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A LA CONNAISSANCE DE LA PATHOGENESE DE LESIONS
DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL DANS LES
MALADIES HEPATOCEREBRALES *

Centre de la Médecine Expérimentale et Clinique de 1’Académie Polonaise des
Sciences
Département de Neuropathologie
Chef du département: prof. dr M. J. Mossakowski

Une grave lésion du tissu glial constitue, comme nous le savons, un
élément essentiel de dégénérescence hépatolenticulaire ainsi que d’en-
céphalopathie hépatogénique. Ce qui est digne d’étre noté comme le
soulignent de nombreux auteurs (Stadler 1936, Adams, Foley 1953, Bal-
tazan et al. 1957, Shiraki 1965, Mossakowski 1966), c’est une grande
ressemblance, pour ne pas dire une identité, des lésions gliales dans ces
deux processus morbides. Le premier est un trouble métabolique, géné-
tiquement conditionné, le second résulte de nombreuses lésions hépati-
ques non speécifiques. Ces similitudes peuvent étre si grandes qu’il est
impossible de différencier, sans examen supplémentaire biochimique du
tissu nerveux, certaines encéphalopathies hépatiques d’une forme pseu-
dosclerotique de la maladie de Wilson.

II faut souligner aussi la fréquence des lésions du tissu nerveux
dans les maladies du foie. Les lésions caractéristiques de la glie, prati-
quement limitées aux astrocytes, que l'on observe dans la pathologie
hépato-cérébrale, autre que la maladie de Wilson, sont constatées éga-
lement dans les procéssus chroniques et aigus des maladies du foie.

La structure et l'intensité de la gliopathie n’est déterminée que par
la durée de la maladie du foie.

Dans notre matériel sur 33 cas autopsiés des lésions chroniques du
{oie (dont 21 cas de coma hépatique) 31 témoignaient des affections typi-

* On le présente au Symposium Franco-Polonais, Varsovie-Cracovie, le 8—10
septembre 1971.
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ques de nevroglie (Mossakowski 1965). Cette lésion fut constatée dans
19 cas sur 21, de nécrose aigue du foie au cours de I'hépatitis viralis
{Mossakowski, Krasnicka 1971). Ces méme lésions sont aussi remarquées
dans la cirrhose du foie, expérimentalement provoquée chez les animaux,
soit par un régime pauvre en proteines, soit par intoxication par tetra-
chlorure de carbone, soit enfin dans tous les cas de fistule chirurgique
d’Eck (Mossakowski 1966, Mossakowski et coll. 1969).

Nos obsérvations morphologiques et histochimiques effectuées sur un
vaste matériel humain, ainsi que sur un matériel expérimental, permet-
tent de conclure que les lésions astrogliales en pathologie hépatocéré-
brale sont primaires par rapport aux autres lésions du systéme nerveux
central (pertes neuronales, dégénérescence spongieuse du tissu, troubles
de la permeabilité de la barriére hémato-céphalique) qui, toutes, résul-
tent d’une insuffisance fonctionnelle et métabolique de nevroglie.

L’image morphologique de la gliopathie, commune a la maladie de
Wilson et a I'encéphalopathie hépatique, est constituée par la proliféra-
tion généralisée d’astrocytes et aussi par leur hypertrophie et dégéne-
ration. Parmi les astrocytes pathologiquement changés nous trouvens
trois types de cellules bien connus en neuropathologie comme: cellules
d’Alzheimer I et II et cellules d’Opalski. Les cellules d’Alzheimer II
sont rencontrées non seulement dans les cas de pathologie hépato-céré-
brale; les cellules d’Alzheimer I semblent étre toujours liées a la mala-
die de Wilson. Les géantes, hypertrophiques, cellules gliales, décrites
par Opalski (1930), ont été reconnues au début comme pathognomiques
a la dégénérescence hépato-lenticulaire. Plus tard, cependant, nous
avons pu constater leur apparition dans la majorité des cas de patho-
logie hépatique ainsi que dans les encéphalopathies expérimentales. Ta-.
raszewska (1971) a décrit leur présence dans ’encéphalopathie hépatique
chez le chien avec la néoplasme primaire du foie.

Du point de vue morphologique, les cellules d’Opalski sont géantes,
pour la plupart mononucléaires surtout ovales, mais aussi arrondies ou
irréguliéres. Leur noyaux, d’habitude petits, foncés, retrécis se trouvent
souvent sous la membrane cellulaire. Elles ne sont polynucléaires que
par exception (Fig. 1). Nous apercevons parfois des restes des prolon-
gements, visible surtout a l'imprégnation de Cajal.

La cytoplasme des cellules d’Opalski est remplie de granulations, soit
entiérement soit seulement dans le région de noyau. Les granulations
mentionnées donent une réaction positive avec PAS (Fig. 2) et se colo-
rent au bleu d’alcian et au bleu d’astra. Leur réaction est négative aux
colorations qui dépistent les graisses et est positive aux colorations pour
dépister les proteines.
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Nr 3 Etudes des cellules d’Opalski 387

Des éxaminations histochimiques permettent de définir les granula-
tions des cellules d’Opalski comme agglomérations mucopolyccharides
neutres et acides, liées aux proteines cellulaires. Dans les cas de la
maladie de Wilson elles contiennent aussi des ions de cuivre.

Ces données histochimiques nous autorisent a conclure que les granu-
lations cytoplasmiques des cellules d’Opalski résultent des troubles de
métabolisme des carbo-hydrates de la cellule astrocytaire. Ces troubles
dans le systéme nerveux central au cours des maladies hépato-cérébra-
les sont confirmés par l'appariton d’inclusions glycogéniques dans les
noyaux nus d’Alzheimer ainsi que par les agglomérations de glycogene
et des musopolysaccharides dans leur entourage (Shiraki 1968).

L’étape suivante de notre recherche, notamment 1’essai de reproduire
la gliopathie Wilsonienne et hépatique dans les conditions de la culture
de tissu glial, fut effectué avec des serums des sujets atteints de la ma-
ladie de Wilson non traitée ou de coma hépatique (Mossakowski et coll.
1970). Compte tenu de l'opinion générale que le cuivre endommage le
cerveau au cours de dégénérescence hépato-lenticulaire, et 'amoniaque
agit de la méme sorte dans la majorité d’encéphalopathies hépatiques
(Porter 1964, Vogel, Kemperer 1963, Bessman et Bessman 1955), nous
avons complété notre recherche par une série d’éxpériences sur l'influ-
ence directe des ions de cuivre et d’amoniaque, ajoutés au medium-
-standard de culture, en quantité relative au contenu de cuivre dans le
cerveau des sujets atteints de dégénérescence hépato-lenticulaire et
avec contenu moyen d’amoniaque dans le serum sanguin de ceux qui

Tableaw 1: Schéma des expériences

Tabela 1: Schemat do$wiadezen

No Groupe expérimental Contenance dans medium
Lp. Grupa do$wiadczalna Zawarto$¢é w medium
1 | Controle — serum humain 509,
Kontrola — surowica ludzka
2 | Serum de patients avec maladie de Wilson 509,
Surowica od chorych z chorobg Wilsona
3 | Serum de patients avec coma hépatique 509,
Surowica od chorych ze $pigczka watro-
bowg
4 | Acetate de cuivre Cut+ 49 y/ml
Octan miedzi
5 | Ammonium chloride . 100 mg %
Chlorek amonu 1\
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388 M. J. Mossakowski et al. Nr 3

souffrent du coma hépatique. Le tableau 1 présente le schéma de 1'éx-
périence, éffectuée dans les conditions de la culture du tissu glial des
cerveaux de rats nouveau-nés.

Les dégénérescences de nevroglie d’aprés le modéle obtenu, étaient
identiques dans tous les groupes expérimentaux. Elles consistaient en
dégénérescences typiques des astrocytes, s’exprimant par une perte
généralisée et progressive des prolongements cellulaires. On y a dépisté
de nombreuses cellules, semblables aux cellules d’Opalski (Fig. 3). Elles
avaient une forme caractéristique ronde ou ovale, avec cytoplasme gra-
nulée et possédaient de petits noyaux rétrécis a la périphérie des cel-
lules, souvent polynucléaires et parfois munies de prolongements en
voie de disparition. Un autre élément a signaler, ce furent des cellules
intermédiaires, présentant une transition entre les astrocytes normaux
et les cellules d’Opalski typiques a noyaux de position centrale (Fig. 1).
Elles avaient deux types de prolongements nombreux et fins ou épais
en forme de massues. Les divers stades de formation des cellules d’Opal-
ski, sont décisifs a notre avis, quant a leur provenance du tissu glial.

Des changements qui pourraient signifier la présence de cellules
d’Alzheimer I typiques étaient rares. De nombreux noyaux, pauvres en
chromatine et bien délimités, ressemblaient plutét a cellules d’Alzhei-
mer II (Fig. 5).

La cytoplasme des cellules d'Opalski était remplie de nombreuses
granulations PAS-positives que l'on ne peut pas considérer comme gly-
cogéne (Fig. 6) et positives aussi pour les réactions aux proteines (Da-
nielli cit. d’aprés Pearse 1960). On y trouvait aussi d’autres granulations
plus petites, positives a la coloration d’alcian blue. Par contre les sub-
stances lypidiques étaient introuvables dans les cellules d’Opalski.

Les cellules intermédiaires ressemblaient du point de wvue histochi-
mique a celles d’Opalski mais la quantité des substances PAS et alcian
bleu positives y était inférieure.

Les examens histoenzymatiques effectués dans les cellules d’Opalski
laissent détecter une grande activité de glucoso-6-phosphate déshydrc-
genase et une activité moindre de succinate déshydrogenase (Fig. 7). Son
actlivité était plus marquée dans les cellules intermédiaires. On remar-
quait aussi une baisse d’activité de glutamate déshydrogenase (Fig. 8)
dans tous les types de glie. La phosphatase acide avait une activité plus
accrue dans les cellules d’Opalski que dans les cellules intermédiaires.

L’image ultrastructurale des cellules d’Opalski (Mossakowski et coll.
1972) présentait des noyaux clairs, de situation excentrique, avec la
membrane du noyau bien déssinée, sans plis a chromatine disposée sur
la Lordure avec nicléole bien formée (Fig. 9). Les mitochondres cvals
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Nr 3 Etudes des cellules d’Opalski 389

ou allongés étaient moins nombreux que dans les astrocytes normaux
de la culture. Le reticulum endoplasmique se présentait sous forme de
membranes paralleéles, avec des rybosomes adhérents. L’appareil de
Golgi peu développé, se présentait sous forme tubulovesiculaires.

Toute la cytoplasme .contenait des inclusions de différents types et
dimensions. On peut en discerner deux types. Plus fréquentes étaient
les structures a caractére de lysosomes; ensuite des structures plus mo-
nogénes du type d’organelles, entourées d'une simple membrane et
remplies d’'une substance monogéne de basse densité électronique, par-
fois ressemblant a une glace brisée (Fig. 10). Par rapport a l'image
histochimique nous pourrions supposer qu’elles répondent a une ag-
glomération de substances mucoplysaccharidiques.

Malgré le méme type de changements gliaux dans tous les groupes
expérimentaux, des différences ont été aussi observées quant au temps
de l'apparition des altérations en leur intensité, et a la proportion des
différents types de cellules lésées.

Tout cela prouve, qu’il est possible d’obtenir expérimentalement in
vitro le méme genre de lésions gliales qui dans la pathologie hépatc-
-cérébrale apparaissent dans le cerveau humain et animal.

Selon nos expériences, les facteurs causant la dégénérescence gliale
se trouvent dans le sang des sujets atteints de la maladie de Wilson et
du coma hépatique. Les ions de cuivre et d’amoniaque semblent étre ici
le facteur lesionnel direct. Ceci confirme les hypothéses antérieures de
Cumings et Kremer (1959), McDermott et Adams (1954), Bessman et
Bessman (1955), Vogel et Kemperer (1963). Porter (1964). Ce qui est
a souligner, c’est I'identité des lésions provoquées par ces deux agents.
Le patomécanisme de ces lésions gliales est complexe et est difficile
a expliquer par le seul examen morphologique.

Seules les hypothéses peuvent étre ici suggérées. La diminution de
lactivité succinate et glutamate des déshydrogenases dans les cellules
d’Opalski répondent aux résultats biochimiques obtenus par Bessman’s
(1955), Vogel et Kemperer (1963). Les altérations du transport d’élec-
trons dans le cycle de Krebs qui sont signalées par des troubles d’activité
des enzymes sus-mentionnés pourraient conduire aux perturbations du
métabolisme des carbohydrates dans les astrocytes, s’exprimant par
une agglomération de mucopolysaccharides acides et neutres. Les exa-
mens expérimentaux de Friede (1954) et Oksche (1961) suggeérent le réle
de l'astroglie dans le transport et dans le métabolisme des corbohydra-
tes du cerveau. L’accélération de l'activité de glucoso-6-phosphate des-
hydrogenase dans les cellules d’Opalski, d’Alzheimer I et intermédiaires
constatée dans la culture du tissu constitue ici un argument complé-
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mentaire. Néanmoins ni le mécanisme d’accumulation des mucopolysac-
charides dans les cellules d’Opalski, ni I'identité des altérations provo-
quées par les deux facteurs nocifs ne sont pas toujours expliqués. Pour
le tenter nous avons effectué une nouvelle série d’expériences.

Se basant sur les résultats obtenus par Porter (1964), Vogel et Kem-
perer (1963) qui ont démontré l'influence nocive des ions de cuivre sur
le systéme de succinate déshydrogenase, nous nous sommes efforcés
d’obtenir les cellules d’Opalski et d’autres lésions gliales au moyen de
Iinhibiteur chimique de la déshydrogenase succinique, a savoir le ma-
lonate (Renkawek et coll. 1972).

Le malonate en concentration 1,2—0,6 et 0,24% fut ajouté a la culture
gliale standard. La dose maximalle était déterminée par l'inhibition de
lactivité du succinate déshydrogenase dans les cultures de controle.
Sous l'action de toutes les doses de malonate on obtenait des cellules
d’Opalski type (Fig. 11). Elles sont identiques au point de vue morphe-
logique et histochimique a celles qui ont été antérieurement examinges.
D’autres formes de lésions gliales, ont été également obtenus. De nom-
breuses cellules intérmédiaires ont été aussi remarquées (Fig. 12). La
concentration du malonate influait seulement sur la formation rapide
des cellules d'Opalski et sur leur nombre. Les premiéres altérations
pathologiques ont été observées 24 ou 48 heures aprés l'addition de la
composition. D'autre part 'application de la solution de o-keto-glutarate
a la culture annulait 'action du malonate.

La comparaison des résultats de toutes nos expériences améne a I'hy-
potése que c’est 'amoniaque qui est le facteur direct, affectant le tissu
glial et causant la formation des cellules d’Opalski, et ceci indépendam-
ment du genre du facteur pathogénique.

La détoxication de 'amoniaque dans le tissu nerveux se produit par
son passage a la glutamine. L’alfa-keto-glutarate produit au cours du
cycle de Krebs constitue ici le produit initial. Selon nos observations,
le résultat final de l'action du cuivre ou de I’amoniaque sera le méme.
Au cas de surplus d’amoniaque l’alfa-keto-glutarate endogéne est insuf-
fisante pour la détoxication de I’amoniaque. A l'application du cuivre
(ou d’une autre substance analogue) les troubles produits dans le cycle
de Krebs causent l'insuffisance de I'alfa-keto-glutarate endogéne pour
détoxiquer l'amoniaque, méme en quantité normale. Une accumulation
d’amoniaque peut cependant avoir lieu dans les deux cas. Cette accumu-
lation, avec un trouble simultané du métabolisme des carbohydrates,
causé par linsuffisance du cycle de Krebs, peut favoriser la synthése
d’aminosucres. Ces derniers constituent un élément essentiel de muco-
polysaccharides qui s’accumulent dans la cytoplasme des cellules
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d’Opalski. Le mécanisme de leur synthése exige des nouvelles recher-
ches, surtout biochimiques.

Tout en reconnaissant la difficulté de transposer les résultats des dii-
férentes expérimentations a la pathologie humaine, nous admettons
néanmoins que les mécanismes des lésions cérébrales au cours de la
maladie de Wilson et des encéphalopathies hépatiques peuvent rappeler
ceux qui ont été présentés. Alors nos observations contribueraient a I'ap-
pui de la conception unitaire de la pathogénese des syndromes hépato-
-cérébraux, malgré leur étiologie différente.

M. J. Mossakowski, Z. Kra$nicka, K. Renkawek

ZNACZENIE BADAN NAD KOMORKAMI OPALSKIEGO DLA POZNANIA
PATOGENEZY USZKODZEN OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO
W CHOROBACH WATROBOWO-MOZGOWYCH

Streszczenie

W pracy przedstawiono analize wla§ciwo$ei morfologicznych i histochemiczaych
komoérek Opalskiego, spotykanych w moézgach chorych ze zwyrodnieniem watro-
bowo-soczewkowym Wilsona i w nieswoistych encefalopatiach pcchodzenia watro-
bowego.

Wyniki serii do§wiadczeA prowadzonych w warunkach glejowej hodowli tkan-
kowej pozwolily na odtworzenie komoérek Opalskiego in vitro, zaréwno przy
uzyciu surowic od pacjentow z chorobg Wilsona i $§pigczka watrobowa, jak row-
niez przy podaniu egzogennych jonéw miedzi i amoniaku. Analiza histochemiczna
i ultrastrukturalna pozwolila na identyfikacje zwigzkéw gromadzacych sie w cyto-
plazmie komoérek Opalskiego, jako substancji o charakterze kwa$nych i cobojet-
nych mukopolisacharydéw. Komorki Opalskiego wykazujg niska aktywno$¢ dehy-
drogenazy bursztynianowej i glutaminowej. Na podstawie powyzszych wynikéw
wysunieto hipoteze, ze zaré6wno jony miedzi, jak i amoniaku prowadzg do zabu-
rzen metabolicznych w cyklu Krebsa.

W kolejnei serii do§wiadczen in vitro uzyskano komérki Opalskiego po podaniu
cgzogennego malonianu, jako inhibitora systemu dehydrogenazy bursztynianowej.
Rownoczesne podanie malonianu i alfa-ketoglutaranu nie powoduje powstawania
komoérek Opalskiego. Wyniki pracy pozwalaja na wyjasSnienie znacznego podo-
bienstwa zmian patologicznych stwierdzonych w o$rodkowym ukladzie nerwowym
w etiologicznie réznych procesach, jakimi sg choroba Wilsona i encefalopatie po-
chodzenia watrobowego, zwigzane z nieswoistymi uszkodzeniami watroby.

M. E. MoccakoBcky, 3. Kpacbumgka, K. PeHKaBek

3HAYEHUE MCCJIELJOBAHMUM KJIETOK OIIAJBCKOI'O B IIO3HAHUNA
IIATOTEHE3A IIOBPEXJEHMII IEHTPAJIBHOJ HEPBHOM CUCTEMBIL
B ITEYEHOYHO-MOSIOBBIX BOJE3HAX

Pe3zoMme

B pabGore upepcrasjieH aHaan3 MOP(MOJIOTMYECKMX M LMTOX/IMUYECKUX CBOWCTEH
KJIeToK OmnajbCKOro, BCTPEYaeMbIX B MO3raxX OOJIBHBIX TIenaTo-JEeHTHKYJAPHOI Je-

http://rcin.org.pl



392 M. J. Mossakowski et al. Nr 3

resepaimeir BuubcoHa M B HecrneumduyecKkuxX — sHUedAJIONaATUAX, INEYEHOYHOTO
IIPGUCXOIKAEHNA.

Pe3ynbTarhbl CEpMM ONBLITOB, HIPOBOAMMBIX B YCJIOBMAX IVIMAJBbHOM TKaHEBO
KyJbTYypbl TO3BOJMUJIM BOCCTAHOBUTH KJeTKy Onanbckoro in vitro, kak npm wuc-
NOJb30BaHUM CHIBOPCTOK OT INaumeHTOB O0JbHBIX 60J1e3HBIO BuibCcOHaA M NMeYeHOYHOM
KOMOJ1, TaK M IIpM IIofade SK30TEeHHBIX MOHOB MeAM M aMMMakKa. I'MCTOXMMMYEeCKUit
M YJIBTPACTPYKTYPHBII aHaJAM3 II03BOJUI WMAEHTUMOUIMPOBATHL COEAMHEHMd, CKOI-
JIMBalOIMecd B IMTOoILIa3dMe KJiieroK OmasbCKOro Kak BelllecTBa XapaKTepa KUCIbIX
M HEeMTPaJbHBIX MyKomnoamcaxapuzoB. Kiertku Onainbckoro o6HaApyzKMBAOT HU3KYIO
aKTMBHOCTb CyKUMHaATAETUAPOTeHa3bl M TIJyTaMmaTierujporeHasnl. Ha ocHoBaHUU
BbIIlle YKa3aHHBIX DPe3yJIbTAaTOB BBIABUTAeTCA TUIIOTE3a, YTO KaK MOHbBI MeIM Tak
¥ aMMMaK BeAyT K HapylleHuMaM nmukiaa Kpebca.

OuepepHasa cepusA ONBITOB in vitro mno3Bo/mwta moayuutb KieTku OIabCcKOoro
nocjie Iojavuy MajioHaTa B KadecTBE MHIMOMTOpaA CUCTEMb! CYKI[MHATAETMAPOTeHa3bl
OnHOBpeMeHHadA Ilofava MaJloHaTa M alb(ga-KeTo-riIyTapaTa He BbI3bIBaeT BO3HMK-
HOBeHUA KJeToOK Omanbckoro. Pe3yabraTbl paboThl IO3BOJNAIT BBIACHUTH 3HAYM-
TEeJbHYI0 CXOJAHOCTBH IIATOJIOTMYECKMX W3MeHeHamii, HabJofaeMbIX B IeHTPaJbHOM
HEPBHOM CUCTeME B STMOJIOTMYECKM Pa3HbIX TpolleccaX, KaKUMM ABJIATCA 060JIe3Hb
Bunbcona m 9snuedasonatiy, IeYEHOYHOTO NPOUCXOIKAEHMUdA, CBA3aHHbIE C Hecle-
nednyecKMM INOBPEKACHUAMM IIEUESHN.
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Ryc. 1. Krater w korze mézgu w miejscu dzialania promieni laserowych. Hema-
toksylina. Pow. 100 X.

Fig. 1. Crater in brain cortex in the region of laser irradiation. Hematoxyline
staining. X 100.
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FIGURES

Fig. 1. La cellule d’Opalski dans le cerveau du patient avec maladie de Wilson.
H-—E. Agr. 400 X,

Ryc. 1. Komérka Opalskiego w moézgu z przypadku choroby Wilsona. H —E.
Pow. 400 X.

Fig. 2. La cellule d’Opalski avec granulations PAS-positives. PAS. Agr. 400 >.

Ryc. 2. Komérka Opalskiego z ziarnisto$ciami PAS pozytywnymi. PAS. Pow.
460 X.

Fig. 3. La cellule d’Opalski obtenue dans la culture du tissu aprés 'administra-
tion du serum de patient avec maladie de Wilson. H—E. Agr. 400 X.

Ryc. 3. Komoérka Opalskiego otrzymana w hodowli tkankowej pod wplywem
surowicy od chorego z chorobg Wilsona. H—E. Pow. 400 X.

Fig. 4. La cellule intermédiaire dans la culture du tissu. Bl. de toluid. Agr.
400 X.

_Ryc. 4. Komorka posrednia w hodowli tkankowej. Blekit toluidyny. Pow. 400 X.

Fig. 5. Les noyaux nus (les cellules d’Alzheimer II) dans la culture du tissu.
Bl de toluid. Agr. 400 X.

Ryc. 5. Nagie jadra (komoérki Alzheimera typu II) w hodowli tkankowej. Blekit
toluidyny. Pow. 400 X.

Fig. 6. Les cellules d’Opalski remplies de granulations PAS positives. PAS.
Agr. 200 X.

Rye. 6. Komoérki Opalskiego z hodowli tkankowej wypelnione ziarnisto$ciami
PAS pozytywnymi PAS. Pow. 200 X.

Fig. 7. La cellule d’Opalski a l'activité de déshydrogenase succinique affaiblic.
Agr. 400 X.

Ryc. 7. Komérka Opalskiego z obnizong aktywnos$cig enzymatyczng dehydroge-
nazy bursztynianowej. Pow. 400 X.

Fig. 8. Les cellules d'Opalski. L'activté de déshydrogenase glutamique. Agr.
200 K.

Ryc. 8. Komoérki Opalskiego. Aktywno$¢ dehydrogenazy glutaminowej. Pow.
200 X.

Fig. 9. Ultrastructure de la cellule d’Opalski, le noyau clair — situation excen-
trique, quelques mitochondres et inclusions de différents types. Agr. 10.000 X.

Ryc. 9. Ultrastruktura komorki Opalskiego, jasne jadro polozone ekscentrycz-
nie, nieliczne mitochondria, dwa rodzaje wtretéw. Pow. 10.000 X,

Fig. 10. Une part de cytoplasme de la cellule d’Opalski avec inclusions denses
et claires. Agr. 14.000 X.

Ryc. 10. Cze$é cytoplazmy komoérki Opalskiego z jasnymi i ciemnymi wtretami.
Pow. 14.000 X.

Fig. 11. La cellule d’Opalski obtenue aprés l'administration de malonate. Bl. de
toluid. Agr. 400 X.

Rye. 11. Komérka Opalskiego otrzymana w hodowli tkankowej pod wplywem
malonianu. Blekit toluidyny. Pow. 400 X.

Fig. 12. La cellule intermédiaire aprés l'administration de malonate avec les
granulations PAS-positives. PAS. Agr. 400 X.

Ryc. 12. Komoérka po$rednia z ziarnistoSciami PAS pozytywnymi otrzymana
w hodowli tkankowej pod wplywem malonianu. PAS. Pow. 400 X.
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MIROSEAW KOZIK, BRONISEAW ARCIMOWICZ, JERZY DEMBCZYNSKI

ANALIZA LASEROWA ZAWARTOSCI NIEKTORYCH KATIONOW
W MOZGU W CHOROBACH UKLADU POZAPIRAMIDOWEGO

Samodzielna Pracownia Patologii Ukladu Nerwowego i Narzgdéw Zmysiéw ADMI,
w Poznaniu
Kierownik: doc. dr hab. M. Kozik
Instytut Fizyki Politechniki Poznanskiej
Kierownik: doc. dr hab. M. Frackowiak

Zjawisko gromadzenia sie w mo6zgu miedzi i innych kationow w zwy-
rodnieniu watrobowo-soczewkowym jest dobrze znane (Cumings 1959,
Yoshinaga, Shimizu 1968, Green 1955). Stosunkowo skapsze sg donie-
sienia dotyczace zawarto$ci kationow w mézgu w przebiegu innych
chor6h ukladu pozapiramidowego. Nieliczne badania w tym zakresie
zazwyczaj byly prowadzone przy pomocy metod biochemicznych (Cu-
mings 1959, Harris et al. 1954, Neumann 1963). Technika badan bioche-
micznych ogranicza jednak w znacznej mierze szczegdlowe okreslenie
topografii gromadzenia si¢ badanych substancji. Trudno np. ustalié¢
dokladnie metodami chemicznymi, w jakiej warstwie kory mézgu lub
w jakiej grupie neurondéw wystepujg stwierdzane zmiany. Stosowane
dotychczas metody histochemiczne sluzgce do wykrywania kationéw
w skrawkach histologicznych, oparte na mikrospopielaniu lub odpowied-
nich reakcjach barwnych, takze czesto nie spelniajg stawianych im wy-
magan.

W poszukiwaniu lepszej metody okreslania zawartosci niektorych
kationow w chorobach ukladu pozapiramidowego, podjeto probe wyko-
rzystania do tego celu nowoopracowanej techniki mikroanalizy lasero-
wo-spektrograficznej (Kozik et al. 1970a, 1970b, 1971a 1971b).

MATERIAL I METODA

Badania prowadzono na skrawkach histologicznych mézgéw, pocho-
dzacych z 3 przypadkéw zwyrodnienia watrobowo-soczewkowego,
3 przypadkéw parkinsonizmu miazdzycowego i 1 przypadku choroby
Parkinsona.

http://rcin.org.pl



396 M. Kozik i wsp. Nr 3

Moézg utrwalano w 10% formalinie, pokierano wycinki z jego okreslo-
nych okolic, a nastepnie cieto skrawki mrozone grubosci 30 w, ktore
poddawano analizie laserowej. Do tego celu uzyto mikroanalizator lase-
rowy {irmy Zeiss, typ LMA-1 z rezonatorem szklanym zawierajagcym
trojwartosciowy neodym. Wigzke promieni laserowych o energii 1 dzula
kierowano na odpowiednio wybrane miejsce w skrawku histologicznym.
Emitowane w tym procesie promieniowanie analizowano przy pomocy
spektrografu siatkowego firmy Zeiss typ PGS-2, w zakresie dlugosci fal
od 2500 A do 5000 A. Po przeprowadzonej analizie skrawki przykrywa-
no szkietkiem przykrywkowym, uzyskujac w ten sposéb trwale prepa-
raty i mozliwo$¢ dokladnej kontroli badanego miejsca.

WYNIKI

W' skrawkach histologicznych w miejscu dzialania promieni lasero-
wych obserwowano wypalony krater o $rednicy 20 do 50w (ryc. 1). Na
uzyskanych ta droga widmach spektrograficznych oprécz prazkéw cha-
rakterystycznych dla pierwiastkow wchodzacych w sklad zwigzkéw
organicznych, mozna wykaza¢ obecno$¢ réwniez niektérych kationow,
wystepujacych w bardzo malych ilosciach.

W przypadkach zwyrodnienia watrobowo-soczewkowego oprocz mie-
dzi, przy pomocy zastosowanej metody wykryto rowniez obecnos¢ mag-
nezu, glinu, zelaza, rteci i chromu. Na uwage zasluguje tu wieksza in-
tensywnos$¢ prazkéw charakterystycznych dla miedzi w obrebie istoty
bialej, anizeli w istocie szarej.

W parkinsonizmie miazdzycowym wykazano w mozgu obecno$é glinu,
magnezu, wapnia i zelaza. Sposréd kationéw obecnych w mézgu w przy-
padku choroby Parkinsona stwierdzono wyrazne wystepowanie miedzi,
magnezu, glinu i krzemu. Szczegdélowe zestawienie pierwiastkow wy-
krytych przy pomocy mikroanalizy laserowej w badanych przypadkach
podano w tabeli 1.

Rozmieszczenie wykrytych kationow w poszezegélnych okolicach
moézgu nie jest jednakowe. O ile miedz i magnez w przypadkach zwy-
rodnienia wgtrobowo-soczewkowego wykazano we wszystkich badanych
okolicach, to linie spektrograficzne dla rteci obserwowano tylko w obre-
bie jader kresomézgowia, a prazki charakterystyczne dla chromu tylko
w skorupie. Zroéznicowanie topograficzne poszczegélnych kationdéw ob-
serwowano réwniez w przypadkach parkinsonizmu miazdzycowego
i choroby Parkinsona. Réznice topograficzne wykrytych pierwiastkow
ilustruje tabela 2.
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Tabela 1. Zestawienie przypadkéw i uzyskanych wynikéw badan laserowych

Table 1. Index of cases and results of laser examinations

Liczba |
Rozpoznanie p;’;) J. Wykryte kationy oraz dlugosé fal
: : padkow : rav _
Diagnosis | Cations detected and wave lengths
of cases ’
Degeneratio 3 Cu 3247,5 A Mg2795,5 A A13092,7 A Fe 3581,1A4
hepatolenticu- 3273,94 2802,6 A
laris 2852,1 A
Hg 3650,1 A Cr 4244,3 A
4046,5 A 4274,8 A
4358,3 A 4289,7 A
Parkinsonismus 3 Ca 3158,8 A Mg2795,5 A A13092,7 A Fe 3581,1 A
arteriosclero- 3179,3 A 3082,1 A
ticus 3933,6 A 3
Morbus 1 Cu3247,5 A Mg2795,5 A A13092,7 A Si 2881,5 A
Parkinsoni ‘ 2802.6 A

OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzone badania poza wynikami, ktérych nalezalo oczekiwac
w oparciu o dotychczasowe spostrzezenia biochemiczne, pozwalaja row-
niez zwro6ci¢ uwage na riektére mniej znane zjawiska. Godnym podkres-
lenia wydaje sie spostrzezenie dotyczace obecnosci rteci w jadrach kre-
somozgowia i w istocie czarnej. Obecnos$¢ tego pierwiastka w badanych
preparatach wykazana w zakresie trzech dlugosci fal jest oczywista.
Oddzielnym zagadnieniem jest mechanizm patogenetyczny, prowadzacy
do odkladania sie rteci w moézgu. Wyjasnienie tego zagadnienia prze-
kracza ramy wykonanych badan, chociaz mozna przypuszczaé, ze zlogi
pierwiastkow metali cigzkich, takich jak: rte¢ i chrom odkladajg sie
w moézgu w przebiegu choroby Westfal-Strimpla w wyniku uszkodze-
nia czynnosci watroby. Do takiego przypuszczenia sklaniajg spostrze-
zenia poczynione w roéwnolegle prowadzonych badaniach nad zawar-
toscig kationow w moézgu w przebiegu marskosci watroby.

W swietle przytoczonych rozwazan wydaja sie rowniez interesujace
wyniki osiggniete drogg mikroanalizy laserowej w przypadkach parkin-
conizmu miazdzycowego i choroby Parkinsora. W obu tych jednostkach
chorobowych stwierdzono odkladanie sie w mézgu doéé¢ licznych pier-
wiastkow. Szczegélnie ciekawe wydaje si¢ odkladanie miedzi w mézgu
w przypadku choroby Parkinsona. Spostrzezenie to moze nasuwaé przy-
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Tabela 2. Topografia ukrytych pierwiastkéw @
Table 2. Topography of detected elements <
Okolica Choroba Westfal-Strumpla Parkinsonizm miazdzycowy Choroba Parkinsona
Region Westfal-Strumpl disease Sclerotic parkinsonism Parkinson disease
Kora mézgu (z. srodk. przed.) Cu, Mg, Al Mg, Al, Ca Mg, Al, Ca, Cu
Cerebral cortex (precentr. g.)
Istota biala (plat czolowy) Cu, Mg, Al Mg, Al, Ca | Mg, Al, Ca, Cu
White matter (frontal lobe) | -
2
Kora mézdzku Cu, Mg, Al, Mg, Al Mg, Al, Si E
Cerebellar cortex 5
, =
wn
©
Skorupa Cu, Mg, Al, Hg, Fe, Cr Mg, Al, Ca, Fe Mg, Al
Putamen
Galka blada Cu, Mg, Al, Hg, Fe Mg, Al, Ca Mg, Al, Ca, Cu
Globus pallidus
Jadro ogoniaste Cu, Mg, Al, Hg, Fe Mg, Al, Ca, Fe Mg, Al
Nucleus caudatus
Istota czarna Cu, Mg, Al, Hg, Fe Mg, Al, Ca, Fe | Mg, Ai, Si z
Substantia nigra http://rcin.org.pl ' w0
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puszczenie, ze patogeneza roéznych choréb zwyrodnieniowych ukltadu
pozapiramidowego ma pewne wspélne ogniwa.

Przedstawione wyniki nie upowazniaja do wysuwania daleko idgcych
wnioskow, przede wszystkim ze wzgledu na zbyt skapa liczbe badanych
przypadkéw. Uwzgledniajac jednak trudnosci z nagromadzeniem dosta-
tecznie duzej liczby tego rodzaju materialu, zdecydowano sie przedsta-
wi¢ dotychczasowe rezultaty, traktujac je jako doniesienie wstepne.
W dalszych badaniach nad tym zagadnieniem wylania sie réwniez po-
trzeba iloSciowego oznaczania wykazanych kationéw w poszczegdlnych
okolicach moézgu, szczegbélnie wobec zaobserwowania bardziej intensyw-
nego natezenia prgzkéw miedzi w istocie biatej w chorobie Westfal-
-Strumpla w stosunku do istoty szarej.

WNIOSKI

1. W zwyrodnieniu watrobowo-soczewkowym dochodzi do gromadze-
nia sie w moézgu licznych pierwiastkéw metali ciezkich, a w szczegoél-
nosci Cu, Fe, Mg, Al, Hg i Cr.

2. Patogeneza odkladania rteci i chromu w jadrach kresomézgowia
oraz w istocie czarnej w chorobie Westfal-Striumpla pozostaje nie wy-
jasniona.

3. Stwierdzono wystepowanie wielu kationé6w w moézgu réwniez w par-
kinsonizmie miazdzycowym i chorobie Parkinsona.

M. Kozuk, B. Apunmosuy, fI. JleMOUMHBCKM

JIACEPHBII AHAJN3 COJEP2KAHUSA HEKOTOPHIX KATVMOHOB
B BOJIE3HfAX SKCTPAHMPAMMJIHQ]Z CUCTEMBI

Pe3iowme

Ha ocHOBaHMM MeToja JIACEPHOTO MMKPOAHAJAM3a IIPOBOAMINCH IMCTOXMMMUYECKUS
MCCHeOBaHUA COJepIKaHuA KaTMOHOB B Mo3ry B Oose3nm BectBanb-lIITprominnd,
aTepoMaTo3HOM ITapKMHCOHM3Me ¥ Gose3nm IlapKMHCOHA.

B pesyabTare NPOBEJEHHBIX MCCIeAOBaHMI ObLI0O OOHapyKeHO, 4TO B TrernaTo-
-JICHTUKYJIAPHOM JereHepalMy KpoMe Meay HaKalJdWBaIOTCA TaKKe JApyrue sje-
MEHThI TAXKEJIBIX METAJJIOB B MO3ry m B ocobenHoctu Mg, Fe, Al, Hg u Cr. Kpome
Toro Habuarofanmch HalIM4YMe MHOTMX KaTMOHOB B MO3Ty TaKiKe B aTepoMaTO3HOM
napRMHCOHM3ME U B Gose3Hm IlapKMHCOHA.

B obcyxpaenumu obpalaercd BHMMaHMe Ha HEOOXOAMMOCTL JaJIbHEMIIMX Mccie-
noBaHMI OJMIKalfIllero BBIACHEHMA ITIATOTeHHOTO MeXaHM3Ma, BeAyLIero K OTJoxKe-
HMIO B MO3Iy TANKEJNbIX METAaJJIOB B ITPOTEKAaHMM HEKOTOPBLIX JereHepaTMBHBIX 60-
JIe3He 9KCTPAanMpPaMUIHOM CUCTEMBI.
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M. Kozik, B. Arcimowicz, J. Dembczynski

LASER ANALYSIS OF THE CONTENT OF SOME CATIONS IN DISEASES
OF THE EXTRAPYRAMIDAL SYSTEM

Summary

Basing on the laser microanalysis method, histotopochemical studies were car-

ried out on the content of a number of cations in brain in Westfal-Striimpl dis-
ease, arterio-sclerotic parkinsonism and Parkinson disease.

As to the hepato-lenticular degeneration, the studies revealed accumulaticn in

brain, apart from Cu, of cther heavy metals, in particular Mg, Fe, Al, Hg and
Cr. Moreover, the occurrence of numerous cations was noticed in arterio-sclerotic
parkinsonism and Parkinson disease.

In the discussion, the authors stressed the necessity of further studies on the

pathogenic mechanism leading to the accumulation in brain of heavy metals.
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ULTRASTRUKTURA KOMORKI GLEJOWEJ
Z HODOWLI TKANKOWEJ IN VITRO *
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Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski
Pracownia Mikroskopii Elektronowej Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN
Kierownik: doc. dr J. W. Borowicz

Podjete przez nas badania ultrastruktury komorek glejowych hcdowa-
nych in vitro sa kontynuacja poprzednich opracowan morfologicznych
i histochemicznych gleju w warunkach hodowli tkankowej, prowadzc-
nych w mikroskopie s$wietlnym (Krasnicka, Mossakowski 1965, Mos-
sakowski i wsp. 1965, Renkawek, Mossakowski 1966, Renkawek 1967,
Krasnicka, Renkawek 1969). We wstepnym doniesieniu dotyczacyni
badan ultrastruktury (Krasnicka, Borowicz 1971) przedstawiono jedynie
wyniki badan mlodych, niezréznicowanych komoérek glejowych z jedno-
tygodniowych hodowli. Nieliczne tylko prace w dostepnym nam pis-
miennictwie Swiatowym dotycza ultrastruktury gleju hodowanego
in vitro (Duncan, Hild 1960, Ress i wsp. 1962, Galey, De Vellis 1969).
Pierwsza z nich omawia patologiczne zmiany w mitochondriach komérek
glejowych pochodzgcych z hodowli tkankcwej (Duncan, Hild 1960).
Autorzy drugiej pracy przedstawiaja stosunki miedzy glejem i neuro-
nem w okresie mielinizacji wldkien nerwowych w warunkach in vitro
(Ross i wsp. 1962).

Celem naszej pracy jest przedstawienie morfologii komoérek glejowych
w obrazie mikroskopowo-elektronowym z uwzglednieniem ich réznico-
wania i dojrzewania w warunkach hodowli tkankowej. Sklonita nas do
tego zaréwno niewielka ilo$¢ opracowan z tego zakresu, jak i potrzeba
utwerzenia modelu — podstawy dla dalszych prac nad ultrastrukturg
gleju patologicznego w warunkach hodowli in vitro.

* Praca wykonana czeSciowo w oparciu o pomoc finansowg PL 480 US Public
Health Service. Agreement 05-004-1.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na hodowli gleju pochodzacej z mézdzku
1—2-dniowych noworodkéw szczurzych szczepu Wistar z hodowli loso-
wej. Hodowle gleju byly przeprowadzane wg standardowej metody
przedstawionej w pracy Krasnickiej i Mossakowskiego (1965) z niewiel-
ka modyfikacja wlasna, polegajaca na zastapieniu plytek szklanych
plytkami ze spolimeryzowanego eponu, pokrytymi blong kolagenowa.
Metoda ta zostala opisana w pracy Borowicza i Krasnickiej (1971). Do
badan morfologicznych, histochemicznych, jak i ultrastrukturalnych po-
bierano komoérki z hodowli 7-dniowej, 25-dniowej i 6-tygodniowej.

Badania morfologiczne

Do badan histologicznych hodowle utrwalono w plynie Carnoya i bar-
wiono biekitem toluidyny.

Do mikroskopii elektronowej material utrwalano w 5% aldehydzie
glutarowym w buforze fosforanowym Milloniga o pH = 7,4 przez 1,5
godz. oraz w 1% OsO, w buforze Milloniga o pH 7,4 przez 1,5 godz. Na-
stepnie material odwadniano w alkoholu etylowym o wzrastajgcych
stezeniach i tlenku propylenu, po czym zatopiono w Epon 812
(A:B =.3:5)

Badania hzstochemzczne

Odczyny na aktywnosc enzyméw z grupy oksydoredukcy_]nej, a mia-
nowicie: dehydrogenazy bursztynianowej (SDH), dehydrogenazy mlecza-
nowej (LDH), dehydrogenazy glutaminowej (GDH), byly wykonywane
wg metody Hess, Scarpelli, Pearse (1958) przy uzyciu Nitro-BT. Czas
inkubacji dla mikroskopu $wietlnego — 1 godz., dla mikroskopu elek-
tronowego — 30 min. Odczyny byly wykonane na materiale nieutrwa-
lonym.

Odczyny na aktywnosc enzymow hydrolitycznych adenozyno—tro_]fo-
sfataze ATP-aze (metodg Wachsteina i Meisela 1957) i fosfataze kwas-
ng FK (metoda Gomoriego, w modyfikacji Holta 1959) wykonano na

materiale utrwalonym w plynie Bakera dla mlkroskopu “§wietlnej,
aw 5% aldehydzie glutarowym w buforze weronalowo-octanowym’
o'pH:=1, & dia mikroskopii elektronowej.

Skrawki wykonano na ultramikrotomie Reichert OmU2, a zdjecia
w mikroskopie elektronowym JEM-TA przy napieciu przyspieszajacym
80 kV na kliszach ORWO — EU2. =

W przypadku wszystkich odczynéw histochemicznych wykonano
kazdorazowo réwnolegle badania kontrolne (bez dodatku substratu do
piynu inkubacyjnego). ;
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Materiat 'do ‘mikroskopu elektronowego zostal po wykonaniu odczy-
néw utrwalony w 1% OsO, i po typowym przygotowaniu zatopieny
w Epon 812. gl !

WYNIKI
Badania morfologiczne

Hodowla komoérek glejowych T7-dniowa. W ciagu pierwszego tygodnia
wzrostu hodowli obserwuje sie namnazanie komoérek glejowych z eks-
plantatu. Komoérki te jednak nie posiadaja cech zroznicowanego gleju
i jedynie w bardzo niewielkiej liczbie komoérek mozna sie dopatrzyé —
zwlaszcza w mikroskopie elektronowym -— tendencji réznicowania sie
w kierunku oligo-, lub astrogleju. W mikroskopie $wietlnym komorki te
cechuje obfita cytoplazma z nielicznymi krotkimi wypustkami i obec-
noscig dos¢ duzego jadra (ryc. 1). W tym okresie stwierdza sie liczne
komoérki znajdujace sie w roznych fazach podziatu mitotycznego.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym komérki glejowe sa ksztaltu
nieregularnie owalnego, czesto wydluzone z do$¢ licznymi, krétkimi
wypustkami cytoplazmatycznymi. Jadro owalne jest polozone ekscen-
trycznie, o gladkim obrysie, niekiedy z glebokimi wpukleniami cyto-
plazmatycznymi. Chromatyna jadrowa jest do$¢ réwnomiernie rozlozo-
na; zwykle widoczne jest wyrazne, ciemne jgderko. Cytoplazma komorek
glejowych zawiera skapg ilo$¢ siatki endoplazmatycznej typu szorstkie-
g0, natomiast obfita ilo§¢ wolnych ziarnisto$ci rybosomalnych. Mitochon-
dria liczniejsze niz w gleju z wycinkéw tkankowych s3 wydluzone
o dobrze wyksztalconych poprzecznych grzebieniach i stabo widocznej
macierzy. W poblizu jgdra w przewazajacej wiekszosci komoérek znaj-
duje sie bardzo dobrze wyksztalcony aparat Golgiego, ulozony podko-
wiasto, rownolegle do blony jadrowej, a skladajacy sic z kilku warstw
struktur kanalikowych, miejscami z pecherzykowatymi rozszerzeniami
(ryc. 2). W cytoplazmie znajdujg sie liczne twory lizosomalne zwykle
duze, w postaci tzw. dense bodies (ryc. 2). W nielicznych komérkach tej
grupy spotykano na powierzchni blony komoérkowej pasmowate, ciemne
bloniaste twory, nieco pcdobne do tworzacej sie mieliny (rye. 3).

Hodowla komoérek glejowych 25-dniowa. W tym okresie stwierdza sie
znaczny wzrost hodowli. Komoérki glejowe wystepuja w licznych sku-
pieniach; wyrastajac daleko poza eksplantat. W mikroskopie $wietlnym
mozna juz wyraznie obserwowaé zroznicowane typy gleju (ryc. 4). Wi-
doczne sg typowe astrocyty, oligodendrocyty, komérki mikrogleju, a takie
paleczkowate komorki gleju Hortegi oraz formy komérkowe trudne do
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jednoznacznego sklasyfikowania. Przeglagdajagc w mikroskopie plytki
z hodowlami zauwaza sie, ze zwykle poszczegdlne typy komorek glejo-
wych ukladaja sie w cddzielnych skupieniach po kilka lub kilkanascie.
Bywa tez, ze w niektérych hodowlach wystepuje przewaga réznicowa-
nia sie komorek glejowych w kierunku astrocytéw, lub oligodendrocy-
téw, przy czym ten drugi typ widywano czesciej. Ilosé¢ komérek mikro-
gleju jest stosunkowo najmniejsza. Nieliczne réwniez sg komoérki typu
makrofagéw i fibroblastow.

W mikroskopie elektronowym obserwuje sie tez wyrazng ro6znice
w poréwnaniu z komérkami glejowymi z hodowli 7-dniowych. Stopien
i kierunek zréznicowania odpowiadajg temu, co spostrzega sie¢ w mikro-
skopie $wietlnym. Wszystkie komorki sa wigksze, a cytoplazma ich
bardziej obfita niz w hodowlach jednotygodniowych. Ksztalt komorek
wydluza sie nieregularnie, zwykle z obecnolcia tzw. stozka wypustko-
wego. Jadra o ulozeniu mimosrodkowym. Zaréwno astrocyty jak i oli-
godendrocyty oraz nieliczne komoérki mikrogleju nie odbiegaja wygla-
dem swych struktur od odpowiednich komoérek glejowych z wycinkow
tkankowych.

W astrocytach widoczne sg réwniez bardzo delikatne, nieregularnie
ukladajgce sie wiokienka glejowe (gliofibryle) (ryc. 5—7) oraz drobne
skupienia ziarnistosci glikogenowych. Poza tym obecne sa tez komoérki
glejowe, ktére trudno jednoznacznie okresli¢ i zaliczy¢ do ktoregos typu.
W hodowli 25-dniowej, podobnie jak w hodowli 7-dniowej typowe dla
wszystkich komorek glejowych jest wystepowanie w cytoplazmie sto-
sunkowo duzej ilosci mitochondriow o wydluzonym ksztalcie i dobrze
wyksztalconych poprzecznie przebiegajacych grzebieniach oraz tworéw
lizosomalnych o typie tzw. dense bodies (ryc. 8, 9).

W przeciwienstwie do hodowli 7-dniowych aparat Golgiego wydaje
sie by¢ nieco mniej rozbudowany. W pojedynczych komérkach glejo-
wych, przewaznie duzych, nieregularnych w ksztalcie spotyka sie¢ w cy-
toplazmie typowe kule tluszczowe.

Hodowla komoérek 6-tygodniowa. W mikroskopie $wietlnym stwierdza
sie obecnos¢ komorek glejowych nie réznigcych sie od gleju z hodowli
25-dniowej. Poza komoérkami glejowymi sg widoczne jednak dos¢ liczne
fibroblasty.

W mikroskopie elektronowym poza komoérkami glejowymi o struktu-
rze takiej jak uprzednio opisana znajduja sie do$¢ liczne komérki gleju
zawierajagce w cytoplazmie duze kule tluszczowe, a takze komorki o ce-
chach zwyrodnienia i dezintegracji objawiajacej sie obrzmialymi mito-
chondriami, rozrzedzeniem i zanikiem chromatyny w jadrach, a w nie-
ktéorych komérkach réwniez zupelnym przemieszczaniem struktur jadro-
wych i cytoplazmatycznych (ryc. 10, 11).
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Badania histochemiczne

Enzymy oksydoredukcyjne (LDH, GDH, SDH). Zasadniczy wzorzec
rozkladu aktywno$ci enzymatycznej jest wspolny dla wszystkich bada-
nych dehydrogenaz. Roznice spostrzega sie jedynie w rozkladzie i roz-
mieszczeniu aktywnosci enzymatycznej w zaleznosci od typu komérek
glejowych i wieku hodowli. Astrocyty wykazujg wysoka aktywnosc¢
reprezentowana przez obfite ciemnoniebieskie zlogi formazanéw. Ziarna
te wypelniajg jednolicie zaréwno cytoplazme komoérek jak i wypustek.
Ten typ rozkladu aktywnosci wykazujg astrocyty wielowypustkowe, jak
réwniez ich formy mniej zréznicowane — spongioblasty. Oligodendro-
cyty — w mlodych hcdowlach wykazuja niska aktywnosé. Ziarna for-
mazanu reprezentujgce aktywnos¢ sa umiejscowione w jednym biegunie
komorki, natomiast w tym okresie nie obserwuje sie aktywnosci enzy-
matycznej w wypustkach (rye. 12). W 25-dniowej i 6-tygodniowej ho-
dowli narasta natezenie reakcji enzymatycznej w cytoplazmie i wypust-
kach przede wszystkim w oligodendrocytach, najwyzsze wydaje sie byé¢
w hodowli 25-dniowej (ryc. 13, 14).

Mikroglej w postaci drobnych, niekiedy wydluzonych komorek, jak
réwniez w postaci przeroslej, paleczkowatej i amboidalnej wykazuje
wysokg aktywnos$¢ enzymatyczna. Ziarna formazanu sg grube i jedno-
licie rozmieszczone w calej cytoplazmie komoérek mikrogleju.

Sposréd badanych dehydrogenaz najwyzsza aktywnos¢ w astrocytach
i oligodendrocytach wykazuje dehydrogenaza mleczanowa (LDH). Dehy-
drogenaza glutaminianowa (GDH) i bursztynianowa (SDH) wykazuja
aktywnos¢ stabsza.

W mikroskopie elektronowym, przy stosunkowo diugim okresie inku-
bacji, spostrzegano bardzo silny odczyn na dehydrogenazy w postaci
duzego zaczernienia blon mitochondrialnych, przede wszystkim grzehieni
i niekiedy wypelnienie przestrzeni miedzy blonami grzebieni (odczyn
o charakterze dyfuzyjnym). Dodatnie odczyny wystepuja we wszystkich
trzech grupach czasowych hodowli i we wszystkich typach komérek
glejowych. W zasadzie dodatni wynik stwierdzono we wszystkich mito-
chondriach, cho¢ nasilenie odczynu w postaci silniejszego, lub slabszego
skontrastowania w blonach bywa rézne, nawet wsréd mitochondriow
tej samej komorki glejowej. Wydaje sie, ze odczyn na dehydrogenaze
mleczanowg jest bardziej nasilony, natomiast odczyn na dehydrogenaze
bursztynianowa jest bardziej réwnomiernie rozltozony (ryc. 15, 16, 17,
18).

Enzymy hydrolityczne. Fosfataza kwasna (FK). Dodatni odczyn
w postaci rozrzuconych w cytoplazmie ziarnistosci brunatno-czarnych,
roznej wielko$ci spotyka sie we wszystkich komérkach glejowych
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i wszystkich trzech czasach obserwacji. W komoérkach z hodowli 25-dnio-
wych i 6-tygodniowych jest on wyraznie wigkszy niz w hodowlach
7-dniowych. Wydaje sie tez, ze we wszystkich typach komoérek mikro-
gleju odczyn ten jest bardziej nasilony (ryc. 19).

W mikroskopie elektronowym produkty koncowe odczynu histoche-
micznego wystepujga w postaci czarnych nieregularnych zlogow zlokali-
zowanych w lizosomach. Jednakze w komorkach ze starych hodowli sa
widoczne réwniez mniej geste i drobniejsze zlogi olowiowe w cytoplaz-
mie, poza obrebem lizosoméw, w ich poblizu. Nasilenie odczynu jest
proporcjonalne do ilosci struktur lizosomalnych w komoérce, a wiec
wieksze w hodowlach starszych (ryc. 20).

ATP-aza, badana metodg Wachsteina i Meisela, w pierwszym tygodniv
wzrostu hodowli wykazuje niskg aktywnos¢. Przy uzyciu tej metody
otrzymuje sie reakcje enzymatyczna w blonach komoérkowych. Koncowy
produkt reakcji enzymatycznej gromadzi sie w postaci drobnych czar-
nych ziaren wzdluz linii blon komoérkowych. Wraz z wiekiem hodowli
wzrasta aktywnos$¢ tego enzymu. W hodowlach 25-dniowych aktywnosé¢
osigga najwyzsze nasilenie. Stwierdzono wyraznie okonturowane blony
komoérkowe, oraz blony jadrowe. Przy badaniu aktywnosci ATP-azy nie
spostrzegano réznicy aktywnosci w poszczegélnych typach komorek gle-
jowych (ryc. 21). ¢

W mikroskopie elektronowym jest widoczny odczyn w postaci bardzo
silnie skontrastowanych zlogéw, szczegélnie obfitych na bionach komor-
kowych (ryc. 22).

OMOWIENIE

Podobnie jak i inni autorzy (Duncan, Hild 1961, Caley, De Vellis 1969,
Ross i wsp. 1962) stwierdziliémy, ze w ciagu 6 tygodni udaje sie Lez
trudu utrzymaé¢ hodowle komorek glejowych in vitro. Wprawdzie w 6
tygodniu znajdowaliSmy juz w hodowli do$¢ znaczny rozplem komérek
typu makrofagéw i fibroblastéow, tvm niemniej w strefie wzrostu pra-
widlowy glej stanowil nadal wigkszo$¢ elementéow komorkowych ho-
dowli. Podobnie jak w poprzednich naszych badaniach nie stwierdzilis-
my roznic we wzroscie i morfologii komorek pomiedzy hodowlami pro-
wadzonymi na plytkach szklanych i na plytkach eponowych.

Najwczesniejszy okres — pierwszy tydzien hodowli — jest okresem
szybkiego namnazania si¢ komoérek wyrastajacych z eksplantatu, jed-
nakze w tym czasie zarowno w mikroskopie $wietlnym jak i elektrono-
wym nie znajduje si¢ wyraznych oznak réznicowania sie poszczegélnych
typow gleju. Roéznicowanie sie nastepuje w drugim tygodniu, okolo
10-go dnia, co zreszta obserwowaliSmy we wcze$niejszych naszych bha-

http://rcin.org.pl



Nr 3 Ultrastruktura gleju 407

daniach (Krasnicka, Borowicz 1971). Podobne spostrzezenia, dotyczace
rozwoju komérek glejowych w moézgu noworodkéw szczurzych wysu-
wajg Caley i Maxwell (1968). Dla hodowli jest typowe gromadzenie sie
oddzielnych skupien astrocytéw i oligodendrocytéw. Czestym zjawiskiem
nie dajagcym sie a priori przewidzie¢, ani przekonywujaco wyjasni¢ jest
przewazajace w niektérych hodowlach réznicowanie w kierunku oligo-
dendrocytéw. Mimo zdolnosci wzrostu i réznicowania sie, komoérka glejo-
wa z hodowli in vitro rézni sie nieco od komorki glejowej obserwowanej
w wycinku z tkanki moézgowej. Wplywaja na to krancowo odmienne
warunki bytowania komorki glejowej w hodowli i konieczno$¢ przysto-
sowania sie do tych warunkéw. Najwazniejszymi czynnikami réznigcymi
glej w hodowli od gleju in situ w tkance mozgowej sg: brak bariery
krew-mozg i bezposredni kontakt komorki z pltynami stanowigcymi me-
dium, w ktérym zyje hodowla, oraz obecno$¢ szerckiej przestrzeni mie-
dzykomorkowej. Oczywiste wiec jest, ze w takich warunkach komoérka
glejowa musi rozbudowywaé¢ niektoére struktury cytoplazmatyczne, stabo
rozwiniete w komoérkach gleju in situ. f.gcza si¢ z tym pewne réznice
w aktywnosci enzyméw zwigzanych z tymi strukturami. Wielkos¢ ko-
morek z hodowli w zasadzie nie réznila sie od komoérek gleju w tkance
moézgowej. Juz od pierwszych dni posiadaly one réwniez zdolnos$¢ two-
rzenia wypustek podobnych do tworzonych przez glej in situ.

Jadra komoérek w hodowli w zasadzie nie rdznig sie swym obrazem
od jader odpowiednich typéw komorek gleju w tkance moézgowej.
Wsrod struktur cytoplazmy, juz od najwczesniejszego okresu zycia ho-
dowli zwraca uwage znacznie wieksza niz w komoérkach gleju in situ
ilos¢ mitochondriéow duzych, wydluzonych, z dobrze rozwinietymi grze-
bieniami. Znaczne rozbudowanie ukladu mitochondrialnego, szczegolnie
wyrazne przy poréwnaniu obrazu ultrastrukturalnego astrocytéw hodo-
wanych in vitro z astrocytami z uformowanej tkanki nerwowej moze
stanowi¢ wyjasnienie réznic w histechemicznie wykrywanej aktywnosci
enzymo6w mitochondrialnych w gleju w hodowli tkankowej i w pra-
widlowym ukladzie nerwowym (Mossakowski i wsp. 1965, Renkawek,
Mossakowski 1966).

Aparat Golgiego jest szczegélnie silnie rozwiniety w okresie pierw-
szego tygodnia hodowli, mniej rozbudowany w poézniejszych fazach jej
rozwoju jest jednak wyraznie wiekszy niz w gleju in situ. Jedynie ko-
morki mikrogleju nie wykazujg zwiekszenia struktur aparatu Golgiego.
Caley i Maxwell (1968) badajac w mikroskopie elektronowym roéznico-
wanie sie komoérek gleju w wycinkach z mézgu szczuréw po urodzeniu,
stwierdzali takze w tym czasie obecnos¢ dobrze rozwinigtego aparatu
Golgiego w komoérkach. Silny rozwéj aparatu Golgiego, zwlaszcza
w pierwszych okresach hodowli mozna by zapewne wigza¢ z intensywna
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w tym okresie syntezg bialek strukturalnych komérki (Schultze 1968). Na
uwage zasluguje obecnos$¢ i czas pojawiania sie gliofibryli w gleju astro-
cytarnym. Stanowig one wykladnik réznicowania si¢ oraz morfologicz-
nego i czynno$ciowego dojrzewania komoérek glejowych w hodowli
pozaustrojowej.

We wszystkich okresach zycia hodowli w komérkach typu astrogleju
i oligodendrogleju obecne byly liczne struktury lizosomalne, wystepu-
jace przewaznie w postaci tzw. dense bodies wraz z znacznie nasilonym
odczynem na kwasng fosfataze. Duza ilo$¢ lizosoméw, przewyzszajaca
bardzo znacznie ilo§¢ tych struktur w gleju w tkance uformowanej,
moze by¢ tlumaczona zwiekszonym zapotrzebowaniem na enzymy hy-
drolityczne w komoérkach zyjacych w catkiem odmiennych warunkach.
Silny odczyn na dehydrogenaze mleczanowa wyraznie przewyzszajacy
odczyny na inne dehydrogenazy w mitochondriach, wydaje sie $wiad-
czy¢ o przewadze przemiany beztlenowej nad tlenowa w tych komor-
kach.

Wreszcie wybitnie silny odczyn na aktywnos¢ ATP-azy blonowej
moze z kolei wigza¢ sie ze zmianami w przepuszczalnosci bton komoérek
zyjacych w hodowli pozaustrojowej. Komérki mikrogleju wykazywaty
najmniej réznic zar6wno w morfologii, jak i w aktywnosci badanych
enzymoéw w poréwnaniu z komoérkami mikrogleju w tkance moézgowej.

3. Kpaceauugka, E. B. BopoBuy, B. T'ajikoBcka
VIbBTPACTPYKTYPA TJIMAJBHBIX KJIETOK M3 TKAHEBOW KVYJbTYPHI
Peszwome

ABTODPEI IIPEACTABIAIOT MOPMOJNIOrMI0O M TMCTCIH3MMATUYECKME CBOIICTBA IJMajb-
HBIX KJIETOK B 3JIEKTPOHHO-MMKPOCKOMMYECKO) KapTMHE ¢ Yy4YeToM MX CO3peBaHu:A
n auddepeHMpoBaHNA B YCJIOBUMAX TKaHEBOW KYJIbTYpPBHI.

VcenenoBauns TIPOBOAMINCE € TIIMAJIbHOM KyJIbTypoit, Bo3pacra 7, 25 xameit m 6
HeleNlb, NMPOMCXOAAILEH M3 MO33Ke4yKa KPBICHMHBIX HOBOPOXKJAEHHBIX. JccaepoBasach
aKTMBHOCTb OKCHAOPEAYKUMOHHBIX 3H3uMOB (SDH, LDH, GDH) u IMAPOIMTUHYECKVX
sH3uMoB (Kmcias docdaraza m ATdP-aza). IlapannaenbHO SJEeKTPOHHO-MUKPOCKO-
NMMYECKMM MCCJICA0OBAHMAM IMPOBOAMIMCHL HAOIIOEHVA B CBETOBOM MMKPOCKOIIE.

Mopdosorndyeckne MCCJIEAOBAHUA B 9JIEKTPOHHOM MMKPOCKOIIE ITOATBEPZKAAIOT
hakT cospeeanusa m auddepeHIMpoBaHNa TIIMAJbHBIX KJIETOK 3a BpeMsa MX pocTa
B Kyabrype. Kpome TOoro HabIIOZAalOTCA HEKOTOpPble MOPMOJOTrMYecKye pa3HMUIb!
MeXJy IIMalbHLIMM KJETKaMy B KyJIbType M MX COOTBETCTBYIOLMMM obpasoBa-
HMAMM B HEPEHOV TKaHM.

DH3UMATHMUECKUE MCCICNOBAHMA B 9JIEKTPOHHO-MUKPOCKOIIMYECKON KapTuHe 00-
HapyzKMBAKT CUJABHYI0 PEaKIMI0O BCeX MCCJIeJ0BaHHBLIX JAETMAPOTeHa3 B BUje 3adep-
HeHMA MUTOXOHIPMAJBbHBIX 000J04eK. u ocobeHHO MX roebemnkoB. Kacaerca 910
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TpeX TUIIOB IJMAJbHBIX KJETOK M BCEX BPEMEHHBIX IIePUMOJIOB MCCJENOBAHHBIX
KYJbTyp. BbipazeHuMeM aKTMBHOCTM Kucyoi docdarassl ABIAIOTCA TEeMHBIE Hepe-
IryJIApHbIE OTJIOZKEeHMHA, JIOKAJIUM3UPOBaHBI B Ju3ocoMmax. VicciaemoBaHMe aKTUMBHOCTYA
AT®D-a3bl B 9JEKTPOHHOM MMKPOCKONE JIOKAJIM3MPYeT KOHEYHBbI1 IPOAYKT 9SH3U-
MaTUYEeCKOM pearkIMM Ha KJIETOYHBIX OOOJIOUKaX.

Habmionaemble MopdoOJIOTMYECKMEe M 9SH3MMATUYECKMe WM3MEHEHUA TIJIMaJIbHbIX
KJIETOK B KYJbType JAETEPMMHMPYIOTCA OTIMYANILMMUCA YCIOBUAMM IpeObIBaHMUA
B KYJbType M HEOOXOAMMOCTLIO IIPUCIIOCOOJIEeHMA K HUM.

Z. Krasnicka, J. W. Borowicz, B. Gajkowska

ULTRASTRUCTURE OF GLIAL CELLS IN TISSUE CULTURE IN VITRO
Summary

The authors describe the morphology and histoenzymatic properties of glial
cells in the electron microscopic picture, taking into consideration their maturation
and differentiation under the conditions of tissue culture.

The studies were carried out on 7-days, 25-days and 6-weeks tissue cultures
derived from new born rat cerebellum. The activity of oxydoreductive (SDH, LDH
and GDH) and hydrolytic (acid phospnatase and ATP-ase) enzymes was examined.
Observations in light microscope were done parallel to the electron-microscopic
examinations.

Morphological studies in electron microscope confirmed the fact, that both
maturation and differentiation oif glial cells are taking place in the period of
growth in culture. Moreover, some morphological differences were observed be-
tween the glial cells in culture and their homologues in the nervous tissue in situ.

Enzymatic studies revealed in the electron-microscopic picture a strong reaction
of all of the examined dehydrogenases manifested in the form of blackening of
mitochondrial membranes and on their crists. This effect concerned all three
types of glial cells and all periods of growth. The acid phosphatase activity
found expression in dark, irregular deposits localized in lysosomes, whereas that
of ATP-ase was manifested by the presence of the final reaction product on the
cellular membranes.

The morphological and histochemical changes observed in glial cells cultured
in vitro may result from the alteration in living conditions and adaptation to
them.
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PODPISY POD RYCINY

Ryc. 1. Niezréznicowane komoérki glejowe z 1-tygod.  hodowli. BL toluid.
Pow. 400 X.

Fig. 1. Undifferentiated glial qells in one-week culture. Toluid. blue. X 409.

Rye. 2. Fragment komorki glejowej z hodowli 1-tygod. W poblizu jadra wi-
doczny dobrze rozwinigety aparat Golgiego oraz liczne struktury typu lizosomow.
Liczne wydluzone mitochondria.

Fig. 2. Glial cell fragment from I-week culture. A well-developed Golgi appa-
ratus and numerous lysosome-like structures visible in the vicinity of nucleus.
Numerous elongated mitochondria. :

Ryc. 3. Fragment komorki z hodowli 1-tygod. z widocznymi na powierzchni
blony komoérkowej strukturami wielowarstwowymi (strzalka).

Fig. 3. Cell fragment from 1-week culture with multi-layer structures visible
on the cellular surface (arrow).

Ryc. 4. Hodowla glejowa 25-dniowa. Widoczna réznica pomiedzy jadrami astro-
cytow i oligodendrocytéw. Bl toluid. Pow. 100 X.

Fig. 4. A 25-day glial culture, Marked difference between astrocytlc and oli-
godendroglial nuclei. Toluid. blue. X 400.

Ryc. 5. Komorka oligodendrogleju z hodowli 25-dniowej z widocznymi struktu-
rami typu lizosomoéw.

Fig. 5. Oligodendroglial cell from 25-day culture with visible lysosome-like
structures.

Ryc. 6. Fragment komoérki glejowej typu astrocyta z hodowli 25-dniowej. Wi-
doczne bardzo liczne mitochondria oraz struktury lizosomalne. :

Fig. 6. Glial cell fragment from 25-day culture. Astrocyte type. Numerous mi-
tochondria and lysosome-like structures.

Ryc. 7. Fragment komorki glejowej z hodowli 25-dniowej z w1docmym1 pecz-
kami gliofibryli.

”

Fig. 7. Glial cell fragment from 25-day culture with visible gliofibrillar
bundles.

Ryec. 8. Fragfnent komoérki glejowej z hodowli 25-dniowej z bardzo delikatnymi,
nieregularnie przebiegajacymi gliofibrylami.

Fig. 8. Glial cell fragment from 25-day culture with very delicate, irregularly
arranged gliofibrills.

Ryc. 9. Wyrazne widoczne, o regularnym przebiegu gliofibryle w cytoplazmie
komorki glejowej w hodowli 25-dniowej.

Fig. 9. Well-discernible gliofibrills of negular arrangement in glial cell cyto-
plasm from 25-day culture.

Ryc. 10. Fragment komorki glejowej z hodowli 6-tygod. z zaznaczonymi. cecha-
mi zwyrodnienia. W jadrze widoczne rozrzedzenie i zanik chromatyny. W cyto-
plazmie liczne mitochondria okrggle z przejasnieniami w obrebie macierzy i z nie-
regularnymi, porozsuwanymi grzebieniami. Pojedyncze struktury typu dense
bodies.

Fig. 10. Glial cell fragment from 6-week culture with marked degenerative
features. Dispersion and disappearance of chromatine in nucleus. Numerous round
shaped mitochondria with intense spots within the mitochondrial matrix and
few crests. Single structures of dense bodies type.

Ryc. 11. Fragment komoérki mikrogleju z hodowli 6-tygodn.
Fig. 11. Microglial cell fragment from 6-week culture.

Ryc. 12. Hodowla 7-dniowa z odczynem na dehydrogenaze¢ bursztynianowq.
Brak wyraZnego zroznicowania komoérek. Wypustki na ogél nie wykazujg aktyw-
no$ci enzymatycznej. Pow. 200 X.

Fig. 12. A T-day culture with succinic dehydrogenase reaction. No discernable
cellular differentiation. Processes usually show no enzymatic activity. X 200.
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Ryc. 13. Hodowla 25-dniowa z odczynem na dehydrogenaze mleczanows. Za-
znaczona widoczna réznica w aktywno$ci enzymatycznej oligodendrocytéw i astro-
cytéow. Pow. 400 X.

Fig. 13. A 25-day culture with lactate dehydrogenase reaction. Marked dif-
ference between enzymatic activities of oligodendrocytes and astrocytes. X 400.

Ryc. 14. Hodowla 6-tygodn. z odczynem na dehydrogenaze glutaminowg. Ziarna
formazanowe wyraznie oznaczajg przebieg wypustek glejowych. Pow. 400 X.

Fig. 14. A 6-week culture with glutamate dehydrogenase reaction. Formozan
grains distinctly mark the route of glial processes. X 400.

Ryc. 15. Mitochondria komorki glejowej w hodowli 7-dniowej z dodatnim od-
czynem na dehydrogenaze bursztynianowsg (strzalka).

Fig. 15. Glial cell mitochondria from 7-day culture with positive succinic de-
hydrogenase reaction (arrow).

Ryc. 16. Mitochondrium komoérki glejowei z hodowli 25-dniowej z dodatnim
odczynem na dehydrogenaze bursztynianows (strzatka).

Fig. 16. Glial cell mitochondrium from 25-day culture with positive succinic
dehydrogenaise reaction (arrow).

Ryc. 17. Mitochendrium komoérki glejowej z hodowli 7-dniowej z dodatnim
odczynem ma dehydrogenaze mleczanowg (strzalka).

Fig. 17. Glial cell mitochondrium from 7-day culture with positive lactate
dehydrogenase reaction (arrow).

Ryc. 18. Mitochondrium komoérki glejowej z hodowli 25-dniowej z dodatnim
odczynem na dehydrogenaze mileczanowsa (strzaika).

Fig. 18. Glial cell mitochondrium from 25-day culture with positive lactate
dehydrogenase reaction (arrow).

Ryc. 19. Hodowla 25-dniowa. Roézny stopien aktywno$ci fosfatazy kwasne]
w poszczegblnych koniérkach glejowych. Pow. 400 X.

Fig. 19. A 25-day culture. Acid phosphatase activity varying in individual glial
cells. X 400.

Ryc. 20. Odczyn na fosfataze kwasng w komoérce glejowej z hodowli 25-dnio-
wej widoczny w lizosomach i miejscami poza nimi w cytoplazmie.

Fig. 20. Acid phosphatase reaction in glial cell from 25-day culture visible
in lysosomes and in some regions of cytoplasm.

Ryc. 21. Hodowla 7-dniowa z wyraznym cdezynem na ATP-aze blonowa
w komorkach glejowych. Pow. 400 X.

Fig. 21. A T-day culture with marked membrane ATP-ase reaction in glial
cells. X 400.

Rye. 22. Odezyn na ATP-aze w komoérce z hodowli 7-dniowej widoczny szcze-
golnie wyraznie w blonie komérkowej gleju. :

Fig. 22. ATP-ase reaction in a glial cell from 7-day culture, strongly pro-
nounced in the glial cell membrane.
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MARIA OSTENDA

BADANIA HISTOCHEMICZNE
KOMOREK GLEJOWYCH NAPROMIENIANYCH IN VITRO
DAWKA 5000 R PROMIENI GAMMA *

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny DosSwiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Dotychczasowe badania nad zmianami popromiennymi tkanki nerwo-
wej dotyczyly gléwnie komoérek nerwowych (Trowell 1965, Masurovsky
1967, Pomerat i wsp. 1964, Estable-Puig R. F., Estable-Puig J. F. 1971,
Roizin, Schadé 1968). Mniej badan po$wiecono zmianom w gleju, jak-
kolwiek moga one okaza¢ sie istotne ze wzgledu na wyzsza promienio-
czulo$¢ komorek glejowych i ich Scisly zwiazek z metabolizmem neuro-
néw. Komoérki nerwowe odznaczaja sie wysoka promienioodpornoscia
(Trowell 1965, Pomerat i wsp. 1964) zwlaszcza w warunkach hodowli
pozaustrojowej, wylaczajacej tkanke miedzy innymi spod wplywu kra-
zenia. By¢ moze zmiany popromienne w komoérkach nerwowych, stwier-
dzane w warunkach in vivo sg wtorne w stosunku do zmian w ukladzie
barierowym, w ktéorym glej odgrywa zasadnicza role.

Metoda hodowli tkankowej stwarza mozno$¢ badania reakcji popro-
miennej réznych elementéw tkanki nerwowej, niezaleznie od krazenia.

Celem obecnej pracy jest badanie reakcji komoérek glejowych na jed-
norazowe napromienienie in wvitro, w réznych odstepach czasu po
ekspozycji.

MATERIAL I METODY

Badania byly prowadzone na 265 hodowlach tkankowych pochodza-
cych z moézdzkéw noworodkéw szczurzych, szczepu Wistar. Opis stoso-
wanej techniki hodowli podano w pracy Krasnickiej i Mossakowskiego
(1965). Hodowle tkankowe w 7 dniu in vitro zostaly poddane dzialtaniu
promieni gamma. Zrédlem napromieniania byla bomba kobaltowa typu

* Praca wykonana czeSciowo w oparciu o pomoc finansowg PL 480 US Public
Ilealth Service. Agreement 003-04-1.
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»Eldorado A”, dawka wynosila 5000r w jednorazowej ekspozycji. Ho-
dowle tkankowe badano metodami histochemicznymi w nastepujgcych
okresach czasu po ekspozycji: 3 godz., 6 godz., 12 godz., 24 godz., 48
godz.; =12 godz. i 167" godz : (7 dni).

W hodowlach badano aktywnos$¢ nastepujacych enzymow: dehydro-
genaza bursztynianowa i mleczanowa (SDH, _LDH), fosfataza kwasna
(AcP) czynna przy pH 7.2, oraz adenozynotrojfosfataza blonowa (ATP)
wg Barki i Andersona (1965). Odczyn PAS badano wg Mowry (Pearse
1960) z podwojng kontrolg trawieniem diastazg oraz blokowaniem dime-
donem. Dla oceny obrazu morfologicznego komérek glejowych oraz ob-
liczenia mitoz wykonano barwienie blekitem toluidyny wg standardowej
metody (Lillie 1965).

Hodowle kontrolne w liczbie 260 byly badane w tych samych okre-
sach zycia in vitro, tymi samymi metodami, bez uprzedniego napromie-
niania. .

Tabela 1 podaje zestawienie badanych hodowli i stosowanych metod.

Tabela 1. Badania histochemiczne hodowli komérek glejowych
napromienionych jednorazows dawka 5000 r promieni gamma

Table 1. Histochemical examinations of the glial tissue culture
irradiated with one-time dose of 5000 r gamma rays

l | Blgk.
toluid.
Godx, , SDH | LDH | AcP | ATP-aza | PAS bar s Haspm
; Hrs ‘l ] ; i oluid. Total
F 1 ; ) blue
o i | ? ‘;"‘_"'"" e ey
3 A AR [t 2 | 40
6 PO STRED Tk i A O 10 7| 2 w 22
12 ST Toke GERE AN SRR 2E il l 2 27
24 Lo el A8 Sk 19 21 | 200 6 93
48 ; 3 ] e 0o 3 18
T el o S e 4 | IR N
168 [ 4 ; i b 1 . 2 i 29"
{ |
i K [ : bl
! | 98 | 4 } G | ‘ 22 265

WYNIKI

Histochemiczne odczyny w komérkach glejowych w okresie miedzy
7—14 dniem hodowli

W badanym okresie obok komoérek prawidlowych wystepowala pewna
ilos¢ komoérek ze zmianami wstecznymi, przewaznie na obwodzie ho-
dowli. Ilos¢ tych komérek zwiekszala sie z wiekiem. W. strefie wzrostu
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wystgpowaly komérki w réznych stadiach podzialéw mitotycznych. Cze-
stogé ich wystepowania wynosita 20—30%o populacji komérkowe;j.

Aktywnos¢ enzyméw SDH i LDH byla podobnie zlokalizowana. Na
ogél odczyn histochemiczny oligodendrogleju byl zywszy, produkty
koncowe reakcji wypehialy zaré6wno skapy rabek cytoplazmy jak i wy-
pustki. W astrocytach ziarna formazanu wystepowaty mniej licznie,
byly rozsiane w cytoplazmie, czasem gesciej zgromadzone dokola jadra
tworzyly na nim rodzaj rabka. Wypustki astrocytéw byly wypeinione
ziarnisto§ciami formazanu nawet w odcinkach znacznie oddalonych od
perikarionu. W komoérkach ze zmianami wstecznymi nie spostrzegano
obnizenia reakcji badanych enzymoéw.

Ziarna wyznaczajace miejsca aktywnosci enzymu AcP byly zloka-
lizowane w cytoplazmie komoérkowej, wykazujagc zageszczenie w sg-
siedztwie blony komoérkowej i jadrowej. Intensywnos$¢ odczynu znacz-
nie sie réznila w poszczegdlnych komoérkach. Oligodendroglej na ogol
wykazywal wyzszg aktywno$¢ niz astrocyty. W komoérkach wykazujg-
cych cechy zwyrodnienia aktywnos$¢ tego enzymu wzrastala.

Aktywnos¢ ATP-azy blonowej w badanych komoérkach byla dos¢
niska, zlokalizowana w ich cytoplazmie, przede wszystkim na blonach
komoérkowych.

Ziarnistosci o dodatnim odczynie PAS wystepowaly jedynie w cyto-
plazmie niektérych komorek zmienionych wstecznie. CzeSciowo trawila
je diastaza. Po zablokowaniu dimedonem znikaly calkowicie.

Ziarna glikogenu wystepowaly wylacznie w eksplantacie. W strefie
wzrostu glikogenu nie stwierdzono.

Histochemiczne odczyny w komoérkach glejowych napromienianych
. promieniami gamma w dawce 5000 r w 7-dniowej hodowli

Czas od ekspozycji 3 godz.: Aktywnos¢ enzyméw oksydoredukeyj-
nych byla zlokalizowana w cytoplazmie komorek glejowych dos¢ row-
nomiernie, wykazujgc czesto zageszczenia okolojadrowe, podobnie jak
w hodowlach nie napromienianych, obserwdwanych w tym samym okre-
sie. Natezenie aktywnosci fosfataiy kwasnej bylo nieré6wnomierne w
poszczegbélnych komoérkach. Nieré6wnomierno$¢ ta wydawala sie wyzsza
niz w hodowlach nie napromienianych. W strefie wzrostu w pojedyn-
czych komoérkach, przewaznie astrocytach, pojawialy sie ziarna gliko-
genu. Byly one rozsiane nier6wnomiernie w cytoplazmie, przewaznie
okolojgdrowo (ryc. 1). Pojedyncze ziarna wystepowaly takze w wypust—
kach (ryc. 2).

Czas po napromienianiu 6 godz.: Obraz histochemiczny nie réznit sie
od opisanego powyzej.
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Czas po napromienianiu 12 godz.: Natezenie aktywnosci dehydroge-
naz wykazywalo wyrazne roznice w poszczegélnych komoérkach glejo-
wych. Dotyczylo to przede wszystkim astrocytow. Obok komoérek o wy-
sokiej aktywnosci, wystepowaly prawie catkowicie jej pozbawione
(ryc. 3). W wielu komérkach wystepowaly ziarnistosci glikogenu, zloka-
lizowane podobnie jak w poprzednich okresach obserwacji, jednakze
byly one liczniejsze i obecne w wigkszej liczbie komorek.

Czas po napromienianiu 24 godz.: W wielu komoérkach aktywnos¢
fosfatazy kwasnej byla wybitnie podwyzszona, produkty reakcji konco-
wej wypelniaty czesto cala cytoplazme (ryc. 4), a nie jak w hodowlach
kontrolnych, skupialy sie jedynie w okolicy blon komérkowych. Roz-
nice w natezeniu aktywnosci dehydrogenaz w poszczegélnych komor-
kach ulegly pogtebieniu. W strefie wzrostu wystepowaly liczne ko-
moérki prawie calkowicie pozbawione aktywno$ci tych enzymow obok
komoérek o wysokiej aktywrnosci (ryc. 5, 6). Liczba mitoz w tym okresie
wynosita zaledwie 2—4%o. Pojawialy sie nieprawidlowe formy podzia-
16w mitotycznych. Ziarnistosci glikogenu wystepowaly w bardzo licz-
nych komérkach, wypelniajac gestymi masami cytoplazme i wypustki.

Czas po napromienianiu 48—168 godz.: Obraz histochemiczny byt
podobny do ohserwowanego wczesniej (ryc. 7), jednakze zmniejszyla sie
liczba komoérek z opisanymi powyzej zmianami, a za to narastata liczba
komoérek z objawami zwyrodnienia. W komorkach ze zmianami wstecz-
nymi wystepowaly ziarnistosci PAS-dodatnie, blokujgce sie dimedonem,
podobnie jak w hcdowlach nie napromienianych.

OMOWIENIE WYNIKOW

W komorkach glejowych napromienionych dawkg 5000r promieni
gamma w 7 dniu hodowli in vitro stwierdzono zmiany w lokalizacji
niektérych odczynéw enzymatycznych oraz pojawianie sie glikogenu.
Zmiany te polegaly na znacznym spadku aktywnos$ci enzymoéw oksydo-
redukeyjnych w niektorych astrocytach. Zmienila sie takze lokalizacja
srodkomorkowa produktow koncowych reakcji- enzymatycznej. Wyste-
powalo znaczne nasilenie w niektorych komorkach aktywnosci fosfatazy
kwasnej (czynnej w lizosomach). Obserwowano pojawianie sie ziarnis-
tosci glikogenu w astrocytach, znajdujacych sie w strefie wzrostu, w
ktorych w hodowlach nie napromienianych glikogen nie wystepowatl.

Opisane objawy wystgpily juz w 3 godz. po ekspozycji, po czym licz-
ba zmienionych komoérek i natezenie zmian narastaly stopniowo do 24
godz. W okresie 72 godz. — 7 dni zmiany histochemiczne byly mniej
wyrazne, pojawila sie natomiast duza liczba komorek wykazujgcych
cechy zwyrodnienia.



M. Ostenda




M. Ostenda




Nr 3 Napromienianie y komoérek glejowych 417

Poszczegélne komorki roznily sie znacznie wrazliwoscig na czynnik
uszkadzajgcy. Zmiany dotyczyly przewaznie astrocytéw. Obok komorek
prawidlowych wystepowaly komoérki o réznym nasileniu zmian. Obraz
ten zostal w pewnym stopniu uwarunkowany wyborem dawki, znacz-
nie nizszej od LD,y okreslanej dla tkanki nerwowej w wysokosci kilku-
dziesieciu tysiecy R (Trowell 1965), ale pozostajagcej dawka wystarcza-
jaco wysoka, aby nie powodujac $mierci wywola¢ efekt biologiczny w
tych komoérkach, ktére odznaczajg sie wyzszg promienioczuloscia.

Okres, w ktorym hodowle komorek glejowych zostaly poddane dzia-
laniu promieni jonizujacych jest uwazany za okres rozpoczynajgcego
sie réznicowania hodowli tkankowej, w ktéorym jeszcze nie rozpoczeia
sie mielinizacja z towarzyszacymi jej zmianami enzymatycznymi, ale
aktywnos¢ enzymoéw oksydoredukeyjnych jest juz wysoka i zréznico-
wana w astrocytach i oligodendrogleju (Mossakowski i wsp. 1965, Mos-
sakowski 1970).

W badanym materiale obserwowano zaréwno spadek jak i wzrost
aktywnosci enzymoéw oksydoredukcyjnych, dajgcy w rezultacie bardzo
znaczne wahania intensywnosci odczynu w sgsiadujacych ze sobg ko-
moérkach. Zmiany te, bardziej uchwytne w astrocytach, mogg s$wiad-
czy¢ o zroznicowanych zaburzeniach metabolizmu komoérkowego. Wzrost
aktywnos$ci enzymoéw zlokalizowanych w mitochondriach moze byé¢ po-
zorny, zwigzany z uszkodzeniem ich blon w wyniku napromieniania
(Masurovsky i wsp. 1967). Natomiast spadek aktywnosci enzyméw ob-
serwowany w astrocytach réwnoczesnie z wzrostem aktywnosci fosfo-
rylazy kwasnej moze s$wiadczyé o przesunieciach w metabolizmie po
napromienianiu, co stwierdzat Shimizu i Hamuro (1958) po napromie-
nianiu tkanki nerwowej in vivo.

W obserwowanym przez nas materiale glikogen pojawial sie w licz-
nych astrocytach. Ze wzgledéw technicznych trudno odpowiedzie¢, czy
w tych samych astrocytach byla obnizona aktywno$¢ enzymoéw oksydo-
redukcyjnych, za czym przemawialoby réwnolegle narastanie obu zmian
i znikanie ich w tym samym czasie. Bez badan ultrastrukturalnych, kt6-
re pozwolilyby na poréwnanie wystepowania zlogéw glikogenu z ewen-
tualnymi zmianami w mitochondriach astrocytow — zagadnienie to po-
zostaje otwarte.

Pojawienie sig¢ glikogenu w tkance moézgowej in situ bylo niejedno-
krotnie opisywane w réznych stanach patologicznych, réwniez w wy-
niku dzialania promieni jonizujgcych (Miquel, Haymaker 1965, Estable-
-Puig R. F., Estable-Puig J. F. 1971, Klatzo i wsp. 1970, Shimizu, Ha-
muro 1958). Mechanizmy powodujace nagromadzanie sie wielocukru po-
zostajg nadal niejasne. Miquel i Haymaker (1965), rozwazajac pojawia-
nie sie glikogenu w gleju uszkodzonej napromienianiem okolicy, pro-
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ponuja trzy hipotezy wyjasniajace mechanizm tego zjawiska. 1) wchie-
nianie glukozy z rozpadlych komoérek i magazynowanie jej w postaci
glikogenu, 2) zmiany przepuszczalnosci bariery krew-mozg, 3) zahamo-
wanie glikozy beztlenowej lub tlenowej neuronéw i gleju. Shimizu i Ha-
muro (1958), stwierdzajgc obok wzmozenia aktywnosci fosforylaz réw-
noczesny spadek aktywnosci enzymow oksydoredukcyjnych w astrocy-
tach w uszkodzonej okolicy moézgu, uwazali pojawianie sie glikogenu za
przejaw spadku utleniania na korzy$¢ glikolizy beztlenowej.

Mechanizm gromadzenia sie glikogenu w napromienianej hodowli
tkankowej moze rozni¢ sie od wystepujacego in situ, nie wystepuja tu
bowiem masywne zmiany martwicze, mogace stanowi¢ zrédio glukozy
akumulujgcej sie w formie glikogenu, za$ procesy transportu glukozy w
hodowli tkankowej, gdzie nie ma neuronéw ani naczyn krwionoénych
muszg silg rzeczy przebiega¢ odmiennie. Akumulacja glikogenu w astro-
cytach napromienianych in vitro nie bylaby wiec wyrazem zahamowa-
nia transportu weglowodanéw, $wiadczac o tym ze przemiany glukozy
zachodzg wewnatrz astrocytéw niezaleznie od ich funkecji odzywczej
i transportowej.

Poza zmianami w metabolizmie weglowodanowym w napromienianej
hodowli mogly wystapi¢ zmiany przepuszczalnosci blon komérkowych.
Swiadczylaby o tym wzmozona aktywno$¢ ATP na blonach komérko-
wych. Zmiany te, w odréznieniu od gromadzenia si¢ glikogenu i spadku
aktywnosci dehydrogenaz wystepuja zaréwno w astrocytach jak i oli-
godendrogleju. Wzmozenie aktywnosci enzyméw lizosomalnych zwykle
poprzedza zmiany martwicze (Lierse, Franke 1970). Réznice dostrzezo-
ne w oddzialywaniu astrocytéw i oligodendrogleju na napromienianie
moga byé uwarunkowane odmiennoscia ich funkcji metabolicznych
w tkance nerwowej (Friede 1954).

M. Ocrenpa

TUCTOXUMUYECKUE MCCIELFOBAHUA TIJIMAJBHBIX KJIETOK
OBJIYYEHHBIX O30 5000 P TAMMA JYYEN

Pe3woMe

B ramaibHBIX KJETKax, 00JyuyeHHBIX in Vitro ojHOKpaTHOM Aozoi 5000 p ramma
nydeir Habmoganu: 1) nmagenme arkmBHocTy SDH u LDH a rakxke HajgudmMe BO
MHOTMX AaCTPOIMTaX OTJOMKEHMII TIJIMKOTeHa, 2) ycwieHme Kucioit doccaraser BO
MHOI'MX KJeTKaX, KaKk B acTpPoOLMTax TaK ¥ B OJurojeHjaporauyu, 3) B Oosee mo3f-
HuUx nepuojax HabmioneHunt (72 waca — 7 JHei) yBeJIM4YeHME KOJAMUECTBA JlereHe-
PaTMBHO WU3MEHEHHBLIX KJIETOK. OTO TOBOPUT 3a BEPOATHBIM CHIKEHMEeM OKMCIH-
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TEJIbHBIX IIPOLIECCOB B II0OJb3y aHAspobHOro rJamMKoaM3a P KJieTKax ¢ Ooabueit
PaamnovYyBCTBUTENBbHOCTHLIO. HDWMEHEHHaH 032 MOHUMBUPYIOLMX JYy4deil MOXKeT BeCcTH
K TAXKEJIOMY MNOBPEXJAEHMUIO KJEeTKM, KOTOPOMY IIPeZIlecTBOBAJIO YCHUJIEHUE aKTUB-
HOCTM JIM30COMAJIBHBIX SH3MMOB M IIOCJIe Yero — JiereHepaTUBHbIE W3MEHEeHMHA.

M. Ostenda

HISTOCHEMICAL STUDIES ON GLIAL CELLS IRRADIATED
IN VITRO WITH A 5000R DOSE OF GAMMA RAYS

Summary

The following events were observed in glial cells irradiated in vitro with one
time 50C_r dose of gamma rays: 1) drop in LDH and SDH activity and in nume-
rous astrocytes — presence of glycogen deposits, 2) in numerous cells, both in
astrocytes end oligodendroglia enhancement of acid phosphatase activity, 3) in
the later periods after irradiation (72 hrs — 7 days) an increase of the number
of cells with degenerative changes. These events are indicative of a decreased
activity of oxidative processes and enhancement of anaerobic glycolysis in the
celis of a higher sentitivity to irradiation. The applied dose may lead to severe
damages of the cells, preceeded by an increase in activity of lysosomal enzymes
and thereafter by degenerative changes.
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PODPISY POD RYCINY

Ryc. 1. Komérki glejowe napromienione in vitro dawka 5000 r promieni gam-
ma. Czas po ekspozycji: 3 godz. W astrocytach wystepujg ziarna glikogenu wy-
pelniajgce gestymi masami cytoplazme, czesto przestaniajac jadro komoérkowe.
Metoda: PAS dimedon. Pow. 400 X.

Fig. 1. Glial cells irradiated in vitro with a 5000 r dose of gamma rays. Time
after exposition: 3 hrs. Glycogen grains are found in astrocytes, filling their cy-
toplasm with dense masses and frequently covering the cell nucleus. PAS dime-
don reaction. X 400.

Ryc. 2. Komoérki glejowe napromienione dawka 5000 r promieni gamma. Czas
po ekspozycji: 3 godz. W polu widzenia znajduja sie liczne astrocyty, karioplazma
niektdérych wypelniona jest ziarnistc§ciami glikogenu, widocznymi réwniez w nie-
ktérych wypustkach. Metoda: PAS dimedon. Pow. 400 X.

Fig. 2. Glial cells irradiated in vitro with a 5000 r dose of gamma rays. Time
after exposition: 3 hrs. Numerous astrocytes are present in the range of view, ka-
ryoplasm of some of them being filled with glycogen grains, which are to be
obserwed also in some priocesses. PAS dimedon reaction. X 400.

Ryc. 3. Komorki glejowe napromienione in vitro dawka 5000 r promieni gamma.
Czas po ekspozycji: 12 godz. Intensywno§¢ odczynu LDH rézni sie w poszczeg6l-
nych komoérkach. Wystepuje duza liczba komoérek ze znacznie obnizong aktywno$-
cig odczynu, w niektérych aktywno$§¢ enzymu tworzy jedynie waski rabek na
blonie jadrowej. Metoda: LDH. Pow. 400 X.

Fig. 3. Glial cells irradiated in vitro with a 5000 r dose of gamma rays. Time
after exposition: 12 hrs, Intensity of LDH reaction differs in individual cells.
A great number of cells exhibit a markedly decreased LDH activity, in some of
them it forms nothing but a narrow edge on the nuclear membrane. LDH method.
X 400.

Ryc. 4. Komoérki glejowe napromienione in vitro dawka 5000 r promieni gam-
ma. Czas po ekspozycji: 24 godz. Aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej jest dodatnia we
wszystkich komérkach, w dwoéch jest wysoka, wypelnia calg cytoplazme. Metoda:
AcP. Pow. 400 X,

Fig. 4. Glial cells irradiated in vitro with a 5000 r dose of gamma rays. Time
after exposition: 24 hrs. Acid phosphatase activity positive in all of the cells, in
two of them high, filling the whole cytoplasm. AcP method. X 400.

Ryc. 5. Komoérki glejowe napromienione in vitro dawkg 5000 r promieni gam-
ma. Czas po ekspozycji: 24 godz. Intensywno$§¢ odczynu SDH znacznie si¢ rézni w
poszczegblnych komérkach. Pow. 200 X.

Fig. 5. Glial cells irradiated in vitro with a 5000 r dose of gamma rays. Time

after exposition: 24 hrs. Intensity of SDH reaction markedly differs in individual
cells. X 200.

Ryc. 6. Komoérki glejowe napromienione in vitro dawksg 5000 r promieni gam-
ma. Czas po ekspozycji: 24 godz. Widoczne dwa zmienione astrocyty z niskim
odczynem SDH w cytoplazmie, zgromadzone produkty koncowe reakcji w postaci
rgbka okolojgdrowego. Metoda SDH. Pow. 400 X.

Fig. 6. Glial cells irradiated in vitro with a 5000 r dose of gamma rays. Time
after exposition: 24 hrs. In the range of view, two changed astrocytes are wvisible
with a low SDH reaction in the cytoplasm, accumulated in the form of a perinuc-
lear edge. SDH method. X 400.

Ryc. 7. Komérki glejowe napromienione in vitro dawkg 5000 r promieni gam-
ma. Czas po ekspozycji: 48 godz. Odczyn LDH umiarkowanie intensywny w cyto-
plazmie, gromadzi sie na blonie jgdrowej.. Metoda: LDH. Pow. 400 X.

Fig. 7. Glial cells irradiated in vitro with a 5000 r dose of gamma rays. Time
after exposition: 48 hrs. The LDH reaction moderate in cytoplasm, accumulates
on the nuclear membrane. LDH method. X 400.
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IRMINA B. ZELMAN

ZMIANY W OSRODKOWYM UKELADZIE NERWOWYM SZCZURA
PO DOMOZGOWYM WSTRZYKNIECIU OUABAINY *

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Ouabaina (strofantyna G), glikozyd o znanym dzialaniu nasercowym
wykazuje zdolnos¢ blokowania ATP-azy blon komoérkowych, odgrywa-
jacej podstawowa role w aktywnym transporcie sodu i potasu. Zabloko-
wanie ATP-azy prowadzi do zaburzenia funkcjonowania pompy sodowo-
-potasowej i zwiekszenia zawartoSci wody w komorkach i tkankach
(Schatzmann 1953, Ginn i wsp. 1968).

Obserwacje Schatzmanna (1953) wykazaly, ze glikozydy nasercowe
dzialaja jako inhibitory pompy sodowo-potasowej tylko woéwczas, gdy
znajduja sie w plynie okolokomoérkowym. Wprowadzenie nawet duzych
iloéci ouabainy do wlokna nerwowego kraba pozostawalo bez wplywu
na aktywny transport.

Zablokowanie wrazliwej na ouabaine ATP-azy prowadzi do wydala-
nia potasu i zatrzymywania sodu, chloru i wody w komoérce, powoduje
stopniowy wzrost jej objetosci, az do pekania blony komoérkowej (Ginn
i wsp. 1968).

Badania doswiadczalne wykazaly, ze domozgowe wstrzykniecie oua-
bainy powoduje u szczuréw i $winek morskich obrzek astrogleju i zwy-
rodnienie gahczaste w strukturach szarych, przede wszystkim w korze
(Bignami, Palladini 1966a, 1966b). Sugestie, ze zgabczenie substancji
szarej jest nastepstwem zaburzenia przepuszczalnosci blon komoérkowych
astrogleju potwierdzily bhadania ultrastrukturalne (Carnog i wsp. 1968)
oraz doswiadczenia prowadzone na tkance glejowej hodowanej in wvitro
(Renkawek i wsp. 1970). Ouabaina oddzialywuje pierwotnie na astrocy-
ty, ktéorych uszkodzenie decyduje o zespole zmian morfologicznych w
mozgu i prowadzi do wtérnych uszkodzen pozostalych elementéw tkanki
nerwowej.

* Praca wykonana czeSciowo przy pomocy finansowej PL 480 US Public
Health Service. Agreement 005-04-1.
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Czesto$¢ wystepowania i znaczenie zwyrodnienia gabczastego w pato-
logii o$rodkowego ukladu nerwowego (Seitelberger 1965, Gonatas 1970)
oraz udzial astrocytéw w jego powstawaniu, a takze stosunkowo skape
opisy zmian morfologicznych w do$wiadczalnej encefalopatii ouabaino-
wej sklonily nas do podjecia dalszych badan w tym zakresie.

Bezposrednim celem pracy byla analiza morfologiczna zmian w moéz-
gu szczura po domoézgowym wstrzyknieciu ouabainy w zaleznosci od ro-
dzaju uszkodzonej struktury anatomicznej i czasu przezycia zwierzat.

MATERIAL 1 METODY

Do$wiadczenie przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, samcach,
wagi 150—180 g.

W lekkiej narkozie eterowej zwierzetom przecinano skére w linii $rod-
kowej czaszki, przez kos¢ i opone twarda wprowadzano do mézgu cien-
kg igle i wstrzykiwano roztwoér ouabainy w soli fizjologicznej w ob-
jetosei 0,01—0,02 ml. Miejsce wkiucia znajdowalo sie nieco ku tylowi
od szwu poprzecznego i bocznie od linii srodkowej. Dawka ouabainy za-
wartej w roztworze wynosita 0,005—0,03 mg. Zwierzeta kontrolne otrzy-
mywaly w takich samych warunkach odpowiednig ilo$¢ fizjologicznego
roztworu chlorku sodu. Po zabiegu skére zeszywano, lub zakladano kla-
merki.

Szczury zabijano w grupach, obejmujacych zwierzeta doswiadczalne
i kontrolne, w czasie 2, 4, 6, 24, 48 godzin i 5 dni po wstrzyknieciu oua-
bainy, stosujac w narkozie eterowej przezsercowg perfuzje 4% roztwo-
rem formaliny w soli fizjologicznej.

Moézg wraz z pniem i moézdzkiem po wyjeciu z jamy czaszki pozosta-
wiano w 4% formalinie przez 24 godziny, po czym krajano na bloczki
grubosci 2—3 mm, ktore przeprowadzano w sposob standardowy do
parafiny. Preparaty barwiono hematoksyling-eozyng, fioletem krezylu,
wg metody Heidenhaina, Kliivera i Holmesa.

W grupach doswiadczalnych z przezyciem do 24 godzin bezposrednio
przed iniekcjg domoézgowa ouabainy, 2 szczury z kazdej grupy otrzy-
mywaly dootrzewnowo po 2 ml 1% roztworu blekitu trypanu. Zwierzeta
te uSmiercano przez przeciecie serca i skrwawienie.

WYNIKI BADAN

Obserwacje kliniczne

Bezposrednio po wstrzyknieciu ouabainy obserwowano u szczuréw
przyspieszenie tetna i oddechu. W ciggu kilku minut wystepowalo u nich
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wybitne pobudzenie ruchowe, obserwowano réwniez prezenia i drobno-
faliste drzenia mie$niowe. Po 10—30 minutach pojawialy sie napady
drgawek toniczno-klonicznych, ktére wystepowaly poczatkowo w bardzo
krétkich odstepach czasu, potem coraz rzadziej utrzymujac sie¢ do 2—3
godzin. W okresie miedzy napadami zwierzeta byly w stanie $pigczki
i bardzo czesto ginely z objawami niewydolnosci krazeniowo-oddecho-
wej. Po przezyciu krytycznego okresu 4 godzin stan szczuréw stopniowo
poprawial sie i po 24 godzinach byly one tylko mniej ruchliwe od zwie-
rzat kontrolnych.

Poniewaz tak nasilone objawy wystepowaly u szczuréw, ktérym
wstrzyknieto powyzej 0,01 mg ouabainy, u wiekszosci zwierzat starano
sie nie przekracza¢ tej dawki celem unikniecia serii napadéw drgawko-
wych mogacych wplywaé modyfikujaco na obraz morfologiczny osrod-
kowego ukladu nerwowego.

U szczuréw, ktére otrzymaly mniejsze dawki ouabainy, po wstrzyk-
nieciu domoézgowym wystepowal jedynie trwajacy okolo 1—2 godzin
okres pobudzenia ruchowego, ktéremu towarzyszyly pojedyncze napady
drgawek toniczno-klonicznych oraz prezenia i mioklonie. Obserwowano
znaczne réznice w zachowaniu sie szczuréw po wstrzyknieciu teoretycz-
nie wyliczonej, takiej samej dawki glikozydu. Mozna to tlumaczy¢ nie-
jednakowsg ilcscig ouabainy, ktéra dostata sie do moézgu. Przypuszczalnie
pewna cze$¢ roztworu wyplywala z powrotem po cofnieciu igly. Nie
mozna bylo réwniez wylaczyé osobniczych réznic wrazliwosci na dziala-
nie glikozydu.

Szczury, ktérym wstrzyknieto domoézgowo roztwér soli fizjologicznej,
po wyjsciu z narkozy, nie wykazywaly zadnych zaburzen.

Obserwacje morfologiczne

Obraz makroskopowy. U zwierzat z krotkim okresem przezy-
cia (2—6 godz.) obserwowano obrzek moézgu z wygladzeniem jego po-
wierzchni, zwezeniem lub calkowitym zacisnieciem ukladu komorowe-
go. Byl on szczegélnie nasilony w grupie szczuréw, ktore padly samo-
istnie. W tych przypadkach stwierdzano ponadto cechy znacznego
przekrwienia mozgu. U szczuréw, ktére przezyly okres 24 godzin lub
dtuzszy oraz u zwierzat kontrolnych nie stwierdzono objawéw, $Swiad-
czagcych o zwiekszonej objetosci moézgu. Na przekrojach poprzecznych
widoczny byt kanat wklucia i w jego bezposrednim sasiedztwie drobne
wynaczynienia krwi.

Obraz mikroskopowy. U szczuréw, ktére przezyly 2 godzmy
po domoézgowym wstrzyknieciu ouabainy oraz u zwierzat, ktoére padly
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juz po 1 godzinie stwierdzano uogoélnione zmiany w strukturach szarych
moézgu w postaci obrzmienia jader astrogleju oraz poszerzenia przestrze-
.ni okoloneuronalnych i dookota jader astrogleju. Nie obserwowano
natomiast okolonaczyniowego rozluznienia utkania tkanki, ani powiek-
szenia przestrzeni wokoétl kapilaréw i naczyn zylnych. Oligodendrocyty,
mikroglej i elementy S$cian naczyniowych byly niezmienione. Podobnie
neurocyty nie wykazywaly cech uszkodzenia, czasami jedynie barwily
sie bardziej hblado w poréwnaniu z grupg zwierzat kontrolnych. Oslonki
mielinowe i wiékna nerwowe w istocie bialej byly prawidlowe. Zmiany
w strukturach szarych byly szczegélnie nasilone u szczuréw, ktore
padly spotanicznie oraz u szczuréw, ktore przezyly mimo ciezkiego
zespolu zmian Kklinicznych. W mniejszym natezeniu stwierdzano je
u szczuréw, u ktéorych wystepowalo jedynie pobudzenie ruchowe, mio-
klonie i pojedyncze napady drgawek uogélnionych.

Rozluznienie struktury neuropilu stwierdzano przede wszystkim w I
warstwie kory moézgu, na wypuklej powierzchni pétkul, wokét wodo-
ciggu i komory III (ryc. 1) oraz pod dnem komory IV. Rozrzedzenia
reuropilu w moézdzku ograniczaly sie najczeSciej do warstwy drobino-
wej i warstwy komoérek Purkinjego, niekiedy jednak obejmowaly one
calg szerokos¢ kory. Ten typ zmian obserwowano w ptacikach mézdzku,
sgsiadujgcych bezposrednio z komora IV. Identyczne zmiany wystepo-
waly rowniez w innych strukturach szarych, znajdujgcych sie badz to
w poblizu miejsca wktucia, albo w bezposrednim sgsiedztwie przestrzeni
plynowych.

W tym samym czasie stwierdzano rdéwniez w strukturach szarych
ogniska o charakterystycznym obrazie gabczastego zwyrodnienia tkanki.
Byly one zlokalizowane zaréwno w bezposrednim sasiedztwie kanatu
wklucia w korze, jak i w strukturach potozonych daleko od miejsca
iniekcji — w zakrecie zebatym, w zawoju hipokampa, w sasiedztwie
komory przedniej (ryc. 2). Zgabczenia nie przekraczaly granicy struk-
tur szarych i byly zwykle ostro odgraniczone od niezmienionej tkanki.
W ich obrebie stwierdzano obecno$¢ wodniczek wokol jader astrogleju
(ryc. 3), zwykle jednak nawet w powiekszeniach imersyjnych trudno
bylo ustali¢, czy sa one zlokalizowane wewnatrz, czy pozakomoérkowo.
W polach z bardziej nasilonymi zmianami zlewajgce sie wodniczki two-
rzylty roznej wielkosci jamki, ukladajace sie czesto pasmowato na po-
graniczu z tkankg nie uszkodzong, na granicy istoty biatej, albo wzdiuz
niektérych warstw kory. W polach gabczastego zwyrodnienia wystepo-
waly rozlegle ubytki komorek nerwowych o réznym nasileniu. Zacho-
wane neurocyty byly obkurczone i ciemne, w niektéorych z nich obecne
byly okolojadrowe wodniczki (ryc. 4). Podobne uszkodzenia komorek
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nerwowych obserwowano w kezposrednim sgsiedztwie zgabczenia ze
stopniowym przejsciem do struktury prawidlowej tkanki. Jadra astro-
cytow w obrebie- ognisk byly zwykle réwniez obkurczone i hyperchro-
matyczne oraz znacznie przerzedzone. Natomiast peczki wlokien mieli-
nowych przechodzgce bezposrednio przez ognisko zgabczenia, lub lezace
w jego sasiedztwie nie wykazywaly cech uszkodzenia (ryc. 5).

Po uplywie 6 godzin w ogniskach gabczastego zwyrodnienia oraz
w ich otoczeniu jeszcze wyrazniej manifestowaly sie ubytki i uszkodze-
nia komorkowe (ryc. 6). Obserwowano réwniez wiekszg tendencje do
zlewania si¢ wodniczek i tworzenia wiekszych jamek (ryc. 7). Poza tym
obraz morfologiczny nie ulegat zasadniczym zmianom w poréwnaniu
z grupg poprzednig.

Po 24 i 48 godzinach nie stwierdzano juz poszerzenia przestrzeni
okolokomérkowych, ani obrazu rozlanego rozrzedzenia neuropilu wy-
stepujacego w grupach z krotszym przezyciem. Natomiast ogniska gab-
czastego zwyrodnienia utrzymywatly sie jako trwale uszkodzenie tkanki
w postaci ostro odgraniczonych pél (ryc. 8), a przy bardziej nasilonym
uszkodzeniu przechodzily w dalsze stadia martwicy z obecnoscia makro-
fagow i rozpoczvnajagcym sie rozplemem s$rédblonkéw i mlodych naczyn.

U szczuréow z 5-dniowym przezyciem ogniska takie przedstawialy
obraz zaawansowanej rozbiérki makrofagowej i w pelni rozwinietego
reparacyjnego odczynu glejowo-mezodermalnego.

W grupie zwierzgt kontrolnych, w sasiedztwie kanalu wktucia, obser-
wowano wynaczynienia $rodtkankowe, niewielkie ubytki i uszkodzenia
komérkowe z odpowiednim do czasu przezycia obrazem organizacji
tkankowej.

U szczuréow, ktore otrzymaly dootrzewnowo blekit trypanu przed
domoézgowym wstrzyknieciem ouabainy, nie stwierdzono obecnosci bar-
wika w tkance poza bezposrednim sasiedztwem urazu mechanicznego.

Topografia zmian ogniskowych byla uwarunkowana tylko w pewnym
stopniu miejscem wstrzykniecia ouabainy. Przy podaniu roztworu do
przestrzeni podpajeczynéwkowej wystepowalo rozlegle zgabczenie kory
gornej powierzchni obu poétkul. Przy wstrzyknieciu bezposrednio do
kory zmiany ogniskowe wystepowaly zwykle na bardziej ograniczonej
przestrzeni i obejmowaly czesciej kore przysrodkowych powierzchni
obu poétkul. Wstrzykniecie do istoty bialej powodowalo zwykle znacznie
wigksze wynaczynienia, porozsuwanie i porozrywanie wiokien, nie
stwierdzano natomiast zgabczenia tkanki w obrebie tej struktury. Uszko-
dzenia tego typu byly obecne natomiast w tych przypadkach w stru-
kturach szarych, chociaz zwykle nie tak rozlegle, jak w pozostalych
grupach.
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OMOWIENIE

Ouabaina jako inhibitor ATP-azy blon komérkowych powoduje
w moézgu szczura dwojakiego rodzaju zmiany: odwracalny, cytotoksycz-
ny obrzek moézgu w strukturach szarych oraz ogniskowe zmiany gab-
czaste z zanikiem elementéw strukturalnych, stanowigce trwale uszko-
dzenie tkanki nerwowej. Oba typy zmian spowodowane sg dzialaniem
tego samego czynnika i stanowig wykladnik uszkodzenia astrogleju.
Stopien uszkodzenia astrocytéw decyduje w tym przypadku o tym, czy
w tkance powstang zmiany nieodwracalne, czy tez zaburzenie zostanie
po pewnym oKkresie czasu wyréwnane.

Gakczaste zwyrodnienie tkanki wystepuje ogniskowo w tych struk-
turach szarych, lub w tych ich czesciach, ktére byly poddane dzialaniu
najwyzszych stezen ouabainy.

Uszkodzenia zmniejszajg sie w miare zwiekszania odleglosci od miej-
sca wprowadzenia glikozydu. Zwraca jednak uwage fakt strukturalnej
wybidérezosci powstawania zmian o charakterze zwyrodnienia gabcza-
stego, kiore nie wystepowalo nigdy np. w istocie bialej, mimo podania
glikozydu do tej wlasnie struktury moézgu. W tych samych jednak przy-
padkach zgabczenie bylo obecne w odleglych nawet od miejsca podania
strukturach szarych. Lokalizacja zmian gabczastych przy zupelnym
zaoszczedzeniu istoty bialej, w konfrontacji z doswiadczeniami in vitro
(Renkawek i wsp. 1970) moze wskazywa¢ na wybiorcza wrazliwos¢ na
glikozyd astrocytow protoplazmatycznych. Zaré6wno stopien uszkodzenia
tkanki jak i rozleglo$¢ zmian byly proporcjonalne do stezen wprowa-
dzonego roztworu, ktéry podawano stale w tej samej objetosci, zeby
nie zmienia¢ warunkéw wywotujacych uraz mechaniczny.

Z doswiadczen przeprowadzonych przez Ginna i wsp. (1968) in wvitro
na izolowanych nefronach poddanych dzialaniu roztworu zawierajacego
ouabaineg, wiadomo, Zze po przekroczeniu okreslonego progu stezenia,
cofniecie sie zmian ultrastrukturalnych, a wiec i przywroécenie prawidio-
wej funkcji uszkodzonych elementéw jest niemozliwe. Ta sama zalez-
nos¢ wystepuje prawdopodobnie w tkance nerwowej.

Badania ultrastrukturalne Carnoga i wsp. (1968) nie wykazaly pier-
wotnego uszkodzenia neuronéw w przypadku encefalopatii ouabainowej
przy istniejacej zaawansowanej wakuolizacji astrogleju.

Obserwacje nasze wskazujag na wystepowanie uszkodzen komorek
nerwowych. Zmiany te nalezy traktowa¢ jako uszkodzenia wtorne. Pier-
wotnie uszkodzone astrocyty sg bowiem nie tylko elementem regulujg-
cym przemiang wodno-elektrolitowa neuronéw, lecz spelniajg réwno-
cze$nie role transportera metabolitow do i z komorki nerwowej.
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W dotychczasowych badaniach doswiadczalnych udalo sie uzyskac
zmiany ggbczaste w ukladzie nerwowym przy pomocy réznych zwigzkéw
chemicznych. Metionina sulfoksymina wywoluje réwniez napady drgaw-
kowe i prowadzi do powstawania ognisk zwyrodnienia gabczastego
w korze zwierzat doswiadczalnych (psow i myszy), prawdopodobnie
przez zahamowanie syntetazy glutaminowej (Hicks i wsp. 1958, Harris
1964).

Hydrazyd kwasu izonikotynowego, jak wykazaly do$wiadczenia Carl-
tona i wsp. (1965) oraz Carltona i Kreutzberga (1966) podawany droga
pokarmowg jest neurotoksyczny dla mlodych kaczek i powoduje gab-
czaste zwyrodnienie istoty bialej mézdzku. Powstawanie tych zmian jest
réwniez zwiagzane z pierwotnym uszkodzeniem astrocytéow i zaburze-
niem przepuszczalnosci ich blon komoérkowych (Kreutzberg, Carlton
1967).

W doswiadczalnych encefalopatiach gabczastych na szczegélne pod-
kre$lenie zastuguje wybiércza wrazliwo$¢ pewnych struktur na dziala-
nie czynnika uszkadzajacego. W encefalopatii ouabainowej np. dotknieta
jest przede wszystkim kora, podczas gdy w zatruciu hydrazydem kwasu
izonikotynowego w pierwszym rzedzie istota biala mézdzku. To zrézni-
cowanie topograficzne glejowopochodnych stanéw gabczastych znane
jest réwniez w patologii ludzkiej. Inna jest lokalizacja zmian w choro-
bie Jakoba-Creutzfeldta, zwyrodnieniu gabczastym van Bogaerta-Ber-
tranda, czy w encefalopatiach watrobowych. W przypadkach zwyrodnie-
nia ggbczastego tkanki nerwowej w réznych procesach patologicznych
osrodkowego ukladu nerwowego u ludzi réznice topograficzne sugeruja
dzialanie réznego czynnika patogenetycznego na te same elementy
tkankowe  przy istniejagcych odrebnosciach metabolicznych poszczegél-
nych struktur. W patologii do§wiadczalnej sprawe komplikuje dodatko-
wo fakt istnienia gatunkowych i rodzajowych réznic metabolicznych,
uniemozliwiajacych przeprowadzanie korelacji wzajemnych i ze sponta-
niczng patologia ludzkg.

WNIOSKI

Z przeprowadzonych do$wiadczen nasuwajg sie nastepujace wnioski:

1) ouabaina wstrzyknieta domoézgowo powoduje u szczuréw uogdélnio-
ny cytotoksyczny obrzek moézgu i zmiany gabczaste w strukturach sza-
rych, przy czym te ostatnie majg charakter nieodwracalnych uszkodzen
tkanki;

2) wysokie stezenie ouabainy, podanej w matej objetosci ptynu wywo-
luje duzo ciezsze ogniskowe uszkodzenia tkanki, az do jej pelnej mart-
wicy;
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3) wystepowanie stanéw gabczastych w miejscach odlegltych od kanalu
wklucia przemawia za zr6znicowana wrazliwoscia poszczegédlnych struk-
tur osrodkowego ukladu nerwowego na dzialanie glikozydu;

4) w encefalopatii ouabainowej bariera krew-mozg dla konwencjonal-
nych wskaznikéw barierowych jest nie uszkodzona, to jest nie wykazuje
zwiekszonej przepuszczalnosci;

5) martwica spowodowana dzialaniem ouabainy ulega tym samym
procesom reparacyjnym, jak tego typu uszkodzenie wywolane dziata-
niem innych czynnikéw. Przemawia to za brakiem uszkodzenia mikro-
gleju i elementéw $cian naczyniowych, biorgcych udzial w organizacji
ogniska.

WM. B. 3enbMaH

M3MEHEHMSI B LIEHTPAJBHOJ HEPBHOM CUCTEME KPBICHL
TIOCJIE BHYTPMMOS3IOBOV MHBEKIUM CTPOPAHTUHA

Pe3zome

IIposeseHn MOpPMOJOTMYECKUI aHa M3 M3MEHeHM)I B I[€HTPaJIbHOV HEPBHO! Cu-
cTeMe, BBI3BAHHLIX BHYTPMMOSTOBOM IoAaveit cTpodhaHTMHA, TIMKO3MAA 00JIaKAI0-
utero ° crroco6HocThI0O GaoKMpoBaTte AT-a3y KieTouHbIX obosouer. OOGpainanzoch
ocobeHHOe BHMMaHMe Ha XapaKTep M NPOTAXKEHHOCTb M3MCHEHMII B LI€HTPAJILHOM HEPB-
HOI CHUCTeMe B 3aBMCHMMOCTM OT MecTa IIofayyM TIAMKO3MAa M BPEMeHU BBIXKMBae-
MOCTM ONBITHBIX ZKMBOTHBIX.

Ha ' ocHOBaHMI NPOBEJEHHBLIX MCCIENOBAHMI aBTOP MNPUXOAAT K CJIEAYIONIM
3aKJIIOYEHUAM |

1. BHYTPMMO3roBO BBE€JI€HHBbII CTpPOdaHTMH BbI3bIBAeT y KpbIC 0000IeHHBbII1
LMTOTOKCMYECKMII OTeK MO3TA ¥ TybuaTble M3MEHeHMA B- CepblX CTPYKTypax, INpH
YyeM 9TM NOCJe[HUEe MMEIT XapaKTep HeoOpaTuMMbIX ITOBPEKAEHUA TKaHM;

2. BBICOKasfg KOHIEHTpauMs CTPOgaHTHHa, BBEJeHHAadA B MajJoM O00BbeMe XNUIKO-
CTM BBbI3bIBAeT Ha MHOro Oojiee TAKeJble TIOBPEXKAEHMA TKaHM, BIIOTh K IIOJHOMY
HEKpOo3y;

3. HaJmume ryOUYaTBIX COCTOAHMII B YAQJIEHHBIX MeCTaxXx OT KaHalla MHBEeKLMIf
roopuT 3a AuddepeHUMPOBAaHHOM YYBCTBUTEIbHOCTBIO OTJAEJIbHBIX CTPYKTYD LeH-
TPaJIbHOM HEPBHOI CUCTEMbl Ha JAENCTBME TJIMKO3WUIA;

4. B crpodaHTUHHON! 9SHLedasonaTMy 6apbep KPOB-MO3T II0 OTHOIIEHMM K OObIH-
HbIM OapbepHBLIM I10Ka3aTellAM SABJIAETCA HENOBPEeXK/JEeHHLIA, T.e. He OOHApyxXRuBaeT
MOBBILLIEHHOM MTPOHMIIAEeMOCTH; g

5. HEKpO3, BbI3BAaHHBIA JEMCTBMEM CTPOQaHTMHA IIO[BEPraeTcad TeM Ke pena-
PALMOHHBIM [poOLeccaM, KaK TIOBPEeXKJeHue 9TOr0 THUIIa BbI3BAHHOE JEVCTBUEM Jpy-
mx GakTopoB. DTO T'OBOPUT 3a OTCYTCTBMEM IIOBPEXRAEHMA MUKPOIIMM M SJIEMEHTOB
COCYAMCTBIX CTEHOK, INPMHMMAIOIIMX ydacTue B OpraHu3anuy odara.
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1. B. Zelman

CHANGES IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM OF RAT AFTER
INTRACEREBRAL INJECTION OF OUABAINE

Summary

The present work deals with morphclogical analysis of changes in the central
nervous system produced by intracerebral injection of ouabaine, a glycosid known
to block the cell-membrane ATPase. A special attention was paid to the exten-
siveness and character of changes in relation to the region of ouabaine admini-
stration and time of survival.

The following conclusions were drawn:

1. Intracerebrally injected ouabaine produces in rats a generalized, cytotoxic
brain oedema and spongy degeneration in grey structures, the latter exhibiting
features of irreversible damages.

2. Ouabaine administered in high concentrations brings much more severe da-
mages, reaching a degree of full necrosis.

3. The lappearance iof spongy degenerations in the regions distant from place
of injection is indicative of differential vulnerability of particular CNS structures
to glycoside action.

4. The blood-brain barrier in ouabaine encephalopathy remains unimparied
for conventional indicators; it does not exhibit any increased permeability.

5. Quabaine induced necrosis undergoes the same reparative processes as does
any necrosis produced by other factors. This suggests ithat neither the damages
of microglia nor those of wvascular wall-elements taking part in the reparation
process had taken place in this case.
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PODPISY POD RYCINY

Rye. 1. Szczur z 2-godz. przeiyciem po wstrzyknieciu ouabainy. Rozrzedzenie
utkania neuropilu w otoczeniu komory III. H-E. Pow. 160 X.

Fig. 1. Rarefaction of neuropil structure in ithe vicinity of the III ventricle in
a rat with 2 hr survival time after ouabaine injection. H-E. X 160.

Ryc. 2. Szezur z 4-godz. przezyciem po wstrzyknigciu ouabainy. Rozrzedzenie
utkania neuropilu oraz warstwowe zwyrodnienie gabczaste w okolokomorowej
czeSci wzgobrza wzrokowego. H-E. Pow. 100 X.

Fig. 2. Rarefaction of neuropil structure involving periventricular layers of
thalamus with a laminary spongy degeneration in a rat with 4hr survival time
after ouabaine injection. H-E. X 100.

Ryc. 3. Zwyrodnienie wodniczkowe astrocytéw w obszarze wczesnego zggbcze-
nia tkanki nerwowej. Szczur z 4-godz. przezyciem. H-E. Pow. 400 X.

Fig. 3. Vacuolar degeneration of astrocytes in a focus of a recent spongy dege-
neration. Rat with 4 hr survival time. H-E. X 400.

Ryc. 4. Znaczne zwyrodnienie komérek nerwowych kory mézgu w miejscu od-
leglym od wstrzykniecia ouabainy podanej do istoty bialtej. 6-godz. przezycie. H-E.
Pow. 200 X.

Fig. 4. Advanced degeneration of neurons in an area distant from the injection
site; glycoside being injected into white matter. 6 hr survival time. H-E. X 200.

Ryc. 5. Warstwowe zwyrodnienie ggbczaste w korze ammonalnej. Szczur z prze-
zyciem 6-godz. Prawidlowo zachowana mielina w sgsiedztwie zggbczenia. Heiden-
hain. Pow. 140 X.

Fig. 5. Laminary spongiosis involving hippocampal lobe. - Normal m){elin is
preserved in the direct vicinity of spongiosis. 6 hr survival time. Heidenhain met.
K 140,

Ryc. 6. Zaawansowane uszkodzenie komoérek nerwowych kory ammonalnej po-
lozonych w obszarze rozrzedzonej tkanki. Przypadek z podaniem glykozydu do
istoty bialej. Czas przezycia 24 godz. Fiolet krezylu. Pow. 200 X.

Fig. 6. Advanced neuronal degeneration within an area cf rarexfi.ed tissue in
hypocampal cortex; 24 hr survival time after ouabaline injection into cercbral
white matter. Cresyl violet. X 200.

Ryc. 7. Stan ggbczasty obejmujgcy warstwe komorek piramidowych zawoju
hipokampa przy dokorowym podaniu glikozydu. Czas przezycia 48 godz H-E.
Pow. 200 X.

Fig. 7. Spongy degeneration involving hippocampal cortex in a case of intra-
cortical injection of glycoside; 48 hr survival time. H-E. X 200.

Rye. 8. Warstwowy stan ggbczasty w korze mézgu u zwierzecia z 5-dniowym
orzezyciem. H-E, Pow. 100 X.

Fig. 8. Laminary degeneration in superficial cortical layer in a case with 5-day
survival time. H-E. X 100.

Neuropatologia Polska — 3 4

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL. 1972 X 3

JOZEF KALUZA, ZOFIA KOWALSKA
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W nowotworach glejopochodnych wyrézni¢ mozna pewng grupe ce-
chujacg sie tworzeniem komoérek poliploidalnych w nastepstwie podzia-
16w endomitotycznych lub amitotycznych. Zmianom tym towarzyszy
rozmaito$¢ ksztaltu komorki i jej jadra, réznice stosunku plazmojadro-
wego oraz ilosci jader zawartych w komoérce. Formy takie wystepuja
zaré6wno w guzach pochodzenia astrocytarnego jak i oligodendroglejo-
wego.

Wystepowanie komoérek olbrzymich, w szczegélnosci takich, ktorych
cytoplazma wykazuje degeneracje ziarnista i rozne postacie zwyrodnie-
niowe gliofibryli, stalo sie podstawg do wyodrebnienia grupy nowotwo-
réw glejopochodnych pod nazwa guzéw dysplastycznych (Gluszez 1963,
Gluszez, Szydlowska 1967a, 1967b, Gluszcz 1970, Alwasiak 1970).

Zwraca uwage fakt, ze wystepowanie monstrualnych form komérko-
wych zwiazane jest ze wzrostem anaplazji nowotworu (Bailey, Cushing
1926, Kersting 1961). Kersting (1961) obserwowal takie formy w hodowli
in vitro w grupie tzw. zlosliwych gwiazdziakow, stanowigcych grupe
przejsciowa do gabczakéw wielopostaciowych. Hodowla in vitro moze
zmienia¢ morfologie poszczegoélnych linii hodowlanych komoérek pra-
widlowych i nowotworowych.

W warunkach in vitro prawidlowa tkanka moze ulega¢ odro6znicowa-
niu morfologicznemu i czynnosciowemu (Barski 1964). Adaptacji ko-
morek do warunkéw in vitro moga towarzyszy¢ zmiany w ich karyoty-
pie. Komérki te charakteryzuje poliploidalnos¢ chromosoméw, ktéra
jest wynikiem podzialéw endomitotycznych, aneuploidalno$¢ a w wiek-
szo$ci przypadkéw hypotetraploidalna liczba chromosoméw. Bayreuther
(1960) stwierdzil, ze w przeciwienstwie do tkanki prawidlowej ulegajg-
cej transformacji nowotworowej in vitro, w nowotworach do$wiadczal-
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nych liczba chromosoméw pozostaje prawidlowa. Zdaniem tego autora
nieprawidlowe zestawy chromosoméw powstaja dopiero po nowotwo-
rowym przeksztalceniu, a zmiana w aparacie chromosomalnym nastgpuje
po wielokrotnym seryjnym przeszczepianiu nowotworu. Hauschka (1961)
badajgc rozne rodzaje nowotworéw ludzkich stwierdzil, ze wiekszos¢
z nich wykazuje warto$ci modalne chromosoméw o typie aneuploidal-
nym. Chociaz zmiany w karyotypie komoérki niekoniecznie przebiegajg
réwnolegle ze zmiang jej ksztaltu, to w przypadkach komérek olbrzy-
mich mozna przyja¢ taka lacznos¢, poniewaz chromatyna jadrowa tych
komoérek wykazuje duzy polimorfizm, a tréjbiegunowe podzialy mito-
tyczne nie nalezg do rzadko$ci. Z tej przyczyny komoérki olbrzymie
zostaly przez nas wybrane jako wskazniki ewentualnych przeksztalcen
utkania nowotworowego in vitro. Je§li bowiem stuszne jest twierdzenie,
ze komorki te sg wyrazem anaplazji nowotworowej, to mimo dilugotrwa-
lego hodowania i pasazowania powinny utrzyma¢ sie w utkaniu nowo-
tworu, nadajac mu charakterystyczne pietno morfologiczne. Jes$li nato-
miast sg to formy dysplastyczne z pietnem zmian wstecznych nie uwa-
runkowanych genetycznie, to nalezy oczekiwaé, ze znikng one z hodowli
nowotworu w miare pasazowania.

MATERIAL I METODY

Do$wiadczenie przeprowadzono na 3 gagbczakach wielopostaciowych,
1 gwiazdziaku wldkienkowym i 1 glejaku mieszanym.

Nowotwory otrzymane bezposrednio z sali operacyjnej w jalowym
naczyniu rozkawatkowywano na drobne czgsteczki o wielkosci okoto
2 mm?, ktére implantowano na szkietkach pokrytych plazmg z dodat-
kiem wyciggu embrionalnego. Eksplantaty hodowano w plynie Parkera
wzbogaconym surowicg cielecg i ekstraktem embrionalnym. Medium
hodowlane rutynowo zmieniano w odstepach tygodniowych, o ile nie
zachodzita konieczno$¢ zmieniania czestszego. Hodowle prowadzono
w probéwkach Leightona.

Hodowle pasazowano w odstepach 30—34-dniowych. Ilo$¢ pasazy
i czas trwania poszczegélnych hodowli przedstawia tabela 1. Obserwacje
hodowli prowadzono w mikroskopie fazowo-kontrastowym i metodg
mikrokinematograficzng. Dokumentacje fotograficzng wykonywano sy-
stematycznie w odpowiednich odstepach czasu, np. po uksztaltowaniu
sie strefy wzrostu, zarowno w hodowli macierzystej, jak i hodowli pasa-
7zowanej. Po zakonczeniu obserwacji hodowle utrwalano w 4% roztworze
formaliny sporzgdzonym z plynem fizjologicznym (0,8% roztwoér NaCl).
Hodowle poréwnywano ze skrawkami nowotworu pobranego w czasie
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Tabela 1. Rodzaj nowotworéw hodowanych in vitro i calkowity
czas trwania poszcezeg6lnych hodowli

Table 1. Types of tumours cultured in vitro and the total time
of duration of the individual cultures

Lp.| Nr hist. Rodzaj nowotworu Calkowity czas trwania hodowli
No| His. No. Type of tumoru The total time of tissue
culture duration
1 6546 Glioblastoma multiforme 896 dni
monstrocellulare days
2 6944 Glioblastoma multiforme 240 dni
days
3 6743 Glioblastoma multiforme 140 dni
days
+ 6763 Astrocytoma 135 dni
days

zabiegu operacyjnego, utrwalonego i przeprowadzonego przez alkohole,
zatopionego w parafinie i zabarwionego w sposéb rutynowy.

WYNIKI

Obserwacje prowadzono z uwzglednieniem: a) zmian zachodzgcych
w komorkach nowotworowych w poréwnaniu z hodowla macierzysta,
b) wzrostu hodowli w zaleznosci od warunkéw zewnetrznych, ¢) zmian
czynnosciowych w komérkach.

Mimo prowadzenia badan na kilku hodowlach, przedmiotem szcze-
golowych opiséw i dokumentacji jest gabczak wielopostaciowy monstro-
celularny nr 6546. Hodowla nowotworu trwala 896 dni. Jak przedstawia
tabela 2, pierwotna hodowla macierzysta utrzymywana byla przy zyciu
przez 346 dni. Rownolegle do trwania hodowli macierzystej przepro-
wadzono 10 pasazy, przy czym kazda nastepna subkultura nowotworu
pochodzila z subkultury poprzedniej. Czas trwania poszczeg6lnych sub-
kultur uwidoczniono w tabeli 2. Po uplywie 346 dni hodowli macierzy-
stej, wykonano pasaz tej hodowli, a uzyskane z tego pasazu subkultury
utrzymywaly sie przy zyciu przez nastepnych 450 dni. Z tej wtérnej
hodowli macierzystej wykonano 15 subkultur, ktérych czas przezycia
podaje tabela 2.

Czasy przezycia hodowli w drugiej serii badan sg kroétkie, poniewaz
chodzilo nam tylko o stwierdzenie, czy w poszczegblnych subkulturach
tkanka nowotworowa bedzie odtwarzala przede wszystkim komoérki
olbrzymie i jakie inne formy komoérkowe beda wzrastaly z pasazowa-
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Tabela 2. Czas trwania hodowli pasazowych
Table 2. Time of duration of the individual subcultures

Hodowla macierzysta 349 dni po zalozeniu subkultury 11,

Nr hist. 6546 hodowle macierzysta utrwalono.

Glioblastoma multiforme _, After 349 days the 11 subculture was established and
monstrocellulare —— g the paternal culture fixed.

Paternal culture |
Hist. No. 6546

|

|

Pasaz 1. Pasaz 11. czas przezycia hodowli 36 dni
po 27 dniach hodowli macierzystej Pase 12, .y, A i AT
Subeculture 1. Pasaz:13: -, X 5 e
“| after 27 days growth of the parent culture Pasaz 14. e’ s DR
Subkultury Pasaz 1. czas przezycia hodowli 254 dni Pasaz 15. ,, 3 9 02= 5
nowotworu Pasaz 2. - 5 1784 Pasaz 16. - % i e
pasazowane Pasaz 3 bi% % o 186:; 1 Ty AR o 5 noe <
Subcultures Paiay, g i * 55 206~ ;; Pasaz 18. ,, P e <
of the tumors Pagaz B & 55 18555; Pasaz 19, 5, ot »s 20 .,
Pagas 6.5, i 3 1185 ; Pasaz 20. ,, ,, 3 aq
Pasng - T s e % 13255 Pasaz 21. <, o 5 2955
Pasag . Blje 4 & 48 Pasaz 22. = ~ 3975,
Pasaz 9 e 9 3 0.1 Pasaz 23. ,, s n 307,
Pasaz 10 o e p SRS Pasaz 24. ,, 5 = 136: -,
Pasaz 25. ,, 5 » 49

Subculture No. — duration time of culture — days Subculture No.— duration time of = culture — days
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nego eksplantatu. Nie czekano na naturalne obumieranie hodowli. W od-
powiednich odstepach czasu (tabela 2) hodowle utrwalano i oglgdano
pod mikroskopem.

Nowotwoér hodowli macierzystej reprodukowal od zalozenia hodowli
komoérki dwubiegunowe, monstrualne i pojedyncze komoérki gleju wielo-
wypustkowego. Po uplywie 24—48 godz. obserwowano waski rabek
wzrostu wokoét eksplantatu w postaci wypustek. Czas wytworzenia strefy
wzrostu w hodowli macierzystej wynosit 7—10 dni, a zatem odpowiadat
on wzrostowi innych nowotworéw glejopochodnych. Charakterystycz-
nym objawem bylo wystepowanie komoérek monstrualnych w samym
eksplantacie hodowli macierzystej (ryc. 1), zgodnym z obrazem histo-
logicznym guza (ryc. 2, 3). W eksplantacie jednak komérki nie wykazy-
waly takiego =zroznicowania morfologicznego, jakie bylo widoczne
w strefie wzrostu. Komorki te w samym eksplantacie mialty zachowany
kadlub komoérkowy, lecz nie wytwarzaly wypustek. Opuszczajac eks-
plantat byly réowniez bezwypustkowe (ryc. 4), a dopiero w miejscach
swobodnego wzrostu wytwarzaly wypustki. W pierwszej fazie wzrostu,
w strefie otaczajacej eksplantat przewazaly komorki dwubiegunowe,
ktére nadawaly tej strefie charakterystyczne promieniste uksztaltowa-
nie. W nastepnyvm okresie tj. po 10 dniach pojawialy sie formy wielo-
wypustkowe oraz komoérki olbrzymie, monstrualne. Odtwarzanie form
monstrualnych obserwowano we wszystkich fazach hodowli. Celem
poréwnania wzrostu, lub spadku ilosci tych komérek w poszczegédlnych
hodowlach, zar6wno w macierzystej, jak i subkulturach badanego nowo-
tworu, obliczono w wybranych losowo polach ilo$¢ komérek olbrzymich.
Zaleznos¢ miedzy czasem trwania hodowli, a iloscig zawartych w nich
komorek ilustruje schemat 1. Z danych liczbowych wynika, ze we
wszystkich okresach hodowli komoérki te znajdowaly sie w strefie
wzrostu zaré6wno w subkulturach, jak i hodowli macierzystej, jednak
ilos¢ ich w subkulturach byla nieco mniejsza. Nawet w subkulturze
887-dniowej, utrwalonej i zabarwionej hematoksyling widoczne byly
komoérki monstrualne (ryc. 5).

Zgodnie z oczekiwaniem, z przedluzaniem sie czasu hodowli w strefie
wzrostu widoczna byla przewaga liczbowa form dwubiegunowych, czego
skrajnym przykladem jest ilustracja wybranego wycinka strefy wzrostu
w 887 dniu (ryc. 6), w ktorej pole obserwacji obejmuje prawie wylgcz-
nie formy dwubiegunowe, spongioblastopodobne.

Wzrostowi hodowli w subkulturach towarzyszyly wiec dwa zjawiska.
Pierwsze zwiazane jest z rdéznica w szybko$ci wzrostu komoérek mon-
strualnych i komérek dwubiegunowych. Formy monstrualne nie emi-

grujg do strefy wzrostu w ciagu 24—48 godz., lecz dopiero po uplywie
7—10 dni, a nawet pdzniej.
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Opéznienie emigracji tych komorek z eksplantatu mozna tlumaczy?
duzg masg ich ciala, brakiem wypustek oraz wlasciwo$ciami czynnoS$cio-
wymi komorki. Z naszych badan mikrokinematograficznych wynika, ze
okres pulsacji komérki olbrzymiej trwa bardzo diugo, bo ponad 20 godz.,
na podstawie czego mozna przypuszcza¢, ze rowniez jej ruchliwos¢ jest
mala.

Drugim obserwowanym zjawiskiem w czasie pasazowania byl wyste-
pujacy kazdorazowo okres latencji wzrostu eksplantatu. Elementy komér-
kowe, pasazowane pochodzily zawsze ze strefy wzrostu, nalezy wigc
przypuszczaé, ze zniszczenie zesp6lni komoérkowe]j strefy wzrostu w cza-
sie manipulacji zwigzanych z przeprowadzeniem pasazu ostabialo dyna-
mizm wzrostowy eksplantowanych komorek. Przezycie okresu adaptacji
po zatozeniu nowej subkultury pozwalalo hodowli na ponowne odtwarza-
nie form komérkowych. Pod koniec hodowli pasazowanej obserwowano
ostabienie aktywnosci biologicznej tych komoérek, bowiem liczba ich nie
zwiekszala sie. Jednak ponowne pasazowanie utrzymuje liczbe tych ko-
morek prawie na réwnym poziomie we wszystkich obserwowanych sub-
kulturach (ryc. 7—12). Do cech morfologicznych, ktére komoérki zacho-
wujg przez caly czas trwania hodowli, nalezg niepelne lub spaczone pc-
dzialy, wielojadrowos$¢ i co jest réwniez znamienne nieuporzgdkowanie
chromatyny jadrowej w tych przypadkach, w ktérych nie dochodzi do
pelnego uksztaltowania morfologiczego jadra. Cytoplazma tych komérek
obfitowala w duze ilosci wakuoli, ktéorych ilos¢ i wielko$¢ wykazuja
duzg zmiennos¢ w czasie.

W celu prze$ledzenia sprawno$ci czynno$ciowej tych komoérek, doko-
nano obserwacji mikrokinematograficznej jednej z komoérek monstrual-
nych. Posiadala ona zdolno$¢ kurczenia ciala komoérkowego o charakterze
wolnej pulsacji, przy czym we wszystkich fazach tego zjawiska utrzy-
mywata wypustki, podlegajagce pewnym zmianom. Wypustki kurczyty
sie w podobny sposéb jak kadlub komoérkowy, stawaly sie ciensze, diu-
gie i wysmukle, jednak nie tracily lacznosci z kadlubem komoérkowym.
Na rycinach mozna dokladnie przesledzi¢ cigglos¢ blony wypustki z cia-
lem komoérkowym, szczeg6lnie na ryc. 11, przedstawiajacej stadium naj-
wiekszego obkurczania komoérki. Dla zilustrowania tego zjawiska wyko-
nano montaz fotograficzny, przedstawiajacy poszczegélne fazy tego
procesu (ryc. 13—18). Na podstawie dtugosci filmu, ilo$ci zawartych
w nim klatek, czasu ekspozycji, interwalu czasowego miedzy poszcze-
gélnymi klatkami obliczono czas przebiegu pulsacji komorki, ktory
w naszych obserwacjach wynosit 20 godz., 20 min., 6 sek. Poréwnanie .
czasu pulsacji komoérki olbrzymiej z komérka nowotworowa pochodzenia
oligodendroglejowego (ryc. 19—24), ktoérej czas pulsacji wynosi 5 godz.,
18 min., 6 sek. pozwala wykaza¢, ze zjawisko to w komoérce olbrzymiei
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przebiega az czterokrotnie wolniej. Po zakonczeniu pulsacji komorka
wraca do pierwotnego ksztaltu odtwarzajgc nie tylko ilo$¢ wypustek,
lecz takze ich grubo$¢. Réwnolegle ze zjawiskiem pulsacji, czy tez ob-
kurczania, nastepuje przemieszczenie chromatyny jadrowej w kierunku
srodka komoérki razem z jej skladnikami. Blona komoérkowa staje sie
bardzo wyrazna, tamigc bardzo silnie $wiatlo. Na ryc. 16 mozna doklad-
nie zaobserwowac cigglos¢ blony komoérkowej i wypustek. Godnym pod-
kreslenia jest powrét odksztalconej komorki do pierwotnej postaci
(ryci ¥, 18):

OMOWIENIE

Przeprowadzone przez nas badania dowodza, ze nawet formy komér-
‘kowe o znacznym nasileniu nieprawidlowych podzialébw komoérkowych
w hodowli in vitro odtwarzajg swoéj ksztalt morfologiczny. Nasze spo-
strzezenia sg zbiezne z obserwacjami Kerstinga (1961) i Hermana i wsp.
(1967). Réznica miedzy hodowlg krotkotrwalta, a hodowla dlugotrwaly
pasazowang polega na tym, ze ta ostatnia w miare wydluzania sie czasu
przezycia reprodukuje formy, ktére moga S$Swiadczy¢é o wzroScie ana-
plazji; mianowicie wzrasta w utkaniu ilos¢ komoérek dwubiegunowych,
spongioblastopodobnych. W czasie trwania doswiadczenia nie obserwo-
wano in vitro wzrostu form zwyrodnieniowych, ktére wg Kerstinga
maja charakter syncytium komoérkowego i zostaly przez niego okreslone
jako synplazmocyty. W miare czasu trwania hodowli, w naszych do-
swiadczeniach, strefa wzrostu opanowywana byla przez komorki dwu-
biegunowe. Komorki te stanowig integralng czes¢ utkania nowotworu
(ryc. 2). W pierwszym okresie hodowli ilo§¢ komoérek wielowypustko-
wych jest mala, znajdujg sie jednak w strefie wzrostu. W nastepnych
subkulturach w miare wydluzania sie czasu hodowli ilo$¢ ich maleje,
a hodowla opanowywana jest przez komoérki dwubiegunowe. Poréwnu-
jac stosunki iloSciowe miedzy komérkami wielowypustkowymi a dwu-
biegunowymi, stwierdzono, ze pietno morfologiczne nadajg hodowli for-
my komoérkowe najbardziej aktywne rozplemowo. Powstaje zatem py-
tanie, czy proces, ktéry okreslamy jako odréznicowanie hodewli in vitro,
jest rzeczywiscie odréznicowaniem. Na podstawie naszych badan mozna
wnioskowaé¢, ze w niektérych nowotworach anaplastycznych in wvitro,
dominacja elementéw anaplastycznych jest w mniejszym stopniu wy-
nikiem przeksztalcania sie komoérek, a w wiekszym opanowania terenu
przez komoérki bardziej dynamiczne rozplemowo.

Znamiennym zjawiskiem w tego typu hodowlach jest mala ilos¢ ko-
morek wielowypustkowych w strefie swobodnego wzrostu. Czynnik
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uwarunkowania przestrzennego ksztaltu komoérki, w tym przypadku, nie
moze odgrywac¢ zadnej roli, poniewaz w strefie wzrostu istnieje duza
swoboda ruchu. Nastepuje natomiast naturalna eliminacja komoérek
najbardziej zréznicowanych, wymagajacych licznych powigzan czyn-
nosciowych z innymi komoérkami. Im nizej zréznicowana komoérka, tym
tych zalezno$ci jest mniej, dlatego aktywno$¢ wzrostu nie ulega zaha-
mowaniu.

Komoérki wielojgdrzaste, spelniajgce w naszym materiale role wskaz-
nika reprodukcji form niezwyklych, a przez to znamiennych, ulegaja
odtworzeniu w hodowlach krétkotrwatych (Kersting 1961), jak i dlugo-
trwalych (badania wlasne). Komorki te stanowig integralng cze$¢ utka-
nia anaplastycznego. W czasie naszych badan, zaréwno w hodowli ma-
cierzystej jak i w hodowlach pasazowanych, ulegaja one reprodukcji,
utrzymujgc sie w hodowli przez caly okres jej trwania. Ze wzgledu na
zaburzenia w podzialach komérkowych, komdrki te moga by¢ nie
w pelni wydolne czynnoSciowo, co moze by¢ przyczyng ich wczesniej-
szego obumierania. Wsréd tych komoérek mozna wyrézni¢ te, ktére
w nastepstwie podzialéw endomitotycznych odtwarzaja struktury mor-
fologiczne jak jadro i jaderko, oraz te, w ktérych podzialy komoérkowe
przebiegaja w sposéb znieksztalcony do konca. W tych ostatnich komor-
kach nie dochodzi do odtworzenia prawidlowych ukladéw chromatyny
jadrowej, ani do wytworzenia prawidlowego jadra. Takie komorki po-
siadajg jedno lub kilka jgder o zupelnie zdeformowanej chromatynie
jadrowej. W nastepstwie dochodzi do zachwiania podzialu komdrki
i zaleznosci miedzy jadrem a cytoplazmg. Roznopostaciowos¢ jadra, lub
zupelny brak jego organizacji w postaci, w jakiej znajdujemy je w ko-
moérkach, w ktérych podzial dokonuje sie prawidlowo jest cechg komo-
rek olbrzymich. Chromatyna jadrowa ma dziwne uksztaltowanie, a blo-
ny jadrowej niejednokrotnie nie udaje sie zidentyfikowac.

Zaburzeniami zaleznosci miedzy jadrem a cytoplazmg mozna by tiu-
maczy¢ réwniez zmiany zachodzgce w samej cytoplazmie. Polegaja one
na pojawieniu sie pewnych substancji w cytoplazmie oraz na zmianie
jej odczynow barwnych (Gluszcz, Szydlowska 1967). W dalszych do-
$wiadczeniach, mimo tak daleko posunietych odksztalcen chromatyny
jadrowej i cytoplazmy nie uzyskaliSmy dowodéw za uznaniem tych form
komoérkowych, jako wyrazu zmian wstecznych w nowotworze.

Trwalos¢ odtwarzanych komoérek olbrzymich w hodowli macierzystej
(346 dni) oraz w poszczegbélnych subkulturach moze wskazywac¢, ze ko-
morki olbrzymie sg trwalg zmiang epigenetyczna ncwotworu. Zaréwno
w hodowli macierzystej, jak i w pasazach komoérki te utrzymywaly sie
w zasadzie w niezmienionej liczbie (schemat 1). Gdyby byly to formy
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zwyrodnieniowe nalezatoby oczekiwac¢ zanikania ich w hodowlach dlugo-
trwatych i pasazowanych. Tymczasem, nawet po uplywie 896 dni
(ryc. 5) hodowli formy te utrzymuja sie w strefie wzrostu i nie posia-
daja charakteru synplazmocytéow (Kersting 1961).

So :

S dor llosé komarek olbrzymich w hodowli macierzystej

22 S Number of gigant cells in paternal culfure

% Y _ llos¢ komarek olbrzymich w subkulfurach pasazowanych

S8 20 T 7 Numberof gigant cells in subcultures

2§

g E § 15 +
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el R . i, sl Sl O S e i bt 808
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3 Dni
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Schemat. 1. Zalezno$¢ liczby komoérek olbrzymich od wieku hodowli.
Diagram 1. Relationship between the number of giant cells and cultures age.
—— Ilo§¢ komoérek olbrzymich w hodowli macierzystej

Number of giant cells in paternal culture
————— Ilo§¢ komérek olbrzymich w subkulturach pasazowanych

Number of giant cells in subcultures.

W naszych wnioskach koncowych ograniczymy sie do nastepujacych
stwierdzen:

1. Im dluzszy czas hodowli, tym wiekszg przewage w utkaniu uzysku-
ja formy anaplastyczne, dwubiegunowe;

2. Przewaga w utkaniu nowotworowym form anaplastycznych in vitro
nie jest wynikiem transformacji komoérek nowotworowych, lecz uzyska-
niem przez formy anaplastyczne przewagi w utkaniu, dzieki wiekszemu
dynamizmowi rozplemowemu;

3. Nowotwory glejopochodne odtwarzajg in vitro w hodowlach diugo-
trwalych formy komoérkowe utkania macierzystego, a w miare czasu
trwania hodowli eliminacji ulegajg formy wyzej zréznicowane;

4. Komorki olbrzymie sg odtwarzane w hodowli dlugotrwatej macie-
rzystej oraz w poszczeg6lnych subkulturach.

IO0. Kanyxka, 3. KoBaiabcka

VICCIEIOBAHMS BHYTPUOIIYXOJEBOV TPAHC®OPMAIUM TJAMOTEH-
HBIX OIIYXOJIEW B KVJIBTYPE JOJTOCPOYHOM M ITACCAXKXMPOBAHHOWN

Pe3womMme

IIpoBogMIuCh MCCIAEOBaHMA TpaHCcOpMauuy TIJIMOTEHHBIX OMNyXoJseil in vitro
B KyJbType JOJIFOCPOYHOM M NaccakupoBaHHOM. Ocoboe BHMMaHME YAENAIOCh CO-
XpaHEHMM B JOJTOCPOYHOM KyJbTYypPe MOHCTPYAJbHBIX KJETOK MOIXMMOPMHOA CIOH-
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ruobyiacToMsl, KOTOPBbIE II0 HEKOTOPBIM aBTOPaM SBJIAKITCA IPOABJEHMEM aHalJa3uu,
a II0 MHEeHMIO APYTMX — IUCIIa3uM onyxoym. B pesynbrare onbIToB Obl10 0bHApPY-
JKEeHO, YTO TMTaHTCKME M MOHCTPYaJbHblE KJETKM COXPAaHANMCh B I1€PBOHAYAJbHOM
MaTepPMHCKON KyJbType B TedeHMe 349 nHel M BO BTOPMYHOM MATEPUHCKON KYJIb-
Type B TedeHue 447 nHeN, YTO B CyMMe JaeT BbDKMBAeMOCTb B TedeHue 896 mHes:.
OT™H KJIeTKM HaXOQuIUCh TaKzKe BO Bcex 25 cyOKynbTypaxX, HojiydaeMbIX M3 MaTe-
PUHCKMX CYOKYJBTYP M OTAEJNBHBIX CYOKyJbTyp. M3-3a 9TOro MBI CUMTaeM MX TI0-
CTOAHHBIM MOPMOJIOTUMYECKUM 3JIeMeHTOM omnyxoJjeir. OxHoBpeMeHHO Obu10 OOHaApy-
JKEHO, 4YTO II0 Mepe MNPOAOJKMUTENBHOCTM KYJbTYPhl NpPeobiiafaioT IABYXMOJIOCHBIC
KJIeTKY, KOTOpble NPUAAIOT €€ XapaKTepHble MOPMdOJOrMyuecKye CBOMCTBA. BbBIABM -
raemncd 3akKJIOYEHMe, 4YTO IpeobiazaHme ABYXIIONIOCHBIX (QOPM B  JOJTOCPOYHOM
KyJbType He SABJSETCs INposABJeHMeM neauddepeHumManmny a NPCSBJIEHMEM 3axXBaTa
CaMbIMM TMIIEPIIJIACTAYECKIM IMHAMMYHBIMM KJIETOYHBIMM SJIEMEHTaMMU.

J. Kaluza, Z. Kowalska

INVESTIGATIONS ON ENDONEOPLASTIC TRANSFORMATION OF
GLIOMAS IN LONG-TERM CULTURE AND SUBCULTURES IN VITRO

Summary

Investigations on transformation of tumors of glial origin in long-term culture
end subcultures in vitro have been performed. Special attention was paid to giant
and monstrous cells of glioblastoma multiforme, because some authors considered
them as a significant feature of anaplasia some others as dysplastic cells. It was
shown, that the giant cells survived 349 days in the primary paternal culture and
in the secondary paternal culture during the next 447 days as well. The giant
and monstrous cells were reproduced in each of the 25 subcultures which were
obtained from the paternal cultures during ithe 896 days of growth, since than we
considered them as a constant morphological element of that type of tumor. Ad-
ditionally we observed that with the duration of ftissue culture bipolar cells predo-
minate as a charakteristic feature of tumor growth. It was concluded that the
dominance of these hipolar cells in long-term cultures is not a result of dedif-
ferentiation only an effect of reproduction of the most active cellular elements.
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PODPISY POD RYCINY

Ryc. 1. Guz nr 6546. — 314 dzien hodowli macierzystej., Komoérki olbrzymie
w eksplantacie oznaczone strzaltkami. Mikroskop odwrécony. Fazo-kontr. Pow.
10 X 12,5,

Fig. 1. Tumor No. 6546. — 313-day of paternal culture with monstrous cells.
The cells are indicated with arrows. Phase-contr. Magn. 10 X 12,5. Plankton-mi-
croscope.

Ryc. 2. Wycinek histologiczny guza nr 6546. Barw. H-E. — W utkaniu nowo-
tworu przewaga komoérek dwubiegunowych i olbrzymich. Pow. 25 X 12,

Fig. 2. Histological specimen of the tumor No. 6546. H.E. staning. — In the
tumor tissue spongioblast-like forms and giant cells dominate Magn. 25 X 12.

Ryc. 3. Wycinek histologiczny guza nr. 6546. — Impregnacja metodg Cajala. —-
Komorki olbrzymie bez wyimpregnowanych wypustek. Pow. 25 X 12,

Fig. 3. Histological specimen of the tumor No. 6546. — Impregnation after Cajal.
Only the cell body is impregnated not the cell processes. Magn. 25 X 12.

Ryc. 4. Guz nr. 6546. — 887-y dzien hodowli, 25 pasaz. Komoérka olbrzymia,
bezwypustkowa w czasie wywedrowywania z eksplantatu. Mikroskop odwro6cony,
faz.-kontr. Fow. 10 X 12,5.

Fig. 4. Tumor No. 6546. — 25-th subculture — 887 day of culture duration.
Giant monstrcus-cell emigrating from the explantate. Plankton-microscope.
Phase-contr. Magn. 10 X 12,5.

Ryc. 5. Guz nr 6546 887 dzien hodowli. Hodowla utrwalona w form. + 0,85%
NaCl, zabarw. H.E. Liczne komorki olbrzymie. Mikroskop odwrécony. Faz.-kontr.
Pow. 10 X 12,5.

Fig. 5. Tumor No. 6546. — 87-day of culture. The culture was fixed in for-
malin + 0,85°/0 NaCl, thereafter stained with H.E. Numerous giant cells in the
growth-zone. Plankton-microscope. Phase-contr. Magn. 10 X 12,5.

Ruc. 6. Guz nr 6546. — 887-y dzien hodowli. Komérki dwubiegunowe w strefie
wzrostu. Mikrncskop odwrécony. Faz.-kontr. Pow. 10 X 12,5.

Fig. 6. Tumor No. 6546. — 887-day of culture, — bipolare, spongioblast.-like
ceils in the growth-zone. Plankton-microscope. Phase-contr. Magn. 10 X 12,5.

Rye. 7—12. Guz nr 6546. — Komorki olbrzymie w hodowlach pasazowanych:
42, 172, 322, 420, 437 i 627-dniu trwania hodowli. Mikroskop odwro6cony. Fazo-kontr.
Pow. 10 X 12,5.

Fig. 7—12. Tumor No. 6546. — Giant cells in subcultures of 42, 172, 322, 420,
437 and 627-days of duration. Plankton-microscope. Phase-contr. Magn. 10 X 12,5.

Ryc. 13—18. Poszczeg6lne fazy pulsacji komoérki olbrzymiej z hodowli ggbczaka
wielopostaciowego, olbrzymio-komoérkowego. Guz nr 6546, — Fotografie wykonano
z taSmy 16 mm, uzytej do rejestracji mikrokinematograficznej hodowli. Czas pul-
sacji 20 godz., 16 min., 6 sek.

Fig. 13—18. Individual phases of pulsation of a giant cells. The registration
of the pulsation was performed by the use of microcinematography. The figure
presented were reproduced from the movie. Duration of pulsation 20 hrs, 16 min,
6 sec. Tumor No. 6546.

Ryc. 19—24. Oligodendroglioma — Nr 5892. Poszczegélne fazy pulsacji komorki
pochodzenia skapodrzewiowego z hodowli nowotworu. Fotografie wykonano z fil-
mu 16 mm, uzytego do rejestracji mikrokinematograficznej hodowli. — Czas pul-
sacji 6 godz., 16 min., 6 sek.

Fig. 19—24. Oligodendroglioma — No. 5892. Individual phases of pulsation of
a cell of oligodendroglial wcrigin registred with microcinematography thereafter
reproduced from the movie. Duration of pulsation 5 hrs, 16 min, 6 sec.
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JOANNA STROSZNAJDER, ANDRZEJ GROMEK, JERZY LAZAREWICZ

WPLYW NIEDOKRWIENIA NA ZAWARTOSC WOLNYCH KWASOW
TLUSZCZOWYCH W MOZGU SWINEK MORSKICH *

Zesp6l Neurochemii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: dr n. przyr. A. Gromek

Niedotlenienie tkanki nerwowej, podobnie jak i innych tkanek po-
woduje wystepowanie calego szeregu zaburzen w ogélnym metaboliz-
mie komoérkowym. Najbardziej istotne zmiany wyrazajg sie obnizeniem
zwigzkéw wysoko energetycznych (fosfokreatyny i ATP), ktéremu to-
warzyszy spadek i zanik czynnosci bioelektrycznej moézgu. Réwnoczesnie
obserwuje sie wzrost zawartosci pirogronianu i kwasu mlekowego.

Dco chwili obecnej stosunkowo niewiele prac po$wiecono badaniom
metabolizmu fosfolipidéw w warunkach anerobiozy. Jak wynika z prac
Fleischera i wsp. (1962), Greena (1966), Hokina, Hokina (1959) fosfolipidy
stanowigce strukturalny skladnik blon komérkowych biorg réwniez
czynny udzial w procesach oksydacyjnej fosforylacji i w procesach
aktywnego transportu.

Obserwowany spadek zawarto$ci fosfolipidow w warunkach niedo-
krwienia moze by¢ spowodowany dzialaniem fosfolipaz (Hinzen i wsp.
1970, Bazan 1970). Enzymatyczna hydroliza fosfolipidow prowadzi wow-
czas do uwalniania rozpuszczalnych w wodzie koncowych produktéw
hydrolizy oraz kwaséw tluszczowych, ktére moga wywiera¢ wplyw na
szereg istotnych = procesow metabolicznych w komérkach osrodkowego
ukladu nerwowego.

W obecnej pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace wplywu nie-
dokrwienia na zawartos¢ fosfolipidow i wolnych kwaséw tluszezowych
w réznych czesciach mézgu w korelacji z biochemicznymi wlasciwoscia-
mi mitochondriow:

* Praca czeSciowo wykonana w oparciu o pomoc finansowg z umowy polsko-
-amerykanskiej PL 480, Grant Public Health Service USA. Agreement 05-004-1.
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MATERIAL I METODY

Do do$wiadczen uzyto $winek morskich obu pici o wadze 200—250 g.
Badania prowadzono w warunkach 5-minutowej calkowitej ischemii,
przy uzyciu modelu dekapitacyjnego w temp. 37°C. W jednej z grup
do$wiadczalnych niedotlenienie u zwierzat wywolywano umieszczajac je
w komorze w atmosferze azotu zawierajgcego 2—3% tlenu przez okres
do pelnego bezdechu zwierzat (wynoszacy $rednio od 3—5 min.). Rowno-
legle badania kontrolne przeprowadzano na zwierzetach nie poddanych
zadnym zabiegom doswiadczalnym.

Badania prowadzono na tkance pochodzacej z kory moézgu, moézdzku
i pnia moézgu. Mo6zg zamrazano w cieklym azocie. Lipidy ekstrahowano
wg metody opisanej przez Folcha i wsp. (1957) i rozdzielano na fosfoli-
pidy i lipidy obojetne przy zastosowaniu chromatografii kolumnowe},
a nastepnie oznaczano metodg wagowa. Kwasy tluszczowe ekstrahowano
wg metody opisanej przez Dole’a i Meinertz'a (1960) i oznaczano metodg
kolorymetryczng Duncomba w modyfikacji Itaya i Ui (1965).

Frakcje mitochondrialng otrzymywano wg metody podanej przez
Ozawe i wsp. (1966). Zuzycie tlenu oznaczano w temp. 25°C metoda
polarograficzna. Wskaznik fosforylacji ADP/O oznaczano wg metody
Chance i Williamsa (1955). Wskaznik kontroli oddechowej RC obliczano
ze stosunku zuzycia tlenu w obecnosci nadmiaru substratu i ADP do
zuzycia tlenu po wyczerpaniu ADP (stan 3, stan 4). Biatko oznaczano
metodg Layne (1957). Znamiennos¢ statystyczng wynikéw obliczano
testem Studenta (Richter 1971).

WYNIKI

Zaobserwowano obnizenie zawartosci fosfolipidow w réznych czesciach
osrodkowego ukladu nerwowego w warunkach catkowitej ischemii.

Wystepujace podczas niedokrwienia zmiany w zawartosci fosfolipidow
w réznych czesciach mézgu, ze wzgledu na duzy rozrzut, charakteryzuja
sie brakiem znamienno$ci statystycznej. Najwyzszy stopien obnizenia
zawartosci fosfolipidow, w 5 minut po dekapitacji obserwuje sie w korze
moézgu. W moézdzku i w pniu modzgu efekt ten wystepuje w znacznie
mniejszym stopniu (tabela 1).

Rownoczesnie w tych samych warunkach doswiadczalnych obserwo-
wano wzrost zawarto$ci wolnych kwasow tluszczowych. W korze mozgu
stwierdzono statystycznie znamienny wzrost ilosci wolnych kwasow
ttuszczowych. W moézdzku i w pniu mézgu wzrost ten nie mial cech zna-
miennosci statystycznej (tabela 2). Wzrost poziomu wolnych kwasow
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Tabela 1. Wplyw ischemii na zawartoéé fosfolipidéw w réznych czeéciach
o$rodkowego ukladu nerwowego
Table 1. Effect of ischemia on the phospholipid content in various
parts of the central nervous system

Zawartosé fosfolipidéw mg/g w.m.
Badane s truktury Phospholipid content mg/g w.w.
Examined structures Kontrola Ischemia
Control Ischemia
Kora moézgu 64,94+5,5 (8) 54,94+-4,2 (8)
Brain cortex
Moézdzek 57,843,2 (6) 51,841,9 (7)
Cerebellum
Pieri mézgu 73,24-4,2 (8) 6742,8 (8)
Brain stem
Wyniki przedstawiaja érednie + standardowe odchylenie.
Liczby w nawiasach przedstawiaja ilosé doswiadczen.
Mean values 4 standard deviations are presented. In paratheses — number of expe-

riments.

Tabela 2. Wplyw ischemii na zawarto$é wolnych kwaséw tluszezowych
w réznych czesciach osrodkowego ukladu nerwowego

Table 2. Effect of ischemia on the free fatty acid content in various
parts of the central nervous system

Stezenie wolnych kwaséw tluszczowych pmole/g w.m.

Badane struktury Free fatty acid concentration pmoles/g w.w.

Examined structures Kontrola Ischemia
Control Ischemia
Kora moébzgu 1,214+0,13 (7) 1,9740,29 (9)
Brain cortex
Moézdzek 1,644-0,14 (4) 1,714-0,26 (4)
Cerebellum
Pienn mézgu 1,9240,14 (4) 2,15--0,40 (4)

Brain stem

Wyniki przedstawiaja Srednie + standardowe odchylenie. Liczby w nawiasach przedsta-
wiajg ilos¢ doswiadezen.

Mean values + standard deviations are presented. In parantheses — number of expe-
riments.

tluszezowych stwierdzono réwniez w korze moézgu w warunkach hypo-
ksji u zwierzat przetrzymywanych przez okres 2—3 minut w atmosferze
azotu zawierajacego 2—3% tlenu. Ze wzgledu na =znaczne rozrzuty,
otrzymane wyniki charakteryzuja sie brakiem znamiennosci statystycz-
nej (tabela 3).

Neuropatologia Polska — 3 5
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Tabela 3. Stezenie wolnych kwaséw tluszezowych w korze mézgu
$winek morskich podezas ischemii i hypoksji

Table 3. Free fatty acid concentration in guinea pig brain cortex
in ischemia and hypoxia

Grupy doswiadezalne Stezenie wolnych kwaséw tluszezowych pmole/g w.m.
Experimental groups Free fatty acid concentration pmoles/g w.w.

Kontrola 1,214-0,13 (7)

Control

Ischemia 1,974-0,29 (9)

Ischemia

Hypoksja (2—3% 0:) 1,884-0,54 (7)

Hypoxia

Wyniki przedstawiaja $rednie 4 standardowe odchylenie. Liczby w nawiasach przedsta-
wiajg ilosé doswiadezen.
Mean values + standard deviations. In parantheses — number of experiments.

Dalsze badania prowadzono wylgcznie przy stosowaniu modelu ische-
mii wywolanej dekapitacjg zwierzat. Przesledzono dynamike uwalniania
kwaséw tluszczowych w czasie trwania ischemii (schemat 1). Stwier-
dzono, ze wzrost zawartoéci wolnych kwaséw tluszczowych w korze
mozgu $winek morskich zachodzi w pierwszych 3 minutach niedokrwie-
nia. W nastepnych minutach trwania ischemii przyrost wolnych kwa-
sow tluszczowych osigga nieznaczne wartosci.

& Stezenia wolnych kwasow ttuszczowych w korze mozgu w czasie ischemii

R Concentration of free fatty acids in the brain cortex during ischemia
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Schemat 1. Stezenie wolnych kwaséw tluszczowych w korze moézgu w czasie is-
chemii. Punkty odpowiadajg $rednim wynikom z trzech do$wiadczen.

Diagram 1. Concentration of free fatty acids in the brain cortex during ischemia.
The points correspond to mean results from three experiments.

Z badan Lehningera i Remmerta (1959) oraz Wojtaczaka i wsp. (1960,
1963) wiadomo, ze kwasy tluszczowe odgrywaja bardzo wazna role
w metabolizmie energetycznym komorki, sg dobrymi substratami od-
dechowymi w przypadku sprzezonego z fosforylacja oddychania, ale
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moga by¢ réwniez czynnikiem rozprzegajacym oksydacyjna fosforylacje.
Mozna przyja¢, ze spelniajg one role czynnika regulujacego stopien
sprzezenia oddychania z synteza ATP w komoérce. Sklonito to do zba-
dania aktywnosci oddechowej i- fosforylacyjnej frakcji mitochondrialnej
moézgu swinek morskich po 5 minutach ischemii (tabela 4).

Wyniki tabeli 4 wskazuja na obnizenie wskaznika oksydacyjnej fos-
forylacji (ADP/O), wskaznika kontroli oddechowej (RC) oraz zuzycia
tlenu w stanie 3. Zmianom tym towarzyszy prawie dwukrotny wzrost
ilo$ci wolnych kwasoéw tluszczowych w badanej frakeji mitochondrial-
nej. Mozna wiec przypuszcza¢, ze uwolnione podczas niedokrwienia
kwasy tluszczowe sa odpowiedzialne za wyzej wymienione zmiany funk-
cji mitochondriéw. Przemawiaja za tym wyniki doswiadczen przeprowa-
dzonych z dodaniem albuminy do $rodowiska inkubacyjnego. Albumina
w znacznym stopniu zapobiega rozwojowi wyzej opisanych zmian w bio-
chemicznej funkecji mitochondriow w warunkach niedokrwienia.

OMOWIENIE WYNIKOW

Wzrost poziomu wolnych kwaséow tluszczowych w moézgu $winek
morskich badanych w 5 minut po dekapitacji zachodzi prawdopodobnie
w wyniku hydrolizy endogennych lipidéw mozgu, gléwnie fosfolipidow.
Ze wzgledu na nieprzepuszczalng dla kwaséw tluszczowych bariere krew-
-mézg, ich zawartos¢ we krwi nie moze mie¢ wplywu na zmiane ich ste-
zen w mozgu (Gatt 1968). W nieznacznym stopniu moga one powstawac
w wyniku hydrolizy tréjglicerydow, ktéorych poziom w moézgu jest
bardzo niski (Rowe 1969). Estry cholesterolu nie wystepuja w mozgach
dorostych ssakow (Wells, Dittmer 1967), natomiast mielina wykazujc
bardzo wolny metabolizm fosfolipidéw (Cuzner i wsp. 1966). Mozna wiec
przyja¢, ze wzrost wolnych kwasow tluszczowych spowodowany jest
aktywacjg lipolizy fosfolipidow. Mozna sugerowaé¢, ze obserwowane
przez nas obnizenie zawarto$ci fosfolipidéw podczas niedokrwienia moze
dotyczy¢ glownie metabolicznie aktywnej czesci fosfolipidéow (Hinzen
i wsp. 1970). Istniejace dysproporcje pomiedzy stopniem obnizenia za-
wartosci fosfolipidow, a przyrostem wolnych kwaséw tluszezowych moga
by¢ uwarunkowane hydrolizg fosfolipidow.do rozpuszczalnych w wodzie
substratow i kwaséw tluszczowych zuzywanych nastepnie w innych
procesach metabolicznych. Za peilna hydroliza fosfolipidéw w mébzgu
podczas ischemii przemawiaja obserwacje Hinzena i wsp. (1970), ktorzy
nie wykazali w tych warunkach obecnosci lizofosfolipidow w mézgu.
Z prac wyzej wymienionych badaczy wynika, ze katabolizm fosfolipidéw
przebiega gwaltownie w pierwszych minutach trwania niedokrwienia,
a w nastepnych minutach proces ten postepuje znacznie wolniej. Wyniki
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Tabela 4. Wplyw ischemii na wlaéciwoéci metaboliczne mitochondriéw mézgu
Table 4. Effect of ischemia on metabolic properties of brain mitochondria

Kontrola
Control

Ischemia
Ischemia

—albumina
— albumin

+-albumina
-+ albumin

—albumina
— albumin

+ albumina
+ albumin

Zuzycie O, ng atomy/mg Stan 3
bialka/minute State 3
O, consumption Stan 4
ng atoms/mg protein/min. State 4

RC
ADP/O

Zawarto$¢ kwaséw tluszezowych pmole/mg

biatka

Fatty acid content pmoles/mg protein

62,1494 (7)
17,7445 (7)

3,6+0,9 (7)
1,940,2 (7)

57,6+10,0 (7)
11,3+3,8 (7)

5,4+1,1 (7)
2,2+0,3 (7)
3

23,4+4,5 (8)

28,94+10,8 (6)
15,14+5,5 (6)

1,94-0,2 (6)
1,240,3 (6)

30,3+19,5 (6)

9,3+3,5 (6)

3,3+1,3 (6)
1,84+0,2 (6)

40,14-8,3 (8)

Wyniki przedstawiaja $rednie + standardowe odchylenia. Liczby w nawiasach przedstawiajg ilosé doswiadczeri.

Means -+ standard deviations are presented. In parantheses — number of experiments.
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naszych doswiadczen wskazuja, ze zar6wno rozpad fosfolipidow, jak
i zwigzany z tym procesem wzrost wolnych kwaséw tluszczowych za-
chodzi w znacznie wigkszym stopniu w korze mézgu, anizeli w mézdzku
i w pniu mézgu. Podobne obserwacje poczynil Miiller i wsp. (1970), ba-
dajgc poziom zwigzkéw wysoko energetycznych w mézdzku zwierzat
do$wiadczalnych w warunkach niedokrwienia.

Dane te wskazuja na rézny stopien wrazliwosci poszczegélnych czesci
osrodkowego ukladu nerwowego na niedotlenienie, uzalezniony naj-
prawdopodobniej odmiennoscig struktury morfologicznej i funkeji fizjo-
logicznej badanych czeSci moézgu.

Stwierdzony przez nas szybki wzrost poziomu wolnych kwasow
ttuszczowych w korze moézgu w pierwszych minutach trwania ischemii
zgodny jest z obserwacjami Bazana (1970) i odmienny od obserwowa-
nego przez tego badacza wskaznika przyrostu wolnych kwaséw ttuszczo-
wych w watrobie i §ledzionie.

Istniejgce w piSmiennictwie rozbieznosci dotyczace zawartosci wolnych
kwaséw tluszczowych w moézgu wynikaja z odmienno$ci stosowanych
metod ekstrakeji i oznaczania (Lunt, Rowe 1968).

W poprzedniej pracy (Lazarewicz i wsp. 1971) wykazano, ze egzogen-
ne kwasy tluszczowe rozprzegaja oksydacyjng fosforylacje mitochen-
dribw moézgu, wywierajagc wplyw na aktywnos¢ ATP-az, hamujg wy-
miang ATP-Pi oraz powoduja pecznienie mitochondriéow. Dane te, jak
rowniez wyniki do$wiadczen wskazujace na zaburzenia oksydacyjnej
fosforylacji w warunkach niedokrwienia, pozwalaja przypuszczaé, ze
wolne kwasy tluszczowe poprzez hamujace dzialanie na metabolizm
energetyczny mitochondriéw, moga by¢ jednym z czynnikéw odpowie-
dzialnych za rozwéj nieodwracalnych uszkodzen moézgu.

f. IIrpomnanaep, A. I'pomexr, E. JlazapeBuu

BJIMAHUE MCXEMMU HA COJIEP2KAHUE CBOBOJIHBIX 2KMPHBIX KUCJOT
B MO3Iry MOPCKUX CBUHOK

Pe3woMe

MccaenoBanock BIMAHME 5-MMHYTHOM IIOCHEAEKalMTAlIMOHHON MCXEMUM Ha Ju-
NUAHBIA MeTaboJiM3M LEeHTPAJIbHOM HEPBHOM CHUMCTEMBI MOPCKOM cBuMHKM. Habmoga-
JIOCh CHMIKEHMe cojepxaHuA dochoamnmmaoB 3HAYUTENbHO 0OoJiee  OTYETIMBO
BBIPDa’X€HHOE B MO3TOBOiI KOpe IO CPaBHEHMIO C MO33KEYKOM M CTBOJIOM MO3ra.

OIHOBPEMEHHO B 3TMX K€ 9SKCIIEPUMMEHTAJbHBIX YCJIOBMAX OOHAPYKMBAJCHA POCT
YPOBHA CBOOOAHBIX JXMPHBIX KMCJIOT, TakKKe Hamubojee 3aMeTHbII B MO3TOBOII KoOpe.

Cyl1lecTBEHHbII OTYETJMBBLIA POCT YPOBHA CBOOOAHBIX XXMPHBLIX KMUCJIOT WMMEeT
MEeCTO B NEePBBIX 3 MMH. NMPOTEKaHMA MCXeMuM. YuuTbiBasd HabirofaeMbni BO BpeMsA
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MCXEMMM. POCT YPOBHA CBOOOJHBIX ZKMPHBIX KMCJIOT Kasaloch MHTEPECHbIM ycclie-
JI0BaTh 1IQBE/leHMEe OKCHMAALIMOHHOM (PochOPMIALMY . MUTOXOHAPHUANBHONA . dpakuyi
B 9TUX YCJIOBMIIX. ! ; ; :

Bbmo odHapyxKeHo qacmtmoe pazofleHre OKCMAALMOHHOM  dbocchopmaanmu,
CHIZKEHME COOTHOLICHMA A1I<I>/0 nokazarens RC, wmHrHMOGMpOBaHME nbrxa're.anOA
aKTUMBHOCTM MMTOXOHAPMEB B COCTOAHMM 3, a TakKmKe TIOYTM JBYXKDATHBUI DOCT
YPOBHA CBOOOJHBIX MKUPHBIX KUCJOT. » ¢

Oy HaOMIOAEHUA II03BOJIAIOT INPEAIoJarars, YTO CBOOOAHBIE IKMPHbIE KUCJIOTHI,
ocBObOKAaOIMecd B MO3Iy BO BpeMsa MCXeMMUM, MOTYT ABJATCA OXHUM u3 (hakTo-
POB  OTBETCTBEHHBIX 3a pa3BUTHE HEOOPaTUMbIX IIOBPEXKIEHWI I MO3ra B 9TUX
YCIOBUAX. 3 y

J. Strosznajder,. A. Gromek, J. Lazarewicz

FFFECT OF ISCHEMIA ON THE FREE FATTY ACID CONTENT IN GUINEA
PIG BRAIN

Summary

The effect of a five minute postdecapitative ischemia on the lipid metabolism
in the central nervous system of guinea pig was examined.

A drop in level of phospholipids was observed under these conditions, the
effect being moré pronounced in brain cortex than in cerebellum or brain stem. In
addition, an increase of the free fatty acid content was noticed, the most evident
again in brain cortex.

The level of free fatty acids rises markedly during the first three minutes of
ischemia. Considering the above findings it seemed interesting to investigate the
process of oxidative phosphorylation. A partial decoupling of oxidative phospho-
rylation, decrease of ADP/O ratio and RC index, inhibition of respiratory activity
of mitochondria in state III and an almost two-fold rise in level of frce fatty
acids were observed.

These observations allow to presume that the free fatty acids liberated in brain
during ischemia may be one of the factors responsible for the development under
these conditions of irreversible brain lesions.
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JAN ALBRECHT

WPLYW NIEDOTLENIENIA I NIEDOKRWIENIA
NA BIOSYNTEZE BIALKA W MOZGU SZCZURA*

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Fakt, ze biosynteza bialka w wysokim stopniu jest uzalezniona od
poziomu energetycznego komorek, pozwolil zalozy¢, ze niedostateczny
transport tlenu oraz substratéw do mézgu nie moze pozosta¢ bez wptly-
wu na wydajno$¢ tego procesu w jego tkankach. Za stusznoscig takiego
zalozenia, w odniesieniu do do$wiadczalnych modeli niedokrwienia i nie-
dotlenienia mézgu, posrednio przemawialy wyniki badan przeprowadzo-
nych miedzy innymi przez Thorna i wsp. (1958), Lowry’ego i wsp. (1968)
oraz Broniszewskg-Ardelt i Jongkinda (1971). Autorzy ci wykazali, ze
w wyniku ostrej anoksji, wzglednie ischemii moézgu, poziom zwigzkow
wysokoenergetycznych (zwlaszcza ATP) oraz substratow glikolizy ulega
gwaltownemu obnizeniu.

Z dotychczasowych badan przeprowadzonych na roéznych modelach
niedotlenienia wynika, ze podczas gdy proste niedotlenienie spowodo-
wane oddychaniem mieszaning gazowg o niskiej zawartosci tlenu,
wzglednie cze$ciowe niedokrwienie, polegajace ma jedno- lub obustron-
nym podwiagzaniu tetnicy szyjnej wspoélnej zastosowane oddzielnie, wy-
wolujg jedynie nieznaczne i przejSciowe zmiany biochemiczne, histolo-
giczne i histochemiczne (Ibrahim i wsp. 1970, Domanska-Janik 1970,
Pronaszko-Kurczynska i wsp. 1971, Smialek i wsp. 1971) to skojarzenie
obu czynnikéw w tzw. modelu Levine’a prowadzi do glebokich zaburzen
metabolizmu, rozlegltych, nieodwracalnych uszkodzen strukturalnych
osrodkowego ukladu nerwowego oraz zaburzen w przepuszczalnosci
bariery krew-moézg dla roéznych zwiazkow (Kapuscinski i wsp. 1972,
Mc Gee-Russel i wsp. 1970, Levine 1960, Spataro 1966, Yap, Spector
1965).

* Praca czeSciowo oparta o pemoc finansowg umowy polsko-amerykanskiej
PL 480 US Public Health Service. Agreement 05-004-1.
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W przedstawionych badaniach dokonano proby jednoczesnej, poréw-
nawczej oceny wplywu niedotlenienia i niedokrwienia na transport do
moézgu podanego do ukladu krgzenia znakowanego aminokwasu "5Se-
-selenometioniny oraz na intensywnos$¢ jego wlaczania in vivo do frakcji
bialkowej moézgu. Roéwnoczesnie zwrocono uwage na role przyrostu
masy mozgu, stanowigcego najprawdopodobniej wykladnik rozwijajg-
cego sie jego obrzeku (Kapuscinski i wsp. 1972) na proces wbudowywa-
nia sie aminokwasu do frakcji bialkowej.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na 8—10-tygodniowych szczurach
rasy Wistar, obojga plci, wagi 180—280 g. Zastosowano nastepujace
modele doswiadczalne:

a) model niedokrwienny — zwierzetom w narkozie eterowej podwig-
zywano jednostronnie tetnice szyjna wspélna,

b) model niedokrwienno hypoksyjny (Levine 1960) — szczury z pod-
wigzang tetnica szyjng wspolng lewa przetrzymywano w komorze ze
stalym przeplywem mieszaniny gazéw o skladzie 4% tlenu i 96% azotu,
przez okres 30 min., z krotkimi przerwami stosowanymi w przypadku
stwierdzanego u zwierzat bezdechu. Sklad mieszaniny gazowej ustalony
byt drogg pomiaréw objetosciowych z kontrola ci$nienia czastkowego
tlenu elektrodg Clarka. Czas przezycia zwierzat po. niedotlenieniu wy-
nosit 0, 30 min., 2, 4 i 24 godz.

Do oceny zmian wywolanych wylacznie przez niedotlenienie postuzytly
wyniki uzyskane z pétkuli moézgu po stronie nie podwigzanej tetnicy
szyjnej, podczas gdy wyniki z po6tkuli po stronie podwiazanej tetnicy
stuzyly do oceny nieprawidlowosci wywolanych skojarzonym dziala-
niem niedokrwienia i niedotlenienia. Zwierzat kontrolnych nie pod-
dawano zadnym zabiegom z wyjatkiem narkozy eterowej o takim sa-
mym czasie trwania, jak w grupach doswiadczalnych.

Dokladnie na 10 minut przed uémierceniem, zwierzetom we wszyst-
kich grupach doswiadczalnych wstrzykiwano dozylnie 75Se-selenometio-
nine f-my Rotop, NRD (3,2 Ci/mmol) w ilosci 10—15 uCi w objetosci 0,2
ml. Pobrany po dekapitacji mézg wraz z moézdzkiem oraz pniem mézgu
plukano w roztworze fizjologicznym chlorku sodu, a nastepnie dzielono
wzdluz spoidla wielkiego na 2 pétkule.

Kazdg poétkule wazono oddzielnie, po czym mierzono jej radioaktyw-
no$¢ w sposob opisany w poprzedniej pracy (Kapuscinski i wsp. 1972).
Radioaktywnos¢ calkowitg poélkuli, mieszczacg sie w granicach ok. 0,5%
podanej dawki (por. Kapuscinski i wsp. 1972) przeliczano na gram mo-
krej masy, uzyskujgc w ten sposdéb warto$¢ radioaktywnosci wlasciwej.
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Goérny pulap roznicy pomiedzy radioaktywnosciami wlasciwymi p6i-
kuli lewej i prawej w normie ustalono na podstawie pomiaréw dokona-
nych na 25 szczurach kontrolnych. Dla kazdego ze szczuréw obliczano
stosunki roznicy radioaktywnosci wiasciwyvch potkul do radioaktywnosci
catkowitej mozgu wg wzoru: g

L/gmm — P/gmm

2(1) = ——————— x 100
L3P

gdzie L/gmm i P/gmm odpowiadalo radioaktywnosci wlasciwej polkuli
nozgu lewej i prawej, a L + P radioaktywnosci catkowitej mézgu. Dla
sredniej z grupy kontrolnej szczuréw z uwzglednieniem odchylenia
standardowego uzyskano warto$¢ 1,2 * 0,6. Zgodnie z tym ustaleniem,
w przypadku zwierzat badanych, réznica pomiedzy radioaktywno$ciami
wlasciwymi przekraczajaca 1,8% radioaktywnosci catkowitej in plus
$wiadczyla o wzroscie ponad norme transportu aminokwasu do moézgu,
a in minus — o jego obnizeniu.

W podobny sposob ustalono norme dla wzglednej réznicy masy poéi-
kuli prawej i lewej, stanowigcej o bledzie przeciecia wzdluz spoidla
wielkiego. Analogicznie, warto$¢ réznicy pomiedzy poétkulg lewa i prawg
przekraczajaca 2,5% calkowitej masy moézgu s$wiadczyla o przyroscie
masy po6ikuli ponad norme.

Natychmiast po pomiarze radioaktywnosci potkule homogenizowarno
z 2 ml wody destylowanej oziebionej do + 2°C w homogenizatorze
szklanym przez 10 sek. przy 1000 obr./min. Do homogenatu dodawano
nastepnie 0,5 ml 25% kwasu tréjchlorooctowego (TCA) i homogenizacje
powtarzano. Homogenizator przemywano 5% roztworem TCA. Osady
odwirowywano, a nastepnie dwukrotnie plukano 5% roztworem TCA,
mieszajgc zawarto$ci probéwek mieszadlem wibracyjnym. Po ponow-
nym zawieszeniu osadu w 5% TCA, zawarto$¢ probowki ogrzewano
przez 30 min. w temperaturze 90°C. Po oziebieniu zawiesiny, osad od-
wirowywano i mierzono jego radioaktywno$¢. Wynik pomiaru charak-
teryzowal radioaktywnos¢ frakcji biatkowej potkuli.

WYNIKI I OMOWIENIE

5Se-selenometionina jako analog metioniny, znakowany y — emitorem
okazala si¢ bardzo przydatna do niniejszych badan, ze wzgledu na moz-
liwos¢ pomiaru radioaktywnosci bezposrednio, bez uprzedniej skompli-
kowanej obrobki materialu, niezbednej przy pomiarach radioaktyw-
nosci f.

Ustalenie czasu krazenia aminokwasu w ustroju na 10 min. pedykto-
wane bylo wynikami do$wiadczen, przedstawionych na schemacie 1.
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Schemat 1. Radioaktywno$¢ frakcji bialkowej w procentach calkowitej radioaktyw-
no$ci moézgu po réznym czasie krgzenia "™Se-selenometioniny w organizmie w wa-
runkach normy.

Diagram 1. Radioactivity of the protein fraction in brain following various times
of "™Se-selenomethionine circulation in the organism under normal conditions,
expressed with the percentage of the total brain radioactivity.

Ze schematu przedstawiajgcego przyrost procentowy zawartosci 5Se-
-selenometioniny we frakcji bialkowej moézgu w czasie wynika, ze naj-
bardziej intensywne wlgczanie znakowanego aminokwasu do biatek ma
miejsce w pierwszych 10 min. krazenia, podczas gdy w dalszych prze-
dzialach czasu udzial radioaktywnej selenometioniny w syntezie spada,
przy czym na wynik koncowy prawdopodobnie rzutuje katabolizm no-
wozsyntetyzowanych radioaktywnych biatek. Wczesniejsze badania (Ka-
puscinski i wsp. 1972) wykazaly ponadto, ze w pierwszych 10 min. krg-
zenia selenometionina ulega szybkiemu transportowi do mézgu, przy
czym zaréwno jej calkowita zawartos¢ w mézgu, jak tez stosunek radio-
aktywnosci wlasciwej moézgu do radioaktywnosci wlasciwej krwi osig-
gaja najwyzszy poziom.

Wplyw niedotlenienia prostego na wtaczanie aminokwasu do frakcji
biatkowej mozgu przedstawiajg tabela 1 i schemat 2. W trakcie 30-mi-
nutowego (a nawet 10-minutowego) niedotlenienia intensywnos$¢ wbudo-
wywania aminokwasu ulega niewielkiemu, lecz statystycznie znamien-
nemu obnizeniu.

Przeniesienie zwierzat do normalnych warunkéw tlenowych powoduje
stopniowy wzrost wiaczania aminokwasu. Catkowity powrét do wartosci
kontrolnych stwierdza sie po 4 godz. od momentu przerwania niedotle-
nienia. Uwage zwracaja niewielkie réznice oscbnicze zaréwno w reakcji
na niedotlenienie, jak i w przebiegu powrotu do normy.

Wydaje sig, ze w tym przypadku obnizenie poziomu syntezy zwigzane
jest raczej z przejSciowymi skutkami niedotlenienia calego ustroju, niz
z wystepowaniem uszkodzen ukladu nerwowego. Sugestia jest zgodna
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Tabela 1. Wplyw niedotlenienia prostego na wlaczanie 75Se-selenometioniny
do frakeji biatkowej moézgu szczura
Table 1. Effect of simple hypoxia on 75Se-selenomethionine
incorporation into the rat brain protein fraction

Liczba Czas Czas przezycia Wzgledna radioaktywnosé
zwierzat ekspozycji | po do$wiadezeniu frakeji bialkowej*)
Number Exposition | Survival time after |Relative radioactivity of the P
of animals time experiment protein fraction*)
9 — — 25,34 2,0%%) —
5 10 min. 0 min. 17,742,5 < 0,001
10 30 min. 0 min. 16,0+ 3,2 < 0,001
8 30 min. 30 min. 18,8+ 3,4 < 0,001
9 30 min. 2 godz. 21,944,2 <0,05
10 30 min. 4 godz. 26,24-1,5 < 0,05
8 {30 min. 24 godz. 25,44-3,2 <0,05

*)  radioaktywnosé frakeji bialkowej

3 E X 100
radioaktywnos¢ catkowita

*%) warto$ci érednie + odchylenia standardowe
mean value + standard deviation
x 100 p — prawdopodobienistwo bledu
probability of error

radioactivity of the
protein fraction

total radioactivity

I 2415
253220 25432

n(%)

N
S

188134

750!.32

Radiaakt}ywnos’c’ frakeji biafkaw;/ W%

Radioactivity of the protein fractrc
T

1 I

o T = 1 7 1J 1 Czas
ki 0 R AR
[ 4%0,™ T .22%0y i

Schemat 2. Wplyw niedotlenienia prostego na wlaczanie "Se-selenometioniny do
frakeji biallkiowej mézgu szczura. Ilustracja do tabeli 1.

Diagram 2. Effect of simple hypoxia on "Se-selenomethionine incorporation into
the rat brain protein fraction.
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z uprzednio poczynionymi obserwacjami, wykazujgcymi, ze niedotlenie-
nie proste nie prowadzi do zaburzen w transporcie réznych zwiazkéw
chemicznych do mézgu, ani nie wywoluje istotnych uszkodzen morfclo-
gicznych (Kapuscinski i wsp. 1972). W poprzednich badaniach (Albrecht
i wsp. 1972) wykazaliSmy réwniez, ze hypoksja prosta nie wywoluje
zaburzen we wilaczaniu in vitro znakowanego aminokwasu do bialek
frakeji postmitochondrialnej. Bloemstrand (1970) wykazal podobnie
nikly i odwracalny wplyw niedotlenienia prostego na wlaczanie C-leu-
cyny do bialek moézgu krolika w doswiadczeniach przeprowadzonych
zaréwno in vivo, jak tez in vitro na skrawkach.

Tabela 2. Wplyw jednostronnego ograniczenia ukrwienia mézgu
na transport 75 Se-selenometioniny do pétkuli mézgowej po stronie
podwigzane] tetnicy szyjnej wspélnej i na wlaczanie aminokwasu
do frakeji bialkowej (15 min. po podwigzaniu tetnicy)

Table 2. Effect of unilateral ischemia on 75Se-selenomethionine
transport to the brain hemisphere on the side of the ligated common
carotid artery, and incorporation into proteins (15 min. after ligation
of the artery)

Szezur nr ! Wzgledne wlaczanie
Rat No. Transport*) Relative incorporation
(L/P. x 100)*%*)

1 n k) 100,0

2 n 102,3

3 ' —2,4 103,1

4 —2,7 93,0

5 —2,3 94,0

6 —2,6 99,5

¥

) lIi/gm'm ]:f/'girn_trzz x 100 gmm — g wet wight

%) Wiaczanie do pélkul lewej (L) i prawej (P) wyrazono w sposéb opisany w  teks-
cie i w tabeli 1. Dalsze objasnienia w tekécie.

Incorporation into the left (L) and right (P) hemispheres expressed in a way
described in text and table 1. Further explanations in text.
*%%) n — norma — norm

Jak wynika z tabeli 2 jednostronne podwigzanie tetnicy szyjnej
wspblnej, chociaz w pojedynczych przypadkach spowodowalo obnizenie
transportu aminokwasu do moézgu, pozostawalo bez widocznego wplywu
na biosynteze bialka. Roéwniez i w tym przypadku zachodzi zbieznos$¢
z brakiem wyraznych zmian patologicznych w tkance, jakkolwiek obni-
zenie transportu aminokwasu $wiadczy¢ moze o nieznacznym niedo-
krwieniu po6tkuli moézgu po stronie podwigzanej tetnicy.
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Tabela 3. Wplyw niedotlenienia ischemiczno-hypoksyjnego na transport 7sSe-selenometioniny oraz jej wlaczanie
do frakeji biatkowej pétkuli mézgu po stronie podwiazanej tetnicy szyjnej wspélnej w powiazaniu
ze wzrostem masy tej p6lkuli
Table 3. Effect of ischemic-hypoxic hypoxia on 7sSe-selenomethionine transport and incorporation into
proteins of brain hemisphere on the side of the ligated common carotid artery, in relation to the weight
gain of the hemisphere > :

l Tl086 Saantirta Keiraher: oF rabe Wzgledne wlaczanie Relative incorporation
(L/P x 100)
Czas przezycia o pnrinnaTn . e
G po doéwiad. i ohdiien pétkule hemispheres
Survival time b T i R T P AT i S T Rt
G ©Z zZimian £ rt . v
e after experi- ogdiem without o o e Sfany T, . ‘
o o total ehinges masa podwy?.- oot xS ze zmianami : bez zmian
weight g ony o with changes without changes
: decreased : 2
increased | |
| |
I O min. 10 5 0 0 | 5 69,24+5,6%) | 88,5+11,7 < 0,05
| |
II 30 min. 9 2 R 4 1 76,14-6,6 106,6 < 0,001
| (111,8; 101,3)
? ,
111 2 godz. 10 4 + 5 1 \ 61,5+4,8 104,24+10,5° <0,001
g
v 4 godz. 10 5 4 2 1 71,4+11,5 105,2411,9 <0,01
v 24 godz. 12 2 9 5 4 91,749,9 99,3
(100,2; 98,4) <0,05

*) Wartosci érednie .:{-_- odchylenia standardowe. Dalsze objasnienia w tekécie oraz w opisach do tabeli 1 i 2.
Mean value 4 standard deviation. Further explanations in text and legends to Tables 1 and 2.
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464 J. Albrecht Nr 3

Skojarzenie dzialania niedokrwienia i niedotlenienia (pdtkula moézgu
po stronie podwigzanej tetnicy szyjnej w modelu Levine’a) powoduje
u licznych zwierzat spadek poziomu wlaczania aminokwasu do bialek
péikuli po stronie podwigzanej tetnicy w stosunku do potkuli poddanej
wylgcznie dzialaniu niedotlenienia. Spadek ten w wiekszosci przypadkow
pokrywa sie z wystgpieniem zaburzen w transporcie aminokwasu lub/i
w masie p6tkuli.

W grupie zwierzat o zerowym czasie przezycia (tabela 3, grupa I)
bardzo znaczne, bo siegajgce 35% obnizenie syntezy stwierdzono jedynie
w tych przypadkach, w ktérych réwniez wystapilo obnizenie transportu
aminokwasu. W grupach z 30-minutowym oraz 2 i 4-godzinnym czasem
przezycia po doswiadczeniu (tabela 3, grupa II, III i IV) uwidocznila sie
réwniez korelacja pomiedzy wystapieniem nieprawidlowosci dotycza-
cych masy poétkuli i transportu aminokwasu, a obnizeniem syntezy. Wy-
niki przedstawione w tabeli 3 wykazuja, ze czestotliwo$¢ wystepowania
wyzej wymienionych nieprawidlowos$ci zgodna jest z czestoscia stwier-
dzanych w mikroskopie $wietlnym uszkodzen strukturalnych tkanki
nerwowej w zastosowanym modelu doswiadczalnym (Levine 1960).

Wpltyw hypoksji ischemiczno-hypoksyjnej na biosynteze biatka oce-
niono osobno dla przypadkéw bez zmian oraz dla tych, w ktérych
stwierdzono przyrost masy poétkuli i podwyzszenie wzglednie obnizenie
transportu aminokwasu. W wielu przypadkach przyrost masy poétkuli
swiadczgcy najprawdopodobniej o pojawieniu sie obrzeku moézgu, wyste-
powat réownolegle, albo ze wzrostem transportu, bedacym wykladnikiem
uszkodzenia bariery krew-mozg albo z jego obnizeniem przemawiajgcym
badz za niedokrwieniem, badZz obnizeniem aktywnosci ukladéw enzy-
matycznych biorgcych udzial w aktywnym transporcie aminokwasu. We
wszystkich trzech grupach (tabela 3, grupy II, III, IV) poéltkule bez
zmian patologicznych charakteryzowaly sie niezmienionym w stosunku
do odpowiednich pétkul kontrolnych wigczaniem 75Se-selenometioniny
do frakecji biatkowych. Natomiast pétkule ze stwierdzonymi zmianami
patologicznymi syntetyzowaly biatko z wydajnoscia obnizong znamiennie
zarébwno w stosunku do poétkul poddanych wylacznemu dzialaniu hype-
ksji, jak tez w stosunku do potkul po stronie podwigzanej tetnicy szyj-
nej, lecz nie wykazujgcych zaréwno zmian w ich masie, jak i w tran-
sporcie aminokwasu. Swiadczg o tym odpowiednie prawdopodobienstwa
btedow (p). Najpowazniejszy spadek syntezy zanotowano w grupie
z przezyciem 2-godzinnym. Jest to zgodne z obserwacjami Kapuscin-
skiego i wsp. (1972), ktorzy twierdzili, ze czas ten jest przelomowy dla
pojawienia sie zmian w przepuszczalnosci bariery krew-mozg dla roéz-
nych zwigzkéw chemicznych. Zgodne z wyzej wymienionymi spostrze-
zeniami jest stwierdzenie w tej wilasnie grupie z jednej strony najznacz-
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Nr 3 Biosynteza biatka w moézgu 465

niejszego Sredniego wzrostu gromadzenia sie selenometioniny w uszko-
dzonej potkuli, z drugiej za$ znacznego przyrostu jej masy (tabela 4).

Wydaje sie, ze spadek biosyntezy bialka w moézgu w modelu skoja-
rzonym zachodzi dwufazowo. W pierwszej, wcze$niejszej fazie jest on
prawdopcdobnie bezposrednim nastepstwem niedostatku tlenowego
i substratowego, w drugiej natomiast pédzniejszej fazie (czas przezycia
20 min. — 4 godz.), kiedy jak wynika z doswiadczen nad wplywem hy-
poksji prostej, bezposredni efekt niedotlenienia cofa sig, globalny spadek

Tabela 4. Stopieri nasilenia zmian w pélkuli mbzgu po stronie polwiazansj
tetnicy szyjnej wspdlnej w nastepstwie niedotlenienia w réznym czasie
przezycia po doswiadezeniu
Table 4. Extensiveness of posthypoxic changes in the brain
hemisphere on the side of the ligated common carotid artery
at various times of survival

Tra.nsport*)
Grupa Przyrost masy
Group (L—P/L 4+ P x 100) podwyzszenie obnizenie
Weight gain 5 increase ’ decrease
1 —- ‘ — l 3 S:tl 9**)
11 3,741,1 SRLLEL
111 | 4,942,0 6,5+2,2 l 61
v ‘ 4,0+0,8 2,2(1,8; 2,7) 4,5
\'4 ‘ 7142,6 4,042,0 | 7,024
*)  (L/gmm — P)gmm
5F TR, S R gmm — g wet weight

L+P
*%) Wartogci $rednie -+ odchylenia standardowe. Ilo$é zwierzat oraz warunki
do$wiadezenia w poszezeg6lnych grupach opisano w tabeli 3. Pozostale objas-
nienia w tekscie
Mean value + standard deviation. Number of animals and experimental con-
ditions in individual groups were as described in table 3. Further explanations
in text.

syntezy wigze sie z samym uszkodzeniem tkanki. Jest to wigc efekt
wtorny, wynikajacy z wystapienia poniedotlenieniowych uszkodzen
tkankowych. Za bezposrednim uszkodzeniem samego ukladu syntetyzu-
jacego bialko W tej fazie przemawialyby wyniki uprzednio cytowanych
doswiadczen in vitro (Albrecht i wsp. 1972). Ponadto, jak wynika z ba-
dan przeprowadzonych przez Yapa i Spectora (1965), zastosowanie mo-
delu ischemiczno-hypoksyjnego powoduje znaczny spadek zawartosci
RNA, co moze rzutowa¢ na wydajnos¢ biosyntezy biatka. Nalezy wzig¢
réwniez pod uwage ewentualno$¢ ujawnienia sie aktywnosci enzymoéw

Neuropatologia Polska — 3 6
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proteclitycznych, ktére uwalniajac sie w tych warunkach z lizosoméw
(Becker, Barrcn 1961) moglyby powodowaé¢ szybsza degradacje produk-
tow syntezy.

W 24 godz. po doswiadczeniu synteza bialek w poétkulach uszkodzo-
nych prawie calkowicie wraca do normy (tabela 3, grupa V), cho¢ jedno-
cze$nie towarzyszy temu poglebienie sie objawoéw patologicznych (tabela
4, grupa V). Trzeba sie jednak liczy¢ z mozliwoscig, ze w niektorych
przynajmniej przypadkach przytoczone tu wielkosci, odnoszace sig¢ do
transportu aminokwasu do moézgu, sa nieco zawyzone. Moze bowiem na
nie rzutowa¢ zwiekszona ilo$¢ izotopu zalegajaca w naczyniach moézgu
na skutek wtérnego przejsciowego przekrwienia tkanek (Sundt i wsp.
1971). Z poprzednich naszych badan (Kapuscinski i wsp. 1972) wiadomo
jednak, ze ta ilo$¢ stanowi tak nikly odsetek radioaktywnosci catkowitej
mozgu, ze w tych rozwazaniach mozna bylo jg poming¢.

Fakt, ze mimo daleko posunietej patologii tkankowej wlaczanie
aminokwasu do frakcji bialkowej moézgu nie odbiega w tym okresie od
normy nasuwa przypuszczenie, ze moze tu mie¢ miejsce wzmozony,
wyroéwnawczy proces syntezy w proliferujacym neurogleju, wzglednie
w zachowanych, nie uszkodzonych, lub odwracalnie tylko uszkodzonych
neuronach (Kozik 1972). W celu sprawdzenia sluszno$ci jednej z tych
hipotez, jak rowniez przeSledzenia mechanizmu stymulacji syntezy
biatka nalezy przeprowadzi¢ odrebne badania na frakcjach wzbogaco-
nych w neurony i neuroglej. Badania takie sa w toku.

WNIOSKI

1. Cze$ciowe niedokrwienie mézgu szczura poprzez jednostronne pod-
wigzanie tetnicy szyjnej wspélnej nie powoduje zadnych wykrywalnych
zmian w intensywnosci syntezy biatka w poélkuli po stronie zamknietej
tetnicy.

2. Proste niedotlenienie spowodowane oddychaniem mieszaning ga-
zowa o niskiej zawartosci tlenu (4%) wywoluje niewielkie, przej$ciowe
obnizenie poziomu syntezy, cofajace sie calkowicie w przeciggu 4 godzin
oddychania powietrzem o normalnym skladzie.

3. Skojarzenie jednostronnego niedokrwienia z prostym niedotlenie-
niem prowadzi do znacznego obnizenia syntezy biatka*w pétkuli po
stronie podwiazanej tetnicy. Spadek intensywnosci syntezy, poglebia-
jacy sie w pierwszyvch godzinach po operacji, wigze sie u poszczegdlnych
zwierzat z pojawieniem sie zaburzen w transporcie aminokwasu (7*Se-
-selenometioniny) do mézgu oraz z formowaniem sie obrzeku pétkuli
mozgu. W poznych czasach po zabiegu (24 godz.) dalszemu poglebianiu
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sie zmian, dotyczacych masy moézgu i transportu aminokwasu towarzy-
szy kompensacyjny powrét syntezy biatka do normy. Przypuszcza sie,
ze kompensacja ta odbywa sie z udzialem proliferujgcego gleju.

A. Ansbpext

BJIUAHMUE TUIIOKCUU U HEJOCTATOYHOI'O KPOBOCHABZKEHMS
HA BUMOCMHTE3 BEJIKA B MO3I'Y KPBICHI

Pe3mowMme

JIBymecAYHbIe KpPbICHI pachkl BiucTap MIOABEPrajmch IEMCTBMIO CIEAYIOLUMX Moje-
Jieii TUIIOKCHMM: B) MOJEJIM TIPOCTOM IMITOKCHM, CBOLALLEMYCA K BbIAEDPIKMBAHMUM KPbIC
B TeyeHue 30 MmHyT B atMocdepe 4% Kucaopoma m 96°, asora, 6) Momemu HacTuUu-
HOM MCXeMMM C JEeBOCTOPOHHEN TOABA3KOI O0O0LIeif COHHOI apTrepum, a TaKKe
B) TUIIOKCHMIHO-MCXEMMYECKOoi Mogesns (T. Ha3. Momenu JleBuHA), ITpeCTABIAIOLIEN
coboit coueranme wmoxeneir a) u 6). VccaenoBasochk BIAUSAHME OTAENbHBIX MOJEJNeNn
Ha TPaHCIOPT K MO3TYy M BKJIOUYeHMe B ero 0eJKOBYI (DpakLMIO aHAJOra MeTMOHMHA
5Se ceseHMETMOHMHA, BBOAMMOro Ha 10 MMH mepes B3ATMEeM Mo3ra. B ciaydae mpo-
cTO¥ TMNoKeum OplIo oDHapy:keHO HeDoJblIoe MajeHue BKIYIOeHMs, ycye3arolee
nocje 4 4acoB OT MOMeHTa omnbITa. OZHOCTOPOHHAA MCXEMMUS He BbI3bIBAET HUKAKUX
M3MEHEeHM) MHTEHCMBHOCTM CHHTe3a OeslKa, HEeCMOTPA HaA OTYeTJIMBOE CHMUIKEHMe,
B HEKOTOPbIX CJy4YasaX, TPAHCIIOPTA aMMHOKMCJIOT B MO3r. 3aTo COYeTaHHOe Mdei-
CTBME TMIIOKCMIHOTO ¥ MCXeMMYeCKOoro (akKTOpoB (MOAeNb B) BbI3BAJIO 3HAYUTENb-
Hoe, aocturamoujee 400, CHMIKEHMe CHMHTE3a C Y4YacTMeM CeJIeHMeTMOHMHA, IIPU dYeM
sToT 3ddekT yraybuanca 3a nepuoxy 4 4HacoB mociae omnbITa. IlageHue CcuHTE3a B
IOJylLIapMuM CO CTOPOHBLI TIOABA3AHHOM ODIeil COHHOM apTepumM II0OYTHM BCEerga CoOIryT-
CTBOBAQJIO CHMIKEHME MM IIOBBILIEHME TPAHCIIOPTa aMMHOKMCJIOT B MO3T M BO3HMK-
HOBEHMe Ba30reHHOT0 OTeKa, M3MepsAeMOro mpupalleHMeM Macchl Iojgyuiapwuit. Ilocie
24 yacoB 3aTO JaJbHeHIIeMy YINIyOJEeHMIO I1aTOJNOTMYECKMX IIPU3HAKOB COIIYTCTBO-
BaJIO IIOYTM IIOJHOE BO3BpauleHMe cuHTe3a Oeska K Hopme. OOGcyRpnaercA Mpero-
JaraeMbli MeXaHM3M BO3HMKHOBEHMSA BbLIIIE yKa3aHHBIX M3MEHEHWM.

J. Albrecht

EFFECT OF HYPOXIA AND ISCHEMIA ON PROTEIN BIOSYNTHESIS
IN RAT BRAIN

Summary

Two-month old albino Wistar rats were subjected to the following models of
hypoxia: a) model of simple hypoxia, consisting on a 30 minute exposure of the
animal to 4% oxygen and 96 nitrogen; b) model of partial ischemia with unila-
teral (left side) ligation of the common caroid artery and c¢) ischemic-hypoxic mo-
del (so-called Levine model), resulting from the combination of models a and b.
Effects of these models on "Se-selenomethionine transport to brain and its dincor-
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poration into brain proteins were compared, the brains having been collected
10 minutes after jintravenous administration of the. labelled compound. In the
case iof 51mp]e hypox1a a small transient decrease in incorporation level was cb-
served, with the return to control values manifested usually within 4 hrs after
exposure. Unilateral ischemia remained without effect on the intensity of protein
synthesis, despite that a remarkable decrease of aminoacid transport was noted
in some these cases. : :

A combined application of the hypoxic and the ischemic factor, however, led
to a significant reduction of protein synthesis, the reduction. .reaching 40% in
comparison with the control value. The latter effect has been gradually increasing
in the coturise of the first 4 hrs after experiment. The drop in protein synthesis
in the hemisphere at the operated side was almost always accompanied by either
a decrease or increase of amino acid transport and formation of brain cedema as
measured with the weight gain of the respective hemisphere. After 24 hrs, ho-
wever, further development of pathological symptoms coincided with an almost
complete return to control values of the protein synthesis level. A presumable
mechanism of the above processes is discussed.
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During the last ten years detailed studies on the intraneuronal distri-
bution of acid phosphatase in the various brain regions of various gro-
ups of animals have heen performed. However, the studies on location
and activity of this enzyme in neurons of the reticular formation have
been restricted as vet only to a few papers (Abramowicz 1970, La Velle
et al. 1954, Santolaya, Rodriguez 1967, Sopek 1970, Tarmas, Galasinska-
-Pomykol 1972). In nearly all the above mentioned papers intracyto-
plasmic localization and activity of acid phosphatase was observed.

It has recently been found that the intranuclear acid phosphatase is
present in some neurons of central nervous system of a number of ani-
mals (Sood, Tewari 1969). So far this problem has not been studied in
neurons of the reticular formation.

The present study aimed to localize the distribution of intranuclear
acid phosphatase and to consider the activity of this enzyme in the
neurons of nucleus reticularis giganto-cellularis, nucleus reticularis
pontis oralis et caudalis of the rabbit and guinea-pig.

MATERIAL AND METHODS

Examinations were carried out on ten normal healthy adult rabbits
and ten guinea-pigs, living in the standard conditions of local enviro-
ment and diet. The brain-stems of animals not anesthetized were remo-
ved as quickly as possible from the decapitated donors and placed in
Backer’s solution at 4°C for 18 hours.
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Serial sagittal and transverse frozen sections 7, 10 or 20 u thick were
cut. Gomori’s histochemical method was applied, using the acid phos-
phatase marker test with sodium p-glycerophosphate-lead nitrate at pH
5.0—5.4 (Pears, 1961). Sections were subjected to short periods of incu-
bation from 30 to 90 minutes only and suitable controls were made at
the same time. The time of incubation has been restricted to a minimum
period to avoid the false nuclear localization of acid phosphatase (Deane
1963).

RESULTS
In the neurons of different sizes forming the nucleus reticularis gi-
gantocellularis, nucleus reticularis pontis oralis et caudalis, small, sphe-
rical intranuclear granules, giving a positive reaction for acid phospha-

tase, are visible. Generally speaking they are similar to the lysosomes
observed in the perikaryon.

The magnitude, quantity and localization of those granules as well as
their coloration which varied from dark-brown to golden in the nucleus
are dependent on the distribution of acid phosphatase in the perikaryon
and its processes and on the location and size of the nucleus and nucle-
olus. ;

In the giant and large neurons with regular or almost regular distri-
bution of the enzyme in the perikaryon and its processes and a centrally
located nucleolus, the dark-brown and bigger acid phosphatase positive
granules are distributed near the inner surface of the nuclear membrane
and on the nucleolar periphery (Fig 1). In the rest mass of the nucleus
there are only, single granules.

In the less numerous nerve cells with a centrally located enlarged
nucleolus and regular or almost regular distribution of acid phosphatase
in the neuroplasm, the perinucleolar granules give, on the whole, a weak
or negative reaction (Fig. 2).

The intensively positive granules situated near the inner surface of
the nuclear membrane are also found in the neurons with a concentra-
tion of the enzyme in the paranuclear zone of the neuroplasm (Fig. 3).

In the other nerve cells with the enzymatic activity limited to only
part of perikaryon i.e. to one pole or to part of the paranuclear zone,
the intranuclear peripheral and perinucleolar granules giving an intense
phosphatase reaction are found on the latter side.

The slightly positive acid phosphatase and less numerous intranuclear
granules are observed in those neurons, in which this enzyme is ac-
cumulated in the peripheral zone of the perikaryon and its processes.
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In a few neurons with different forms of ‘the enzymatic distribution
in the cytoplasm, the acid phosphatase activity appears to be solely
confined to the perinucleolar zone (Fig. 4).

' In ‘addition to the aferesaid patterns of intranuclear location of -acid
phosphatase some of the neurons reveal complete absence: of this enzyme
in the nuclei (Fig. 5).

In the medium sized and small neurons of the reticular formation
nuclei, the intranuclear acid phosphatase positive "granular bodies are
similar to those in the giant and large nerve cells.

In comparison with the previously described neurons, the medium
sized and small nerve cells on the whole in the test for acid phosphatase
stain more intensely (Fig. 6).

In the medium sized and small neurons in which, as a rule, the distri-
bution of the enzyme in the perikaryon is irregular the number of in-
tranuclear granules and their acid phosphatase activity vary (Fig. 7).

Frequently in one and the same group of nerve cells, neurons with
intensely positive nuclei and others with totally negative nuclei are seen
intermingled.

In some neurons with the arrangements of enzymatic activity distri-
buted particularly in the central zone of the cytoplasm, the perinucle-
olar and peripheral location of the granules intensely stained for acid
phosphatase in the nucleus is visible.

However the nerve cells revealing an accumulation of the enzyme in
the processes and in peripheral zone of the neuroplasm, give a weak or
negative acid phosphatase reaction in the nucleus (Fig. 8).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

In most of the giant, large, medium sized and small neurons forming
the nucleus reticularis gigantocellularis or mnucleus reticularis pontis
oralis et caudalis, besides the various forms of acid phosphatase distri-
bution and activity in the neuroplasm, a positive reaction for this enzy-
me was found in the cell nuclei.

This reaction appeared in varying number of small spherical bodies,
similar to the lysosomal granules in the neuroplasm. They were usually
located near the surface of the nucleolus and the inner surface of nuc-
lear membrane.

However in the other cells particularly these with acid phosphatase
positive material accumulated in the peripherial zone of the perikaryon
‘and its processes and frequently with enlarged or extracentrally located
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nucleolus, the acid phosphatase reaction in the nucleus was weak or
absent.

Similar wariations in intranuclear distribution of acid phosphatase
in the neurons of olfactory lobes from animals like cat, guinea-pig, bat,
rat, mouse, chicken, uromastrix, wall lizard, frog and toad have been
described recently (Sood, Tewari 1969). In comparison with the results
obtained by the authors mentioned above, it was found in our material
that the positive acid phosphatase reaction occured at the nuclear sur-
face but that this reaction could not be incontestably detected within
the nucleolus. Neither did we observe the homogenous staining of the
nuclei as described by these authors in the neurons of olfactory lobe
from rat, guinea-pig, mouse and wall lizard.

The results of our observations to date on the positive Gomori reac-
tion in the nuclei of various neurons indicate that this phenomenon is
not accidental but reproducible in methodical conditions revealing the
lysosomal acid phosphatase in the neuroplasm.

A strong argument against the artefactual nature of such positive
bodies emerges from the fact that in the groups of cells we have obser-
ved neurons with and without intranuclear granules which were found
lying side by side, despite the fact that these groups of cells were sub-
jected to the same physical and histochemical treatment. The artefactual
nature of the intranuclear positive bodies is also contraindicated by the
variations of their distribution in the nuclei of neurons of the same
shape and size.

The reaction for acid phosphatase, an enzyme that together with the
proteases forms part of the group of hydrolases identified within the
lysosomes, is considered by Novikoff as specific for the identification of
lysosomes (Novikoff 1963, 1967).

Thus the problem arises as to which structures, the intranuclear acid
phosphatase positive granules are homologous and further as to what
is the possible role of acid phosphatase at these sites.

On comparing Sood’s and Tewari’s (1969) observations and sugges-
tions with the results of our studies on serial sections stained by gal-
locyjanine or for acid phosphatase, we are in agreement that the small
spherical bodies in the nuclei are comparable with ribonucleoprotein
bodies.

The presence of acid phosphatase activity in these granular bodies
acquires then considerable interest since it has been established that
acid phosphatase is concerned with protein synthesis (Eranké 1951, No-
vikoff 1961, 1967, Pearse 1961). On the other hand, the opinion that,
like most other proteins, the acid phosphatase demonstrable in Golgi
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vesicles and saccules is synthesized on ribosomes (Novikoff 1967), indi-
cate some interdependence between this enzyme and nucleoproteins.

Comparing the present and our previous studies on the distribution
of DNA, RNA, acid phosphatase, the nucleoprotein and glycogen in the
neurons of the reticular formation (Tarmas, Galasinska-Pomykal 1972)
with the observations obtained by Sood and Tewari (1969), it seems to
us reasonable to assume that there are direct relations between the nuc-
leoprotein synthesis and the activity of acid phosphatase in the nuclei.
This opinion may also find confirmation in investigations on the effect
of effort and exhaustion (Gabrielescu, Bordeianu 1968) or stress and
overstimulation (Benetato et al. 1965) on the activity of the neutral and
acid proteases and acid phosphatase, the activity of which increases or
decreases and distribution changes in the neurons as a result of those
factors.

J. Tarmas

BADANIA NAD WEWNATRZJADROWYM ROZMIESZCZENIEM KWASNEJ
FOSFATAZY W NIEKTORYCH JADRACH UKLADU SIATKOWATEGO
PNIA MOZGU KROLIKA I SWINKI MORSKIEJ

Streszczenie

W pracy opisano rozmieszczenie wewnatrzjgdrowe oraz aktywno$§é kwasnej
fosfatazy w neuronach nucleus reticularis gigantocellularis oraz nucleus reticula-
ris pontis oralis et caudalis kroélika i $§winki morskiej. Stwierdzono korelacje po-
miedzy réznymi postaciami rozmieszczenia i aktywno$ci kwasnej fosfatazy w cy-
toplazmie, jak réwniez wielko$cia i lokalizacjg jaderka, a rozmieszczeniem twordw
wewnatrzjgdrowych o pozytywnym odczynie na kwa$ng fosfataze. Omoéwiono ar-
gumenty przemawiajgce za prawidlowo$cig lokalizacji enzymu mna podstawie
aktywno$ci metabolicznej stwierdzonej w jadrach niektérych neuronéw.

}O. Tapmac

VICCIIENOBAHUSA BHYTPUSAIEPHOM JOKAJMIAIIMU KUCION DOCDA-
TA3BI B HEKOTOPHIX SAJPAX PETUKVYJIAPHOM $OPMAIIMMA CTBOJA
MO3TrA KPOJUKA M MOPCKOM CBUMHKU

Pe3wowme

IlogpobHO ommcaHa BHYTPMSJEpHaAs JOoKaxu3auusa M aKTUMBHOCTH KucJoir doc-
cdarasel B HeiipoHax nucleus reticularis gigantocellularis n nucleus reticularis
pontis oralis et caudalis KpoamMKa ¥ MOPCKOi cBMHEM. OOHapyzxeHa KOppeadauus
MeXAy pasHbIMM o0pasamMm JIOKaJM3aLMM M aAKTUMBHOCTM Kucjaou docdarasbi
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B UMTOIJIa3Me; a TaKzKe BeJMYMHONM M JiOKaJM3auyei AAPBILUKA a paclpejelieHueM
BHYTPUANEPHLIX 00pa30BaHMiI € IIOJOMKMUTENIBHON Peakimell Ha Kuciayio docdarasy.

_Oﬁcyx;nalorcx aprymMeHTbl TrOBOpAILLMEe 3a HOPMAaJbHOMI .nox.a.ymaaunen SH3MMA

Ha OCHOBaHMM MeTaboJM4ecKoit AaKTUBHOCTY, ODHApPYKEeHHO! B AAPAX HEKOTOPBIX
HEePOHOB. ;
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=
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LEGENDS OF FIGURES

Fig. 1. Giant neuron from reticular pontis oral nucleus of rabbit. AcPase po-
sitive granules located perinucleolarely and at inner surface of nuclear membrane
and near regular distribution of AcPase in neuroplasm. X 1609.

Ryc. 1. Neuron olbrzymi jadra przedniego siatkowatego mostu u krolika. Ziar-
na o dodatnim odczynie na kwasng fosfataze zlokalizowane okolojgderkowo i na
wewnetrznej powierzchni blony jgdrowej oraz prawie regularne rozmieszczenie
fosfatazy kwasnej w neuroplazmie. Pow. 1600 X.

Fig. 2. Great neuron from reticular gigantocellular nucleus of guinea-pig. Al-
most regular distribution of AcPase positive granules in neuroplasm and enlarged
nucleolus giving weak reaction to AcPase. X 1600.

Ryc. 2. Neuron wielki z jgdra siatkowatego olbrzymiokomérkowego u S$winki
morskiej. Prawie regularne rozmieszczenie produktéw reakcji enzymatycznej
w neuroplazmie oraz powiekszenie jaderka, dajacego slabg reakcje na kwasng
fosfataze. Pow. 1600 X.

Fig. 3. Great neuron from the same nucleus of rabbit. Positive granules at the
inner surface of nuclear membrane and perinuclear aggregations of terminal pro-
ducts of enzymatic reaction in cytoplasm. X 1 600.

Ryc. 3. Neuron wielki z tego samego jadra u krélika. Dodatnie ziarna na we-
wnetrznej powierzchni blony jgdrowej i okolojgdrowe skupiska produktéw reakeji
enzymatycznej w cytoplazmie. Pow. 1600 X.

Fig. 4. Great neuron from reticular pontis oral nucleus of rabbit. Intense po-
sitive granules on surface of nucleclus and accumulation of AcPase positive gra-
nules in perinuclear zone of cytoplasm. X 1 600.

Ryc. 4. Neuron wielki Z jadra przedniego siatkowatego mostu u krélika. Inten-
sywnie dodatnie ziarna na powierzchni jgderka oraz nagromadzenie produktow
reakeji enzymatycznej w strefie okolojgdrowej cytoplazmy. Pow. 1600 X.

Fig. 5. Giant neuron. Completely negative nucleus and irregular distribution of
aggregations of AcPase positive granules in neuroplasm. X 1 600.

Ryc. 5. Neuron olbrzymi. Calkowicie ujemne jgdro i nieregularne rozmieszcze-
nie skupisk koncowych produktéw reakcji enzymatycznej w neuroplazmie. Pow.
1600 X.

Fig. 6. Medium sized neuron of reticular pontis oral nucleus of rabbit. Pro-
portionally intense reaction in nucleolus and particularly in cytoplasm. X 1600.

Ryc. 6. Neuron $redniej wielko$ci z jadra przedniego siatkowatego mostu u kro-
lika. Proporcjonalnie intensywna reakcja w jaderku i szczegblnie intensywna
w cytoplazmie. Pow. 1600 X.

I'ig. 7. Medium sized neuron from reticular pontis caudal nucleus of guinea pig.
Almost regular distribution of AcPase activity in cytoplasm and weak AcPase
readtion in nucleus. X 1 600.

Rye. 7. Neuron S$redniej wielkoSci z jadra siatkowatego ogonowego mostu
u $winki morskiej. Prawie regularne rozmieszczenie aktywno$ci enzymatycznej
w cytoplazmie i staba reakcja na kwasna fosfataze w jaderku. Pow. 1600 X.

Fig. 8. Small neuron from the same nucleus. Peripheral distribution of enzy-
matic activity in cytoplasm and weak reaction in perinuclear region. X 1600.

Ryc. 8. Maly neurcn z tego samego jadra. Obwodowe rozmieszczenie aktyw-
no$ci enzymatycznej w cytoplazmie i slaba reakcja w strefie okotojadrowej.
Pow. 1600 X.
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Metoda OTAN ujawnia zaréwno fosfolipidy, jak i cholesterol oraz
estry trojglicerydéw, roznicujgc je rownoczesnie, dzieki odmiennemu
zabarwieniu (Adams 1965, Adams, Bayliss 1963). Mimo krytycznego usto-
sunkowania sie do tej metody niektérych autorow (Elleder, Lojda 1968a,
1968b, Lojda, Flleder 1968) jest ona czesto uzywana w badaniach oslo-
nek mielinowych, zwtlaszcza w obrzeku moézgu (Katuza 1969), poniewaz
pozwala ujawni¢ zmiany, zachodzace w oslonkach mielinowych wyraz-
niej, niz inne stosowane dotychczas metody. Wadg metody jest koniecz-
nos¢ przeprowadzenia barwien na materiale skrawanym na mikrotomie
do zamrazania i zamykania preparatow w zelu glicerolowym. Zwigzana
z 1g technikg do$¢ znaczna grubos¢ skrawkow (10—15 mikrondéw)
i wspélczynnik zalamania Swiatlta zelu glicerolowego, odmienny niz bai-
samu kanadyjskiego utrudniajg obserwacje poszczegdlnych wldkien
istoty bialej, szczegolnie w duzych powiekszeniach.

Podobienstwo wynikéow barwienia skrawkow parafinowych i kraja-
nych na mikrotomie do zamrazania, uzyskane przez Elledera i Lojde
(1968b) w badaniach nad wybidérczoscia metody, sklonilo nas do prze-
prowadzenia prob barwienia metoda OTAN skrawkoéow parafinowych.

Materiat utrwalany w formolu 4% lub w formalinie wapniowej Bakera
odwadniano i zatapiano w parafinie, zgodnie z przyjetymi zasadami.

Skrawki grubosci 5—7 mikronoéw, po odparafinowaniu przenoszono
z wody do mieszaniny zlozonej z 1 czesci 1% roztworu OsOy i 3 czesci 1%
roztworu KClO; na 18 godzin, w temp. pokojowej (jak w oryginalnej
metodzie).

Nastepnie skrawki plukano przez 10 min. w wodzie destylowanej
i przenoszono do wodnego roztworu a-naftyloaminy na 20 min. w temp.
3¢,

* Metoda OTAN — osmium tetraoxide-a-naphtylamine method (Adams 1959).
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Nasycony wodny roztwor a-naftyloaminy sporzadzono zgodnie z ory-
ginalng metoda, dodajac a-naftyloamine do wody destylowanej, ogrzanej
do 40°C. Po 24 godzinach roztwér filtrowano.

Skrawki plukano wodg destylowana przez 5 min i podbarwiano przez
2 min. (dwukrotnie dluzej niz w metodzie orvginalnej) 2% roztworem
biekitu aICJanowego w 5% kwasie octowym.

Nastepnie skrawki ptukano woda biezgca, woda destylowana i odwad-
niano krotko w alkoholach: 70%, 85% i 96%, przeswietlano w 2 zmianach
ksylenu i zamykano w balsamie kanadyjskim, lub w DPX, inaczej niz
w oryginalnej metodzie, ktéra zaleca zamykanie skrawkéw w zelu gli-
cerolowym.

Hydrolize skrawkéow w 2N NaOH dla zabarwienia wylacznie sfingo-
mieliny i lipidow odpornych na dzialanie zasad (Adams, Bayliss 1963)
przeprowadzano na skrawkach przed naklejeniem ich na szkietka pcd-
stawowe. Po rozprostowaniu skrawkéw w cieplej wodzie na szalce
Petriego, ostroznie zlewano wode, a szalke napelniano roztworem 2N
NaOH, w ktérym skrawki pozostawaly przez 1 godz., w temp. 37°C.
Nastepnie zlewano roztwér NaOH i szalke na 1 min. napelniano kwasem
octowym, a po zlaniu kwasu octowego — woda.

Wyplukane skrawki naklejano na szkietka podstawowe i suszono
przez 24 godz. w zwykly sposob. Po odparafinowaniu barwiono je me-
todg OTAN.

Uzyskane wyniki pokrywaja sie z wynikami, uzyskanymi na skraw-.
kach sporzadzonych na mikrotomie mrozonym, jesli material zostat
utrwalony w formalinie wapniowej Bakera. W materiale utrwalonyni
w formolu 4% fosfolipidy barwig sie slabiej.

T. llInanoscka, E. IOHureBny
METOJi OTAN. B ITAPA®UMHHOMN TEXHUKE
PesmoMme

Pabora aBaserca nonbITKoi aganrtammm meroga OTAN ana marepuana 3aTorl-
JeHHoro "B mnapadwiHe. IlonydeHHble pe3yJbTaThl IIPEACTABIEHHLIM METOJOM He
OTAMYAIOTCH OT Pe3yJbTaToB, IIOJYYEHHBIX ‘Ha cpe3aX, NPOU3BEJeHHBIX Ha 3amo-
pakMBAIOI[EeM MUKPOTOME; 3HAYMTEJBHO TOHBIIE 4YeM 3aMopaxKuBaemble napacduHo-
Bble cpe3bl objeryarT HabmogeHuMsas npu O0AbBIIMX MMUMKPOCKONUYECKUX YBeaude-
HUAX.

http://rcin.org.pl



Nr 3 Metoda OTAN 481

H. Szydlowska, E. Junikiewicz
OTAN METHOD IN THE PARAFFIN TECHNIQUE
Summary

An adaptation of the OTAN method to material embedded in paraffin was

attempted. The results obtained by this method do not differ from those on mic-
rotome sections prepared for freezing. The paraffin sections much thinner than
the frozen ones make easier the observations at high microscopic magnifications.
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