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W cyklu prac poswieconych gliopatii watrobowej wykazano, ze pato-
logiczne postaci gleju astrocytarnego, charakterystyczne dla choroby
Wilsona i encefalopatii pochodzenia watrobowego rozwijajg sie w poza-
ustrojowej hodowli tkanki nerwowej zaréwno pod wpltywem egzogen-
nych soli miedzi i amoniaku jak i srodkéw hamujacych aktywnos$¢ enzy-
mow cyklu kwaséw tréjkarboksylowych (Mossakowski i wsp. 1970a, Ren-
kawek i wsp. 1973). Réwnoczesnie stwierdzono, ze penicylamina, $rodek
stosowany w leczeniu choroby Wilsona, hamuje rozwdj gliopatii wywo-
tanej przez zastosowanie surowic od chorych ze zwyrodnieniem watrobo-
we-soczewkowym i egzogennych soli miedzi, pozostajgc bez wpltywu na
gliopatie, stanowigce nastepstwo dzialania egzogennych soli amonu (Mos-
sakowski i wsp. 1976). Glutaminian ostabiat wprawdzie efekt dziatania
wszystkich stosowanych czynnikow uszkadzajgcych, jednakze dziatanie
jego byto niekompletne (Mossakowski i wsp. 1975). Peiny efekt hamu-
jacy rozwoj gliopatii watrobowej in vitro uzyskano jedynie przy stoso-
waniu a-oksoglutaranu (Renkawek i wsp. 1973). W oparciu o powyzsze
obserwacje wysunieto hipoteze, ze u podstaw metabolicznego uszkodze-
nia gleju, niezaleznie od rodzaju bezposredniego czynnika patogenetycz-
nego lezy uposledzenie detoksykacji amoniaku, zwigzane ze wzglednym
lub bezwzglednym niedoborem endogennego a-oksoglutaranu, stanowia-

cego wyjsciowe ogniwo metabolizmu amoniaku do glutaminy (Mossakow-
ski 1974).

Celem podjetych badan byto sprawdzenie powyzszej hipotezy, opartej
0 spostrzezenia in vitro, na doswiadczalnym materiale in vivo. Badania
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przeprowadzono na modelu doswiadczalnej encefalopatii wywotanej przez
wytworzenie przetoki miedzy zylg wrotng i zyla gtdbwng dolng, stano-
wigcej odpowiednik wystepujacej u ludzi encefalopatii wrotno-uktadowej
(Mc Dermotte, Adams 1954). Model ten opracowany i scharakteryzowany
przez Kyu i Cavanagha (1970) wydawat sie szczegblnie uzyteczny, po-
niewaz wystepujgce w nim strukturalne nieprawidtowosci w osrodkowym
uktadzie nerwowym, ograniczaja sie do zmian gleju astrocytarnego, wy-
razajgcych sie wystepowaniem komoérek Alzheimera typu Il (Cavanagh,

Kyu 1971a).

MATERIAL | METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar, 2,5-mie-
siecznych samcach o ciezarze ciata okoto 300 g.

U wszystkich zwierzat doswiadczalnych, w glebokiej narkozie eterowej
wykonywano zespolenie zyly wrotnej z zylg gléwng dolng w sposéb
opisany szczegétowo w pracy Rézgi i Paluszkiewicza (w przygotowaniu).

Zwierzeta doswiadczalne podzielono na dwie grupy — wilasciwg gru-
pe doswiadczalng (grupa 1) i grupe kontrolng (grupa Il). Grupa | obej-
mowata 6 zwierzat, ktére od 3 dnia po zabiegu operacyjnym, przez okres
7 tygodni, otrzymywaty dootrzewnowe injekcje a-oksoglutaranu w daw-
ce 141 mg/100 g ciezaru ciata, rozpuszczonego w 0,5 ml wody destylo-
wanej. Dawke a-oksoglutaranu opracowano w oparciu o réwnanie
reakcji chemicznej glutaminian-a-oksoglutaran (Caughey i wsp. 1957)
oraz o dane dotyczace stezenia a-oksoglutaranu w mézgu zdrowych
szczuréw (Shorey i wsp. 1967). Injekcje podawano codziennie. Grupa Il
sktadata sie z 7 zwierzat, ktére przez ten sam okres czasu otrzymywaty
dootrzewnowe injekcje samego rozpuszczalnika. Wszystkim zwierzetom
grupy | oraz 4 zwierzetom grupy Il po uptywie 7 tygodni wykonano
przezsercowg perfuzje 10% roztworem formaliny, poprzedzong kroétko-
trwata perfuzjg roztworem fizjologicznym soli. Trzy zwierzeta grupy Il
uspiono w sposéb analogiczny po uptywie 10 tygodni od zabiegu opera-
cyjnego. Przedtuzenie czasu przezycia miato na celu ocene réznicy w na-
sileniu zmian patologicznych w osrodkowym uktadzie nerwowym, uwa-
runkowanej diuzszym okresem funkcjonowania przetoki zylnej.

U wiekszosci zwierzat grupy | i Il bezposrednio przed perfuzjg pobie-
rano probki krwi, w celu oznaczenia poziomu amoniaku. Krew pobierano
wprost z serca, przy uzyciu heparynizowanej strzykawki i natychmiast
wirowano. Poziom amoniaku w surowicy krwi oznaczano metodg kolo-
rymetryczng w oparciu o testowy zestaw odczynnikéw firmy Hyland
(Hyland Blood Ammonia Test — Mondzac i wsp. 1965). Probki odczy-
tywano na kolorymetrze Specol przy diugosci fali 630 nm, a wyniki po-
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rownywano z krzywg wzorcowa. Stezenie amoniaku we krwi wyrazano
w ug/100 ml surowicy.

Materiat doswiadczalny uzupetniono 3 zwierzetami, u ktérych nie wy-
konywano zadnego zabiegu, poza codziennym podawaniem przez okres
7 tygodni dootrzewnowych injekcji 05 mi wody/100 g ciezaru ciata.
U zwierzat tej grupy, zabijanych w sposéb identyczny jak w grupach
doswiadczalnych wykonywano réwniez oznaczenie poziomu amoniaku we
krwi i badanie histopatologiczne osrodkowego ukfadu nerwowego.

Utrwalone droga perfuzji mézgi krojono na bloki, obejmujgce kore
modzgu, istote biatg podkorowa oraz rézne poziomy jader podstawy, a po-
nadto rdzen przedtuzony i moézdzek. Parafinowe skrawki tkankowe bar-
wiono hematoksyling-eozyng i fioletem krezylu oraz na ostonki mielino-
we wg metody Heidenhaina.

WYNIKI

Stezenie amoniaku we krwi u szczuréw nie poddanych zabiegowi ope-
racyjnemu wynosito ponizej 100 ug/100 ml surowicy. Obraz morfologicz-
ny mézgu nie wykazywat zadnych nieprawidtowosci.

Stezenie amoniaku we krwi zwierzat z wykonang przetokg zylna,
ktore przez okres 7 tygodni otrzymywatly dootrzewnowe injekcje wody
destylowanej wynosito srednio 3255 n-g/I0O0 ml surowicy, a u zwierzat
z 10-tygodniowym przezyciem zamykato sie w granicach od 1135—155,0
Ug/100 ml surowicy.

W obrazie histopatologicznym moézgu zwracalo uwage nieznaczne
zwiekszenie liczby jader komorek glejowych, ktére w oparciu o ich
strukture morfologiczng identyfikowano jako jadra astrocytéw. Liczne
sposréd nich, zwihaszcza w prazkowiu, wzgérzu, jadrze zebatym mézdzku
oraz w jadrach ruchowych opuszki byly znacznie powiekszone i catkowi-
cie lub prawie catkowicie pozbawione ziarnistosci chromatynowych (ryc.
1). Swoja strukturg odpowiadaty one obrazowi komoérek Alzheimera ty-
pu Il. Znaczna cze$¢ patologicznych jader glejowych miata nieregularny
ksztatt i obrysy (ryc. 2), do rzadkosci jednak nalezato pofatdowanie bto-
ny jadrowej, uznane przez Cavanagha i Kyu (1971) za zjawisko charakte-
rystyczne dla doswiadczalnej encefalopatii watrobowej uzyskanej przez
zespolenie zyty wrotnej z zylg gtdwna dolng. Mniej nasilone zmiany w
obrazie jader astrocytéw stwierdzono ponadto w korze moézgu i w Za-
woju hipokampa. Nieprawidtowosciom w obrazie jader astrocytarnych
towarzyszyty delikatne, rozsiane zmiany zwyrodnieniowe komorek ner-
wowych, wyrazajgce sie chromatoliza cytoplazmy duzych neuronéw
prazkowia i wzgoérza, oraz komoérek piramidowych kory mézgu. Ostonki
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mielinowe i jadra oligodendrogleju nie wykazywaty nieprawidtowosci
strukturalnych.

W mobzgach zwierzat usypianych po uptywie 10 tygodni od zabiegu
operacyjnego, zmiany morfologiczne miaty identyczny charakter, bytly
jednak bardziej nasilone. Nieprawidtowe jadra astrocytarne (ryc. 3) wy-
stepowaly obficie nie tylko w prazkowiu, wzgorzu, jadrze zebatym
i jadrach ruchowych opuszki, lecz takze w glebokich warstwach kory,
a nawet w podkorowej istocie biatej. W przyblizeniu ponad potowe po-
pulacji komorek glejowych w wymienionych strukturach mozgu stano-
wity ich nieprawidtowe postaci, 0 obrazie komorek Alzheimera typu Il
lub form do nich zblizonych, podczas gdy u zwierzat z 7-tygodniowym
przezyciem pooperacyjnym dochodzity one jedynie do okoto 30%. Jadra
astrocytarne z charakterystycznym pofatldowaniem blony jadrowej,
aczkolwiek liczniejsze niz w grupie zwierzat z 7-tygodniowym przezy-
ciem (ryc. 4) nie stanowilty zjawiska dominujgcego w obrazie neuropato-
logicznym.

W jednym przypadku, w otoczeniu ogniskowego uszkodzenia mozgu,
pochodzenia prawdopodobnie urazowego, stwierdzono pojedyncze ko-

Ryc. 1. Liczne komoérki Alzheimera typu Il w jadrze ruchowym opuszki. Szczur
z 7-tygodniowym przezyciem po zespoleniu wrotno-uktadowym. Fiolet krezylu
Pow. 400 X.

Fig. 1. Numerous type Il Alzheimer cells in bulbar motor nucleus. Rat’s survival
7 weeks after porto-systemic anastomosis. Cresyl violet. X 400.
Ryc. 2. Pofatldowanie jader gleju Alzheimera typu Il (strzatki). Szczur z 7-tygodnio-
wym przezyciem po zespoleniu wrotno-uktadowym. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.
Fig. 2. Foldings of nuclear membranes in Alzheimer type Il cells (arrows). Rat’s
survival 7 weeks after porto-systemic anastomosis. Cresyl violet. X 400.
Ryc. 3..,.Liczne nagie jadra we wzgOrzu. Szczur z 10-tygodniowym przezyciem pa
zespoleniu wrotno-uktadowym. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.
Fig. 3. Numerous nacked nuclei in thalamus. Rat's survival 10 weeks after porto-
-systemic anastomosis. Cresyl violet. X 400.

Ryc. 4. Znaczne pofaldowanie bton jadrowych komoérek Alzheimera typu I w
jadrze zebatym mozdzku. Szczur z 10-tygodniowym przezyciem po zespoleniu wrot-
no-uktadowym. Fiolet krezylu. Pow. 1200 X.

Fig. 4. Marked foldings of nuclear membranes in Alzheimer type Il cells in the
dentate nucleus. Rat’s survival 10 weeks after porto-sytemic anastomosis. Cresyl
violet. X 1200.

Ryc. 5. Komoérka Alzheimera typu | w bliznie glejowej. Szczur z 10-tygodniowym
przezyciem po zespoleniu wrotno-uktadowym. Krezyl fiolet. Pow. 400 X.
Fig. 5. Alzheimer cell type | in glial scar. Survival of rat 10 weeks after porto-
-systemic anastomosis. Cresyl violet. X 400.

Ryc. 6. Pojedyncze komoérki Alzheimera typu Il w jadrze zebatym moézdzku. Szczur
z 7-tygodniowym podawaniem a-oksoglutaranu. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 6. A few Alzheimer type Il cells in dentate nucleus. Administration of
ct-oxoglutarate for 7 weeks. Cresyl violet. X 400.
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morki o duzej, jasnej, homogennej, nieregularnej cytoplazmie z obwodo-
wo potozonym, pojedynczym jadrem, przypominajace komorki Alzhei-
mera typu | (ryc. 5).

Stezenie amoniaku we krwi zwierzat z zespoleniem zylnym, ktore przez
okres 7 tygodni otrzymywaty dootrzewnowe injekcje a-oksoglutaranu
wahato sie w granicach od 327,0 ug% do 1930 pg%. U jednego szczura
wynosito 119,0 pg/100 ml surowicy.

W obrazie morfologicznym o$rodkowego ukiadu nerwowego stwier-
dzono réwniez wystepowanie nieprawidtowosci w strukturze jader astro-
gleju. Byly one jednak ograniczone wytacznie do prazkowia, wzgorza,
jader ruchowych opuszki i jadra zebatego moézdzku. llos¢ typowych ko-
moérek Alzheimera typu Il byla znacznie mniejsza (ryc. 6). Na ogdt wy-
stepowaty one w pojedynczych egzemplarzach. Przy najwiekszym nawet
nasileniu zmian nie przekraczalty okoto 5 — 7% populacji glejowej zaje-
tych formacji osrodkowego uktadu nerwowego. Pozostate elementy struk-
turalne tkanki nerwowej byty niezmienione.

DYSKUSJA

Przedstawione wyniki badan, ze wzgledu na szczupto$¢ materiatu do-
Swiadczalnego, ograniczenie obserwacji do jednej wylgcznie grupy cza-
sowej i brak dokkadnej analizy ilosciowej nie pozwalajg na wycigganie
jednoznacznych wnioskéw co do hamujacego wptywu a-oksoglutaranu na
rozwol gliopatii watrobowej w warunkach in situ. Mogg one by¢ jedy-
nie traktowane jako spostrzezenia wstepne, okre$lajagce kierunek dal-
szych badan.

Wskazuja one jednakze w sposéb niewatpliwy, ze operacyjne wytwo-
rzenie przetoki miedzy zylg wrotng i gtdwna dolng prowadzi do rozwoju
zespotu encefalopatii watrobowej, w ktérej obrazie morfologicznym do-
minuje uszkodzenie gleju astrocytarnego. Potwierdza to poprzednie spo-
strzezenia uzyskane zaréwno na materiale klinicznym jak i w modelach
doswiadczalnych (Mossakowski 1966 a, 1966b, Mossakowski i wsp. 1970b),
wskazujace ze u podioza zespotu encefalopatii pochodzenia watrobowego
lezy pierwotne uszkodzenie astrocytéw, a zmiany patologiczne innych
elementéw strukturalnych osrodkowego uktadu nerwowego majg cha-
rakter wtorny.

Uzyskany obraz morfologiczny nieprawidtowosci strukturalnych jader
astrocytarnych stanowi potwierdzenie spostrzezen Cavanagha i Kyu
(1971a) mimo pewnych odrebnosci dotyczacych, zaréwno charakteru
zmian jak i ich rozmieszczenia w o$rodkowym ukiadzie nerwowym.
Cavanagh i Kyu (1971a) w oparciu o0 bardzo dokiadne badania planime-
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tryczne podkreslaja, ze najistotniejszym wyktadnikiem nieprawidtowo-
sci jader astrocytarnych obok powiekszenia ich rozmiaréw sg zmiany
ksztattu, wyrazajgce sie policyklicznymi zarysami btony jadrowej i ich
ptatowatoscia. Obrazy te wystepujace réwniez w naszym materiale nie
stanowity elementu dominujgcego. Przewazato natomiast powiekszenie
jader, ich roznoksztattno$é oraz zanik chromatyny jadrowej. Zrodto tych
réznic jest niejasne, nie wydaje sie jednak, ze nalezy je odnie$¢ wy-
tacznie do odmiennosci gatunkowej uzytych w doswiadczeniu zwierzat.
Stwierdzany u zwierzat doswiadczalnych wzrost zawartosci amoniaku we
krwi osiggal w naszym materiale wartosci tego samego rzedu co w do-
Swiadczeniach Cavanagha i Kyu (197la), ograniczony by} natomiast czas
przezycia zwierzat po zabiegu operacyjnym. Nie mozna wiec wykluczyc,
ze skrdcenie czasu obserwacji, wynikajgce z zatozenia pracy, moze by¢
odpowiedzialne za niewyksztatcenie sie zmian o nasileniu i charakterze,
opisanym przez Cavanagha i Kyu (197la). W materiale naszym nie po-
twierdzita sie bezposrednia zalezno$¢ miedzy nasileniem zmian morfolo-
gicznych gleju, a stezeniem amoniaku we krwi. U zwierzat z 10-tygod-
niowym przezyciem po zabiegu operacyjnym mimo nizszego poziomu
amoniaku niz u zwierzat z 7-tygodniowym przezyciem nasilenie niepra-
widtowosci strukturalnych astrogleju bylo wieksze. Na podkreslenie za-
stuguje natomiast zbiezno$¢ naszych obserwacji z innymi spostrzezeniami
Cavanagha i Kyu (1971h), dotyczacymi powstawania komorek glejowych
przypominajacych glej Alzheimera typu |. Zjawiska tego nie obserwo-
wano w zadnym innym doswiadczalnym modelu encefalopatii watrobo-
wej (Mossakowski 1966b, Mossakowski i wsp. 1970b). Nalezato ono réw-
niez do rzadkosci w doswiadczeniach in vitro (Mossakowski i wsp. 1970a).

Mimo wyrazonych na wstepie zastrzezeh co do wyciggania jednoznacz-
nych wnioskéw z przedstawionych spostrzezen, wydaje sie, ze wskazujg
one na fakt, ze a-oksoglutaran stosowany w doswiadczeniu in vivo, mo-
ze podobnie jak w warunkach in vitro, wywiera¢ dziatanie hamujgce na
rozwoj gliopatii watrobowej. Przemawiajg za tym roznice obrazu mor-
fologicznego zwierzat grupy | i Il. Brak pelnego efektu ostaniajacego
byé moze nalezy odnies¢ do zbyt niskiej dawki substancji. Zagadnienie
to rozstrzygng doswiadczenia ze zréznicowanym dawkowaniem a-okso-
glutaranu. Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, ze przy stosowaniu
a-oksoglutaranu, zmiany patologiczne gleju byly wyraznie mniejsze niz
w grupie zwierzat kontrolnych, przy jednakowym zasadniczo poziomie
amoniaku we krwi. Sugeruje to, ze ostaniajgcy wplyw a-oksoglutaranu
moze wynika¢ z jego uczestnictwa w metabolizmie amoniaku w tkance
nerwowej. W tym tez zakresie przedstawione obserwacje moga potwier-
dza¢ wysunieta poprzednio hipoteze o mechanizmie uszkodzen tkanko-
wych w encefalopatiach pochodzenia watrobowego.
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M. H. MoccaKOBCKM, A. npoHamKO-KypHUHbCKa, H. Py3ra, P. llajiiouiKeBiiH

BJIMHHME a-OKCOrjlYTAPATA HA PA3B14T14E TENATOrEHHOI/I rjlKOnATHK
y KPbIC C BOPOTHO-CMCTEMHbIM AHACTOMO3OM

Pe3iome

llpoBeAeHa npe”BapnTejibHaH opeHKa bjikhhmh a-OKcorjiyTapaTa na pa3BMTMe
renaTorenHon rjinonaTnn y Kptic ¢ cljncTyjion Meox/jy BopoTHOft u HWIKHen nojioii
BCHaMM.

YcTaHOBjieHO, hto 3KcnepnMeHTajiL>H0e 06pa30Banwe BOpoTHO-cncTeMHOIt (JjncTyjibi
npiiBo™T b TeueHne 7—10 ne”ejit k pa3BWTMJo renaTOreHHOft OHiteMajionaTnn, Btipa-
jKeHHOfl b MopcljojiornHecKOM KapTWHe MO3ra HajiwuneM MHoromicjieHHbix KjieTOK
Ajit>nrewMepa Tuna 11, noHBJiHJOinnxcH b nojiocaTOM Telie, 3pnTelibHOM 6yrpe, 3y6-
naTCM H/jpe M03JKeHKa m b ABnraTejibHbix H”pax jiyKGBnpbi, a b Mennuieit CTeneHn
— b Kope MO03ra n no"KopKOBOM SeliOM BeipecTBe. YpoBeHb aMMwaxa b kpobh
.nccTwraji b cpeHeM 325 MKr/o. llpu 7-iie”elibHOIt /jane a OKCorjiyTapara b ~03e 14,1 Mr
na ICO r Eeca jejia M3MeHeHHH b MO03ry Gbilin 3iiaHMTejibno Menee cnjibHbiMn n orpa-
HMHKBajiiiJb  ncjiccaTbiM  tOltom, apjrrejibHbiM  6vrpoM m  “BiiraTejiEHbiMn  ajipaMK
JiyKOEnpbi. ypCEenb aManaxa b KpoBn Haxo/jujica b rpaunpax 199.0—327.0 MKr°/o.
CHKHienwe WHTeHCMBHOCTM naTOjiornHecKnx H3MeHeHnfl acTpoijnTapHofl twm npn
Mcnojib3CBaHnn a-OKcorjiyTapaTa yKa3biBaeT Ha to, hto oh MO>«eT 0Ka3biBaTb
33LHKTHCe "eftcTP.ne npw pa3BMTnn renaTOreHHOft antjecJoajionaTHii b ycJIOBKHX in vivo.
OTcyTCTBwe ejiwhhhh Ha ypoBeHb aMMwaxa b kpobw no3BOJiHeT npe”nojiojKHTb, hto
3amnTHOs geftcTBne a-oxcorjiyTapaTa mojkct 6biTb cjie®"CTBweM ero ynacTHH b MeTa-
BojiwcMe aMMnaxa b nepsnoit TxanM.

M. J. Mcssakcwski, A. Pronaszko-Kurczynska, J. Ro6zga, R. Paluszkiewicz

EFFECT OF c-OXCGLUTARATE ON THE DEVELOPMENT OF HEPATOGENIC
GLIOPATHY IN RATS WITH PORTO-CAVAL SHUNT

Preliminary report
Summary

Preliminary estimation of the effect of a-oxoglutarate on the development of
hepatogenic gliopathy in rats with porto-caval shunt was performed.

It was found that experimentally produced porto-systemic anastomosis of 7—10
weeks duration results in the development of hepatogenic encephalopathy expressed
morphologically in the brain by the appearance of numerous, type Il Alzheimer
cells in striatum, thalamus, cerebellar dentate nucleus and in the bulbar motor
nuclei, and to a lesser degree in cerebral cortex and in subcortical white matter.
Ammonia level in the blood reached mean values 325 /ig%. When a-oxoglutarate
was administered for 7 weeks in a dose 14.1 mg/100 g of body weight, the cere-
bral changes were less marked and were limited to striatum, thalamus, bulbar
motor nuclei and dentate nucleus. In blood — ammonia level was 327.0 n°/0 —
— 199.0 ug®/o. Reduced intensity of pathological changes in astroglia after a-oxoglu-
tarate application points to the possible protective action of the compound against
the development of hepatogenic encephalopathy in in vivo conditions. Lack of the
effects of the drug on the ammonia level in the blood may suggest that the
protective effect of a-oxoglutarate can result from its participation in ammonia
metabolism in the nerve tissue.
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