NEUROPATOLOGIA
POLSKA




NEUROPATOLOGIA POLSKA

KWARTALNIK

TOM 23 1985 ZESZYT 2

KOMITET REDAKCYJINY

Jan Albrecht, Jolanta Borowska-Lehman, Maria Dambska, Jerzy Dymecki, Janusz Groniowski,
Jozef Kaluza, Adam Kunicki, Miroslaw J. Mossakowski, Wielistaw Papierz, Mieczystaw Wender,
Irmina Zelman

PRZY WSPOLPRACY

Ludo van Bogaert (Antwerpia), Werner Jdnisch (Halle), Igor Klatzo (Bethesda), Istvan Kornyey
(Pecs), Jochen Quandt (Bernburg-Saale), Franz Seitelberger (Wieden), Istvan Tariska (Budapeszt)

REDAKCIJA SCISEA

Janusz Groniowski, Adam Kunicki, Mieczystaw Wender, Irmina Zelman

REDAKCJA

Redaktor Naczelny: Mirostaw J. Mossakowski
Zastepca Redaktora Naczelnego: Irmina Zelman
Sekretarz Redakcji: Anna Zar¢ba-Kowalska

ADRES REDAKCII

Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk,
ul. Dworkowa 3, 00-784 Warszawa, tel. 49-82-79, 49-70-18

Wydano z pomocg finansowa Polskiej Akademii Nauk

Zaktad Narodowy im. Ossolinskich — Wydawnictwo. Wroclaw 19885.
Naklad: 580 egz. Objetosé: ark. wyd. 8, ark. druk. 6,63, ark. A;-9.
Papier druk. sat. k1. I1I, 80 g, 70 x 100. Oddano do sktadania 1985-02-28.
Podpisano do druku 1985-07-12. Druk ukoficzono w lipcu 1985.
Wroctawska Drukarnia Naukowa. Zam. 3119/85. R-7 Cena zt 125.—

htto://rcin ora ol
HWpP.//TGH .01 B
I



NEUROPAT. POL., 1985, 23, 2
PL ISSN 0028-3894

JERZY DYMECKI, DANUTA MARKIEWICZ, MACIEJ POLTORAK, OLGIERD
PUCILOWSKI, WOJCIECH KOSTOWSKI, ANDRZEJ BIDZINSKI

EFFECTS OF INTRACEREBRAL TRANSPLANTATION
OF IMMATURE SUBSTANTIA NIGRA IN RATS WITH
EXPERIMENTALLY INDUCED PARKINSON’S DISEASE

I. COMPARATIVE EVALUATION OF TWO MODELS OF PARKINSON’S DISEASE
INDUCED BY UNILATERAL STEREOTAXIC LESION OF THE SUBSTANTIA NIGRA
WITH ELECTROCOAGULATION AND WITH 6-HYDROXYDOPAMINE

Department of Neuropathology, Department of Pharmacology and Physiology, Departmsant of
Biochemistry, Psychoneurological Institute, Warsaw

Parkinson’s disease is one of the most frequent degenerative diseases of the
nervous system. The intensity of the basic symptoms of this disease — hypokinesia
and tremor is directly proportional to the depression of dopamine (DA) metabolism
in the striatum. This in turn is connected with the reduced activity of the whole
nigro-striatal pathway owing to degeneration of DA-containing cells within the com-
pact zone of substantia nigra (Hornykiewicz 1963). These findings gave a theoretical
basis for treatment of Parkinson’s disease with L-dihydroxyphenylalanin (L-DOPA),
a DA precursor. Its application was a marked progress in the therapy of this disease.
The considerable improvement in the clinical course in patients is due to the enhan-
cement of DA metabolism by this drug, especially within the striatum (Lloyd et
al. 1975).

Substitutive treatment with L-DOPA is, however, limited, either on account
of frequent cases resistant to this drug (Izumi et al. 1971) or because of a number
of undesirable symptoms appearing during the cure (Dwoision, Yahr 1972; Larsen,
Calne 1982). Moreover, even in cases when the pathologic symptoms recede under
pharmacological treatment, the prognosis remains unfavourable as regards healing.
Therefore, new methods continue to be searched for in the therapy of this condition.
One of the more recent lines of research are investigations on the efficiency of trans-
plantation of fetal substantia nigra (SN) cells directly into the striatum (Bjorklund
et al. 1980; Freed et al. 1980). If this substitutional method could be introduced
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168 J. Dymecki et al.

into the neurological clinic a great progress and hope of better therapeutic results
for patients suffering from Parkinson’s disease could be achieved.

For this kind of investigation the experimental model of Parkinson’s disease
should be elaborated, reflecting two main findings characteristic for human Parkin-
son’s disease — degeneration of the neurons of the compact part of substantia nigra
and a reduction of the dopamine level in the striatum. The attention of investigators
interested in experimental models of this disease is mainly concentrated on the search
for methods of selective damaging of the nigro-striatal dopaminergic system. In
order to obtain a lesion of this system a unilateral stereotaxic destruction of pars
compacta of the SN was achieved by two methods — electrocoagulation or injection
of 6-hydroxydopamine (6-OHDA), according to Ungerstedt (1968). The action
of the latter is connected with the similarity of its chamical structure to that of DA.
Dopaminergic and noradrenergic neurons accumulate actively 6-OHDA which
further undergoes intracellular oxidation as the result of which these neurons are
destroyed (Hokfeld, Ungerstedt 1973; Ungerstedt et al. 1973; Kostrzewa, Jaco-
bowitz 1974).

The aim in view in the present study was to compare the usefullness of both
experimental models, especially their morphological and biochemical effects in
dependence on the kind of damaging factor and the time of survival after injury.

The results should serve for the choice of the most suitable model for further
experimental investigations on the influence of transplantation of inmature SN
cells as a method of substitutive compensation of the disturbances evoked by dege-
neration of the nigro-striatal system.

MATERIAL AND METHODS

The investigations were performed with rats of the Wistar strain weighing 180—
200 g. The material for morphological studies, consisting of 26 animals was divided
into two experimental groups. In group A of 12 rats, the compact part of the SN
was lesioned by electrocoagulation in a Stoelting stereotaxic apparatus. Rats were
anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg i.p.), and electrolytic lesions were
made stereotaxically according to the coordinates of the Konig and Klippel atlas
(1963): A =24mm, L =1.8mm, V = 2.3 mm. Parametres of electric current
were: 1.5 mA for 7 sec. In group B of 9 rats unilateral chemical destruction of the
dopaminergic cells of the compact part of the SN (area A9) was performed by ste-
reotaxic injection of 6-OHDA. In order to limit the noxious action of 6-OHDA
solely to the DA cells, and particularly to spare the noradrenergic neurons, the
animals received 45 min before toxin application desipramine HCI (Pertofran, Ciba-
Geigy) in a 25 mg/kg dose i.p. 6-OHDA was injected under general chloral hydrate
anesthesia (400 mg/kg i.p.). The rats were placed in a Stoelting stereotaxic apparatus
so, that the base of the incisors was angled 5° downward to the interaural line.
Then through the hole bored in the skull, the needle of a Hamilton syringe (701-N)
was introduced into the compact part of the SN, on the right side according to the
coordinates of Konig and Klippel’s atlas (1963): A =24 mm, L = 1.8 mm, V =
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Models of SN selective lesion 169

2.3 mm, and 8 ug/4 ul of freshly prepared 6-OHDA-hydrobromide (Calbiochem-
Behring) was injected at a rate of 1 pl/min. As solvent served a cold physiological
saline solution containing 0.2 mg/ml ascorbic acid. Group C of 5 rats served as
control. They were subjected to sham lesions, that is a cannula was introduced
into the pars compacta of the SN identically as in the experimental animals, but
without applying electric current or 6-OHDA solution.

The animals were decapitated after 2, 4, 7, 14 and 21 days. For morphological
investigation the brains were fixed in 5%, formol solution. Paraffin sections were
cut serially in the frontal plane. The preparations were stained either with HE or
by the Kliiver—Barrera method. The efficacity of the damage of the compact part
of the SN was evaluated microscopically according to a four-degree score, from 0
to 3 (Tab. 1) at five levels of the stereotaxic rat brain atlas of Konig and Klippel
(1963) at which substantia nigra was visible.

In order to evaluate the efficacity of the lesion of SN the content of DA separately
in the right and left brain hemisphere was examined. Biochemical analysis was
performed on 19 Wistar rats divided also into three similar experimental groups.
Extraction of catecholamines from tissue was carried out according to the method
of Haubrich and Denzer (1973). After isolation on aluminium oxide, dopamine
concentrations in brain were determined by the fluorimetric method of Chang
(1964).

RESULTS

Morphological investigations

In macroscopic examinations a slight defect of tissue of about 0.5 mm diametre
corresponding to the pathway of the cannula was visible on the dorsal surface of
the rat brain, similar in all experimental groups. This pit had rust-coloured edges,
it was localized in the paramedial-posterior area of the occipital lobe of the right
cerebral hemisphere. The course of this channel on coronal sections of the brain
is illustrated in the diagram (Fig. 1). A cuneate cortical defect penetrated into the
channel indicating the pathway of the cannula, reaching finally the pars compacta
of the SN. Microscopically necrotic changes were observed along this channel and
tissue reaction in the form of single macrophages as well as glia and mesenchymal
cells proliferation with microglial rods.

Group A — electrocoagulative lesion of SN

Localization of the lesion is shown in the diagrams (Figs 1, 2). The lesion due to
electrocoagulation appeared as focal necrosis of diffusive type, usually destroying
completely the compact part of the SN. The shape of the foci and their size varied
at different levels within the same brain. The lesioned area usually involved to some
extent the lemniscus medialis, the ventral part of the red nucleus, the pars reticularis
of the SN and sometimes the dorsal part of the cerebral peduncles. Sometimes
the lesion was localized above or below the compact part of the SN and some neurons
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- chemical lesion area
obszar uszkodzenia chemicznego

N\ electrocoagulation area
obszar uszkodzenia elektrokoagulacyjnego

LT
i channel of the needle pathway
i kanat wprowadzenia igly

Fig. 1. Diagram representing three levels of the rat brain according to atlas of Konig and Klippel
(1963). The most typical areas of SN lesions after electrocoagulation and application of 6-OHDA.
The pathway of cannula introduction is shown

Ryc. 1. Schemat trzech pozioméw moézgu szczura wg Atlasu Koniga i Klippela (1963), na ktérym
uwidoczniono typowa lokalizacj¢ uszkodzer istoty czarnej po zastosowaniu elektrokoagulacji
i wstrzyknieciu 6-OHDA. Widoczny jest rowniez kanat wkiucia igly
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Models of SN selective lasion 171

Fig. 2. Localisation of damage by electrocoagulation of right substantia nigra. Kliiver-Barrera.
Magn. glass

Ryc. 2. Lokalizacja zniszczenia istoty czarnej po stronie prawej po zastosowaniu elektrokoagulacji.
Kliver-Barrera. Pow. lupowe

Table 1. Comparison of efficacy of SN destruction by electrocoagulation and chemical method
(6—OCHDA)
Tabela 1. Poréwnanie efektywnosci zniszczenia istoty czarnej przy zastosowaniu elektrokoagulacji
i metody chemicznej (6—OHDA)

Degree of destruction electrocoagulation chemical method
Stopien zniszczenia elektrokoagulacja metoda chemiczna
0 8% 1%
1 58% 22%
& 17% 22%
3

17% 45%

0 — complete destruction of neurons of compact part of SN is not noticeable at any of the five
examined mesencephalon levels

na zadnym z pigciu badanych poziomoéw $rodmézgowia nie stwierdza sie pelnego zniszczenia
neuronéw czesci zbitej SN

1 — complete destruction of neurons visible at one level at least
pelne zniszczenie neuronéw widoczne conajmniej na jednym poziomie

2 — complete destruction of neurons at two levels at least
pelne zniszczenie neurondéw conajmniej na dwoch poziomach

3 — complete destruction of neurons at three or more levels
pelne zniszczenie neuronéw na 3 lub wiecej poziomach
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172 J. Dymecki et al.

Fig. 3. Electrocoagulation. Survival time — 2 days. Extensive tissue defect in the area of compact
part of the SN filled with protein-rich fluid. Kliiver-Barrera. X 60
Ryc. 3. Elektrokoagulacja. Czas przezycia 2 dni. Rozlegly ubytek tkanki wypelniony bogatobial-
kowym plynem w obszarze czeici zbitej istoty czarnej. Kliiver—Barrera. Pow. 60x
Fig. 4. Electrocoagulation. Survival time — 4 days. Large necrotic focus with intensive glio-meso-
dermal reaction. The lesion comprises compact part of the SN and adjacent structures. Kliver—
Barrera. x 60
Ryc. 4. Elektrokoagulacja. Czas przezycia — 4 dni. Duze ognisko martwicy z intensywna reakcja
glejowo-mezodermalna. Obszar uszkodzenia obejmuje cze$¢ zbita istoty czarnej i przylegle struktury.
Kliiver—Barrera. Pow. 60 x

http://rcin.org.pl
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Models of SN selective lesion 173

of this structure were found to be intact. The efficacity of electrolytic damage of the
pars compacta of the SN according to the above mentioned score (Tab. 1) was as
follows: 0—1 case, 1—7 cases, 2—2 cases, 3—2 cases.

As far as the dynamics of changes is concerned, on the 2nd day after electrocoagu-
lative injury an extensive tissue defect was visible filled with fluid rich in protein
(Fig. 3). In higher magnification the surrounding tissue showed spongiosis and

&

7 days. Extensive necrotic area, well demarkated,
exceeds the compact part of the SN. Kliiver—Barrera. x 60
Ryc. 5. Elektrokoagulacja. Czas przezycia — 7 dni. Dobrze odgraniczone, rozleglte ognisko martwicy
przekracza obszar czesci zbitej istoty czarnej. Kliiver—Barrera. Pow. 60 X

Fig. 6. Lesion produced by 6-OHDA. Survival time — 2 days. Partial loss of neurons in compact

part of the SN (arrow). The preserved neurons show degenerative changes. Kliiver— Barrera. X 60

Ryc. 6. Uszkodzenie wywolane przez 6-OHDA. Czas przezycia — 2 dni. Ubytki neuronéw w czesci

zbitej istoty czarnej (strzatka). Zachowane neurony wykazuja zmiany zwyrodnieniowe. Kliiver—
Barrera. Pow. 60 x

o
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a discrete proliferation of glio-mesodermal cells. On the 4th day intensive prolife-
ration of cellular elements in the lesion area and enhanced edematous changes
around the lesion were noted (Fig. 4). On the 7th day a distinct demarcation of the
edge of the necrotic focus was visible (Fig. 5). The presence of numerous foamy
macrophages containing sometimes hemosiderin grains were noted. After 14 and

L V'

Fig. 7. Destruction caused by 6-OHDA. Time of survival 4 days. Narrow strand of proliferative
cell reaction in the lesioned area (arrow). Kliiver—Barrera. X 60

Ryc. 7. Uszkodzenie wywolane przez 6-OHDA. Czas przezycia — 4 dni. Waskie pasmo rozplemowej
reakcji komérkowej w obszarze uszkodzenia (strzalka). Kliiver—Barrera. Pow. 60 x
Fig. 8. Lesion produced by 6-OHDA. Survival time — 7 days. Selective loss of neurons in compact
part of the SN with discrete tissue rarefaction (arrow). H—E. X 60
Ryc. 8. Uszkodzenie wywolane przez 6-OHDA. Czas przezycia — 7 dni. Wybibrcze ubytki neuro-
néw w czeéci zbitej istoty czarnej z delikatnym rozluznieniem podioza (strzatka). H—E. Pow. 60 X
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21 days repair reactions dominated in the lesion focus. The tissue defects had the
form of a single hole or a system of holes, separated by a network of vessels and
fibers and covered by loosely lying macrophages. In the surroundings an almost
complete extinction of the cellular reaction was observed.

Group B — lesion of SN caused by 6-OHDA

The most typical localization, area and shape of the lesion foci are illustrated
in Figure 1. Chemical injury, in contrast to the electrocoagulative damage, had the
form of selective necrosis, destroying neurons of the compact part of the SN without
distinct features of injury to other structures. The shape of the foci was usually elon-
gated. It is noteworthy that even when the localization of the lesion was not quite
correct, frequently a complete loss of neurons of the compact part of the SN was
seen, not only at the level of the needle pathway but also on cross sections above
and below it. The efficacity of the lesion after 6-OHDA injection according to the
adopted score was as follows: 0—1 case, 1—2 cases, 2—2 cases, 3—4 cases.

On the 2nd day of survival after 6-OHDA injection a complete or partial disap-
pearance of the compact part neurons was noticeable. The preserved neurons showed
degenerative features (Fig. 6). On the 4th and 7th day of survival a proliferative
cell reaction with the participation of macrophages was visible at the site of 6-OHDA
injection (Fig. 7). Along the prolongation of the focus in cranial or caudal direction
frequently selective loss of neurons of the compact part was seen with discrete
rarefaction of the tissue structure (Fig. 8). A narrow strand of glio-mesodermal
scar was visible on day 14 and 21 of survival limited almost exclusively to the com-
pact part of the SN. Table 1 shows the comparison of efficacy of the SN lesion by
electrocoagulation and by 6-OHDA.

Group C — control (sham lesions)

On coronal sections of the brain the channel of the cannula was visible, like in
experimental groups. The compact part of the SN was intact.

Biochemical investigations

Effect of SN electrocoagulation on DA content

The effigacy of lesion was evaluated 5 days after surgery. The biochemical results
are presented in table 2. This table shows that the DA content of the lesioned right
hemisphere is significantly lower than of the left (non lesioned hemisphere) at the
level of p < 0.001.

Effect of 6-OHDA lesion on DA content

Table 2 shows that the chemical lesion caused a more pronounced decrease
of DA content in the right hemisphere than electrocoagulation (p < 0.001). In
both groups the mean difference between right and left hemisphere was also signifi-

cantly higher in rats with SN lesion than in sham-operated control animals (p <
0.02).
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Table 2. Comparison of dopamine content in left and right hemisphere of rat brains with electrocoa-
gulation and chemical lesion of right compact part of SN

Tabela 2. Porobwnanie zawartosci dopaminy w lewej i prawej potkuli mozgu szczuréw po uszkodze-
niu elektrokoagulacyjnym i po chemicznym zniszczeniu czgéci zbitej istoty czarnej

Dopamine content (ng/g of wet tissue)
Zawarto$¢ dopaminy (ng/g $wiezej tkanki)

: left hemisphere right ‘mean difference

Charact f 1
SR es:ox‘l n (nonlesioned) hemisphere between left and
Charakter uszkodzenia (lesioned) right hemisphere

lewa potkula  prawa pélkula  $rednia rdznica
(nieuszkodzona)  (uszkodzona) miedzy lewa i prawa

potkuly
Electrocoagulation 8 15174268 1084 4-288a¢ 4334257
Elektrokoagulacja
Chemical lesion with 6-OHDA 5 1480+257° 9424-374ba 538--200¢
Uszkodzenie chemiczne
(6—OHDA)
Sham lesion 6 16074185 15534-348¢c4 544-322¢t

Uszkodzenie rzekome

Results are means +SD, n — number of animals

Wyniki podano jako $rednie 4+ odchylenie standardowe, n — liczba zwierzat

Letters indicate the pairs of values subjected to statistical evaluation with the t-Students test. The p
values were: a, b, ¢, d — < 0.001, e, f — < 0.02. The pairs of values not described with letters
showed no significant differences

Litery oznaczaja pary wartosci poddanych ocenie statystycznej testem t-Studenta. Wartos¢ p dla a,
b,c,d — < 0,001, dlae, f — < 0,02. Warto$ci nie oznaczone literami sa statystycznie nieznamienne

DISCUSSION

To sum up the present investigations it may be stated that the application of
both ways of injuring the SN, electrocoagulative and chemical, under identical
stereotaxic conditions gave positive results, they were, however, distinctly better
after the use of 6-OHDA. The number of rats exhibiting the highest degree of effica-
city of the lesion with best selectiveness in damaging the SN neurons without injury
to the tissue matrix and surrounding structures after chemical SN lesion was higher.
The fact was also important that the chemically produced lesion caused a loss of
neurons of the pars compacta of the SN both rostral and caudal in relation to the
point of injection of 6-OHDA. The lesion focus due to the electrocoagulation was
usually extensive, at least in its central part and, beside injuring the SN, it frequently
involved adjacent structures, causing their destruction, whereas the neurons of
the pars compacta of the SN above and below the site of action of the current were
intact. Thus, the method of electrocoagulation does not ensure total destruction of
the SN.
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Models of SN selective lesion 177

Our results demonstrate that chemical SN lesion with 6-OHDA caused a more
pronounced decrease of DA content in the right (lesioned) hemisphere. On the other
hand it seems that the experimental procedure with introduction of 6-OHDA is
less traumatizing for animals than electrocoagulation. This leads to the conclusion
that the use of 6-OHDA is much more convenient than electrocoagulation for obtai-
ning an experimental model of Parkinson’s disease because the chemical lesion of
pars compacta is more selective and efficacious.

WYNIKI DOMOZGOWYCH TRANSPLANTACJI NIEDOJRZALEJ ISTOTY CZARNEJ
U SZCZUROW Z DOSWIADCZALNIE WYWOLANA CHOROBA PARKINSONA

1. Badania poréwnawcze nad dwoma modelami choroby Parkinsona wywolanymi przez
jednostronne stereotaktyczne uszkodzenie istoty czarnej przy uzyciu elektrokoagulacji
lub przez wstrzyknigcie 6-hydroksydopaminy

Streszczenie

Przeprowadzono morfologiczna oceng topografii, struktury i dynamiki zmian wystepujacych
po uszkodzeniu czesci zbitej istoty czarnej (SN) u szczuroéw, wywolanej przez wstrzyknigcie 6-hydro-
ksydopaminy (6-OHDA) lub elektrokoagulacje.

Materiat obejmowat 26 szczurdéw szczepu Wistar, ktére podzielono na 3 grupy do§wiadczalne.
W grupie I (12 szczuréw) wykonano jednostronne zniszczenie cze$ci zbitej SN przy uzyciu pradu
elektrycznego. W grupie II (9 szczuréw) do jednostronnego uszkodzenia cze$ci zbitej SN uzyto
6-hydroksydopaminy, wybiorczo uszkadzajacej neurony katecholaminergiczne. W grupie III kon-
trolnej (5 szczuréw) wprowadzano do pars compacta SN igle w takich samych warunkach bez
uzycia pradu lub podawania neurotoksyny. Zwierzeta dekapitowano 2, 4, 7, 14 i 21 dni po zabiegu.
Mozgi krojono seryjnie i barwiono HE oraz metoda Kliiver-Barrery. Skuteczno$¢ uszkodzenia
oceniano wedlug 4-stopniowej skali.

Pozytywne wyniki uzyskano w obu stosowanych metodach, jednak przy uzyciu 6-OHDA
odznaczaly si¢ one znacznie wigksza wybiorczoscia. Uszkodzenie spowodowane pradem elektrycz-
nym bylo z reguly bardziej rozlegle i na poziomie wklucia igly przechodzito poza pars compacta
SN na sasiednie struktury pnia mézgu, nie obejmujac neuronéw polozonych doglowowo i doogo-
nowo. Natomiast uszkodzenie przy uzyciu 6-OHDA powodowalo wybi6rcze zniszczenie wszystkich
neurondéw czesci zbitej SN zaréwno na poziomie wkiucia jak rOwniez ponizej i powyzej tego po-
ziomu.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze dla wytworzenia modelu do$wiadczalnego parkinso-

nizmu korzystniejsze jest uszkodzenie pars compacta SN przy pomocy 6-OHDA niz elektrokoagu-
lacji.

PE3VJIBTATBI BHYTPUMO3IOBbIX TPAHCIUIAHTALIMM HE3PEJIOTO YEPHOI'O
BEIECTBA VY KPBIC C OKCITEPUMEHTAJIbHO BHI3BAHHOM BOJIE3HBIO ITAPKMH-
COHA

I. CpaBHuTeNIbHBIE MCCHIENOBaHUs NBYX Mogeneif 6one3nd ITapKHHCOHA BBI3BAHHBIX
OJTHOCTO POHHMM CTEPEOTAKTHYECKMM MOBPEXKICHHEM YEPHOIO BEILECTBA C NMPHMEHEHHEM
3MEKTPOKOATYJIALMY MM IIPH NOMOIIM MHBKUMHM 6-THAPOKCHAOMaMuHA

Pesome

ITpoBeneHo MOP(HOIOrHYECKy O OLEHKY Tomorpadmu, CTPOEHHS ¥ NMHAMAKA H3MEHEHMI
BBICTYNAIOLMX 110C/I€ MOBPEXICHAS IUIOTHOM 4YacTH YepHOro eemectsa (SN) y KphiC, BEI3BAHHOTO
nyTeM HMHBEKIMH 6-ruapokcuaodammua (6-OHDA) wim myTeM 3JIeKTPOKOATYJIALMHA.
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178 J. Dymecki et al.

Marepran oxBaThiBan 26 Kphic pona Bucrtap, xoTopslit 6611 pa3nenen Ha 3 3KCIEpAMEHTAIb-
Hble rpymmsl. B I rpynme (12 kpbIC) npOM3BeieHO ONHOCTOPOHHEE YHRYTOXEHHE IUIOTHOM yacTH SN
NPA NOMOIIH 3eKTPHYecKoro Toxa. Bo II rpymme (9 xpbiC) is OJHOCTOPOHHErO HOBPEXACHUS
mwI0THOH YacTu SN OblI mpHMeHEH 6-THAPOKCHAO(GAMNIH, CENIEKTHBHO MOBPEXIAIOLMH KaTexoma-
MuHIpruveckne HeipoHsl. B III — XOHTpOJBHOM rpymie (5 KpbIC) BBEAEHO B ILIOTHYIO YacTh SN
MIJIy B TAKHX CAMBIX YCIOBHMSIX 6€3 IMpUMEHEHHs TOKA WA BBEJECHHs HEHPOTOKCHHA. JKHMBOTHBIX
obe3rnasmmBaHo 4epes 2, 4, 7, 14 u 21 mHeit mocne mporteAypsl. Mo3ru ObUIH CPEe3BIBAHBI CEPHITHO
u kpamwensl HE u meromom Kimoeep-Bappepsl. D GheXTHBHOCT NOBPEXACHUS OLEHUBAIACH IO
4-CTenenHo#i mxane.

TTonoXuTeNbHBIE PE3YIBTATHI MOMYYHIHCH B 000MX NPUMEHSEMBIX METOAAX, HO IIPH IOMOIIH
mHBeKIA 6— OHDA OHM OTNMYAIUCH 3HAYATENBLHO Ooibmieit cenekTHMBHOCTHIO. IToBpexneHwe
BBI3BAHHOE 3JIEKTPHIECKHM TOKOM OBLTO Xak mpaBuio 6oJiee IPOTSHNEHHO ¥ HA YPOBHE YKOJIa HIJIBI
PacIpOCTPaHANOCE 32 Mpelelsl WIOTHOU yacTH SN Ha COCeHHEe CTPYKTYPSI MO3rOBOTO CTBOJNA,
HE OXBAThIBas HEMPOHOB PACIIOJIOKCHHBIX B HAIIPABICHHMW I'OJIOBHI M XBOCTA. 3aTO MOBPEXICHHE
¢ npuMeneEneM 6— OHDA BbI3BIBaNO CENEKTHBHOE MOBPEXICHHE BCEX HEHPOHOB IUIOTHOM YacTH
XaK Ha YPOBHE YKOJIa, TaK TAKXKe HUKE M BBIIIE 3TOTO YPOBHS.

W3 npoBeNeHHbIX HCCIIENOBAHMIA BHITEKAET, 4TO I 00Pa30BaHUS IKCTIEPEMEHTAILHON MOIE A
NapKMHCOHM3MA GoJiee BHITOAHO MOBPEX/ICHHE IUIOTHOM YacTu SN npu momomm 6— OHDA, yem
3JIEKTPOKOATyJIALMH.
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In recent years there have been many reports on trials of substitutive treatment
of experimental Parkinson’s disease in animals by intracerebral implantation of
fetal tissue containing substantia nigra (SN) cells (Bjorklund et al. 1980 a, b; Freed
et al. 1980). As known today the central nervous system is immunologically pri-
vileged. Owing to this, transplants not only of nervous tissue, but various others,
may be accepted by the host brain (Scheinberg et al. 1964). Lately successful trans-
plantation of heterogeneous tissue (from mouse) into the rat striatum has also been
described (Bjorklund et al. 1982).

The survival of the transplant may be tested by several methods. The basic
one is histopathological examination. However, the lack of characteristic features
for dopaminergic neurons of rat SN in routine examination, which, contrary to
the human brain, do not contain melanin grains makes their identification difficult.
These examinations may, however, bring abundant data concerning the behaviour
of the host tissue in response to the transplant.

Histofluorescence techniques based chemically on condensation of biogenic
amines with paraformaldehyde (Bjorklund et al. 1972; Bloom, Battenberg 1976)
allow to establish the presence of dopamine-synthetising neurons in the transplant,
and thus demonstrate its survival in the host brain. When this technique is applied,
neurons containing dopamine (DA) exhibit characteristic fluorescence, allowing
their identification and distinction from other CNS cells.

The purpose of the present study was to evaluate whether neonatal SN cells
transplanted into the vicinity of the striatum are capable of surviving in the adult

Study supported by grant of the Polish Academy of Sciences within the progremme No.
10.4.2.05.2.4.
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rat brain with unilateral destruction of the neurons of the nigro-striatal system.
The effects of transplantation were tested by the histological and histofluorescence
methods.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed with 40 albino Wistar, male rats, weighing
180—200 g, in which the compact part of the SN was damaged on the right side
by stereotaxic administration of 8 pug 6-hydroxydopamine (6-OHDA) after Unger-
stedt et al. (1973). For details of the method see Dymecki et al. (1985). Two weeks
after SN lesion, dopaminergic neurons were intracerebrally transplanted. The tissue
was taken from brains of newborn Wistar rats of the same litter. The donor animal
was decapitated, the brain was removed and placed with dorsal surface upward on
a glass slide. The ventro-lateral part of the mesencephalon was extracted with a steri-
lised scalpel and placed in a Petri dish, containing Ringer’s solution. The host rat
was anesthetised with chloral hydrate (400 mg/kg i.p.) and placed in a Stoelting
stereotaxic apparatus. The skin on the head was transsected in sagittal line and the
periosteum was retracted to the sides. Then on the riht side a hole was drilled in
the skull with coordinates: 0.5 mm anterior to the bregma and 1.5 mm laterally
to the right of the middle sagittal suture.

Material from the midbrain of the newborn rat, containing dopaminergic neurons,
was aspirated into a modified punction needle. Its volume was 1—3 mm?3. The
needle was introduced at a 180° angle vertically into the brain through the hole in
the skull to a depth of 4 mm below the outer skull bone surface, into the area between
corpus callosum and striatum. The tissue of the transplant was pushed into the host
brain with a mandrin. The needle was removed after one minute. Powdered crystaline
penicyllin was spread in the region of skin section, then clips were placed on the edges
of the wound.

The material was divided into three groups. In the group I, consisting of 25 rats,
fragments of newborn SN were transplanted. Group II consisted of 8 rats in which,
two weeks after losion of the SN, fragments of the sciatic nerve, neutral tissue not
producing DA, taken from young rats, were transplanted (sham transplantation).
The transplantation technique was identical as in SN transplantation. This group
served as a control group. For verifying the efficacy of the lesion and the survival
of the transplant, histopathological investigations were performed. Serial paraffin
sections were stained by the Kliiver-Barrera and HE methods. In group III, consisting
of 7 rats, for verifying DA synthesis by the graft histofluorescence studies were per-
formed. In 3 rats of this group only the SN was damaged with 6-OHDA without
transplantation. This subgroup served for histofluorescence evaluation of the in-
fluence of 6-OHDA on the SN neurons.

The animals were perfused with fluid, constituting a combination of two solu-
tions: 150 ml of 0.3 M phosphate buffer, (pH 7.4) and 1.5 g paraformaldehyde
(Merck). The latter was dissolved in an electric mixer with simultaneous warming
to 70—80°C. After complete paraformaldehyde depolymerization the solution
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was cooled to room temperature. The second solution was prepared by adding 150 ml
of Ringer’s solution (Polfa) and 6.0 glioxylic acid (Sigma). Both solutions were mixed
and adjusted to pH 7.4 with 10 N NaOH. The perfusion fluid thus prepared was
cooled to 0—4°C and then placed in a container with water and ice.

The animals were anesthetised by intraperitoneal injection of chloral hydrate
(400 mg/kg). The rat was stretched on a cooled section plate in supine position.
The animal’s head was cooled by placing it in crumbled ice. Then, the thoracic
wall was bilaterally cut and the heart was exposed. The needle with the perfusion
fluid was introduced into the left ventricle. The auricle was punctured with a needle
of the same diameter. The mean pressure of the perfusing fluid was 250 —330 mm Hg,
this making possible ending of the procedure within 60—90 s. During perfusion
the descending aorta was closed with surgical pincers.

After perfusion the rat was decapitated and the brain was rapidly removed.
It was cut with a cooled razor blade into blocks about 4—5 mm thick which were
immediately frozen in carbon dioxide. The frozen tissue was placed in a Pearse
cryostat chamber and then cut into 10 p.m sections which were transfered to cold
microscopic slides. The preparations were immediately immersed in the incubation
solution at 0—4°C for 3—5 min. The solution was obtained by mixing 50 ml Ringer’s
solution with 2 g glioxylic acid dissolved in 50 ml of phosphate buffer (0.3 M,
pH 7.7). The incubation solution was adjusted to pH 7.4 with 10 N NaOH and
then cooled to 0—4°C.

The perfusion and incubation fluids were prepared freshly on the day of the
investigation.

The sections were air-dried (37°C) until the surface became semitransparent
(3 to 8 min). Then the sections with the material were placed at 95—100°C for 10 min.
Paraffin oil was put dropwise on the sections and they were covered with coverslips.

The preparations were inspected in a Zeiss fluorescence microscope (Fluoval)
with an excitation filter UG1 and a barrier OG?7 filter.

RESULTS

Morphological examination of the brains with transplants was performed four
weeks after transplantation.

In group I the implanted tissue was as a rule localized at the boundary between
the striatum and the corpus callosum or within the latter (Fig. 1). Sometimes the
tissue transplant was visible in the lumen of the lateral ventricle. In such cases it
was usually attached along a larger or smaller segment to the ventricular wall, thus,
it tightly adhered to the striatum. Within the transplant neurons could be identified
mixed with reactive glia cells (Fig. 2). Around the transplants proliferation of mesen-
chymal tissue and some few macrophages were noted. On some sections the pathway
of the needle was visible with a mesodermal and glial reaction and the presence of
some macrophages overloaded with hemosiderin was noted. In ten cases the im-
planted tissue could not be found, only a hole with fimbriate edges, probably a trace
of the transplant which underwent resorption.

2 — Neuropatologia Polska 2/85
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Fig. 1. Four-week-old transplant of immature SN fragment, localized at the boundary of the striatum.
H—E. x 60

Ryc. 1. 4-tygodniowy przeszczep fragmentu niedojrzalej istoty czarnej, zlokalizowany na pograniczu
prazkowia. H—E. Pow. 60 X

Fig. 2. Neurons of transplant surrounded by reactive glial cells. H—E. x 200
Ryc. 2. Neurony przeszczepu otoczone przez komorki gleju reaktywnego. H—E. Pow. 200 x

The control material (group II) examined four weeks after transplantation
showed that localization of the implanted fragments of the sciatic nerve was similar
as in the experimental group. The transplants mostly lay at the boundary of the
corpus callosum and the striatum, sometimes in the lumen of the lateral ventricle.
The Kliiver-Barrera method visualised the desintegrating myelin sheaths with
a profuse glio-mesodermal reaction and numerous macrophages around the lesion.
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In the group III of animals the histofluorescence method revealed 14 to 21 days
after transplantation the presence of dopaminergic cells, with fluorescence intensity
and colour identical with those in the intact SN. Transplants containing dopaminergic
neurons lay in the region of the right caudate nucleus at its boundary with corpus
callosum and sometimes within it. Around these cells there appeared a fine network
of nerve fibres (Fig. 3). In one case the dopaminergic neurons could also be seen
along the needle pathway (Fig. 4). In two cases the fluorescence, characteristic for
dopaminergic neurons was nor observed at the site of transplantation. It may be
assumed that in these cases the transplant had been resorbed.

Fig. 3. DA-containing cells in intracerebral transplant, located between the striatum and the corpus
callosum. Histofluorescence method. x 100

Ryce. 3. Komorki zawierajace dopaming w obrebie domoézgowego transplantatu zlokalizowanego
migdzy prazkowiem i cialem modzelowatym. Metoda histofluorescencyjna. Pow. 100 x

The rat midbrains with right side SN lesion and without transplant were studied
by the histofluorescence method at various times from 7 to 21 days after producing
the lesion. Independently of the time of survival, in the inspected midbrains com-
plete disappearance of dopaminergic cells was noted in the SN compact zone on
the damaged side in all cases. In intact SN these cells were visible in the form of
a strand, corresponding to the compact part of the SN (Fig. 5).

org.pl



Fig. 4. Dopaminergic neurons visible within the transplant and the pathway of the needle. Histo-
fluorescence method. x 100
Ryc. 4. Neurony dopaminergiczne widoczne w obrebie przeszczepu oraz wzdhluz kanahlu igly. Me-
toda histofluorescencyjna. Pow. 100 X

Fig. 5. Dopaminergic neurons of compact part of normal substantia nigra. Histofluorescence me-
thod. x 200

Rye. 5. Neurony dopaminergiczne czgsci zbitej prawidlowej istoty czarnej. Metody histofluores-
cencyjna. Pow. 200 X
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DISCUSSION

As the result of the experiments performed, fluorescence characteristic for do-
paminergic neurons was revealed within the SN grafts, indicating the capability of
survival, and DA synthesis of the transplanted mesencephalon fragments. Most
investigations on the transplantation of the substantia nigra were carried out with
the use of embryonal tissue (Bjoérklund et al. 1980 a, b; Freed et al. 1980). Some
authors believe that survival of the transplant depends on the maturity of the donors
nerve cells. They suggest that embryonal tissue has a greater capability of survival
in the host brain than mature nervous tissue (Bjorklund et al. 1980 a, b; Das et al.
1980; Hallas et al. 1980). Other investigators did not notice differences in the acce-
ptance of intracerebral transplants of embryonal and newborn rat tissue (Sunde,
Zimmer 1981), however, they used hippocampal tissue for transplantations.

On account of the technical difficulties in precise collection of the compact
part of the SN region because of the small dimensions of the mesencephalon and the
jelly-like consistence of the embryonal brain, it was attempted to transplant ma-
terial taken from newborn rats and to evaluate the possibilities of survival of the
dopaminergic cells from the newborn.

Unsuccessful transplantation noted by us in several cases may have been due
to several factors, among them the age of the donor. Moreover, histopathological
examinations demonstrate that transplanted cells of newborn rats arouse a rather
strong macrophage-lymphocytic and glial reaction in the host tissue. It is possible
that this is connected with the maturation of the surface antigens of dopaminergic
neurons. The macrophage-lymphocytic reaction of the host may cause resorption
of the transplanted cells and may be partially responsible for rejection of the trans-
plants. The tissue reaction of the host may also be connected with heavy traumatiza-
tion of the brain in the course of the transplantation procedure. On the other hand,
contact of the transplanted neurones with the richly vascularised surface or the
cerebrospinal fluid exerts a favourable influence on the survival of the transplanted
fragments (Sunde, Zimmer 1981).

In order to improve the survival of the graft Bjorklund et al. (1980 a, 1981)
applied a method consisting in aspiration of the nervous tissue from the site, where
the transplantation is planned, and formation of a cavity which was further filled
with spongostan. After several weeks, when the cavity became lined with richly
vascularised reaction tissue, the authors removed the spongostan and introduced
the transplant instead. This gave better results than immediate stereotaxic implan-
tation of embryonal tissue, as is also confirmed by the studies of Freed et al. (1980).

The group of Bjérklund et al. (1980 b, 1983) undertook recently interesting trials
of transplantation of a suspension of SN cells obtained by trypsinisation of the
fetal midbrain, instead of the solid tissue fragment. They obtained good results
in the survival of dopaminergic cells which were visualised by the histofluorescence
method. Behavioural tests also confirmed the favourable results of this method.
It would seem that this technique, on account of the low degtee of traumatization
of the host bgain, is noteworthy in planning further steps of the research on intrace-
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rebral transplantations. Our histological and histofluorescence results confirm the
ability of survival, development, naturation and DA production of SN neurons
from the newborn, transplanted into adult rat brain.

WYNIKI DOMOZGOWYCH TRANSPLANTACJI NIEDOJRZALEJ ISTOTY CZARNEJ
U SZCZUROW Z DOSWIADCZALNIE WYWOLANA CHOROBA PARKINSONA

II. Wyniki badan histopatologicznych i histofluorescencyjnych

Streszczenie

Przeprowadzono badania histopatologiczne i histofluorescencyjne mozgdéw szczuréw z choroba
Parkinsona wywolang przez jednostronne wstrzyknigcie do czgséci zbitej istoty czarnej (SN) 6-hydro-
ksydopaminy (6-OHDA), u ktérych w 2 tygodnie p6zniej wykonano domoézgowe przeszczepy nie-
dojrzalej istoty czarnej. Do$wiadczenie przeprowadzono na 40 szczurach. Materiat do transplantacji
pobierano z brzuszno-bocznej czgéci srodmozgowia noworodkdéw szczurzych tego samego szczepu.
Przeszczep umieszczano po stronie uszkodzenia SN w okolicy jadra ogoniastego na pograniczu
z cialem modzelowatym. Grupe kontrolng stanowily szczury z przeszczepionym fragmentem nerwu
kulszowego. Dla histofluorescencyjngj oceny wplywu 6-OHDA na neurony SN u dodatkowej grupy
zwierzat wykonano uszkodzenie SN bez transplantacji.

Badania morfologiczne wykazaly, ze przeszczepione neurony przezyly i mozna je bylo ziden-
tyfikowa¢ w mozgu gospodarza. Wokol przeszczepoéw obserwowano proliferacje odczynowego
gleju i tkanki lacznej. Badanie §rodmozgowia po uszkodzeniu SN przy uzyciu 6-OHDA, wykazalo
zanik komorek dopaminergicznych w obrebie SN po stronie uszkodzenia. W przeszczepach nie-
dojrzatych neuronéw SN metoda histofluorescencyjna wykazala obecno$¢ komorek S$wiecacych
identycznie jak komorki dopaminergiczne SN.

Dane te wskazuja na zdolno$¢ do przezycia, rozwoju i dojrzewania przeszczepionego fragmentu
§rodmézgowia noworodkéw szczurzych oraz na jego zdolno$¢ do syntetyzowania dopaminy.

PE3VJIBTATbI BHYTPMMO3I'OBbIX TPAHCITJIAHTALI HE3PEJIOI'O YEPHOI'O
BEIECTBA V KPBIC C DKCIEPUMEHTAJILHO BBI3BAHHOWM BOJIE3HBIO
TMAPKMHCOHA

II. Pe3yabTaThl THCTOMATOJOIAYECKUX KM THCTOMIIOOPECLCHIIMOHHBIX HCCIIEAOBAHMM

Pe3ome

IIpoBeseHsl THCTOMATOJOrHYECKHE M THCTO(IIIOOPECHECHIMOHHBIE WMCCICNOBAHAA MO3r0B
Kphic ¢ 6osie3nbio TTapKHHCOHA BBI3BAHHOM IPHM NMOMOLIM MHBEKIMHM B IUIOTHYIO YacTh YEPHOTO
BemectBa (SN) 6-rumpoxceimodavmua (6-OHDA), y KOTOPBIX ABE HEAEIM IO3XKe IPOH3BEIACHO
BHYTPHMO3TOBbIE TPAHCIUIAHTATHI, HE3PEJIOr0 4YepHOrO BemecTsa. DKCIEPHMEHTHI ObLH mpoBe-
JieHs! ¢ 40 xpeicaMu. MaTepualn Ui TPAHCIUIAHTALMM aBTOPHI 6paym u3 Gpromuo-60K0BoiM yacTu
CpEeIHEr0 MO3ra KPHICHHBIX HOBOPOXICHHBIX TOTO € caMOoro poja. TPaHCIIaHTAT JIOKAJIHM3HPO-
BaHO IO cTOpoHe nospex/aeHna SN B 001acTu XBOCTATOrO SiAPa HA T'PAHALE C MO3OJUCTEIM TEJIOM.
KOHTPOJIBHYIO TPYIIY COCTABJIIA KPBICHL ¢ TPAHCIUIAHTHPOBAHHBIM ()PArMEHTOM CEIAMHIIHOIO
Hepa. [na rucrodmoopecuenunonHoN oueHku Biusaaus 6-OHDA na meiipoust SN y momoisu-
TeBHOM IPYIIbl KABOTHBIX UPOH3BEACHO MoBpeiAcHHe SN 6e3 TpaHCILTAHTAIMH.

Mopdosiorndeckue HCCAEHOBAHASA [TOKA3aJA, YTO TPAHCIUIAHTHPOBAHHBIE HEMPOHBI EPEKIITH
¥ OHM MOIJIM OBITh MASHTUGHUMPOBAHEI B MO3TY XO3siHHA. BOKPYT TPaHCIIAHTATOB ABTOPHI Ha-
6monamu npomupepannio PEaKTHBHOM TiMA M COEAMHUTENbHON TKanu. Mcciemosanue cpemHero
Mo3ra mnocne nospexiacaus SN ¢ npumeneaneM 6-OHDA npossuio arpoduio \).mxbammaprmec-

http://rcin.org.pl



Intracerebral SN transplantation 189

K#X K1eTOK B obmactt SN €O CTOPOHBI MOBPEKASHUS. B TPAHCILUIAHTATAX H23D2NbIX HelipoHOB SN
THCTO(TFOOPECUEHIMOHHBIN METO MPOABIII HANMYME KISTOK CBETAUIAX HISHTHYHO Kak modaman-
apruveckue Knetkum SN.

D1 JaHHbIS YKa3pIBAXOT Ha CIIOCOOHOCTH K MEPSKABAHUIO, PA3BUTHIO M CO3DSBAHHIO TPAHC-

IIAHTAPOBAHHOTO (bparmeﬂ'ra CPSAHEro Mo3ra KpbICUHLIX HOBOPOXKISHHLIX M HA €ro CIIOCO0HOCTh
K CHAHTETH3AUUMU nod)aMﬂua.

10.

11.

12.

13.

str.
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Wydawnictwo MECNIEREBA Akademii Nauk Gruzinskiej Socjalistycznej Republiki Radzieckiej
wydalo w 1984 r. ksiazke ,,Obrzek mozgu” pod redakcja G. 1. Mczedliszwili (objeto$¢ 15 arkuszy,
drukowana w jezyku rosyjskim, cena 2 ruble 50 kopiejek).

Ksiazka przedstawia wyniki wielokierunkowych badafi nad mechanizmami rozwoju obrzgku
moézgu, przeprowadzonych przez wybitnych specjalistow. Moga one stanowi¢ przedmiot zaintere-
sowania zaréwno dla podstawowych nauk biomedycznych, jak i dla medycyny praktycznej. Problem
obrzeku moézgu rozpatrywano w oparciu o wstepna analizg tego zagadnienia przeprowadzona
na V Miedzynarodowym Sympozjum na temat krazenia moézgowego, ktore odbylo si¢ w Thilisi
w kwietniu 1983 r. z udzialem wybitnych specjalistow z Wegier, Danii, Berlina Zach., Kanady,
Norwegii, Polski, ZSRR, USA, RFN i Japonii.

W ksigzce przedstawiono osiggnigcia nauki §wiatowej w zakresie poznania patofizjologicznych
mechanizméw rozwoju i zwalczania obrzegku mézgu, bez znajomosci ktorych jest niemozliwa pra-
widlowa ocena i skuteczne leczenie tego procesu.

Ksigzka jest przeznaczona dla szerokiego kregu specjalistow biomedycznych nauk podsta-
wowych oraz klinicystow zainteresowanych patologia osrodkowego ukladu nerwowego i krazenia
mozgowego.
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W patogenezie choroby Parkinsona i zespoléw parkinsonowskich zasadnicza
role przypisywano obniZeniu poziomu dopaminy w mézgu (Ehringer, Hornykiewicz
1960; Bernheimer, Hornykiewicz 1964), w nastgpstwie jej zmniejszonej syntezy na
poziomie katalizowanym przez hydroksylaze tyrozyny (Hornykiewicz 1972). W dal-
szych badaniach nad regulacyjnym wplywem innych neuroprzekaznikéw na szlaki
dopaminergiczne w zespotach pozapiramidowych zwrécono migdzy innymi uwage
na znaczenie kwasu gamma-aminomastowego (GABA), wystepujacego w duzym
stezeniu zar6wno w prazkowiu, jak i w istocie czarnej (Kim, Hassler 1975, Pycock
1978).

W tak zwanym parkinsonizmie manganowym z zespotem klinicanym zblizonym
do choroby Parkinsona, poza charakterystyczng triada objawow: akinezja, wzmozo-
nym napi¢ciem mig$niowym i drzeniem (Banta, Markesbery 1977; Sari¢ i wsp.
1977), obserwowano dystonig, co sugerowato uszkodzenie uktadu GABA-ergicznego
(Barbeau i wsp. 1976). Podobnie jak w chorobie Parkinsona analiza po$miertna
w tych przypadkach wykazala obniZenie poziomu dopaminy (Mustafa, Chandra
1971; Hornykiewicz 1972). Stwierdzono ponadto, Ze u pracownikéw narazonych
na zatrucie manganem objawy pozapiramidowe szybciej wystgpuja w warunkach
niedotlenienia (Rodier 1955).

W badaniach do$wiadczalnych obserwowano objawy pozapiramidowe u szczuréw
po domoézgowym podaniu manganu. Po jednostronnym wstrzyknigciu jondw Mn*+
do komory bocznej mézgu objawy byly podobne jak po zatruciu 6-hydroksydopaming
(Garattini, Samanin 1977), a obustronne ich podanie do prazkowia wywotalo
u zwierzat takie objawy, jak po zatruciu rezerping (Inoue i wsp. 1975). Pozamoéz-
gowe podanie manganu malym gryzoniom nie wywolywato klinicznych objawéw
pozapiramidowych (Jonderko 1970; Smiatek, Mossakowski 1981). W do$wiadcze-
niach na matpach poddanych inhalacjom zwigzkéw manganu tylko u czgsci zwierzat
uzyskano objawy zatrucia z zespolem pozapiramidowym (van Bogaert 1953).
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Zaréwno w objawowych, jak i bezobjawowych modelach zatrucia manganem
stwierdzono obecnos$¢ biochemicznego zespolu parkinsonowskiego ze spadkiem
zawarto$ci dopaminy w calym moézgu (Mustafa, Chandra 1971) lub w niektdérych
jego strukturach, w tym gtéwnie w prazkowiu (Neff i wsp. 1969; Autissier i wsp.
1982). Obserwowano takze obniZenie lub przyrost poziomu GABA w mézgu (Bo-
nilla 1978; Chandra i wsp. 1982; Kosicka i wsp. 1983).

Wobec braku sprecyzowanych pogladéw dotyczacych wplywu GABA na pow-
stawanie zespolow pozapiramidowych w zatruciu manganem podjgto probeg stwo-
rzenia objawowego modelu uszkodzenia uktadu pozapiramidowego dolgczajac
dodatkowy czynnik w postaci czgsciowego niedokrwienia moézgu. Szczegdtowym
celem badan byla ocena zawartosci GABA oraz jego syntezy na poziomie katalizo-
wanym przez dekarboksylazg glutaminianowa w wybranych strukturach OUN.

MATERIAL I METODY

Dos$wiadczenia przeprowadzono na 120 szczurach rasy Wistar, samcach o masie
ciala 150 g, ktére usypiano gammabutyrolaktonem wstrzykiwanym dootrzewnowo
w dawce 500 mg/kg masy ciata. Zwierzgtom izolowano i podwiazywano obie t¢tnice
szyjne wspdlne, nastepnie do lewej tetnicy wstrzykiwano ponad podwiazka chlorek
manganawy (MnCl,) w fizjologicznym roztworze NaCl, w ilosci 0,1, 0,5 i 1 mg
Mn*+ w objetosci 50 pl. Natychmiast po podaniu MnCl, tetnice podwiazywano
w doglowowym odcinku od miejsca wstrzyknigcia. Ponadto wykonano ten sam
zabieg operacyjny z jednostronnym niedokrwieniem moézgu, bez podwiazywania
prawej tetnicy szyjnej wspolnej. Czgsé zwierzat obserwowano przez okres 3 tygodni
od zatrucia. Szczury przeznaczone do badan biochemicznych u$miercano po 24,
48 i 72 godzinach od podania MnCl,.

Zwierzgta kontrolne podzielono na 4 grupy: w grupie I wykonano sam zabieg
operacyjny bez podwigzywania tetnic szyjnych wspdlnych i bez wstrzykiwania roz-
twordw soli; w grupie II — szczurom podwiazano obie tgtnice szyjne wspolne;
w grupie III wykonano podobny zabieg podwiazania tg¢tnic i wstrzykiwano roztwor
soli fizjologicznej w objetosci 50 ul; grupg IV (norma) stanowity zwierzgta nie pod-
dane Zzadnym zabiegom. Szczury doswiadczalne i kontrolne dekapitowano. Mdzgi
Po wyijeciu z jamy czaszkowej ozigbiano na suchym lodzie i izolowano prazkowie,
istotg¢ czarna, zakret hipokampa, korg centralna oraz robak mézdzku. Proébki
natychmiast zamrazano w mieszaninie suchego lodu z metanolem i wazono.

Oznaczanie poziomu kwasu gamma-aminomaslowego (GABA)

Pobrany material homogenizowano w 5 objgtosciach 0,01 N HCI, pobierano
200 u1 homogenatu i dodawano 200 @l 10% kwasu tréjchlorooctowego (TCA).
Homogenat wirowano przez 20 minut w temperaturze 4°C przy 900 g. Otrzymany
nadsacz po dodaniu 20 p.l 50 mM kwasu glutaminowego i 200 ul 14 mM ninhydryny
inkubowano w tazni wodnej przez 30 minut w temperaturze 60°C. Nastgpnie do-
dawano 5ml odczynnika miedziowego (winian miedziowy z weglanem sodu).
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Fluorescencj¢ odczytywano na spektrofluorymetrze Aminco-Bowman przy diugos-
ciach fal 380—450 nm wedtug metody Love i wsp. (1958) w modyfikacji Suttona
i Simmondsa (1974).

Oznaczanie aktywnosci dekarboksylazy glutaminianowej (G AD)

Tkanke¢ homogenizowano w 'S objgtosciach buforu substratowego, przygotowa-
nego ex tempore, o skladzie: 0,2 M buforu fosforanowego, 100 mM kwasu gluta-
minowego, 50 mM fosforanu pirydoksalu. Homogenat o objetosci 200 pl inkubowano
w tazni wodnej w temperaturze 38°C przez 60 minut. Po inkubacji do homogenatu
dodawano 0,2 ml 10% TCA. Do prébki standardu wewnetrznego dodawano zamiast
TCA 0,2 ml roztworu GABA w 109, TCA (1 mg GABA w 20 ml 10% TCA) i wi-
rowano w ciggu 20 minut przy 900 g. Dalszy etap oznaczania aktywnosci GAD
byt identyczny jak oznaczanie GABA, z tym, Ze do préb nie dodawano kwasu gluta-
minowego (Love i wsp. 1958; Sutton, Simmonds 1974).

Obliczenia statystyczne wynikdw wykonano wedlug testu t-Studenta.

WYNIKI

Nie uzyskano zespolu pozapiramidowego u zwierzat z jednostronnym niedo-
krwieniem mozgu, jak réwniez u szczuréw z obustronnym podwiazaniem tetnic
szyjnych, ktérym wstrzykiwano MnCl, w dawkach 0,1 i 0,5 mg Mnt+. Po podaniu
MnCl, w ilosci 1 mg Mn*+ 9 zwierzat padlo bezposrednio po injekcji wérdd obja-
woéw niewydolno$ci uktadu krazenia i oddechowego. U wigkszoéci pozostaltych
przy zyciu zwierzat po 24 godz. od podania MnCl, obserwowano zaburzenia poza-
piramidowe w postaci spowolnienia ruchowego, okresowego drzenia zuchwy i glowy
oraz wzmoZzonego napi¢cia migsni koficzyn i grzbietu. Nasilenie tych objawéw po 3—4
dniach zmniejszato si¢. Stopniowo zwigkszata si¢ aktywno$¢ ruchowa, rzadziej wy-
stepowaly drzenia glowy i zuchwy. Po 6—7 dniach szczury po zatruciu nie réznily
si¢ od zwierzat z grup kontrolnych.

Wyniki stezenia GABA w badanych strukturach OUN u zwierzat do§wiadczal-
nych i w kontroli podano w tabeli 1.

Prqzkowie. U zwierzat nie poddanych zadnym zabiegom poziom GABA wynosit
1,824-0,15 pmola/g tkanki. W.pozostatych grupach kontrolnych 1,90, 1,87 i 1,81
umola/g tkanki. W stosunku do normy réznice te byly nieznamienne statystycznie
(p > 0,05). Po 24 godz. od podania MnCl, obserwowano statystycznie istotny
przyrost stgzenia GABA (o 23%,). Po 48 godz. poziom GABA byl wyzszy o 187%
od normy (p < 0,05), a po 72 godz. o 899, (p < 0,01).

Istota czarna. Stgzenie GABA w normie wynosito 1,67+0,10 pmola/g tkanki.
Wyniki w grupach kontrolnych nie réznity si¢ istotnie od normy (p > 0,05). W grupie
doswiadczalnej po 24 godz. od zatrucia obserwowano znamienny statystycznie
przyrost poziomu GABA o 2739%,, po 48 godz. o 109%. Po 72 godz. poziom tego
neuroprzekaznika powracal do normy (1,77+0,18 pmola/g tkanki).

Zakret hipokampa. Poziom GABA w normie wynosit 0,744-0,07 umola/g tkanki.
Roéznice migdzy norma i pozostalymi grupami kontrolnymi byly nieznamienne
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Tabela 1. Poziom kwasu gamma-aminomastowego (GABA) w wybranych strukturach mézgowia szczura w ostrym zatruciu MnCl, (zmole GABA/g §wiezej

tkanki)
Table 1. GABA level in the selected structures of the rat brain in acute MnCl, poisoning (zmol GABA/g of the wet tissue)
Grupa zwierzat
Animals group
Kontrola MnCl, wspblistniejace z niedokrwieniem
Control MnCl, concomitant with ischemia
Struktury mozgu Norma niedokrwienie
Brain structures Norm zabieg rzekomy niedokrwienie 4+ 0,9% NaCl 24 godz 48 godz 72 godz
sham operation ischemia ischemia h h ‘h
+ 0.9% NaCl

Striatum 1,824+0,15 1,8140,16 1,8740,19 1,904+0,17 6,124-0,64 5,244-0,17 3,444-0,21

®) ©) ®) ® Q)] @) ©) *
Substantia nigra 1,674+0,10 1,654+0,22 1,7240,15 1,71+0,19 6.33+0,16 3,05+0,12 1,774+0,18

©) ) ® 10) 3) ) ® *
Hippocampus 0,744-0,07 0,764-0,10 0,804-0,21 0,794-0,09 5,704-0,15 3,7540,26 1,3740,25

©) ©) () ® ® (10 ©) *
Cortex centralis 0,924-0,08 0,93+0,17 0,34+0,14 0,9740,18 4,644-0,19 2,3540,32 1,584-0,19

3) 3) ©) @ ®) ®) ©) *
Vermis cerebelli 0,394-0,08 0,434+-0,19 0,3740,13 0,42+0,21 3,2240,15 1,86+0,16 1,3940,16

@) @) @) ®) &) (10) ®) *

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + $redni blad $redniej
The results are given as mean + standard error of the mean

W nawiasach liczba zwierzat
In brackets number of animals
« — znamienno$¢ — p < 0,05
* — significance — p < 0.05
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Tabela 2. Aktywno$¢ dekarboksylazy glutaminianowej (GAD) w wybranych strukturach moézgowia szczura w ostrym zatruciu MnCl, (umole GABA/g

$wiezej tkanki)

Table 2. GAD activity in the selected structures of the rat brain in acute MnCl, poisoning (umol GABA/g wet tissue)

Grupa zwierzat
Animals group
Kontrola MnCl, wspolistniejace z niedokrwieniem
Control MnCl; concomitant with ischemia
Struktury moézgu Norma niedokrwienie
Brain structures Norm zabieg rzekomy niedokrwienie + 0,9 NaCl 24 godz 48 godz 72 godz
sham operation ischemia ischemia h h h
+ 0,9 NaCl
Striatum 21,78-4-0,34 21,764-0,65 21,84+-0,56 22,714-0,42 20,954-0,62 19,92+0,60 18,914-0,81
©) ¥ ®) ®) ®) @) &)
Substantia nigra 25,514-1,15 25,64+0,72 24,91+0,87 24,37+1,03 18,504-0,53 20,724+0,41 20,06+-0,89
® ® Q) ® ® * (10) * (10) *
Hippocampus 20,5240,66 20,0140,41 19,86+0,79 20,98+0,71 19,034+-0,73 17,924+0,45 17,8340,71
® ) ®) ) ® ® ®
Cortex centralis 18,484-1,17 18,314-0,72 17,934-0,98 18,114-0,65 15,92+4-0,39 15,77+0,56 14,444-0,87
©) ® Q) ® (10) * ® )
Vermis cerebelli 15,78 +1,12 14,92 +1,10 14,32+0,91 15,014-0,95 12,1240,45 12,264-0,66 12,514-0,49
®) ©) ® 3) ® * ) * ©) *

Objasnienia jak w tabeli 1
Description as in table 1
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statystycznie (p > 0,05). W grupie dos$wiadczalnej po 24 godz. od wstrzyknigcia
Mn Cl, stwierdzono przyrost poziomu GABA o 6709, po 48 godz. o 406%,, a po
72 godz. o 859%,.

Kora centralna. Poziom GABA w normie wynosit 0,9240,08 pmola/g tkanki.
Pomiedzy grupami kontrolnymi i norma nie bylo statystycznie istotnych réznic
(p > 0,05). Réznice miedzy norma i grupa zwierzat doswiadczalnych byly znamienne
statystycznie we wszystkich przedzialach czasu. Obserwowano wzrost stgZenia
GABA odpowiednio o 4049,, 155% i1 71%,.

Mozdzek (robak). Stezenie GABA w normie wynosilo 0,39-40,08 pmola/g
tkanki. Poziom GABA w grupach kontrolnych w poréwnaniu z norma nie ulegt
istotnym zmianom (p > 0,05). Roéznice wynikéw w grupie zwierzat doswiadczal-
nych we wszystkich przedziatach czasu byly statystycznie znamienne w poréwnaniu
z norma. Poziom GABA po zatruciu MnCl, byt wyzszy po 24 godz. o 7259%,, po
48 godz. o 378%, a po 72 godz. o 256%,.

Uzyskane wyniki aktywnosci dekarboksylazy glutaminianowej (GAD) przedsta-
wiono w tabeli 2.

Prqgzkowie. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w aktywnosci
enzymu w 3 grupach kontrolnych w stosunku do normy jak réwniez w stosunku
do grupy doswiadczalnej, w ktorej stwierdzono nieznaczace obnizenie aktywnosci
GAD (p > 0,05).

Istota czarna. Nie zanotowano znamiennych statystycznie zmian w aktywnosci
GAD w grupach kontrolnych w poréwnaniu z norma. Stwierdzono natomiast zna-
mienny spadek aktywnos$ci enzymu w czasie 24—72 godz. od zatrucia, odpowiednio
0. 28%,-19%: 1 WY

Zakret hipokampa. U zwierzat kontrolnych aktywno$¢ GAD nie odbiegata od
normy. Po zatruciu MnCl, obserwowano niewielki, statystycznie nieznamienny
spadek aktywnosci enzymu w poréwnaniu z norma.

Kora centralna. Nie zanotowano znamiennych statystycznie zmian w aktywnosci
GAD w grupach kontrolnych w stosunku do normy jak réwniez w grupach do-
$wiadczalnych, w ktérych stwierdzono nieznaczne obnizenie aktywnosci enzymu
(p > 0,05).

Mozdzek. W grupach kontrolnych nie obserwowano istotnych statystycznie
roznic w stosunku do normy. Stwierdzono natomiast znamienny statystycznie spadek
aktywnosci GAD po zatruciu MnCl, we wszystkich przedziatach czasu odpowiednio
030043 1289/ 269

OMOWIENIE

W zastosowanym modelu doswiadczalnym stwierdzono znaczny przyrost za-
wartosci GABA (od 71% do 7259%) we wszystkich badanych strukturach OUN.
Migdzy 24 a 72 godz. od podania MnCl, obserwowano stopniowe obniZanie si¢
stezenia GABA, przy czym w istocie czarnej po 72 godz. nastapil powr6t do normy.
Nalezy zwrdci¢ uwage na zréznicowana wrazliwos¢ poszczegoélnych struktur OUN
na neurotoksyczne dzialanie jondw Mn*+. Mimo znacznego przyrostu GABA we
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wszystkich badanych strukturach, w niektérych z nich nie stwierdzono istotnych
réznic w aktywnosci GAD w poréwnaniu z normg. W mézdzku oraz w istocie czarnej
w okresie migdzy 24—72 godz. od zatrucia manganem zanotowano nawet znamienny
spadek obrotéw GAD. Wzrost stezenia GABA przy braku zmian lub obnizeniu
syntezy tego enzymu stanowi zagadnienie otwarte. Z piSmiennictwa wiadomo, Ze
w nastgpstwie zatrucia manganem dochodzi do spadku albo do przyrostu puli
GABA w mézgu w zaleznosci od drogi podania, dawki i czasu trwania do$wiadcze-
nia (Bonilla 1978 ; Chandra i wsp. 1982; Gianutsos, Murray 1982). Jony Mn*+* naleza
do znaczacych inhibitorow enzymoéw zaleznych od witaminy Bg, a wiec zaréwno
GAD, enzymu syntetyzujacego, jak i GABA-T, enzymu rozkladajacego GABA
(Wu 1976). W warunkach zatrucia manganem réznica w stopniu zahamowania
syntezy lub rozpadu moze stanowi¢ jeden z czynnikéw decydujacych o puli meta-
bolicznej GABA w moézgu (Baxter 1976). Inne inhibitory GAD i GABA-T jak kwas
walproinowy, kwas 3-merkaptoproprionowy, kwas aminomastowy wywoluja in
vitro 16Zny stopient hamowania tych enzymdw w zalezno$ci od dawki (Wood, Peesker
1973; Fowler i wsp. 1975; Loscher i wsp. 1984). Stwierdzono réwniez, Zze podniesienie
steZzenia tych inhibitoréw do dawki przeciwdrgawkowej zwigksza aktywno$¢ GAD
(Loscher, Frey 1977).

Podwyzszenie poziomu GABA przy réwnoczesnym braku zmian lub obnizeniu
aktywnosci GAD moze wynika¢ rowniez z charakteru uszkodzenia OUN. Badania
morfologiczne w zatruciu MnCl, wykazaly wybidrcze uszkodzenie niemal wszyst-
kich struktur istoty biatej, ze zmianami gtéwnie we wiéknach mielinowych (Smiatek,
Mossakowski 1981; Mossakowski i wsp. 1983). Taki charakter zmian moze prze-
mawia¢ za uposledzeniem przewodnictwa i wtoérnego uwalniania GABA, co z kolei
moze mie¢ wplyw na pulg neuroprzekaznikowa GABA (Baxter 1976). W zatruciu
manganem nalezy takze uwzgledni¢ mozliwo$¢ zmian w transporcie blonowym neuro-
przekaznikéw, poniewaz mangan nalezy do czynnikéw blokujacych kanaly wap-
niowe (Baker 1972). Réwniez ten czynnik moze miec€ istotny wplyw na tak znaczny
przyrost GABA w zastosowanym przez nas modelu zatrucia szczura jonami man-
ganawymi.

Wyniki biochemiczne przemawiaja za tym, Ze obserwowany u zwierzat do$wiad-
czalnych przejsciowy zespol pozapiramidowy zwigzany byt z wysokim przyrostem
GABA w OUN. Ustgpowanie objawow neurologicznych wykazywato zbieznos$é
czasow3g ze stopniowym obnizaniem si¢ puli GABA i powrotem do poziomu kontrol-
nego stegZenia w istocie czarnej po 72 godz. od poczatku doswiadczenia. W dalszych
badaniach nad zatruciem manganem warto zwréci¢ uwage w jakim stopniu zaburze-
nia stosunku iloSciowego GABA/DA w poszczegdlnych strukturach OUN moze
by¢ odpowiedzialne za wystapienie zespolu pozapiramidowego.

Na odrgbna uwage zastuguje rola niedotlenienia OUN w rozwoju zespotu poza-
piramidowego u szczura poddanego zatruciu manganem. U zwierzat z jednostronnie
podwigzana tetnica szyjna wspdlna nie obserwowano objawdw neurologicznych.
W badaniach in vitro stwierdzono, Zze w zalezno$ci od stopnia niedotlenienia w za-
truciu jonami manganu dochodzi do produkcji réznej ilosci wolnych rodnikéw
0,, H,0,, OH, ktére migdzy innymi warunkuja neurotoksyczne dzialanie manganu
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(Donaldson i wsp. 1980). Te obserwacje moga tlumaczyé zwigkszenie toksycznosci
manganu po obustronnym podwigzaniu tetnic szyjnych wspélnych. Z innych badan
wiadomo, Ze podwigzanie obu tetnic szyjnych u szczura powodowalo przejsciowe
zaburzenia metabolizmu weglowodanéw, podstawowych substratéw przemian
energetycznych w mézgu (Smiatek i wsp. 1971). Z kolei zatrucie manganem obniza
aktywno$¢ niektérych etapoéw przemian cyklu kwasoéw trojkarboksylowych (Hieta-
nen i wsp. 1981). Mozna sadzi¢, ze rownoczesne dzialanie jondw manganawych
i niedotlenienia warunkuje caloksztalt zaburzen biochemicznych prowadzacych
do wystapienia przejSciowego zespolu pozapiramidowego.

WNIOSKI

1. Wystapienie zespolu pozapiramidowego w ostrym zatruciu manganem
u szczura zalezy od zastosowanej dawki i stopnia niedotlenienia OUN.

2. Ostremu zatruciu solami manganawymi towarzyszy wysoki przyrost stezenia
GABA w OUN.

3. W ostrym zatruciu MnCl, u szczura dochodzi do wybidérczego zahamowania
aktywnosci GAD w istocie czarnej i w mézdzku.

4. W zespole pozapiramidowym w wyniku zatrucia manganem istnieje korelacja
pomigdzy ustgpowaniem zaburzen neurologicznych i normalizacja poziomu GABA
w istocie czarnej mézgu szczura.

VPOBEHb TAMMA-AMHUHOMACIJISTHHOM KMCJIOTEI (GABA) I AKTUBHOCTD
TJIVTAMATHOM JEKAPBOKCUJIA3BI (GAD) B MO3I'Y KPbIC
C EKCTPAIIMPAMUJAJIBHBIM CHUHIPOMOM BBEI3BBAHBIM OCTPBIM
OTPABJIEHUEM XJIOPUCTBIM MAPI'AHIIEM

Pe3ome

OKCepuMEHTHI TPOBOAMIH HAa 120 camuax KpsiC mopoau Buctap B yCioBusix raMmalyTHponak-
TATHOTO HapKo3a. BHyTpHapTepuansHOE BBeneHne Mnt+ B KommuecTBe 1 MI/MO3r COBMECHO C TIe-
peBsi3koil O6IIMX COHHBIX APTEPHM BHI3HIBAJIO BHICTYIUIEHHE SKCTpPANMpaMUIAIbHOIO CHHAPOMA.

AgTtops! Habmonama npupoct ypoBHsi GABA B cTpuatyme, B LIEHTDPAJbHOM KOpeE, 4E€pPHOMI
cy6GCTanmu, B M3BMIIAE THINOKAMIIA M B MOXKIIKEYKe CITyCTS 24 4acoB /10 72 4aCOB C MOMEHT@ HHBEK-
upar MnCl,. B yepHoit cy6cTannmy noBhIIEHHBI ypoBeHb GABA nepxaincs 24 4aca ¥ BO3Bpa-
maJjicst K HopMme crycTs 72 yaca. Koncraruposano unrnbuposauue cuate3a GABA B uepHOIf cy6-
cranumu. HabGmomanack KOppeisuusi MeXIy 3aHWKCHHEM HEBPOJIOTMYECKHX CHHAPOMOB M HOP-
mann3aumeit ypoBasi GABA B yepHO#l cyGcTaHIMH.

EFFECT OF ACUTE MANGANESE INTOXICATION WITH EXTRAPYRAMIDAL
SYNDROME ON GABA LEVEL AND GAD ACTIVITY IN THE RAT BRAIN
Summary

The experiment was carried out on 120 male Wistar rats under GBL anesthesia. Intraarterial
injection of Mn*+ 1 mg/brain and bilateral occlusion of both carotids produced a transient extra-
pyramidal syndrome.
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A high increase of GABA level in striatum, central cortex, hippocampus and cerebellum was

observed 24 and 72 h after injection. In s. nigra the increased GABA concentration after 24 h,
returned after 72 h to the normal level. Inhibition of GABA synthesis in s. nigra and cerebellum
was found. A correlation between disappearance of neurological disorders and normalization
of GABA level in s. nigra was noted.
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WPLYW ZATRUCIA CHLORKIEM MANGANAWYM W OKRESIE
CIAZY I LAKTACII U SZCZUROW NA POZIOM I SYNTEZE KWASU
GAMMA-AMINOMASLOWEGO (GABA) W MOZGU
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Zaréwno w przewleklym zatruciu manganem, jak i w chorobie Parkinsona oraz
zespotach parkinsonowskich u czlowieka podstawowa zmiana biochemiczng jest
obniZenie stgZzenia dopaminy i jej metabolitéw w mézgu (Hornykiewicz 1972;
Cotziaz i wsp. 1974, 1976). Réwniez u szczuréw po podaniu manganu stwierdzono
obnizenie puli dopaminy i st¢zenia kwasu homowanilinowego. Leczenie L-dopa
doprowadzato do normy poziom dopaminy. Przemawiato to za hamowaniem przez
mangan hydrolazy tyrozyny, enzymu syntetyzujacego dopaming¢ (Bonilla, Diaz-
Ewald 1974).

Ostre zatrucie manganem po jego domoézgowym podaniu wywolywalo u do-
rostych szczuréw zaburzenia ze strony ukiadu pozapiramidowego (Inoue i wsp. 1975;
Garattini, Samanin 1977). Réwniez jednorazowe iniekcje chlorku manganawego
do tetnicy szyjnej wspélnej przy wspolistniejacym niedokrwieniu mézgu powodo-
walo pojawienie si¢ przejsciowego zespotu pozapiramidowego (Kosicka i wsp. 1985).
Natomiast, w przeciwienstwie do kliniki ludzkiej, przewlekle i podostre zatrucie
manganem u dorostych szczuréw nie prowadzilo do wystapienia objawéw pozapi-
ramidowych (Jonderko 1970; Smiatek, Mossakowski 1981). Nie udato si¢ réwniez
ich uzyska¢ u mtodych szczuréw poddawanych zatruciu MnCl, natychmiast po
urodzeniu, jakkolwiek wiadomo skadinad, Ze mangan nie zostaje wydalony z orga-
nizmu rozwijajacego si¢ zwierzgcia do 17—18 dnia Zycia ze wzgledu na wysoka zdol-
no$¢ do wiazania metalu przez tkanki (Miller i wsp. 1975; Cotziaz i wsp. 1976)
oraz szczegllna latwos¢ jego przenikania do mézgu w tym okresie zycia (Mena
i wsp. 1974). Powszechny jest przy tym poglad, ze rozwijajacy si¢ mézg jest bardziej
wrazliwy na toksyczne dzialanie manganu (Seth i wsp. 1977; Chandra, Shukla 1978).
W doswiadczalnym przewlektym zatruciu manganem w czasie ciazy u krélika objawy
neurologiczne obserwowano czgséciej u potomstwa niz u matek (Griinstein, Popowa
1929).

NeuroprzekaZnikiem odgrywajacym zasadnicza rol¢ w rozwoju zaburzen ze
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strony uktadu pozapiramidowego jest, poza dopaming, kwas gamma-aminomastowy
(Barbeau i wsp. 1976). U zwierzat, zaréwno z objawami pozapiramidowymi, jak
i bez zaburzen neurologicznych, stwierdzano nieprawidtowosci metaboliczne w ukta-
dzie GABA-ergicznym zrdéznicowane w zaleznosci od modelu doswiadczalnego
(Bonilla 1978; Gianutsos, Murray 1982; Kosicka i wsp. 1983). W poszukiwaniu
przewleklego modelu zaburzen pozapiramidowych u szczuréw postanowiono poddaé
je toksycznemu dziataniu manganu w okresie Zycia plodowego i po urodzeniu
w czasie dojrzewania ukladu nerwowego oraz oceni¢ poziom GABA i jego synteze
w wybranych strukturach OUN, a uzyskane dane poréwna¢ z wynikami zatrucia
manganem samic w okresie ciazy i laktacji.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 20 cigzarnych samicach szczura szczepu Wistar
oraz ich potomstwie obu plci w liczbie okoto 140 sztuk. Dziesig¢ samic poddano
przewleklemu zatruciu chlorkiem manganawym. Zwierzgta tej grupy zamiast wody
otrzymywaty do picia 0,8% wodny roztwér MnCl, poczawszy od 10 dnia cigzy oraz
przez 3 tygodnie okresu laktacji. Mioty wszystkich samic redukowano do 8 sztuk.
Matki oraz potomstwo dekapitowano po 3 tygodniach od urodzenia. Kontrolg
stanowily samice oraz ich potomstwo pojone woda.

Mzgi po wyjeciu z jamy czaszki chlodzono na suchym lodzie i pobierano praz-
kowie, istotg czarng, zakret hipokampa, korg centralng oraz robak mézdzku. Prébki
natychmiast zamrazano w mieszaninie suchego lodu z metanolem i wazono.

Oznaczanie poziomu GABA

Pobrane struktury homogenizowano w 5 objetosciach 0,01 N HCI, pobierano
200 w1 homogenatu i dodawano 200 pl 109, kwasu tréjchlorooctowego (TCA).
Wytracano w ten sposob biatko, ktére nastgpnie odwirowywano w temperaturze
4°C przy 900 g. Wirowanie trwato 20 min. Otrzymany nadsacz inkubowano w azni
wodnej przez 30 min w temperaturze 60°C po dodaniu 20 pl 50 mM kwasu glutami-
nowego i 200 w1 14 mM ninhydryny. Nast¢gpnie dodawano 5 ml odczynnika miedzio-
wego (winian miedziowy z wegglanem sodu). Fluorescencje odczytywano na spektro-
fluorymetrze Aminco-Bowman przy diugosciach fal 380—450 nm wedlug metody
Love i wsp. (1958) w modyfikacji Suttona i Simmondsa (1974).

Oznaczanie aktywnosci dekarboksylazy glutaminianowej (GAD)

Tkanke homogenizowano w 5 objetosciach buforu substratowego, przygotowa-
nego ex tempore, o sktadzie: 0,2 M buforu fosforanowego, 100 mM kwasu gluta-
minowego, 50 mM fosforanu pirydoksalu. Homogenat o objetosci 200 .l inkubowano
w taZzni wodnej w temperaturze 38°C przez 60 min. Po inkubacji do homogenatu
dodawano 0,2ml 10% TCA. Do probki standardu wewngtrznego dodawano za-
miast TCA 0,2 ml roztworu GABA w 109 TCA (1 mg GABA w 20 ml 109, TCA).
Nastepnie w ciggu 20 min proby wirowano przy 900 g. Dalszy etap oznaczania
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aktywnosci GAD byt identyczny jak oznaczanie GABA, réznit si¢ jedynie tym,
2¢ do préb, w ktérych oznaczano aktywnos¢ GAD nie dodawano kwasu gluta-
minowego (Love i wsp. 1958; Sutton, Simmonds 1974).

Obliczenia statystyczne wykonano wedhug testu t-Studenta.

WYNIKI

Pojenie cigzarnych samic 0,8%, roztworem MnCl, poczawszy od 10 dnia ciazy
do konca 3 tygodnia po urodzeniu potomstwa nie wywolalo zadnych objawéw
neurologicznych zaréwno u samic, jak i mlodych szczuréw. U potomstwa w wieku
3 tygodni obserwowano tylko obniZenie masy ciata oraz zmatowienie siersci.

Wyniki badania poziomu GABA u samic przedstawiono na rycinie 1. W grupie
kontrolnej stgzenie GABA w prazkowiu wynosito 1,50-+-0,09 pmol/g tkanki, w istocie
czarnej 4,48+40,08 wmol/g, w korze centralnej 3,3940,16 pmol/g, w zakrecie hipo-
kampa 3,074-0,18 umol/g, a w moézdzku 2,374-0,18 umol/g. W wyniku zatrucia
MnCl, obserwowano statystycznie znamienny spadek poziomu GABA okoto 45%
w istocie czarnej (2,454-0,08 pmol/g tkanki). W pozostatych strukturach OUN
poziom GABA byt zblizony do warto$ci stwierdzanych u szczuréw grupy kontrolne;j.

Wyniki aktywnosci GAD u badanych samic przedstawiono na rycinie 2. W praz-
kowiu samic kontrolnych aktywno$¢ GAD wynosita 10,87-0,09 umol GABA/g

GABA umol /g swiezej tkanki

50 GABA umal/g wet tissue
Grupa kontrolna
e O controt
g Grupa badana
4.0 B Experimental group
* p<0.05
3.0 5
2.0
101
5 ;:E:::,; Struktury
0.0 cin ox Structures

SRR : Kora Zakret MoZdzek
Praikowie  Istotaczarna 400, Hipokampa Cerebellum

Striatum §.nigra Central  Hippocampus
cortex

Ryc. 1. Poziom GABA w OUN u samicy szczura w doswiadczalnym zatruciu MnCl, w okresie
ciazy i laktacji
Fig. 1. GABA-level in adult female rat brain after MnCl, intoxication during pregnancy and lac-
tation
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Grupa konlrolna

GABA umol/q swieiej tkanki O ;anfrolb i
. rupa badana
s GABA umol/ g wet tissue B3 s iy N
E3
12.0- o
10.0
8.0
=
6.0
40
20
00 K 3 X bR Struktury
’ S hons Kora Zakret 2 Structures
Pra_zkame Islota' €28rN@  Lontraina Hipokampa Mozidiek
JStriatum S.nigra Central  yippocampus Cerebellum
cartex

Ryc. 2. Aktywno$¢ GAD w OUN u samicy szczura w do$wiadczalnym zatruciu MnCl, w okresie
cigzy i laktacji
Fig. 2. GAD-activity in female rat brain after MnCl, intoxication during pregnancy and lactation

GABA umol/g swiezej thkanki

GABA umol/q wet tissue A Grupa kontrolna

S.01 R Cantrol
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- i B
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0.0 B ; Struktury
. ikowi Kora Zakret e StTUCtures
Pragkame Istota 020rna  contiGing  Hipokampa MoZdzek
Striatum §. nigra central  Mippocampus Cerebellum

cortex

Ryc. 3. Poziom GABA w OUN rozwijajacych si¢ szczuréw w doswiadczalnym zatruciu MnCl,
Fig. 3. GABA-level in growing rat brain after MnCl, intoxication
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tkanki, w istocie czarnej 13,05+-0,55, w mézdzku 6,774-0,27 umol GABA /g tkanki.
Nie uzyskano istotnych réznic w aktywnoéci enzymu pomiedzy samicami zatru-
wanymi MnCl, i kontrola.

Poziom GABA w moézgu mlodych szczuréw przedstawia rycina 3. U zwierzat
kontrolnych poziom neuroprzekaznika wynosit w prazkowiu 1,85+0,09 umol/g
tkanki, w istocie czarnej 4,744-0,06, w korze centralnej 3,64+0,08, w zakrecie
hipokampa 3,44-4-0,07, w mézdzku 3,41-+0,05 pmol/g tkanki. W wyniku zatrucia
MnCI, obserwowano statystycznie istotny spadek stgzenia GABA w istocie czarnej
okoto 37% (2,994-0,05 pmol/g tkanki) oraz w mézdzku o 27% (2,48+0,09 pmol/g
tkanki). W pozostatych strukturach nie zanotowano znamiennych réznic w poréw-
naniu z kontrola.

Aktywno$¢ GAD w moézgach szczuréw miodych (przedstawiona na ryc. 4)
wynosita w prazkowiu 4,88-+0,17 umol GABA/g tkanki, w istocie czarnej 11,624
0,19, w korze centralnej 12,564-0,25, w mézdzku 8,63+0,12 pmol GABA/g tkanki.
U zwierzat zatruwanych MnCl, zaobserwowano znamienny statystycznie spadek
aktywnosci enzymu w mézdzku okoto 299, (6,084-0,09 umol/g tkanki). W pozosta-
tych strukturach OUN aktywno$¢ GAD byla zblizona do stwierdzonej u zwierzat

grupy kontrolne;j.
Grupa kontrolna
D con'tf,ral

GABA umol[q swieiej tkanki g Grupa badana

140 GABA umol/ g wet tissue Experimental group
i x p<0.05
12.01 Higi O 5] = 0%
k2 B
in
10.04 5%
1364} "_I_"
et
8.0 B804
K
ﬂ&ﬁ
601
4.0
%%l
K
[5]
58 Struktur
A0 ' Struct I/
Praikowie lIstota czarna  Kora Zakret Mddeien 1 ErqoitRas
Striatum $. nigra éentraing | HERGREMOS S Copgbulinim
Gentral Hippocampus

cortex

Ryc. 4. Aktywno$¢ GAD w OUN rozwijajacych sie szczur6w w do$wiadczalnym zatruciu MnCl,
Fig. 4. GAD-activity in growing rat brain after MnCl, intoxication

OMOWIENIE

W przedstawionym w niniejszej pracy modelu przewleklego zatrucia szczura
MnCl, nie uzyskano zespotu pozapiramidowego ani u matek ani u ich potomstwa.
Mimo braku klinicznych wykladnikéow neurotoksycznego dzialania manganu,
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u milodych szczuréw obserwowano bardziej zaznaczone cechy zatrucia. Masa ciata
zwierzat zmniejszala si¢ srednio o 20%, w poréwnaniu do kontroli. MoZna przypusz-
czaé, ze mangan wykazuje bardziej szkodliwy wplyw na organizm szczura w okresie
plodowym. Zatrucie potomstwa w okresie od 1 do 24 dnia po urodzeniu w innym
modelu doswiadczalnym nie spowodowalo bowiem réznic w masie ciala (Deskin
i wsp. 1979). Z nielicznych prac potwierdzajacych toksyczne transtozyskowe dzia-
lanie manganu wiadomo np., Ze przewlekle zatrucie samicy krélika przez caly okres
ciazy powodowato $mier¢ czgsci potomstwa oraz obecnos¢ zespotu neurologicznego
u pozostalej czesci miotu (Griinstein, Popowa 1929). By¢ moze brak objawow
neurologicznych w zastosowanym przez nas modelu wynika z réznic gatunkowych
oraz dlugosci okresu dzialania manganu na pléd, samice cigzarne byly bowiem
poddane zatruciu dopiero od polowy ciazy, a wigc po zakonczeniu embriogenezy.
W badaniach biochemicznych nie stwierdzono takze znacznych réznic w po-
ziomie GABA oraz aktywnosci GAD. Z pigciu badanych struktur OUN obnizenie
poziomu GABA stwierdzono jedynie w istocie czarnej w obu grupach wieku, a w méz-
dzku tylko u mlodych zwierzat. Natomiast aktywno$¢ GAD ulegla statystycznie
zZnamiennemu obniZzeniu wylacznie w mdzdzku mlodych szczuréw. Uzyskane wy-
niki przemawiaja za odmiennym mechanizmem dzialania jonéw Mn*+ na poszcze-
g6lne struktury OUN w zalezno$ci od wieku zwierzat. Wplyw zwigzkéw manganu
na uklad GABA-ergiczny jest réwniez zalezny od drogi i czasu podania oraz zasto-
sowanej dawki (Bonilla 1978; Chandra i wsp. 1982; Gianutsos, Murray 1982;
Kosicka i wsp. 1983). W zwiazku z tym w réZznych modelach zatru¢ zwigzkami
manganu obserwowano zréznicowane zmiany w ukladzie GABA-ergicznym:
wzrost stezenia GABA w moézgu (Bonilla 1978), brak zmian w puli tego neuroprze-
kaznika (Gianutsos, Murray 1982) jak réwniez jego spadek (Chandra 1982).
Uzyskane przez nas wyniki sugeruja, ze mechanizm obnizenia poziomu GABA
w moézdzku zwierzat mtodych moze by¢ zwiazany z obnizeniem jego syntezy przy
zmniejszonym obrocie GAD. Mangan nalezy do inhibitoréow GAD i w zaleznosci
od steZzenia moze hamowac jej aktywnos¢ nawet w 80%, (Wu 1972). Obnizenie za-
réwno poziomu GABA, jak i aktywnosci GAD mozZna réwniez tlumaczy¢ innym
mechanizmem dzialania manganu na rozwijajacy si¢ moézg. Przyjmuje sig, Ze szereg
czynnikéw naktadajacych sie na toksyczny efekt dziatania manganu, mig¢dzy innymi
niedotlenienie komérkowe, moze powodowaé zmiany iloSciowe w uktadzie GABA-
ergicznym w nast¢pstwie zmniejszenia liczby komorek i ich potaczen synaptycznych
oraz zmian w mitochondriach (Baxter 1976; Dydyk, Mossakowski 1984). Nalezy
rozwazy¢ rowniez mozliwo$¢ neurotoksycznego dzialania manganu na transport
i uwalnianie GABA. Przede wszystkim nalezy uwzgledni¢ wplyw jonéw manga-
nawych na aktywny transport GABA droga kanaléw wapniowych w réznych struk-
turach OUN (Baker 1972). By¢ moze odgrywa tu pewng rol¢ wplyw jonéw Mn++
na inne uklady neuroprzekaznikowe powigzane z ukladem GABA-ergicznym,
w tym przede wszystkim na uklad dopamin:rgiczny (Mustafa, Chandra 1971).
Istnieje $cista korelacja w funkcji tych dwéch neuroprzekaznikéw w patogenezie
zatrucia manganem i rozwoju zespolu pozapiramidowego (Pycock 1978).
Badania morfologiczne OUN u szczuréw po zatruciu manganem wykazuja nie-
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wielkie i czgsto odwracalne zmiany w neuronach. Jednak komérki nerwowe w struk-
turach ukladu pozapiramidowego bogatych zaréwno w dopaming, jak i GABA
w niektérych modelach doswiadczalnych przez dluzszy okres czasu wykazuja cechy
uszkodzenia (Dydyk, Mossakowski 1984).

Okreslenie stosunkow ilosciowych dopamina/ GABA w OUN w zastosowanym
przez nas modelu doswiadczalnym moze wyjasni¢ brak zaburzen pozapiramidowych
u szczuréw obu grup wieku. Wiadomo, Ze znaczne obniZenie stosunku dopamina/
GABA u szczura w zatruciu manganem stanowi jeden z czynnikéw warunkujacych
wystgpowanie zespotu pozapiramidowego (Kosicka i wsp. 1985). W zastosowanym
modelu dos$wiadczalnym zaréwno u matek, jak i ich potomstwa nie stwierdzono
zaburzen w ukladzie GABA-ergicznym w prazkowiu mogace mie¢ réwniez zna-
czenie dla neurologicznie bezobjawowego przebiegu zatrucia.

WNIOSKI

1. Zatrucie szczura jonami manganu w okresie cigzy i laktacji powoduje odmien-
ny efekt toksyczny u matki i u potomstwa.

2. Obnizenie puli GABA po zatruciu manganem zalezy od wieku zwierzat i od
wrazliwosci poszczegdlnych struktur OUN.

3. Zatrucie manganem w okresie ciazy i laktacji prowadzi do zahamowania
syntezy GABA w mézdzku u potomstwa.

BJINAHUE OTPABJIEHVA XJIOPUCTBIM MAPI'AHLIEM HA VPOBEHb
M CHUHTE3 TAMMA-AMUHOMACIJISIHHOM KHUCJIOTBI B MO3ITY V KPBICHI
B INEPMIOI BEPEMEHHOCTU U JIAKTALIUA

Pe3owme

Xpormueckoe orpaeinenne 0.8% BoaubmM pactBopoMm MnCl, B Teyenne GepeMEHHOCTH M JIaK-
TAUKM HE BBI3BAJIO HEBPOJIOTHYECKAX PACCTPONHCTB HHU Y B3POCIIBIX KHBOTHBIX M HH Y MX IOTOMCTBA .
AsTOoph! Habmogamu cumkenne peseppa GABA B roioBHOM MO3ry B 3aBHCHMOCTH OT BO3pacTa
M CeJIEKTHBHO YYBCTBHTEIbHOCTH €TI0 CTPYKTYP. OTMEYEHO IOCTOBEPHOE CTATHCTHYECKOE CHIKEHHE
ypoBHss GABA B 4epHOM BELIECTBE Y B3POCHBIX KPBIC, 4 TAKKE B YEPHOM BEIIECTBE M B MO3XKEUKe
MOJIOZIBIX KpbiC. OTpaBlieHHe MApraHileM BeleT K 3aTopMoxeHuro cuaTe3a GABA B MoO3Xeuke
MOJIONBIX KPBIC.

EFFECT OF MANGANESE CHLORIDE INTOXICATION
ON GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID LEVEL AND SYNTHESIS IN THE RAT BRAIN
DURING PREGNANCY AND LACTATION

Summary

Chronic poisoning with 0.89% MnCl, in drinking water during pregnancy and lactation did
not evoke any neurological syndrome both in the adult animals and in the newborn. A different
toxic effect of Mnt+ on GABA metabolism has been observed in some structures of the brain in
dependence on age. A significant decrease of GABA level was noted in substantia nigra in adult
animals and in the cerebellum of the newborn. Manganese poisoning inhibited GABA synthesis
in young rat cerebellum.
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Lithium interacts with many biological systems and affects cellular functions
by altering enzyme activities, the membrane transport mechanism and receptor
processes (Bunney, Mandell 1978). Much evidence suggests that brain neurotrans-
mitters may be involved in affective disorders (Murphy, Redmond 1975; Murphy
et al. 1978). Although it is well established that lithium is effective in the treatment
of mania, the precise neurochemical effects of this ion are still unknown. Numerous
studies have been conducted in an attempt to answer this question, but the results
are often conflicting, presumably because of the variability in the dose, mode, time
of duration of lithium administration and species studied (Knapp, Mandell 1975;
Vizi 1975; Murphy 1976; Pert et al. 1978).

Since lithium may have different effects in various brain regions, more may be
learned about this drug by studying the effects in selected brain areas, or subcellular
fractions of these areas, rather then in the whole brain.

Moreover, since lithium must be given chronically to be effective in man, it
would seem that the most relevant neurochemical changes would be those which
occur after chronic (not acute) administration of a dose that can maintain the blood
level of this ion in the clinically effective range (Maggi, Enna 1980). In the present
study, we describe data concerning the effect of chronic ingestion of lithium on the
neurotransmitters’ metabolism in a pure synaptosomal fraction from brain he-
mispheres.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were carried out on Wistar rats weighing ca 200 g. Lithium
was introduced via gastric tube directly into the stomach in a 150 mg/kg body weight
dose, each day for 6 weeks. After this time, the animals were decapitated and the
synaptosomal fraction was prepared. The level of lithium in the blood was 1.1 mmol/l.

http://rcin.org.pl



212 U. Rafalowska et al.

Synaptosomes were obtained from the hemispheres of animals according to the
method of Booth and Clark (1978). The high purity and good energy metabolism
of this fraction was characterised (Deutsch, Rafalowska 1979; Rafatlowska et al.
1980; Deutsch et al. 1981).

Synaptosomes were homogenized in 50 vol. of ice-cold 0.05 M Tris-HCI buffer
(pH 7.4) and centrifuged at 50 000 X g for 10 minutes. The pellet was washed once
in the Tris-HCI buffer and finally suspended in the same medium containing 0.1%,
L-ascorbic acid and 10 pM pargyline.

Synaptosomes were preincubated with glucose in Krebs-Henseleit saline buffer
and shaken in a water bath at 30°C for 10 min. Aliquots were then diluted to the
protein concentration of 2—3 mg/ml and uptake measurements started with the
addition of radioactive neurotransmitters: [*H] dopamine, spec. activity 21.53 Ci/
mmol; [*H] serotonin, spec. activity 30.1 Ci/mmol; [*H] noradrenaline, spec. activity
46.5 Ci/mmol; [*H] GABA, spec. activity 226 mCi/mmol.

200 .l samples were withdrawn at the intervals indicated and rapidly centrifuged
through a layer of silicone oil (spec. grav. 1.03). Radioactivity in the supernatants
and in the pellets was counted in 10 ml of Bray’s scintillation mixture.

Synaptosomes (about 8—10 mg protein/ml) were suspended in Krebs-Henseleit,
pH 7.3 buffer containing 10 mM glucose and preincubated for 6 min. At the end
of this preincubation period one of the radioactive neurotransmitters was added
(GABA 2.0 uM, dopamine 0.4 uM, norepinephrine 0.4 uM and serotonin 0.2 M)
and the suspension was further incubated for 4 min. Aliquot samples were then
taken and diluted 10-fold in the Krebs-Henseleit medium with or without 10 uM
veratridine. For release measurements samples (200 uI) were removed at the time
intervals specified and centrifuged through a layer of silicone oil (Specific gravity
1.02, General Electric, Waterford, NY). Radioactivity was measured both in the
pellet and the supernatant.

[3H] spiroperidol (New England Nuclear, 33.2 Ci/mmol) binding assay was
carried out in triplicate by a filtration technique, essentially as described by Burt et
al. (1976). Aliquots of membrane fractions (0.5 ml containing 0.3—0.5 mg protein)
were incubated for 20 min at 37°C in the presence of varying concentrations of
[3H] spiroperidol (0.1—3.2 nM) and in the presence or absence of 1 pM (4-) — bu-
taclamol. After incubation, the samples were rapidly filtered through Whatman
GF/B glass filters and washed three times with cold 0.05 M Tris-HCI buffer pH 7.4
(total wash volume about 10 ml and total operation time about 20 sec), air-dried
and transferred to counting vials. The radioactivity was counted in scintillation
counter. The binding constants (K, and B,,,) were derived from Scatchard plot
analyses of specific binding, i.e. the difference in binding between samples in the
presence and absence of (+4) butaclamol.

The effect of lithium administered in vivo on 4*Ca uptake in brain synaptosomes
was measured in standard, low potassium and in high potassium solutions to de-
termine the depolarization-induced portion of Ca influx. For separation of internal
calcium from that present in the external incubation medium we used the ion-ex-
change method described by Gasko et al. (1976).
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Protein was determined by the method of Lowry et al. (1951) with bovine serum
albumin as standard.

RESULTS

In the experiment described in Figure 1, we obtained a high uptake of neuro-
transmitters to synaptosomes. The rate of this uptake depended on the kind of neuro-
transmitter. As seen, the uptake of GABA was faster then that of thz other neuro-
transmitters.
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Fig. 1. Uptake of dopamine, GABA, serotonin and noradrenaline by s&naptosomes obtained from
control and chronic lithium-treated rats. Each point represents a mean of 8 experiments where
1 — Li, 2 — control. SD was less than 5%

Ryec. 1. Pobieranie dopaminy, GABA, serotoniny i noradrenaliny przez synaptosomy otrzymywane
ze szczurdw kontrolnych i karmionych litem. Kazdy punkt reprezentuje $rednie z 8 do$wiadczen.
£l — Li, 2 — kontrola. Odchylenie standardowe bylo mniejsze od 5%

After chronic lithium administration to rats, we observed no changes in the uptake
to synaptosomes of dopamine, serotonin, noradrenaline, and GABA.

Spontaneous release of neurotransmitters from synaptosomes was very slow.
This process was stimulated in the presence of veratridine.

Release of dopamine and serotonin after chronic ingestion of lithium did not
change either with veratridine present or absent (data not shown). Only in the case
of GABA did we observe enhanced veratridine-dependent release of this neuro-
transmitter from synaptosomes obtained from lithium-fed rats (Fig. 2).
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Fig. 2. Release of GABA from synaptosomzs obtainzd from control and lithium-treated rats. The
concentration of veratridine was 40 uM. I — coatrol, 2 — coatrol 4 veratridine, 3 — Li, 4 —
Li + veratridine. Each point repressats a m2an of 4 expzrim2ats. SD was less than 5%

Rye. 2. Uwalnianie GABA z synaptosomdw otrzymanych z2 szczuréw koatrolnych i karmionych

litem. Kazdy punkt reprezentuje §rednie z 4 doswiad>z2a. I — koatrola, 2 — koatrola + weratry-

dyna, 3 — Li, 4 — Li + weratrydyna. Stezenie weratrydyny bylo 40 uM. Odzhylenie standardowe
bylo mniejsze od 5%

The sensitivity of dopaminergic receptors obtained by binding of [*H] spiroperidol
to membranes of synaptosomes was changed after treatment of the rats with lithium.

The apparent maximum number of binding sites (B,,,) decreased by about
16%, and the dissociation constant (Kj) decreased by about 33%, (Tab. 1).

Table 1. Effects of chronic lithium treatment on [*H] spiroperidol binding to membranes from rat
brain synaptosomes
Tabela 1. Wplyw przewleklego podawania litu na wiazanie [*H] spiroperidolu do blon z synapto-
somOéw mozgu szczura

Kp (M) Bmax (fmol/mg protein)
(fmol/mg biatka)
Control 0.165-4-0.032 (4) 81.80+4.59 (4)
Kontrola
Lithium 0.1114:0.014 (4) 68.88+1.84 (4)
Lit *p < 0.05 *p < 0.01

Kp — equilibrium binding constant
stala dysocjacji

Bmax — number of binding sites
stala wigzania receptora

Values are means +SD for the number of experiments indicated in parentheses
*p represents the significance of the difference between control and Li-treated synaptosomes

Wartosci sa $rednimi arytmetycznymi + odchylenie standardowe dla ilosci doSwiadczenh podanych
-w nawiasach
*p odpowiada réznicom statystycznie znamiennym miedzy kontrola i grupa dos$wiadczalng
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Lithium administered in vivo enhanced **Ca uptake to synaptosomes in low-
potassium medium, but had no effect on the uptake in the depolarizing high—potas-
sium medium (Tab. 2).

Table 2. Effects of lithium administered in vivo ou **Ca accumulation by synaptosomes
Tabela 2. Wplyw podawania litu in vivo na akumulacj¢ “3Ca przez synaptosomy

Concentration 45Ca accumulation (nmol/mg protein/min)
Stezenie 45Ca akumulacja (nmole/mg biatka/min)
SK* 100 K+
Control 6.994-0.81 (3) 12.734+2.28 (3)
Kontrola
Lithium 8.83+0.78 (3) 12.234+2.84 (3)
Lit *p < 0.05

Mean +SD. Number of experiments given in parentheses *p represents the significance of the di-
fference between uptake in control and Li-treated synaptosomes
Wartosci sa $rednimi arytmetycznymi 4+ odchylenie standardowe dla ilo$ci doswiadczefi podanych

w nawiasach
*p odpowiada réznicom statystycznie znamiennym migdzy kontrolg i grupa do$wiadczalng

DISCUSSION

Up till now, lithium effects on neurotransmitter metabolism have been investi-
gated mainly in the whole brain or its anatomical parts. Only few authors have
shown effects of lithium on the mechanism of neurotransmission in the synaptosoral
brain fraction, and the fractions used were heterogenic and less than satisfactory for
metabolic investigations (Whittaker 1969).

The synaptosomal fraction used in our experiments proved an appropriate and
accurate model for the study of neuronal processes in vivo. The fraction was highly
homogeneous and the parametres of the energy of this fraction were very similar
to the values for the intact brain (Rafalowska et al. 1980; Deutsch et al. 1981). The
membrane potential was high and depolarization could be achieved by high extracel-
lular potassium (Deutsch, Rafatlowska 1979). This fraction could synthesize, store
and release neurotransmitters (Pastuszko et al. 1982).

In our experiments, chronic ithium administration maintained a level of this
ion in the blood similar to that found to be clinically effective, so the obtained
neurochemical changes may be related to the action of lithium in prophylactic treat-
ment of recurrent manic-depressive disorders. The present results indicate that
chronic lithium administration does not lead to changes in the uptake and release
of neurotransmitters, the release of GABA excepted.

These data show that the action of lithium during chronic administration in
vivo on the presynaptic parts of nerve endings is rather insignificant and connected
only with the GABA-ergic system.

4 — Neuropatologia Polska 2/85
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De Feudis (1974) observed the increase of GABA efflux from superfused rat
cerebral cortex. He indicated that this effect is connected with substitution of Na
by Li, which may cause changes as a depolarized factor (Dose, Deisch 1982). Our
experiments on the synaptosomal fraction do not confirm this suggestion, because
we have not found any effect of lithium on the release of GABA when the synapto-
somes were not depolarized by veratridine.

Changes in GABA release from synaptosomes in depolarization conditions are
not connected with changes of Ca ion movements because we observed enhanced
Ca uptake to synaptosomes only in low-potassium medium, but found no effect
on the uptake in the depolarizing high-potassium medium. Further studies are neces-
sary to explain the mechanism of GABA release from synaptosomes in chronic
digestion of lithium.

Primarily, neurotransmitter hypotheses of affective illness have focused on the
presynaptic neuron (Bunney, Davis 1965; Schildkrant 1973). Such hypotheses
have not been fully supported by clinical data. Bunney et al. (1977) have recently
proposed that manic-depressive illness might rather be caused in part by oscillation
in catecholamine receptor sensitivity. While it would be difficult to test this hypo-
thesis in a clinical setting, animal model for altered states of receptor sensitivity
are available.

It has been shown that chronic neuroleptic administration in rats causes dopa-
mine receptor hypersensitivity. Pert et al. (1978) have shown that long-term treatment
of rats with haloperidol produced an increased sensitivity to the locomotor and
stereotypical action of apomorphine. This behavioural dopaminergic hypersensitivity
was accompanied by increased binding of [*H] spiroperidol in the striatum. Rats
treated concurrently with lithium and haloperidol failed to develop either beha-
vioural sensitivity to apomorphine or increased striatal dopamine receptor binding.

Our experiments, did not include hypersensitivity of receptors, so the experi-
mental conditions can be related to the periods of improvement in the patients.
In these conditions prophylactic chronic lithium administration led to a decrease
of synaptosomal dopamine receptor binding (B,,,,) similar to that in hypersensiti-
vity of receptors, but simultaneously we observed a decrease in the binding equili-
brium constant (Kp). This effect probably allows maintenance of dopaminergic
receptor sensitivity at an unchanged level.

This effect is selectively specific for dopaminergic receptors. In the case of GABA
receptors, Maggi and Enna (1980) observed changes in B, ,, but not in K.

WPLYW PRZEWLEKLEGO PODAWANIA LITU NA PRZEMIANE
NEUROTRANSMITEROW W SYNAPTOZOMACH MOZGU SZCZURA

Streszczenie

W wyniku przewleklego podawania litu szczurom poziom tego jonu we krwi byl taki, jak u pac-
jentéw poddawanych kuracji klinicznej. Totez obserwowane zmiany neurochemiczne moga odpo-
wiadaé dzialaniu litu w profilaktycznym leczeniu nawracajacych zespolow maniakalno-depresyj-
nych.
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Stwierdzono, ze przewlekle podawanie litu nie prowadzi do zmian w pobieraniu przez synapto-
zomy dopaminy, GABA, serotoniny i noradrenaliny. Takze uwalnianie tych neurotransmiteréw
(z wyjatkiem GABA) nie zmienia si¢. Uwalnianie GABA w obecnosci weratrydyny wzrastalo okolo
50%. Czulo$¢ receptoréw dopaminergicznych byla oznaczana przez wiazanie *H spiroperidolu
do blon synaptozomalnych. W warunkach podawania litu By,,x — stala wigzania receptora malala
okolo 16%, a Kp — stala dysocjacji okoto 33%,. Prawdopodobnie rownolegle zmniejszenie ilosci
miejsc wigzacych oraz stalej dysocjacji pozwala utrzyma¢ aktywnos¢ receptora dopaminergicznego
na niezmienionym poziomie. Dane powyzsze wskazuja, ze przewlekle podawanie litu wplywa stabi-
lizujaco na.wigkszo$¢ badanych proceséw zwiazanych z neurotransmisja synaptyczng.

BJIMSIHUE XPOHUYECKOI'O ITPMMEHEHUWS JINTUS HA OBMEH
HEVPOTPAHCMUTTEPOB B CHMHATITOCOMAX MO3I'A KPbICHI

Pe3rome

B pe3ynbTaTe XpOHHYECKOTO TPUMEHEHHUS JINTHSI KPHICAM YPOBEHB 3TOTO MOHA B KPOBM ObUI
TAaKOM Kak y NAMEHTOB MOABEPraeMbIX KIMHHYECKOMY JedyeHH:o. Kaxercs, yro Habmomaemelie
HEHPOXUMHUYECKHE W3MEHEHHsS] MOTYT OTBEYATh ACHCTBUIO JIMTHA B MPOMHIAKTHYECKOM JICYEHUH
PELMAMBUPYIOLICH MauMakadbHOM Jenpeccun. KOHCTATUPOBAHO, YTO XPOHHYECKOE NMPAMEHEHHE
JMTHS HE NPUBOJMT K M3MEHEHUAM B moTpebnennu nobavuna, GABA, cepoTOHHHA M HOpaipe-
HallMHA CHHANTOCOMAaMHM.

Takxke 0cBOOOXKIEHHE ITHX HElpOTpaHCMHUTTEPOB (3a uckmovyeHneM GABA) He u3MeHseTcs.
OcBoGoxenne GABA npu HaJIMYMH BEPATPUIMHA BO3PACTAET HA OKOJIO 50%. UyBCTBHTENLHOCTD
JI0(haMHHIPIHYECKHX PELenTOPOB 0003HaYaNach NPy MOMOLIM CBA3K *H crmponepniona K CHHAI-
TOCOMAJILHBIM MeMOpanam. B yCIIOBHSX PUMEHEHUS TUTHA B, — KOHCTAHTA CBS3M PELENTOPA
yMEHbIIANAChk Ha okoio 169%, a Kp — kKoHCTaHTa AMCCOnManuy Ha OKoJIo 33%.

BeposiTHO mapajuiesbHOe YMEHBIICHHE KOJMYECTBA CBA3LIBAIOMIAX MECT M KOHCTAHTHI JUCCO-
LMALUM TIO3BOJISIET YJAEPXKaTh AKTHBHOCTH J0(DaMUHIPYHYECKOTO PELENnTOpa HA HEH3MEHEHHOM
ypOBHE. BhIIeyNOMSsIHYThIE JAaHHBIE YKA3bIBAIOT HA TO, YTO XPOHHYECKOE IIPUMEHEHHE JTUTHS BIIHAET
CcTabHIM3APYIOMUM CIHOCOG0M Ha GONBIUMHCTBO MCCIICOBAHHBIX IPOLECCOB CBA3AHHBIX C CHHA-
NTAYECKON HEUPOTPAHCMHUCCHEIH.
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MORFOMETRYCZNA OCENA PROCESU MIELINIZACJI
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I. NERW WZROKOWY
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Badania w mikroskopie $wietlnym i elektronowym wykonane na materiale kré-
likéw pt wykazaly, u tego mutanta, nieprawidtowy rozwdj ostonek mielinowych
w postaci opOZnienia, ostabienia i przedluZenia procesu mielinizacji (Taraszewska
1983; Zelman, Taraszewska 1984). Fakt ten sklonit nas do przeprowadzenia badan
morfometrycznych umozliwiajacych iloSciowa oceng tych zaburzen.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity kréliki pt z typowym zespolem objawéw klinicz-
nych, w wieku 2, 4, 8 tygodni i 90 dni oraz zdrowe kroliki w tym samym wieku,
hodowane w takich samych warunkach.

Kréliki w odpowiednim dniu Zycia usypiano 4%, wodzianem chloralu i wykony-
wano przez aort¢ wstepujaca perfuzje 3,99, roztworem aldehydu glutarowego w bu-
forze fosforanowym, pH 7,6. Po wyjeciu mézgu pobierano $rdédczaszkowy odcinek
nerwu wzrokowego. Czg$¢ materiatu przeznaczona do badan w mikroskopie $wietl-
nym przed przeprowadzeniem do Eponu barwiono hemetoksyling Kulczyckiego
wedlug metody opisanej przez Jedrzejowska i wsp. (1972). Z péicienkich skrawkéw
fotografowano w kazdym przypadku 3—4 pola i na mikrofotografiach w ostatecz-
nym powigkszeniu 900 X liczono w 200 kwadratach o powierzchni 1 cm? zmielini-
zowane aksony dla okreslenia gestosci widkien.

Material przeznaczony do badan w mikroskopie elektronowym przeprowa-
dzano w spos6b typowy i zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie skrawki krojono
na ultramikrotomie LKB, kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem olowiu,
a nastgpnie ogladano i fotografowano w mikroskopie elektronowym JEM 100 B.
W kazdej grupie wieku badano 2 kréliki pt i 2 kontrolne. Na 10 elektronogramach
w pow. 18.000 X obliczano dla kazdego przypadku liczbe zmielinizowanych i nie-
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zmielinizowanych wiokien oraz srednicg aksonéw. Na 12 elektronogramach w pow.
40.000 X obliczano liczb¢ blaszek w ostonkach mielinowych z uwzglgdnieniem
$rednicy aksonow.

WYNIKI

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w tabelach 1-—5.

Gesto$¢ zmielinizowanych wiokien w nerwie wzrokowym kontrolnych krélikéw
zwigksza si¢ do 8 tygodnia Zycia, natomiast w nastepnej grupie wieku nie ulega
juz wyraznym zmianom (tab. 1). U krolikéw pt wzrost gestosci widkien wraz z wie-
kiem jest mniejszy, ponadto widoczny jest réwniez pomiedzy 8 a 12 tygodniem Zycia.
Liczba widkien przypadajaca na taka sama powierzchni¢ jest znacznie nizsza u mu-
tantéw we wszystkich grupach wieku. Réznice w gestosci widkien u krélika pt
i w kontroli wynikaja nie tylko z mniejszej liczby zmielinizowanych aksondéw, ale
rowniez ze znacznie wigkszej liczby elementéw glejowych u mutanta (ryc. 1 i 2).
Ponadto u krélika pt widkna sg rozproszone i nie tworzg zbitych uktadéw peczko-
wych charakterystycznych dla normalnego nerwu wzrokowego.

Tabela 1. Liczba zmielinizowanych wlokien przypadajaca na taka sama powierzchni¢ w nerwie
wzrokowym kroélika pt i w kontroli
Table 1. Number of myelinated fibres in the same area of the cross section of optic nerve in pt and
control rabbits

Liczba zmielinizowanych wiokien

Wiek krolika PRSI ns o
Rabbit’s age kontrola pt
control
T 3750 1535
il 3496 1426
28 dni 5571 89
/458 5020 RRCh
56 dni 7000 AV
i 6790 2359
90 dni 7290 3530
g 6900 2979

Widkna w nerwie wzrokowym krolikow pt i kontrolnych w wigkszosci naleza
do grupy drobnych aksondw o $rednicy nie przekraczajacej 1 um, z tym, ze ilos¢
wibkien wigkszego kalibru zwigksza si¢ wraz z wiekiem zwierzat (tab. 2).

Odsetki wiokien, obliczone dla poszczegdlnych grup wielkosci aksondéw, nie
wykazuja wyraznych réznic pomigdzy krélikami pt i kontrola, przy czym w mate-
riale kontrolnym pomiedzy poszczegdlnymi przypadkami w tym samym wieku
wystepuje wieksze zréznicowanie wielkosci odsetkow.
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Ryc. 1. Krolik kontrolny 4-tygodniowy. Widoczne zmielinizowane aksony. Zwraca uwage regu-
larny ukiad wiokien tworzacych peczki oddzielone przegrodami glejowymi. Polcienki skrawek epo-
nowy. Hematoksylina Kulczyckiego. Pow. 900 x

Fig. 1. Control rabbit 4-week-old. Myelinated axons. Regularly arranged fibres are separated by
glial elements. Semithin epon section. Kulczycki hematoxylin. x 900

Ryc. 2. Objawowy kroélik pt 4-tygodniowy. Zmielinizowane aksony mniej liczne, nieregularnie
rozproszone. Zwraca uwage duza liczba jader glejowych. Polcienki skrawek eponowy. He matoksy-
lina Kulczyckiego. Pow. 900 x

Fig. 2. Symptomatic pt rabbit 4-week-old. Myelinated fibres less numerous, irregularly arranged.
Increased number of glial nuclei. Semithin epon section. Kulczycki hematoxylin. x 900

U mutanta pt, podobnie jak w kontroli, istnieje wyrazna zalezno$¢ pomigdzy
iloscig zmielinizowanych widkien i wielkoscia aksondéw oraz wiekiem zwierzat
(tab. 3). Aksony o $rednicy powyzej 1 um sg zmielinizowane w ponad 909 w obu
badanych grupach juz u 2-tygodniowych krélikéw. Pomigdzy krélikiem pt i kontrola
wystepuja natomiast wyrazne réznice w odsetkach zmielinizowanych aksonéw o $red-
nicy do 0,5 pmio0d 0,5 do | p.m. U mutantéw odsetki tych widkien sa znacznie nizsze
we wszystkich grupach wieku. U krélikéw pt w 28 dniu zycia sa one podobne do
stwierdzonych u 14-dniowych krélikéw kontrolnych. U krélikéw kontrolnych w wie-
ku 8 tygodni (56 dni) prawie wszystkie wtdkna, wlacznie z drobnymi aksonami
o Srednicy do 0,5 um, sa zmielinizowane, natomiast u krélikéw pt w tym samym
wieku i starszych (90 dni zycia) odsetki zmielinizowanych widkien o $rednicy do
0,5 um pozostaja niskie. Ogoélne odsetki zmielinizowanych i niezmielinizowanych
widkien obliczone tacznie dla wszystkich aksondéw rowniez wskazuja na mniejsze
zaawansowanie mielinizacji u krolika pt.

U kontrolnych krélikéw odsetki niezmielinizowanych aksonéw zmniejszaja
si¢ bardzo znacznie migdzy 2 a 4 tygodniem zycia, a od 8 tygodnia stanowig one
mniej niz 19, . U krolikéw pt odsetki niezmielinizowanych aksonéw rowniez obnizaja
si¢ wraz z wiekiem, ale w znacznie mniejszym stopniu i u mutantéw w wieku 8 ty-
godni oraz starszych (90 dni) stanowia od 9 do 259, wszystkich widkien.
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Tabela 2. Rozklad odsetkowy widkien w nerwie wzrokowym krolika pt i w kontroli w zaleznos$ci
od $rednicy aksonow

Table 2. Percentage distribution of fibres according to axon diameters in optic nerve of pt and control

rabbit
Srednica aksonéw (pm) Liczba liczonych
Krolik Wiek Axon diameter (wm) widkien
Rabbit Age Number of
< 0,5 0,5—1 1-1,5 >1.5 counted fibres

14 dni 47,1 45,8 6,5 0,6 1145

days 47,5 45,9 5,8 0,8 777

28 dni azl 52,5 11,9 39 712

days 2,4 52,8 17,2 7,6 545

pt

56 dni 7,9 53,9 22,5 15,5 519

days 9,0 54,4 25,3 11,3 458

90 dni 8,6 49,8 22,8 18,8 421

days 1.2 53,5 222 13,1 419

14 dni 43,9 46,5 8,6 1,0 985

days 55,9 31,2 74 5,5 760

28 dni 25;7 49,1 20,0 5,2 641

days 17,4 55,6 20,7 6,3 579

kontrola

control 56 dni 13,9 49,5 23,1 13,5 555
days 11,9 60,1 17,8 10,2 535

90 dni 4,6 47,6 31,2 16,6 414

days 10,3 54,5 24,7 10,5 477

W zmielinizowanych widknach $rednie liczby blaszek mielinowych w ostonkach
s mniejsze u krolikéw pt niz w kontroli we wszystkich grupach wielkosci aksonow
i we wszystkich grupach wieku zwierzat, jednak wzrost $redniej liczby blaszek mie-
linowych wraz ze wzrostem wielkosci widkien i wiekiem zwierzat jest zachowany
u krélika pt (tab. 4).

Srednie liczby blaszek w ostonkach mielinowych u 12-tygodniowych krélikéw pt sa
prawie dwukrotnie nizsze niz w kontroli. Wi6kna, w ktérych calkowita liczba
blaszek mielinowych w ostonce wynosi mniej niz 5 stanowia u krolika pt okoto 509,
wszystkich zmielinizowanych aksonéw (tab. 5). Wysokie odsetki widkien z tak cien-
kimi ostonkami mielinowymi wystgpuja rowniez w grupach aksonéw wigkszego
kalibru o $rednicy powyzej 1 pm.

OMOWIENIE

Mielinizacja nerwu wzrokowego u normalnych krélikéw byla badana przez
réznych autoréw zaréwno w aspekcie strukturalnym, jak i biochemicznym (Mottet
i wsp. 1979; Skoff i wsp. 1980; Adamczewska-Goncerzewicz 1982; Sniatata-Kamasa
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Tabela 3. Odsetki zmielinizowanych wiokien w nerwie wzrokowym krolika pt i w kontroli
Table 3. Percentage of myelinated axons in optic nerve of pt and control rabbit

Srednica aksonow (wm) Odsetek wiokien
Krolik Wiek Axon diameter (um) Percent of fibres
Rabbit Age zmielinizo-  niezmielini-

<0,5 0,5—1 1-1,5 e Al (5] wanych zowanych
myelinated unmyelinated

14 dni 00 406 959  100,0 25,4 74,6
days 27 468 844 100,0 28,3 71,7
28 dni 720 T4 953  100,0 54,6 454
days 230 840 968  100,0 73,8 26,2
pt

56 dni 537 911 974 988 90,8 9,2
days 293 80,7 99,1  100,0 83,0 17,0
90 dni 11,1 66,7 990 962 74,8 25,2
davs 426 92 1000 1080 88,3 11,7
14 dni 6,3 72,1 988  100,0 45,8 542
days 242 709 929  100,0 48,0 52,0
28 dni 770 97,5 1000  100,0 92,8 72
days 842 91 1000 1000 96,7 33

kontrola
control 56 dni 98,7 989 1000  100,0 99,3 0,7
. ssk. o7 omnt.tleEG 98,1 1,9
90 dni 1000 990 1000  100,0 99,5 0,5
days 1000 992 1000  100,0 99,6 0,4

“

1982; Zgorzalewicz i wsp. 1983). Z badan tych wynika, Ze nerw wzrokowy krolika
zaczyna miclinizowaé si¢ w pierwszym tygodniu Zycia po urodzeniu, a miedzy
12 a 30 dniem zycia wigkszo$¢ aksonow ulega zmielinizowaniu. W 30 dniu zycia
ostonki mielinowe wykazuja zbita strukture z liczba blaszek od 4 do 7, a u 70-dnio-
wych krélikéw grubosé ostonek jest zwigkszona do 10—20 blaszek (Sniatata-Kamasa
1982).

Nasze badania na materiale zdrowych krolikow kontrolnych wykazuja podobny
przebieg mielinizacji nerwu wzrokowego: u l4-dniowych krélikéw mielinizacja
wldkien jest juz w pelnym toku z wyjatkiem drobnych aksonéw o $rednicy do
0,5 um, natomiast w 4-tygodniu (28 dzieri) tylko niewielki odsetek widkien (mniej
niz 109,) pozostaje niezmielinizowany. Miedzy 4 a 12 tygodniem obserwowano
wzrost $redniej liczby blaszek mielinowych w ostonkach i tym samym zwigkszanie
si¢ ich grubosci.

Stwierdzone w naszym materiale: wczesna mielinizacja wigkszych aksonéw,
wzrost wielkos$ci aksondw wraz z wiekiem i mielinizacja drobnych aksonéw w ostat-
niej kolejnosci, jak réwniez zalezno$¢ migdzy liczba blaszek mielinowych a wiel-
koscig aksonow sa zgodne z powszechnie uznawang rola kalibru widkien w procesie
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Tabela 4. Srednia liczba blaszek mielinowych w ostonkach wiokien zmielinizowanych w nerwie
wzrokowym krolika pt i w kontroli
Table 4. Average number of myelin lamellae per sheath in the myelinated axons in optic nerve of
pt and control rabbit

Srednica akson6éw (wm) Liczba badanych
Krolik Wiek Axon diameter (um) wiokien
Rabbit Age No of fibres
<0,5 0,5—1 1-1,5 id > examined
14 dni — 4,4 6,8 7.5 136
days
28 dni 2,6 52 6,2 10,0 207
days
pt
56 dni 3,4 5,6 6,9 9,8 231
days
90 dni 2,8 4,9 7,6 13,0 232
days
14 dni 4,7 6,0 13 8,6 234
days
28 dni 5,8 % 10,6 14,1 314
days
kontrola
pontrol 56 dni 5,6 7.8 10,1 18,1 123
days
90 dni 6,4 8,3 12,9 25,0 268
days

mielinogenezy (Friede 1973; Rehahl, Hildebrandt 1982). Dlatego tez okreslenie
wielkosci widkien nerwu wzrokowego u krolikéw pt z zaburzona mielinizacja
w poréwnaniu do normalnych krolikéw miato istotne znaczenie w naszych badaniach.
Uzyskane wyniki nie wykazaly jednak wyraznych réznic w odsetkowym rozkladzie
wlékien w zaleznosci od ich kalibru w nerwie wzrokowym krélikéw pt i kontrolnych.

Vaney i Hughes (1976) ustalili, ze wielko$¢ wtokien nerwu wzrokowego krolika
waha si¢ od 0,25 do 7 pm, a szczytowy punkt na krzywej rozktadu widkien odpo-
wiada 0,75 pm. Wysokie odsetki wiokien o $rednicy do 1 p.m stwierdzone w naszym
materiale sg zbiezne z powyzszymi danymi. Wigksze réznice indywidualne w wyso-
kosci odsetkéw u krolikéw kontrolnych wynika¢ moga z topograficznego zrézni-
cowania rozkiadu i gestosci widkien w nerwie wzrokowym, na co réwniez zwracaja
uwage Vaney i Hughes (1976). Roéznice te w mniejszym stopniu mogly si¢ ujawnic
u krélikéw pt ze wzgledu na mniejsza gesto$¢ i zaburzona architektonike ukladu
wiokien.

Pomimo braku wyraznych réznic odsetkowych wielkosci widkien migdzy kro-
likiem pt a kontrolnym, mielinizacja u krolika pt jest najbardziej uposledzona w gru-
pie drobnych akson6éw o $rednicy do 0,5 pm, jak réwniez znacznie zmniejszona
w grupie aksonéw o s$rednicy od 0,5 do 1,0 pm. Zmiany te sag widoczne u wszystkich

http://rcin.org.pl




Hipomielinizacja u krélika pt MAG w mézgu ludzkim 225

Tabela 5. Odsetki zmielinizowanych wlokien z bardzo cienkimi ostonkami (o liczbie blaszek mieli-
nowych ponizej 5)
Table 5. Percentage of myelinated fibres with extremely thin myelin sheaths (< 5 lamellae)

Srednica aksonow (um) Odsetek wiokien z liczba
Krolik Wiek Axon diameter (m) blaszek :
f A —— Percent of fibres with
Rabbit ge 0.5 05—1 5 15 number of lamellae
S5 A =5 i <5 =5
14 dni - 62,9 9,5 — 40,7 59,3
days - 67,2 26,7 — 58,4 41,6
28 dni 88,9 46,8 16,0 0,0 41,9 58,1
days 87,5 37,0 47,8 8,3 40,0 60,0
pt
56 dni 71,4 73,3 47,7 8,7 55,9 44,1
days - 30,2 183 8,0 20,0 80,0
90 dni — 53,7 30,6 5,6 36,5 63,5
days 75,0 50,0 31,7 0,0 39,0 61,0
14 dni 60,0 29,0 0,0 0,0 23,4 76,6
days 44,0 10,4 0,0 0,0 15,0 85,0
28 dni 36,1 15 29 0,0 16,2 83,8
days 13.5 52 29 0,0 6,3 93,7
kontrola
foprol 56 dni WS i 0.0 0,0 13,8 86,2
days 22,6 2,6 0,0 0,0 5,3 94,7
90 dni 0,0 3,6 0,0 0,0 2,0 98,0
days 0,0 1,8 0,0 0,0 0,9 99,1

badanych krolikéw pt niezaleznie od wieku. Ponadto stwierdzono, ze mielinizacja
wiokien o $rednicy do 0,5 pm u 2-tygodniowego krolika pt jest prawie niewidoczna,
a u krolikow 4-tygodniowych wysokos¢ odsetkéw widkien zmielinizowanych od-
powiada w przyblizeniu odsetkom tych widkien u 2-tygodniowych normalnych
krolikow. Moze to wskazywaé na op6znienie mielinizacji nerwu wzrokowego u kré-
lika pt przynajmniej okoto 2 tygodni oraz jej przedluzenie w czasie.

Réznice w odsetkach widkien zmielinizowanych i niezmielinizowanych migdzy
krélikami pt 8- a 12-tygodniowymi wykazuja duze rozbieznosci i moga odzwier-
ciedla¢ indywidualne réznice w nasileniu procesu chorobowego migdzy poszczegdl-
nymi krélikami. Zalezno$¢ migdzy nasileniem zmian w obrazie mieliny i cigzkoscia
przebiegu klinicznego choroby u krélikow pt podkreslano w naszej poprzedniej
pracy (Zelman, Taraszewska 1984).

Uposledzenie mielinogenezy u krolika pt charakteryzuje si¢ nie tylko mniejsza
liczba zmielinizowanych widkien, ale rdwniez mniejsza liczba blaszek mielinowych
w ostonkach. Wysokie odsetki zmielinizowanych widkien o bardzo cienkich oston-
kach zawierajacych 2—4 blaszki $wiadcza, ze wiele sposréd zmielinizowanych
wiokien nie osiaga prawidlowego stopnia mielinizacji. Zmiany strukturalne, opisy-
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wane w ostonkach mielinowych u krolika pt (Taraszewska 1983) polegaja na roz-
luZznionym ukladzie blaszek, odcinkowym braku linii posrednich, rozwarstwieniu
linii gestych.

Przyczyna zaburzen mielinizacji u kroélika pt, podobnie jak u innych mutantow
z hipomielinizacja, nie jest wyjasniona. Zmniejszona ilo$¢ tworzonej mieliny moze
by¢ ogdlnie ttumaczona niewydolnoscia komorek oligodendrogleju. na co wskazuje
rowniez obraz ich niedojrzatosci strukturalnej (Taraszewska 1983), zwigkszona
i przedtuzona glejoza mielinizacyjna (Zelman, Taraszewska 1984) oraz wyniki
badan lipidéw mieliny (Domanska i wsp. 1984). Przedstawione wyniki badan ilos-
ciowych wskazuja ponadto na zaburzenia dynamiki mielinizacji u krélika pt, za-
lezne od wielkosci aksonow, stad tez nie mozna wykluczy¢ u mutanta pt ewentual-
nego udzialu aksondw w procesie nieprawidtowej mielinogenezy.

MOP®OMETPUYECKASI OLIEHKA TITPOLIECCA MUEJIMHU3ALIUUA
B MO3Ir'y KPOJIMKA pt

1. 3puTenbHbIE HEPB

Pe3ome

TIposeneHo MOpHOMETPHYECKOE HCCIENOBAHHE 3PUTEILHOTO HEPBA y KPOJMKOB pt M KOH-
TPONBHBIX B Bo3pacrte 2, 4, 8 m 12 Hezmenb. Ha 31eKTPOHOTpaMMax aBTOPLI MCYMCIIIM JHAMETD
aKCOHOB, YHCJIO MHUEIMHU3MPOBAHHBIX ¥ HEMUEIIMHH3HPOBAHHBIX BOJIOKCH, & TAKKE YHCIIO IIACTH-
HOK B MHEMHOBEIX obosioukax. Ha MmkpodoTorpadusx m3 MOJYTOHKMX HOHOBHIX CPE30B OHH
ONpEeNeNsA TYCTOTY BOJIOKOH.

B 3pHTENLHOM HEPBE KPOJIMKOB Pt M KOHTPOJIBHBIX BO BCEX BO3PACTHBIX TPYIINAX KOHCTATH-
poBaHo npeobiasanue BOJIOKOH C JAAMETPOM 0 I MM; 110 Mepe CTapeHHs )KHBOTHLIX BO3PACTalIO
9YHCNO AKCOHOB ¢ GonbmmM muamMeTpoM. [IPOHEHTHl BOJIOKOH B OTHENBHBIX TPYNIAX BEJIHYMHBI
AKCOHOB HE IPOSBISIM CYIIECTBEHHBIX PacXoxkaeHui. ITPOLEHTH MHEIMHH3APOBAHHBIX BOJIOKOH
y KpOJHMKOB pt GbUIH HIDKE BO BCeX BO3PACTHBIX rpymnax. CaMelie Gonblme pasHHLBI MEXIy KpO-
JIAKAMH Pt ¥ KOHTPOJBLHBIME KOHCTATHPOBAHO B IPOIECHTAX MHEIHHA3HPOBAHHBIX AKCOHOB C IHa-
MeTtpoMm 10 0,5 MM 1 0,5— 1,0 MM. ¥V MyTaHTOB IIPOLEHTHI 3THX BOJIOKOH OBUIN 3HAYMTETHHO HHXKE.
V 12-He/1eNbHOro KPOJMKa Pt MPOLEHT HEMHEIWHU3UPOBAHHBIX AKCOHOB C MuameTpoM 1o 0,5 mm
coctasysan 88,9 u 57,4%, B TO BpeMs Kak B KOHTPOJIbHOM TpyIme yxke B BO3pacTe 8 Helenb MOYTH
BCE aKCOHBI 3TOro0 Kamubpa Obuma MuenuHE3HPOBaHBI (96,6 1 98,7%). V KPONHKOB pt MPOLEHT
HEMHEMHU3MPOBAHHEIX AKCOHOB CHHXKAJICA € BO3PAacCTOM, HO B 3HAYMTENILHO MEHBINEH CTEIeHH,
9eM B KOHTPOJIbHOM T'pyINIe, YTO YKa3bIBAET HA YIUIMHCHHBIH M MEHEE aKTUBHBIA POLECC MUETH~
Hu3ammn. CpenHue YuCiia IUTACTHHOK B MUEIHMHOBBLIX 000JI0YKax y KPOJMKOB pt ObUmM HMXE Yem
B KOHTpOJIE BO BCEX TPYIIAX BEIMYHHEI AKCOHOB M BCEX BO3PACTHBIX I'PyIIax. BeICOKHE IPOLEHTH
BOJIOKOH C OYeHb TOHKMMH 0060JIOYKAaMH YKA3bIBAIOT HA TO, YTO YaCTh MHEIMHU3MPOBAHHBIX AKCO-
HOB HE JOCTHTAeT HOPMAIbHOM CTENEHH MHCITHHH3ALWH.

MORPHOMETRIC STUDIES ON MYELIN DEVELOPMENT IN PT RABBIT BRAIN

1. Optic nerve

Summary

Morphometric studies were performed on the optic nerves in symptomatic pt and control
rabbits of the age 14, 28, 56 and 90 days. On electronograms number of myelinated and nonmyeli-
nated fibres in relation with the axons caliber and number of myelin lamellae per sheath was counted.
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The density of myelinated fibres was evaluated on microphotographs taken from semithin epon
sections.

It was found that the optic nerve of both pt and control rabbits is composed mainly of axons

» of the diameter up to 1,0 um. The number of larger-diameter axons increases with the animals’
age. The diameter-spectrum of nerve fibres population seems to be comparable in pt and control
rabbits. The number of myelinated fibres was markedly reduced in pt mutants of all age groups.
The most pronounced differences between pt and control rabbits were found in the percent of
myelinated axons of the diameter up to 0.5 um and from 0.5 up to 1.0 um. In 90-day old pt the
percent of nonmyelinated axons of the diameter up to 0.5 xm amounted 88,9 and 57,4%,, whereas
in the 8-week old control rabbits almost all axons of this caliber were myelinated (96.6 and 98,7%).
The percent of nonmyelinated fibres was decreasing in pt rabbits with the animals’ age but to a con-
siderably lesser degree than in control, indicating the prolonged and less active process of myelina-
tion in the mutant.

Moreover, the average number of lamellae per sheath in myelinated axons pt optic nerve was

reduced in all age groups and in all groups of axons caliber. The high percent of axons with very
thin myelin sheaths (below 5 lamellae) indicates that a part of fibres does not reach in pt the normal
stage of myelination.

10.
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Od 17 do 19 pazdziernika 1985 r. odbedzie si¢ w Innsbrucku w Austrii
XVIII DUNAIJSKIE SYMPOZJUM NAUK NEUROLOGICZNYCH
Gloéwne tematy Sympozjum:

1. Moézdzek
2. Naczyniowopochodne bole glowy
3. Tematy wolne

Sekretariat Sympozjum: c/o Vienna Academy of Medicine, Alser Strasse 4, A-1090 Vienna,
Austria. Telefon (0222) 42-71-65

lub Prof. Dr. F. Gerstenbrand. Univ.-Klinik fiir Neurologie, Anichstrasse 35, A-6020 Inns-
bruck, Austria.

Od 5 do 7 czerwca 1986 r. odbedzie sie w Wiedniu Migdzynarodowy Kongres
FOR CLINICAL NEUROIMAGING

Sekretariat Kongresu: c/o Vienna Academy of Medicine, Alser Strasse 4, A-1090 Vienna,
Austria.
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ANDRZEJ WAJGT, MIROSLAW GORNY, JANUSZ SZYMAS

IZOLACJA 1 IMMUNOGENNOSC GLOWNEJ GLIKOPROTEINY
MIELINY (MAG) MOZGU LUDZKIEGO

Klinika Neurologii i Zaklad Patomorfologii Klinicznej Akademii Medycznej, Poznan

Uznanymi markerami oligodendrogleju sa galaktocerebrozydy, biatko zasa-
dowe mieliny (MBP), glikoproteina zwiazana z mieling (MAG), fosfohydrolaza
2’3’ cyklicznego nukleotydu oraz antygeny umownie oznaczone jako antygeny
O;—O0, (Schachner i wsp. 1982). Uzycie monoklonalnych przeciwciat przeciwko
antygenom O; —O, pozwolito na wyréznienie podklas oligodendrocytéw (Schachner
i wsp. 1982).

Wykryta w 1973 roku we frakcji mielinowej przez Quarles’a i wsp. MAG-gliko-
proteina o c.cz. 100000 daltonéw, w poréwnaniu z innymi glikoproteinami mieliny,
zawiera wyrazny komponent cukrowy (Quarles i wsp. 1973). Jest ona sktadnikiem
swoistym dla kompleksu oligodendrocyt-mielina, a takze dla komérki Schwanna,
zdecydowanie rézni si¢ jednak od glikoproteiny PO mieliny obwodowego uktadu
nerwowego (Sternberger i wsp. 1979). W kilku pracowniach na $wiecie prowadzone
sa badania immunohistochemiczne przy uzyciu surowicy odporno$ciowej przeciwko
MAG z mézgu szczura, ktéra otrzymano w jednej z nich (Sternberger i wsp. 1979;
Itoyama i wsp. 1980; Ulrich, Heitz 1982). Przy zastosowaniu metod immunohisto-
chemicznych MAG zostata zlokalizowana w cytoplazmie okolojadrowej, wypust-
kach i btonie komoérkowej oligodendrocytow, oraz ostonkach mielinowych zwiaszcza
w wewnetrznej blaszce mieliny i mezaksonie wewnetrznym (Sternberger i wsp. 1979).
MAG wystepuje szczegélnie obficie w okresie glejozy mielinizacyjnej i mielinizacji.
Poza tymi fazami rozwojowymi o$rodkowego uktadu nerwowego mozna jg réwniez
wykaza¢ w wewngtrznych, okoloaksonalnych blaszkach ostonek rdzennych. Ze
wzgledu na charakter glikoproteinowy i opisang lokalizacj¢ przedmiotem szczegol-
nego zainteresowania jest rola MAG w rozwoju, w procesach réznicowania, mieli-
nizacji, a takze w stanach demielinizacyjnych.

W przedstawionej pracy zawarto wyniki badan zakonczonych uzyskaniem suro-
wicy odpornosciowej przeciwko MAG z moézgu ludzkiego z przeznaczeniem do
oznaczen radioimmunologicznych i immunohistochemicznych.
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MATERIAL I METODY

W pierwszym etapie badan potwierdzono, ze jedno z bialek wielkoczastkowych
mieliny ze wzgledu na znaczaca grupg cukrowa ma charakter glikoproteidu. W ba-
daniach tych podawano krélikom 40 pCi (0,64 pmol.), **C-fukozy lub 100 pn.Ci
(0,008 pmol.) *H-fukozy. Po 24 godzinach zwierz¢ta dekapitowano, a z nerwow
wzrokowych wyodrebniono frakcj¢ mielinowa metoda ultrawirowania i przeprowa-
dzano rozdzial elektroforetyczny biatek na zelu poliakrylamidowym (PAG) na-
kladajac na zel 500 ug bialka. Zele barwiono 1%, roztworem czerni amidowe;j i spo-
rzadzano zapis densytometryczny. Nastgpnie Zele cigto na 2 mm odcinki i mierzono
radioaktywnos¢ frakcji metoda cieklej scyntylacji. Zastosowano metod¢ A wedlug
Quarlesa i wsp. (1973). Pomiar radioaktywnosci frakcji naktadano na zapis den-
sytometryczny. Wzgledna radioaktywno$¢ pojedynczej frakcji wyrazono jako od-
setek radioaktywnosci wszystkich frakcji. Metody izolacji frakcji mielinowej, roz-
dziatéw elektroforetycznych, barwienia i odbarwiania zeli zastosowane w tej czesci
badan byly wzorowane na pracy Agrawala (1974).

MAG wyosobniano ze zliofilizowanej frakcji mielinowej moézgu ludzkiego wedtug
Quarlesa i Pasnaka (1977) w modyfikacji wlasnej. Metoda ta zostala przystosowana
z badan nad izolacja sialoglikoproteiny btony erytrocytéw (Marchesi 1972). Frakcje
mielinowa otrzymano metoda ultrawirowania w gradiencie stgzen roztwordw
sacharozy wedtug Autilio i wsp. (1964) w modyfikacji wlasnej wprowadzonej zgodnie
z zaleceniami Agrawala (1974).

Postgpowanie zmierzajace do izolacji MAG obejmowalo nastgpujace etapy:

1. Ekstrakcja mieliny (700 mg) mieszaning chloroformu (2 czgsci) — metanolu
(1 cz¢é¢) z uzupelnieniem metanolu w trakcie ekstrakcji o 59, wyjsciowej objetosci,
wirowanie, przemycie osadu eterem dwuetylowym.

2. Ekstrakcja osadu 0,25 M roztworem 3,5 dwujodosalicylanu litu (Eastman-
Kodak Co.) w 0,05 M buforze Tris-HCI o pH 7,4.

3. Dodanie do w/w ekstraktu réwnej objetosci 509, wodnego roztworu fenolu
i wirowanie. Nastgpnie rozdziat na fazg wodna (80% objetosci) i fenolowa (209,
objetosci).

4. Dializa fazy wodnej wobec wody dejonizowanej, wirowanie celem usunigcia
ewentualnego precypitatu, liofilizacja supernatantau, ekstrakcja liofilizatu miesza-
ning chloroform—metanol 2:1 w celu usunig¢cia ewentualnego komponentu lipi-
dowego i rozpuszczenie w wodzie destylowanej.

Czysto$¢ frakcji mielinowej, kazdy etap izolowania MAG i czystos¢ ostatecz-
nego produktu tzn. wyosobnionej MAG kontrolowano metoda elektroforezy dys-
kowej w zelu akrylamidowym wg metody Agrawala (1974). Préby poddawane roz-
dziatowi zawieraly od 20 do 100 pg biatka w 1% roztworze SDS w 0,005 M buforze
fosforanowym o pH 7,2. Zele barwiono 19, roztworem bigkitu Coomassiego i od-
barwiano wedlug metody Agrawala (1974). W celu wykrycia komponentu cukrowego
zele barwiono odczynnikiem Schiffa (Segrest, Jackson 1972).

Wykrycie i ocena iloSciowa MAG w pelnym spektrum biatek mieliny wymagato
jednak naloZenia na zel przynajmniej kilkuset pg biatka mieliny stosujac zaréwno
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metody barwienia bialek, jak tez odczynnik Schiffa. W badaniach wlasnych pod-
dano w tym celu rozdziatowi proby zawierajace 1000 p.g catkowitego bialka mieliny
(Wender i wsp. 1984). Zawartos¢ MAG w mielinie wyrazono w arbitralnych jed-
nostkach fetuiny (1 jednostka = 1pg fetuiny). Sporzadzono w tym celu krzywa
wzorcowa wielkos$ci odczytu densytometrycznego dla réznych ilosci fetuiny w roz-
dziatach elektroforetycznych barwionych odczynnikiem Schiffa. Dodatkowo przep-
rowadzono kontrolg czysto$ci wyosobnionego MAG w reakcjach krzyzowych z su-
rowica przeciwko zasadowemu biatku mieliny (MBP) testem podwdjnej dyfuzji
w 1% agarozie (Kerenyi, Gallayas 1972), oraz testem radioimmunologicznym z uzy-
ciem MAG w fazie stalej (Linthicum i wsp. 1981). Surowicg odpornosciowa prze-
ciwko MBP otrzymano z Narodowego Instytutu Zdrowia (Bethesda USA) dzigki
uprzejmosci prof. Kies.

Surowicg odpornosciowa przeciwko MAG uzyskano szczepiac 5 krolikéw mie-
szaning zawierajagca 1 mg MAG w 0,5 ml wody destylowanej z 0,8 ml peinego
adjuwantu Freunda (frmy Difco). Szczepienie powtarzano trzykrotnie w odstegpach
miesigcznych, podajac kazdorazowo emulsje w wiele miejsc pod- i $rédskérnie.
Jeden sposrod 5 krélikow wytworzyt wykrywalne przeciwciata. Obecnosé przeciwciat
stwierdzono testem podwdjnej dyfuzji w 1% zelu agarozowym. Zele barwiono zwia-
zkami srebra wedtug Kerneyi i Gallayasa (1972). Obecno$é i poziom przeciwcial
oceniano dodatkowo testem radioimmunologicznym z uzyciem antygenu w fazie
stalej. Test wzorowano na technice opracowanej przez Linthicum i wsp. (1981)
dla MBP. W naszych badaniach odczyn wykonywano z 5 ug antygenu i kolejnymi
rozcieficzeniami surowicy odpornosciowej. Doktadny opis metody podano w pracy
Wajgta i Gérnego (1983). Wykonano réwniez krzywa wzorcowa dla réznych ilosci
MAG od 0,1 pg do 10pg, w reakcji z surowica odpornosciowa w rozcieficzeniu
1:1000. Oba testy przeprowadzono réwniez z MBP celem sprawdzenia swoistosci
otrzymanej surowicy odpornosciowej przeciwko MAG. MBP otrzymano droga
kwasnej ekstrakcji frakcji mielinowej mézgu ludzkiego. Czysto$é preparatu spraw-
dzono metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (Agrawal 1974). Otrzymana
surowicg¢ odpornos$ciowa przeciwko MAG zastosowano w badaniach immunohisto-
chemicznych wykonanych przy uzyciu kompleksu peroksydaza-antyperoksydaza
(Sternberger i wsp. 1979; Szymas, Wajgt 1985). Stezenie biatka w roztworach okres-
lano metoda Lowry i wsp. (1951).

WYNIKI I OMOWIENIE

Badania przeprowadzone przy pomocy wbudowywania radioaktywnej fukozy
do nerwu wzrokowego krdlika wykazaty, Ze pojedyncza frakcja wielkoczasteczkowa
biatek mieliny o najmniejszej ruchliwosci elektroforetycznej wbudowata 30%, sumy
radioaktywnosci wszystkich frakcji. Stanowila ona, sadzac z powierzchni zapisu
densytometrycznego rozdziatu elektroforetycznego, zaledwie okoto 2%, catkowitego
biatka mieliny krélika (ryc. 1). Dane te sa zgodne z uzyskanymi przez Quarlesa
i Pasnaka (1977) dla gtéwnej glikoproteiny mézgu szczura. Fukoza wbudowala
si¢ rowniez do kompleksu Wolfgrama, zwlaszcza drugiego szczytu o wigkszej ruch-
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Rye. 1. Wbudowywanie in vivo *H-tymidyny do bialek mieliny nerwu wzrokowego krolika. Roz-
dzial elektroforetyczny 500 p.g bialek na zelu poliakrylamidowym. Zel poddano analizie densyto-
metrycznej przed pocieciem na skrawki dlugosci 2 mm, tak Zze mozna bylo oznaczy¢ wzgledne
pozycje zabarwionych bialek i szczyty krzywej radioaktywnosci. MAG — glikoproteina zwigzana
z mieling: hmw, — bialka wielkoczasteczkowe; Wolfgram comp. — kompleks Wolfgrama; PLP —
proteolipid; BP — zasadowe bialko mieliny
Fig. 1. In vivo *H-fucose incorporation into rabbit optic nerve myelin proteins. 500 u.g of protein
was electrophoresed on PA Gel. Gel was subjected to densitometric analysis prior to cutting into
2 mm pieces so that relative positions of stained proteins and radioactive peaks could be determined.
MAG — myelin associated glycoprotein; hmw, — high molecular weight proteins; Wolfgram
comp — Wolfgram’s complex; PLP — proteolipid protein; BP — Basic protein of myelin

liwoéci elektroforetycznej, oraz do frakcji bialek wielkoczasteczkowych znajduja-
cych si¢ w rozdziale elektroforetycznym pomigdzy kompleksem Wolfgrama i MAG.

MAG w rozdziale elektroforetycznym catego spektrum bialek mieliny ludzkiej
wykazano barwiac Zele odczynnikiem Schiffa. Obok wielkoczasteczkowej frakcji
biatkowej MAG, barwieniu podlegaly jeszcze skiadniki glikolipidowe o duzej ruch-
liwoéci elektroforetycznej uwidocznione u podstawy Zelu (ryc. 2). Zawarto$¢ MAG
w mielinie mézgu ludzkiego wyrazona w arbitralnie wybranych jednostkach (1 j
odpowiada pod wzglegdem intensywnosci barwienia odczynnikiem Schiffa 1 pg
fetuiny) wynosila 5 jednostek na 1000 pg biatka mieliny.
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Ryc. 2. Kontrola procedury izolacji MAG z frakcji mielinowej mézgu ludzkiego metoda elektro-
forezy na zelu poliakrylamidowym. Numery zeli: 1) biatka mieliny (50 ug biatka, barw. blekitem
Coomassiego); 2) bialka nierozpuszczalne w mieszaninie chloroformu, metanolu 2:1 (100 ug
bialka, barw. biekitem Coomassiego); 3) wysoko czasteczkowe biatka mieliny wzbogacone w biatko
Wolfgrama, nierozpuszczalne w dwujodosalicylanie litu (30 pg bialka, barw. biekitem Coomas-
siego); 4) biatka rozpuszczalne w dwujodosalicylanie litu (50 pg bialka, barw. biekitem Coomas-
siego); 5) faza wodna po rozdziale dwujodosalicylanu litu z fenolem (10 pg biatka, barw. biekitem
Coomassiego), widoczny tylko pojedynczy prazek MAG; 6) elektroforeza na zelu poliakrylamido-
wym bialek mieliny (1000 u.g biatka, barw. metoda PAS). Widoczny tylko MAG i niektore gliko-
lipidy (dolna czg$¢ ryciny). W — biatko Wolfgrama, MAG — glikoproteina zwigzana z mieling,
PLP — proteolipid, BP — bialko zasadowe
Fig. 2. PAG electrophoretic monitoring of MAG isolation procedure from human myelin fraction.
Gel number: 1) myelin protein spectrum (50 p.g of protein, Coomassie brilliant blue stainig); 2) pro-
teins insoluble in chloroform-methanol mixture 2:1 (100 pg of protein, Coomassie brilliant
blue staining); 3) myelin high molecular weight proteins enriched in Wolfgram protein, insoluble
in lithium diiodosalicylate solution (30 p.g of protein, Coomassie brilliant blue staining);
4) proteins solubilized in lithium diiodosalicylate solution (50 ug of protein, Coomassie brilliant
blue staining); 5) aqueous phase after partitioning of lithium diiodosalicylate solution with phenol
(10 p.g of protein, Coomassie brilliant blue staining). Only single band of MAG mobility is visible;
6) PAG electrophoresis of whole myelin protein (1000 p.g of protein, PAS staining). Only MAG and
some glycolipids (bottom) are visualized. W — Wolfgram protein, MAG — myelin associated
glycoprotein, PLP — proteolipid protein, BP — basic protein

Kontrole kolejnych etapoéw izolowania MAG metoda rozdzialéw elektrofore-
tycznych przedstawia rycina 2. Osad pozostajacy po ekstrakcji mieszaning chloro-
formu-metanolu 2:1 i nastgpnie eterem, zawiera praktycznie tylko biatka wielko-
czasteczkowe wraz z biatkiem Wolfgrama. Osad pozostajacy po ekstrakeji 0,25 M
roztworem dwujodosalicylanu litu zawiera biatka wielkoczasteczkowe wyraznie
wzbogacone w bialko Wolfgrama. Do roztworu dwujodosalicylanu litu przechodza
réwniez biatka wielkoczasteczkowe zubozone w biatko Wolfgrama. Sg to glikopro-
teiny mieliny (Quarles, Pasnak 1977). Roztwér dwujodosalicylanu litu po dodaniu
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fenolu ulega rozdzialowi na faz¢ wodna (809, objetosci) i fenolowa (20%, obje-
tosci). Do frakcji wodnej przechodzi wybiérczo MAG, prawdopodobnie dzigki
znacznej zawarto$ci i ujemnemu fadunkowi sktadnikoéw cukrowych (Marchesi 1972;
Quarles, Pasnak 1977). Rozdzial elektroforetyczny fazy wodnej (ryc. 2) ujawnia
obecnosé jednej tylko frakeji zaréwno na Zelach barwionych odczynnikiem Schiffa,
jak tez na zelach barwionych blekitem Coomassie na biatka. Ruchliwos¢ elektrofo-
retyczna otrzymanej glikoproteiny odpowiada ruchliwosci MAG w rozdziatach
pelnego spektrum bialek mieliny barwionych odczynnikiem Schiffa. Po liofilizacji
preparat poddawano dodatkowo ekstrakcji mieszaning chloroformu-metanolu
w celu usunigcia ewentualnych skladnikéw lipidowych i glikolipidowych. Pozostate
bialka wysokoczasteczkowe, lacznie z bialkiem Wolfgrama, zawarte pierwotnie
w roztworze dwujodosalicylanu litu przechodza do fazy fenolowej. Nie wykazano
reakcji krzyzowych wyosobnionego preparatu MAG z surowica odpornosciowa
przeciw MBP w tescie podwoéjnej dyfuzji w agarozie i w tescie radioimmunologicz-
nym (ryc. 3). Wykazano w ten sposob, ze uzyskiwany MAG nie jest zanieczyszczony
MBP. Nie wykazuje réwniez wspolnych determinant antygenowych dla MAG i MBP.

cpmx 103

LF e—e surowica anty MAG
anti-MAG serum
4——4 surowica anty MBP
anti-MBP serum
3} m—asurowica przed
immunizacjq
preimmune” serum

2 3 4 S
rozcienczenie surowicx (logyp)
serum dilutions (logqg

6

Ryc. 3. Typowy test wiazania w fazie stalsj wzorcowej surowicy przeciwko MAG (rozcieficzenie
10-2—10-°) z MAG. Dla porownania przedstawiono wyniki otrzymane przy uzyciu surowicy przed
uodpornieniem i wyniki testu reakcji krzyzowej MAG z surowica odporno$ciowa przeciwko MBP
Fig. 3. Typical solid-phase binding assay of reference anti-MAG serum (dilutions 10-2—10-%)
with MAG (5 ug per well). For comparison the results obtained with preimmune serum, and the
results of cross-reactivity test of MAG with anti-MBP immune serum are presented
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Z 700 mg suchej masy mieliny, zawierajacej okolo 140 mg catkowitego biatka
mieliny, uzyskiwano od 1 do 1,4 mg MAG co odpowiada okoto 1%, caltkowitego
biatka mieliny. Poniewaz MAG stanowi okolo 2—39%, catkowitego biatka mieliny,
jej odzysk przedstawiona metoda nie przekracza polowy jej zawartosci w ostonkach
rdzennych. Dane te odpowiadaja wynikom uzyskiwanym w badaniach frakcji mie-
liny mézgu szczura przez Quarlesa i Pasnaka (1977).

Jeden z 5 krélikéw uodparnianych MAG wytworzyl przeciwciala wykrywalne
zaréwno testem podwojnej dyfuzji w agarozie (ryc. 4), jak tez metoda radioimmuno-

Ryc. 4. Podwéjna dyfuzja w agarozie. Rowki wypetniono krélicza surowica odpornosciowa prze-

ciwko MAG. Goérne weglebienia wypehiono kolejnymi rozcieficzeniami BP, dolne — kolejnymi

rozcieficzeniami MAG. Barwienie biekitem Coomassiego wykazalo delikatny strat (goérna plytka).

Strat odpornosciowy z MAG dobrze uwidacznia zastosowana technika srebrowa (dolna plytka).

Nie stwierdzono krzyzowej reakcji z BP. BP — biatko zasadowe, MAG — glikoproteina zwigzana
z mieling

Fig. 4. Double diffusion in agarose. Rows are filled with rabbit anti-MAG immune serum. Upper
wells are filled with BP serial dilutions. Lower wells are filled with MAG serial dilutions. Coomas-
sie brilliant blue staining revealed faint immune precypitate with MAG (upper plate). Immune
precypitate with MAG is well visualized by silver staining technique (lower plate). No cross reacti-
vity with BP was encountered. BP — basic protein, MAG — myelin associated glycoprotein

logiczna z uzyciem MAG w fazie statej (ryc. 3). W zadnym z wymienionych testow
surowica odpornosciowa przeciwko MAG nie reagowata krzyzowo z MBP. Kontrola
immunohistochemiczna wykonana na skrawkach moézgu doroslego szczura przy
uzyciu kompleksu peroksydaza-antyperoksydaza wykazala, ze uzyskana surowica
odpornosciowa przeciwko MAG z mieliny mézgu ludzkiego reaguje wybidrczo
z oslonkami rdzennymi (ryc. 5).

http://rcin.org.pl



236 A. Wajgt i wsp.

Ryc. 5. Istota biala mozgu dorostego szczura. Dodatni odczyn immunologiczny ostonek mielino-
wych. Metoda anty-MAG PAP. Pow. 5a 120 x, 56 1000 X

Fig. 5. White matter of the adult rat brain. Positive immunostaining of myelin sheaths. Anti MAG.
PAP method. 5a x 120, 56 x 1000

PODSUMOWANIE

1. W mielinie mézgu cziowieka jedna z frakcji wielkoczasteczkowych o naj-
mniejszej ruchliwosci elektroforetycznej w rozdziatach wykonanych w roztworach
SDS zawiera znaczgca reszt¢ cukrowa, odpowiadajaca 5 umownym jednostkom
w 1000 p.g catkowitego biatka mieliny (1 j. = 1 pg fetuiny). Biatko to stanowi okolo
29, catkowitego biatka frakcji mielinowej mézgu dorostego cztowieka i jest gtéwnym
glikoproteidem mieliny (MAG).

2. Biatko to podlega czgsciowej ekstrakcji roztworem dwujodosalicylanu litu
wraz z pozostaltymi wielkoczasteczkowymi biatkami mieliny.

3. Ekstrakcja mieliny roztworem dwujodosalicylanu litu z wtérnym wprowa-
dzeniem do ekstraktu roztworu fenolu powoduje wybiorczy rozdziat biatek wielko-
czasteczkowych mieliny. Dzigki znaczacej reszcie cukrowej MAG pozostaje w fazie
wodnej. Pozostale biatka przechodza do fazy fenolowej. Odzysk MAG opisana
metodq nie przekracza 509, jej zawartosci w mielinie mézgu dorostego czlowieka.

4. Otrzymany ta droga MAG nie jest zanieczyszczony MBP. Odznacza si¢ im-
munogennoscia i wzbudza produkcje swoistych przeciwcial po wielokrotnym uczu-
laniu krolika emulsja z pelnym adjuwantem Freunda. Otrzymana surowica odpor-
nosciowa przeciwko MAG moze by¢ uzyta do badan immunohistochemicznych
tkanki nerwowej, a takZze w testach radioimmunologicznych.

5. MAG izolowany z mézgu ludzkiego moze by¢ wykorzystana w testach radio-
immunologicznych z uzyciem antygenu w fazie stalej. Nie wykryto wspolnych de-
terminant antygenowych dla MAG i MBP.
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M30JIALUA 1 NMMYHOI'EHHOCTB TJIABHOI'O I'JIFOKOITPOTEMHA (MAG)
MUMEJIMHA YEJIOBEYECKOI'O MO3rA

Pesome

ITpeacTaBiieH MeTOZ M3OJISAUHH IJIABHOTO TirokonportenHa muemaHa (MAG) u3 venmosedec-
koro mosra. CocTaBHBIE YaCTH MHeJIHHA HEPACTBOPHMEIE B CMECH XJIOopodopma/mMeTaHona rias-
HBili TJIFOKOIIPOTEMH MHENIHHA ¥ OCTAJIBHBEIC BHICOKOMOJICKYJIsIpHbIe Oelika MuennHa BMecTe ¢ Oen-
koM Bonebhpama momseprajuch YaCTHYHOM COFO0MIM3alM¥ B PAacTBOpe 3,5 AMOACANMIMIATA
Jutes. JJonoHenne SKkcTpakTa GeHoIoM MpHBEIO K ceNeKTHBHOM n3oisauun MAG B BoaHO# da3se.
Octanbasle Oenka mpoHuKayM B (eHombHYIO (a3y. ITomyumnace MMMYHOJIOrHYECKast KPOIHYBS
ceiBopotka mpotuB MAG. Yucrory MAG u cremudmyHOCTE WMMYHOJIOTHYECKOM CHIBOPOTKH
npotuB MAG npOBEpeHO NPH IOMOIIM TECTOB IMEPEKPECTHOM PEAKTHBHOCTH COOTBETCTBEHHO
MMMYHOJIOTHYECKOU CBIBOPOTKE MPOTHUB Lieio4Horo Oenka muermua (MBP) u ¢ MBP. ABTODE! IIpH-
MEHHUIIHM TECT ABOiiHOM quddy3mn B arape ¥ paIHOEMMYHOIOTHYECKHIL TECT C NPUMEHEHHEM aHTH-
TeHOB B TBepjoi ¢aze. Jloxa3aHO HPUTOJHOCTEH IOJIYYEHHOW HMMYHOJIOTMYECKOH CBIBOPOTKH
npotuB MAG 111 AMMYHOTHCTOXMMWIYECKHX HCCIIEIOBAHUYM MPOBEICHHBIX C NMPAMEHEHHEM KOM-
neKca mnepokcuaasa-aarunepoxcuaasa (PAP).

ISOLATION AND IMMUNOGENIC PROPERTIES OF MYELIN-ASSOCIATED
GLYCOPROTEIN (MAG) FROM HUMAN BRAIN

Summary

A procedure for selective isolation of the major glycoprotein from myelin (MAG — myelin
associated glycoprotein) from human brain is described. Treatment of the chloroform/methanol-
insoluble residue of human brain myelin with lithium 3.5 diiodosalicylate solubilized the major
myelin-associated glycoprotein along with most other high molecular weight proteins, including
Wolfgram protein. Equilibration of the extract with phenol resulted in selective partitioning of the
major glycoprotein into the aqueous phase, whereas the other proteins went into the phenol phase.
Rabbit anti-MAG immune serum was obtained. The purity of MAG and immune specificity of
anti-MAG antiserum were checked by cross-reactivity tests of two types: agar double diffusion and
solid phase radioimmunoassay. Myelin basic protein (MBP) and anti-MBP immune serum were
used as negative control in reactions with anti-MAG serum and with MAG, respectively. The
immunohistochemical staining pattern of anti-MAG serum was determined by peroxidase-anti-
peroxidase technique, and the usefulness of anti-human MAG serum for immunohistochemical
studies was proven.
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Myelin-associated glycoprotein (MAG) was first described by Quarles et al.
(1972). Biochemical studies have shown, that this is a high molecular weight glyco-
protein (100000 dalton), closely associated with myelin or related structures in
unaltered brain (Matthieu et al. 1973; Quarles 1975).

The first morphological study [Sternberger et al. 1978), using antiserum against
purified MAG, showed that MAG was located specifically in the oligodendroglial
cytoplasm and in the newly formed myelin sheaths of the developing rat central
nervous system. Oligodendroglial cells contained MAG before myelination began.
In adults, MAG staining was limited to periaxonal regions of myelinated axons.
Oligodendroglia was not stained (Itoyama et al. 1980).

In this study immunohistochemical localization of MAG in human oligodzndro-
gliomas was described, aiming to test this method for light microscopic identifica-
tion of oligodendrogliomas.

MATERIAL AND METHOD

Forty five human oligodendrogliomas were investigated. Twenty tumors were
classified as isomorphic and twenty five as anaplastic ones. The material was obtained
during surgery, placed in 49, formaldehyde diluted in phosphate-buffered saline,
then dehydrated and embedded in paraffin. After deparaffination and rehydration
5 um thick sections were stained with hematoxylin and eosin. Alternate sections
were processed for visualization of MAG by the peroxidase-antiperoxidase method
(Sternberger 1979). After deparaffination the sections were briefly stored in 0,5 M
Tris buffer. Then, they were covered with drops of the solutions composed of 0.3%
hydrogen peroxide in anhydrous methanol, 3%, normal swine serum in 0.5 M Tris
buffer, rabbit anti-MAG serum diluted 1: 100 in 0.5 M Tris buffer. The latter serum
was prepared by immunizing rabbits with the antigen prepared from human brain

* Supported by Grant PR-06
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(Wajgt et al. 1985). This was followed by application on the section of commercial
swine anti-rabbit IgG diluted in 0.5 M Tris buffer and, then soluble peroxidase-
antiperoxidase complex diluted in 0.5 M Tris buffer. Between each incubation sec-
tions were shortly rinsed with 0.5 M Tris buffer. At the end the peroxidase activity
was visualized by immersing the sections in 0.10%, hydrogen peroxide and 0.059,
3—3 diamino-benzidine tetrachloride in 0.1 M Tris buffer and, thereafter, in 29,
0s0,. Finally all sections were dehydrated and mounted for light microscopic
examination. Nonspecific binding of immunoglobulin was prevented by absorbing
anti-MAG serum with insolubilized normal human serum protein (Singh et al.
1979).

Specificity of immunostaining was controled by omitting anti-MAG serum or
by using absorbed antiserum. For the latter purpose, specific antibodies were re-
moved by precipitation with purified MAG. A complete series of control neigh-
bouring sections were prepared.

RESULTS

The tumors were classified according to the International Histological Classifi-
cation of Tumours of the Central Nervous System (Ziilch 1979).

Oligodendroglioma (isomorphic)

Only cases with the characteristic appearance and free of the astrocytic cell
component were selected. H—E staining revealed regular tumor cells, arranged
in uniform sheets intersected by vascular stroma bundles. Tumor cells were charac-
terized by round, dark nuclei, clear perinuclear cytoplasm and delicate cytoplasmic
membranes. Sometimes, the tumor cross-section was composed of spindle-shaped
cells with fusiform nuclei. Focal calcification was a common feature. Tumor cells
diffusely infiltrated the adjacent cortex and the white matter.

MAG antiserum stained tumor cells, though only slight granular staining of
the cytoplasm was present (Fig. 1). Scanty cell processes were also visualized by
granular staining (Fig. 2). Only few cells were heavily stained (Fig. 3). The latter
showed more distinct cytoplasm and processes. The nuclei of tumor cells remained
unstained in this immunomethod. At the periphery of the tumor, cells with character-
istic features of oligodendrocytes were stained by MAG antiserum (Fig. 4). Granules
of positive immunostaining were also distributed along remnants of the myelin
sheath. Neurons, blood vessels and cells with abundant cytoplasm and gemistocytic
appearance remained unstained (Fig. 5).

Anaplastic oligodendroglioma

In H—E staining, the tumors consisted of small undifferentiated cells with scanty
cytoplasm and dark nuclei. Giant cells with multiple or single nuclei were
also present. Mitotic figures were frequent. Hyperplasia of endothelial cells was
prominent. Foci of necrosis were infrequent. Five cases were highly anaplastic.
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Fig. I. Isomorphic oligodendroglioma. Slight-granular staining of the tumor cells. Anti-MAG-PAP
method. x 120 :

Rye. 1. Izomorficzny skapodrzewiak. Delikatne ziarniste zabarwienie komorek guza. Met. Anty-
MAG-PAP. Pow. 120 x
Fig. 2. Isomorphic oligodendroglioma. Granular staining of the cytoplasm and cell processes.
Anti-MAG-PAP method. x 1000
Ryc. 2. Izomorficzny skapodrzewiak. Ziarniste zabarwienie cytoplazmy i wypustek komérkowych.
Met. Anty-MAG-PAP. Pow. 1000 x
Fig. 3. Isomorphic oligodendroglioma. Heavy staining of some tumor cells. Anti-MAG-PAP
method. x 1000
Ryc. 3. Izomorficzny skapodrzewiak. Intensywnie zabarwione komorki guza. Met. Anty-MAG-
PAP. Pow. 1000 X
Fig. 4. Peripheral area of isomorphic oligodendroglioma. Cells with features of oligodendrocytes
stain positively. Anti-MAG-PAP method. x 100

Ryc. 4. Obwodowa czg$¢ izomorficznego skapodrzewiaka. Wybarwione komorki z cechami gleju
skapowypustkowego. Met. Anty-MAG-PAP. Pow. 100 x
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Fig. 5. White matter adjacent to isomorphic oligodendroglioma. Granules of positive immunosta-

ining along remnants of myelin sheath and in cytoplasm of oligodendrocytes are seen. Reactive

astrocytes with gemistocytic appearance remained unstained. Anti-MAG-PAP method. x 120

Ryc. 5. Istota biala w otoczeniu izomorficznego skapodrzewiaka. Ziarna odczynu immunomorfo-

logicznego widoczne na pozostalosciach oslonek mielinowych i w cytoplazmie oligodendrocytow.

Odczynowe astrocyty z cechami gleju tucznego nie wykazuja odczynu. Met. Anty-MAG-PAP.
Pow. 120 X

Fig. 6. Anaplastic oligodendroglioma. Diffuse immunostaining of tumor cells. Anti-MAG-PAP
method. x 120

Ryc. 6. Anaplastyczny skapodrzewiak. Dyfuzyjny odczyn immunomorfologiczny komérek guza.
Met. Anty-MAG-PAP. Pow. 120 x

Fig. 7. Anaplastic oligodendroglioma. Cytoplasm of all small, anaplastic cells is distinctly positive.
Anti-MAG-PAP method. x 1000

Ryc. 7. Anaplastyczny skapodrzewiak. Wyrazny odczyn immunomorfologiczny w cytoplazmie

drobnych, anaplastycznych komorek guza. Met. Anty-MAG-PAP. Pow. 1000 X
Fig. 8. Anaplastic oligodendroglioma — polymorphous type. Small as well as giant cells staining
positively. Anti-MAG-PAP method. x 160

Ryc. 8. Anaplastyczny skapodrzewiak, typu polimorficznego. Dodatni odczyn w drobnych i olbrzy-
mich komérkach guza. Met. Anty-MAG-PAP. Pow. 160 X
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They showed features of microcellular tumor type with extreme endothelial
cell proliferation and abundant necrotic zones. They were diagnosed as cases with
signs of transition to glioblastoma. The typical vascular and cellular architecture
of oligodendrogliomas was only occasionally observed at the periphery of the tumors.
MAG antiserum stained the cytoplasm of tumor cells of this group in a diffuse
and more intense way as compared with the isomorphic tumors (Fig. 6). All tumor
cells, both small anaplastic ones (Fig. 7) as well as two types of giant cells (Fig. 8)
were evidently positive. Cell processes were not seen. Cellular nuclei and the vascular
elements remained unstained. In the five cases, diagnosed as anaplastic oligodendro-
glioma with signs of transition to glioblastoma, only few foci of small anaplastic
round cells were positive. Other cellular elements remained unstained with MAG
antiserum (Fig. 9).
. No reaction product was observed in the control neighbouring sections incu-
bated with antiserum absorbed with purified MAG or when anti-MAG serum was
omitted.

Fig. 9. Anaplastic oligodendroglioma with signs of transition to glioblastoma. Foci of small, round
cells are positive. Anti-MAG-PAP method. x 120

Ryc. 9. Anaplastyczny skapodrzewiak z cechami przejécia w gabczak wielopostaciowy. Dodatni
odczyn immunomorfologiczny w gniazdach drobnych komoérek nowotworu. Met. Anty-MAG-
PAP. Pow. 120 x

DISCUSSION

Anti MAG serum used in this study was obtained in the same way as that descri-
bed by Sternberger et al. (1979). Specificity of the serum was verified by immunodif-
fusion and immunoelectrophoresis tests. The antiserum was able to label the myelin
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sheaths and embryonal oligodendroglial cells (Wajgt et al. 1985) in the peroxidase
antiperoxidase method. In recent studies anti-MAG serum were applied to demon-
strate the distribution of MAG in myelin sheaths in demyelinating diseases of the
nervous system (Itoyama et al. 1980, 1982; Schober et al. 1981; Vandevelde et al.
1983). Sternberger et al. (1979) used this immunomorphological method for cell
identification and for demonstration and quantitation of MAG in developing oligo-
dendroglial cells prior to myelin sheath formation. Bologa et al. (1983) and Zurbrig-
gen and Vandevelde (1983) successfully identified embryonal oligodendrocytes
with anti-MAG serum in brain cell cultures.

In this presentation the method was used for the first time to identify tumor cells
in oligodendrogliomas. The intensity of tumor cell immunostaining with anti-MAG
serum in isomorphic and anaplastic oligodendrogliomas seems to bs helpful for
identification of oligodendrogliomas among other gliomas or tumors of the central
nervous system which remain unclassified in routine staining procedures. Since the
mature oligodendroglial cells as well as the reactive oligodendrocytes in multiple
sclerosis foci (Itoyama et al. 1980), in metachromatic leukodystrophy (Itoyama et al.
1982) and in canine distemper (Vandevelde et al. 1983) remain negative in this
immunostaining, it seems greatly probable that the MAG-positive cells in the adult
brain adjacent to the oligodendrogliomas represent in fact neoplastic cells. This
study supports also the view that multinucleated cells in the polymorphous type
of anaplastic oligodendroglioma (Ziilch 1964; Ziilch 1979; Szymas$ et al. 1980)
are of oligodendroglial origin because of their MAG-positivity.

The method seems to be helpful also in oligodendrogliomas grading. MAG
appears during the maturation of oligodendroglial cells prior to myelin sheath
formation and is absent in mature oligodendroglia (Itoyama et al. 1980; Sternberger
et al. 1979). In the same, but inverted way, we have demonstrated an increase of
anti-MAG serum immunostaining in increasing anaplasia of the tumor cells. Up
till now, no correlation between the histological pattern and the clinical course
of the tumor could be noted. The prognostic references are not uniform and the
morphological criteria are uncertain (Earnest et al. 1950; Kernohan, Sayre 1952;
Wistawski 1970; Smith et al. 1983). Oligodendrogliomas frequently grow slowly
and may undergo long evolution, some of them, however, may grow rapidly and
behave in a highly malignant way. Little help is gained by an attempt to determine
the degree of tumor cell maturity in HE-stained or silver carbonate-impregnated
sections (Rubinstein 1972). The cell density, mitotic figures and vascular prolifera-
tion are not necessarily parallelled by an increase in anaplastic features of the tumor
cells.

Morphological criteria of tumor malignancy are evident in anaplastic oligodendro-
gliomas with signs of transition to glioblastoma. The tumors are characterized by
rapid acceleration of growth accompanied by increased anaplasia and terminal
pattern indistinguishable from that of glioblastoma multiforme (Barnard 1968).
The pattern of the immunoreaction product with anti-MAG serum was in this group
also more distinct than that usually noted in anaplastic oligodendrogliomas. Distin-
guishable oligodendroglial cells were present only focally. In many such tumors
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obvious components of astrocytic elements were present (Szymas, in preparation).
Summing up, we can conclude that:

— oligodendroglioma cells produce MAG;

— the content of MAG increases parallelly to the degree of tumor cell anaplasia;

— immunohistochemical staining seems useful for histological diagnosis of
oligodendrogliomas and determination of their grading;

— since the mature oligodendroglial cells do not stain with anti-MAG serum
and reactive oligodendroglial cells have not been demonstrated up till now, the method
seems to offer a selective reaction for demonstration of neoplastic oligodendroglial
cells in adult brain.

GLOWNA GLIKOPROTEINA ZWIAZANA Z MIELINA (MAG)
W SKAPODRZEWIAKACH. BADANIE IMMUNOHISTOCHEMICZNE

Streszczenie

Zbadano 45 ludzkich skapodrzewiakéw na obecnos¢ gtownej glikoproteiny zwigzanej z mieling
(MAG), jako specyficznego markera tych guzow.

Przeprowadzone badanie immunohistochemiczne wykazato, ze komoérki guza tak w izomor-
ficznych, jak i anaplastycznych skapodrzewiakach produkuja MAG. Zawarto$¢ MAG wazrasta
réwnolegle do stopnia anaplazji komérek nowotworowych. Poniewaz dojrzale i odczynowe oligo-
dendrocyty nie barwia si¢ surowica przeciwko MAG wydaje si¢, ze metoda ta stanowi wybiorczy
odczyn dla wykazania nowotworowych komorek oligodendrogleju w mézgu dorostego osobnika.

TJIABHBIN JIFOKOITPOTENH CBA3AHHEIV C MUEJIMHOM (MAG)
B OJIMTOJEHAPOIIMOMAX. MMMYHOTMCTOXUMMYECKOE WCCJIEJOBAHUE

Pesrome

UccnenoBaHo 45 4eOBEYECKAX ONUTOACHAPOTTHOM € HEIb0 OOHAPYKEHHS IJIABHOTO TIFOKO-
npoTerHa cBsizaHHOro ¢ MuenuHoM (MAG), Kak cnerubHYeckoro Mapkepa 3THX OMyXOJeif.

TTpoBeIeHHOE MMMYHOTHCTOXMMMYECKOE MCCICIOBAHAE ITOKA3AJI0, YTO KJETKH ONYXOJM KAk
B H30MOpPQHYECKHX TAaK M B AHAIUIACTUYECKUX OJMIOAeHAporiaromax mpoussomar MAG. Coaep-
xaane MAG Bo3pacTaeT mapajule/ibHO CO CTENEHBIO AHAIIA3MM OITYXOJIEBBIX KIETOK. Tak Kak
3pesible ¥ PeaKTHBHEIE OJIMTONCHIPOLKTHI He OKPAIINBAIOTCA CHIBOPOTKOM npotus MAG, kaxercs,
9TO 3TOT METOJ SIBJIETCA CENICKTUBHOU peakuueil Niist MPOSIBICHMsS OIYXOJIEBBIX KJIETOK OJIATO-
JEHNPOIIIMA B MO3rY B3POCIOrO MHIUBHMJIA.
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The management of patients with ruptured intracranial aneurysms is complicated
by an apparently irreducible and unmanageable morbidity and mortality that can
be traced directly to cerebral vasoconstriction and infarction (Stornelli, French
1964). It has been demonstrated that topical application of fresh blood to the sub-
arachnoid space induced vasospasm in the dogs (Echlin 1965; Allcock 1966;
Brawley et al. 1968; Arutiunov et al. 1970; Wilkins, Levitt 1970; Kuwayama et al.
1972) and monkeys (Chow et al. 1968; Landau, Ransohoff 1968; Simeone et al.
1968; Fraser et al. 1970; Weir et al. 1970; Rosoff et al. 1971). The pathogenesis of
intracranial arterial spasm is not well understood, and no satisfactory treatment
has yet been devised to combat its adverse effects (Echlin 1968; Wilkins et al. 1968;
Gurdjian, Thomas 1969). Several known vasodilators that appear to relieve experi-
mentally produced vasospasm, have been ineffective when used clinically (Sundt
et al. 1982; Varsos et al. 1983). Indications that the cholinergic innervation of the
cerebral blood vessels arises from the 7 th nerve (Chordbski, Penfield 1932) sug-
gested, that its interruption might change the blood flow. The intention of the authors
was, therefore, to check whether cutting of the greater superficial petrosal nerve
would prevent the vascular spasm following subarachnoid hemorrhage.

MATERIALS AND METHODS

Surgical Procedure and Anesthesia

A male green monkey (weight 28 kg) and a male mongrel dog (weight 12 kg)
were prepared as follows: the left greater petrosal nerve was extradurally exposed
near the hiatus nervi petrosi majoris via middle cranial fossa approach. Left common
carotid artery was exposed and internal carotid artery cerebral inflow (ICAF) was
recorded after occlusion of the external carotid artery (Langfitt, Kasell 1968; Her-
nander et al. 1971—1972; Raichle, Stone 1971—1972; Hernandez-Pérez et al.

6 — Neuropatologia Polska 2/85
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1975) (by Sonpan Doppler ultrasonic flowmeter, UDP-10). Mechanical ventilation
(Medipan respirator) was adjusted to give a fractional end-tidal CO, tension —
Fgrco, between 4 and 5%, as monitored by an infrared analyzer (Godart). Arterial
blood pressure — AP (by Statham P23Db transducer) and ECG were continuously
monitored and recorded (Honeywall 4408 A). Rectal temperature was controlled
between 37° and 38°C. Arterial PO,, PCO, and pH were analyzed (Corning
175). Experimental vasospasm was then induced either by application for 3 minutes
of 4 ml of fresh autologous arterial blood obtained from femoral artery to the
cisterna magna via transcutaneous needle puncture. Spasm produced by the applica-
tion of blood (as model subarachnoid hemorrhage — SAH) persisted for about
20 minutes (Flamm et al. 1972). The animals were induced with ketamine 10 mg/kg
im. During the experiment anesthesia was maintained by a ventilation mixture
of 70% N,O and 30% O,. The animals were immobilised by adequate i.v. d-tubo-
curarine injection.

Experimental Protocol

In the dog subarachnoid injections of blood were followed by cutting the left
greater petrosal nerve. The time lapse between SAH and neurotomy did not exceed
12 min. In the monkey petrosal neurotomy was performed first and after 15 min
subarachnoid injection of blood was done, followed by registration of physiologic
parametres 12 min later.

RESULTS

The results are presented in figures 1 to 5.

DISCUSSION

In the present experiments injection of blood into the subarachnoid space (SAH)
in dog caused a decrease in blood flow in the left internal carotid artery as the result
of contraction of the brain arterial vessels (Simeone et al. 1968) (Fig. 1). This effect
could be reversed to a great extent by ipsilateral section of the greater petrosal nerve
(Fig. 2). Such a reaction may only occur via the reflex-nervous pathway since arterial
blood gasometry showed no changes. The neural control of the arterial lumen in
the brain is a fact long suggested by various authors. It is assumed that the cause
of enhanced flow in the carotid artery is not the observed increase of arterial blood
pressure (Forbes, Wolf 1928; Chorobski, Penfield 1932; Cobb, Finesinger 1932).
It is also noteworthy that the increased flow rate occurred 18 sec after petrosalectomy.
A similar latency time of the enhanced flow, upon stimulation of the geniculate
ganglion of the facial nerve, has been reported by Forbes et al. (1937), whereas
latency of orbout 10 sec after stimulation of the ciliary ganglion is mentioned by
Kameyama et al. (1982). Thus, since the existence of a receptor mechanism respon-
sible for the vessel contraction in the course of SAH and an efferent pathway con-
nected with the greater petrosal nerve fibres were suspected, this nerve was tran-

http://rcin.org.pl




Cardiovascular response to petrosalectomy 249

i FTTTERRITOTIOIE

ICAF

o7 S
% U o mmHg
Ssec

Fig. 1. Dog 3. ECG — electrocardiogram; ICAF — internal carotid artery flow; FETco, — fractional
CO, tension in expiratory air; AP — arterial blood pressure. A: intact conditions; B: after blood
injection into subarachnoid space (SAH). Arterial gas parametres: A — pH 7.30; PCO, 40.0 mmHg;
[HCO;]~ 19.0 mmol/l; PO, 194 mmHg. B — pH 7.30; PCO, 41.00 mmHg; [HCOs]~ 19.8 mmol/l;
PO, 172 mmHg
Ryc. 1. Pies 3. ECG — elektrokardiogram; ICAF — przepltyw krwi w tetnicy szyjnej wewnetrzne;j;
FETCO, — koncowo-wydechowa zawartos¢ dwutlenku wegla; AP — ciSnienie tetnicze krwi.
A: warunki kontrolne; B: stan po wstrzyknigciu krwi do przestrzeni podpajeczynowkowej (SAH).
Parametry rownowagi kwasowo-zasadowej krwi tetniczej: A — pH 7.30; PCO, 40.0 mmHg;
[HCO;]~ 19.0 mmol/l; PO, 194 mmHg. B — pH 7.30; PCO, 41.0 mmHg; [HCO;]~ 19.0 mmol/l;
PO, 172 mmHg
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Fig. 2. Dog 3. Before and after left greater petrosal nerve section. Arterial gas parametres: pH 7.40;
PCO; 36.0 mmHg; [HCO;]- 22.0 mmol/l; PO, 189.0 mmHg. See legend to Fig. 1

Ryc. 2. Pies 3. Stan przed i po przecigciu lewego nerwu skalistego wigkszego. Parametry rownowagi
kwasowo-zasadowej krwi tetniczej: pH 7.40; PCO, 36.0 mmHg; [HCO;]- 22.0 mmol/l; PO,
189.0 mmHg. Patrz opis do Ryc. 1

sected in a monkey. This treatment caused a slight increase of the blood flow rate
in the left internal carotid artery (Fig. 3). It was accompanied by a time-correlated
rise of arterial blood pressure. The latency between nerve section and the observed
increased flow rate was about 10 sec. The observation seems interesting in that
later injection of blood into the subarachnoid space (SAH) did not produce any
changes in the recorded parametres (Fig. 4).
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Fig. 3. Monkey 3. Before and after left greater petrosal nerve section. Animal before blood injection
into subarachnoid space (SAH). See legend to Fig. 1

Ryc. 3. Malpa 3. Stan przed i po przecieciu lewego nerwu skalistego wigkszego. Zwierze przed
wstrzyknigciem krwi do przestrzeni podpajeczynowkowej (SAH). Patrz opis do Ryc. 1
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Fig. 4. Monkey &. A: animals after left petrosalectomy; B: after subarachnoid hemorrhage (SAH).
See legend to Fig. 1

Rye. 4. Malpa 3. A: zwierze po lewostronnej petrosalektomii; B: po krwawieniu podpajeczynow-
kowym (SAH). Patrz opis do Ryc. 1

Two different species of animals were used for the experiments, assuming that
the relative participation of the adrenergic system in regulation of cerebral blood
flow is different in them (Heistad et al. 1978). In the available literature no data could
be found on differences in the influence of the cholinergic system on the regulation
of the cerebral artery lumen in these animal species. Petrosalectomy is an element
of parasympathetic denervation of the arteries of the brain base (Kameyama et al.
1982). The coincidence of the reaction observed in dog and monkey in response
to petrosalectomy and the differences appearing, in dependence on blood injection
into the subarachnoid space are rather connected with the cholinergic mechanism
determining cerebral blood flow in SAH states.
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Changes in heart rate connected with petrosalectomy should also be mentioned.
In both cases the heart rate decreased by about 15%,, bradycardia occurring imme-
diately after petrosalectomy. A similar phenomenon in response to stimulation of
the ciliary plexus has been observed, accompanied also by an increased flow rate
in cerebral arteries (Kameyama et al. 1982). This has not been described, so far
and we are not able on the basis of the available material to elucidate this mecha-
nism. It seems probable that a reflex mechanism is propagated by way of vagus
nerves (n. depressor cordis) since left side vagotomy raises the heart rate to control
values (Fig. 5).
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Fig. 5. Monkey 3. Before and after left vagal nerve section: pH 7.34; PCO, 41.0 mmHg; [HCO;]~
22.0 mmol/l; PO, 136.0 mmHg. See legend to Fig. 1

Ryc. 5. Malpa 3. Zwierze przed i po przecigciu lewego nerwu blednego: pH 7.34; PCO, 41.0 mmHg;
[HCO3]~ 22.0 mmol/l; PO, 136.0 mmHg. Patrz opis do Ryc. 1

To sum up, the authors believe that there exists a receptor activated by blood
in the subarachnoid space (SAH), strictly bound with the nuclei of the facial nerve
and that the impulses causing contraction of the large vessels of the brain base are
conducted by cholinergic fibres along the greater petrosal nerve and have their end-
ings in the muscles of the vessels (Edvinsson et al. 1972; Borodulya, Pletchkova
1973; Vasquez, Purves 1979). It is also suggested that an indirect influence of the
facial nerve on heart activity is also probable, owing to cholinergic junctions with
the vagus nerve. The afferent pathway of these reflexes would be the cholinergic
fibres of the vagus running through the nervus depressor cordis to the heart.

ODPOWIEDZ SERCOWO NACZYNIOWA NA PRZECIECIE NERWU SKALISTEGO
WIEKSZEGO JAKO METODY ZAPOBIEGANIA DOSWIADCZALNEMU SKURCZOWI
NACZYN KRWIONOSNYCH W KRWAWIENIU PODPAJECZYNOWKOWYM

Streszczenie

W prezentowanej pracy badanosprzepltyw krwi w tetnicy szyjnej wewnetrznej (ICAF) po ipsila-
teralnym przecigciu nerwu skalistego wigkszego u psa i malpy. Réznice w zakresie mierzonych pa-
rametrOéw byly obserwowane po wstrzyknieciu krwi do przestrzeni podpajeczynéwkowej (SAH)
przed i po wykonanej petrosalektomii. Uzyskane wyniki wskazuja, ze przecigcie nerwu skalistego
wiekszego zapobiega skurczowi naczyn tg¢tniczych mézgu mierzonemu jako zmiany w ICAF.

W pracy tej autorzy dyskutuja tez mechanizm bradykardii po wykonanej uprzednio petrosalek-
tomii, niezalezny od wykonania do$wiadczalnego krwawienia podpajeczynéwkowego (SAH).
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CEPIEYHO-COCYAUCTBIA OTBET HA IIEPEPE3KY BOJIBIIOIO KAMEHHCTOI'O
HEPBA KAK METO/IA TIPEJOXPAHEHUA OT DKCIIEPUMEHTAJIBHOI'O CITABMA
KPOBEHOCHLBIX COCYJIOB B CYBAPAXHOMJIAJIbHOM KPOBOTEYEHUU

Pe3ome

B craThe MCCIEIOBAHO KPOBOTOK BO BHyTpenHeil couHoit aprepun (ICAF) nocne uncunarte-
pabHOM mepep3kn OOMBLIOr0 KaMEHHCTOro Hepsa y cobakum u 00e3bsiHbl. PasHulisl B 061aCcTH
M3MEpsIEMbIX TAPAMETPOB HAOIIIOAAINCH TTOCIIE HHBEKIIMA KPOBH B Cy0apaxHOMAAIbHOE IPOCTPaH-
ctBO (SAH) 10 ¥ mociie mMpoM3BeAeHHOM MeTpocadIKTOMuH. ITony4yeHHbIe pe3yibTarkl yKa3blBaloT,
YTO nepepeska GOJBUIOr0 KAMEHUCTOrO HEpBa MPEJOXPAHSAET OT Cla3Ma apTepHalIbHBIX COCYIOB
Mo3ra u3Mmepsiemoro kak m3menenus B ICAF.

B 5TOi#t cTaThe aBTOPHI OOCYKAAIOT TaKKe MeXaHW3M OpaaMKapIuu MOocCie NMPOU3BENCHHOMN
paHblle MEeTPOCAIIKTOMHH, HE3ABUCHMBIA OT IKCIIEPUMEHTAJBHOrO MPOW3BelCHHS CyOapaxHOH-
HansHOro Kposotevenus (SAH).
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BLOOD—BRAIN EXCHANGE IN THE CAT AMYGDALOID BODY
MORPHOMETRIC STUDIES*

Laboratory of Electron Microscopy, Medical School, Gdansk

The exchange between blood and tissue is one of the fundamental factors ins
fluencing organ function. Many studies of this exchange within the central nervou-
system are undertaken with the use of different methods (Ingvar 1978; Amtorp
1980; Conradi 1980; Samuels, Schwartz 1981; Crone, Olesen 1982; Sokoloff 1982).
One of these methods is the determination of the terminal vascularization density
in a given tissue (Pfeifer 1940; Friede 1966; Wolff 1978; Bar 1980). The majority
of stereological studies in the central nervous system were concerned with growing
or ageing organisms or with analysis of the influence of various factors on the deve-
lopment and density of terminal vascularization (Eayrs 1954; Bar 1978; Hunziker
et al. 1978; Ravens 1978).

Our previous work (Wrzotkowa et al. 1984) established the existence of differen-
ces in the number of capillary vessel sections per square millimetre of tissue in the
motor, limbic and visual cortex of the cat and rat. However, these results were
not sufficient to conclude that the blood-tissue ratio is appropriately different.
It is possible that the differing vascularization density of various areas of the brain
might be compensated by an increased vessel circumference or by an increased vessel
cross-sectional area per unit area of tissue section.

In order to determine the particular morphological patterns of the blood-brain
exchange we determined the number of capillary vessel sections per square milli-
metre, the ratio of the circumferences of the vessels and their cross sectional area
to the area of tissue and the mean surface area of a section of a single terminal vessel.
These studies were performed on the amygdaloid body which is made up of multiple
closely packed nuclei varying in structure, connections and functional properties
(Koikegami 1963; Fonberg 1967; Narkiewicz et al. 1975, 1978).

MATERIAL AND METHODS

Studies were performed on material from 23 adult cats. The object of our studies
were 96 sections taken from 5 nuclei of the amygdaloid body: medial, cortical,

* Supported by Polish Academy of Sciences, Grant 10.4.05.1.4.
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central, basal and lateral. From each individual 1 to 10 specimens were studied,
whereas from each nucleus we investigated 12 to 28 specimens (Fig. 1).

The cats were anesthetised by Nembutal administered intraperitoneally (50 mg
per 1 kg body weight). The brain was fixed by intracardial perfusion through the
ascending aorta. Prior to fixation the vascular system was rinsed with 20 ml of
physiological salt solution containing 0.5%, Xylocaine at a temperature of 37°C.
Next 49, formaldehyde in 0.05 M phosphate buffer of pH 7.4 with 8%, sucrose
(1500 ml volume, room temperature, pressure 40 mm Hg were administered). After
perfusion the brains were removed and cui in the frontal plane into 1 mm slices.
From these slices specimens were obtained from particular nuclei of the amygda-
loid body using a bevelled needle of 0.6 mm inner diametre inserted at right angles
to the plane of section. The specimens were postfixed in 2%, OsO,, dehydrated and
embedded in Epon 812.

Fig. 1. Nuclei of amygdaloid body. Encircled is the number of specimens of a particular nu cleus
M — medial, CO — cortical, C — central, B — basal, L — lateral.

Ryc. 1. Jadra ciala migdalowatego. W kotkach liczba wycinkéw z poszczegdlnych jader. M —
przysrodkowe, CO — korowe, C — centralne, B — podstawne, L — boczne

The brain slices from which specimens had been obtained were embedded in
paraffin and then stained with Nissl in order to check whether the specimens had
been taken from the required areas, and to eliminate those taken incorrectly.

After selection, the specimens embedded in Epon were cut into semithin sections
and stained with toluidine blue.

The sections were analysed with a projection microscope PICTOVAL (CARL
ZEISS JENA) and a WANG 2200 VP minicomputer equipped with digitizer model
2262.

The computer calculated:

— the surface area of the entire section

— the total area of large vessels (@ > 12.5 pm)

— the total area of small vessels (g < 12.5 um)

— the sum of small vessel circumferences

— the area of the section excluding the area of large vessels (tissue area)

— the number of small vessels in the section

— the ratio of total small vessel area to tissue area
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— the ratio of sum of small vessel circumferences to tissue area

— the number of small vessels per square millimetre of tissue

— the mean area of a single terminal vessel in the investigated section.

The results obtained were analysed by one-way ANOVA followed by multiple
comparison procedures (Tukey, Newman-Keuls) with a significance level = 0.05;
Tukey’s procedure for all pairwise comparisons and Newman— Keuls for revealing
grouping of means (Johnson, Leone 1977).

RESULTS

In the amygdaloid body samples the number of vessels per square millimetre
varied between 109 and 314, with a mean value of 190-+45. The mean values for
the particular nuclei (Fig. 2a) ranged from 153427 (medial nucleus) to 214+42
(lateral nucleus). The remaining nuclei had the following mean values: cortical
nucleus — 164431, central nucleus — 168434, basal nucleus — 211-4-41.

Statistically significant differences were found between the following pairs of
nuclei: medial and basal, medial and lateral ; cortical and basal, cortical and lateral;
central and basal, central and lateral. The remaining pairs did not differ statistically
(Fig. 4).

Application of the Newman— Keuls test revealed two groups of nuclei within the
amygdaloid body, differing in vascularization density (Fig. 3a). The mean number
of vessels per square millimetre in each of the groups was as follows: central, corti-
cal and medial nuclei — 163+432; basal and lateral nuclei — 212-+42.

In the amygdaloid body nuclei the ratios of vessel circumference to tissue area,
a two-dimensional equivalent of the area of blood-tissue exchange, ranged from
3.83 <1073 pm/um? to 13.29 X 10-3 um/um?, with a mean value of 7.06 x 10—+
41.65x10-3 um/um?. The mean values for particular nuclei (Fig. 2b) ranged
from 5.71x10-34+0.96x 103 pm/um? (medial nucleus) to 8.07x10-3+4+1.77 x
%1073 pm/um? (lateral nucleus). The values for the remaining nuclei were as fol-
lows: cortical nucleus — 6.06x10-34-0.81 X 10— um/um?, central nucleus —
6.34 <1072 4-1.07 X 103 pm/p.m?, basal nucleus — 7.70 x 10~24-1.52 x 10-3 pm/p.m?.
Statistically significant differences were found between the following pairs of nuclei:
medial and basal, medial and lateral; cortical and basal, cortical and lateral; central
and basal, central and lateral. In no other pairs were such differences found to
exist (Fig. 4).

Application of the Newman—Keuls test revealed 2 groups of amygdaloid body
nuclei, differing significantly in the ratio of vessel circumference to tissue area (Fig.
3b). The mean value of this ratio in each of the groups was as follows: medial,
cortical and central nuclei — 6.09 x 10-2+4-1.01 X 10~* pm/um?; basal and lateral
nuclei — 7.87x102+£1.65x10~* pm/um?2.

The ratios between vessel cross sectional area and tissue area in the amygdaloid
body ranged from 6.91x10-3 to 31.09 x 10~3 um?/pm?, with a mean value of
15.77%1024+-4.19x 10-3 pm?/um?. The mean values for the particular nuclei
(Fig. 2c¢) varied between 12.45x107342.68 x10~3 pm?/um? (medial nucleus) to
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Fig. 3. Means for each of the nuclei arranged in increasing order. Each box groups together means

which did not differ significantly according to the Newman—Keuls test. However, significant diffe-

rences did exist between means taken from different boxes. a — vascularization density, b — ratio

of circumference of vessels to tissue area, ¢ — ratio of vessel area to tissue area, d — mean area of
a single terminal vessel. M — medial, CO — cortical, C — central, B — basal, L — lateral.

Ryec. 3. Srednie badanych parametrow dla poszczegdlnych jader utozone wedtug rosnacych wartosci.

W kazdym prostokacie zgrupowane sg Srednie nie wykazujace migdzy soba istotnych réznic testem

Newmana-Keulsa. Istotne roznice zachodza natomiast migdzy $rednimi zawartymi w réznych pro-

stokatach. a — gesto$¢ unaczynienia, b — stosunek obwod6éw naczyn do powierzchni tkanki,

¢ — stosunek powierzchni naczyn do powierzchni tkanki, d — $rednia powierzchnia jednego na-

czynia terminalnego. M — przysrodkowe, CO — korowe, C — centralne, B — podstawne, L —
boczne

18.27x10724-4.44x 10~ pm?/um? (lateral nucleus). The mean values for the re-
maining nuclei were as follows: cortical nucleus — 13.19x10-34-2.75x10-3,
central nucleus — 14.56 X 10-3+3.07 x 103, basal nucleus — 17.01 X 10—3-4-3.83 x
% 1073 wm?/um?. Statistically significant differences were found to exist between

Fig. 2. Morphological measures of the blood-brain exchange in the cat amygdaloid body. a — vas-
cularization density, b — ratio of circumference of vessels to tissue area, ¢ — ratio of vessel area
to tissue area, d — mean area of a single terminal vessel. / — whole amygdaloid body; 2 — nuclei
of amygdaloid body: M — medial, CO — cortical, C — central, B — basal, L — lateral; 3 — M+
+ CO+C — medial, cortical and central; 4 — B+L — basal and lateral
Ryc. 2. Morfologiczne wykiadniki wymiany krew-mozg w ciele migdalowatym kota. a — gesto$é
unaczynienia, b — stosunek obwodéw naczyn do powierzchni tkanki, ¢ — stosunek powierzchni
naczyn do powierzchni tkanki, d — $rednia powierzchnia jednego naczynia terminalnego. / —
ciato migdalowate; 2 — jadra ciala migdalowatego: M — przysrodkowe, CO — korowe, C —
centralne, B — podstawne, L — boczne; 3 — M+CO+C — przysrodkowe, korowe i centralne;
4 — B+L — podstawne i boczne
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Fig. 4. Statistical significance of the differences between the mean values of the studied parametres.
1 — vascularization density, 2 — ratio of vessel circumference to tissue area, 3 — ratio of vessel
area to tissue area, 4 — mean area of a single terminal vessel. / — statistically insignificant diffe-
rences according to Tukey’s test, 2 — statistically significant differences according to Tukey’s
test (o« = 0.05), 3 — statistically insignificant differences according to Newman—Keuls test, 4 —
statistically significant differences according to Newman—Keuls test (« = 0.05)

Ryc. 4. Statystyczna ocena roznic migdzy Srednimi wartosciami badanych parametrow. 1 — gestosé

unaczynienia, 2 — stosunek obwodoéw naczyn do powierzchni tkanki, 3 — stosunek powierzchni

naczyn do powierzchni tkanki, 4 — $rednia powierzchnia jednego naczynia terminalnego. I —

statystycznie nieistotne roznice w tescie Tukeya, 2 — statystycznie istotne roznice w teScie Tukeya

(o = 0,05), 3 — statystycznie nieistotne roznice w tescie Newmana —Keulsa, 4 — statystycznie istotne
roznice w tescie Newmana—Keulsa (x = 0,05)

the following nuclei: medial and basal, medial and lateral ; cortical and basal, cortical
and lateral; central and lateral. Comparison of the remaining pairs of nuclei did
not reveal any statistically significant differences (Fig. 4).

Application of the Newman-Keuls test revealed the existence of two groups
of amygdaloid body nuclei, differing significantly in the ratio of vessel cross sectional
area to tissue area (Fig. 3c). The mean value of this ratio in each of the groups was
as follows : medial, cortical and central nuclei — 13.61 X 10-34-3.02 X 103 pm?/pum?;
basal and lateral nuclei — 17.59x10—34-4.17x10~* pm?/um?.

The values of the average vessel cross sectional area in the amygdaloid body were
as follows (Fig. 2d): basal nucleus — 824-15 pm?, medial nucleus — 83421 pm?,
cortical nucleus — 834-23 pm?, lateral nucleus — 85--13 um?, central nucleus —

http://rcin.org.pl




Blood-brain exchange 261

89423 um?; with a mean value of 84+ 18 um? for the entire amygdaloid body.
The values for the particular nuclei did not show statistically significant differences
between them (Figs 3d and 4).

DISCUSSION

The studies of Pfeifer (1940), Friede (1966) and other authors working on the
subject of brain angioarchitecture revealed a varying density of vascularization in
various sections of the central nervous system. However, these authors have not
made use of morphometry (Pfeifer 1940) nor have they been concerned with the
angioarchitecture of the amygdaloid body (Pfeifer 1940; Friede 1966). The sugges-
tion that various nuclei of the amygdaloid body have a different vascularization
density was made by Koikegami (1963) but he did not penetrate this problem further.

The results we obtained enabled us to distinguish two groups of amygdaloid
body nuclei in the cat, differing significantly according to the three studied para-
metres:

1. basal and lateral nuclei — with higher density of terminal vascularization,
larger area of blood-brain exchange and larger area of blood perfusion per unit
arca of brain tissue,

2. central, cortical and medial nuclei — in which the mentioned parametres
were lower.

Within each group, the particular nuclei of the amygdaloid body did not differ
according to any of the parametres. On the other hand the mean area of a single
terminal vessel was equal in all the studied nuclei (Fig. 2d). Assuming the angle of
section of particular vessels to be random it may be concluded that the vessels
were of similar size in all the studied nuclei.

The results presented show that the differences in vascularization density of the
nuclei of the cat amygdaloid body are not compensated by a change in perfusion
area and area of blood-brain exchange. Hence, we may accept that the established
differences in perfusion area and the blood-brain exchange per unit tissue area are
mainly related to differences in vascularization density of the studied nuclei of the
amygdaloid body.

The present studies were performed semiautomatically using a minicomputer.
This restricted our possibilities of acquiring a wider range of data about the relation
between terminal vessels and nervous tissue. However, the results presented show
a difference in angioarchitecture between the particular nuclei of the cat amygdaloid
body.

WYMIANA KREW—-MOZG W CIELE MIGDALOWATYM KOTA
BADANIA MORFOMETRYCZNE
Streszczenie

W celu okreslenia wybranych morfologicznych wykladnikow wymiany krew-moézg w ciele
migdatowatym kota zbadano liczbe naczynh wtosowatych na milimetr kwadratowy tkanki, stosunek
powierzchni ich przekrojow do powierzchni tkanki, stosunek sumy ich obwodow do powierzchni
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tkanki oraz $redniag powierzchnie jednego naczynia terminalnego w skrawku. Przedmiotem badand
bylo 96 wycinkdéw z 23 dorostych kotow, z 5 jader ciala migdalowatego: korowego, centralnego,
przysrodkowego, bocznego i podstawnego. Badania wykonano polautomatycznie przy pomocy
minikomputera.

Na podstawie zbadanych parametréw wymiany krew—mozg stwierdzono istnienie w ciele mig-
datowatym kota dwéch grup jader: jadra boczne i podstawne — o wigkszej gestosci unaczynienia
terminalnego, wyzszym stosunku obwoddéw naczyri do powierzchni tkanki (wykladnik powierzchni
wymiany krew-tkanka), wyzszym stosunku pola przekrojow naczyn do powierzchni tkanki (wykladnik
powierzchni przeplywu); oraz jadra centralne, korowe i przysrodkowe w ktorych wszystkie wyzej
podane parametry byly nizsze.

Wielko$é naczyn terminalnych byla podobna we wszystkich zbadanych jadrach ciala migdato-
watego kota.

3AMEIMEHUE KPOBb — MO3I' B MUHIAJIEBMJHOM TEJIE KOIDKH.
MOP®OMETPUYECKHME MNCCJIEAJOBAHM

Pe3ome

C ueneio onpeiesieHus BHIOpaHHBIX MOPGOIOrHYECKUX Moka3aTesei 3aMeesEust KpOBb— MO3T
B MHHIAJIEBUJHOM Tejleé KOLIKH MCCIEOBAHO CICAYIOUIME NapaMeTphi: YHCIO KalWUIIpOB Ha
KBaJPAaTHBIH MWUTEMETDP TKAHW, OTHOIIEHHWE IIOBEPXHOCTH HMX CEYEHWI K NOBEPXHOCTH TKaHH,
OTHOIIEHUE CYMMBI X IEPEMETPOB K IOBEPXHOCTH TKAHH ¥ CPETHIOIO ITOBEPXHOCTH OJHOIO TEPMHU-
HAJLHOTO cocyaa B cpese. IIpeamMeToM MCCemoBaHmit aBTOpoB 610 96 cermeHTOB M3 23 B3poc-
JIBIX KOWIEK, U3 5 siep MHHIAJIEBUJHOIO TeJia: KOPKOBOTO, LEHTPAIBLHOI'0, MEHAILHOTO, GOKO-
BOTO M OCHOBHOrO. VccrieoBanusi ObUIM ITPOBE/ICHBI MOJYaBTOMATHYECKHM CIOCOOOM IIpH IIO-
MOILIM MWHHKOMITBIOTEpA.

Ha OCHOBaHMW WCCJIEJOBAHHBIX IApaMETPOB 3aMEIMICHHS KPOBb— MO3r KOHCTATHPOBAHO
CYIIECTBOBAHUE B MHHIAJICBUIHOM TeJie KOIIKH ABYX rpymil sifep: 1) 60KoBbIE H OCHOBHBIE s/1pa —
¢ GospLiell TYCTOTOM TePMHHAJIBHOM BacKyJIsPH3AUMWd, C BHICIIMM OTHOIIEHHEM IEPHMETPOB
COCYJIOB K NOBEPXHOCTH TKaHH (IOKa3aTelb MOBEPXHOCTH 3aAMEMIEHUSI KPOBb— TKAHE), C BHICIIUM
OTHOIICHWEM IIOJIsI CEYCHHIE COCYIOB K MOBEPXHOCTH TKaHM (IIOKa3aTeNb IMOBEPXHOCTH IMPOTOKA);
2) meHTpaibHble, KOPKOBbIE H MEIWAJIbHBIC S/Ipa, B KOTOPBIX BCE BbIUIEyKa3aHHBIC NapaMeETPbI
ObuTH HIKE.

BenuuuHa TepMUHATBHBIX COCYyIOB GbUIa mMOJ0OHA BO BCeX MCCIENOBAHHBIX SIIPax MMHIAJC-
BHIHOTO Tella KOIIKH.
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CAPILLARY BLOOD VESSELS OF THE BRAIN*

III. TERMINAL VESSEL ULTRASTRUCTURE IN THE NUCLEI OF THE CAT
AMYGDALOID BODY. MORPHOMETRIC STUDIES

Laboratory of Electron Microscopy, Medical School, Gdarnisk

The studies performed in our Laboratory concern the terminal vessels of chosen
areas of the cat and rat brain. We investigated the density of vascularization, the
area of perfusion and area of blood-brain exchange as well as the relation of nerve
endings to the wall of the terminal vessels (Lukaszyk et al. 1984; Wrzoltkowa et al.
1984; Kraszpulski et al. 1985).

Studies performed on the amygdaloid body with the use of a light microscope
showed that the vascularization density, the area of perfusion and exchange vary.
According to these criteria two groups of nuclei emerged: 1. basal and lateral and 2.
medial, cortical and central nuclei (Kraszpulski et al. 1985). Electron microscope
studies in different cortical areas of the cat and rat brain show not only differences
in the number of perivascular nerve endings but also in their morphological features
(Eukaszyk et al. 1984). This suggests the possibility of some relation between the
perivascular ‘“‘close’” nerve endings and the terminal vessel wall.

The present paper is a continuation of our previous EM studies as well as in-
vestigations of the amygdaloid body using the light microscope. The aim was to
evaluate morphometrically the lumen and the components of the terminal vessel
wall in different nuclei of the amygdaloid body. At the same time we tried to answer
the question, whether there are any features which distinguish the particular nuclei
of the amygdaloid body.

MATERIAL AND METHODS

The subject of our studies were specimens taken from the amygdaloid body of
5 adult cats. 215 cross sections of terminal vessels from 5 nuclei of the amygdaloid
body were investigated: the lateral (29), basal (64), central (49), medial (44) and

* This work was supported by the Polish Academy of Sciences grant No. 10.4.05.1.4.
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266 1. Eukaszyk

cortical (29) nucleus. Samples from the nuclei of the amygdaloid body were obtained
according to the procedure described previously (Kraszpulski et al. 1985). The ultra-
thin sections were stained with uranyl acetate and lead citrate and viewed in the
JEM 7A electron microscope. Electron micrographs of entire terminal vessels were
made at a magnification of 6500—11 000 x and analysed in the specially program-
med WANG-2200 VP minicomputer. Data from the electron micrographs were
fed into the computer memory using a coordinatometre which outlined the vessel
lumen, the endothelium and the entire vessel as well as the length of alignment of
pericyte to endothelium.

Similarly as othér authors (Oldendorf et al. 1981 ; Bér, Budi 1984) we considered
the pericytes to be cells built into the terminal vessel wall, investing endothelial
cells and surrounded by a basal membrane together with the endothelium. It should,
however, be taken into account that in some cases the double cell layer in the terminal
vessel wall is made up of two overlapping endothelial cells. Distinction of a pericyte
from an overlapping endothelial cell forming the external cell layer may sometimes
be impossible in ultrathin sections. Hence, we realize that in our study a small number
of the cell processes considered to be pericytes may be overlapping endothelial
cells.

The image of the photograph was shown on the graphic monitor and a printed
copy of it was obtained in the printer. Identification data (such as the micrograph
number, the type of nucleus) that could not be acquired from the micrograph itself
were fed into the computer be means of a special keyboard.

Using the collected data the computer calculated the circumferences, cross
sectional areas, as well as the special relationships between the studied structures.

The parametres studied were: the cross-sectional areas of entire terminal vessels,
of their lumina, of their walls (made up of endothelium and pericytes) and linear
parametres, namely, the vessel circumference, the lumen circumference, the endothe-
lium circumference, the length of pericyte-endothelium alignment, and the length
of “close’ pericyte alignment to the endothelial cell.

The above studies were performed both for the entire amygdaloid body and for

the particular nuclei.
The results were analysed statistically by the Tukey and Newman-Keuls test.

RESULTS

Mean values of the studied parametres of the amygdaloid body nuclei are pre-
sented in table 1.

Analysis of the results shows that the mean value of the cross-sectional areas
of the 215 studied terminal vessels was 23.144+7.05 um? and no statistically signi-
ficant differences were found to exist between paiticular nuclei. The mean cross-
sectional area of the vessel lumen was 17.14+4-6.07 pm? for the entire amygdaloid
body, which is 759%, of the vessel cross-sectional area. The same percentage was
obtained in all the particular nuclei of the amygdaloid body except the lateral nucleus
where the lumen took up 70% of the vessel cross-sectional area. Statistical analysis
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Table 1. Mzan values of the studied parametres of terminal vessels of cat amygdaloid body (with standard deviations)
Tabela 1. Zestawienie Srednich wartosci badanych parametréw naczyii terminalnych ciala migdatowatego kota z odchyleniem standardowym

Amygdaloid Lateral Basal Central Medial Cortical
Parametres studied body nucleus nucleus nucleus nucleus nucleus
Badane parametry Cialo Jadro Jadro Jadro Jadro Jadro
migdatowate boczne podstawowe  centralne przysrod. korowe
Number of vessels studied 215 29 64 49 44 29
Liczba przebadanych naczyn
Cross-sectional area of entire vessel (um?) 23.144+7.05 23.3747.11 21.514+-6.71 2543+8.56 21.85+5.78 24.584-5.57
Pole powierzchni calego naczynia (um?)
Cross-sectional area of lumen (um?) 17.144+6.07 16.85+6.43 16.164+-5.78 19.67+7.14 15.134+4.39 18.37+5.15
Powierzchnia $wiatla (um?)
Cross-sectional area of vessel wall (um?) 6.00+2.76 6.524+-2.82 5354243 5.754+-2.88  6.73+3.09 6.21+2.40
Powierzchnia $ciany (um?)
Cross-sectional area of endothelium (m?) 3494215 3.824243 3.154+2.14 3.274+1.99 3.9742.16 3.57+2.08
Powierzchnia $rodblonka (pm?)
Cross-sectional area of pericytes (um?) 2.50+1.70 2.70+1.55 2.20+1.33 248+41.72 2754231 2.63+1.41
Powierzchnia pericytow (um?)
Endothelium circumference (EC) (xm) 17.10+2.79 16.854+-2.67 16.294-2.82 17.794+-3.32 16.91+2.22 18.2342.03
Obwod srodbtonka (OSBL) (wm)
Length of pericyte alignment (LPA) (um) 8444293 9.304+3.06 7.704+2.40 9.1242.79 7.924+3.10 8.894-3.40
Dlugos$¢ linii przylegania pericytow (DLPP) (u.m)
Length of *‘close” pericyte alignment (LPCA) (wm) 2.08+1.42 1.72+1.37 1.87+1.16 233+1.59 2.20+1.42 2.3241.64
Diugos¢ odcinkéw bezposredniego przylegania pericytow (DLPPBB)
(m)
Ratio of LPA/EC 0.50+0.16 0.55+0.16 0.48+0.16 0.524+-0.15 047+0.16 0.494-0.17
Stosunek DLPP/OSBL
Ratio of LCPA/EC 0.26+0.17 0.194-0.15 0.264+0.17 0.264+0.15 0.294+0.19 0.27+0.18

Stosunek DLPPBB/DLPP

http://rcin.org.pl

S[9SSOAOIOIW [BIGOID JO SINJONIISEN)

L9T



268 I. Eukaszyk

Fig. 1. Capillary vessel of cat amygdaloid body. “Close” alignment between pericyte and endothe-

lium (arrows). P — pericyte, E — endothelium. /a — X 62000, 76 — x 50000, /¢ — x 60 000

Rye. 1. Naczynie wlosowate ciala migdalowatego mozgu kota. ,,Bliskie” przyleganie migedzy pe-

ricytem a §rodblonkiem (strzalki). P — pericyt, E — srodbtonek. Pow. Ia — 62000 x, 1b —
i 50000 x, Ic — 60000 x
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Fig. 2. Capillary vessel of cat amygdaloid body. “Close” alignment between endothelial cells (ar-
rows). P — pericyte, E — endothelium. 2a — x 51 000, 26 — x 68 000

Ryc. 2. Naczynie wlosowate ciala migdalowatego mézgu kota. ,,Bliskie” przyleganie miedzy komor-

kami $rodblonka (strzatki). P — pericyt, E — $rodblonek. Pow. 2a — 51000 x, 2b — 68000 X

by the Newman-Keuls test did not show any statistical difference between this parti-
cular nucleus and the remaining ones.

The mean cross-sectional area of the capillary vessel wall for the entire amygda-
loid body was 6.00-+2.76 pm?. In the entire amygdaloid body 60%, of the wall cross-
sectional area was taken up by endothelium and 40%, by pericytes. Hence, for the
entire amygdaloid body the mean value for the endothelium was 3.494-2.5 pm?
and for pericytes 2.50+1.70 u.m?, without statistically significant differences between
the particular nuclei.
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270 1. Eukaszyk

The mean length of pericyte alignment in a single vessel was 8.444-2.93 um for
the entire amygdaloid body, the mean value of vessel circumference being 17.104-
+4-2.79 um. Hence, 509, of the endothelium is surrounded by pericytes in the amygda-
loid body. For particular nuclei the value ranges from 47%, to 55% . No statistically
significant differences were found to exist between particular nuclei.

Pericytes were separated from the endothelium by a basal lamina which varied
in thickness along the entire length. In some places no basal lamina was visible
between the endothelium and the investing pericyte, allowing the pericyte to lie
“close” to the endothelium (Fig. 1). The mean length of this “close’ pericyte-endo-
thelium alignment was 2.084-1.42 pm which is 259, of the entire length of pericyte-
endothelium alignment. No statistically significant differences between these results
for particular nuclei were found.

Approximately 60%, of the studied endothelial cells of the amygdaloid body ter-
minal vessels had no interendothelial junctions — they were seamless, 309, of the
endothelium cells had a single interendothelial junction in the section studied and
only in 109, were there two or occasionally three junctions visible in the studied
section.

Half of the junctions between endothelium cells were found to be in the proxi-
mity of pericytes, and 45%, of these were at the places of ““close’ alignment of peri-
cytes to the endothelium.

DISCUSSION

In the amygdaloid body, no differences were found to exist between terminal
vessels of particular nuclei as regards the dimensions of the lumen, the vessel wall
and its components (i.e. the endothelium and the pericyte) and the relations between
them.

At the beginning of our studies, we expected to find differences in the compo-
nents of terminal vessels in various nuclei of the amygdaloid body. Our expectations
were based on studies by other authors as well as our own. Earlier we found that
the area of blood-brain exchange studied in the light microscope was different in
various parts of the cerebral cortex (Wrzotkowa et al. 1984) and in different nuclei
of the amygdaloid body (Kraszpulski et al. 1985). Moreover, the electron microscopic
studies of Oldendorf et al. (1981), Edwards and Garlick (1981) as well as our own
(Lukaszyk et al. 1984) all suggest the possibility of a variety of terminal vessel
ultrastructures.

The terminal vessel parametres we chose to study do not exhaust all the possi-
bilities of evaluation of terminal vessel ultrastructure. If we were to take into consi-
deration the organelles of the cells of the vessel wall, the existence of differences
between terminal vessels of the nuclei of the amygdaloid body may perhaps have
been confirmed.

Analysis of the areas of alignment of the pericytes to the endothelium composing
the cell wall revealed a new problem — that of the sections where the basal mem-
brane was not visible, that is the sections of ‘“‘close’’ alignment. Usually, these were
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the places where endothelium cells formed interendothelial junctions (Fig. 2) or
sections of various length where the basal membrane separating the endothelium
cells and pericytes was not visible (Fig. 1).

Similar although uncommented pictures of terminal vessels with sections of
“close” alignment of pericytes to the endothelium were seen in the study of Cuevas
et al. (1984). We found that the length of “‘close” alignment of pericyte to endothelium
comprises about 13%, of the endothelial circumference in all the studied vessels
of the nuclei of the amygdaloid body. This “close’” alignment was found to exist
both in seamless capillaries and in those with one or more interendothelial junctions.

The role and importance of these sections of “close’ alignment is difficult to
assess at the present stage of our investigations. Realising the role of the basal lamina
in vessel wall permeability in the CNS (Bir, Strauch 1979) one has to accept that
the sections of “‘close’ alignment must be places of altered permeability of the ter-
minal vessel. They also must be places of easier exchange between pericytes and
endothelium.

NACZYNIA WEOSOWATE MOZGU

III. Ultrastruktura naczyn terminalnych jader ciala migdalowatego kota.
Badania morfometryczne

Streszczenie

Celem badan byla morfometryczna ocena ultrastruktury naczyn terminalnych jader ciala migda-
lowatego kota. Analizie komputerowej poddano 215 przekrojéw naczyri terminalnych pochodza-
cych z jader: bocznego (29), podstawnego (64), centralnego (49), przysrodkowego (44) i korowego
(29) ciala migdalowatego 5 dorostych kotéw. Zbadano wielko$¢ §wiatet i §cian, w tym §rédblonk6w
i pericytéw, oraz ich wzajemne relacje. Wyniki oceniono testem ,Tukeya i Newmana-Keulsa.

Nie stwierdzono réznic w badanych parametrach naczynia terminalnego pomigdzy poszczegdl-
nymi jadrami. Podczas analizy powierzchni wzajemnego przylegania komoérek $rédblonka oraz
powierzchni kontaktu §rédblonka z pericytem stwierdzono, ze istnieja odcinki ,,bezposredniego”
przylegania to jest odcinki, w ktérych nie uwidoczniala si¢ blona podstawna. W dyskusji zwrécono
uwage na ewentualng rolge czynnosciowqa miejsc ,,bezposredniego” kontaktu komérek Sciany.

KAITUJJIAPBI TOJIOBHOI'O MO3rA

III. VaeTpacTpyKTypa TepMHHAIBHBIX sigep MUHIAJEBHAHOTO TeNA KOIIKH.
Mopdonoruveckue ucciegOBAHAA

Pe3ome

Ienbio mccnemoBaumii 6su1a MoppoMeTpuyeckas ONEHKA YIbTPACTPYKTYPHI TEPMHHAIBHBIX
COCY/JIOB AIEp MEHIAJIEBUIHOTO Tesa Komku. KoMnproTepHOMy aHAIA3y NOABEPTrHYTO 215 ceyennit
TEPMHHAIBHBIX COCYJOB MPOMCXOAAnmX u3 sxep: 6okosBoro (29), ocHoBHOro (64), HEHTPAIBHOIO
(49), menuabHOTO (44) ¥ XOpKOBOTO (29) MUHIANEBH/IHOTO TEJA 5 B3pOCABIX Komek. MccieoBaHo
BEJIMYMHY NPOCBETOB M CTEHOK, B TOM YHC/IE 3H/IOTE/MEB W NCPHLMUTOB, M MX B3aWMHBIE COOTHO-
menusA. Pe3ynpTaTel oneHuBamuch npu momouu tecra Tykes u Hpromana-Keynsca.

He xoHCTaTHpOBaHO pa3HUIl B HCCIEJOBAHHBIX MapamMeTpax TEPMHHAJIBHOTO COCYJa MEXIY
OTAENbHBIMEH spamMu. Bo BpeMs aHaiM3a MOBEPXHOCTH B3aMMHOIO HOPHJICTAHHA KIETOK JHZO-
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TeJMsl ¥ MOBEPXHOCTH KOHTAKTA HJOTENHS C IEPHIATOM KOHCTATHPOBAHO, YTO CYLICCTBYIOT OT-
PE3KH ,,HENOCPEACTBEHHOr0"’ IIPHIIETaHus T.€. OTPE3KH, B KOTOPLIX He OOHAPYKHBAIACh OCHOBHAS
membpana. B obcyxaenun oOpameHO BHMMAaHHE HA BO3MOXHYIO (YHKIMOHAIBHYIO POJIb MECT
,,HEIMOCPEICTBEHHOT0™® KOHTAKTA KJIETOK CTEHKH.
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