnych. G — kompleks Golgiego, db — ciala geste,
er — siateczka ziarnista. Pow. 10000 <. 2c. PVN. , Mikrowakuolizacja” perykarionu
pozbawionego ziarnistosci neurosekrecyjnych. N — jadro, er — siateczka ziarnista,
m — mitochondria. Pow. 9000 X
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Fig. 3a—b. Rabbit 3 h after heat stress. 3a. SON. Neuron: ,dense” granules (dg),
close to the Golgi region (G), while ,pale” ones (pg) in the other cytoplasmic
areas. En — endothelial cell, er — granular endoplasmic reticulum, mvb — multi-
vesicular bodies. X 12 000. 3b. PVN. Neuron: G — Golgi complex, nsg — neurose-

o

cretory granules, db — dense bodies, m — mitochondria. X 10 000

Ryc. 3a—b. Kroélik 3 godz. po stresie cieplnym. 3a. SON. W neuronie widoczne ziar-

nistosei ,,geste” (dg) w regionie kompleksu Golgiego (G) i ,jasne” (pg) w innych

obszarach cytoplazmy. En — komoérka endotelium, er — siateczka ziarnista, mvb —

ciala wielopecherzykowe. Pow. 12000 X. 3b. PVN. Neuron: G — kompleks Gol-

giego, nsg — ziarnisto$ci neurosekrecyjne, db — ciala geste, m — mitochondria.
Pow. 10000 X



Fig. 4a—b. Rabbit 3 h after heat stress. 4a. SON. Perikaryon free of neurosecretory
granules; note agranular vacuoles (va), G — Golgi complex, er — granular endo-
plasmic reticulum. X 12 000. 4b. PVN. Perikaryon almost devoid of neurosecretory
granules, note extensive Golgi complex (G) and abundant ergastoplasm (er).
> 10 000
Ryc. 4a—b. Krolik 3 godz. po stresie cieplnym. 4a. SON. W perykarionie pozbawio-
nym ziarnisto$ci neurosekrecyjnych widoczna wakuola (va), G — kompleks Gol-
giego, er — siateczka ziarnista. Pow. 12 000 X. 4b. PVN. W perykarionie nieliczne
ziarnistos$ci neurosekrecyjne, bardzo rozwiniety kompleks Golgiego (G) i obfita siat-
ka ziarnista (er). Pow. 10 000 X



Fig. 5a—c. Rabbit 6 h after heat stress. 5a. SON. Swollen perikaryon, G — Golgi
complex, er — granular endoplasmic reticulum, db — dense bodies, m — mito-
chondria. X 8000. 5b. PVN. Note agranular vacuoles (va) in perikaryon, nu — nu-
cleolus. X 7000. 5c. PVN. Perikaryon with abundant neurosecretory granules (nsg),
G — Golgi complex. X 8000
Ryc. 5a—c. Kro6lik 6 godz. po stresie cieplnym. 5a. SON. Obrzmialy perykarion,
G — Golgiego kompleks, er — siateczka ziarnista, db — ciala geste, m — mito-
chondria. Pow. 8000 X. 5b. PVN. W perykarionie widoczne puste wakuole (va),
nu — jaderko. Pow. 7000 X. 5c. PVN. Perykarion wypelniony ziarnisto§ciami neu-
rosekrecyjnymi (nsg), G — kompleks Golgiego. Pow. 8000 X
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Fig. 6a—b. Rabbit 24 h after heat stress. 6a. SON. Perikaryon free of neurosecre-
tory granules, note numerous microtubules (mt), N — nucleus. X 9000. 6b. PVN.
Perikaryon exhibits extensive ergastoplasm (er) and Golgi complex (G), in the
vicinity of the latter some neurosecretory granules (nsg). X 9000
Ryc. 6a—b. Krolik 24 godz. po stresie cieplnym. 6a. SON. W perykarionie brak ziar-
nistosci neurosekrecyjnych, widoczne liczne mikrotubule (mt), N — jadro. Pow.
9000 X 6b. PVN. W perykarionie obfita siateczka ziarnista (er) i kompleks Gol-
giego (G), w jego obszarze kilka ziarnisto$ci neurosekrecyjnych (nsg). Pow. 9000 X
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Rabbits 24 h after heat stress. In SON and PVN some neurons were
still swollen and resembled those described above. But the features of
the majority of perikarya were comparable to those of the controls. The
SON perikarya, however, were more frequently devoid of NSG and con-
tained numerous microtubules (Fig. 6a). On the other hand, extensive
granular endoplasmic reticulum as well as the Golgi complex, and nu-
merous NSG occupying mainly the Golgi region characterized PVN neu-
rons (Fig. 6a, b).

Rabbits 48 h and 72 h after heat stress. In SON and PVN the neurons
were comparable to those of the controls.

DISCUSSION

The present study showed that in rabbits exposed to high ambient
temperature the SON endocrm neurons exhibited alterations.
However, some alteraﬁgﬁg /g(zg‘\tlnzc%cgrp certain perikarya in the PVN
neurons are difficult to interpret here, the more so, since, alongside en-
docrine neurons, some non-endocrine perikarya including parvicellular
ones are present in this area of the hypothalamus (Clementi, Ceccarelli
1970). Therefore, the possibility cannot be excluded, that significanty al-
tered perikarya as, for instance those “microvacuolated” in PVN of heat-
stressed rabbits did not have an endocrine character. Even so, the discus-
sion on the ultrastructural features of the rest perikarya has a few po-
ints of support. These concern: a) the findings of perikarya that contain
NSG and other ones devoid of them, b) the NSG location either close to
the Golgi region or also in other cytoplasmic areas, as it was clearly
perceived in some PVN neurons from controls and heat-stressed ani-
mals, c) the presence of large, electron-lucent vacuoles in the perikarya
free of NSG; these appeared only in heat-stressed animals, and d) the
finding of swollen perikarya also exhibiting scarcity of cytoplasmic orga-
nelles.

The appearance of NSG within perikarya is a significant factor iden-
tifying endocrine neurons. Although, the identification of the neurons in
respect to the hormone content is not possible without application of
specific cytochemical or electrophysiological techniques (Vandesande,
Dierickx 1975; Brimble, Dyball 1976; Tasso et al. 1977). Unfortunately, no
attempts have been made in the present study for cytochemical differen-
tiation of vasopressin- and oxytocin-producing neurons.

As to the finding of NSG, however, the fluctuations in the NSG
amounts were noted in SON and PVN perikarya in the present expe-
rimental conditions. The diversity of perikarya in respect to the NSG
occurrence is mentioned by numerous authors. According to Zambrano
and De Robertis (1966), Enestrom (1967) and Sloper (1972) the NSG
depletion is due to an increased activity of the neurons. This interpreta-
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tion, however, is not wholly in keeping with the studies by Morris and
Dyball (1974) based on morphometric analysis of SON and PVN peri-
karya during and after experimentally induced hypersecretion (saline
treatment) in rats. These studies proved that the total number of NSG
remained unchanged within the active perikarya, while the increase in
the ratio of “dense” (immature) to “pale” (mature) NSG was significant.
Thus, the authors indicate fluctuations in mutual proportions of the
“immature” or of less “mature” granules during stimulation. These,
however, are parallely correlated with the significant changes in gra-
nular endoplasmic reticulum extension (Morris, Dyball 1974).

In heat-stressed rabbits both “dense” and “pale” NSG were easily
noticeable. Moreover, the location of “dense” NSG close to the Golgi
region was evident (Fig. 3a). T { £Q&Qd9¥§r¥? y support the hypothe-
sis of the “immature” character of the granules. At the same time it in-
dicates an increase in the production of neurosecretory material in
heat-stressed rabbits. In their ultrastructural studies on the perikarya
of endocrine neurons Yukitake et al. (1977) distinguished as many as
four phases of the secretory cycle. According to the authors, the pre-
dominant location of NSG close to the Golgi region strongly suggests
that the perikaryon is in the granule production phase. At the same
time, the abundant occurrence of NSG that are limited not only to the
Golgi region but also involve other cytoplasmic areas indicates that the
perikarya are prepared to granule transportation. Perikarya with such
features were also observed here, especially in the PVN from the con-
trols and heat-stressed rabbits (Fig. 1b and 5c).

No doubt, however, numerous perikarya in SON and PVN of rabbits
6 h after heat stress were either devoid of NSG or containted them in
very moderate amounts. This suggests that greater numbers of NSG
were transported to the neurohypophysis. Thus, two phases of the se-
cretory cycle were mainly observed in the present experiment: a phase
of NSG production (NSG—containing perikarya), and a phase of NSG
transportation (NSG-free perikarya). From the fact that during the
course of the experiment the perikarya free of NSG were more and
more frequently observed in SON and PVN nuclei, it may be concluded
that the functional cycles of individual (certain) neurons tend to be
synchronous.

On the other hand, there was a coincidence between the phenomena
of NSG depletion and the appearance of large, electron-lucent vacuoles
in the perikarya. Considering the possible osmotic disturbances, studies
on nervous cells of some vertebrates or invertebrates indicate an in-
crease in plasmalemma permeability for Na® during overheating (Gor-
man, Marmor 1970; Zacevic, Levitan 1980). This finally leads to swelling
of the cells owing to local osmotic changes (Tosteson 1964). It is worth
to mention the opinion of Yoshimura et al. (1973) concerning cell re-

5 — Neuropatologia 1/85
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sponse to the stress situation. They claimed that vacuolization of cell
organelles in defined physiological states might reflect a “negative” bio-
logical cell reaction leading to metabolic disturbances. In this respect,
the findings of swollen perikarya in SON 6 h after heat stress and
“microvacuolated” ones in PVN (directly after heat stress) may have
a similar significance.

The striking point here is that similar abnormalities have also been
widely found within various areas of the central nervous system of
mammals during or after severe oxygen deprivation and cerebral ischae-
mia (McGee-Russel et al. 1970; Schneider, Dralle 1973; Jenkins et al.
1981). Finally, it is also noteworthy that experimental conditions as
described in the present paper produce a significant increase in body
temperature includinghﬂﬁ@iéﬂl@iﬁbﬂl‘r’g@thalamus (Pluta, personal com-
munications). :

In conclusion, it is evident that application of high ambient tempera-
ture in rabbits evokes fine structural changes within the hypothalamic
SON and PVN endocrine neurons. It seems that most of the unfavoura-
ble influences on the physiology of neurons were overcome in the rab-
bits 24 h after heat stress. The majority of changes are linked with an
increased neuronal activity leading to an increased production and trans-
portation of neurosecretory material.

WPLYW WYSOKIEJ TEMPERATURY
NA UKELAD PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWY KROLIKA

I. JADRO NADWZROKOWE I JADRO PRZYKOMOROWE

Streszczenie

Badano ultrastrukture neuronéw jgdra nadwzrokowego (SO) i jadra przykomo-
rowego (PV) podwzgérza krolika po 3-godzinnej ekspozycji na wysoky temperature
otoczenia (38—39°C). Wycinki z jgder podwzgoérza pobierano bezposrednio oraz po
3, 6, 24, 48 i 72 godz. po eksperymencie. W neuronach jadra SO i PV krolikow pod-
danych stresowi zaobserwowano roéznice w zawartosci ziarnisto$ci neurosekrecyj-
nych (NSG).

Duza iloéé ziarnisto$ci neurosekrecyjnych (NSG) o ,gestym” i ,jasnym” rdze-
niu, spotykana w okolicy aparatu Golgiego i w innych obszarach cytoplazmy, §wiad-
czy o wzmozonej aktywnosci tych neuronéw. Obserwowano takze wicle neuronow
pozbawionych NSG. Mozna sadzié, ze w tych neuronach nastepuje szybki transport
materialu neurosekrecyjnego do przysadki.

W mnielicznych neuronach obserwowano nieprawidlowosci w budowie ultra-
strukturalnej bedgce prawdopodobnie reakcjg na stres cieplny. Perykariony neuro-
néw PV ulegaly ,mikrowakuolizacji” (bezposrednio po stresie), a niektére neurony
SO wykazywaly obrzmienie cytoplazmy (w 6 godz. po stresie). Po 24, 48 i 72 godz.
po eksperymencie nie stwierdzono istotnych nieprawidtowosci w budowie ultrastruk-
turalnej neuronéw SO i PV.
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BJIIMSHUE BbICOKOW TEMITEPATYPhI
HA TUIIOTAJIAMO-TUTTO®PUN3APHYIO CUCTEMY KPOJIMKA
I. HAIBPUTEJIBHOE S/IPO U OKOJIOXEJIYIOYKOBOE S1PO

Pe3iome

ABTOpPBI MCC/IEIOBANH YIbTPACTPYKTYPY HEHPOHOB Haa3putenbHoro sapa (SO) m oxkonoxe-
nynoykoro sapa (PV) runoranamyca Kpojmka MOCe TPeX4acoBOM IKCIO3UIMA HA BBICOKYIO TeM-
nepatypy BHemiHei cpenbl (38— 39°C). CerMenThl W3 sifep runoranamyca aBTopsl 6pamm noryac
ke | cnycts 3, 6, 24, 48 u 72 yaca mocne skcnepuMenTa. B Heiiponax siapa SO u PV kponukos
TIOZIBEPTHYThIX CTPECCY OHM HAOMIONAnu pas3iuyés B COJNEPXKAHMM HEHPOCEKPELHOHHBIX TpaHy-
nsaumii (NSG). 5 / .

Bonbuioe Koimm4ecTBo Heﬁpocekpemmlngx (gSMﬁ%EgG@G) c ,,rycroit” wm ,,csernioin”
CepALEeBAHOI BcTpeyaemoe B obnactu anmapata [ONbIKH ¥ B APYrHX 001acTsSX LMTOMIA3MBI
CBHIETENCTBYET OO YCHIICHHOH aKTMBHOCTH 3THX HEHDOHOB. BCTpeyaHO Takke MHOTO HEHpPOHOB
numeHHsiXx NSG; MOXHO mpeanonaraTh, YTO B 3THX HeMpOHAX HACTYNMAeT OBICTpBIA TpaHcnopT
HEHPOCEKPEIMOHHOTO MaTepuasna B runodus.

B HEMHOrOYMCIEHHBIX HelipoHaxX HabmofaNMCh AHOMANIMH YIbTPACTPYKTYPHOTO CTPOEHHS
ABSIFOLLMECS] BEPOATHO peakumeid Ha TemnoBoi crpecc. IlepukapuoHsl HelipoHOB PV nomnexann
»»’MHKPOBaKyoJM3auu”’ (HEMOCPEJCTBEHHO TNOCHE CTpecca), a HEeKOTOpbie HepoHsl SO obHapy-
KuBaauM HaGyxaHwe LMTOMUIA3MBI (B 6 yacoB nocse crpecca). Habmroaenus Benennsie cnycts 24,
48 1 72 yaca nocne IKCepUMEHTa He NPOABUIIA HUKAKAX aHOMAJIHIA B Y/IbTPACTPYKTYPOM CTPOCHHH
Heiponos SO u PV.
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The thermoregulatory processes linked with thermoregulatory cen-
tres in the brain are directly affected by ion-osmotic changes (Nielsen
1974; Greenleaf et al. 1976). For instance, extracellular hyperosmolality
(without elevation of Na*) in physically exercised dogs induces an ex-
tensive increase in body temperature (Kozlowski et al. 1980). It is known
that plasma concentration of arginine vasopressin is directly proportio-
nal to plasma osmotic pressure as well as blood volume (Dunn et al.
1973). Basing on physiological examination of men exposed to short-
term hyperthermia (10 min, 60°C), Kozlowski et al. (1972) suggested that
the volume-regulated mechanisms controlling vasopressin secretion were
activated by reduced volume of the central blood flow followed by shift
of the blood into the skin vessels. .

A significant phenomenon in heat stress is that water loss by ther-
moregulatory evaporation can greatly exceed renal water loss (Taylor
1970). As regards the possible association between heat stress and the
mechanisms controlling body temperature and body hydration, Doris
and Baker (1981) claim that centrally released arginine vasopressin does
not normally produce inhibition of evaporative water loss and conse-
quent elevation of body temperature. Moreover, it has been demonstra-
ted that the link between elements sensitive to changing body fluids os-
molality and elements controlling evaporative water loss is not provided
by the release of arginine vasopressin into the general circulation or at
central neural sites (Doris, 1982). However, it has been demonstrated
that centrally acting arginine vasopressin affects thermoregulatory me-
chanisms (Kasting et al. 1980). Thus, there are indications that in rabbits
intraventricular infused arginine vasopressin consistently produces
hyperthermia (Lipton, Glyn 1980).
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Parallel studies (Gajkowska et al. 1985) on the supraoptic and para-
ventricular nuclei of heat-stressed rabbits indicate fine structural chan-
ges within the perikarya of endocrine neurons. No doubt some of them
are linked with an increased production of neurosecretory material. In
the present paper, the results of the study on neurohypophysial axons of
rabbits exposed to high ambient temperature are reported.

MATERIAL AND METHODS

The neurohypophysial axons of 12 adult Albino rabbits of both sexes,
weighing between 2.6 and 3.6 kg were investigated. Ten animals were
exposed to experimental heat stress. The details of experimental proce-
dure have been described previously (Pluta 1984; Gajkowska et al. 1985).
Controls were three animals in normal conditions. For ultrastructural
purposes, neurohypophysis samples from experimental animals were
taken immediately aft}gftgﬁf (ﬁ%%&jﬂé to high ambient temperature
(38—39°C) and 3, 6, and 24 h after application of heat stress. The
specimens both from controls and experimental animals were subjected
to the same preparation as described previously (Gajkowska et al. 1985),
and were examined in a JEM-7A electron microscope.

RESULTS

Control rabbits

The neurohypophysial axons of control rabbits were abundant in
dense-cored neurosecretory granules (NSG) which displayed uniform
electron density. The axons also contained typically clustered electron-
lucent microvesicles mostly found at the axon terminals. (Fig. 1).

Heat-stressed rabbits

Directly after heat stress the majority of sectioned profiles of the
axons displayed a reduced numbers of NSG. On the other hand, the
profiles exhibited an increased amount of electron-lucent microvesicles.
The microvesicles were dispersed between the NSG or occupied the
profiles of axons devoid of NSG (Fig. 2).

In rabbits 3 h after heat stress the changes were more pronounced.
Some axons did not contain any NSG, but displayed decreased density
of their axoplasm (Fig. 3a, b). The majority of axons, however, showed
numerous NSG and swollen mitochondria (Fig. 3a).

In rabbits 6 h after heat stress the observed alterations were more
pronounced. Some axon terminals were swollen and exhibited only clus-
ters of microvesicles and mitochondria (Fig. 4a). Autophagic vacuoles
within the axon profiles associated with NSG were occasionally found
(Fig. 4b).
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Fig. 1. Control rabbit. Neurosecretory granules (nsg) and clusters of microvesicles

(mv) in the axons; bm — basement membrane of blood vessel. X 35000
Ryc. 1. Krélik kontrolny. W aksonach ziarnisto$ci neurosekrecyjne (nsg) i skupiska
mikropecherzykéw (mv); bm — blona podstawna naczynia krwionosnego. Pow.

35000 X

Fig. 2. Rabbit directly after heat stress. Abundance of microvesicles (mv) in the
axons; bm — basement membrane of blood vessel. X 15000
Ryc. 2. Kroélik bezposrednio po stresie cieplnym. Obfito§é mikropecherzykow w ak-
sonach (mv); bm — blona podstawna. Pow. 15000 X
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Fig. 3a—b. Rabbit 3 h after heat stress. 3a. Granulated (Ax,) and degranulated
(Ax;) axons; m — swollen mitochondria. X 9000. 3b. At perivascular area the Ax;

axon filled with meurosecretory granules, while the Ax; axon devoid of them,;
Bv — blood vessels. X 9000

Ryc. 3a—b. Krolik 3 godz. po stresie cieplnym. 3a. Aksony z ziarnistoSciami (Ax;)
oraz pozbawione ziarnisto$ci (Ax;); m — obrzmiale mitochondria. Pow. 9000 X
3b. Obszar przynaczyniowy, Ax; — akson wypelniony ziarnisto$ciami, Ax, — akson

i

pozbawiony ziarnistosci; Bv — naczynie krwiono$ne. Pow. 9000 X
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Fig. 4a—b. Rabbit 6 h after heat stress. 4a. Profiles of axon terminals contain mi-
crovesicles (mv) and numerous mitochondria (m) Bv — blood vessel. X 22000,
4b. Autophagic vacuoles within the axon profile. X 25000

Ryc. 4a—b. Krolik 6 godz. po stresie cieplnym. 4a. Profile zakonczen aksonalnych

zawierajagcych mikropecherzyki (mv) i liczne mitochondria (m). Bv — naczynie

krwionosne. Pow. 22000 X, 4b. Wakuola autofagowa wewnatrz aksonu. Pow.
25000 X
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Fig. 5a—b. Rabbit 24 h after heat stress. 5a. Numerous profiles of the neurohypo-
physial axons (Ax) devoid of neurosecretory granules; P — pituicyte. X 10 000.
5b. Membranous structures (arrows) within degranulated axons. X 9000
Ryc. 5a—b. Krélik 24 godz. po stresie cieplnym. 5a. Liczne profile aksonow (Ax)
neuroprzysadki pozbawione ziarnisto$ci neurosekrecyjnych; P — pituicyt. Pow.
10000 X. 5b. Bloniaste struktury (strzalki) wewnatrz aksonéw pozbawionych ziar-
nistosci. Pow. 9000 X



HN-HS in hyperthermia, II T

The spectrum of progressive alterations in the neurohypophysis was
no doubt best displayed in the rabbits 24 h after heat stress. Axon pro-
files were completely devoid of NSG and microvesicles or contained
a few granules (Fig. 5a). Within degranulated axons some membranous
structures were found (Fig. 5b).

DISCUSSION

The present results indicate that application of high ambient tempe-
rature in rabbits evokes ultrastructural alterations in the neurohypo-
physis. These include a progressive diminution of NSG resulting in the
appearance of degranulated axons. Owing to this the observed preter-
minal or terminal parts of CQH\%/ /arﬂmsQE@iQited only electron-lucent
axoplasmic background. The findings, indicate a physiological involve-
ment of neurohypophysial axons in the processes related to the effects
of high ambient temperatures. The question here is, whether the ap-
pearance of degranulated axons is the result of an increased release of
neurosecretory material.

Physiological data indicate that in mammals heat stress causes
a change in the neurohypophysial hormone elaboration, so that the va-
sopressin secretion is significantly increased (Forsling, Ullmann 1977;
Szczepanska-Sadowska 1977). Here, it was ascertained that numerous
axons, especially in animals 24 h after heat stress, did not contain NSG.
Therefore, it is likely that there was a coincidence beeween these altera-
tions and the increased vasopressin secretion. Unfortunately, the diffe-
rentiation between axons associated with vasopressin secretion and those
that are not is at present impossible. Nevertheless, a discussion on the
problem of increased activity of the axons seems to be reasonable in
this paper.

Axons devoid of NSG, but containing some membraneous structures
have been noted in chronically dehydrated rats (Polenov et al. 1975).
Similarly, degranulated axons were widely observed in poikilothermic
vertebrates, especially during reproduction (Diepen 1962; Polenov 1974).
According to Polenov et al. (1975) this kind of ultrastructural expres-
sion, defined as “light” type of physiological degeneration, is due to
the hyperfunction of the hypothalamo-neurohypophysial system and
local osmotic disturbances. ;

On the basis of ultrastructural investigations of the pathological hu-
man neurohypophysis Seyama et al. (1980) believe that the degranula-
ted type of axon dilatations represents “intra-axonal pools of readily
releasable hormones”. On the other hand, the finding of agranulated
axons in the neurohypophysis of homozygous Brattleboro rats, which can-
not synthesize vasopressin (though the supraoptic and paraventricular
neurons are chronically hyperactive) indicates that the absence of NSG
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within the axons does not have to be connected with the process of
neurohormone release (Tasso, Rua 1978). However, the studies by Nor-
strom (1975) strongly suggest the existence of two rates of neurophysin
transport velocity as well as granular and extra-granular location of
neurosecretory material. Immunocytochemical and morphometric stu-
dies on the hypothalamo-neurohypophysial system of long thirsting ani-
mals favours the hypothesis that vasopressin is transported in free form
in the axoplasm when the animals are stressed (Krisch 1975, 1976).

In the present study we did not detect any other alterations charac-
teristic of an increased activity of neurohypophysial axons, such as in-
creased polymorphism of NSG together with the appearance of optically
empty ones or the occ r{en_c of tubular proliferation of axoplasmic re-
ticulum, as for instanc]tI H'Po r%HQewgiRE water deprived rats (Loesch
1983a). Only an increased amounts of microvesicles and sporadical occur-
rence of autophagic vacuoles were perceived in the rabbits directly, and
6 h after exposure to high ambient temperatures, respectively. Thus, the
features perceived were not sufficiently clear so that they could signifi-
ciantly be recognized as the expresion of several phases of a cyclic activity
of the axons. Therefore, we may suppose that, under hyperthermic stress,
a violent and progressive release of neurosecretory material (into circula-
tion) from respective axons is evoked.

There are some indications based on ultrastructural characteristics of
paraventricular endocrine neurons in various functional states that the
periodicity of granule formation within the cell body of the neurons may
at the same time be one of the factors controlling axonal flow of neuro-
secretory material (Yukitake et al. 1977). In this connection it may be
suspected that in the course of the present experiment there was a fur-
ther considerable synchrony of secretory cycles of the cell perikarya.
A reflection of this in the neurohypophysis could not have been so much
the phenomenon of axon degranulation itself, as its general spectrum,
especially in animals that already had been withdrawn from high am-
bient temperature.

In conclusion, it is difficult to ascertain whether the described featu-
res in heat-stressed rabbits are direct results of primary signals coming
from thermoregulatory centres or of some other here undefined physio-
logical (pathological?) factors as, for example, possibly less or more de-
veloped cerebral ischaemia (Kapuscinski, Karczewski 1973; Karczewski
et al. 1973; Carlsson et al. 1976). However, even if considering the in-
fluence of factors like cerebral ischaemia (and physiological changes
linked with it) on the occurrence of such and not another ultrastructural
picture, it is worth mentioning that in ischaemic animals the alterations
are widely spread and some of them concern several phases of increased
activity of the neurohypophysial axons (Loesch 1983b). Nevertheless, it
is suggested here that the progressive occurrence of axons free of NSG,
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is mainly linked with an increased vasopressin secretion. In these abnor-
mal conditions as described in the present paper, the increase in vaso-
pressin secretion may be of considerable value for survival in that it
can help in limitation of renal water loss and consequently prevent de-
hydration of the animals.

Finally, an important fact that should be taken into account is the
well-known phenomenon of mobilization of the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis (CRF-ACTH-adrenal) under stress circumstences. Thus, va-
sopressin has been proposed as being involved in the pituitary ACTH
response to “neurological” stress (Mangili et al. 1966). For instance, in
animals with chronic lesions of the hypothalamus an inverse correlation
has been found between the release of ACTH and the severity of diabe-
tes insipidus (McCann, Brobeclhtim{.rmr@f@-lplthere are some indica-
tions that vasopressin is released in amounts sufficient to stimulate
ACTH only in rather severe stress, which can cause release of larger
quantities of vasopressin released by injection of hypertonic saline into
the carotid (Nichols, Gullemin 1959).

WPLYW WYSOKIEJ TEMPERATURY
NA UKEAD PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWY KROLIKA
II. CZESC NERWOWA PRZYSADKI

Streszczenie

Badano ultrastrukture aksonoéw przysadki krolika po 3-godzinnej ekspozycji
na wysoka temperature (48—39°C). Wycinki z cze$ci nerwowej przysadki pobiera-
no bezposrednio, 3, 6 i 24 godz. po eksperymencie. Zaobserwowano postepujace
zmniejszanie siel ilosci aksonow zawierajacych ziarnistosci meurosekrecyjne. W 24
godz. po eksperymencie obserwowano liczne aksony pozbawione ziarnisto$ci wypel-
nione jedynie elektronowo-jasng aksoplazma. Obserwacje te wskazujg na szybkie
wydzielanie materialu neurosekrecyjnego z aksonoéw do krwiobiegu, co jest prawdo-
podobnie fizjologiczng odpowiedzig na wysoka temperature.

BJIUSAHUE BbICOKOM TEMIIEPATYPbI
HA TMIIOTAJIAMO-TUTTO®PU3APHYO CUCTEMY KPOJIMKA
II. HEBPOI'MITTO® U3

Pe3iome

ABTOpBI MCCIIEIOBAIM YJIbTPACTPYKTYPY aKCOHOB IMMO(MHM3a KpOJIMKA MOCJE TPeX4acoBOi
JKCMNO3MLAHA Ha BbICOKYIO Temnepartypy (38 —39°C). CermenTbl u3 HeBporunodusa aBTopbl Opanu
TOoTHac xe, 3, 6, u 24, yaca mocne 3kcrnepuMeHTa. OHM HabIIOAANIM yMEHbLIEHHE KOJHYECTBA
AKCOHOB COJIEPXKAIIMX HEHPOCEKPELMOHHbIE TPAHYJISLHH.

Cnycts 24 yaca mociie KCrepuMeHTa HabIIOaIuCch MHOXKECTBEHHbIE aKCOHbI HANOJIHEHHBIE
JIMILIB 3JIEKTPOHHO-CBETJION aKCOMUIa3Moii (JIMLIEeHHBIE TpaHysunit). DTu HabnoAeHUs yKa3biBalOT
Ha ObICTpOe BbIIETIEHHE HEHPOCEKPEUMOHHOrO MaTepuasa M3 aKCOHOB B KPOBOOOpAlLEHHE, 4TO
BEPOSATHO ABIAETCH (DU3MOJIOrMYECKAM OTBETOM HA BBICOKYHO TEMIEpaTypy.
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Podwyzszenie temperatury otoczenia, jako jeden z czesto oddzialy-
wajacych na organizm zwierzecy czynnikéow sSrodowiskowych, w bezpo-
Srednim efekcie prowadzi do podwyzszenia wewnetrznej cieploty ciala.
Jednoczesnie podwyzszona temperatura wewnetrzna stanowi bodziec sty-
mulujacy uruchomienie zachowawczych mechanizméw termoregulacyj-
nych, a w szczegélnosci tych, ktére sa odpowiedzialne za utrate wody
drogg parowania. Przekroczenie progu wydolnosci tych mechanizméw
moze by¢ zZrodlem powstawania niekorzystnych zjawisk w organizmie.
Niektoére z nich moga mie¢ charakter czynnikéw patologicznych, uszka-
dzajacych przede wszystkim tkanki szczegdlnie wrazliwe na przegrzanie,
w tym tkanke nerwowa. Wyliczy¢ tu nalezy wywolany hipertermig
wzrost zuzycia tlenu w o$rodkowym ukladzie nerwowym (Meyer, Handa
1967), wzrost przepuszczalnosci bariery krew—mozg oraz towarzyszace
przegrzaniu pobudzenie akcji oddechowej (Pleschka 1971). Badania Ka-
puscinskiego i Karczewskiego (1973) oraz Karczewskiego i wsp. (1973)
wykazaly, ze przyspieszenie oddechu wywolane podniesieniem tempera-
tury otoczenia sprzyja rozwojowi hipokapni z nastepczym skurczem na-
czyn krwionos$nych i rozwijajacym sie na tym tle ischemicznym niedo-
tlenieniem mozgu.

Celem przedstawionych badan bylo przesledzenie zmian zachodzg-
cych w wyniku przegrzania w neuronach tworu siatkowatego, pelnigcego
miedzy innymi role osrodka integrujacego procesy oddechowe, oraz
w jadrach neurosekrecyjnych podwzgorza.
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MATERIAL I METODY

Badania morfologiczne przeprowadzono na 10 kroélikach albinotycz-
nych, obojga plci, o ciezarze ciata 2,6—3,6 kg. Zwierzeta przetrzymywa-
no pojedynczo przez 3 godziny w komorze termicznej, utrzymujacej
temperature w granicach 38—39°C . W trakcie trwania do$wiadczenia
komore wentylowano powietrzem atmosferycznym o takiej samej tem-
peraturze i wilgotnosci wzglednej wynoszacej 45—60%. Zwierzeta
wyjete z komory dzielono na grupy zlozone z 2 kroélikéw i przenoszono
do zwierzetarni. Po przezyciu 3, 6, 24 i 48 godz. kréliki usypiano vetbu-
talem (30 mg/kg) i wykonywano przezsercowg perfuzje 4% zobojetniong
formaling, przy jednoczesnym =zaci$nieciu tetnicy gléwnej zstepujgce]
i otwarciu uszka prawego. Dwa kroliki nie poddane dzialaniu podwyz-
szonej temperatury i usmiercone za pomca perfuzji wykonanej wedlug
tych samych zasad col}l?trﬁ:)j ig%pféémladczalnych stinowily materiat
kontrolny. Mozgi utrwalano w formalinie, odwadniano w alkoholu i za-
tapiano w parafinie. Rdzen przedluzony i most oraz okolice podwzgérza
zawierajgcg jgdra neurosekrecyjne (jadro przykomorowe i madwzroko-
we) krojono seryjnie na skrawki grubosci 15 pm. Do badan pobierano
kolejny piaty i szosty skrawek, z ktorych jeden barwiono fioletem kre-
zylu, natomiast drugi hematoksyling i eozyna.

Badania histochemiczne aktywnosci fosfatazy kwasnej (FK — fosfa-
taza monoestrow ortofosforanowych, E.C.3.1.3.2.) oraz pirofosfatazy tiami-
nowej (TPP-aza — fosfohydrolaza pirofosforanu tiaminy E.C.2.5.1.3.)
przeprowadzono na 12 krélikach. Zwierzeta dekapitowano w czasie ,,0”,
tj. bezposrednio po wyjeciu z komory termicznej, oraz po przezyciu 3, 6,
24 i 48 godz. Moézgi dwoch zdrowych zwierzat, nie poddanych dzialaniu
podwyzszonej temperatury, stanowily material kontrolny. Wszystkie
kroliki dekapitowano bez narkozy, a z mézgoéw pobierano rdzen przediu-
zony i okolice podwzgoérza z jadrami neurosekrecyjnymi. Bloczki krojono
w kriostacie na skrawki grubosci 10 um. Do badan pobierano kolejny
piaty i szosty skrawek. Aktywno$¢ fosfatazy kwasnej oznaczano wedlug
metody Barki i Andersona (1962), czas inkubacji 1,5 godz., w temperatu-
rze 37°C, natomiast aktywnos$¢ pirofosfatazy tiaminowej wedlug me-
tody Novikoffa i Goldfischera (1961), czas inkubacji: 2 godz. w tem-
peraturze 37°C. Jadra tworu siatkowatego oraz jadra neurosekrecyjne
identyfikowano na podstawie atlasu moézgu krélika (Blinkow i wsp. 1973).

WYNIKI

Twor siatkowaty krolika polozony jest w przysrodkowych, a czescio-
wo w bocznych, okolicach rdzenia przedluzonego, mostu i srédmoézgowia.
Rozpoczyna sie on na wysokosci tylnego kranca jadra czerwiennego.
W tworze siatkowatym krolika wyréznia si¢ 10 struktur anatomicznych,
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zroznicowanych na podstawie topograficznego polozenia oraz cech mor-
fologicznych tworzacych je komérek nerwowych. Z uwagi na rodzaj
eksperymentu i zalozony cel badan, w niniejszej pracy zajmowano sie
gléwnie czescig przysrodkowa tworu siatkowatego, w ktérej zlokalizo-
wane sg neurony biorace udzial w regulacji proceséw oddechowych. Ana-
tomicznie czesé ta zawiera nastepujgce jadra: siatkowate wielkoko-
morkowe, siatkowate drobnokomoérkowe oraz siatkowate mostu przednie
i tylne. Jadro siatkowate wielkokomoérkowe zbudowane jest z rozproszo-
nych, olbrzymich wielobiegunowych komoérek nerwowych, ktére tylko
niekiedy tworza znaczniejsze zageszczenia. U zwierzat kontrolnych w bo-
gatej cytoplazmie tych neuronéw (ryc. 1) spotyka sie grube ziarna tigro-
idu, tworzace nieco wieksze zageszczenia wokot jadra komérkowego. Po-
dobnie jadra siatkowate mostu zbudowane sg z duzych neuronéw, przyj-
mujgcych najczesciej ksztalt jwielobi b piramidowy (ryc. 2).
W ich cytoplazmie widoczne @Qﬂ@@%ﬁgﬁne, drobne ziarna sub-
stancji Nissla. Pozostale anatomiczne struktury tworu siatkowatego —
w tym i jadro siatkowate drobnokomérkowe (ryc. 3) — sg utworzone
z owalnych komoérek nerwowych z biegunowo umieszczong cytoplazma
zawierajacg piankowaty tigroid.

U zwierzat poddanych dzialaniu podwyzszonej temperatury otocze-
nia obserwowano urozmaicony obraz patomorfologicznych uszkodzen
neuronéw tworu siatkowatego. Rodzaj uszkodzen, a takze ich nasilenie
byly rézne w poszczegdlnych strukturach tworu siatkowatego i wyka-
zywaly zalezno$¢é od czasu przezycia po szoku termicznym. W grupie
zwierzat z przezyciem 3-godzinym dominujgcym uszkodzeniem komor-
kowym byla tigroliza o réznym nasileniu. Znaczna liczba neuronéw wy-
barwiata sie blado. Obraz ziarnistosci Nissla w cytoplazmie byt niewy-
razny, a kontury komorek slabo zaznaczone (ryc. 4). Tigroliza obejmo-
wala w réwnomiernym stopniu calg cytoplazme, chociaz w niektoérych
neuronach zaznaczaly sie slabo cechy tigrolizy obwodowej. W populacji
komoérek nerwowych tworu siatkowatego, obok neuronéw niezmienio-
nych lub ze stabo zaznaczong tigroliza, spotykano takze komorki obkur-
czone z ostro zarysowanym konturem, intensywnie wybarwiajacym sie
jaderkiem i homogennie zabarwiong cytoplazmg (ryc. 4, 5). Wypustki
osiowe obkurczonych neuronéw mialy niekiedy przebieg falisty. W cy-
toplazmie niektorych komoérek jadra siatkowatego wielkokomoérkowego
i jader siatkowatych mostu, widoczne byly podobnej wielkosci wodniczki
z ostro zarysowanym konturem (ryc. 6). U zwierzat z przezyciem 6-go-
dzinnym obserwowano podobny charakter uszkodzen, aczkolwiek bytly
one slabiej zaznaczone. W 24 i 48 godzin po szoku termicznym obraz
morfologiczny neuronéw tworu siatkowatego byt podobny do spotyka-
nego u krolikéw kontrolnych. Nalezy podkresli¢, ze wystepujace w two-
rze siatkowatym uszkodzenia komoérkowe zaznaczaly sie wyrazniej w ja-
drach zbudowanych z duzych neuronéw. Cechg charakterystyczng byt
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rowniez brak wzmozonego odczynu glejowego oraz brak zmian w obra-
zie mikroskopowym jadra komorkowego i jego chromatyny.

W obrebie jader neurosekrecyjnych podwzgérza zwierzat poddanych
dzialaniu podwyzszonej temperatury nie obserwowano zadnych cech
uszkodzen komoérkowych. W materiale kontrolnym zaznaczal sie zrézni-
cowany stopien intensywno$ci wybarwienia perykarionéow jadra przy-
komorowego (ryc. 7), przy S$rednio intensywnym i réwnomiernym wy-
barwianiu sie calej populacji komoérek jgdra nadwzrokowego (ryc. 8).
U zwierzat z przezyciem 3- i 6-godzinnym wszystkie neurony jgdra
przykomorowego byly wybarwione jednakowo intensywnie (ryc. 9), na-
tomiast w jadrze nadwzrokowym nieco silniej w poréwnaniu do kontroli
(ryc. 10). U zwierzat z przezyciem 24- i 48-godzinnym obraz mikrosko-
powy jader neurosekrecyjnych nie odbiegal od normy.

Odczyn histochemiczny na fosfat_eﬁe kwasng (FK) w materiale kon-
trolnym by! intensywny w jqﬁ'ltiga tworu” statkowatego zbudowanych
z duzych neuronéw i umiarkowany w jadrach utworzonych z malych
komoérek nerwowych (ryc. 11—13). Zmiany w aktywnosci tego enzymu
obserwowano juz w czasie ,,0”. Poglebialy sie one w 3 godzinie przezycia
i utrzymywaly sie do 6 godzin po szoku termicznym. We wszystkich tych
okresach cecha charakterystyczna, obok podwyzszenia aktywnosci en-
zymatycznej, byl wyrazniejszy rysunek lizosoméw oraz wybarwianie sie
diuzszych, w poréwnaniu do kontroli, odcinkow wypustek nerwowych
(ryc. 14—16). Odczyn histochemiczny na TPP-aze w materiale kontrol-

Ryc. 1. Krolik kontrolny. Prawidlowy obraz komoérki nerwowej jadra siatkowatego
wielkokomoérkowego. Fiolet krezylu. Pow. 400 X
Fig. 1. Control rabbit. Normal picture of nerve cell of nucleus reticularis magno-
cellularis. Cresyl violet. X 400

Ryc. 2. Krolik kontrolny. Neurony wielobiegunowe i piramidowe w tylnym jadrze
siatkowatym mostu. Fiolet krezylu. Pow. 200 X
Fig. 2. Control rabbit. Multipolar and pyramidal neurons in nucleus reticularis
caudalis pontis, Cresyl violet. X 200

Ryc. 3. Krolik kontrolny. Owalne komoérki nerwowe z biegunowo rozmieszczona cy-

toplazma w jadrze siatkowatym drobnokomoérkowym. Fiolet krezylu. Pow. 200 X

Fig. 3. Control rabbit. Oval nerve cells with polarly distributed cytoplasm in nu-

cleus reticularis parvocellularis. Cresyl violet. X 200

Ryc. 4. Krolik doswiadczalny 3 godz. po hipertermii. Zréznicowany stopien tigrolizy

w neuronach jadra siatkowatego wielkokomérkowego. Fiolet krezylu. Pow 100 X

Fig. 4. Experimental rabbit, 3 h after hypertermia. Varied degree of tigrolysis in
neurons of nucleus reticularis magnocellularis. Cresyl violet. X 100

Ryc. 5. 3 godz. po hipertermii. Obkurczone neurony z intensywnie wybarwiong

cytoplazmg w jadrze siatkowatym drobnokomoérkowym. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 5. Three hours after hyperthermia. Shrunken neurons cytoplasm intensively
stained in nucleus reticularis parvocellularis. Cresyl violet. X 100

Ryc. 6. 3 godz. po hipertermii. Zmiany wodniczkowe w cytoplazmie neuronu z tyl-

nego jadra siatkowatego mostu. Fiolet krezylu. Pow. 400 X

Fig. 6. Three hours after hyperthermia. Vacuolar changes in cytoplasm of neuron
from nucleus reticularis caudalis pontis. Cresyl violet. X 400.
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nym ujawnial wyrazny rysunek aparatu Golgiego we wszystkich bada-
nych strukturach nerwowych (ryc. 17). U zwierzat poddanych dzialaniu
podwyzszonej temperatury i pozostawionych na krétkie okresy przezy-
cia (,0”, 3 i 6 godz.) obserwowano czesciowo dyfuzyjny charakter wy-
barwiania sie¢ aparatu Golgiego, a takze gromadzenie sie produktu kon-
cowego reakcji, rowniez w obszarach cytoplazmy bardziej oddalonych
od jadra komorkowego (ryc. 18). Cechg charakterystyczng obrazu histo-
chemicznego w krétkich czasach przezycia bylo podwyzszenie aktywnosci
enzymatycznej w naczyniach krwionosnych. W podsumowaniu obserwa-
cji histochemicznych na podkreslenie zastuguje fakt wyrazniejszego wy-
stepowania zmian aktywnosci obu badanych enzymoéw w jgdrach tworu
siatkowatego niz w jadrach neurosekrecyjnych podwzgérza.

ﬁ%gyf%ﬁorg.pl

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na fakt, ze 3-godzinne
przebywanie kroélikow w podwyzszonej temperaturze otoczenia wywo-
luje zréznicowane zmiany patomorfologiczne oraz zmiany aktywnosci
enzymatycznej fosfatazy kwasnej i TPP-azy w jadrach tworu siatkowa-
tego i jadrach neurosekrecyjnych. Zagadnieniem dyskusyjnym jest wy-
stepowanie w badanym materiale wyrazniejszych nieprawidlowosci
w komorkach nerwowych tworu siatkowatego niz w neuronach jadra
przykomorowego i nadwzrokowego. Fizjologiczna rola tworu siatkowa-
tego do chwili obecnej nie jest w pelni wyjasniona. Zawartym w nim

Rye. 7. Krolik kontrolny. Nierownomierne wybarwianie sie¢ komérek nerwowych jg-
dra przykomorowego. Fiolet krezylu. Pow. 200 X

Fig. 7. Control rabbit. Nonuniform staining of nerve cells of nucleus paraventricu-
laris. Cresyl violet. X 200
Ryec. 8. Krolik kontrolny. Komoérki nerwowe jgdra nadwzrokowego. Fiolet krezylu.
Pow. 200 X
Fig. 8. Control rabbit. Nerve cells of nucleus supraopticus. Cresyl violet. X 200
Ryc. 9. 3 godz. po hipertermii. Ro6wnomiernie zabarwione neurony w jadrze przy-
komorowym. Fiolet krezylu. Pow. 200 X
Fig. 9. Three hours after hyperthermia. Uniformly stained neurons in nucleus pa-
raventricularis. Cresyl violet. X 200

Ryc. 10. 3 godz. po hipertermii. Komérki jadra nadwzrokowego wybarwione inten-
sywniej w poréwnaniu do kontroli. Fiolet krezylu. Pow. 200 X

Fig. 10. Three hours after hyperthermia. Cells of nucleus supraopticus stained

intensively as compared with control. Cresyl violet. X 200

Rye. 11. Krélik kontrolny. :Intensywny odczyn na fosfataze kwasng w cytoplazmie
neuronu z jadra siatkowatego wielkokomérkowego. Pow. 300 X

Fig. 11. Control rabbit. Intensive acid phosphatase reaction in cytoplasm of neuron

of nucleus reticularis magnocellularis. X 300
Rye. 12. Kro6lik kontrolny. Umiarkowany odczyn na fosfataze kwasng w neuronach
jadra siatkowatego drobnokomoérkowego. Pow. 200 X

Fig. 12. Control rabbit. Moderate acid phosphatase reaction in neurons of nucleus
reticularis parvocellularis. X 200
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strukturom nerwowym przypisuje sie najczesciej funkcje zwigzane z pro-
cesami snu i czuwania. Doniesienia z ostatnich lat (Gabdrachmanow
1972; Jakunin i wsp. 1982) wskazujg takze na udzial neuronéw przysrod-
kowej czesci tworu siatkowego w integracji funkcji oddechowych. Wy-
niki podejmowanych préb okreslenia lokalizacji komérek nerwowych
odpowiedzialnych za regulacje rytmu oddechowego sg czesto kontrower-
syjne (Hukuhara i wsp. 1969; Gabdrachmanow 1972; Euler i wsp. 1973).
Wystepowanie najwiekszych skupisk tych neuronéw stwierdzono w brzu-
sznej czesci nucleus tractus solitarii (nazywanym grzbietowym jadrem
oddechowym) oraz w nucleus ambiguus i nucleus retroambiguus, okres-
lanych mianem jadra oddechowego brzusznego (Bianchi 1971; Euler i wsp.
1973; Kalia i wsp. 1970).

Przy pomocy pobudzania pra,dem elektrycznym wykryto takze obec-
nos¢ neuronéw odpowiedzialnyc ul.ac faz oddechowych w innych
strukturach pnia modzgu, a mla}ﬁ Qv!zng {Qe@wo-bocznej nakrywce
mostu i w jadrach szwu. Wszystkie te anatomiczne obszary sa powigza-
ne miedzy sobag licznymi ipsi- i kontralateralnymi polgczeniami nerwo-
wymi, z ktérych znaczna czes¢ znajduje swoje zakonczenie w neuronach
zlokalizowanych w przysrodkowej czesci tworu siatkowatego. Z tej cze-
Sci tworu siatkowatego biorg poczatek nieskrzyzowane drogi zstepujace,
biegnace w powroézkach bocznych i brzusznych. Koncza sie one w dol-
nych segmentach szyjnych oraz w segmentach piersiowych rdzenia

Ryc. 13. Krolik kontrolny. Intensywny odczyn na fosfataze kwasng w cytoplazmie
neuronu tylnego jadra siatkowatego mostu. Pow. 600 <

Fig. 13. Control rabbit. Intensive reaction of acid phosphatase in cytoplasm of
neuron of nucleus reticularis caudalis magnocellularis pontis. X 600

Ryc. 14. 3 godz. po hipertermii. Podwyzszona aktywnosé fosfatazy kwasnej w ko-
moérkach merwowych jadra siatkowatego wielkokomérkowego. Pow. 200 X
Fig. 14. Three hours after hyperthermia. Enhanced acid phosphatase activity in
nerve cells of nucleus reticularis magnocellularis. X 200
Ryc. 15. 3 godz. po hipertermii. Podwyzszona aktywnos$é¢ fosfatazy kwasnej w neu-
ronach jadra siatkowatego drobnokomoérkowego. Pow. 300 X

Fig. 15. Three hours after hyperthermia. Enhanced activity of acid phosphatase in
neurons of nucleus reticularis parvocellularis. X 300

Ryc. 16. 3 godz. po hipertermii. Silna aktywno$¢ fosfatazy kwasnej z wyrazniej-
szym w porownaniu do kontroli rysunkiem lizosoméw. Pow. 600 X
Fig. 16. Three hours after hyperthermia. High acid phosphatase activity with more
pronounced lysosome pattern as compared with control. X 600

Ryc. 17. Krolik kontrolny. Intensywny odczyn na TPP-aze w aparacie Golgiego
neuronéw tylnego jadra siatkowatego mostu. Pow. 200 X
Fig. 17. Control rabbit. Intensive reaction to TPP-ase in Golgi apparatus of neurons
of nucleus reticularis caudalis pontis. X 200

Ryc. 18. 3 godz. po hipertermii. Intensywny, dyfuzyjny odczyn na TPP-aze w ko-
morkach jadra siatkowatego wielkokomoérkowego oraz podwyzszona aktywnos$é en-
zymu w naczyniach krwionosnych. Pow. 200 X
Fig. 18. Three hours after hyperthermia. Intensive diffusion reaction to TTP-ase in
cells of nucleus reticularis magnocellularis and enhanced enzyme activity in blood
vessels. X 200
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kregowego, z ktérych miedzy innymi biora poczatek nerwy miedzyzeb-
rowe unerwiajace miesnie miedzyzebrowe zewnetrzne i wewnetrzne.
Wspomniana obecno$¢ licznych polgezen struktur oddechowych pnia
moézgu z neuronami przysrodkowej czesci tworu siatkowatego, a za jego
posrednictwem z neuronami oddechowymi rdzenia kregowego (Andersen,
Sears 1970), stanowi podstawe do rozpatrywania tej czesci tworu jako
oSrodka odpowiedzialnego za rytmogeneze i regulacje funkcji oddecho-
wych (Keder-Stepanowa, Ponomarew 1965; Gabdrachmanow 1972; Ja-
kunin, Kireewa 1978). Przysrodkowej czes$ci tworu siatkowatego przypi-
suje sie réwniez role o$rodka integrujgcego czynnosé nerwowa wszyst-
kich struktur anatomicznych, w ktorych zlokalizowane sa neurony zwia-
zane z czynno$cig oddechowg (Euler i wsp. 1973; Merrill 1974; Kalia
i wsp. 1979). Przytoczone dane anatomiczne, a takze wyniki badan fizjo-
logicznych, ulatwiaja interpretacje uzyskanych przez nas wynikow.

Podwyzszenie temb«ti@tﬁé@'&&f&ﬁl uruchamia w pierwszym rze-
dzie zachowawcze mechanizmy termoregulacyjne, a przede wszystkim
te, ktore odpowiedzialne sa za utrate wody droga parowania. W mnaszych
badaniach przeprowadzonych na krélikach taki mechanizm termoregula-
cji wydaje sie malo efektywny, ten bowiem gatunek zwierzat ma stosun-
kowo malg liczbe gruczoléw potowych rozmieszczonych jedynie w nie-
ktorych rejonach skory (nosowa czes$¢ trzewioczaszki i opuszki palcow).
Te wlasciwosci gatunkowe wydajg sie uzasadnia¢ ,,bezcelowos$¢” aktywo-
wania tych mechanizmoéw termoregulacji, ktére moglyby by¢ odpowie-
dzialne za rozszerzenie skérnych naczyn krwionosnych. Przemieszczenie
na obwdd ciala pewnej objeto$ci krwi w warunkach braku chlodzenia
skory drogg parowania mogloby prowadzi¢ nie do utraty ciepla, lecz
jego akumulacji. Jezeli przyjmie sie, ze jadra neurosekrecyjne pod-
wzgorza moga byé wlaczone w proces termoregulacji odbywajacy sie na
zasadzie zlozonych mechanizméw zwigzanych z rozszerzeniem naczyn
skornych i przemieszczaniem krwi na obwdd, to brak w naszym materia-
le wykladnikéw uszkodzen patomorfologicznych w tych jadrach wydaje
sie uzasadniony.

Przyczyny pojawiania sie zmian patologicznych w jadrach tworu
siatkowatego, a takze dynamike ich ustepowania w dluzszych czasach
przezycia zwierzat (24 i 48 godz.), nalezy rozpatrywa¢ wieloetapowo. Za
czynnik inicjujgcy wystgpienia tych zmian mozna przyjaé¢ znaczne przy-
spieszenie rytmu oddechowego towarzyszace stanom przegrzania. Zwiek-
szona czestotliwos¢ akeji oddechowej musi wiec znajdowaé przyczyne
w podwyzszonej impulsacji neuronéw oddechowych, polgczonej z akty-
wacja wewnatrzkomoérkowych proceséw metabolicznych. Innym czynni-
kiem mogacym mie¢ znaczenie w patogenezie obserwowanych zmian jest
obnizenie ci$nienia czgsteczkowego dwutlenku wegla we krwi tetniczej,
ktére w warunkach hipertermii stwierdzili Albers (1961) oraz Euler
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i wsp. (1970). Badania Karczewskiego i wsp. (1973), Grieba i Karczew-
skiego (1973), Grieba i wsp. (1973) oraz Kapuscinskiego i Karczewskiego
(1973) wykazaly, ze hiperwentylacja, ktéra wystepuje w warunkach hi-
pertermii przy niskim czgsteczkowym cisnieniu dwutlenku wegla we
krwi tetniczej, obniza wtornie to cisnienie, co w nastepstwie prowadzi do
skurczu naczyn mozgowych i rozwijajacego sie na tym tle niedokrwienia
mozgu. Carlsson i wsp. (1967) obserwowali natomiast, towarzyszgce prze-
grzaniu, postepujgce obnizenie ci$nienia czgsteczkowego tlenu we krwi
tetniczej. W $Swietle przytoczonych danych mozna przyja¢é nastepujaca
sekwencje czynnikow patologicznych, w rezultacie ktérych pojawiaja sie
obserwowane przez nas uszkodzenia komoérek nerwowych: 1) przyspie-
szenie proceséw metabolicznych oraz zwiekszone zuzywanie tlenu przez
nadmiernie pobudzone neurony odpowiedzialne za przyspieszenie rytmu
oddechowego; 2) niedokrwienie osro;?7owego ukladu nerwowego spowo-
dowane skurczem naczyn mozg &}WQEQ przez zmiejszone cis-
nienie czgsteczkowe CO, we krwi tetniczej; 3) niedotlenienie osrodko-
wego ukladu nerwowego w wyniku postepujgcego spadku cisnienia czg-
steczkowego O, we krwi. Na tej drodze u zwierzat poddanych dzialaniu
wysokiej temperatury, obok niedotlenienia ischemicznego, rozwijac¢ sie
moze niedotlenienie typu hipoksyjnego.

Obserwowane przez nas zmiany znalazly swdj wyraz w zréznicowa-
nym obrazie patomorfologicznym. Obok neuronéw o wygladzie prawidio-
wym spotykano komérki z ré6znym nasileniem tigrolizy, neurony obkur-
czone noszgce cechy schorzenia przewleklego oraz neurony ze zmianami
wodniczkowymi sugerujacymi zaburzenia wewnatrzkomorkowej gospo-
darki wodnej. Taka rozpieto$¢ uszkodzen uwarunkowana jest prawdo-
podobnie odmienng wrazliwoscia neuronéow tworu siatkowatego na prze-
grzanie. Swiadczy takze o tym, Ze neurony tego tworu, obok zadan in-
tegracji procesu oddechowego, pelnig réwniez inne funkcje fizjologiczne,
na ktére hipertermia jako czynnik patologiczny ma mniejszy wplyw.

Najwiekszy wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej przypadal na okres
najwiekszego nasilenia zmian chromatolicznych (3 godziny przezycia po
szoku termicznym). Moze on by¢ traktowany jako wykladnik zwieksze-
nia ilosci lizosoméw w komodrce nerwowej, jak rowniez aktywizacji pro-
cesow katabolicznych (Szumanska, Rap 1971). Utrzymywanie sie pod-
wyzszonej aktywnosci tego enzymu w 6 godzinie przezycia, a wigc w cza-
sie rozpoczynajacego sie cofania zmian chromatolicznych, mozna wigzaé
z jego udzialem w odbudowie rybonukleoprotein (substancji Nissla) jako
przenosnika grup fosforanowych.

Stwierdzony przez nas wzrost aktywnosci TPP-azy moze by¢ prze-
jawem zaréwno uszkodzenia aparatu Golgiego i latwiejszym kontaktem
enzymu z substratem, jak i zwiekszonej produkecji enzymu. Za uszkodze-
niem tego aparatu w hipertermii przemawia dyfuzyjny odczyn na TPP-
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-aze obserwowany w 3 i 6 godzinie przezycia. Jednakze z uwagi na fakt,
ze strefa Golgiego bierze udzial w wydzielaniu oraz w przemianie wie-
locukrow zwigzanej z metabolizmem glukozy, moze tez mie¢ miejsce
zwiekszona synteza tego enzymu. Za takim pogladem przemawia wyste-
pujace w hipertermii zaktywizowanie wewnatrzkomorkowych procesow
metabolicznych. Wieksza intensywnos$¢ odezynu histochemicznego w na-
czyniach krwionosnych w krotkich czasach przezycia laczyé nalezy ra-
czej ze skurczem tych naczyn, a tym samym wiekszgq koncentracjg pro-
duktu koncowego reakcji,, niz z rzeczywistym wzrostem aktywnosci
TPP-azy.

WNIOSKI

1) Hipertermia, ml_;(n@ipt@rbi_@ym przebywaniem krolikow w
podwyzszonej temperaturze otoczenia, prowadzi do wystapienia uszko-
dzen patomorfologicznych w osrodkowym ukladzie nerwowym oraz po-
woduje zwigkszenie aktywnosci fosfatazy kwasnej i TPP-azy.

2) Nieprawidlowosci morfologiczne i histochemiczne sg zdecydowa-
nie bardziej nasilone w jadrach przysrodkowej czesci tworu siatkowa-
tego niz w jadrach neurosekrecyjnych podwzgorza.

3) Wszystkie obserwowane zmiany maja charakter przejsciowy
i ustepujg w okresie miedzy 6 a 24 godzing przezycia zwierzecia po szoku
termicznym.

MOP®OJIOTMYECKME U3MEHEHUS U AKTUBHOCTb KHCJION
®OCDPATA3BL I TUAMUHOBON ITMPOPOCPATA3EI B SIJIPAX
PETUKYJISIPHOU ®OPMALIMU U HEWPOCEKPETOPHBIX SIZIPAX
TUITOTAJIAMYCA V KPOJIMKOB ITOABEPTHYTBIX JEMUCTBUIO
IMOBBIIIEHHOW TEMITEPATYPbI OKPYXXEHW S
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MORPHOLOGICAL CHANGES AND ACID PHOSPHATASE AND THIAMINE
PYROPHOSPHATASE ACTIVITY IN RETICULAR FORMATION NUCLEI
AND NEUROSECRETIVE NUCLEI OF THE HYPOTHALAMUS IN RABBITS

SUBJECTED TO ENVIRONMENT HYPERTHERMIA

Summary

Albinotic rabbits of both sexes were kept for 3 hours in a thermic chamber
with temperature of 38—39°C and relative humidity with in the limits of 45—60
per cent. The animals were sacrificed at zero time and 3, 6, 24 and 48 h after
undergoing thermal shock. The medulla oblongata, pons and the subthalamic region
including neurosecretive nuclei were cut into 15 wm sections, and stained with
cresyl violet and hematoxyline and eosine. Acid phosphatase (AP) activity was
determined after Barka and Anderson (1962), whereas thiamine pyrophosphatase
(TPP-asee) by the method of Novikoff and Goldfischer (1961).

In the animals subjected to hyperthermia a wvaried picture of pathomorpholo-
gical neuronal lesions was obser represented by tigrolysis, shrinking of the
neurons and sometimes the presenﬁftﬁ) jZEQQsergh-p tytoplasm. The lesions were
more pronounced in the reticular formation nuclei than in the neurosecretive ones.
An enhanced AP and TPP-ase activity was noted in animals surviving 3 and 6 h.
It was more pronounced in the structures of the reticular formation than in the
paraventricular and the supraoptic nucleus.
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Wyniki badan doswiadczalnych uzyskane w okresie ostatniego dzie-
sieciolecia wykazaly w sposob jednoznaczny, iz w warunkach normoter-
micznych mozliwy jest powrét samoistnej i wzbudzonej czynnosci bio-
elektrycznej mozgu po jego calkowitym niedokrwieniu, trwajacym do
60 min (Hossman, Zimmerman 1974; Kolata 1979; Pluta, Kapuscinski
1980; Pluta 1982; Kapuscinski, Mossakowski 1983). Stwierdzono ponadto,
ze nawet po tak dilugotrwalym niedokrwieniu mozliwa jest normalizacja
niektérych przynajmniej tkankowych proceséw metabolicznych (Hoss-
mann i wsp. 1973; Kleihues i wsp. 1975; Nordstrom i wsp. 1978; Siesjo
1981; Pulsinelli i wsp. 1982). Spostrzezenia te, w zwigzku z ich zasadnicza
niezgodno$cig z ugruntowanymi pogladami klinicznymi o wyjatkowej
wrazliwosci moézgu na niedotlenienie (Black 1978), sklonily szereg auto-
row do poszukiwan wyjasnienia mechanizméw zjawisk i proceséw pato-
logicznych towarzyszacych niedokrwieniu mozgu, ktére moglyby wspoi-
uczestniczy¢é w rozwoju jego nieodwracalnych uszkodzen (Klatzo 1975;
Flam i wsp. 1978; Faber i wsp. 1981; Astrup i wsp. 1981; Raichle 1983).
Otworzyly one réwniez nadzieje stosowania skutecznej terapii przeciw-
dziatajacej ich rozwojowi (Plum 1981; Hass 1981; Wolfe 1982; Mossakow-
ski, Kwiatkowska-Patzer 1983; Steen i wsp. 1983).

Cechg charakterystyczng wiekszosci stosowanych modeli do§wiadczal-
nych calkowitego niedokrwienia moézgu jest fakt, iz wymagaja one wy-
konania rozleglego zabiegu operacyjnego, zwigzanego miedzy innymi
z otwarciem klatki piersiowej w celu dotarcia do tetnic doprowadzajg-
cych krew do osrodkowego ukladu nerwowego. Niezbedne jest réwniez
wykonanie tracheotomii dla prowadzenia kontrolowanej wentylacji ptuc
u farmakologicznie zwiotczonych zwierzat. Podczas doswiadczen rejestru-
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je sie w spos6b ciggly lub okresowy szereg zmiennych fizjologicznych,
takich jak czynnosé bioelektryczna kory moézgu i serca, cisnienie tetnicze
krwi, mozgowy przeplyw krwi i inne. Wiekszo$¢ z tych pomiaréw wigze
sie z dodatkowym urazem, obcigzajagcym stan badanego zwierzecia. Stwa-
rza to warunki, w ktérych prowadzenie przewleklych badan jest tech-
nicznie wysoce skomplikowane, a niejednokrotnie wrecz niemozliwe.
Z tego tez powodu badania w tym zakresie maja w wiekszosci przypad-
kéw charakter doswiadczen ostrych, w ktorych okres obserwacji zwie-
rzat nie przekracza 6—9 godzin (Kolata 1979; Pluta, Kapuscinski 1980;
Pluta 1982; Kapuscinski, Mossakowski 1983).

Zatrzymanie doplywu krwi do mézgu wywoluje glebokie ukladowe
zaburzenia hemodynamiczne, prowadzgce nierzadko do niewydolnosci
serca, ciezkiej hipotensji, a w niektérych przypadkach do obrzeku pluc
(Kapuscinski i wsp. hm;//k&ﬂh_@tgg)ll%zy Zjawiska te uruchamiaja
mechanizm blednego kota, gdyz przyczynowo zwigzane z niedokrwieniem
mozgu, wtornie poglebiajg jego uszkodzenie, ograniczajac przezycie
zwierzat, a tym samym uniemozliwiajgc dlugotrwale $ledzenie dynamiki
zmian w niedokrwionym moézgu. Z tego tez wzgledu zagadnieniem o za-
sadniczym znaczeniu w badaniach nad skutkami catkowitego niedokrwie-
nia osrodkowego ukladu nerwowego jest przeciwdzialanie rozwojowi
zaburzen ze strony ukladu krgzenia. Rownie istotnym czynnikiem ogra-
niczajgcym restytucje czynnosci osrodkowego ukladu nerwowego po nie-
dokrwieniu jest rozwd6j obrzeku mozgu. Przeciwdzialanie jego wystapie-
niu stwarza warunki dluzszej obserwacji zmian.

Dotychczasowe badania elektrofizjologiczne nad skutkami calkowitego
niedokrwienia o$rodkowego ukladu nerwowego, prowadzone w Zakla-
dzie Neuropatologii CMDiK PAN, dotyczyly gléwnie zagadnienia powro-
tu czynnosci bioelektrycznej moézgu i stopnia jej normalizacji w funkeji
czasu. Z przyczyn podanych powyzej w mniejszej mierze odnosily sie do
zmian pbéznych. Wydawalo sie przeto celowe podjecie badan nad skut-
kami calkowitego niedokrwienia osrodkowego ukladu nerwowego przy
dluzszym okresie obserwacji. Wymagalo to zastosowania wydajnej osto-
ny farmakologicznej, zapobiegajgcej czynnosciowym i strukturalnym
uszkodzeniom ukladu krgzenia i rozwojowi wczesnego obrzeku moézgu.

Celem przedstawionej pracy byla ocena farmakologicznego przeciw-
dzialania rozwojowi zmian w o$rodkowym ukladzie nerwowym i zabu-
rzen ukladu krgzenia podczas 30-minutowego calkowitego niedokrwienia
i w okresie po przywréceniu krazenia w mozgu. Szczegdlowe zadania
obejmowaly ocene dynamiki zmian czynno$ci bioelektrycznej kory moz-
gu i tkankowych uszkodzen strukturalnych podczas 24-godzinnej
obserwacji zwierzgt przy ograniczeniu reakcji hipertensyjnej, zapobiega-
niu rozwojowi obrzeku moézgu i utrzymywanie prawidlowego pH krwi
w okresie poischemicznym.
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MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 9 kroélikach rasy mieszanej, sam-
cach o $redniej masie ciala 2,851+0,09 kg, w dozylnym uspieniu pento-
barbitalem, stosowanym w dawce 35 mg/kg masy ciala. W tchawicy
umieszczano rurke tracheotomijng, a obie tetnice udowe cewnikowano
dla prowadzenia pomiaru ci$nienia krwi i pobierania prébek do pomia-
réw gazometrycznych. Cewnikowano réwniez dwie zyly udowe w celu
podawania lekow. Dla ciaglego zapisu czynnosci bioelektrycznej kory
mozgu, przez otwory wywiercone w okolicy ciemieniowej i czolowej
czaszki, umocowywano w stycznosci z opong twardg dwie srebrne elek-
trody kuliste. Elektrokardiogram rejestrowano przy uzyciu -elektrod
iglowych, wklutych do prawej przedniej i lewej tylnej konczyny (,,dru-
gie odprowadzenie konczynowe”).

Elektrokortykogram (ECod)ttQJ/e{E&idikﬁHj})@hm (EKG) rejestrowano
za pomocy elektroencefalografu Reega VIII (Alvar). Pomiar cisnienia
tetniczego prowadzono przy zastosowaniu przetwornika cisnienia Stad-
ham P23 i elektromanometru EK4 (Farum). ECoG, EKG i wartosci ci$nie-
nia krwi zapisywano réwnocze$nie w sposob ciggly na poligrafie Recor-
der 360 (Medipan), stosujac dla stworzenia korzystniejszych warunkéow
odezytu i analizy krzywych, dwie szybkosci przesuwu papieru rejestra-
cyjnego — 0,5 mm/s i 20 mm/s. Zapis ECoG w okresie recyrkulacji krwi
w moézgu oceniano na podstawie amplitudy (szczyt do szczytu) oraz cze-
stotliwosci fal i wyrazano jako odsetek warto$ci kontrolnych. Analizo-
wano rowniez czas powrotu pierwszych objawéw czynnoSci bioelek-
trycznej kory moézgu i aktywnosci cigglej po niedokrwieniu, czas utrzy-
mywania sie optymalnej, w warunkach doswiadczenia, aktywnosci
i okres jej pogorszenia.

Zwierzeta zwiotczano przez dozylne podanie Flaxedilu (4 mg/kg masy
ciala) i stosowano kontrolowang wentylacje pompa oddechows firmy
Medipan, wspolpracujacg z aparatem do znieczulenia wziewnego Mini—
Max (Farum).

Calkowite niedokrwienie moézgowia wywolywano przez zamkniecie
tetnic doprowadzajacych krew do moézgu, w miejscu ich odejscia od luku
aorty, z ciecia nad mostkiem oraz réwnoczesne obnizenie ci$nienia tet-
nicznego krwi do wartosci 70 mm Hg przy uzyciu srodka ganglioplegicz-
nego — Arfonadu (Roche). Na pien ramienno-glowowy oraz lewa tetnice
podobojczykowa zakladano podwigzki, ktore zaciskano w dalszym etapie
do$wiadczenia. Na obie tetnice kregowe zakladano klipsy Yasargila, na-
tomiast obie tetnice piersiowe wewnetrzne i pachowe podwigzywano na
stale. Po zakonczeniu rejestracji wyjsciowych ECoG i EKG podawano
dozylnie heparyne w dawce 150 j.m./kg masy ciala. Ci$nienie krwi obni-
zano do poziomu 50—60 mm Hg przez ciggly infuzje dozylng Arfonadu
w stezeniu 12,5 mg/ml za pomoca pompy infuzyjnej o zmiennej pred-
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kosci. Po uzyskaniu pozgdanej wartosci cisnienia krwi zamykano doplyw
krwi do mézgu, zwiekszajac rownoczesnie szybkosé infuzji Arfonadu dla
zapobiezenia reakcji hipertensyjnej, charakterystycznej dla wczesnego
okresu niedokrwienia moézgu. Zakonczenie infuzji Arfonadu nastepowalo
w poczatkowym okresie niedokrwienia z chwilg, gdy ci$nienie osiggalo
stabilnie wartos¢é 70 mm Hg. Nie stosowano upustu krwi. Czas calkowi-
- tego niedokrwienia wynosit 30 min. Przywrocenie krazenia uzyskiwano
przez udroznienie tetnic doprowadzajacych krew do moézgu. Potwierdze-
niem calkowitego niedokrwienia o$rodkowego ukladu nerwowego bylo
zatrzymanie przeplywu krwi w tetnicach dna oka, obserwowanych przez
mikroskop chirurgiczny. U 3 zwierzat, u ktérych podczas niedokrwienia
ci$nienie obnizalo sie ponizej 60 mm Hg, podawano infuzje dekstranu
o ciezarze czasteczkowym 40.000. U wszystkich zwierzat stosowano na-
stepujace leki: )

1) “Tris (Fresceniuppr.}(./,r%Iz{&%&n@hrg), w postaci roztworu zawie-
rajacego w 1 1 36,34 g Trometamolu, 1,754 g NaCl i 0,373 g KCL, po-
dawanego w dawce 10 ml/kg masy ciala. Dozylng infuzje preparatu roz-
poczynano w 10 min przed zakonczeniem niedokrwienia mézgu i prowa-
dzono jg przez 20 min.

2) Mannitol (Polfa), w 20%o roztworze w lgcznej dawce 20 ml, kt6-
rego dozylne podawanie rozpoczynano na 5 min przed zakonczeniem nie-
dokrwienia i prowadzono przez 10 min.

3) Levonor (Polfa), w postaci roztworu zawierajacego 5 mg noradre-
naliny w 20 ml 0,9% chlorku sodu, podawanego w postaci cigglej infuzji
dozylnej o zmiennej predkosci. Za jego pomoca, przed udroznieniem tet-
nic doprowadzajgcych krew do mozgu, podnoszono ci$nienie tetnicze do
wartosci 150 mm Hg i kontynuowano infuzje¢ do czasu powrotu ci$nienia
krwi utrzymywanego samoistnie na poziomie wartosci kontrolnych.

Podczas pierwszej godziny po przywrodceniu krazenia w moézgu zwie-
rzeta wentylowano mieszaning zawierajaca 60% tlenu i 40% azotu,
w pézniejszym okresie stosowano wylgcznie powietrze pokojowe. Pomimo
powrotu spontanicznej czynos$ci oddechowej ze wzgledu na otwartg klat-
ke piersiowg zwierzat do konca do$wiadczen prowadzono kontrolowang
wentylacje pluc. Okresowo odsysano tchawice i duze oskrzela oraz roz-
prezano pluca stosujgc dodatnie ci$nienie koncowo wydechowe celem
niedopuszczenia do niedodmy, a w konsekwencji do zaburzen wymiany
gazowej.

W czasie 24 godz. po przywréceniu krazenia krwi w mozgu, kontrolo-
wano pH krwi tetniczej, podajac w razie potrzeby dodatkowe ilosci Trisu
lub dwuweglanéw. Przeprowadzono réwniez oznaczenia pO, pCO,, BE
i HCO,, uzywajgc aparatu Astrupa BMS; (Radiometr). Okreslano réw-
niez hematokryt tetniczy.

Po ustaniu dzialania $rodka zwiotczajgcego badano réwnmiez zacho-
wanie niektérych reakecji odruchowych, takich jak odruch rogéwkowy,
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reakcja zrenic na $wiatlo i reakeja na bél. Zwierzeta odzywiano i nawad-
niano parenteralnie, podajgc pod kontrolg diurezy, ocenianej na podsta-
wie zbioérki moczu, 5% glukoze i fizjologiczny roztwér chlorku sodu.
Utrzymywano stalg cieplote ciala przez podgrzewanie poduszky elek-
tryczng. Temperature ciala mierzono w rectum.

Obserwacje zwierzat konczono w nastepujacych przedzialach czaso-
wych: 24 godz. (n=5), 27,5 godz. (n=1), 16 godz. (n=1), 7 godz. (n=1),
2,5 godz. (n=1).

Na zakonczenie do$wiadczen wykonywano przyzyciowsg perfuzje na-
czyn domoézgowych fizjologicznym roztworem chlorku sodu przez okres
1 min, a nastepnie 10% formaling w 0,9%0 roztworze NaCl, pod cisnie-
niem nie przekraczajagcym 110 mm Hg.

Po wyjeciu mozgow z jamy czaszki umieszczano je w zobojetnionym

,

10% roztworze formaliny. M¢zgi krojono aszczyznie czolowej na
bloki grubosei 0,5 cm, przcho z:}?:e na wys}g( sci przednich i w pekni

rozwinietych zwojow podstawy oraz opuszki z mézdzkiem. Bloki tkan-
kowe w sposéb rutynowy przeprowadzano do parafiny. Parafinowe
skrawki barwiono hematoksyling i eozyng oraz wedlug metody Kliivera-
-Barrery. Wykonywano réwniez sekcje narzadéw klatki piersiowej. Plu-
ca i serca oceniano makroskopowo na $wiezo i po utrwaleniu w forma-
linie.

WYNIKI

Zastosowanie cigglej infuzji Arfonadu w $redniej dawce 67,5+34,8 mg
(23,6 =8 mg/kg masy ciala) skutecznie zablokowalo reakcje hipertensyjna
u wszystkich zwierzat. U zadnego z nich zaréwno w czasie niedokrwie-
nia, jak i przez caly okres recyrkulacji krwi nie stwierdzono rowniez za-
burzen czynnosci serca. Skutecznosc zablokowania reakeji hipertensyjnej
ilustruje rycina 1, na ktérej przedstawiono dynamike ci$nienia krwi po
zatrzymaniu krgzenia moézgowego oraz obraz czynnosci serca w zapi-
sie EKG.

U wszystkich zwierzat, z wyjatkiem jednego, ci$nienie tetnicze po
przywroceniu krazenia moézgowego utrzymywalo sie samoistnie na po-
ziomie zblizonym do kontrolnego i wynosilo $rednio 103,6+8,9 mm Hg
(n=9). Powrdt czynnosci osrodkéw naczynioruchowych, wyrazajacy sie
samoistnym utrzymywaniem cisnienia krwi, nastepowal $rednio w 27,7+
5,8 min po niedokrwieniu (n=8). U wszystkich zwierzat powracala spon-
taniczna czynnosé oddechowa.

W okresie niedokrwienia moézgowia u wszystkich zwierzat rejestro-
wano cisze bioelektryczng kory mozgu. Czynno$é¢ kory moézgu w okresie
24 godz. obserwacji po niedokrwieniu wraz z cigglym zapisem ci$nienia
krwi i EKG przedstawiono na rycinie 2. Dynamika zmian czynnosci
bioelektrycznej kory po przywréceniu krgzenia w mozgu charakteryzo-
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Ryc. 1. Calkowite niedokrwienie moézgu u krélika. Poczatek i koniec 30-minutowego niedokrwienia widoczny jest jako artefakt

na krzywej EKG podczas zacisku i udroznienia naczyn doprowadzajacych krew do mozgu. Brak zaburzen czynnosci serca.

ECoG — elektrokortykogram, SAP — ukladowe ciénienie tetnicze, EKG — elektrokardiogram, Control — kontrola, Ischemia —
niedokrwienie, Recirculation — recyrkulacja

Fig. 1. Complete cerebral ischemia in rabbit. Beginning and the end of 30-min ischemia seen as the artefact on the EKG

curve during occlusion and release of the blood vessels supplying the brain. Lack of the heart function disorders
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Ryc. 2. Zmiany czynnos$ci bioelektrycznej kory, ci$nienia krwi oraz czynno$ci serca podczas 24-godzinnej obserwacji po 30 mi-
nutowym calkowitym niedokrwieniu mézgu. Izoelektryczna krzywa czynnosci serca w poczatkowym okresie recyrkulacji spo-
wodowana jest chwilowym wylaczeniem kanalu EKG ze wzgledu na nalozenie sie czestotliwosci sieci elektrycznej podczas zdejmo-
wania klipséw i podwiazek z tetnic doprowadzajacych krew do mézgu. ECoG — elektrokortykogram, SAP — ukladowe cis-
nienie tetnicze, EKG — elektrokardiogram, Control — kontrola, Ischemia — niedokrwienie, Recirculation — recyrkulacja

Fig. 2. Changes of cortical bioelectric activity, blood pressure and heart function during 24-h observation following complete ce-
rebral ischemia for 30-min. The isoelectric curve of describing the heart function in the initial period of recirculation resulted
from a temporary interruption of the EKG channel; the operation of the release of the arteries supplying the brain was accom-
panied by requency overlap of the electric current and on therecord
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wala sie trojfazowym przebiegiem. Powrdt czynnosci i jej poprawa wy-
przedzala dluzszy okres ustabilizowanego zapisu, po ktérym nastepowalo
powolne, postepujgce jego pogarszanie sie.

Pierwsze objawy spontanicznej czynnosci kory w postaci pojedyn-
czych, okresowo wystepujacych fal wolnych o wysokiej amplitudzie odno-
towano w 43,21+6,6 min po przywréceniu krgzenia (n=6), natomiast
aktywno$é ciggla wystepowala w 122,5 *+ 61,8 mln (n = 6). Najbardziej
znormalizowany zapis ECoG obserwowano w 4,7 * 2,9 godz., recyrkulacji.
Odpowiadal on wartosciom 73114% wyjSciowej amplitudy i 66 +22%
kontrolnej czestotliwosci (n=6). Powolne, ale wyrazne pogorszenie czyn-
nosci bioelektrycznej kory moézgu, wyrazajgce sie zmniejszeniem zarow-
no amplitudy, jak i czestotliwosci zapisu ECoG, odnotowano w 8,6 = 2,4
godz. (n=6). Pogorszenie czynno$ci kory polegalo przy tym nie tylko na
obnizeniu amplitudy i stotliwosci zapisu, lecz rowniez na stopniowej
zmianie jego charaktgﬁt. Xﬁ%ﬂ%@ 'ﬁfgla przechodzila w okresowa,
utrzymujacg sie do konca obserwacji. Dynamike powrotu i pogarszania
sie czynnosci bioelektrycznej kory po 30-minutowym pelnym niedo-
krwieniu moézgu ilustruje rycina 3.

Wraz z powrotem i poprawg czynnosci bioelektrycznej kory, w okre-
sie po ustgpieniu dzialania $rodka zwiotczajacego, u wszystkich zwierzat
stwierdzono wystepowanie zywego odruchu rogéwkowego, odruchu zre-
nicy na $wiatlo oraz reakcji na bél. Pomiedzy 3 a 10 godz. recyrkulacji
zwierzeta ruszaly konczynami, unosily glowe. U 5 sposréd badanych
zwierzat pojawily sie w tym czasie okresowo nawracajgce drgawki to-
niczno-kloniczne. Wymagalo to zastosowania dodatkowych dawek srodka
zwiotczajacego.

Powolne, ale wyrazne pogarszanie sie czynno$ci odruchowych wysta-
pilo miedzy 14 i 24 godz. recyrkulacji. W 24 godz. obserwacji tylko
u 4 zwierzat wystepowaly stabe odruchy rogéwkowe, Zrenicze na $wiatto
i reakcja na bél. U pozostalych 2 reakcje te zanikaly we wcze$niejszym
okresie.

Podczas calego okresu obserwacji diureza dobowa wymnosita 77,5+
+18,8 ml/kg masy ciala (n=6), przy iloSci podanych plynéw roéwnej
67,71+13,4 ml/kg masy ciala. W 24 godz. recyrkulacji, bezposrednio przed
zakonczeniem doswiadczenia u 6 zwierzat uzyskano nastepujace wymiki
badania krwi tetniczej: pH 7,387*0,037; pO, — 120,7*26,7; pCO, —
34,5+6,0; BE — 3,9+3,1; HCO; — 20,8 +4,4; hematokryt — 41,2+4,2.

Makroskopowe badanie narzadéw wewnetrznych nie wykazalo zmian
patologicznych w plucach u zadnego ze zwierzat. Nie stwierdzono ich
réwniez w mies$niu sercowym u 5 sposréd 6 badanych. U jednego, kto-
remu przez caly okres przezycia po niedokrwieniu stosowano cigglg in-
fuzje Levonoru wystepowaly drobne podwsierdziowe i $rédmie$niowe
wybroczyny krwawe.
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Rye 3. Dynamika powrotu i pogarszania sie czynnosci bioelektrycznej kory pod-
czas 24-godzinnej obserwacji po 30-minutowym calkowitym niedokrwieniu mozgu.
ECoG — elektrokortykogram, Control — kontrola, Ischemia — niedokrwienie, Re-

circulation — recyrkulacja

Fig. 3. Dynamics of recovery and suppression of the cortical bioelectric activity

during 24-h of observation after 30 min complete cerebral ischemia
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U 4 zwierzat spo$rod 6, ktore przezyly 24 godz. po niedckrwieniu,
stwierdzono zmiany krwotoczne w moézgowiu, widoczne w badaniu okiem
nieuzbrojonym. Mialy one charakter dobrze ograniczonych ognisk migz-
szowych, zlokalizowanych w dwodch przypadkach w opuszce i mozdzku,
a w dwoch w pétkulach moézgu. Ogniskom migzszowym towarzvszv!e
wylewy podpajeczynéwkowe. U kroélika, ktérego okres przezycia w .
nosit tylko 2,5 godz., obecne bylo rozleglte ognisko krwotoczne obejm:i-
jace boczng czes$¢ opuszki i pétkule moézdzku. U pozostalych zwierzat, za-
rowno tych ktoére przezyly pelny 24-godzinny okres obserwacji, jak
i tych, u ktérych czas przezycia byl krotszy, zmian mnakroskopowych
w mozgu nie stwierdzono.

U wszystkich zwierzat z zamierzonym 24-godzinnym okresem prze-
zycia stwierdzono uogoélnione zmiany komérkowe w mozgowiu. Ich wzo-
rzec morfologiczny byl wspélny, lecz natezenie i rozleglos¢ rézne w po-
szczegoOlnych przypadka S 7 ie dla nasilenia zmian komor-
kowych miala obecnoé(’:Fﬁt qz}g(?vﬁi}cq?g;él!sk krwotocznych. Dwa przy-
padki, w ktorych nie stwierdzono ich wystepowania, wyréznialy si¢ ma-
lym nasileniem uszkodzen komoérkowych. Ich znaczna intensywnos$é cha-
rakteryzowala natomiast przypadek, ktory w okresie recyrkulacji krwi
wykazywal stalg tendencje do reakeji hipotensyjnej.

Dominujgcym typem nieprawidlowosci komérkowych bylo schorzenie
ischemiczne, charakteryzujace sie calkowitg tigrolizg, obkurczeniem za-
ryséw perykarionu i jadra komorki i zageszczeniem jego chromatyny

Ryc, 4. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Grupa piramidowych neuronéw
kory mézgu z cechami schorzenia ischemicznego. H—E. Pow. 200 X

Fig. 4. Global ischemia, 30 min, 24 h survival. A group of pyramidal cortical neu-

rons with features of ischemic changes. H—E. 200 X

Ryc. 5. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Neurony brzusznego jadra S$li-
makowego z cechami zwyrodnienia ischemicznego. H—E. Pow. 200 X

Fig. 5. Ischemia 30 min, 24 h survival. Neurons of ventral cochlear nucleus with

features of ischemic degeneration. H—E. X 200
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(ryc. 4). Byly one obecne we wszystkich strukturach szarych moézgowia,
najobficiej w korze nowej i w pniu moézgu. W korze najczesciej wystepo-
waly w sposob rozsiany we wszystkich jej warstwach, z wyrazng jednak
akcentacja w warstwie III i V. W okolicach odpowiadajacych strefom
pogranicza unaczynienia przez duze pnie tetnicze dotyczyly na ogél ca-
lej populacji komoérek nerwowych. W rogu Amona przyjmowaly postaé
typowego kwasochlonnego zwyrodnienia komoérek piramidowych, doty-
czacego badz pojedynczych rozsianych neuronéw polozonych wsréd nie-
zmienionej poza tym populacji komorek, badz tez ich catych ugrupowan
(ryc. 6). W przypadku duzych neuronéw pnia mézgu zmiany ischemiczne
wyrazaly sie powiekszeniem zarysow komorek, pelng tigrolizg i obkur-
czeniem jadra (ryc. 5). Cechg znamienng wszystkich przypadkéow bytly
uogblnione zmiany homogenizacyjne komoérek Purkinjego (ryc. 7). Ostat-
nim wreszcie typem nieprawiﬁﬁwp’ i komoérkowych byla mikrowakuo-
lizacja cytoplazmy neuronoéow. pdgjec Im{%@ép ub owalne wodniczki,
pojedyncze lub mnogie, zlokalizowane byly najczesSciej na obwodzie cy-
toplazmy. Wystepowaly one zaréwno w neuronach z cechami zwyrod-
nienia ischemicznego i homogenizacyjnego, jak i w komorkach nie
wykazujgcych poza tym zadnych cech uszkodzenia. Ubytki komorek ner-
wowych byly zjawiskiem rzadkim. W jednym przypadku mialy one
posta¢ delikatnych rozsianych przerzedzen w korze moézgu, w dwoch
dalszych — niewielkich ubytkéw komoérek Purkinjego, bez towarzysza-
cego odezynu gleju Bergmanna (ryc. 8). Znacznie czeSciej spostrzegano
odcinkowe calkowite lub czesciowe ubytki komodrek opaski zebatej.
W tych razach towarzyszylo im znaczne rozrzedzenie podloza tkankowe-
go, a zachowane neurony byly obkurczone i nadbarwliwe (ryc. 9). Wod-
niczkowe zwyrodnienie neuropilu, stanowigce weczesne nastepstwo nie-
dokrwienia moézgu nie bylo zjawiskiem czestym, a jego nasilenie bylo na
0go6l mate. Obserwowano je tylko w trzech przypadkach, z tego w dwadch
na pograniczu unaczynienia, a w jednym w III warstwie kory. CzeSciej
natomiast wystepowalo zgabczenie tkanki. Dominowalo ono wyraznie
w strukturach pnia moézgu i w moézdzku, przede wszystkim w jadrze ze-
batym (ryc. 10). Cechg znamienng wszystkich przypadkéw byt brak od-
czynu ze strony astrogleju. Zaledwie w jednym przypadku delikatne
nieprawidlowosci astrocytow towarzyszyly ciezkiemu uszkodzeniu neu-
ron6w w opasce zebatej. Powiekszenie rozmiaréw jader astrocytarnych,
zubozenie zawartosci chromatyny i ostro zarysowane blony komérkowe
upodobnialy je do tzw. nagich jader (ryc. 9). W jednym przypadku
stwierdzono ponadto cechy ostrego obrzmienia oligodendrogleju, towa-
rzyszace znacznemu porozsuwaniu pasm wldkien nerwowych w istocie
bialej (ryc. 11). W pozostatych przypadkach podkorowa istota biala byla
niezmieniona. Zmiany krwotoczne, wystepujace w réznych strukturach
mézgowia, obecne byly u 4 zwierzat. Mialy one posta¢ badz dobrze ogra-
niczonych pojedynczych ognisk (ryc. 12), badz skupien mnogich, zlewa-
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Ryc. 6. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Zwyrodnienie kwasochtonne neu-
ronéw piramidowych rogu Amona. H—E. Pow. 200 X

Fig. 6. Ischemia 30 min, 24 h survival. Eosinophilic degeneration of pyramidal
neurons in Ammon’s horn. H—E. X 200

Ryc. 7. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Komoérki Purkinjego z cechami
zwyrodnienia homogenizacyjnego. H—E. Pow. 400 X

Fig. 7. Ischemia 30 min, 24 h survival. Homogeneous Purkinje cells in cerebellar
cortex. H—E. X 400

Ryc. 8. Niedokrwienie 30 min, przezycie 27,5 godz. Ubytek komoérek Purkinjego
w korze mézdzku. H—E. Pow. 100 X

Fig. 8. Ischemia 30 min, 27,5 survival. Neuronal loss in Purkinje cell layer. H—E.
X 100

Ryc. 9. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Ubytek neuronéw i znaczne roz-

rzedzenie podloza w opasce zebatej. Zachowane komoérki nerwowe ciemne, nadbar-

wliwe. Grupa obrzmialych jader astrocytéw z ostro zarysowanymi blonami jadro-
wymi (strzatka). H—E. Pow. 400 X

Fig. 9. Ischemia 30 min, 24 h survival. Neuronal loss and tissue rarefaction in fas-
cia dentata. Shrunken and hyperchromatic preserved neurons. A group of swollen
astrocytic nuclei with sharp outlines of nuclear membrane (arrow). H—E. X 400



Calkowite niedokrwienie mézgu 109

Ryc. 10. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Zmiany gabczaste w jadrze ze-
batym moézdzku. H—E. Pow. 200 X

Fig. 10. Ischemia 30 min, 24 h survival. Spongiotic changes in the cerebellar dentate
nucleus. H—E. X 200

Ryc. 11. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Porozsuwane pasma wldokien
nerwowych w podkorowej istocie bialtej. Oligodendrocyty z cechami ostrego obrz-
mienia. H—E. Pow. 200 X

Fig. 11. Ischemia 30 min, 24 h survival. Widely separated bundles of nerve fibres
in subcortical white matter, acute swelling of oligodendrocytes. H—E. X 200

Rye. 12. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Dobrze ograniczone §wieze ognis-
ko krwotoczne w jadrach podstawy. Drobne ugrupowania erytrocytéw w otaczaja-
cej tkance (strzatka). H—E. Pow. 100 X

Fig. 12. Ischemia 30 min, 24 h survival. Well defined fresh hemorrhagic focus in
the region of basal ganglia. Small group of erythrocytes in the neighbouring tissue
(arrow). H—E. X 100

Ryc. 13. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Liczne zlewajace sie¢ okolonaczy-
niowe krwinkotoki w opuszce, H—E. Pow. 100 X

Fig. 13. Ischemia 30 min, 24 h survival. Numerous confluent perivascular hemorr-
hagic foci in upper medulla. H—E. X 100
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jacych sie okolonaczyniowych krwinkotokéw, zajmujgcych rozlegle
obszary poszczeg6élnych struktur moézgu (ryc. 13). Ten rodzaj zmian prze-
wazal w pniu moézgu i mézdzku. Nierzadko wystepowaly ponadto drobne
krwinkotoki nie niszczgce podioza tkanki rozsiane w korze mozgu. Tkan-
ka nerwowa w otoczeniu roznego rodzaju ognisk krwotocznych wyka-
zywala znacznego stopnia uszkodzenia, wyrazajace sie zblednieciem osto-
nek mielinowych, porozsuwaniem pasm wlokien nerwowych, rozrzedze-
niem badz zgabczeniem podloza, zwyrodnieniem i ubytkami komoérek
nerwowych (ryc. 14). Obecne byly réwniez odcinkowe nagromadzenia
krwi w vrzestrzeni podpajeczynéwkowej, towarzyszace ogniskom migz-
szowym lub z nimi niezwigzane (ryc. 15).

Ryc. 14. Niedokrwienie 30 min, przezycie 24 godz. Liczne okolonaczyniowe, cze$cio-
wo zlewajgce sie ogniska krwotoczne w roku Amona. Zwracaja uwage ubytki
komoérkowe w opasce zebatej i zgabczenie podloza tkankowego. H—E. Pow. 60 X

Fig. 14. Ischemia 30 min, 24 h survival. Numerous perivascular, partially confluent
hemorrhagic foci in Ammon’s horn. Note neuronal loss in fascia dentata and tissue
spongiosis. H—E. X 60

Ryc. 15. Niedokrwienie 30 min, przezycie 27,5 godz. Podpajeczynéwkowe skupienie
erytrocytow w rowku moézdzku. H—E. Pow. 100 X

Fig. 15. Ischemia 30 min, 27,5 h survival. Subarachnoid accumulation of erythrocy-
tes in the cerebellar sulcus. H—E. X 100

W mozgach zwierzat o krétszych okresach przezycia po niedokrwie-
niu nieprawidlowosci tkankowe mialy charakter uogoélnionych zwyrod-
nien komoérkowych o cechach schorzenia ischemicznego, homogeni-
zacyjnego i mikrowakuolizacji cytoplazmy. Byly one jednak mniej
zaawansowane niz u zwierzat po 24-godzinnym przezyciu. W przypadku
krolika uspionego po 2,5 godz. recyrkulacji krwi obok niewielkiego zwy-
rodnienia komorkowego stwierdzono rozlegle ognisko krwotoczne obej-
mujgce czes¢ nakrywkowsg opuszki i pétkule moézdzku.
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W poprzednich badaniach nad skutkami calkowitego niedokrwienia
moézgu przeciwdzialano stale reakcji wazopresyjnej, znamiennej dla
weczesnej fazy uniedroznienia doplywu krwi do osrodkowego ukiadu ner-
wowego, poprzez stosowanie okresowego upustu krwi i dozylne podawa-
nie Arfonadu w dawce 5 mg/kg masy ciala (Pluta, Kapuscinski 1980;
Pluta i wsp. 1980; Pluta 1982). Postepowanie to okazalo sie nie w pelni
skuteczne. W bardzo wielu przypadkach, mimo to, wystepowaly zabu-
rzenia czynnosci serca, jego niewydolno$¢ i wtérna obwodowa hipotensja
(Kapuscinski i wsp. 1980; 1981). Zaburzenia ze strony ukladu krazenia
stwarzaly konieczno$¢ dlugotrwalego stosowania $rodkéw hipertensyj-
nych, co z kolei pociggalo za sobg rozwoéj zmian patologicznych w mies-
niu serca o charakterze wybroczyn i wylewow krwawych oraz ognisk
martwicy (Pluta 1982). ZaStd§owanid). & Cobécenej serii  doswiadezen
infuzji Arfonadu w s$redniej dawce 23,6 + 11,8 mg/kg masy ciala pod-
czas zatrzymania doplywu krwi do moézgu pozwolilo skutecznie zabloko-
wa¢ reakcje hipertensyjng i unikngé¢ zaburzen czynnosci serca. Potwier-
dzat to prawidlowy zapis EKG podczas 24 godz. obserwacji u 5 zwierzat,
u ktorych nie dochodzito do objawoéw niewydolno$ci krazenia i nie ist-
niala konieczno$¢ farmakologicznego podtrzymywania cisnienia krwi
w okresie recyrkulacji, a stosunkowo niska dawka Levonoru podana
w okresie udroznienia tetnic domoézgowych okazala sie catkowicie wy-
starczajgca. Nie stwierdzono réwniez u nich zmian patologicznych
w miesniu sercowym, podczas gdy u jednego z krolikow, u ktoérego
wprawdzie rowniez nie stwierdzono zaburzen czynnosci serca, jednakze
w okresie recyrkulacji okazalo sie niezbedne podtrzymywanie cisnienia
krwi przez dlugotrwalg infuzje Levoronu, wystepowaly zaré6wno wybro-
czyny krwawe w miesniu sercowym, jak i zmiany krwotoczne w mozgu.

Przy stosowaniu leczenia przeciwobrzekowego i utrzymywaniu pra-
widlowego ci$nienia oraz pH krwi w okresie recyrkulacji, czas powrotu
spontanicznej czynnos$ci o$rodkéw naczynioruchowych, wyrazajgcej sie
zdolnoscia do samoistnego utrzymywania ci$nienia krwi, nie réznilt sie
znamiennie od wynikéw uzyskanych przez Plute (1982) po 30-minuto-
wym pelnym zatrzymaniu krgzenia w mozgowiu. Czas powrotu naj-
wezesniejszych wykladnikow spontanicznej czynnosci bioelektrycznej
kory moézgu nie odbiegal roéwniez istotnie od wynikéw uzyskanych po-
przednio zaré6wno w badaniach na krélikach (Pluta 1982), jak i na cho-
mikach mongolskich (Kapuscinski, Mossakowski 1983), a aktywnos¢ cig-
gla w zapisie ECoG pojawiala sie nawet w okresie pozniejszym. Aktyw-
nos¢ bioelektryczna kory w zadnym przypadku nie powrdécita do war-
tosci wyjsciowych. Jej najkorzystniejsze wykladniki, stwierdzone w 4,7+
+2,9 godz. recyrkulacji, odpowiadaly 73% kontrolnej wartosci ampli-
tudy i 66% kontrolnej czestotliwosci. W 8,6+%2,4 godz. recyrkulacji
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u wszystkich krolikéw stwierdzano wyrazne pogorszenie czynnosci bio-
elektrycznej kory moézgu, ktéra jedynie w postaci czynnosci okresowej
utrzymywata sie do konca 24 godz. obserwacji. W okresie recyrkulacji
krwi powracaly takze wybrane reakcje odruchowe. Poprawial sie row-
niez stan ogélny zwierzat, ktéry byl najlepszy miedzy 3 a 10 godz.
powrotu krazenia krwi w mozgu. W poézniejszym okresie, poczynajac od
14 godz. stan ogdlny zwierzat ulegal stopniowemu pogorszeniu. Docho-
dzilo do ostabienia reakcji odruchowych, ktore u 2 zwierzat zanikly cal-
kowicie przed zakonczeniem obserwacji.

Podstawowe zagadnienie, po jak dlugim czasie calkowitego niedo-
krwienia mézgu, w warunkach normotermicznych, mozliwe jest trwale
przywrocenie prawidlowej czynnosci moézgu bez ubytkowych zespoléow
neurologicznych, pozostaje nadal otwarte. W obszernej serii badan na
krolikach, przeprowadz zez Plut 982) u 14 z 47 zwierzat pod-
danych catkowitemu jﬁil &7%&19 u przez okres 30 min, nie
stwierdzono w ogoéle powrotu czynnosci b1oe1ektrycznej kory. U 33, kto6-
re przezyly do 6 godz. obserwowano jej powrét do wartoéei 50—70%
amplitudy wyjsciowej. Czestotliwo$¢ fal szybkich byla jednak zawsze
wyraznie zmniejszona. U znacznej czeSci zwierzat pojawial sie wtérny
zanik czynno$ci mézgu. W serii badan na chomikach mongolskich, ktore
poddano zabiegowi podwigzania obu tetnic szyjnych wsp6lnych na okres
30 min (Kapus$cinski, Mossakowski 1983), u 2 zwierzat czynnos¢ bioelek-
tryczna kory moézgu wrdcita do wartosci wyjsciowych, natomiast u 8 z 10
badanych zaréwno amplituda, jak i czestotliwo$é zapisu ECoG osiggala
jedynie 25—50%0 wartosci kontrolnych w okresie 3 godz. recyrkulaciji.
Po tym czasie obserwowano albo brak dalszej poprawy, albo wtérne po-
gorszenie zapisu prowadzgce do $mierci mézgu. W obydwu seriach do-
Swiadczen, zaréwno na krdlikach, jak i chomikach mongolskich nie
stosowano leczenia przeciwobrzekowego, ani nie korygowano farmako-
logicznie pH krwi, ani tez nie przeciwdzialano dostatecznie reak-
cji wazopresyjnej, co pociggalo za sobg uszkodzenie serca i wtérne
zaburzenia hemodynamiczne. Poré6wnanie z obecnymi badaniami pozwala
stwierdzié, ze zastosowana terapia przediluzyla okres przezycia zwierzat,
umozliwiajac ich dluzszg obserwacje. Korzystne bylo rowniez uzyskanie
powrotu czynnosci bioelektrycznej u wszystkich badanych zwierzat. Nie
uchronita ona jednak od wtérnego zalamania czynnosci bioelektrycznej
kory mozgu mimo istotnej poprawy czynnosSciowych parametréow krag-
zeniowych. Nie wplywalo réwniez w sposob istotny na charakter uszko-
dzen strukturalnych tkanki.

Badanie mikroskopowe osrodkowego ukladu nerwowego wykazalo
uogb6lnione zmiany patologiczne komoérek nerwowych o typie niedo-
krwiennym (Brown, Brierley 1968; McGee-Russell i wsp. 1970). W swo-
im podstawowym wzorcu patomorfologicznym nie réznily sie one za-
sadniczo od nieprawidlowosci tkankowych opisanych przez Plute (1982)
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u nieleczonych krolikéw z 30-minutowym pelnym niedokrwieniem moz-
gowia oraz Kapuscinskiego i Mossakowskiego (1983) u chomikéw mon-
golskich z obustronnym podwigzaniem tetnic szyjnych wspdlnych na
okres 30 min. Przy znanych i oczywistych zastrzezeniach co do jakos-
ciowej oceny patomorfologicznej stopnia uszkodzen tkanki — wydawaty
sie one jednak mniej nasilone. Bylo to o tyle istotne, iz przedstawiony
w niniejszej pracy material pochodzit w wiekszosci od zwierzat z 24-go-
dzinnym przezyciem po niedokrwieniu, podczas gdy poprzednio dotyczy?
zwierzat, ktore przezyly jedynie 6 godz. po przebytym niedokrwieniu.
Roéznice te najwyrazniej wystepowaly u 2 zwierzat bez zmian krwotoez-
nych w moézgu. Komorkowe zmiany neuropatologiczne mialy tu niewiel-
kie nasilenie. Poréwnanie obrazu histopatologicznego moézgow zwierzat
z 24-godzinnym i kréotszym okresem przezycia po niedokrwieniu pezwe-
lilo na zaobserwowanie wyramﬁp}'://fﬁﬁﬂd)ﬁgl@hych od ,,dojrzewania”
procesu patologicznego (Klatzo 1975). Zmiany patologiczne u zwierzat
z diuzszym okresem przezycia byly bardziej nasilone i uogélnione. W ze-
stawieniu z chomikami mongolskimi (Kapuscinski, Mossakowski 1983)
zwracala uwage mala, cho¢ obecna zaleznos¢ nasilenia uszkodzen tkam=
kowych od ich polozenia w obszarach pogranicza unaczynienia przez duze
pnie tetnicze moézgu. Moglo to jednakze zalezeé¢ zar6wno od unikniecia
reakcji hipotensyjnej w okresie recyrkulacji krwi dzieki stosowanej te-
rapii, jak i od gatunkowych réznic w uksztaltowaniu sieci naczyniowej
mozgu u krélikow i chomikéw mongolskich (Tamura i wsp. 1981). W po-
rownaniu do obu badanych poprzednio grup zwierzat (Pluta 1982; Ka-
puscinski, Mossakowski 1983) uogdlniona reakcja obrzekowa moézgu byla
nikla. Jej niewatpliwe wykladniki morfologiczne stwierdzono bowiem
tylko w jednym przypadku. Skapy material do§wiadczalny jak i ograni-
czono$¢ morfologicznej oceny obrzeku mézgu opartej na spostrzezeniach
w mikroskopie $wietlnym nie pozwalajg na jednoznaczne wigzanie tego
zjawiska z dzialaniem zastosowanego preparatu przeciwobrzekowego.

Odrebnym zagadnieniem zaslugujgcym na podkreslenie byl bogaty
udzial komponentu krwotocznych uszkodzen osrodkowego ukladu ner-
wowego, nieporownywalnie wyzszy niz w poprzednich badaniach (Pluta
1982; Kapuscinski, Mossakowski 1983). Zmiany krwotoczne, obecne u 5
z 9 badanych zwierzat, a u 4 sposréd 6, ktore przezyly do 24 godz. po
niedokrwieniu, nie sg typowe dla niepowiklanej patomorfologii niedo-
krwiennej moézgu. Ich zwiazek ze stosowana terapig, jakkolwiek mozli-
wy, pozostaje sprawg otwartg, tym bardziej, ze lgczna dawka noradre-
naliny zawarta w podanym Levonorze byla nizsza niz w przypadku
poprzednich doswiadczen.

Poglad, iz komoérki nerwowe sa bardziej oporne na niedokrwienie niz
wynikaloby to ze spostrzezen klinicznych (Hossmann, Zimmermann 1974;
Kolata 1979; Plum 1981; Pluta 1982) zainicjowal liczne prace doéwiad-
czalne, ktorych celem bylo wykrycie i wyjasnienie mechanizméw pato-
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genetycznych odpowiedzialnych za ich nieodwracalne uszkodzenie. Wy-
niki dotychczasowych badan wskazujg na szczegdélne znaczenie kwasicy
wewnatrzkomoérkowej oraz lancuchowo postepujacych zaburzen metabo-
licznych, rozpoczynajgcych sie od uposledzenia wewnatrzkomoérkowej
homeostazy jonow (Raichle 1983). Obserwacje Hansena (1981) wykazaly,
ze w pierwszych minutach po wygasnieciu czynnosci bioelektrycznej
mozgu, wystepujacym w okresie 20 s pelnego niedokrwienia (Hossmann,
Zimmermann 1974; Astrup i wsp. 1981), znacznie wzrasta stezenie potasu
w przestrzeni pozakomoérkowej przy rownoczesnym spadku stezenia sodu
i wapnia. Na skutek depolaryzacji i uszkodzenia blon cytoplazmatycz-
nych séd i wapn przechodzg do wnetrza komorki. S6d i wapn stymuluja
uwalnianie wapnia z mitochondriow. W nastepstwie metabolizmu bez-
tlenowego dochodzi do obnizenia zasobow energetycznych komorki
i zwiekszonej produkpﬂtbwpp@imb}t%\g}ggo prowadzacego do zakwaszenia
srodowiska wewngtrzkomorkowego. Efektem zaburzen metabolizmu fos-
folipidow blonowych jest uwalnianie kwasoéw tluszczowych, sposrod kto-
rych kwas arachidonowy uruchamia kaskade proceséw metabolicznych
syntezy prostanoidow (Wolfe 1982) z ich niekorzystnych dla tkanki
wplywem na uklad naczyniowy i blony komoérkowe. Obnizenie stezenia
- zwigzkéw wysokoenergetycznych obok wzrostu wolnych rodnikéw po-
woduje uwalnianie wapnia z siatki S$rédplazmatycznej (Flam i wsp.
1978). Zaburzenia wewngtrzkomorkowej homeostazy wapnia warunkuja
dalszy masywny jego naplyw do komérek nerwowych podczas reperfuzji
i wystagpienie ich nieodwracalnych uszkodzen zwigzanych z utratg czyn-
nosci mitochondriow (Faber i wsp. 1981). Uszkodzenie przepuszczalno$ci
blon komérkowych i zaburzenia réwnowagi jonowej leza u podloza
obrzeku cytotoksycznego mozgu stanowiacego wstepng faze niedo-
krwiennego obrzeku mozgu. Uruchomione w czasie niedokrwienia me-
chanizmy patogenetyczne postepujgce nadal w pdzniejszej fazie prowadza
do rozwoju obrzeku naczyniopochodnego poglebiajgcego uszkodzenia ko-
moérkowe. Badania Amesa i Nesbetta (1983 a, b, ¢), prowadzone na siat-
kowcee krélika in vitro, sugeruja, ze najwczesniejsze nieodwracalne usz-
kodzenia meuronéw pojawiaja sie po okresie nie krotszym niz 20 min
pelnego niedokrwienia. Nie sg one jednak porownywalne ani z warunkami
doswiadczenia in wvivo, ani tym bardziej z obserwacjami klinicznymi,
wskazujacymi na to, iz 5-minutowe pelne niedokrwienie mézgu prowadzi
do nieodwracalnych uszkodzen komoérkowych. Istnieje natomiast coraz
wiecej dowodéw doswiadczalnych, do ktéorych nalezg i nasze wilasne spo-
strzezenia, ze calkowita restytucja krgzenia i powrdt czynnosci bioelek-
trycznej neuronéw po niedokrwieniu nie zatrzymuje dalszego postepu
proceséw patologicznych prowadzacych do ich nieodwracalnego uszko-
dzenia. Badania Suzuki i wsp. (1983 a, b), przeprowadzone na modelu
obustronnego podwigzania tetnic szyjnych wspoélnych u chomikéw mon-
golskich, wskazuja, ze czynnoSciowa restytucja i metaboliczna normali-



Catkowite niedokrwienie mézgu 115

zacja nawet po krotkotrwalym niedokrwieniu moézgu moga mieé charak-
ter przejsciowy, a dalszg faza procesu jest czynnosciowa, metaboliczna
i strukturalna dezintegracja tkanki. Udowodnili oni, iz po 5-minutowym
niedokrwieniu mézgu neurony sektora CA; hipokampa wykazujace pel-
ng czynnosciowg odnowe, a nawet hiperaktywnosé wystepujacg w pierw-
szej dobie recyrkulacji krwi, po 2 dniach mimo zachowania prawidlowej
struktury ulegaly czynnos$ciowej $mierci, by po 3 dniach ulec morfolo-
gicznej dezintegracji. Zjawisko to zostalo okreslone przez Klatzo (1975)
jako dojrzewanie procesu patologicznego. O ile na podstawie poprzednich
badan (Hossmann i wsp. 1973; Hossmann, Zimmermann 1974; Kleihues
i wsp. 1975; Kolata 1979; Pluta, Kapuscinski 1980; Kapuscinski, Mossa-
kowski 1983; Pluta 1982; Ames, Nesbett 1983 a) mozna bylo przypusz-
cza¢, ze rozne stopnie powrotu cz Sei i lizacji metabolizmu sg
skorelowane z mozliwoscig prh@}émmg%?gﬁ I:;‘yle obecne spostrzeze-
nia poparte wynikami badan Suzuki i wsp. (1983 a, b) wskazujg, ze od-
nowa aktywnosci neuronéw nie oznacza odwracalnosci ich uszkodzenia.
Stanowi to poparcie poprzednio wyrazonego pogladu, iz po diuzszych
okresach niedokrwienia mozgu nawet pelna normalizacja jego aktywnos-
ci bioelektrycznej nie ma wartosci prognostycznej co do dalszego prze-
biegu procesu patologicznego (Kapuscinski, Mossakowski 1983).

TOINBITKU ®PAPMAKOJIOTMYECKOI'O TTPOTUBOAENCTBUS
WIMEMWYECKUX U3MEHEHUI B MO3TE KPOJIMKOB ITOCJIE
IJIOBAJIBHOM 3AJIEP)KKU KPOBOCHABX/IEHW S

Copnepxanue

OO6mue XeMoIMHAMHYECKHE H3MEHEHNs H CBsI3aHHbBIE ¢ HUMH (hyHKUMOHAJIbHBIE H CTPYKTYDHBIE
MOBPEXKIEHUS CEpAla, U3MEHEHHS] KBACO-IIENIOYHOTO PAaBHOBECHS, a TAKXe paHHMII OTEK Mo3ra,
CONPOBOXKIAIOUIME MOTHYIO HILEMHIO MO3ra COCTABNSIOT cO00# (GaKTOpPhl OrpaHHYMBAIOIIE DYHK=
LMOHAIGHYIO PECTHTYLMIO LEHTPAJbHOM HEPBHON CHCTEMBI BO BpeMsi PELMPKYJISIMHA KDPOBH.

Crenano momeITKy (hapMakOIIOTHYEeCKOTrO0 MPOTHBAEHCTBHs 3THM (akTopam, NpH ynorped-
JIEHUH CJIEAYIOMNX MEINKaMEHTOB:

— Adponan (Pomr) npeaynpexmaroiinii paHHE TMIIEPTOHHYECKON peakuuH,

— JleBonop (ITonbha) npOTHBOAEHCTBYFOLLIAIA THIIOTOHUYECKOI [ €aKIMK BO BPEMS PECTHTYLIHHA
KPOBOCHAOKEHHS,

— Tpuc (PpeceHioc) NoOANEPKHBAIOIIAI KBACO-IIEIOYHBIA GanaHc opraHusMa,

— Mamnnuton (ITonbha) obecrieyrBarolMii MPOTHB Pa3BHUTHIO MO3TOBOTO OTEKa.

OKCIEpAMEHTHI NMPOBOAMIIMCH HA B3POCTBIX KPOJHMKAX, KOTOPHIM B GapOUTypHOM HapKo3e
(35 Mr/kr Beca) MPOM3BOMMIOCH TIONHYIO MINEMHIO MO3ra Ha Bpems 30 MHHYT, MOABSI3bIBAsi BCE
aprepun cHabxkalolie MO3r B MeCTax MX OTXOJA OT a0pTalbHOM Ayru. [IpuHuMaemas Tepanus
npeaynpenia BhICTYIUICHHIO XEMOJAMHAMHMYECKUX M3MEHEHHMM, NMOBPEXKICHMHM (YHKUHM cepauna
M U3MEHEHHSIM KBACO-IEJIOYHOro HasiaHca y BCEX JKMBOTHBIX M NPEIOCTABHIIO BO3MOXHOCTH ITPO-
JIOJDKATh NEPEKXUBAHUE 110 24 YACOB Y IIECTH KUBOTHBIX C ACBATH UCCIIEAYEMbIX. BpeMsi peCTUTynuu
OGHOIIEKTPHYECKONH AKTHBHOCTH MO3ra BBICTYMAIOLIEH Y BCEX XMBOTHBIX, HE OT/IMYAI0OCh 3HAYH
TEJIBLHO 0 CPaBHEHHMIO C KOHTPOJIbHBIMH JXHBOTHBIMH. HoOpManmu3aumsi 371€KTPOKOPTHKOTpadu-
YECKOM 3amUCH B CMBI CJI€ €if aMIUTATYABI M YacTOTHI ObIJIa BhICIIASt YeM Yy KOHTPOJIbHBIX JKHBOT-
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HbIX. Y BCEX MCC/ICAYEMBIX KMUBOTHBIX HAGIIOAAIOCE BTOPHYHOE MOBPEKICHHES GHOITCKTPHYECKOMK
AKTHBHOCTH MO3ra, KOTOPO€ HAYMHASACH B 8 4aCOB PELUPKYJIALMHU MOCTYNAIO B CIIEAYIOMIHE HEPHOIBI
TPOXHBAHHAS.

ITatoMopdOIOrH9eCKHe HCCICAOBAHASA JOKA3alMd TPHCYTCTBHE HINEMAYCCKAX W3MEHEHM i
HEpBHLIX KJETOK BO BCEX CTPYKTypax Mo3ra, Hambollee HAMEYEHHBIX B CTPYKTypax MO3rOBOTO
cTBOJA M MO3%e4oka. TONMBKO y OTHOrO JXXHBOTHOIO OOHApYXHIOCE MOPIroOJIOrMYECKHEIKCIO-
HEeHTBI OTeka Mo3ra. OHAKO, OYeHb YacTO OOHAPYXATHCh KPOBOTOYHbIE H3MeHeHHs1 mo3ra. ITo-
JIy4eHHbIe Pe3yJIbTATHl JOKA3bIBAIOT, YTO MATOJIOTMYECKHE MPOLIECCHl B MO3re BbI3BAHBIE €rO HIIIe-
MHel TOCTYNAOMAe BO BPEMEHH M BeAyIIHe K CTPYKTYPHBIM IMOBPEXJICHUAM TKAHH, BEAYT K BTO-
PHYHOMY H3MEHEeHHIO (DYHKUHA MO3ra, MAMO 3HAYHTENILHOTO YJIYy4YIMICHAS OOuX (u3nomorayec-
KAX IapaMeTpoB.

Pectatynuss (GyHKIHHM MO3ra IOCJE €ro HWUIEMHH, JOCTHralollas Haxe BBICOKHN YPOBEHL
HOPMAJIM3alMAd HE MMEET MPOTHOCTHYECKOTO 3HAYEHHS, OTHOCHTEIbHO NaJbHEHIEro TOKa maro-
JIOTHYECKOTO Tpouecca.

http://rcin.org.pl
PHARMACOLOGICAL ATTEMPT TO PREVENT ISCHEMIC CHANGES
IN THE BRAIN FOLLOWING COMPLETE CEREBRAL ISCHEMIA IN RABBITS

Summary

Systemic hemodynamic abnormalities, functional heart disturbances and its
structural lesions, alteration in acid-base equilibrium and early development of
brain edema, accompanying prolonged global cerebral ischemia are considered to
be important factors limiting restoration of brain function during recirculation
period. It was decided to counteract these factors pharmacologically, by applying
the following drugs: 1. Afronad (Roche) — to prevent hypertonic reaction in the
early period of ischemia, 2. Levonar (Polfa) — to keep arterial pressure during the
recirculation period on the level close to control, 3. Tris (Fresenuis, A.G) — to coun-
teract disturbances of acid-base equilibrium, and 4. Mannitol (Polfa) — to protect
against development of early brain edema. Experiments were carried out on 9
adult rabbits, in which, under pentobarbital anesthesia (35 mg/kg b.w.), total
cerebral ischemia was produced by ligation of brain supplying arteries at their out-
come point from the aortal arch. In all animals the pharmacological treatment
prevented successfully systemic hemodynamic disturbances, functional heart ab-
normalities and alterations of acid-base equilibrium. It extended the survival time
of 6 out of 9 examined animals to 24 h. The restoration time of the bioelectric
activity of the brain in all animals did not differ essentially from that in untreated
ones. Normalization of ECoG pattern with respect to both its frequency and am-
plitude was higher than in untreated animals. In all the animals secondary de-
terioration of the cerebral bioelectric activity appeared arround 8th h of the re-
covery period, worsening further during the later period of survival. Brain patho-
morphology revealed cellular ischemic changes spread over all cerebral structures,
being most intensive in the brain stem and cerebellum. In only one animal, featu-
res of brain edema were found. However, hemorrhagie foci, resulting from phar-
macological treatment were a common finding.

It was concluded that pathological processes, initiated by ischemia were con-
tinously progressing, leading to secondary deterioration of the cerebral bioelectric
activity and appearance of structural lesions, regardless the significant improve-
ment of the systemic physiological parameters. Therefore, restoration of the bio-
electric activity of the brain following global ischemia and its significant nor-
malization do not possess prognostic value as to the further development of the
pathological process.
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EFFECT OF FATTY ACID-ENRICHED DIET ON THE
COMPOSITION OF FATTY ACIDS IN LIPIDS

OF CEREBRAL MYELIN DI]I/RING DEVELOPMENT *
http://rcin.org.p

Department of Neurology, School of Medicine, Poznan

Feeding on a generally deficient diet or on its abnormal composi-
tion during development of the central nervous system results in bio-
chemical abnormalities of the nervous tissue, including severe changes
in the myelin (Dobbing 1968; Patel 1983). Alimentary lipid deficiencies,
essentially through the shortage of polyunsaturated fatty acids caused
not only a delayed maturation of the central nervous system but also
some irreversible changes in various cerebral structures (White et al.
1971; Wiggins et al. 1976). In our earlier studies (Wender et al. 1982,
1983a, c) we found that a fattly acid-deprived diet during the develop-
ment of rats produces a drastic reduction of all basic myelin lipids with
a changed proportion of the particular lipid fractions and altered com-
position of their fatty acids. Thus, in these experimental conditions a che-
mically malformed myelin membrane developed.

From our own observations made in an earlier study, it appears that
the rats maintained during their ontogenic development on a fat-enri-
ched diet develop a myelin membrane that is slightly impaired in its
lipid composition. Myelin during the early stage of myelinogenesis is
overloaded with lipids, cholesterol and plasmalogen showing significant-
ly increased content. Mature myelin is still overloaded with lipids, the
overload amounting to 30% of sulfatides, plasmalogens, inositide-, serine-
and ethanolamine phosphatides showing significantly increased concen-
trations (Wender et al. 1986). In the present paper we deal with the
effects of feeding a fat-enriched diet on the fatty acid spectrum of
myelin lipids.

* Supported by the Research Grant 10.4.06.3.2 of Polish Academy of Sciences.
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MATERIAL AND METHODS

Wistar rats served as experimental animals. Pregnant animals were
divided into two groups. One of the experimental groups was fed an
artificially composed diet containing 15% of rape seed oil. The other one,
serving as the control group was fed the same diet but containing only
2% of rape seed oil. The formula of the experimental diets is presen-
ted in table 1 and the mean composition of fatty acids in the rape seed
oil used is shown in table 2. The artificially composed diets were fed
to both groups of pregnant females, starting 6 days before the expected
delivery and then continued as the only source of food for both the
nursing mothers and their offspring, over the whole postnatal period. The
nourishing mixture as well as drinking water were available ad libitum.

Table 1. Formula of m!‘f@mtorgpl

Tabela 1. Sklad diet

Control Experimental
Kontrolna Dos$wiadczalna

Sucrose
Sacharoza 209 209% Table 2. Fatty acid composition
Ykant Banar of rape seed oil (in rel. %
Maka pszenna 589 40, Tabela 2. Sktad pro'centowy kwasow

: tluszczowych oleju rzepakowego
Caseine
Kazeina 10% 15% 16:0 2.5
Rape seed oil 16:1 0.1
Olej rzepakowy 2% 15% 18:0 0.6
Potato starch ig; igg

0, 0, * "

Mq?zka karto‘ﬁana 4% 4% 18:3 72
Sodium chloride 20:0 0.2
Chlorek sodu 2% 2% 20:1 6.2
Choline chloride 20:2 0.5
Chlorek choliny 1% 1% 22:0 0.3
Vitamins (Biovit) 22:1 57.9
Witaminy 3% 3% unidentified
(preparat Biovit) niezidentyfikowane 1.4

The animals were killed at various stages of their postnatal life i.e,
at the age of 21, 30 and 60 days. Each experimental and control group
consisted of 6 rats.

Biochemical procedure. The myelin fraction was isolated by means of
differential centrifugation according to Norton and Poduslo (1973). To-
tal lipids were extracted from the myelin fraction by the method descri-
bed by Folch-Pi et al. (1957) and then further separated by means of
combined column and thinlayer chromatography as described in our pre-
vious publication (Wender et al. 1978).
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The myelin lipids were subjected to methanolysis and the fatty acyl
methyl esters thus obtained were separated by means of gas-liquid chro-
matography on the Pye 104 gas chromatograph equipped with a flame
ionizing detector, as described in detail in our previous publication
(Wender et al. 1983).

Histological techniques. Celloidine embedded sections were stained
using the methods of Woelcke, Nissl and hematoxylin-eosin and those
embedded in paraffin with the techniques of Nissl and Kliver-Barrera.

RESULTS

Histological evaluation of the brains of animals kept on a fat-enri-
ched diet did not reveal any signs' of demyelination or dysmyelination.

Comparison of results of individual fatty acids of the myelin fractions
obtained in the experimental gréups Mmaintaified|on a fat enriched diet
over a period ranging from the last week of intrauterine life till their
sacrifice and in the control ones demonstrated only insignificant changes
without any particular direction of changes.

The summarizing acount of results of total saturated and unsaturated
fatty acids of all main myelin lipids is presented in tables 3 to 10 and
did not demonstrate any significant changes.

Tabela 3. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in phosphatidylcholire of the
cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 3. Wptyw diety wzbogaconej w kwasy tluszczowe na skiad kwaséw tluszczcwych fosfaty-
dylocholiny mézgowej mieliny szczurow w czasie rozwoju (w %)

| 21 days 30 days 60 days

{ Fatty acids 21 dni 30 dni 60 dni
Kwasy tluszczowe control  experimental control  experimental control  experimental {
kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie

:!otal saturated FA
j;a.lkowite nasycone 554428 549434 53.5+3.8 54.943.6 47.84+-2.4 547+3.7
wasy tluszczowe

i{otal unsaturated FA
latkowite nienasycone  44.11+4.4  34.5+4.7 38.8+1.8 43.1+4.3 479423 42,6429
j.vvasy tluszczowe

‘otal unidentified FA

;atkowite niezidentyfiko-
rane kwasy tluszczowe 0.54+0.3 10.6+3.6 7.7+1.5 2.0+0.4 43416 2.7+0.5

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean + S.E.

Srednia + S.E.
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Table 4. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in sphingomyelins of the
cerebral myelin of rats during development (in rel. %)

Tablea 4. Wplyw diety wzbogaconej w kwasy tluszczowe na sklad kwasow ttuszczowych sfingomielin
mozgowej mieliny szczuréw w czasie rozwoju (w %)

M. Wender et al.

Fatty acids
Kwasy tluszczowe

21 days 30 days 60 days
21 dni 30 dni 60 dni
control  experimental control  experimental control  experimental

kontrola do$wiadczenie

kontrola doswiadczenie

kontrola doswiadczenie

Total saturated FA
Calkowite nasycone
kwasy tluszczowe

Total unsaturated FA
Calkowite nienasycone
kwasy tluszczcwe

Total unidentified FA

Calkowite niezidentyfiko-

wane kwasy tluszczowe

46.94+5.9 549419 549419 50.445.0

42.6+-7.4 433170 43.317.0 457184
http://rcin.org.pl

10.54-3.0 1.84-0.9 1.84-0.9 8195414

50.7+4.0 42.843.2
40.6+-7.5  46.1+4.9
8.743.0 11.143.6

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6

Mean + S.E.
Srednia -+ S.E.

Table 5. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in phosphatidylserine -+
phosphatidylinositide fraction of the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)

Tabela 5. Wplyw diety wzbogaconej w kwasy tluszczowe na sklad kwasow tluszczowych frakcji

fosfatydyloseryna -+ fosfatydyloinozytol moézgowej mieliny szczuréw w czasie rozwoju (w %

Fatty acids
Kwasy tluszczowe

21 days 30 days 60 days
21 dni 30 dni 60 dni
control  experimental control  experimental control  experimental

kontrola doswiadczenie

kontrola doswiadczenie

kontrola do$wiadczeni

Total saturated FA
Calkowite nasycone
kwasy tluszczowe

Total unsaturated FA

Calkowite nienasycone
kwasy tluszczowe

Total unidentified FA
Calkowite niezidentyfiko-
wane kwasy tluszczowe

41.74:7.0

53.6+4.4

51.2410.2 42.0+4.5

Tehk2.9 4.4+2.0

51.6+1.5 46.84-2.4
42,1437 43.24-2.0
63+41.7" 10.0420

46.94-3.1 28064-2[7
46.9+4.1  44.143.1
6.21-4.1 5.3+14

Number of animals in each group: 6

Liczba zwierzat w
Mean + S.E.
Srednia -~ S.E.

kazdej grupie: 6
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Table 6. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in phosphatidylethanolamine
of the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 6. Wplyw diety wzbogaconej w kwasy tluszczowe na sklad kwasow tluszczowych fosfaty-
dyloetanoloaminy mozgowej mieliny szczuréw w czasie rozwoju (w %

21 days 30 days 60 days

Fa"y acids 21 dnl 30 dnl 60 dm
IKwasy tluszczowe control  experimental control  experimental control  experimental
kontrola do$wiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola do$wiadczenie

al saturated FA
owite nasycone 51.14+1.7 51.0+3.9 51.841.6 50.14-3.0 51.74+3.1 48.214.3
isy tluszczowe

'y,l unsaturated FA

cowite nienasycone 447499, 4.3 16D 42,4427 444144 439141 41.0+5.9
sy tluszczowe

Al unidentified FA http://rcin.org.pl

cowite niezidentyfiko- 4.24-0.9 4. 7415 5.8+2.5 B 1 44+32 10.8+2.2

e kwasy tluszczowe

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean + S.E.

Srednia 4 S.E.

Table 7. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in plasmalogens of
the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 7. Wplyw diety wzbogaconej w kwasy tluszczowe na sklad kwaséw ttuszczowych
plazmalogenéw modzgowej mieliny szczuréw w czasie rozwoju (w 9%

21 days 30 days 60 days

Fatty acids 21 dni 30 dni 60 dni
wasy tluszczowe control  experimental control  experimental control  experimental
kontrola doswiadczenie kontrola do$wiadczenie kontrola doswiadczenie

l
L
il saturated FA

fowite nasycone 264416 252428 1794+1.0 225423 14.8+1.3 14.74-2.5

sy tluszczowe
\
\tl unsaturated FA

kowite nienasycone  67.04-2.7  66.8--5.5 69.41+3.6 65.1+4.1 74.4--46  70.61-4.1
sy tluszczowe

1 unidentified FA

cowite niezidentyfiko- 6.6--0.8 8.04-2.0 12.7+-0.8 12.4+5.1 10.8+-2.1 14.74+2.4
e kwasy tluszczowe

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean + S.E.

Srednia 4 S.E.



124 M. Wender et al.

Table 8. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in cholesterol esters of the
cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 8. Wplyw diety wzbogaconej w kwasy tluszczowe na sklad kwasow tluszczowych estrow
cholesterolu moézgowej mieliny szczuréw w czasie rozwoju (w %)

21 days 30 days 60 days

Fatty acids 21 dni 30 dni 60 dni
Kwasy tluszczowe control  experimental control  experimental control  experime
kontrola dos$wiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola do$wiadc

Total saturated FA
Calkowite nasycone 31.44+1.7 39.3--4.0 41.34+49 40.6--2.4 40.14-1.7 38.54+

kwasy tluszczowe
Total unsaturated FA

Calkowite nienasycone  65.1-+-5.1  59.8-+4.0 56.845.1 59.41+7.9 59.3+4.6 53.9+.
kwasy tluszczowe

Total unidentified FA http://rcin.org.g)l

Calkowite niezidentyfiko- 3.5+2.1 1.94+0.9 1.941.9 0 0.64-0.2 7.64-4

wane kwasy tluszczowe

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean + S.E.

Srednia <+ S.E.

Table 9. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in cerebrosides of the cerebral
myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 9. Wplyw diety wzbogaconej w kwasy thuszczowe na sklad kwasow thuszczowych cerebrozydow
moézgowej mieliny szczurOw w czasie rozwoju (w %)

21 days 30 days 60 days

Fatty acids 21 dni 30 dni 60 dni
Kwasy tluszczowe control  experimental control  experimental control  experime
kontrola do$wiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola do$wiadc:
Total saturated FA 4734+2.5 48.443.0 543431  53.7+2.9 50.042.9 41.24:

Calkowite nasycone

kwasy tluszczowe

Total unsaturated FA

Catkowite nienasycone 46.1+3.2 43.84+4.4 42.443.2 44.41-6.1 45.94-4.0 51.2-L6€
kwasy tluszczowe

Total unidentified FA

Catkowite niezidentyfiko-
wane kwasy tluszczowe — 6.6+2.2 7.842.3 3.340.2 1.940.9 4.1+1.1 7.6

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean + S.E.

Srednia + S.E.
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Table 10. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in sulfatides of the cerebral
myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 10. Wplyw diety wzbogaconej w kwasy ttuszczowe na sklad kwasow tluszczowych sulfatydow
moézgowej mieliny szczuré6w w czasie rozwoju (w %)

21 days 30 days 60 days

| Fatty acids 21 dni 30 dni 60 dni
| Kwasy tluszczowe control  experimental control  experimental control  experimental
kontrola doswiadczenie kontrola do$wiadczenie kontrola doswiadczenie

S

tal saturated FA
tkowite nasycone 399+19 43.1+4.0 4234+42 51.543.3 47.2+1.9 52.3+19
rasy tluszczowe

tal unsaturated FA

tkowite nienasycone 52.54+7.0 53.7117.5 46.84-54  43.84-3.7 48.2+-7.7 41.0+5.7
asy thuszezowe http://rcin.org.pl

tal unidentified FA

tkowite niezidentyfiko- 7.6--2.8 3.24+1.4 10.94-3.0 4.74+1.7 4.6+1.4 6.7+0.9

ne kwasy tluszczowe

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean + S.E.

Srednia -+ S.E.

DISCUSSION

The myelin lipid spectrum, i.e. the proportions of the individual lipids
constituting the myelin membrane showed only minor changes in the
experimental conditions of fat excess during the brain maturation and
we are not entitled to assume that chronic ingestion of a fat-enriched
diet over the whole ontogenic developmental period leads to formation
of chemically aberrant myelin (Wender et al. 1982, 1983b). The latter
observations were confirmed and developed in the present studies, de-
montrating a lack of significant changes in the fatty acid pattern of in-
dividual lipid fractions of the cerebral myelin.

In the experimental conditions of a fat-deprived dietary regime, it
is the deficiency of essential fatty acids which was demonstrated by all
myelin phospholipids and glycolipids, a significant drop of percentages
of saturated fatty acids, and a marked increase of proportions of unsa-
turated, mainly polyunsaturated fatty acids (Wender et al. 1983a, c).
We have also assumed that the relatively high activity of desaturating
enzymes could be responsible for the increased proportions of unsatu-
rated fatty acids. In cerebrosides and sulfatides some normalization of
the fatty acid spectrum occurred with advancement of the rat’s age.
Esterified cholesterol was the only lipid fraction that did not show the
characteristic accumulation of unsaturated fatty acids.
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Comparison of the effect of an overdue and undue supply of fatty
‘acids in the diet in the process of myelinogenesis indicates that only
fatty acid deficiency leads to dysmyelination, whereas on a fat-enri-
ched diet the myelin membrane develops being only slightly overloaded
with lipid components and without any changes in the pattern of fatty
acids of the individual myelin lipids.

CONCLUSIONS

1. Rats maintained during their maturation on a fat-enriched diet
develop a myelin membrane with a normal pattern of fatty acids in the
individual myelin lipids.

2. Comparison of an overdue and undue supply of fatty acids in the
diet during rat ontogenic development indicates that fatty acids deficien-

cy leads only to fomﬁﬂ' /Rfcmy@}l}g kﬂth an aberrant pattern of fatty
acids in the individual lipid fractions.”

WPLYW DIETY Z PODWYZSZONA ZAWARTOSCIA KWASOW TEUSZCZOWYCH
NA SKEAD KWASOW TEUSZCZOWYCH LIPIDOW MIELINY
W OKRESIE ROZWOJU

Streszczenie

Przeprowadzono badanie wplywu diety z podwyzszong zawarto$cia kwasow
ttuszczowych na sklad kwaséw tluszczowych lipidéw mieliny w okresie rozwoju.
Wyniki badan doprowadzily do nastepujgcych wnioskow:

1. Szeczury zywione w okresie rozwoju dieta z nadmiarem kwaséw ttuszczo-
wych nie wykazuja réznic w skladzie kwaséow tluszczowych poszczegélnych lipidow
mieliny.

2. Poréwnanie wplywu diety wzbogaconej w kwasy tluszczowe i z obnizong za-
wartoscig kwasow tluszczowych w okresie rozwoju ontogenetycznego szczura wska-
zuje, ze tylko niedobér kwaséw tluszczowych powoduje zmiany w skladzie kwasow
ttuszczowych poszczegolnych frakeji lipidowych.

BJIMAHUE AUETHI C NMOBBIWEHHBIM COAEPKAHUEM JXWUPHBIX KUCJIOT
HA COCTAB XWPHBIX KUCJIOT JIMITUJIOB MUEJIMHA B TIEPUOJE PA3BUTHA

Pe 310me

ABTOpBI TIPOBEIH MCCIIEOBAHMS IHETHI C MOBBILICHHBIM CONEPKAHUEM KMUPHBIX KHCIOT HA
COCTaB XHUPHBIX KHCJIOT JIMIIMAOB MMEJIMHA B NEepUoOae pa3BUTHS.

PesynbraThl McclieTOBaHMIl NpPUBENM K CIEAYIOLIMM BBIBOJAM:

1. KpbICbl KOPMJIEHHBIE B NIEPUOJIE PA3BUTHA ANETON C M3OBLITKOM JKUPHBIX KHCJIOT HE MpOosi-
BIISIIOT PA3HHIl B COCTABE JKMPHBIX KUCIIOT OTHEbHBIX JIMMUIOB MHEIIUHA.

2. ComocTaBieHHe BIMSIHHS IMEThI OOOTALIEHHOM JXKMPHBIMM KHUCIOTAMH M CO CHHIKECHHBIM
COZIEPXXKaHUEM JKHPHBIX KHCIIOT B NEPHOJIe OHTOTEHETHYECKOrO Pa3BHUTHUS MOKA3bIBAET, YTO TOJBKO
HEJIOCTATOK JKHPHBIX KHCIIOT BBHI3bIBAET H3MEHEHHsI B COCTABE KHPHBIX KHCJIOT OTACIbHBIX JTANHI-
HBIX (hpakumif.
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INFLUENCE OF UNAPPROPRIATE DIET DURING DEVELOPMENT
ON THE SUSCEPTIBILITY TO EXPERIMENTAL ALLERGIC
ENCEPHALOMYELITIS *

Department of Neuroh)ﬂ)p g¢n@jmorgqpine, Poznan

The pathomorphological picture in experimental allergic encephalo-
myelitis (EAE) closely resembles the pathology of human demyelinat-
ing diseases, hyperacute EAE corresponding to acute haemorrhagic, and
ordinary EAE to acute perivenous leucoencephalitis. Models of chronic
or chronic relapsing EAE closely resembled the alterations found in acute
and chronic multiple sclerosis (Lassmann, Wisniewski 1978, 1979). How-
ever, as long as the etiopathogenesis of demyelinating diseases in humans
is not definitively solved, the question whether EAE may be considered
as experimental model of multiple sclerosis (MS) or only as a model of
postvaccinal or postinfectious encephalomyelitis remains still cpen. Ne-
vertheless, the thorough study of several aspects of EAE supplied very
many important data to the knowledge of immunological events in disea-
ses of the nervous system.

The crucial role in neuroallergic processes is played by the protein-
lipid membranes of myelin sheaths. The function of the protein-lipid
interaction in all biological membranes, including myelin, is qualitatively
dependent on the balance of the chain length and the degree of unsatura-
tion of its fatty acids. It is also known that regulation of membrane-bound
enzymes can be influenced by relatively small variations of the con-
centrations of certain polyunsaturated fatty acids within the membrane
(Farias et al, 1975). Furthermore, epidemiological evidence of a possible
correlation between dietary fat intake and the geographical distribution
of MS has been provided by various authors (Swank, 1950; Bernsohn,
Stephanides, 1967). This led to the inclusion of dietary factors in dis-
cussions of the ethiology of MS end even to therapeutic trials based
on special diets consisting of low fat intake and oil or linoleic sup-
plementation (Paty 1983).

* This inwvestigation was supported by the Research Grant 10.4.06.3.2. of Polish
Academy of Sciences.

9 — Neuropatologia 1/85
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Despite the fact, that the latter problems are only hypothetical ones,
it seems to be of general interest to examine the question of the effect
of changes in the diet fat content during development on the susceptibili-
ty of animals to the action of the encephalitogenic antigen. The present
studies compare the susceptibility to induction of EAE exhibited by rats
fed a normal diet and rats bred and raised on a fat-deficient or fat-enri-
ched diet.

MATERIAL AND METHODS

Wistar rats served as experimental animals. Pregnant females were
divided into three groups, one was fed on an artificially composed diet
containing 0.2% of rape seed oil (fat-deficient diet), the second group
was fed on the same diet supplemented with 20% of rape seed oil (fat-
enriched diet), andquto‘t/lz{ﬁnogg,gsg ving as control group was fed
a diet containing 2% of rape seed oil. The exact formulae of the ex-
perimental diets are presented in table 1.

Table 1. Formula of the experimental diets
Tabela 1. Zestawienie diet

Control diet Fat-deficient diet Fat-enriched diet

Dieta kontrolna Dieta niedoborowa Dieta wzbogacona
Sucrose
Sacharoza 200g 200 g 200 g
White meal
Maka pszenna 580g 604 g 400 g
Caseine
Kazeina 100 g 95¢g 150 g
Rape seed oil 20g 12'¢ 150 g
Olej rzepakowy
Potato starch 40¢g 40g 40¢g
Skrobia ziemniaczana
Sodium chloride 20g 20g 20g
Chlorek sodowy
Choline chloride 10g 10g 10g
Chlorek choliny
Multivitamin preparation 30g 30g 30g
Mieszanka witaminowa
kcal/kg 3414 3309 4150

The experimental diets were fed to all groups of pregnant rats start-
ing 6 days before the expected delivery and then continued as the only
surce of food for both the nursing mothers and their offspring, over the
whole postnatal period. The nutrient mixture as well as drinking water
were available ad libitum.
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At the age of three months, a time when myelination is known to
be completed in the rat, the animals were challenged with encephalito-
genic antigen. They received the following treatment: a double injec-
tion of 0.1 ml of encephalitogenic mixture for three successive days, into
each hind foot pad. The composition of the encephalitogenic mixture
was as follows: 40% homogenate of cerebral rat white matter in com-
plete Freund’s adjuvant, containing 10 mg of heat-killed mycobacte-
rium tuberculosum.

Clinical rating was based on the work of Elliot et al. (1973):

I° — slowing of movements, slightly wobbly gait, weight loss, gene-
ral weakness,

II° — weakness of hind limbs to slight paresis, altered (ataxic) gait,

III° — moderate paraparesis of hind limbs, urine incontinence,

IVe — severe paraparesis aralysis, impaired respiration.

The dynamics of the diseasetatgpogﬁglo;ﬂrétgf as follows:

I° — nonprogressive type. Intensity of illness of grade I during the
first 7 days,

II° — slowly progressing type. Intensity of the disease of grade I—
IT during the first 7 days,

III° — acute type. Intensity of the disease reaching grades III—IV
in two days,

IVe — fulminant type. Progress of the disease to the IVth grade in
the course of the first day.

Morphological evaluation of the experimental disease based on the
histology of the brain and spinal cord fragments stained by hematoxylin-
eosin, Nissl or Spielmeyer methods was rated with the slightly modified
scale of Alvord and Kies ( 1959).

I — mild cellular reaction, visible in single, topographically typical
places,
II° — disseminated inflammatory reaction seen as severe perivascular

infiltrates in few microscopical fields or weak infiltrates in many fields,
ITII° — severe, perivascular infiltrates, locally diffused, seen in all
microscopical fields under 30 >X magnification in typical regions.

The animals of all experimental groups were killed on the 8th day
after the first vaccination (preparalytic period) or between the 16—25th
day after inoculation, according to the general condition of the animal
(paralytic period).

Chemical studies. The myelin fraction was isolated by means of dif-
ferential centrifugation of the cerebral homogenate in a discontinuous
sucrose gradient (0,32 and 0,85 M, pH 7.0) essentially according to Nor-
ton and Poduslo (1973). The isolated myelin fraction was washed three
times with distilled water, each washing procedure being followed by
centrifugation at 75000 g for 15 min. The final sediment was then lyo-
philized.
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Table 2. Effect of changes in fatty acids content in diet on the clinical picture of EAE in rats
Tabela 2. Wplyw zmian w zawartosci kwasow tluszczowych w diecie na obraz Kliniczny EAE u szczuréw

‘I8 3° I2pUSM ‘I

Control diet Fat-deficient diet Fat-enriched diet
Dieta kontrolna Dieta niedoborowa Dieta wzbogacona
Kind of evaluation examined examined ill animals
animals animals Statistical evaluation
Sposob oceny zwierzeta  zwierzgta chore zwierzeta chore  zwierzeta  zwierzgta chore
badane badane Ocena statystyczna
total number percent number percent total number percent
number number
liczba liczba liczba procent
Comparison of percent with
»sHE test
Pordéwnanie procentow testem
General s
23 22 8 36.4 Deficit — Control
Ogolna Niedobor — Kontrola
u = 2.95* (ugp.01 = 2.58)
Overdue — Control
Nadmiar — Kontrola
u = 2.23** (ug,05 = 1.96)
Dynamics of the 1 3 37.5 Test of independence chi-

-square



Clinical rating 1

in 4-degree scale

Ocena punktowa wg 11
4-stopniowej skali 11l

IV

disease process

in 4-degree scale 11
Dynamika choroby
w 4-stopniowej 111
skali

v

w

18.8
12.5

313

25.0

18.8

18.8

83.3
16.7

0.0

33.3

16.7

0.0

(8]

12.5

12.5

37>

Test of independence chi-
-square

Test niezaleznosci chi-
-kwadrat

x? = 3.0989

Degree of freedom 6
Liczba stopni swobody 6
%%6,0.05 < 12.59

Test niezaleznosci chi-
-kwadrat

% = 1.6145

Degree of freedom 6
Liczba stopni swobody 6
%%6,0.05 < 12.59

** highly statistically significant — statystycznie wysoce znamienny
* statistically significant — statystycznie znamienny

sjex pay A@jerxdorxddeun ur gvya

eeT
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Total lipids of the myelin fraction were extracted by means of the
procedure described by Folch-Pi et al. (1973) and then further separated
by means of combined column and thin layer chromatography as descri-
bed in our previous publication (Wender et al. 1978).

For statistical evaluation of the clinical and morphological data the
chi-square test for small numbers was used. The results of chemical
studies were statistically checked by the Student’s t-test.

RESULTS

The clinical syndrome of EAE developed in almost 70% of animals
maintained on the control diet, whereas only in 26% rats receiving the
fat-deficient diet, and in 36%0 of animals bred and raised on a fat-enri-
ched diet. The differ he  experimental groups and the
control one are statisteﬁaﬁﬁé 5&%‘ ch(é e intensity of the experimen-
tal disease and its dynamics did not show any difference between the
three groups (Tab. 2). The morphological findings of EAE were in keep-
ing with the clinical picture. The highest percentage of inflammatory
changes in the central nervous system was noted in the control group
(68%0 of rats). The animals receiving the fat-deficient or fat-enriched
diet reacted in a markedly lower percentage (21%0 and 36%, respecti-
vely). The above described differences are significant. The rated in-
tensity of the pathological process did not demonstrate any significant
differences between the experimental groups, despite the fact, that only
some animals fed a normal diet developed the III intensity grade of the
inflammatory reaction. The results are summarized in table 3.

The pattern of myelin lipids in the group of animals developing on
normal diet did not show any significant differences in the preparalytic
period (8th day after inoculation) as well as in the period of fully deve-
loped experimental disease (18—24th day after sensitization) as com-
pared with normal rats. However, very pronounced changes in the cour-
se of EAE were noticed in the group of animals growing on the fat-
deficient diet. All phospholipid fractions demonstrated an absolute and
relative decrease, concomitantly with the rise of cerebroside content. The
latter change is more marked when calculated in relative proportion.

The above described changes in the lipid pattern of the myelin mem-
brane are rather more pronounced in the preparalytic period than in
the stage of fully developed picture of EAE. In the last period only part
of the presented changes is significant. When the deviations in the lipid
structure of myelin are compared between the group of animals bred and
raised on the fat-enriched diet versus the fat-deficient one, it should
be stressed that the general direction of changes is similar, but devia-
tions are weaker in the first group. A full detailed account of results
is presented in tables 4—9.



Table 3. Effect of changes in fatty acids content in diet-on the morphological picture of EAE Tn rats
Tabela 3. Wplyw zmian w zawartosci kwasow tluszczowych w diecie na obraz morfologiczny EAE u szczuréw

Control diet Fat-deficient diet
Dieta kontrolna Dieta niedoborowa

Fat-enriched diet
Dieta wzbogacona

Kind of evaluation total animals with total animals with total animals with Statistical evaluation
number  inflammatory number inflammatory number  inflammatory
of animals process of animals process of animals process
ogdlna  zwierzg¢ta z pro- ogdlna  zwierzgta z pro- ogldlna  zwierzgta z pro- Ocena statystyczna
Sposob oceny liczba cesem zapalnym liczba cesem zapalnym liczba cesem zapalnym
zwierzat number percent zwierzat number percent zwierzat number percent
liczba procent liczba procent liczba procent
Comparison of percent with
5,u” test
Poréwnanie procentéw testem
General W - o
Deficit — Control
22 15 68.2 24 20.8 22 8 36.4 Niedobor — Kontrola
Ogélna u = 3.24** (u°_01 = 2.58)
Deficit — Overdue
Niedobor — Nadmiar
u=117*
Overdue — Control
Nadmiar — Kontrola
u=2.11 (00_05 = 1.96)
Rated with the 1 7 46.7 100 6 75 Test of independence chi-
4-degree scale -square
Ocena punktowa 1I 4 26.7 0 2 25 Test niezalezno$ci chi-
w skali -kwadrat
4-stopniowej 111 4 26.7 0 0 0 X2 = 6.64

v

Degree of freedom 4
Liczba stopni swobody 4
%%4,0.05 = 9.49

** highly statistically significant — statystycznie bardzo znamienny

* statistically significant — statystycznie znamienny

sjex paJ Arojeradoraddeun ur gva
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Table 4. Effect of changes in fatty acids content in diet on the pattern of myelin lipids in the prepa-
ralytic period of EAE, expressed in nmol/100 g dry tissue
Tabela 4. Wplyw zmian w zawarto$ci kwasow tluszczowych w diecie na obraz lipidow mieliny
w okresie przedporazennym EAE wyrazony w nmo 1/100 g tkanki suchej

Control diet
Dieta kontrolna

Fat-deficient diet
Dieta niedoborowa

Fat-enriched diet
Dieta wzbogacona

control EAE control EAE control EAE
kontrola kontrola kontrola

Cholesterol
Cholesterol 36.6+-1.7 22.6+0.8 34.14+2.3 18.9+0.7 45.01-3.6 15.540.5
Total galactolipids
Calkowite galaktolipidy 19.14+0.9 14.54-0.5 15.34+1.0 19.64-2.3 19.74+1.1 12.0-0.8
Cerebrosides
Cerebrozydy 16.2+0.9 12.4--0.4 12.84+1.0 18.8+2.2 15.5+0.5 8.8--0.6
Sulfatides i .
Sulfatydy 29.084P4AGN-0rGRlos 09201 43406 31403
Total phospholipids
Calkowite fosfolipidy 25.2+1.1 19.340.8 23.7+1.1 12.2+1.0 42.3+1.3 16.71-0.6
Sphingomyelins
Sfingomieliny 3.840.6 1.7--0.04 2.040.1 0.940.1 3.62-0.2 1.140.07
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina 7.340.7 6.02-0.4 6.5+0.3 3.4+0.2 10.44-0.9 5.3--0.09
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina 1.1+0.1 0.940.1 0.9-40.2 0.4+0.05 3.940.7 0.9+0.1
Phosphatidylserine -
phosphatidylinositide 1.84+0.2 1.940.1 2.84+0.2 1.2:10.2 54404 14:40.1
Fosfatydyloseryna -
fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloetanoloamina 3.54+0.4 2.540.1 3.140.1 1.840.1 7.1+11 19402
Plasmalogen
Plazmalogen 7.6+ 0.6 6.4--0.2 8.4--04 45104 11.8+1.1 6.1--04

Number of animals in each group: 6

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6

Mean +S.E.

Srednia --S.E.

DISCUSSION

From our observations made in an earlier study, it appeared that
the maintenance of pregnant rats and of their offspring on a lipid-depri-
ved diet results in the reduction of basic myelin lipids, the deficit grow-
ing continuously with advancing postnatal age (Wender et al., 1983a).
Animals kept on this diet develop a myelin differing significantly also in
respect to the fatty acid composition of the main lipid constituents, and,
thus, all main phospholipid and glycolipid fractions of the experimental
rats exhibit a considerable decline of the percentage of saturated fatty
acids and a marked increase of the unsaturated ones (Wender et al.,
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Table 5. Effect of changes in fatty acids content in diet on the pattern of myelin lipids in the prepa-
ralytic period of EAE expressed in %, of total lipids
Tabela 5. Wplyw zmian w zawartosci kwasow tluszczcwych w diecie na obraz lipidow mieliny
w okresie przedporazennym EAE wyrazeny w % og0lnej zawartosci lipidow

Control diet Fat-deficient diet Fat-enriched diet
Lipids Dieta kontrolna Dieta niedoborowa Dieta wzbogacona
Lipidy control EAE control EAE control EAE
kontrola kontrola kontrola

Cholesterol
Cholesterol 26.64-1.3 24.3+1.1 21.74-1.1 22.0+1.3 248414 20.6+1.2
Cholesterol esters
Estry cholesterolu slady 0.6--0.1 1.4+0.03 0.9240.1 0.5+-0.05 0.6+0.1
Total galactolipids
Catkowite galaktolipidy 36.34+1.2 34.04-1.0 274419 49.1+1.9 25.54+2.4 35119
Corpheossiey hitp://rcin.org.pl
Cerebrozydy 30.7+0.9 28.4-40.8 21.24+1.2 '46.7+1.8 19.24+1.9 25.1+1.4
Sulfatides
Sulfatydy 5.6-0.6 5.6+0.3 6.24+0.7 2.4+40.2 7.0420.9 10.04-0.6
Total phospholipids
Catkowite fosfolipidy 37.1+0.7 41.1+1.0 49.5--1.5 28.0+1.0 494415 43.7+1.8
Sphingomyelins
Sfingomieliny 2.840.2 3.840.1 31402 2.240.1 4204 3.1+0.2
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina 11.04£1.1 13.44-0.6 144-0.6 8.1+0.3 11.9--1.2 14.6+-0.8
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina 0.9+0.1 1.320.2 3.640.2 0.720.1 3.0403 1.6+0.3
Phosphatidylserine -+
phosphatidylinositol 43404 47402 6.74-0.6 3.24+0.2 6.4-0.7 4403

Fosfatydyloseryna -+
fosfatydyloizytol
Phosphatidylethanolamine

Fosfatydyloetanoloamina 42403 5.040.2 7.6+-0.2 3.9--0.4 6.2--0.9 4.8+0.5
Plasmalogen
Plazmalogen 13.64-0.5 12.940.3 14.14-0.6 9.94-0.5 13.3+1.0 15.24-0.8

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean +-S.E.

Srednia -+ S.E.

1983b). Rats kept during their ontogenic development on a fat-enriched
diet develop a myelin membrane that is slightly overloaded with lipid
components (Wender et al, 1983c). In a fat-deprived or fat-enriched
dietary regime, it is deficiency or excess of essential fatty acids, parti-
cularly of linoleate and linolenoate that constitute the significant patho-
genetic factor in this experimental condition and this indicates that the
process of myelinogenesis is sensitive to both an overdue and undue
supply of fatty acids in the diet, but fatty acid deficiency only leads to-
the formation of a chemically aberrant myelin membrane.
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Table 6. Effect of changes in fatty acids content in diet on the pattern of myelin phospholipids
in the preparalytic period of EAE expressed in % of total phospholipids
Tabela 6. Wplyw zmian w zawartosci kwasow tluszczowych w diecie na obraz fosfolipidow mieliny
w okresie przedporazennym EAE wyrazony w % ogolnej zawartosci fosfolipidow

Control diet
Dieta kontrolna

Phospholipids

Fat-deficient diet
Dieta niedoborowa

Fat-enriched diet
Dieta wzbogacona

Fosfolipidy control EAE EAE control EAE
kontrola kontrola

Sphingomyelins
Sfingomieliny 7.6+0.1 9.1+0.4 7.740.3 9.24+1.9 7.0+0.4
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina 29.8--0.7 32.540.7 29.4--0.4 26.5+-2.4 33.7+1.3
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina 2.44-0.04 3.1+0.3 2.54+0.3 6.7+1.2 3.940.7
Phosphatidylserine - ht P: // rcin_org_
phosphatidylinositol 12.140. 11.4--0.3 11.14-0.8 14.3-4-1.0 10.0+0.5
Fosfatydyloseryna -
fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloetanoloamina 11.4+0.1 12.340.6 13.9+0.5 16.2+2.4 10.84-0.9
Plasmalogen
Plazmalogen 34.34+0.6 31.6+0.5 27.74+0.5 35.4-+-0.8 27.14+-2.4 34.6--0.4

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean + S.E.

Srednia -+ S.E.

In our present studies we have found that the changes in the fatty
acid content in the diet decrease significantly the incidence rate of ex-
perimental allergic encephalomyelitis induced by sensitization with rat
cerebral white matter in complete Freund’s adjuvant. We assume that
the changed lipid composition of myelin induced by the unsuitable (undue
or overdue) content of fatty acids in the diet decreases the immunologi-
cal reactivity of animals to the encephalitogenic antigen.

The above results are in controversy with those found by Clausen and
Moller (1967), who indicated that a diet adequate in polyunsaturated
fatty acids (PUFA) completely protected rats from EAE. In these studies
all animals raised on a diet deficient in PUFA developed some neurolo-
gical signs of EAE, whereas no neurological sign occurred in control ani-
mals. This is a surprising finding because the strain of rats used in the
study (Wistar rats) has been shown to be highly susceptible to EAE.
Selivonchik and Johnston (1973) who also studied the effect of fat de-
ficiency during development on the susceptibility to EAE, used the Spra-
gue-Dowley strain with relatively low susceptibility to EAE. However,
in the experiments of those authors the disease developed in some ani-
mals in the experimental and the control groups.
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Table 7. Effect of changes in fatty acids content in diet on the pattern of myelin lipids in the paralytic

period of EAE expressed in nMol/100 g of dry tissue

Tabela 7. Wplyw zmian w zawarto$ci kwasow tluszczowych w diecie na obraz lipidow mieliny
w okresie porazennym EAE wyrazony w nMol/100 g tkanki suchej

Lipids
Lipidy

Control diet
Dieta kontrolna

Fat-deficient diet
Dieta niedoborowa

Fat-enriched diet
Dieta wzbogacona

control AEE
kontrola

control EAE
kontrola

control EAE
kontrola

Cholestrol

Cholestrol

Total galactolipids
Calkowite galaktolipidy
Cerebrosides
Cerebrozydy

Sulfatides

Sulfatydy

Total phospholipids
Calkowite fosfolipidy
Sphingomyelins
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina
L_ysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine +
phosphatidylinositol
Fosfatydyloseryna -
fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloetanoloamina
Plasmalogen
Plazmalogen

36.6+1.7 33.8+1.0

19.1409 178414
16.24-09 154112
29:4-0.2 T 2:54:0.
252411 22.840.6
3.840.6 1.540.06
733:0.7 & 7.04£0:2
1.140.1  '1.44-0.1
1.8+0.2 1.940.2
35404  3.240.1
7.64+0.6 7.84-0.4

httP://r

341423 16.841.5
15.341.0 12.1-20.5
128210 11.30.5
Czl.rs];t%.rzgd.rsalio.oe
23.7+1.1 151409
2.040.1 1.140.2

6.5:0.3 42407

0.9+0.1 1.24+0.09

2.84-0.2 '1.340.3

3:12:0:12:0:0.3

84404 5.3+1.1

45.0+3.6 15.0+1.5
19.7+1.1 8.4+0.5
15.54-0.5 7.24:0.5
4.340.6 1200
42.34+1.3 10.54-0.9
3.64-0.8 0.8+0.06
10.44+0.9 2.840.3
3.940.7 0.540.1
54404 1.240.1
71411 1.640.1

11.8+1.0 3.74-0.4

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6

Mean -+ S.E.
Srednia - S.E.

Fatty acid metabolism may be affected in multiple sclerosis, the di-
sturbances being caused either by nutritional factors or by a defect in
metabolic pathways, or by both. Epidemiological evidence of a possible
correlation between dietary fat intake and the geographical distribution
of MS has been provided by various authors. For a review of this sub-
ject see Martin and Meade (1977). This led to the inclusion of dietary
factors in addition to others such as immunological ones into the discus-
sion of the etiopathogenesis of MS.

It has been shown by several workers that in MS there are changes
in the relative proportion of saturated and unsaturated fatty acids in the
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Table 8. Effect of changes in fatty acids content in diet on the pattern of myelin lipids in the paralytic

period of EAE expressed in % of total lipids

Tabela 8. Wplyw zmian w zawartosci kwasow tluszczowych w diecie na obraz lipidow mieliny
w okresie porazennym EAE wyrazony w % ogélnej zawartosci lipidow

Fat-deficient diet
Dieta niedoborowa

Control diet
Dieta kontrola

Fat-enriched diet
Dieta wzbogacona

Lipids
Lipidy control EAE control EAE control EAE
kontrola kontrola kontrola

Cholesterol
Cholesterol 26.6+-1.3 28.840.5 21.74+1.1 22.841.1 24.84+1.4 27.6+-0.6
Cholesterol esters
Estry cholesterolu slady 0.4--0.01 1.44+0.03 1.240.1 0.54+0.05 1.240.1
T otal galactolipids
Catkowite galaktolipidy 36.3-1.2 32.7+1.6 27.44+1.9 359413 25.54+2.4 341424
Cerebrosides httE://rCin.org.PI
Cerebrozydy 30.74+0.9 27.741.4 21.241.2 333411 19.24+1.9 28.8-+1.5
Sulfatides
Su!fatydy 5.6+0.6 5.040.2 6.2+0.7 2.6+0.2 7.04-0.9 5.340.2
Total phospholipids
Catkowite fosfolipidy 37.14+0.7 38.1+2.0 49.5+1.5 40.111.6 494415 37.1+28
Sphingomyelins
Sfingomieliny 2.840.2 2.6--0.01 3.1+0.2 3.040.1 42404 3.0:£0.2
Phosphatidylcholine
Fosfatydylcholina 11.1+1.1  12.54-0.6 14.4+-0.6 11.840.3 11.94+1.2 10.4+0.9
Lyso phosphatidylcholine
Lizof osfatydylcholina 0.940.1 1.624-0.2 3.640.2 2.3+40.1 3.04+0.3- 1.140.3
Phosp hatidylserine -+
phospgatidylinositol 43404 37404 6.7+-0.6 4.1-10.4 6.4--0.7 4.8--04
Fosfatydyloseryna -+
fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloetanoloamina 42403 52402 7.64+0.2  5.24-0.2 62409 5.4+03
Plasmalogen
Plazmalogen 13.64-0.5 12.5-4-0.6 13.3+1.0 12.4-4-0.7

14.11+0.6™ 13.74-0.5

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6

Mean -+ S.E.
Srednia -- S.E.

brain lipids and also that there is a lowered level of linoleate in the
serum, platelets, and in red blood cells of patients with MS. However
Belin et al. (1971) failed to obtain evidence of a defect in the absorp-
tion of linoleate from the digestive tract. Thus, the disturbances of fatty
acid metabolism in MS might be caused either by nutritional factors or
by a defect in the metabolic pathways or by both. On the basis of these
observations, an inborn error of fatty acid metabolism in MS, probably
accentuated by dietary factors, has been postulated by Thompson (1971)
allowing an environmental factor such as a virus infection to participate
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Table 9. Effect of changes in fatty acids content in diet on the pattern of myelin phospholipids in
the paralytic period of EAE expressed in 9, total phospholipids
Tabela 9. Wplyw zmian w zawarto$ci kwasow tluszczowych w diecie na obraz fosfolipidow mieliny
w okresie porazennym EAE wyrazony w % ogoélnej zawartosci fosfolipidow

Phospolipids
Fosfolipidy

Control diet
Dieta kontrolna

control  EAE
kontrola

Fat-deficient diet
Dieta niedoborowa

Fat-enriched diet
Dieta wzbogacona

“control  EAE
kontrola

control EAE
kontrola

Sphingomyelins
Sfingoemieliny
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina

Lysophosphatidylcholine

Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine +
phosphatidylinositol
Fosfatydyloseryna -+
fosfatydyloinozytol

Phosphatidylethanolamine
Fosfatyldyloetanoloamina

Plasmalogen
Plazmalogen

7.6+0.1 '6.9+0.2

29.841-0.7 | 32.841.1

2.410.04 44105

89+0.5. 7.61+03
28.2+1.0 29.44-0.8
6.84+1.0 5.74-0.4

12.14-0.2 J‘lét_t_ej/rCIHOOJ_Arlg pll().Oj_- 0.8

114401 13.5+0.7

34.3+0.6 32.84-1.2

5.0::0.3° . 13.1:F0:5

27.7+0.5 34.2+1.1

921119 " 7.910.3

26.542.4 27.84-0.6
6.74+1.2 2.940.6

14.34+1.0 13.1+0.5

16.2+2.4 14.610.6

27.14+2.4 33.7414

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
Mean + S.E.

Srednia -+ O.E.

through immunological processes in the pathological changes of the cen-
tral nervous system. Despite some previous reports that dietary treat-
ment consisting of low fat intake and oil supplementation for more then
20 years had a beneficial effect on the course of MS and the survival
rate, Paty (1983) reported a double-blind trial of linoleic acid in MS,
without any therapeutic benefit from the use of linoleic acid during his
30-months trials. That is why it should be stressed that the question con-
cerning the significance of disturbances in fatty acid metabolism in MS
still remains open, and experimental studies have a high value for the
understanding of the role of polyunsaturated fatty acids in the pathome-
chanism of neuroallergic processes. Of particular interest are the studies
of Selivonchick and Johnston (1975) who have testified that a supplemen-
tation of linoleic acid, probably as the precursor of prostaglandins, has
a marked protective effect against EAE. Prostaglandins have been shown
to elicit an antiinflammatory action, possibly by inhibition of lysosomal
enzyme release via a mechanism involving cyclic AMP (Ignarro et al,
1972).

This mechanism may be responsible for the decreased EAE suscep-
tibility of our animals kept on a fat-enriched diet. However, we have
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also noted a very marked reduction of EAE susceptibility in the group
of rats developing on the fat-deficient diet. The latter conditions in-
fluenced not only the incidence rate on EAE but also affected and chan-
ged the reaction of myelin lipids in the course of neuroallergic process
provoked by the encephalitogenic antigen. That is why we have con-
cluded, that the changed chemical structure of the myelin sheath in
animals growing on unappropriate diet alters and diminishes the rea-
ctivity of rats to the action of encephalitogenic antigen. The insight into
the exact mechanism by which the undue or overdue fat level in the
diet leads to decreased susceptibility to EAE should be an important
point in the understanding of the pathomechanism of EAE.

CONCLUSIONS

1. Long lasting fathﬁﬁé{é;ﬁw a%EQfPJ overfeeding ranging from the
late stage of intrauterine life throughout the whole postnatal develop-
ment till maturity changes the reactivity of the central nervous tissue
to the action of the encephalitogenic antigen in Wistar rats.

2. Changes in fatty acid content in the diet (undue or overdue a-
mount) decrease significantly the incidence rate of experimental allergic
encephalomyelitis induced by sensitization with rat cerebral white mat-
ter in complete Freund’s adjuvant.

3. The pattern of myelin lipids in the course of EAE demonstrates in
animals kept on experimental diets, as compared with those living in
normal dietary condition, decreased content of all phosholipid fractions
concomitantly with the rise of cerebroside content.

4. The changed lipid composition of myelin induced by an unsuitable
(undue or overdue) content of fatty acids in the diet decreases the im-
munological reactivity of animals to the action of encephalitogenic an-
tigen.

WPELYW ZMIAN W ZAWARTOSCI KWASOW TEUSZCZOWYCH W DIECIE
NA WRAZLIWOSC ZWIERZAT NA DZIALANIE ANTYGENU
ENCEFALITOGENNEGO

Streszczenie

Przeprowadzono badania wplywu diety z obnizona oraz podwyzszong zawar-
toscia kwasow tluszezowych na wrazliwo$é zwierzat na dzialanie antygenu ence-
falitogennego.

Wyniki badan doprowadzily do nastepujacych wnioskow:

1. Szczury zywione w ostatnim okresie zycia plodowego oraz po urodzeniu die-
ta z niedoborem lub nadmiarem kwasoéw tluszczowych wykazuja odmienng reak-
tywno$é na antygen encefalitogenny w poréwnaniu ze zwierzetami zywionymi
dieta normalna.
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2. Zmiany w zawartosci kwasow tluszczowych w diecie obnizajg zapadalnosé
na do$wiadczalne alergiczne zapalenie moézgu i rdzenia, okre§long tak kryteriami
klinicznymi, jak i patomorfologicznymi.

3. Obraz lipidow mieliny w przebiegu doswiadczalnego alergicznego zapalenia
moézgu i rdzenia u zwierzat znajdujacych si¢ na diecie z niedoborem Ilub nad-
miarem kwasow tluszczowych wykazuje w poréwnaniu ze szczurami zywionymi
normalng dietg obnizenie zawartosci wszystkich frakcji fosfolipidowych, réwnolegle
z podwyzszeniem zawartosci cerebrozydow.

4. Zmieniony sklad chemiczny lipidow mieliny, powstaly pod wplywem diety
z nieprawidlowq ilo$cia kwasoéw tluszczowych, wplywa na oslabienie reaktywnosci
immunologicznej zwierzecia na antygen encefalitogenny.

BJIMSTHUE U3MEHEHUI B COIAEPXAHUM JXUPHBIX KUCJIOT B JUETE HA
BOCIPUMMYUBOCTL JXUBOTHBIX K JEVCTBUIO DHUE®AJIMTOIEHHOIO
AHTUT'EHA

httpl;g[.pljirg.org.pl

TIpoBEeNEHO WMCCTENOBAHUS BIMSIHHS JHETHI CO CHHIKEHHBIM M TIOBBICHHBIM COIEPKaHHEM
JKUPHBIX KHCJIIOT HAa BOCIPHHMYMBOCTH JKHBOTHBIX M JEHCTBHIO JHLE(ATATOTEHHOrO aHTHICHA.

Pe3ynbTaThl HCCIENOBAHUM NIPHBEIIH K CIIEIYIOIIAM BEIBOAAM

1. Kpsickl KOPMJICHHBIE B IOCJIEHEM MEPHOAE YTPOOHOM XKU3HU M TOCHIE POXKICHUSA MUETOM
C HEJOCTATKOM HMJIM C M30BITKOM JKMPHBIX KHCJIOT MPOSBIISIOT MHYIO PEAKTHBHYIO CHOCOOHOCTH
IPOTHB 3HUE(ATHTOTEHHOTO AHTHIEHA B COMOCTABJICHHH C JXKHBOTHBIMH KOPMJICHHBIMH HOpPMaJlb-
HOM JHETOMH.

2. V3MeHeHHsl COEPKAHMS JKHPHBIX KUCIIOT B IHETE CHIKAIOT 3a00JIeBa€MOCTh IKCIIEPAMEH=
TAJIbHBIM AJUICPTHYECKAM JHIE(ATOMHETHTOM, ONpEJesIeHHYIO KaK KIMHHYECKHMH Tak M NaTo-
MOP(HOTOrHYeCKHMHE KPUTEPHAMH.

3. KapTuHa JMIHIOB MHEIMHA B TEYEHHE JKCIEPHMEHTAJILHOTO aJlIeprHyecKoro sniuedano-
MHEJIATA Y XKHBOTHBIX KOPMIICHHBIX JMETOM C HEIOCTATKOM MM C H30BITKOM JKHDHBIX KHCIIOT
T0Ka3bIBAET B COMOCTABJICHHA C KPBICAMH KOPMJIEHHBIMA HOPMAJILHOM JHMETON CHHXKEHHE COomep-
KaHus BeeX (hochomunuaHbIX Gpakimii, napajuiebHO ¢ MOBBIMIEHAEM COIEPXaHus nepeOGpo3n/1oB-

4. VI3MeHeHHBIM XUMHYECKHIl COCTaB JIMNALOB MHEIHHA, OOPAa30BAHHBIA IO BIIMSHHEM.
JHeTHl ¢ HEHOPMAJIbHBIM KOJIMYECTBOM JKHMPHBIX KHCJIOT, BJIIMSET HA OCJabJCHHE MMMYHOJIOEIH-
YeCKO# pPeakTHBHOM CIOCOOHOCTH JKHBOTHOTO NPOTHMB 3HIE(AIATOTEHHOIO AHTHUIEHA.
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IDENTYFIKACJA PECHERZYKOW DOPAMINERGICZNYCH
W OBRAZACH MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWYCH
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Wyniki licznych i prowadzonych od kilkunastu lat badan biochemicz-
nych i mikroskopowo-elektronowych nad umiejscowieniem oraz identyfi-
kacja katecholamin w komodrce nerwowej sg kontrowersyjne. W zwigzku
z tym podejmujgc badania mikroskopowo-elektronowe na modelu dos-
wiadczalnym choroby Parkinsona postawiono przed soba dwa zadania:
1) identyfikacje pecherzykow dopaminergicznych w obrazach mikrosko-
powo-elektronowych istoty czarnej szczura, 2) okreslenie zmian liczby
pecherzykow zawierajacych ziarnistosci dopaminy w istocie czarnej i praz-
kowiu szczura w doswiadczalnym modelu choroby Parkinsona oraz po
wszczepieniu do prazkowia komoérek produkujgcych dopamine, tzn. plo-
dowej istoty czarnej lub czesci rdzennej nadnercza.

Bezposrednim celem niniejszej pracy byla préba rozwigzania pierw-
szego zadania. Na podstawie wynikow badan Tennyson i wsp. (1975), kto-
re wykazaly, ze 5-hydroksydopamina (falszywy neurotransmiter mono-
aminergiczny) dodana do $rodowiska inkubacyjnego gromadzi sie zaréw-
no w zakonczeniach nerwowych noradrenergicznych, serotoninergicznych,
jak i dopaminergicznych, natomiast po dodaniu do medium inkubacyjne-
go zawierajacego desmetyloimipramine (inhibitor neuronalnego wychwy-
tu noradrenaliny oraz serotoniny) gromadzi sie wylacznie w zakoncze-
niach dopaminergicznych, postanowiono przeprowadzi¢ badania po przy-
zyciowym podaniu zaréwno desmetyloimipraminy, jak i 5-hydroksydo-
paminy.

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego Nr 10.4.05.2.4, koordynowa-
nego przez CMDiK PAN w Warszawie.
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MATERIAL I METODY

Prace wykonano na os$miu szczurach rasy Wistar o masie ciala 180—
200 g. Zwierzeta podzielono na cztery grupy. W pierwszej grupie doswiad-
czalnej 2 szczurom wstrzykiwano dootrzewnowo roztwoér desmetyloimi-
praminy w fizjologicznym roztworze chlorku sodu w ilosci 25 mg w 1 ml/
/kg masy ciata. W drugiej grupie 2 zwierzetom podawano roztwoér 300 ug
5-hydroksydopaminy w 10 ul 0,2°% kwasu askorbowego, wprowadzany
stereotaktycznie do komory trzeciej (A = 3.0, L =0, V = 6.0, kat bocz-
ny 15°). W trzeciej grupie w godzine po wstrzyknieciu desmetyloimipra-
miny podawano 5-hydroksydopamine (dawki obu substancji i sposéb po-
dawania identyczne jak w grupie pierwszej i drugiej). Dwa szczury nie
poddane zadnym zabiegom doswiadczalnym stanowity kontrole.

W 3 godziny po wstrzyknieciu desmetyloimipraminy i w 2 godziny
po podaniu 5'—hydrokmgpm_g@(_@ywano perfuzje przez lewsg ko-
more serca do tetnicy gléwnej wstepujacej z 200 ml roztworu 2,5% glu-
taraldehydu i 2% paraformaldehydu w 0,1 M buforze kakodylanowym
o pH 17,3, pod cisnieniem 80 mm Hg. Mézgi wyjete z czaszki przechowy-
wano w plynie perfuzyjnym w temp. 4°C do nastepnego dnia. Do ba-
dania pobierano obustronnie warstwe zbitg istoty czarnej. Wycinki
umieszczano w plynie utrwalajagcym o podanym wyzej skladzie na 5 go-
dzin, a nastepnie pozostawiano przez noc w 0,1 M buforze kakodylano-
wym i utrwalano dodatkowo w 2% czterotlenku osmu przez 2 godziny.
Material odwadniano w roztworach etanolu o wzrastajacym stezeniu
i zatapiano w Eponie 812. Pélcienkie skrawki barwiono blekitem tolui-
dyny i ogladano w mikroskopie $wietlnym. Ultracienkie skrawki kontras-
towano octanem uranylu i cytrynianem olowiu, a nastepnie ogladano oraz
wykonywano zdjecia w mikroskopie elektronowym JEM 7A.

Przedmiotem analizy iloSciowej byly wylacznie te pecherzyki synap-
tyczne, ktore na podstawie rozmiaréw i charakterystyki mikroskopowo-
-elektronowej opartej na weczesniejszych badaniach ultrastrukturalnych
(Pellegrino Delraldi, De Robertis 1963; Bloom, Aghajanian 1968; Hok-
felt 1968; Banks i wsp. 1969; Richards, Tranzer 1970; Jaim-Etcheverry,
Zichrer 1971), mozna bylo uzna¢ za pecherzyki prawdopodobnie katecho-
linergiczne. Zaliczono do nich male pecherzyki ziarniste i jasne o $red-
nicy 40—60 nm oraz duze ziarniste i jasne pecherzyki o s$rednicy 70—
120 nm. (Znaczna rozpietosé rozmiaréw w grupie zwigzana jest z réz-
nicami poziomu przekroju kulistego pecherzyka w obrazie mikroskopo-
wo-elektronowym). Wylaczono z niej natomiast mate jasne pecherzyki
o Srednicy 20—30 nm, uznane przez wiekszo$¢ autorow za nosniki ace-
tylocholiny (Whitaker i wsp. 1964) oraz pecherzyki oplaszczone. Peche-
rzyki katecholaminergiczne liczono w mikrofotogramach elektronowych
przy powiekszeniu 30 600 X. W kazdej z 4 badanych grup zwierzat okres-
lano ich liczbe w 24 polach o powierzchni 14 400 mm? kazde, co odpo-
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wiadalo 0,47 mm?* powierzchni preparatu. Badania liczebno$ci pecherzy-
kéw prowadzono na 8 mikrofotogramach obejmujacych sam neuropil
oraz na 16 obejmujacych zaréwno neuropil, jak i cytoplazme obu ty-
pow komoérek nerwowych wyodrebnionych w warstwie zbitej istoty czar-
nej. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie wedlug testu t-Studenta.
Przedstawiono rowniez w procentach sSrednie arytmetyczne liczby po-
szczeg6lnych typéw pecherzykow katecholaminergicznych, uzyskane z 24
pol, przyjmujac za 100% $redniq arytmetyczng sumy wszystkich peche-
rzykéw o tym charakterze wystepujacych w 1 polu.

WYNIKI

Badanie jako$ciowe
Zwierzeta kontrolne http://rcin.org.pl

W zbitej warstwie istoty czarnej obserwowano dwa rodzaje komoérek
nerwowych: wieksze z cytoplazmg zawierajgcg liczne organelle i mniej-
sze z cytoplazma uboga w organelle.

Komorki wieksze spotykano czesciej. Owalne jgdro komérkowe z row-
nomiernie rozproszonymi drobnymi ziarnami chromatyny polozone bylo
obwodowo. W otoczce jadra widoczne byly liczne pory (rye. 1). Cyto-
plazma byla bogata w organelle. Profile ziarnistej siateczki $rodplazma-
tycznej otoczone byly licznymi rybosomami i polirybosomami (ryc. 2).
Czesto spotykano skupienia réwnolegle ulozonych zbiornikéw ziarnistej
siateczki srédplazmatycznej (ryc. 3). W cytoplazmie komoérki wystepowaty
pojedyncze duze pecherzyki ziarniste o srednicy 70—120 nm. Rdzen pe-
cherzykéw wypekliony ziarenkami otoczony byl jasnym ,halo” (ryc. 4).
Obserwowano je pomiedzy zbiornikami ukladu Golgiego, w bezposrednim
sgsiedztwie zbiornikow gladkiej i ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej
(ryc. 5), a takze w otoczeniu mitochondriéw (ryc. 6). Perykariony i wy-
pustki komérek nerwowych otoczone byly cienkimi wypustkami astro-
gleju i synapsami.

Rzadziej spotykane mniejsze komorki nerwowe mialy cytoplazme ubo-
ga w organelle. Profile ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej byly nie-
liczne, a uklad Golgiego stabo rozwiniety. Pomiedzy jego pecherzykami
widoczne byly pojedyncze male pecherzyki ziarniste o $rednicy 40—60
nm (ryc. 7). Spotykano je rowniez w sasiedztwie zbiornikow gladkiej
siateczki $roédplazmatycznej i w poblizu mitochondriow (ryc. 8). Owalne
jadro komoérkowe z drobnoziarnistg, rownomiernie rozproszong chroma-
tyng i z licznymi wglobieniami polozone bylo centralnie. W jego otoczce
spotykano pojedyncze pory (ryc. 7). Komorke otaczaly wypustki astro-
gleju oraz synapsy. W nielicznych aksonach obserwowano pojedyncze
duze lub male pecherzyki ziarniste (ryc. 9).



Ryc. 1. Fragment komorki nerwowej z licznymi polirybosomami w cytoplazmie.
Jadro (N) z licznymi porami w otoczce (strzatka). Pow. 30 600

Fig. 1. Fragment of neuron with numerous polyribosomes in cytoplasm. Nucleus (N)
with numerous pores in envelope (arrow). X 30 600
Ryc. 2. Fragment komoérki nerwowej z licznymi organellami w cytoplazmie. Uktad
Golgiego (G). Pow. 30600 X
Fig. 2. Fragment of neuron with numerous organelles in cytoplasm. Golgi appara-
tus (G). X 30600



Ryc. 3. Fragment cytoplazmy komérki nerwowej z licznymi profilami ziarnistej
siateczki $rédplazmatycznej. Pow. 30 600 X
Fig. 3. Fragment of cytoplasm of neuron with numerous profiles of granular endo-
plasmic reticulum. < 30 600

Ryc. 4. Duzy pecherzyk ziarnisty. Pow. 140 000 X
Fig. 4. Large granular vesicle. X 140 000
Ryc. 5. Fragment komorki nerwowej z licznymi profilami ziarnistej siateczki $ré6d-
plazmatycznej i z licznymi rybosomami. Dwa duze pecherzyki ziarniste pomiedzy
profilami ziarnistej siateczki srédplazmatycznej (strzatka). Pow. 30600 X

Fig. 5. Fragment of neuron with numerous profiles of granular endoplasmic reti-
culum and numerous ribosomes. Two large granular vesicles between profiles of
granular endoplasmic reticulum (arrow). KX 30 600

Ryec. 6. Fragment komoérki nerwowej z licznymi organellami w cytoplazmie. Duzy
pecherzyk ziarnisty w poblizu mitochondrium (strzatka). Pow. 30 600 X<

Fig. 6. Fragment of neuron with numerous organelles in cytoplasm. Large granular
vesicle in the vicinity of a mitochondrium (arrow). X 30 600
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Ryc. 7. Fragment komoérki nerwowej z nielicznymi profilami ziarnistej siateczki
$roédplazmatycznej i z mielicznymi polirybosomami. Maly pecherzyk ziarnisty (strzai-
ka) pomiedzy zbiornikami ukladu Golgiego (G). Pow. 30 600 X
Fig. 7. Fragment of neuron with not numerous profiles of granular endoplasmic
reticulum and with not numerous polyribosomes. Small granular vesicle (arrow)
between cisterns of Golgi apparatus (G). < 30 600

Ryc. 8. Fragment cytoplazmy komoérki nerwowej z nielicznymi polirybosomami.
Maly pecherzyk ziarnisty w poblizu mitochondrium (strzatka). Pow 30600 X

Fig. 8. Fragment of the cytoplasm of neuron with not numerous polyribosomes.
Small granular vesicle in the vicinity of a mitochondrium (arrow). X 30600

Ryc. 9. Maly pecherzyk ziarnisty w aksonie (strzatka). Pow. 30 600 <
Fig. 9. Small granular vesicle within axon (arrow). X 30 600
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W zakonczeniach aksonalnych stwierdzono 5 rodzajéw pecherzykow:
male jasne o $rednicy 20—30 nm, male ziarniste o $rednicy 40—60 nm,
duze ziarniste o $rednicy 70—120 nm, duze jasne o $rednicy 70—120 nm
oraz oplaszczone o S$rednicy 30—50 nm. Male jasne pecherzyki czesto
wypelniaty prawie calg kolbke synaptyczng (ryc. 10). W innych synap-
sach obok nich wystepowaly pojedyncze male pecherzyki ziarniste (ryc.
10, 11). Obserwowano réwniez synapsy, w ktérych obecne byly mate
jasne pecherzyki oraz pojedyncze male i duze pecherzyki ziarniste (ryec.
11). Spotykano ponadto synapsy, w ktérych wsrod malych jasnych pe-
cherzykéw znajdowaly sie pojedyncze duze pecherzyki ziarniste i duze
pecherzyki jasne (ryc. 12), lub synapsy, w ktorych obok malych jas-
nych pecherzykéw stwierdzano po kilka duzych pecherzykéw ziarnistych
i jasnych (ryc. 13). Wsrod pecherzykéw ziarnistych zaréwno matych, jak
i duzych wyrdzniono pecherzyki ) rdzeniem o matlej
gestosci elektronowej i pecherzy FQ 1emnym?g rnym) rdzeniem o du-
zej gestosci elektronowej. Pomiedzy opisanymi pecherzykami spotykano
pecherzyki oplaszczone o $rednicy 30—50 nm (ryc. 12, 14).

Zwierzeta doSwiadczalne

Po podaniu desmetyloimipraminy wiekszos¢é maltych pecherzykow
ziarnistych o $rednicy 40—60 nm miala jasny rdzen o niskiej gestosci
elektronowej (ryc. 15, 16). Obok nich pojawily sie mate jasne pecherzy-
ki o tej samej $rednicy, nie obserwowane w ogdle w grupie zwierzat
kontrolnych (ryc. 16). Poza tym obraz ultrastrukturalny zbitej warstwy
istoty czarnej nie r6znit sie od opisanego w kontroli.

Po podaniu 5-hydroksydopaminy wiekszos¢é pecherzykow ziarnistych,
zaré6wno matych jak i duzych, stanowily pecherzyki z ciemnym rdzeniem
o duzej gestosci elektronowej (ryc. 17). Duze jasne pecherzyki synaptycz-
ne spotykano rzadko. Malych jasnych pecherzykéw synaptycznych o sred-
nicy 40—60 nm nie stwierdzono w ogdle. W cytoplazmie perykarionow
obu rodzajéw komorek nerwowych nie obserwowano pecherzykoéw ziar-
nistych, natomiast w aksonach wystepowaly pojedyncze mate lub duze
pecherzyki ziarniste z ciemnym rdzeniem o duzej gestosci elektronowej.

Po 1geznym podaniu desmetyloimipraminy i 5-hydroksydopaminy
wiekszo$¢ duzych pecherzykow ziarnistych w synapsach miala ciemny
rdzen o znacznej gestosci elektronowej (ryc. 18), natomiast wiekszosé ma-
lych pecherzykow ziarnistych stanowily pecherzyki z jasnym rdzeniem
o niskiej gestosci elektronowej (ryc. 19). Obok nich wystepowaly poje-
dyncze male jasne pecherzyki o $rednicy 40—60 nm i pojedyncze duze
jasne pecherzyki o $rednicy 70—120 nm (ryc. 19). Podobnie jak po po-
daniu samej 5-hydroksydopaminy, w cytoplazmie perykarionéw komorek
nerwowych nie stwierdzono pecherzykow ziarnistych, natomiast w akso-
nach spotykano pojedyncze pecherzyki ziarniste z ciemnym rdzeniem.
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Rye. 10. Zakonczenia aksonalne (a) z licznymi malymi jasnymi pecherzykami o $red-

nicy 20—30 nm. Zakonczenie aksonalne (b) z licznymi malymi jasnymi pecherzy-

kami o $rednicy 20—30 nm i z dwoma matymi pecherzykami ziarnistymi (strzaiki).
Pow. 30600 X

Fig. 10. Axonal endings (a) with numerous small clear vesicles 20—30 nm in dia-
meter. Axonal ending (b) with numerous small clear vesicles 20—30 nm in diameter
and with two small granular vesicles (arrows). X 30600
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Badania ilo$ciowe

Zwierzeta kontrolne

Badanie liczebnosci pecherzykow wykazalo, ze najliczniejsze bylty du-
ze pecherzyki ziarniste. Stanowily one 40% sumy wszystkich liczonych
pecherzykow. Wsréd nich 26% przypadalo na pecherzyki z jasnym, a 14%o
z ciemnym rdzeniem. Male pecherzyki ziarniste byly mniej liczne i sta-
nowily 36%,. Pecherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem stanowily 24%,
a z ciemnym rdzeniem 12%0 ogélnej sumy wszystkich liczonych pecherzy-
kow. Pozostale 24%0 sumy liczonych pecherzykéw przypadalo na duze
jasne pecherzyki (ryc. 20, 21).

Zwierzeta doSwiadczalne

Po podaniu desmetyloimi stw1 rdzono wysoce statystycznie
Znamienne w poréwnaniu z kﬁ]@%ﬂ? Iy%ng jzby matych pecherzykow

ziarnistych o $rednicy 40—60 nm i duzych jasnych pecherzykéw o $red-
nicy 70—120 nm. Towarzyszacy mu wzrost liczby duzych ziarnistych
pecherzykéw o s$rednicy 70—120 nm nie mial cech znamiennosci staty-
stycznej. Pojawily sie male jasne pecherzyki o $rednicy 40—60 nm nie
wystepujgce w grupie kontrolnej (ryec. 20). Liczba malych pecherzykow
ziarnistych z ciemnym rdzeniem obnizala sie do 4% ogélnej liczby pe-
cherzykéw katecholaminergicznych, a malych pecherzykéw ziarnistych
z jasnym rdzeniem do 15%. Zmiany w liczebnosci duzych pecherzykow

Ryc. 11. Zakonczenie®aksonalne (b) z licznymi malymi jasnymi pecherzykami o $red-
nicy 20—30 nm i z jednym malym pecherzykiem ziarnistym (kroétka strzatka). Za-
konczenie aksonalne (c¢) z licznymi malymi jasnymi pecherzykami o $rednicy 20—
30 nm, z jednym malym pecherzykiem ziarnistym (krotka strzatka) i z jednym
duzym pecherzykiem ziarnistym (dluga strzatka). Pow. 30 600 X
Fig. 11, Axonal ending (b) with numerous small clear vesicles 20—30 nm in dia-
meter and with one small granular vesicle (short arrow). Axonal ending (¢) with
numerous small clear vesicles 20—30 nm in diameter, with one small granular ve-
sicle (short arrow) and one large granular vesicle (long arrow). X 30600

Ryc. 12. Zakonczenie aksonalne (d) z licznymi malymi jasnymi pecherzykami o $red-
nicy 20—30 nm, z jednym duzym pecherzykiem ziarnistym (diuga strzatka), z jed-
nym duzym jasnym pecherzykiem (podwoéjna strzatka) i z dwoma pecherzykami
oplaszczonymi (krotka strzatka). Pow. 30 600 X
Fig. 12. Axonal ending (d) with numerous small clear vesicles 20—30 nm in dia-
meter, with one large granular vesicle (long arrow), one large clear vesicle (double
arrow) and with two coated vesicles (short arrow). X 30 600

Ryc. 13. Zakonczenie aksonalne (e) z licznymi malymi jasnymi pecherzykami o $red-
nicy 20—30 nm, z trzema duzymi jasnymi pecherzykami (podwdjna strzatka) i z
dwoma duzymi pecherzykami ziarnistymi (diuga strzalka). Pow. 30600 X
Fig. 13. Axonal ending (e) with numerous small clear vesicles 20—30 nm in dia-
meter, with three large clear vesicles (double arrow) and with two large granular
vesicles (long arrow). X 30600

Ryc. 14. Pecherzyki oplaszczone (krotka strzalka) w zakonczeniu aksonalnym (f)
z licznymi malymi jasnymi pecherzykami o $rednicy 20—30 nm. Pow. 30600 X

Fig. 14. Coated vesicles (short arrow) within axonal ending (f) with numerous small
clear vesicles 20—30 nm in diameter. X 30 600
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Ryc. 15. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podaniu desmetyloimipraminy.
Dwa male pecherzyki ziarniste (kréotkie strzalki) i jeden duzy pecherzyk ziarnisty
(dluga strzatka) z jasnym rdzeniem o matlej gestoéci elektronowej, w zakonczeniu
aksonalnym. Pow. 30 600 X
Fig. 15. Fragment of compact zone of substantia nigra after desmethylimipramine
administration. Two small granular vesicles (short arrows) and one large granular
vesicle (long arrow) with clear core of low electron density within axonal ending.
X 30600

Ryc. 16. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podaniu desmetyloimipraminy.

Mate pecherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem o matej gestosci elektronowej (krot-

ka strzatka) i male jasne pecherzyki o $rednicy 40—60 nm (podwoéjna krétka strzal-
ka), w zakonczeniu aksonalnym. Pow. 30 600 X

Fig. 16. Fragment of compact zone of substantia nigra after desmethylimipramine

administration. Small granular vesicles with clear core of low electron density

(short arrow) and small clear vesicles 40—60 nm in diameter (double short arrow),
within axonal ending. X 30600
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L ek 3 p? B g%
Ryc. 17. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podaniu 5-hydroksydopaminy.
Mate pecherzyki ziarniste (krotkie strzalki) i duze pecherzyki ziarniste (dlugie
strzatki) z ciemnym rdzeniem o duzej gestosci elektronowej, w zakonczeniach akso-
nalnych. Pow. 30600 X
Fig. 17. Fragment of compact zone of substantia migra after 5-hydroxydopamine
administration. Small granular vesicles (short arrows) and large granular vesicles
(long arrows) with dark core of high electron density, within axonal endings.
% 30 600



Ryc. 18. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podaniu desmetyloimipraminy
i 5-hydroksydopaminy. Duze pecherzyki ziarniste z ciemnym rdzeniem o duzej ge-
stosci elektronowej (strzalka), w zakonczeniu aksonalnym. Pow. 30600 X
Fig. 18. Fragment of compact zone of substantia nigra after desmethylimipramine
and 5-hydroxydopamine administration. Large granular vesicles with dark core
of high electron density (arrow), within axonal ending. X 30 600

Ryc 19. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podamu desmetylomuprammy
i 5-hydroksydopaminy. Male pecherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem o malej ge-
stosci elektronowej (strzatka), jeden maly jasny pecherzyk o $rednicy 40—60 nm
(podwojna krotka strzatka), i jeden duzy jasny pecherzyk o $rednicy 70—120 nm
(podwoéjna diuga strzatka), w zakonczeniach aksonalnych. Pow. 30600 X
Fig. 19. Fragment of compact zone of substantia nigra after desmethylimipramine
and 5-hydroxydopamine administration. Small granular vesicles with clear core of
low electron density (arrow), one small clear vesicle 40—60 nm in diameter (double
short arrow), and one large clear vesicle 70—120 nm in diameter (double long
arrow), within axonal endings. X 30 600
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Ryc. 20. Srednie arytmetyczne (z QItBeI/rQJ{%yOEQ&L pecherzykow ziarnistych

i jasnych o $rednicy 40—60 nm oraz liczby duzych pecherzykow ziarnistych i jas-

nych o $rednicy 70—120 nm w 0,47 mm? powierzchni preparatu. 1 — male pecherzy-

ki ziarniste o $rednicy 40—60 nm, 2 — male pecherzyki jasne o $rednicy 40—60 nm,

3 — duze pecherzyki ziarniste o $rednicy 70—120 nm, 4 — duze pecherzyki jasne

0o $rednicy 70—120 nm, * — $rednia arytmetyczna, ** — standardowy blad $red-
niej, P — prawdopodobienstwo wg wzoru t-Studenta

Fig. 20. Arithmetic means (from 24 areas) of the number of small granular and

clear vesicles, 40—60 nm in diameter and of the number of large granular and

clear vesicles 70—120 nm in diameter, in 0.47 mm? of specimen area. 1 — small

granular vesicles 40—60 nm in diameter, 2 — small clear vesicles 40—60 nm in

diameter, 3 — large granular vesicles 70—120 nm in diameter, 4 — large clear

vesicles 70—120 nm in diameter, * — arithmetic mean, ** — standard error of the
mean, P — probability calculated by the t—Student’s test

ziarnistych wyrazaly sie wzrostem do 17% liczby pecherzykéw z ciem-
nym rdzeniem i obnizeniem liczby pecherzykéw z jasnym rdzeniem do
25%0. Male jasne pecherzyki stanowily 24%, a duze jasne pecherzyki od-
powiednio 15% ogolnej liczby liczonych pecherzykéw (ryc. 21).

Po podaniu 5-hydroksydopaminy obserwowano statystycznie niezna-
mienny w poréwnaniu z kontrolg wzrost ogélnej liczby matych pecherzy-
koéw ziarnistych o $rednicy 40—60 nm oraz obnizenie ogdlnej liczby du-
zych pecherzykow ziarnistych i jasnych o $rednicy 70—120 nm (ryc.
20). Istotne byly natomiast zmiany proporcji zar6wno matych, jak i du-
zych pecherzykow ziarnistych z ciemnym i jasnym rdzeniem. Liczba ma-
lych pecherzykéw ziarnistych z ciemnym rdzeniem o $rednicy 40—60
nm wzrastala do 31%, a duzych pecherzykow ziarnistych z ciemnym
rdzeniem do 30% ogdlnej liczby pecherzykéw katecholaminergicznych.
Matle pecherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem oraz duze pecherzyki ziar-
niste z jasnym rdzeniem stanowily po 8% ogdlnej liczby liczonych pe-
cherzykéw. Duze jasne pecherzyki o Srednicy 70—120 nm stanowily
23%b.

Po lgcznym podaniu desmetyloimipraminy i 5-hydroksydopaminy ob-
serwowano wysoce statystycznie znamienne w stosunku do kontroli ob-
nizenie liczby matych pecherzykow ziarnistych o s$rednicy 40—60 nm
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Ryc. 21. Wyrazone w procentach $rednie arytmetyczne (z 24 pél) liczby malych
pecherzykow ziarnistych z ciemnym i jasnym rdzeniem, duzych pecherzykoéw ziar-
nistych z ciemnym i jasnym rdzeniem oraz innych prawdopodobnie katecholaminer-
gicznych pecherzykéw, w 0.47 mm? powierzchni preparatu. I — male pecherzyki
ziarniste z ciemnym rdzeniem, 2 — male pecherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem,
3 — duze pecherzyki ziarniste z ciemnym rdzeniem, 4 — duze pecherzyki ziarniste
z jasnym rdzeniem, 5 — inne prawdopodobnie katecholaminergiczne pecherzyki

Fig. 21. Percentual values of the arithmetic means (from 24 areas) of the number
of small granular vesicles with dark and clear core and of the number of large
granular vesicles with dark and clear core and of other probably catecholaminergic
vesicles, in 0.47 mm?2 of specimen area. I — small granular vesicles with dark core,
2 — small granular vesicles with clear core, 3 — large granular vesicles with dark
core, 4 — large granular vesicles with clear core, 5 — other probably catechola-
minergic vesicles

i duzych jasnych pecherzykow o srednicy 70—120 nm oraz statystycznie
nieznamienny wzrost liczby duzych pecherzykéw ziarnistych o S$redni-
cy 70—120 nm. Podobnie jak w grupie zwierzat badanych po podaniu
wylacznie desmetyloimipraminy, spotykano mate jasne pecherzyki o $red-
nicy 40—60 nm. Po lgcznym podaniu desmetyloimipraminy i 5-hydro-
ksydopaminy byly one mniej liczne (ryc. 20). Obliczenia procentowe wy-
kazaly zmnmiejszenie liczby malych pecherzykéw ziarnistych z ciemnym
rdzeniem do 8% i liczby malych pecherzykow ziarnistych z jasnym rdze-
niem do 11%. Liczba duzych pecherzykéw ziarnistych z ciemnym rdze-
niem wzrastala do 29%, natomiast liczba duzych pecherzykéw ziarnis-
tych z jasnym rdzeniem obnizala sie do 19% (ryc. 21). Duze jasne peche-
rzyki stanowily 12%, a male jasne pecherzyki 21%0 ogélnej liczy liczo-
nych pecherzykow.
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OMOWIENIE

Zastosowanie histochemicznej metody fluorescencyjnej do badan nad
tkankowym umiejscowieniem amin katecholowych (Falck, 1962) pozwo-
lilo na stwierdzenie, ze wystepuja one w zakonczeniach aksonalnych
i w perykarionach komoérek nerwowych (Carlsson i wsp. 1962). Pery-
karialng lokalizacje dopaminy w istocie czarnej wykazali Anden i wsp.
(1964). Rowniez Anden i wsp. (1965) w swoich pdzniejszych pracach oraz
Hokfelt i Ungerstedt (1969) udowodnili, ze wlékna dopaminergiczne
w szlaku laczacym istote czarng z prazkowiem pochodza wylacznie z ko-
morek jej warstwy zbitej. Gulley i Wood (1971) wyodrebnili w niej ,,ciem-
ne” komoérki nerwowe o $rednicy 15—20 um oraz komoérki ,,jasne” o $red-
nicy 10—12 ym i wykazali, ze $rednica aksonéw ,,ciemnych” komorek
nerwowych odpowiada S$rednicy aksonow dopaminergicznych w szlaku
nigrostriatalnym. Wyniki tychtmgm’adhggr\ggpprzeto, ze ,,ciemne” ko-
moérki nerwowe warstwy zbitej sg komorkami dopaminergicznymi. Suge-
stie te potwierdzily badania Hokfelta i Ungerstedta (1973), ktérzy stwier-
dzili, ze w chorobie Parkinsona dochodzi do zmian zwyrodnieniowych
jednego tylko rodzaju komoérek nerwowych, obecnych w zbitej warstwie
istoty czarnej. Ich opis, podany przez Hokfelta i Ungerstedta (1973), od-
powiada ,,ciemnym” komoérkom wyodrebnionym przez Gulleya i Wooda
(1971). Wyniki tych wtlasnie badan sklonily nas do podjecia préoby iden-
tyfikacji pecherzykéw dopaminergicznych w obrazach mikroskopowo-
-elektronowych zbitej warstwy istoty czarnej.

Obraz mikroskopowo-elektronowy komoérek nerwowych zbitej war-
stwy istoty czarnej oraz wystepujacych w niej pecherzykow synaptycz-
nych stwierdzony u zwierzat kontrolnych we wlasnych badaniach nie
roznit sie istotnie od weczesniejszych opisow innych autoréw, takich jak
Bak (1967), Gulley i Wood (1971) oraz Gulley i Smithberg (1971). Réz-
nice w stosunku do nich stanowi dostrzezenie zroznicowania gestosci ele-
ktronowej ziarnistego rdzenia w pecherzykach o $rednicy zaréwno 40—
60 nm, jak i 70—120 nm, ktoére stalo si¢ podstawag do wyodrebnienia pe-
cherzykow ziarnistych z ciemnym (czarnym) rdzeniem o duzej gestosci
elektronowej oraz pecherzykow ziarnistych z jasnym (szarym) rdzeniem
o malej gestosci elektronowej. Brak badan mikrodensytometrycznych
pozwalajacych na dokladne okreslenie gestosci elektronowej rdzenia pe-
cherzykow ziarnistych ogranicza w sposob oczywisty precyzyjnosé wpro-
wadzonego podzialu. Do jego zastosowania sklonila jednak dostateczna
uchwytnosé stwierdzanych réznic i ich powtarzalno$é¢ oraz fakt analogicz-
nych podzialéw stosowanych przez innych autoré6w (Bondareff 1969; Ri-
chards, Tranzer 1970; Jaim-Etcheverry, Zichrer 1971).

W badaniach jakosciowych w grupach zwierzat doswiadczalnych za-
sluguja na uwage dwa zjawiska: 1) brak pecherzykéw ziarnistych w pe-
rykarionach komoérek nerwowych po podaniu 5-hydroksydopaminy i 5-
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-hydroksydopaminy Igcznie z desmetyloimipraming oraz 2) pojawienie
sie nie obserwowanych w grupie zwierzat kontrolnych malych jasnych
pecherzykéw o Srednicy 40—60 nm w synapsach zwierzagt poddanych
dzialaniu desmetyloimipraminy oraz desmetyloimipraminy }gcznie z 5-
-hydroksydopaming. Wydaje sie, ze opierajgc sie¢ na obrazach mikrosko-
powo-elektronowych wykazujacych obecno$¢é pecherzykéw ziarnistych
z ciemnym rdzeniem o duzej gestosci elektronowej w aksonach i kolbkach
synaptycznych, pierwsze zjawisko mozna tlumaczyé natychmiastowym
przemieszczaniem sie maksymalnie wypelionych pecherzykéw z komor-
ki do zakonczenia aksolnego. Podobne zjawisko opisali Ibata i wsp.
(1974), ktorzy jedynie w jednym przypadku, po podaniu bardzo wysokie]j
dawki 5-hydroksydopaminy, w perykarionach pojedynczych komorek ner-
wowych istoty czarnej stwierdzili obecno$é pecherzykéw ziarnistych
z ciemno wybarwionym rdzeniem o $rednicy 60—80 nm. Uzyskany wy-
nik uzalezniali oni od il68¢inpodane] G+hydioksydopaminy i od gromadze-
nia sie amin endogennych w pecherzykach. Wyjasnienie drugiego zja-
wiska jedynie na podstawie wlasnych spostrzezen wydaje si¢ niemozliwe.
Odwolujagc sie jednakze do wynikéw badan Blooma i Aghajaniana (1968),
ktorzy obserwowali wzrost liczby jasnych pecherzykéw pod wplywem
rezerpiny, uwalniajgcej katecholaminy z pecherzykéow synaptycznych,
mozna przypuszczac, ze male jasne pecherzyki o $rednicy 40—60 nm s3
formg przejSciowg malych pecherzykéw ziarnistych o tej samej $red-
nicy.

Spostrzezenia nasze sugerujgce zmiany gestosci elektronowej rdzenia
pecherzykow ziarnistych pod wplywem desmetyloimipraminy i 5-hydro-
ksydopaminy sklonily do préoby oznaczenia liczebnosci pecherzykéw ziar-
nistych z jasnym i ciemnym rdzeniem. W przeprowadzonych badaniach
ilosciowych w grupie zwierzat kontrolnych okreslano liczebno$¢ trzech
rodzajow pecherzykow: malych ziarnistych o $rednicy 40—60 nm oraz
duzych o $rednicy 70—120 nm, zaréwno ziarnistych jak i jasnych. Nie
oznaczano natomiast liczby matych jasnych pecherzykéw o srednicy 20—
30 nm i pecherzykéw oplaszezonych. Oparto sie w tym wzgledzie na
kryteriach podzialu pecherzykéw na prawdopodobnie katecholaminer-
giczne, prawdopodobnie acetylocholinergiczne i inne.

Mate pecherzyki ziarniste o $rednicy 40—60 nm z rdzeniem o réznej
gesto$ci elektronowej, zaleznej od zawartosci noradrenaliny w tkance
(Jaim-Etcheverry, Zichrer 1971), wykazujg wzrost gestosci elektrono-
wej rdzenia po podaniu alfa-metylo-noradrenaliny — jako prekursora
noradrenaliny (Bondareff 1969) i 5-hydroksydopaminy, stanowigcej tzw.
falszywy neurotransmiter monoaminergiczny (Richards, Tranzer 1970).
Pellegrino De Iraldi i De Robertis (1963) stosujac rezerpine wykazali pro-
stg zalezno$é pomiedzy gestoscig elektronowg rdzenia matych pecherzy-
kow ziarnistych a intensywnoscia fluorescencji oraz oznaczanym bioche-
micznie poziomem noradrenaliny w tkance. Badania te, lacznie z obser-
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wacjami prowadzonymi na innych narzgdach, doprowadzily do identyfi-
kacji matych pecherzykow ziarnistych, stwierdzonych w cze$ci rdzennej
nadnerczy, jako noradrenergicznych (Terland i wsp. 1979).

Duze pecherzyki ziarniste o $rednicy 70—120 nm, z rdzeniem o r6z-
nej gestosci elektronowej, malejacej pod wplywem rezerpiny (Banks
i wsp. 1969) i wzrastajgcej po podaniu alfa-metylo-dopaminy — jako pre-
kursora dopaminy (Hokfelt 1968) oraz 5-hydroksydopaminy (Richards,
Tranzer 1970), uznano z duzym prawdopodobienstwem za pecherzyki
dopaminergiczne.

Duze jasne pecherzyki o $rednicy 70—120 nm, w oparciu o cytowane
uprzednio badania Blooma i Aghajaniana (1968), mogg by¢ uznane za
forme przejsciowa duzych pecherzykow ziarnistych o tej samej $red-
nicy.

Matle jasne pecherzyki o $rednicy 20—30 nm, spotykane w duzej licz-
bie w zakonczeniach cholinergitny¢h,Cigromadzd najprawdopodobniej
acetylocholine (Whitaker i wsp. 1964). Badania Burna i Randa (1959) su-
geruja, ze pecherzyki o tej charakterystyce mikroskopowo-elektronowej
wystepujace w zakonczeniach katecholaminergicznych rowniez zawieraja
acetylocholine. Potwierdzajg to spostrzezenia Tranzera i Thoenena (1967b),
ktore wykazaly, ze po inkubacji skrawkow w roztworach o duzym ste-
zeniu noradrenaliny, w zakonczeniach katecholaminergicznych wzrasta
liczba pecherzykéw ziarnistych, natomiast male jasne pecherzyki o $red-
nicy 20—30 nm, podobnie jak w zakonczeniach cholinergicznych, nie ule-
gaja zmianie. Pecherzyki oplaszczone uznane sg powszechnie za peche-
rzyki uczestniczgce w pinocytozie.

Odrebnym zagadnieniem zastugujagcym na uwage jest nie stwierdze-
nie w naszym materiale, podobnie jak w badaniach Baka (1967) oraz
Gulleya i Smithberga (1971), pecherzykéw splaszczonych. Wediug Uchi-
zono (1965) zawieraja one neurotransmiter o dzialaniu hamujgcym. Wed-
lug Obaty i Highsteina (1970) podstawowym neuromediatorem hamujg-
cym w o$rodkowym ukladzie nerwowym jest kwas gama-aminomastowy.
Wystepuje on w duzych iloSciach w istocie czarnej. Kontrowersyjnosé¢ wy-
nikéw badan biochemicznych i mikroskopowo-elektronowych wymaga
odrebnego wyjasnienia.

W badaniach ilosciowych w grupie zwierzagt poddanych dziataniu des-
metyloimipraminy stwierdzono wysoce statystycznie znamienne w ze-
stawieniu z kontrolg obnizenie liczby matych pecherzykéw ziarnistych
przy znacznym spadku liczby matych pecherzykow ziarnistych z ciem-
nym rdzeniem, wraz z jednoczesnym, wprawdzie statystycznie niezna-
miennym, wzrostem liczby duzych pecherzykow ziarnistych i nieznacz-
nym podwyzszeniem proporcji duzych pecherzykéw ziarnistych z ciem-
nym rdzeniem. Spostrzezenia te sg zgodne z wynikami uzyskanymi przez
Shaskana i Snydera (1970) oraz Horna i wsp. (1971), ktérzy wykazali, ze
desmetyloimipramina hamuje neuronalny wychwyt noradrenaliny i sero-
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toniny, natomiast nie wplywa na neuronalny wychwyt dopaminy. W gru-
pie zwierzat poddanych dzialaniu wytgcznie 5-hydroksydopaminy stwier-
dzono natomiast statystycznie nieznamienny w poréwnaniu z kontrolg
wzrost liczby malych pecherzykéw ziarnistych oraz bardzo znaczny
wzrost liczby zaréwno matych, jak i duzych pecherzykéw ziarnistych
z ciemnym rdzeniem. Obserwacje te potwierdzaja wyniki badan Tranzera
i Thoenena (1967a), Richardsa i Tranzera (1969, 1970) oraz Ibaty i wsp.
(1974, 1975), ktorzy stwierdzili, ze 5-hydroksydopamina jako ,falszywy”
neurotransmiter monoaminergiczny wzbogaca ziarnistosci zarowno w ma-
lych, jak i w duzych pecherzykach ziarnistych.

Po lgcznym podaniu desmetyloimipraminy i 5-hydroksydopaminy ob-
serwowano wysoce statystycznie znamienne w poréwnaniu z kontrolg
obnizenie liczby malych pecherzykow ziarnistych ze znacznym spadkiem
proporcji ich grupy charakteryzujacej sie obecnoscig ciemnego rdzenia
oraz, wprawdzie statpﬂpczzr Qlﬁigfrgrbgenny, wzrost ogélnej liczby du-
zych pecherzykéw ziarnistych z uderzajacym jednak przyrostem propor-
cji duzych pecherzykow ziarnistych z ciemnym rdzeniem. Uzyskane przez
nas wyniki, podobnie jak spostrzezenia Shaskana i Snydera (1970), Hor-
na i wsp. (1971) oraz Tennyson i wsp. (1975), wykazuja, ze 5-hydroksy-
dopamina po podaniu desmetyloimipraminy staje si¢ markerem dopami-
ny. Wskazujg one réwniez, ze duze pecherzyki ziarniste zawierajq naj-
prawdopodobniej dopamine.

Autorzy skladaja podziekowanie przedstawicielstwu firmy Ciba-Geigy AG
w Warszawie za udostepnienie do badan desmetyloimipraminy (Pertofran).

UIEHTUOUKALIUA JOPAMUHOPIMYECKUX ®OJIJINKYIT
B SJIEKTPOHHO-MUKPOCKOITUYECKUX KAPTUHAX TIJIOTHOI'O CJIOsI
YEPHOI'O BEIECTBA KPBICHI

Pe3ome

ONeKTPOHHO-MUKPOCKOIHBIE MCCIIEA0BAHES OTHOCHIIMCH K GOJIBIIMM TPaHyJIe3HBIM H CBETJIBIM
dommakynam quamerpom B 70— 120 HM ¥ K MajbIM TPaHYJIE3HBIM M CBETIBIM (DOJUTHKYIaM Ana-
meTpoM B 40— 60 HM, HabGmr01aeMbIM B NEPUKAPHOHAX HEPBHBIX KJIETOK M B aKCOHAX M CHHAICAX
IUIOTHOTO CJIOsi YEPHOTO BEIIECTBA KpPLICHI. MaTtepuasn IUisi MCCIIe[OBAHMMA COCTABISIO 8 KPBIC,
pa3jieJIeHHbIX Ha 4 rpynnbl: 1) mocie BBeJCHHS AECMETHIOMMHUIIPAMMHA; 2) TIOC/IE BBEICHUS S-TH-
Apokcuaodamuba; 3) mocie COBMECTHOTO BBEIEHHUS IECMETHIONMAPAMHUHA U S-THAPOKCHI0(haMHUHA
M 4) KHBOTHBIE HEIOJBEPKEHHbIE HUKAKMM IpoueaypaM (KOHTposibHAas rpymmna). KoHcTaTHpo-
BAHO, YTO I0CJI€ BBEICHUS JECMETHIIOMMHUIIPAMUHA KPOME MHOTOYHMCIIEHHBIX MAJIBIX IPAHyJIe3HBIX
oMKy ¢ cepueBHAHOK ¢ MaIOH 3/IEKTPOHHON I'YyCTOTOM NOSBMINCH MHOTOYHCJICHHBIC CBETJIbIE
domnuxyaer nuamerpom B 40— 60 nm. TMocne BBeAeHMs S-THAPOKCHIOGAMHMHA BHICTYNAIM MHO-
TOYHCIICHHBIE MaJible U GObILMe TPaHye3HbIe (OIUTUKYJIIBI C CEPALEBHHOM ¢ 6OBINOI 37IEKTPOHHOM
rycToToi. Ilocne coBMECTHOro BBeJEHHS OOOHMX COEOMHEHMY OBIIM BHAMMbBI MHOTOYMCIICHHBIE
6onbume rpanysesHsie (OIMKYIIBI C CepALEBHHOM ¢ GOMBIION 3IEKTPOHHOM TYCTOTON ¥ MHOTO-
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YHCIICHHBIC MaJlble IpaHyjie3Hble (OJUTMKYIBI C CEPALUECBHHON C MAaJioOif 3/1eKTPOHHOH TI'YCTOTOM.
W3BecTHO, 4TO MOC/IC BBENCHHS IECMETHIIOMMHIPAMHMHA S-THAPOKCHIO(DAMHH CTAHOBHTCA Map-
KEpPOM HCKJIIOYATEIBLHO H0haMUHA M CIeJOBATENILHO HCCIIeJOBAHMUS ABTOPOB HABOAAT HA MBICTb,
uTO Gombiuue rpanynesnsie GommHkyibl quamerpoM B 70— 120 M coaepxat modamun. CeTibie
bonnukynel HauGoIee BEPOATHO SIBISIOTCA TEPEXOAHOM HOPMOIT TpaHyIIe3HbIX dbonnukyn ¢ 3TAM
CaMBIM JIHAMETPOM.

ELECTRON MICROSCOPIC IDENTIFICATION OF DOPAMINERGIC
VESICLES IN THE COMPACT ZONE OF THE SUBSTANTIA NIGRA
IN RATS

Summary

The electron microscopic study concerned large granular and clear vesicles
70—120 nm in diameter and small granular and clear vesicles 40—60 nm in dia-
meter, observed in the perikarya of nfz gnilrvﬁ}}gnéte axons and synapses of
the compact zone of substantia mm g es were carried out on
8 rats divided into 4 groups: 1) after desmethylimipramine (inhibitor of neuronal
uptake of noradrenaline and serotonine) administration, 2) after 5-hydroxydopamine
(a “false” monoaminergic neurotransmitter) administration, 3) after pretreatment
with both compounds and 4) on animals not subjected to any experimental pro-
cedure (control group). The vesicles were counted on electron-micrographs at
a magnification of X 30600. In each of the examined 4 groups the number of
vesicles was determined on 24 areas of 14400 mm?® each, this corresponding to
0.47 mm? of surface area of the specimen. Moreover, the percentual value of the
arithmic mean of number of small and large granular vesicles with dark and
clear core was determined, with arithmetic mean of sum of all vesicles counted
on one area, assumed as 100 per cent. The results obtained demonstrated that
after desmethylimipramine administration, 5-hydroxydopamine becomes an mar-
ker of dopamine. It was also determined that large granular vesicles contain most
probably dopamine granules. :
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