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LECH IWANOWSKI
ULTRASTRUKTURA SPLOTU NACZYNIOWKOWEGO

Pracownia Neuropatologii Rozwojowej Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Kli-
nicznej PAN, Warszawa

Splot naczyniéwkowy jest coraz czesciej przedmiotem badan jako je-
den z substratéw anatomicznych bariery krew—mézg. Niedokladna zna-
jomos¢ jego zlozonej struktury, ktéra uwidacznia badanie mikroskopowo-
-elektronowe, moze nastrecza¢ trudnosci w ocenie, jakie elementy obser-
wowanego obrazu nalezy zaliczy¢ do prawidlowych, a jakie do patologicz-
nych. Brak zbiorczego opracowania ultrastruktury splotu naczyniéwko-
wego w jezyku polskim sklonit autora do napisania tej pracy, w ktérej
oprécz danych z piSmiennictwa wykorzystano wlasne obserwacje i udo-
kumentowano je elektronogramami pochodzacymi od krélika, kota i psa
w réznym wieku. Badania przeprowadzone na zwierzetach i na materiale
ludzkim wykazaty brak istotnych réznic w budowie splotu naczyniéwko-
wego pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami kregowcéw (Maxwell, Pease
1956; Tennyson, Pappas 1967). W badaniach wlasnych dla uwypuklenia
pewnych szczegoléw w budowie splotu uzyto jako znacznika peroksydazy
chrzanowej Sigma II, ktérg wszystkim badanym zwierzetom podawano
dozylnie na 5—15 minut przed perfuzja glutaraldehydem. Opracowanie
laboratoryjne pobranego materialu — wedlug metody Karnowskiego.

Splot naczyniéwkowy powstaje z wpuklenia opony naczyniowej do
Swiatla komor. Opone pokrywa jednowarstwowy nablonek szescienny.
Splot zbudowany jest z kosmkéw (ryc. 1). Oprécz kosmkéw w splocie
komér, drobne kepki komérek splotu wystepujg réwniez w przestrzeni
podpajeczynéwkowej kanatu kregowego. W sklad kazdego kosmka wcho-
dzi zrgbh lgcznotkankowy, na ktory skladaja sie elementy naczyniowe
oraz komorki i wiokna tkanki lgcznej. Elementy naczyniowe splotu sg
reprezentowane przez tetniczki (arteriolae), charakteryzujace sie obec-
noscig warstwy miesniowej, lezagce w glebi zrebu zylki (venulae) z cia-
glym srédblonkiem, nie posiadajagcym miesniowki, oraz najobficiej wy-
stepujgce wlosniczki. Zaréwno tetniczki, jak i zylki maja $rednice wy-
raznie wigksza od wlosniczek. Sciane wlosniczek splotu tworza komérki
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292 L. Iwanowski

Ryec. 1. Schemat kosmka splotu naczyniéwkowego. Pojedyncza warstwa nablonka
sze$ciennego okrywa zrgb lacznotkankowy, ktorego srodek stanowi wiosniczka (ca)
z okienkowatym $rédblonkiem. Pomiedzy wloéniczka a podstawa komoérek nablonka
znajduje sie¢ przestrzen pozakomoérkowa i ostonka lgcznotkankowa (ct). Na wolnej
przestrzeni nablonka widoczne sa mikrokosmki (m), bablowate wypuklenia (bl)
i kepki rzesek (cl)
Fig. 1. Schematic diagram of villus of the choroid plexus. Monolayer cuboid epithe-
lium covers the connective tissue stroma. The centre of the villus consists of ca-
pillary (ca) with fenestrated endothelium. Extracellular space and a connective
tissue sheath (ct) between the capillary and the base of epithelial cells are seen.
At the free epithelial surface there are microvilli (m), apical blebs (bl) and ciliae (cl)

$rédblonka. Na przekrojach tych komérek rzadko widaé szeroki peryka-
rion z jadrem i licznymi organellami; przewaznie spostrzega si¢ jedynie
waskg wypustke cytoplazmatyczng, prawie pozbawiong mitochondriéw.
Cytoplazma komorki jest pofragmentowana, wystepuja przerwy w jej
cigglosei, tzw. okienka. Sciane wloéniczki stanowia w ich obrebie tylko
zlepione listki blony brzeznej i blona podstawna (ryc. 2). Wioéniczki
o Scianie okienkowatej sg pozbawione perycytéw. Spotyka sie réwniez
wlosniczki o Scianie cigglej. Od zewnetrznej strony blony podstawnej
srédbtonka lezg komorki nablonka splotu (ryc. 2 i 3). Oddziela je prze-
strzen pozakomoérkowa o nieregularnym ksztalcie, przewaznie szerokosci
blony podstawnej, ale miejscami nawet kilkakrotnie szersza. Czesto mie-
dzy wlosniczkg a nablonkiem obserwuje sie ostonke lgcznotkankows.
W odréznieniu od ostonki glejowej wokoél naczyn $rédmigzszowych moz-
gu, wspomniana ostonka nie jest ciagla. Tworza ja komoérki opony na-
czyniowej z dlugimi wypustkami, zblizone wygladem do fibroblastow.
Rzadko spotyka sie przekroje przez ich perykarion. Nie stanowig one
przeszkody dla dyfuzji plynéw. Podany znacznik przenika szybko miedzy
nimi. We weczesnym okresie po podaniu znacznik jest widoczny w calej
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Ryc. 2. Noworodek kroéliczy. Wloéniczka o okienkowatym $rédblonku (cienka strzal-

ka). W przyleglej przestrzeni pozakomoérkowej widoczne mikrofibryle kolageno-

we (!). Powierzchnia podstawna komorki nablonka splotu z nézkowatymi wypust-

kami (gruba strzatka). W komoérce widoczne liczne mitochondria, rzedowy uklad

zbiornikéw siateczki sroédplazmatycznej ziarnistej i przylegajacy do niej lipofagosom
(Ip). Pow. 10500 X

Fig. 2. Newborn rabbit. Fenestrated capillary endothelium (thin arrow). In adjacent

extracellular space collagen microfibrils (!). Footshape extension (thick arrow) of

basal surface of epithelial cell. Within the cell cytoplasm numerous mitochondria,

multirow granular endoplasmic reticulum cisterns and adjacent to them a lipo-
phagosom (Ip). X 10500

przestrzeni pozakomérkowej. Przez komorke znacznik przechodzi droga
pinocytozy. Przypuszczalnie cze$¢ znaczonych pecherzykéw pinocytar-
nych moze lgczy¢ sie réwniez z blonami wewnatrzkomérkowymi, gdyz
$lady znacznika widoczne sg niekiedy na blonach siateczki $rédplazma-
tycznej i aparatu Golgiego, co powoduje bardzo znaczne zwiekszenie ich
kontrastu (ryc. 3). Komorki ostonki lgcznotkankowej w pewnych warun-
kach mogg ulec pomnozeniu (Maxwell, Pease 1956). Przestrzen pozako-
mérkowa wokot komorek tkanki lgcznej bywa nieréwnej szerokosci. Cza-
sem jest ona wezsza od strony blony podstawnej wilosniczki, czasem od
strony komorki nablonka. W jej poszerzeniach spostrzega sie mikrofibryle
kolagenowe o nieuporzagdkowanym przebiegu i wlékna nerwowe pozba-
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Ryc. 3. Noworodek kréliczy. Dwie wlosniczki i przylegie komorki splotu. Produkt

reakcji peroksydazy chrzanowej (znacznik) podkresla zarysy $cian bocznych komé-

rek splotu. Wypelnil on szczeliny miedzykomoérkowe, zatrzymany przez zilacze Sciste

szezytowe (strzalki). Widoczny falisty zarys powierzchni podstawnej i pofaldowanie

czesci dolnej powierzchni bocznej komorek (!). Pomiedzy wio$niczkami a nablonkiem

splotu widoczna wypustka zrebowej komorki tkanki lacznej (ct) z wyraznie zazna-
czong siateczka $rédplazmatyczng. Pow. 4500 X

Fig. 3. Newborn rabbit. Two capillaries and adjacent epithelial cells. HRP reaction

product fills intracellular clefts and stops at apical tight junction (arrows). The

undulated basal and folded basolateral walls (!) of epithelial cells are seen. Between

capillaries and endothelium a process of a stromal connective tissue cell (ct) with
marked endoplasmic reticulum. X 4500

wione ostonki mielinowej. Obserwacje wilasne przeprowadzone u nowo-
rodka krélika przemawiaja za tym, ze przestrzen pozakomoérkowa wnika
pomiedzy komoérki nablonka splotu. Wedlug Tennyson i Pappas (1967)
przestrzen ta wpukla si¢ pomiedzy komorki nablonka jedynie u ich pod-
stawy. Przy braku ostonki lgcznotkankowej, przestrzen pozakomoérkowa
moze ogranicza¢ sie do waskiego pasemka o mniejszej gestosci elektro-
nowej pomiedzy przylegajgcymi do siebie blonami podstawnymi $rod-
blonka i nablonka. We wszystkich wspomnianych strukturach wystepuja
liczne pecherzyki pinocytarne, zaréwno okryte, jak i nieokryte.
Komorki nablonka splotu, lezace na zrebie lgcznotkankowym, majg
powierzchnie podstawng, szczytowa, czyli wolng, i dwie powierzchnie
boczne. Powierzchnie podstawng tworzy blona podstawna. Jej falisty
przebieg tworzy wypustki-nozki (ryc. 2), w kieszonki miedzy nimi wnika
przestrzen pozakomoérkowa. Jeszcze bardziej pofaldowana jest cze$¢ pod-
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Ryc. 4. Stary pies. Powierzchnia szczytowa komorek nablonka splotu pokryta mi-
krokosmkami. Widoczne podiuine i poprzeczne przekroje rzesek (grube strzatki)
z filamentami centralnymi i obwodowymi. Zlgcza przerywaja cigglo$é znacznika
w przestrzeni miedzykomoérkowej (cienka strzalka). W cytoplazmie komérek widocz-
ne rzedy kanalikow siateczki S$rodplazmatycznej, pecherzyki pinocytarne réznej
wielkosci i zbiorniki aparatu Golgiego. Pow. 13500 X
Fig. 4. Old dog. Microvilli at the apical surface of epithelial cells. Longitudinal and
transversial cuts of cilia (thick arrows) containing central and peripheral filaments
are seen. The continuity of marker in intracellular cleft is interrupted at junctions
(thin arrow). Within the cells cytoplasm multirow endoplasmic reticulum, pinocytic
vesicles of different size and cisterns of Golgi apparatus. X 13500

stawna powierzchni bocznej komorki (ryc. 3). Pofaldowanie znacznie
zwigksza powierzchnie komérki i $wiadezy o zywej wymianie pomiedzy
komorka i przestrzenig pozakomérkows. Torack i Barrnett (1964) stwier-
dzili w pofaldowanych odcinkach blony podstawnej aktywnos$¢ adenozy-
notréjfosfatazy, co przemawia za czynnoscig sekrecyjng splotu i $wiadczy
o aktywnym transporcie kationéw poprzez blone. Pomiedzy przylegaja-
cymi komoérkami nablonka splotu stwierdza sie liczne zlgcza, nieraz
z wyraznymi desmozomami (ryc. 4). Zachowanie sie podanego znacznika
przemawia za tym, ze w czeSci dolnej maja one charakter zilgczy wol-
nych (zonulae adherentes), a zlgcze szczytowe ma charakter zlgcza $cis-
tego (zonula occuludens) (ryc. 3 i 4). Potwierdzaja to badania wykonane
przy zastosowaniu metody ,freeze-fracture”. Molgard i Saunders (1975)
stwierdzili w materiale ludzkim wyksztalcone zlacza juz w 9 tygodniu
rozwoju plodowego. Zlgcze szczytowe w dojrzalym splocie naczyniow-
kowym jest komponentem bariery krew—mozg.

Powierzchnia szczytowa komorki nabtonka zwrécona do $wiatta ko-
mory pokryta jest mikrokosmkami. Wiekszos¢ mikrokosmkéw ma ksztalt
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Ryc. 5. Stary krolik. Pojedyncze palczaste i bulawkowate mikrokosmki oraz po-
jedyncza rzeska na powierzchni komorki splotu. Widoczne sg filamenty obwodowe.
Pow. 7500 X

Fig. 5. Old rabbit. Digital and claviform microvilli and single cilium at the surface
of choroid plexus cell. Peripheral filaments are seen. X 7500

palczasty, cze$é z nich jest rozdeta bulawkowato, obserwuje si¢ rowniez
duze bablowate rozdecia o gladkiej powierzchni. Sg one widoczne przede
wszystkim przy stosowaniu metody skaningowej (Scott i wsp. 1974).
Wspomniane rozdecia moga oddziela¢ sie od komoérki tworzac tzw. wolne
bable plywajace w plynie moézgowo-rdzeniowym. Zawierajg one liczne
rybosomy, natomiast mitochondria, lizosomy i siateczka $rédplazmatyczna
wystepuja w nich bardzo skapo. Zdaniem Agnew i wsp. (1980) sa one
wykladnikiem morfologicznym przekazywania substancji bialtkowych
przez komérki srédblonka do plynu moézgowo-rdzeniowego. Oprocz mi-
krokosmkoéw z powierzchni szczytowej wpuklaja sie do $wiatla komory
rzeski (ryc. 4, 5 i 10). Wystepuja one kepkami, przewaznie po 3—4.
Czesto w otoczeniu rzesek brak jest mikrokosmkow. Kazda rzeska za-
wiera 9 filamentéw obwodowych i 1 lub 2 centralne. Te ostatnie nie sie-
gaja do szczytu rzeski (Millen, Rogers 1956). Na powierzchni szczytowej
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Ryc. 6. Noworodek kroliczy. Makrofag (M) z licznymi wypustkami na powierzchni
splotu. W jego cytoplazmie widoczne mnogie wodniczki i lizosomy. Znacznik wy-
pelniajacy przestrzen miedzykomoérkowa zatrzymuje sie na zlaczu szczytowym, uwi-
dacznia réwniez bogate konwoluty czesci podstawnej powierzchni bocznej komoérki.
Jest on takze widoczny w pecherzykach pinocytarnych i cialach gestych (cienkie
strzalki), a takze na powierzchni kosmkéw (gruba strzalka). Pow. 10000 X

Fig. 6. Newborn rabbit. A macrophage (M) with numerous extensions is situated

at the surface of the choroid plexus. Its endoplasm abounds in vacuoles and lysoso-

mes. The marker filling intracellular cleft is stopped at apical tight junction. Folded

basolateral part of epithelial cell is marked. Marker-labeled pinocytic vesicles and

dense bodies are seen (thin arrows). Some of the HRP has penetrated into ventricle
lumen and coated microvilli (thick arrow). X 10 000

splotu spotyka sie réwniez pojedyncze komérki opony miekkiej. Posia-
daja one liczne wypustki i lizosomy oraz zapewne spelniajg czynnosci
fagocytarne (ryc. 6).

Jadra komoérek nablonka splotu sa przewaznie platowate. Ich jaderka
maja charakterystyczny ksztalt kiebka wioczki. Wéréd organelli przewa-
zajg liczne mitochondria. Ich mnogo$é¢ jest zwigzana z intensywng prze-
miang oddechows splotu. Siateczka s$rédplazmatyczna ziarnista moze
uklada¢ si¢ rzedowo, niekiedy w 12 rzedéw, jak obserwowano w ma-
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Ryc. 7. Noworodek kroliczy. Lipofagosom (Ip) w kontakcie ze zbiornikami ziar-
nistej siateczki $rédplazmatycznej (strzatka). Koncentryczny uklad zbiornikéw. Pow.
13500 X

Fig. 7. Newborn rabbit. Lipophagosome (Ip) in direct contact with granular endo-
plasmic reticulum cisterns (arrow), their arrangement concentric. X 13500

teriale wlasnym (ryc. 4). Rzedy siateczki miewaja réwniez uklad kon-
centryczny (ryc. 7). Procz ukladéw rzedowych zbiorniki siateczki wyste-
puja réwniez w sposob rozsiany w cytoplazmie. Aparat Golgiego znaj-
duje sie przewaznie na poziomie jgdra, lub pomiedzy jadrem i powierz-
chnig szczytowa komorki. Tworzy go uklad wodniczek, pecherzykow
i splaszczonych woreczkéw. Liczne pecherzyki pinocytarne obserwuje sie
przewaznie na obwodzie komorki (ryc. 4 i 8). Skupienie wszystkich or-
ganelli na obwodzie wystepuje przy wypelnieniu komoérki plynem —
prekursorem plynu moézgowo-rdzeniowego. Dos¢ czesto spostrzega sie
przy powierzchni komorki wypuklenia blony cytoplazmatycznej Swiad-
czace o tworzeniu sie pecherzyka lub o opréznieniu jego zawartosci poza
blone cytoplazmatyczng. Obecnos¢ w bezposrednim sgsiedztwie aparatu
Golgiego licznych drobnych, okrytych pecherzykéw, odpowiadajgcych
rozmiarem i wyglagdem przekrojowi zbiornika aparatu Golgiego, wedlug
niektérych badaczy moze $wiadczy¢ o produkowaniu ich przez aparat
Golgiego dla uzupelnienia ubytkéw blon w procesie pinocytozy (van
Deurs 1976). Wieksze pecherzyki natomiast pochodzg z endocytozy.
Ciala geste spotykane w komorkach nablonka splotu mogg by¢ pierwot-
nymi lizosomami lub fagocytosomami (ryc. 2) w réznym stadium roz-
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Ryc. 8. Stary krolik. Duzy lipofagosom w komérce splotu. Od strony blony pod-

stawnej przylegaja do niego znaczone pecherzyki pinocytarne (strzalki). Fagosom

zawierajacy koncentryczny twoér mielinowy widoczny w $wietle komory (grot strzat-

ki). Szczelina migdzykomoérkowa poszerzona, znacznik zatrzymany na zlgczach szczy-
towych. Pow. 6000 x

Fig. 8. Old rabbit. Next to the large lipophagosome HRP-labeled pinocytic vesicles

(arrows) are adjoined. Another phagosome containing a concentric myelin structure

is seen in the ventricle lumen (arrow head). Intracellular cleft is enlarged. Marker
stopped at apical junction. X 6000

woju, najczesciej lipofagosomami (Majdecki, Borowicz 1970). Autor
obserwowatl czesto stycznos¢ lipofagosomu ze zbiornikami siateczki $réod-
plazmatycznej (ryc. 7), jak i znaczonymi pecherzykami pinocytarnymi
(ryc. 8). Lipofagosomy moga by¢ wydalane z komorki do $wiatta komory
drogg egzocytozy (ryc. 9). W komorkach splotu naczyniéwkowego, po-
dobnie jak i w innych komoérkach nablonka rzeskowego, przyjmuje sie
mozliwo$¢ makropinocytozy, czyli powstawania wielkich pecherzykow
pinocytarnych na drodze wgtebiania si¢ blony brzeznej zawartej miedzy
mikrokosmkami. Taki wielki pecherzyk nosi nazwe wodniczki $rédplaz-
matycznej. Ma on by¢ $rodkiem ,szybkiego transportu” ale tylko w kie-
runku z plynu mézgowo-rdzeniowego do krwi. Dzieki podwéjnemu oblo-
nieniu sa one odporne na dzialanie enzymoéw lizosomalnych, a zatem nie
ulegaja heterofagii i nie moga byé¢ przyswajane przez komoérke (Bright-
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Ryc. 9. Stary kroélik. Fazy wydalania lipofagosomu do $wiatla komory. Duzy zna-

czony lipofagosom w poblizu blony brzeznej komoérki splotu. Znacznik na powierz-

chni mikrokosmkoéw (strzatka). Lipofagosom wydalony do $wiatla komory mézgu (!).
Pow. 8000 X

Fig. 9. Old rabbit. Phases of dischargement of lipophagosome into the cerebral

ventricle. Large labeled lipophagosome next to ventricular membrane of epithelial

cell. Distinct HRP labeling of the microvilli surface (arrow). Another lipophago-
some (!) translocated into the cerebral ventricle lumen. X 8000

man 1967). Oprécz komorek jasnych z obfita cytoplazmg (ryc. 10) wy-
stepuja tzw. komorki ciemne lub geste. Sa one obkurczone, zawieraja
zbite ciasno organelle. Ich mikrokosmki posiadajg zwiekszong gestosé
(ryc. 11), lub tez na przekrojach tworzg koncentryczne uklady blon
(ryc. 12). Niekiedy obserwuje sie oddzielanie komoérek gestych od na-
blonka splotu. Zapewne zachodzi tu zjawisko zluszczania sie i odnowy
komoérek nablonka.

Zlozona struktura splotu odpowiada jego czynnosci sekrecyjnej i dwu-
kierunkowej wymiany, tj. z krwi do ptynu moézgowo-rdzeniowego i z ply-
nu moézgowo-rdzeniowego do krwi (Brightman 1967; van Deurs 1976).
Istnieja rowniez dowody, ze w splocie dokonuje si¢ synteza bialka se-
krecyjnego (Kaluza i wsp. 1964; Agnew i wsp. 1980), dzieki temu do
plynu mozgowo-rdzeniowego przechodza nie tylko biatka osocza krwi,
ale rowniez elementy neurohormonalne produkowane przez komorki
splotu (Nathanson 1979).

Autor wyraza nadzieje, ze powyzsze opracowanie okaze si¢ pomocne
dla tych, ktérzy zajmg sie tg zlozong morfologicznie i czynnosciowo
strukturg.

http://rcin.org.pl



Ryc. 10. Noworodek krolika. Komoérka jasna nablonka splotu. Wypelnia ja prekursor
plynu moézgowo-rdzeniowego, Struktury wewnatrzkomoérkowe zepchniete na obwéod.
Transversial cut of a cilium is seen (arrow). X 13500
Fig. 10. Newborn rabbit. Light cell of choroid plexus epithelium filled with pre-
cursor of cerebro-spinal fluid. Microorganelles pushed away to the cell periphery.
Transverial cut of a cilium is seen (arrow). X 13500

Ryc. 11. Stary pies. Komorki ciemne splotu. Brak pofaldowania $§ciany charakterys-
tycznego dla komoérek metabolicznie czynnych. Pow. 14 000 X

Fig. 11. Old dog. Dark cells of choroid plexus epithelium. Loss of wall foldings,
characteristic of metabolically active cells. <X 14000
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Ryc. 12, Stary kot. Koncentryczny uklad blon w mikrokosmkach komoérki ciemnej
przypomina uklad zbiornikow siateczki $rdédplazmatycznej na ryc. 7. Pow. 13500 X

Fig. 12. Old cat. Concentric arrangement of membranes in microvilli of dark cell
resembling analogous pattern of granular endoplasmic reticulum cisterns in Fig. 7
X 13500

VIIBTPACTPYKTYPA COCYOUCTOI'O CITJIETEHWM S

Pe3owme

OTCcyTCTBHE TOJBCKON pa3paboTkh yJIbTPACTPYKTYPhI COCYIMCTOTO CIUIETEHMs HAKJIIOHWIIO
apTopa, 4ToObI HANUCATh 3Ty CTaThio. Kpome 06CTOSITENBHOrO MpeiaCcTaBiIeH¥s MOpPhOI0ruu,
aBTOP NPHBOIUT TAKXKE COBPEMEHHBIE JAHHbIE KACAIOLIMECS CHHTETH3MpYyouero 6esox u cexpe-
LIHOHHOTO JEHCTBHA COCYAMCTOrO CIUIETEHMsl, a Takke oOMeHa B [BOWHOM HAmpaBJIeHUH, 3TO
3HAYUT — U3 KPOBM B CINMHHOMO3TOBYIO JKHJIKOCTb M M3 CIMHHOMO3TOBOW JKMJIKOCTH B KPOBb.

ULTRASTRUCTURE OF CHOROID PLEXUS

Summary

Lack of comprehensive review of choroid plexus ultrastructure in Polish in-
duced the author to write this paper. Apart from the precise morphology also data
on present knowledge concerning choroid plexus function are presented.
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Krdlik pt jest polskim modelem doswiadczalnym genetycznie uwarun-
kowanej choroby ukladu nerwowego rozwijajacej sie na podlozu niepra-
widlowej mielinogenezy. U mutanta pt mielinizacja istoty bialej o$rod-
kowego ukladu nerwowego jest opdzniona, przedluzona i niepeina (Zel-
man, Taraszewska 1984). Zaburzeniom mielinogenezy towarzyszg roz-
siane uszkodzenia neuronéw, wystepujace w zroéznicowanym nasileniu
w poszczegélnych strukturach OUN (Taraszewska, Zelman 1981). Zmia-
nom morfologicznym u mutanta pt towarzyszy obnizenie zawartosci spe-
cyficznych lipidéow mieliny (Domanska-Janik i wsp. 1985) najbardziej
nasilone u krélikéw w wieku 6—8 tygodni. Dotychczas stosunkowo malo
uwagi po$wiecono przemianie biatkowej w moézgu krélika pt, podjeto
zatem badania nad jednym z ogniw biosyntezy biatka zwigzanym z pro-
cesem aminoacylacji tRNA w tkance moézgowej.

Jak to zostalo udowodnione w badaniach na tkankach eukariotéw,
aminoacylo-tRNA syntetazy wystepuja w formie wysokomolekularnych
komplekséw (Dang i wsp. 1982). Kompleksy te, obok form niskomoleku-
larnych, wykazano réwniez w tkance osrodkowego ukladu nerwowego
(Charezinski, Borkowski 1981).

W pierwszym etapie okreslono aktywnosé kilku aminoacylo-tRNA
syntetaz w cytozolu trzech réznych obszaréw anatomicznych os$rodkowe-
go ukladu nerwowego u krélika pt i krélikéw zdrowych. Nastepnie pod-
dano ocenie zawarto$¢ nisko- i wysokomolekularnych form tych enzy-
moéw w cytozolu badanych zwierzat.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na krélikach pt, 2-miesiecznych samcach
i samicach z zespolem objawowym typowym dla ostrego okresu choroby
(Osetowska i wsp. 1975). Grupe kontrolng stanowity kroéliki rasy miesza-
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nej w wieku 2 miesiecy. Zwierzeta usmiercano przez dekapitacje, a wy-
dobyte mozgi oczyszczano z naczyniowki i dzielono na trzy anatomicznie
zroznicowane obszary: poélkule mézgowe, pien mozgu i mézdzek. Z tkanki
wymienionych struktur otrzymywano cytozol, w ktérym oznaczano
aktywno$é aminoacylo-tRNA ligaz przy uzyciu réznych znakowanych
HC-aminokwasow.

Otrzymywanie cytozolu. Z tkanki badanego obszaru moézgu przygoto-
wywano homogenat w buforze o nastepujacym skladzie: 0,05 M Tris-HCI
(pH 7,4), 0,025 M KCI, 0,008 M MgCl,, 0,001 M EDTA i glycerol do ste-
zenia 2 g/100 ml. Réwnoczesnie dodawano inhibitor proteaz — dwuizo-
propylofluoroferan (DFP) w alkoholu izopropylowym, w ilosci 3,5 ml/
/100 ml buforu (Kellermann i wsp. 1978). Tkanke homogenizowano w pro-
porcji wagowej 1:1,5. Homogenat po 30-minutowym wirowaniu przy
10 000 g i odrzuceniu osadu, ponownie wirowano przy 105000 g w ciggu
90 minut. Uzyskany supernatant traktowano jako cytozol, ktory stuzyl
do badan.

Otrzymywanie i oczyszczanie tRNA. Preparaty tRNA otrzymywano
z mozgébw kurzych, $wiezo wypreparowanych w trakcie uboju drobiu,
w oparciu o metode Seina i wsp. (1969) w modyfikacji podanej przez
Charezinskiego i Borkowskiego (1981).

Ilo$ciowe oznaczanie bialka. Zawartos¢ bialka w cytozolu oznaczono
metodg Lowry i wsp. (1951).

Oznaczanie aktywnosci aminoacylo-tRNA syntetaz. Aktywnos$¢ enzy-
matyczng cytozolu oznaczano przez pomiar radioaktywnos$ci zwigzanego
z tRNA odpowiedniego !*C-aminokwasu (Charezinski, Borkowski 1981).

Wirowanie w gradiencie glicerolu. Dla wykazania obecnos$ci wysoko-
molekularnych komplekséw aminoacylo-tRNA syntetaz w cytozolu, sto-
sowano technike Denneya (1977), przy czym najwyzsze stezenie glicerolu
w gradiencie skokowym wynosilo 40%. Aby uzyska¢ informacje o loka-
lizacji poszczegélnych molekul w roéznych gestosciach glicerolu, prze-
prowadzono wstepng kalibracje ukladu polegajaca na rozdziale tRNA
oraz podjednostek rRNA w czasie 16-godzinnego wirowania przy
105000 g. Wirowanie przeprowadzano w ultrawirowce MSE-Prepspin,
w rotorze swingowym uzywajgc probowek polietylenowych o objetosci
15,0 ml. Po zakonczeniu wirowania nakluwano dno probowek i zbierano
10-kroplowe frakcje, w ktérych oznaczano absorpcje przy 260 i 280 nm
lub przeprowadzano oznaczenia aktywno$ci enzymatycznej.

WYNIKI

W celu poréwnania aktywnosci aminoacylo-tRNA syntetaz w mozgu
krolika pt i krélika zdrowego przeprowadzono inkubacje tRNA z radio-
aktywnymi aminokwasami wobec cytozolu otrzymywanego z trzech ana-
tomicznie zréznicowanych obszaréw ukladu nerwowego. Wyniki zesta-

http://rcin.org.pl



tRNA u kroélika pt. I. 307

Tabela 1. Aktywnos$¢ aminoacylo-tRNA syntetaz w mozgu krolika pt i krélika zdrowego
(impulsy x 10*/min/mg biatka cytozolowego)
Table 1. Activity of aminoacyl-tRNA synthetases in brain of pt and healthy rabbits
(impulses X 103/min/mg of cytosol protein)

Syntetaza
Obszar moézgu Krolik Synthetase
Brain area Rabbit asparaginowa  glicynowa glutaminowa lizynowa
asparginic glycyl glutamic lysyl
potkule mézgu pt 0,87 3,07 2,84 8,92
cerebral hemispheres
zdrowy 1,06 1,39 5,25 12,74
healthy
pien mézgu pt 3,04 7,16 6,19 18,20
brain stem
zdrowy 0,74 4,80 4,26 12,67
healthy
mozdzek pt 2,19 59 6,53 14,20
cerebellum
zdrowy 3,78 5,16 6,53 15,18
healthy

wione w tabeli 1 stanowig dane uzyskane z 5 doswiadczen przeprowa-
dzonych na 10 krélikach pt oraz 5 krélikach zdrowych.

Niezaleznie od rodzaju badanego krolika, jak i od obszaru mozgu,
z ktorego otrzymano cytozol, najwyzsza aktywno$é wykazano po inku-
bacji z radioaktywng lizyng (do kilkunastu tysiecy impulséw/min/mg
bialka cytozolowego), najnizsza zas w przypadku radioaktywnego kwasu
asparaginowego (do 3 tys. imp/min/mg biatka). Po inkubacji cytozolu
z C-glicyng lub *C-kwasem glutaminowym, wartosci ksztaltowaly sie
w granicach 3—7 tys. imp/min/mg biatka cytozolowego.

Poréwnujac aminoacylo-tRNA syntetazy w poszczegdlnych obszarach
mozgu krolika pt mozna ogélnie stwierdzi¢, ze najnizsza aktywno$é wy-
stepuje w potkulach moézgowych, a stosunkowo najwyzsza w pniu mobz-
gowym. Natomiast u kroélika zdrowego stwierdza sie najwyzsza aktyw-
no$¢ w mozdzku.

Nastepne doswiadczenia dotyczyly wystepowania aminoacylo-tRNA
syntetaz pod postacia komplekséw o réznym ciezarze czasteczkowym.
Zastosowano wirowanie w gradiencie glicerolu bialek cytozolu otrzyma-
nego z poétkul mézgowych krolikéw pt, a nastepnie przeprowadzono po-
miar radioaktywnosci poszczegélnych frakecji po inkubacji z czterema
badanymi *C-aminokwasami.

Jak wynika z danych przedstawionych na rycinie 1, syntetazy aspa-
raginianowa, glutaminianowa oraz lizylowa wystepuja w cytozolu w

2 — Neuropatologia Polska 3/86
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Ryc. 1, Rozklad aktywno$ci 4 aminoacylo-tRNA syntetaz w cytozolu pétkul mézgo-

wych kroélika pt, po wirowaniu w gradiencie glicerolu cooco — aa-tRNA synte-
taza asparaginowa, ---- — aa-tRNA syntetaza lizynowa, ——— — aa-tRNA
syntetaza glutaminowa, x xxx — aa-tRNA syntetaza glicynowa. Na osi rzednej

wyznaczono aktywno$é aminokwasu zwigzanego z tRNA po inkubacji z 100 pl prob-
ki pobranej z poszczegbélnych frakcji gradientu. Na osi odcietych wyznaczono w ml
objeto$¢ gradientu poczawszy od dna probowki

Fig. 1. Distribution of activity of four aminoacyl-tRNA synthetases in cytosol of

cerebral hemispheres of pt rabbit, after centrifugation in gradient of glycerol.

oooo — aa-tRNA Asp, ---- — aa-tRNA Lys, ————— — aa-tRNA Glu,

XXXX — aa-tRNA Gly. Ordinate axis — activity of amino acid bound with

tRNA after incubation in the presence of 100 ul sample taken from consecutive

fractions of the gradient. Abscissa — volume of gradient beginning from the bot-
tom of the tube

dwoéch formach, a mianowicie wysoko- i niskomolekularnej, natomiast
syntetaza glicynowa prawie wylacznie w postaci niskomolekularnej.

W celu uzyskania orientacyjnych danych z rozmieszczenia aktywnosci
badanych syntetaz we frakcji cigzkiej (H) i lekkiej (L) cytozolu polgczo-
no poszczegélne frakcje z gradientu odpowiadajgce frakcji ciezkiej i od-
dzielnie odpowiadajgce frakcji lekkiej. Nastepnie przeprowadzono w nich
iloSciowe oznaczenie biatka oraz pomiar radioaktywnosci. Wyniki przed-
stawia tabela 2.

Otrzymane dane wskazujg, ze 47—54%0 aktywnosci calkowitej dla
trzech badanych syntetaz wystepuje we frakcji ciezkiej cytozolu i odpo-
wiednio 46—53%0 we frakcji lekkiej. Wyjatek stanowi syntetaza glicy-
nowa, ktérej 89%0 aktywnosci przypada na frakcje lekkg. Na uwage za-
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Tabela 2. Rozmieszczenie aktywnosci aminoacylo-tRNA syntetaz we frakcji cigzkiej (H) i lekkiej
(L) cytozolu poétkul mozgowych krolika pt
Table 2. Activities of aminoacyl-tRNA synthetases in heavy (H) and light (L) fractions of cytosol
from cerebral hemispheres of pt rabbit

Frakcja H Frakcja L Rozmieszczenie w %
Fraction H Fraction L Distribution in %
aa-tRNA 7 aktywnosé ; aktywnosé
syntetaza aklywn(.)sc activity aktywn9sé activity ) 5
aa-tRNA calkowita . p/min/mg calkowita . p/min/mg frakf:Ja frak'c.la
synthetase to'ta.l bialka to.tafl blalkn fraction  fraction
.actlwt_y imp/min/mg .actmt.y imp/min/mg H L
imp/min protein imp/min protein
asparaginowa 3369 2246 3591 718 48,4 51,6
asparginic
glicynowa 2702 1801 21858 4372 11,0 89,0
glycyl
glutaminowa 10678 7119 12042 2408 47,0 53,0
glutamic
lizynowa 38606 25737 32754 6551 54,1 45,9
lysyl

stluguja ponadto wyniki oznaczen aktywnosci wlasciwej syntetaz (imp/
/min/mg biatka). We frakeji ciezkiej cytozolu, aktywnosé¢ wlasciwa enzy-
moéw, z wyjatkiem syntetazy glicynowej, jest co najmniej trzykrotnie
wyzsza od aktywnosci wlasciwej we frakeji lekkiej.

Za pomcg wirowania w gradiencie glicerolu poréwnano w kolejnych
do$wiadczeniach rozdziat bialek cytozolu otrzymanego z pétkul mézgo-
wych, pnia mézgu oraz moézdzku krélika pt i krélika zdrowego. Radio-
aktywnos¢ poszczegélnych frakecji oznaczano po inkubacji z *C-kwasem
asparaginowym (ryc. 2,3) oraz oddzielnie z *C-lizyng (ryc. 4,5).

Jak wynika z przedstawionych wykreséw, obie badane amino-
acylo-tRNA syntetazy wystepuja w cytozolu trzech obszaréw anatomicz-
nych mézgu w formie wysoko- i niskomolekularnej, przy czym rozdziat
aktywno$ci nie jest jednakowy. W przypadku doswiadczen z radioak-
tywnym kwasem asparaginowym najwyzsza aktywno$¢é skupiala frakcja
ciezka cytozolu otrzymanego z pnia moézgowego krélika pt, natomiast
u krélika zdrowego frakcja lekka cytozolu mézdzku. Po inkubacji z ra-
dioaktywng lizyng dominowala u kroélika pt frakcja ciezka cytozolu pnia
moézgowego, u krolika za$ zdrowego frakcja ciezka cytozolu uzyskanego
z moé6zdzku.

OMOWIENIE WYNIKOW

Jak mozna bylo sie spodziewaé, aktywnos¢ 4 badanych aminoacylo-
-tRNA syntetaz w cytozolu tkanki o$rodkowego ukladu nerwowego jest
zréznicowana i zalezy miedzy innymi od obszaru anatomicznego mézgu.
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Ryc. 2. Rozklad aktywnosci aminoacylo-tRNA syntetazy asparaginowej w cytozolu
trzech obszaré6w anatomicznych moézgu kroélika zdrowego po wirowaniu w gradien-
cie glicerolu. Oznakowanie osi rzednych i odcigtych jak na rye. 1

Fig. 2. Distribution of activity of aa-tRNA synthetase Asp in cytosol of three ana-
tomical structures of healthy rabbit brain, after centrifugation in gradient of gly-
cerol. Denotation on ordinate axis and abscissa as in Fig. 1

Najwyzsze aktywnosci tych enzymow stwierdzano w mézdzku krélika
zdrowego, a najnizsze w poétkulach moézgowych. Jest to niewgtpliwie
zwigzane z rézng strukturg morfologiczng tych obszaréw. Poréwnujac
wyniki aktywnosci tych enzymoéw uzyskane dla cytozolu preparatow
osrodkowego ukladu nerwowego krolikow pt z wynikami uzyskanymi
u krélikow kontrolnych, zauwaza sie istotny wzrost aktywnosci wszyst-
kich badanych syntetaz w pniu moézgowym kroélika pt. W pozostalych
obszarach anatomicznych moézgu roéznice te nie byly jednoznaczne. Na
tym etapie badan ten wzrost aktywnosci syntetaz w pniu mézgowym
kroélika pt trudny jest do interpretacji.

Z licznych publikacji znanym jest fakt wystepowania aminoacylo-
-tRNA syntetaz w formie wysokomolekularnych komplekséw. Zbiorcza
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Ryc. 3. Rozklad aktywnos$ci aminoacylo-tRNA syntetazy asparaginowej w cytozolu
trzech obszaréw anatomicznych moézgu krélika pt po wirowaniu w gradiencie gli-
cerolu. Oznakowanie osi rzednych i odcietych jak na rye. 1

Fig. 3. Distribution of activity of aa-tRNA synthetase Asp in cytosol of three ana-
tomical structures of pt rabbit brain, after centrifugation in gradient of glycerol.
Denotation on ordinate axis and abscissa as in Fig. 1

informacje na ten temat opublikowal Dang i wsp. (1982). Istniejg uzasad-
nione sugestie, ze masa czgsteczkowa i sklad enzymatyczny tych kom-
plekséw sg specyficzne gatunkowo (Kellerman i wsp. 1982), a byé mo-
ze i tkankowo. W obecnej pracy zastosowaliémy jednostopniowsg pro-
cedure rozdzialu nisko- i wysokomolekularnych form aminoacylo-tRNA
syntetaz z cytozolu tkanki mézgowej. Sposréod 4 badanych syntetaz
wszystkie one wystepujag w postaci nisko- i wysokomolekularnej. Jed-
nakze rozmieszczenie aktywnosci w obu formach nie bylo jednakowe
dla poszczegélnych enzyméw. Charakterystyczna jest sladowa aktywnosé
syntetazy glicynowej we frakcji wysokomolekularnej. Uzyskane wyniki
w zastosowanej przez nas metodzie sg zgodne z wynikami innych auto-
row (Kellerman i wsp. 1982), ktérzy w siedmioenzymatycznym wielko-
czgsteczkowym kompleksie wykazywali obecno$¢ miedzy innymi synte-
tazy lizylowej, glutaminowej i asparaginowej. W naszych badaniach syn-
tetaza lizynowa rozdzielala sie nie do$¢ ostro na frakcje nisko- i wy-
sokomolekularne. Ostatnio Curakoglu i Waller (1985) stwierdzili, ze en-
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Ryc. 4. Rozklad aktywnosci aminoacylo-tRNA syntetazy lizynowej w cytozolu trzech
anatomicznie zréznicowanych obszaréw moézgu kroélika zdrowego po wirowaniu
w gradiencie glicerolu. Oznakowanie osi rzednych i odcietych jak na ryc. 1

Fig. 4. Distribution of activity of aa-tRNA synthetase Lys in cytosol of three ana-
tomically differentiated areas of healthy rabbit brain, after centrifugation in gra-
dient of glycerol. Denotation on ordinate axis and abscissa as in Fig. 1

zym ten w watrobie szczura wystepuje wylgcznie w formie wysokomo-
lekularnego kompleksu. Byé moze, w warunkach wirowania cytozolu
w gradiencie glicerolu syntetaza lizynowa podlega czeSciowemu oddy-
socjowaniu od wielkoczgsteczkowego kompleksu.

Analizujgc rozdzial na frakcje ciezkg i lekkg syntetazy lizynowej
i asparaginowej w cytozolu trzech obszaréw anatomicznych mézgu kréli-
kéw pt nie stwierdzono znamiennych réznic w poréwnaniu z krélikami
kontrolnymi. Dla cytozolu pnia mézgowego zaznacza sie przesunigcie w
kierunku frakcji ciezkich u krélika pt. Te niewielkie réznice moga by¢
spowodowane samym postepowaniem preparacyjnym i trudno z tych ob-
serwacji wyciggaé¢ daleko idgce wnioski.

Reasumujgc, podwyzszonej aktywnosci badanych aminoacylo-tRNA
syntetaz w cytozolu pnia moézgowego krélikéw pt nie towarzysza zna-
mienne réznice w zawartosci nisko- i wysokomolekularnych form tych
enzymow.
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Ryc. 5. Rozklad aktywnosci aminoacylo-tRNA syntetazy lizynowej w cytozolu trzech
anatomicznie zrézinicowanych obszaré6w moézgu kroélika pt po wirowaniu w gradien-
cie glicerolu. Oznakowanie osi rzednych i odcietych jak na ryec. 1

Fig. 5. Distribution of activity of aa-tRNA synthetase Lys in cytosol of three ana-
tomically differentiated areas of pt rabbit brain, after centrifugation in gradient of
glycerol. Denotation of ordinate axis and abscissa as in Fig. 1

AMUHOALMJIALUSA TPHK B MO3T'E KPOJIMKA nt
I. AKTUBHOCTb CMHTETA3 AMUHOAILINJIO-TPHK

Pe3ome

BbLiu npoBe/IeHbl UCCIeIOBAHMs AKTHBHOCTH CuHTeTa3 amunHoanmuno-TPHK: acnaparunosoit
JIN3MHOBOM, TJIYTAMHHOBOM ¥ TJIMLUHOBOM B LMTO30JI€ MOJYLIAPHiIL TOJOBHOTO MO3ra, CTBONA
M MO3Ke4ka KPOJMKOB NT M 3J0POBBIX KPOIuKOB. OKa3aaoch, YTO CYIIECTBYET PAa3HHIA B 3TOi
AKTHBHOCTM B pa3HbIX 00JacTsX Mo3ra.

B MO03roBoM CTBOJIy KPOJIMKOB NT HAO0.10JA/I0Ch OTYETIMBOE MOBBLIMIEHAE AKTHBHOCTH BCEX
UCCISIOBAHHBIX H3UMOB IO CPABHEHHIO C KOH1POJBHBIMH KPOJMKAMH. BBUI HAWICH BBICOKO-
MOJIEKYJISIpHBI KOMIUIEKC cuHTeTas amuuoaumno TPHK u HekoMmekcupoBaHHble GOPMBI 3THX
JH3MMOB B LMTO30JI€ MO3rOBOM TKaHM KaK KPOJIMKOB IT TaK M 3[0POBBIX kposmkos. He 6wu10
3HAYMTENbHOK PA3HHULBI MEXKAY BBICOKOMOJICKYJISIDHBIMH KOMILIEKCAMH CHHTETA3 aMHHOALIMIIO
TPHK B uT03011€ Tpex aHaTOMUYECKHX 00J1aCcTeli MO3ra KPOJIMKOB IIT [0 CPABHEHHIO C KOHTPOJIb-
HBIMH KPOJIMKAMH.
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AMINOACYLATION OF tRNA IN PT RABBIT BRAIN.
I. AMINOACYL-tRNA SYTHETASES ACTIVITY.

Summary

The aminoacyl-tRNA synthetases activity of asparagine, lysine, glutamic acid
and glycine was determined in the cytosol of the hemispheres, brain stem and
cerebellum in pt rabbits and healthy animals. Differences in this activity were
found in anatomically differentiated regions of the brain. The pt rabbit brain stem
showed a considerable increase in the activity of all the investigated enzymes as
compared with control animals. The presence of high molecular weight aminoacyl
synthetase complexes was determined along with non-complexed forms of these
enzymes in brain tissue cytosol both in pt rabbits and healthy animals. No signi-
ficant differences were observed in the occurrence of high molecular weight ami-
noacyl-tRNA synthetase complexes in the cytosol of the three anatomical regions
of pt rabbits as compared with control animals.
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Uwarunkowane genetycznie zaburzenie czynnosci osrodkowego ukla-
du nerwowego u kroélika pt (Osetowska i wsp. 1975) jest niewgtpliwie
zwigzane z utrwalong zmiang informacji zawartej w mozgowym DNA.
Zaburzenia tej informacji moga znalezé wyraz w subtelnych zmianach
mechanizmu biosyntezy bialtka. Istotg translacji jest precyzyjnie prze-
biegajacy proces aminoacylacji-tRNA. Uzaleznione to jest zaréwno od
aktywnosci aminoacylo-tRNA syntetaz, jak tez ilosci specyficznych dla
kazdego aminokwasu czgsteczek tRNA. Intensywno$é aminoacylacji wy-
razona stopniem powstawania aminoacylo-tRNA in vivo moze by¢ wskaz-
nikiem regulacji procesow metabolizmu bialkowego (Allen i wsp. 1969).

W niniejszej pracy podjeto badania nad okresleniem ilosci aminoacy-
lowanych in vivo czgsteczek tRNA w mozgu krolika pt. Poréwnawczo
badania te przeprowadzono réwniez na krolikach zdrowych.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na kroélikach pt, w wieku od 6 do 8 ty-
godni. Grupe kontrolng stanowily zdrowe 8-tygodniowe kroéliki. Zwie-
rzeta zabijano przez dekapitacje. Do doswiadczen uzywano badz calych
mozgoéw, badz tez pdltkul moézgowych oraz oddzielnie pnia moézgowego
wraz z moézdzkiem.

Stosujgc metode Johnson i Chou (1973), preparowano z izolowanych
tkanek aminoacylo-tRNA, a z frakcji postmikrosomalnej syntetaze ami-
noacylo-tRNA. Proces oczyszczania preparatow tRNA oraz ich utleniania
nadjodanem przeprowadzano wedlug schematu opisanego przez Sucho-
zebrskg-Jesionek i wsp. (1984).

Zawartos¢ tRNA oznaczano spektrofotometrycznie przy dlugosci 260
nm, bialko za$ enzymatyczne metoda kolorymetryczng (Lowry i wsp.
1951).
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Do procesu aminoacylacji in vitro stosowano aminokwasy znakowane
1C produkcji UVVVR (Czechostowacja) o nastepujacych aktywnosciach
wlasciwych: L-!C-alanina 4,44 GBqg/mmol, L-'C-fenyloalanina 13,32
GBg/mmol, L-*C-walina 7,40 GBqg/mmol, L-*C-lizyna 8,88 GBg/mmol
i L-1*C-kwas glutaminowy 7,36 GBg/mmol.

Reakcje aminoacylacji przeprowadzano w medium inkubacyjnym za-
wierajgcym w 0,25 ml: 5 umoli Tris-HCI pH 7,2, 1 umol dithiotreitolu,
0,28—0,38 umola ATP, 0,3—2,5 umola MgCl,, 1,0 Ay jedn. tRNA, 0,3 mg
biatka enzymatycznego, 18,5 kBq !‘C-aminokwasu. Stosunek MgCl, do
ATP wynosit odpowiednio dla alaniny i fenyloalaniny 6,57, waliny i li-
zyny 8,92, a kwasu glutaminowego 0,78. Préby kontrolne nie zawieraly
tRNA. Po 20-minutowej inkubacji w 37°C okreslano stopien wigzania
14C-aminokwaséw przez tRNA za pomocg pomiaru radioaktywnosci w
liczniku scyntylacyjnym typu SL-30 Intertechnique, zgodnie z procedurg
podang przez Suchozebrskg-Jesionek i wsp. (1984).

Procentowg zawartos¢ tRNA wystepujacego in vivo w formie zwigza-
nej z aminokwasami obliczono droga poréwnania stopnia wigzania radio-
aktywnych aminokwasow in vitro przez tRNA nie utleniony oraz utle-
niony nadjodanem, postugujac sie wzorem

/o aminoacylo-tRNA in vivo = A’,AI,OO
gdzie: A — ilo$¢ pikomoli aminokwasu wigzana in vitro przez tRNA

nie utleniony NaJO, (tRNA calkowity), A’ — ilo$¢ pikomoli aminokwasu
wigzana in vitro przez tRNA utleniony NaJO,.

WYNIKI I OMOWIENIE

W niniejszej pracy skoncentrowano uwage na poréwnaniu stopnia
aminoacylacji tRNA in vivo w mozgu krélika pt i kroélika zdrowego.
Aby uzyskaé¢ informacje na ten temat postuzono si¢ metodg Johnsona
i Chou (1973). Polega ona na ekstrakcji kwaséw nukleinowych w $rodo-
wisku kwasnym zabezpieczajagcym wigzanie estrowe aminokwasu z tRNA
przed rozlozeniem, oraz na utlenianiu nadjodanem tych czgsteczek tRNA,
ktore wystepujg in vivo w postaci nie zwigzanej z aminokwasami. W wy-
niku zastosowania tej techniki otrzymuje si¢ rownocze$nie dwa prepara-
ty tRNA. Jeden, w ktéorym zastosowano nadjodan, a nastepnie przepro-
wadzono deacylacje, posiada zdolnos¢ wigzania aminokwaséw in wvitro
tylko przez te czasteczki tRNA, ktére in vivo byly zwigzane z amino-
kwasem. Natomiast w drugim preparacie, w ktérym nie stosuje sie¢ nad-
jodanu, a tylko deacylacje, wszystkie czasteczki tRNA biorg udzial w
procesie aminoacylacji in vitro. Poréwnanie tych dwoéch preparatow w
reakcji wigzania radioaktywnych aminokwaséw in witro pozwala obli-
czy¢ procentowg zawartos¢ aminoacylo-tRNA in vivo (patrz metody ba-
dan).
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W oparciu o te zasade przeprowadzono wstepne doswiadczenia, w
ktorych izolowano tRNA z zamrozonych moézgéw uzyskanych z kroli-
kéw pt po przyzyciowej perfuzji moézgu przeprowadzonej w Osrodku
Doswiadczalnym Neurologii Poréwnawczej CMDIK PAN w Minsku
Mazowieckim. Okazalo sie, ze w wyniku tak przygotowanej tkanki, do-
chodzi do rozlozenia wystepujacego in vivo aminoacylo-tRNA, co mani-
festowalo sie brakiem wigzania radioaktywnych aminokwaséw w procesie
aminoacylacji in vitro przez utleniony nadjodanem tRNA.

Wobec powyzszych spostrzezen przystgpiono do badan, w ktérych izo-
lowano tRNA ze Swiezej tkanki moézgéw wypreparowanych bezposred-
nio po dekapitacji zwierzat.

W pierwszej serii doswiadczen starano sie okresli¢ réznice w ilosci
wigzania réznych aminokwaséw in vitro, przez preparaty tRNA utleniane
i nie utleniane nadjodanem. Badanie przeprowadzono trzykrotnie, prepa-
rujac do kazdego doswiadczenia tRNA z calej tkanki mézgu krélikow
pt lub krélikéw zdrowych. W reakcji aminoacylacji przebadano 5 radio-
aktywnych aminokwaséw stosujac preparat enzymatyczny (syntetaze ami-

Tabela 1. Stopien wigzania aminokwasow in vitro przez tRNA izolowany z calej tkanki mozgu
krolika pt oraz krolika zdrowego

Table 1. In vitro amino acids binding by tRNA isolated from whole brain of pt and healthy rabbits

pmole aminokwasu/1A,¢0 jedn. tRNA
pmoles amino acid/1A,s, tRNA units

14C-aminokwas Krolik 17 %
14C.amino acid Rabbit tRNA nie utleniany JO4 tRNA utleniany JOg4
tRNA unoxidated with JO;,  tRNA oxidated with JOy4
x X
Alanina zdrowy 83,61—-117,0 92,13 (n=6) 40,31—60,22 46,18 (n = 4)
Alanine healthy
pt 76,83—93,72 88,35 (n=15) 39,44—44,24 4224 (n=4)
Fenyloalanina zdrowy 36,12—44,72 40,27 (n=6) 17,81—-21,92 20,08 (n = 4)
Phenylalanine healthy
pt 32,95—-38,84 3582 (n=6) 61,78—20,55 18,95 (n=4)
Walina zdrowy 32,89—36,12 34,38 (n=4) 21,41—23,37 2245 (n=4)
Valine healthy
pt 28,24—35,33 30,43 (n=7) 14,95—23,46 19,09 (n=7)
Lizyna zdrowy 39,24—-44,09 41,40 (n=6) 18,20—26,82 21,43 (n=4)
Lysine healthy
pt 36,06—52,04 43,12 (n=3) 17,47—29,69 19,08 (n = 3)

Kwas glutaminowy zdrowy 56,23—59,55 5798 (m=4) 17,77—10,20 8,57 (n=4)
Glutamic acid healthy
pt 51,07—58,64 5503 (n=3) 6,89—7,14 7,02 ('n_i})

n — liczba zwierzat
n — number of animals
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noacylo-tRNA) otrzymywany z calej tkanki moézgu kroélika zdrowego.
Wyniki z uwzglednieniem iloSci oznaczen (n) przedstawia tabela 1.

Uzyskane rezultaty wykazaly, ze nie utleniane preparaty tRNA otrzy-
mane zaréwno z moézgu zwierzat zdrowych jak i chorych wigzaly naj-
wiecej pikomoli alaniny, a nastepnie w kolejnosci kwas glutaminowy, li-
zyne, fenyloalanine i waline. Wartosci dla tRNA utlenianego nadjoda-
nem byly o polowe nizsze, przy czym w najmniejszym stopniu wigzany
byl kwas glutaminowy. Réznice pomiedzy grupa zwierzat zdrowych i cho-
rych byly nieznaczne i wahaly sie¢ w granicach kilku pikomoli amino-
kwasu w odniesieniu do Ay 1 jedn. tRNA.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono proces aminoacylacji przy
uzyciu preparatéw tRNA izolowanych z dwodch obszaréw moézgu, a mia-
nowicie z pétkul moézgowych oraz z pnia mézgowego wraz z mozdzkiem.
Rezultaty otrzymane z dwoch doswiadczen zawiera tabela 2.

Tabela 2. Stopien wigzania aminokwasow in vitro przez tRNA izolowany z dwoch obszaréw anato-
micznych moézgu krolika pt i krolika zdrowego
Table 2. In vitro amino acids binding by tRNA isolated from two anatomical regions of pt healthy
rabbits brains

pmole aminokwasu/1A,s, jedn. tRNA
pmol amino acid/1A,¢, tRNA units

potkule moézgu pien moézgu wraz z mozdzkiem
, ; Y cerebral hemispheres brain stem and cerebellum
: ‘2:22:: gk;?; g:;l:t tRNA nie . tRNA ut_leniany tRNA nie‘ tRNA ut_leniany
utleniany JO4 JO4 utleniany JOg4 JO4
tRNA tRNA tRNA tRNA
unoxidated with oxidated with unoxidated with oxidated with
JO4 JO, JO, JOz
% X X X
Alanina zdrowy 69,65 (n=2) 3261 (n=2) 6398 (n=2) 32,21 (n=2)
Alanine healthy
pt 6954 (n=2) 3284 Mm=2) 719,75 Mm=2) 37,12 (a=2)

Fenyloalanina zdrowy 33,88 (n=2) 1692 (n=2) 3198 (n=2) 1497 (n=2)
Phenylalanine healthy

pt 27,50 - '(n'=2) 13,75 (n=2) 3231 (n=2) 15077 (hi=2)

Walina zdrowy 26,73 (n=2) 1586 (n=2) 28,69 (n=2) 18,93 (n=2)
Valine healthy

pt 27,70 m=2) 1552 (n=2) 2889 (n=2) 1561 (n=2)

Lizyna zdrowy 4347 (n=2) 2099 (n=2) 3943 (n=2) 1992 (n=2)
Lysine healthy

pt 4345 m=2) 20,78 (m=2) 44,58 @m=2) 19,53 (ni=2)

Kwas glutami- zdrowy 54,37 (n=2) 917 (n=12) 3966 (n=2) 89% (n=2)
nowy healthy

Glutamic acid pt 49.15 m=2): 175 m=2) 41,718 (n=2) 7,39%@=2)

n — liczba zwierzat
n — number of animals
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Jak wynika z przedstawionych danych, tRNA z pétkul mézgowych
krolika pt wigze in vitro podobng ilo$¢ poszczegélnych aminokwaséw co
tRNA izolowany z moézgu kroélika zdrowego.

Zblizone wyniki uzyskano réwniez w przypadku preparatow tRNA
izolowanych z pnia moézgu wraz z mézdzkiem. Jedyny wyjatek stano-
wil tRNA catkowity z kroélika pt wigzgcy alanine, uzyskana bowiem
warto$¢ byla znacznie wyzsza w porownaniu do wyniku dla zwierzecia
zdrowego. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w do$wiadczeniach przy uzyciu
14C-alaniny otrzymywano do$¢ duzy rozrzut wartosci.

Opierajgc sie na uzyskanych wynikach wigzania in vitro *C-amino-
kwasow przez tRNA utleniany i nie utleniany nadjodanem mozna bylo
ustali¢ proporcje pomiedzy tRNA wystepujacym w moézgu w postaci wol-
nej i w postaci zwigzanej z aminokwasem. W tym celu, wykorzystujac
dane zawarte w tabelach 1 i 2 oraz wzér podany w metodach badan,
obliczono procentowg zawarto$¢ aminoacylo-tRNA w mozgu in vivo. Wy-
niki przedstawia tabela 3.

Tabela 3. Poziom aminoacylo-tRNA w mozgu krélika pt i krolika zdrowego
Table 3. Level of aminoacyl-tRNA in pt and healthy rabbit brain

Procent aminoacylacji tRNA in vivo
Percent of tRNA aminoacylation in vivo

Aminokwas Krolik piefi moézgowy
Amino acid Rabbit mobzg caly potkule mézgowe wraz z mézdzkiem
whole brain cerebral hemispheres brain stem and
cerebellum
Alanina zdrowy 50,12 46,82 50,34
Alanine healthy
pt 47,81 47,22 46,54
Fenyloalanina zdrowy 49,86 49,94 46,81
Phenylalanine healthy
pt 52,90 50,0 46,64
Walina zdrowy 65,30 59,33 65,98
Valine healthy
pt 62,73 56,03 54,03
Lizyna zdrowy 51,76 48,29 50,52
Lysine healthy
pt 44,25 47,82 43,81
Kwas glutaminowy zdrowy 14,78 16,86 22,59
‘Glutamic acid healthy
pt 12,76 15:17 15,28

Otrzymane dane wykazaly, ze kwasy rybonukleinowe transportujgce
-alanine, fenyloalanie¢ oraz lizyne wystepuja w mozgu w okolo 50 pro-
centach pod postaciag zwigzang z danym aminokwasem. tRNA dla wali-
ny wystepuje w 55—65 procentach jako aminoacylo-tRNA, natomiast
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tRNA dla kwasu glutaminowego zaledwie w kilkunastu procentach. Niski
stopien aminoacylacji in vivo kwasu glutaminowym wykazaliSmy row-
niez we weczesniejszych badaniach przeprowadzonych na moézgu embrio-
néw kurzych (Suchozebrska-Jesionek i wsp. 1984). By¢ moze wigze sie
to ze szczegbélng rolg kwasu glutaminowego jako prekursora GABA.

Poréwnujac grupe krolikow pt z grupa krolikow zdrowych mozna
ogoélnie stwierdzi¢, ze nie ma zasadniczych réznic w poziomie aminoacy-
lacji tRNA in vivo, w odniesieniu do badanych aminokwasow.

AMUHOAIUIIALIMA TPHK B MO3I'E KPOJIMKA nt
1I. VPOBEHb AMMHOAILINJIO TPHK B MO3I'E KPOJIUKA in VIVO

Pe3ome

M3 MO3roB KpOJHMKOB IT M 3J0POBBIX KposmkoB wu3omapoanack TPHK, xoropyro mocne
OKMCIIEHUs] NEPHOAATOM MHKYOHpoBaHo ¢ '*C- aMHHOKHMCIOTaMH, YTOOBI ONpENENHTh YPOBEHB
aMHHOALWIALMH i vivo. Oka3anock, yto 45—65% TPHK mns ananwna, ¢eHmnoasanuHa, BaTMHA
M JIM34HA cylecTByeT in vivo B ¢popme amunoamuno TPHK. TPHK nns riroraMuHOBO#M KHCIOTBL
Tonbko B 20% cBsi3aHa ¢ aMHHOKHCIIOTOM. He3aBucuMo OT MCCIeIOBaHHOM obmactu Mosra (mo-
JIymiapusi, CTBOJI MO3ra W MoO3)Keuex) He Obula HalifieHa 3HAYMTEIbHAS PAa3HHIIA B YDOBHE aMHHO-
aumnanuu in vivo TPHK y XpoaukoB OT M KOHTPOJBHBIX JKHBOTHBIX.

AMINOACYLATION OF tRNA IN PT RABBIT BRAIN.
II. AMINOACYL-tRNA LEVEL IN RABBIT BRAIN IN VIVO

Summary

tRNA was isolated from healthy and pt rabbit brains for determination of the
percentage of its in vivo aminoacylated forms and after periodate oxidation charged
with #C-amino acids.

The results indicate that tRNAs for alanine, phenylalanine, valine and lysine
occur in 45—65 per cent as aminoacyl-tRNA in vivo, whereas tRNA for glutamic
acid exists only in 13—20 per cent in the form of glutamyl-tRNA. Apart from the
investigated brain regions (hemispheres, brain stem and cerebellum), no significant
differences were observed in the level of aminoacyl-tRNA in the pt rabbit as com-
pared with that of control animals.
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Rozwéj ukladu nerwowego czlowieka, postepujacy szybko w okresie
zycia plodowego, trwa nadal po urodzeniu i jest uchwytny za pomocg
badan morfologicznych do okolo trzeciego roku zycia. Ocena wplywu
czynnikéw chorobowych na moézg w okresie przedporodowym wykaza-
la, ze moga one nie tylko powodowa¢ uszkodzenia, ale czesto stanowig
przyczyne opéznienia jego dojrzewania (Laure-Kamionowska 1980; Laure-
Kamionowska i wsp. 1980). Wyniki tych badan pozwalajg przypuszczaé,
ze uszkodzenia okoloporodowe oraz schorzenia okresu weczesnodzieciecego
zaburzajgce wewnetrzng homeostaze ustroju, moga wplywaé niekorzyst-
nie na koncowe etapy rozwoju ukladu nerwowego uposledzajgc rozwdj
psychoruchowy dzieci przewlekle chorych.

Celem niniejszego opracowania jest sprawdzenie tej hipotezy za po-
mocg poréwnania prawidlowego przebiegu mielinizacji wybranych drog
plata skroniowego z mielinizacjg tych samych struktur u dzieci obcigzo-
nych patologia w pierwszych trzech latach zycia. Do badan wybrano
mozgi dzieci, ktore przebyly uszkadzajgcga zamartwice okoloporodowa,
badz tez rozwijaly sie obcigzone ciezkimi schorzeniami wrodzonymi, wa-
dami serca lub postepujaca chorobg nowotworowsg narzadéw wewne-
trznych.

MATERIAL I METODY

Badanie przeprowadzono na 60 mozgach dzieci zmarlych w wieku
0—3 lat. Grupe kontrolng stanowilo 30 moézgéw. Do tej grupy wybra-
no dzieci, ktére pochodzily z cigz prawidlowych i zmarlych z powodu
schorzen pozamézgowych: w nastepstwie urazu porodowego (4 przyp.),
zachlysnigcia (4 przyp.), uwieznietej przepukliny pachwinowej (3 przyp.),

3 — Neuropatologia Polska 3/86
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Tabela 1. Wiek przypadkéw z grupy kontrolnej

Table 1. Age of cases in the control group

Wiek 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1.5 2 3
Age tyg. mies. mies. mies. mies. mies. mies. mies. mies. mies. mies. rok roku lata lata
weeks month  mos mos mos mos mos mos mos mos mos year  year  years years
Liczba przypadkow 2 3 1 2 4 3 | ' § 1 1 1 1 2 1 1

Number of cases
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Tabela 2. Dane kliniczne do'tycrzace grupy dzieci zmartych w przebiegu choroby nowotworowej

Table 2. Clinical data — infants died of neoplastic diseases

Rodzaj nowotworu

Leczenie

Nr przyp. Wiek
Case Age Neoplasm Treatment
99/79 2 mies. Neuroblastoma Rentgenoterapia. Czas leczenia 12 dni
Przerzuty do weztéw chionnych
2 months  Neuroblastoma. Metastases Roentgenotherapy. Period «f treatment 12 days
32/80 4 mies. Hepatoblastoma Chemioterapia (winkrystyna, cyklofosfamid)
Zgon 4 dni po rozpoczeciu leczenia
4 months  Hepatoblastoma Chemotherapy. Died 4 days after beginning of treatment
102/79 8 mies. Hestiocytosis mal. Chemioterapia.
Przerzuty do weztow chitonnych - Zgon 6 dni po rozpoczgciu leczonia
8 months  Histiocytosis mal. Metastases Chemotherapy. Died 6 days after beginning of treatment
79/79 8 mies. Neuroblasioma Chemioterapia (winkrystyna, cyklofosfamid)
Przerzuty do wezlow chlonnych Napromienianie wezlow szyjnych
8 months  Neuroblastoma. Metastases Chemotherapy. Roentgenotherapy
23/84 1 rok Nephroblastoma Nie leczony
1 year Nephroblastoma Not treated
10/83 1 rok Neuroblastoma Nie leczony
2 mies. Przerzuty do wezléw chionnych
1 year
2 months  Neuroblastoma. Metastases Nct treated
101/79 1 rok Histiocytosis malignum Chemioterapia (zinblastyna, cyklofosfamid, metatrexat, wink rystyna).
5 mies. Czas leczenia 2,5 mies.
1 year Histiocytosis malignum Chemotherapy. Period of treatment 2,5 months
5 months
37/80 3 lata Lymphosarcoma malignum Chemioterapia (winkrystyna, metatrexat).
Czas leczenia 4 mies.
3 years Lymphosarcoma malignum Chemotherapy. Period of treatment 4 months
35/82 3 lata Rhabdomyosarcoma orbitae Operacja Chemioterapia. Czas leczenia 8,5 mies.
3 years Rhabdomyosarcoma Surgery. Chemotherapy. Period of treatment — 8.5 months
61/82 3 lata Nephroblastoma. Chemioterapia
Przerzuty do weziéw chionnych
3 years Nephroblastoma. Metastases Chemotherapy
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Tabela 3. Dane kliniczne dotyczace grupy dzieci zmarlych z objawami niedotlenienia okoloporodowego

Table 3. Clinical data of children died of perinatal anoxia

Nr przyp. Wiek Przebieg cigzy, porodu, okresu poporodowego

Case Age Course of pregnancy, delivery, postnatal period

42/83 0 Niewydolno$¢ lozyska. Noworodek donoszony. Zamartwica okoloporodowa. Apgar 4.
0 Placental insufficiency. Mature newborn. Perinatal asphyxia. Apgar’s score 4.

47/80 0 Gestoza u matki w czasie cigzy. Okrecenie pegpowiny wokot szyi ptodu. Urodzony w 38 tygodniu ciazy. Apgar 2.
0 Mother’s gestosis during pregnancy. Umbilical cord twisted around the fetuses neck. Born in 38th week of gestation. Apgar’s

score 2.

19/84 2 mies. Noworodek donoszony. Stan po zamartwicy okoloporodowej, konflikcie Rh, transfuzjach wymiennych. Zapalenie phuc.
2 months Mature newborn. Status after perinatal asphyxia, Rh incompatibility, exchange transfusions. Pneumonia.

3/83 3 mies. Zamartwica okoloporodowa. Posocznica. Mikrozatorowo$¢ phuc.
3 months Perinatal asphyxia. Sepsis. Microembolization of lungs.

9/84 9 mies. Uszkodzenie okoloporodowe o.u.n. Zespét zaburzenn wchlaniania. Niedobialczenie.
9 months Perinatal lesion of c.n.s. Malabsorption syndrome. Hypoproteinemia.
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Tabela 4. Dane kliniczne grupy dzieci z wrodzonymi wadami serca
Table 4. Clinical data fo children with congenital heart disease

Nr przyp. Wiek Rodzaj wady, leczenie, choroby towarzyszace

Case Age Type of failure, treatment, concomitant diseases
19/83 2 dni Serce jednokomorowe i jednoprzedsionkowe. Wspolny pien tetniczy. Ostra niewydolno$é krazenia
2 days Single ventricle and common atrium. Common arterial trunk. Insuf. of circulation
95/75 5 dni Serce jednokomorowe i jednoprzedsionkowe
5 days Single ventricle and common atrium
196/75 12 dni Wspolna komora, przelozenia wielkich naczyn
12 days Single ventricle, complete transposition of the aorta and pulmonary trunk
54/83 17 dni Przelozenie wielkich naczyn tetniczych. Ubytek w przegrodzie migdzykomorowej i migdzyprzedsionkowej. Przewezenie lewego
przedsionka
17 days Complete transposition of the aorta and pulmonary trunk. Atrial and ventrical septal defect
247/76 5 tyg. Tetralogia Fallota
5 weeks Fallot’s tetrad
80,74 2 mies. Tetralogia Fallota
2 months Fallot’s tetrad
39/83 2,5 mies. Wspolna komora, przetozenie wielkich naczyn. Ubytek w przegrodzie miedzykomorowej i migdzyprzedsionkowej

2.5 months Common ventricle, complete transposition of the vessels. Atrial and ventricular septal defect
281/77 3,5 mies. Tetralogia Fallota
3,5 months Fallot’s tetrad

20/83 3,5 mies. Otwor przegrody komorowej. Stan po operacji — krazenie pozaustrojowe. Zgon 10 dni po operacji
3.5 months Ventricular septal defect. Surgery. Death — 10 days after operation.
41/83 4 mies. Tetralogia Fallota. Atrezja tetnicy plucnej. Stan po operacji. Zgon w dniu operacji
4 months Fallot’s tetrad. Atresia of the pulmonary trunk. Surgery. Death on operation day
284/77 5 mies. Tetralogia Fallota. Zapalenie ptuc
5 months Fallot’s tetrad. Pneumonia
17/83 6 mies. Ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej. Zgon w dniu operacji
6 months Atrial septal defect. Death on operation day
6/84 9 mies. Otwor w przegrodzie migdzyprzedsionkowej i migdzykomorowej. Zgon kilka dni po operacji
9 months Atrial and ventricular septal defect. Death 5 days after operation
8/84 16 mies. Serce jednokomorowe. Zwezenie tgtnicy plucnej. Stan po operacji

16 months  Single ventricle. Pulmonary stenosis. Surgery
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328 M. Laure-Kamionowska, M. Dambska

ostrej niedroznosci jelit (6 przyp.), zatrucia substancjami toksycznymi
(4 przyp.), wypadku (5 przyp.), oparzenia II/III° (4 przyp.). Dzieci te
nie przebywaly na oddechu kontrolowanym, wzglednie okres oddechu
kontrolowanego byl krotki. Wiek dzieci z grupy kontrolnej przedstawia
tabela 1. Grupy badane obejmowaly 30 przypadkow, w tym 6 przypad-
kow niemowlat, ktore przebyly niedotlenienie okoloporodowe, 14 dzieci
z wadami serca i 10 zmarlych w przebiegu choroby nowotworowej. Da-
ne kliniczne grupy dzieci zmarlych w przebiegu choroby nowotworowej
przedstawia tabela 2, grupy dzieci z cechami zamartwicy okoloporodowej
i uszkodzenia o$rodkowego ukladu nerwowego — tabela 3, grupy dzieci
z wrodzonymi wadami serca — tabela 4.

Do badan neuropatologicznych pobrano reprezentatywne skrawki
z poltkul moézgu i moézdzku oraz przekroje przez pien moézgu. Materiat
zatapiany w parafinie barwiono hematoksyling-eozyng, fioletem krezylu,
metodg Van Gieson—Orceina oraz metodg Kliiver—Barrery.

Ocene stopnia mielinizacji przeprowadzano na preparatach z plata
skroniowego. Poziom mielinizacji poszczegolnych drég oceniano wedlug
czterostopniowej skali:

0 — brak mieliny w badaniu mikroskopowym,

1 — mielina widoczna w badaniu pod mikroskopem,
2 — mielina widoczna okiem nieuzbrojonym,
3 — intensywno$¢ barwienia mieliny odpowiada mielinie dojrzalej.

Powyzszg skale zastosowano opierajac sie na pracy Gillesa i wsp.
(1983). Ocenie poddano nastepujgce drogi: droga wzrokowa (I), istota
biala zakretu parahipokampalnego — perforant pathway (II), koryto —

radiatio optica 1Ia

alveus IIT

fasciculus tangentialis VI
radiatio optica - ansa Meyeri 1Ib

fimbria IV

fasciculus longitudinalis
inferior V

fibrae perforantes 1II

Ryc. 1. Schemat drog plata skroniowego wybranych do oceny mielinizacji

Fig. 1. Diagram of selected tracts in the temporal lobe for evaluation of myelina-
tion
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Mielinizacja plata skroniowego 329

alveus (III), widkna wewnetrzne warstwy molekularnej zakretu hipo-
kampa (VI), strzepek — fimbria (IV) oraz peczek podluzny dolny (V).
Schematyczny rysunek drog, ktérych mielinizacje oceniano przedstawia
ryc. 1.

WYNIKI

Mielinizacja w grupie kontrolnej

Przebieg mielinizacji poszczegdlnych drég plata skroniowego w grupie
kontrolnej przedstawia rycina 2. Ocena przypadkéw najmlodszych wska-

-] © © o] © o o
o -] 2 o o o

) o =) ) o o o ° 2 v

(-] ) ° o o o ° o ¢ 3
’ X 1 § 0 i Vi

o o o o ° °

g 2 3 YESHE 6 7 IRy gh T 1R 18 24 36 mies.
months

Ryc. 2. Przebieg mielinizacji wybranych drég plata skroniowego w przypadkach

kontrolnych. I—VI — drogi plata skroniowego, 0—3 stopien mielinizacji
Fig. 2. Sequence of postnatal myelination of selected tracts of the temporal lobe
in control cases. I—VI — tracts of temporal lobe, 0—3 degree of myelination

zuje, ze w momencie porodu istota biala plata skroniowego jest jeszcze
niezmielinizowana, z wyjatkiem pojedynczych wlokien drogi wzrokowej
(ryc. 3a).

W pierwszym miesigcu zycia zmielinizowane wlékna pojawiajg sie
w obrebie istoty bialej zakretu parahipokampalnego, a w drugim miesig-
cu sg widoczne pod mikroskopem réwniez w obrebie alveus. Wldkna
faczace i projekcyjne w obrebie strzepkéw i peczka podiuznego dolnego
sg jeszcze zupelnie pozbawione mieliny.

Okolo 3—4 miesigca zycia mielina pojawia sie w strzepku, peczku
podtuznym dolnym oraz w istocie bialej zakretu hipokampa. Droga wzro-
kowa i istota biata zakretu parahipokampa wykazujag w tym czasie in-
tensywny postep mielinizacji (ryc. 3b).
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Ryc. 3a—3f. Mielinizacja plata skroniowego. Grupa kontrolna. Kliiver-Barrera. Pow,

lupowe. 3a — noworodek donoszony, 3b — niemowle w trzecim miesigcu zycia,
3¢ — dziecko w sz6stym miesigcu zycia, 3d — dziecko roczne, 3e — dziecko poéi-
toraroczne, 3f — dziecko trzyletnie

Figs 3a—3f. Myelination of the temporal lobe. Control cases. Kliiver-Barrera. Magn.

glass. 3a — newborn at birth, 3b — infant three months old, 3¢ — child six months

old, 3d — child one year old, 3e — child, one and half a year old, 3f — child three
years old
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W széstym miesigeu zycia (ryc. 3c) mielinizacja drogi wzrokowej
jest zaawansowana. Diugie drogi lgczgce w obrebie strzepkéw mielini-
zujg sie intensywnie, natomiast kroétkie drogi lgczace sa nadal we wstep-
nej fazie mielinizacji, z wyjatkiem istoty bialej zakretu parahipokampal-
nego, ktéra wykazuje intensywna mielinizacjg.

W pierwszym roku zycia mielinizacja drogi wzrokowej odpowiada
jej mielinizacji w moézgu dojrzalym (ryc. 3d). Wigkszos¢ widkien lgcza-
cych w placie skroniowym wykazuje $rednio zaawansowang mielinizacje.
Tylko krotkie drogi lgczace ponizej kory plata skroniowego sg nadal
tylko czesciowo zmielinizowane. Mielinizacje plata skroniowego u dziecka
pottorarocznego przedstawia rycina 3e. Z wyjatkiem krotkich drég 1a-
czacych zakretow skroniowych, ktére sg w S$rednim stopniu zmielinizo-
wane, pozostale sg dobrze zmielinizowane.
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Ryc. 4. Mielinizacja wybranych dr6g plata skroniowego w grupie dzieci zmarltych
w przebiegu niedotlenienia okotoporodowego. K — kontrola, I—VI — drogi ptata
skroniowego, 0—3 — stopien mielinizacji
Fig. 4. Myelination of selected tracts in the temporal lobe in children died after
perinatal anoxia. C — control case, I—VI — tracts of the temporal lobe, 0—3 de-
gree of myelination
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U dziecka trzyletniego mielinizacja drogi wzrokowej, istoty bialej
zakretu parahipokampalnego, alveus oraz strzepka odpowiada mielinizacji
dojrzatego uktadu nerwowego (ryc. 3f).

Mielinizacja drég plata skroniowego w grupie dzieci zmarltych z obja-
wami niedotlenienia okoloporodowego

Przebieg mielinizacji drog plata skroniowego u dzieci z przebytym
niedotlenieniem okoloporodowym w poréwnaniu do mielinizacji u dzieci
grupy kontrolnej przedstawia rycina 4. Opo6znienie mielinizacji zaobser-
wowane w 3 przypadkach (19/84, 3/82 i 11/83) dotyczylo wszystkich
badanych drég. Przypadek 11/83 — bylo to dziecko urodzone w 34 ty-
godniu cigzy, co moze czesciowo tlumaczy¢ mniejszy niz w kontroli sto-
pien mielinizacji. Uszkodzenia komoérkowe wystepuja we wszystkich
przypadkach tej grupy i sa przedstawione w tabeli 5.

Tabela 5. Uszkodzenia komérkowe w grupie zmartych z objawami niedotlenienia okotoporodowego
Table 5. Neuronal damage (children died following perinatal anoxia)

Uszkodzenia komoérkowe

Neuronal damages Opbznienie
Nr przyp. ko ora mieli.niza'cji
Case amonalna skroniowa kora wyspy kora czolowa Myelination
Ammon’s temporal insular cortex frontal cortex delay
horn cortex
42/83 = = o5 =R nie no
47/80 + + 0 0 nie no
19/84 i 5 i £ tak yes
3/83 Sethe i ok b Hrivtete tak yes
11/83 o b = + tak yes
9/84 +++ +++ ++ + nie no
Legenda: 0 — brak danych
— — nie uszkodzone neurony
+4 — uszkodzenia niewielkiego stopnia
++ — uszkodzenia $redniego stopnia
+ -4+ — uszkodzenia duzego stopnia
Legend: 0 — no data available
— — neurons not damaged
+ — low degree of damage
-+ — moderate degree of damage
++-+4 — high degree of damage

Mielinizacja drog plata skroniowego w grupie dzieci z wadami serca

Rycina 5 przedstawia mielinizacje wybranych drég plata skroniowego
w przypadkach kontrolnych oraz przypadkach dzieci z wadami serca.
Przypadki 196/75, 247/76 i 8/84 wykazuja wyrazne opéznienie mielini-
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334 M. Laure-Kamionowska, M. Dambska

zacji, w przypadku 17/83 opoznienie mielinizacji dotyczy tylko dwdch
szlakéw. Uszkodzenia komorkowe w przypadkach tej grupy przedstawio-
no w tabeli 6.

Tabela 6. Uszkodzenia komoérkowe w grupie dzieci z wrodzonymi wadami serca
Table 6. Neuronal damage (Children with congenital heart disease)

Uszkodzenia komorkowe
Neuronal damages

e e — - Opodznienie
Nr przyp. kora kora mielinizacji
Case amonalna skroniowa kora wyspy kora czolowa Myelination delay
Ammon’s temporal insular cortex frontal cortex
horn cortex
19/83 = == o = nie no
95/75 e == 1= Rl nie no
196/75 = oo = = tak yes
54/83 + ity i 0 nie no
247/76 +-+ ++ ++ + tak yes
80/74 ++ -4 + + nie no
39/83 ke S 5 o nie no
281/77 - s = 22 nie no
20/83 ++ + + A e -
41/83 ST S = et S nie no
284/77 et gF £ T e nie no
17/83 o= a8 o e p 0 tak yes
6/84 o= + 0 0 nie no
8/84 + 2= — 0 tak yes

Legenda: patrz tabela 5
Legend: see table 5

Mielinizacja drég plata skroniowego w grupie dzieci z chorobg no-
wotworowg

Przebieg mielinizacji drég plata skroniowego u dzieci z grupy no-
wotworowej przedstawiono na rycinie 6. W grupie tej w szeSciu przy-
padkach na dziesie¢ zaobserwowano opoéznienie mielinizacji. Dotyczyto
ono wszystkich drég plata skroniowego, zaréwno mielinizujgcych sie
wezeéniej, jak i pozniej (ryc. 7). W przypadkach 99/79, 79/79, 23/84, 37/80
op6znienie mielinizacji dotyczylo wiecej niz trzech drég plata skroniowe-
go. W przypadkach 102/79 i 35/82 opo6znienie mielinizacji bylo mniej
nasilone i dotyczylo tylko dwoch drég. Uszkodzenia komérkowe w obre-
bie tej grupy wystepuja w korze amonalnej i skroniowej we wszystkich
przypadkach tej grupy (tab. 7). Obrzek istoty bialej zaobserwowano
tylko u trojga najstarszych dzieci.
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Ryc. 6. Mielinizacja wybranych drég plata skroniowego w grupie dzieci zmarltych
w przebiegu choroby nowotworowej. K — kontrola, I—VI — drogi ptata skronio-
wego, 0—3 — stopien mielinizacji
Fig. 6. Myelination of selected tracts in the temporal lobe in children died in the
course of neoplastic diseases. C — control cases, I—VI — tracts of the temporal
lobe, 0—3 degree of myelination

OMOWIENIE

Ustalenie parametréw morfologicznych okreslajagcych przebieg roz-
woju mozgu po urodzeniu jest istotnym zagadnieniem umozliwiajagcym
przeprowadzenie korelacji miedzy dojrzewaniem struktury i funkcji
ukiadu nerwowego w okresie wczesnodzieciecym. Badania nad rozwojem
mozgu w okresie plodowym mogg opieraé¢ sie na poréwnaniu kilku para-
metréow dojrzalosci: uzwojenia i warstwowosci kory mozgu i moézdzku,
ilosci macierzy przykomorowej, mielinizacji drég pnia moézgu i zwojow
podstawy (Laure-Kamionowska 1980). Podobna ocena odnoszgca sie do
okresu poporodowego napotyka trudnosci ze wzgledu na mniej uch-
wytne i stosunkowo wolniej zachodzace zmiany w koncowych fazach
dojrzewania OUN. Proébowano przesledzi¢ w okresie pourodzeniowym
rozwoj kolecow dendrytycznych (Marin-Padilla 1970; Takashima i wsp.
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Tabela 7. Uszkodzenia komérkowe w grupie dzieci zmarlych w przebiegu choroby nowotworowej
Table 7. Neuronal damage (Infants died of neoplastic disease)

Uszkodzenia komorkowe
Neurononal damages

Opo6znienie
NrC;;r;yp. kora kor‘a melinizacji
amonalna skroniowa kora wyspy kora czolowa Myelination delay
Ammon’s temporal insular cortex frontal cortex
horn cortex
99/79 g8 + 5 . tak yes
32/80 &+ -k ++ 0 0 nie no
102/79 +-4+ S + — tak yes
79/79 S SIS a3 e tak yes
23/84 4k ++ + 4+ ++ tak yes
10/83 + + 0 0 nie no
101/79 L -t — 0 nie no
37/80 ++ +++ ++ 0 tak yes
35/82 ++ e Eite = tak yes
61/82 Sk SEgEen e 0 nie no

Legend: see table 5

1980), wzglednie liczbe synaps w korze plata czolowego (Huttenlocher
1979) lub korze wzrokowej (Huttenlocher i wsp. 1982). W przedstawio-
nych badaniach podjeliSmy prébe opracowania mielinizacji niektérych
drég nerwowych jako parametru dojrzalo$ci mozgu po urodzeniu dziecka.
Mielinizacja drog pnia i pétkul moézgowych w okresie cigzy zostala opra-
cowana przez Yakovleva i Lecours (1967), Rorke i Riggs (1969), a ostatnio
na bardzo duzej liczbie przypadkéw przez Gillesa i wsp. (1983). Dane
o mielinizacji w okresie poporodowym przedstawione sa tylko w pod-
reczniku Dekabana (1959) i odnoszg sie do ogélnie potraktowanej mieli-
nizacji istoty bialej pétkul. Brody z wspolautorami (1984) zasygnalizo-
wali badania prowadzone nad tym zagadnieniem.

Przeprowadzona przez nas ocena mielinizacji wybranych drég plata
skroniowego w okresie od urodzenia do trzeciego roku zycia wykazala,
ze poszczegdlne drogi przebiegajace w placie skroniowym wykazujg rézne
tempo mielinizacji. Droga wzrokowa jest czeSciowo zmielinizowana w
momencie porodu i osigga stopien mielinizacji odpowiadajgcy mielinie
dojrzalej w 10 miesigcu zycia. Pozostate drogi s3 w ogéle niezmielinizo-
wane w chwili przyjscia na $wiat dziecka, mielinizacja postepuje w
ciggu pierwszych dwoch lat zycia i jest zaawansowana w trzecim roku
zycia. Mielinizacja peczka podiluznego dolnego i wewnetrznych drog 1a-
czgcych warstwy molekularnej zakretu hipokampa rozpoczyna si¢ naj-
pbzniej i przecigga poza trzeci rok zycia. Rozny czas mielinizacji i okres
do osiggniecia pelnej morfologicznej dojrzato$ci drég przebiegajacych w
placie skroniowym wydal sie korzystny dla zaplanowanych badan po-
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Ryc. 7a—7d. Mielinizacja koryta (alveus). Kliiver—Barrera. Pow. 60 X 7a — pra-
widlowa mielinizacja alveus w drugim miesigcu zycia, 7b — op6zniona mielinizacja
alveus w drugim miesigcu zycia (przypadek 99/79 z grupy dzieci zmarlych w prze-
biegu choroby nowotworowej), 7¢c — prawidlowa mielinizacja alveus w 6smym
miesigcu zycia, 7d — opézniona mielinizacja alveus w 6smym miesigeu zycia (przy-
padek 79/79)
Figs 7a—T7d. Myelination of alveus, Kliiver—Barrera. X 60. 7a —myelination of
alveus in control case in second month of life, 7b — delay of myelination of alveus
in child from neoplastic group, aged 2 months (case 99/79), 7¢c — myelination of
alveus in eighth month of life in control case, 7d — delay of myelination in eighth
month of life (case 79/79)
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réwnaweczych. Zaréwno obserwacje wlasne materiatu ludzkiego, jak i wy-
niki prac do$wiadczalnych (Krigman 1976, Montgomery 1978) wskazu-
ja, ze zaburzenia ogélnoustrojowe wplywaja istotnie na przebieg rozwoju
ostonek mielinowych.

Opracowanie grupy dzieci urodzonych w zamartwicy bylo przedluze-
niem poprzednich prac dotyczgcych opdznienia dojrzewania ukladu ner-
wowego u plodu w przebiegu patologii cigzy. W grupie tej na szes¢
przebadanych przypadkéw trzy wykazywaly opézniong mielinizacje. Dwa
z nich urodzily sie o czasie, jeden byl wczesniakiem, urodzonym w 34
tygodniu cigzy, co pozwala odnies¢ opdznienie rozwoju moézgu do wieku
biologicznego a nie czasu porodu.

Wyodrebnienie pozostalych dwoch grup mialo na celu przesledzenie
wplywu roznych czynnikow patogennych na proces mielinizacji. W gru-
pie dzieci z wrodzonymi, w wiekszosci siniczymi wadami ukladu kraze-
nia opéznienie mielinizacji zaobserwowano tylko w pojedynczych przy-
padkach. Na og6lng liczbe 14 przypadkéw stwierdzono je w 4 przypad-
kach, przy czym u dwojga dzieci, zmartych w okresie niemowlecym nie
mozna wykluczy¢ niewielkiego wczesniactwa.

Opoznienie mielinizacji widoczne bylo najwyrazniej w grupie dzieci
zmartych w przebiegu choroby nowotworowej. W szesciu przypadkach
(na 10 przebadanych) mielinizacja byla opézniona w poréwnaniu do kon-
troli. Poréwnujgc czas choroby, okres i rodzaj leczenia z przebiegiem
mielinizacji trudno jest ustali¢ wplyw poszczegélnych czynnikéw. Praw-
dopodobnie odgrywa role zespdl zaburzen wynikajacych z wyniszczaja-
cego wplywu choroby nowotworowej jak i leczenia cytostatykami. W jed-
nym przypadku caloksztalt obrazu neuropatologicznego sugeruje nalo-
zenie sie zmian zwigzanych z choroba nowotworowa na uszkodzenia
powstale w okresie okoloporodowym. Nalezy zaznaczy¢, ze u dzieci z cho-
robg nowotworowsg, ktéra w poszczegdlnych przypadkach rozpoczela sie
w roznych okresach zycia mozna bylo zauwazy¢ opdznienie mielinizacji
tych drog, ktore w prawidlowych warunkach uzyskujg oslonki rdzenne
w tym wlasnie okresie.

Podkresli¢ trzeba, ze prawie we wszystkich przypadkach z grup ob-
cigzonych patologia okresu wczesnodzieciecego stwierdziliSmy uszkodze-
nia komoérkowe, ale ich nasilenie i topografia nie wskazuja, ze opdznie-
nie mielinizacji mogloby by¢ jedynie zjawiskiem wtérnym w stosunku do
zmian neuronalnych.

Obserwacje nasze prowadzg do nastepujacych wnioskéw:

1. Badanie mielinizacji drog plata skroniowego jest przydatne dla
oceny rozwoju osrodkowego ukladu nerwowego u dzieci w wieku 0—3
lat.

2. Przewlekle schorzenia ogélnoustrojowe, zaburzajagce homeostaze
organizmu w tym okresie moga spowodowaé¢ opdznienie w rozwoju osto-
nek mielinowych.
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MUEJIMHU3ALIUSA HEKOTOPBIX IIYTEN BUCOYHOM J0OJIM B HOPME
1N B XPOHUYECKUX 3ABOJIEBAHUSAX PAHHEIO JETCKOI'O IMTEPUOIA

Pe3iome

Llenbto uMCCIENOBAHHS SBIAETCA CPaBHEHHE (MU3MOTOTHYECKOM MHETMHM3ALUMM HEKOTOPBIX
nyTeil BUCOYHOM J0/M C MHEIMHM3ALMEH Tex ke obsacTeit y aereit ¢ oOWIMM MATOJOrMYECKHM
MPOLIECCOM.

Wccnenosanunsi Mo3ra ObUTH mpoBeaeHbl B 60 cnyyasix aereit ymepumnx B Bo3pacte 0—3 roaa.
Koutponbhas rpynna comapxaia 30 ciay4aes BHE3anmHO yMepuiux aeteit. ['pynna gereit, xoTopbie
MEPEXUIN MOBPEKIAIOUIYIO aCHUKCHUIO BO BPEeMs POXKIEHHS, COCTOsIA U3 6 ciayyaes, y 14 mereit
ObLu BpokAeHHbIE MOPOKH cepaua, 10 geTeit ymepiio u3-3a onyxoseBoit 60e3un. AHanu3 ciy4yaes
B Pa3HOM BO3pacTe Mokasall, YTO OT/e/IbHbIE MyTH BHCOYHON JOJH MHEIHHHU3MPYIOTCS C pa3iny-
HOI{ CKOPOCTHI0. DTO BBIFOAHO ISl CPABHUTENbHBIX MCCICAOBAHMIA M I OLEHKH PAa3BATHS LEH-
TpasibHOIl HEPBHOW CHCTEMBI. 3aMeIeHHe MUETMHU3ALIMH, IT0 CPABHEHUIO C KOHTPOJIBHOM TPYNIIOif,
6bu10 Hanboee OTYETIMBBIM Y JETeil YMEPIUMX M3-3a ONyXOoju. Y HeTeit ¢ onmyxoneBoi 6osie3H:o,
KOTOpasi Havyajach B PA3JIMYHBIX MEPHOJAX KMU3HM, HAOIIOJANOCH 3aMeIJIeHHe MHETHHA3ALKH
TeX MyTeil, KOTOPbIE B HOPMAJIbHLIX YCIOBHSAX MHEIMHM3MPYIOTCS MMEHHO BO Bpems 0ojie3nu
pebetika. 3aMerieHne MUETMHU3ALUMU NyTeil BUCOYHOM T0aM ObLIO OTMEYEHO TOXE B HEKOTOPBIX
Ciay4asix AeTed, pOKOCHHbIX B apMKCHM M B TpyMne NeTei ¢ BPOXKISCHHBIMH MOPOKAMH Cepiaua.
MosHO, TakuM 00pa3oM, CKa3aTh, YTO XPOHHYECKHE 3a00JIeBAHNSA OPraHW3Ma, HapYyLIAOHE ero
OMeoCTa3, MOTyT ObITh MPUYMHOW 3AMENICHHSA MUETHHU3ALNM.

MYELINATION OF SOME SELECTED TRACTS OF TEMPORAL LOBE
IN NORMAL SUBJECTS AND IN CHRONIC DISEASES OF CHILDHOOD

Summary

The aim of the paper is comparison of the normal course of myelination of
some selected tracts of the temporal lobe with myelination of the same regions in
children burdened with systemic pathology. The investigations were performed on
60 brains of children who died at the age of 0—3 years. The control group consisted
of 30 brains of children which suffered sudden death. The group of children
who started life after perinatal asphyxia consisted of 6 cases, 14 children had
congenital heart disease and ten died in the course of neoplastic diseases. Analysis
of different-aged cases demonstrated that the particular tracts running through the
temporal lobe exhibited different rates of myelination. This is advantageous for com-
parative studies and useful for evaluation of the development of the central ner-
vous system. Delayed myelination in comparison with the control group was most
pronounced in the group of children who died of  neoplastic disease. In these
children in whom the disease started at various ages a delay of myelination could
be observed of these tracts which normally receive myelin sheaths just in the
period when the child became ill. The delay of myelination of the temporal lobe
tracts also occurred in some cases of children born in perinatal asphyxia and those
with congenital heart disease. To sum up it may be said that chronic systemic
affections disturbing the homeostasis of the organism may cause retarded forma-
tion of the myelin sheaths.

4 — Neuropatologia Polska 3/86
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The basic morphological changes in the brain in cyanide intoxica-
tion comprise demyelination in the commisural systems and degenera-
tive lesions of neurocytes in several cerebral structures (Levine, Sty-
pulkowski 1959; Hirano et al. 1967). When the intoxication is less in-
tense, the only morphological changes in the brain involve some rare-
faction and degeneration of neurocytes in the cerebral and cerebellar
cortex. In these experimental conditions, the only deviations of the
myelin lipid spectrum, in the early period after intoxication, is the
enhanced cholesterol estrification. In the later phase there occur also
some shifts in the proportions of lipid components of myelin in the
form of a decrease in cerebroside content and some minor changes in
the content of particular phospholipid classes (Wender et al. 1986).

In the above cited experiments we have also established that chan-
ges of fatty acids content in the diet during brain maturation in-
fluence only insignificantly the reaction of myelin lipids to cyanide
intoxication.

Continuing our studies on the toxic effect of cyanide, of an intensity
not leading to myelin destruction, we have performed an analysis of
free fatty acids pattern in the brain of rats, developing on a diet with
various amounts of lipids. We hope, that the studies performed at the
predemyelination phase of the experimental disease produced by cyani-
de intoxication, may help to solve the problem of whether and how
cyanide intoxication produces the primary myelin lesions.

* The investigations were supported by the Polish Academy of Sciences, Re-
search Project No. 10.4.06.3.2,
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MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on white Wistar rats of both sexes,
weighing 200—250 g. The animals were exposed to the action of HCN
according to the slightly modified method of Levine and Stypulkowski
(1959). The rats were placed in a glass chamber, into which a gaseous
mixture of air and hydrogen cyanide was introduced. A glass receptacle
containing a solution of 10% potassium cyanide, through which air
was circulated at a rate of 7 litres/min, was placed between the cham-
ber and a cylinder with compressed air. After about 10 min, the ex-
perimental animals lost their motoric activity, with the exception of
an irregular respiratory function. The rats were kept in this state for
10 and 15 minutes depending upon the clinical symptoms they mani-
fested and, then, they were resuscitated by means of pure oxygen.

The above presented experiments were performed on rats develop-
ing on normal, lipid-deficient and lipid-enriched diets. Pregnant females
were divided into three groups. One group was fed a specially com-
posed diet containing 0.12%¢ rape seed oil (fat-deficient diet), the second
group was fed the same diet supplemented with 20% rape seed oil
(fat-enriched diet) and the third one, serving as the control group was
fed a diet containing 2% of rape seed oil. The detailed formula of
the experimental diets is presented in our previous paper (Wender et al.
1986). The experimental diets were given to all groups of pregnant rats,
starting 6 days before the expected delivery and then continued, as the
only source of food for both the nursing mothers and their offspring,
over the whole postnatal period. The food as well as drinking water
were available ad libitum. The experimental animals were sacrificed by
decapitation 4 and 18 hours and 14 days after HCN intoxication.

Histological methods. Morphological evaluation of the experimental
process involved analysis of histological sections stained by the techni-
ques of Nissl, Woelcke or with hematoxylin-eosin following embedding
of the material in celloidin.

Chemical methods. Extraction of free long-chain fatty acids from
samples of white and grey cerebral matter was performed according
to Dole and Meinertz (1960). The n-heptane phase containing free fatty
acids was processed by thin-layer chromatography, according to Fisch-
wick (1968) in the modification of Sroczynski and Fiedler (1978) and
free fatty acids after methylation were separated from each other by
means of gas-liquid-chromatography on a Pye 104 gas chromatograph
equipped with a flame-ionising detector.

The fatty acids were identified by comparison of the respective
peaks in the studied chromatograms with those corresponding to a mix-
ture of standard fatty acid methyl esters (Applied Sciences Labora-

tory).
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The chromatograms were processed quantitatively by the computing
areas of respective peaks from retention times and heights of the peaks.
The results are expressed in per cents.

. RESULTS

Results of clinical and morphological observations were identical to
those described in our previous publication (Wender et al. 1986).

The results obtained in our studies of the free fatty acids spectra in
the cerebral white matter are presented in Table 1. From gas-liquid-
-chromatography analysis it would appear that, in animals developing
on the normal diet, deviations from the control spectrum were
most pronounced essentially in the early phase after intoxication (4 hrs).
The proportion of palmitic acid (16 : 0) showed a decrease, whereas the
content of stearic acid (18:0) and of oleic acid (18:1) exceeded those
found in control animals. The percentage of total trienes was decreased,
and that of monoenes increased. The free fatty acid spectra 18 hrs
and 14 days after HCN intoxication approached the control one. How-
ever, the decrease of the relative content of total trienes persisted.

The deviations in free fatty acid composition of the white matter
of rats developing on a fat-deficient diet and intoxicated with HCN
(relative decrease in palmitic acid (16 : 0) and relative increase in stearic
acid (18:0)) were more pronounced in the early period after intoxica-
tion than in the group of normally fed animals. The detected devia-
tions tended to revert to normal values in the subsequent investigated
periods. Distinct deviations were noticed in the proportion of oleic acid
(18 : 1). After an initial increase, a very marked fall was observed in
the later period of the experiment. In the same group of animals in
studies performed 14 days after intoxication a significant shift in the
ratio of saturated to unsaturated free fatty ac1ds was found, at the
expense of unsaturated ones.

The changes after HCN intoxication, noted in animals maturing on
the fat-enriched diet, are similar in the early period of the experi-
ment to those found in the previous groups (relative decrease in palmi-
tic acid (16 : 0) and increase in stearic acid (18 : 0)). Subsequently (18 hrs
after intoxication) a marked decrease in the relative content of oleic
acid (18:1) was also found, which led to a lowered content of total
monoenoic acids.

The detailed pattern of free fatty acids in the cerebral grey matter is
given in Table 2. The alterations observed in the group of normally
fed rats were less pronounced than those found in the white matter
and generally below the significance limits. The only exceptions invol-
ved the significant decrease in trienes in the early phase, and in mono-
enes 18 hrs and 14 days after HCN intoxication. The deviations noticed
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Table 1. Influence of HCN intoxication on composition of free fatty acids in cerebral white matter of rats fed during development a diet containing various
amounts of lipids

Tabela 1. Wplyw zatrucia HCN na sklad wolnych kwasow ttuszczowych w istocie bialej mézgu szczurdw zywionych w czasie rozwoju dieta z rézng zawar-
toscig lipidow

4 hours after HCN intoxication 18 hours after HCN intoxication 14 days after HCN intoxication
4 godz. po zatruciu HCN 18 godz. po zatruciu HCN 14 dni po zatruciu HCN

Fatty acids Control E CarE e G i ] PR e s e FRRaT
Kwasy tluszczowe Norma con.trol dcﬁsnent enrlf:hed con.trol deﬁc.:lent enrl'ched cothrol deﬁf:lent enr:Fhed
diet diet diet diet diet diet diet diet diet
dieta niedobér  nadmiar dieta niedobor  nadmiar dieta niedobér  nadmiar
normalna  lipidow lipidbw  normalna  lipidow lipidow  normalna  lipidow lipidow
12:0 0.1+0.4 0.14004 01400 0.2+0.1 0.4--0.1 04+02 04+0.1 0.6--0.1 0.4-4-0.1 0.24-0.1
14:0 11402 05402 0540.1 1.14-0.5 20+08 2.5403 36+16 27403 1.740.2 1.24+0.6
1550 0.6-+-0.1 0.2-+0.1 024005 04402 09+04 09+0.1 0601 - 1:04+0.2-  0:85:0.3 . 0:4:0:1
16:0 423418 32.641.5 28.6+2.8 29.6+1.3 38.7+1.4 38.6:-02 40.1+2.6 356412 414422 334417
16:1 1.84+0.3 0.7+0.1 5005 00402 2.7+1.1 1.94+0.5 12403 3.6+1.0 1.24+0.3 1.0+0.3
17:0 0.4--0.1 0.24-0.05 0.14+0.04 0.5+0.2 1.04+04  0.6-+0.1 0.6--0.1 0.940.3 0.5+0.1 0.44-0.1
18:0 27.2+34 36.6+06 38.6+22 378+2.6 31.0+36 281415 292424 32.8442 33.74+34 365417
18:1 194+13 243418 2734+3.0 193+38 163404 142412 10.8415 15.743.1 89+1.1 18.042.5
18:2 0.74-0.2 0.14+004 0.14+00 06+02 0.6+02 0.340.1 0.7+04 0.6+02 0.5+0.1 0.34-0.1
183 0.5402 04-+0.1 0.4--0.1 0.840.3 0.6+0.2 0.3+0.1 12402 02401 0.64+0.2 0.64-0.1
20:0 0.6+-0.04 1.14-0.3 1.3402  0.9+0.1 0.9+0.1 0.6+02 0.840.04 0.8:402 - 07402 0.940.1
20:1 0.3-£0.1 0.5+02 01400 0.240.1 0.14-0.03 0.3+0.1 0.44-0.2 0.14+0.04 0.2+0.1 0.140.03
20:2 0.24-0.1 0.24+0.1 024+0.03 04402 04-+0.1 0.3--0.1 0.4+0.1 0.8+02- 07+02 0.3+0.1
20:3 ST 09404 0.8403 28414 1.6+04 4.840.6 50+1.1 1.540.3 37402 3.2+0.7
20:4 0.0 0.14-0.04 0.2--0.1 04402 0.7+0.3 0.4+-0.1 0.3--0.1 0.4-+0.1 0.74-0.2 0.4-+0.1
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20:5

24:0

24:1
Unindentified
Niezidentyfikowane
Total saturated FA
Catkowite nasycone
kwasy tluszczowe

Total unsaturated FA
Calkowite nienasycone
kwasy tluszczowe

Monoenes
1-nienasycone
Dienes
2-nienasycone
Trienes
3-nienasycone
Tetraenes
4-nienasycone
Pentaenes
S-nienasycone

0.0
1.3+£0.6
0.0
0.0

73.6+0.8

26.4-4-0.3

21.540.4
0.940.1
4.0-£0.6
0.0

0.0

02402 0.240.04 09405
08+03 0.6+02 28114
024+0.03 0.14+0.03 0.840.6
0.3+0.1 0.1+0.1 0.2-40.1

i i3

721104 70.04+0.7 73.310.8

276403 299404 26.540.5

25.740.05 28.04+0.8 20.9+1.2
0.340.1 03402 0.7+0.1
13503 12402  3.64+0.8
0.140.1 0.240.1 0.4+0.2

0.240.1 02402 09405

0.14-0.1
1.74:0.3
0.3+0.3
0.0

76.6+-0.9

23.4+0.3

19.4-0.5
1.0-+0.1
22403
0.7+0.5

0.1+0.1

1203
33503
05105
0.0

75.04-0.5

25.0+0.4

16.9--0.6

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

6 Mean + S.E.
6 Srednia -+ S.E.
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0.84-0.2
3105
0.74-0.3
0.4--0.2

78.1+0.9

21.54-0.4

13.1-0.6
1.11+0:2
6.2::0.6
0.340.1

0.2+0.2

0.2 4-0.1
L5003
0.24+0.1
0.34-0.1

75.94-0.8

23.8+0.4

19.6+1.1

1.44.0.2

22402

0.440.1

0201

1.1 40.2
2.8+0.3
0.2+0.2
0.21+0.2

82.0-0.8

17.84+-0.3

10.54-0.4
1:23-02
43+0.2
0.74-0.2

1.1+£0.2

0.6 1-0.1
2.1+0.8
0.24-0.2
0.24-0.2

75.1£0.6

24.7+0.5

193507
0.6-+0.1
38201
0.4+0.1

0.6+0.1

Ayjedoreydadua aprued)
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Table 2. Influence of HCN intoxication on composition of free fatty acids in cerebral grey matter of rats fed during development a diet containing various
amounts of lipids

Tabela 2. Wplyw zatrucia HCN na sklad wolnych kwasow tluszczowych w istocie szarej mozgu szczuréw zywionych w czasie rozwoju dieta z rézna
zawartoscig lipidow

4 hours after HCN intoxication
4 godz. po zatruciu HCN

18 hours after HCN intoxication
18 godz. po zatruciu HCN

14 days after HCN intoxication
14 dni po zatruciu HCN

Fatty acids Control  ¢ontrol deficient  enriched control  deficient  enriched control  deficient  enriched
Kwasy tluszczowe Norma diet diet diet diet diet diet diet diet diet
dieta niedobér  nadmiar dieta niedobér nadmiar dieta niedobér  nadmiar
normalna  lipidow lipidow normalna  lipidow lipidobw normalna  lipidow lipidow
12:0 0.24+0.04 0.14+0.02 0.14+0.02 0.1+£0.0 0.34-0.1 0.240.1 0.240.1 0.4-+0.2 0.54-0.1 0.2+0.1
14:0 0.9+0.1 0.5+0.1 0.44-0.1 1.24-0.3 1.5+0.3 1.4+04 1.540.2 1.6+1.5 2.11+0.2 1.34+0.2
15:0 0.4-+-0.04 0.3-0.1 0.340.1 0.3+0.1 0.8+0.1 0.74-0.1 0.64-0.1 0.6+-0.2 0.84+0.1 0.64-0.1
16:0 29.24+3.0 38.24+-2.4 33.1+2.1 384425 402+1.1 398417 39.5+2.0 422425 39.0+24 384425
16:1 1.440.3 0.9+0.1 0.9+0.3 0.7+0.3 25403 1.9-4+0.6 1.64+-04 1.54+0.6 1.94+04 1.44+0.3
17:0 0.3+0.1 0.3+0.1 0.3+0.1 0.24-0.1 0.7+0.1 0.5+0.1 0.8+0.3 0.4+0.1 0.7+0.1 0.54-0.05
18:0 48.64+3.3 41.14+24 40.14-22 40.4+2.1 347+1.1 346427 328420 393+03 30.8+1.6 353434
18:1 13.8439 16.1+2.1 19.6+1.5 13.1+19 141412 134+1.5 11.04+1.7 11.3+2.1 89+0.7 11.0£1.5
18:2 0.54+0.02 0.3+0.1 0.24-0.1 0.340.1 0.3+0.1 0.6+0.1 0.74+0.3 0.24-0.1 0.5+0.1 0.4+0.1
18:3 0.24-0.1 0.2+0.04 0.43-0.1 0.4-+0.1 0.6+0.05 0.6+-0.1 0.64+0.2  0.340.1 09+03 0.74-0.2
20:0 0.440.2 0.440.1 0.7+0.1 0.34+0.03 0.6+0.1 0.5+0.1 0.74-0.2 0.3+0.1 0.740.3 0.64-0.1
20:1 0.2+0.1 0.14-0.03 0.2+40.1 0.2+0.03 0.1+0.05 0.1+0.04 0.3+0.05 0.2+-0.04 0.3+0.1 0.2-+0.1
20:2 0.1+0.01 0.2-+0.1 0.34-0.1 0.3+0.1 0.34+0.1 0.6+04 07404 0402 07402 0.5+02
20:3 25404 0.3--0.04 ]2i0ﬁttp2-}#&§ndr{g;bl| 2941.1 3.240.5 0.340.1 474+1.0 33404
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20:4 0.1+0.1 0.140.02 0.240.1 0.1+0.1 0.4:-0.1 0.24-0.1 1.0404  0.1+0.1 0.74+03 0.240.1

20:5 0.2+0.1 0.1+-0.04 0.5+0.3 0.4+0.1 0.2+0.1 0.3+0.1 1.14-0.3 0.1+0.1 1.4+0.2 1.1+0.2
24:0 1.0+-04  0.4-40.1 1.24+0.6 1.2+0.3 1.6+0.3 1.7+0.5 2.9+0.5 0.54+02 45412 29403
24:1 0.0 0.2+0.1 0.1+00 0.1+0.1 0.1+0.1 0.0 0.3+0.1 0.14-0.1 0.24-0.2 0.34+0.1
Unidentified
Niezidentyfikowane 0.0 0.3+0.2 024102 0.1+0.1 0.0 0.0 0.5+0.3 0.2+0.1 0.74+-0.4 1.1+0.1

Total saturated FA

Catkowite nasycone kwasy 81.0+1.0 81.3+0.7 762+0.7 82.1+0.7 804+04 79.4+0.7 79.0+1.7 853+0.6 79.14-0.7 79.84-0.8
tluszczowe

Total unsaturated FA

Calkowite nienasycone kwasy 19.04+-0.5 18.4+0.3 23.64+0.3 17.84-04 19.64-0.3 20.6--0.2 20.5+0.4 145+0.3 202+0.3 19.1+-0.3
tluszczowe

Lyjedoreydaoua apruedd

Monoenes 1544+1.0 17.24-0.2 28.0+0.5 14.14+0.7 16.8+-04 154+05 13.2+0.6 13.1+0.7 11.3+03 129405
1-nienasycone
Dienes 0.64+0.01 0.5+0.1 0.5+0.1 0.64+0.1 0.6+0.1 1.24+0.3 1.44-0.3 0.64+-0.1 1.240.1 0.9+0.1
2-nienasycone
Trienes 2.74+03 05+0.01 1.640.3 2.64+04 1.64+0.1 35406 3.8+04 0.6+0.1 56+06 4.0+0.3
3-nienasycone
Tetraenes 0.1-+0.1 0.1+0.04 0.2--0.1 0.14+0.1 0.4--0.1 0.240.1 1.04:04  0.1+0.1 0.74-0.3 0.2+0.1
4-nienasycone
Pentaenes 0.24+0.1 0.1+£0.04 0.5+0.3 0.4-40.1 0.2+0.1 0.34+0.1 1.1+0.3 0.14-0.1 1.440.2 1.14+0.2
S-nienasycone

Number of animals in each group: 6 Mean + S.E.

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6 Srednia -+ S.E.
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348 M. Wender et al.

in animals developing on the fat-deficient diet were similar to those
observed in the group of normally fed rats. The only marked difference
involved the marked relative decrease in trienes in the early period of
the experiment in the latter group. The most pronounced deviations
were noted in animals maturing on the fat-enriched diet. The marked
decrease in the proportion of stearic acid (18:0) and in the percentage
of monoenes in the brains with a concomitant increase of palmitic acid
(16 : 0) were noted at all studied periods.

DISCUSSION

The effect of ischemia and hypoxia on brain lipid metabolism is
partially known from the studies of Bazan (1970), Strosznajder et al.
(1972), Cendella et al. (1975), De Medio et al. (1980) and others. The
main finding in postdecapitation ischemia is a release of free fatty acids
from membrane phospholipids, provoked by activation of catabolic pro-
cesses and probably also by inhibition of phospholipid synthesis. Tran-
sient ischemia produces also an increase in the free fatty acids pool in
the brain. The major components of this pool include palmitic, stearic,
oleic and arachidonic acids, with no greater deviations from the normal
pattern. However, bilateral ischemia produces an increase in the rela-
tive concentration of 20 : 4 and 22 : 6 fatty acids, originating from various
phospholipids as well as from diglyceride production. According to
Strosznajder et al. (1972), the liberated free fatty acids represent one
of the important factors responsible for the development of irreversible
brain damage after ischemia.

In our studies, concerning the predemyelination stage of cyanide-
induced encephalopathy, we have noticed transient changes in the free
fatty acids pattern, with only minor deviations lasting for a longer
period of time after intoxication. The early changes have proven con-
comitant with the enhanced cholesterol estrification, the only deviation
observed in the myelin fraction after cyanide intoxication (Wender et
al. 1986).

It should be stressed that after mild cyanide intoxication we have not
noticed in the pool of free fatty acids in the brain any enrichment of
arachidonates, which represents, as mentioned above, one of the very
characteristic biochemical symptoms of the early post-ischemic period
(De Medio et al. 1980). Since in our experiments we have neither ob-
served any major structural injury in the brain, it seems possible to
assume that the pathological changes quickly progress only when the
intensity of such noxious agents as ischemia or hypoxia, reaches some
critical level. One of the important biochemical events is the increased
arachidonate production, which provokes subsequently irreversible brain
damage. Changes in the free fatty acids pool in the brain after mild
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Cyanide encephalopathy 349

cyanide intoxication noted in this study cannot be compared with those
which we have observed (Wender et al. 1975) in the phospholipid frac-
tion of the brain in cyanide-induced encephalopathy (increased propor-
tion of polyunsaturated fatty acids — 22 :5 and 24:5 and in the later
period also of 20 : 3).

The myeln lipid spectrum has shown only a slight tendency to
changes less pronounced in the experimental conditions of fat deficiency
or fat excess during brain maturation, and thus we are not entitled
to conclude that the diet affects susceptibility of brain myelin to cyanide
intoxication (Wender et al. 1986). As regards the dietary effect on the
influence of cyanide intoxication on the pattern of free fatty acids
in the brain we have to mention the greater influence of the fat-enrich-
ed than of the fat-deficient diet. However, the experimental model
is a complex one, involving the action of two external factors on brain
metabolism, and the detected differences are not particularly pronounc-
ed. Therefore, we cannot conclude that the unsuitable diet during de-
velopment significantly influences the effect of hypoxia, provoked by
cyanide intoxication, on the pattern of free fatty acids in the brain and,
subsequently, the intensity of structural brain lesions. This conclusion
is in accordance with the mentioned above observations of only insigni-
ficant differences in structural and biochemical changes in the myelin
sheath between these experimental conditions.

WPLYW ZATRUCIA CYJANKAMI
NA OBRAZ WOLNYCH KWASOW TELUSZCZOWYCH MOZGU U SZCZUROW
ROZWIJAJACYCH SIE NA DIECIE Z ROZNA ZAWARTOSCIA LIPIDOW

Streszczenie

Badano trujacy wplyw cyjankéw, o natezeniu nie prowadzacym do demieliniza-
cji na obraz wolnych kwaséw tluszczowych moézgu u szczuréw rasy Wister, rozwi-
jajacych si¢ na diecie z ré6zng zawartoscig lipidow. Stwierdzono wiekszy wplyw
diety wzbogaconej w tluszcze, niz diety niedoborowej. Zaobserwowane réznice nie
byly dostatecznie wyrazZne, zeby mozna bylo wyciggnaé wniosek, Ze niewlasciwa
dieta w czasie rozwoju zmienia istotnie wplyw niedotlenienia, wywolanego przez
zatrucie cyjankami, na obraz wolnych kwaséw tluszczowych mézgu i nastepowo
wplywa na natezenie strukturalnych zmian w moézgu.

BJIIMSIHUE MHTOKCUKALIMU 1TUAHUTAMN
HA CBOBO/IHBIE JXMPHBIE KUCJIOTBI MO3I'A PA3BUBARIINXCS KPBIC,
MOJIYYAIOIMNX AUSTY C PA3JIMYHBIM COJAEPXAHUWEM JIUITUJIOB

Pe3ome

B0 HCCIIeI0BAHO TOKCHYECKOE BIIMSHUE LIMAHUIOB B KOHLEHTPALMM HE BETyLIEH K JeMHUeITH-
HU3aUMK, Ha CBOOOJHBIE JKUPHBIE KHMCIOTHI MO3ra Pa3BHBAIOIIMXCSA KPBIC pacsl Bucrap, moumy-
YAOILMX JUETY C Pa3aHYHLIM CoAepKaHueM JumuoB. O0orauleHdasi JIMMAAAME JMETA BIHSAIA

http://rcin.org.pl



350

M. Wender et al.

CHJIbHEE, YeM JuITa ¢ HexobopoMm ymnuaos. HeoTyeTnuBas pa3Hulia He MO3BOJSET CIENATh BbI-
BOJ, YTO HEYMECTHAasi AU2Ta B PA3BHTUH M3MEHSAET CYLIECTBEHHO BJIMSIHHE TMIIOKCHM, BbI3BAHHOM
LIHAHWIAMH, Ha CBOOOHBIE )KHUPHBIE KHCJIOTHI MO3Ta, H CIeOBATEIbHO, BIMAET HA CTENEHb CTPYK-
TYPHBIX MBMEHEHUU B MO3TY.

10.

iy
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In the course of brain infarction generalized basic metabolic altera-
tions and cellular dysfunctions occur (Raichle 1983). Despite widespread
changes occurring in those conditions clinicians present the opinion that
the course of brain infarction in senile patients is milder than in young-
er ones. This is possibly due to several morphological and biochemical
processes occurring in the course of brain aging. Much attention has
recently been devoted to nerve cell alterations during the aging process
(Brody 1978). The nerve cell structure and function are known to be
much impaired in that process. Few data are available, however, on
the behaviour of myelinated axons in aged human brain (Berlet et
al. 1982; Linte, Brook 1983). No ivestigation data are available based
on morphological and biochemical characteristics of brain myelin in
senile patients in the course of brain infarction. For this reason it was
interesting to compare myelin in morphological and biochemical studies
in the course of brain infarction.

MATERIAL AND METHODS

The material consisted of 21 autopsy specimens taken from patients
who died because of brain infarction (Table 1). Two other cases were
also examined. One aged 51, who died because of amyotrophic lateral
sclerosis, the other one, 91 years old died without any evident cause
except signs of atherosclerosis observed during autopsy. In all cases
autopsy was performed in the 24 hours after death. For histological
studies formalin-fixed and paraffin-embedded sections of the hemisphere
with apparent infarction and the heterolateral one referred to as the
“healthy” hemisphere were stained with hematoxylin-eosin and by the
van Gieson and Kliver—Barrera methods. Edema was evaluated ac-
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Table 1. Material and morphological results
Tabela 1. Material i ocena morfologiczna

Hemisphere with infarction
Pétkula z zawalem

“Healthy” hemisphere
Potkula ,,zdrowa’

29

4
i

Case Age Time of Hyper-  Athero-
No yrS Sex survival days tension sclerosis Macro- Leuco- Macro- Leuco- Poor myelin
Nr Wiek  Ple¢  Czas prze- Nadcis- Miazdzy- Edema phages  cytes  Edema  phages  cytes staining
przyp.  lata zycia dni  nienie ca Obrzek Makro- Leuko- Obrzek Makro- Leuko- ,,Zblednigcie”
fagi cyty fagi cyty mieliny
1 81 F 2 + 4+ 2+ - ~ 1+ - - 24
2 83 F 2 + 34 2+ 14 2+ 1+ - - 24
g 3 88 F 3 - 3+ 2+ 1+ 2+ 1+ - - 24
2 g 4 85 F 4 - 14 3+ = +/— 14 — — 2+
5 2 5 92 F 4 - 3+ 3+ 1+ 1+ - - - 24
L 6 97 F 4 + 2+ 2+ 1+ 2+ 2+ 24 - 3+
3 S 7 86 F 5 — 0 2+ - 1+ 1+ - - 2+
8 91 F 6 — 3+ 3+ - - 1+ - - 2+
9 101 F 6 i 2434+ 2+ 14 ~ 1+ - - 1+
10 89 F 8 — 3+ 3+ - 14 1+ - - 3+
1 57 F 1 2+ 3+ 14+ 14- 24 - - 2+
% 53 F 1 - 24 34 14+ — 1+ — - 34
= 3 3 M 2 - 24 24 14- 14 14 = — 34
gE | 4 49 F 3 - 0 3+ 2+ 1= 2+ — = 3+
gEv 5 55 M 4 - 1+ 2+ 2+ 2+ 1+ — - 2+
3 g 6 45 M S — 0 1+ 3+ — 14 14 — 2+
l== g 7 48 F 7 - 0 2+ 14 14 3% iy — 2+
S 2 8 50 M 12 — 14 <R — — 1+ - - 1+
¢ 1 6. - M ) - 2+ B 3+ = 2+ " - 2
'8) 2 56 F 71 = p+ rt S e — — - 24
3 60 M 3 yrs - ht ~F<//rCI J|0 g pP—« - 1+ — - 2+
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Myelin in senile brain 353

cording to a 0 to 3+ score on the basis of disintegration of fibres,
enlargement of the Virchof-Robin space and tissue rarefaction. The
number of macrophages and leukocytes was determined. When myelin
seemed to be poorly stained only in the semioval center, the staining
was assessed 1+ in the score, when it appeared in the whole hemisphere,
the staining was marked 3+.

Sections of the formalin-fixed brain were used for biochemical in-
vestigations. The material was washed several times in water at 4°C
to remove formalin, dried on Whatman paper No 1 and weighed. White
matter dry weight was determined using the gravimetric method. Myelin
was separated by the method of Agrawal et al. (1974) in a VAC 601
ultracentrifuge in a discontinuous sucrose gradient. The separated frac-
tions at sucrose concentrations of 0.32 M, 0.55 to 0.75 M and 0.85 M
were washed in distilled water and weighed after centrifugation at
100 000 g. The purity of the fractions was determined by electron mi-
croscopy examination. Lipids were extracted from the fractions by the
method of Folch et al. (1957). The total amount of lipids (Skipski et al.
1969), phospholipids (Bartlett 1959) and cerebrosides (Hess, Lewin 1965)
were determined. Neutral lipids composition was analysed by thin-layer
chromatography (Miiller, Vahar-Matiar 1974). R; values were compar-
ed to those of Sigma standards. The percentual composition of indivi-
dual neutral lipids in myelin fractions was determined by planimetry
of absorption curves at 560 nm in an ERJ-63 densitometr.

RESULTS

In morphological studies edema was more evident in the hemispheres
with infarction as compared with the healthy ones (Fig. 1). Tissue
necrosis was more pronounced in the controls, both in those with short
survival time (C,) as well as those who died a longer time after brain
infarction (C,). Poor myelin staining was noted in necrotic foci of the
hemispheres with infarction and in “healthy” ones of all tested groups.

White dry matter weight values were lower in the hemispheres with
infarction as compared with those in “healthy” hemispheres. This change
seemed to be most pronounced in one of the control groups (C,). The
“healthy” hemispheres did not differ in dry weight from the two ex-
amined normals — N,, N, (Fig. 2). A lower amount of myelin in the
senile healthy hemisphere as compared with the normal value (N,) was
observed (Fig. 2). In the hemisphere with infarction the decline in
myelin content was more evident, however, only in one of the control
group (C,). The proportion of particular myelin fractions changed with
age (Fig. 3). In healthy hemispheres of one of the control groups (C,)
the myelin fractions proportion was similar to that observed normally
in advanced age (N,). In the C, control group the proportion of myelin
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Fig. 1A—B. Brain edema of “healthy” hemisphere (1A) and of hemisphere with
infarction (1B). H—E. X 30

Ryc. 1A—B, Obrzek mézgu w pélkuli ,zdrowej” (1A) i w potkuli z zawalem (1B).
H—E Pow. 30X

"HEALTHY" HEMISPHERE HEMISPHERE WITH INFARCTION
POLKULA ,ZDROWA" POLKULA Z ZAWALEM

(%% of dry weght )
(*/s suchej wagi )

40

Z

7172 77,7

WM
\ N
N N
N 3
NiN2CyC2 S G CS
Fig. 2. Brain edema in the course of brain infarction. Ny — normal value at the

age of 51, N, — normal value at the age of 91, C; — controls with short survival
time, C; — controls with long survival time, S — senile cases (short survival time)

Ryc. 2. Obrzek moézgu w przebiegu zawalu. N; — kontrola w wieku 51 lat, N» —
kontrola w wieku 91 lat, C; — kontrola z krotkim czasem przezycia, C; — kon-
trola z krotkim czasem przezycia, S — przypadki starcze (krétki czas przezycia)
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"HEALTHY" HEMISPHERE HEMISPHERE WITH INFARCTION
POLKULA _ZDROWA® POEKULA Z ZAWALEM

MYELIN CONTENT
(mg /g white matter)

400 ZAWARTOSC MIELINY
(mg/q substancji biatej)

\\ -
3 N
N 3
N N
NN S
MN2G G S C1Cy S

PROPORTION OF MYELIN FRACTIONS
( light myelin = 1,0)
STOSUNEK FRAKCJI MIELINY
( mielina lekka = 1,0 )

i M
a 'Bise aib-c ab e abc abec
M 1 €2 G C2
=
TN
AR NN
abe abc
N2 s
2 - light myelin b - heavy myelin c- membrane fraction
2 - mielina lekka b - mielina cigzka c - frakcja btenowa
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fractions in both hemispheres was similar to that in healthy hemispheres
of aged human brain (S). In hemispheres with infarction as compared
to healthy ones the decline of heavy myelin and membrane fraction
was more pronounced in cases of short survival time (C,, S).

The total amounts of lipids, phospholipids and cerebrosides in heal-
thy hemispheres in cases with short survival time (C,, S) did not distinct-
ly change as compared with normals (N,, N;,). Total lipids and phospho-
lipids content decreased, but only in cases with long survival time (C,)
(Fig. 4). In hemispheres with infarction a decline in total lipid content
occurred only in the control group C,. The light myelin fraction was
most frequently affected. The most distinct change in the neutral lipids
pattern in healthy hemisphere was the occurrence of high amounts of
esterified cholesterol (Fig. 5). Its level was even higher in hemispheres
with infarction, but only in controls, especially in C,. In healthy he-
mispheres free cholesterol and free fatty acids increased, but the opposite
was observed in triglyceride content. The same was noted in hemispheres
with infarction. The neutral lipids pattern was changed most frequently
in the heavy myelin and membrane fractions.

DISCUSSION

The results of the studies here presented indicate that changes in
the morphological picture and biochemical composition of myelin in the
course of brain infarction depend on age and survival time. According
to clinical observation, the course of the disease in senile patients is
milder than in younger ones. In the latter patients brain destructive
changes occur rapidly and are more pronounced than in the former ones
(Barcikowska-Litwin 1983). The biochemical data presented here are
in good agreement with morphological observations. Brain infarction
destroys white matter fibres, and causes occurrence of axonal degenera-
tion with biochemical changes similar to those in experimental axonal
degeneration (Norton 1977).

The age-dependent morphological and biochemical CNS myelin dif-
ferences between senile and younger cases in brain infarction arise be-
cause of continued rapid metabolism in the latter cases, and several
features of axonal degeneration already present in the former ones.
Hmuan brain aging is associated with lipofuscin accumulation and
progressive reduction of RNA in nerve cells (Mann, Yates 1974; Uemura,
Hartmann 1978) with changes in the nerve cells nuclear chromatin struc-
ture (Berkowitz et al. 1983), atrophy of dendritic processes (Scheibel
et al. 1976), decrease of ganglioside content (Rahmann 1980; Higarsberger
et al. 1981), and changes of mitochondrial and microsomal enzymatic
activities (Gaiti et al. 1980; Sitkiewicz et al. 1982). As consequence
atrophy of nerve cell axons and their myelin sheaths in aged white
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matter occurs (Himwich, Himwich 1957; Horrocks et al. 1975; Brunetti
et al. 1983). A greater resistance of senile brain arises possibly from the
fact, that in aged human brain biological and metabolic machinery ope-
rates more and more slowly. Therefore, brain function, cells membrane
integrity and cellular structures are protected. The growing lack of
active oxygen species in ischemic aged human brain (Flamm et al. 1977,
Demopoulos et al. 1977) is also an important possible factor. Another
factor may be a lower release of neurotransmitters capable of stimulat-
ing interactions. The positive influence of slowed down metabolic pro-
cesses in brain infarction may be supported by the impact of barbitura-
tes, limiting the infarction range (Yatsu et al. 1972; Smith et al. 1974;
Michenfelder, Milde 1975). For all those reasons in the course of brain
infarction in senile age, the first step of axonal degeneration observed
consists in lipid-protein disruption (Adams, Tuquan 1961) and protein
degradation, however, in younger cases noticeable lipid composition
alterations are present.

Slowly progressing age-related changes in brain metabolism probably
result from slower homeostasis in senile patients. For that reason sud-
denly occurring additional disturbances in the course of brain ischemia
in senile patients are less harmful than in younger ones. The findings
described in this paper require, however, further studies.

ACKNOWLEDGEMENT: This work was supported by the Medical School in War-
saw (No W 464). The authors wish to thank Professor I. Hausmanowa-Petrusewicz
for her suggestions and critical reading of this paper.

MIELINA W MOZGU Z ZAWALEM U PACJENTOW W PODESZELYM WIEKU

Streszczenie

Przeprowadzono korelacyjne badania morfologiczno-biochemiczne mieliny istoty
biatej pétkul mézgowych u zmarltych z zawalem moézgu. Material stanowilo 10 przy-
padkow w wieku 80—101 lat oraz 11 przypadkéw kontrolnych w wieku 45—60 lat.
Badanie histopatologiczne wykazalo martwice i zbledniecie mieliny w pétkuli z za-
walem oraz drobne ogniska martwicy i zbledniecie mieliny, odpowiadajace encefa-
lopatii miazdzycowej w potkuli przeciwstronnej. We wszystkich przypadkach obrzek
byt wyrazniejszy w poétkuli z zawalem mniz w poéitkuli ,,zdrowej”.

Badania biochemiczne wykazaly spadek ilo$ci mieliny w poétkuli ,zdrowej” gru-
py starczej i kontrolnej z dlugotrwalym przebiegiem. W grupie kontrolnej z krotko-
trwalym przebiegiem stosunek frakcji mieliny w po6itkuli zdrowej byl podobny do
zmian w grupie starczej. W grupie kontrolnej o dilugotrwalym przebiegu stosunek
frakecji mieliny byt w obu poétkulach podobny do starczych frakcji mieliny. Ekstrak-
cja lipidéw z frakcji mieliny wykazala przede wszystkim ich zmniejszenie w grupie
kontrolnej. Zawarto$é¢ fosfolipidow byla zmniejszona we wszystkich grupach. Ocena
tluszczow obojetnych wykazala znaczne zwigkszenie ilosci zestryfikowanego cho-
lesterolu oraz zwigkszenie ilo$ci wolnego cholesterolu i wolnych kwas6w tluszczo-
wych we wszystkich grupach. Tréjglycerydy byly obnizone.

http://rcin.org.pl



362 1. Niebro6j-Dobosz et al.

Wyniki badan wskazuja, ze biochemiczny sklad mieliny istoty bialej mézgu
u chorych z zawalem zalezy od wieku oraz czasu przezycia. W wieku starczym
zmiany w zawarto$ci lipidow mieliny i ich skladzie sg mniej wyraZne miz w wieku
$rednim, przy czym stwierdzono je zaré6wno w poOtkuli z zawalem, jak i w poélkuli
zdrowej. Badania morfologiczne i biochemiczne wykazaly, ze proces rozpadu moézgu
przebiega w wieku starczym mniej gwaltownie mniz w wieku S$rednim. Zmiany
w mielinie wykazuja podobienstwo do zmian opisywanych w zwyrodnieniu akso-
nalnym.

MUEJIMH BEJIOI'O BEHLIECTBA B PASMATYEHHWU MO3I'A B CTAPYECKOM BO3PACTE

Pe3ome

ABTOpBI NPOBENH KOPPEIALUMOHHBIE Mopdonornyeckne U OHOXMMHYECKHE MCCIEHOBAHHUS
MuennHa Georo BemecTsa Mo3ra y ymeplsx m3-3a madapkra mosra. Martepuan conepxkan 10
ciyyaes B Bo3pacte 81— 101 rox u 11 KOHTPOJBHBIX CiydaeB B Bo3pacte ¢ 45 no 60 net. I'mcro-
NAaTOJOTHYECKOE MCCIIeIOBAHNE OOHAPYKUIIO pa3MArdyeHue U nobeHeHne MUETMHA B MOJYIIAPUH
¢ uudpakToM. B NpOTHBOMOIOKHOM, ,,310POBOM’ MOsymIapuu OblTH HEOONBILHKE OYard HEKPO3a,
a nobjeqHEeHHEe MMEIMHA COOTBETCTBOBAJIO CYOKOPTHKAIBHOW apTEPHOCKIEPOTHYECKON IHLe-
dbparonatuu. Otex Obn O0JsIee OTYETIMUBELIN B MOJMYLLIAPHAX C Pa3MATYEHUEM B CPABHEHMH CO ,,3710-
POBBIMU’’ TIOJTYIIAPHSIMH.

BHOXHMUYECKHE WMCCIEOBAHUS TOKA3aJiM MOHMIKEHHE KOJIMYECTBA MMEIMHA B ,,3/I0POBBIX
MOJIyIAPHAX CTAPYECKHX C/Iy4aeB M KOHTPOJIBHOMN TPYINNbL C JAJIHHHBIM TeYeHUeM Oosie3nu. B Kou-
TPOJIBHBIX CIy4asX ¢ KPATKOBPEMEHHBIM TeYeHHeM OOJIe3HH OTHOIICHHE MMEIMHOBLIX (paKkumii
B ,,310pOBOM’’ MOJyIMAapHH ObUIO MOXOXKE Ha CABUIM (pakumii B cTapuyeckoii rpynne. ®pakuun
MuEIMHAa B 000MX HOJIYLIAPHAX IIHTEIbHO OONEIOINX KOHTPOJIBHBIX CIyYaeB ObLIM NOXOXKH Ha
MUEIMHOBBIE (PPAaKLMU CTAPUYECKOrO BO3pacTa.

DKCTpaKUus JANMUAOB U3 (pakuuy MHEJIMHA NO0Ka3ana MOHMKEHME TOTAJIBHOI'O MX KOJIMYec-
TBa NPEXIE BCErOo B KOHTPOJbHBIX ciydasx. Copepxanue Gochomunanos ObLIO NOHMKEHO BO
BCEX MCCNIEIOBAHHBIX ciyyasx. MccneqoBanue HEMTPAIbHBIX JIMNIUAOB OOHAPYKUIIO 3HAYMTENbHOE
NOBBILIEHHE 3TePUGUIMPOBAHHOTO XOJECTEPHHA, CBOOOIHOTO XOJIECTEPUHA M CBOOOIHBIX KMUPHLIX
KHCIIOT BO BCEX MCCII€JOBaHHBIX rpynmax. Tpuriuuepuipl ObUTH IOHUKEHBI.

BbIUIeH3I0KEHHBIE TaHHbIE CBHIACTEALCTBYIOT O TOM, YTO XMMHYECKHil COCTaB MUeIUHA Oe-
JIOrO BELIECTBA TOJIOBHOTO MO3ra 3aBHCHT OT BO3PacTa OOJBbHBIX M JIHTEIBbHOCTH OOJIE3HH.

B crapyeckom BO3pacTe CABMIHM B COIAEPKAHMM JIMNALAOB MUEJIMHA U MX COCTaBE MEHEE Bbipa-
JKEHBI, Y4eM B CpEIHEM BO3pacTe, NPUYeM ITH CABUIH ObUTH OOHApYKEHBI KaK B MOJYIIAPDUU C UH~
(hpaxTom, Tak M B ,,300POBOM’’ IOJIYLIAPUM.

Mopdonornyeckue ¥ OMOXUMHYECKME WCCIIEIOBAHMS TOKA3abIBAIOT, YTO ITPOLECC pacnaja
B CTApYeCKOM BO3pacTe MEHEE WHTEHCHUBHBIN, YeM B CpeJHeM Bo3pacTe. buoxumMmyeckue u3mene-
HUS MHEJIMHA HAMOMMHAIOT AKCHMOHAJIbHOE IEpepOKICHHE.
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Wilson’s disease, alongside with hepatogenic encephalopathies result-
ing from acquired liver damage and/or abnormal portal circulation are
neuropathologically characterized by a dominant alteration of astrocytes.
Therefore, both these clinical conditions are considered as primary glio-
pathies (Mossakowski 1966; Seitelberger 1970; Diemer 1978; Norenberg
1981). The leading feature of brain pathology in these cases are progres-
sive astrocytic changes, taking the form of generalized proliferation and
hypertrophy concomitant with regressive alterations expressed as non-
specific degeneration of astrocytes. These non-specific changes are
accompanied by special forms of abnormal astrocytes, which are con-
sidered as typical for both genetically-conditioned and acquired forms
of hepatocerebral degeneration. These are Alzheimer cells type I and
IT and Opalski cells. Hitherto Alzheimer cells, type I were described
exclusively in Wilson’s disease while Opalski cells were observed both
in hepatolenticular degeneration and in non-specific hepatogenic ence-
phalopathies. Least specific are Alzheimer cells, type II. They were
described not only in both forms of hepatocerebral degeneration but
also in a number of other pathological conditions among them in severe
cerebral ischemia (Maslinska, Oniszezyk 1970) and in acute infectious
diseases of childhood (Opalski 1936).

The abundance and great variability of pathological astrocytic forms
in both genetical and acquired hepato-cerebral degeneration, offer an
unique opportunity to study their immunomorphological properties.
Contrary to the profuse literature, concerning antigenic properties of
astrocytes in normal conditions and in neoplastic proliferation (Bignami
et al. 1972; Bignami, Dahl 1973, 1974; Antanitus et al. 1975; Bock et al.
1975, 1980; Weinrauder, Lach 1975, 1977; Martinez-Hernandez et al.
1977; Eng, Rubinstein 1978; De Armond et al. 1980 and others), data con-
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cerning this aspect of hepatocerebral degeneration are scarse. The pu-
blications of Sobal et al. (1981) and Kimura and Budka (1984) are limited
to problems of acquired hepatogenic encephalopathy, while Norenberg
(1981) deals with experimental hepatic encephalopathy. The studies of
Mossakowski and Weinrauder (1984) were performed under model con-
ditions in tissue culture.

This inclined us to perform immunomorphological studies in a case
of clinically, biochemically and neuropathologically verified Wilson’s
disease. Rabbit antisera to glial fibrillary acidic protein (GFAP) and
S100 protein were used.

MATERIAL AND METHODS

Studies were carried out on paraffin sections from a cerebral he-
misphere, including frontal cortex, white matter and the anterior part
of basal ganglia from a case of Wilson’s disease, previously published by
one of us (Mossakowski et al. 1964). The reason for publication was the
atypical localization of tissue abnormalities, consisting in severe diffuse
spongiosis of subcortical white matter with relatively slight involvement
of basal ganglia. The surroundings of the large spongiotic focus contained
numerous pathological glial forms, such as hypertrophied gemistocyte-
-like astrocytes, Alzheimer cells, type I and Opalski cells. They were
found also in other grey structures, such as cerebral cortex and basal
ganglia, and Opalski cells additionally in the white matter. In most grey
structures abundant Alzheimer type II cells were present, alongside with
hypertrophied and degenerated astrocytes, showing considerable frag-
mentation of their processes.

Immunohistochemical staining was performed according to the pro-
cedure described by Hsu and Raine (1981) and Hsu et al. (1981). Micro-
tome sections, taken from 20-year-old paraffin blocks, were deparaffiniz-
ed in toluene and absolute ethancl and then transferred through graded
alcohol solutions to distilled water. Endogeneous peroxidase was blocked
by 5-min immersion in 3% hydrogen peroxide in phosphate buffer, pH
7.2. After 5 min rinsing in the same buffer, the sections were subjected
to 30-min incubation in normal goat serum, diluted 1:50. Both this and
all other incubations were carried out at room temperature.

Antiserum to GFAP was diluted 1:100, and that against S100 pro-
tein — 1:200. Incubation in the respective sera lasted 60 min. Then the
sections were rinsed for 10 min in phosphate buffer, pH 7.2. The next
step consisted in incubation of sections in biotinylated goat anti-rabbit
antiserum (1:200) (biotinylated goat antiserum, avidin and biotinylated
peroxidase produced by Vector Laboratories, Burlingame, USA). In-
cubation time was 30 min. After short rinsing in phosphate buffer the
sections were transferred for the next 30 min to the avidin-biotinylated
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peroxidase complex, diluted 1:100. Rinsing in phosphate buffer preceded
transfer of sections to TRIS-HCI buffer, pH 7.6 and 10-min incubation
in 0.05%% solution of diamine benzidine (in TRIS-HCI buffer) with addi-
tion of 0.01%0 H,0,.

After several washings in distilled water, the sections were shortly
counterstained in hematoxylin (10 sec) and, after rinsing with a tap
water, they were dipped for 3 sec in a concentrated solution of lithium
carbonate (LiCO;) and again washed in water. The last step consisted in
their dehydration in graded ethanol solutions and toluene and mounting
with use of Eukitt medium.

RESULTS

The results obtained with the.use of both immune sera were essen-
tially similar, however, some differences in the immunomorphological
picture justify their separate presentation.

Anti-GFAP serum

The most striking feature of the general picture of the cerebral cortex
consisted in a concentration of strongly positive astrocytes in the mole-
cular layer with a much less abundant astrocytic population in the in-
termediate ones. Numerous astrocytes appeared also in deep cortical
layers (Fig. 1). Subpial astrocytes were hypertrophied, their perikarya
and processes were densely filled with products of immunocytochemical
reaction (Fig. 2). Astrocytes in deep cortical layers, some of them with
evident features of hypertrophy, were characterized by considerable
fragmentation of their processes. In many cases only their perikarya
were stained. As a rule, perivascular rings of astrocytic sucker feet were
visualized (Fig. 3). Astrocytes of edematous white matter were stained
moderately. In most of them reaction products visualized only cellular
perikarya with short residual processes (Fig. 4). Gemistocytes surrounding
a large spongiotic focus within the subcortical white matter revealed
a strong immunochemical reaction (Fig. 5). The most intense reaction
characterized Opalski cells (Fig. 6). It was diffuse in nature and showed
no relation with fibrillary cytoplasmic structures. The same was typical
of what is called intermediate cells, which differ from Opalski cells by
their smaller diameter and presence of residual processes. Alzheimer
cells, type I were stained intensively (Fig. 7). Typical of them was uneven
distribution of the reaction products in their cytoplasm. Most of the
Alzheimer cells, type II did not show any reaction products around their
sharply delineated nuclei (Fig. 8A). In some of them, however, a thin
rim of brown cytoplasm was present (Fig. 8B).
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Fig. 1. GFAP. Cerebral cortex. Numerous positively stained astrocytes in the mole-
cular layer and very scanty in the deeper ones. X 100
Ryc. 1. GFAP. Kora moézgu. Widoczne liczne zywo dodatnie astrocyty w warstwie
drobinowej i pojedyncze w warstwach glebokich. Pow. 100 X

Fig. 2. GFAP. Hypertrophied astrocytes in the molecular cortical layer with posi-
tive immunohistochemical reaction in perikarya and processes. X 400
Ryc. 2. GFAP. Przerosie astrocyty warstwy drobinowej kory z dodatnim odczynem
immunohistochemicznym w perykarionach i wypustkach. Pow. 400 X
Fig. 3. GFAP. Astrocytes from deep cortical layer with features of klasmatoden-
drosis. Note intensive staining of perivascular processes. X 200

Ryc. 3. GFAP. Astrocyty z cechami klazmatodendrozy w glebokiej warstwie kory
moézgu. Zwraca uwage zageszczenie dodatnich wypustek okolonaczyniowych. Pow.
200 X

Fig. 4. GFAP. Scanty astrocytes of the white matter with fragmented processes
displaying moderate immunohistochemical reaction. X 200

Ryc. 4. GFAP. Skape astrocyty istoty bialej moézgu z niewyraZnie zaznaczonymi

wypustkami, wykazujgce umiarkowany odczyn immunohistochemiczny. Pow. 200 X
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Fig. 5. GFAP. Gemistocytes with intense immunohistochemical reaction in the
vicinity of spongiotic focus. X 400
Ryc. 5. GFAP. Gemistocyty z intensywnym odczynem immunohistochemicznym
w otoczeniu ogniska zgabczenia tkanki. Pow. 400 X
Fig. 6. GFAP. Opalski cells with strong immunohistochemical reaction. X 400
Ryc. 6. GFAP. Komoérka Opalskiego z silnym odczynem immunohistochemicznym.
Pow. 400 X
Fig. 7. GFAP. Alzheimer cell, type 1. Note uneven distribution of the end product
of immunohistochemical reaction. X 400
Ryc. 7. GFAP. Komoérka Alzheimera typu I. Zwraca uwage nier6wnomierny roz-
kiad produktu odczynu immunohistochemicznego. Pow. 400 X
Fig. 8. GFAP. Alzheimer cells, type II. X 1000. A. Negative immunohistochemical
reaction; B. Showing narrow rim of positively stained cytoplasm

Ryc. 8. GFAP. Komoérki Alzheimera, typ II. Pow. 1000 X. A. Ujemny odeczyn im-
munohistochemiczny; B. Wykazujgca waski rabek zabarwionej cytoplazmy

Anti — S100 protein serum

A general impression of more intense immunohistochemical reaction
was typical of sections, processed with anti-S100 protein serum, as com-
pared with those for which anti-GFAP serum was used. This was mostly
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due to the appearance of a positively stained fibrillary network in all
structures of the central nervous system, not excluding foci of extensive
tissue spongiosis. Different was also the distribution of stained astrocy-
tes within the cerebral cortex. Astrocytes were evenly spread in all

Fig. 9. S100. Cerebral cortex with evenly distributed astrocytes revealing positive
immunostaining, X 100

Ryc. 9. S100. Kora mézgu z réwnomiernie rozproszonymi astrocytami wykazujgcymi
dodatni odczyn immunohistochemiczny. Pow. 100 X
Fig. 10. S100. Hypertrophied astrocytes of the molecular cortical layer, revealing
strong immunohistochemical reaction in perikarya and processes. X 400
Ryc. 10. S100. Przero$niete astrocyty warstwy drobinowej kory z silnym odczynem
immunohistochemicznym w cytoplazmie i wypustkach. Pow. 400 X
Fig. 11. S100. Astrocytes from deep cortical layer revealing features of klasmatoden-
drosis. X 400
Ryec. 11. S100. Dodatnio wybarwione astrocyty glebokiej warstwy kory wykazujace
cechy klazmatodendrozy. Pow. 400 X
Fig. 12. S100. White matter astrocytes with features of klasmatodendrosis revealing
strong immunostaining. X 200

Ryc. 12. S100. Astrocyty istoty bialej mozgu z cechami fragmentacji wypustek. Pow.
200 X
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cortical layers, without their condensation in the molecular layer (Fig. 9).
Similarly as in the case of anti-GFAP serum, hypertrophied subpial
astrocytes in the molecular layer accumulated abundant reaction pro-
ducts in their perikarya and processes (Fig. 10). Processes of damaged
astrocytes in the remaining cortical layers were relatively well visuali-

Fig. 13. S100. Gemistocytes from the surroundings of extensive tissue spongiosis,
revealing strong immunohistochemical reaction. X 400

Ryc. 13. S100. Gemistocyty z otoczenia ogniska zgabczenia z bardzo silnym odczynem

immunohistochemicznym. Pow. 400 X
Fig. 14. S100. Opalski cell with strong immunohistochemical reaction. X 400
Ryc. 14. S100. Komorka Opalskiego z silnym odczynem immunohistochemicznym.
Pow. 400 X

Fig. 15. S100. Alzheimer cell, type I with uneven distribution of end product of
immunohistochemical reaction. X 400

Ryc. 15. S100. Komoérka Alzheimera typu I z nieréwnomiernym rozkladem produktu

koncowego reakcji immunohistochemicznej. Pow. 400 X
Fig. 16. S100. Alzheimer cells, type II. X 1000. A. Negative immunohistochemical
reaction; B. Surrounded by a rim of positively stained cytoplasm

Ryc. 16. S100. Komorka Alzheimera typu II. Pow. 1000 X. A. Ujemny odczyn im-
munohistochemiczny; B. Otoczona pierscieniem dodatnio zabarwionej cytoplazmy

6 — Neuropatologia Polska 3/86
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zed (Fig. 11). So were astrocytes in the edematous white matter, most
of them showing features of advanced klasmatodendrosis (Fig. 12). Ge-
mistocytic forms of astrocytes in the neighbourhood of focal spongiosis
were deeply stained (Fig. 13). So were Opalski cells, localized both here
and in the remaining areas of the brain (Fig. 14). Staining of Alzheimer
cells, type I was less intense than that of Opalski cells. Like in the case
of anti-GFAP serum, uneven distribution of the reaction products within
their cytoplasm was a common feature (Fig. 15). In most instances Alz-
heimer cells, type II were negative (Fig. 16A). However, some naked
nuclei were surrounded by a narrow rim of accumulated brown granules
(Fig. 16B).

DISCUSSION

The above presented observations indicate that most of the abnormal
astrocytes, typical of Wilsonian gliopathy, retain the antigenic proper-
ties of normal astroglia. This concerns both astrocytes revealing features
of hypertrophy and non-specific degeneration as well as their morpho-
logically modified forms such as Alzheimer type I and Opalski cells. The
present observations confirm our previous data, obtained in tissue cul-
ture conditions with the use of sera from patients with Wilson’s disease
and the hyperammonemic form of hepatic coma (Mossakowski, Weinrau-
der 1984). In those studies anti-GFAP sera were used as well as sera
containing antibodies against glutamine synthetase and glial antigen
common for oligo- and astrocytes, described by Weinrauder and Lach
(1975). The concordance of these results allows to assume that damaged
and transformed astrocytes may retain not only antigenic, but also me-
tabolic and functional properties of normal astroglia. The presence of
specific astroglial markers both in naturally occurring Opalski cells and.
in those obtained in model tissue culture conditions confirms clearly
their astrocytic origin, despite of some discussion concerning their histo-
genesis (Greenfield 1972).

The immunomorphological properties of Alzheimer cells, type II
require a separate discussion. Despite their constant appearance in all
cases of hepatocerebral pathology, both naturally occurring and evoked
experimentally, Alzheimer cells, type II are also present in other types
of cerebral lesions. In the examined case of Wilson’s disease most Alzhei-
mer type II cells did not show the presence of either GFAP and S100
protein. This is concordant with the observations of Sobel et al. (1981)
and Kimura and Budka (1984). The constant lack of reaction with im-
mune sera against GFAP inclined Sobel et al. (1981) to consider that
transformation of protoplasmic astrocytes into Alzheimer cells, type II
is connected with a reduced production of glial fibrillary acidic protein.
In our material, however, in a small proportion of naked nuclei, a posi-
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tive reaction with both specific astroglial antigens was found. It does
not seem possible to explain this divergence by the fact that the studies
of Sobel et al. (1981) were performed on material of acquired hepatic
encephalopathy, while ours in a case of typical Wilson’s disease. In our
previous studies carried out in tissue culture conditions with the use of
sera from patients both with Wilson’s disease and hepatic coma, Alzhei-
mer cells, type II consistently revealed a positive immunocytochemical
reaction for specific astrocytic antigens. This took the form of a narrow
rim of bright fluorescence surrounding enlarged cellular nuclei. The
width of the latter ranged from hardly visible to a well defined ring of
fluorescence.

The discordance of immunomorphological results can find explana-
tion in the ultrastructure of Alzheimer cells, type II. As shown in elec-
tron microscope studies, carried out in cases of Wilson’s disease (Anzil
et al. 1974) and in natural (Martinez 1968; Foncin, Nicolaides 1970) and
experimentally induced hepatic encephalopathy (Norenberg, Lapham
1974; Ostenda et al. 1976), Alzheimer cells type II correspond to enlarged
astrocytic nuclei, surrounded by a narrow rim of cytoplasm, iompletely
or almost completely devoid of any organelles. Transformation of normal
or hypertrophied astroiytes to naked nuclei is a progressing process, dif-
ferent phases of which can be observed both in light microscopic and
immunomorphological studies.

Another noteworthy question in our material is the immunomorpho-
logical picture of the white matter astrocytes, especially that with the
use of anti-GFAP serum. According to the observations of Rubinstein
et al. (1962) brain edema provokes a rapid fibrous astrocytic reaction.
In this context a strong positive reaction with GFAP-antiserum could be
expected in the edematous white matter. This was not the case in our
material, in which fibrous white matter astrocytes, showing greatly
advanced klasmatodendrosis gave a rather weak immunohistochemical
reaction. This phenomenon may be possibly connected with astrocytic
damage due to the primary pathological process. A reduced ability of
fibre production by astrocytes was observed both in Wilson’s disease
(Mossakowski 1966) and in experimental hepatic encephalopathy (Diemer
1978; Norenberg 1981). Another possible explanation can be related
with the chronic nature of brain edema in a case of Wilson’s disease
with extensive spongiosis of the white matter. It is well known that
prolonged brain edema results in astrocytic lesions, expressed first of all
by klasmatodendrosis (Klatzo 1967). This was the most common type of
astrocytic pathology observed in our case. Concomitance of both mecha-
nisms cannot be excluded.

A worth mentioning additional observation concerns the differences
in distribution of cortical astrocytes when stained with both immunolo-
gical sera. Anti-GFAP serum visualized mostly astrocytes in the mole-
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cular and deeper cortical layers, while in the intermediate cortical layers
the astrocytic population was hardly visible. In the reaction with S100
protein antiserum astrocytes were evenly distributed in all cortical
layers. This corresponds to the differences observed in the cerebral cor-
tex of normal experimental animals (Ludwin et al. 1976) and is probably
connected with the fact that GFAP, although appearing in all types of
astrocytes, is above all a specific marker of fibrillary ones (Eng et al.
1971; Bignami et al. 1972; Antanitus et al. 1975; Bock et al. 1975, 1980),
while S100 protein is a more universal astrocytic antigen (Ludwin et
al. 1976).
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KWASNE WLOKIENKOWE BIALKO GLEJOWE ORAZ BIAELKO 5100
W PATOLOGICZNYCH POSTACIACH ASTROCYTOW W CHOROBIE WILSONA

Streszczenie

Przeprowadzono badania immunomorfologiczne dotyczace zawartosci kwasnego
biatka witokienkowego (GFAP) i biatka S100 w patologicznych postaciach astrocy-
tow wystepujacych w osrodkowym ukladzie nerwowym w chorobie Wilsona. Wy-
kazano, ze zar6wno hypertroficzne postaci astrocytow, jak i komérki z cechami
zwyrodnienia zawieraja swoiste antygeny glejowe. Roéznig si¢ jedynie intensyw-
noscig odczynu immunochemicznego. Szczegbélnie znaczne nasilenie osigga on
w gemistocytach otaczajacych ogniska rozpadu tkankowego, w komoérkach Opal-
skiego, komoérkach Alzheimera typu I oraz w przerostych astrocytach molekularnej
warstwy kory moézgu. Cecha charakterystyczng komérek Alzheimera typu I bylo
nieréwnomierne rozmieszczenie produktu reakecji immunohistochemicznej w cyto-
plazmie. W wigkszo$ci komoérek Alzheimera typu II odczyn byt negatywny zaréwno
w przypadku surowic odpornosciowych anty-GFAP, jak i anty-S100. Tylko nie-
znaczna cze$¢ ich populacji wykazywala dodatni odczyn przeciwko antygenom,
ujawniajacy sie w postaci waskiego rabka otaczajacego nagie jadra. Réznice te
zaleza prawdopodobnie od stopnia uszkodzenia struktur cytoplazmatycznych komoé-
rek Alzheimera typu II.

KUCJIbIA ®UBPUJJIAPHBIN BEJIOK I'JIMU U BEJIOK S100
B ITATOJIOTMYECKUX ®OPMAX ACTPOLUMTOB B BOJIE3HU BMJILCOHA

Pe3ome

TpoBeensbl UMMYHOMOP(OIOTHYECKHE UCCIIEIOBAHUSA COAEPKAHUA KUCIOTO (GuOpHuILIAPHOro
6enka (GFAP) u Genka S100 B natonornyeckux popmax acTPOLUUTOB, BLICTYNAOIIMX B LUEHTPaib-
HOIt HepBHOIT cucteme B Gone3nn Bunbcona. ITokaszano, 4To Kak runeprpoduyeckue dopmser ac-
TPOLMTOB, TAK W KJETKH C IPU3HAKAMH JEreHePaLuH, CONEPXKaT CreuupuYecKue aHTHICHbI TIIAH.
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Ouu pa3nuyaloTCs TONBKO MHTEHCHBHOCTBIO HMMYHOJIOTHYECKOiT peakuun. OHa 0COGEHHO CHITbHA
B TFEMHUCTOLMTAX OKPYXalOUIMX OYaru TKAHEBOTO pacmana, B kieTkax OnanbCKoro, B KieTKax
Anbureitvepa THna I u B rumepTpoduuecKkux acTPOLMTAX MOJEKYJISPHOTO CJIOSi MO3TOBOM KOPBHI.
XapakTepHoit 4epToii KieTok AnbureiimMepa Tuna I 6pU10 HEPaBHOMEpHOE pa3MelleHHe NPOIyKTa
MMMYHOTUCTOXMMMYECKOH peakuua B uutonnazme. B GOnbLIMHCTBE KIETOK AJjblreiiMepa Tuna
IT e 6b110 peakumu, Kak ¢ CbIBOPOTKaMu uMMyHHTeTa npoTus GFAP Ttax u npotus S100. He3na-
YWTENbHAA TONBKO YaCTh 3THX KJIETOK MPOSBIISAIA MOJOKUTEIBHYIO PEAKLHUIO NMPOTHB aHTHIEHOB,
KOoTopasi oOHapyXuBallaChb B BHIE Y3KOTO PyOuMKa, OKPYKAIOLIErO Tojble sapa. DTH pa3auyus
3ABMCAT, BEPOATHO, OT CTENEHHU HAPYIIEHHUS LUTOIIa3MAaTHYECKUX CTPYKTYP KJIETOK AnblreiitmMepa
Tuna II.
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Ischemia leads to a marked influx of calcium into brain cells, with
concomitant increase of calcium ions activity in cytosol (Nicholson et al.
1977; Hansen, Zeuthen 1981; Harris et al. 1981). The elevated intracellu-
lar Ca?" may disturb the cellular regulatory processes including Ca-cal-
modulin systems and this would result in the activation of lipolysis and
proteolysis (Moskowitz et al. 1984; Zimmerman, Schlaepfer 1984a,b) and
finally in irreversible cell damage (Lazarewicz et al. 1978a; Farber 1981;
Hass 1981; Siesjo 1981).

To our knowledge, little attention has been paid to the effect of cal-
cium ions on anabolic processes and particularly on protein biosynthesis
in the central nervous system. The results of in vitro studies on brain
slices and liver cell-free systems are controversial (Mase et al. 1962;
Huttunen 1969; Vernie et al. 1972; Rao et al. 1974; Lazarewicz et al.
1978b). Data concerning the influence of Ca®" on brain protein biosyn-
thesis would be valuable for understanding the intracellular regulatory
processes and particularly the mechanisms of the postulated Ca damage
to ischemic brain cells.

Therefore, the aim of present experiments was to study the effect
of calcium ions on the incorporation of L-[U-'“C]-phenylalanine into pro-
teins of the postmitochondrial fraction from normal rat brain.

MATERIAL AND METHODS

Tissue preparation, The brains of male Wistar rats weighing 250—
300 g were removed immediately into ice-cold 0.25 M sucrose in medium
»M” containing 20 mM Tris-Cl, pH 7.5, 40 mM NaCl, 100 mM KCI, 10 or
5 mM MgCl, and 6 mM B-mercaptoethanol. All subsequent procedures, as
described by Kleihues et al. (1975b) were carried out at 4°C. The brains
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were homogenized by hand in 3 vol (v/w) of the medium with a standard
teflon/glass homogenizer. After centrifugation for 10 min at 10000 g,
the postmitochondrial supernatant was passed down a column of Se-
phadex G-25, equilibrated and eluted with medium ,M”. This procedure
removes most of the endogenous free amino acids. Fractions of 1.5 ml
were collected and the five with the highest extinction at 260 nm! were
pooled and diluted with medium ,,M” so that the final concentration of

Protein synthesis in vitro. The assay mixture contained 5 mM ATP,

Protein synthesis in vitro. The assay mixture contained 5 mM ATP,
0.1 mM GTP, 20 uM solution of each of 19 L-amino acids (except phe-
nylalanine), 0.01 uCi (370 Bq) of 0.1 uM L-[U-!*C]-phenylalanine, 450 ug
creatine phosphate, 24 ng creatine kinase (EC 2.7.3.2) in 200ul of medium
,M”. pH was adjusted to 7.5 using 1 M KOH. The activity of calcium
ions was maintained constant with the Ca-EGTA buffer system as de-
scribed by Katz et. al. (1970). Assay mixtures were preincubated for
5 min at 37°C before addition of 300 ul of postmitochondrial supernatant.
After 20 min of incubation at 37°C, reactions were terminated by ad-
dition of 3 ml of cold 5% TCA containing 0.1 unlabeled phenylalanine.
Samples were left overnight at 4°C and the precipitates were extracted
with 5% TCA at 75°C for 15 min, washed at room temperature with
5%/ TCA, twice with ethanol-ether (3:1, v/v) and ether. After solubiliza-
tion by NCS the radioactivity of the protein fraction was estimated in
10 ml of a conventional toluene scintillator. The counting efficiency was
about 80%. The blank values, obtained for reactions stopped at zero
time, were subtracted.

Proteolytic activity. For estimation of protein degradation in the cell-
free system the proteins were prelabeled either during in vitro incuba-
tion or in vivo, prior to separation of the postmitochondrial supernatant
fraction. The labe'ing in vitro with L-[U-'*C]-phenylalanine was perform-
ed exactly as described above for estimation of protein biosynthesis,
under optimal conditions (at 10 mM MgCl,). The in vivo labeling was
carried out by the intraperitoneal injection of 250 uCi (9.25 MBq)
D-[U-!4C]-glucose per kg body weight. After 20 h rat brain postmito-
chondrial supernatant was isolated, prepared for experiments as describ-
ed above and incubated without radioactive amino acid. In both cases
proteolytic activity measurements were initiated by administration of
Ca-EGTA buffers maintaining the desired Ca?" concentrations, and
cycloheximide (200 pg per ml) which was shown in control experiments
to inhibit completely amino acid incorporation into proteins. The incuba-
tion was continued for 20 min at 37°C, then the reaction was terminated
and proteins were extracted for radioactivity measurements exactly as
described above.

Materials. GTP and creatine phosphate were obtained from Reanal
(Hungary). ATP, calmodulin, chlorpromazine, creatine phosphokinase,
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ethylene glycol-bis-/f-aminoethyl ether/N,N’'-tetraacetic acid (EGTA) were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). Sephadex G-25
was obtained from Pharmacia (Uppsala, Sweden). L-[U-“C]-phenylalani-
ne, specific activity 512 mCi (18.9 GBq) per mmol, G-[U-"C]-glucose,
292 mCi (10.8 GBq) per mmol, and NCS tissue solubilizer from the Ra-
diochemical Centre, Amersham, U. K. The labeled phenylalanine was
diluted with unlabeled amino acid carrier to give a specific radioactivity
of 44 mCi (1.63 GBq) per mol. Other reagents were AR grade. Isolation
and incubation media were prepared in glass-redistilled water.

RESULTS

In initial experiments the optimal conditions for in vitro protein
synthesis were examined. The maximum incorporation of L-[U-C]-phe-
nylalanine occurred at 10 mM Mg2?". At 7.5 mM MgCl, it was somewhat
lower, but in the presence of 5 mM Mg?" the labeling of protein was
decreased by 50%o.

The effect of Ca%" in concentrations of 10 uM to 'l mM on protein
synthesis in the rat brain postmitochondrial supernatant fraction (Fig.
1A,B) appeared to be dependent on the Mg?" concentration in the incu-
bation medium. In the presence of 5 mM Mg?>", the incorporation of
L-["C]-phenylalanine into newly synthesized proteins increased with
rising Ca®" concentrations. The maximum incorporation was observed at
500 uM Ca?" (Fig. 1 A). However, the level of protein radioactivity re-
ached under these conditions was still lower by 40% than that obtained
in the presence of 10 mM Mg?". Higher Ca?" concentrations (750 pM
and 1000 uM) had no significant effect on the amino acid incorporation.

In the presence of 10 mM Mg?" (Fig. 1 B), amino acid incorporation
was significantly ‘inhibited by Ca?" in a concentration-dependent man-
ner. The inhibition of protein sythesis increased from 7% to 70% with
the rise of Ca?" from 10 uM to 1 mM.

In order to test whether the observed calcium effects were calmodu-
lin-dependent, some amino acid incorporation experiments were perform-
ed in a calmodulin-enriched system or in the presence of chlorproma-
zine — an inhibitor of calmodulin activity (Nelson et al. 1983).

The results of Table 1 demonstrate a lack of any further effects of
calmodulin and its inhibitor on the inhibition of protein synthesis by
calcium.

The possible contribution of Ca-dependent protein degradation in
the observed phenomena has been evaluated. For this purpose the post-
mitochondrial fraction, with proteins prelabeled in vitro or in vivo was
submitted to incubation under conditions identical as in amino acid in-
corporation experiments with corresponding Ca?" concentrations (Fig. 2).
To avoid reincorporation of liberated amino acids into protein, cyclo-

http://rcin.org.pl



380 T. Zalewska, J. W. Lazarewicz

1001 A
901
80-
701
60-
50-
40

radioactivity

20+
104

T T T -
10 50 100 250 500 750 00 Ca? MM

B

of maximal

100
90
801
701
601
501
401
301
20+

101

%o

10 50 100 250 500 750 1000C02 M
Fig. 1. Effect of calcium on in vitro incorporation of L-[!C]|-phenylalanine into
protein in the presence of 5 mM or 10 mM Mg?*. Protein synthesis was measured
for 20 min at 37°C with a postmitochondrial supernatant prepared and incubated
in the presence of 5 mM Mg2t+ (A) or 10 mM Mg2+ (B). Incubation and protein
extraction conditions, as described in Material and Methods section. Results are
expressed as per cent of maximal incorporation in each individual experiment.
Mean of 5 independent experiments £ SEM
Ryc. 1. Wplyw wapnia na wbudowywanie in vitro L-[C] fenyloalaniny do biatek
w obecnosci 5 mM i 10 mM Mg2t. Synteze bialek mierzono w czasie 20 min przy
37°C, stosujac supernatant postmitochondrialny otrzymywany i inkubowany w
obecno$ci 5 mM Mg+ (A) lub 10 mM Mg?2+ (B). Warunki inkubacji i ekstrakeji
bialek jak opisano w Materiale i Metodach. Wyniki wyrazono w procentach mak-
symalnego wbudowywania w danym eksperymencie. Srednie arytmetyczne z 5 nie-
zaleznych do$wiadczen * standardowy biad sSredniej

heximide was added in concentrations completely inhibiting protein
biosynthesis. The results presented in Fig. 2 clearly show that the pro-
teolytic activity including that of the Ca-dependent proteinase remains
undetectable when measured by digestion of the radioactive substrate.

http://rcin.org.pl



Effect of Ca on protein synthesis 381

Table 1. Effect of calmodulin and chlorpromazine on the calcium-evoked inhibition of L-[U **C]-
phenylalanine incorporation by the postmitochondrial supernatant fraction
Tabela 1. Wplyw kalmoduliny i chloropromazyny na wywolana przez wapn inhibicje wbudowy-
wania L-[U '*C] fenyloalaniny do bialek frakcji postmitochondrialnej

14C incorporation into protein
% of control

Whbudowywanie **C do bialek
% kontroli

Calmodulin 100.1+-8.0
Chlorpromazine 98.6+7.5
10 uM Ca?+ 752462
10 uM + calmodulin 72.548.0
1000 uM Ca?*+ 20.1-+3.1
1000 pM + calmodulin 20.54-2.6
1000 wM -+ chlorpromazine 26.4--0.9

Protein synthesis was estimated at 10 mM Mg?* in the presence of calmodulin — 5 pg per
0.5—ml sample, 10~ M chlorpromazine and Ca?+ — buffered by EGTA — 10-5 and 103 M.
Results represent means -~ S.E.M. of 3 experiments. Effects of modulators tested are statistically
insignificant (p > 0.05).

Biosynteze biatka badano przy 10 mM stezeniu Mg?+ w mieszaninie inkubacyjnej, w obecnosc
kalmoduliny — 5 p.g na probe objetosci 0.5 ml chlorpromazyny 10-° M i jonéw wapnia buforo-
wanego przez EGTA w stezeniach 10~ M i 103 M. Wyniki sa $rednimi -~ standardowy biad
Sredniej z 3 doSwiadczen. Wplyw zastosowanych modulator6w nie byt znamienny statystycznie
p > 0.05).

DISCUSSION

The role of Ca?" in regulation of protein biosynthesis in the central
nervous system is not clear, as the published results are often contra-
dictory and both stimulation (Gordon, Lippmann, 1967) and inhibition
(Huttunen 1969, 1973; Rao et al. 1974) of protein synthesis by Ca®*" have
been reported. This discrepancy may have resulted from significant dif-
ferences in experimental conditions, since both tissue slices and a cell-
-free system were used and the ionic composition of incubation media
varied considerably. In the present experiments the effect of Ca®" on
protein synthesis in the postimitochondrial supernatant fraction from
intact rat brain was studied. The use of the ATP regenerating system
and Ca*"/EGTA buffers in the incubation medium guaranteed constant
levels of both factors.

Magnesium is an obligatory component of protein biosynthesis. Our
results confirm the findings reported by Vernie et al. (1972) that the
maximum incorporation of amino acids occurs in the presence of 10 mM
magnesium. Since the activating effects of Mg®>" on many enzymatic
processes are often antagonized by Ca?" (Bianchi 1968), the supposition
that a decrease of the cellular Mg2?"-to-Ca?" ratio could lead to inhibi-
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Fig. 2. Radioactivity remaining in proteins of pre-labeled rat brain post-mitochon-

drial fraction after incubation with different calcium concentrations. Post-mito-

chondrial supernatants prelabeled in vivo (solid line) or in vitro (broken line)

as described in Methods were incubated for 20 min at 37°C in the presence of

cycloheximide (40 pug per 200 ul samples). The radioactivity remaining in protein

is expressed in per cent of initial radioactivity of the fraction. Means of 5 indi-
vidual experiments. S.E.M. did not exceed 5%

Ryc. 2. Poziom radioaktywnos$ci w wyznakowanych biatkach frakcji post-mito-
chondrialnej moézgu szczura po inkubacji réznymi stezeniami wapnia. Biatka frakeji
post-mitochondrialnej znakowane in vivo (linia ciaggla) lub in wvitro (linia przery-
wana) jak opisano w Metodach, inkubowano 20 min w temp. 37°C w obecnosci
cykloheksymidu (40 ug na probe o objetosci 200 ul). Poziom radioaktywno$ci biatek
po inkubacji wyrazono w procentach radioaktywnosci wyjSciowej. Srednie arytme-
tyczne z 5 do$wiadczen. Standardowy blad $redniej nie przekraczal 5%

tion of protein synthesis seemed rational. Therefore, in the present stu-
dies different concentrations of Ca2?" buffered with EGTA were applied
to the incubation system containing two different magnesium concen-
trations. The obtained results showed a bidirectional effect of Ca?" on
L-[U-"C]-phenylalanine incorporation, depending on Mg?" concentra-
tion. A stimulatory effect of Ca%" was observed in the presence of a sub-
optimal Mg?" concentration, but at 10 mM Mg?" a distinct inhibition by
calcium developed.

Since at 5 mM Mg?" there was a significant decline in the incorpo-
ration as compared with optimal conditions, the stimulatory effect of
Ca?* indicates that certain combinations of Mg?" plus Ca*" were su-
perior to suboptimal Mg?" tested alone. This conclusion is in agreement
with the finding reported by Vernie et al. (1972) that the breakdown of
liver free polyribosomes at Mg?" concentrations lower than 7 mM was
counteracted by calcium.
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At optimal, 10 mM Mg?" the labeling of proteins declined markedly
with the increase of Ca®*" concentration. Lack of any effect of calmo-
dulin or calmodulin inhibitor — chlorpromazine added to the incubation
mixture may suggest that calmodulin does not mediate the calcium-evo-
ked inhibition of protein labeling.

When discussing the mechanisms of the described calcium effect, it
is important to consider the possibility that calcium ions may pre-
dominantly activate brain neutral protease (Zimmerman, Schlaepfer
1984a,b). Consequently the observed drop in protein labeling would
reflect accelerated breakdown rather than inhibited protein biosynthesis.
However, in the light of the presented lack of any detectable proteolytic
activity in our system, the possible interference of calcium-dependent
proteolysis with the observed phenomena must be ruled out. The stimu-
latory effect of Ca on amino acid incorporation at sub-optimal Mg?"
concentration also points to the lack of any contribution of Ca-depen-
dent proteolysis to the Ca-evoked drop in specific radioactivity of pro-
teins. Therefore, the direct influence of Ca on protein synthesis is the
most likely interpretation of the observed phenomena.

The site of calcium interference with the protein biosynthesis me-
chanism in a cell-free system is not clear; competition with magnesium
seems to be the most probable. This suggestion is supported by
data showing that the inhibitory effect of Ca%" on tRNA aminoacyla-
tion can be overcome by increasing Mg®" concentrations (Rao et al.
1974). Aminoacylation of tRNA is not the only step of protein synthesis
dependent on Mg?" and, therefore, potentially susceptible to inhibition
by Ca?". The possibility may be considered that Ca?" influences the
rate of both polypeptide chain initiation and elongation.

The present results showed the sensitivity of the protein biosynthetic
system to an increased Ca?" level. The physiological role of this effect
is unclear, since the calcium levels required to inhibit protein biosyn-
thesis exceed physiological concentrations of the divalent cation in cyto-
sol by 2 to 4 orders of magnitude. However, the disturbances in brain
energy metabolism involved in cerebral ischemia may lead to a rapid
elevation of calcium ions concentration in the cytosol to a toxic level
(Siesjo 1981; Johansen et al. 1984). Theoretically, such an increase can
arise both by release of Ca®" from intracellular stores (Lazarewicz et al.
1972, 1975) and by influx from the extracellular environment (Nicholson
et al. 1977; Harris et al. 1981; Hansen, Zeuthen 1981). The level of free
Ca?" ions in the cytosol under ischemia possibly increased to 107*M
seems to be sufficient to inhibit amino acid incorporation.

The contribution of the effect of calcium to changes in brain protein
biosynthesis known to accompany ischemia is uncertain. During ische-
mia cerebral protein biosynthesis, which is a process completely depend-
ent on energy supply ceases within the first minutes of depletion of
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energy-rich substrates. However, in the course of recirculation dissocia-
tion in the recovery of energy metabolism and protein synthesis was
observed: energy metabolism returned to the control values within a few
minutes (Ljunggren et al. 1974), whereas postischemic protein synthesis
remained severely impaired for an extended period of time (Kleihues et
al. 1975a). Furthermore, post-ischemic inhibition of protein synthesis
with disaggregation of polysomes, develops after the onset of recircula-
tion rather than during the ischemic period (Cooper et al. 1977). These data
suggest that the observed suppression of polypeptide synthesis might be
attributed to some other factors than reduction of the energy state only.
Calcium seems to be good candidate for such a factor involved in the
inhibition of protein synthesis, since the intracellular Ca level became
significantly elevated after a long recirculation period (Yanagihara,
McCall 1982).

In the light of the above findings, the conclusion that Ca®" can be
responsible for the later alterations of polysome profiles developing dur-
ing the recirculation period does not seem to be unlikely, but it requires
more through experimental verification. Correlative evaluation of ener-
gy-rich compounds, electrolyte contents and protein synthesis under the
same experimental conditons may be helpful.
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WPLYW WAPNIA NA BIOSYNTEZE BIALKA
WE FRAKCJI POSTMITOCHONDRIALNEJ MOZGU SZCZURA

Streszczenie

Przebadano wbudowywanie in wvitro L-[U-14C]-fenyloalaniny do biatek frakcji
postmitochondrialnej mézgu szczura przy roéznych stezeniach magnezu i wapnia.

Jony wapnia wprowadzone do medium inkubacyjnego z 10 mg Mgt (opty-
malne stezenie dla procesu biosynezy) obnizaly wbudowywanie aminokwasu do
bialek. Wykluczono udzial w tym efekcie protezy aktywowanej przez wapn. Wraz
ze wrzrostem stezenia wapnia (buforowanego EGTA) od 10 uM do 1 mM obserwo-
wano narastanie inhibicji biosyntezy odpowiednio od 7 do 70%. Natomiast w obec-
nosci 5 mM Mg+ jony wapnia w stezeniach 10 puM do 500 pM stymulowaly wbu-
dowywanie aminokwasu.

Nie stwierdzono wplywu egzogennej kalmoduliny oraz jej inhibitora chloro-
promazyny na wywolang przez wapn inhibicje biosyntezy biatka. Uzyskane wyniki
wskazuja na bezposredni wplyw jonoéw wapnia, ktére w zalezno$ci od zastosowa-
nych stezen magnezu wspélzawodnicza z nim lub uzupelniaja pule kationéw dwu-
warto$ciowych, niezbednych dla biosyntezy.
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BJIMSIHUE KAJIbIIMSA HA BMOCUHTE3 BEJIKA
B ITOCTMUATOXOH/IPUATIBHOM ®PAKIIUNI MO3T'A KPEICHI

Pe3ome

Uccnenosana nukopnopauns in vitro L-[U—'*C] deunnananuna B GENKH NOCTMHTOXOH[I-
pHANBHOM (Ppaxmuu Mo3ra KPBICHL B PA3jIM¥HBIX KOHLEHTPALMAX MArHUS W Kalblys.

Moupr xanbuusl BBeIeHHbIE B MHKYGAUMOHHYIO cpeay ¢ 10 mM Mg?+ (onTumanbHAs KOH-
LeH1pauus Aas npouecca OMOCHHTE3a) YMEHBINAIM MHKOPHOPALMIO AMHHOKHCIOTHl B OENKH.
VYuyactue B 3T0M 3bdexTe aKTHBHPOBAHHONM KaIbLMEM NpoTeasbl ObLI0 HCKMoueHo. Hapsamy ¢ yee-
JIMYEHHEM KOHUEHTpauuu Kanbuus (6ybopuposannoro EGTA) ¢ 10u4M mo 1ImM mabmroganocsk
YBENMYEHHE MHTHOMIMM OMOCHHTE3a COOTBETCTBEHHO ¢ 7 mo 70%. OpHako, B TPHCYTCTBHH
SmM Mg?* uoHBI Kaubuusi B KOHUeHTpaumax 10uM 500uM CTHMyJIMpPOBanM HMHKOPIOPALMIO
AMUHOKUCIOTEL. He oOHapyXeHO BIWSIHHS 3r30I€HHIO KaJBbMOY.JMHA M €0 MHIHMOHTOPa-XJIopo-
npoMasuHa Ha BbI3BAHHOE KaJbLMEM 3amensieHue OnocunTe3a Oenka. Pe3ynbTaThl YKa3bIBAIOT HA
HEMOCPE/ICTBEHHOE BIMSAHUE MOHOB KajIblHs, KOTOPbIC, B3aBUCHMOCTH OT YIIOTPEOICHHBIX KOHLIEH-
TPaLUXK MArHus, 00 KOHKYPHPYIOT C HMM MJIM HONOJHAIOT COCTAB JBYBAJEHTHBIX KATHOHOB,
HEOOXOMMBIX Il GMOCHHTE3A.
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Neuropathological observations of post mortem material of patients
with Huntington’s disease (HD) revealed damage of neurons in the stria-
tum and functionally related structures like cortex or hypothalamus
(Roizin et al. 1976; Forno, Norville 1979). The neuronal degeneration is
usually followed by astrocytic proliferation, however, a morphometric
study of Lange et al. (1976) showed that in the striatum of HD patients
the number of the glia cells was markedly reduced. These findings allow
to suppose that death of a certain type of neuronal cell and astrocyte
could be linked to a common factor or mechanism acting on the cell
structure or on neuroglial interaction.

One of the possible pathogenic mechanism of HD is considered to be
of immunological or infectious origin. The immunological study with
sera from HD patients performed by Husby et al. (1976) has documented
the existence of antineuronal antibodies in a large group of HD patients.
This prompted us to investigate an effect of sera fromy HD patients on
striatum being a target structure affected in the brain of patients with
Huntington’s disease. As in the previous work with kainic acid (Matyja,
Renkawek 1983), organotypic cultures of rat striatum were used for ex-
periments that allowed a direct action of damaging compounds on the
cell structure or their metabolism.

MATERIAL AND METHODS

Organotypic cultures were prepared from newborn Wistar rats
striata. The tissue was aseptically dissected and cut in 1—2 mm sections
(explants). Single explants were placed on collagen-coated glass cover-
slips and maintained in Maximow assemblies at 36.0—36.5°C. Nutrient
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medium, renewed twice weekly, consisted of 30% human serum, 60%o
balanced salt solution, 10% embryo saline extract, glucose to a final
concentration of 600 mg®e and penicillin (100 units/ml of medium). The
pH of the medium ranged from 7.0—7.2.

From the 4th day in vitro in the nutrient medium human serum from
healthy individuals was replaced by the same quantity of serum from
2 different HD patients. The cultures growing in the experimental me-
dia, renewed twice weekly, were fixed after 3, 10 and 17 days of expo-
sure to HD patients sera. To compare the effect of sera on the structure
of striatum in wvitro, one group of 4-day-old cultures was exposed to
serum from patients with Parkinson’s disease for 7 and 14 days. Control
cultures were grown simultaneously in the standard medium.

The cultures were examined under the light microscope, and at
the appropriate time intervals fixed in 10%s formalin, stained with cre-
syl violet or processed for electron microscopy. Control cultures at the
same age were treated likewise. For electron microscopy the cultures
were briefly rinsed in Locke solution at room temperature, then fixed
for 1/2 h at 4°C with 1.5% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate buffer,
pH 7.2. They were rinsed for 1 h in cacodylate buffer, pH 7.2, fixed for
1 h in 2% osmium tetroxide, dehydrated in increasing concentrations of
ethanol and then immersed in propylene oxide. The cultures were em-
bedded in Epon and cut on LKB ultramicrotome. Ultrathin sections were
stained with uranyl acetate and lead citrate and examined with a JEM
electron microscope.

RESULTS

Under the light microscope, in all experimental groups after a short
(3 days) or longer period (17 days) exposed to HD patients sera there
were any clear differences of the outgrowth and morphology as compa-
red to the control cultures.

The ultrastructural examination of the control cultures of rat stria-
tum revealed the presence of different types of neurons and synapses
in the explanted tissue and glia cells both in the explants and in the
outgrowth zone. Most of the neurons were differentiated into small,
medium, and large types, although, numerous intermediate forms were
also present (Fig. 1). In the explants, between the cell bodies of neurons
and glia a dense network of cell processes was seen. In the cultures of
4 days in vitro (DIV) there were numerous immature synaptic contacts.
On the following days in vitro in the striatum, continuing synapses ma-
turation together with neuronal cell differentiation was present. Most
of the synapses were of the symmetrical type containing clear, round
vesicles, sometimes single dense core vesicles were also found. In the
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Fig. 1. Control cultures of 7 DIV striatum. Medium size neuron. X 18 000
Ryc. 1. Hodowla siedmiodniowa prazkowia. Kontrola. Sredni neurocyt. Pow. 18 000 X
Fig, 2, Medium size neuron, 3 days after HD serum. Degenerative and edematous
changes of mitochondria (M) and vacuolization of the cytoplasm (V). X 18000

Ryec. 2. Sredni neurocyt prazkowia, 3 dni po podaniu surowicy od chorego z choroba
Huntingtona (HD). Zmiany zwyrodnieniowe i obrzek mitochondriéw (M) oraz wod-
niczki w cytoplazmie (V). Pow. 18 000 X
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explants the axosomatic, axodendritic and axospiny synapses were seen
in a different proportion in particular cultures.

The glia cells represented astrocytes of the protoplasmic type, numer-
ous oligodendrocytes and glial cells being at the different stage of their
development.

After treatment with sera from HD patients, electron micrographs
demonstrated several features of cell reaction which distinguished them
from the control cultures. A characteristic morphological feature of the
cell lesion was the both degenerative and edematous appearance of the
cell somata, mainly developed in the glia cells, but also seen in a certain
type of neurons. In the neurons, first pathological changes were observ-
ed after 3 days of HD patients sera treatment. A number of medium
size neurons undergoing severe degeneration was found. In their cyto-
plasm there was a great amount of microvesicles, vacuoles and damaged

Fig. 3. Large neuron with invaginated nuclear membrane (N), small and big mi-
tochondria with damaged cristae (M). Accumulation of dense core vesicles in the
neuronal processes (arrow). Intensive edematous changes of cell cytoplasm and
processes probably medium size neurons (asterisk). Seventeen days after HS serum.
X 18 000
Ryc. 3. Duzy neurocyt prazkowia zawierajacy jadro o gleboko sfaldowanej otoczce
jadrowej oraz roznej wielkosci mitochondria z uszkodzonymi grzebieniami (M).
Nagromadzenie pecherzykow z elektronowo-gestym rdzeniem w wypustce neuronal-
nej (strzatka). Zaawansowane zmiany obrzekowe cytoplazmy i wypustek komorki
nerwowej typu $redniego (gwiazdka). Siedemnascie dni po podaniu surowicy HD.
Pow. 18000 X
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mitochondria. Free ribosomes were often irregularly dispersed and reduc-
ed in number. Golgi apparatus, lysosomes or granular endoplasmic
reticulum channels were not numerous (Fig. 2). In the same culture,
the coexistence of the cells with profound degeneration and well preserv-
ed morphological structure of the nucleus and the organelles were
often visible. In the same experiment, after 3 or 10 and 17 days of
sera treatment, single large neurons exhibited distinct nuclear indenta-
tions and swollen mitochondria with disappearance of their cristae (Fig.
3). Some axons lying in the vicinity of the cell bodies contained a great
number of dense core vesicles. The amount of dense core vesicles usually
greatly exceeded that observed in the control cultures.

After 3 or more days of HD patients sera treatment, axospiny and
axodendritic synapses showed no abnormalities (Fig. 4). But, in the same
culture in the other area of the explant, distinct dilatation of the axonal
processes could be observed. These swollen axons containing a different
types of vesicles; most of them were round, empty, but some showed

Fig. 4. Numerous unchanged synapses in the striatum (short arrows). Dense core
vesicles in axon terminals (long arrows). Degenerated axon (dAx). Seventeen days
after HD serum. X 12 000. Ax — axon terminal, D — dendrite
Ryc. 4. Liczne prawidlowo zachowane polgczenia synaptyczne w prazkowiu (krétkie
strzalki). Pecherzyki z elektronowo-gestym rdzeniem w zakonczeniu aksonalnym
(dtuga strzalka). Zmiany zwyrodnieniowe aksonu (dAx). Siedemna$cie dni po po-
daniu surowicy HD. Pow. 12000 X. Ax — zakonczenie aksonalne, D — dendryt
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Fig. 5. Dilated axon terminals filled with small, round, empty vesicles. Between
them large, dense core vesicles (arrows). Seventeen days after HD serum. X 18 000

Ryc. 5. Obrzekniete zakonczenie aksonalne zawierajace mate, okragle, puste peche-
rzyki, pomiedzy ktéorymi widoczne sa pecherzyki z elektronowo-gestym rdzeniem
(strzalki). Siedemnascie dni po podaniu surowicy HD. Pow. 18 000 X

Fig. 6. Synaptic contacts on the cell surface of large neuron. Severe edema of

axon terminal and accumulation of the wvesicles near presynaptic membrane

(arrow). Axon terminal with numerous dense core vesicles. Seventeen days after

HD serum, X 27000. N — nucleus, TER — rough endoplasmic reticulum, Ax —
axon terminal

Ryc. 6. Zakonczenia synaptyczne na powierzchni cytoplazmy duzej komérki ner-

wowej prazkowia. Zmiany obrzekowe zakonczenia aksonalnego z nagromadzeniem

pecherzykéw w poblizu blony przedsynaptycznej (strzatka). Zakonczenie aksonalne

z licznymi pecherzykami z elektronowo-gestym rdzeniem. Siedemnascie dni po po-

daniu surowicy HD. Pow. 27000 X. N — jadro, rER — ziarnista siateczka $réd-
plazmatyczna, Ax — zakonczenie aksonalne

the presence of big, dense cores (Fig. 5). A few axon terminals were
deprived of synaptic vesicles and single dense core or empty vesicles
were sporadically seen.

After 7 and more days of exposure to experimental sera, the axosoma-
tic synapses were often damaged. They showed intensive edematous
changes. Small, round vesicles, markedly reduced in number were ac-
cumulated near the presynaptic membrane (Fig. 6).

In the experiments, together with neuronal changes, the evident
glial changes were always present. The glial cells demonstrated various
types of morphological lesions and a varying degree of the cell damage.
In the same region of the culture, both in the explant and in the out-
growth zone, degeneration of intracellular organelles or enhanced cell
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edema leading to a deprivation of the organelles were seen (Fig. 7).
Even in the cultures treated for 3 days with HD patients sera, glial
cells demonstrating acutely swollen cell bodies and necrobiotic cellular
profiles were frequently encountered. Another response of the glia cells
to HD patients sera was an intensive overproduction of the glial fila-
ments. They were mainly placed near the cell nucleus forming a dense,
filamentous mesh. In those cells, mitochondria, single lipid bodies or
ribosomes were removed to the peripheral part of the cytoplasm. Mito-
chondria exhibited severe structural damage. Two types of mitochondrial
damage could be distinguished. Some had a light matrix and a reduced
number of cristae, in others the matrix was moderately osmiophillic,
frequently granular and generally the cristae were not present (Fig. 8).
In the cells with numerous glial filaments, short channels of dilated
granular endoplasmic reticulum were seen, free ribosomes were dispers-
ed and reduced in number. In the cell cytoplasm or outside the cell
body, the structures composed of membranous whorls were present.

Fig. 7. Different types of astrocytic changes: severe edema (Al), degeneration of
organelles, mainly mitochondria (A2), accumulation of vacuoles (V) and residual
bodies (A3). In some processes dense glial filaments were found (gf). Three days
after HD serum. X 18 000
Ryc. 7. Typy zmian zwyrodnieniowych astrocytéw: cigzki obrzek (A1), uszkodzenie
organelli komoérkowych, giléwnie mitochondriow (A2), nagromadzenie wodniczek
(V) i cial resztkowych (A3). W niektoérych wypustkach komoérek glejowych wi-
doczne liczne widkienka glejowe (gf). Trzy dni po podaniu surowicy HD. Pow.
18 000 X
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Fig. 8. Astrocyte with glial filaments condensation (gf) after 3 days of HD serum.
Two different types of mitochondrial damage (M). X 24 000
Ryc. 8. Astrocyt z nagromadzeniem wildkienek glejowych (gf) w cytoplazmie. Dwa

typy uszkodzen mitochondriéw (M). Trzy dni po podaniu surowicy HD. Pow.
24 000 X

The majority of oligodendrocytes did not show any structural chan-
ges, only an increased number of lysosomes was uncommonly detectable
change.

The exposure of cultured striatum led to no obvious cytopathological
effect regardless of the age of the cultures or the period of incubation
with serum from patients with Parkinson’s disease.

DISCUSSION

The neuropathological findings of HD patients are rather unspecific:
neuronal loss in striatum and cerebral cortex and astroglial degenera-
tion. There is no information about glial or neuronal changes preced-
ing the disappearance of the neurons. In order to gain further insight
into the nature of the pathological process underlying HD, tissue culture
studies of a direct effect of HD patients sera on the morphological
structure of cells seem to be of great importance.

The evident changes (after sera from HD patients in striatum in
culture) were confined to the medium size neurons. Some of these cells
showed intensive degeneration of the organelles or microvacuolization.
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This morphological finding generally agrees with the picture usually
demonstrated in HD patients.

There are some indications that the large striatal nerve cells may
also be affected in HD patients (Bruyn et al. 1979). It was generally
confirmed by our observation, but after administration of HD patients
sera the morphological abnormalities in that type of neuron in tissue
culture were very discrete. Swollen mitochondria and characteristic for
HD patients the nuclear membrane indentations (Roos, Bots 1983) were
found in a few large striatal neurons.

Another distinct structural abnormality found in culture of striatum
treated with HD patients sera was the damage of the axosomatic synap-
ses and increased number of round, dense core vesicles. A certain number
of the neuronal processes were severely affected, suggesting a special
affinity of a putative damaging factor from sera of HD patients to
a certain type of the neuronal processes or synapses. An increased num-
ber of dense core vesicles appears to be one of the characteristic mor-
phological features of striatum exposed to HD patients sera. The exact
nature of that event can not be ascertained from the present study.
However, disturbances of systemic neurotransmitters both in Alzheimer
disease and other degenerative disorders of the central nervous system
were recently found (Davies et al. 1980; Beal et al. 1984). The changes
in somatostatin level, a marker for medium size aspiny neurons in neo-
striatum, appears to be one of the signs of the morphological disorders
in HD patients. Somatostatin deficiency or dysfunction of nucleoprotein
metabolism seem to play an important role as a causative factor in
the pathophysiology of chorea (Tellez-Nagel et al. 1974; Cramer et al.
1981; Selkoe et al. 1982; Takagi et al. 1983). Our results with sera
from HD patients supported the opinion of a physiopathologically disturb-
ed function of synapses of HD patients. Moreover, both medium size
neurons and astrocytes after the sera treatment exhibited abnormality in
the structure of granular reticulum. Most of the affected cells showed
degranulation of the membranes, diminished number of ribosomes and
absence of polyribosomes. In the glial cells the enormous dilatation of
endoplasmic channels together with filaments overproduction was a char-
acteristic structural feature. Similar morphological changes were found
in the previous experiments with kainic acid which demonstrated an ex-
perimental model of Huntington’s disease in vivo (Coyle, Schwarcz
1976; McGeer, McGeer 1976) and to a certain degree in tissue culture
(Renkawek et al. 1982; Matyja, Renkawek 1983). Those changes were
considered to express disturbances in protein metabolism of astrocytes
or neurons. The abnormality in protein synthesis important for cell
function and leading to the death of the affected neurons may have an
essential role in the pathogenesis of HD (Igbal et al. 1974). Altered
enzymatic values observed in HD patients (Bird, Iversen 1974; Perry
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et al. 1973) may possibly be connected with a difference in the confir-
mation or organization of membrane proteins in the basal ganglia cor-
responding to the similar findings in erythrocytes from HD patients
(Butterfield et al. 1980).

As shown by our experiments, first discernable changes of the neurons
and glia were confined to the cell membrane. Widely distributed ede-
matous changes had preceded protein disturbances such as degranula-
tion of endoplasmic reticulum and fibrogliosis. Degenerative changes of
the cells are probably a consequence of those protein and water disturb-
ances. The nature of the factors initiating those changes remains un-
known, nevertheless, they appear to be connected with the factors in
HD patients sera since they were not observed in the cultures treated
with Parkinson’s disease patients sera. Further studies for evaluation of
sera factor’s or CSF from HD patients seem to be important in search
for the pathogenetic basis of that disease.

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W ORGANOTYPOWEJ HODOWLI
PRAZKOWIA SZCZURA POD WPLYWEM SUROWIC OD CHORYCH
Z CHOROBA HUNTINGTONA

Streszczenie

Hodowle organotypowe prazkowia szczura poddano . dzialaniu surowic od
pacjentéw z choroba Huntingtona przez okres od 3 do 17 dni.. Obserwacje w mi-=
kroskopie elektronowym wykazaly obrzmienie i zwyrodnienie' w astrocytach, w
neuronach typu $redniego oraz w synapsach. akso-somatycznych. W astrocytach
obserwowano nadmierne gromadzenie filamentéw, poszerzenie kanalow siateczki‘
srodplazmatycznej szorstkiej oraz uszkodzenie struktury mitochondriow.

Nie obserwowano powyzszych zmian morfologicznych po uzyciu surowic od
chorych z chorobg Parkinsona, co przemawia za obecno$cig czynnika wybiérezo
uszkadzajacego prazkowie jedynie w surowicy chorych na chorobe Huntingtona.

VJIBTPACTPYKTYPHBIE I/I3MEHEHI/I5[ B OPTAHOTUIIMYECKOUN
KVJIBTYPE TKAHU ITOJIOCATOI'O TEJIA KPBLICBI ITOJA BIIMAHUEM
CBIBOPOTOK BOJIBHbBIX C BOJIE3HBIO I'YHTUHI TOHA

Pe3ome

OpraHoTHNHYECKHE KYJIbTYPBI IIOJIOCATOTO Tesla KPBICHI MOJBEPraaucCh JACHCTBHIO CHIBOPOTOK
KpoBH G0JbHBIX C 60e3Hbio ['yHTRHITOHA B Teuenue 3 — 17 maueit. DIeKTPOHHOMUKPOCKONHYECKHE
MCCIIEOBAHUS TOKA3aau HabyxaHue M JIereHepaiunio aCTPOLMTOB; HEPBHBIX KJIIETOK CPEHEro THMA
M aKCOCOMATHYECKMX CHHAMCOB. B acTpouuTax Ha®IIOMAIOCh YBEINYEHHE COACPIKAHMS TaAHObMIA-
MEHTOB, PACIIMPEHUE KAHAIOB TPAHYIAPHOI HHTPAIUIA3MATAYECKON CETKM ¥ HAPYLIEHAE CTPOCHUS
MHTOXOHIPHH.

Belire omicanHbie MOP(OIOrHyecKre W3MEHEHHsI He HAOIIOJANCH IPH MCIOIb30BAHUH Chl-
BOPOTOK KpoBH 60ibHbIX ¢ Gose3ubio IMapkuHcoHa. DTO yka3biBaeT Ha CyllecTBOBanue (akTopa
CENEKTUBHO MOBPEKAAIOUIEr0 KJIETKH IOJIOCATOrO Tela MCKIIIOYATENBHO B ChIBOPOTKE KPOBH
00abHBIX Gone3nbro ['yHTHHITOHA.
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PRZEMYSEAW NOWACKI, JERZY KULCZYCKI,
JOLANTA CECERKO, KRYSTYNA HONCZARENKO

ROZPRZESTRZENIANIE SIE GLEJAKOW MOZGU
U CHORYCH W ROZNYM WIEKU

Klinika Neurologii Instytutu Choréb Ukladu Nerwowego i Narzadéw Zmystow
PAM, Szczecin
Klinika Diagnostyki i Terapii Choréb Ukladu Nerwowego Instytutu
Psychoneurologicznego, Warszawa
Klinika Neurochirurgii Instytutu Choréb Ukladu Nerwowego i Narzadow Zmystow
PAM, Szczecin

Badania nad notoworami osrodkowego ukladu nerwowego od dawna
dotyczg przede wszystkim zmian zachodzgcych w samym guzie. Mniej
uwagi poswieca sie natomiast ocenie zjawisk, jakie nowotwér wywo-
luje w tkankach lezgcych w jego sgsiedztwie. Poznanie zmian zacho-
dzacych w obrzezu guza ma donioste znaczenie praktyczne dla neuro-
patologa, ktéry zmuszony jest niejednokrotnie odpowiedzie¢ nie tylko
na pytanie o jaki nowotwoér chodzi, ale takze, jaki jest jego stosunek
do otoczenia i czy badany wycinek posiada utkanie nowotworowe, czy
tylko tkanke glejowa zmieniong procesem wypierajacym? OdpowiedZz na
powyzsze pytania jest szczegélnie istotna dla neurochirurga, ktéry na
podstawie zmian zachodzacych w obrzezu guza decyduje o rozleglosci
zabiegu operacyjnego. Mozliwoscig praktycznego wykonywania zmian
w obrazie morfologicznym obrzezy guzéw moézgu do okreslenia rozlegtosci
zabiegdw neurochirurgicznych zajmowali sie¢ Kunicki i Stefanicka-Wie-
chowa (1965) oraz Bromowicz i Kinderman (1966). Informacja dotyczaca
otoczenia guza jest tez nie bez znaczenia dla radioterapeuty, ustalajgcego
wielko$é obszaru naswietlania nowotworu (Hochberg, Pruitt 1980).

W dotychczasowych badaniach morfologicznych zwracano uwage na
istotne i praktyczne réznice w obrazie obrzeza guzéow w zaleznosci od
stopnia zlosliwosci nowotworu (Sosinski 1973; Nowacki, Kacaros 1975).
Badano réwniez zwigzki zachodzgace miedzy sposobem rozprzestrzeniania
sie guza a budowa podloza, w ktéorym sie on rozwija (Scherer 1940;
Matsukado i wsp. 1961; Mossakowski 1963; Bromowicz, Kinderman 1966).

Celem pracy byla préba odpowiedzi na pytanie, czy wiek chorego
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wplywa na sposéb rozrastania sie glejakéw moézgu i czy rozrost ten jest
miedzy innymi uwarunkowany zmianami podloza zwigzanymi z proce-
sem starzenia sie osrodkowego ukladu nerwowego.

MATERIAL I METODY

Badaniom poddano 21 glejakéw mézgu wraz z obrzezem, pobranych
od oséb obu plci podczas zabiegow operacyjnych wykonanych w Klini-
ce Neurochirurgii PAM w Szczecinie, w okresie od 1970 do 1983 r.
Po utrwaleniu w 8% roztworze formaliny i zatopieniu w parafinie pre-
paraty barwiono: hematoksyling-eozyna, fioletem krezylu, metodami Hol-
zera, Heidenheina i Holmesa oraz impregnowano wg Cajala (skrawki
mrozone). Material podzielono na 2 grupy. Pierwsza grupe stanowilo
9 guzéw pobranych od oséb w wieku od 17 do 35 lat, drugg — 12 guzéw
uzyskanych od os6b w wieku od 55 do 70 lat. W celu zmniejszenia
wplywu na obraz morfologiczny obrzeza guza innych czynnikéw niz
wiek chorego, oceniano jedynie glejaki o podobnym stopniu zlosliwosci
(typ III i IV wg Kernohana i Sayre 1952), czasie trwania choroby (1—2
miesigce od wystgpienia pierwszych objawéw mogacych $wiadezyé o roz-
woju nowotworu) i umiejscowieniu (okolica czotowo-skroniowa). Dla lep-
szej oceny zmian zachodzgcych w otoczeniu guza, obrzeze glejakéw po-
dzielono na 3 strefy: frontu inwazyjnego, niepewna i przejSciowa (wg
kryteriéw podanych przez Kunickiego i Stefanickg-Wiechowsg 1965 oraz
Sosinskiego 1973).

WYNIKI

Wszystkie przebadane glejaki tak w grupie pierwszej, jak i w dru-
giej rozrastaly sie w otoczeniu w sposob naciekajgcy. Rozleglos¢ i spo-
s6b naciekania obrzeza byly jednak w obu grupach rézne.

Grupa pierwsza (wiek chorych od 17 do 35 lat)

We wszystkich przypadkach nowotwor zwykle odcinal sie¢ w oto-
czeniu do$é ostro i wyraznie (ryc. 1). Jedynie miejscami naciek siggal
glebiej w obrzeze w postaci waskiego jezyka, stopniowo przechodzgcego
w otoczenie. Guzy latwo naciekaly istote biala, natomiast bardzo rzadko
wnikaly w kore mozgu. Przeszkode stanowily dla nich widékna ,,U”.
Tylko w 1 przypadku kora do warstwy III byla na duzej przestrzeni
zajeta przez strefe frontu inwazyjnego. Naciek nowotworowy byl tu
jednorodny, dos¢ gesty, komorki nowotworowe wystepowaty luzno roz-
proszone w podliozu, nie wykazujgc tendencji do satelitozy woké6l neuro-
noéw kory. Jednoczesnie ze wzgledu na zubozenie tej okolicy w komorki
nerwowe, warstwowos$¢ kory byla catkowicie zatarta.
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Ryc. 1. Ostra granica pomiedzy guzem i otoczeniem u osoby mlodej. Fiolet kre-
zylu. Pow. 63 X

Fig. 1. Distinct delimitation between tumor and surrounding nerve tissue in young
person. Cresyl violet. X 63

Ryc. 2. Stopniowe, nieostre przej$cie guza w otoczenie u osoby w starszym wieku.
Fiolet krezylu. Pow. 63 X

Fig. 2. Diffuse spread of tumor in old patient. Cresyl violet. X 63

Szerokos¢ strefy frontu inwazyjnego wynosila w tej grupie od 600
do 750 pum, sporadycznie do 1200 um (Srednio 733 um). Strefa niepewna
miala zwykle szeroko$¢ od 1000 do 1200 pym, miejscami 1600—1800 um
(Srednio 1178 um) (ryc. 7).

Grupa druga (wiek chorych od 55 do 70 lat)

W wiekszosci przypadkéw naciekanie otoczenia przez nowotwoér byto
rozleglejsze niz w grupie pierwszej. Czesciej guz przechodzil w otocze-
nie stopniowo i nieostro (ryc. 2), wiecej tez spotykano okolic, w kto-
rych nowotwoér wnikal w obrzeze szerokim klinem. ELatwiej niz w przy-
padkach grupy pierwszej glejaki przenikaly warstwe wilokien podkoro-
wych niszezae kore. W przeciwienstwie do grupy pierwszej satelitoza
wywolana komérkami nowotworowymi oraz okolonaczyniowe nacieki no-
wotworowe byly formg szerzenia si¢ guza w otoczeniu (ryc. 3, 4, 5, 6).
Wspomniane nacieki okolonaczyniowe obecne byly we wszystkich przy-
padkach tej grupy, natomiast w grupie pierwszej znaleziono je tylko
w 1 przypadku. Wystepowaly zwykle w strefie frontu inwazyjnego,
rzadko w niepewnej.

Szeroko$¢ strefy frontu inwazyjnego wynosila w grupie drugiej od
1000 do 1500 pm, miejscami do 2000 um (Srednio 1454 um). Strefa nie-
pewna byla réwniez szersza niz w grupie poprzedniej, osiagajac od
1500 do 2500 um (Srednio 2036 um) (ryc. 7).

Ze wzgledu na operacyjne pochodzenie materialu nie udalo sie prze-
$ledzi¢ szerokosci strefy przejsciowej.
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Ryc. 3. Satelitoza nowotworowa w strefie inwazyjnej u osoby starszej. Fiolet kre-
zylu. Pow. 240 X

Fig. 3. Neoplastic satellitosis in the invasion zone in old patient. Cresyl violet.
X 240

Ryc. 4 i 5. Okolonaczyniowe nacieki nowotworowe w strefie inwazyjnej u osoby
w starszym wieku. H—E Pow. 63 X

Figs 4 and 5. Perivascular neoplastic infiltrations in the invasion zone in old
patient. H—E X 63

Ryc. 6. Okolonaczyniowy naciek nowotworowy w strefie inwazyjnej u chorego w po-
desztym wieku. H—E X< 120

Fig. 6. Perivascular neoplastic infiltration in the invasion zone in old patient.
H—E X 120

OMOWIENIE

Glejaki mozgu nalezg do nowotworéow rozprzestrzeniajgcych sie w
otoczeniu naciekajaco. Panuje ogélnie przyjety poglad, ze sposob, a takze
szybko$é rozrostu guzdéw pochodzenia glejowego zalezy gléwnie od cha-
rakteru podloza, w ktéorym nowotwory te sie rozwijaja. Jako jeden
z pierwszych zagadnieniem tym zajal sie Scherer (1940), wskazujgc na
mozliwosé rozrostu guza wzdiluz naczyn oraz wiokien i komoérek ner-
wowych. Koncepcje te potwierdzity dalsze badania, zwlaszcza Matsukado
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msnefq frontu inwazyjnego
Invasion zone

2036

[:] Strefa niepewna
Uncertain zone
1454
Chorzy w wieku Chorzy w wieku
17-35 lat 55-70 lat
Age of patients Age of patients
17-35 years 55-70 years

Ryc. 7. Réznice w szerokosci strefy inwazyjnej i strefy niepewnej u chorych w
réznym wieku. Liczby oznaczajg szeroko$é strefy w mikrometrach

Fig. 7. Width of the invasion and uncertain zones in patients of different age.
Numbers indicate width of zones in micrometers

i wsp. (1961), Kunickiego i Stefanickiej-Wiechowej (1965) oraz Sosin-
skiego (1973). W przeprowadzonych przez nas badaniach stwierdziliémy,
ze okolonaczyniowy rozrost guza byl jednym z podstawowych sposobow
rozprzestrzeniania si¢ glejakbw w otoczeniu, jednak — co zastuguje
na szczegbélne podkreslenie — prawie wylgcznie w przypadkach nowo-
tworow wystepujacych u osob starszych. Zjawisko okolonaczyniowego
rozrostu guza u oséb mtlodszych nalezalo w naszym materiale do rzad-
kosci. Wydaje sie nam, ze zasadniczg przyczyng takiego sposobu nacie-
kania nowotworu w starszym wieku jest postepujacy stopniowo zanik
mézgu u tych chorych, prowadzacy do poszerzenia przestrzeni okolona-
czyniowych, co z kolei ulatwia wnikanie do nich komoérek nowotworo-
wych.

Interesujgcy, a zarazem dyskusyjny jest problem rozrostu glejakow
woko!l lezgcych w poblizu komérek nerwowych. Koncepcje rozrostu oko-
loneuronalnego reprezentowal miedzy innymi Scherer (1940). Natomiast
zdaniem Bromowicza i Kinderman (1966) komorki tworzgce satelitoze
sg pochodzenia odczynowego, a nie nowotworowego. Za udzialem ko-
moérek nowotworowych w tworzeniu satelitozy w naszym materiale prze-
mawia z jednej strony wyrazna przewaga wystepowania tego zjawiska

8 — Neuropatologia Polska 3/86
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w strefie frontu inwazyjnego w poréwnaniu z innymi okolicami, z dru-
giej za$ pojawianie sie satelitozy zdecydowanie czesciej u oséb starszych,
u ktérych odczynowosé gleju byla znacznie mniejsza niz u oséb mlod-
szych. Obserwowane przez nas woko! neuronéw komorki posiadaty duze,
bogate w chromatyne jadra, zwykle wieksze i ciemniejsze niz komoérek
glejowych, co takze zdaje sie wskazywaé na ich nowotworowe pocho-
dzenie. Przyjmuje sie, ze uszkodzenie neurondéw w poblizu nowotworu
spowodowane jest gléwnie mechanicznym uciskiem tkanek lezgcych w
sgsiedztwie przez masy guza i ich niedokrwieniem (Coutelle i wsp. 1969;
Felicetti i wsp. 1972). U osdb starszych uszkodzenie komérek nerwowych
wynika ponadto z zaburzen krgzenia zwigzanych z wiekiem chorych.
By¢ moze wspolistnienie wymienionych czynnikéw powoduje, ze neurony
podlegaja satelitozie przez komorki nowotworowe latwiej wlasnie u ludzi
starszych.

WNIOSKI

1. Glejaki moézgu w starszym wieku rozprzestrzeniaja si¢ w otoczeniu
latwiej niz u os6b mlodych. Wskazuje na to miedzy innymi szersza strefa
frontu inwazyjnego i strefa niepewna wokoé! nowotworu.

2. Wnikanie komoérek nowotworowych w obrzeze glejakow mézgu
u os6b starszych odbywa sie przede wszystkim drogg poszerzonych prze-
strzeni okolonaczyniowych oraz przez satelitoze wokét lezacych w poblizu
nowotworu komoérek nerwowych.

PACITPOCTPAHEHUE MO3I'OBBIX I[JIMOM V BOJIBHBIX B PASHOM BO3PACTE

Pesome

ABTOpBI TIONPOGOBANH ONpPE/IeNIMTh, BIMAECT JIA NPOLECC CTAPEHMsi HAa Crocod pa3pacTanus
TJIHOM Mo3ra.

Wccnenosauusi IpoBesieHHbie B 21 ciyYae TIMOM MO3ra, B3iTBIX BMECTE C KpaeM OKpyKa-
IOIIeHl TKaH¥ BO BPEMsi ONEPALMM, TIPUBENIM K CIIEAYIOIIMM BHIBOJAM:

1. I'nuoMBI MO3ra B NMOXKMIIOM BO3PacCTe PAcpOCTPAHSIOTCS B OKPYKAIOLIMX TKaHsiX Gosee
cBoboaHO, YeM y Mosioapix. CuzeTensCTBYeT 00 3TOM Golee mupokas 30Ha 61aCTOMaTO30HOTO
pocTa M COMHHTENbHAsi 30HAa BOKPYI OIYXOJIH.

2. TIpOHMKHOBEHHE KJIETOK OMYXOJH B Kpail MO3TOBOM TKAaHM Y MOXKHJIIBIX JIIOJEH COCTOMTCS,
Tpex/ie BCero, NyTeM PACLIMPEHHBIX OKOJOCOCYIAMCTBIX NPOCTPAHCTB M BCIEJCTBHE CATETMTO3a
BOKPYT HEPBHBIX KJIETOK HaXOJSLIMXCH BOJIM3H OIYyXOJIH.

SPREAD OF CEREBRAL GLIOMAS IN PATIENTS OF VARIOUS AGE

Summary

The aim of the study was to establish influence of aging process on the
mode of spread of cerebral gliomas. Investigations performed on 21 cerebral
gliomas taken at the operations lead to the following conclusions:
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1. Cerebral gliomas in aged persons spread easier than in the young indivi-

duals. Invasion zone and “zona incerta” around neoplasms were wider in old
patients.

2. Spread of neoplastic cells into boundary of cerebral gliomas in old persons

takes place through widened perivascular spaces and neoplastic satellitosis of
nerve cells.

w

10.

11.
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CONTROVERSIAL EFFECT OF ENDOXAN ADMINISTRATION
ON MATURING RABBIT BRAIN

Laboratory of Developmental Neuropathology, Medical Research‘Centre, Polish
Academy of Sciences, Warszawa

Endoxan (cyclophosphamide — CP) an alkylating compound is used
as an antimitotic drug, in transplantology, in wiev of achieving immuno-
suppression and also in several processes associated with altered immu-
noreactivity. It is applied not only to adult, but also largely in pediatric
clinic. CP exerces influence on DNA molecule, on some enzymes in-
volved in amino acids metabolism and on structural proteins (Calabresi,
Parks 1980). Therefore the effect of this compound on the maturing
nervous tissue could be unfavorable, particularly before the blood-brain
barrier reaches its maturity (Gabriel 1973).

Investigations on developing rabbits were performed in view to test
this hypothesis. Myelination takes place postnatally, therefore the effect
of CP on this important process of nervous tissue maturation was in-
vestigated.

MATERIAL AND METHODS

Our material consisted of 18 rabbits from five litters. They were
treated during ten days between 6th and 15th day of life with 50 mg/kg
of body weight of cyclophosphamide daily by oral gavage. Other 12
rabbits from the same litters constituted a control group. Clinical observa-
tions comprised the verification of body weight until 2—2.5 months
after treatment and comparison of motor activity of young adult animals
from experimental and control groups. Observations were performed in
the “free field” during five days where the precise movements of ani-
mals were registered. The animals were sacrificed on 16th, 32nd, 48th
and 96th day of life (experimental rabbits survived 1, 16, 32 and 80
days after the last CP administration).

Samples were taken from the brain on the level of optic chiasm,
embedded in paraffin and stained by Kliiver-Barrera method. Histo-
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enzymatic investigations were performed on cryostat sections taken on
similar level. The activities of following enzymes were estimated: acid
phosphatase (APh) according to the method of Gomori (1953), succinic
dehydrogenase (SDH) according to the method of Lojda et al. (1976) and
lactic dehydrogenase (LDH) according to the method of Pearse (1961).
These enzymes were chosen as markers of the consecutive stages of
premyelination period (Farkas-Bargeton 1968). Moreover activity of glu-
cose-6-phosphatase (G6P) was estimated according to the method of
Wachstein and Meisel (1957). Activity of this enzyme in normal brain
is very low (Watanabe et al. 1983) and increases in several pathologic
conditions (Bit et al. 1982).

For ultrastructural study blocks were taken from frontal and cere-
bellar cortex, corpus callosum and internal capsule. The material was
prepared by routine electron microscopic methods, topography of struc-
tures was veryfied in semithin sections. Ultrathin sections were taken
on LKB-ultramicrotome, then treated with lead citrate and uranyl ace-
tate and examined under a JEM-100 electron microscope.

RESULTS

The administration of cyclophosphamide to newborn rabbits resulted
in death of about 10%0 of animals occurring most often during second
week after treatment. Clinical symptoms in surviving animals consisted
in leucopenia (Maslinska et al. 1983), hairloss and the lack of regular
increase of body weight during the treatment (Table 1). The deficit of
body weight compared with the control group persisted until the adult-
hood of animals (Table 2). Behavioural observations revealed a diminish-
ed mobility of experimental rabbits. Motor activity was lower in ex-
perimental rabbits than in control group 20% on the first day of in-
vestigation and 28% on the day of maximal activity of each group
(Fig. 1).

The morphological study of brain sections stained with Kliver-Bar-
rera method revealed in 16-day-old CP-treated rabbits a nearly total
lack of myelin sheaths in corpus callosum (Fig. 2) and an evidently more

Table 1. Average rabbits weight during treatment with cyclophosphamide (g)
Tabela 1. Srednia waga ciala krolikow w czasie podawania cyklofosfamidu (g)

1st day 5th day 10th day
1 dzien 5 dzien 10 dzien
170 222.5 189.5

Number of animals — 11
Liczba zwierzat — 11
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Table 2. Average weight of adult rabbits treated with cyclophosphamide between 6th-15th day of
life (g)

Tabela 2. Srednia waga ciata dorostych krolikow otrzymujacych cyclofosfamid miedzy 6 —15 dniem
zycia (g)

Experimental group

Age Control group G Deficit of weight
5 rupa £ ’ .
Wiek Grupa kontrolna experymentalna Niedobor wagi
2.5 months 2146 (6) 1616.6 (4) 24.7%
mies. 4
3 months 2375 (6) 1657.5 (4) 30.3%
mies.

In parentheses number of animals is given.
W nawiasach — liczba zwierzat

5 crossing/10 min

$ 130 liczba ruchdw /10 min

b,

]

o 120

5

L 1108

» 100 ¢

v 908

¥

< 80¢%

4 kU, -

gﬂ /10 #

— - Experimental group

60 4 -=- - Control group
50 {L —— - Grupa experymentalna
10 L Grupa kontrolna

1 2 3 4 B
DAY OF PEHE 'TEST (Vb tless S b

Fig. 1. Motor activity of young adult rabbits treated with cyclophosphamide be-
tween 6th—15th day of life

Ryc. 1. Aktywno$é ruchowa dorostych mlodych kroélikéw, ktérym podawano cyclo-
fosfamid od 6 do 15 dnia zycia

advanced stage of myelination in internal capsule. This picture was
similar with the other one observed in control animals.

Histoenzymatic studies at the same day of life showed that APh
and LDH activity in cytoplasm of glial cells were similar in experimen-
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¢

Fig. 2. Rabbit treated with cyclophosphamide, 16-day-old. Nearly total lack of
myelin sheaths in corpus callosum. Kliiver-—Barrera. Magn. glass

Ryc. 2. Krolik do$wiadczalny, 16-dniowy. Prawie zupelny brak zmielinizowanych
wlokien w spoidle wielkim. Kliiver—Barrera. Pow. lupowe

Fig. 3. Succinic dehydrogenase activity in corpus callosum at 16th day of life
in control rabbit (Fig. 3a) and in CP-treated rabbit (Fig. 3b). X 100

Ryc. 3. Aktywno$é dehydrogenazy bursztynianowej w spoidle wielkim w 16 dniu
zycia u kroélika kontrolnego (Ryc. 3a) i u kroélika doswiadczalnego (Ryc. 3b). Pow.
100 X

tal and control animals, respectively to both examined structures. The
formazan grains indicating succinic dehydrogenase activity in glial cells
looked even more aboundant in experimental than in control rabbits
(Figs 3a and 3b).

Ultrastructural examination revealed in 16-day-old animals the very
early stage of myelin formation in corpus callosum and evidently more
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advanced stage of myelination in internal capsule. The pathologic chan-
ges were found in several cells of myelinating glia. Their cytoplasm
was electron-lucid, because of decreased number of rybosomes. This was
particularly evident in comparison with abundance of ribosomes in
glial cells at this stage of development in control animals. Endoplasmic

Fig. 4. CP-treated rabbit. Perivascular processes of astrocytes swollen, with only
few orgalles and several vacuoles. X 9000
Ryc. 4. Krolik doswiadczalny. Okolonaczyniowe wypustki astrocytow obrzmiale,
ubogie w organelle, z licznymi wodniczkami. Pow. 9000 X

Fig. 5. Normal myelination of corpus callosum in rabbit at 32nd day of life. Klii-
ver—Barrera. Magn. glass
Ryc. 5. Mielinizacja spoidia wielkiego u krélika w 32 dniu zycia. Kliiver-Barrera.
Pow. lupowe
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reticulum was enlarged even forming vacuoles. Some mitochondria were
abnormal. Similar changes were noticed in other neuroectodermal cells.
Some astrocytes especially their perivascular processes were swollen
(Fig. 4).

In 32-day-old rabbits (Fig. 5) and in 48- and 96-day-old animals
from experimental groups myelination of both examined structures show-
ed a normal rate parallel with the control group. On the other hand

Fig. 6. Well myelinated axons in corpus callosum in rabbit at 48th day of life.
X 5000
Ryc. 6. Dobrze zmielinizowane widkna w corpus callosum krolika w 48 dniu zycia.
Pow. 5000 X
Fig. 7. Normal and degenerated glial cells in corpus callosum of CP-treated rabbit.
X 5000

Ryc. 7. Prawidlowa i zwyrodniala komoérka glejowa w spoidle wielkim doswiadeczal-
nego krélika. Pow. 5000 X

http://rcin.org.pl



Endoxan and maturing brain 413

investigation performed in 48-day-old CP treated rabbits revealed the
activity of G6Pase in glial cells of myelinating structures. Activity of
this enzyme was lacking in control brains. Ultrastructural pictures de-
monstrated despite of a normal rate of myelination (Fig. 6) the persis-
tance of some pathologic changes in oligodendroglial cells, similar to
those observed in the 16-day-old animals. In addition dark glial cells
with enlarged reticulum, amorphic cytoplasm and shrunken nuclei in-
dicative on irreversible cell damage were noticed (Fig. 7). They were
more often found in 32- and 48-day-old experimental animals than in
control rabbits. Degenerating axons were not numerous, but they were
encountered in myelinated structures even at 96th day of life (Fig. 8).

Fig. 8. Degenerated axon in corpus callosum of CP-treated rabbit. X 9000

Ryc. 8. Wyrodniejacy akson w spoidle wielkim doswiadczalnego kroélika. Pow.
9000 X

DISCUSSION

Our observations presented above indicate that CP exerts a com-
plicated effect on maturing rabbit brain. CP, a water soluble compound,
may cross the blood-brain barrier if used in the high doses (Allen,
Helson 1981). The time in which the treatment was applied is the period
of blood-brain barrier maturation and the period of intensive nerve
fibers myelination (Dambska, Danielewicz-Kotowicz 1978). The dosis of
CP was chosen according to clinical symptoms in animals similar to
those, observed in humans (leucopenia, hairloss, deficit of body weight).
Despite of those the process of nerve fibers myelination started in nor-
mal period. SDH activity examined immediately after the last CP ad-
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ministration was not decreased but even more intensive than in control
animals of the same age. It could be supposed that glial cells impeaded
in the process of multiplication by the antimitotic drug, started earlier
into the first step of premyelination phase characterized by an increase
of SDH activity (Farkas-Bargeton 1970). At any rate the myelination
took part in a normal time. On the other hand the activity of G6Pase
in glial cells in structures with advanced and grossly normal myelina-
tion (48th day of life) could be considered as an exponent of pathologic
changes within those structures. Ultrastructural observations confirm
that the glial cells involved in myelination process develop some abnor-
malities after CP administration. They consisted of the reduction of the
number of ribosomes and formation of vacuoles. The reduction of ribo-
somes could depend on unfavorable influence of CP on cell proteins
(Hansen et al. 1975; Hill 1975; Calabresi, Parks 1980). The vacuoles
resulting from changes of the endoplasmic reticulum could be connected
with stimulating effect of CP or its metabolites on the endoplasmic
membranes (Mayer et al. 1980). The pathologic changes following CP
administration persisted during and even after the time of intensive
myelination and resulted in a considerable number of dark necrotic oli-
godendroglial cells in the white structures of young adult animals.

The changes observed in perivascular astrocytes allow to connect the
influence of CP with its penetration through blood-brain barrier. Pre-
vious investigations seem to testify this penetration, even in adult ani-
mals (Allen, Helson 1981; Maslinska 1986). Much more the noxious
effect of CP could occur in the period of blood-brain barrier matura-
tion. Contrary to the current opinion, the results of our studies indicate
the possibility of unfavorable effect of CP on the nervous tissue parti-
cularly in the period of its maturation.

WIELOZNACZNE NASTEPSTWA ODDZIALYWANIA ENDOKSANU
NA DOJRZEWAJACY MOZG KROLIKA

Streszczenie

Badano wplyw endoksanu podawanego krélikom od 6 do 15 dnia Zycia w ilo$ci
50 mg/kg masy ciala na aktualnie mielinizujacy sie osrodkowy uklad nerwowy.

Stwierdzono, ze aktywno$¢ badanych enzymoéw w okresie premielinizacji jest
prawidlowa, a dehydrogenazy bursztynianowej wydaje si¢ nawet wieksza niz w
normie. Mielinizacja wlokien przebiega prawidlowo, tym niemniej w koncowym
okresie mielinizacji widoczna jest w strukturach bialych aktywnos$é glukozo-6-fos-
fatazy, ktéra przemawia za ich uszkodzeniem. Badania ultrastrukturalne wskazuja,
ze uszkodzenie dotyczy komoérek gleju mielinizacyjnego i astrocytow okolonaczy-
niowych. Obecno$¢ licznych obumartych komoérek oligodendrogleju i nielicznych
zwyrodnialych akson6w wskazuje na nieodwracalno$é czesci uszkodzen struktural-
nych.
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MHOI'O3HAYHBIE TTIOCJIEACTBUS BIIUAHWS LIUKIIO®OCOPAMUIA
HA PA3BUBAIOIUINCA MO3I' KPOJIUKA

Pe3ome

Hccnenosanoce Biaasiune ukaodocdhamuaa mogasaemoro no 50 Mr/kr Beca KpoJauKaM B BO3-

pacte oT 6 mo 15 AHA KU3HH HA MHETMHU3UPYIOUIYIOCS B 3TO BPEMS HEPBHYIO CHCTeMY. BbUIO
KOHCTAHTHPOBAHO, YTO AKTHBHOCTH 3H3UMOB B IPEMHUETHHA3AUAOHHOM IEPHOAE IpPaBHIIbHASA,
4KTHBHOCTh CYKLMHATIErdpOreHa3a Kaxercs Jaxe Oosiblie, 4eM B HOpME. MuenMHM3auus mpo-
TEKaeT B NPABUIIBHBIX TeMmax. TeM He MeHee, B KOHLEBOM MEPHO/IE MHUEITHHU3ALMH HAGII0qaeTCs
B O€/IOM BeIlIecTBe aKTHBHOCTH TJIHOK030-6-(hocdaTtasel. DTO yka3bBaeT Ha HApyIIeHHs B Gerom
BEIECTBE. DJIEKTPOHHOMUKPOCKOMUYECKUE UCCIIEMOBAHUS MOKA3BIBAIOT, YTO MOBPEXIEHBI KIIETKH
MHEJTMHU3AUOHHON TIHK M OKOJIOCOCYIMCTHBIE 3Be3[4aThie KJIETKH. MHOTOYHMCIIEHHbIE MEPTBHIE
KJISTKH OJIMTOJIEHIPOTJIME M HEMHOTOYHMCIIEHHbIE MePepaXkJIeHHbIe aKCOHBI B 3PEJbIX MO3rax Kpo=-
JIMKOB CBHM/ETEIBCTBYIOT O HEOOPATHMOCTH YaCTH 3THUX MOBPEKACHHH.
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BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE
JADRA NADWZROKOWEGO I JADRA PRZYKOMOROWEGO
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HIPERTERMICZNYM
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PAN, Warszawa

Przedstawione badania sa kontynuacjg uprzednio prowadzonych do-
$wiadczen nad wplywem wysokiej temperatury otoczenia na uklad pod-
wzgorzowo-przysadkowy krolika (Gajkowska i wsp. 1985; Loesch i wsp.
1985). U zwierzat poddanych jednorazowej ekspozycji na dziatanie wy-
sokiej temperatury (38—39°C) wykazano stymulacje podwzgoérzowo-
-przysadkowego ukladu antydiuretycznego, odpowiedzialnego miedzy in-
nymi za termoregulacje ustroju.

Interesujagcym wydawalo sie przeprowadzenie obserwacji mikrosko-
powo-elektronowych neurosekrecyjnych jader podwzgoérza w reakcji na
przediuzajacy sie stres hipertermiczny. Celem tej pracy bylo ustalenie
wplywu przegrzania organizmu na wykladniki ultrastrukturalne ak-
tywnosci neuron6w jgdra nadwzrokowego i jadra przykomorowego pod-
wzgorza krolika.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na 10 kroélikach albinotycznych obu
plci, wagi okolo 3 kg, hodowanych w zwierzetarni w temperaturze
16—18°C. Zwierzeta podzielono na dwie grupy: grupa I — trzy kréliki
poddano przez 3 kolejne dni dzialaniu 3-godzinnej wysokiej temperatu-
rze otoczenia do 38—39°C wedlug metody opisanej w poprzedniej pracy
(Gajkowska i wsp. 1985). Wycinki z jgdra nadwzrokowego i jadra przy-
komorowego pobrano do badan mikroskopowo-elektronowych bezposred-
nio po zakonczeniu do$wiadczenia; grupa II — trzy kroéliki réwniez pod-
dano przez 3 kolejne dni dzialaniu 3-godzinnej wysokiej temperatury

http://rcin.org.pl



418 B. Gajkowska

otoczenia (38—39°C), a material do badan mikroskopowo-elektronowych
pobrano 24 godziny po zakonczeniu hipertermii. W obu grupach do$wiad-
czalnych wykonano pomiary temperatury ciala w rectum kroélika. Bez-
posrednio po doswiadczeniu temperatura wynosita 41,5°C, 24 godziny
po doswiadczeniu — 39,5°C. Cieplota krélikéw kontrolnych wahala sie
od 38 do 38,5°C. Wycinki z jgdra nadwzrokowego i jadra przykomoro-
wego od zwierzat doswiadczalnych pobierano zawsze lgcznie z wycinkami
z jadra nadwzrokowego oraz przykomorowego od zwierzat kontrolnych
(4 kroliki). Material utrwalano w 4% roztworze aldehydu glutarowego
w 0,2 M buforze kakodylanowym o pH 7,4 przez 1 godz., a nastepnie
plukano w tym samym buforze przez cala noc i dodatkowo utrwalano
przez 1 godz. w 2% roztworze OsO, w 0,2 M buforze kakodylanowym.
Po odwodnieniu w alkoholach o wzrastajgcym stezeniu i w tlenku pro-
pylenu material zatapiano w Eponie 812. Skrawki krojono na ultrami-
krotomie Reichert OmU2. Dobarwiano je wodnym roztworem octanu
uranylu i cytrynianem olowiu, oglgdano w mikroskopie elektronowym
JEM T7A.

WYNIKI

Zwierzeta kontrolne, zdrowe

Badania mikroskopowo-elektronowe neuronéw jadra nadwzrokowego
i jadra przykomorowego podwzgorza krélika nie réznily sie morfologicz-
nie od opisanych we wczesniejszych publikacjach (Gajkowska 1985; Gaj-
kowska i wsp. 1985), dlatego pomine ich szczegdélowy opis.

I grupa zwierzqt doswiadczalnych

Obrazy mikroskopowo-elektronowe neuronéw jgdra nadwzrokowego
i jadra przykomorowego z tkanki pobranej bezposrednio po ostatniej hi-
pertermii wykazywaly ten sam charakter zmian. W zaleznosci od sta-
nu czynnosciowego poszczegblne neurony sekrecyjne przejawialy pewng
zmienno$¢ morfologiczng. Obserwowano neurony o duzych jadrach ko-
morkowych nieregularnego ksztattu, z licznymi wglebieniami. Na terenie
jadra znajdowalo sie zawsze elektronowo-geste jaderko. W cytoplazmie
zwracala uwage obfitos¢ siateczki s$rodplazmatycznej ziarnistej (ER)
rownomiernie gesto pokrytej rybosomami. Tworzyla ona skupienia w
obwodowych czesciach neuronu. Pozostale czesci cytoplazmy zajmowat
bardzo znacznie rozwiniety i rozczlonowany kompleks Golgiego oraz
stosunkowo male, owalne lub nieco wydluzone, mitochondria. Przewaz-
nie mialy one prawidlowg budowe. Obecne byly takze lizosomy pierwotne
i wtorne oraz znaczna ilo$¢ neurotubul o roéznej diugosci. Szczegélnie
obficie gromadzily sie one w centralnych obszarach cytoplazmy pomie-
dzy organellami, a zwlaszcza w poblizu kompleksu Golgiego (ryc. 1).
Obraz mikroskopowo-elektronowy kompleksu Golgiego w neuronach se-
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Ryc. 1. Krolik bezposdrednio po stresie cieplnym. Jadro nadwzrokowe. We fragmencie
cytoplazmy dobrze rozwiniety kompleks Golgiego (AG), w jego kanalach obecne
ziarnistosci neurosekrecyjne (strzaiki). Obecne sg liczne neurotubule (N), drobne
lub wydiuzone mitochondria (M), przewaznie o prawidlowej budowie oraz dobrze
rozwinieta siateczka $rdédplazmatyczna ziarnista (ER). Pow. 12450 X
Fig. 1. Rabbit directly after heat stress. Supraoptic nucleus. Well developed Golgi
complex (AG) in a fragment of the cytoplasm. Note neurosecretory granules (ar-
rows) in channels of Golgi complex (AG). Numerous small or longer mitochondria
(M), neurotubules (N) and very well developed granular endoplasmic reticulum (ER).
X 12450

9 — Neuropatologia Polska 3/86
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krecyjnych zwierzat doswiadczalnych nie réznit sie w zasadzie od obra-
z6w widywanych w neuronach zwierzat kontrolnych. Cechg wyréznia-
jaca w stosunku do neuronéw kontrolnych bylo bardzo znaczne rozbu-
dowanie kompleksu Golgiego w okolicach okolojgdrowych, a nierzadko
i w innych obszarach cytoplazmy oraz znaczne jego rozczlonowanie. Za-
chowany byl jednak zawsze zasadniczy schemat jego budowy. W poblizu
koncowych zbiornikéw kompleksu Golgiego gromadzila sie znaczna ilos¢
pecherzykéw transportujacych. Widywano réwniez fragmenty zbiorni-
kéw wypelnione materialem o gestosci elektronowej przypominajgcej
neurosekret oraz typowe, matle, oblonione ziarnistosci neurosekrecyjne
(ryc. 1). Ponadto w tej grupie doswiadczalnej w jadrze nadwzrokowym
i jadrze przykomorowym obserwowano neurony znajdujace sie zapewne
w innej fazie wydzielniczej. Charakteryzowatly sie¢ one cytoplazmg mniej
obfita w organelle, inng konfiguracjg kompleksu Golgiego, obecne na-
tomiast byly w niej liczne lizosomy; neurotubule ukladaly sie z pewng
regularnoscig, zwlaszcza w obwodowych czesciach cytoplazmy. Niektére
mitochondria byly obrzmiale (ryc. 2).

W obu badanych jgdrach neurosekrecyjnych spotykano pojedyncze
ciemne neurony tzw. ,dark neurons” o znacznych odchyleniach w sto-
sunku do kontrolnych obrazéw ultrastrukturalnych. Jadra tych neuro-
now byly wrebiaste, znacznych rozmiaréw, o nieregularnie rozmieszczo-
nej heterochromatynie; jaderka czesto wykazywaly cechy segregacji ma-
terialu jagderkowego. W otoczce jadrowej tworzyly sie znaczne poszerze-
nia przestrzeni pomiedzy jej zewnetrzng i wewnetrzng blong. Czesto
otoczka jadrowa wykazywala cigglosé z kanalami siateczki $rédplazma-
tycznej ziarnistej o elektronowo-przeziernych, krétkich i znacznie posze-
rzonych kanalach, skgpo pokrytych rybosomami. W tych neuronach wszy-
stkie mitochondria byly wyraznie obrzmiale. Obecne byly réwniez licz-
ne lizosomy. Jezeli w neuronach tego typu nieprawidlowosci byly bar-
dziej nasilone, dochodzilo do mikrowakuolizacji. Neuronom tym towa-
rzyszyly komorki mikrogleju i wypustki astrocytarne w réznym stopniu
obrzmiate.

II grupa zwierzqt doswiadczalnych

U krolikow z 24-godzinnym przezyciem po ostatniej hipertermii w
obydwu badanych jgdrach neurosekrecyjnych tylko sporadycznie spo-
tykano tzw. ,,dark neurons” oraz neurony ulegajace typowej mikrowa-
kuolizacji. Przewaznie neurony nie wykazywaly istotnych réznic w po-
réownaniu z kontrolg. Do jedynych nieprawidlowosci ultrastrukturalnych
nalezy zaliczy¢ wystepowanie elektronowo przeziernych wakuoli na te-
renie jadra komorkowego w pojedynczych neuronach oraz zwigkszenie
elementéw cytoskeletonu w postaci neurotubul oraz obecno$¢ przewaz-
nie obrzmiatych mitochondriéw i cial wielopecherzykowych (ryc. 3). Po-
zostale neurony jadra nadwzrokowego i jadra przykomorowego mialy
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Ryc. 2. Krélik bezposrednio po stresie cieplnym. Jadro przykomorowe. We frag-
mencie cytoplazmy dobrze rozwiniety kompleks Golgiego (AG), typowe ziarnistosci
neurosekrecyjne nieliczne, widoczne lizosomy i ciala wielopecherzykowe. W regionie
aksonalnym obfite, réwnolegle ukladajace si¢ neurotubule (strzatki). Pow. 12450 X
Fig. 2. Rabbit directly after heat stress. Paraventricular nucleus. Very well develo-
ped Golgi complex (AG), not numerous neurosecretory granules, numerous neuro-
tubules and multivesicular bodies in a fragment of the cytoplasm. Axon filled
tightly with neurotubules (arrows). X 12450
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Ryc. 3. Krolik 24 godziny po stresie cieplnym. Jadro nadwzrokowe. Jadro komoér-

kowe o nieregularnych obrysach zawiera elektronowo-przezierne wakuole (V).

W cytoplazmie liczne neurotubule (N), widoczne sa réwniez ciala wielopecherzy-
kowe i niektére mitochondria z cechami obrzmienia. Pow. 12450 X

Fig. 3. Rabbit 24 hours after heat stress. Supraoptic nucleus. Empty vacuoles (V)

in the irregular nucleus. Numerous cytoskeleton elements (N) and multivesicular
bodies in the cytoplasm. Some mitochondria are swollen. X 12450
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Ryc. 4. Krolik 24 godziny po stresie cieplnym. Jadro przykomorowe. W cytoplazmie
neuronu duzo ziarnisto$ci neurosekrecyjnych, lizosoméw i mitochondriéw. Niektore
mitochondria posiadaja drobnoziarnista, ciemna macierz. Strzalki pokazuja r6zny
rodzaj ziarnistosci. Pow. 12450 X
Fig. 4. Rabbit 24 hours after heat stress. Paraventricular nucleus. Large number
of neurosecretory granules, lysosomes and mitochondria, some of them with dark
fine granular matrix. Arrows show abundant granules population. X 12450
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Ryc. 5. Krolik 24 godziny po stresie cieplnym. Jadro nadwzrokowe. Zwraca uwage
réznorodnos$é ziarnistosci neurosekrecyjnych (G). Pow. 12450 X

Fig. 5. Rabbit 24 hours after heat stress. Supraoptic nucleus. Accumulation of
distinct neurosecretory granules (G) is visible. X 12 450
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podobne obrazy morfologiczne, pozwalajac przypuszczaé, ze sa to neuro-
ny znajdujgce sie w tej samej fazie cyklu sekrecyjnego i w podobnym
stanie czynnosciowym (ryc. 4, 5). Neurony o duzym jadrze komoérkowym
przewaznie z wglebieniami posiadaty obfitg cytoplazme o dobrze rozwi-
nietej i bogatej w rybosomy siateczce $rédplazmatycznej ziarnistej, two-
rzacej obfite skupienia przewaznie na obwodzie neuronéw. Pozostate
obszary cytoplazmy wypelnione byly obficie organellami komdérkowymi
przewaznie o prawidlowej budowie. Niektéore mitochondria posiadaty
ciemng 1 ziarnista macierz. Licznie reprezentowane byly neurotubule
o réoznej diugosci, nieregularnie rozrzucone, stanowigc znaczacy kompo-
nent cytoskeletonu komoérki. Kompleks Golgiego byt bardzo dobrze roz-
winiety i rozczlonowany o ilosciowej przewadze drobnych pecherzykéow
nad zbiornikami, co moze by¢ wykladnikiem aktywacji procesu sekre-
cyjnego w tych neuronach. W obszarze kompleksu Golgiego w popu-
lacji pecherzykéw przewazaly pecherzyki wypelnione elektronowo-gestym
materiatem, otoczone pojedynczg blong i odpowiadajgce ziarnistosciom
neurosekrecyjnym. Spotykano je réwniez licznie w pozostalych obsza-
rach cytoplazmy, w ktorej wystepowaly takze ziarnistosci o mniej ele-
ktronowo-gestej zawartosci, czy tez ziarnisto$ci oblonione o elektronowo-
-gestym rdzeniu i jasnym halo. Wszystkie opisane powyzej ziarnistosci
tylko nieznacznie réznity sie wielkoscia, mieszczac sie¢ w granicach od
100 do 160 nm w zaleznosci od poziomu przekroju. Ilosé, rozmieszczenie
i obraz ziarnistosci neurosekrecyjnych w neuronach tej grupy doswiad-
czalnej réznity sie zasadniczo od spotykanych u zwierzat kontrolnych.
Licznie reprezentowane byly réwniez lizosomy.

OMOWIENIE

Badania mikroskopowo-elektronowe jadra nadwzrokowego i jadra
przykomorowego u krélikéw poddawanych przez 3 kolejne dni dziala-
niu 3-godzinnej hipertermii wykazaly aktywacje wigkszosci obserwowa-
nych neuronéw. Opierajac sie na wynikach badan prowadzonych przez
Yukitake i wsp. (1977) oraz na podstawie obserwacji wiasnych (Gajkow-
ska 1981; Gajkowska, Borowicz 1981) mozna przyjaé, ze sg to neurony
znajdujace si¢ w fazie sekrecyjnej, o czym $wiadczy wzmozona synteza
ziarnisto$ci neurosekrecyjnych. Powtarzajagce sie cechy morfologiczne
neuronéw obydwu badanych jader pozwalaja przypuszczaé, ze przecig-
gajacy sie w czasie stres hipertermiczny wywoluje pewna synchroniza-
cje czynnosciowa neurondéw. Liczne, jednoznaczne wyniki badan wy-
kazaly, ze stres hipertermiczny powoduje odwodnienie organizmu. W tych
warunkach dochodzi¢ moze do wzmozonej syntezy ziarnisto$ci neuro-
sekrecyjnych, co doprowadza do wzrostu zawartosci wazopresyny w neu-
ronach jadra nadwzrokowego i przykomorowego oraz innych obszarach
moézgu (Kirsch 1977, 1980; Choy, Watkins 1977, Negro-Vilar, Samson
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1979; Piekut 1983). Wedlug niektorych autoréw wazopresyna tylko cze$-
ciowo tworzy typowe ziarnisto$ci neurosekrecyjne, pewna cze$¢ hormo-
nu jest transportowana w postaci wolnych form amorficznych (Kirsch
1980; Alonso i wsp. 1981). Zastanawiajgca jest wiec znaczna ilos¢ i roz-
norodno$é ziarnisto$ci neurosekrecyjnych obecnych w neuronach jadra
nadwzrokowego i przykomorowego obserwowana w 24 godziny po prze-
bytej hipertermii. Wiadomo, ze neurony badanych jader zawieraja w
pecherzykach sekrecyjnych oprécz wazopresyny i oksytocyny, wraz z to-
warzyszgcymi im neurofizynami, wiele innych jeszcze biologicznie czyn-
nych biatek, jak enkefaliny (Martin, Voigt 1981; Martin i wsp. 1983),
dynorfiny (Waston i wsp. 1982; Whitnall i wsp. 1983), substancje P
(Stoekel i wsp. 1982), renine i angiotensyne II (Fuxe 1982) oraz chole-
cystokinine (Vanderhaegen i wsp. 1981; Martin i wsp. 1983). Nie mozna
tez wylgezyé, iz w tej roznorodnej populacji ziarnistoSci neurosekrecyj-
nych znajduja sie réwniez lizosomy pierwotne. Jak wiadomo, sg one nie-
zbedne do regulacji proceséw neurosekrecyjnych na drodze krynofagii
lub granulolizy (Boudier, Picard 1976; Alonso, Assenmacher 1983).

Przedstawione obrazy mikroskopowo-elektronowe sugeruja, ze prze-
dluzajgcy sie stres hipertermiczny stymulowal synteze substancji hormo-
nalnych, prowadzgc do zwiekszonej produkcji ziarnistosci neurosekre-
cyjnych, a zapewne tez do uaktywnienia regionu kompleksu Golgiego
odpowiedzialnego za formowanie lizosoméw. W wiekszosci obserwowa-
nych neuronéw jadra nadwzrokowego i przykomorowego byla zwigkszo-
na w poréwnaniu z kontrolg ilosé neurotubul, stanowigcych zasadniczy
skladnik cytoskeletonu komorki neurosekrecyjnej. Neurotubulom przy-
pisuje sie istotne znaczenie w transporcie ziarnisto$ci neurosekrecyjnych
z perykarionu komoérki poprzez wypustke osiowa do znajdujacego sie w
nerwowej czesci przysadki zakonczenia nerwowego wchodzgcego w skiad
tzw. narzadu neurochemalnego (Alonso i wsp. 1981, 1985; Piekut 1983).
Funkcja neurotubul w stosunku do ziarnistosci neurosekrecyjnych uzna-
na jest za identyczna do tej, ktérg spelniaja one wobec pecherzykow sy-
naptycznych w niesekrecyjnych komoérkach nerwowych (Hirokawa 1982;
Westru i wsp. 1983). Neurotubule stanowia integralny skladnik szkieletu
cytoplazmy, stad tez ich ocene ultrastrukturalng oraz funkcjonalng trze-
ba odnosi¢ do calosci cytoskeletonu (Groniowski 1981). Rozbudowa cy-
toskeletonu w komodrkach neurosekrecyjnych jgdra nadwzrokowego
i przykomorowego po przedluzonej w czasie hipertermii wydaje sie po-
zostawaé w $cistym zwigzku z jej wplywem na szybki transport akso-
nalny (Kim, Johnson 1982). Obecnos$¢ neuronéw o bogatym cytoskeleto-
nie, nie zawierajgcych prawie ziarnisto$ci neurosekrecyjnych, wskazy-
wa¢ moze na istnienie bardzo szybkiego transportu syntetyzowanych w
neuronach ziarnistosci neurosekrecyjnych do neuroprzysadki.

Uprzednio prowadzone badania nad wplywem kroétkotrwalej wysokiej
temperatury otoczenia na uklad podwzgoérzowo-przysadkowy krolika wy-
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kazaly, ze oprécz stymulacji neurondéw i szybkiego wydzielania ziarnisto-
$ci neurosekrecyjnych z neuroprzysadki, wstrzas cieplny powoduje poja-
wienie si¢ nieprawidlowosci w obrazach ultrastrukturalnych niektérych
neurondéw (obrzmienie cytoplazmy i mikrowakuolizacja) (Gajkowska
i wsp. 1985; Loesch i wsp. 1985). Podczas dluzej trwajgcej hipertermii
obserwuje sie rowniez przypadki mikrowakuolizacji neuronéw w obydwu
jadrach neurosekrecyjnych.

Na podstawie uzyskanych danych morfologicznych mozna wysunagé
hipoteze, ze przy przedluzajacym sie stresie cieplnym zwiekszona zosta-
je synteza ziarnisto$ci neurosekrecyjnych w neuronach jadra nadwzroko-
wego i przykomorowego. Ulatwia to funkcjonowanie organizmu w tych
warunkach poprzez wplyw na gospodarke wodng ustroju.

OJIEKTPOHHOMMKPOCKOIIMYECKOE MCCIEJOBAHUE CVIIPAOIITUYECKOI'O
U IMMAPABEHTPUKYJISIPHOI'O S/IPA KPOJIMKOB ITOCJIE XPOHUYECKOI'O
TMITEPTEPMUYECKOI'O CTPECCA

Pe3ome

B nacrosieit pabote moxasana MopdoJjoruyeckasi KApUTHA CyNpPAONTHYECKOTO M MapaBeH-
TPUKYJISPHOTO siZpa THIOTAaJaMyca KPOJIMKOB, IO/BEPTa€MBIX BIMSHUIO BBICOKOI TEMIEpaTyphl
(38—39°) B Tewenme 3 nmeit ma 3 uaca.

TTony4yeHHbIE Pe3yJIbTAThI MOKA3BIBAIOT, HEMPOHBI OOOMX silep AKTHBH3MPYIOTCS M TOBBHIMIA-
€TCsl CHHTE3 HEHPOCEKPETOPHBIX TI'PaHYILI.

Hcxonst m3 pe3yibTaTOB HAIIMX TOCCIEMOBAHMIA MOXKHO 3aKIIOYHTh, YTO aKTUBALHs HEHpO-
HOB CYNPAONTHYECKOTO M MAPABEHTPUKYJSIPHOTO $/pa, BBI3BAHHOTO TEPMHMYECKUM CTPECCOM
HIpaeT BAXKHYIO POJb B MOMIEPKHUBAHMIO BOJHOIO TOMEOCTa3a OpraHu3Ma.

ELECTRON MICROSCOPIC STUDY OF SUPRAOPTIC
AND PARAVENTRICULAR NUCLEI IN THE HYPOTHALAMUS
OF RABBIT AFTER PROLONGED HYPERTHERMIC STRESS

Summary

The study deals with the morphological picture of the supraoptic and para-

ventricular nuclei of hypothalamus of rabbits exposed to environmental tempe-
rature of 38—39° for 3 hours for 3 days.

The results indicate that there is a notable increase of activity of the neurons,
leading to an increase of production of neurosecretory granules in both the
hypothalamic nuclei. The role of the neurosecretory granules formed in the hy-
pothalamus in a maintaining the water homeostasis in the organism is discussed.
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