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PRZEDMOWA 

Niniejsza rozprawa habilitacyjna powstała dzięki 
rocznemu stypendium naukowemu przyznanego autorowi w latach 
19S3/1984 przez Fundacje Wellcome Trust do pracy w kierowa-
nym przez Pana Prof. Geoffreya Bumstocka Zakładzie Anatomii 
i Embriologii i Centrum dla Neuronauki (Department of Anate-
my and Embryology and Centre for Neuroscience) Uniwersytetu 
Londyńskiego i jest wynikiem osobistych badań i przemyśleń. 

Korzystając z okazji pragnę wyrazić serdeczne podzię-
kowanie Fundacji Wellcome Trust za sfinansowanie mojego 
r> oby tu w Annrlii i możliwość ora cv na Uniwersytecie Londyn-
skim. Szczególnie dziękuję Panu Prof. G, Burnstockowi 
za umożliwienie ooznania nowych technik badawczych oraz o V 
za niezwykle miłą i obopólnie korzystną współpracę która 
zaowocowała wspólnymi publikacjami. Panu Prof» G. Bumsto-
ckowi dziękuję również za sfinansowanie 6-cio tygodniowego 
pobytu na Uniwersytecie Londyńskim jesienią 1935r, który 
miedzy innymi miał na celu oodsumowanie wyników badań - \j «.' - ii 
dotyczących niniejszej rozprawy® Pragnę też podziękować 
Pani Dro Jill Lincoln oraz Pani Dr0 Abi Belai za bezpośre-
dnią współpracę nad zagadnieniami które dotyczą przedsta-
wianej rozprawy* Panu Dr® Johnowi Pa mavelasowi dziękuję 
za dostarczenie przeciwciała na oksytocyna. Ponadto, 
dziękuję Panu Prof. Mirosławowi JQ Mossakowskiemu za pomoc 
w uzyskaniu stypendium z Fundacji Wellcome Trust, a Panu 
Prof. Jerzemu W® Borowiczowi za cenne rady i wskazówki 
przy redagowaniu manuskryptu oraz za pomoc w przedłożeniu 
niniejszej rozprawy habilitacyjnej Wysokiej Radzie Naukowej 
Uniwersytetu Jagiellońskiego* 
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WST^P 

Przedmiotem niniejszej rozprawy jest ultrastrukturalna 
organizacja elementów neuronalnych neurosekrecyjnego układu 
podwzgórzowo-przysadkowego i splotu Auerbacha szczura 
z doświadczalnie -wołaną cukrzycą insulinozależną. Neuro-
sekrecyjny układ podwzgórzowo-przysadkowy ssaków stanowi 
integralną część ośrodkowego układu nerwowego (Scharrer 
i Scharrer, 1940), natomiast splot Auerbacha jest 
integralną częścią tzw. jelitowego (wewnętrznego3 śród-
ściennego) układu nerv/owego przewodu pokarmowego (Bayliss 
i Starling, 1899) należącego do obwodowego - autonomicznego 
układu nerwowego» Zdaniem Gershona (1981), jelitowy układ 
nerwowy można rozpatrywać nawet w kategoriach samodzielnego 
układu nerwowego« Za takim poglądem przemawia między innymi 
możliwość wzbudzania tzw. "miejscowego mechanizmu nerwowego" 
in vitro celem wywołania odruchu perystaltycznego (Tren-
delenburg, 1917). Zdolność wywołania tego odruchu in vitro 
tzn, bez udziału informacji pochodzącej z ośrodkowego układu 
nerwowego wskazuje, że przewód pokarmowy może mieć własne 
receptory czuciowe, wewnętrzne pierwszorzędowe neurony 
dośrodkowe, intemeurony i neurony motoryczne (Gershon, 1931 
Jeśli chodzi o aspekty fizjologiczne, to najogólniej rzecz 
biorąc neurosekrecyjny układ podwzgórzowo-przysadkowy jest 
odoowiedzialnv miedzv innymi za utrzymywanie homeostazy 

* V C V/ V *J ł 7 u 

v/odnej organizmu. Natomiast splot Auerbacha ma swój udział 
w kontroli działania przewodu pokarmowego - kontroli 
motoryki poszczególnych jego odcinków w procesie trawienia» 

4 
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Jakiekolwiek odbiegające od normy zmiany czynnościowe tak 
układu podwzgórzowo-przysadkowego .jak i splotu Auerbachs 
mogą prowadzić do poważnych następstw fizjologicznych 
0 zasięgu ogólnoustrojowynu 

Układ pod w z r ó r z o w o - o r z y s a d k o wy 

Neurosekrecyjny układ podwzgórzowo-przysadkowy ssaków 
jest jednym z najlepiej poznanych systemów neuroendokrynnych 
ośrodkowego układu nerwowego, W skład tego układu wchodzą 
zasadniczo trzy obszary mózgu, a mianowicie: jądro nad-
wzrokowe (nucleus supraopticus, SON) i jądro przykomorowe 
(nucleus paraventricularis, Fal) przedniej części pod-
wzgórza oraz przysadka nerwowa (neurohypophysis, NHP)» 
NH? jest połączona anatomicznie i fizjologicznie z SON 
1 PYN za pośrednictwem b e z m i e 1 i n o wy c h wypustek osiowych 
(aksonów) odchodzących od neurocytów sekrecyjnych wy-
stępujących w SON i F/N* Aksony neurocytów SON tworzą 
szlak nadwzrokowc— przysadkowy (tractus supraoptico-
hypophy s e ali s), natomiast aksony neurocytów F/N tworzą szlak 
przykomorowo-przysadkowy (tractus paraventriculo-hypo-
physealis)* Końcowe odcinki obu wspomnianych szlaków 
stanowią histologiczny składnik NHP (ok, 42%) obok komórek 
glejopodobnych - pituicytów i obfitej sieci naczyniowej, 

Neurocyty sekrecyjne SON .i F/N, które dają początek 
układowi podwzgórzowo-przysadkowemu, posiadają zdolność 
syntezy, transportu i wydzielania do krwi wazopresyny (VP) 
i oksytocyny (OT) - dwóch głównych (klasycznych) hormonów 
peptydowych NHP (Scharrer i Scharrer, 1940,1954; Bargmann, 

http://rcin.org.pl



6 

1949»1954; Bargmann i Scharrer, 1951; Schiebler, 1952; 
Pardoe i Weatheral, 1955 i Bindler i wsp0, 1967; La Bella, 
19bS)c Właściwości fizjologiczne VP dotyczą przede wszystkim 
¿ej działania antydiuretycznego poprzez pobudzanie re~ 
absorbcji wody w cewce dystalnej nefronu» V/ dużych dawkach 
może ona wywoływać również skurcz mięsni gładkich i podnosić 
ciśnienie tętnicze krwi. Natomiast główna właściwość CT 
dotyczy jej działania na mięsnie gładkie, szczególnie 
macicy i gruczołów mlecznych. 

Wraz z rozwojem metod immunocytochemicznych wykazano, 
że VP i OT są syntetyzowane w odrębnych neurocytach SON 
i FVTi skąd oba te hormony (i ich nośnikowe białka - neuro-
fizyny) są transportowane do NHP odrębnymi aksonami 
sekrecyjnymi (De Mey i wsp., 1974; Swaab i wsp., 1975; 
Vanaesande i Bierickx, 1975*1976; Yandesande i wsp. 1975; 
Choy i Watkins, 1977). Zatem, w zjawisku syntezy, transportu 
i wydzielania do krwi obu wspomnianych hormonów uczestniczą 
dwie populacje wyżej wymienionych neuronów sekrecyjnych 
(Ryc. A/1-3/). 

Należy tutaj podkreślić fakt, że neurony V?- i GT-
ergiczne SON i PVN ssaków (wołu i szczura) były jednymi 
z pierwszych peptydergicznych komórek nerwowych zidenty-
fikowanych immunocytochemicznie w ośrodkowym układzie 
nerwowym (De Mey i wsp., 1974; Swaab i wsp», 1975; Yandesande 
i Dierick:c, 1975; Yandesande i wsp., 1975). Od tego momentu 
przeciwciała skierowane na VP i OT zastosowano w licznych 
badaniach układu podwzgórzowo-przysadkowego bazujących 
głównie na immunocytochemicznej metodzie peroksydaza-
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antyperoksydaza (.PAP) Stembergera i wsp# (1970), Zdecydo-
wana większość tych badań dotyczyła organizacji SON i FVN 
na poziomie mikroskopu świetlnego (Z immerman i An tunes, 
1976; Choy i Watkins, 1977; Vandesande i wsp., 1977, 
Armstrong i wsp,, 1930; Dierickx, 1980; Sofroniew i Glasmann, 
1931; Kawata i wsp*, 1983» Ibata i wspa, 19B4| Luppi i wsp», 
1984j Loesch, 1935)» Badania o których mowa, a szczególnie 
te przeprowadzone przez De Mey i wsp. (1974), Vandesande 
i Bierickx (1975,1976) oraz Vandesande i wsp, (1977) 
dostarczyły podstawowe dane odnośnie cytoarchitektury 
7P~ i OT-ergicznych neuronów ¿ak i ich rozproszenia w SON 
i PVr í 3 

Wiadomo zatem, że neurony V?- i OT-ergiczne są 
komórkami wielobie janowymi« Z perykarionu tych komórek 
odchodzi zazwyczaj .jeden akson i kilka dendrytów różnie 
uki e runk o v/any c h» W z a j e mn s podobieńs t w o morfologiczne 
dendrytów i aksonów niejednokrotnie utrudnia ich identy-
fikaćję w mikroskopie świetlnym. Niektóre obserwacje wska-
zują na to, że aksony mogą również odchodzić z proksymalnej 
części dendrytu.(Sofroniew i Glasmann, 1981; Loesch, 1985). 

Badania immuno-ultrastrukturalne neuronów VP- i CT-
ergicznych nie są tak liczne jak w przypadku mikroskopii 
świetlnej, Dotychczasowe dane pochodzą z badań ultra-
strukturalnych w których zastosowano metodę PAP, Jeżeli 
chodzi o PAP-dodatr,ie VP-ergiczne neurony to badano je 
u myszy, szczura i świnki morskiej (Le Clerc i Pelletier, 
1974; Aspeslagh i wsp,, 1976; Castel i Hochman, 1976; 
Silverman, 1976; Kriseh, 1977; Van Łeeuwen i Swaab, 1977; 

I I 
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Piekut, 1933; Silverman i v/sp. , 1983)» Badaniami tymi 
objęto perykariony w SON i PVN oraz aksony w HHP. Natomiast 
PA?-dodatnie OT-ergiczne neurony - zbadano perykariony w SON 
i PVN szczura (Theodosis i Poulain, 1934; Loesch, 1935), 
aksony w NHP szczura (Aspeslagh i wsp», 197b; Van Leeuwen 
i Swaab, 1977) oraz aksony szlaku podw z go r z owe-przy s adkowe g o 
świnki morskie ,j (Silverman, 19 7b ) s 

Na podstawie powyższych badań stwierdzono, że neurony 
zawierajace V? i OT charakteryzują się dużym jądrem komórko-
wym z wyraźnie widocznym jąderkiem i posiadają obfitą cyto-
plazmę. Najbardziej charakterystycznymi organellami cytopla-
zmatycznymi tych neuronów sekrecyjnych są pęcherzyki sekre-
cyjne tzw. ziarnistości neurosekrecyjne (ilSG) o średnicy 
0.1 - 0*3 NSG występują w zmiennej liczbie w perykarło-
nach i aksonach SON i PVN ale dominują w zakończeniach akso-
nów sekrecyjnych w NHP czyli w miejscu wydzielania VP i OT 
do układu naczyniowego* Organelle o których mowa transportują 
i przechowywują VP i OT w obrębie układu podwzgórzowo-
przysadkowegoo Niedawne badania immunc-ultrastrukturalne 
w których użyto monokionalne przeciwciało na VP (Silverman 
i wsp., 1983) i poliklonalne przeciwciało na OT (Loesch, 
1985)5 wskazują na występowanie NSG również w dendrytach. 
Obecność i rola NSG w dendrytach są niewyjaśnione 
(Silverman i Pickard, 1933)» Przyczyna dla której NSG są 
obecne w niektórych dendrytach mógłby być fakt, że z tych 
dendrytów odchodzą aksony (Loesch, 1935)» Oznaczałoby to 
możliwość przepływu NSG z perykarionu poprzez dendryt do 
aksonu (i w konsekwencji do NHP), Wydaje się jednak, 
że przyjęcie lub odrzucenie takiej hipotezy można dokonać 

http://rcin.org.pl



9 

cLotdero po bardzo wnikliwej analizie immuno-ultrastrukturalne, 
tvch odcinków dendrytów z których odchodzą podobne do aksonów 
wypustki (Loesch, 1935)» 

Układ podwzgórzowo-przysadkowy ssaków stanowi pod wzglę-
dem anatomicznym i fizjologicznym skomplikowany system 
w obrębie którego występuje kilka rodzajów czynnych biolo-
gicznie peptydów i co się z tym wiąże - kilka typów neuronów 
sekrecy jnycho Oprócz V? i OT, w n euro cyt ach i włóknach nerwo-
wych SOU a szczególnie PVN z identyfikowano inne biologicznie 
czynne peptydy takie jak np.: an^iotensyna II, cholecvsto-
kinina (CCK)5 kortykoliberyna (0R?)5 somatostatyna (SRIP), 
wazoaktywny polipeptyd jelitowy (VIP)., tyroliberyna 
(IRH/TRP), dynorfina, gastryna9 glukagon, leu- i met-
enkefalina, neurotensyna, renina, kortykotropina (ACTH/l-39/y 
beta-endcrfina i substancja ? (artykuły przeglądowe: Silverras] 
i Pickard, 1983i Silverman i Zimmerman, 1933; Swanson 
i Sawchenko, 1933; Ibata i wsp M 1934; Sofroniew i wsp.9 
1934)o Analogicznie, oprócz V? i OT czynne biologicznie 
yi pt-J Z IdSIi U y JL XJVOVVcillC »> . uĉ  l>'J * IX-: 9 oiui." ? wuj 
hormon uwalniający hormon luteinizujący (LH-RH) oraz leu-
i met-enkefalina (Van Leeuwen i wsp., 1979,1983, Deschapper 
i wsp,, 1983; Martin i wsp., 1933; Lengvari i wsp., 1935). 
Przedstawiono również dowody świadczące o współwys t ę p owan iu 
niektórych peptydów w obrębie tego samego neuronu, Zjawisko 
to dotyczy także VP~ i OT-ergicznych neuronów. Stwierdzono 
np, współwystępowanie beta-lipotropiny i YP (Joseph i Ste-
rnberger, 1979), ACTH/1-39/ i VP (Joseph i Stemberger, 
1979), 00K i OT (Vanderhaeghen i wsp., 1931), dynorfiny 
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i VP (Watson i wsp5, 1932), reniny i OT (Calza i wsp., 1982), 
substancji P i VP (Stoeckel i v/sp», 1932)- oraz leu- i met-
enkefaliny wraz z VP lub OT (Martin i wsp*, 1983), 

Zagadnienie unerwienia - wstępującej do SON i F/TT 
projekcji, obszernie omówiono w kilku niedawnych publika-
cjach (Morris, 1933} Sawchenko i Swanson, 19331 Silverman 
i Pickard, 1933i Swanson i Sawchenko, 1933)* Liczne jądra 
pnia mózgu, układu limbieznego oraz podwzgórza biorą główny 
udział v/ tej projekcji a więc w sposób dominujący uczestniczą 
w kontroli synaptycznej układu podwzgórzowe-przysadkowego. 
Swanson i Sawchenko (1933) wskazują na około 30 biologicznie 
czynnych substancji o charakterze neurohumorów (mediatorów 
synaptycznych) mogących kontrolować działanie tego układu* 
Należy tutaj wymienić przede wszystkim klasyczne mediatory 
synaptyczne jak np* acetylocholina (ACh)3 serotonina (5-HT), 
adrenalina i noradrenalina* Również niektóre peptydy jak np. 
SHIP, VIP, ACTH/1-39/, angiotensyna II, beta-endorfina 
i substancja P mogą spełniać rolę mediatorów synaptycznych 
w SON czy PVN (?uxe i wsp*, 197o; Bloom i wsp*, 1978; 
Changaris i wsp., 1973; Ljungdahl i wsp,, 1978; Kilcoyne 
i wsp,, 1930 j Sims i wsp*, 1930; Finley i wsp0, 1931; 
Sawchenko i wsp*, 1932; Johansson i wsp., 1934), 

Na podstawie immuno-ultrastrukturalnych badań 
stwierdzone, że wstępujące do SON i F/N włókna nerwowe 
tworzą akso-somatyczne, akso-dendrytyczne i akso-aksonalne 
synapsy z neuronami VP- i OT-ergicznymi (Piekut, 1933; 
Silverman i wsp*, 1983; Loesch, 1985)0 Synapsy te wykazują 
zarówno asymetryczną jak i symetryczną charakterystykę. 
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Według Graya (1959) synapsa asymetryczna (typ I) .jest 
zwiazana z pobudzaniem impulsu nerwowego, natomiast synapsa 
symetryczna (typ II) ~ ze zjawiskiem jego hamowania, Ultra-
strukturalne badania morfologiczne dotyczące związku pomiędzy 
soecyficznymi typami neuronów sekrecyjnych (VP- i OT-ergi-
cznymi) i specyficznymi pod względem zawartości neurohumorów 
zakończeniami synaptycznymi utworzonymi na danym typie neuronu 
nie są zaawansowane« Wynika to z trudności technicznych zwią-
zanych między innymi z możliwością jednoczesnego wyznakowania 
omawianych elementów neuron alny c h• Pewne nadzieje na rozwią-
zanie tej niewiadomej daje ewentualne zastosowanie do tego 
typu badań immunocytochemicznej metody znakowania antygenów 
tkankowych cząsteczkami złota (metoda immuno-gold)« Niektóre 
ocT>ownwcze badania —-ochemiczine wslcazu.ii iednak na to, 
że włókna nerwowe zawierające hydrolazę beta-dopaminową, 
5-HT lub AGTK/1-39/ występują głównie w tych obszarach SON 
i FVrT w których dominują neurony zawierające OT (McNeill 
i Sladek, 1980,* Sawchenko i Swanson, 1931; Sawchenko i wsp., 
(32 ) » 

Podczas ostatnich 20 lat badań nad neurosekrecyjnym 
układem poawzgórzowo-przysadkowym ssaków wiele uwagi poświę-
cono między innymi badaniom homozygotycznych szczurów odmiany Ł \J v/ 'J •—• \J \J tJ 

Brattleboro z zespołem moczówki prostej (diabetes insipidus). 
Te szczególne zwierzęta są interesujące z klinicznego punktu 
widzenia bowiem posiadają genetycznie uwarunkowany dziedzi-
czący się defekt podwzgórza który powoduje między innymi 
wzmożoną diurezę prowadzącą do chronicznego odwodnienia orga-
nizmu (Valtin i Schroeder, 1964; Sokol i Valtin, 19^5; Valtin 
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i wsp., 1965; Moses i Miller, 1970; Kalimo i Rinne, 1972; 
Yandesande i Dierickx, 1976; Tasso i wsp*, 1977; Tasso 
i Rua, 1978; Richter i Schmale, 1934). Z badań"o których 
mowa .jednoznacznie wynika, że wzmożona diureza i chroniczne 
odwodnienie szczurów Brattleboro jest związane z niezdolno-
ścią sekrecyjnych neurocytów podwzgórza do syntezy VP 
(Yandesande i Dierickx, 1975,1976), 

Splot Auerbacha 

Jelitowy układ nerwowy (enteric nervous system) można 
zdefiniować jako wewnętrzne - śródscienne - unerwienie prze-
wodu pokarmowegoa Mózgiem tego unerwienia - jak to określił 
jeden z czołowych badaczy tego zagadnienia Dr, Giorgio Gabell; 
(1932) - są zwoje nerwowe splotu śródmięśniowego Auerbacha 
(plexus myentericus Auerbachi) i zv/oje nerwowe splotu pod-
śluzowego Meissnera (plexus submucosus Meissneri). Splot 
Auerbacha, którego czynność jest związana z samoistną moto-
ryką przewodu pokarmowego, znajduje się pomiędzy zewnętrzną 
warstwą podłużną i wewnętrzną warstwą okrężną mięśni gładkich 
Natomiast splot Meissnera, który przede wszystkim reguluje 
czynności wydzielnicze błony śluzowej (tunica mucosa), 
umiejscowiony jest pomiędzy wewnętrzną warstwą okrężną mięśni 
gładkich i podśluzową błoną mięśniową (lamina muscularis 
mucosae). Wokół splotu Meissnera występuje obfitująca w kola-
gen podśluzową tkanka łączna (tela submucosa)» 

Zwoje splotu Auerbacha i Meissnera są połączone między 
sobą pęczkami włókien nerwowych tworzących na wzór siatki 
unerwienie rozciągające się w ścianie przewodu pokarmowego 
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cć przełyku poprzez żołądek aż do końcowego odcinka jelita 
grubego® Do siatki tego unerwienia dochodzą także z zewnątrz 
włókna nerwowe (ang. extrinsic nerves) układu współczulnego 
(włókna pozazwojowe splotu trzewnego hamujące aktywność 
sekrecyjną, napięcie mięśni i perystaltykę) oraz włókna 
nerwowe układu przywspółczulnego (włókna przedzwojowe nerwu 
błędnego pobudzające aktywność sekrecyjną, napięcie mięśni 
i perystaltykę)• Zatem splot Auerbacha i Meissnera jest 
połączony z ośrodkowym układem nerwowym poprzez nerwy współ-
czulne i przywspółczulne zawierające zarówno czuci owe jak 
i notoryczne włókna nerwowe. V/ poszczególnych odcinkach 
przewodu pokarmowego sploty o których mowa wykazują pewną 
zmienność morfologiczną i fizjologiczną«, Podkreślić jednak 
należy, że dane dotyczące organizacji środściennego unerwie-
nia przewodu pokarmowego pochodzą przede wszystkim z badań 
przeprowadzonych na splocie Auerbacha«, 

Zwoje splotu Auerbacha, które są zazwyczaj większe 
niż zwoje splotu Meissnera, są kompozycją perykarionów 
komórek nerwowych (ok. 50 neurocytów) otoczonych obfitym 
neuropilem w którym aksony, denaryty i komórki glejowe 
ułożone są względem 3iebie w sposób zwarty (Gabella, 1972; 
Cook i Eurnstock, 1976a,b), Ta specyficzna zwarta organizacja 
zwoju związana jest z nieobecnością przestrzeni międzykomórko-
wej jak i z brakiem perineurium i endoneurium, Ponadto, 
komórki glejowe wspierające zwoje Auerbacha przypominają 
w większym stopniu komórki astrogleju ośrodkowego układu 
nerwowego niż komórki Schwanna innych obszarów obwodowego 
układu nerwowego (Gabella, 1971; Cook i Burnstock, 1976b), 
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Zwoje Auerbacha są także niezwykłe z tego względu, że nie 
sa penetrowane przez naczynia krwionośne i tkankę łączną 
(całkowity brak kolagenu); te elementy histologiczne wystę-
pują wyłącznie na obrzeżu zwojów (Gabella, 1972), Omawiane 
zwoje wykazują zatem ultrastrukturalną organizację odmienną 
od tej obserwowanej w innych obszarach obwodowego lub ośro-
dkowego układu nerwowego (Baumgarten i wspo, 1970; Gabella, 
1972,1979?1931,1982; Gershon, 1981)* 

Jednym z najbardziej fascynujących i zarazem najisto-
tniejszych zagadnień dotyczących fizjologii splotu Auerbacha 
a także całego śródściennego unerwienia przewodu pokarmowego 
jest możliwość rozróżnienia i sklasyfikowania jego neuronów 
i włókien nerwowych (aksonów)« Wiadomo jest, że splot Auer-
bacha zawiera liczne typy neuronów, które można rozróżnić 
na podstawie cech morfologicznych (Gunn, 1959,1968; Scho-
field, 1968; Feher i Yajda, 1972), histochemicznych -
reakcja na cholinesterazę i oksydazę mcnoaminową (Sutlierland, 
«9o7; Fumess 1 Costa, syfu, podatność na oarwieme solami 
srebra (Schofield, 1968) lub na podstawie właściwości elektro-
fizjologicznych (Nishi i North, 1973; Hirst i wsp.. 1974; 
Wood, 1975,1979)* Ultrastrukturalnie rozróżniono w splocie 
Auerbacha 9 typów neuronów stosując takie kryteria jak: 
wielkość perykarionu, rozproszenie organelli cytoplazma-
tycznych, umiejscowienie neuronu w splocie oraz związek 
neuronu z komórkami satelitarnymi (Cook i Burnstock, 1976a). 
Z-akończeńia aksonów zakwalifikowano do 8 typów (Cook i Burn-
stock, 1976a) lub 10 (Fumess i Costa, 1980) na podstawie 
takich cech jak ich rozmiar, kształt oraz obecność określonego 
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rodzaju pęcherzyków synaptycznych* informacje dotyczące 
oodstaw klasyfikacji aksonów splotu Auerbacha znaleźć można 
v: pracach: Burnstock (1981 ) oraz Komuro i wsp. (1932). 

Należy w tym momencie wspomnieć, że aksony o których 
mowa - to tzw. włókna żylakowate (ang. varicose fibres), 
które charakteryzują się specyficzną budową» Mianowicie, 
wzdłuż ich przebiegu występują żylakowate rozszerzenia 
(ang. varicosities) obfitujące w różnego rodzaju pęcherzyki 
synaptyczne* Te żylakowate odcinki aksonów nie są pokryte 
wypustkami komórek glejowych i z tego względu są one 
najprawdopodobniej miejscami uwalniania neurohumorów kontro-
1 ̂  in cvch dz"í mięsni ?*ładkich ściany przewodu ookarmo— 
wego* Odcinki aksonów miedzy żylakowatymi rozszerzeniami 
(ang* intervaricosities, intervaricose segments) na ogół 
nie posiadają pęcherzyków synaptycznych natomiast wykazują 
obecność mikrotubul* Końcowe odcinki aksonów o których 
mowa tworzą w obrębie zwojów Auerbacha liczne połączenia 
z perykarionami, dendrytami i kolcami dendrytów oraz z ko-
mórkami glejowymi i ich wypustkami, 

W zwojach Auerbacha obserwowanyeh w mikroskopie 
elektronowym, zakończenia, aksonów i ich żylakowate odcinki 
zawierają małe i duże pęchrzyki granúlame oraz małe agra-
mílame. Niektóre profile aksonów, posiadające przede 
wszystkim duże pęcherzyki granúlame przypominają włókna 
nerwowe zawierające polipeptydy (włókna typu-p) w ośrodkowy] 
układzie nerwowym (Taxi, 19^5; Baumgarten i wsp*, 1970; 
Probert i wsp*, 1931). Na podstawie specyficznych reakcji 
immunocytochemicznych wykazano, że miejscem przechowywania 
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niektórych peptydow w aksonach splotu Auerbacha są duże 
pęcherzyki granúlame (Larsson, 1977; Leander i wsp,, 1931; 
Probert i wsp., 1991,1933; Hoyes i wsp,, 1932). 

Wiadomo jest obecnie, źe splot Auerbacha jest złożo-
nym układem w skład którego wchodzi kilka typów neuronów 
(Baumgarten i wsp., 1970; Cook i Burnstock, 1976a; Cabella, 
1972,1979; Gershon, 1931; Komuro i wsp., 1932). Obok neuro-
nów zawierających monoaminy, kwasy aminov/e i nukleotydy 
purynowe (np. AT?) liczne biologicznie czynne peptydy 
zidentyfikowano tak w obrębie zwojów jak i we włóknach 
nerwowych pomiędzy zwojami. Występują tutaj takie peptydy 
jak: VIP, SRIF, CCK, gastryna, enkefaliny, bombezyna, 
polipeptyd trzustkowy i neuropeptyd Y (Hükfelt i wsp,, 
1975; Bryant i wsp., 1976; LIde i wsp,, 1976; Larssen 
i wsp», 1976; Larsson, 1977; Polak i wsp., 1977; Jessen 
i wsp., 1930; Schultzberg i wsp., 1930; Furness i wsp., 
1933; Costa i wsp., 1934; Belai i wsp., 1935). 

Jeśli chodzi o charakterystykę ultrastrukturalną 
VTP-ergicznego unerwienia przewodu pokarmowego, która 
jest również miedzy innymi przedmiotem niniejszej rozprawy, 
to została ona podana zaledwie w kilku publikacjach 
(Larsson, 1977; Probert i wsp., 1931,1933; Fehér i Leránth, 
1933; Loesch i Burnstock, 1935). Na podstawie badań okrę-
żnicy wstępującej kota z zastosowaniem metody PAP (Larsson, 
1977) oraz badań okrężnicy poprzecznej świnki morskiej 
metodą immuno-gold (Probert i wsp., 1931,1933) stwierdzono, 
że dominującym komponentem VIP-ergicznych włókien nerwowych 
są duże pęcherzyki granúlame. Ponadto wykazano, że VIP-
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dodatnie pęcherzyki granúlame są znacznie większe od 
pęcherzyków granuiamych zawierających met-enkefalinę 
lub substancję P (Probert i wsp., 1933)» V/ przeciwieństwie 
do wspomnianych obserwacji wyniki badań jelita krętego 
szczura metodą PAP wskazują, że dominującym komponentem 
VIP-ergicznych włókien nerwowych są małe agranularae 
pęcherzyki synaptyczne (Loesch i Bumstock, 1935), 
Odmienny pogląd prezentują Johansson i Lundberg (1981), 
którzy na podstawie badań immuno-ultrastrukturalnych 
autonomicznego unerwienia ślinianki przypuszczają, 
że VI? jest przechowywany zarówno w dużych pęcherzykach 
-r r> o_Tt \x 3 rny c h j a k a m a ł v c h a r p r u 1 a ~.r c a 9 

Należy tu wspomnieć, że VIP, który po raz pierwszy 
został wyizolowany z jelita świni (Said i F.utt, 1970), 
występuje w wielu obszarach ośrodkowego i obwodowego 
układu nerwowego ssaków (Larsson i wsp,, 1976; Said 
i Rosenberg, 1976; Fuxe i wsp., 1977; Larsson, 1977; 
Pahrenkrug i Schaffalitzky de Kuckadel, 1978; Probert 
i wsp o, 1981 , 1983; Jclrhult i wsp*, 1982: Crowe i wsp., 
1983; Jessen i wsp., 1983; V/eihe i wsp., 1984; Belai 
i wsp., 1985; Loesch i Bumstock, 1935; Papka i wsp,, 
1935)9 Jeśli chodzi o VIP-ergiczne unerwienie przewodu 
pokarmowego to stwierdzono, że włókna nerwowe zawierające 
VIP występują we wszystkich warstwach ściany przewodu 
pokarmowego a szczególnie w splocie Auerbacha i Meissnera 
(Bryant i wsp., 1976; Larsson i wsp., 1976; Fuxe i wsp., 
1977). V/ystępują one także w okrężnej warstwie mięśniowej 
i w mniejszym stopniu w warstwie podłużnej (Schultzberg 
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i wsp«» 1930). Rola VIP w przewodzie pokarmowym Jest 
zwiazana przede wszystkim z pobudzaniem powolnej rela-
ksacji mięsni gładkich - prawdopodobnie oddziaływując na 
nie bezpośrednio (Schultzberg i wsp., 1930; Polak i Bloom, 
1930; Pumess i wsp., 1980)* Zatem VIP zwalnia motorykę 
żołądka i rozluźnia ruchy skurczowe dolnego zwieracza prze-
łyku oraz skurcze mięśni gładkich żołądka i jelit a także 
skurcze pęcherzyka żółciowego (Konturek, 1985). Ponadto, 
VIP hamuje wydzielanie kwasu żołądkowego, natomiast pobudza 
wytwarzanie soków sekrecyjnych jelita cienkiego (Polak 
i Bloom, 1980; Furness i wsp®, 1930; Sundler i wsp», 1980; 
Konturek, 1985)» V/reszcie należy wspomnieć o silnym dzia-
łaniu naczyniorczszerzającym VIP - stąd również nazwa tego 
peptydu - naczynioruchowy pc-lipeptyd jelitowy lub wazo-
aktywny polipeptyd jelitowy. 

Ogólną charakterystykę unerwienia fragmentu przewodu 
pokarmowego (jelito kręte) oraz obecność VI?-ergicznego 
komponentu w splocie Auerbacha przedstawia Hyc» B/1-5/. 

Streotozotoc.yna a cukrzyca 

Odkrycie, że streptozotocyna (STZ: Syn. NSC-85993) 
jest wysoce specyficznym diabetogenem o niskiej' ogólnej 
toksyczności, który selektywnie uszkadza wytwarzające insu-
linę komórki-B trzustki spowodowało wprowadzenie do badań 

biologiczno-medycznych bardzo użytecznego zwierzęcego modelu 
cukrzycy insulinozależnej zwanej również cukrzycą typu I 
lub cukrzycą młodzieńczą (juvenile-onset diabetes mellitus), 
która jednocześnie dobrze koreluje z cukrzycą typu I 

http://rcin.org.pl



ty 

obserwowaną u ludzi (Rakieton i wsp., 1963; Junod i wsp., 
1967,19^9; Mcrdes i Rossini, 1931). W cukrzycy typu I 
u ludzi następuje od rej początku uszkodzenie i zniszczenie 
trzustkowych kcmórek-5 wysepek Langerhansa z następowym 
bezwzględnym niedoborem insuliny. Jeśli chodzi o 3TZ to 
niszczy cna wybiórcze komórkiwysepek Langerhansa wywo-
łując cukrzycę nawet u tych ^a-unków zwierząt, które są 
z a -*vv c za j oporne na diabeto~enr.e działanie alloksanu (no. 
ny.:s, świnka morska). Należy tu wspomnieć, że STZ jest 
ar. ty b i o - y k i e m ( rat u r a 1 ny r nirr o z om c:. z n i k i e m ) wy t wa r z a ny m 
•rzez ¿; c z *** e ~o z rrzsdstswżcze-- i żcw^ów — •>;•>.— 
achromcfeness STZ rezr obdarzzna działaniem przeciwbaktaryj-
ayr i orzec 'wm i to ty cznym, Ts dru;;a właściwośj zadecydował 3 
o zastosowaniu 2TZ jako leku prze civnov/otwcroweyc, no. 
v leczeniu wyspisków wydzielających insulinę (insulinoma); 
• rtr ęJ' ' "li ];-<•' C . V —1 *- Cł* * ... " * ' —- -

O O uO'. , w* -- 4- C.i - — /Vt*s V utii i.AU •_-«.. -\v' IX 

c rz uc:- c K - V» y s e oJ W e z * 

I; iado mym jest, że u 1udz i ohorych na cukrzy cę mogą 
wystąpić w różnym stopniu rozwinięte neuropatie. Frzez 
no jęcie polineu/" opatii cukr-̂ y *cve j (no iyn*urot~ '•le iab 
rozumie sie 'występująca w cukrzycy i przyczynowo i' ni a zwia-
zene różnego rodzaju uszkodzenia przede wszystkim obwodowego 
układu nerwowego. Można tu wymienić takie zjawiska jak np. 
demielinizacja i remielinizacja włókien osiowych, powię-
kszenie i zwyrodnienie komórek Schwanna, obrzęk płytek 
końcowych sł-jcz nerwowo-mieśniowych, zmniejszenie liczby 
komórek zwojowych w rogach tylnych i w mniejszym stopniu 
V; nogach przednich rdzenia kręgowego oraz niekiedy zmniejszenie 
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liczby bezmielinowych włókien nerwowych zaopatrujących 
narządy jamy brzusznej (Jędrzejowska, 1981; Czyżyk, 1984). 
Zmiany w ośrodkowym układzie nerwowym (encefalopatie) towa-
rzyszące cukrzycy stanowią przede wszystkim następstwo uszko 
dzenia naczyń krwionośnych (Mossakowski i Renkawek, 1981). 

• 

Większość badań nad neuropatią szczurów z STZ-wywołaną 
cukrzycą dotyczyła głównie obwodowego układu nerwowego. 
Stwierdzono w neuronach obwodowych zmiany w szybkości prze-
wodzenia nerwowego i transportu aksonalnego (Sharma i Thomas 
1974; Sidenius i Jakobsen, 1931). Przedstawiono dowody 
świadczące o autonomicznej neuropatii zwojów współczulnych 
(Mcnckton i Pehowich, 1930) oraz unerwienia autonomicznego 
przewodu pokarmowego (Lincoln i wsp*, 1934; Belai i wsp«, 
1935)3 układu naczyniowo-serccwego (Pelten i wsp«, 1982) 
i układu moczowo-płciowego (Orowe i wsp«, 1933; Felten 
i wspo, 1933/0 Niektóre badania wskazują na zmiany morfo-
logiczne i czynnościowe w podwzgórzu i przysadce gruczołowej 
STZ—diabetycznych szczurów (Buhauit i wsp«, 1930; Calve i ws 
1934; Locatelli i wsp«, 1935), Uszkodzenia kory mózgu, 
podwzgórza i przysadki gruczołowej STZ-diabetycznych szczuró 
stwierdzono również ultrastrul-cturalnie (Bestetti i Rossi, 
1930; Mukai i wsp,, 1930; Rossi i Bestetti, 1981). 

Z tego względu, że u ludzi chorych na cukrzycę -
szczególnie insulinozależną - występują często zaburzenia 
gospodarki wodnej jak i zaburzenia ze strony przewodu 
pokarmowego (np. problem szybkości opróżniania żołądka 
i obrotu wchłanianego przez jelita pokarmu), leczenie 
cukrzycy jest niejednokrotnie bardzo utrudnione (Christensen 
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1984)» Podczas ostatniej dekady, w licznych badaniach 
dotyczących autonomicznej neuropatii towarzyszącej cukrzycy 
opisano szereg zmian fizjologicznych, biochemicznych, morfo-
logicznych i histochemicznych w obrębie układu pokarmowego 
STZ-d i ab e ty c zny c h szczurów (Nakayama i wsp,, 1974; Nelson 
i wsp», 1976; Monckton i Pehowich, 19S0; Scott i Ellis, 
1980; McNurland i Garlick, 1931; Schmidt i wsp*, 1981.1933; 
Lincoln i wsp®, 1984)» Niedawne badania immuno-fluorescencyj-
n e 'wykonane na szczurach z STZ—cukrzycą insulinozależną 
( Ki s 'n im oto i v/spi? 19 3 3 ? B e 1 a i i w sp* , 1985) wy ka z a ły 
zwiększoną VIP-immunoreaktywnoś6 włókien nerwowych splotu 
Auerbacha (Ryc* 3 /4,5/) świadczącą o autonomicznej neuro-
patii przewodu pokarmowego* 

Wobec wszystkich faktów przedstawionych we wstępie 
do obecnej rozprawy, celowe więc było zbadanie między innymi 
ultrastrukturalnyj organizacji włókien nerwowych zawiera-
jących VIP w splocie Auerbacha w doświadczalnym modelu 
STZ-cukrzycy insulinozależne j, Ubogc-śc informacji w piśmien-
nictwie na temat ultrastrukturalnej i immunocytochemicznej 
organizacji n a u r o s e kre c y j n ego układu podwzgórzowo-przysadko-
wego, a szczególnie jego neuronów zawierających VP i OT 
w STZ-cukrzycy insulinozależnej stała się przyczyną podjęcia 
niniejszych badań również i nad tym zagadnieniem, Badania te 
umożliwią ewentualne bliższe poznanie zjawisk fizjologicznych 
towarzyssących cukrzycyo 

W chwili obecnej cukrzyca stała się chorobą społeczną, 
szczególnie w wysoko cywilizowanych krajach, np. w USA (dane 
z roku 1973 wskazują, że ok. populacji cierpiało na tę 
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chorobę - cyt, za: Czyżykiem, 1934)* Według Czyżyka (1934) 
liczba około 35 min chorych na cukrzycę w świecie jest 
dość prawdopodobna« Natomiast liczbę chorych na cukrzycę 
w Polsce ocenia się obecnie na ok, 300 tysięcy (Czyżyk, 
1934)o 
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CSL PRACY 

Celern pracy .jest: 

1» Analiza zmian ultrastrukturalnych u szczurów z cukrzyc; 
in su 1 in o z a 1 e żną wywołaną przy pomocy streptozocotyny 
w obrębie: 
a/ neurosekrscyjne go układu podwzgórzowo-przysadkowego 
b/ splotu Auerbacha .jelita krętego 

ad»a/ Ocena ultrastrukturalnej organizacji cytoplazmy 
perykarionów neuronów sekrecyjnych, dendrytów, 
aksonów i zakończeń synaptycznych jądra nad-
wzrokowego i przykomorowego podwzgórza oraz 
aksonów sekrecyjnych przysadki nerwowej 

adab/ Ocena ultrastrukturalnej organizacji cytoplazmy 
akson ów sp1o tu Aue rb acha 

2« Wykorzystanie immunocytochemicznej metody peroksydaza-
-antyperoksydaza do szczegółowej analizy zmian ultra-
strukturalnych u szczurów z cukrzycą insulinozależną 
wywołaną przy pomocy streptozotocyny w obrębie: 
a/ neurosekrecyjnego układu podwzgórzowc-przysadkcwego 
b/ splotu Auerbacha jelita krętego 

ad.a/ Ocena immuno-ultrastrukturalnej organizacji pery-
karionów, dendrytów i aksonów zawierających wazo-
presynę i oksytocynę w jądrze nadwzrokowym i przy-
komorowym podwzgórza oraz aksonów sekrecyjnych 
przysadki nerwowej 

ad«b/ Ocena immuno-ultrastrukturalnej organizacji cyto-
plazmy aksonów zawierających wazoaktywny poli-
peptyd jelitowy w splocie Auerbacha 
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MATERIAŁ I METODY 

Badania wykonano na szczurach szczepu Wistar, dorosłyc 
samcach o masie ciała 400-450 g pochodzących z normalnych 
warunków hodowlanych, którym .jednorazowo podano dootrzewnow 
zbuforowaną STZ (65mg/kg masy ciała) dostarczoną do badań 
przez Division of Cancer Treatment, National Institute of 
Health, Bethesda, Maryland, USA (STZ przygotowała do podani 
i podała Dr. Jill Lincoln, Department of Anatomy and Embry-
ology and Centre for Neuroscience, University College 
London)e Następnie szczury przetrzymywano przez 8 tygodni 
w normalnych warunkach hodowlanych - zwierzęta zaopatrywano 
w pokarm i wodę do picia ad libitum« ?o upływie 8 tygodni 
od chwili podania STZ, niektóre szczury wykazywały ogólne 
objawy kliniczne charakterystyczne ols cukrzycy typu I 
(juvenile-onset diabetes mellitus, cukrzyca insulinozależna 
Szczury te wykazywały ok. 37:j spadek masy ciała, wiełomocz 
i cukromocz (glucosuria - wykazana przy użyciu specyficznyc 
tabletek "Clinitest Reagent Tablets", Slough UK). Objawy 
o których mowa były zatem charakterystyczne dla uprzednio 
opisanej cukrzycy typu I wywołanej u szczura przy pomocy 
STZ (Mordes i Rossini, 1981; Lincoln i wsp., 1984). 
Szczury z powyżej opisanymi objawami cukrzycy oraz szczury 
u których po podaniu STZ nie zaobserwowano żadnych jej 
objawów objęto badaniami. Zatem badaniami objęto 2 grupy 
zwierząt, którym 8 tygodni wcześniej podano STZ, a miänowic 

a/ STZ-szczury bez objawów cukrzycy (niediabetyczne) -
6 zwierząt; zwierzęta te stanowiły kontrolę w prowa-
dzonych badaniach 

9 á. C. ¿f 
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b/ SIZ—szczury z objawami cukrzycy (diabetyczne) - 6 zwierząt. 

V; celu oznaczenia poziomu glukozy we krwi (oznaczenie doko-
nała Dr. J. Lincoln) po okresie 8 tygodni od podania STZ, 
pobierano w narkozie eterowej do analizy próbki krwi z żyły 
czczej tylnej od wszystkich zwierząt tzn. z obu grup doświa-
dczalnych. Dla ultrastrukturalnych badań a/ konwencjonalnych 
i b/ immunocytochemicznych szczury perfundowano następnie 
nie przerywa j-ąc narkozy eterowej. 

( a ) 3 ad an i a k on w e n c .j o n a 1 n e . Szczury perfundowano poprzez 
aortę wstępującą 300 ml utrwalacza I zawierającego 45* para-
formaldehyd i 6% glutaralćenyd (w 0.1 K buforze fosforanowym 
c pK 7.4), a następnie 500 ml utrwalacza II zawierającego 

paraformaldehyd i 1;S glutaraldehyd (w 0.1 M buforze fosfo-
ranowym o pH 7.4). Po perfusji, mózg, przysadkę i małe segmenty 
jelita krętego dotrwałano utrwalaczem II przez 2 godziny 

o 
w temperaturze 4~C. Wyselekcjonowane obszary mózgu zawierające 
jądro nadwzrokowę (SON) i jądro przykomorowe (F7N) podwzgórza, 
przysadkę nerwową (NHP) oraz wycinki jelita krętego utrwalano 
następnie 1% czterotlenkiem osmu (w 0,05 M buforze fosfora-
nowym o pH 7.4), barwiono en bloc 7% wodnym roztworem octanu 
uranylu, odwadniano we wzrastającym gradiencie stężeń etanolu 
i zatapiano w Araldicie 502, Ultracienkie skrawki kontrasto-
wano octanem uranylu i cytrynianem ołowiu i następnie badano 
i fotografowano w mikroskopie elektronowym Philips-300 
i JEM-7A. 
ib) Badania immunoc.ytochemiczne. Szczury perfundowano poprze i 
aortę wstępującą 250 ml utrwalacza A i 500 ml utrwalacza B. 
Utrwalacz A zawierał 4% paraformaldehyd, 0.1% glutaraldehyd, 
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1.8$ D L - L I Z Y N Ę HCL i 0.2% metanadjodan sodowy (w 0.1 M 
buforze fosforanowym o pH 7.3)» Utrwalacz 3 zawierał te 
same składniki z wyjątkiem glutaraldehydu« Po perfuzji 
zwierzę ta umieszczano w lodówce (temp, 4°C) na 2 godziny 
po czym wyjmowano mózg, przysadkę i małe segmenty jelita 
krętego i dotrwalano je utrwalaczem B przez 2 godziny 
w temperaturze 4°C, a następnie pozostawiano przez całą 
noc w temperaturze 4°C w 0.1 M buforze fosforanowym o pH 
7.3o Następnego dnia 50 >im frontalne skrawki z podwzgórza 
i przysadki uzyskiwano przy użyciu Vioratomu (Oxford instru-
ment) i zbierano je do 0,1 M buforu Tris (Tris) o pH 7.4» 
Natomiast małe segmenty (ok. 1 cn¿) jelita krętego deli-
katnie szarpano w celu oddzielenia warstwy podłużnej mięsni 
gładkich i tym samym odsłonięcia splotu Auerbacha, Tak 
uzyskane fragmenty jelita krętego przepłukiwano następnie 
w Tris« Zarówno vibrâtomowe skrawki mózgu i przysadki jak 
i uzyskane preparaty jelita krętego poddawano procedurze 
imrnuno cyt o che mi c zne j przed zatopieniem (pre-embedding 
immunocyto che mis try) stosując metodę peroksydaza-antypero-
ksydaza (PAP) Sternbergera (1979)o Po 30-minutowym płukaniu 
skrawków w Tris inkubowano je następnie przez 1 godzinę 
w temperaturze pokojowej, w normalnej surowicy koziej 
(Nordic Immunology) rozcieńczonej 1:50 w Tris zawierającym 
0.1% azydku sodowego. Skrawki przepłukiwano następnie 
w Tris (4 x 10 min) i inkubowano w temperaturze 4°C przez 
48 godzin z poliklonalnymi przeciwciałami na wazopręsynę (V?), 
oksytocynę (OT) i wazoaktywny polipeptyd jelitowy (VIP) 
w sposób następujący: 

26 
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a/ skrawki zawierające SON, PYN i Nit? podzielono na 2 grupy 
(1 i 2) i inkubowano: 1/ z przeciwciałem królika na VP 
(RIA-UK-LTD) rozcieńczonym 1:1500 w Tris zawierającym 
0,1% azydku sodowego i 2/ z przeciwciałem królika na OT 
(dostarczonym do badań przez Dr» Johna G0 Pamavelasa) 
rozcieńcz ony m 1:1000 w Tr i s z a w i e r a j ą c y m 0,1 £ a zy dku 
sodowego, 

b/ skrawki jelita krętego zawierające zwoje splotu Auerbachć 
inkubowano z przeciwciałem królika na VIP (RIA-UK-LTD) 
rozcieńczonym 1:1000 w Iris zawierającym 0« I7S azydku 
sodowego. 

Po inkubacji wszystkie skrawki poddawano w temperaturze 
pokojowej dalszym etapom procedury immunocytochemicsnej 
która przebiegała następująco: 

1/ przepłukiwanie w Tris - 4 x 15 minut 
2/ inkubowanie w surowicy koziej przeciwko gamma-globulinie 

(igG) królika (Cappel Laboratories) rozcieńczonej 1:40 
w Tris zawierającym 0.1fo azydku sodowego - 90 minut 

3/ przepłukiwanie w Tris - 4 x 10 minut 
4/ inkubowanie w króliczym kompleksie peroksydaza-antypero-

ksydaza (PAP), (RIA-UK-LTD) rozcieńczonym 1:80 w Tris -
3 godziny 

5/ przepłukiwanie w Tris - 4 x 10 minut 
6/ preinkubowanie w 3>3,diaminobenzydynie (DAB, Sigma) 

rozpuszczonej w Tris (ok* 30 mg DAB/100 ml Tris) -
10 minut 

7/ inkubowanie w DAB rozpuszczonej w Tris zawierającym 
0.01% nadtlenku wodoru 
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8/ przepłukiwanie w Tris - 5 minut 
9/ przepłukiwanie 0«1 M buforem fosforanowym o pH 7.4 -

5 minut 
10/ ćotrwalanie 1% czterotlenkiem osmu (w 0.05 M buforze 

fosforanowym o pH 7.4) - 30 minut 
1 1 / przepłukiwanie 0.1 M octanem sodu - 2 x 2 minuty 
12/ barwienie en bloc 1% wodnym roztworem octanu uranylu -

30 minut 
13/ odwadnianie we.wzrastającym gradiencie stężeń etanolu 
14/ przesycanie skrawków mieszaniną tlenku propylenu 

i Aralditu 502 w proporcji 1:1 - 12 godzin 
15/ zatapianie skrawków na płasko w Araldicie 502 do 

poi ime ry z ac j i. 

Ze spolimeryzowanych preparatów aralditowych wycinano 
następnie wyselekcjonowane fragmenty skrawków zawierające 
SON, F/N, iTKP i zwoje Auerbacha i montowano je ponownie 
na bloczkach aralditowych do krojenia na ultramikrotomie. 
1'ltracienkie skrawki kontrastowano octanem urany lu i cytry-
nianem ołowiu i następnie badano i fotografowano w mikro-
skopie elektronowym Fhilips-300 i JEM-7A. 

Kontrola, Poliklonalne przeciwciało na OT (326-6) uzyskane 
przez Dr. J.K. McDonalda, Br. W.K. Samsona i Dr. M.D# Lumpkin 
zostało dostarczone do niniejszych badań przez Br. Johna Ga 
Parnavelasa (Department of Anatomy and Embryology and 
Centre for Neuroscience, University College London). Pod 
względem reakcji krzyżowej przeciwciało to sprawdzał metodą 
RIA Dr. W0K0 Samson (Department of Physiology, University of 
Texas. Health Science Center at Dallas). Przeciwciało na OT 
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nie reagowało krzyżowo z argininową wazopresyną (AVP) 
o koncentracji 10 ¿ig/mle Również nie reagowało ono 
z następującymi pe p ty darni o koncentracji 1 ¿ig/ral: argi-
ninową wazotocyną (Av"T), luteoliberyną (LRK)5 tyreoliberyną 
(TRH), prolaktyną (PRŁ), trzustkowym polipeptydem v/ołu 
(BP?)3 żołądkowym peptydem hamującym (GIP)3 kortykopodobnym 
peptydem części pośredniej przysadki (ACTH/18-39/, CLIP), 
AG TH/7-38/, CCK3 CRP? GRF, SP.IF, VIP3 bets-Endorf iną, 
alfa-Intermedyną (alfa-M3E5 melanotropina), met-Enkefaliną, 
Insuliną, Glukagonem, Motyliną, Sekretyną, Gastryną, Kalcyto-
nina i Angiotensyną IX« W prezentowanej pracy specy-
ficzność reakcji immunocytochemicznej kontrolowano w mikro-
skopie świetlnym poprzez: a/ pominięcie etapu inkubacji 
skrawków s przeciwciałem na OT i b/ 24--gcdsinną preabsorocje 
OT-przeciwciała z syntetyczną OT («5 ng-100 ug OT/ml rozcień-
czonego OT-przeciwciała) w temperaturze 4°C* Dodanie 50 ug 
syntetycznej OT (Cambridge Research Biochemicals) do 1 ml 
rozcieńczonego OT-przeciwciała całkowicie blokowało reakcję 
iminu.no cy toc hemie z ną« Dodanie 10 ng-10 syntetyczne j V? 
(Cambridge Research Biochemicals) lub SHIF (Cambridge 
Research Biochemicals) nie wpływało na pozytywny wynik reakcj 
immunocytochemicznej* Rozproszenie neuronów zawierających 
OT kontrolowano na przykładzie jądra PVN poprzez porównywanie 
skrawków inkubowanych z przeciwciałem na a/ CT i b/ VP (RIA-
UK-LTD); rozproszenie OT- i VP-neuronów dobrze korelowało 
z odpowiednimi obszarami OT- i VP-ergicznymi jądra F/li» 

Poliklonalne przeciwciało na VP użyte w badaniach 
było pod względem specyficzności sprawdzane przez producenta 
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(RIA-UK-LTD)• Immunoreaktywność tego przeciwciała była blo-
kowana jeżeli absorbowano je z argininową czy lizynową VP, 
Mała liczba komórek nerwowych i ich wypustek nie wykazywała 
jednak pozytywnej reakcji immunocytochemicznej kiedy VP-
przeciwciało absorbowano z OT. Zatem, w celu wyeliminowania 
niskiego poziomu reakcji krzyżowej z obecną w skrawkach OT, 
rozcieńczone VP-przeciwciało preabsorbowano przed użyciem 
z syntetyczną OT (Cambridge Research Biochemicals) w tempe-
raturze 4°C przez 24 godziny. Dlatego też, wszystkie obse-
rwacje neuronów zawierających VP pochodzą ze skrawków inku-
bowanych z przeciwciałem na VP uprzednio preabsorbowanym 
z syntetyczną OT (50 ;jg OT/1 ml rozcieńczonego VP-przećiw-
ciała). 

Poliklonalne przeciwciało na VIP było pod względem 
specyficzności sprawdzane przez producenta (RIA-UK-LTD). 
Należy tu wspomnieć, że przeciwciało o którym mowa było 
już uprzednio stosowane z zadowalającymi wynikami w bada-
niach fluorescencyjnych i ultrastrukturalnych autonomicznego 
układu nerwowego szczura (Orowe i wsp.,1983ś Lincoln i wsp., 
19345 Belai i wsp0, 1935« Loesch i Bumstock, 1985)« 
W badaniach własnych specyficzność reakcji immunocytochemi-
czne j kontrolowano poprzez: a/ pominięcie etapu inkubacji 
skrawków z przeciwciałem na VIP, b/zastąpienie przeciwciała 
na VIP normalną surowicą króliczą (Nordic Immunology) i c/ 
preabsorbcję VIP-przeciwciała z syntetycznym VIP (Cambridge 
Research Biochemicals) w temperaturze 4^C przez 24 godziny 
(10 nmol VIP/1 ml rozcieńczonego VIP-przeciwciała)• We 
wszystkich przypadkach uzyskiwano negatywny wynik reakcji 
immunocytochemicznej. 
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WYNIKI 

Stan o p; 6 lny STS-diabetyc zriych s ze żurów a Jak już wspomniano 
w rozdziale "Materiał i Metody*' wszystkie diabetyczne szczury 
char akt e ry z o wał 37/ó> spadek masy ciała, wie łomocz i cukrornocz. 
Zwierzęta te wykazywały 'wysoką hiperglikemię. Stężenie glu-
kozy we krwi było ok«, A razy wyższe w porównaniu z STZ-
niediabetycznymi szczurami kontrolnymi. Dla przykładu, 
u niediabetycznych szczurów poziom glukozy wahał się w gra-
nicach 119-164- mg/dl (x - 145±9»7 ; n = 6) natomiast u szczu-
rów diabetycznych - 641-704 mg/dl (x = 660+19c3 5 n = 6). 
Oznacza to, że poziom glukozy we krwi STZ-diabetycznych 
szczurów był bardzo znamienni; zwiększony (p«0»0019 test-t 
Studenta)® 

3 3 n an i Ko£ w § n c j 05 al ne 

Układ podwzprórzowo^-Drzysadkowy/STZ^niediabetyczne szczury 

SON i F/N 
V/ obecnej pracy skupiono uwagę na analizie ultrastruktu-

ralnej organizacji cytoplazmy perykarionow neuronów sekre-
cyjnych oraz organizacji dendrytów, aksonów i, zakończeń 
synaptycznych występujących w otaczającym perykariony neuro-
pilu9 Ogólnie rzecz biorąc cechy ultrastrukturalne SON i F/N 
były podobnea 
Perykariony. Badane perykariony posiadały owalne lub z wpukle-
niami nukleolemmy jądro oraz wyraźnie widoczne jąderko (Ryc* 

Ziarnista siateczka śródplazmatyczna (ER) występowała 
ogół w postaci wydłużonych, wąskich cystern, często 

rozproszonych w obwodowych obszarach cytoplazmy (Ryca 1b)« 
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Umiarkowanie rozbudowany kompleks Golgiego tworzyły głównie 
spłaszczone cysterny i towarzyszące pęcherzyki zmiennej 
wielkości i gęstości elektronowej* Ziarnistości neurosekre-
cyjne (NSG), ciała wielopęcherzykowe i elektronowo-gęste 
lizosomy występowały w obszarze kompleksu Golgiego jak 
również w przyjądrowej i obwodowej cytoplazmie gdzie obserwo-
wano również liczne owalne lub wydłużone profile mitochon-
driow. 

Neuropil* Niektóre aksony i sporadycznie profile dendrytów 
zawierały NSG (Hyc. 1c,d), Liczne zakończenia aksonów two-
rzyły synapsy na perykaricnach i dendrytach (Ryc* 1a,opf), 
Profile aksonów i deridrytów które posiadały NSG również 
wykazywały obecność zakończeń synaptycznych na swej rowie-l' V V (/ i> V t/ <J • 

rzchni (Ryc• 1c,d)s Synapsy akso-aksonalne obserwowano 
częściej w SON niż PVNS Fresynaptyczne zakończenia aksonów 
na ogół zawierały małe agranulame pęcherzyki synaptycznej 
ale niekiedy pęcherzyki z elektronowo—gęstym rdzeniem 
( granul ame) były również widoczne, Akso-somatyczne9 akso-
-dendrytyczne i akso-aksonalne synapsy wykazywały często cechy 
charakterystyczne dla synaps asymetrycznych (Graya typ u 1} 

NHP 

W obecnej pracy skupiono uwagę na analizie ultra stru-
kturalne j organizacji aksonów* Eadaniami objęto 596 przy-
padkowo dobranych profili aksonów pochodzących z różnych 
obszarów NHP. Zdecydowana większość profili (84*6%) zawie-
rała przede wszystkim elektronowo-gęste NSG (Ryc* 2a)* 
Profile te zawierały również agranulame mikropęcherzyki 
które były równomiernie rozproszone pomiędzy NSG lub 
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v/ postaci gron widoczne w zakończeniach aksonów opiera-
jących się o 'ścianę naczyń krwionośnych (Ryc, 2b). Inne 
profile zawierały przede wszystkim mikrotubule (2,3%), 
mikropęcherzyki (1.8%), gładką siateczkę aksoplazmaty-
czną (1%) i lizosomy (0.3%). 

SrjLot Auerbacha/STZ-niediabet.yczne ssczum; 

V/ obecnej pracy skupiono uwagę na uitrastrukturalnej 
organizacji profili aksonów - a szczególnie ich żylakowatych 
odcinków - tzw. varicosities. Profile o których mowa zawie-
rały albo a/ liczne małe pęcherzyki agramílame i granúlame, 
b/ przede wszystkim małe agranuiarne pęcherzyki, lub c/ duże 
pęcherzyki granúlame i kilka małych pęcherzyków agranular-
r.ych. Obserwowane profile -rys tępo wały zarówno w centralnych 
jak i obwodowych obszarach zwoju Auerbacha (Hyc. 3a-d), 
Niektóre profile, będące odcinkami aksonów pomiędzy ich 
żylakowatymi rozszerzeniami, tzwe intervaricosities, były 
ubogie w pęcherzyki synaptyczne natomiast obfitowały w mikro-
tubule . 

U kł ad red wz gó r z owo- orz,y s adkowy/STS°»d i ab e ty c zne s z c zury 

SON i F/N 

Obraz zmian ultrastrukturalnych w SON i F/N był 
v/ ogólnym zarysie podobny. Dlatego też zmiany opisane 
poniżej dotyczą obu badanych obszarów podwzgórza, 

perykariony* Porównując z kontrolą, perykariony neuronów 
sekrecyjnych SON i PVN były hipertroficzne. Wykazywały one 
duże owalne lub okrągłe w przekroju jądro komórkowe i odpo-
wiednio rozległą cytoplazmę obfitującą w organelle (Ryc. 4a-d). 
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Materiał chromatynowy był zazwyczaj równomiernie rozpro-
szony w obrębie nukleoplazmy w której obserwowano również 
jedno lub nawet dwa duże jąderka usytuowane peryferyjnie 
(Ryc« 4a)» Ziarnistą SR stanowiły wąskie lub poszerzone 
cysterny najczęściej rozproszone w cytoplazmie. W niektórych 
perykarionach SON zaobserwowano znaczne nagromadzenie małych 
sferycznych cystern ER (Ryc» 4c). Natomiast pozostałe Orga-
ne Ile wykazywały anormalne rozproszenie tzn. były umiejsco-
wione przede wszystkim w obrębie wąskiego pasa cytoplazmy 
otaczającego skupisko sferycznych cystern® Równocześnie3 
w niektórych perykarionach PVN małe sferyczne cysterny były 
obficie pokryte rybosomami a ich wnętrze było elektronowo-
-gęste (Ryc* 4d)* Kompleks Golgiegc obserwowany w neuronach 
SON i F/N był podobny do opisanego u zwierząt kontrolnych, 
Ilość NS3- była zmienna w poszczególnych perykarionach. 
W obwodowych obszarach cytoplazmy obserwowano najczęściej 
N3C- (Ryc. 4c,d)e Liczne ciała lizosomalne w postaci ciał 
gęstych, ciał wielopęcherzykowych i figur mielinowych 
występowały w cytoplazmie. V/ niektórych oerykarionach PVN 

v Ł ^ W W A łj -K. 'J 

były także obecne wakuole - podobne do aut o f agowy c h, które 
niekiedy zawierały kilka N3G lub ziarnisty materiał (Ryc. 4d), 
Zarówno w neuronach SON i PYN mitochondria na ogół były 
lekko spęczniało. 

Neuropil. W obu badanych jądrach podwzgórza anormainosci 
strukturalne wykazywały także aksony sekrecyjne. Niektóre 
Profile aksonów pomimo że zawierały liczne NSG wyróżniały 
się obecnością kilka wakuoi lub intensywnym zabarwieniem 
( Ry c. 5a,b)3 Inne aksony były zasadniczo ubogie w NSG 
natomiast podobnie jak niektóre perykariony obfitowały 
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w elektrono w o-p rz e z ie rne wakuole (Ryc» 5 o, d ) 9 Niekiedy, 
i tylko w SON, obserwowano aksony nie wykazujące obecności 
NSG i innych organelli cytoplazmatycznych natomiast ukazu-
jące elektronowo-przezierną substancję podstawową aksopla-
zmy (Ryc. 5e). Wreszcie, w obu badanych jądrach podwzgórza 
występowały profile aksonów wykazujące na obwodzie luźno 
utkane błaszkowate pierścienie które swym wyglądem nie-
jednokrotnie przypominały rozwarstwioną osłonkę mielinową» 
W aksoplazmie profili o których mowa niekiedy obserwowano 
NSG lub częściej - bezpostaciowy materiał (Ryc. 5a,f,g). 
Charaktery styczną cechą wielu dendrytów SON i PVU była 
obecność w nich licznych elektronowo-przeziernych wakuol 
(Ryc. ¿a ^ . Zakończenia aksonów tworzące synaosy z 

'' ' 5 «> * 1/ i i/ 

karionami. dendrytami lub aksonami nie wykazywałv zmian o o i/ 

(Ryc. 4-c, 5c). Zawierały one liczne pęcherzyki synaptyczne. 
Zakończenia synaptyczne nie różniły się więc istotnie od 
obserwowanych w SON i F/N zwierząt kontrolnych« 

NHP 

Badaniami objęto 639 przypadkowo dobranych profili 
aksonów pochodzących z różnych obszarów NHP STZ-diabety-
cznych szczurów. Wiele spośród obserwowanych profili wykazy-
wało cechy ultrastrukturalne» których nie było u zwierząt 
kontrolnych lub występowały sporadycznie (Ryc« 6a-c)» 
Chociaż3 około 33»b% spośród badanych profili jednak wciąż 
zawierało liczne NSG i rozproszone lub w gronach występujące 
mikropęcherzyki® Inne profile posiadały przede wszystkim 
mikropęcherzyki (30»4%), mikrotubule (26%), gładką siate-
czkę aksoplazmatyczną (3«8%), lub wakuole autofagowe 
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z zawartością NSG i ziarnistego materiału (2•8%). Około 
1.4/3 obserwowanych aksonów posiadało gęsto lub luźno utkane 
blaszkowate pierścienie. Blaszkowate pierścienie o których 
mowa zazwyczaj występowały wewnątrz aksonów otaczając po-
zbawiony NSG i mikrcpęcherzyków obszar aksoplazmy (Ryc. 6c). 

Solot Auerbacha/STZ—diabetyczne szczury 

Analogicznie jak w NHP, w zwojach Auerbacha STZ-
-diabetycznych szczurów, większość profili aksonów (352 
profile objęte badaniami) wykazywała cechy ultrastruktu-
ralne których nie posiadały zwierzęta kontrolne lub które 
występowały u nich sporadycznie, Około 6 y/o badanych profili 
było ubogich w pęcherzyki synaptyczne lub nie wykazywało ich 
w ogóle (Ryc. 7a). W niektórych profilach obserwowano 
aglomeraty małych pęcherzyków synaptycznych agrarni lamych 
(Ryc« 7b)0 Inne profile posiadały figury mielinowe (Hyc. 7c) 
lub wakuole autofagowe z zawartością pęcherzyków granula-
mych (Ryc. 7d). W obwodowych obszarach zwoju tzn. na jego 
krańcach sporadycznie obserwowano profile aksonów szcze-
gólnie obficie zaopatrzone w duże pęcherzyki granúlame 
(Ryc, 7e)* Niektóre aksony splotu Auerbacha STZ-diabetycznyc 
szczurów nie były zmienione i przypominały te obserwowane 
u zwierząt kontrolnych. 

ÍS¿§nia_Immuno5yJp5h|m4sz^| 

Układ podwzprórzowo-orzysadkowy/STZ^niediabetyczne szczur:/ 

SON i FVN 

Zarówno SON jak i FVN posiadały wyznakowane na OT i VP 
perykariony i liczne wypustki neuronalne. 
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p^rykariony« Intensywność zabarwienia perykarionów cząstecz 
kami immunoprecypitatu nie była jednolita ale komórki wyra-
źnie wybarwione dominowały w skrawkach (Ryc, 8a-d). Immuno-
precypitat był zasadniczo związany z powierzchnią organelli 
cytoplazmatycznycn a w szczególności z ER. Niekiedy, pery-
kariony zawierające VP uwidaczniały rozproszone w cytopla-
zmie wybarwione NSG- (Ryc. 8e). Cytoplazma OT- jak i YP-ergi 
cznych perykarionów wykazywała organizację ultrastrukturaln 
podobną do tej jaką opisano w badanich konwencjonalnych, 

Neuronil. Immunoprecypitat w wyznakowanych dendrytach pozo-
stawał w związku z ER i mikrotubulami (Ryc. 9a,b). Identy-
fikacja wyznakowanych aksonów okazała się trudnym zamierze-
niem ze względu na gęsto rozsiane cząsteczki immunoprecypi-
tatu« Pomimo tego, niektóre wyznakowane profile, które obfi 
towały w NSG lub mikropęcherzyki utożsamiano z aksonami 
(Ryc. 9c,d). W SON identyfikacja aksonów zawierających OT 
była niekiedy jednoznaczna a to dlatego, że wyznakowane 
aksony tworzyły charakterystyczne kolbki synaptyczne -
w tym przypadku na immuno-u je innych profilach dendrytów (Ryc 
9e)0 V/ neuropilu obu badanych jąder stwierdzono liczne 
aksc-somatyczne i akso-dendrytyczne synapsy utworzone na OT 
i VP-immunoreaktywnych profilach neuronalnych (Ryc. 8c, 9a, 
b,f,g)e W synapsach o których mowa uczestniczyły immuro-
-negatywne presynaptyczne zakończenia aksonalne zawiera-
jące okrągłe, spłaszczone lub pleomorficzne pęcherzyki syna 
ptyczne agranulame a niekiedy/ również kilka pęcherzyków 
z elektrcnowo-gęstym rdzeniem. Immunoreaktywne perykariony 
i dendryty posiadały przede wszystkim synapsy asymetryczne 
(typ I)c 
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NHP 

W skrawkach kontrolnych wyznakowane na OT i VP profile 
aksonów były rzproszone w NHP i zasadniczo obfitowały w NSG 
(Rycs 10a,b\ Immunoprecypitat był zlokalizowany przede 
wszystkim w łączności z błoną otaczającą NSG, które w czasie 
procedury immunocytochemicznej utraciły częściowo lub całko-
wicie ziarnisty rdzeń. Zachowany w niektórych NSG ziarnisty 
materiał wykazywał dodatnią reakcję na VP lub OT* 

Snlot Auerbacha/STZ-niediabetyczne szczury 

W skrawkach kontrolnych przygotowanych do badań immuno-
cytochemicznych profile aksonów wykazujące dodatnią reakcję 
na VIP były rozproszone w zwojach Auerbacha. VIP-dodatnie 
profile obserwowano zatem zarówno w centralnych jak i pery-
feryjnych obszarach zwojów (Hyc* 11a,b)» W obrębie wyznako-
wanych profili, immunoprecypitat związany był z obficie 
występującymi małymi pęcherzykami agranularnymi. Niektóre 
profile dodatkowo zawierały kilka wyznakowanych pęcherzyków 
granularnych (Ryc* 11b), 

Układ podwzmórzowo-nrzysadkowy/STZ~diabetyczne szczur:/ 

SON i P/N 

Podobnie jak u zwierząt kontrolnych, SON i FVN zawie-
rały immuno-dodatnie perykariony i liczne wypustki neuro-
naine« W przeciwieństwie do kontroli, zarówno VP- i OT-
immunoreaktywne profile wykazywały zróżnicowany obraz 
ultrastrukturalny. 

perykariony» Wyznakowane perykariony neuronów sekrecyjnych 
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SON i FVN były hipertrofiezne (Ryc, 12a-d, 13a) ukazując 
cechy ultrastrukturalne podobne do stwierdzonych w bada-
niach metodą konwencjonalną. Zjawisko hipertrofii dotyczyło 
perykarionów zawierających tak VP jak i OT (Ryc. 12a~c). 
Intensywność zabarwienia (immunoreaktywność) poszczególnych 
obszarów cytoplazmy nie była jednolita, szczególnie w neuro-
nach zawierających VP (Ryc. 12d,13a)» W obu badanych jądrach 
podwzgórza, VP-dodatnie perykariony obfitowały w organelle 
które zazwyczaj były rozproszone w cytoplazmie (Ryc. 12a), 
Niekiedy jednak liczne immuno-dodatnie pęcherzyki, lizo-
somy i wakuole obserwowano przede wszystkim w obwodowych 
częściach perykarionów (Ryco 12d, 13a). Centralne obszary 
tych perykarionów pozostawały jednocześnie immuno-ujemna 
i wykazywały obfitość sferycznych cystern ER* Jeśli chodzi 
o wyznakowane na OT perykariony - obfitowały one w orga-
nelle np. ER, kompleks Golgiego i mitcchondria (Ryc0 12b,c). 
Czasem, w peryferyjnej cytoplazmie obserwowano duże wakuole 
(zazwyczaj nie pokryte rybosomami) wykazujące obecność 
immuno-dodatniego materiału resztkowego (Ryc. 13b). 

Neurooil. W SON i FVN zmiany zaobserwowano także w dendry-
tach i aksonach CT- i VP-dodatnich neuronów» Niektóre 
wyznakowane profile były jednak podobne do obserwowanych 
u zwierząt kontrolnych, tzn. zawierały liczne N3G (profile 
aksonów) lub obfitowały w ER (profile dendrytów)-, Zmienione 
aksony wykazywały zróżnicowany obraz ultrastrukturalny. 
Dotyczyło to zarówno CT- jak VP-dodatnich profili. Dla 
przykładu, niektóre immuno-dodatnie aksony posiadały liczne 
wyznakowane i niewyznakowane N3G, wakuole autofagowe 
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i raitochondria (Ryc. 13c-e). Inne profile były ubogie w orga-
nelle i zawierały tylko kilka pleoinorficznych pęcherzyków 
w których czasami obecny był immunoprecypitat (Ryc. 13f). 
Obserwowano również aksony posiadające przede wszystkim 
wyznakowane wakuole autofagowe (Ryc0 13g)o Wreszcie, nie-
które immuno-dodatnie profile były otoczone luźno utka-
nymi blaszkowatymi pierścieniami. W aksoplazmie tych pro-
fili występował immuno-dodatni materiał pozostając wr zwią-
zku ze strukturami trudnymi do identyfikacji (Ryc. 14a). 
Zasadnicze zmiany obserwowane w wyznakowanych na VF i OT 
dendrytach dotyczyły obecności w tych elementach neuronalnych 
licznych wakuol które najprawdopodobniej reprezentowały 
znacznie poszerzone cysterny ER. Taki obraz ultrastruktu-
ralny odnosił się szczególnie dc OT-dodatnich profili 
dendrytów (Ryc. 14b,c). Podobnie jak u zwierząt kontrolnych, 
immunc—u.jemne zakończenia aksonalne kontaktowały się 
z perykarionami, dendrytami i aksonami OT- i VP-ergicznych 
neuronów (Ryc-» 13c5 14c,d). Zakończenia aksonów o których 
mowa nie były zmienione i zawierały liczne pęcherzyki 
synaptyczne, W obecnej pracy nie stwierdzono zatem isto-
tnych zmian ultrastrukturalnych w zakończeniach synapty-
cznych dochodzących do OT- i VP-ergicznych neuronów. 

NHP 

U STZ-diabetycznych szczurów, aksony zawierające VP 
i OT były skąpo rozproszone w NHP. Zasadniczo, tylko te 
profile aksonów które zawierały N3G, mikropęcherzyki lub 
niekiedy wakuole autofagowe były imnrun o reaktywne (Ryc. 14e-g). 
Niektóre wyznakowane profile, obserwowane sporadycznie, 
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wykazywały imrauno-dodatnie struktury trudne do idenryfi-
kacji (Ryc. I4h,i). Pozostałe profile aksonów w NHP nie 
wykazywały immunoreakc ji. 

Sploc Auerbacha/STZ-diabetyczne szczury 

W skrawkach przygotowanych do immunocytochemii, 
VI?-dodatnie profile aksonów były obecne w obrębie zwojów 
Auerbacha, Niektóre wyznakowane profile wykazywały cechy 
ultrastrukturalne podobne do tych u zwierząt kontrolnych, 
tzn. zawierały one liczne imrauno-dodatnie małe pęcherzyki 
agramílame (Ryc0 15a). Inne profile wykazywały zróżnico-
wany obraz ultrastrukturalny• Dla przykładu, wiele spośród 
wyznakowanych profili obfitowało w immunoprecypitat chociaż 
były one ubogie w pęcherzyki lub nie było ich wcale (Ryc. 
15-)» Niektóre profile uwidaczniały przede wszystkim 
immuno-dodatnie duże pęcherzyki granúlame lub wakuole 
autofagowe zawierające pęcherzyki granúlame lub ziarnisty 
materiał (Ryc. 15c-e), V/reszcie, obserwowano intensywnie 
v/yznakowane profile w których immunoprecypitat często 
pozostawał w związku ze strukturami trudnymi do identyfi-

i 
kacji (Ryc. 15f). 
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DYSKUSJA 

Badania konwencjonalne i immanocytochemiczne wykazały 
zmiany ultrastrukturalne w obrębie neuronalnych profili 
neurosekrecyjnego układu podwzgórzowo-przysadkowego szczura 
z objawami cukrzycy insulinozależnej wywołanej streptozoto-
cyną (STZ)0 Zmiany stwierdzono w perykarionach* dendrytach 
i aksonach jądra nadwzrokowego (SON) i jądra przykomorowego 
(FVN) podwzgórza oraz w aksonach neurosekrecyjnych przysadki 
nerwowej (NBP) 

Badania konwencjonale 

Perykariony w SON i F/N STZ-diabetycznych szczurów 
posiadały duże jądro komórkowe, dominujące jąderko/ka/ 
usytuowane peryferyjnie i odpowiednio obfitą cytoplazmę* 
Cechy o których mowa odpowiadały zatem ogólnie przyjętej 
charakterystyce przypisywanej hipertrofieznym neuronom 
sekrecyjnym (Kalimo i Rinne, 1972; Sloper, 1972), Wiele 
spośród zmian zaobserwowanych w perykarionach STZ-diabety-
cznych szczurów mógł wywołać naturalny cykl sekrecyjny 
neuronów« Na podstawie badań ultrastrukturalnych pery-
karionów F/N szczura, Yukitake i wsp, (1977) wyróżnili 
4 fazy cyklu sekrecyjnego pojedynczego neuronu, a mianowicie: 
fazę syntezy, fazę wytwarzania ziarnistości neurosekrecyjnych 
(NSG), fazę magazynowania NSG i fazę transportu NSG do NHP. 
Według autorów, obecność rozbudov;anej siateczki śrdódplazma-
tycznej ziarnistej (ER) odznaczającej się znacznie powię-
kszonymi cysternami odzwierciedla fazę wzmożonej syntezy 
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hormonu peptydowego w neuronie. 

W badaniach własnych, pewna grupa perykarionów obfi-
towała w ER, Niekiedy cysterny ER w postaci pęcherzyków 
sferycznego kształtu tworzyły nawet cos w rodzaju aglo-
meratu zajmującego znaczną część cytoplazmy. Obserwowano 
również cysterny z mniej lub bardziej gęstą elektronowo 
zawartością» Już 20 lat temu Zambrano i De Robertis C1966) 
jako jedni z pierwszych wskazali na istotny związek pomiędzy 
zwiększeniem liczby i poszerzeniem światła cystern ER 
a stanem wzmożonej syntezy materiału neurosekrecyjnego 
w pobudzonych neuronach sekrecyjnych podwzgórza. 

Pojawienie się w podwzgórzu STZ-diabetycznych szczurów 
zmienionych profili aksonów, a szczególnie tych zawierają-
cych liczne wakuole, można także wiązać ze zjawiskiem 
wzmożonej czynności neuronu. V/ swoim artykule przeglądowym 
na temat degeneracji i regeneracji układu neurosekrecyjnego, 
Dellmann (1973) wyraża pogląd, że pojawienie się wakuol, 
tubularnych formacji gładkiej siateczki aksoplazmatycznej, 
lizosomów lub zwiększenie ilości mitochondriów odzwiercie-
dla reaktywne fazy aksonów, które na skutek nadmiernej 
czynności uległy miejscowemu uszkodzeniu. Należy tutaj 
wspomnieć o ciekawej obserwacji jaką dokonał Kalimo (1975) 
w badaniach PVN szczura podczas laktacji, tzn. w okresie 
wzmożonej syntezy oksytocyny (0T)o Stwierdził on mianowicie 
znaczne nagromadzenie w profilach neuronalnych dużych 
wakuol, najprawdopodobniej reprezentujących zdegranulo-
wane cysterny ER. Według tego autora, pojawienie się tego 
rodzaju wakuolizacji również po okresie laktacji, tzn» 
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kiedy aktywność OT jest znacznie obniżona, może wynikać 

z naruszenia "równowagi" pomiędzy stanem syntezy i tran-

sportem aksonalnym materiału neurosekrecyjnego. 

Wiele zmian ultrastrukturalnych zaobserwowanych w ba-
daniach własnych wskazuje na wzmożoną syntezę neurohormonu/ów/ 
w obrębie neurosekrecyjnego układu podwzgórzowo-przysadko-
wego STZ-diabetycznych szczurów. Niektóre zmiany mogą do 
pewnego stopnia odzwierciedlać również procesy degenera-
cy jne. W perykarionach STZ-diabetycznych szczurów obserwo-
wano mianowicie częściej niż w kontroli różnego typu lizo-
somy. Na podstawie ilościowych badań nad perykarionami 
sekrecyjnymi podwzgórza szczura, podczas i po doświadcza-
lnie wywołanej hipersekrecji Morris i Dybali (1974) 
wnioskują, że zwiększanie się liczby ciał lizosomalnych 
ma związek z zakończeniem wzmożonej czynności biosyntety-
cznej neuronu- W badaniach własnych obserwowano w pery-
karionach PVN również duże wakuole (podobne do autofago-
wych), które niekiedy zawierały NSG. Zatem, nie można wyklu-
czyć możliwości, że tego typu zmiany odzwierciedlają pewien 
mechanizm eliminacji nadmiernej ilości (lub niezużytego) 
materiału neurosekrecyjnego. Na tym etapie badań trudno 
jest jednak zinterpretować zjawisko jakie obserwowano 
w niektórych perykarionach, a mianowicie obraz nadmiernie 
nagromadzonych cystern ER otoczonych przez wąski pas cyto-
plazmy obwodowej obfitującej w pozostałe organelle. 

W przeciwieństwie do wyżej omówionych elementów neuro-

nalnych, synapsy akso-somatyczne, akso-dendrytyczne i akso-

-aksonalne nie wykazywały istotnych zmian ultrastrukturalnych 
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u STZ-diabetycznych szczurów i były analogiczne do obserwo-
wanych u zwierząt kontrolnych« Można więc przypuszczać, że 
kontrola synaptyczna neuronów w SON i FVN podwzgórza nie 
była zakłócona u szczurów z 8-tygodniową STZ-cukrzycą 
in su 1 in o z a 1 e ż ną, 

V/ badaniach własnych stwierdzono istotne zmiany równie 
w aksonach NHP STZ-diabetycznych szczurów« Różnorodność 
obserwowanych zmian wydaje się odzwierciedlać różne stany 
czynnościowe aksonów w procesie cyklu sekrecyjnego, Przede 
wszystkim stwierdzono mniej niż w kontroli profili aksonów 
wypełnionych NSG, równocześnie częściej niż u zwierząt 
kontrolnych aksony STZ-diabetycznych szczurów zawierały 
ciała lizosomalne, mikropęcherzyki lub tubulame formacje 
gładkiej siateczki aksoplazmatycznej. Stad cechy o których 
mowa są podobne do tych jakie przypisuje się reaktywnym 
fazom aksonów kompleksu podwzgórze-przysadka nerwowa 
(Dellmarm, 1973)o 

W SON, FvN i NHP STZ—diabetycznych szczurów obserwo-
wano ponadto liczne blaszkowate pierścienie pozostające 
w związku strukturalnym z niektórymi profilami aksonów. 
Niekiedy, te profile zawierały dodatkowo wewnątrz-aksonalny 
materiał amorficzny. Podobne złogi materiału amorficznego 
obserwowano również w aksonach obwodowego układu nerwowego 
zwierząt u których cukrzycę wywołano alloksanem (Powell 
i wsp., 1977). Powyższe cechy aksonów przypisano dystrcfii 
związanej z diabetyczną neuropatią. 

Na podstawie badań ultrastrukturalnych szczura z 12-
-miesięczną STZ-cukrzycą Bestetti i Rossi ( 1 9 8 O ) 
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stwierdzili istotne zmiany degeneracyjne w komórkach nerwo-
wych i glejowych jadra łukowatego i wyniosłości przyśrodko-
wej« W badaniach własnych, oznaki degeneracji nie były 
tak wyraźne a ich pojawienie się można równie dobrze wiązać 
ze zjawiskiem wzmożonej czynności neurosekrecyjnej STZ-dia-
betycznych szczurów0 Na obecnym etapie badań trudno jest 
jednak wnioskować czy omawiane zmiany odzwierciedlają różny 
stopień wrażliwości poszczególnych obszarów i komórek pod-
wzgórza czy też zmiany degeneracyjne są bardziej nasilone 
i widoczne w późnym okresie STZ-cukrzycy« 

Procesy poprzez które cukrzyca doprowadza do zmian 
ultrastrukturalnych w obrębie tkanki nerwowej - a w tym 
przypadku neurosekrecyjnego układu podwzgórzowo-przysadko-
wego nie są znane« Cukrzycy wywołanej przy pomocy STZ towa-
rzyszy cały szereg zmian metabolicznych i każda z nich może 
być przyczyną zmian ultrastrukturalnych« Wszystkie diabety-
czne szczury badane w niniejszej pracy wykazywały wielomocz« 
Zatem w S-tygodniowej cukrzycy, nieleczonej insuliną, naj-
prawdopodobniej zwierzęta te były w stanie przewlekłego 
odwodnienia za czym przemawia również znaczna utrata ciężaru 
ciała (37%)« 1 tego też względu, jest godnym odnotowania 
fakt, że wiele spośród zmian zaobserwowanych w badaniach 
własnych było podobnych do tych jakie stwierdzono u szczu-
rów pozbawionych wody do picia (Loesch, 1979,19B1a,b,19B3a) 
czy u szczurów odmiany Brattleboro z zespołem moczówki 
prostej (Tasso i Rua, 1978). Podobieństwo o którym mowa 
dotyczy szczególnie NHP, np« jej aksonów, w których poja-
wianie się proliferującej siateczki aksoplazmatycznej jest 
łączone ze zjawiskiem wzmożonej czynności neurocytów 
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podwzgórza od których te aksony odchodzą (Tasso i Rua, 
1978), Podobieństwo dotyczy także zachowania się pitu-
icytów, które zarówno w NHP szczurów z moczóv;ką prostą 
(Tasso i Rua, 1978), szczurów pozbawionych wody do picia 
(Loesch i wsp,, 1978; Loesch, 1979,1981b) jak i STZ-dia-
betycznych szczurów (obserwacje własne niepublikowane) 
gromadzą liposomy0 Zjawisko nagromadzenia znacznie posze-
rzonych cystern SR w perykarionach SON szczurów pozbawio-
nych v/ody do picia przez 10 dni (Krisch, 1976) ma również 
istotne znaczenie w tych rozważaniach, Uwzględniając 
powyższe obserwacje wydaje się zatem bardzo prawdopodobne, 
że towarzyszące cukrzycy przewlekłe odwodnienie organizmu 
jest odpowiedzialne za wywołanie wielu zmian ultrastruktu-
ralnych omawianych w niniejszej pracy. Należy tutaj wspo-
mnieć, że np. w chronicznie pobudzanych perykarionach SON 
i PVN szczurów odmiany Brattleboro, które odwadniają się 
ze względu na moczówkę prostą, nie zauważono jednak tak 
znacznie powiększonej ER (Kalino i Rinne, 1972)© Wiadomo 
jest również, że podwzgórzowe perykariony tych szczurów 
są genetycznie niezdolne do syntezy VP i z tego względu 
na chroniczne odwadnianie organizmu nie 'są w stanie odpo-
wiedzieć syntezą stosownego neurohormonu (Vandesande 
i Dierickx, 1975,1976). 

W obu badanych jądrach podwzgórza i w NHP STZ-diabety-
cznych szczurów, niektóre zmiany aksonalne są podobne do 
obserwowanych w obrębie ośrodkowego układu nerwowego ssaków 
poddanych działaniu czynników wywołujących niedokrwienie 
i niedotlenienie tkanki nerwowej. Chodzi tu szczególnie 
o pojawianie się wewnątrz-aksonalnych złogów amorficznych 
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jak też blaszkowatych pierścieni zwanych również ciałami 
blaszkowatymi, niejednokrotnie przypominających osłonki 
mielinowe. Dla przykładu, biaszkowate pierścienie w łączno-
ści ze zmielinizowanymi i bezmielinowymi aksonami można 
obserwować w przypadku niedotlenienia kory mózgu szczura 
(Yu i wsp,, 1972a,b)„ Obecność blaszkowatych pierścieni 
i wewnątrz-aksonalnych złogów amorficznych stwierdzono 
także w obrębie neurosekrecyjnego układu podwzgórzowo-
-przysadkowego chomika mongolskiego (myszoskoczek mongolski) 
poddanego 1O-minutowemu niedokrwieniu mózgu (Loesch, 1933b,c) 
Jednak zmiany o których mowa trudno uznai za charakter-,'sty-
czne jedynie dla ewidentnego niedokrwienia czy niedotlenienia 
tkanki nerwowej« Bowiem są one obserwowane w różnych obszarac 
ośrodkowego układu nerwowego ssaków (w tym także układu 
podwzgórzowo-przysadkowego szczura), w rozmaitych warunkach 
patologicznych czy doświadczalnych (Smith, 1961; Lampert i ws 
1964; Raine i Field, 1967; Eirano i wsp., 196-3; Loesch, 1979, 
19S4,1936)o Na podstawie badań jądra łukowatego szczura po 
gonadektomi, Kaftolin i wsp. (1935) stwierdzili, że zjawisko 
pojav/iania się w neuronach ciał blaszkowatych niejako markuje 
w danym obszarze mózgu pewną subpopulację neurocytów szcze-
gólnie wrażliwych na określone warunki sekrecyjne. 

V/ rozważaniach na temat cukrzyca a niedokrwienie i nie-
dotlenienie tkanki nerwowej kluczowym argumentem może być 
dobrze znany fakt zmian naczyniowych towarzyszących cukrzycy. 
Dlatego też, wskazuje się na mikrcangiopatię jako ważny 
czynnik uczestniczący w rozwoju cukrzycowej neuropatii 
(Powell, 1983)» Zaburzenia czynności naczyń mózgowych stwier-
dzono u pacjentów chorych na cukrzycę (Dandona i wsp,, 1973). 
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Uszkodzenia naczyń stwierdzono także u zwierząt, np. 
w mózgu diabetycznego chomika chińskiego (Luce i wsp,, 1970) 
i STZ-diabetycznego szczura u którego po długim okresie cu-
krzycy dochodziło również do agregacji płytek krwi z nastę-
pową zakrzepicą (Kukai i wsp., 1980). Wiadomo jest, że 
w badanym modelu cukrzycy insulinozależnej, tzn, 8-tygod-
niowej cukrzycy wywołanej u szczura przy pomocy STZ, docho-
dzi do zmian w unerwieniu włośniczek i naczyń krwionośnych 
mózgu (Lagnado i wsp*, 1986) oraz do zmniejszenia liczby 
receptorów beta-adrenergicznych (Hagnoni i wsp.* 19;34). 
W odniesieniu do neurosekrecyjnego układu podwzgórzowc-
-przysadkowego ssaków godnym odnotowania jest ogólnie znany 
fakt istnienia bariery krew-mózg na poziomie podwzgórza, 
natomiast braku tej bariery w przysadce nerwowej, tzn. 
w miejscu wydzielania VP i OT do układu naczyniowego. 
U STZ-diabetycznych szczurów dochodzi do v/ystąpienia obrzęku 
wokół większych naczyń krwionośnych SON i FVN (obserwacje 
własne niepublikowane). Można więc przypuszczać, że towa-
rzyszące cukrzycy niedotlenienie ośrodkowego układu nerwo-
wego powstałe na skutek zmian naczyniowych i okołonaczynio-
wych, może obok innych czynników prowadzić w konsekwencji 
dc zmian ultrastrukturalnych w obrębie neurosekrecyjnego 
układu podwzgórzowo-przysadkowego STZ-diabetycznych szczurów. 

Dotychczasowe badania jakie przeprowadzono nad organiza-
cją innych niż SON i PVN obszarów podwzgórza a także przysadki 
gruczołowej STZ-diabetycznych szczurów polegały przede wszy-
stkim na poszukiwaniu związku pomiędzy rolą tych ośrodków 
a ograniczeniem czynności reprodukcyjnej towarzyszącej 
cukrzycy (Paz i wsp., 1978; Rossi i Bestetti, 1981; Calvo 
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i wsp,, 1934; Spindler-Voraachka i Johnson, 1985). V/yniki 
własnych badań konwencjonalnych w mikroskopie elektronowym 
wskazują, że neurosekrecyjny układ podwzgórzowo-przysadkowy 
ssaków modyfikuje się w warunkach doświadczalnej STZ-cukrzycy 
insulinozależnej. Można oczekiwać, że pewnym modyfikacjom 
ulegają przede wszystkim te neurony układu podwzgórze-
-przysadka nerwowa, które wydzielają do krwi wazopresynę 
i oksytocynę - dwa główne hormony przysadki nerwowej. 

Had an i a i mmun o c y t oche m i cz n e 

Zidentyfikowanie immunocytochemiczne neuronów zawiera-
jących OH i VP uzupełniło badania konwencjonalne umożliwia-
jąc tym samym bardziej szczegółowe przesiedzenie i utożsa-
mienie zmian ultrastrukturalnych w obrębie neurosekrecyjne-
go układu podwzgórzowo-przysadkowego STZ-diahetycznych szczu-
rów- Charakterystykę immuno-ultrastrukturalną OT- i VP-doda-
tnich profili neuronalnych układu podwzgórzowo-przysadkowego 
szczura przedstawiono już w kilkunastu publikacjach (Le Clerc 
i Pelletier, 1974; Aspeslagh i wsp., 1976; Kriseh, 1977.1930; 
Van Leeuwen i Swaab, 1977; Piekut, 1983; Silverman i wsp., 
1983; Theodosis i Poulain, 1984; Loesch, 1985). V/yniki badań 
własnych wskazują, że SOK, FVN i NKP szczurów kontrolnych 
wykazały cechy immuno-ultrastrukturalne podobne do cech opi-
sanych przez wyżej wymienionych autorów, którzy w swych ba-
daniach również zastosowali metodę PAP. Natomiast uzyskane 
w obecnej pracy wyniki dotyczące STZ-diabetycznych szczurów 
ujawniają liczne zmiany immuno-ultrastrukturalne, przy czym 
niektóre spośród nich znacznie odbiegają od normy0 Bezsporne 
jest, że oba typy badanych neuronów, tzn. neurony VP- i OT-
ergiczne, były dotknięte zmianami przy czym zmiany te 
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wydawały się bardzie.j rozpowszechnione w neuronach zawie-
rających VP# 

Jedną z cech ultrastrukturalnych charakteryzujących 
perykariony obu badanych jąder podwzgórza STZ-diabetycznych 
szczurów, ale nie STZ-niediabetycznych, było niezwykłe roz-
proszenie organelli cytoplazmatycznych, Znaczny obszar c.yto-
plazmy perykarionów o których mowa zajęty był przez nagroma-
dzone sferycznego kształtu cysterny ER, Cysterny te nie wy-
kazywały dodatniej reakcji na VP i OT, Natomiast przemie-
szczone pozostałe organelle do otaczającego konglomerat 
cystern wąskiego pasa cytoplazmy były immuno-reaktywne. 
C-ainer i wsp3 (1.377) przypuszczają, że niekiedy do wykrycia 
hormonu (antygenu) zawartego w danym pe rykari oni e niezbędne 
jest użycie przeciwciał o wyższej koncentracji niż w przy-
padku zidentyfikowania tego hormonu w obrębie aksonów, 
W badaniach własnych wydaje się mało prawdopodobne, ab;/ 
brak immunoprecypitatu w centralnych partiach perykarionów 
(tzn# gdzie występują konglomeraty cystern ER) STZ-diabety-
cznych szczurów wynikał bądź z nieodpowiedniej koncentracji 
użytych przeciwciał czy też wiązał się z niezdolnością 
penetracji tych przeciwciał poprzez centralne obszary pery-
karionów« Należy tutaj wspomnieć, że w ten sposób zróżnico-
wanych pod względem immxino-ultrastrukturalnym obrazów pery-
karionów nie obserwowano u STZ-niediabetycznych szczurów 
kontrolnych poddanych identycznej procedurze immunocyto-
chemicznej, Wreszcie należy podkreślić fakt, że centralne 
i peryferyjne obszary cytoplazmy innych perykarionów w SON 
i FVTl STZ-diabetycznych szczurów wykazywały dodatnią reakcję 
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i prawidłowe rozmieszczenie organelli cytoplazmatycznycn. 
Można zatem przypuszczać, że w STZ-cukrzycy następują pewne 
zmiany w rozmieszczeniu badanych antygenów i co się z tym 
wiąże pewne zmiany w wytwarzaniu hormonów przysadkowych 
a szczególnie VP. 

Wiele spośród zmian ultrastrukturalnych zaobserwowanych 
w oparciu a badania konwencjonalne jądra SON i F/N STZ-dia-
betycznych szczurów utożsamiano w niniejszej pracy ze wzmo-
żoną czynnością układu podwzgćrzowo-przysadkowego. Również 
ubytek NSG w profilach aksonów NKP mógł także wskazywać na 
wzmożoną czynność tego układu i zwiększone wydzielanie neuro-
hormonów przysadkowych do krwi« W badaniach immunocytochemi-
cznych NHP STZ-diabetycznych szczurów stwierdzono zmniejsze-
nie się w porównaniu z kontrolą ilości zarówno VP- jak i OT-
-dodatnich profili aksonów. Ns ogół, tylko te profile które 
zawierały NSG były immuno-dodatnie. Na podstawie badań ultra-
strukturalnych i fizjologicznych stwierdzono na przykład, 
że zmniejszenie liczby NSG w aksonach NHP (Palay, 1955; 
Boudier i wsp., 1970) i ubytek VP i CT z NHP (Young i Van 
Dykę, 1963j Jones i Pickering, 19^9) występują podczas sty-
mulacji układu podwzgórzowo-przysadkowego wywołanej odwo-
dnieniem organizmu. 

W nawiązaniu do zjawiska ubytku NSG i zmniejszenia 
ilości immunc—reaktywnych aksonów w NHP znaczenie może mieć 
fakt występowania VP i OT także w formie niezwiązanej z NSG, 
tzn. w postaci nieobłonione.j bezpośrednie w aksoplazmie• 
Tego typu zjawisko stwierdzono immunocytochemicznie np. 
w obrębie niepobudzonego neurosekrecyjnego układu 
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podwzgórzowo-przysadkowego świnki morskiej (Silverman, 1976). 
Niektórzy autorzy przypuszczają, że synteza i transport neuro-
hormonów układu podwzgórzowo-przysadkowegc szczura może zacho-
dzić z pominięciem fazy pęcherzyków (fazy MSG) również w wa-
runkach doświadczalnych (NorstriJm, 1973, 1974; Krisch, 1930)o 
Natomiast Kalimo i Rinne (1972) wskazują na istnienie tego 
zjawiska w neuronach sekrecyjnych układu podwzgórze-przysadka 
nerwowa szczurów odmiany Brattleboro z moczówką prostą» 
Jednocześnie5 pogląd dotyczący możliwości uwalniania neuro-
hormonów peptydowych bezpośrednio z fazy aksopłazmatycznej 
(z pominięciem fazy NSG) do krwi jest krytykowany (.Dreifuss, 
1975)9 W badaniach własnych, obecność immunoprecypitatu w pro-
filach aksonów, które nie wykazywały w sposób jednoznaczny 
obecności komponentu pęcherzykowego może wskazywać zatem na 
pozapęcher zy k ową, aks o p 1 a z ma ty c z ną ob e c n o 3 ć ne u r o h o rmo n ó w 
u STZ-diabetycznych szczurów. Jednak łączenie tego zjawiska 
z całkiem realną możliwością znacznego uszkodzenia NSG podczas 
procedury immunocytochemicznej nie jest przekonywujące bowiem 
gdyby tak było zjawisko to dotyczyłoby również aksonów ST2-
-niediabetycznych szczurów. Nie można też pominąć hipotezy, 
że u STZ-diabetycznych szczurów błona otaczająca NSG mogła 
być bardziej labilnao Jest również możliwe, że pojawienie się 
w aksoplazmie immunoprecypitatu odzwierciedla wynik pewnego 
procesu eliminowania wyprodukowanego w nadmiarze lub nie-
zuż3/tego materiału neurosekrecyjnego. Obecność w niektórych 
aksonach NHP STZ-diabetycznych szczurów immuno-dodatnich 
wakuol autofagowych zawierających NSG lub ziarnisty materiał 
może potwierdzać do pewnego stopnia takie przypuszczenie. 
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Pozbawione swej podstawowej struktury inmuno-ćodatnie NSG 
(materiał resztkowy) obserwowano także w badaniach imnnmo-
ultrastrukturalnych podwzgór2owych aksonów zawierających 
LH-RH u szczurów z 12-miesięcznr' STZ—cukrzycą insulino-
zależną (Rossi i Bestetti, 1931 )© V świetle powyższych 
rozważań, wyniki badań własnych nie wskazują w sposób 
jednoznaczny na zwiększone wydzielanie neurohormonów z NHP 
£ TZ-d i ab etyc znych szczurów, Pomimo tego, całokształt zmian 
ultrastrukturalnych i immunocytochemicznych - łącznie z uby-
tkiem NSG i. ubytkiem z a w i o r a j z o y c h VP czy OT profili aksonów 
v/ NHP - przemawia za hi pe'"'aktywnością neurosekrecyjnego 
u kł a du pod w z gó r z oo -:: r ;:y z ad < r o we g o S TZ«d i ab e ty c zny o h s z c zu r ó w. 
Jeśli tak jest to n a j prawd o p oo o b niej wynika ona ze wzmożonej 
syntezy neurohormone i z wio ko z on.es: o ich wydzielania w NHP 
i o układu naczyniowe.-o, Powny>;. mank." mer. tern niniejszych badań 

jest jednak brak danych o poziomach VF i OT1 we krwi STS-dia-
betycznych szczurów. Brak lost tych danych również w piś-
miennictwie. 

Jak wspomniano już ya wstępie do niniejszej pracy, 
główna rola VP jest związana z czynnością antydiuretyczną 
i tym samym z zabezpieczeniem homeostazy wodno-elektrolito-
we j organizmuo Ważnym objawem.ehrobowym pacjentów cierpią-
cych na cukrzycę z kwasicą ketonową jest odwodnienie orga-
nizmu. Zastanawiano się zatem czy odwodnienie towarzyszące 
cukrzycy jest wynikiem zmniejszonego wydzielania wazopresyny« 
Kliniczne badania pacjentów z cukrzycową kwasicą ketonową 
(Walsh i wsp», 1979), niekontrolowaną cukrzycą (Zerbo i wsp., 
1979) lub cukrzycą insulinozależną po odstawieniu insuliny 
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(Milles i wsp., 1931) wykazały we wszystkich tych przypad-
kach znaczne podniesienie, a nie obniżenie, poziomu wazo-
presyny we krwi* Wnioskuje się zatem, że w cukrzycy insuli-
nozależne j mechanizmy zabezpieczające przy udziale VP 
utrzymanie właściwego poziomu wody w organizmie nie mają 
wpływu na proces diurezy osmotyoznej mającej związek 
z cukromoczem cukrzycowym (Zerbe i wsp* 3 1979; Milles i wsp. 
1931)* Wyniki badań immunocytochemicznych niniejszej Drący 
wydają się potwierdzać pośrednio przytoczone powyżej obser-
wacje kliniczne, 

Mechanizmy poprzez które w cukrzycy dochodzić może 
do pobudzenia sekrecji V? są niejasne0 Rozważano w tym 
udział takich czynników jak np, zwiększona diureza osmoty-
czna, hipowolemia, zwiększona osmolalność osocza i wymioty 
f W c >» -i wqr- 1Q7Q • ¡^llac -I wan Tińp ~>r>&-ra \ I.alou X , I y I 7 J i IĴ AAKS U. V« « • J • J I / ?• li ¿C yi-Jtilirt W./ i. Ci 

czyć możliwości, że zwiększone wydzielanie V? w cukrzycy 
(szczególnie insulinozależnej) ma bezpośredni związek 
z niedostatkiem lub brakiem insuliny. Jaki wpływ na przebieg 
cukrzycy może mieć zwiększone wydzielanie VP czy OT wymaga 
jeszcze badań. Oba neurohormony mają potencjalnie obszerny 
zakres działania. Zarówno VF jak i OT mogą podnosić we krwi 
poziom glukozy (Hems i wsp,, 1975» Altszuler i Hampshire, 
1931), wywołując w ten sposób lub nasilając hiperglikemię• 
Niedawno stwierdzono, że wtórne powikłania w obrębie układu 
podwzgórze-przysadka gruczołowa mogą pogarszać stan cukrzycy 
insulinozależnej (Weekley, 1934)* Wyniki badań własnych 
wskazują jednoznacznie na zmiany ultrastrukturalne i immuno-
cytochemiczne w obrębie układu podwzgórze-przysadka. nerwowa 
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szczurów z STZ-cukrzycą insulinozależną. Zmiany te mogą 
odzwierciedlać zarówno zjawisko zwiększonego wydzielania 
neurohormonów NKP .jak i zaburzenia tego wydzielania. W obu 
przypadkach istnieje możliwość wystąpienia powikłań w obrę-
bie układu podwzgórze-przysadka nerwowa co może prowadzić 
do niebezpiecznych dla organizmu następstw fizjologicznych 
a nawet pogarszać stan cukrzycy insulinozależnej. 

Pomimo wyżej wymienionych zmian obserwuje się prawid-
łową organizację ultrastrukturalną połączeń synaptycznych 
í neuronami wytwarzającymi YP i OT, Zatem na tym etapie 
badań, tzn. w zespole 3-tygodniowej STZ-cukrzycy insulino-
za • eżners soodziewac s"lo mozna^ *'' 2 "̂'̂ mie nnurospkrocy ̂ o ̂  
układu podwzgórzowo-przysadkowego znajduje się pod stałą 
kontrolą ośrodkową, W konsekwenc j i * zaobserwowane anormal-
nej ci immuno-ultrastrukturalne mogą w większym stopniu 
odzwierciedlać zmiany metaboliczno-fizjologiczne wynikłe 
z wybiórczego uszkodzenia perykarionów, dendrytów czy 
aksonów pod wpływem wzmożenia procesów syntezy, transportu 
i wydzielania VP i OT niż zmiany związane np* z rozkojarze-
niem kontroli synaptycznej układu produkującego oba te 
hormonyo Zagadnienie odwodnienia organizmu w cukrzycy 
uwypuklone jest w niniejszych rozważaniach. W związku z tym 
wart jest odnotowania fakt, że w przypadku odwodnienia 
organizmu np. poprzez pozbawienie zwierząt (szczurów) wody 
dc picia, po kilku dniach dochodzi w obrębie układu 
podwzgórzowo-przysadkowego szczura do zaburzeń organizacji 
połączeń synaptycznych a nawet ich zwyrodnienia (Loesch, 
1979,1984), 
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§ pl Au f fc h a 

Badania konwencjonalne i immunocytochemiczne 

V/yniki badań własnych wskazują na zmiany ultrastruktu-
ralne i immunccytochemiczne w obrębie aksonów zwoju Auerbacha 
jelita krętego STZ-diabetycznych szczurów. Profile aksonów 
wykazujące agregację agranularnych pęcherzyków, pleomorfi-
czne pęcherzyki, wakuole autofagowe, figury mielinowe lub 
profile pozbawione pęcherzyków obserwowano w badaniach kon-
wencjonalnych STZ-di ab etyc znych szczurów• 

Jest prawdopodobne, że pojawienie się wakuol autofago-
wych lub figur mielinowych odzwierciedla stan wzmożonej 
czynności aksonów lub wiąże się z usunięciem poprzez natu-
ralny proces niezużytych lub w nadmiarze wytworzonych 
pęcherzyków synaptycznych. Z drugiej jednak strony, podobne 
zmiany obserwowano we włóknach autonomicznego układu 
nerwowego podczas ostrej degeneracji wywołanej doświadczal-
nie (Hamori i wsp., 1963). Struktury w postaci figur mieli-
nowych obserwowano również wewnątrz lub wokół bezmielinowych 
aksonów obv;odowego układu nerwowego pacjentów z cukrzycą 
insulinozależną (Babel i wsp., 1970), Podobne zmiany ultra-
strukturalne stwierdzone w jelitach szczura z przewlekłą 
STZ-cukrzycą wskazują na współistnienie autonomicznej neuro-
patii przewodu pokarmowego w cukrzycy wywołanej doświadczal-
nie (Schmidt i wsp., 1933). Zmiany zwyrodnieniowe elementów 
neuronalnych stwierdzono także w obrębie splotu Meissnera 
pacjentów cierpiących na cukrzycę z objawami zaburzeń 
motoryki przewodu pokarmowego (Schmidt i wsp0, 1934). 

U pacjentów chorych na cukrzycę stwierdzono też zmiany 
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patologiczne naczyń endo- i perineurialnych oraz towarzy-
szący temu zanik aksonów w obrębie obwodowego układu nerwo-
wego (Powell i wsp*, 1935)* Zmiany te przypisuje się prze-
wlekłej ischemii obwodowego układu nerwowego. Zagadnienie 
możliwej ischemii obwodowego układu nerwowego związanej 
z zaburzeniem organizacji naczyń krwionośnych w cukrzycy, 
jest w przypadka jelita krętego warte odnotowania, Miano-
wicie , jelito kręte - w przeciwieństwie do pozostałych 
odcinków jelita cienkiego - jest zaopatrywane w krew jedynie 
tylko przez 1 tętnicę (krezkową górną), Dlatego też, można 
się spodziewać, że w warunkach ischemii jelito kręte i jego 
uno rwien"? e i est szczególni3 narażone ns zmiany pochodzenia 
ischemicznego* Należy również podkreślić, że w badanym 
modelu doświadczalnym splot Auerbacha np* jelita grubego 
(okrężnicy wstępującej czy okrężnicy zstępującej) nie 
wykazuje tak wyraźnych zmian ultrastrukturalnych (Loesch, 
Belai, Lincoln i Burnstock - obserwacje niepublikowane). 

Badania immunofluorescencyjne nie były w stanie ustalić 
czy zwiększona VIP-immunoreaktywnoś e splotu Auerbacha jelita 
krętego szczurów z 3-tygodniową STZ-cukrzycą jest skutkiem 
zwiększonej syntezy VIP w neuronach czy też odzwierciedleniem 
procesów degeneracyjnych (Belai i wsp», 1935)» Zmiany ultra-
strukturalne VIP-immunoreaktywnych profili obserwowane 
w badaniach własnych wskazują, że niektóre aksony splotu 
Auerbacha mogą być dotknięte procesami degeneracji, Groma-
dzenie VIP we włóknach nerwowych obserwowano np, w obrębie 
uszkodzonych nerwów obwodowych (K. Bhital, Department of 
Anatomy and Embryology, University College London - infor-
macja ustna). Odwrotną sytuację, mianowicie znaczną redukcję 
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VIP-imrnurioreakty wności nerwów obwodowych stwierdzono np, 
w obrębie ciał jamistych prącia pacjentów chorych na cukrzycę 
insulinozależną z objawami impotencji jak i u szczurów z 8-
-tygodniową STZ—cukrzycą (Crowe i wsp.,1983). Autorzy również 
utożsamili te zjawiska z uszkodzeniem VIP-ergicznego uner-
wienia prącia oraz uznali je za ważny czynnik uczestniczący 
w rozwoju impotencji w cukrzycyo V tym miejscu należy wspom-
nieć, że nie stwierdzono różnic w badaniach porównawczych 
VIP-ergicznego komponentu splotu Auerbacha jelita krętego 
STZ-niediabetycznych szczurów i zdrowych tzn, którym nie 
podano STZ (Belai i wsp., 1935 ) 0 Wyniki wspomnianych badań 
wskazują zatem, że obserwowane zmiany w VIP-ergicznym uner-
wieniu splotu Aue rb acha 3TZ-diabetycznych szczurów wykluczają 
jako przyczynę rych zmian możliwość toksycznego efektu STZ. 

W badaniach własnych profile aksonów wykazujące VIP-
-immunoreaktywnoś ć bez wyraźnej obecności komponentu pęche-
rzykowego można utożsamiać z niektórymi aksonami badanymi 
metodą konwencjonalną, w których nie obserwowano pęcherzy-
ków synaptycznych, Jak już wspomniano przy omawianiu układu 
podwzgórzowo-przy sadkowego, istnieje możliwość występowania 
związków peptydowych zarówno w fazie pęcherzykowej i poza-
pęcherzykowej w aksoplazmie. Na tym etapie badań, nie można 
wnioskować czy pojawienie się VIP-immuneprecypitatu w nie-
obecności pęcherzyków odzwierciedla normalny stan zwiększonej 
aktywności niektórych aksonów czy też ujawnia zwyrodnienie 
patologiczne związane z cukrzycą. 

VIP-dodatnie profile aksonów zwoju Auerbacha jelita 
krętego zdrowego szczura zawierają około 93% wyznakowanych 
małych pęcherzyków agranulamych i 7% wyznakowanych dużych 
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granularnych (Loesch i Burnstock, 1935)» Wyniki obecnych 
badań własnych wskazują, ze obok YlP-dodatnich agranulamych 
i granularnych pęcherzyków występują dodatkowo np. immuno-
-dodatnie wakuole autoragpv/e w aksonach splotu Aue rb acha 
STZ-diabetycznych szczurów. Obserwacje te, mogą przeto wska-
zywać na istnienie związku pomiędzy zmienionymi aksonami, 
np, tymi zawierażacymi wakuole autofasowe jak obserwowano - — i *- Kj +J kJ — ^ 

w badaniach konwencjonalnych i tymi zidentyfikowanymi w ba-
daniach inmuno cyt o ehemic zny ch. W ten sam sposób można, utoż-
samić profile obfitujące w duże pęcherzyki granulame. 
które w badaniach immunocytochemicznych v/ykazały dodatnią 
r>pp c "i a r a 1 ~ 

\i obecnej prac" o mr anie zono się do badań jedynie VIP-
-ergicznego unerwienia splotu Auerbacha jelita krętego. 
Nie nożna zatem wyłączyć możliwości pewnych zmian zwyro-
dnieniowych innego niż zawierające VIP typu/ów/ włókien 
nerwowych splotu Auerbacha jelita krętego S T Zr - d i ab e t y oz ny c li 
szczurów. W rzeczywistości, niektóre zmienione profile 
aksonów obserwowane w badaniach własnych były VTP-ujemne, 
Wiadomo jest, że w modelu 8-tygodniowej STZ-cukrzycy insu-
linozależnej ujawniają się zmiany neurochemiczne i histoche-
miczne świadczące o degeneracji adrenergicznego unerwienia 
splotu Auerbacha jelita krętego szczura (Lincoln i wsp., 
1934). Należy w tym miejscu wspomnieć, że obok omówionych 
zmian jelito kręte szczurów z 3-tygodniową STZ-cukrzycą 
jest znacznie powiększone w stosunku do STZ-niediabetycznych 
szczurów. Zwiększony jest istotnie całkowity ciężar jelita 
krętego w tym i ciężar okrężnej i podłużnej warstwy mięśni 
gładkich wraz ze splotem Auerbacha (Lincoln i wsp., 1934), 
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Ob .jawy zaburzenia czynności układu pokarmowego w cukrzy-
cowej neuropatii autonomicznej dotyczą zaburzenia motoryki 
jelita cienkiego i grubego, tłumienia odruchu opróżniania 
oraz wystąpienia biegunki lub obstrukcji (Kosking i wsp M 

1978} Ciarkę i wsp«, 1979). Nudności, wymioty i znaczne 
powiększenie żołądka niekiedy również występują u ludzi 
chorych na cukrzycę. Objawy te dotyczą szczególnie pacjentów 
z przewlekłą, niewłaściwie leczoną cukrzycą insulinozależną 
u których występują dodatkowo epizody kwasicy ketonowej 
(Christensen, 1934)« Jaki wpływ na czynność układu pokarmo-
wego mają opisane w obecnej pracy zmiany w organizacji 
aksonów w tym i VIP-e rgi cznego komponentu splotu Auerbacha 
jest na tym etapie badsii trudny do sprecyzowania» Zmiany -
również o charakterze degeneraoyjnym - jakim ulegają 
niektóre aksony zawierające VIP w splocie Auerbacha mogą 
odgrywać istotni role w rozwo.iu towarzyszących cukrzycy - J u '..w w O £ \J O tj 

zaburzeń czynności motorycznej przewodu pokarmowego. 
W dalszych badaniach nad tym zagadnieniem celowa byłaby 
próba ultrastrukturalnej identyfikacji VIP-ergicznych 
zakończeń aksonalnych na mięśniach gładkich ściany prze-
wodu pokarmowego i prześledzenia ich zmian u STZ-diabety-
czny c h s z c z u r ó w„ 

Jak wynika z przedstawionych powyżej badań zarówno 
czynność splotu Auerbacha jak i neurosekrecyjnego układu 
podwzgórzowo-przysadkowego może rzutować na przebieg 
cukrzycy insulinozależnej i jej objawy. 
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WNIOSKI 

W cukrzycy insulinozależnej wywołanej u szczura 
po podaniu streptozotocyny występują zmiany ultra-
strukturalne i immunocytochemiczne w obrębie; 

a/ profili neuronalnych neurosekrecyjnego układu 
p o d w zgórze w o - p' r z y sad k owego 

b/ aksonów splotu Auerbacha jelita krętego 

ad,a/ - Wyniki konwencjonalnych badań ultrastrukturalnych 
wskazują na wzmożoną syntezę oraz zwiększone 
wydzielanie hormonów przysadki nerwowej 

- Stwierdza sie zt?p ,anv- '••"tore r• a~~̂  oazw^ ot ? ] 
pozorna orze,"•zerowa « C V K I zcẑ "'- ) O S T O I e r >: • 
wynikająca ze wzmożonej czynności sekrecy.lnej 
układu, bądź też powikłania fizjologiczne 
prowadzące dc nieodwracalnych zmian zwyrodnie-
nie wv c h 

- Niedobór insuliny oraz przewlekłe odwodnienie 
organizmu i niedotlenienie ośrodkowego układu 
nerwowego wydają się być przyczynami prowadzą-
cymi do wystąpienia nieprawidłowości ultra-
s t rukturalnych 

- Wyniki immunocytochemicznych badań ultrastruktu-
ralnych wskazują na czynne uczestnictwo neuronów 
wazopręsyno- i oksytocyno-ergicznych w reorgani-
zacji ultrastrukturalnej i czynnościowej neuro-
s e kre cyjnego układu podwzgó rz owo-przys adkowego 
d i ab e ty c zny ch s z c zurów 
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- Zmiany imrauno-reaktywnosci profili neuronalnych 
podwzgórza jak i ubytek wazopresyno- i oksytocyno-
-dodatnich aksonów w orzysadce nerwowej świaacza 
o modyfikacji procesów syntezy oraz transportu 
wazopres ¿my i oksytocyny a także o zwiększonym 
wydzielaniu tych neurohormonów u %J 

- Badania immunocytochemiczne diabetycznych szczurów 
wskazują ponadto, że kontrola synaptyczna neuronów 
wazopresyno- i oksytocyno-ergicznych nie jest 
zaburzona 

ad.b/ - Wyniki konwencjonalnych i immunocy to chemio zny ch 
badań ultrastrukturalnych splotu Auerbacha 
diabetycznych szczurów wslcazują na degenerację 
niektórych aksonów w tym i aksonów zawie ra jący c h 
wazoaktywny polipeptyd jelitowy 

- Oznaki degeneracji aksonów zawierających wazo-
aktywny polipeptyd jelitowy w splocie Auerbacha 
świadczą o możliwości uczestnictwa tych włókien 
nerwowych w rozwoju zaburzeń czynności mctorycznej 
przewodu pokarmowego u diabetycznych szczurów«. 
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SPIS RIOIN 
Ry c iny poglądowe 
Ryc* A. Obszar podwzgórza szczura związany ze zjawiskiem 

neurosekrecji oksytocyny i wazopresyny, 
Ryc. B. Jelito kręte szczura i wazoaktywny polipeptTrd 

jelitowy w splocie Auerbacha. 
Badania konwencjonalne 
Ryc, STZ-niediabetyczny szczur; jądro nadwzrokowe 

i j ą d r o p r z y k o m o r o w e 3 
Ryc» 2, STZ-niediabetyczny szczur; przysadka nerwowa. 
Ryc* 3» STZ-niediabetyczny szczur; splot Auerbacha0 
Ryc, 4» STZ-diabetyczny szczur; jądro nadwzrokowe 

i j ą d r o p r z y k o n o r o w e» 
Ryc. 5• STZ-diabetyczny szczur; jądro nadwzrokowe 

i jądro przykomorowe• 
Ryc. o. STZ-diabetyczny szczur; przysadka nerwowa. 
Ryc o 7. STZ—diabe tyc zny szczur; solo: Aue rbacha. 
B adan ia immuno cyt o ch 3mi o zne 
Ryc. 8. STZ-niediabe ty c z ny szcz u r; j ą d r o n ad'-; z r o k o we 

i jąero przykomorowe, 
Ryc. 9. STZ-niediabetyczny szczur; jądro nadwzrokowe 

i jądro przykomorowe, 
Ryc, 10« STZ-niediabetyczny szczur; przysadka nerwowa. 
Ryc, 11. STZ-niediabetyczny szczur; splot Auerbacha. 
Ryc. 12, STZ-diabetyczny szczur; jądro nadwzrokowe 

i jądro przykomorowe. 
Ryc. 13. STZ-diabetyczny szczur; jądro nadwzrokowe 

i jądro przykomorowe. 
RyCo 14. STZ-diabetyczny szczur; jądro nadwzrokowe, 

jądro przykomorowe i przysadka nerwowa. 
Ryc, 15, STZ-diabetyczny szczur; splot Auerbacha. 
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Ryc. A(l-8). Obszar podwzgórza szczura związany ze zja-
wiskiem neurosekrecji oksytocyny (OT) 
i wazopresyny (VP). 

J. Schemat obrazuje podwzgórze i jego powiązanie z przy-
sadką nerwową ujęte w płaszczyźnie strzałkowej, PVN-
jądro przykomorowe, SON-jądro nadwzrokcwe, NHP-przy-
sadka nerwowa, AL-przysadka gruczołowa, M2-wynio~ 
słosc przyśrockowa, THAL-wzgórze, AC-wiązadło 
przednie, OKO-skrzyżowanie wzrokowe, MA!-"-ciał a sute-
czkowate, Ill-komora trzecie (ograniczona linią 
przerywaną). Strzałki wskazują szlak nadwzrokowo-
i przykomorowo-przysadkowy • 

2. Przekrój poprzeczny podwzgórza uwidacznia w ujęciu 
negatywowym PAP-do da tnie jądro przykomorowe (FvN), 
jądro nadwzrokcwe (SON) oraz szlak nadwzrokowo-
i p r z y k o m o r o w o-p rz y sa dkowy (strzałki), CHO-skrzy-
żowanie wzrokowe, Ill-swiatło komory trzeciej. 

2* Neurony zawierające OT w jądrze przy kom o rowy m. Ax-
aksony szlaku przykomorowo-przysadkowego, III-
komora trzec i a» 

4«. Neurony zawierające V? w jądrze przykomorowym. Ax-
aksony szlaku przykomorowo-przysadkowego, III-
komora trzecia. 

¿a Neurony zawierające OT w jądrze nadwzrokowy nu Ax-
aksony szlaku nadwzrokowo-przysadkowego, CHO-
skrzyżcwanie wzrokowe * 

6, Neurony zawierające V? w jądrze nadwzrokcwym. Ax~ 
aksony szlaku nadwzrokowo-przysadkowego, CHO-
s kr z y ż o w an i e w z rc-ko w e. 

Z» Neurony zawierające OT; strzałka wskazuje akson. 
8. Neurony zawierające VP; strzałka wskazuje akson. 
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Ryco B(1-5). Jelito kręte szczura i VIP-ergiczny 
komponent splotu Auerbacha. 

1,. Schemat obrazuje jelito cienkie przekrojone poprze-
cznie. M-krezka, LM-podłużna warstwa mięśniowa, MP-
zwój splotu Auerbacha, CM-okrężna warstwa mięśniowa, 
SP-zwój splotu Meissnera, TM-błona śluzowa. 

2. Makroskrawek aralditowy jelita krętego uwidacznia 
błonę śluzową (TM), podśluzową błonę mięśniową (LMM) 
zwój splotu Meissnera (SP), kolagenową tkankę pod-
śluzową (TS), okrężną warstv/ę mięśniową (CM), zwój 
splotu Auerbacha (MP) i podłużną warstwę mięśniową 
r T.T •; 
V - J 8 

Makroskrawek aralditowy poprzecznie przekrojonego 
jelita krętego z usuniętą pdłużną warstwą mięś-
niową. Odsłonięty zwoj splotu Auerbacha (MP) uwida-
c z n i a PA P- dodatnie V IP-ergicz r a u n e r w i e n i e ( c i e rnn;/ 
precypitat); VIP~ergictne unerwienie (strzałka) 
widoczne jest również w obrąbie okrężnej warstwy 
mięśniowej (CM). TH-kolagenc "a t.-tanka podśluzową, 
LMM-podśluz owa błona mięśniowa, TM-fragment błony 
śluzowej• 

40 Immunofluorescencje VIP-ergicznego komponentu 
splotu Auerbacha jelita, krętego STZ—niediabety-
cznego szczura. Zdjęcie wykonano prostopadle do 
o o wierzchni zta z usu*1 ie ta h % ona śluzowa i "̂ od— 
śluzową tkanką kolagenową. (Zdjęcie z prac;/: 
Bela i i wsp., 1985 ) 0 
Intensywna immunof luorescenc ja VI?-ergiczneao 
komponentu nerwov;ego splotu Auerbacha jelita 
krętego STZ-diabetycznego szczura. Zdjęcie wykona-
no prostopadle do powierzchni jelita z usuniętą 
błoną śluzową i podśluzową tkanką kolagenową. 
(Zdjęcie z pracy: Belai i wsp., 1335). 
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Ryc• l(a-f). STZ-niediabetyczny szczur/badania konwen-
c.ionalne; jądro nadwzrokowe (SON) i jądro 
przykomorowe ( FVN ) . 

a. SON, Perykarion z widocznym jądrem i jąderkiem; G-
kompleks Golgiego0 Widoczne są akso-dendry-
tyczne i akso-somatyczne synapsy asymetryczne 
(strzałki)• Pow. 7 000 x. 

b. R"] . Pe ry k arion z ob w odo w o um i e j s c ow i on ą ob fitą 
siateczką sródplazraatyczną ziarnistą (er); 
N-jadro, G-komoleks Gol~ie~c, ly-lizosomy. 

V W r - w 9 \J ' . . ' i 

strzałki-ziarnistości neurcsekrecyjne. Pow* 
7 000 Xe 

Co SONV; n europ ilu orofil aksonu wypełniony ziarni-
stość iami neurosekrecyjnymi. Widoczne są 

Poła cżeni a akso-aksonalne (strzałk i), Pow. 
10 000 Xo 

do SC." o n europ ilu profil dendrytu (dn) z rybosomami, 
liz osom a m i , m i t o a h o r- dr iami i kil k oma z i a r*n i— 

o en d iw tu jest utworzone asy metr'/ czne ooła-
czenie synaptyczne (strzałka)„ Pow. 10 000 x. 

e. 77'J» W neuropilu widoczna jest asymetryczna synapsa 
akso-dendrytyczna. Pow. 20 000 x0 

f a PVN. V neuropilu widoczna jest asymetryczna synapsa 
akso-somatyczna* Pow. 20 000 x. 
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Ryc. 2(a-b). S TZ -n i e d i ab e ty c zny szczur/badania konwen-
cjonalne; przysadka nerwowa (NRP). 

a. Ogólny v;idok MI? obrazujący liczne aksony z ziarni-
stościami neurosekrecyjnymi (Ax) i wypustki pituicw-

- u 

tów (?); Bv-naczynie krwionośne. Pcw. 5 000 x. 
b, Zakończenia aksonów opierające się o ścianę naczynia 

krwionośnego (Bv) zawieraja liczne ziarnistości 
neuroir-ê re cy jne (nsg.. i a~r anu larne mi kropę chorzy k"̂  
(my); bm-błona podstawia. Pow. 25 000 >:. 
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Ryco 3(a-d). STZ-niediabetyczny szczur/badania konwen-
cjonalne; splot Auerbacha. 

a. Widoczne są profile aksonów zawierające zarówno małe 
pęcherzyki agramílame i duże granúlame« Po w. 50 000 x. 

be Profil aksonu z centralnego obszaru zwoju Auerbacha 
uwidacznia małe pęcherzyki agramílame. Po w. 47 000 x. 

c. Profil aksonu z peryferyjnego obszaru zwoju Auerbacha 
zawiera małe pęcherzyki agramílame; bl-blaszka pod-
stawna. Po w, 36 000 x. 

de Profil aksonu zawierający duże pęcherzyki granúlame; 
bl-blaszka podstawna. Pcw. 40 000 x0 
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Ryco 4(a-d). STZ-diabetyczuy szczur/badania konwenc;jo-
na Ine; jądro nadwzrokowe (SON) i jądro 
przykomorowe (PVN), 

a, SON, Hipertroficzne perykariony z jąderkami leżącymi 
peryferyjnie (strzałki), Pow, 6 000 x, 

b, FVN, Hipertroficzny perykarion obfitujący w organelle 
cytoplazmatyczne w tym i lizosomy (ly ), Pow. 
5 000 x. 

c* SON, Fragment perykarionu uwidacznia konglomerat sfer-
ycznych pęcherzyków ziarnistej siateczki sród-
plazmatycznej (er) otoczony przez wąski pas cy to-
plazmy obfitującej w pozostałe organelle cyto-
plazmatyczne w tym i ziarnistości neurosekre-
cyjne. Na powierzchni perykarionu widoczne są 
dobrze zachowane asymetryczne synapsy akso-somaty-
czne (strzałki), Pow, 13 000 x, 

d. F-r:\, Fragment perykarionu uwidacznia ziarnistą siate-
czkę śródplazmatyczną (er) odznaczającą się 
obecnością gęszego materiału w obrębie jej 
cystern; widoczne są również wakuole autofagcwe 
(va) i liczne polimorficzne ziarnistości neuro-
sekrecyjne (nsg), Pow. 20 000 xc 
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Ryc. 5(a-g). STZ-diabetyczny szczur/badania konwencjo-
nalne; .jądro nadwzrokowe (SON) i jądro 
p r sy k o m o r o w e ( PVN}. 

a. SON. W neuropilu widoczne są blaszkowate pierścienie 
(strzałki) w łączności z profilami aksonów; jeden 
z profili zawiera także w aksoplazmie amorficzne 
złogi (gwiazdka). W aksonie zawierającym ziarni-
stości neurosekrecyjne (Ax) i w dendrycie (dn) 
widoczne są wakuole. Pow. 3 000 x. 

b. PVr;. W neuropilu widoczny jest intensywnie zabarwiony 
orofil aksonu obfitujący w pleomorficzne ziarni-
stości neurosekrecyjne. Pow. 9 000 x. 

c. SON. W neuropilu widoczny jest profil aksonu (Ax) 
obfitujący w wakuole. Widoczna jest również 
debrze zachov;.ana synapsa akso-aksonalna (strzałka) 
Pow. 7 000 Xc 

do PV:;e Dominacja dużych v;akuol w skośnie przekrojonym 
profilu perykarionu. Pow. 7 000 x0 

8, SC?;. \7 neuropilu widoczny jest akson (Ax) ukazujący 
jedynie aksopiazmę; Bv-naczynie krwionośne (ziden-
tyfikowane na podstawie obecności śródbłonka), 
Pow. 5 000 xi> 

f• SON. v; neuropilu widoczne są blaszkowate pierścienie 
zlokalizowane na obwodzie aksonu sekrecyjnerro; 
dwie ziarnistości neurosekrecyjne są także 
widoczne w aksonie (strzałki)« ?ow0 28 000 x0 

g, PVN. V/ neuropilu widoczny jest profil aksonu (Ax) 
otoczony przez blaszkowate pierścienie (strzałki); 
w aksoplazmie widoczne są również złogi amorfi-
cznego materiału. Pow. 40 000 x0 
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Hyc« 7(a-e). STZ-diabetyczny szczur/badania konwencjo-
nalne ; splot Auerbacha. 

a. Fragment zwoju Auerbacha uwidacznia profile aksonów 
ubogie w pęcherzyki synaptyczne. Pow. 11 000 x. 

b. Akson z centralnego obszaru zwoju zawiera aglomerat 
małych pęcherzyków agranularnych (strzałka); widoczne 
są również spęczniało mitochcndria (m). Pow. 28 000 x. 

c. Akson z centralnego obszaru zwoju zawiera figurę mie-
linową i pleonorficzne pęcherzyki synaptyczne. Pcw. 
20 000 x. 

d. Peryferyjny obszar zwoju uwidacznia profile aksonów 
z wakuolami autofagowymi obejmującymi granularne 
pęcherzyki lub trudny do zidentyfikowania materiał. 
PoWe 13 000 x« 

e. Profil aksonu szczególnie obficie wypełniony dużymi 
pęcherzykami granulamymi; bl-blaszka podstawna. 
Pcw. --3 000 x, 
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Ryc. B(a-e). STZ-niediabetyczny szczur/badania immuno-
cy t o che ci c zne ; jądro nadwzrokowe (SON) 
i jądro przykomorowe (FVN). 

a. PVN. Perykarion zawierający oksytocynę. Pow0 6 000 x, 
b* SON. Fragment perykarionu zawierającego ok syto cynę. 

Po we 9 000 x« 
c« HrN. Perykarion zawierający wazopresynę; widoczne są 

asymetryczne akso-somatyczne synapsy (strzałki) 
utworzone na wyznakowanym perykarionie. Pcw. 
A o A A A - r-\d UUU Z-C O 

d* SON. Perykarion zawierający wazopresynę• Pcw. 7 000 x. 
e. SON. Fragment perykarionu zawierającego wazopresynę 

uwidacznia wyznakowane ziarnistości neurcsekre-
cyjne (strzałki); Ii-jądro komórkowe, nu-jąderko. 
t)0,,; i n on0 r * VJ \ i . ! V./ yj V - J J . 
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Ryc. 9(a~g). STZ-niediabetyczny szczur/badania immuno-
cy1 o che ni c zne ; jądro nadwzrokov;e (SON) 
i jądro przykomorowe (?VN)« 

a. SOH. Na powierzchni wazopresyno-dodatniego denarytu 
widoczne są asymetryczne synapsy. Immunoprecypi-
tat znajduje się w łączności z ziarnistą siateczką 
śródplazmatyczną. Fow. 40- 000 x, 

b. FYN. Oksytocyno-dodatni dendryt z asymetrycznymi syna-
psami. Immunoprecypitat związany jest z ergasto-
plazmą. Pow. 30 000 xQ 

c. SON. Wazopręsyno-dodatni profil aksonu zawiera liczne 
wyznak o wane ziarnistości neurosekre cyjne. Pow. 
10 000 x o 

d® PVN. Oksytocyno-dodatni profil aksonu obfitujący w wy-
znakowane ziarnistości neurose kre cy j r e. Pow. 
20 000 

e. SON. Oksyto cyn o-dod a tnia koloka synaptyczna w asymetry-
cznym kontakcie z immunc-ujemnym profilem dendrytu 
(on). Pow. 20 000 x. 

f. PV!T. Asymetryczna synapsa na oksytocyno-dodatnim pery-
karionie. Pow. 40 000 x. 

g. SON. Zakończenia akscnóv; tworzące symetryczne synapsy 
z oksytocyno-dodatnim perykarionem. Pow. 35 000 x. 
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Ryc* 10(a~b). STZ-niediabetyczny szczur/badania immnno-
cytochemiczne; przysadka nerwowa (NHP). 

a. Widoczne są wazopresyno-dodatnie (V?) i ujemne pro-
file aksonów wypełnione ziarnistościąmi neurosekre-
cyjnymij bm- błona podstawna. Pow, 23 000 x. 

be Widoczne są oksytocyno-dodatnie (OT) i ujemne pro-
file aksonów obfitujące w ziarnistości neurosekre-
cyjne; bm-błona poć stawna. Po w« 27 000 x. 
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psy c . 1 i ( a-b ) • STZ-niediabetyczny szczur/badania immun o-
cYtochemiczne« splot Auerbachs* 

a. Fragment zwoju Auerbacha uwidacznia ciemno zabarwione 
profile aksonów zawierające wazoaktywny polipeptyd 
jelitowy; bl-blaszka podstawna. ?ow. 40 000 xft 

bo Fragment centralnego obszaru zwoju uwidacznia profil 
aksonu zawierający wyznakowane na wazoaktywny polipe-
•otyd jelitowy małe pęcherzyki agranularne (sv); widc~ 
czny jest również jeden duży pęcherzyk granularny 
(strzałka). Ax-immuno-ujemny profil aksonu. Pcw. 
47 000 x. 
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Ryc. 12(a-d). STZ-diabetyczny szczur/badania immunocyto-
chemiczna ; jądro nadwzrokowe (SON) i jądro 
przykomorowe (FVN) . 

a. SON. Wazopresyno-dodatni hipertrcficz-ny perykarion 
. z dużym jąderkiem (strzałka). Pow. 6 000 x© 

b. PVN. Oksytocyno-dodatni hipertrofiezny perykarion 
z dużym owalnym jądrem i bogatą w organelle cyto-
plazmy. Pow. 4 000 x. 

c. SON. Oksytocyno-dodatni hipertrcficzny perykarion 
uwidacznia sferycznego kształtu jądro i obfi-
tą cytoplazmę; By-naczynie krwionośne. Pow. 
5 000 x. 

d. SON. Fragment wazopresyno-dodatniego rerykarionu 
uwidacznia peryferyjne rozproszenie immuno-
precypitatu (strzałki); gwiazdka wskazuje 
aglomerat immuno-ujemnych sferycznych cystern 
ziarnistej siateczki sródplazmatycznej. Ax-
immuno-dodatni profil aksonu. Pow. 14 000 x. 
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Ryc. 13(a-g). STZ-diabetyczny szczur/badania immunocytc-
chemiczne; jądro nadwzrokowę (SON) i jądro 
przykomorowe (FVN). 

a. F\TN. Fragment wazopresyno-dodatniego hipertroficznego 
perykarionu uwidacznia peryferyjnie rozproszony 
immunoprecypitat pomiędzy/lub w łączności z/ 
licznymi wakuolami, lizosomami i pozostałymi 
organellami cytoplazmatycznymi; centralnie usytu-
owany w perykarionie aglomerat immuno-ujemnych 
cystern ziarnistej siateczki arodplazmatycznej 
(gwiazdka) otoczony jest immuno-dodatnią pery-
feryjną cytoplazmą. Pow. 13 000 x* 

b. SON. Fragment peryferyjnej cytcplazmy perykarionu 
zawierającego oksytocyna uwidacznia dużą wakuolę 
z iismuno-ćodatnim matoriałem reszt ko wyra (strzałka) . 
Powe 40 000 xo 

c. PVTT. Wazopresyno-dodatni profil aksonu wypełniony jest 
wyznakowanymi i niewyznakowanymi ziamistcściami 
neurosekrecyjnymi, mitochondriami i walruolami 
autofagowymi; na powierzchni tego aksonu widoczne 
jest dobrze zachowane zakończenie synaptyczne 
(strzałka). Pcw. U 000 x* 

d. SON. Reaktywna postać wazopresyno-dodatniego aksonu 
uwidacznia liczne wakuole, Pcw» 13 000 x. 

e. SON. Reaktywna postać oksyt o cy n o- c od a tn i e g o aksonu uwi-
dacznia liczne ciała blaszkowate (strzałki) i raito-
c h o n d r i a ( m ), Po w o 1 3 000 x • 

f. H N 0 Profil aksonu ubogi w organelle uwidacznia kilka 
wazopresyno-dodatnich pęcherzyków (strzałki). 
Pow. 14 000 x. 

g* SON. Profil aksonu uwidacznia wazopresyno-dodatnie 
wakuole autofa^owe. Pow. 20 000 x. 

i 
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Ryc. 14(a-i). flffz-diabetyczny szczur/badania immunocyto-
Chemiczną; jądro nadwzrokowe (SON), .jądro 
przykomorowe (?/N) i przysadka nerwowa (NHP). 

a. P/N. W aksonie otoczonym przez blaszkowate pierścienie 
widoczny jest wazopręsyno-dodatni materiał. Pow, 
27 000 

b. PVN. W wyzr.nkowanym na oksytocyna dendrycie (dn) 
widoczno są wybitnie poszerzone/zwakuolizowane/ 
cysterny ziarnistej siateczki śródplazmatycznej. 
Po w. < OCO x. 

c6 r"v:\-. kv oksy'.ocyno-dodatnim dendrycie (dn) widoczne są 
licznc: ooszerzone cysterny ziarnistej siateczki 
srocpJ nzmatycznej. v7 id oczne jest również dobrze 
zacncwn^e zakończenie synaptyczne (strzałka) na 
pcwier/ohni dendrytu. Pcw. S 000 x. 

dc SC,. Dobrze zachowane koloki synaptyczne (strzałki) 
konta]'. bujące się asymetrycznie z wazopręsyno-
aocat/j i m perykarionem. Po w. 30 000 x. 

¡hx-. i-osro'1 wielu profili aksonów tylko jeden z nich 
v »- > •'./ »vazuje docatnią reaxcję na wazopresynę; 
w obr-!-, Le tego profilu widoczne są ziarnistości 
neuro:..-krecyjne. 3v~naczynie krwionośne0 Pow0 
20 GGi. v 'w o 

nr. ..ako/,,- •...-.•nie aksonu oksytocync-ergicznego zawiera 
z 10T7ij ,tości neurcsekrecyjne i duże grono mikro-
pę chev,-yî (5v; (mv); bm-błona podstawna. Po w. 40 000 x 

g. .7 cbr.t-|,|e v;azopresyno-dodatniego aksonu (VP) wido-
czno a;i immunoreaktyvme wakuole autofagcwe (strza-
łki)° Pow. 22 000 x. 

h. IUIPO Profil aksonu zatopiony w wypustce pituicyta (?) 
uvn"ir!U:-nia pozapęcherzykcwy wazopresyno-dodatni 
matferi,.̂  fVP). ?ow0 40 OCO x. 

i NHP Pro r •* i 
' 11 aksonu otoczony blaszkowatymi pierścieniami 

uwl'lacv:nia w aksoplazmie obecność oksytocyno-doda-
tnihf:o materiału (OT). Pow. 45 000 x0 http://rcin.org.pl
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Ryc. 15(a-f). STZ-diabetyczny szczur/badania immunocyto-
chemiczne; splot Auerbacha. 

a. Akson zawierający v;azoaktywny polipeptyd jelitowy 
uwidacznia wyznakowane liczne małe pęcherzyki agra-
nularne; widoczne są również wakuole; bl-blaszka 
podstawna. Pow. 13 000 x. 

b.. V/yznakov;ane orofile aksonów z centralnego obszaru " t/ w 
zwoju uwidaczniają immunoprecypitat pomimo braku 
komponentu pęcherzykowego. We fragmencie immuno-
-ujemnego aksonu (Ax) widoczne są agranulame 
pęcherzyki synaptyczne« Pcw. 43 000 x. 

c. Profil aksonu umiejscowiony na oeryferii zwoju 
zawiera liczne duże oecherzyki mranulame wvkazu-— ° V> —' KJ 

jące dodatnią reakcję na wazoaktywny polipeptyd 
jelitowy. Powo 50 000 x. 

d. Peryferyjnie leżący w zwoju Auerbacha profil 
aksonu uwidacznia wyznakowane pleomorficzne pęche-
rzyki i wakuole autofagowe zawierające ziarnisty 
materiał (av); m-mitochondrium. Pow. 50 000 x0 

ec Profil aksonu z centralnego obszaru zwoju zawiera 
immuno-dodatnie pęcherzyki pleomorficzne i waku-
ole autofagowe (va). Pcwa ¿5 000 x0 

f. Wyznakowany na zawartość wazoaktywnego polipeptydu 
jelitowego profil aksonu obfituje w immunoprecy-
pitat pozostający w łączności ze strukturami 
trudnymi do identyfikacji; bl-blaszka podstawna. 
Pow. 53 000 x. 
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