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MAŁGORZATA MURANYI

POWIĄZANIA CZYNNOŚCIOWE MIĘDZY UKŁADEM 
NEUROHORMONALNYM A IMMUNOLOGICZNYM

Zakład Chirurgii Transplantacyjnej Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicz
nej PAN, Warszawa

Rozwój badań nad powiązaniami i zależnościami między układem 
neurohormonalnym a immunologicznym zapoczątkowało kilka spostrze
żeń poczynionych głównie podczas obserwacji klinicznych, a częściowo 
także w pracach doświadczalnych. Zaobserwowano obniżenie odporności 
związane z podawaniem leków hormonalnych oraz zaburzenia odpowie
dzi immunologicznej w nadczynności przysadki, sugerujące zależność 
funkcji immunologicznych od prawidłowego stanu hormonalnego (Ahl- 
qvist 1976). Obserwacje te potwierdzono w badaniach przeprowadzonych 
na zwierzętach. Podawanie hormonu wzrostu (STH — somatotropina) nie
dojrzałym myszom zmieniało reaktywność komórek grasicy i śledziony 
(Ahlqvist 1976), podawanie hormonów sterydowych, np. kortyzonu i hy- 
drokortyzonu, powodowało efekt immunosepresyjny (Bathman 1971). 
Wiadomo również, że takie czynniki jak stres odgrywają rolę w patoge
nezie nowotworów (Riley 1981), schorzeń autoalergicznych (Ahlqvist 1976) 
i odrzucaniu przeszczepów (Comsa, Leonhardt 1979; Daum 1979). Jed
nym z pierwszych uzyskanych doświadczalnie dowodów zależności funk
cjonowania układu limfatycznego od ośrodkowego układu nerwowego 
było wywołanie limfocytozy indukowanej stresem u kota (Ahlqvist
1976). Nieco później stwierdzono w badaniach anatomicznych istnienie 
unerwienia wegetatywnego narządów limfatycznych (Ahlqvist 1976). Za
początkowało to serię badań nad wpływem ich odnerwienia na reakcje od
pornościowe (Wiliams 1980), a także nad skutkami immunologicznymi 
uszkodzenia niektórych struktur ośrodkowego układu nerwowego (Kel
ler 1980; Nagy 1978).
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2 M. Muranyi

UKŁAD NERWOWY A UKŁAD IMMUNOLOGICZNY

Dowody istnienia dróg komunikacji między układem nerwowym 
a funkcjami odpornościowymi układu limfatycznego

Hormony mają wpływ regulacyjny na wszystkie podstawowe funkcje 
komórek (synteza białek, kontrola ekspresji genów). Regulując wszyst
kie funkcje fizjologiczne organizmu oddziałują również na procesy od
pornościowe. Wydzielanie hormonów jest regulowane przez ośrodkowy 
układ nerwowy na poziomie podwzgórze-przysadka. Czynność wewnątrz- 
wydzielnicza przysadki reguluje całą gospodarkę hormonalną (Pierpaoli 
1977). Przeprowadzono szereg badań mających na celu udowodnie
nie tej zależności. Badano wpływ uszkodzenia podwzgórza oraz usunię
cia przysadki na odpowiedź immunologiczną in vivo i in vitro. Stwier
dzono, że uszkodzenie elektrolityczne przedniej części podwzgórza u szczu
rów powoduje zahamowanie stymulacji limfocytów krwi obwodowej przez 
fitohemaglutyninę (PHA) oraz antygen tuberkulinowy (PPD) w hodowli 
in vitro. Nie zaobserwowano wpływu powyższej operacji na stymulację 
czystych limfocytów w hodowli. Stąd wniosek, że zabieg ten nie osłabia 
pierwotnie nabytej odporności, a przyczyną hamowania stymulacji lim
focytów mogą być zmiany poziomu czynników humoralnych we krwi 
(np. kortykosterydów) lub czynników neurohormonalnych (Filipp 1973; 
Katz 1979). Usunięcie przysadki u szczurów powoduje zahamowanie od
powiedzi humoralnej i komórkowej na różne antygeny. Stwierdzono ob
niżenie produkcji przeciwciał przeciw krwinkom barana i reakcji skór
nej anafilaksji oraz rozwoju odpowiedzi na kompletny adjuwant Freun- 
da. Zabieg ten powoduje również zmniejszenie masy węzłów chłonnych, 
co jest zgodne z obserwacją poczynioną u zarodków kurzych pozbawio
nych przysadki, które wykazywały daleko posuniętą inwolucję grasicy 
i węzłów chłonnych (Berczi 1981; Jankovic 1981; Nagy, Berczi 1981). Ba
dano również wpływ uszkodzeń podwzgórza i przysadki na przeżycie 
przeszczepu skóry (Daum 1979). Stwierdzono skrócenie czasu przeżycia 
przeszczepu u zwierząt z uszkodzonym elektrolitycznie guzem popiela
tym po uprzednim usunięciu przysadki. Reakcja ta była tym silniejsza, 
im większe różnice immunogenetyczne występowały między dawcą i bior
cą przeszczepu. Wpływ tego typu uszkodzeń podwzgórza na przeżycie 
przeszczepu sugeruje hamującą rolę guza popielatego w regulacji od
powiedzi immunologicznej. Fakt, że efekt ten otrzymano po usunięciu 
przysadki przemawia za tym, że regulacja taka nie odbywa się za po
średnictwem czynników neurohormonalnych wydzielanych przez przy
sadkę, lecz raczej za pośrednictwem układu współczulnego. Wskazuje to 
na możliwość kontroli odpowiedzi immunologicznej przez ośrodkowy u- 
kład nerwowy z pominięciem hormonów, a poprzez regulację aktywności 
układu wegetatywnego. Jest to druga możliwa droga prowadząca od pod
wzgórza do układu immunologicznego. Poparciem dla tych przypuszczeń
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Układ neurohormonalny i immunologiczny 3

jest istnienie unerwienia wegetatywnego narządów limfatycznych i gra
sicy (Wiliams 1980) oraz obecność receptorów alfa- i beta-adrenergicz- 
nych w węzłach chłonnych. Ustalono, że w przeciwieństwie do recepto
rów beta-adrenergicznych (De Micheli 1975; Pochet 1979), receptory alfa- 
-adrenergiczne na limfocytach są nieliczne, natomiast w dużej liczbie 
występują w błonach komórek zrębu węzłów chłonnych (Ahlqvist 1976; 
Giron 1980). Dowodów potwierdzających hipotezę o udziale układu wege
tatywnego (głównie współczulnego) w ośrodkowej regulacji odpowiedzi 
immunologicznej dostarczyły wyniki chemicznej sympatektomii śledzio
ny i grasicy u myszy, przeprowadzonej bezpośrednio po urodzeniu. Jej 
efektem było wzmocnienie odpowiedzi przeciwciał na krwinki barana 
w siódmym tygodniu życia. Dowodzi to udziału układu sympatycznego 
w kształtowaniu humoralnej odpowiedzi immunologicznej in vivo. Me
chanizm tego zjawiska jest nieznany (Wiliams 1980). Sugeruje się trzy 
możliwości:

1. Sympatektomia może powodować zakłócenie w metabolizmie cyk
licznych nukleotydów u subpopulacji komórek regulatorowych T. Układ 
współczulny i wydzielana przez niego adrenalina podnoszą in vitro aktyw
ność cyklazy adenylowej w limfocytach, co powoduje wzrost poziomu 
wewnątrzkomórkowego cyklicznego adenozyno—monofosforanu (cAMP). 
Wzrost zawartości cAMP w limfocytach osłabia odpowiedź na krwinki 
barana, podczas gdy spadek cAMP wzmaga aktywność komórek T po
mocniczych. Hamujący wpływ mediatorów wydzielanych na zakończe
niach włókien współczulnych był niwelowany przez sympatektomię gra
sicy i śledziony, co doprowadzało do podwyższenia reakcji na krwinki 
barana.

2. Wskutek chemicznego usunięcia połączeń z układem współczulnym 
następuje rozregulowanie wydzielania histaminy. Modulacja reaktywno
ści immunologicznej jest uwarunkowana bardzo bliskim sąsiedztwem włó
kien współczulnych z komórkami tucznymi. Ponieważ komórki limfo- 
idalne posiadają receptory histaminowe, spadek wydzielania histaminy 
powoduje zahamowanie takich reakcji, jak cytotoksyczność komórkowa, 
nadwrażliwość późna, produkcja czynnika hamującego migrację (MIF — 
czynnik wydzielany przez pobudzone limfocyty, powodujący wędrówkę 
makrofagów, do miejsca, w którym zachodzi reakcja zapalna) i powsta
wanie komórek tworzących łysinki (PFC — komórki zdolne do lizy ob- 
cogatunkowych erytrocytów).

3. Usunięcie włókien sympatycznych powoduje zakłócenie rozwoju 
odporności w następstwie zmian w wewnątrzgrasiczym środowisku hor
monalnym. Normalna reaktywność immunologiczna jest uwarunkowana 
prawidłowym rozwojem limfocytów regulatorowych i efektorowych. 
Zróżnicowana reaktywność komórek in vitro pod wpływem antygenu jest 
indukowana przez histaminę i leki beta-adrenergiczne (Ahlqvist 1976).

Wyniki badań morfologicznych wskazują, że układ współczulny ma
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4 M. Muranyi

możliwość bezpośredniego wpływu na komórki T lub reguluje dostęp
ność histaminy. Wymienione możliwe mechanizmy nie wyłączają się wza
jemnie i mogą współistnieć ze sobą (Wiliams 1980). Znane są również in
formacje o wpływie unerwienia przywspółczulnego na reaktywność im
munologiczną. Jest to wpływ antagonistyczny w stosunku do współczul- 
nego. Powoduje on wzrost proliferacji i aktywności efektorowej limfo
cytów. Prawdopodobnie również wzmaga efekty sympatektomii (Strom 
1974). W świetle przytoczonych powyżej efektów staje się jasne, że w or
ganizmie ptaków i ssaków funkcje układu odpornościowego podlegają 
ośrodkowej regulacji na poziomie podwzgórza.

Podejmowano szereg prób udowodnienia istnienia przepływu infor
macji w przeciwnym kierunku, tj. od aktywowanego antygenem układu 
immunologicznego do podwzgórza. W tym celu badano zmiany aktywno
ści elektrycznej neuronów podwzgórza i zawartości niektórych hormo
nów we krwi w czasie trwania pierwotnej reakcji immunologicznej. 
U szczura w 8 dni po wstrzyknięciu krwinek barana stwierdzono trzy
krotny wzrost poziomu kortykosteronu we krwi oraz dwufazową zmia
nę poziomu tyroksyny: wzrost w 3 dni po wstrzyknięciu i znaczny spa
dek między 3 a 5 dniem. W 5 dni po wstrzyknięciu krwinek barana po
ziom tego hormonu zaczyna wzrastać i 8. dnia osiąga poziom fizjologicz
ny (Besedowsky i wsp. 1979). Bardziej bezpośrednich dowodów na ist
nienie aferentnego szlaku wymiany informacji między podwzgórzem 
a układem immunologicznym dostarczyło badanie zmian aktywności ele
ktrycznej poszczególnych neuronów podwzgórza u zwierząt, którym po
dawano krwinki barana. Szczury tak zaszczepione wykazywały w 5. dniu 
po wstrzyknięciu trzykrotne zwiększenie częstotliwości wyładowań 
w neuronach, zbieżne w czasie ze szczytem odpowiedzi humoralnej w śle
dzionie (Besedowsky i wsp. 1979). Nie wiadomo, jakimi drogami prze
kazywana jest do podwzgórza informacja o wtargnięciu do organizmu 
antygenu. W rozważaniach na ten temat przyjęto kilka hipotez dotyczą
cych mechanizmów przesyłania informacji do ośrodkowego układu ner
wowego:

1. Przeciwciała, które mogą przekraczać barierę mózg—krew jako swo
isty końcowy produkt stymulacji antygenowej.

2. Sygnały elektryczne z nerwów obwodowych unerwiających struk
tury limfoidalne. Przemawia za tym stwierdzony in vitro wpływ prze
kaźników wegetatywnych na reakcję immunologiczną (adrenalina, nora
drenalina, acetylocholina).

3. Odpowiedź na antygen indukuje również zmiany poziomu hormo
nów we krwi. Zmiany te mogą być odbierane w podwzgórzu jako infor
macja o pojawieniu się antygenu.

4. Mediatory chemiczne wydzielane przez limfocyty T i В po akty
wacji antygenem i w czasie produkcji przeciwciał oraz przez takie ko
mórki, jak bazofile i komórki tuczne. Są nimi limfokiny, histamina i se-
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Układ neurohormonalny i immunologiczny 5

rotonina. Ich prekursory mają zdolność przenikania bariery mózg—krew. 
Nie wydaje się przypadkiem fakt, że histamina i serotonina, stanowiące 
mediatory immunologiczne, występują w wysokim stężeniu w podwzgó
rzu, które jest głównym ośrodkiem koordynacyjnym dla wszystkich pro
cesów neurohormonalnych. Istnieje przypuszczenie, że mediatory te są 
łącznikiem pomiędzy procesami immunologicznymi a wydzielaniem kor- 
tykotropiny (ACTH) powodującej zmiany stężenia kortykosterydów we 
krwi. Zmiany te wpływają na przebieg reakcji odpornościowych (Bese
dowsky 1977; Riley 1981).

Wzajemne zależności między układem neurohormonalnym 
i immunologicznym w rozwoju osobniczym

Jednym z dowodów istnienia zależności w rozwoju neurohormonalnych 
i immunologicznych funkcji organizmu jest fakt, że u wielu gatunków 
zwierząt oba te układy rozwijają się równolegle. Stwierdzono na przy
kład, że u nowo narodzonych myszy i szczurów oba układy są bardzo sła
bo rozwinięte. U innych zwierząt w tym okresie zarówno układ immu- 
nologiczny, jak i hormonalny są bardziej zaawansowane w rozwoju. Je
dynym wyjątkiem pod tym względem wśród wielu badanych gatunków 
zwierząt jest królik, który bezpośrednio po urodzeniu ma dobrze roz
winięty układ wewnątrzwydzielniczy, natomiast odpornościowy znacznie 
słabiej (Ahlqvist 1976). Różnego rodzaju niedobory funkcjonalne jednego 
z układów (niedorozwój, niewydolność) są zawsze związane z nieprawid
łowościami w rozwoju drugiego z nich. Znane są naturalne modele sta
nowiące przykłady zakłóceń między funkcjami obu układów, np. bezgra~ 
sicze myszy ,,nude”, prócz zakłóceń odpowiedzi immunologicznej, wy
rażających się brakiem limfocytów T, mają również niedokształcony u- 
kład hormonalny. Myszy z obniżonym poziomem somatotropiny (STH) 
i tyroksyny wykazują słabszą odpowiedź komórkową (Ahlqvist 1976). 
Zakłócenia tego typu wywoływano również doświadczalnie. Stan ,,germ 
free” u myszy i szczurów powoduje znaczny niedorozwój tkanki limfoidal- 
nej i zmiany w układzie wewnątrzwydzielniczym w postaci niewydolności 
tarczycy, nadnerczy i jąder. Usunięcie grasicy u noworodków myszy wy
wołuje takie same zakłócenia, jakie obserwowano u myszy „nude”, na
tomiast zwierzęta ,,germ free” pozbawione tego narządu wykazują de- 
granulację komórek produkujących STH, niedorozwój tarczycy oraz nad
miar hormonów płciowych we krwi. Przedstawione powyżej nieprawid
łowości cofają się wyłącznie po wczesnej implantacji grasicy, podczas 
gdy podanie limfocytów T likwiduje jedynie zaburzenia immunologiczne. 
Sugeruje to, że grasica odgrywa dużą rolę w rozwoju gonad (Ahlqvist 
1976; Besedowsky 1977; Gisler, Schenkel-Hulliger 1971a, b). Bursekto- 
mia (usunięcie torebki Fabrycjusza) u zarodków kurzych prowadzi do 
zmniejszenia liczby komórek produkujących prolaktynę, a dodatkowa ty-
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6 M. Muranyl

mektomia (usunięcia grasicy) obniża liczbę komórek STH-wydzielniczych. 
Zarodkowa tymektomia połączona z usunięciem przysadki wywołuje nie
dorozwój torebki Fabrycjusza u tych ptaków (Jankovic 1981). Wszystkie 
wymienione tu przykłady zaburzeń świadczą, że rozwijające się narządy 
obu układów wpływają wzajemnie na swoje dojrzewanie oraz że komuni
kacja limfo—neuro—hormonalna od wczesnych okresów ontogenezy jest 
konieczna do normalnego rozwoju organizmu. Raz zaburzona, choćby tyl
ko na jednym poziomie, daje efekty w postaci niedorozwoju pozostałych 
składników tego złożonego układu. Pewne światło na ten problem rzu
cają wyniki badań zmian hormonalnych u zwierząt ze sztucznie wywo
ływaną tolerancją immunologiczną. Myszy, którym od dnia urodzenia 
przez 8 dni podawano komórki śledziony od dorosłych osobników 4. róż
nych hybryd allogenicznych (Fj), w późniejszym okresie były zdolne do 
całkowitej akceptacji allogenicznego przeszczepu skóry, cechowało je za
hamowanie rozwoju układu neurohormonalnego oraz poziom hormonów 
w surowicy charakterystyczny dla końcowego rozwoju płodowego. Jed
ną z głównych cech embriogenezy jest szybko następujące po sobie po
jawianie się nowych struktur molekularnych i komórkowych. Na ten 
właśnie okres przypada samorozpoznanie, w którym gwałtownie powstają 
nowe antygeny własne i w którym istnieje niepełna kompetencja ukła
du immunologicznego. Skutkiem tego jest późniejszy brak reakcji na 
wszystkie pojawiające się w tym okresie antygeny. Przedłużenie tego 
etapu embriogenezy można osiągnąć przez sztuczną kontynuację lawino
wego pojawiania się nowych struktur molekularnych, podając natych
miast po urodzeniu przez pewien czas kolejno różne komórki allogenicz- 
ne. Skutkiem immunologicznym takiego zabiegu jest brak odpowiedzi na 
podawane w tym czasie antygeny w dalszym życiu zwierzęcia. Nie jest 
to jednak skutek jedyny. Tą drogą uzyskuje się również opóźnienie doj
rzewania układu hormonalnego wyrażające się zmianą poziomu hormo
nów we krwi. Poziom ten pozostaje taki jak przed urodzeniem. Potwier
dza to wcześniej sformułowane wnioski o równoległym i wzajemnie za
leżnym rozwoju ontogenetycznym obu układów: immunologicznego i neu
rohormonalnego (Pierpaoli 1977).

Obecnie nie budzi wątpliwości fakt, że rozwój układu immunologicz
nego pozostaje pod kontrolą genetyczną. Można wysunąć przypuszcze
nie, że hormony zarówno w ewolucji, jak i w ontogenezie spełniają rolę 
korekcyjną w stosunku do genomu w aspekcie adaptacji do wpływów 
środowiska zewnętrznego. Układ hormonalny w rozwoju filogenetycz
nym przechodzi stopniowo pod ścisłą kontrolę ewolucyjnie nowszych 
struktur ośrodkowego układu nerwowego, który koordynuje wszystkie 
czynności organizmu. Stąd wniosek, że funkcjonowanie układu immuno
logicznego jest zależne od zaprogramowania mózgu w czasie embriogene
zy na poziomie podwzgórze—przysadka.

http://rcin.org.pl



Układ neurohormonalny i immunologiczny 7

UKŁAD WEWNĄTRZWYDZIELNICZY A UKŁAD IMMUNOLOGICZNY

Zmiany w narządach limfatycznych pod wpływem hormonów 
Grasica

Usunięcie nadnerczy. Powoduje ono fizjologiczny niedorozwój grasicy 
(niedobór tymocytów korowych), połączony ze wzrostem jej masy. Ad- 
renalektomia przeprowadzona w pierwszym dniu po naświetleniu pro
mieniami X zakłóca normalną regenerację grasicy, wywołując gwałtow
ny przyrost masy części korowej, natomiast przeprowadzona w 3—4 dni 
po naświetleniu pobudza aktywność mitotyczną komórek limfoidalnych 
i nabłonkowych grasicy (Ahlqvist 1976).

Glukokortykoidy. Podawanie glukokortykoidów powoduje inwolucję 
grasicy. Następuje zwyrodnienie jąder komórek limfatycznych, a kora za
wiera głównie komórki nabłonkowe. Histologiczny obraz rdzenia i kory 
sprawia wrażenie odwróconego. Jest to prawdopodobnie skutkiem uciecz
ki limfocytów do szpiku (Ahlqvist 1976).

Mineralokortykoidy. Powodują one zanik grasicy. Przede wszystkim 
działają na komórki siateczkowo-śródbłonkowe (Ahlqvist 1976).

Usunięcie gonad. U obu płci powoduje ono powiększenie grasicy. Uwa
ża się, że wpływ gonad nie może być jedynym czynnikiem odpowiedzial
nym za naturalną inwolucję grasicy po osiągnięciu dojrzałości. Pozbawie
nie gonad powoduje dalszy wzrost grasicy powiększonej wskutek usunię
cia nadnerczy (Ahlqvist 1976; Chiodi 1975). U szczurów, którym usunię
to gonady w 24 godziny po naświetleniu promieniami X, nie wykazano 
zmian w regeneracji grasicy. Zabieg ten wykonany 49 dni przed naświet
leniem powoduje zmiany przerostowe i wzrost liczby mitoz w śródbłonku 
grasicy. Wzrasta po tym liczba dużych tymocytów kory, ale ich indeks 
mitotyczny pozostaje bez zmian (Ahlqvist 1976). Usunięcie jąder indu
kuje transformację blastyczną korowych limfocytów pochodzących ze 
szpiku. Wpływ ten jest prawdopodobnie wywierany za pośrednictwem ko
mórek siateczki (Castro 1974).

Estrogeny. Powodują u szczurów inwolucję grasicy. Ich podawanie 
wywołuje przerost nadnerczy. Sugeruje to, że wpływ estrogenów na gra
sicę może być zależny od wydzielania hormonów nadnerczy. Dawki wie
lokrotnie przewyższające fizjologiczne stężenie tych hormonów we krwi 
powodują rozpad limfocytów grasicy, zanik płatów i wzrost ilości tłusz
czu w komórkach grasicy oraz pyknozę jąder tymocytów i rozplem ko
mórek środbłonkowych (Ahlqvist 1976; Chiodi 1975).

Progestyny. Progesteron jako jedyny z hormonów gonad powoduje 
powiększenie grasicy. Progesteron i pregnandiol mają działanie tymoli- 
tyczne. U szczurów pozbawionych nadnerczy i u samic z usuniętymi ja j
nikami podawanie progesteronu nie wywołuje tymolizy, nasila natomiast 
tymolizę indukowaną estradiolem. Progesteron hamuje kataboliczny 
i przeciwzapalny wpływ kortyzolu, ale nie zmniejsza jego wpływu ty-
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molitycznego. Jest wiązany przez szczurze tymocyty in vitro, ale nie wpły
wa (w przeciwieństwie do kortyzonu) na pobieranie glukozy przez te ko
mórki (Ahlqvist 1976, Pandian 1971).

Androgeny. Testosteron powoduje zmniejszenie masy grasicy i hamuje 
repopulację grasicy przez limfocyty korowe po naświetleniu promienia
mi X. Wywołuje on wzrost liczby komórek tłuszczowych i hamuje ak
tywność komórek limfoidalnych. Działanie testosteronu na tymocyty jest 
prawdopodobnie spowodowane zakłóceniem symbiozy limfo-epitelialnej 
w korze grasicy. Duże dawki testosteronu wywołują znaczne zmniejsze
nie rozmiarów i masy grasicy oraz skłonność do martwicy (Ahlqvist 1976, 
Chiodi 1975).

Neurotransmitery. Podawanie królikom i szczurom noradrenaliny po
budza rozwój grasicy. Codzienne wzrastające dawki adrenaliny wywołu
ją u noworodków króliczych takie objawy, jak po usunięciu grasicy: 
zmniejszenie wielkości narządu, obniżenie liczby krążących limfocytów 
T, spadek masy ciała oraz niedorozwój węzłów chłonnych i śledziony. Ad
renalina podnosi aktywność mitotyczną tymocytów in vitro (prawdopo
dobnie za pośrednictwem cAMP) (Ahlqvist 1976; Bevan 1978).

Hormony tarczycy. Usunięcie tarczycy powoduje spadek masy grasicy 
bez widocznych zmian histologicznych. Podawanie tyroksyny nasila roz
rost limfatyczny występujący wskutek kastracji. Podawanie tyreotropiny 
(TSH) i tyroksyny przyspiesza regenerację grasicy po naświetleniu pro
mieniami X (Ahlqvist 1976).

Przytarczyce. Usunięcie przytarczyc powoduje obniżenie masy grasi
cy. Po podaniu parathormonu (PTH) następuje powrót do normy (Ahl
qvist 1976).

Insulina. Podawanie insuliny wywołuje niewielki wzrost masy gra
sicy u szczurów (Ahlqvist 1976).

Hormony przysadki. Wczesne badania sugerują powiązanie akrome- 
galii z rozrostem limfatycznym (powiększenie rdzenia grasicy). Powięk
szeniu przysadki towarzyszy przerost kory i rdzenia grasicy. U młodych 
i dojrzałych płciowo królików występuje dodatnia korelacja między roz
miarami przysadki i rdzenia grasicy. Grasica po usunięciu przysadki ule
ga zmniejszeniu, a po podaniu STH jej masa powraca do normy (Ahl
qvist 1976; Comsa 1982; Gisler 1971; Pandian 1971).

Podwzgórze. Uszkodzenie podwzgórza powoduje podwyższenie auto- 
transformacji tymocytów in vitro (Ahlqvist 1976; Filipp 1973).

Szyszynka. Po usunięciu szyszynki następuje przyspieszenie natural
nej inwolucji grasicy. Jest to prawdopodobnie spowodowane wzrostem 
wydzielania hormonów przez jądra i nadnercza (Ahlqvist 1976).

Węzły chłonne
Hormony kory nadnerczy. Farmakologiczne zahamowanie biosyntezy 

sterydów nadnerczy powoduje przerost grudek węzłów chłonnych u szczu
ra. U królików i myszy wcześniej uczulonych krwinkami barana ekstrakt
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nadnerczy indukuje wtórną odpowiedź immunologiczną i zmiany histolo
giczne w węzłach chłonnych (zanik parenchymy i zmiany w centrach 
rozrodczych oraz zapadanie się przestrzeni parakortykalnych) (Besedow- 
sky, Sorkin 1977). Zmiany takie wywołać można również przez podawa
nie kortyzonu i kortykosteronu. Dezoksykortykosteron i kortykotropina 
(ACTH) były nieefektywne u zwierząt pozbawionych nadnerczy (Ahl- 
qvist 1976). U królików kortyzon wywołuje obniżenie liczby limfocytów 
w centrach rozrodczych węzłów chłonnych bez widocznego obumierania 
komórek. Na podstawie dodatkowych badań z naświetleniem promienia
mi X uważa się, że spadek liczby limfocytów jest spowodowany zmniej
szeniem napływu komórek ze szpiku do centrów rozrodczych. Zmiany 
wywołane przez kortykoidy obejmują również przeniesienie małych lim
focytów ze strefy „coronal follicular” do strefy „marginal follicular”. Zja
wisko to interpretowane jest jako przyspieszenie dojrzewania komórek. 
Podawanie mineralokortykoidów powoduje wzrost masy węzłów (Ahl- 
qvist 1976).

Usunięcie gonad. U różnych szczepów myszy z hypoplastyczną tkanką 
limfoidalną i obniżoną odpowiedzią na krwinki barana zabieg ten induku
je tworzenie się olbrzymich centrów rozrodczych bez zdolności do rekon
strukcji (Ahlqvist 1976; Castro 1974; Comsa 1982).

Progestyny. Pregnenolon wywołuje wzrost masy węzłów chłonnych 
(Ahlqvist 1976; Comsa 1982).

Androgeny. Testosteron w niewielkim stopniu podwyższa masę węz
łów chłonnych i zmienia w nich skład komórek w czasie odpowiedzi im
munologicznej (Ahlqvist 1976; Comsa 1982; Pierpaoli, Maestroni 1978).

Neurotransmitery. Podawanie adrenaliny noworodkom królików 
i szczurów prowadzi do niedorozwoju węzłów chłonnych (Ahlqvist 1976, 
Giron 1980).

Hormony tarczycy. Podawanie tyroksyny powoduje u szczurów i świ
nek morskich powiększenie węzłów chłonnych i intensywne uwalnianie 
się dużych limfocytów T z węzłów chłonnych (Ahlqvist 1976).

Insulina. Podawanie insuliny wywołuje powiększenie węzłów chłon
nych. Nie występuje ono u zwierząt z usuniętą przysadką, co sugeruje 
możliwość wpływu STH na ten proces (Ahlqvist 1976).

Hormony przysadki. U myszy Sell-Back o niedorozwiniętej przysad
ce, mających słabo rozwinięte węzły chłonne i niedobór komórek tworzą
cych łysinki, STH powoduje wzrost ilości tych komórek i podwyższa trans
formację blastyczną komórek węzłów pod wpływem antygenów grasi- 
czozależnych (Ahlqvist 1976; Comsa 1982).

Śledziona
Hormony kory nadnerczy. Kortyzon powoduje obniżenie liczby limfo

cytów w centrach rozrodczych śledziony (Ahlqvist 1976).
Neurotransmitery. Podawanie adrenaliny noworodkom królików 

i szczurów prowadzi do niedorozwoju śledziony (Ahlqvist 1976).
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Hormony gonad. Testosteron obniża zawartość witaminy С w śle
dzionie (Ahlqvist 1976).

Tyroksyna. Podanie tyroksyny i TSH powoduje przerost miazgi białej 
śledziony (Ahlqvist 1976).

Hormony przysadki. Usunięcie przysadki hamuje odpowiedź komórek 
śledziony myszy na krwinki barana (Ahlqvist 1976; Comsa 1982).

Szpik kostny
Glukokortykoidy. Nie mają wpływu na szpikowe prekursory komórek 

produkujących przeciwciała (Ahlqvist 1976; Comsa 1982).
Androgeny. Przyspieszają regenerację komórek pnia (Ahlqvist 1976; 

Eidinger, Garret 1972).

Receptory dla hormonów wykryte na limfocytach
Komórki układu limfoidalnego są komórkami docelowymi dla wielu 

hormonów. Podobnie jak komórki innych tkanek, których czynność jest 
regulowana hormonalnie, mają one receptory dla hormonów (Ahlqvist 
1976; Bennet 1978). Zarówno w komórkach zrębu narządów limfatycz- 
nych (komórki siateczkowo-śródbłonkowe grasicy, komórki zrębu węz
łów chłonnych), jak i w samych limfocytach wykryto swoiste miejsca 
wiązania na błonie i receptory cytoplazmatyczne dla wielu hormonów 
i mediatorów (Galant 1978; Marx 1974; McLachlan 1981; Passwel i wsp. 
1979; Pochet 1979; Saxon 1977). W wielu przypadkach nie wiadomo jesz
cze, czy są to receptory powierzchniowe czy cytoplazmatyczne; stwier
dzono tylko specyficzne wiązanie określonych substancji przez komórki 
(Arrenbrecht 1974; Giron 1980; Liewendahl 1976). Wiadomo jednak, że 
receptory alfa-adrenergiczne są zlokalizowane w błonie limfocytów i ko
mórek zrębu węzłów chłonnych. Działanie mediatorów alfa- i beta-adre- 
nergicznych jest związane z aktywacją cyklazy adenylowej. Prawdopodob
nie regulatory humoralne tego rodzaju związane są przez specyficzne 
miejsca na błonie komórek (Bevan 1978; Galant 1978; Lefkowitz 1978). 
Kortyzol jest wiązany w cytoplazmie i stamtąd przekazywany do jądra 
komórek docelowych (Ahlqvist 1976). Możliwe, że receptory dla pozosta
łych hormonów sterydowych są zlokalizowane również w cytoplazmie (Mc 
Lachlan 1981). Nie wszystkie komórki wrażliwe na hormony sterydowe 
wiążą je in vitro. Limfocyty grasicy odznaczające się dużą wrażliwością 
na testosteron, który silnie hamuje pobieranie przez nie glukozy, nie 
wiążą hormonu in vitro. Przypuszcza się, że efekt testosteronu wywie
rany jest w tym przypadku pośrednio przez działanie na komórki sia
teczkowo-śródbłonkowe (Claman 1972). Liczba receptorów na komórkach 
nie jest stała. Zależy ona od poziomu specyficznego hormonu, jak rów
nież jego antagonistów i innych substancji o charakterze regulacyjnym, 
np. liczbę receptorów beta-adrenergicznych obniżają nie tylko katecho- 
laminy beta-adrenergiczne, ale i kortyzol (Besedowsky, Sorkin 1977). Na
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tomiast 6-hydroksytryptamina i tyroksyna podwyższają ich liczbę. Licz
ba receptorów alfa-adrenergicznych obniża się przy wysokim poziomie 
kortyzolu (Galant 1978; Passwel i wsp. 1979). Liczba receptorów dla 
substancji hormonalnie czynnych zależna jest także od rodzaju komórki. 
Limfocyty T i В różnią się liczbą receptorów glukokortykoidowych (Lipp- 
man 1977; Pochet 1979), a odrębne subpopulacje limfocytów T mają róż
ną liczbę receptorów dla histaminy (Saxon 1977). Liczba receptorów za
leżna jest również od stopnia pobudzenia komórki (McMillan i wsp. 1976).

Wpływ hormonów na komórki limfoidalne
Wykazano znaczne różnice we wrażliwości komórek na działanie hor

monów w zależności od ich pochodzenia, funkcji i stopnia pobudzenia 
(Ahlqvist 1976; Cohen, Gershon 1975). Czynniki hormonalnie aktywne 
regulują zarówno liczebność różnych populacji komórkowych, jak i ich 
reakcję na stymulację antygenem i mitogenami (Ablin i wsp. 1974; Coop
er i wsp. 1977; Fauci, Dale 1974; Fauci 1978; Gisler 1971; Maino 1974; 
Williamson 1979; Yu 1977). Większość dotychczasowych badań dotyczyła 
efektów wywoływanych przez duże, wielokrotnie przekraczające fizjolo
giczne, dawki hormonów. Stosunkowo niewiele prac z ostatnich lat przy
niosło informacje o wpływie niskich stężeń hormonów na komórki, a za
tem o roli tych substancji w warunkach fizjologicznych.

Kortykosterydy w dawkach wielokrotnie przekraczających fizjologicz
ne są znanymi immunosupresorami i mają własności cytostatyczne (Ahl
qvist 1976; Comsa, Leonhardt 1979; Fabris i wsp. 1971; Fan 1978; Yu
1977). Wykazano ogólną zależność wrażliwości komórek na ich działanie 
od stadium mitotycznego. Największa wrażliwość przypada na fazę przed- 
replikacyjną. Stymulacja antygenem obniża wrażliwość komórek na ste
rydy (Fan 1978; Yu 1977). W sprzeczności z cytostatycznymi własnoś
ciami hormonów sterydowych pozostaje całkowita niewrażliwość szpiko
wych prekursorów plazmocytów na traktowanie glukokortykoidami (Ahl
qvist 1976). Stężenia sterydów potrzebne do 50% zahamowania pobierania 
glukozy przez tymocyty ustalono we wzrastającym szeregu: 17-alfa-etylo- 
-19-nor-testosteron, 17-alfa-etylo-testosteron, dezoksykortykosteron, 17- 
-alfa-metylo-testosteron, 19-nor-testosteron, kortykosteron, testosteron, 
hydrokortyzon, kortyzon (Ahlqvist 1976).

Wpływ hormonów na odpowiedź immunologiczną 

Hormony nadnerczy

Usunięcie nadnerczy. Podwyższa ono skłonność do anafilaksji i reak
cji Arthusa. Zwiększa wytwarzanie przeciwciał. Myszy immunizowane 
krwinkami barana po zabiegu usunięcia nadnerczy produkują więcej prze
ciwciał 19S i mają opóźnioną fazę produkcji przeciwciał 7S. Sugeruje to, 
że normalny poziom hormonów nadnerczy jest konieczny do przerwania
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produkcji przeciwciał IgM lub zmiany produkcji IgM na IgG. Brak nad
nerczy wzmacnia odpowiedź myszy na krwinki barana i powoduje od
wracalne zmiany w dystrybucji limfocytów 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 przeciwciał. Podany 
po nim daje znacznie słabszy efekt. Kortyzol skraca czas biologicznego 
przeżycia przeciwciał. Prednizolon obniża reakcje skórnej anafilaksji 
(Ahlqvist 1976; Besedowsky 1977a; Heilig, Waldek 1974; Pierpaoli, Mae- 
stroni 1978; Yu 1977). Pojedyncza wysoka dawka hydrokortyzonu hamu
je wytwarzanie komórek tworzących łysinki w odpowiedzi na obcogatun- 
kowe krwinki czerwone w grasicy, śledzionie, szpiku i węzłach chłon
nych (Ahlqvist 1976; Comsa 1982; Dracott, Smith 1979a, b) oraz obniża 
poziom IgG i IgM w surowicy (Ahlqvist 1976). Stwierdzono ścisłą ko
relację między supresją wytwarzania przeciwciał a aktywnością śledzio
nowych komórek tworzących łysinki. Długotrwała terapia kortykostery- 
dami powoduje obniżenie całkowitej ilości IgG we krwi oraz ich stęże
nia w szpiku (Ahlqvist 1976; McMillan i wsp. 1976). W tych samych wa
runkach obniża liczbę obwodowych limfocytów T i powoduje zachwia
nie proporcji między komórkami T-supresorowymi i pomocniczymi na 
korzyść supresorów oraz obniża odpowiedź przeciwciał 19S i 7S (Haynes 
1978; Katz 1979; Tolone i wsp. 1978). Kortykosterydy hamują również 
reakcje kontaktowego zapalenia skóry (Olafssen i wsp. 1983).

Jakkolwiek stosunkowo niewiele badań przeprowadzono z użyciem 
niskich dawek kortykosterydów, przyniosły one jednak więcej informa
cji o roli tych hormonów w warunkach fizjologicznych. Wydaje się, że 
zbliżono się do wyjaśnienia mechanizmu ich przeciwzapalnego działania. 
Stwierdzono, że hydrokortyzon wiąże się z otrzewnowymi komórkami 
tucznymi in vitro, wzmacniając stymulację cyklazy adenylowej przez 
prostaglandynę E2. Skutkiem tego jest zahamowanie wydzielania hista
miny. Mechanizm tego zjawiska może polegać na wzmocnieniu interakcji 
receptor—cyklaza lub na intensyfikacji wiązania Ca++ przez błonę ko
mórkową (Ambrose 1970; Schleimer i wsp. 1982). Kortykosterydy w ma
łych dawkach stymulują odpowiedź immunologiczną (Maor 1974). Korty
zol w stężeniu 0,1—1,0 ng/ml krwi jest niezbędny do jej indukcji. Suge
ruje się, że odpowiednio niski poziom kortyzolu jest sygnałem zezwalają
cym, bez którego nie następuje reakcja na kontakt z antygenem. Dawka 
70 ng/ml kortyzolu w ogóle nie wpływa na reakcję immunologiczną. 
Dawki wyższe od 320 ^ig/ml krwi działają immunosupresyjnie (Ambrose 
1970). W ostatnim czasie wykazano, że kompetycja antygenowa jest zja
wiskiem zależnym od poziomu kortykosteronu we krwi. Po podaniu pierw
szego antygenu poziom hormonu wzrasta do stężenia, w którym ma on 
działanie immunosupresyjne. Po usunięciu nadnerczy zjawisko kompety- 
cji nie występuje (Besedowsky, Sorkin 1977). Mineralokortykoidy indu
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kują lub wzmagają stany zapalne. Ponadto mają działanie o wiele słab
sze od glukokortykoidów i występują w niższych stężeniach w organizmie 
(Ahlqvist 1976; Comsa, Leonhardt 1979).

Wpływ kortykosterydów na przeszczep allogeniczny. Wyniki badań 
nad wpływem usunięcia nadnerczy na czas przeżycia przeszczepów są 
całkowicie sprzeczne. U myszy zaobserwowano przyspieszenie odrzuca
nia przeszczepu skóry lub brak wpływu zabiegu na reakcję przeciw prze
szczepowi (Castro, Hamilton 1972; Ahlqvist 1976; Mc Grath 1978). U szczu
rów, które nie produkują kortyzolu, brak nadnerczy nie wpływa w ogóle 
lub przedłuża przeżycie przeszczepu (Bilder 1976; Comsa, Leonhardt 1979; 
Comsa 1982). Sugeruje się, że różnica ta spowodowana jest różnym skła
dem hormonów sterydowych u szczurów i myszy (Bathman 1971; Comsa 
1982). U królików po podaniu kortyzonu odrzucenie przeszczepu jest opóź
nione (Ahlqvist 1976). Po dokładnym zbadaniu wpływu różnych dawek 
kortykosterydów na czas przeżycia przeszczepów, okazało się, że wszyst
kie badane hormony mogą być zarówno immunostymulatorami, jak i im- 
munosupresorami, zależnie od dawki. Kortyzol w bardzo niskich dawkach 
(0,1—1,0 fig/ml krwi) działa stymulująco. W stężeniu 70 |xg/ml nie wywie
ra żadnego wpływu, a stężenie 320 [ig/ml daje efekt supresji. Dla aldoste- 
ronu ustalono stężenie 0,1 (J.g/ml jako przyspieszające odrzucenie prze
szczepu skóry. Dawka 1,0 (ig/ml nasila ten proces. Dla kortykosteronu 
odpowiednie dawki wynoszą 130 fig/ml i 2,5—5,0 jxg/ml. Dezoksykortyko- 
steron nawet w stężeniu 5,0 fig/ml jest immunostymulatorem (Ambrose 
1970; Besedowsky 1977; Comsa, Leonhardt 1979).

Hormony gonad

Płeć a odpowiedź na antygeny. Samice odpowiadają wyższym pozio
mem przeciwciał niż samce, są lepszymi producentami przeciwciał i sil
niej reagują na albuminę bydlęcą (Ahlqvist 1976; Horne 1972). Kastracja 
młodych myszy powoduje podwyższenie poziomu przeciwciał przeciw an
tygenom grasiczo-niezależnym (Ahlqvist 1976). Odpowiedź na syntetycz
ne dwuniciowe kwasy nukleinowe nie potęguje się po kastracji i poda
waniu androgenów samicom. U kastrowanych samców, które otrzymy
wały wysokie dawki estrogenu, wzrastała ilość antygenu wiązanego przez 
przeciwciała (Ahlqvist 1976). Usunięcie grasicy powoduje wzmocnienie 
wpływu estrogenów na odpowiedź grasiczo-zależną (Chiodi 1975). Za
równo fazy produkcji przeciwciał 19S, jak i 7S są silniej wyrażone u sa
mic niż u samców w odpowiedzi na antygeny w wysokim stopniu grasiczo- 
-zależne. Usunięcie jąder wzmacnia wczesną fazę produkcji 19S do po
ziomu podobnego jak u samic (Castro 1974; Eidinger, Garret 1972). Hor
mony płci wpływają na wielkość grasicy. Pozbawienie jąder powoduje 
zmniejszenie jej masy. Usunięcie grasicy w piątym miesiącu życia szczu
ra wzmacnia odpowiedź na antygeny grasiczo-niezależne, ale znosi wyżej 
opisane efekty kastracji (Chiodi 1975). U zwierząt naświetlonych śmier-
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teiną dawką promieni X, z przeszczepioną śledzioną i szpikiem, kastracja 
podwyższa odpowiedź na te antygeny. Odpowiedź na obcogatunkowe 
krwinki pozostaje u nich niezmieniona. Przyczyną tej różnicy jest praw 
dopodobnie niewrażliwość procesu produkcji tymozyny na promienio
wanie jonizujące (Hooper 1975). Wzmocnienie fazy 19S odpowiedzi hu- 
moralnej na antygeny grasiczo-zależne może być spowodowane przyspie
szeniem dojrzewania limfocytów w grasicy (Eidinger, Garret 1972). Pod
wyższenie miana przeciwciał w odpowiedzi na antygen grasiczo-niezależ- 
ny wskutek usunięcia grasicy jest przypuszczalnie spowodowane usunię
ciem komórek hamujących syntezę przeciwciał (Chiodi 1975).

Sterydy gonad w zakażeniach. Estryna powoduje dawko-zależny wzrost 
przeciwciał w zakażeniu E. coli. Usunięcie jajników powoduje dalszy 
wzrost ich poziomu. Testosteron zmniejsza śmiertelność w zakażeniach 
pałeczkami jelitowymi (Ahlqvist 1976). Estradiol hamuje rozwój do
świadczalnej gruźlicy i kiły u królików (Feigen i wsp. 1978). Samice szczu
rów wcześniej zaczynają odrzucenie Nippostrongylus hrasilliensis, ale 
proces ten przebiega u nich wolniej niż u samców. Pozbawienie jajników 
przyspiesza jego przebieg (Waddel 1971). Estrogen wykazuje działanie 
ochronne w toksoplazmozie (Kittas, Henry 1979).

Sterydy gonad i alloprzeszczep. Przy słabej niezgodności H-2 u ka
strowanych samców myszy odrzucenie przeszczepu skóry następuje wcześ
niej niż u normalnych zwierząt. Przeszczepienie jąder samicom pozba
wionym jajników opóźnia odrzucenie przeszczepu skóry. U samców 
z wszczepionymi gonadami żeńskimi efekt ten jest mniej wyraźny (Kongs- 
havn 1970). U myszy, które otrzymywały surowicę antytymocytarną 
(ATS), kastracja powoduje szybsze odrzucenie przeszczepu skóry (Kittas, 
Henry 1979). Estrogeny powodują przedłużenie przeżycia przeszczepu 
skóry u myszy, szczurów i królików. Progesteron i testosteron pozostają 
bez wpływu na proces odrzucania takich przeszczepów (Ahlqvist 1976; 
Bilder 1976; Pavia i wsp. 1979).

Hormony tarczycy
Usunięcie tarczycy u nowo narodzonych szczurów wpływa na obni

żenie odpowiedzi komórek tworzących łysinki. Obniża ono również wraż
liwość komórek śledziony na fitohemaglutyninę i opóźnia odrzucanie prze
szczepów skóry (Bathman 1971; Fabris 1973). Odpowiedź przeciwciał na 
krwinki barana pozostaje niezmieniona (Comsa 1982). Przy niedoczynno
ści tarczycy zwiększa się oporność na podawanie histaminy i acetylocho
liny i zmniejsza się podatność na anafilaksję (Ahlqvist 1976). Podanie 
tyroksyny znosi efekty usunięcia tarczycy i obniża śmiertelność w za
każeniu pałeczką wąglika oraz zwiększa wrażliwość świnek morskich na 
szczepionkę BCG (Ahlqvist 1976; Comsa 1982). Wpływ tarczycy na reak
cje odpornościowe jest prawdopodobnie wywierany za pośrednictwem ko
ry nadnerczy i grasicy. Oba narządy ulegają uwstecznieniu po jej usu
nięciu (Comsa, Leonhardt 1977).
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Insulina

Podawanie insuliny powoduje wzrost odpowiedzi na krwinki barana 
i wzmożenie wbudowywania tymidyny przez uczulone komórki śledzio
ny i węzłów chłonnych. W przebiegu cukrzycy zahamowana jest odpo
wiedź proliferacyjna limfocytów na fitohemaglutyninę bez zaburzenia 
proporcji między komórkami T i B. U szczurów z usuniętą trzustką 
i z cukrzycą przeszczepy skóry przeżywają dłużej (Ahlqvist 1976). In
sulina podnosi aktywność enzymów glikolitycznych w komórkch akty
wowanych mitogenami oraz hamuje proliferację komórek pod wpływem 
konkanawaliny A (Diaz-Espada, Lopez-Alarcon 1982).

Parathormon, kalcytonina i Ca++

Parathormon i kalcytonina regulują zewnątrzkomórkowy poziom wap
nia. Parathormon podnosi poziom jonów Ca++, a kalcytonina ma działa
nie antagonistyczne. U myszy przy wysokim poziomie wapnia przed poda
niem antygenu liczba komórek produkujących przeciwciała przeciw 
krwinkom barana jest obniżona. Jeśli poziom wapnia jest wysoki w cza
sie podawania antygenu, to efekt ten jest odwrotny. Liczba komórek pro
dukujących przeciwciała obniża się, jeśli poziom jonów wapnia jest wy
soki w ciągu 24 godzin po podaniu antygenu. Komórki tworzące łysinki 
w odpowiedzi pierwotnej są niezależne od wapnia przez pierwsze 24 go
dziny po podaniu antygenu. W odpowiedzi wtórnej usunięcie jonów Ca++ 
w czasie do 6 godzin po podaniu antygenu podwyższa stosunek IgM do 
IgG (Braun 1970; Diamantenstain, Odenwald 1974; Maino 1974). Usunię
cie przytarczyc przedłuża przeżycie przeszczepu skóry u szczura (Ahl
qvist 1976).

Am iny biogenne i inne transmitery

Acetylocholina, noradrenalina, imidiazol i propranolol obniżają poziom 
wewnątrzkomórkowy cAMP. Adrenalina, histamina, prostaglandyny, 
atropina, teofilyna i izoproterenol są antagonistami wyżej wymienionych 
substancji. Substancje obniżające wewnątrzkomórkowy poziom cAMP 
stymulują wydzielanie mediatorów zapalnych, immunologiczną lizę lim
focytów T, produkcję interferonu i przeciwciał oraz uwalnianie hydrolazy 
lizosomalnej z neutrofili. Czynniki podnoszące poziom cAMP hamują two
rzenie rozetek z krwinkami barana, aktywność mitotyczną ludzkich lim
focytów oraz produkcję MIF.

Komórki śledziony myszy produkujące przeciwciała zatrzymują się 
w kolumnie z sefarozą zawierającą histaminę, adrenalinę i prostaglandynę 
E2. U myszy uczulonych krwinkami barana wewnątrzkomórkowy cAMP 
wykazuje ujemną korelację w stosunku do fazy proliferacji komórek. 
U uczulonych świnek morskich produkcja przeciwciał 7S jest poprzedzo
na wzrostem poziomu acetylocholiny i histaminy oraz spadkiem poziomu 
serotoniny (Ahlqvist 1976; Giron 1980).
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Hormony przysadki
Usunięcie przysadki powoduje obniżenie odpowiedzi przeciwciał IgM 

i IgG (Ahlqvist 1976; Gisler, Schenkel-Hulliger 1971a, b). Podanie pro
laktyny i somatotropiny przywraca normalny poziom przeciwciał (Gisler, 
Schenkel-Hulliger 197la, b). Zwierzęta Z usuniętą przysadką wykazują 
zahamowanie reakcji kontaktowego zapalenia skóry i z opóźnieniem od
rzucają przeszczep skóry (Ahlqvist 1976; Comsa i wsp. 1975; Comsa 
1982). Podanie kortykotropiny (ACTH) powoduje skrócenie przeżycia 
przeszczepów skóry u szczurów z usuniętą przysadką i grasicą (Comsa 
i wsp. 1975; Marx 1974). U zdrowych myszy ACTH nieznacznie opóźnia 
odrzucenie przeszczepu (Ahlqvist 1976), a u królików nie wpływa na ten 
proces (Ahlqvist 1976). Podanie somatotropiny powoduje cofnięcie się 
skutków usunięcia przysadki na odpowiedź humoralną (Ahlqvist 1976), 
stymuluje aktywność mitotyczną limfocytów T i В oraz produkcję ty- 
mozyny. Niedobór somatotropiny powoduje redukcję komórek tworzą
cych łysinki przeciw E. coli i przeciw krwinkom barana oraz obniża po
ziom IgA i IgM, a podwyższa poziom IgG^ Podobny wpływ na produkcję 
przeciwciał ma tyreotropina (Comsa 1982; Gisler 1971; Nagy i wsp. 1983). 
Prolaktyna hamuje odpowiedź proliferacyjną limfocytów na fitohemaglu- 
tyninę i reakcje nadwrażliwości kontaktowej. W okresie laktacji jest za
hamowane wyrzucanie N. brasilliensis u szczura. Prolaktyna odgrywa 
prawdopodobnie dużą rolę w procesie nabywania kompetencji immunolo
gicznej. Jej niedobór daje podobne efekty jak usunięcie przysadki (Kar- 
mali 1974; Kelly 1973; Nagy 1978; Nagy i wsp. 1983).

Podwzgórze
Działanie czynników wydzielanych przez część nerwową przysadki nie 

było bezpośrednio badane. Istnieje wiele prac dotyczących wpływu u- 
szkodzenia podwzgórza na rozwój odpowiedzi immunologicznej. Ich wy
niki zostały przedstawione w pierwszej części niniejszego opracowania.

PODSUMOWANIE

Przez wiele lat badań uzyskano bardzo znaczną ilość informacji na 
temat regulacji czynności układu odpornościowego przez ośrodkowy u- 
kład nerwowy i system wydzielania dokrewnego. Materiał ten stanowi 
podstawę do szczegółowych badań mechanizmów kierujących przekazywa
niem informacji między tymi trzema układami regulacyjnymi organizmu 
na poziomie komórkowym i subkomórkowym. Dokładne poznanie wza
jemnych zależności w ich funkcjonowaniu umożliwi poznanie przyczyn 
leżących u podłoża wielu chorób autoalergicznych i niedoborów immu
nologicznych oraz zaburzeń pośrednio lub bezpośrednio wpływających na 
powstawanie nowotworów. Badania te mają duże znaczenie również dla 
rozwoju transplantologii i w leczeniu chorób wieku starczego.
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ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ НЕЙРОГОРМОНАЛЬНОЙ 
И ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ СИСТЕМОЙ

Резюм е

Представлено современное состояние исследований на тему функциональных связей 
между нейрогормональной и иммунологической системой.

FUNCTIONAL RELATIONS BETWEEN NEUROHORMONAL 
AND IMMUNOLOGICAL SYSTEMS

S u m m a r y

Present day state of investigations on functional relations between neurohor- 
monal and immunological systems was introduced.
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FIBRILLARY ACIDIC PROTEIN IN HUMAN ASTROCYTOMAS *

Department of Pathology, School of Medicine, Poznań

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 (Szymaś, 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 jim 
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°/o 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;

— soluble peroxidase-anti-peroxidase 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°/o hydrogen peroxide 
and freshly prepared 0,05% 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 OmU3 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 (Zülch 
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.

GFAP immunostaining resulted in dark brown deposits in the perika
rya and in the processes of numerous tumor cells (Fig. la, 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 positive reaction or only a part of the cyto
plasm was positive in this method (Fig. 5).

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 

Rye. 1. Gwiaździak włókienkowy. Dodatni odczyn immunohistochemiczny w  pery- 
karionach i  wypustkach komórek 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 
Rye. 2. Gwiaździak protoplazmatyczny. Dodatni odczyn immunohistochemiczny w y
znacza perykariony i nieliczne delikatne wypustki komórek guza. GFAP—PAP. Pow.

160 X
Fig. 3. Gemistocytic astrocytoma. Nonfibrillary tumor cells. PTAH. X 450
Rye. 3. Gwiaździak tucznokomórkowy. Komórki guza bez włókien 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
Rye. 4. Gwiaździak tucznokomórkowy. Wyraźny odczyn immunohistochemiczny w ko
mórkach guza. Komórki z obfitą cytoplazmą intensywnie zabarwione. Niezabar- 

wione małe komórki. GFAP—PAP. Pow. 120 X
Fig. 5. Anaplastic astrocytoma. Only a part of cytoplasm of giant, polymorphic 

cells are positive. PAP—GFAP. X  400 
Rye. 5. Gwiaździak anaplastyczny. Częściowo dodatni odczyn w cytoplazmie olbrzy

mich polymorficznych komórek. 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 astrocytes with scanty glial 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 Zülch’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 multinuelear. 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. n.e. 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, Łódź) 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 
Rye. 6. Gwiaździak pilocytarny. Odczyn immunohistochemiczny w  komórkach wrze

cionowatych i we włóknach 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 
Rye. 7. Ściana jamistego gwiaździaka pilocytarnego. GFAP—dodatni odczyn widocz

ny tylko na obwodzie włókien 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 
Rye. 8. Podwyściółkowy gwiaździak olbrzymiokomórkowy. Dodatni odczyn immu

nohistochemiczny na obwodzie dużych komórek guza. GFAP—PAP. Pow. 120 X
Fig. 9. Pleomorßhic xanthoastrocytoma. Rim positivity for GFAP immunostaining 
at the periphery of bizzare giant cells (arrows) filled with lipid droplets. PAP—

GFAP. X 250
Rye. 9. Żółtako-gwiaździak pleomorficzjiy. Dodatni odczyn histochemiczny w  po
staci rąbka na obwodzie dziwacznych komórek olbrzymich (strzałki) wypełnionych 

kroplami lipidów. 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 fibrils 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 obtaining GFAP and anti-GFAP serum used for this 
study has been previously published (Szymaś, 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 (Szymaś, 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 (Szymaś, Hossmann 1984). The inhibition of tu 
mor growth by corticosteroids is a well known phenomenon (Wright et 
al. 1969; Wilson et al. 1972; Gambarini 1979; Hoshino 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 (Szymaś, 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 (Ribadeau-Dumas et al. 1973; de Chadarevion, Hol
lenberg 1979).

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 
la tter 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.
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WARTOŚĆ DIAGNOSTYCZNA BADANIA KWAŚNEGO BIAŁKA 
WŁÓKIENEK GLEJOWYCH (GFAP) W GWIAŻDZIAKACH U LUDZI

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

Zbadano 107 ludzkich gwiaździaków, używając surowicy przeciwko kwaśnemu 
białku włókienek glejowych w celu ustalenia immunohistochemicznej jego lokaliza
cji w  komórkach guza.

Badanie porównawcze wyników klasycznych metod barwienia, metod impregna
cyjnych i metody immunohistochemicznej wykazało wyższość tej ostatniej do w y 
kazania obecności włókienek glejowych. Dodatni odczyn dla GFAP w  cytoplazmie 
można uzyskać w przypadku niewykazania włókienek glejowych w  metodzie PTAH. 
Wyniki badań immunohistochemicznych potwierdza obecność filamentów glejo
wych w  mikroskopia elektronowym.

Immunohistochemiczna metoda ujawnienia GFAP może być również pomocna 
do ustalenia stopnia złośliwości guza. Liczba glejowych komórek GFAP-dodatnich 
jest odwrotnie proporcjonalna do stopnia anaplazji.

Komórki olbrzymie, przeważnie silnie GFAP-dodatnie reprezentują nieproli- 
feracyjny, albo nawet regresywny, komponent nowotworu.

Wyniki badania immunohistochemicznego GFAP miały stały charakter we wszy
stkich dużych grupach badanych guzów. Metoda ta wydaje się bardzo przydatna 
w neuroonkologicznym rozpoznawaniu gwiaździaków ludzkich.

ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЦЕННОСТЬ ИССЛЕДОВАНИЯ КИСЛОГО БЕЛКА 
ГЛИОЗНЫХ ФИБРИЛЛ (GFAP) В АСТРОЦИТОМАХ У ЛЮДЕЙ

Резюме

Исследовано 107 человеческих астроцитом применяя сыворотку против кислого белка 
глиозных фибрилл с целью установления его гистохимической локализации в клетках опухоли.

Сравительное исследование результатов классических методов окраски, импрегнацион- 
ных методов и гистохимического метода доказало преимущество последнего для проявления 
глиозных фибрилл. Положительную реакцию для GFAP можно получить в случае непроя- 
вления глиозных фибрилл методом РТАН. Результаты иммуногистохимических исследо
ваний подтверждает наличие глиозных филаментов в электронном микроскопе.

Иммуногистохимический метод проявления GFAP может быть полезен также для 
определения злокачественности опухоли. Число глиозных GFAP-положительных клеток 
обратно пропорционально степени анаплазии. Гигантские клетки, по большей части сильно 
GFAP-положительны, представляют непролиферационный или даже регрессивный компо
нент опухоли.

Результаты иммуногистохимического исследования GFAP имели постоянный характер 
во всех больших группах исследованных опухолей. Кажется, что этот метод является очень 
хорошим и пригидным методом для невроонкологического диагноза человеческих астро
цитом.
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JANUSZ SZYMAS

OCENA ZNACZENIA DIAGNOSTYCZNEGO KWAŚNEGO BIAŁKA 
WŁÓKIENEK GLEJOWYCH W WYŚCIÓŁCZAKACH *

Zakład Patomorfologu Klinicznej, Akademia Medyczna, Poznań

Wyizolowanie kwaśnego białka włókienek glejowych (GFAP) (Eng 
i wsp. 1971) oraz przystosowanie technik immunohistochemicznych do ba
dań materiału biopsyjnego utrwalanego w formalinie i zatapianego w pa
rafinie (Sternberger i wsp. 1970) pozwoliło na wybiórcze jego uwidocz
nienie w preparatach histologicznych. Metodę tę zastosowano w badaniach 
rozwoju ośrodkowego układu nerwowego (Bignami, Dahl 1973, 1975), 
reakcji odczynowych gleju (Bignami, Dahl 1976; Szymaś, Hossmann 1984) 
oraz rozrostów nowotworowych (Deck i wsp. 1978; Duffy i wsp. 1978; 
Velasco i wsp. 1980).

W badaniach elektronowo-mikroskopowych można wykazać w dojrza
łych komórkach wyściółki materiał włókienkowy o cechach włókienek 
glejowych (Peters i wsp. 1976). Jednakże reakcje immunohistochemiczne 
wykazujące obecność GFAP, głównego — jeśli nie jedynego — składnika 
włókienek glejowych (Rueger i wsp. 1979), w komórkach dojrzałej wy
ściółki wypadają negatywnie (Ludwin i wsp. 1976). GFAP-dodatnie ko
mórki wyściółki występują przejściowo w okresie płodowym (Roessmann 
i wsp. 1980) oraz w proliferującej odczynowo wyściółce (Szymaś, Hoss
mann 1984). Odczyn immunohistochemiczny na obecność GFAP wypa
da zmiennie w komórkach wyściółczaków, a dane z piśmiennictwa na ten 
temat są rozbieżne (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 przypadków jest jednakże niewielka, a stosowanie różnych 
klasyfikacji niewątpliwie utrudnia ujednolicenie wyników.

Celem przeprowadzonych badań była morfologiczna identyfikacja 
GFAP i określenie przydatności zastosowanej techniki immunohistoche- 
micznej w diagnostyce histologicznej wyściółczaków.

* Praca wykonana w ramach Programu Rządowego PR-6.
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MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 79 wyściółczakach. Poszczególne grupy 
przypadków wynosiły: ependymoma (izomorphum) — 33; ependymoma 
anaplasticum — 16; ependymoma myxopapillare — 12; ependymoma pa- 
pillare — 4; subependymoma — 2; choroid plexus papilloma — 10. W kla
syfikacji posłużono się nomenklaturą guzów ośrodkowego układu nerwo
wego przyjętą przez Światową Organizację Zdrowia (1979).

W mikroskopie świetlnym badano seryjne skrawki parafinowe gu
zów, barwione hematoksyliną i eozyną, kwaśną hematoksyliną fosforo- 
wolframową (PTАН) w modyfikacji Clarka i Powersa (1976) oraz im 
pregnowane metodą złotowo-sublimatową wg Cajala w jej modyfikacji 
dla skrawków parafinowych. Wykonano też reakcję immunohistochemicz- 
ną wg metody Sternbergera (1979) z użyciem kompleksu peroksydaza- 
-antyperoksyclaza. Surowicę anty-GFAP uzyskano wg metody opisanej 
uprzednio (Szymaś, Morkowski 1984). Dwadzieścia pięć wyściółczaków 
z przedstawionej powyżej 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). Cechą wspólną tej grupy 
guzów, stwierdzoną w barwieniu H-E był cytologicznie niski stopień zło
śliwości. Odnosiło się to przede wszystkim do wyglądu jąder komórko
wych, stosunku objętości jądra i cytoplazmy, braku mitoz, martwicy oraz 
rozrostów naczyniowych. W rozpoznaniu histologicznym kierowano się 
występowaniem rozet prawdziwych i rzekomych, tworzących charakte
rystyczne układy okołonaczyniowe oraz układów komórek przypomina
jących rysunek skóry lamparta (Zülch 1956). Pozostałe cechy obrazu hi
stologicznego guzów były zróżnicowane nie tylko w poszczególnych przy
padkach, ale i różnych obszarach tych samych nowotworów, rutynowo 
badanych w kilku wycinkach. Część nowotworów charakteryzowała się 
nabłonkowopodobnym utkaniem o dużym zagęszczeniu komórkowym 
z niewielką ilością materiału włókienkowego oraz tworzeniem licznych 
kanałów, tworów tubularnych, a także struktur brodawkowych. Obecne 
były również pola o nieco mniejszym zagęszczeniu komórkowym, wy
stępujące zwłaszcza w otoczeniu naczyń i znamionujące się dość jed
nolitym utkaniem, nie wykazującym specjalnych układów. Prócz komó
rek wielobocznych występowały niekiedy liczne komórki wrzecionowa
te, co nadawało utkaniu histologicznemu wygląd włókienkowaty.
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Barwienie PTAH uwidaczniało Liczne włókienka w cytoplazmie i wy
pustkach komórek. Blefaroblasty wybarwiały się wyraźnie w komórkach 
tworzących rozety oraz w komórkach utkania nabłonkowopodobnego. 
Brak ich było w polach o monotonnym utkaniu, w komórkach wielobocz- 
nych i wrzecionowatych.

W impregnacji wg Cajala w cytoplazmie komórek wyściółczaka wy
stępował słaby, homogenny, równomierny strąt; niekiedy w utkaniach 
okołonaczyniowych były zarysowane wypustki komórek. Silnie impregno
wały się odczynowe astrocyty występujące w utkaniu nowotworowym 
i w jego otoczeniu.

Reakcja immunohistochemiczna na obecność GFAP była bardzo nie
jednorodna. Wypadała ona negatywnie lub słabo dodatnio (pojedyncze 
włókienka, wypustki) w komórkach utkania nabłonkowopodobnego no
wotworu oraz w komórkach tworzących kanały i tubule o jednowarstwo
wym układzie (rye. 1). Więcej komórek reagujących dodatnio stwier
dzano w częściach nowotworu lub w nowotworach zbudowanych z ko
mórek wielobocznych (ryc. 2). Wśród komórek tworzących układy około- 
naczyniowe odczyn na GFAP był dodatni tylko w tych, które miały 
nóżkowatą wypustkę skierowaną do ściany naczynia (ryc. 3). Najsilniej
sza reakcja ujawniała się w komórkach obszarów o umiarkowanym za
gęszczeniu, z przewagą komórek wrzecionowatych (ryc. 4a, b). W reakcji 
z surowicą anty-GFAP wyraźnie uwidoczniły się także komórki astro- 
cytopodobne, charakteryzujące się licznymi długimi wypustkami, przy
pominające także gemistocyty (ryc. 5).

Ependymoma myxopapillare (12 przypadków). Barwienie H-E wyka
zywało, ze nowotwory były zbudowane z kostkowych lub niskich cylind
rycznych komórek otaczających centralnie położone naczynia krwionoś
ne. Szeroki pas szklistych mas oddzielał komórki nowotworowe od na
czynia. Występowały w nich również obszary o utkaniu litym złożonym 
z mniej kształtnych, wielobocznych komórek oraz pola ubogokomórkowe, 
w których pojedyncze komórki rozdzielały pokłady szklistej, bezpostacio
wej substancji.

W barwieniu PTAH można było wykazać obecność wypustek komór
kowych oraz włókienek w cytoplazmie komórek nowotworowych.

Impregnacja wg Cajala wykazywała skąpe ziarnistości rozsiane jed
norodnie w całym preparacie.

Reakcja z surowicą anty-GFAP była silnie dodatnia w komórkach 
wszystkich badanych przypadków, uwidaczniając ich cytoplazmę i wy
pustki (ryc. 6).

Ependymoma papillare (4 przypadki). Charakterystyczną cechą obrazu 
mikroskopowego w barwieniu H-E było formowanie brodawkowatych 
struktur, obrzeżonych jedną warstwą komórek położonych na włóknis
tym, nie wykazującym proliferacji zrębie, zawierającym centralnie umiej
scowione naczynie krwionośne.
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Ryc. 1. Skąpa reakcja immunohistochemiczna w  komórkach wyściółczaka 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 wykazywało obecność wypustek zdążających w kie
runku naczynia krwionośnego. W cytoplazmie i w wypustkach komórek 
nowotworowych wybarwiały się liczne włókienka. Dodatnio barwiło się 
również włókniste podścielisko, wskazując na jego glejowy charakter.

Impregnacja według Cajala była ujemna we wszystkich strukturach 
badanej grupy wyściółczaków.

W reakcji immunohistochemicznej na GFAP komórki znajdujące się 
na powierzchni tworów brodawkowatych były ujemne (ryc. 7). Nato
miast otoczenie nowotworu i jego włókniste podścielisko dawało odczyn 
dodatni.

Subependymoma (2 przypadki). Izomorficzne komórki o trudnych do 
prześledzenia granicach w barwieniu H-E zawierały regularnie zaryso
wane jądra z cienką błoną i niewielką zawartością chromatyny. Boga- 
towłókienkowe i skąpokomórkowe utkanie otaczało zagęszczone gniazda 
komórek nowotworu.

Barwienie PTAH wykazywało obecność włókienek zarówno w komór
kach, jak i w zrębie. W impregnacji według Cajala stwierdzono poje
dyncze lub skupione w niewielkich gniazdach małe gwiazdkowate ko
mórki wyróżniające się obfitymi złogami w okołojądrowej cytoplazmie 
i w wypustkach dających się prześledzić na krótkich odcinkach.

W reakcji z surowicą anty-GFAP dodatnie były zarówno małe gwiaz
dkowate komórki przypominające astrocyty, jak i wydłużone komórki 
położone w charakterystycznym dla tego typu nowotworu skupiskach 
(ryc. 8).

Ependymoma anaplasticum (16 przypadków). Charakterystyczną cechą 
tej grupy nowotworów było obfitokomórkowe utkanie. Komórki były 
małe, anaplastyczne z hiperchromatycznymi zazwyczaj jądrami otoczony
mi wąskim rąbkiem cytoplazmy. Komórki te tworzyły lite obszary utka-

Ryc. 2. Dodatnia reakcja immunohistochemiczna w  izomorficznym wyściółczaku 
zbudowanym z wielobocznych komórek. PAP—GFAP. Pow. 60 X 

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

Ryc. 3. Obszar układów okołonaczyniowych w  izomorficznym wyściółczaku. Silnie 
dodatni odczyn w  wydłużonych, jednowypustkowych komórkach. 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 wrzecionowatokomórkowe izomorficznego wyściółczaka 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
Ryc. 5. Silnie GFAP-dodatnie komórki astrocytopodobne w utkaniu wyściółczaka.

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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Rye. 6. Ependymoma myxopapillare.  Silnie dodatni odczyn immunohistochemiczny 
w  komórkach nowotworu. PAP—GFAP. Pow. 200 X 

Fig. 6. Ependymoma myxopapillare. Strong immunohistochemical reaction in tumor
cells. PAP—GFAP. X 200

Rye. 7. Ependymoma papillare. Ujemny odczyn z surowicą anty-GFAP w  komór
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 były układy o cechach rozet rzekomych. W nie
których polach zaznaczał się polimorfizm komórkowy z obecnością ko
mórek olbrzymich. W barwieniu PTAH nie stwierdzano zarówno wypu
stek komórkowych, jak i materiału włókienkowego w cytoplazmie.

W impregnacji wg Cajala w nacieku nowotworowym uwidoczniały 
się pojedyncze odczynowe astrocyty. Komórki nowotworowe nie impreg
nowały się.

Reakcja z surowicą anty-GFAP wypadała dodatnio w skąpej, bezwy- 
pustkowej cytoplazmie części małych, anaplastycznych komórek (ryc. 9) 
oraz w obszarach o zaznaczonym polimorfizmie (ryc. 10). Odczynowe 
GFAP-dodatnie astrocyty łatwo było odróżnić na podstawie ich charak
terystycznego kształtu i wielkości (ryc. 11).

Choroid pleocus papilloma (10 przypadków). W barwieniu H-E utka
nie guzów charakteryzowało się obecnością brodawkowatych struktur, 
obrzeżonych jedną warstwą wysokich, cylindrycznych komórek. Były 
one oddzielone od zrębu naczyniowego pokładem tkanki łącznej. W reak
cji immunohistochemicznej z surowicą anty-GFAP wszystkie struktury 
utkania były ujemne.

Badania mikroskopowo-elektronowe

Ependymoma izomorphum, papillare, myxopapülare (17 przypad
ków). Ultrastrukturalne cechy wymienionych typów wyściółczaka były 
podobne. Komórki guza wykazywały cechy biegunowego zróżnicowania, 
z tendencją do tworzenia rozet prawdziwych i okołonaczyniowych rozet 
rzekomych oraz liniowych układów pseudogruczołowych. W cytoplazmie 
komórek obecne były liczne filamenty o charakterze włókienek pośred
nich. Również w obszarach guzów o litym układzie komórek z ultrastruk- 
turalnymi cechami wyściółki oraz w obrębie układów pasmowatych 
z wrzecionowatymi komórkami były obecne liczne filamenty glejowe.

Ependymoma anaplasticum (5 przypadków). Komórki guza były nisko

Ryc. 8. Subependymoma.  Wybitnie silny dodatni odczyn immunohistochemiczny 
w  składowych 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.  Skąpa dodatnia reakcja z surowicą 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. Wyraźnie zaznaczony dodatni odczyn w ko
mórkach 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 w y
ściółczaka. PAP—GFAP. Pow. 200 X 

Fig 11. Reactive, GFAP-positive astrocytes in the surroundings of an anaplastic
ependymoma. PAP—GFAP. X 200
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zróżnicowane i wykazywały tendencję do gromadzenia się wokół naczyń. 
Zanikała biegunowość komórek. Filamenty glejowe występowały w mniej
szej ilości niż w poprzedniej grupie.

OMÓWIENIE

Kwaśne białko włókienek glejowych, stanowiące ich główny — jeśli 
nie jedyny — składnik białkowy, jest swoistym znacznikiem morfologicz
nym. O ile przydatność metody immunohistochemicznego wykazywania 
włókienek glejowych w dojrzałych reaktywnych i nowotworowych astro- 
cytach jest bezsporna (Szymaś, Hossmann 1984; Szymaś 1985), o tyle 
interpretacja wyników reakcji w przypadku komórek wyściółki jest trud
na, a dotychczasowe wyniki niejednoznaczne.

Dojrzałe komórki wyściółki nie zawierają produktów reakcji (Lud
win i wsp. 1976; Eng, Bigbee 1978), mimo że badania elektronowo-mikro- 
skopowe wykazują obfity materiał włókienkowy o charakterze gliofila- 
mentów w ich cytoplazmie (Peters i wsp. 1976). W przypadku wyściół- 
czaków uzyskano rozbieżne wyniki. Van der Meulen i wsp. (1978) 
w 4 przypadkach wyściółczaków nie stwierdzili dodatniego odczynu z su
rowicą anty-GFAP. Dodatnio mają reagować jedynie komórki podwy- 
ściófczaków oraz wyściółczaków zawierających fragmenty o cechach pod- 
wyściółczaka. Duffy i wsp. (1979) (10 przypadków), Velasco i wsp. (1980) 
(2 przypadki) stwierdzają, że kwaśne białko włókienek glejowych wy
stępuje w cytoplazmie i wypustkach nowotworowych komórek wyściół
ki. Vraa-Jensen i wsp. (1976) potwierdzili to spostrzeżenie w hodowli tkan
kowej wysoko zróżnicowanego wyściółczaka okolicy IV komory.

Wyniki uzyskane we własnych badaniach potwierdzają rozbieżne da
ne z piśmiennictwa. W grupie wyściółczaków o 1/11° biologicznej złośliwo
ści nie uzyskano dodatniego odczynu z surowicą anty-GFAP w nabłonko- 
wopodobnym typie utkania, natomiast duże ilości GFAP zawierały po
stacie wrzecionowato-komórkowe. Ze względu na różnorodny typ utka
nia w poszczególnych guzach można przypuszczać, że były one wszyst
kie GFAP-dodatnie. Nie wyjaśniony pozostaje brak korelacji między ob
fitym występowaniem włókienek pośrednich stwierdzonych we wszyst
kich komórkach guzów w badaniu elektronowo-mikroskopowym a zróżni
cowanym odczynem GFAP w tych samych przypadkach. Uzyskane wy
niki mogą wskazywać na istnienie komórek o różnym stopniu zróżnico
wania lub o różnym typie. Za pierwszą możliwością przemawiałby fakt, 
iż komórki wyściółki w okresie rozwoju płodowego są przejściowo GFAP- 
-dodatnie (Roessmann i wsp. 1980), aby później, jako formy dojrzałe, 
stać się znowu GFAP-ujemne (Ludwin i wsp. 1976). Zjawisko to wy
stępuje mimo obecności w ich cytoplazmie włókienkowego materiału
o charakterze włókienek pośrednich (Peters i wsp. 1976). Na rzecz dru
giej ewentualności przemawia stwierdzenie dwojakiego charakteru ko
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morek wyściółki, występujących jako komórki nabłonkowopodobne i ta- 
nycyty. Te ostatnie, mniej znane, opisane zostały przez Horstmanna 
w 1954 r. Dotychczas ich funkcja nie jest w pełni poznana. Z badań Roes- 
smanna i wsp. (1980) wynika, że nie są one, jak przyjmowano pierwot
nie, postacią rozwojową komórek nabłonkowopodobnych, ale rozwijają
cym się niezależnie typem. Tanycyty są również w okresie płodowym 
przejściowo GFAP-dodatnie.

Friede i Pollak (1978) podali elektronowo-mikroskopowe kryteria dla 
podgrupy wyściółczaków, które nazwano tanycytoma. Główną składową 
ich utkania mają być komórki przypominające tanycyty. Własne badania 
immunohistochemiczne potwierdzają występowanie w grupie izomorficz
nych wyściółczaków utkania o typie nabłonkowopodobnym i o cechach 
tanycytoma, z całym szeregiem form pośrednich. Komórki tanycytoma 
były silnie GFAP-dodatnie. W naszych obserwacjach opartych zarówno 
na badaniach immunohistochemicznych, jak i elektronowo-mikroskopo- 
wych zwrócono też uwagę na obecność komórek określanych jako a- 
strocytopodobne. Spostrzeżenie to mogłoby sugerować domieszkę gwiaż- 
dziaka w utkaniu wyściółczaków. Komponent ten występuje prawdopo
dobnie częściej niż wskazywałyby na to kazuistyczne doniesienia w piś
miennictwie (Kleihues i wsp. 1965). Odczynowo proliferujące astrocyty 
dawały się łatwo różnicować na podstawie kryteriów morfologicznych i za
stosowanych technik specjalnych. Na podkreślenie zasługuje przydatność 
diagnostyczna reakcji immunohistochemicznej z surowicą anty-GFAP 
w przypadku wyściółczaka śluzowobrodawkowatego oraz anaplastyczne- 
g°.

Barwienie PTAH, stosowane w badaniach wyściółczaków, dla wyka
zywania włókienek glejowych i blefaroblastów okazało się wysoce nie
swoiste w konfrontacji z odczynem immunohistochemicznym znamionują
cym się wybiórczą swoistością w stosunku do włókienek glejowych. Nie
którzy autorzy (Roessmann i wsp. 1980; Eng De Armond 1983) przy
puszczają, że w komórkach wyściółki o ujemnym odczynie z surowicą 
anty-GFAP występuje inny typ włókienek pośrednich, których nie moż
na zróżnicować w rutynowym badaniu elektronowo-mikroskopowym 
i w barwieniu metodą PTAH. Wiadomo, że metodą PTAH wybarwiają 
się również dodatnio włókienka w tkance mięśniowej, włóknik, jądra 
komórkowe oraz elementy ściany naczyniowej. Impregnacja wg Cajala 
wyznaczała wyraźnie odczynowe astrocyty. Ujemny wynik w przypadku 
komórek guza wskazuje na ich pochodzenie z wyściółki.

Pomimo że na podstawie rutynowego barwienia hematoksyliną i eozy- 
ną wszystkie podgrupy wyściółczaków można było rozpoznać, to odczyn 
immunohistochemiczny z surowicą anty-GFAP pozwalał na wykazanie 
przypadków różniących się między sobą zawartością GFAP w komór
kach. Stwarzało to możliwość wyróżnienia w grupie ependymoma izo- 
morphum  postaci nabłonkowopodobnej, prawie całkowicie GFAP-ujem-
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nej, oraz tanycytoma o silnie GFAP-dodatnich komórkach. Istniał rów
nież szereg przypadków o pośrednich właściwościach ze zróżnicowaną za
wartością GFAP w komórkach nowotworowych. Technika immunohi- 
stochemiczna okazała się też przydatna w diagnostyce różnicowej anapla- 
stycznych postaci wyściółczaków i innych guzów, zwłaszcza podnamio- 
towych. Na podstawie przeprowadzonych badań jakościowych metoda 
immunohistochemiczna z surowicą anty-GFAP wydaje się najbardziej 
przydatna w określeniu stopnia biologicznej złośliwości nowotworu i prog
nozy. Jednakże będzie to wymagało wprowadzenia metod ilościowych
i skorelowania wyników z przebiegiem klinicznym.

ОЦЕНКА ДИАГНОСТИЧЕСКОГО ЗНАЧЕНИЯ КИСЛОГО БЕЛКА 
ГЛИОЗНЫХ ФИБРИЛЛ (GFAP) В ЗПЕНДИМОМАХ

Р езю ме

Исследовано 79 случаев эпендимом при помоши иммуногистохимической реакции 
с сывороткой против кислого белка глиозных фибрилл, позволяющей селективно обнару
жить глиозные фибриллы. Результаты были сопоставлены с другими применяемыми тра
диционно методами для диагностирования эпендимом в световом микроскопе.

Доказано, что в отдельных подгруппах эпендимом, а также в отдельных опухолях 
той же самой подгруппы содержание глиозных фибрилл неодинаково. Кроме того приме
няемая иммуногистохимическая техника позволяет отличить эпителиальное и таницитанное 
строение, а также обнаружить астроцитарное строение в эпендимомах. Эта техника может 
быть пригодна в дифференциальной диагностике анапластических субтенторных опухолей.

Кажется, что полученные результаты, из-за разного содержания GFAP в опухолях 
этой самой подгруппы, наиболее пригодны при определении степени злокачественности 
новообразования потому что они указывают на разную степень дифференциации и на разный 
тип клеток новообразования.

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

S u mma r y
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 immunohistochemical 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 wall 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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Najczęstszą przyczyną rakowatości opon mózgowo-rdzeniowych są 
przerzuty z gruczolakoraka sutka, płuc i żołądka (Fisher-Williams i wsp. 
1955; Herman, Courville 1965; Gajkowski i wsp. 1970; Bramlet i wsp. 
1976). Przedstawiony przypadek zasługuje na uwagę ze względu na nie
typowy obraz kliniczny, spowodowany szczególną lokalizacją nacieku no
wotworowego w ośrodkowym układzie nerwowym. Na podstawie dostęp
nej dokumentacji histopatologicznej można przypuszczać, że pierwot
nym nowotworem narządowym był rak śluzowokomórkowy pęcherza mo
czowego, co stanowi niewątpliwą rzadkość.

OPIS PRZYPADKU

Chora W. W., lat 66, została przyjęta do Oddziału Neurologicznego 
Szpitala Czerniakowskiego w maju 1980 r. z powodu narastających od
2 tygodni bardzo silnych bólów głowy, zlokalizowanych w okolicy poty
licznej, z towarzyszącymi nudnościami i wymiotami. Choroba rozpoczęła 
się przed 6 miesiącami opadnięciem prawej powieki górnej oraz podwój
nym widzeniem. W tym samym czasie pojawił się krwiomocz, z powodu 
którego chora przebywała w Oddziale Urologicznym Szpitala Wojewódz
kiego, gdzie na podstawie cystoskopii i badania histopatologicznego rozpo
znano raka śluzowokomórkowego pęcherza moczowego. Bóle głowy, które 
pojawiły się w czasie hospitalizacji w Oddziale Urologicznym były przy
czyną skierowania chorej do Oddziału Neurologicznego.

Przy przyjęciu do Oddziału badaniem internistycznym nie stwierdzo
no istotnych odchyleń od normy, węzły chłonne i wątroba niepowiększo- 
ne, RR 125/80 mm Hg, czynność serca 88/min. W stanie neurologicznym 
stwierdzono zatarcie granic tarczy prawego nerwu wzrokowego i opad
nięcie prawej powieki górnej z ograniczeniem ruchomości gałki ocznej
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Rye. 1. Naciek nowotworowy zlokalizowany w  stropie komory III, poszerzenie ukła
du komorowego. HE. Pow. lupowe 

Fig. 1. Neoplastic infiltration at the roof of the III ventricle. Enlargement of the 
ventricular system. HE. Magn. glass

Rye. 2. Bogatokomórkowe 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 miękkich, szczególnie obfity w  głębi row

ka mózgowego. 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 górze. Pozostałe nerwy czaszkowe bez zmian. W zakresie kończyn 
stwierdzono asymetrię odruchów (prawe żywsze od lewych) oraz dyskret
ną dysmetrię w kończynach górnych i dolnych. Objawy oponowe były 
nieobecne.

W badaniach dodatkowych poza krwinkomoczem i ropomoczem nie 
stwierdzono odchyleń od normy. OB 15. Rtg czaszki, klatki piersiowej
i kręgosłupa były bez zmian. Zapis EEG wykazywał dyskretne zmiany 
w okolicy czołowo-przedskroniowej prawej w postaci rozsianych fal thê
ta o częstości 6—7 Hz na tle prawidłowej czynności podstawowej. Bada
niem ginekologicznym stwierdzono w przednim sklepieniu części poch
wowej wyczuwalne zgrubienie wielkości śliwki, macica i przydatki bez 
zmian.

Podczas pobytu w oddziale kilkakrotnie w ciągu doby występował 
nagle bardzo silny ból głowy z towarzyszącymi nudnościami, wymiota
mi, bradykardią, bez sztywności karku. Dolegliwości te trwały od kilku 
do kilkudziesięciu minut i ustępowały samoistnie lub po podaniu środ
ków przeciwobrzękowych. Pomiędzy napadami chora nie miała żadnych 
dolegliwości. W ciągu 2 tygodni stan chorej stopniowo pogarszał się, 
dołączyły się zaburzenia świadomości, na dnie oczu stwierdzono obustron
nie obecność tarczy zastoinowej. Obserwowano jeden napad uogólnionych 
drgawek. Z podejrzeniem ogniska przerzutowego w pniu mózgu, po kon
sultacji neurochirurgicznej, przesłano chorą do Kliniki Neurochirurgicz
nej AM. W wykonanym badaniu metodą tomografii komputerowej nie 
wykazano obecności przerzutów do mózgu, natomiast w płynie mózgowo- 
-rdzeniowym stwierdzono obecność komórek nowotworowych.

Po 3 dniach pobytu w Klinice Neurochirurgicznej, z rozpoznaniem 
rakowatości opon mózgowo-rdzeniowych chora została ponownie prze
niesiona do Oddziału Neurologicznego. Stan chorej był bardzo ciężki, 
utrzymywały się zaburzenia świadomości, pojawiła się duszność, przy
spieszona czynność serca, niepokój oraz zaburzenia oddechowe z długimi 
okresami bezdechów. Stwierdzono obecność objawów oponowych. Wy
stąpiły objawy niewydolności nerek w postaci podwyższonego poziomu 
kreatyniny (8,3 mg°/o), mocznika (138 mg0/») oraz potasu (8 mEq/l). Cho
ra zmarła po 7-miesięcznym okresie choroby licząc od momentu poja
wienia się pierwszych objawów neurologicznych. Rozpoznanie kliniczne: 
Carcinomatosis meninguum.

Na sekcji ogólnej z istotnych zmian stwierdzono: brodawczakowaty 
guz pęcherza moczowego, obustronne wodonercze oraz obustronny guz ja j
ników (dr Z. Kabulski). W obrazie mikroskopowym guz pęcherza wykazy-

Ryc. 4. Naciek nowotworowy w  oponie miękkiej. Przewaga komórek o obfitej pian- 
kowatej cytoplazmie zawierającej substancje śluzowe. 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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wał cechy gruczolakoraka, częściowo brodawczakowatego. Przerzuty gru- 
czolakoraka obecne były w utkaniu obu jajników (por. M. Kobuszew- 
ska-Farynowa).

Oględziny zewnętrzne mózgu wykazały nieznaczne zmleczenie opon 
miękkich, wyraźniejsze na przebiegu rowków naczyniowych oraz cechy 
obrzęku mózgu. Na przekrojach czołowych przez półkule mózgu widocz
ne było znaczne, symetryczne poszerzenie układu komorowego. W stro
pie komory III stwierdzono pasmo szarawej tkanki o obniżonej spoisto
ści, zespolone z odnogami sklepienia.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki z okolicy III komory, 
kory czołowej z oponami oraz mostu. Skrawki barwiono hematoksyliną- 
-eozyną, sudanem czarnym oraz mucykarminem.

W badaniu mikroskopowym stwierdzono obecność nieprawidłowej ma
sy tkankowej w stropie komory III wciskającej się między odnogi skle
pienia i górną powierzchnię wzgórza, odgraniczonej wyraźnie od otacza
jących struktur mózgu (rye. 1). Naciek komórkowy łączył się obustron
nie ze splotem naczyniówkowym, wnikając miejscami w jego zrąb, z po
zostawieniem fragmentów splotu o prawidłowej budowie. Komórki nacie
ku były wtopione w bogaty zrąb łącznotkankowy z obfitą ilością naczyń 
o pogrubiałej przydance. Występowały w nim dwa typy utkania: bogato- 
komórkowe z wyraźnym grupowaniem się komórek wokół naczyń krwio
nośnych oraz bardziej luźne w miejscach oddalonych od naczyń. Zwra
cał uwagę znaczny polimorfizm komórkowy. Przeważały komórki o owal
nych lub wydłużonych jądrach ze znaczną zawartością chromatyny i za
tartych granicach cytoplazmy (ryc. 2). Dość licznie występowały komór
ki o owalnych lub okrągłych jądrach położonych na obwodzie piankowa- 
tej, bladoróżowej cytoplazmy. Sporadycznie obserwowano figury podzia
łów komórkowych. Miejscami były widoczne nacieki z komórek jednoją- 
drzastych i nielicznych komórek plazmatycznych. W otaczających struk
turach mózgu obecne były cechy obrzęku.

W oponach miękkich oraz w przestrzeni podpajęczynówkowej wystę
powały również nacieki nowotworowe, szczególnie obfite w głębi row
ków (ryc. 3), nie przechodziły one na powierzchowne warstwy kory. Cha
rakter komórkowy nacieku był podobny do opisanego powyżej, z tym 
jednak, że w utkaniu przeważały komórki o obfitej piankowatej cyto- 
plazmie, zawierające substancje śluzowe (ryc. 4).

OMÓWIENIE

W opisanym przypadku występują obfite, bogatokomórkowe nacie
ki nowotworowe w oponach miękkich mózgu oraz splocie naczyniówko
wym komory III. Jak wspomniano we wstępie, nie można z całą pewnoś
cią wypowiedzieć się co do lokalizacji ogniska pierwotnego nowotworu, 
chociaż przeprowadzone badania i obraz kliniczny wydają się przemawiać
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za jego umiejscowieniem w pęcherzu moczowym. Nie można jednak wy
kluczyć, że rak rozwijał się pierwotnie w innym narządzie i dał rozległe 
przerzuty do pęcherza moczowego i jajników.

W obrazie klinicznym na pierwszy plan wysuwały się objawy wska
zujące na napadowe występowanie wzrostu ciśnienia śródczaszkowego, 
sugerujące okresowe pojawianie się przeszkody w odpływie płynu mózgo
wo-rdzeniowego. Objawy te, łącznie z cechami uszkodzenia nerwu oko- 
ruchowego, mogły sugerować rozpoznanie pojedynczego ogniska przerzu
towego zlokalizowanego w pniu mózgu. Tak zresztą brzmiało wstępne 
rozpoznanie kliniczne, które nie zostało potwierdzone badaniem tomogra- 
ficznym mózgu. Stwierdzony w badaniu neuropatologicznym naciek no
wotworowy w stropie komory III, łączący się ze splotem naczyniówko
wym i zamykający wejście do wodociągu Sylwiusza, wyjaśnił tę sym
ptomatologię. Ta lokalizacja nacieku może również przemawiać za roz
siewem komórek rakowych za pośrednictwem splotu naczyniówkowego, 
co uważane jest przez niektórych autorów za jedną z możliwych dróg 
zajęcia ośrodkowego układu nerwowego w przypadkach nowotworów 
narządowych (Dixon i wsp. 1946; Fisher-Williams i wsp. 1955; Stam 
1960; Mc Millian 1962). W rakowatości opon mózgowo-rdzeniowych ob
jawy oponowe mogą być nieobecne lub słabo zaznaczone (Little i wsp. 
1974; Bramlet i wsp. 1976), pojawiając się zazwyczaj w przypadkach już 
zaawansowanych. Bóle głowy, zaburzenia świadomości, nudności, wy
mioty, objawy uszkodzenia nerwów czaszkowych, a zwłaszcza uszkodze
nia nerwu III i VII oraz rzadziej objawy ogniskowe należą do typowego 
obrazu klinicznego (Grain, Karr 1955; Dinsdale, Taghavy 1964; Herman, 
Courville 1965; Bramlet i wsp. 1976). Obecność komórek nowotworo
wych w płynie mózgowo-rdzeniowym ułatwia postawienie prawidłowe
go rozpoznania (Spriggs 1954; Marks, Marrack 1960; Mc Millian 1962; 
Olson i wsp. 1974).

СЛУЧАЙ КАНЦЕРОМАТОЗА МЯГКИХ ОБОЛОЧЕК ГОЛОВНОГО МОЗГА

Резю м е

Представлен случай 66-летней пациентки с диагностированным клинически и подтвер
жденным невропатологическим исследованием канцероматозом мягких оболочек головного 
мозга в течение адено—карциномы мочевого пузыря. Авторы обращают внимание на 
нетипичную симптоматологию с преобладающими в клинической картине приступообразно 
выступающими симптомами внутричерепной гипертонии удерживающимися несколько 
минут (в пределах первого и второго десятка). Локализация опухолевых инфильтратов 
охватывающих не только мягкие оболочки головного мозга, а также свод и сосудистое 
сплетение третьего желудочка мозга и закрывающих отверстие водопровода мозга объя
сняет наблюдаемые клинические симптомы. Наличие обильного опухолевого инфильтрата 
в сосудистом сплетении может кроме того говорить в пользу возможности опухолевого
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рассева в центральной нервной системе посредством сосудистых сплетений. Следует под
черкнуть редкость, с которой выступают метастатические измене нияв центральной нервной 
системе в случаях первичной локализации рака в мочевом пузыре.

CASE OF CARCINOMATOSIS OF LEPTOMENINGES 

S u m m a r y

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 not only the leptomeninges, but also the roof and the cho
roid plexus of the third ventricle and closing 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 métastasés 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; Szczepańska-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 Kapuściński 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 humidity of the air). 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°/o 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%) 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°/o 
0 s 0 4 (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

http://rcin.org.pl



HN-HS in hyperthermia, I 57

neurosecretory granules (NSG), and small smooth or coated vesicles were 
frequently present. Particular abundance of NSG has been noted in 
some PVN perikarya (Fig. lb). 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 stress most of the SON and 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. lc).

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, la. SON. Neuron: N — nucleus, G — Golgi complex, 
er — granular endoplasmic reticulum, db — dense bodies, mvb — multivesicular 
bodies, nsg — neurosecretory granules, m — mitochondria. X 14 000. lb. PVN. 
Neuron with abundant neurosecretory granules (nsg). G — Golgi complex, er — 

granular endoplasmic reticulum. >C 9000 
Rye. la—b. Królik kontrolny, la. SON. Neuron: N — jądro, G — kompleks Gol- 
giego, er — siateczka śródplazmatyczna ziarnista, mvb — ciało wielopęcherzykowe, 
nsg — ziarnistości neurosekrecyjne, m ■— mitochondria. Pow. 14 000 X. lb.  PVN. 
Neuron wypełniony ziarnistościami neurosekrecyjnymi (nsg), G — kompleks Gol- 

giego, er — siateczka ziarnista. Pow. 9000 X
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Fig. 2a—с. 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 10 000. 2c. PVN. „Microvacuolated” perikaryon devoid of neurosecretory 

granules, er — granular endoplasmic reticulum, m — mitochondria. X 9000 
Rye. 2a—c. Królik bezpośrednio po stresie cieplnym. 2a. SON. W perykarionie w i
doczne ziarnistości neurosekrecyjne (n.sg). Pow. 9000 X. 2b. SON. W perykarionie 
brak ziarnistości neurosekrecyjnych. G — kompleks Golgiego, db — ciała gęste, 
er — siateczka ziarnista. Pow. 10 000 X. 2c. PVN. „Mikrowakuolizacja” perykarionu 
pozbawionego ziarnistości neurosekrecyjnych. N — jądro, er — siateczka ziarnista,

m — mitochondria. Pow. 9000 X
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Fig. За—b. Rabbit 3 h after heat stress. За. 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

cretory granules, db — dense bodies, m — mitochondria. X 10 000 
Rye. 3a—b. Królik 3 godz. po stresie cieplnym. За. SON. W neuronie widoczne ziar
nistości „gęste” (dg) w regionie kompleksu Golgiego (G) i „jasne” (pg) w innych 
obszarach cytoplazmy. En — komórka endotelium, er — siateczka ziarnista, mvb — 
ciała wielopęcherzykowe. Pow. 12 000 X. 3b. PVN. Neuron: G — kompleks Gol
giego, nsg — ziarnistości neurosekrecyjne, db — ciała gęste, m — mitochondria.

Pow. 10 000 X
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Fig. 4a—Ъ. 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).

X 10 000
Rye. 4a—b. Królik 3 godz. po stresie cieplnym. 4a. SON. W perykarionie pozbawio
nym ziarnistości neurosekrecyjnych widoczna wakuola (va), G — kompleks Gol
giego, er — siateczka ziarnista. Pow. 12 000 X. 4b. PVN. W perykarionie nieliczne 
ziarnistości neurosekrecyjne, bardzo rozwinięty kompleks Golgiego (G) i obfita siat

ka ziarnista (er). Pow. 10 000 X
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Fig. 5a—с. 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 
Rye. 5a—c. Królik 6 godz. po stresie cieplnym. 5a. SON. Obrzmiały perykarion, 
G — Golgiego kompleks, er — siateczka ziarnista, db — ciała gąste, m — m ito
chondria. Pow. 8000 X. 5b. PVN. W perykarionie widoczne puste wakuole (va), 
nu — jąderko. Pow. 7000 X. 5c. PVN. Perykarion wypełniony ziarnistościami 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 
Rye. 6a—b. Królik 24 godz. po stresie cieplnym. 6a. SON. W perykarionie brak ziar
nistości neurosekrecyjnych, widoczne liczne mikrotubule (mt), N — jądro. Pow. 
9000 X 6b. PVN. W perykarionie obfita siateczka ziarnista (er) i kompleks Gol- 
giego (G), w  jego obszarze kilka ziarnistości 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 and PVN endocrine neurons exhibited alterations. 
However, some alterations that concern 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, Dybali 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), Eneström (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 
Dybali (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, Dybali 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). Thus, the finding may 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. lb 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 tfie 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-
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sponse to the stress situation. They claimed that vacuolization of ceil 
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 including the anterior hypothalamus (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.

WPŁYW WYSOKIEJ TEMPERATURY 
NA UKŁAD PODWZGÓRZOWO-PRZYSADKOWY KRÓLIKA

I. JĄDRO NADWZROKOWE I JĄDRO PRZYKOMOROWE

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

Badano ultrastrukturę neuronów jądra nadwzrokowego (SO) i jądra przykomo- 
rowego (PV) podwzgórza królika po 3-godzinnej ekspozycji na wysoką temperaturę 
otoczenia (38—39°C). Wycinki z jąder podwzgórza pobierano bezpośrednio oraz po
3, 6, 24, 48 i 72 godz. po eksperymencie. W neuronach jądra SO i PV królików pod
danych stresowi zaobserwowano różnice w  zawartości ziarnistości neurosekrecyj- 
nych (NSG).

Duża ilość ziarnistości neurosekrecyjnych (NSG) o „gęstym” i „jasnym” rdze
niu, spotykana w okolicy aparatu Goigiego i w  innych obszarach cytoplazmy, świad
czy o wzmożonej aktywności tych neuronów. Obserwowano także wiele neuronów 
pozbawionych NSG. Można sądzić, że w tych neuronach następuje szybki transport 
materiału neurosekrecyjnego do przysadki.

W nielicznych neuronach obserwowano nieprawidłowości w budowie ultra- 
strukturalnej będące prawdopodobnie reakcją na stres cieplny. Perykariony neuro
nów PV ulegały „mikrowakuolizacji” (bezpośrednio po stresie), a niektóre neurony 
SO wykazywały obrzmienie cytoplazmy (w 6 godz. po stresie). Po 24, 48 i 72 godz. 
po eksperymencie nie stwierdzono istotnych nieprawidłowości w budowie ultrastruk- 
turalnej neuronów SO i PV.
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ВЛИЯНИЕ ВЫСОКОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ 
НА ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНУЮ СИСТЕМУ КРОЛИКА

I. НАДЗРИТЕЛЬНОЕ ЯДРО И ОКОЛОЖЕЛУДОЧКОВОЕ ЯДРО

Резюм е

Авторы исследовали ультраструктуру нейронов надзрительного ядра (SO) и околоже- 
лудочкого ядра (РѴ) гипоталамуса кролика после трехчасовой экспозиции на высокую тем
пературу внешней среды (38 — 39°С). Сегменты из ядер гипоталамуса авторы брали потчас 
же и спустя 3, 6, 24, 48 и 72 часа после эксперимента. В нейронах ядра SO и РѴ кроликов 
подвергнутых стрессу они наблюдали различия в содержании нейросекреционных грану
ляций (NSG).

Большое количество нейросекреционных грануляций (NSG) с „густой” и „светлой” 
сердцевиной встречаемое в области аппарата Гольджи и в других областях цитоплазмы 
свидетельствует об усиленной активности этих нейронов. Встречано также много нейронов 
лишенных NSG; можно предполагать, что в этих нейронах наступает быстрый транспорт 
нейросекреционного материала в гипофиз.

В немногочисленных нейронах наблюдались аномалии ультраструктурного строения 
явяющиеся вероятно реакцией на тепловой стресс. Перикарионы нейронов РѴ подлежали 
„микровакуолизации” (непосредственно после стресса), а некоторые нейроны SO обнару
живали набухание цитоплазмы (в 6 часов после стресса). Наблюдения веденные спустя 24, 
48 и 72 часа после эксперимента не проявили никаких аномалий в ультраструктуром строении 
нейронов SO и РѴ.
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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 (Kozłowski 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), Kozłowski 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 after the 3 h exposure 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 35 000 

Rye. 1. Królik kontrolny. W aksonach ziarnistości neurosekrecyjne (nsg) i skupiska 
mikropęcherzyków (mv); bm — błona podstawna naczynia krwionośnego. Pow.

35 000 X
Fig. 2. Rabbit directly after heat stress. Abundance of microvesicles (mv) in the 

axons; bm — basement membrane of blood vessel. X 15 000 
Rye. 2. Królik bezpośrednio po stresie cieplnym. Obfitość mikropęcherzyków w  ak

sonach (mv); bm — błona podstawna. Pow. 15 000 X
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Fig. 3a—b. Rabbit 3 h after heat stress. За. Granulated (Axj) and degranulated 
(Ax2) axons; m — swollen mitochondria. X 9000. 3b. At perivascular area the Axi 
axon filled with neurosecretory granules, while the Ax2 axon devoid of them;

Bv — blood vessels. X 9000
Rye. 3a—b. Królik 3 godz. po stresie cieplnym. За. Aksony z ziarnistościami (Axi) 
oraz pozbawione ziarnistości (Ax2); m — obrzmiałe mitochondria. Pow. 9000 X. 
3b. Obszar przynaczyniowy, Axi — akson wypełniony ziarnistościami, A x2 — akson 

pozbawiony ziarnistości; Bv — naczynie krwionośne. 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 22 000.

4b. Autophagic vacuoles within the axon profile. X 25 000 
Rye. 4a—b. Królik 6 godz. po stresie cieplnym. 4a. Profile zakończeń aksonalnych 
zawierających mikropęcherzyki (mv) i liczne mitochondria (m). Bv — naczynie 
krwionośne. Pow. 22 000 X. 4b. Wakuola autofagowa wewnątrz aksonu. Pow.

25 000 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
Rye. 5a—b. Królik 24 godz. po stresie cieplnym. 5a. Liczne profile aksonów (Ax) 
neuroprzysadki pozbawione ziarnistości neurosekrecyjnych; P — pituicyt. Pow. 
10 000 X. 5b. Błoniaste struktury (strzałki) wewnątrz aksonów pozbawionych ziar

nistości. Pow. 9000 X
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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 certain axons exhibited 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; 
Szczepańska-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- 
ström (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 occurrence of tubular proliferation of axoplasmic re
ticulum, as for instance those observed in 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 fu r
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 (Kapuściński, 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, Brobeck 1954). Moreover, there 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).

WPŁYW WYSOKIEJ TEMPERATURY 
NA UKŁAD PODWZGÓRZOWO-PRZYSADKOWY KRÓLIKA

II. CZĘSC NERWOWA PRZYSADKI

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

Badano ultrastrukturę aksonów przysadki królika po 3-godzinnej ekspozycji 
na wysoką temperaturę (48—39°C). Wycinki z części nerwowej przysadki pobiera
no bezpośrednio, 3, 6 i 24 godz. po eksperymencie. Zaobserwowano postępujące 
zmniejszanie się ilości aksonów zawierających ziarnistości n^urosekrecyjne. W 24 
godz. po eksperymencie obserwowano liczne aksony pozbawione ziarnistości wypeł
nione jedynie elektronowo-jasną aksoplazmą. Obserwacje te wskazują na szybki« 
wydzielanie materiału neurosekrecyjnego z aksonów do krwiobiegu, co jest prawdo
podobnie fizjologiczną odpowiedzią na wysoką temperaturę.

ВЛИЯНИЕ ВЫСОКОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ 
НА ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНУЮ СИСТЕМУ КРОЛИКА 

И. НЕВРОГИПОФИЗ

Р езю м е

Авторы исследовали ультраструктуру аксонов гипофиза кролика после трехчасовой 
экспозиции на высокую температуру (38 — 39°С). Сегменты из неврогипофиза авторы брали 
тотчас же, 3, 6, и 24, часа после эксперимента. Они наблюдали уменьшение количества 
аксонов содержащих нейросекреционные грануляции.

Спустя 24 часа после эксперимента наблюдались множественные аксоны наполненные 
лишь электронно-светлой аксоплазмой (лишенные грануляций). Эти наблюдения указывают 
на быстрое выделение нейросекреционного материала из аксонов в кровообращение, что 
вероятно является физиологическим ответом на высокую температуру.
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ZMIANY MORFOLOGICZNE ORAZ AKTYWNOŚĆ 
FOSFATAZY KWAŚNEJ I PIROFOSFATAZY TIAMINOWEJ 

W JĄDRACH TWORU SIATKOWATEGO I JĄDRACH 
NEUROSEKRECYJNYCH PODWZGÓRZA U KRÓLIKÓW PODDANYCH 

DZIAŁANIU PODWYŻSZONEJ TEMPERATURY OTOCZENIA

Zespół Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Podwyższenie temperatury otoczenia, jako jeden z często oddziały
wających na organizm zwierzęcy czynników środowiskowych, w bezpo
średnim efekcie prowadzi do podwyższenia wewnętrznej ciepłoty ciała. 
Jednocześnie podwyższona temperatura wewnętrzna stanowi bodziec sty
mulujący uruchomienie zachowawczych mechanizmów termoregulacyj- 
nych, a w szczególności tych, które są odpowiedzialne za utratę wody 
drogą parowania. Przekroczenie progu wydolności tych mechanizmów 
może być źródłem powstawania niekorzystnych zjawisk w organizmie. 
Niektóre z nich mogą mieć charakter czynników patologicznych, uszka
dzających przede wszystkim tkanki szczególnie wrażliwe na przegrzanie, 
w tym tkankę nerwową. Wyliczyć tu należy wywołany hipertermią 
wzrost zużycia tlenu w ośrodkowym układzie nerwowym (Meyer, Handa 
1967), wzrost przepuszczalności bariery krew—mózg oraz towarzyszące 
przegrzaniu pobudzenie akcji oddechowej (Pleschka 1971). Badania Ka
puścińskiego i Karczewskiego (1973) oraz Karczewskiego i wsp. (1973) 
wykazały, że przyspieszenie oddechu wywołane podniesieniem tempera
tu ry  otoczenia sprzyja rozwojowi hipokapni z następczym skurczem na
czyń krwionośnych i rozwijającym się na tym tle ischemicznym niedo
tlenieniem mózgu.

Celem przedstawionych badań było prześledzenie zmian zachodzą
cych w wyniku przegrzania w neuronach tworu siatkowatego, pełniącego 
między innymi rolę ośrodka integrującego procesy oddechowe, oraz 
w jądrach neurosekrecyjnych podwzgórza.
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MATERIAŁ I METODY

Badania morfologiczne przeprowadzono na 10 królikach albinotycz- 
nych, obojga płci, o ciężarze ciała 2,6—3,6 kg. Zwierzęta przetrzymywa
no pojedynczo przez 3 godziny w komorze termicznej, utrzymującej 
temperaturę w granicach 38—39°C . W trakcie trwania doświadczenia 
komorę wentylowano powietrzem atmosferycznym o takiej samej tem
peraturze i wilgotności względnej wynoszącej 45—60°/o. Zwierzęta 
wyjęte z komory dzielono na grupy złożone z 2 królików i przenoszono 
do zwierzętarni. Po przeżyciu 3, 6, 24 i 48 godz. króliki usypiano vetbu- 
talem (30 mg/kg) i wykonywano przezsercową perfuzję 4% zobojętnioną 
formaliną, przy jednoczesnym zaciśnięciu tętnicy głównej zstępującej 
i otwarciu uszka prawego. Dwa króliki nie poddane działaniu podwyż
szonej temperatury i uśmiercone za pomcą perfuzji wykonanej według 
tych samych zasad co i u zwierząt doświadczalnych stanowiły materiał 
kontrolny. Mózgi utrwalano w formalinie, odwadniano w alkoholu i za
tapiano w parafinie. Rdzeń przedłużony i most oraz okolicę podwzgórza 
zawierającą jądra neurosekrecyjne (jądro przykomorowe i nadwzroko- 
we) krojono seryjnie na skrawki grubości 15 (im. Do badań pobierano 
kolejny piąty i szósty skrawek, z których jeden barwiono fioletem kre- 
zylu, natomiast drugi hematoksyliną i eozyną.

Badania histochemiczne aktywności fosfatazy kwaśnej (FK — fosfa
taza monoestrów 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 królikach. Zwierzęta dekapitowano w czasie „O”, 
tj. bezpośrednio po wyjęciu z komory termicznej, oraz po przeżyciu 3, 6, 
24 i 48 godz. Mózgi dwóch zdrowych zwierząt, nie poddanych działaniu 
podwyższonej temperatury, stanowiły materiał kontrolny. Wszystkie 
króliki dekapitowano bez narkozy, a z mózgów pobierano rdzeń przedłu
żony i okolicę podwzgórza z jądrami neurosekrecyjnymi. Bloczki krojono 
w kriostacie na skrawki grubości 10 (im. Do badań pobierano kolejny 
piąty i szósty skrawek. Aktywność fosfatazy kwaśnej oznaczano według 
metody Barki i Andersona (1962), czas inkubacji 1,5 godz., w temperatu
rze 37°C, natomiast aktywność pirofosfatazy tiaminowej według me
tody Novikoffa i Goldfischera (1961), czas inkubacji: 2 godz. w tem
peraturze 37°C. Jądra tworu siatkowatego oraz jądra neurosekrecyjne 
identyfikowano na podstawie atlasu mózgu królika (Blinkow i wsp. 1973).

WYNIKI

Twór siatkowaty królika położony jest w przyśrodkowych, a częścio
wo w bocznych, okolicach rdzenia przedłużonego, mostu i śródmózgowia. 
Rozpoczyna się on na wysokości tylnego krańca jądra czerwiennego. 
W twTorze siatkowatym królika wyróżnia się 10 struktur anatomicznych,
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zróżnicowanych na podstawie topograficznego położenia oraz cech mor
fologicznych tworzących je komórek nerwowych. Z uwagi na rodzaj 
eksperymentu i założony cel badań, w niniejszej pracy zajmowano się 
głównie częścią przyśrodkową tworu siatkowatego, w której zlokalizo
wane są neurony biorące udział w regulacji procesów oddechowych. Ana
tomicznie część ta zawiera następujące jądra: siatkowate wielkoko- 
mórkowe, siatkowate drobnokomórkowe oraz siatkowate mostu przednie 
i tylne. Jądro siatkowate wielkokomórkowe zbudowane jest z rozproszo
nych, olbrzymich wielobiegunowych komórek nerwowych, które tylko 
niekiedy tworzą znaczniejsze zagęszczenia. U zwierząt kontrolnych w bo
gatej cytoplazmie tych neuronów (rye. 1) spotyka się grube ziarna tigro- 
idu, tworzące nieco większe zagęszczenia wokół jądra komórkowego. Po
dobnie jądra siatkowate mostu zbudowane są z dużych neuronów, przyj
mujących najczęściej kształt wielobiegunowy lub piramidowy (ryc. 2). 
W ich cytoplazmie widoczne są silnie zagęszczone, drobne ziarna sub
stancji Nissla. Pozostałe anatomiczne struktury tworu siatkowatego -— 
w tym i jądro siatkowate drobnokomórkowe (ryc. 3) — są utworzone 
z owalnych komórek nerwowych z biegunowo umieszczoną cytoplazmą 
zawierającą piankowaty tigroid.

U zwierząt poddanych działaniu podwyższonej temperatury otocze
nia obserwowano urozmaicony obraz patomorfologicznych uszkodzeń 
neuronów tworu siatkowatego. Rodzaj uszkodzeń, a także ich nasilenie 
były różne w poszczególnych strukturach tworu siatkowatego i wyka
zywały zależność od czasu przeżycia po szoku termicznym. W grupie 
zwierząt z przeżyciem 3-godzinym dominującym uszkodzeniem komór
kowym była tigroliza o różnym nasileniu. Znaczna liczba neuronów wy- 
barwiała się blado. Obraz ziarnistości Nissla w cytoplazmie był niewy
raźny, a kontury komórek słabo zaznaczone (ryc. 4). Tigroliza obejmo
wała w równomiernym stopniu całą cytoplazmę, chociaż w niektórych 
neuronach zaznaczały się słabo cechy tigrolizy obwodowej. W populacji 
komórek nerwowych tworu siatkowatego, obok neuronów niezmienio
nych lub ze słabo zaznaczoną tigrolizą, spotykano także komórki obkur- 
czone z ostro zarysowanym konturem, intensywnie wybarwiającym się 
jąderkiem i homogennie zabarwioną cytoplazmą (ryc. 4, 5). Wypustki 
osiowe obkurczonych neuronów miały niekiedy przebieg falisty. W cy
toplazmie niektórych komórek jądra siatkowatego wielkokomórkowego 
i jąder siatkowatych mostu, widoczne były podobnej wielkości wodniczki 
z ostro zarysowanym konturem (ryc. 6). U zwierząt z przeżyciem 6-go- 
dzinnym obserwowano podobny charakter uszkodzeń, aczkolwiek były 
one słabiej zaznaczone. W 24 i 48 godzin po szoku termicznym obraz 
morfologiczny neuronów tworu siatkowatego był podobny do spotyka
nego u królików kontrolnych. Należy podkreślić, że występujące w two
rze siatkowatym uszkodzenia komórkowe zaznaczały się wyraźniej w ją
drach zbudowanych z dużych neuronów. Cechą charakterystyczną był
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również brak wzmożonego odczynu glejowego oraz brak zmian w obra
zie mikroskopowym jądra komórkowego i jego chromatyny.

W obrębie jąder neurosekrecyjnych podwzgórza zwierząt poddanych 
działaniu podwyższonej temperatury nie obserwowano żadnych cech 
uszkodzeń komórkowych. W materiale kontrolnym zaznaczał się zróżni
cowany stopień intensywności wybarwienia perykarionów jądra przy- 
komorowego (ryc. 7), przy średnio intensywnym i równomiernym wy- 
barwianiu się całej populacji komórek jądra nadwzrokowego (ryc. 8). 
U zwierząt z przeżyciem 3- i 6-godzinnym wszystkie neurony jądra 
przykomorowego były wybarwione jednakowo intensywnie (ryc. 9), na
tomiast w jądrze nadwzrokowym nieco silniej w porównaniu do kontroli 
(ryc. 10). U zwierząt z przeżyciem 24- i 48-godzinnym obraz mikrosko
powy jąder neurosekrecyjnych nie odbiegał od normy.

Odczyn histochemiczny na fosfatazę kwaśną (FK) w materiale kon
trolnym był intensywny w jądrach tworu siatkowatego zbudowanych 
z dużych neuronów i umiarkowany w jądrach utworzonych z małych 
komórek nerwowych (ryc. 11—13). Zmiany w aktywności tego enzymu 
obserwowano już w czasie „0”. Pogłębiały się one w 3 godzinie przeżycia 
i utrzymywały się do 6 godzin po szoku termicznym. We wszystkich tych 
okresach cechą charakterystyczną, obok podwyższenia aktywności en
zymatycznej, był wyraźniejszy rysunek lizosomów oraz wybarwianie się 
dłuższych, w porównaniu do kontroli, odcinków wypustek nerwowych 
(ryc. 14— 16). Odczyn histochemiczny na TPP-azę w materiale kontrol-

Ryc. 1. Królik kontrolny. Prawidłowy obraz komórki nerwowej jądra siatkowatego 
wielkokomórkowego. 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. Królik kontrolny. Neurony wielobiegunowe i piramidowe w  tylnym jądrze 
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. Królik kontrolny. Owalne komórki nerwowe z biegunowo rozmieszczoną cy- 
toplazmą w  jądrze siatkowatym drobnokomórkowym. Fiolet krezylu. Poiw. 200 X 
Fig. 3. Control rabbit. Oval nerve cells with polarly distributed cytoplasm in nu

cleus reticularis parvocellularis. Cresyl violet. X 200
Ryc. 4. Królik doświadczalny 3 godz. po hipertermii. Zróżnicowany stopień tigrolizy 
w  neuronach jądra siatkowatego wielkokomórkowego. 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 wybarwioną 
cytoplazmą w  jądrze siatkowatym drobnokomórkowym. 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 jądra 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 ujawniał wyraźny rysunek aparatu Golgiego we wszystkich bada
nych strukturach nerwowych (ryc. 17). U zwierząt poddanych działaniu 
podwyższonej temperatury i pozostawionych na krótkie okresy przeży
cia („0”, 3 i 6 godz.) obserwowano częściowo dyfuzyjny charakter wy- 
barwiania się aparatu Golgiego, a także gromadzenie się produktu koń
cowego reakcji, również w obszarach cytoplazmy bardziej oddalonych 
od jądra komórkowego (ryc. 18). Cechą charakterystyczną obrazu histo- 
chemicznego w krótkich czasach przeżycia było podwyższenie aktywności 
enzymatycznej w naczyniach krwionośnych. W podsumowaniu obserwa
cji histochemicznych na podkreślenie zasługuje fakt wyraźniejszego wy
stępowania zmian aktywności obu badanych enzymów w jądrach tworu’ 
siatkowatego niż w jądrach neurosekrecyjnych podwzgórza.

OMÓWIENIE

Wyniki przeprowadzonych badań wskazują na fakt, że 3-godzinne 
przebywanie królików w podwyższonej temperaturze otoczenia wywo
łuje zróżnicowane zmiany patomorfologiczne oraz zmiany aktywności 
enzymatycznej fosfatazy kwaśnej i TPP-azy w jądrach tworu siatkowa
tego i jądrach neurosekrecyjnych. Zagadnieniem dyskusyjnym jest wy
stępowanie w badanym materiale wyraźniejszych nieprawidłowości 
w komórkach nerwowych tworu siatkowatego niż w neuronach jądra 
przykomorowego i nadwzrokowego. Fizjologiczna rola tworu siatkowa
tego do chwili obecnej nie jest w pełni wyjaśniona. Zawartym w nim

Ryc. 7. Królik kontrolny. Nierównomierne wybarwianie się komórek nerwowych ją
dra przykomorowego. Fiolet krezylu. Pow. 200 X 

Fig. 7. Control rabbit. Nonuniform staining of nerve cells of nucleus paraventricu-
laris. Cresyl violet. X 200

Ryc. 8. Królik kontrolny. Komórki nerwowe jądra 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. Równomiernie zabarwione neurony w  jądrze 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. Komórki jądra nadwzrokowego wybarwione inten

sywniej w  porównaniu 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
Ryc. 11. Królik kontrolny. 'Intensywny odczyn na fosfatazę kwaśną w cytoplazmie 

neuronu z jądra siatkowatego wielkokomórkowego. Pow. 300 X 
Fig. 11. Control rabbit. Intensive acid phosphatase reaction in cytoplasm of neuron 

of nucleus reticularis magnocellularis. X 300
Ryc. 12. Królik kontrolny. Umiarkowany odczyn na fosfatazę kwaśną w neuronach 

jądra siatkowatego drobnokomórkowego. 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 się najczęściej funkcje związane z pro
cesami snu i czuwania. Doniesienia z ostatnich lat (Gabdrachmanow 
1972; Jakunin i wsp. 1982) wskazują także na udział neuronów przyśrod
kowej części tworu siatkowego w integracji funkcji oddechowych. Wy
niki podejmowanych prób określenia lokalizacji komórek nerwowych 
odpowiedzialnych za regulację rytm u oddechowego są często kontrower
syjne (Hukuhara i wsp. 1969; Gabdrachmanow 1972; Euler i wsp. 1973). 
Występowanie największych skupisk tych neuronów stwierdzono w brzu
sznej części nucleus tractus solitarii (nazywanym grzbietowym jądrem 
oddechowym) oraz w nucleus ambiguus i nucleus retroambiguus, okreś
lanych mianem jądra oddechowego brzusznego (Bianchi 1971; Euler i wsp. 
1973; Kalia i wsp. 1970).

Przy pomocy pobudzania prądem elektrycznym wykryto także obec
ność neuronów odpowiedzialnych za regulację faz oddechowych w innych 
strukturach pnia mózgu, a mianowicie w grzbietowo-bocznej nakrywce 
mostu i w jądrach szwu. Wszystkie te anatomiczne obszary są powiąza
ne między sobą licznymi ipsi- i kontralateralnymi połączeniami nerwo
wymi, z których znaczna część znajduje swoje zakończenie w neuronach 
zlokalizowanych w przyśrodkowej części tworu siatkowatego. Z tej czę
ści tworu siatkowatego biorą początek nieskrzyżowane drogi zstępujące, 
biegnące w powrózkach bocznych i brzusznych. Kończą się one w dol
nych segmentach szyjnych oraz w segmentach piersiowych rdzenia

Ryc. 13. Królik kontrolny. Intensywny odczyn na fosfatazę kwaśną w  cytoplazmie 
neuronu tylnego jądra siatkowatego mostu. Pow. 600 X 

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

Ryc. 14. 3 godiZ. po hipertermii. Podwyższona aktywność fosfatazy kwaśnej w  ko
mórkach nerwowych jądra siatkowatego wielkokomórkowego. 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. Podwyższona aktywność fosfatazy kwaśnej w  neu
ronach jądra siatkowatego drobnokomórkowego. 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 aktywność fosfatazy kwaśnej z wyraźniej
szym w porównaniu do kontroli rysunkiem lizosomów. 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. Królik kontrolny. Intensywny odczyn na TPP-azę w  aparacie Golgiego 
neuronów tylnego jądra 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-azę w ko
mórkach jądra siatkowatego wielkokomórkowego oraz podwyższona aktywność en

zymu w naczyniach krwionośnych. 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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kręgowego, z których między innymi biorą początek nerwy międzyżeb
rowe unerwiające mięśnie międzyżebrowe zewnętrzne i wewnętrzne. 
Wspomniana obecność licznych połączeń struktur oddechowych pnia 
mózgu z neuronami przyśrodkowej części tworu siatkowatego, a za jego 
pośrednictwem z neuronami oddechowymi rdzenia kręgowego (Andersen, 
Sears 1970), stanowi podstawę do rozpatrywania tej części tworu jako 
ośrodka odpowiedzialnego za rytmogenezę i regulację funkcji oddecho
wych (Keder-Stepanowa, Ponomarew 1965; Gabdrachmanow 1972; Ja- 
kunin, Kireewa 1978). Przyśrodkowej części tworu siatkowatego przypi
suje się również rolę ośrodka integrującego czynność nerwową wszyst
kich struktur anatomicznych, w których zlokalizowane są neurony zwią
zane z czynnością oddechową (Euler i wsp. 1973; Merrill 1974; Kalia 
i wsp. 1979). Przytoczone dane anatomiczne, a także wyniki badań fizjo
logicznych, ułatwiają interpretację uzyskanych przez nas wyników.

Podwyższenie temperatury otoczenia uruchamia w pierwszym rzę
dzie zachowawcze mechanizmy termoregulacyjne, a przede wszystkim 
te, które odpowiedzialne są za utratę wody drogą parowania. W naszych 
badaniach przeprowadzonych na królikach taki mechanizm termoregula- 
cji wydaje się mało efektywny, ten bowiem gatunek zwierząt ma stosun
kowo małą liczbę gruczołów potowych rozmieszczonych jedynie w nie
których rejonach skóry (nosowa część trzewioczaszki i opuszki palców). 
Te właściwości gatunkowe wydają się uzasadniać „bezcelowość” aktywo
wania tych mechanizmów termoregulacji, które mogłyby być odpowie
dzialne za rozszerzenie skórnych naczyń krwionośnych. Przemieszczenie 
na obwód ciała pewnej objętości krwi w warunkach braku chłodzenia 
skóry drogą parowania mogłoby prowadzić nie do utraty  ciepła, lecz 
jego akumulacji. Jeżeli przyjmie się, że jądra neurosekrecyjne pod
wzgórza mogą być włączone w proces termoregulacji odbywający się na 
zasadzie złożonych mechanizmów związanych z rozszerzeniem naczyń 
skórnych i przemieszczaniem krwi na obwód, to brak w naszym materia
le wykładników uszkodzeń patomorfologicznych w tych jądrach wydaje 
się uzasadniony.

Przyczyny pojawiania się zmian patologicznych w jądrach tworu 
siatkowatego, a także dynamikę ich ustępowania w dłuższych czasach 
przeżycia zwierząt (24 i 48 godz.), należy rozpatrywać wieloetapowo. Za 
czynnik inicjujący wystąpienia tych zmian można przyjąć znaczne przy
spieszenie rytmu oddechowego towarzyszące stanom przegrzania. Zwięk
szona częstotliwość akcji oddechowej musi więc znajdować przyczynę 
w podwyższonej impulsacji neuronów oddechowych, połączonej z akty
wacją wewnątrzkomórkowych procesów metabolicznych. Innym czynni
kiem mogącym mieć znaczenie w patogenezie obserwowanych zmian jest 
obniżenie ciśnienia cząsteczkowego dwutlenku węgla we krwi tętniczej, 
które 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 Kapuścińskiego i Karczewskiego 
(1973) wykazały, że hiperwentylacja, która występuje w warunkach hi
pertermii przy niskim cząsteczkowym ciśnieniu dwutlenku węgla we 
krwi tętniczej, obniża wtórnie to ciśnienie, co w następstwie prowadzi do 
skurczu naczyń mózgowych i rozwijającego się na tym tle niedokrwienia 
mózgu. Carlsson i wsp. (1967) obserwowali natomiast, towarzyszące prze
grzaniu, postępujące obniżenie ciśnienia cząsteczkowego tlenu we krwi 
tętniczej. W świetle przytoczonych danych można przyjąć następującą 
sekwencję czynników patologicznych, w rezultacie których pojawiają się 
obserwowane przez nas uszkodzenia komórek nerwowych: 1) przyspie
szenie procesów metabolicznych oraz zwiększone zużywanie tlenu przez 
nadmiernie pobudzone neurony odpowiedzialne za przyspieszenie rytmu 
oddechowego; 2) niedokrwienie ośrodkowego układu nerwowego spowo
dowane skurczem naczyń mózgowych, wywołanym przez zmiejszone ciś
nienie cząsteczkowe C 02 we krwi tętniczej; 3) niedotlenienie ośrodko
wego układu nerwowego w wyniku postępującego spadku ciśnienia czą
steczkowego 0 2 we krwi. Na tej drodze u zwierząt poddanych działaniu 
wysokiej temperatury, obok niedotlenienia ischemicznego, rozwijać się 
może niedotlenienie typu hipoksyjnego.

Obserwowane przez nas zmiany znalazły swój wyraz w zróżnicowa
nym obrazie patomorfologicznym. Obok neuronów o wyglądzie prawidło
wym spotykano komórki z różnym nasileniem tigrolizy, neurony obkur- 
czone noszące cechy schorzenia przewlekłego oraz neurony ze zmianami 
wodniczkowymi sugerującymi zaburzenia wewnątrzkomórkowej gospo
darki wodnej. Taka rozpiętość uszkodzeń uwarunkowana jest prawdo
podobnie odmienną wrażliwością neuronów tworu siatkowatego na prze
grzanie. Świadczy także o tym, że neurony tego tworu, obok zadań in
tegracji procesu oddechowego, pełnią również inne funkcje fizjologiczne, 
na które hipertermia jako czynnik patologiczny ma mniejszy wpływ.

Największy wzrost aktywności fosfatazy kwaśnej przypadał na okres 
największego nasilenia zmian chromatolicznych (3 godziny przeżycia po 
szoku termicznym). Może on być traktowany jako wykładnik zwiększe
nia ilości lizosomów w komórce nerwowej, jak również aktywizacji pro
cesów katabolicznych (Szumańska, Rap 1971). Utrzymywanie się pod
wyższonej aktywności tego enzymu w 6 godzinie przeżycia, a więc w cza
sie rozpoczynającego się cofania zmian chromatolicznych, można wiązać 
z jego udziałem w odbudowie rybonukleoprotein (substancji Nissla) jako 
przenośnika grup fosforanowych.

Stwierdzony przez nas wzrost aktywności TPP-azy może być prze
jawem zarówno uszkodzenia aparatu Golgiego i łatwiejszym kontaktem 
enzymu z substratem, jak i zwiększonej produkcji enzymu. Za uszkodze
niem tego aparatu w hipertermii przemawia dyfuzyjny odczyn na TPP-
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-azę obserwowany w 3 i 6 godzinie przeżycia. Jednakże z uwagi na fakt, 
że strefa Golgiego bierze udział w wydzielaniu oraz w przemianie wie- 
locukrów związanej z metabolizmem glukozy, może też mieć miejsce 
zwiększona synteza tego enzymu. Za takim poglądem przemawia wystę
pujące w hipertermii zaktywizowanie wewnątrzkomórkowych procesów 
metabolicznych. Większą intensywność odczynu histochemicznego w na
czyniach krwionośnych w krótkich czasach przeżycia łączyć należy ra
czej ze skurczem tych naczyń, a tym samym większą koncentracją pro
duktu końcowego reakcji,, niż z rzeczywistym wzrostem aktywności 
TPP-azy.

WNIOSKI

1) Hipertermia, wywołana 3-godzinnym przebywaniem królików w 
podwyższonej temperaturze otoczenia, prowadzi do wystąpienia uszko
dzeń patomorfologicznych w ośrodkowym układzie nerwowym oraz po
woduje zwiększenie aktywności fosfatazy kwaśnej i TPP-azy.

2) Nieprawidłowości morfologiczne i histochemiczne są zdecydowa
nie bardziej nasilone w jądrach przyśrodkowej części tworu siatkowa
tego niż w jądrach neurosekrecyjnych podwzgórza.

3) Wszystkie obserwowane zmiany mają charakter przejściowy 
i ustępują w okresie między 6 a 24 godziną przeżycia zwierzęcia po szoku 
termicznym.

МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ И АКТИВНОСТЬ КИСЛОЙ 
ФОСФАТАЗЫ И ТИАМИНОВОЙ ПИРОФОСФАТАЗЫ В ЯДРАХ 

РЕТИКУЛЯРНОЙ ФОРМАЦИИ И НЕЙРОСЕКРЕТОРНЫХ ЯДРАХ 
ГИПОТАЛАМУСА У КРОЛИКОВ ПОДВЕРГНУТЫХ ДЕЙСТВИЮ 

ПОВЫШЕННОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ ОКРУЖЕНИЯ

Резюме

Кролики-альбиносы обоих полов были помещены на протяжение 3 часов в термическую 
камеру, сохраняющую температуру 38 — 39°С и относительную влажность в пределах 45 — 60%. 
Животных убивали во время ,,0” и на 3, 6, 24 и 48 часах после термического щока. Из продол
говатого мозга, моста и области гипоталамуса, содержащей нейросекреторные ядра, приго- 
товзлялись 15 им срезы, которые окращивались крезыловым фиолетом и гематоксилиной 
-эозиной. Определено тоже активность кислой фосфатазы и тиаминпирофосфатазы.

У животных подверженных влиянию повышенной температуры наблюдались разно
образные повреждения нейронов, проявлением которых был тигролиз, реже сжатие нейронов 
и иногда наличие вакуолей в цитоплазме. Эти повреждения были более отчетливы в ядрах 
ретикулярной формации чем в нейросекреторных ядрах. Рост активности кислой фосфатазы 
и тиаминовой пирофосфатазы, наблюдаемый на 3 и 6 часах был также отчетливее в струк
турах ретикулярной формации чем в паравентрикулярном и супраоптическом ядрах.
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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

S u m m a r y

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 ц т  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 varied picture of pathomorpholo- 
gical neuronal lesions was observed, represented by tigrolysis, shrinking of the 
neurons and sometimes the presence of vacuoles in th*e cytoplasm. 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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PRÓBY FARMAKOLOGICZNEGO PRZECIWDZIAŁANIA 
ROZWOJOWI ZMIAN NIEDOKRWIENNYCH W MÓZGU KRÓLIKÓW 

PO JEGO CAŁKOWITYM NIEDOKRWIENIU

Zespół Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Wyniki badań doświadczalnych uzyskane w okresie ostatniego dzie
sięciolecia wykazały w sposób jednoznaczny, iż w warunkach normoter- 
micznych możliwy jest powrót samoistnej i wzbudzonej czynności bio
elektrycznej mózgu po jego całkowitym niedokrwieniu, trwającym do 
60 min (Hossman, Zimmerman 1974; Kołata 1979; Pluta, Kapuściński 
1980; Pluta 1982; Kapuściński, Mossakowski 1983). Stwierdzono ponadto, 
że nawet po tak długotrwałym niedokrwieniu możliwa jest normalizacja 
niektórych przynajmniej tkankowych procesów metabolicznych (Hoss- 
mann i wsp. 1973; Kleihues i wsp. 1975; Nordstrom i wsp. 1978; Siesjö 
1981; Pulsinelli i wsp. 1982). Spostrzeżenia te, w związku z ich zasadniczą 
niezgodnością z ugruntowanymi poglądami klinicznymi o wyjątkowej 
wrażliwości mózgu na niedotlenienie (Black 1978), skłoniły szereg auto
rów do poszukiwań wyjaśnienia mechanizmów zjawisk i procesów pato
logicznych towarzyszących niedokrwieniu mózgu, które mogłyby współ
uczestniczyć w rozwoju jego nieodwracalnych uszkodzeń (Klatzo 1975; 
Flam i wsp. 1978; Faber i wsp. 1981; Astrup i wsp. 1981; Raichle 1983). 
Otworzyły one również nadzieję stosowania skutecznej terapii przeciw
działającej ich rozwojowi (Plum 1981; Hass 1981; Wolfe 1982; Mossakow
ski, Kwiatkowska-Patzer 1983; Steen i wsp. 1983).

Cechą charakterystyczną większości stosowanych modeli doświadczal
nych całkowitego niedokrwienia mózgu jest fakt, iż wymagają one wy
konania rozległego zabiegu operacyjnego, związanego między innymi 
z otwarciem klatki piersiowej w celu dotarcia do tętnic doprowadzają
cych krew do ośrodkowego układu nerwowego. Niezbędne jest również 
wykonanie tracheotomii dla prowadzenia kontrolowanej wentylacji płuc 
u farmakologicznie zwiotczonych zwierząt. Podczas doświadczeń rejestru-
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je się w sposób ciągły lub okresowy szereg zmiennych fizjologicznych, 
takich jak czynność bioelektryczna kory mózgu i serca, ciśnienie tętnicze 
krwi, mózgowy przepływ krwi i inne. Większość z tych pomiarów wiąże 
się z dodatkowym urazem, obciążającym stan badanego zwierzęcia. Stwa
rza to warunki, w których prowadzenie przewlekłych badań jest tech
nicznie wysoce skomplikowane, a niejednokrotnie wręcz niemożliwe. 
Z tego też powodu badania w tym zakresie mają w większości przypad
ków charakter doświadczeń ostrych, w których okres obserwacji zwie
rząt nie przekracza 6—9 godzin (Kołata 1979; Pluta, Kapuściński 1980; 
Pluta 1982; Kapuściński, Mossakowski 1983).

Zatrzymanie dopływu krwi do mózgu wywołuje głębokie układowe 
zaburzenia hemodynamiczne, prowadzące nierzadko do niewydolności 
serca, ciężkiej hipotensji, a w niektórych przypadkach do obrzęku płuc 
(Kapuściński i wsp. 1980; 1981; Pluta 1982). Zjawiska te uruchamiają 
mechanizm błędnego koła, gdyż przyczynowo związane z niedokrwieniem 
mózgu, wtórnie pogłębiają jego uszkodzenie, ograniczając przeżycie 
zwierząt, a tym samym uniemożliwiając długotrwałe śledzenie dynamiki 
zmian w niedokrwionym mózgu. Z tego też względu zagadnieniem o za
sadniczym znaczeniu w badaniach nad skutkami całkowitego niedokrwie
nia ośrodkowego układu nerwowego jest przeciwdziałanie rozwojowi 
zaburzeń ze strony układu krążenia. Równie istotnym czynnikiem ogra
niczającym restytucję czynności ośrodkowego układu nerwowego po nie
dokrwieniu jest rozwój obrzęku mózgu. Przeciwdziałanie jego wystąpie
niu stwarza warunki dłuższej obserwacji zmian.

Dotychczasowe badania elektrofizjologiczne nad skutkami całkowitego 
niedokrwienia ośrodkowego układu nerwowego, prowadzone w Zakła
dzie Neuropatologii CMDiK PAN, dotyczyły głównie zagadnienia powro
tu czynności bioelektrycznej mózgu i stopnia jej normalizacji w funkcji 
czasu. Z przyczyn podanych powyżej w mniejszej mierze odnosiły się do 
zmian późnych. Wydawało się przeto celowe podjęcie badań nad skut
kami całkowitego niedokrwienia ośrodkowego układu nerwowego przy 
dłuższym okresie obserwacji. Wymagało to zastosowania wydajnej osło
ny farmakologicznej, zapobiegającej czynnościowym i strukturalnym 
uszkodzeniom układu krążenia i rozwojowi wczesnego obrzęku mózgu.

Celem przedstawionej pracy była ocena farmakologicznego przeciw
działania rozwojowi zmian w ośrodkowym układzie nerwowym i zabu
rzeń układu krążenia podczas 30-minutowego całkowitego niedokrwienia 
i w okresie po przywróceniu krążenia w mózgu. Szczegółowe zadania 
obejmowały ocenę dynamiki zmian czynności bioelektrycznej kory móz
gu d tkankowych uszkodzeń strukturalnych podczas 24-godzinnej 
obserwacji zwierząt przy ograniczeniu reakcji hipertensyjnej, zapobiega
niu rozwojowi obrzęku mózgu i utrzymywanie prawidłowego pH krwi 
w okresie poischemicznym.
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MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na 9 królikach rasy mieszanej, sam
cach o średniej masie ciała 2,85 + 0,09 kg, w dożylnym uśpieniu pento- 
barbitalem, stosowanym w dawce 35 mg/kg masy ciała. W tchawicy 
umieszczano rurkę tracheotomijną, a obie tętnice udowe cewnikowano 
dla prowadzenia pomiaru ciśnienia krwi i pobierania próbek do pomia
rów gazometrycznych. Cewnikowano również dwie żyły udowe w celu 
podawania leków. Dla ciągłego zapisu czynności bioelektrycznej kory 
mózgu, przez otwory wywiercone w okolicy ciemieniowej i czołowej 
czaszki, umocowywano w styczności z oponą twardą dwie srebrne elek
trody kuliste. Elektrokardiogram rejestrowano przy użyciu elektrod 
igłowych, wkłutych do prawej przedniej i lewej tylnej kończyny („dru
gie odprowadzenie kończynowe”).

Elektrokortykogram (ECoG) i elektrokardiogram (EKG) rejestrowano 
za pomocą elektroencefalografu Reega VIII (Alvar). Pomiar ciśnienia 
tętniczego prowadzono przy zastosowaniu przetwornika ciśnienia Stad- 
ham P23 i elektromanometru EK4 (Farum). ECoG, EKG i wartości ciśnie
nia krwi zapisywano równocześnie w sposób ciągły na poligrafie Recor
der 360 (Medipan), stosując dla stworzenia korzystniejszych warunków 
odczytu i analizy krzywych, dwie szybkości przesuwu papieru rejestra
cyjnego — 0,5 mm/s i 20 mm/s. Zapis ECoG w okresie recyrkulacji krwi 
w mózgu oceniano na podstawie amplitudy (szczyt do szczytu) oraz czę
stotliwości fal i wyrażano jako odsetek wartości kontrolnych. Analizo
wano również czas powrotu pierwszych objawów czynności bioelek
trycznej kory mózgu i aktywności ciągłej po niedokrwieniu, czas utrzy
mywania się optymalnej, w warunkach doświadczenia, aktywności 
i okres jej pogorszenia.

Zwierzęta zwiotczano przez dożylne podanie Flaxedilu (4 mg/kg masy 
ciała) i stosowano kontrolowaną wentylację pompą oddechową firmy 
Medipan, współpracującą z aparatem do znieczulenia wziewnego Mini— 
Max (Farum).

Całkowite niedokrwienie mózgowia wywoływano przez zamknięcie 
tętnic doprowadzających krew do mózgu, w miejscu ich odejścia od łuku 
aorty, z cięcia nad mostkiem oraz równoczesne obniżenie ciśnienia tęt- 
nicznego krwi do wartości 70 mm Hg przy użyciu środka ganglioplegicz- 
nego — Arfonadu (Roche). Na pień ramienno-głowowy oraz lewą tętnicę 
podobojczykową zakładano podwiązki, które zaciskano w dalszym etapie 
doświadczenia. Na obie tętnice kręgowe zakładano klipsy Yasargila, na
tomiast obie tętnice piersiowe wewnętrzne i pachowe podwiązywano na 
stałe. Po zakończeniu rejestracji wyjściowych ECoG i EKG podawano 
dożylnie heparynę w dawce 150 j.m./kg masy ciała. Ciśnienie krwi obni
żano do poziomu 50—60 mm Hg przez ciągłą infuzję dożylną Arfonadu 
w stężeniu 12,5 mg/ml za pomocą pompy infuzyjnej o zmiennej pręd
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kości. Po uzyskaniu pożądanej wartości ciśnienia krwi zamykano dopływ 
krwi do mózgu, zwiększając równocześnie szybkość infuzji Arfonadu dla 
zapobieżenia reakcji hipertensyjnej, charakterystycznej dla wczesnego 
okresu niedokrwienia mózgu. Zakończenie infuzji Arfonadu następowało 
w początkowym okresie niedokrwienia z chwilą, gdy ciśnienie osiągało 
stabilnie wartość 70 mm Hg. Nie stosowano upustu krwi. Czas całkowi
tego niedokrwienia wynosił 30 min. Przywrócenie krążenia uzyskiwano 
przez udrożnienie tętnic doprowadzających krew do mózgu. Potwierdze
niem całkowitego niedokrwienia ośrodkowego układu nerwowego było 
zatrzymanie przepływu krwi w tętnicach dna oka, obserwowanych przez 
mikroskop chirurgiczny. U 3 zwierząt, u których podczas niedokrwienia 
ciśnienie obniżało się poniżej 60 mm Hg, podawano infuzję dekstranu
0 ciężarze cząsteczkowym 40.000. U wszystkich zwierząt stosowano na
stępujące leki:

1) Tris (Frescenius A. G., Bad Homburg), w postaci roztworu zawie
rającego w 1 1 36,34 g Trometamolu, 1,754 g NaCl i 0,373 g KCL, po
dawanego w dawce 10 ml/kg masy ciała. Dożylną infuzję preparatu roz
poczynano w 10 min przed zakończeniem niedokrwienia mózgu i prowa
dzono ją przez 20 min.

2) Mannitol (Polfa), w 20°/o roztworze w łącznej dawce 20 ml, któ
rego dożylne podawanie rozpoczynano na 5 min przed zakończeniem nie
dokrwienia i prowadzono przez 10 min.

3) Levonor (Polfa), w postaci roztworu zawierającego 5 mg noradre
naliny w 20 ml 0,9°/o chlorku sodu, podawanego w postaci ciągłej infuzji 
dożylnej o zmiennej prędkości. Za jego pomocą, przed udrożnieniem tę t
nic doprowadzających krew do mózgu, podnoszono ciśnienie tętnicze do 
wartości 150 mm Hg i kontynuowano infuzję do czasu powrotu ciśnienia 
krwi utrzymywanego samoistnie na poziomie wartości kontrolnych.

Podczas pierwszej godziny po przywróceniu krążenia w mózgu zwie
rzęta wentylowano mieszaniną zawierającą 60% tlenu i 40% azotu, 
w późniejszym okresie stosowano wyłącznie powietrze pokojowe. Pomimo 
powrotu spontanicznej czyności oddechowej ze względu na otwartą klat
kę piersiową zwierząt do końca doświadczeń prowadzono kontrolowaną 
wentylację płuc. Okresowo odsysano tchawicę i duże oskrzela oraz roz
prężano płuca stosując dodatnie ciśnienie końcowo wydechowe celem 
niedopuszczenia do niedodmy, a w konsekwencji do zaburzeń wymiany 
gazowej.

W czasie 24 godz. po przywróceniu krążenia krwi w mózgu, kontrolo
wano pH krwi tętniczej, podając w razie potrzeby dodatkowe ilości Trisu 
lub dwuwęglanów. Przeprowadzono również oznaczenia p 0 2 pC 02, BE
1 HC02, używając aparatu Astrupa BMS3 (Radiometr). Określano rów
nież hematokryt tętniczy.

Po ustaniu działania środka zwiotczającego badano również zacho
wanie niektórych reakcji odruchowych, takich jak odruch rogówkowy,
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reakcja źrenic na światło i reakcja na ból. Zwierzęta odżywiano i nawad
niano parenteralnie, podając pod kontrolą diurezy, ocenianej na podsta
wie zbiórki moczu, 5°/o glukozę i fizjologiczny roztwór chlorku sodu. 
Utrzymywano stałą ciepłotę ciała przez podgrzewanie poduszką elek
tryczną. Temperaturę ciała mierzono w rectum.

Obserwacje zwierząt kończono w następujących przedziałach czaso
wych: 24 godz. (n=5), 27,5 godz. (n = l) ,  16 godz. (n =  l), 7 godz. (n = l) ,
2,5 godz. (n = l) .

Na zakończenie doświadczeń wykonywano przyżyciową perfuzję na
czyń domózgowych fizjologicznym roztworem chlorku sodu przez okres 
1 min, a następnie 10°/o formaliną w 0,9% roztworze NaCl, pod ciśnie
niem nie przekraczającym 110 mm Hg.

Po wyjęciu mózgów z jamy czaszki umieszczano je w zobojętnionym 
10°/o roztworze formaliny. Mózgi krojono w płaszczyźnie czołowej na 
bloki grubości 0,5 cm, przchodzące na wysokości przednich i w pełni 
rozwiniętych zwojów podstawy oraz opuszki z móżdżkiem. Bloki tkan
kowe w sposób rutynowy przeprowadzano do parafiny. Parafinowe 
skrawki barwiono hematoksyliną i eozyną oraz według metody Klüvera- 
-Barrery. Wykonywano również sekcję narządów klatki piersiowej. Płu
ca i serca oceniano makroskopowo na świeżo i po utrwaleniu w forma
linie.

WYNIKI

Zastosowanie ciągłej infuzji Arfonadu w średniej dawce 67,5 ±34,8 mg 
(23,6 + 8 mg/kg masy ciała) skutecznie zablokowało reakcję hipertensyjną 
u wszystkich zwierząt. U żadnego z nich zarówno w czasie niedokrwie
nia, jak i przez cały okres recyrkulacji krwi nie stwierdzono również za
burzeń czynności serca. Skuteczność zablokowania reakcji hipertensyjnej 
ilustruje rycina 1, na której przedstawiono dynamikę ciśnienia krwi po 
zatrzymaniu krążenia mózgowego oraz obraz czynności serca w zapi
sie EKG.

U wszystkich zwierząt, z wyjątkiem jednego, ciśnienie tętnicze po 
przywróceniu krążenia mózgowego utrzymywało się samoistnie na po
ziomie zbliżonym do kontrolnego i wynosiło średnio 103,6 + 8,9 mm Hg 
(n =  9). Powrót czynności ośrodków naczynioruchowych, wyrażający się 
samoistnym utrzymywaniem ciśnienia krwi, następował średnio w 27,7 ± 
5,8 min po niedokrwieniu (n=8). U wszystkich zwierząt powracała spon
taniczna czynność oddechowa.

W okresie niedokrwienia mózgowia u wszystkich zwierząt rejestro
wano ciszę bioelektryczną kory mózgu. Czynność kory mózgu w okresie 
24 godz. obserwacji po niedokrwieniu wraz z ciągłym zapisem ciśnienia 
krwi i EKG przedstawiono na rycinie 2. Dynamika zmian czynności 
bioelektrycznej kory po przywróceniu krążenia w mózgu charakteryzo-
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Ryc. 2. Zmiany czynności bioelektrycznej kory, ciśnienia krwi oraz czynności serca podczas 24-godzinnej obserwacji po 30 mi
nutowym całkowitym niedokrwieniu mózgu. Izoelektryczna krzywa czynności serca w  początkowym okresie recyrkulacji spo
wodowana jest chwilowym wyłączeniem kanału EKG ze względu na nałożenie się częstotliwości sieci elektrycznej podczas zdejmo
wania klipsów i podwiązek z tętnic doprowadzających krew do mózgu. ECoG — elektrokortykogram, SAP — układowe ciś

nienie tętnicze, 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 the record
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wała się trójfazowym przebiegiem. Powrót czynności i jej poprawa wy
przedzała dłuższy okres ustabilizowanego zapisu, po którym następowało 
powolne, postępujące jego pogarszanie się.

Pierwsze objawy spontanicznej czynności kory w postaci pojedyn
czych, okresowo występujących fal wolnych o wysokiej amplitudzie odno
towano w 43,2 ±6,6 min po przywróceniu krążenia (n=6), natomiast 
aktywność ciągła występowała w 122,5 ±  61,8 min (n =  6). Najbardziej 
znormalizowany zapis ECoG obserwowano w 4,7 ± 2,9 godz., recyrkulacji. 
Odpowiadał on wartościom 73±14°/o wyjściowej amplitudy i 66 ±22%  
kontrolnej częstotliwości (n=6). Powolne, ale wyraźne pogorszenie czyn
ności bioelektrycznej kory mózgu, wyrażające się zmniejszeniem zarów
no amplitudy, jak i częstotliwości zapisu ECoG, odnotowano w 8,6 ± 2,4 
godz. (n =  6). Pogorszenie czynności kory polegało przy tym nie tylko na 
obniżeniu amplitudy i częstotliwości zapisu, lecz również na stopniowej 
zmianie jego charakteru. Aktywność ciągła przechodziła w okresową, 
utrzymującą się do końca obserwacji. Dynamikę powrotu i pogarszania 
się czynności bioelektrycznej kory po 30-minutowym pełnym niedo
krwieniu mózgu ilustruje rycina 3.

Wraz z powrotem i poprawą czynności bioelektrycznej kory, w okre
sie po ustąpieniu działania środka zwiotczającego, u wszystkich zwierząt 
stwierdzono występowanie żywego odruchu rogówkowego, odruchu źre
nicy na światło oraz reakcji na ból. Pomiędzy 3 a 10 godz. recyrkulacji 
zwierzęta ruszały kończynami, unosiły głowę. U 5 spośród badanych 
zwierząt pojawiły się w tym czasie okresowo nawracające drgawki to- 
niczno-kloniczne. Wymagało to zastosowania dodatkowych dawek środka 
zwiotczającego.

Powolne, ale wyraźne pogarszanie się czynności odruchowych wystą
piło między 14 i 24 godz. recyrkulacji. W 24 godz. obserwacji tylko 
u 4 zwierząt występowały słabe odruchy rogówkowe, źrenicze na światło 
i reakcja na ból. U pozostałych 2 reakcje te zanikały we wcześniejszym 
okresie.

Podczas całego okresu obserwacji diureza dobowa wynosiła 77,5 ± 
±18,8 ml/kg masy ciała (n=6), przy ilości podanych płynów równej 
67,7 + 13,4 ml/kg masy ciała. W 24 godz. recyrkulacji, bezpośrednio przed 
zakończeniem doświadczenia u 6 zwierząt uzyskano następujące wyniki 
badania krwi tętniczej: pH 7,387 ±0,037; p 0 2 — 120,7 ±26,7; pC 02 —
34,5 ± 6,0; BE — 3,9±3,1; H C03 — 20,8 ± 4,4; hematokryt — 41,2±4,2.

Makroskopowe badanie narządów wewnętrznych nie wykazało zmian 
patologicznych w płucach u żadnego ze zwierząt. Nie stwierdzono ich 
również w mięśniu sercowym u 5 spośród 6 badanych. U jednego, któ
remu przez cały okres przeżycia po niedokrwieniu stosowano ciągłą in- 
fuzję Levonoru występowały drobne podwsierdziowe i śródmięśniowe 
wybroczyny krwawe.
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Ryc 3. Dynamika powrotu i pogarszania się czynności bioelektrycznej kory pod
czas 24-godzinnej obserwacji po 30-minutowym całkowitym niedokrwieniu mózgu.
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

http://rcin.org.pl



106 A. Kapuściński, M. J. Mossakowski

U 4 zwierząt spośród 6, które przeżyły 24 godz. po niedokrwieniu, 
stwierdzono zmiany krwotoczne w mózgowiu, widoczne w badaniu okiem 
nieuzbrojonym. Miały one charakter dobrze ograniczonych ognisk miąż
szowych, zlokalizowanych w dwóch przypadkach w opuszce i móżdżku, 
a w dwóch w półkulach mózgu. Ogniskom miąższowym towarzvs7vł,7 
wylewy podpajęczynówkowe. U królika, którego okres przeżycia w . 
nosił tylko 2,5 godz., obecne było rozległe ognisko krwotoczne obejmu
jące boczną część opuszki i półkulę móżdżku. U pozostałych zwierząt, za
równo tych które przeżyły pełny 24-godzinny okres obserwacji, jak 
i tych, u których czas przeżycia był krótszy, zmian mikroskopowych 
w mózgu nie stwierdzono.

U wszystkich zwierząt z zamierzonym 24-godzinnym okresem prze
życia stwierdzono uogólnione zmiany komórkowe w mózgowiu. Ich wzo
rzec morfologiczny był wspólny, lecz natężenie i rozległość różne w po
szczególnych przypadkach. Istotne znaczenie dla nasilenia zmian komór
kowych miała obecność miąższowych ognisk krwotocznych. Dwa przy
padki, w których nie stwierdzono ich występowania, wyróżniały się ma
łym nasileniem uszkodzeń komórkowych. Ich znaczna intensywność cha
rakteryzowała natomiast przypadek, który w okresie recyrkulacji krwi 
wykazywał stałą tendencję do reakcji hipotensyjnej.

Dominującym typem nieprawidłowości komórkowych było schorzenie 
ischemiczne, charakteryzujące się całkowitą tigrolizą, obkurczeniem za
rysów perykarionu i jądra komórki i zagęszczeniem jego chromatyny

* ł jîv«-

I '  v |

Ryc. 4. Niedokrwienie 30 min, przeżycie 24 godz. Grupa piramidowych neuronów
kory mózgu 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, przeżycie 24 godz. Neurony brzusznego jądra śli
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). Były one obecne we wszystkich strukturach szarych mózgowia, 
najobficiej w korze nowej i w pniu mózgu. W korze najczęściej występo
wały w sposób rozsiany we wszystkich jej warstwach, z wyraźną jednak 
akcentacją w warstwie III i V. W okolicach odpowiadających strefom 
pogranicza unaczynienia przez duże pnie tętnicze dotyczyły na ogół ca
łej populacji komórek nerwowych. W rogu Amona przyjmowały postać 
typowego kwasochłonnego zwyrodnienia komórek piramidowych, doty
czącego bądź pojedynczych rozsianych neuronów położonych wśród nie
zmienionej poza tym populacji komórek, bądź też ich całych ugrupowań 
(ryc. 6). W przypadku dużych neuronów pnia mózgu zmiany ischemiczne 
wyrażały się powiększeniem zarysów komórek, pełną tigrolizą i obkur- 
czeniem jądra (ryc. 5). Cechą znamienną wszystkich przypadków były 
uogólnione zmiany homogenizacyjne komórek Purkinjego (ryc. 7). Ostat
nim wreszcie typem nieprawidłowości komórkowych była mikrowakuo- 
lizacja cytoplazmy neuronów. Drobne okrągłe lub owalne wodniczki, 
pojedyncze lub mnogie, zlokalizowane były najczęściej na obwodzie cy
toplazmy. Występowały one zarówno w neuronach z cechami zwyrod
nienia ischemicznego i homogenizacyjnego, jak i w komórkach nie 
wykazujących poza tym żadnych cech uszkodzenia. Ubytki komórek ner
wowych były zjawiskiem rzadkim. W jednym przypadku miały one 
postać delikatnych rozsianych przerzedzeń w korze mózgu, w dwóch 
dalszych — niewielkich ubytków komórek Purkinjego, bez towarzyszą
cego odczynu gleju Bergmanna (ryc. 8). Znacznie częściej spostrzegano 
odcinkowe całkowite lub częściowe ubytki komórek opaski zębatej. 
W tych razach towarzyszyło im znaczne rozrzedzenie podłoża tkankowe
go, a zachowane neurony były obkurczone i nadbarwliwe (ryc. 9). Wod- 
niczkowe zwyrodnienie neuropilu, stanowiące wczesne następstwo nie
dokrwienia mózgu nie było zjawiskiem częstym, a jego nasilenie było na 
ogół małe. Obserwowano je tylko w trzech przypadkach, z tego w dwóch 
na pograniczu unaczynienia, a w jednym w III warstwie kory. Częściej 
natomiast występowało zgąbczenie tkanki. Dominowało ono wyraźnie 
w strukturach pnia mózgu i w móżdżku, przede wszystkim w jądrze zę
batym (ryc. 10). Cechą znamienną wszystkich przypadków był brak od
czynu ze strony astrogleju. Zaledwie w jednym przypadku delikatne 
nieprawidłowości astrocytów towarzyszyły ciężkiemu uszkodzeniu neu
ronów w opasce zębatej. Powiększenie rozmiarów jąder astrocytarnych, 
zubożenie zawartości chromatyny i ostro zarysowane błony komórkowe 
upodobniały je do tzw. nagich jąder (ryc. 9). W jednym przypadku 
stwierdzono ponadto cechy ostrego obrzmienia oligodendrogleju, towa
rzyszące znacznemu porozsuwaniu pasm włókien nerwowych w istocie 
białej (ryc. 11). W pozostałych przypadkach podkorowa istota biała była 
niezmieniona. Zmiany krwotoczne, występujące w różnych strukturach 
mózgowia, obecne były u 4 zwierząt. Miały one postać bądź dobrze ogra
niczonych pojedynczych ognisk (ryc. 12), bądź skupień mnogich, zlewa-
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Rye. 6. Niedokrwienie 30 min, przeżycie 24 godz. Zwyrodnienie kwasochłonne neu
ronów 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

Rye. 7. Niedokrwienie 30 min, przeżycie 24 godz. Komórki 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

Rye. 8. Niedokrwienie 30 min, przeżycie 27,5 godz. Ubytek komórek Purkinjego 
w  korze móżdżku. H—E. Pow. 100 X

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

Rye. 9. Niedokrwienie 30 min, przeżycie 24 godz. Ubytek neuronów i znaczne roz
rzedzenie podłoża w  opasce zębatej. Zachowane komórki nerwowe ciemne, nadbar- 
wliwe. Grupa obrzmiałych jąder astrocytów z ostro zarysowanymi błonami jądro

wymi (strzałka). 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-
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Ryc. 10. Niedokrwienie 30 min, przeżycie 24 godz. Zmiany gąbczaste w  jądrze zę
batym móżdżku. 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, przeżycie 24 godz. Porozsuwane pasma włókien  
nerwowych w  podkorowej istocie białej. 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

Ryc. 12. Niedokrwienie 30 min, przeżycie 24 godz. Dobrze ograniczone świeże ognis
ko krwotoczne w  jądrach podstawy. Drobne ugrupowania erytrocytów w  otaczają

cej tkance (strzałka). 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, przeżycie 24 godz. Liczne zlewające się okołonaczy- 
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

http://rcin.org.pl



110 A. Kapuściński, M. J. Mossakowski

jących się okołonaczyniowych krwinkotoków, zajmujących rozlegle 
obszary poszczególnych struktur mózgu (ryc. 13). Ten rodzaj zmian prze
ważał w pniu mózgu i móżdżku. Nierzadko występowały ponadto drobne 
krwinkotoki nie niszczące podłoża tkanki rozsiane w korze mózgu. Tkan
ka nerwowa w otoczeniu różnego rodzaju ognisk krwotocznych wyka
zywała znacznego stopnia uszkodzenia, wyrażające się zblednięciem osło
nek mielinowych, porozsuwaniem pasm włókien nerwowych, rozrzedze
niem bądź zgąbczeniem podłoża, zwyrodnieniem i ubytkami komórek 
nerwowych (ryc. 14). Obecne były również odcinkowe nagromadzenia 
krwi w przestrzeni podpajęczynówkowej, towarzyszące ogniskom miąż
szowym lub z nimi niezwiązane (ryc. 15).

Ryc. 14. Niedokrwienie 30 min, przeżycie 24 godz. Liczne okołonaczyniowe, częścio
wo zlewające się ogniska krwotoczne w  roku Amona. Zwracają uwagę ubytki 
komórkowe w  opasce zębatej i zgąbczenie podłoża 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, przeżycie 27,5 godz. Podpajęczynówkowe skupienie 
erytrocytów w  rowku móżdżku. 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 mózgach zwierząt o krótszych okresach przeżycia po niedokrwie
niu nieprawidłowości tkankowe miały charakter uogólnionych zwyrod
nień komórkowych o cechach schorzenia ischemicznego, homogeni- 
zacyjnego i mikrowakuolizacji cytoplazmy. Były one jednak mniej 
zaawansowane niż u zwierząt po 24-godzinnym przeżyciu. W przypadku 
królika uśpionego po 2,5 godz. recyrkulacji krwi obok niewielkiego zwy
rodnienia komórkowego stwierdzono rozległe ognisko krwotoczne obej
mujące część nakrywkową opuszki i półkulę móżdżku.
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OMÓWIENIE

W poprzednich badaniach nad skutkami całkowitego niedokrwienia 
mózgu przeciwdziałano stale reakcji wazopresyjnej, znamiennej dla 
wczesnej fazy uniedrożnienia dopływu krwi do ośrodkowego układu ner
wowego, poprzez stosowanie okresowego upustu krwi i dożylne podawa
nie Arfonadu w dawce 5 mg/kg masy ciała (Pluta, Kapuściński 1980; 
Pluta i wsp. 1980; Pluta 1982). Postępowanie to okazało się nie w pełni 
skuteczne. W bardzo wielu przypadkach, mimo to, występowały zabu
rzenia czynności serca, jego niewydolność i wtórna obwodowa hipotensja 
(Kapuściński i wsp. 1980; 1981). Zaburzenia ze strony układu krążenia 
stwarzały konieczność długotrwałego stosowania środków hipertensyj- 
nych, co z kolei pociągało za sobą rozwój zmian patologicznych w mięś
niu serca o charakterze wybroczyn i wylewów krwawych oraz ognisk 
martwicy (Pluta 1982). Zastosowanie w obecnej serii doświadczeń 
infuzji Arfonadu w średniej dawce 23,6 ± 11,8 mg/kg masy ciała pod
czas zatrzymania dopływu krwi do mózgu pozwoliło skutecznie zabloko
wać reakcję hipertensyjną i uniknąć zaburzeń czynności serca. Potwier
dzał to prawidłowy zapis EKG podczas 24 godz. obserwacji u 5 zwierząt, 
u których nie dochodziło do objawów niewydolności krążenia i nie ist
niała konieczność farmakologicznego podtrzymywania ciśnienia krwi 
w okresie recyrkulacji, a stosunkowo niska dawka Levonoru podana 
w okresie udrożnienia tętnic domózgowych okazała się całkowicie wy
starczająca. Nie stwierdzono również u nich zmian patologicznych 
w mięśniu sercowym, podczas gdy u jednego z królików, u którego 
wprawdzie również nie stwierdzono zaburzeń czynności serca, jednakże 
w okresie recyrkulacji okazało się niezbędne podtrzymywanie ciśnienia 
krwi przez długotrwałą infuzję Levoronu, występowały zarówno wybro
czyny krwawe w mięśniu sercowym, jak i zmiany krwotoczne w mózgu.

Przy stosowaniu leczenia przeciwobrzękowego i utrzymywaniu pra
widłowego ciśnienia oraz pH krwi w okresie recyrkulacji, czas powrotu 
spontanicznej czynności ośrodków naczynioruchowych, wyrażającej się 
zdolnością do samoistnego utrzymywania ciśnienia krwi, nie różnił się 
znamiennie od wyników uzyskanych przez Plutę (1982) po 30-minuto- 
wym pełnym zatrzymaniu krążenia w mózgowiu. Czas powrotu naj
wcześniejszych wykładników spontanicznej czynności bioelektrycznej 
kory mózgu nie odbiegał również istotnie od wyników uzyskanych po
przednio zarówno w badaniach na królikach (Pluta 1982), jak i na cho
mikach mongolskich (Kapuściński, Mossakowski 1983), a aktywność cią
gła w zapisie ECoG pojawiała się nawet w okresie późniejszym. Aktyw
ność bioelektryczna kory w żadnym przypadku nie powróciła do war
tości wyjściowych. Jej najkorzystniejsze wykładniki, stwierdzone w 4,7 ± 
±2,9 godz. recyrkulacji, odpowiadały 73°/o kontrolnej wartości ampli
tudy i 66% kontrolnej częstotliwości. W 8,6 ± 2,4 godz. recyrkulacji
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u wszystkich królików stwierdzano wyraźne pogorszenie czynności bio
elektrycznej kory mózgu, która jedynie w postaci czynności okresowej 
utrzymywała się do końca 24 godz. obserwacji. W okresie recyrkulacji 
krwi powracały także wybrane reakcje odruchowe. Poprawiał się rów
nież stan ogólny zwierząt, który był najlepszy między 3 a 10 godz. 
powrotu krążenia krwi w mózgu. W późniejszym okresie, poczynając od 
14 godz. stan ogólny zwierząt ulegał stopniowemu pogorszeniu. Docho
dziło do osłabienia reakcji odruchowych, które u 2 zwierząt zanikły cał
kowicie przed zakończeniem obserwacji.

Podstawowe zagadnienie, po jak długim czasie całkowitego niedo
krwienia mózgu, w warunkach normotermicznych, możliwe jest trwałe 
przywrócenie prawidłowej czynności mózgu bez ubytkowych zespołów 
neurologicznych, pozostaje nadal otwarte. W obszernej serii badań na 
królikach, przeprowadzonej przez Plutę (1982) u 14 z 47 zwierząt pod
danych całkowitemu niedokrwieniu mózgu przez okres 30 min, nie 
stwierdzono w ogóle powrotu czynności bioelektrycznej kory. U 33, któ
re przeżyły do 6 godz. obserwowano jej powrót do wartości 50—70% 
amplitudy wyjściowej. Częstotliwość fal szybkich była jednak zawsze 
wyraźnie zmniejszona. U znacznej części zwierząt pojawiał się wtórny 
zanik czynności mózgu. W serii badań na chomikach mongolskich, które 
poddano zabiegowi podwiązania obu tętnic szyjnych wspólnych na okres 
30 min (Kapuściński, Mossakowski 1983), u 2 zwierząt czynność bioelek
tryczna kory mózgu wróciła do wartości wyjściowych, natomiast u 8 z 10 
badanych zarówno amplituda, jak i częstotliwość zapisu ECoG osiągała 
jedynie 25—50°/o wartości kontrolnych w okresie 3 godz. recyrkulacji. 
Po tym czasie obserwowano albo brak dalszej poprawy, albo wtórne po
gorszenie zapisu prowadzące do śmierci mózgu. W obydwu seriach do
świadczeń, zarówno na królikach, jak i chomikach mongolskich nie 
stosowano leczenia przeciwobrzękowego, ani nie korygowano farmako
logicznie pH krwi, ani też nie przeciwdziałano dostatecznie reak
cji wazopresyjnej, co pociągało za sobą uszkodzenie serca i wtórne 
zaburzenia hemodynamiczne. Porównanie z obecnymi badaniami pozwala 
stwierdzić, że zastosowana terapia przedłużyła okres przeżycia zwierząt, 
umożliwiając ich dłuższą obserwację. Korzystne było również uzyskanie 
powrotu czynności bioelektrycznej u wszystkich badanych zwierząt. Nie 
uchroniła ona jednak od wtórnego załamania czynności bioelektrycznej 
kory mózgu mimo istotnej poprawy czynnościowych parametrów krą
żeniowych. Nie wpływało również w sposób istotny na charakter uszko
dzeń strukturalnych tkanki.

Badanie mikroskopowe ośrodkowego układu nerwowego wykazało 
uogólnione zmiany patologiczne komórek nerwowych o typie niedo
krwiennym (Brown, Brierley 1968; McGee-Russell i wsp. 1970). W swo
im podstawowym wzorcu patomorfologicznym nie różniły się one za
sadniczo od nieprawidłowości tkankowych opisanych przez Plutę (1982)
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u nieleczonych królików z 30-minutowym pełnym niedokrwieniem móz
gowia oraz Kapuścińskiego i Mossakowskiego (1983) u chomików mon
golskich z obustronnym podwiązaniem tętnic szyjnych wspólnych na 
okres 30 min. Przy znanych i oczywistych zastrzeżeniach co do jakoś
ciowej oceny patomorfologicznej stopnia uszkodzeń tkanki — wydawały 
się one jednak mniej nasilone. Było to o tyle istotne, iż przedstawiony 
w niniejszej pracy materiał pochodził w większości od zwierząt z 24-go- 
dzinnym przeżyciem po niedokrwieniu, podczas gdy poprzednio dotyczył 
zwierząt, które przeżyły jedynie 6 godz. po przebytym niedokrwieniu. 
Różnice te najwyraźniej występowały u 2 zwierząt bez zmian krwotocz
nych w mózgu. Komórkowe zmiany neuropatologiczne miały tu niewiel
kie nasilenie. Porównanie obrazu histopatologicznego mózgów zwierząt 
z 24-godzinnym i krótszym okresem przeżycia po niedokrwieniu pozwo
liło na zaobserwowanie wyraźnych różnic zależnych od „dojrzewania” 
procesu patologicznego (Klatzo 1975). Zmiany patologiczne u zwierząt 
z dłuższym okresem przeżycia były bardziej nasilone i uogólnione. W ze
stawieniu z chomikami mongolskimi (Kapuściński, Mossakowski 1983) 
zwracała uwagę mała, choć obecna zależność nasilenia uszkodzeń tkan
kowych od ich położenia w obszarach pogranicza unaczynienia przez duże 
pnie tętnicze mózgu. Mogło to jednakże zależeć zarówno od uniknięcia 
reakcji hipotensyjnej w okresie recyrkulacji krwi dzięki stosowanej te
rapii, jak i od gatunkowych różnic w ukształtowaniu sieci naczyniowej 
mózgu u królików i chomików mongolskich (Tamura i wsp. 1981). W po
równaniu do obu badanych poprzednio grup zwierząt (Pluta 1982; Ka
puściński, Mossakowski 1983) uogólniona reakcja obrzękowa mózgu była 
nikła. Jej niewątpliwe wykładniki morfologiczne stwierdzono bowiem 
tylko w jednym przypadku. Skąpy materiał doświadczalny jak i ograni
czoność morfologicznej oceny obrzęku mózgu opartej na spostrzeżeniach 
w mikroskopie świetlnym nie pozwalają na jednoznaczne wiązanie tego 
zjawiska z działaniem zastosowanego preparatu przeciwobrzękowego.

Odrębnym zagadnieniem zasługującym na podkreślenie był bogaty 
udział komponentu krwotocznych uszkodzeń ośrodkowego układu ner
wowego, nieporównywalnie wyższy niż w poprzednich badaniach (Pluta 
1982; Kapuściński, Mossakowski 1983). Zmiany krwotoczne, obecne u 5 
z 9 badanych zwierząt, a u 4 spośród 6, które przeżyły do 24 godz. po 
niedokrwieniu, nie są typowe dla niepowikłanej patomorfologii niedo
krwiennej mózgu. Ich związek ze stosowaną terapią, jakkolwiek możli
wy, pozostaje sprawą otwartą, tym bardziej, że łączna dawka noradre
naliny zawarta w podanym Levonorze była niższa niż w przypadku 
poprzednich doświadczeń.

Pogląd, iż komórki nerwowe są bardziej oporne na niedokrwienie niż 
wynikałoby to ze spostrzeżeń klinicznych (Hossmann, Zimmermann 1974; 
Kołata 1979; Plum 1981; Pluta 1982) zainicjował liczne prace doświad
czalne, których celem było wykrycie i wyjaśnienie mechanizmów pato-

8 — N e u r o p a to lo g ia  1/85
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genetycznych odpowiedzialnych za ich nieodwracalne uszkodzenie. Wy
niki dotychczasowych badań wskazują na szczególne znaczenie kwasicy 
wewnątrzkomórkowej oraz łańcuchowo postępujących zaburzeń metabo
licznych, rozpoczynających się od upośledzenia wewnątrzkomórkowej 
homeostazy jonów (Raichle 1983). Obserwacje Hansena (1981) wykazały, 
że w pierwszych minutach po wygaśnięciu czynności bioelektrycznej 
mózgu, występującym w okresie 20 s pełnego niedokrwienia (Hossmann, 
Zimmermann 1974; Astrup i wsp. 1981), znacznie wzrasta stężenie potasu 
w przestrzeni pozakomórkowej przy równoczesnym spadku stężenia sodu 
i wapnia. Na skutek depolaryzacji i uszkodzenia błon cytoplazmatycz- 
nych sód i wapń przechodzą do wnętrza komórki. Sód i wapń stymulują 
uwalnianie wapnia z mitochondriów. W następstwie metabolizmu bez
tlenowego dochodzi do obniżenia zasobów energetycznych komórki 
i zwiększonej produkcji kwasu mlekowego prowadzącego do zakwaszenia 
środowiska wewnątrzkomórkowego. Efektem zaburzeń metabolizmu fos
folipidów błonowych jest uwalnianie kwasów tłuszczowych, spośród któ
rych kwas arachidonowy uruchamia kaskadę procesów metabolicznych 
syntezy prostanoidów (Wolfe 1982) z ich niekorzystnych dla tkanki 
wpływem na układ naczyniowy i błony komórkowe. Obniżenie stężenia 
związków wysokoenergetycznych obok wzrostu wolnych rodników po
woduje uwalnianie wapnia z siatki śródplazmatycznej (Flam i wsp. 
1978). Zaburzenia wewnątrzkomórkowej homeostazy wapnia warunkują 
dalszy masywny jego napływ do komórek nerwowych podczas reperfuzji 
i wystąpienie ich nieodwracalnych uszkodzeń związanych z utratą czyn
ności mitochondriów (Faber i wsp. 1981). Uszkodzenie przepuszczalności 
błon komórkowych i zaburzenia równowagi jonowej leżą u podłoża 
obrzęku cytotoksycznego mózgu stanowiącego wstępną fazę niedo
krwiennego obrzęku mózgu. Uruchomione w czasie niedokrwienia me
chanizmy patogenetyczne postępujące nadal w późniejszej fazie prowadzą 
do rozwoju obrzęku naczyniopochodnego pogłębiającego uszkodzenia ko
mórkowe. Badania Amesa i Nesbetta (1983 a, b, c), prowadzone na siat
kówce królika in vitro, sugerują, że najwcześniejsze nieodwracalne usz
kodzenia neuronów pojawiają się po okresie nie krótszym niż 20 min 
pełnego niedokrwienia. Nie są one jednak porównywalne ani z warunkami 
doświadczenia in vivo, ani tym bardziej z obserwacjami klinicznymi, 
wskazującymi na to, iż 5-minutowe pełne niedokrwienie mózgu prowadzi 
do nieodwracalnych uszkodzeń komórkowych. Istnieje natomiast coraz 
więcej dowodów doświadczalnych, do których należą i nasze własne spo
strzeżenia, że całkowita restytucja krążenia i powrót czynności bioelek
trycznej neuronów po niedokrwieniu nie zatrzymuje dalszego postępu 
procesów patologicznych prowadzących do ich nieodwracalnego uszko
dzenia. Badania Suzuki i wsp. (1983 a, b), przeprowadzone na modelu 
obustronnego podwiązania tętnic szyjnych wspólnych u chomików mon
golskich, wskazują, że czynnościowa restytucja i metaboliczna normali
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zacja nawet po krótkotrwałym niedokrwieniu mózgu mogą mieć charak
ter przejściowy, a dalszą fazą procesu jest czynnościowa, metaboliczna 
i strukturalna dezintegracja tkanki. Udowodnili oni, iż po 5-minutowym 
niedokrwieniu mózgu neurony sektora CAj hipokampa wykazujące peł
ną czynnościową odnowę, a nawet hiperaktywność występującą w pierw
szej dobie recyrkulacji krwi, po 2 dniach mimo zachowania prawidłowej 
struktury  ulegały czynnościowej śmierci, by po 3 dniach ulec morfolo
gicznej dezintegracji. Zjawisko to zostało określone przez Klatzo (1975) 
jako dojrzewanie procesu patologicznego. O ile na podstawie poprzednich 
badań (Hossmann i wsp. 1973; Hossmann, Zimmermann 1974; Kleihues
i wsp. 1975; Kołata 1979; Pluta, Kapuściński 1980; Kapuściński, Mossa
kowski 1983; Pluta 1982; Ames, Nesbett 1983 a) można było przypusz
czać, że różne stopnie powrotu czynności i normalizacji metabolizmu są 
skorelowane z możliwością przeżycia mózgu, na tyle obecne spostrzeże
nia poparte wynikami badań Suzuki i wsp. (1983 a, b) wskazują, że od
nowa aktywności neuronów nie oznacza odwracalności ich uszkodzenia. 
Stanowi to poparcie poprzednio wyrażonego poglądu, iż po dłuższych 
okresach niedokrwienia mózgu nawet pełna normalizacja jego aktywnoś
ci bioelektrycznej nie ma wartości prognostycznej co do dalszego prze
biegu procesu patologicznego (Kapuściński, Mossakowski 1983).

ПОПЫТКИ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОГО ПРОТИВОДЕЙСТВИЯ 
ИШЕМИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ В МОЗГЕ КРОЛИКОВ ПОСЛЕ 

ГЛОБАЛЬНОЙ ЗАДЕРЖКИ КРОВОСНАБЖДЕНИЯ

С о де р ж а н и е

Общие хемодинамические изменения и связанные с ними функциональные и структурные 
повреждения сердца, изменения квасо-щелочного равновесия, а также ранний отек мозга, 
сопровождающие полную ищемию мозга составляют собой факторы ограничивающе Функ
циональную реституцию центральной нервной системы во время рециркуляции крови.

Сделано попытку фармакологического противдействия зтим факторам, при употреб
лении следующих медикаментов:

— Афронад (Рощ) предупреждающий ранней гипертонической реакции,
— Левонор (Польфа) противодействующий гипотонической реакции во время реституции 

кровоснабжения,
— Трис (Фресенюс) поддерживающий квасо-щелочный баланс организма,
— Маннитол (Польфа) обеспечивающий против развитию мозгового отека.
Эксперименты проводились на взрослых кроликах, которым в барбитурном наркозе

(35 мг/кг веса) производилось полную ищемию мозга на время 30 минут, подвязывая все 
артерии снабжающие мозг в местах их отхода от аортальной дуги. Принимаемая терапия 
предупредила выступлению хемодинамических изменений, повреждении функции сердца 
и изменениям квасо-щелочного баланса у всех животных и предоставило возможность про
должать переживание до 24 часов у щести животных с девяти исследуемых. Время рестигупии 
биоэлектрической активности мозга выступающей у всех животных, не отличалось значи 
тельно по сравнению с контрольными животными. Нормализация электрокортикографи- 
ческой записи в смысле ей амплитуды и частоты была высщая чем у контрольных живот
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ных. У всех исследуемых животных наблюдалось вторичное повреждение биоэлектрической 
активности мозга, которое начинаясь в 8 часов рециркуляции поступало в следующие периоды 
проживания.

Патоморфологические исследования доказали присутствие ищемических изменений 
нервных клеток во всех структурах мозга, наиболее намеченных в структурах мозгового 
ствола и мозжечока. Только у одного животного обнаружилось моргологическиеэкспо- 
ненты отека мозга. Однако, очень часто обнаружались кровоточные изменения мозга. П о
лученные результаты доказывают, что патологические процессы в мозге вызваные его ише
мией поступающие во времени и ведущие к структурным повреждениям ткани, ведут к вто
ричному изменению функции мозга, мимо значительного улучшения общих физиологичес
ких параметров.

Реституция функции мозга после его ишемии, достигающая даже высокий уровень 
нормализации не имеет прогностического значения, относительно дальнейщего тока пато
логического процесса.

PHARMACOLOGICAL ATTEMPT ТО PREVENT ISCHEMIC CHANGES 
IN THE BRAIN FOLLOWING COMPLETE CEREBRAL ISCHEMIA IN RABBITS

S u m m a r y

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 th*a 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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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, с) 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°/o 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 experimental diets 
Tabela 1. Skład diet

Control
Kontrolna

Experimental
Doświadczalna

Sucrose
Sacharoza 20% 20%

Wheat flower
Mąka pszenna 58% 40%

Caseine
Kazeina 10% 15%
Rape seed oil
Olej rzepakowy 90/  & /0 15%
Potato starch
Mączka kartoflana 4% 4%
Sodium chloride
Chlorek sodu 2% 2%
Choline chloride
Chlorek choliny 1% 1%
Vitamins (Biovit)
Witaminy 3% 3%
(preparat Biovit)

Table 2. Fatty acid composition 
of rape seed oil (in rel. %) 

Tabela 2. Skład procentowy kwasów 
tłuszczowych oleju rzepakowego

16:0 2.5
16:1 0.1
18:0 0.6
18:1 10.8
18:2 12.3
18:3 7.2
20:0 0.2
20:1 6.2
20:2 0.5
22:0 0.3
22:1 57.9

unidentified
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 K lüver-Barrera.

Histological evaluation of the brains of animals kept on a fat-enri
ched diet did not reveal any signs1 of demyelination or dysmyelination.

Comparison of results of individual fatty acids of the myelin fractions 
obtained in the experimental groups maintained 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 o f  fatty acids in phosphatidylchclir.e of the 
cerebral myelin o f rats during development (in rel. %)

Tabela 3. Wpływ diety wzbogaconej w kwasy tłuszczowe na skład kwasów tłuszczcwjch fosfaty- 
dylocholiny mózgowej mieliny szczurów w czasie rozwoju (w %)

RESULTS

Fatty acids 
Kwasy tłuszczowe

21 days 
21 dni

30 days 
30 dni

60 days 
60 dni

control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental \ 
kontrola doświadczenie

'otal saturated FA
lałkowite nasycone 55.4±2.8 54.9±3.4 53.5±3.8 54.9±3.6 47.8±2.4 54.7±3.7
wasy tłuszczowe

'otal unsaturated FA
üalkowite nienasycone 44.1 ± 4 .4  34.5±4.7 38.8±1.8 43.1 ± 4 .3  47.9±2.3 42.6±2.9
wasy tłuszczowe

’otal unidentified FA 
Całkowite niezidentyfiko
wane kwasy tłuszczowe 0.5±0.3  10.6±3.6 7.7±1.5 2 .0±0.4  4.3±1.6 2.7±0.5

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  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. Wpływ diety wzbogaconej w kwasy tłuszczowe na skład kwasów tłuszczowych sfingomielin 
mózgowej mieliny szczurów w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids
21 days 
21 dni

30 days 
30 dni

------------------------------------- 1
60 days 
60 dni

Kwasy tłuszczowe control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

Total saturated FA 
Całkowite nasycone 
kwasy tłuszczowe

46.9+5.9 54.9±1.9 54.9+1.9 50.4±5.0 50.7±4.0 42.8±3.2

Total unsaturated FA 
Całkowite nienasycone 
kwasy tłuszczowe

42.6+7.4 43.3 +  7.0 43.3 +  7.0 45.7±8.4 40.6+7.5 46.1+4.9

Total unidentified FA 
Całkowite niezidentyfiko 
wane kwasy tłuszczowe 10.5±3.0 1.8+0.9 1.8+0.9 3.9±1.1 8.7+3.0 11.1+3.6

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean +  S.E.
Średnia +  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. Wpływ diety wzbogaconej w kwasy tłuszczowe na skład kwasów tłuszczowych frakcji 
fosfatydyloseryna -f fosfatydyloinozytol mózgowej mieliny szczurów w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids
21 days 
21 dni

30 days 
30 dni

60 days 
60 dni

Kwasy tłuszczowe control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczeni«

Total saturated FA 
Całkowite nasycone 
kwasy tłuszczowe

41.7±7.0 53.6+4.4 51.6±1.5 46.8±2.4 46.9+3.1 50.6+2.7

Total unsaturated FA 
Całkowite nienasycone 
kwasy tłuszczowe

51.2+10.2 42.0+4.5 42.1 +  3.7 43.2+2.0 46.9+4.1 44.1+3.1

Total unidentified FA 
Całkowite niezidentyfiko 
wane kwasy tłuszczowe

7.1 ± 2 .9  4 .4+2.0 6.3 +  1.7 10.0±2.0 6.2+4.1 5.3+1.4

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean +  S.E.
Średnia +  S.E.
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Table 6. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in phosphatidylethanolamine 
o f the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)

Tabela 6. Wpływ diety wzbogaconej w kwasy tłuszczowe na skład kwasów tłuszczowych fosfaty- 
dyloetanoloaminy mózgowej mieliny szczurów w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids
21 days 
21 dni

30 days 
30 dni

60 days 
60 dni

Kwasy tłuszczowe control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

control
kontrola

experimental
doświadczenie

al saturated FA  
cowite nasycone 
tsy tłuszczowe

51.1±1.7 51 .Orb 3.9 51.8±1.6 50.1 ± 3 .0 51.7±3.l 48.2±4.3

i! unsaturated FA 
cowite nienasycone 
sy tłuszczowe

44.7±2.2 44.3±6.2 42.4±2.7 44.4±4.4 43.9±4.1 41.0±5.9

al unidentified FA 
cowite niezidentyfiko- 
e kwasy tłuszczowe

4.2±0.9  4.7±1.5 5.8±2.5 5.5±1.5 4.4±3.2 10.8± 2.2

Number o f animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  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. Wpływ diety wzbagaconej w kwasy tłuszczowe na skład kwasów tłuszczowych 
plazmalogenów mózgowej mieliny szczurów w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids
21 days 
21 dni

30 days 
30 dni

60 days 
60 dni

control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

control
kontrola

experimental
doświadczenie

il saturated FA  
cowite nasycone 
sy tłuszczowe

26.4±1.6 25.2±2.8 17.9±1.0 22.5±2.3 14.8±1.3 14.7±2.5

al unsaturated FA 
cowite nienasycone 
sy tłuszczowe

67.0±2.7 66.8±5.5 69.4±3.6 65.1 ±4.1 74.4±4.6 70.6±4.1

al unidentified FA 
cowite niezidentyfiko- 
e kwasy tłuszczowe

6.6І 0.8 8.0± 2.0 12.7±0.8 12.4±5.1

cs00Ö

14.7±2.4

Number o f  animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  S.E.
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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. Wpływ diety wzbogaconej w kwasy tłuszczowe na skład kwasów tłuszczowych estrów 
cholesterolu mózgowej mieliny szczurów w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids

21 days 
21 dni

30 days 
30 dni

60 days 
60 dni

Kwasy tłuszczowe control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

control ехрегіпк 
kontrola doświadc

Total saturated FA 
Całkowite nasycone 
kwasy tłuszczowe

31.4±1.7 39.3±4.0 41.3±4.9 40.6±2.4 40.1 ± 1 .7  38.5±:

Total unsaturated FA 
Całkowite nienasycone 
kwasy tłuszczowe

65.1 ±5.1 59.8±4.0 56.8±5.1 59.4±7.9 59 .3±4.6  53.9±:

Total unidentified FA 
Całkowite niezidentyfiko
wane kwasy tłuszczowe

3.5±2.1 1.9±0.9 1.9 ±  1.9 0 0 .6± 0 .2  7.6±^

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  S.E.

Table 9. Effect of fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in cerebrosides o f the cerebral 
myelin of rats during development (in rel. %)

Tabela 9. Wpływ diety wzbogaconej w kwasy tłuszczowe na skład kwasów tłuszczowych cerebrozydów 
mózgowej mieliny szczurów w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids

21 days 
21 dni

30 days 
30 dni

60 days 
60 dni

Kwasy tłuszczowe control experimental 
kontrola doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

control experime 
kontrola doświadc;

Total saturated FA 
Całkowite nasycone 
kwasy tłuszczowe

47.3±2.5 48.4±3.0 54.3±3.1 53.7±2.9 50.0±2.9  41.2 ±  2

Total unsaturated FA 
Całkowite nienasycone 
kwasy tłuszczowe

46.1 ± 3 .2  43.8±4.4 42.4±3.2 44.4±6.1 45.9±4 .0  51.2±€

Total unidentified FA 
Całkowite niezidentyfiko
wane kwasy tłuszczowe 6.6±2.2 7.8±2.3 3.3±0.2  1.9±0.9 4.1 ± 1.1 7 .6±:

Number o f animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  S.E.
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Table 10. Effect o f fatty acid-enriched diet on composition of fatty acids in sulfatides of the cerebral 
myelin of rats during development (in rel. %)

Tabela 10. Wpływ diety wzbogaconej w kwasy tłuszczowe na skład kwasów tłuszczowych suifatydów 
mózgowej mieliny szczurów w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids
21 days 
21 dni

30 days 
30 dni

60 days 
60 dni

Kwasy tłuszczowe control
kontrola

experimental
doświadczenie

control experimental 
kontrola doświadczenie

control
kontrola

experimental
doświadczenie

ital saturated FA
.łkowite nasycone 
rasy tłuszczowe

39.9±1.9 43.1 ±4 .0 42.3±4.2 51.5±3.3 47.2±1.9 52.3 ±  1.9

ital unsaturated FA 
.łkowite nienasycone 
âsy tłuszczowe

52.5±7.0 53.7±7.5 46.8±5.4 43.8±3.7 48.2±7.7 41.0±5.7

»tal unidentified FA 
łkowite niezidentyfiko- 
ine kwasy tłuszczowe

7.6±2.8 3.2±1.4 10.9+3.0 4.7±1.7 4.6±1.4 6.7±0.9

Number o f  animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  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, с). 
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 ra t’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 formation of myelin with an aberrant pattern of fatty 
acids in the individual lipid fractions.

WPŁYW DIETY Z PODWYŻSZONĄ ZAWARTOŚCIĄ KWASÓW TŁUSZCZOWYCH 
NA SKŁAD KWASÓW TŁUSZCZOWYCH LIPIDÓW MIELINY 

W OKRESIE ROZWOJU

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

Przeprowadzono badanie wpływu diety z podwyższoną zawartością kwasów  
tłuszczowych na skład kwasów tłuszczowych lipidów mieliny w  okresie rozwoju. 
Wyniki badań doprowadziły do następujących wniosków:

1. Szczury żywione w okresie rozwoju dietą z nadmiarem kwasów tłuszczo
wych nie wykazują różnic w składzie kwasów tłuszczowych poszczególnych lipidów 
mieliny.

2. Porównanie wpływu diety wzbogaconej w kwasy tłuszczowe i z obniżoną za
wartością kwasów tłuszczowych w  okresie rozwoju ontogenetycznego szczura wska
zuje, że tylko niedobór kwasów tłuszczowych powoduje zmiany w  składzie kwasów  
tłuszczowych poszczególnych frakcji lipidowych.

ВЛИЯНИЕ ДИЕТЫ С ПОВЫШЕННЫМ СОДЕРЖАНИЕМ ЖИРНЫХ КИСЛОТ 
НА СОСТАВ ЖИРНЫХ КИСЛОТ ЛИПИДОВ МИЕЛИНА В ПЕРИОДЕ РАЗВИТИЯ

Ре зюме

Авторы провели исследования диеты с повышенным содержанием жирных кислот на 
состав жирных кислот липидов миелина в периоде развития.

Результаты исследований привели к следующим выводам:
1. Крысы кормленные в периоде развития диетой с избытком жирных кислот не проя

вляют разниц в составе жирных кислот отдельных липидов миелина.
2. Сопоставление влияния диеты обогащенной жирными кислотами и со сниженным 

содержанием жирных кислот в периоде онтогенетического развития показывает, что только 
недостаток жирных кислот вызывает изменения в составе жирных кислот отдельных липид
ных фракций.
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INFLUENCE OF UN APPROPRIATE DIET DURING DEVELOPMENT 
ON THE SUSCEPTIBILITY TO EXPERIMENTAL ALLERGIC 

ENCEPHALOMYELITIS *

Department of Neurology, School of Medicine, Poznań

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 open. 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 investigation was supported by the Research Grant 10.4.06.3.2. of Polish 
Academy of Sciences.
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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°/o 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), and the third one, serving 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 
Dieta kontrolna

Fat-deficient diet 
Dieta niedoborowa

Fat-enriched diet 
Dieta wzbogacona

Sucrose
Sacharoza 200 g 200 g 200 g

White meal
Mąka pszenna 580 g 604 g 400 g

Caseine
Kazeina 100 g 95 g 150g

Rape seed oil 20 g 1.2 g 150 g
Olej rzepakowy
Potato starch 40 g 40 g 40 g
Skrobia ziemniaczana
Sodium chloride 20 g 20 g 20 g
Chlorek sodowy
Choline chloride 10 g 10g 10g
Chlorek choliny
Multivitamin preparation 30 g 30 g 30 g
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°/o 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):
1° — slowing of movements, slightly wobbly gait, weight loss, gene

ral weakness,
11° — weakness of hind limbs to slight paresis, altered (ataxic) gait,
I IP  — moderate paraparesis of hind limbs, urine incontinence,
IV° — severe paraparesis to paralysis, impaired respiration.
The dynamics of the disease’s progres was rated as follows:
1° — nonprogressive type. Intensity of illness of grade I during the 

first 7 days,
11° — slowly progressing type. Intensity of the disease of grade I— 

II during the first 7 days,
IIP  — acute type. Intensity of the disease reaching grades III—IV 

in two days,
IV° — 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,

IP  — disseminated inflammatory reaction seen as severe perivascular 
infiltrates in few microscopical fields or weak infiltrates in many fields, 

IIP  — 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 75 000 g for 15 min. The final sediment was then lyo- 
philized.

http://rcin.org.pl



Table 2. Effect o f  changes in fatty acids content in diet on  the clinical picture o f  E A E  in rats

Tabela 2. W pływ zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w diecie  na obraz kliniczny E A E  u szczurów

Control diet 
Dieta kontrolna

Fat-deficient diet 
Dieta niedoborowa

Fat-enriched diet 
Dieta wzbogacona

Kind of evaluation 

Sposób oceny

examined
animals

zwierzęta
badane

ill animals 

zwierzęta chore

examined
animals
zwierzęta
badane

ill animals 

zwierzęta chore

examined
animals
zwierzęta
badane

ill animals 

zwierzęta chore
Statistical evaluation 

Ocena statystyczna

total
number
liczba

number percent 

liczba procent

total
number
liczba

number percent 

liczba procent

total
number
liczba

number percent 

liczba procent

General

Ogólna
23 16 69.6 23 6 25.1 22 8 36.4

Comparison of percent with 
,,u” test
Porównanie procentów testem
„u”
Deficit — Control 
Niedobór — Kontrola 
u -  2.95« (uo.oi =  2.58) 
Overdue — Control 
Nadmiar — Kontrola 
u =  2.23** (uo.05 =  1-96)

Dynamics of the I 6 37.5 3 50.0 3 37.5 Test of independence chi-
-square
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Clinical rating I 6 37.5
in 4-degree scale
Ocena punktowa wg 11 3 18.8
4-stopniowej skali III 2 12.5

IV 5 31.3

disease process
in 4-degree scale II 4 25.0
Dynamika choroby
w 4-stopniowej 111 3 18.8
skali

IV 3 18.8

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

50.0

33.3
16.7

0.0

33.3

16.7

0.0

3 37.5 Test of independence chi-
-square

1 12.5 Test niezależności chi-
-kwadrat

1 12.5 X2 =  3.0989
Degree of freedom 6

3 37.5 Liczba stopni swobody 6

X26,0.05 <  12-59

2 25.0 Test niezależności chi-
-kwadrat

2 25.0 X2 =  1.6145
Degree of freedom 6

1 12.5 Liczba stopni swobody 6
х Ч о . о з  <  12.59

EAE 
in 

unappriopriately 
fed 

rats 
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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°/o rats receiving the 
fat-deficient diet, and in 36% of animals bred and raised on a fat-enri
ched diet. The differences between the experimental groups and the 
control one are statistically significant. The 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% of rats). The animals receiving the fat-deficient or fat-enriched 
diet reacted in a markedly lower percentage (21% 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 fat1- 
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.
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Table 3. Effect o f  changes in fatty acids content in diet on  the m orphological picture o f  E A E  in rats

Tabela 3. Wpływ zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w diecie na obraz m orfologiczny E A E  u szczurów

Control diet Fat-deficient diet Fat-enriched diet
Dieta kontrolna Dieta niedoborowa Dieta wzbogacona

Kind o f 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
- ogólna zwierzęta z pro ogólna zwierzęta z pro ogólna zwierzęta z pro Ocena statystyczna

Sposób oceny liczba cesem zapalnym liczba cesem zapalnym liczba cesem zapalnym
zwierząt number percent zwierząt number percent zwierząt number percent

liczba procent liczba procent liczba procent

Comparison o f percent with
,,u” test
Porównanie procentów testem

General „u ”
Deficit — Control

22 15 68.2 24 5 20.8 22 8 36.4 Niedobór — Kontrola
Ogólna u =  3.24** (uo.oi =  2.58)

Deficit — Overdue
Niedobór — Nadmiar
u =  1.17*
Overdue — Control
Nadmiar — Kontrola
u =  2.11 (u0.05 =  1-96)

Rated with the I 7 46.7 5 100 6 75 Test o f independence chi-
4-degree scale -square
Ocena punktowa II 4 26.7 0 0 2 25 Test niezależności chi-
w skali -kwadrat
4-stopniowej III 4 26.7 0 0 0 0 X2 =  6.64

Degree of freedom 4
IV _ _ _ _ — — Liczba stopni swobody 4

X24,0.05 =  9.49

** highly statistically significant — statystycznie bardzo znamienny
* statistically significant — statystycznie znamienny

EAE 
in unappriopriately fed rats 
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Table 4. Effect of changes in fatty acids content in diet on the pattern o f myelin lipids in the prepa
ralytic period o f  EAE, expressed in nmol/100 g dry tissue 

Tabela 4. Wpływ zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w diecie na obraz lipidów mieliny 
w okresie przedporażennym EAE wyrażony w nm ol/100g tkanki suchej

Control diet Fat-deficient diet Fat-enriched diet
Dieta kontrolna Dieta niedoborowa Dieta wzbogacona

control EAE control EAE control EAE
kontrola kontrola kontrola

Cholesterol
Cholesterol 36.6±1.7 22.6± 0.8 34.1 ±2 .3 18.9±0.7 45.0 ±  3.6 15.5±0.5
Total galactolipids 
Całkowite galaktolipidy 19.1±0.9 14.5±0.5 15.3±1.0 19.6±2.3 19.7±1.1 12.0 ± 0.8
Cerebrosides
Cerebrozydy 16.2±0.9 12.4±0.4 12.8± 1.0 18.8±2.2 15.5±0.5 8.8± 0.6
Sulfatides
Sulfatydy 2.9±0 .2 2.2± 0.1 2.5±0.2 0.9±0.1 4 .3 І0 .6 3.1 ± 0 .3
Total phospholipids 
Całkowite fosfolipidy 25.2±1.1 19.3±0.8 23.7±1.1 12.2± 1.0 42.3±1.3 16.7±0.6
Sphingomyelins
Sfingomieliny 3.8±0.6 1.7±0.04 2 .0± 0.1 0.9±0.1 3.6±0.2 1.1 ±0.07
Phosphatidylcholi ne 
Fosfatydylochol ina 7 .3± 0 .7 6.0±0.4 6.5±0.3 3.4±0.2 10.4±0.9 5.3±0.09
Lysophosphatidylcholine 
Lizofosfatydylochol ina 1.1± 0.1 0.9±0.1 0.9±0.2 0.4±0.05 3.9±0.7 0.9±0.1
Phosphatidylserine +  
phosphatidylinositide 1.8± 0.2 1.9±0.1 2 .8± 0.2 1.2± 0.2 5.4+0.4 1.4±0.1
Fosfatydyloseryna ±  
fosfatydyloinozytol 
Phosphatidylethanolamine 
Fosfatydyloetanoloamina 3.5±0 .4 2.5±0.1 3.1±0.1 1.8± 0.1 7.1 ±1.1 1.9±0.2
Plasmalogen
Plazmalogen 7 .6±  0.6 6.4±0.2 8.4±0.4 4.5±0.4 11.8±  1.1 6.1 ±0 .4

Number o f animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±S.E .
Średnia ±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.,

http://rcin.org.pl



EAE in unappriopriately fed rats 1 3 7

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. Wpływ zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w diecie na obraz lipidów mieliny 
w okresie przedporażennjm EAE wyrażony w % ogólnej zawartości lipidów

Lipids
Control diet 

Dieta kontrolna
Fat-deficient diet 

Dieta niedoborowa
Fat-enriched diet 
Dieta wzbogacona

Lipidy control
kontrola

EAE control
kontrola

EAE control
kontrola

EAE

Cholesterol
Cholesterol 26.6±1.3 24.3±1.1 21.7±1.1 22.0±1.3 24.8±1.4 20.6+ 1.2
Cholesterol esters 
Estry cholesterolu ślady 0 .6± 0.1 1.4+0.03 0.9+0.1 0.5±0.05 0.6± 0.1
Total galactolipids 
Całkowite galaktolipidy 36.3±1.2 34.0±1.0 27.4±1.9 49.1 ±1.9 25.5±2.4 35.1 ± 1 .9
Cerebrosides
Cerebrozydy 30.7+0.9 28.4+0.8 21.2± 1.2 46.7±1.8 19.2±  1.9 25.1±1.4
Sulfatides
Sulfatydy 5.6±0.6 5.6±0.3 6.2±0.7 2.4±0.2 7.0±0.9 10.0± 0.6
Total phospholipids 
Całkowite fosfolipidy 37.1 ± 0 .7 41.1 ± 1 .0 49.5±1.5 28.0±1.0 49.4±1.5 43.7±1.8
Sphingomyelins
Sfingomieliny 2.8± 0.2 3.8±0.1 3.1+0.2 2.2± 0.1 4.2±0.4 3.1 ± 0 .2
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina 11.0± 1.1 13.4±0.6 14.4±0.6 8.1 ±0.3 11.9 ±  1.2 14.6±0.8
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina 0.9±0.1 1.3±0.2 3.6+0.2 0.7±0.1 3.0±0.3 1.6±0.3
Phosphatidylserine +  
phosphatidylinositol 4.3±0.4 4 .7±0.2 6.7±0.6 3.2±0.2 6.4±0.7 4.4±0.3
Fosfatydyloseryna +  
fosfatydyloizytol 
Phosphatidylethanolamine 
Fosfatydyloetanoloamina 4.2+0.3 5.0+0.2 7.6±0.2 3.9±0.4 6.2±0.9

Ö00

Plasmalogen
Plazmalogen 13.6±0.5 12.9+0.3 14.1+0.6 9.9±0.5 13.3±1.0 15.2±0.8

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±S.E .
Średnia ±S .E .

1983b). Rats kept during their ontogénie 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. Wpływ zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w diecie na obraz fosfolipidów mieliny 
w okresie przedporażennym EAE wyrażony w % ogólnej zawartości fosfolipidów

Phospholipids
Control diet 

Dieta kontrolna
Fat-deficient diet 

Dieta niedoborowa
Fat-enriched diet 

Dieta wzbogacona

Fosfolipidy control
kontrola

EAE control
kontrola

EAE control
kontrola

EAE

Sphingomyelins
Sfingomieliny 7.6±0.1 9.1 ± 0 .4 8.9±0.5 7.7±0.3 9.2±1.9 7.0±0.4
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina 29.8±0.7 32.5±0.7 28.2±1.0 29.4±0.4 26.5±2.4 33.7± 1.3
Lysophosphatidylcholine 
Lizofosfatydylochol ina 2.4±0.04 3.1±0.3 6.8± 1.0 2.5±0.3 6 .7±1.2 3.9±0.7
Phosphatidylserine +  
phosphatidylinositol 12.1± 0.2 11.4±0.3 13.0±1.2 11.1 ± 0.8 14.3±1 .0 10.0±0.5
Fosfatydyloseryna +  
fosfatydyloinozytol 
Phosphatidylethanolamine 
Fosfatydyloetanoloamina U .4±0 .1 12.3±0.6 15.0±0.3 13.9±0.5 16.2±2.4 10.8±0.9
Plasmalogen
Plazmalogen 34.3±0.6 31.6±0.5 27.7±0.5 35.4±0.8 27.1 ± 2 .4 34.6±0.4

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  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 
Molier (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 o f 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. Wpływ zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w diecie na obraz lipidów mieliny 
w okresie porażennym EAE wyrażony w nMol/100 g tkanki suchej

Lipids
Control diet 

Dieta kontrolna
Fat-deficient diet 

Dieta niedoborowa
Fat-enriched diet 

Dieta wzbogacona
Lipidy control

kontrola
AEE control EAE 

kontrola
control

kontrola
EAE

Cholestrol
Cholestrol 36.6±1.7 33.8±1.0 34.1 ±2.3 16.8±1.5 45.0±3.6 15.0±  1.5
Total galactolipids 
Całkowite galaktolipidy 19.1 ± 0 .9 17.8±1.4 15.3±1.0 12.1 ± 0 .5 19.7 ±1.1 8.4±0.5
Cerebrosides
Cerebrozydy 16.2±0.9 15.4±1.2 12.8±1.0 11.3±0.5 15.5±0.5 7.2±0.5
Sulfatides
Sulfatydy 2.9±0.2 2.5±0.1 2.5±0.2  0.8±0.06 4.3±0.6 1.2± 0.2
Total phospholipids 
Całkowite fosfolipidy 25 .2±1 .1 22.8± 0.6 23.7±1.1 15.1 ±0 .9 42.3±1.3 10.5±0.9
Sphingomyelins
Sfingomieliny 3.8±0.6 1.5±0.06 2.0± 0.1 1.1 ± 0.2 3.6±0.8 0.8±0.06
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina 7.3±0.7 7.0±0.2 6.5±0.3 4.2±0.7 10.4±0.9 2.8±0.3
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina 1.1± 0.1 1.4±0.1 0.9±0.1 1.2±0.09 3.9±0.7 0.5±0.1
Phosphatidylserine +  
phosphatidylinositol 1.8± 0.2 1.9±0.2 2.8±0 .2  1.3±0.3 5.4±0.4 1.2± 0.1
Fosfatydyloseryna +  
Fosfatydyloinozytol 
Phosphatidylethanolamine 
Fosfatydyloetanoloamina 3.5±0.4 3.2±0.1 3.1 ±0.1 2.0±0.3 7.1 ±1.1 1.6± 0.1
Plasmalogen
Plazmalogen 7.6±0.6 7.8±0.4 8 .4±0.4  5.3±  1.1 11.8± 1.0 3.7±0.4

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  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. Wpływ zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w diecie na obraz lipidów mieliny 
w okresie porażennym EAE wyrażony w % ogólnej zawartości lipidów

Lipids
Control diet 

Dieta kontrola
Fat-deficient diet 

Dieta niedoborowa
Fat-enriched diet 

Dieta wzbogacona

Lipidy control
kontrola

EAE control
kontrola

EAE control
kontrola

EAE

Cholesterol
Cholesterol 26.6±1.3 2 8 .8 -0 .5 21.7±1.1 22.8± 1.1 24.8±1.4 27.6±0.6
Cholesterol esters 
Estry cholesterolu ślady 0.4±0.01 1.4±0.03 1.2± 0.1 0.5±0.05 1.2± 0.1

T otal galactolipids 
Całkowite galaktolipidy 36.3 dz 1.2 32.7±1.6 27.4±1.9 35.9±1.3 25.5±2.4 34.1 ± 2 .4
Cerebrosides
Cerebrozydy 30.7±0.9 27.7±1.4 21.2± 1.2 33.3± 1.1 19.2±1.9 28.8±1.5
Sulfatides
Sulfatydy 5.6±0.6 5.0±0.2 6.2±0.7 2 .6± 0.2 7.0±0.9 5.3±0.2
Total phospholipids 
Całkowite fosfolipidy 37.1 db0.7 38.1 ± 2 .0 49.5 +  1.5 40.1 ±1 .6 49.4±1.5 37.1 ±2 .8
Sphingomyelins
Sfingomieliny 2 .8+ 0.2 2.6± 0.01 3.1±0.2 3.0±0.1 4 .2± 0 .4 3.0±0.2
Phosphatidylcholine
Fosfatydylcholina 11.1 ± 1.1 12.5±0.6 14.4±0.6 11.8±0.3 11.9 ±  1.2 10.4±0.9
Lyso phosphatidylcholine 
Lizof osfatydylcholina 0.9±0.1 1.6± 0.2 3.6±0.2 2.3 ± 0.1 3.0±0.3 1.1 ±0.3
Phosp hatidylserine +  
phospgatidylinositol 4 .3±0.4 3.7±0.4 6.7±0.6 4.1 ± 0 .4 6.4±0.7 4.8±0.4
Fosfatydyloseryna +  
fosfatydyloinozytol 
Phosphatidylethanolamine 
Fosfatydyloetanoloamina 4.2±0.3 5.2±0.2 7.6±0.2 5.2±0.2 6.2±0.9 5.4±0.3
Plasmalogen
Plazmalogen 13.6±0.5 12.5±0.6 14.1 ± 0 .6 13.7±0.5 13.3±1.0 12.4±0.7

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean ±  S.E.
Średnia ±  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 o f changes in fatty acids content in diet on the pattern of myelin phospholipids in 
the paralytic period of EAE expressed in % total phospholipids 

Tabela 9. Wpływ zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w diecie na obraz fosfolipidów mieliny 
w okresie porażennym EAE wyrażony w % ogólnej zawartości fosfolipidów

Phospolipids
Control diet 

Dieta kontrolna
Fat-deficient diet 

Dieta niedoborowa
Fat-enriched diet 

Dieta wzbogacona
Fosfolipidy control EAE 

kontrola
control

kontrola
EAE control

kontrola
ЕАЕ

Sphingomyelins 7.6±0.1 6.9±0.2 8.9 ±0.5 7.6±0.3 9.2±1.9 7.9±0.3
Sfingcmieliny
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina 29.8±0.7 32.8±1.1 28.2±1.0 29.4±0.8 2б.5±2.4 27.8±0.б
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylccholina 2.4±0.04 4.4±0.5 6.8 ± 1.0 5.7±0.4 6 .7 ± 1 .2 2 .9±0.6
Phosphatidylserine -f  
phosphatidylinositol 12.1 ± 0 .2  9.6±0.4 13.0±  1.2 10.0± 0.8 14.3 ±  1.0 13.1 ± 0 .5
Fosfatydyloseryna ±  
fosfatydyloinozytol 
Phosphatidylethanolamine 
Fosfatyldyloetanoloamina 11.4±0.1 13.5±0.7 5.0±0.3 13.1 ±0.5 16.2±2.4 14.6±0.6
Plasmalogen
Plazmalogen 34.3±0.6 32.8±1.2 27.7±0.5 34.2±1.1 27.1 ± 2 .4 33.7±1.4

Number of animals in each group: 6 
Liczba zwierząt w każdej grupie: 6 
Mean =h S.E.
Średnia ±  ó.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 fat deficiency and fat 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.

WPŁYW ZMIAN W ZAWARTOŚCI KWASÓW TŁUSZCZOWYCH W DIECIE 
NA WRAŻLIWOŚĆ ZWIERZĄT NA DZIAŁANIE ANTYGENU 

ENCEFALITOGENNEGO

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

Przeprowadzono badania wpływu diety z obniżoną oraz podwyższoną zawar
tością kwasów tłuszczowych na wrażliwość zwierząt na działanie antygenu ence- 
falitogennego.

Wyniki badań doprowadziły do następujących wniosków:
1. Szczury żywione w ostatnim okresie życia płodowego oraz po urodzeniu die

tą z niedoborem lub nadmiarem kwasów tłuszczowych wykazują odmienną reak
tywność na antygen encefalitogenny w porównaniu ze zwierzętami żywionymi 
dietą normalną.
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2. Zmiany w  zawartości kwasów tłuszczowych w  diecie obniżają zapadalność 
na doświadczalne alergiczne zapalenie mózgu i rdzenia, określoną tak kryteriami 
klinicznymi, jak i patomorfologicznymi.

3. Obraz lipidów mieliny w  przebiegu doświadczalnego alergicznego zapalenia 
mózgu i rdzenia u zwierząt znajdujących się na diecie z niedoborem lub nad
miarem kwasów tłuszczowych wykazuje w  porównaniu ze szczurami żywionymi 
normalną dietą obniżenie zawartości wszystkich frakcji fcnsfolipidowych, równolegle 
z podwyższeniem zawartości cerebrozydów.

4. Zmieniony skład chemiczny lipidów mieliny, powstały pod wpływem diety 
z nieprawidłową ilością kwasów tłuszczowych, wpływa na osłabienie reaktywności 
immunologicznej zwierzęcia na antygen encefalitogenny.

ВЛИЯНИЕ ИЗМЕНЕНИЙ В СОДЕРЖАНИИ ЖИРНЫХ КИСЛОТ В ДИЕТЕ НА
ВОСПРИИМЧИВОСТЬ ЖИВОТНЫХ К ДЕЙСТВИЮ ЭНЦЕФАЛИТОГЕННОГО

АНТИГЕНА

Р е з ю м е

Проведено исследования влияния диеты со сниженным и повыщенным содержанием 
жирных кислот на восприимчивость животных и действию энцефалитогенного антигена. 

Результаты исследований привели к следующим выводам:
1. Крысы кормленные в последнем периоде утробной жизни и после рождения диетой 

с недостатком или с избытком жирных кислот проявляют иную реактивную способность 
против энцефалитогенного антигена в сопоставлении с животными кормленными нормаль
ной диетой.

2. Изменения содержания жирных кислот в диете снижают заболеваемость эксперимен
тальным аллергическим энцефаломиелитом, определенную как клиническими так и пато
морфологическими критериями.

3. Картина липидов миелина в течение экспериментального аллергического энцефало
миелита у животных кормленных диетой с недостатком или с избытком жирных кислот 
показывает в сопоставлении с крысами кормленными нормальной диетой снижение содер
жания всех фосфолипидных фракций, параллельно с повышением содержания цереброзидов-

4. Измененный химический состав липидов миелина, образованный под влиянием, 
диеты с ненормальным количеством жирных кислот, влияет на ослаьление иммунолоеги- 
ческой реактивной способности животного против энцефалитогенного антигена.
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LUBOMIRA DYDYK, ELŻBIETA MEDYŃSKA, OLGIERD PUCIŁOWSKI

IDENTYFIKACJA PĘCHERZYKÓW DOPAMINERGICZNYCH 
W OBRAZACH MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWYCH 

ZBITEJ WARSTWY ISTOTY CZARNEJ SZCZURA *

Pracownia Mikroskopii Elektronowej Zakładu Neuropatologii 
i Zakład Farmakologii i Fizjologii Układu Nerwowego 

Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa

Wyniki licznych i prowadzonych od kilkunastu lat badań biochemicz
nych i mikroskopowo-elektronowych nad umiejscowieniem oraz identyfi
kacją katecholamin w komórce nerwowej są kontrowersyjne. W związku 
z tym podejmując badania mikroskopowo-elektronowe na modelu doś
wiadczalnym choroby Parkinsona postawiono przed sobą dwa zadania:
1) identyfikację pęcherzyków dopaminergicznych w obrazach mikrosko
powo-elektronowych istoty czarnej szczura, 2) określenie zmian liczby 
pęcherzyków zawierających ziarnistości dopaminy w istocie czarnej i prąż- 
kowiu szczura w doświadczalnym modelu choroby Parkinsona oraz po 
wszczepieniu do prążkowia komórek produkujących dopaminę, tzn. pło
dowej istoty czarnej lub części rdzennej nadnercza.

Bezpośrednim celem niniejszej pracy była próba rozwiązania pierw
szego zadania. Na podstawie wyników badań Tennyson i wsp. (1975), któ
re wykazały, że 5-hydroksydopamina (fałszywy neurotransmiter mono- 
aminergiczny) dodana do środowiska inkubacyjnego gromadzi się zarów
no w zakończeniach nerwowych noradrenergicznych, serotoninergicznych, 
jak i dopaminergicznych, natomiast po dodaniu do medium inkubacyjne
go zawierającego desmetyloimipraminę (inhibitor neuronalnego wychwy
tu noradrenaliny oraz serotoniny) gromadzi się wyłącznie w zakończe
niach dopaminergicznych, postanowiono przeprowadzić badania po przy
życiowym podaniu zarówno desmetyloimipraminy, jak i 5-hydroksydo- 
paminy.

* Praca wykonana w  ramach problemu węzłowego Nr 10.4.05.2.4, koordynowa
nego przez CMDiK PAN w Warszawie.
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MATERIAŁ I METODY

Pracę wykonano na ośmiu szczurach rasy Wistar o masie ciała 180—• 
200 g. Zwierzęta podzielono na cztery grupy. W pierwszej grupie doświad
czalnej 2 szczurom wstrzykiwano dootrzewnowo roztwór desmetyloimi- 
praminy w fizjologicznym roztworze chlorku sodu w ilości 25 mg w 1 ml/ 
/kg masy ciała. W drugiej grupie 2 zwierzętom podawano roztwór 300 fig 
5-hydroksydopaminy w 10 |il 0,2% kwasu askorbowego, wprowadzany 
stereotaktycznie do komory trzeciej (A =  3.0, L =  0, V =  6.0, kąt bocz
ny 15°). W trzeciej grupie w godzinę po wstrzyknięciu desmetyloimipra- 
miny podawano 5-hydroksydopaminę (dawki obu substancji i sposób po
dawania identyczne jak w grupie pierwszej i drugiej). Dwa szczury nie 
poddane żadnym zabiegom doświadczalnym stanowiły kontrolę.

W 3 godziny po wstrzyknięciu desmetyloimipraminy i w 2 godziny 
po podaniu 5-hydroksydopaminy wykonywano perfuzję przez lewą ko
morę serca do tętnicy głównej wstępującej z 200 ml roztworu 2,5% glu- 
taraldehydu i 2% paraformaldehydu w 0,1 M buforze kakodylanowym
0 pH 7,3, pod ciśnieniem 80 mm Hg. Mózgi wyjęte z czaszki przechowy
wano w płynie perfuzyjnym w temp. 4°C do następnego dnia. Do ba
dania pobierano obustronnie warstwę zbitą istoty czarnej. Wycinki 
umieszczano w płynie utrwalającym o podanym wyżej składzie na 5 go
dzin, a następnie pozostawiano przez noc w 0,1 M buforze kakodylano
wym i utrwalano dodatkowo w 2% czterotlenku osmu przez 2 godziny. 
Materiał odwadniano w roztworach etanolu o wzrastającym stężeniu
1 zatapiano w Eponie 812. Półcienkie skrawki barwiono błękitem tolui
dyny i oglądano w mikroskopie świetlnym. Ultracienkie skrawki kontras
towano octanem uranylu i cytrynianem ołowiu, a następnie oglądano oraz 
wykonywano zdjęcia w mikroskopie elektronowym JEM 7A.

Przedmiotem analizy ilościowej były wyłącznie te pęcherzyki synap
tyczne, które na podstawie rozmiarów i charakterystyki mikroskopowo- 
-elektronowej opartej na wcześniejszych badaniach ultrastrukturalnych 
(Pellegrino Delraldi, De Robertis 1963; Bloom, Aghajanian 1968; Hök- 
felt 1968; Banks i wsp. 1969; Richards, Tranzer 1970; Jaim-Etcheverry, 
Zichrer 1971), można było uznać za pęcherzyki prawdopodobnie katecho- 
linergiczne. Zaliczono do nich małe pęcherzyki ziarniste i jasne o śred
nicy 40—60 nm oraz duże ziarniste i jasne pęcherzyki o średnicy 70— 
120 nm. (Znaczna rozpiętość rozmiarów w grupie związana jest z róż
nicami poziomu przekroju kulistego pęcherzyka w obrazie mikroskopo- 
wo-elektronowym). Wyłączono z niej natomiast małe jasne pęcherzyki
o średnicy 20—30 nm, uznane przez większość autorów za nośniki ace
tylocholiny (Whitaker i wsp. 1964) oraz pęcherzyki opłaszczone. Pęche
rzyki katecholaminergiczne liczono w mikrofotogramach elektronowych 
przy powiększeniu 30 600 X. W każdej z 4 badanych grup zwierząt okreś
lano ich liczbę w 24 polach o powierzchni 14 400 mm2 każde, co odpo
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Pęcherzyki synaptyczne istoty czarnej 14 7

wiadało 0,47 mm2 powierzchni preparatu. Badania liczebności pęcherzy
ków prowadzono na 8 mikrofotogramach obejmujących sam neuropil 
oraz na 16 obejmujących zarówno neuropil, jak i cytoplazmę obu ty 
pów komórek nerwowych wyodrębnionych w warstwie zbitej istoty czar
nej. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie według testu t-Studenta. 
Przedstawiono również w procentach średnie arytmetyczne liczby po
szczególnych typów pęcherzyków katecholaminergicznych, uzyskane z 24 
pól, przyjmując za 100% średnią arytmetyczną sumy wszystkich pęche
rzyków o tym charakterze występujących w 1 polu.

WYNIKI

Badanie jakościowe

Zwierzęta kontrolne

W zbitej warstwie istoty czarnej obserwowano dwa rodzaje komórek 
nerwowych: większe z cytoplazmą zawierającą liczne organelle i mniej
sze z cytoplazmą ubogą w organelle.

Komórki większe spotykano częściej. Owalne jądro komórkowe z rów
nomiernie rozproszonymi drobnymi ziarnami chromatyny położone było 
obwodowo. W otoczce jądra widoczne były liczne pory (rye. 1). Cyto- 
plazma była bogata w organelle. Profile ziarnistej siateczki śródplazma- 
tycznej otoczone były licznymi rybosomami i polirybosomami (ryc. 2). 
Często spotykano skupienia równolegle ułożonych zbiorników ziarnistej 
siateczki śródplazmatycznej (ryc. 3). W cytoplazmie komórki występowały 
pojedyncze duże pęcherzyki ziarniste o średnicy 70—120 nm. Rdzeń pę
cherzyków wypełniony ziarenkami otoczony był jasnym ,,halo” (ryc. 4). 
Obserwowano je pomiędzy zbiornikami układu Golgiego, w bezpośrednim 
sąsiedztwie zbiorników gładkiej i ziarnistej siateczki śródplazmatycznej 
(ryc. 5), a także w otoczeniu mitochondriów (ryc. 6). Perykariony i wy
pustki komórek nerwowych otoczone były cienkimi wypustkami astro- 
gleju i synapsami.

Rzadziej spotykane mniejsze komórki nerwowe miały cytoplazmę ubo
gą w organelle. Profile ziarnistej siateczki śródplazmatycznej były nie
liczne, a układ Golgiego słabo rozwinięty. Pomiędzy jego pęcherzykami 
widoczne były pojedyncze małe pęcherzyki ziarniste o średnicy 40—60 
nm (ryc. 7). Spotykano je również w sąsiedztwie zbiorników gładkiej 
siateczki śródplazmatycznej i w pobliżu mitochondriów (ryc. 8). Owalne 
jądro komórkowe z drobnoziarnistą, równomiernie rozproszoną chroma- 
tyną i z licznymi wgłobieniami położone było centralnie. W jego otoczce 
spotykano pojedyncze pory (ryc. 7). Komórkę otaczały wypustki astro- 
gleju oraz synapsy. W nielicznych aksonach obserwowano pojedyncze 
duże lub małe pęcherzyki ziarniste (ryc. 9).
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R ус. 1. Fragment komórki nerwowej z licznymi polirybosomami w  cytoplazmie.
Jądro (N) z licznymi porami w otoczce (strzałka). Pow. 30 600 X 

Fig. 1. Fragment of neuron with numerous polyribosomes in cytoplasm. Nucleus (N) 
with numerous pores in envelope (arrow). X 30 600 

Rye. 2. Fragment komórki nerwowej z licznymi organellami w cytoplazmie. Układ
Golgiego (G). Pow. 30 600 X 

Fig. 2. Fragment of neuron with numerous organelles in cytoplasm. Golgi appara
tus (G). X 30 600
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Rye. 3. Fragment cytoplazmy komórki nerwowej z licznymi profilami ziarnistej 
siateczki śródplazmatycznej. Pow. 30 600 X 

Fig. 3. Fragment of cytoplasm of neuron with numerous profiles of granular endo
plasmic reticulum. X 30 600

Rye. 4. Duży pęcherzyk ziarnisty. Pow. 140 000 X 
Fig. 4. Large granular vesicle. X 140 000

Rye. 5. Fragment komórki nerwowej z licznymi profilami ziarnistej siateczki śród
plazmatycznej i z licznymi rybosomami. Dwa duże pęcherzyki ziarniste pomiędzy 

profilami ziarnistej siateczki śródplazmatycznej (strzałka). Pow. 30 600 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). X 30 600
Rye. 6. Fragment komórki nerwowej z licznymi organellami w  cytoplazmie. Duży 

pęcherzyk ziarnisty w  pobliżu mitochondrium (strzałka). 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 komórki nerwowej z nielicznymi profilami ziarnistej siateczki 
śródplazmatycznej i z nielicznymi polirybosomami. Mały pęcherzyk ziarnisty (strzał

ka) pomiędzy zbiornikami układu 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). X 30 600

Ryc. 8. Fragment cytoiplazmy komórki nerwowej z nielicznymi polirybosomami. 
Mały pęcherzyk ziarnisty w  pobliżu mitochondrium (strzałka). Pow 30 600 X

Fig. 8. Fragment of the cytoplasm of neuron with not numerous polyribosomes. 
Small granular vesicle in the vicinity of a mitochondrium (arrow). X 30 600

Ryc. 9. Mały pęcherzyk ziarnisty w  aksonie (strzałka). Pow. 30 600 X 
Fig. 9. Small granular vesicle within axon (arrow). X 30 600
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W zakończeniach aksonalnych stwierdzono 5 rodzajów pęcherzyków: 
małe jasne o średnicy 20—30 nm, małe ziarniste o średnicy 40—60 nm, 
duże ziarniste o średnicy 70—120 nm, duże jasne o średnicy 70—120 nm 
oraz opłaszczone o średnicy 30—50 nm. Małe jasne pęcherzyki często 
wypełniały prawie całą kolbkę synaptyczną (ryc. 10). W innych synap
sach obok nich występowały pojedyncze małe pęcherzyki ziarniste (ryc. 
10, 11). Obserwowano również synapsy, w których obecne były małe 
jasne pęcherzyki oraz pojedyncze małe i duże pęcherzyki ziarniste (ryc.
11). Spotykano ponadto synapsy, w których wśród małych jasnych pę
cherzyków znajdowały się pojedyncze duże pęcherzyki ziarniste i duże 
pęcherzyki jasne (ryc. 12), lub synapsy, w których obok małych jas
nych pęcherzyków stwierdzano po kilka dużych pęcherzyków ziarnistych 
i jasnych (ryc. 13). Wśród pęcherzyków ziarnistych zarówno małych, jak
i dużych wyróżniono pęcherzyki z jasnym (szarym) rdzeniem o małej 
gęstości elektronowej i pęcherzyki z ciemnym (czarnym) rdzeniem o du
żej gęstości elektronowej. Pomiędzy opisanymi pęcherzykami spotykano 
pęcherzyki opłaszczone o średnicy 30—50 nm (ryc. 12, 14).

Zwierzęta doświadczalne
Po podaniu desmetyloimipraminy większość małych pęcherzyków 

ziarnistych o średnicy 40—60 nm miała jasny rdzeń o niskiej gęstości 
elektronowej (ryc. 15, 16). Obok nich pojawiły się małe jasne pęcherzy
ki o tej samej średnicy, nie obserwowane w ogóle w grupie zwierząt 
kontrolnych (ryc. 16). Poza tym obraz ultrastrukturalny zbitej warstwy 
istoty czarnej nie różnił się od opisanego w kontroli.

Po podaniu 5-hydroksydopaminy większość pęcherzyków ziarnistych, 
zarówno małych jak i dużych, stanowiły pęcherzyki z ciemnym rdzeniem
o dużej gęstości elektronowej (ryc. 17). Duże jasne pęcherzyki synaptycz
ne spotykano rzadko. Małych jasnych pęcherzyków synaptycznych o śred
nicy 40—60 nm nie stwierdzono w ogóle. W cytoplazmie perykarionów 
obu rodzajów komórek nerwowych nie obserwowano pęcherzyków ziar
nistych, natomiast w aksonach występowały pojedyncze małe lub duże 
pęcherzyki ziarniste z ciemnym rdzeniem o dużej gęstości elektronowej.

Po łącznym podaniu desmetyloimipraminy i 5-hydroksydopaminy 
większość dużych pęcherzyków ziarnistych w synapsach miała ciemny 
rdzeń o znacznej gęstości elektronowej (ryc. 18), natomiast większość ma
łych pęcherzyków ziarnistych stanowiły pęcherzyki z jasnym rdzeniem
o niskiej gęstości elektronowej (ryc. 19). Obok nich występowały poje
dyncze małe jasne pęcherzyki o średnicy 40—60 nm i pojedyncze duże 
jasne pęcherzyki o średnicy 70—420 nm (ryc. 19). Podobnie jak po po
daniu samej 5-hydroksydopaminy, w cytoplazmie perykarionów komórek 
nerwowych nie stwierdzono pęcherzyków ziarnistych, natomiast w akso
nach spotykano pojedyncze pęcherzyki ziarniste z ciemnym rdzeniem.
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Ryc. 10. Zakończenia aksonalne (a) z licznymi małymi jasnymi pęcherzykami o śred
nicy 20—30 nm. Zakończenie aksonalne (b) z licznymi małymi jasnymi pęcherzy
kami o średnicy 20—30 nm i z dwoma małymi pęcherzykami ziarnistymi (strzałki).

Pow. 30 600 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 30 600
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Badania ilościowe

Zwierzęta kontrolne

Badanie liczebności pęcherzyków wykazało, że najliczniejsze były du
że pęcherzyki ziarniste. Stanowiły one 40% sumy wszystkich liczonych 
pęcherzyków. Wśród nich 26% przypadało na pęcherzyki z jasnym, a 14% 
z ciemnym rdzeniem. Małe pęcherzyki ziarniste były mniej liczne i sta
nowiły 36%. Pęcherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem stanowiły 24%, 
a z ciemnym rdzeniem 12% ogólnej sumy wszystkich liczonych pęcherzy
ków. Pozostałe 24% sumy liczonych pęcherzyków przypadało na duże 
jasne pęcherzyki (ryc. 20, 21).

Zwierzęta doświadczalne
Po podaniu desmetyloimipraminy stwierdzono wysoce statystycznie 

znamienne w porównaniu z kontrolą obniżenie liczby małych pęcherzyków 
ziarnistych o średnicy 40—60 nm i dużych jasnych pęcherzyków o śred
nicy 70—120 nm. Towarzyszący mu wzrost liczby dużych ziarnistych 
pęcherzyków o średnicy 70—120 nm nie miał cech znamienności staty
stycznej. Pojawiły się małe jasne pęcherzyki o średnicy 40—60 nm nie 
występujące w grupie kontrolnej (ryc. 20). Liczba małych pęcherzyków 
ziarnistych z ciemnym rdzeniem obniżała się do 4% ogólnej liczby pę
cherzyków katecholaminergicznych, a małych pęcherzyków ziarnistych 
z jasnym rdzeniem do 15%. Zmiany w liczebności dużych pęcherzyków

Ryc. 11. Zakończenie aksonalne (b) z licznymi małymi jasnymi pęcherzykami o śred
nicy 20—30 nm i z jednym małym pęcherzykiem ziarnistym (krótka strzałka). Za
kończenie aksonalne (c) z licznymi małymi jasnymi pęcherzykami o średnicy 20— 
30 nm, z jednym małym pęcherzykiem ziarnistym (krótka strzałka) i z jednym  

dużym pęcherzykiem ziarnistym (długa strzałka). 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 (c) 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 30 600
Ryc. 12. Zakończenie aksonalne (d) z licznymi małymi jasnymi pęcherzykami o śred
nicy 20—30 nm, z jednym dużym pęcherzykiem ziarnistym (długa strzałka), z jed
nym dużym jasnym pęcherzykiem (podwójna strzałka) i z dwoma pęcherzykami 

opłaszczonymi (krótka strzałka). 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. Zakończenie aksonalne (e) z licznymi małymi jasnymi pęcherzykami o śred
nicy 20—30 nm, z trzema dużymi jasnymi pęcherzykami (podwójna strzałka) i z 

dwoma dużymi pęcherzykami ziarnistymi (długa strzałka). Pow. 30 600 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 30 600
Ryc. 14. Pęcherzyki opłaszczone (krótka strzałka) w  zakończeniu aksonalnym (f) 
z licznymi małymi jasnymi pęcherzykami o średnicy 20—30 nm. Pow. 30 600 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 małe pęcherzyki ziarniste (krótkie strzałki) i jeden duży pęcherzyk ziarnisty 
(długa strzałka) z jasnym rdzeniem o małej gęstości elektronowej, w  zakończeniu

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 30 600
Ryc. 16. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podaniu desmetyloimipraminy. 
Małe pęcherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem o małej gęstości elektronowej (krót
ka strzałka) i małe jasne pęcherzyki o średnicy 40—60 nm (podwójna krótka strzał

ka), w  zakończeniu 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 30 600
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Rye. 17. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podaniu 5-hydroksydopaminy. 
Małe pęcherzyki ziarniste (krótkie strzałki) i duże pęcherzyki ziarniste (długie 
strzałki) z ciemnym rdzeniem o dużej gęstości elektronowej, w  zakończeniach akso-

nalnych. Pow. 30 600 X 
Fig. 17. Fragment of compact zone of substantia nigra after 5-hydroxydapamine 
administration. Small granular vesicles (short arrows) and large granular vesicles 
(long arrows) with dark core of high electron density, within axonal endings.

X 30 600

Pęcherzyki synaptyczne istoty czarnej
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Rye. 18. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podaniu desmetyloimipraminy 
i 5-hydroksydopaminy. Duże pęcherzyki ziarniste z ciemnym rdzeniem o dużej gę

stości elektronowej (strzałka), w  zakończeniu aksonalnym. Pow. 30 600 X 
Fig. 18. Fragment of compact zone of substantia nigra after desmethylimipramine 
and 5-hydroxydopamine administration, barge granular vesicles with dark core 

of high electron density (arrow), within axonal ending. X 30 600

Rye. 19. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej po podaniu desmetyloimipraminy 
i 5-hydroksydopaminy. Małe pęcherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem o małej gę
stości elektronowej (strzałka), jeden mały jasny pęcherzyk o średnicy 40—60 nm  
(podwójna krótka strzałka), i jeden duży jasny pęcherzyk o średnicy 70—120 nm 

(podwójna długa strzałka), w  zakończeniach aksonalnych. Pow. 30 600 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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Rye. 20. Średnie arytmetyczne (z 24 pól) liczby małych pęcherzyków ziarnistych 
i jasnych o średnicy 40—60 nm oraz liczby dużych pęcherzyków ziarnistych i jas
nych o średnicy 70—120 nm w  0,47 mm* powierzchni preparatu. 1 — małe pęcherzy
ki ziarniste o średnicy 40—60 nm, 2 — małe pęcherzyki jasne o średnicy 40—60 nm, 
3 — duże pęcherzyki ziarniste o średnicy 70—120 nm, 4 — duże pęcherzyki jasne
o średnicy 70—120 nm, * — średnia arytmetyczna, ** — standardowy błąd śred

niej, P — prawdopodobieństwo 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 mm2 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 wyrażały się wzrostem do 17% liczby pęcherzyków z ciem
nym rdzeniem i obniżeniem liczby pęcherzyków z jasnym rdzeniem do 
25%>. Małe jasne pęcherzyki stanowiły 24°/o, a duże jasne pęcherzyki od
powiednio 15% ogólnej liczby liczonych pęcherzyków (ryc. 21).

Po podaniu 5-hydroksydopaminy obserwowano statystycznie niezna- 
mienny w porównaniu z kontrolą wzrost ogólnej liczby małych pęcherzy
ków ziarnistych o średnicy 40—60 nm oraz obniżenie ogólnej liczby du
żych pęcherzyków ziarnistych i jasnych o średnicy 70— 120 nm (ryc. 
20). Istotne były natomiast zmiany proporcji zarówno małych, jak i du
żych pęcherzyków ziarnistych z ciemnym i jasnym rdzeniem. Liczba ma
łych pęcherzyków ziarnistych z ciemnym rdzeniem o średnicy 40—60 
nm wzrastała do 31%, a dużych pęcherzyków ziarnistych z ciemnym 
rdzeniem do 30% ogólnej liczby pęcherzyków katecholaminergicznych. 
Małe pęcherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem oraz duże pęcherzyki ziar
niste z jasnym rdzeniem stanowiły po 8% ogólnej liczby liczonych pę
cherzyków. Duże jasne pęcherzyki o średnicy 70—120 nm stanowiły 
23%.

Po łącznym podaniu desmetyloimipraminy i 5-hydroksydopaminy ob
serwowano wysoce statystycznie znamienne w stosunku do kontroli ob
niżenie liczby małych pęcherzyków ziarnistych o średnicy 40—60 nm
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Ryc. 21. Wyrażone w  procentach średnie arytmetyczne (z 24 pól) liczby małych 
pęcherzyków ziarnistych z ciemnym i jasnym rdzeniem, dużych pęcherzyków ziar
nistych z ciemnym i jasnym rdzeniem oraiz innych prawdopodobnie katecholaminer- 
gicznych pęcherzyków, w  0.47 mm* powierzchni preparatu. 1 — małe pęcherzyki 
ziarniste z ciemnym rdzeniem, 2 — małe pęcherzyki ziarniste z jasnym rdzeniem, 
3 — duże pęcherzyki ziarniste z ciemnym rdzeniem, 4 — duże pęcherzyki ziarniste 
z jasnym rdzeniem, 5 — inne prawdopodobnie katecholaminergiczne pęcherzyki 
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 mm2 of specimen area. 1 — 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 dużych jasnych pęcherzyków o średnicy 70—120 nm oraz statystycznie 
nieznamienny wzrost liczby dużych pęcherzyków ziarnistych o średni
cy 70—120 nm. Podobnie jak w grupie zwierząt badanych po podaniu 
wyłącznie desmetyloimipraminy, spotykano małe jasne pęcherzyki o śred
nicy 40—60 nm. Po łącznym podaniu desmetyloimipraminy i 5-hydro- 
ksydopaminy były one mniej liczne (ryc. 20). Obliczenia procentowe wy
kazały zmniejszenie liczby małych pęcherzyków ziarnistych z ciemnym 
rdzeniem do 8% i liczby małych pęcherzyków ziarnistych z jasnym rdze
niem do 11%. Liczba dużych pęcherzyków ziarnistych z ciemnym rdze
niem wzrastała do 29%, natomiast liczba dużych pęcherzyków ziarnis
tych z jasnym rdzeniem obniżała się do 19% (ryc. 21). Duże jasne pęche
rzyki stanowiły 12%, a małe jasne pęcherzyki 21% ogólnej liczy liczo
nych pęcherzyków.
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OMÓWIENIE

Zastosowanie histochemicznej metody fluorescencyjnej do badań nad 
tkankowym umiejscowieniem amin katecholowych (Falek, 1962) pozwo
liło na stwierdzenie, że występują one w zakończeniach aksonalnych
i w perykarionach komórek nerwowych (Carlsson i wsp. 1962). Pery- 
karialną lokalizację dopaminy w istocie czarnej wykazali Anden i wsp. 
(1964). Również Anden i wsp. (1965) w swoich późniejszych pracach oraz 
Hökfelt i Ungerstedt (1969) udowodnili, że włókna dopaminergiczne 
w szlaku łączącym istotę czarną z prążkowiem pochodzą wyłącznie z ko
mórek jej warstwy zbitej. Gulley i Wood (1971) wyodrębnili w niej „ciem
ne” komórki nerwowe o średnicy 15—20 um oraz komórki „jasne” o śred
nicy 10— 12 |im i wykazali, że średnica aksonów „ciemnych” komórek 
nerwowych odpowiada średnicy aksonów dopaminergicznych w szlaku 
nigrostriatalnym. Wyniki tych badań sugerują przeto, że „ciemne” ko
mórki nerwowe warstwy zbitej są komórkami dopaminergicznymi. Suge
stię tę potwierdziły badania Hökfelta i Ungerstedta (1973), którzy stwier
dzili, że w chorobie Parkinsona dochodzi do zmian zwyrodnieniowych 
jednego tylko rodzaju komórek nerwowych, obecnych w zbitej warstwie 
istoty czarnej. Ich opis, podany przez Hökfelta i Ungerstedta (1973), od
powiada „ciemnym” komórkom wyodrębnionym przez Gulleya i Wooda 
(1971). Wyniki tych właśnie badań skłoniły nas do podjęcia próby iden
tyfikacji pęcherzyków dopaminergicznych w obrazach mikroskopowo- 
-elektronowych zbitej warstwy istoty czarnej.

Obraz mikroskopowo-elektronowy komórek nerwowych zbitej war
stwy istoty czarnej oraz występujących w niej pęcherzyków synaptycz
nych stwierdzony u zwierząt kontrolnych we własnych badaniach nie 
różnił się istotnie od wcześniejszych opisów innych autorów, takich jak 
Bak (1967), Gulley i Wood (1971) oraz Gulley i Smithberg (1971). Róż
nicę w stosunku do nich stanowi dostrzeżenie zróżnicowania gęstości ele
ktronowej ziarnistego rdzenia w pęcherzykach o średnicy zarówno 40— 
60 nm, jak i 70—120 nm, które stało się podstawą do wyodrębnienia pę
cherzyków ziarnistych z ciemnym (czarnym) rdzeniem o dużej gęstości 
elektronowej oraz pęcherzyków ziarnistych z jasnym (szarym) rdzeniem
o małej gęstości elektronowej. Brak badań mikrodensytometrycznych 
pozwalających na dokładne określenie gęstości elektronowej rdzenia pę
cherzyków ziarnistych ogranicza w sposób oczywisty precyzyjność wpro
wadzonego podziału. Do jego zastosowania skłoniła jednak dostateczna 
uchwytność stwierdzanych różnic i ich powtarzalność oraz fakt analogicz
nych podziałów stosowanych przez innych autorów (Bondareff 1969; Ri
chards, Tranzer 1970; Jaim-Etcheverry, Zichrer 1971).

W badaniach jakościowych w grupach zwierząt doświadczalnych za
sługują na uwagę dwa zjawiska: 1) brak pęcherzyków ziarnistych w pe
rykarionach komórek nerwowych po podaniu 5-hydroksydopaminy i 5-
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-hydroksydopaminy łącznie z desmetyloimipraminą oraz 2) pojawienie 
się nie obserwowanych w grupie zwierząt kontrolnych małych jasnych 
pęcherzyków o średnicy 40—60 nm w synapsach zwierząt poddanych 
działaniu desmetyloimipraminy oraz desmetyloimipraminy łącznie z 5- 
-hydroksydopaminą. Wydaje się, że opierając się na obrazach mikrosko- 
powo-elektronowych wykazujących obecność pęcherzyków ziarnistych 
z ciemnym rdzeniem o dużej gęstości elektronowej w aksonach i kolbkach 
synaptycznych, pierwsze zjawisko można tłumaczyć natychmiastowym 
przemieszczaniem się maksymalnie wypełnionych pęcherzyków z komór
ki do zakończenia aksolnego. Podobne zjawisko opisali Ibata i wsp. 
(1974), którzy jedynie w jednym przypadku, po podaniu bardzo wysokiej 
dawki 5-hydroksydopaminy, w perykarionach pojedynczych komórek ner
wowych istoty czarnej stwierdzili obecność pęcherzyków ziarnistych 
z ciemno wybarwionym rdzeniem o średnicy 60—80 nm. Uzyskany wy
nik uzależniali oni od ilości podanej 5-hydroksydopaminy i od gromadze
nia się amin endogennych w pęcherzykach. Wyjaśnienie drugiego zja
wiska jedynie na podstawie własnych spostrzeżeń wydaje się niemożliwe. 
Odwołując się jednakże do wyników badań Blooma i Aghajaniana (1968), 
którzy obserwowali wzrost liczby jasnych pęcherzyków pod wpływem 
rezerpiny, uwalniającej katecholaminy z pęcherzyków synaptycznych, 
można przypuszczać, że małe jasne pęcherzyki o średnicy 40—60 nm są 
formą przejściową małych pęcherzyków ziarnistych o tej samej śred
nicy.

Spostrzeżenia nasze sugerujące zmiany gęstości elektronowej rdzenia 
pęcherzyków ziarnistych pod wpływem desmetyloimipraminy i 5-hydro
ksydopaminy skłoniły do próby oznaczenia liczebności pęcherzyków ziar
nistych z jasnym i ciemnym rdzeniem. W przeprowadzonych badaniach 
ilościowych w grupie zwierząt kontrolnych określano liczebność trzech 
rodzajów pęcherzyków: małych ziarnistych o średnicy 40—60 nm oraz 
dużych o średnicy 70— 120 nm, zarówno ziarnistych jak i jasnych. Nie 
oznaczano natomiast liczby małych jasnych pęcherzyków o średnicy 20— 
30 nm i pęcherzyków opłaszczonych. Oparto się w tym względzie na 
kryteriach podziału pęcherzyków na prawdopodobnie katecholaminer- 
giczne, prawdopodobnie acetylocholinergiczne i inne.

Małe pęcherzyki ziarniste o średnicy 40—60 nm z rdzeniem o różnej 
gęstości elektronowej, zależnej od zawartości noradrenaliny w tkance 
(Jaim-Etcheverry, Zichrer 1971), wykazują wzrost gęstości elektrono
wej rdzenia po podaniu alfa-metylo-noradrenaliny — jako prekursora 
noradrenaliny (Bondareff 1969) i 5-hydroksydopaminy, stanowiącej tzw. 
fałszywy neurotransmiter monoaminergiczny (Richards, Tranzer 1970). 
Pellegrino De Iraldi i De Robertis (1963) stosując rezerpinę wykazali pro
stą zależność pomiędzy gęstością elektronową rdzenia małych pęcherzy
ków ziarnistych a intensywnością fluorescencji oraz oznaczanym bioche
micznie poziomem noradrenaliny w tkance. Badania te, łącznie z obser
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wacjami prowadzonymi na innych narządach, doprowadziły do identyfi
kacji małych pęcherzyków ziarnistych, stwierdzonych w części rdzennej 
nadnerczy, jako noradrenergicznych (Terland i wsp. 1979).

Duże pęcherzyki ziarniste o średnicy 70—120 nm, z rdzeniem o róż
nej gęstości elektronowej, malejącej pod wpływem rezerpiny (Banks
i wsp. 1969) i wzrastającej po podaniu alfa-metylo-dopaminy — jako pre
kursora dopaminy (Hökfelt 1968) oraz 5-hydroksydopaminy (Richards, 
Tranzer 1970), uznano z dużym prawdopodobieństwem za pęcherzyki 
dopaminergiczne.

Duże jasne pęcherzyki o średnicy 70—120 nm, w oparciu o cytowane 
uprzednio badania Blooma i Aghajaniana (1968), mogą być uznane za 
formę przejściową dużych pęcherzyków ziarnistych o tej samej śred
nicy.

Małe jasne pęcherzyki o średnicy 20—30 nm, spotykane w dużej licz
bie w zakończeniach cholinergicznych, gromadzą najprawdopodobniej 
acetylocholinę (Whitaker i wsp. 1964). Badania Burna i Randa (1959) su
gerują, że pęcherzyki o tej charakterystyce mikroskopowo-elektronowej 
występujące w zakończeniach katecholaminergicznych również zawierają 
acetylocholinę. Potwierdzają to spostrzeżenia Tranzera i Thoenena (1967b), 
które wykazały, że po inkubacji skrawków w roztworach o dużym stę
żeniu noradrenaliny, w zakończeniach katecholaminergicznych wzrasta 
liczba pęcherzyków ziarnistych, natomiast małe jasne pęcherzyki o śred
nicy 20—30 nm, podobnie jak w zakończeniach cholinergicznych, nie ule
gają zmianie. Pęcherzyki opłaszczone uznane są powszechnie za pęche
rzyki uczestniczące w pinocytozie.

Odrębnym zagadnieniem zasługującym na uwagę jest nie stwierdze
nie w naszym materiale, podobnie jak w badaniach Baka (1967) oraz 
Gulleya i Smithberga (1971), pęcherzyków spłaszczonych. Według Uchi- 
zono (1965) zawierają one neurotransmiter o działaniu hamującym. Wed
ług Obaty i Highsteina (1970) podstawowym neuromediatorem hamują
cym w ośrodkowym układzie nerwowym jest kwas gama-aminomasłowy. 
Występuje on w dużych ilościach w istocie czarnej. Kontrowersyjność wy
ników badań biochemicznych i mikroskopowo-elektronowych wymaga 
odrębnego wyjaśnienia.

W badaniach ilościowych w grupie zwierząt poddanych działaniu des- 
metyloimipraminy stwierdzono wysoce statystycznie znamienne w ze
stawieniu z kontrolą obniżenie liczby małych pęcherzyków ziarnistych 
przy znacznym spadku liczby małych pęcherzyków ziarnistych z ciem
nym rdzeniem, wraz z jednoczesnym, wprawdzie statystycznie niezna- 
miennym, wzrostem liczby dużych pęcherzyków ziarnistych i nieznacz
nym podwyższeniem proporcji dużych pęcherzyków ziarnistych z ciem
nym rdzeniem. Spostrzeżenia te są zgodne z wynikami uzyskanymi przez 
Shaskana i Snydera (1970) oraz Horna i wsp. (1971), którzy wykazali, że 
desmetyloimipramina hamuje neuronalny wychwyt noradrenaliny i sero-
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toniny, natomiast nie wpływa na neuronalny wychwyt dopaminy. W gru
pie zwierząt poddanych działaniu wyłącznie 5-hydroksydopaminy stwier
dzono natomiast statystycznie nieznamienny w porównaniu z kontrolą 
wzrost liczby małych pęcherzyków ziarnistych oraz bardzo znaczny 
wzrost liczby zarówno małych, jak i dużych pęcherzyków ziarnistych 
z ciemnym rdzeniem. Obserwacje te potwierdzają wyniki badań Tranzera
i Thoenena (1967a), Richardsa i Tranzera (1969, 1970) oraz Ibaty i wsp. 
(1974, 1975), którzy stwierdzili, że 5-hydroksydopamina jako ,,fałszywy” 
neurotransmiter monoaminergiczny wzbogaca ziarnistości zarówno w ma
łych, jak i w dużych pęcherzykach ziarnistych.

Po łącznym podaniu desmetyloimipraminy i 5-hydroksydopaminy ob
serwowano wysoce statystycznie znamienne w porównaniu z kontrolą 
obniżenie liczby małych pęcherzyków ziarnistych ze znacznym spadkiem 
proporcji ich grupy charakteryzującej się obecnością ciemnego rdzenia 
oraz, wprawdzie statystycznie nieznamienny, wzrost ogólnej liczby du
żych pęcherzyków ziarnistych z uderzającym jednak przyrostem propor
cji dużych pęcherzyków ziarnistych z ciemnym rdzeniem. Uzyskane przez 
nas wyniki, podobnie jak spostrzeżenia Shaskana i Snydera (1970), Hor- 
na i wsp. (1971) oraz Tennyson i wsp. (1975), wykazują, że 5-hydroksy
dopamina po podaniu desmetyloimipraminy staje się markerem dopami
ny. Wskazują one również, że duże pęcherzyki ziarniste zawierają naj
prawdopodobniej dopaminę.

Autorzy składają podziękowanie przedstawicielstwu firmy Ciba-Cteigy AG 
w  Warszawie za udostępnienie do badań desmetyloimipraminy (Pertofran).

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ДОФАМИНЭРГИЧЕСКИХ ФОЛЛИКУЛ 
В ЭЛЕКТРОННО-МИКРОСКОПИЧЕСКИХ КАРТИНАХ ПЛОТНОГО СЛОЯ 

ЧЕРНОГО ВЕЩЕСТВА КРЫСЫ

Резю м е

Электронно-микроскопные исследования относились к большим гранулезным и светлым 
фолликулам диаметром в 70—120 нм и к малым гранулезным и светлым фолликулам диа
метром в 40—60 нм, наблюдаемым в перикарионах нервных клеток и в аксонах и синапсах 
плотного слоя черного вещества крысы. Материал для исследований составляло 8 крыс, 
разделенных на 4 группы: 1) после введения десметилоимипрамина; 2) после введения 5-ги- 
дроксидофамина; 3) после совместного введения десметилоимирамина и 5-гидроксидофамина 
и 4) животные неподверженные никаким процедурам (контрольная группа). Констатиро
вано, что после введения десметилоимипрамина кроме многочисленных малых гранулезных 
фолликул с серцевидной с малой электронной густотой появились многочисленные светлые 
фолликулы диаметром в 40—60 нм. После введения 5-гидроксидофамина выступали мно
гочисленные малые и большие гранулезные фолликулы с сердцевиной с болыцой электронной 
густотой. После совместного введения обоих соединений были видимы многочисленные 
больщие гранулезные фолликулы с сердцевиной с болыцой электронной густотой и много
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численные малые гранулезные фолликулы с сердцевиной с малой электронной густотой. 
Известно, что после введения десметилоимипрамина 5-гидроксидофамин становится мар
кером исключительно дофамина и следовательно исследования авторов наводят на мысль, 
что болыдие гранулезные фолликулы диаметром в 70—120 нм содержат дофамин. Светлые 
фолликулы наиболее вероятно являются переходной формой гранулезных фолликул с этим 
самым диаметром.

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

IN RATS

S u m m a r y

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 neurons, and within the axons and synapses of 
the compact голе of substantia nigra in rats. The studies 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 30 600. In each of the examined 4 groups the number of 
vesicles was determined on 24 areas of 14 400 mm* each, this corresponding to
0.47 mm8 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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