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MIECZYSŁAW WENDER, ZOFIA ADAMCZEWSKA

THE GANGLIOSIDE PATTERN IN DEMYELINATING 
LESIONS OF THE BRAIN*)

Department of Neurology, Institute of Diseases of Nervous System and Sensory 
Organs, Medical Academy, Poznań

The sialic acid-containing group of tissue glycosphingolipids, known 
as gangliosides is found predominantly in the grey m atter  of the  brain 
as one of the constituents of neuronal membranes and of synaptic junct
ions. Owing to the recent progress in the field of analytical chemistry 
of lipids, it has been possible to identify also in the cerebral white matter 
at least 6 different gangliosides, differing from each other by their mo
lecular s truc tu re  and composition (Suzuki, 1965). The individual ganglio
sides m ay be distinguished by the num ber and position of monosaccharides 
and by the num ber of sialic acid molecules constituting the nonlipid part 
of the ganglioside molecule. With these observations as basis, some pri
m ary investigations were performed, dealing w ith changes of the  ganglio
side pa tte rn  in the cerebral white m atter  in various diseases of the central 
nervous system. Apart from deviations observed in storage diseases such 
as the GM h GM2 and other types of gangliosidoses, where the alterations 
found in the white m atter  are only a side effect of the pathological 
process affecting mainly the neurocytes data available are, showing dist
ing alterations both as regards total ganglioside content and the contri
bution of individual ganglioside fractions in leucodystrophies, in inflam
m atory as well as in degenerative processes in the central nervous system 
(Norton et al., 1966; Kishimoto et al., 1967; Cumings, Goodwin, 1968; 
Suzuki et al., 1970).

In view of these observations our investigations dealing with the gang
lioside pattern  of the cerebral white m atter  in diseases associated with 
myelin decomposition may be of interest. Special attention has been de
voted to the apparently  normal white m atter  of multiple sclerosis cases,
i.e. to the problem which lies in the focus of interest of those who are 
concerned with the neurochemistry of that disease (Ailing et al. 1971; 
Wender et al., 1973).

*) This investigation was supported by NIH PL 480 Research Agreement 
No. 05-027-1.
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358 M. Wender, Z. Adamczewska Nr 4

MATERIAL AND METHODS

The investigated material covers 8 cases of multiple sclerosis, 1 myeli
nopathy caused by CO intoxication, 1 case of the Marchiafava-Bignami 
disease, 2 cases of subacute sclerosing leucoencephalitis, 3 cases of leuco- 
dystrophy (one sudanophilic leucodystrophy, one of the Krabbe type — 
published by Adamczewska and Kulczycki, 1972, and one case Pelizaeus- 
Merzbacher disease), 1 case of spontaneous progressive multifocal leuco- 
encephalopathy — published by Markiewicz et al. (1972), and 2 cases of 
postcomatous encephalopathy.

The pathological material was compared with 14 control specimens, 
from adults and children. Eight adult brains derived from persons aged 
16—46, who had died in accidents, and who did not suffer from evident 
cerebral injury. The infants’ brains were taken from children who died 
from other than neurological reasons. The pathological and control brains 
were formaline-fixed specimens.

The total gangliosides were isolated from brain slices by means of the 
extraction procedure of Folch et al. (1957), and were fu rther separated 
and quantitatively estimated by the method of Suzuki (1964).

Extraction of gangliosides. A weighed portion of white m atter  slices 
was homogenized in 20 volumes of chloroform : methanol (2:1,  v/v) and 
filered. To the so obtained llpipd eŃtract 0.2 vol. of 0.05 M naCl was added, 
and the m ixture was vigorously shaken on a vortex mixer. After seap- 
ration of phases the upper one was sucked off and the walls of the tube 
rinsed twice with the “solvent upper phase”. The combined upper phase 
and rinsing solvent were taken down to dryness in a rotatory evaporator. 
The dry residue containing the gangliosides was extracted with chloro
form : methanol 2 : 1, the undissolved m aterial was filtred off, and the 
so obtained extract evaporated under a stream of nitrogen. The residue 
was again dissolved in a small volume of chloroform : methanol 2 : 1 and 
used for separation of gangliosides by means of thin-layer chromato
graphy.

Chromatography and quantitative estimation. The purified ganglioside 
extract, corresponding to ca 20 mg of white m atter was spotted on a 
thin-layer plate coated with silica gel B (Merck) and the plates were 
developed with n-propänol-water (7 : 3, v/v) by means of ascending 
chromatography. The separated gangliosides were visualized by exposing 
the plates to iodine vapour. After complete sublimation of iodine, the 
outlined areas containing the individual gangliosides, and the correspond
ing blank areas of silica gel were scraped off, 0.5 ml of H 20  was added, 
and the whole was vigorously shaken. A few minutes later the  resorcinol 
reagent was added and the colour developed on a boiling water both.

The resulting colour was extracted into butyl acetate-butanol (85 :15) 
and the optical density of the solution was read at 580 m u in a „Spectro- 
nom” spectrophotometer.
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Nr 4 Ganglioside in demyelination 359

The individual ganglioside fractions were identified by comparing 
their positions to reference gangliosides GM, and GM2 (the main mono- 
sialogangliosides), contained in fraction III of purified ganglioside from 
bovine brain, prepared according to the method of Gammack (1963), 
produced by Sigma, Chemical Company (St. Louis, USA).

RESULTS

The results of our investigations of the ganglioside pattern  of mature 
cerebral white m atter in diseases characterized by myelin decomposition 
are presented in Table 1. The ganglioside composition of the apparently 
normal white m atter  of multiple sclerosis cases did not reveal any signi
ficant alterations. Likewise, a normal pattern  was observed in CO-induced 
myelinopathy.

In the Marchiafava-Bignami disease, however, a twofold increase of 
the relative content of monosialogangliosides G4 (GM,) and G5 (GM2) at 
the expense of the G0 and G, fractions was noted.

The results of investigations of infantile white m atter in demyelinating 
diseases are shown in Table 2. The most apparent changes in the gangli
oside spectrum have been observed in cases of subacute sclerosing leuco- 
encephalitis. The percentage of disialoganglioside G2 (GDlb) and of trisialo- 
ganglioside G, (GT:) was increased and that of the basic monosialogang- 
lioside G4 (GM,) appeared in this disease markedly decreased. Less pro
nounced alterations of the ganglioside spectrum were found in sudano- 
philic leucodystrophy, in K rabbe’s leucodystrophy and in progressive 
multifocal leucoencephalopathy cases.

On the contrary, the ganglioside pattern  of the cerebral white m atter 
in the Pelizaeus-Merzbacher disease as well as in a postcomatous encepha
lopathy was perfectly normal.

DISCUSSION

The intracellular localization of gangliosides in the cerebral white 
m atter has so far not been as certained in detail. The raported large 
differences in the content of gangliosides in myelin preparations isolated 
by means of preparative ultracentrifugation could indicate that the 
ganglioside contribution should ra ther be in terpreted in terms of conta
minating impurities of axonal origin (Norton, Autilio, 1966).

The glial cells of the white m atter  have been shown to lack gangliosides, 
and so does the mitochondrial fraction. The above mentioned observations 
gave rise to some hitherto speculative assumptions that gangliosides 
isolated from the white m atter  are constituents of axonal membranes. 
However, the ganglioside pattern  of the grey m atter differs substantially
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360 M. Wender, Z. Adamczewska Nr 4

Table 1. Distribution of gangliosides in adult cerebral white matter

Tabela 1. Rozdział gangliozydów w dojrzałej istocie białej mózgu w chorobach

Go Gi (Gt i)

Normal brain 8 cases 5.9** 11.4
±2.4(0.7) ±1.9(0.6)

Multiple sclerosis 8 cases 3.7 13.1
(slices apparently normal) ± 1-5(0.4) +  3.1(0.9)

I. M.S. case Frontal lobe Age- 4.0 12.8
I.M.S.case Occipital lobe 32 years 7.2 13.8

II.M.S.case Frontal lobe Age- 4.3 10.7
II.M.S.case Occipital lobe 36 years 4.6 11.9

III.M.S.case Frontal lobe Age- 1.7 12.7
III.M.S.case Occipital lobe 35 years 0.9 9.2
IV.M.S.case Frontal lobe Age- 3.5 13.8
IV.M.S.case Occipital lobe 47 years 3.5 14.6
V.M.S.case Frontal lobe Age- 4.7 19.5
V.M.S.case Occipital lobe 50 years 4.5 19.6

VI.M.S.case Frontal lobe Age- 3.8 11.5
VI.M.S.case Occipital lobe 55 years 4.0 12.6
CO — myelinopathy Age-

58 years 2.4 11.6
Marchiafava-Bignami disease Age-
(apparently normal) 43 years 0.0 5.7

from that of the white matter, the latter  being enriched with respect 
to monosialogangliosides, and rather poor in trisialogangliosides. As there 
is no evidence that axons can synthesize their own gangliosides, it has 
been assumed that after being synthesized in the perikaryon they undergo 
some changes when transported along the axon (Eichberg et al., 1964; 
Svennerholm, 1964).

In the light of the available information about the localization of 
gangliosides in the white m atter which suggest that they are not true  
myelin constituents, it is by no means surprising that our material, 
consisting of a ra ther broad collection of cases afflicted with myelin de
composition, did not reveal any consistent deviations for which myelin 
decay as such could be responsible.

Likewise, the completely unchanged ganglioside pattern  of the  appa
rently  normal white m atter of multiple sclerosis cases is in keeping with 
the above considerations.

Despite the fact that great caution should be applied when interpreting 
changes of the chemical composition of formaline fixed material, our
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Nr 4 Ganglioside in demyelination 361

in diseases connected with myelin lesions (material fixed in formaline) 

połączonych z rozpadem mieliny (material utrwalony w formalinie)

Ganglioside fractions *

G2(Gi)ib) Gj(GDia) G4(Gmi) G s(Gm2) G6(Gm3)

30.1 32.6 14.8 5.2 <0.1
±6.7(2.1) ±4.0(1.3) ±2.1(0.7) ±2.2(0.7)

31.2 30.3 15.2 6.5 <0.1
±6.5(1.8) ±4.9(1.4) ±3.3(0.9) ±2.1(0.6)

37.6 25.5 13.8 6.3 <0.1
22.3 36.8 11.5 8.4 <0.1
22.1 36.8 20.7 5.4 <0.1

23.8 36.0 19.1 4.6 <0.1
35.4 30.8 14.8 4.6 <0.1
33.2 40.6 13.5 2.6 <0.1

32.5 26.3 17.8 6.1 <0.1
31.9 28.0 17.3 4.7 <0.1
31.8 26.3 11.9 5.8 < 0.1

33.2 25.9 11.8 5.0 <0.1

40.4 24.7 11.9 7.7 <0.1
40.5 24.3 12.9 5.7 <0.1

27.2 30.6 20.6 7.6 <0.1

25.4 23.0 31.2 14.7 <0.1

* In % of NANA  
** M ean± S.D.(S.E.)

results seem to indicate the  existence of definite changes in the ganglio
side pattern  of the cerebral white m atter  in various pathological pro
cesses leading to demyelination, dependent on the nature  of the patholo
gical process itself.

Decreased contents of the main monosialoganglioside — G4 (GMj) to
gether with concomitant increased Gi (GT\) and G2 (GDlb) percentages 
are the characteristic changes observed in cases of subacute sclerosing 
leucoencephalitis.

Norton and Autilio (1966) reported on changes essentially comparable 
with our results in the some pathological process. They assumed that 
these changes could result from increased amounts of ganglioside-rich 
cellular components, without specifying their exact nature. It is interest
ing to mention, that similar results have been obtained by Suzuki et al. 
(1970) in Schilder’s disease. The authors suppose, that the observed de
viations of the ganglioside spectrum in subacute sclerosing leucoencepha
litis, and presumably also in Schilder’s disease may be causatively related 
to virus infection (probably measle virus) affecting the metabolism of 
cellular membranes.
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Table 2. Distribution of gangliosides in infantile cerebral white matter 

Tabela 2. Rozdział gangliozydów w dziecięcej istocie białej mózgu w chorobach

Age
Go G i(Gt i)

Normal brain 2.5 months 3.9 4.6
Normal brain 3.5 months 1.8 8.9
Normal brain 6 months 0.6 3.1
Normal brain 6 years 4.2 6.8
Normal brain 7 years 0.7 4.0
Normal brain 13 years 0.0 3.7
LESS 5 years 3.1 10.6

LESS 14 years 3.8 11.8

Sudanophilic leukodystrophy 1 month 1.8 7.2

Leukodystrophy, Krabbe type 7 months 0.0 3.4

Pelizaeus-Merzbacher disease 14 years 1.4 2.2

Progressive multifocal 
leukoencephalopathy 13 years 5.5 11.8

Postcomatous encephalopathy 8 years 3.4 4.1
Postcomatous encephalopathy 14 years 6.1 6.5

If that is the case, one could assume, that the nature of changes in the 
ganglioside pattern would be somehow related to the  kind of pathogenic 
virus. In our own investigations of a case of spontaneous progressive 
leucoencephalopathy, which is presumably brought about by a papova 
virus, we have also established significant changes in the  white m atter 
ganglioside spectrum, but the obtained picture was definitely different 
from that in cases of subacute sclerosing leucoencephalitis (increased 
content of Gi (GTi) ganglioside with normal level of the G4 (GM^ one).

The interpretation of our results obtained in sudanophilic and in 
globoid leucodystrophy is ra ther difficult. Suzuki (1966) reported on a 
changed ganglioside pattern  in the white m atter  of a metachromatic 
leucodystrophy. These observations could eventually, and obviously quite 
hypothetically be interpreted in terms of genetically determined alte 
rations in the composition of axonal membranes in leukodystrophies. 
However, this assumption would need confirmation by appropriate in
vestigations.

The alterations observed in the apparently  normal white m atter in a 
Marchiafava-Bignami case seem to indicate a generalized impairment of 
ganglioside metabolism, similarly as in the case of other cerebral lipids, 
resulting from chronic abuse of alcohol intake, tha t  only finally causes 
demyelination within the commissural system.
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in diseases connected with myelin lesions (material fixed in formaline) 

Połączonych z rozpadom mieliny (material utrwalony w formalinie)

Ganglioside fractions*

GMGüib) G 3(Güia) G4(Gmi) G 5(Gm2) Gó(Gm3)

8.5 28.9 37.1 10.8 6.2
13.6 23.4 37.0 14.4 0.9
6.8 21.6 39.5 18.5 9.9
9.3 19.5 49.0 7.0 4.2
8.7 18.6 49.3 14.0 4.7

13.7 33.8 31.4 11.2 6.2

30.5 30.1 18.5 7.2 <0.1

31.0 33.5 17.1 2.8 <0.1

21.0 38.3 23.5 4.7 3.5

1.7 12.1 55.2 19.0 8.6

10.9 28.6 51.6 5.3 <0.1

8.2 22.2 52.9 2.4 <0 .1

13.1 8.9 51.3 15.9 3.4
11.3 14.0 50.0 10.1 2.0

* In % of NANA

CONCLUSIONS

1. Demyelination does not affect the ganglioside pattern  of the cerebral 
white matter.

2. The ganglioside composition of the apparently  normal white m atter 
in multiple sclerosis remains unaltered.

3. The ganglioside pattern of the white m atter  in subacute sclerosing 
leucoencephalitis as well as in the spontaneous progressive leuco- 
encephalopathy is deviated, and presum ably due to virus infection 
capable of altering the metabolism of cellular membranes.

4. The observed changes in the ganglioside composition of the appa
rently normal white m atter  in the Marchiafava-Bignami disease 
should be interpreted as one of the effects of a generalized impair
ment of the cerebral lipid metabolism, preceding demyelination 
in the commissural system.

M. Wender, Z. Adamczewska

OBRAZ GANGLIOZYDÓW W USZKODZENIACH DEMIELINIZACYJNYCH
MÓZGU

S t r e s z c z e n i e

Przeprowadzono badania obrazu chromatograficznego gangliozydów istoty białej 
mózgu w przypadkach stwardnienia rozsianego, podostrego stwardniającego zapa
lenia istoty białej mózgu, leukodystrofii, choroby Marchiafava-Bignami, postępującej
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364 M. Wender, Z. Adamczewska Nr 4

samoistnej leukoencefalopatii oraz w uszkodzeniu mieliny w zespole pośpiączkowej 
encefalopatii.

Wyniki badań, w których stwierdzono odchylenia obrazu gangliozydów tylko 
w niektórych badanych przypadkach świadczą, że rozpad osłonek mielinowych nie 
prowadzi do zmian w obrazie gangliozydów istoty białej mózgu. Również w pozornie 
prawidłowej istocie białej mózgu w stwardnieniu rozsianym obraz gangliozydów 
jest normalny. W podostrym stwardniającym zapaleniu isitoty białej mózgu i w po
stępującej samoistnej leukoencefalopatii występują znaczne przesunięcia w obrazie 
gangliozydów istoty białej, prawdopodobnie jako wynik zmian w metabolizmie błon 
komórkowych, wywołanych zakażeniem wirusowym. Odchylenia obserwowane w po
zornie prawidłowej istocie białej w chorobie Marchiafava-Bignami zdają się być 
jednym z przejawów uogólnionych zaburzeń przemiany lipidowej mózgu, wyprze
dzających demielinizację w układzie spoidłowym.

M. BeH,qep, 3. A^aMneBCKa

KAPTMHA rA H rJIM 03M fl0B  B flEMMEJIMHM3MPYK>mMX 
IIOBPE:>KflEHMflX M OSrA

P e  3  K> M e

n p O B O f lM J lM C b  M C C Jie^O B aH H fl  XpOM aTOI'pacjDM HeCKOM  K a p T M H Ł I  r a H r j I H 0 3 M fl0 B  6 e j i o r o  

B e m e c T B a  M03ra b  c j i y n a f l x  p a c c e H H H o r o  c i t j i e p o 3 a ,  c y 6 x p o H M H e c K o r o  C K j i e p o T M n e c -  

KOPO jieMK03Hi;e<J)ajiMTa, 6ojie3HH MapKMa<J>aBa-EMHbHMM, nporpeccwpyiomeM cnoH- 
TaHHOM  J ie M K 0 3 H u e < J )a j i0 n a T M M  w r i O B p e * f l e H M f l  M M ejiM H a B CM MnTOM e n 0 C j i e K O M a T O 3 -  

HOM 3Hue<J)ajionaTMM.
P e 3 y j l b T a T b I  MCCJieflOBaHMM B K O T O p b lX  O Ö H a p y J K M B a jIM C b  OTKJIOHeHMJI K a p T M H b l

r a H r j i M 0 3 MAOB j i m i u b  B H e K O T o p b i x  M C C J ie ^ O B a H H b ix  c j i y n a n x  C B M A e T e j ib C T B y iO T , h t o  

p a c n a #  M w e jiM H O B b ix  o ó o j i o n e K  H e  B e ^ e T  k  n 3 M eH eH H H M  b  K a p T M H e  r a H r j i n o 3 n,zjoB 

6e j i o r o  B e m e c T B a  M 0 3 r a .  T a K J K e  b  K a jK y m w M C H  n p a B M J ib H O M  6 e j iO M  B e m e C T B e  M0 3 r a  

B p a c c e H H H O M  C K J i e p o 3 e  ic a p T M H a  r a H r j i M O 3 n ;ą 0 B H o p i w a j i b H a n .  B c y 6 x p o H H M e c K O M  

C K j ie p o T M H e c K O M  ^ e M K 0 3 n u e 4 )a j iM T e  u  b  c n o H T a H H O M  n p o r p e c c M p y i o m e M  j i e ü K O S H u e -  

4 > a j io n a T M M  M M e iO T ca  3 H a M H T e j i b H b i e  CA B H rw  b  K a p T M H e  r a H r j i n 0 3 MA0 B 6 e j i o r o  B e m e c 

T B a ,  B ep O H T H O  B C J ie ^ C T B H e  M3 MeHeHMM  M e T a 6 o jIM 3 M a K JieT O H H b lX  M e M Ö p a i l ,  B b I 3 B 3 H -  

H b lX  BM pyCHOM  MH(j3eK U M eM .

O T K jiO H eH M H , H a 6 j n o , q a e M b i e  b  K a Ä y m M M C H  n p a B M J ib H O M  ö e j iO M  B e n j e c T B e  b  6 o -  

j i e 3 HM M a p K M a c J j a B a - B w H b H M H ,  K a j K y r c a  6 b iT b  o a h k m  m3  n p n 3 H a K 0 B o 6 o 6 m e H H b i x  

H a p y iu e H M M  J iM n M ^ H o r o  M e T a 6 o j iM 3M a  M0 3 r a ,  o n e p e j n a i o i U M x  Ä M M nejiM H M 3 a u M i o  b  k o -  

M M C C y pa jIb H O M  CMCTeMC.

REFERENCES

1. Adamczewska Z., Kulczycki J.: Badania lipidów mózgu w leukodystrofii Krab- 
bego. Neur. Neurochir. Pol. 1972, 6, 473—477.

2. Ailing Ch., Vanier M., Svennerholm L.: Lipid alterations in apparently normal 
white matter in multiple sclerosis. Brain Res., 1971, 35, 325—336.

3. Cumings J., Goodwin M.: Sphingolipids and phospholipids of myelin in multiple 
sclerosis. Lancet, 1968, II, 664—665.

4. Eichberg J., Whittaker V., Dawson R.: Distribution of lipids in subcellular par
ticles of guinea-pig brain. Biochem. J., 1964, 93, 91—100.

5. Folch-Pi J., Lees M., Sloane-Stanley G.: A simple method for the isolation 
and purification of total lipids from animal tissues. J. biol. Chem. 1957, 226, 
497—511.

http://rcin.org.pl



Nr 4 Ganglioside in demyelination 365

6. Gammack D.: Physicochemical properties of ox-brain gangliosides. Biochem. 
J. 1963, 88, 373—381.

7. Kishimoto Y., Radin N., Tourtellotte W., Parker J., Itabashi H.: Gangliosides 
and Glycerophospholipids in multiple sclerosis white matter. Arch. Neurol. 
1967, 16, 44—54.

8. Markiewicz D., Dymecki J., Adamczewska Z., Goncerzewicz A.: Spontaneous 
progressive multifocal leucoencephalopathy (clinicomorphological study). Al 
III-lea Simposion National de Neuropatologie, 1972, Buęuresti, p. 148.

9. Norton W., Autilio L.: The lipid composition of purified bovine brain myelin. 
J. Neurochem. 1966, 13, 213—222.

10. Norton W., Poduslo S., Suzuki K.: Subacute sclerosing leukoencephalitis. II 
Chemical studies including abnormal myelin and an abnormal ganglioside 
pattern. J. Neuropath, exp. Neurol. 1966, 25, 582—597.

11. Suzuki K.: A simple and accurate micromethod for quantitative determination 
of ganglioside pattern. Life Sciences 1964, 3, 1227—1233.

12. Suzuki K.: The pattern of mammalian brain gangliosides. J. Neurochem. 1965,
12, 969—979.

13. Suzuki K.: Ganglioside patterns of normal and pathological brains. In: Inborn 
disorders of sphingolipid metabolism. Pergamon, Oxford—New York 1966, 
215—230.

14. Suzuki Y., Tucker S., Rorke L., Suzuki K.: Ultrastructural and biochemical 
studies of Schilder’s disease. J. Neuropath, exp. Neurol., 1970, 29, 405—419.

15. Svennerholm L.: The gangliosides. J. Lipid Res. 1964, 5, 145—155.
16. Wender M., Adamczewska Z., Wajgt A.: Cerebral lipids in a case with a clini

cally silent isolated plaque of the multiple sclerosis type. Europ. Neurol. 1973,
9, 21—29.

Authors’ address: Institute of Neurology, Medical Academy, Poznań, Poland,
49 Przybyszewskiego Str.

http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT

W dniach od 14.11 do 16.11.1974 r. odbędzie się w Poznaniu Sympo
zjum Dunajskie Neurologii, Neuropatologii i Neurologii Dziecięcej na 
temat:

„WPŁYW CYNNIKÓW ŚRODOWISKOWYCH CHEMICZNYCH I FIZYCZNYCH

NA UKŁAD NERWOWY”

Obrady toczyć się będą w języku angielskim i niemieckim.

Termin zgłoszenia doniesień — 1 marca 1974 r.

Termin nadsyłania streszczeń — 1 maja 1974 r.

Adres komitetu sympozjum — prof. dr M. Wender.
60-355 Poznań, Klinika Neurologiczna, 
ul. Przybyszewskiego 49.
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LECH IWANOWSKI, AGNIESZKA JĘDRZEJEWSKA

ODCZYN PRYMITYWNYCH KOMÓREK SIATECZKI 
W PRZYPADKU DŁUGOLETNIEJ CUKRZYCY

Klinika Neurologiczna AM, Warszawa 
Kierownik: prof. dr I. Hausmanowa-Petrusewicz

Omawiany przypadek zwrócił naszą uwagę ze względu na szczególny 
odczyn mikrogleju, k tóry ujawnił się prawdopodobnie w specyficznych 
warunkach w tkance mózgowej, wywołanych cukrzycą.

OPIS PRZYPADKU

Pacjentka W. W., lat 57 (Hist. chor. 269/68) przez 10 lat chorowała na 
cukrzycę; w ostatnich 5 miesiącach jej życia wystąpiły objawy neurolo
giczne w postaci przemijających niedowładów i również przemijających 
objawów polineuropatii, z powodu których została przyjęta do Kliniki 
Neurologicznej AM w Warszawie. Chora zmarła z powodu zatoru tętnicy 
płucnej, po półrocznym pobycie w Klinice. Badania dodatkowe prócz 
wysokiego poziomu cukru we krwi (76—421 mg°/o) i w moczu (0,4—6,5%) 
nie wniosły nic istotnego. Badanie ogólne i analiza elektroforetyczna bia
łek płynu mózgowo-rdzeniowego były prawidłowe. Rozpoznanie kliniczne: 
L a e s io  c e r e b r i  in in d iv id u o  c u m  d ia b e te  m e l l i to  d e c o m p e n s a to .  B r o n c h o 

p n e u m o n ia  b i la te ra l is .  I n s u f f ic ie n t ia  c i r c u la to r ia .  Na sekcji ogólnej poza 
zatorem tętnicy płucnej i zakrzepem żyły udowej lewej, stwierdzono 
stłuszczenie trzustki.

Mózg utrwalony w formolu wykazywał cechy obrzęku oraz zanik obu 
biegunów czołowych. Naczynia podstawy były cienkościenne, spadnięte. 
Na przekrojach czołowych stwierdzono obniżoną spoistość obu gałek 
bladych i prążkowia oraz liczne ogniska martwicy, dwa z nich były 
ukrwotocznione.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki z obu półkul mózgowych, 
pnia i rdzenia kręgowego, t. podstawną, t. szyjną wewnętrzną w miejscu 
trójpodziału, korzonek przedni i ty lny  z odcinka lędźwiowego rdzenia, 
pień nerwowy ze splotu barkowego i wycinek mięśnia naramiennego.
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Skrawki barwiono hematoksyliną-eozyną, metodą PAS, van Gieson, 
Heidenhaina, Klüvera, Bodiana, Hortegi, Gomoriego, Holmesa i Cajala.

W badaniu mikroskopowym stwierdzono uszkodzenie wielu komórek 
nerwowych, polegające na zmianach ischemicznych, przewlekłych, stłusz- 
czeniu i rozpływaniu tigroidu oraz rozlany odczyn glejowy z licznymi po
staciami przerostowymi neuro- i mikrogleju, a zwłaszcza licznymi pa
łeczkami w korze centralnej i wyspie (rye. 1), a ponadto obrzęk i prze
krwienie. W obu półkulach były widoczne liczne ogniska martwicze. 
Martwice te miały charakter wielofazowy: w jednym ognisku można było 
zaobserwować zarówno odczyn leukocytarny, jak też makrofagowy, czy 
też obraz blizny glejowo-mezodermalnej, lub objawy bardzo wczesnego 
niedotlenienia. Zwracało uwagę wyraźniejsze uszkodzenie wraz ze zgąb- 
czeniem podłoża piątej i szóstej, a odcinkami trzeciej warstwy kory. 
Opustoszenia komórkowe były wyraźne zwłaszcza w sektorach Sommera. 
Grudki krwiopochodnego barwika występowały w komórkach żernych 
i pozakomórkowo. Ciałka skrobiowate skupiały się wokół komór i w wars
twie drobinowej kory. W zgąbczałej istocie białej płata czołowego i cie
mieniowego obserwowano okołonaczyniowe nacieki złożone z komórek 
limfocytopodobnych i żernych. Niektóre naczynia wykazywały niewielkie 
zmiany szkliste i włókniste. W korzonkach rdzenia kręgowego stwierdzono 
rozpad mieliny i uszkodzenie włókien osiowych, wyraźniejsze w korzon
kach przednich.

W obrębie jąder podstawy obu półkul i w korze wyspy, a mniej licznie 
w opisanych powyżej ogniskach m artwic wielofazowych i polach zgąbczeń, 
stwierdzono obecność nietypowych komórek. Komórki te występowały 
w kilku odmianach: miały one owalne lub okrągłe jądro, nieco większe 
od jądra dojrzałego mikrogleju, z umiarkowaną ilością chrom atyny 
(ryc. 2). Niektóre z nich miały jądro pęcherzykowate, przejaśnione, skąpą 
ilość zarodzi i wyglądały jak komórki siateczki (ryc. 3). Lepszemu wysy-

Ryc. 1. Rozplem komórek pałeczkowaitych w  korze ruchowej. H.—E. Po w. 200 X. 

Fig. 1. Proliferation of rod cells in motor cortex. H.—E. X 200.

Ryc. 2. Stain gąbczasty w istocie białej przylegającej do ogniska martwicy w korze 
płata ciemieniowego. Widoczne młode komórki mikroglejowe. H.—E. Pow. 1000 X.

Fig. 2. Spongy state in the white matter near necrotic area in parietal cortex. 
Young microglial cells are seen. H.—E. X 1000.

Ryc. 3. Pierwotne komórki siateczki w okolicy jąder podstawy w impregnacji
metodą Gomoriego. Pow. 200 X.

Fig. 3. Primitive microglial cells in basal ganglia. Impregnation after Gomori.
X 200.

Ryc. 4. Rozplem pierwotnych komórek siaiteczki wokół włośniczki. Most. H.—E.
Pow. 100>0 X.

Fig. 4. Proliferation of primitive microglial cells arooind the capillary. Pons. H.—E.
X 1000.
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ceniu jądra chrom atyną towarzyszyło powiększanie się rąbka cytoplazmy, 
aż do przekształcenia się komórki w dojrzałego makrofaga (ryc. 6). Ko
mórki z jasnym jądrem i skąpą ilością cytoplazmy wykazywały dużą 
aktywność mitotyczną (ryc. 9. W rozwojowo starszych komórkach obser
wowano jedynie podziały amitotyczne. Rozplem komórek był widoczny 
wokół włośniczek lub przydanki większych naczyń i był najżywszy w oko
licach dotkniętych przewlekłym niedotlenieniem, dającym obraz martwicy 
niezupełnej. Obszary m artwicy niezupełnej występowały w jądrach pod
stawy (ryc. 6, 7), w korze wyspy i części podstawowej mostu (ryc. 4). Dla 
otrzymania pełnej charakterystyki tych komórek wykonano metodą Hor- 
tegi barwienie na mikroglej, w którym  jądra tych komórek wyimpregno- 
wały się bardzo silnie, natomiast w okolicach żywego rozplemu zarys 
cytoplazmy był ledwo widoczny. Barwienie na siateczkę, wg Gomoriego, 
uwidoczniło również zarys jąder tych komórek i bardzo delikatne włó- 
kienka srebrochłonne (ryc. 3).

OMÓWIENIE

W opisanym przypadku chorej na cukrzycę, która zmarła z przyczyny 
pozamózgowej, sekcyjnie nie stwierdzono uszkodzenia układu naczynio
wego; nie znaleziono też m ateriału zatorowego w tętnicach szyjnych, ani 
w lewym sercu; jak również żadnego patologicznego połączenia między 
sercem praw ym  a lewym, ani przerostu mięśnia serca.

W przedstawionym powyżej obrazie uszkodzenia ośrodkowego układu 
nerwowego zwracają uwagę:

1. Zmiany typu przewlekłego niedotlenienia mózgu z licznymi ognis
kami martwicy wielofazowej przy niewspółmiernie małym uszkodzeniu 
układu naczyniowego. Lokalizacja i charakter tych zmian pozwalały 
zakwalifikować je jako encefalopatię i neuroradikulopatię cukrzycową 
(Bell 1952, Boudnelle i wsp. 1966, Ditzel 1968, Erbsloeh, Schraeder 1963,

Ryc. 5. Ognisko rozmiękania w okolicy diemieniowo-potylicznej, H-E. Pow. 100 X. 
Fig. 5. Necrotic area in parieto-occipital region. H.-E. X 100.

Ryc. 6. Ognisko rozmiękania w  okoilicy ciemieniowo-potylicznej. Widoczny roz
plem pierwotnych komórek siateczki i makrofagi. H.-E. Pow. 1000 X.

F ig .  6. Necrotic area in parieto-occipital region. Proliferation otf primitive micro- 
these cells mitotic figures are seen. H.-E. X 1000.

R y c .  7. Okołonaczyniowy rozplem komórek siateczki w jądrach podstawy. W ko
mórkach tych widoczne podziały mitotyczne. H.-E. Pow. 1000 X.

Fig. 7. Perivascular proliferation of primitive reticular cells in basal ganglia. In 
these cells mitotic figures are seen. H.-E. X 1000.

Ryc. 8. To samo pole co na ryc. 7. H.-E. Pow. 400 X.
Fig. 8. The same region as in Fig. 7. H.-E. X 400.

Ryc. 9. To samo pole co na ryc. 7. H.-E. Pow. 1000 X.
Fig. 9. The same region as in Fig. 7. H.-E. X 1000.
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de Jong 1950, Moss 1964, Nevsimal, Stein 1967, Taubin, Matz 1968, Vital 
i wsp. 1967).

2. Obecność charakterystycznych komórek w zmienionej, niedotlenio- 
nej tkance. Występowały one w kilku odmianach, dając się uszeregować 
w ciągu rozwojowym od prymitywnej komórki siateczki do dojrzałego 
makrofaga. Komórki te wykazywały wyraźny związek ze ścianą naczyń 
i żywo się mnożyły (figury podziału). Zgodnie z Feiginem (1969) zakwali
fikowano je jako prymitywne komórki siateczki i ich pochodne ulegające 
przekształceniu w komórki żerne mikrogleju.

Obecność różnorodnych form mikroglejowych i liczne postacie mito- 
tyczne nasuwały konieczność różnicowania ze sprawą nowotworową -— 
microgliomatosis. Brak charakterystycznych dla tego nowotworu komórek 
przemawiał przeciwko takiemu rozpoznaniu (Russel, Marshall 1948, Russei, 
Rubinstein 1963, Peison 1967, Vuia 1968, Castaigne 1968).

W omawianych komórkach oprócz mitoz, obserwowano tylko niewielkie 
przejaśnienie jądra w porównaniu do jądra dojrzałego mikrogleju, poza 
tym  brak było makroskopowo widocznego utkania nowotworowego. W li
teraturze spotkano tylko jeden przypadek bez makroskopowo widocznego 
utkania nowotworowego, który Adams i Jackson (1966) zaliczyli do m i
crogliomatosis.

Obecność mitoz w tych komórkach nie wydaje się przeczyć ich od
czynowemu charakterowi. P rym ityw ne komórki siateczki stanowią po
tencjalną rezerwę mezenchymalnych możliwości odczynowych w tkance 
mózgowej i mogą się rozmnażać w następstwie uszkodzenia. Ich dorosły
mi postaciami mogą być makrofagi (Feigin 1969). Na odczynową aktyw 
ność mitotyczną tych komórek zwracali uwagę Hachenberg i Graf (1968) 
w przypadku bakteryjnego zapalenia opon z odczynem siateczkowo-hi- 
stiocytarnym oraz Cammermeyer (1967) w rozsianym ziarniniakowatym 
zapaleniu mózgu u szczurów. Kreutzberg (1968) obserwował wysoką 
aktywność mitotyczną komórek zidentyfikowanych jako okołoneuronalne 
komórki mikrogleju po przecięciu n. VII. Utożsamiając te komórki z pry 
mitywnymi komórkami siateczki pozostaje uzasadnić, dlaczego uwidoczni
ły się cne właśnie w tym  przypadku, a tak rzadko stwierdza się je w in
nych uszkodzeniach mózgu. Feigin, opierając się m.in. na pracach Haina, 
uważa, że czas życia tych komórek w uszkodzonej tkance jest bardzo 
krótki, przechodzą one bowiem szybko w dojrzałe makrofagi; ujawnia je 
martwica skrzepowa. Ponadto są one widoczne w polach wczesnego nie
dotlenienia, zwłaszcza, gdy niedotlenienie to powstaje powoli i jego nasi
lenie nie jest jednakowe w obrębie niedotlenionego obszaru. Wydaje się, 
że takie warunki zaistniały właśnie w naszym przypadku, w którym  
proces cukrzycowy sprzyjał niejednoczasowemu uszkodzeniu nawet po
szczególnych neurocytów. Zwłaszcza, że w opisanym przypadku cukrzyca 
trwała 10 lat i przez ostatnie 6 miesięcy życia chorej była z całą pewnością 
niewyrównana. Nagły zgon chorej z powodu zatoru tętnicy płucnej przy
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czynił się niejako do „utrwalenia” pewnej ilości komórek mikroglejowych 
w ich młodej postaci, hamując przemianę w makrofagi.

JI. MnaHOBCKH, A. EH/jJKeeBCKa

PEAKUMH ITPMMMTMBHblX KJIETOK CETOHKM B CJIYHAE
MHOrOJIETIIErO JJHAEETA

P e 3 io M e

O n w c a H  c j i y n a w  ö o j i b H O ü  f l n a 6 eTOM  b  T e n e H w e  1 0  j i e T .  I I o c M e p T H o e  w c c j ie f l O B a H M e  

M 0 3 r a ,  KpoMe KapTMHti ^waGeTHOM SHijecbajionaTMM, oÖHapyjKMjio b  paüoHax rwnoK- 

CMM MHoroMMCJieHHbie xapaKTepHLie kjictkm MHctwjibTpaTa. Abtopbi 3aHHCJiMjiM stm

KJieTK M  K npM M H TM B H bIM  K J ie T K a M  OeTOHKM M MX TTpOM3BOflHbie -----  B H a n p a B J ie H M M

M3 M e H e H M ü  K ( J ło p M e  B 3 p o c j i b i x  M a K p o c J ) a r o B .  B j i a r o f l a p a  n a j iM M M io  o c o 6 e H H t i x  y c j x o -  

BHfi nacTb KjieTOK He no^Beprjiacb M3MeHenmo.

L. Iwanowski, A. Jędrzejewska

REACTION OF THE PRIMITIVE CELLS OF THE RETICULUM IN THE CASE 
OF DIABETES MELLITUS OF MANY YEARS DURATION

S u m m a r y

The case concerns a patient who during .the last 10 years of her life suffered 
from diabetes mellitus. Post mortem microscopic examination of the brain showed, 
beside diabetic encephalopathy, numerous cells infiltrating the area diagnosed to 
be damaged by a chronic hypoxia process. The authors believe these cells to be 
primitive reticular cells, some of which owing to peculiar circumstances did not 
transform into mature macrophages.
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TERESA ZALEWSKA

BADANIA NAD WBUDOWYWANIEM 75SE-SELENOMETIONINY 
DO BIAŁEK OŚRODKOWEGO UKŁADU NERWOWEGO KRÓLIKA 
Z UWZGLĘDNIENIEM LOKALIZACJI WEWNĄTRZKOMÓRKOWEJ

Zespół Neurochemii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN 
Kierownik: dr n. przyr. A. Gromek

Zainteresowanie metioniną wiąże się z funkcją, jaką pełni ten amino
kwas w ośrodkowym układzie nerwowym. Metionina metabolizowana 
na drodze trans-sulfuracji daje związki regulujące przewodnictwo i po
tencjał oksydoredukcyjny neuronu. Ponadto jest ona niezbędnym pre
kursorem i składnikiem w procesie biosyntezy białka.

Wyniki dotychczasowych badań, prowadzonych głównie na układach 
bakteryjnych wykazały, że podstawienie związków organicznych selenu 
w miejsce analogów siarkowych nie zmienia ich aktywności biologicznej 
a aminokwasy znakowane selenem zachowują się podobnie do amino
kwasów siarkowych (Lam, Olson 1964, Rosenfeld, Beath 1964). Zastoso
wanie w badaniach 75Se-selenometioniny nie wskazuje na występowanie 
zmian ubocznych, związanych z obecnością selenu, ponieważ stężenie 
tego pierwiastka w badanych układach jest znacznie niższe od poziomu 
toksycznego. Ponadto 75Se, posiadający korzystne własności fizyczne (pro
mieniowanie gamma o stosunkowo wysokiej energii) upraszcza w znacz
nym stopniu technikę pomiaru radioaktywności w materiale biologicz
nym.

Celem podjętej pracy było prześledzenie dynamiki wbudowywania 
selenometioniny znakowanej selenem 75Se do białek różnych struk tur 
anatomicznych ośrodkowego układu nerwowego, określenie wewnątrz
komórkowej lokalizacji izotopu i ocena przydatności selenowej pochodnej 
metioniny do badań nad metabolizmem metioniny siarkowej w tkance 
nerwowej.

W związku z teoretycznie uzasadnioną możliwością metabolizowania 
selenometioniny do selenocystyny, oznaczano również względną zawartość 
obu aminokwasów w radioaktywnych białkach.

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na 60 królikach rasy szynszyl, płci 
obojga, w wieku 2—3 miesięcy, wagi 2—3 kg, odżywianych dietą stan-

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 2
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dardową. Zwierzętom wstrzykiwano 75Se-l-selenometioninę (prod. Amer- 
sham—Anglia) do żyły usznej brzeżnej w ilości 10 i^Ci/kg wagi, uśmier
cano je zatorem powietrznym w czasie 10, 20, 40, 60 min, 2, 4, 6, 12 
i 72 godz. po wstrzyknięciu izotopu i wyjmowano mózg, z którego po
bierano do badania półkule mózgu, wzgórze, pień mózgu, górny odcinek 
rdzenia szyjnego i półkule móżdżku. Pobrane wycinki tkanki homoge
nizowano w 5°/o zimnym TC A, wytrącony osad białka poddawano ko
lejnym ekstrakcjom wg metody podanej przez Robertsa i wsp. (1955) 
i oznaczono względne radioaktywności w uzyskanych drogą ekstrakcji 
frakcjach wolnych aminokwasów, lipidów, kwasów nukleinowych i bia
łek. Azot białkowy oznaczano mikrometodą Kjeldahla wg Steyerm erka 
(1961). Dla określenia wewnątrzkomórkowej lokalizacji 75Se-selenometio- 
niny badano aktywność frakcji jądrowej, mitochondrialnej i układu cyto- 
plazmatycznego, obejmującego mikrosomy i cytoplazmę, w czasie 15, 30, 
60 min po wstrzyknięciu izotopu.

Wymienione u ltra s truk tu ry  otrzymywano na drodze frakcjonowanego * 
wirowania homogenatów w ybranych części mózgu (półkuli mózgu, wzgó
rza i pnia mózgu) wg metody Stahla i wsp. (1963). Czystość otrzymanych 
frakcji kontrolowano testami biochemicznymi, badając aktywność cha
rakterystycznych enzymów. Układ cytoplazmatyczny testowano bioche
micznie oznaczając aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej 
(E.C.1.1.1.49) — enzymu specyficznego dla frakcji cytoplazmatycznej 
(Löhr i Walter 1963) i glukozo-6-fosfatazy (E.C.3.1.3.9) — enzymu związa
nego z frakcją mikrosomalną (Harper 1963). Enzymem specyficznym dla 
frakcji mitochondrialnej była dehydrogenaza glutaminianowa (E.C. 1.4.1.2). 
której aktywność oznaczano wg metody Schmidta podanej przez Berg- 
meyera (1963). Frakcję mitochondrialną dodatkowo przebadano pod 
względem czynnościowym, określając jej zdolność do procesów oksyda
cyjnej fosforylacji i przeprowadzając kontrolę oddechową. Oceny ak tyw 
ności oddechowej dokonywano metodą polarograficzną opisaną przez 
Chance’a (1955). Frakcję jądrową sprawdzono na zawartość hemoglobiny 
wg metody Bergmana i Prinzm etala (1946). Z otrzymanych u ltras truk tu r  
komórkowych izolowano białko za pomocą TCA o stężeniu końcowym 
5°/o i wytrącony osad oczyszczano wg metody podanej przez Robertsa 
i wsp. (1955).

W celu ustalenia, czy podana zwierzęciu 75Se-selenometionina wbudo
wuje się bezpośrednio do białek ośrodkowego układu nerwowego, czy też 
jest uprzednio metabolizowana do selenocystyny, izolowano z hydrolizatu 
białek oddzielnie metioninę i cystynę, łącznie z ich analogami selenowymi. 
Cystynę wytrącano za pomocą tlenku miedziowego w warunkach podanych 
przez Simpsona i Tarwera (1950). Dla wyizolowania metioniny zastoso
wano metodę Williamsa i Dawsona (1952). Następnie określano względne 
radioaktywności 75Se-selenometioniny i 75Se-selenocystyny. Pom iary ra 
dioaktywności prowadzono w scyntylacyjnym liczniku studzienkowym
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typu SE-2 z kryształem NaJ (Tl). Pomiary przeprowadzono przy nasta
wionej liczbie zliczeń, wynoszącej 10.000 impulsów. Wartości liczenia 
przekraczały najczęściej 20-krotnie wartości tła, co pozwoliło przewidzieć 
średni względny błąd kwadratowy wynoszący około 1%. Uzyskane wy
niki liczbowe wyrażono w postaci średnich arytm etycznych oraz odchy
lenia standardowego dla każdej z badanych grup zwierząt.

WYNIKI

Analiza rozkładu radioaktywności pomiędzy poszczególne frakcje che
miczne otrzymane w procesie izolowania i oczyszczania białka z w ybra
nych s truk tur  anatomicznych wykazała, że w przedziale czasu objętym 
doświadczeniem najwyższa radioaktywność występuje we frakcji amino- 
kwasowej i białkowej, przy bardzo niskim poziomie radioaktywności 
kwasów nukleinowych i lipidów (tab. 1). W miarę upływu czasu krąże
nia związku (20—60 min) obserwowano spadek względnej radioaktywności 
selenometioniny wolnej we frakcji aminokwasowej przy równoczesnym 
jej wzroście w białkach. Zjawisko to występowało najwyraźniej w pół
kuli mózgu i móżdżku, nieco słabiej w pniu mózgu.

W celu ustalenia różnic topograficznych w stężeniu znacznika w biał
kach określono radioaktywność właściwą białek badanych s truk tu r  ana
tomicznych w różnym czasie po wstrzyknięciu 75Se-selenometioniny. Pro 
ces wbudowania aminokwasu do białek przebiegał wydajnie tylko 
w pierwszej godzinie krążenia związku (tab. 2). W dalszym przedziale 
czasu od 1 do 72 godziny nie obserwuje się już istotnego przyrostu radio
aktywności we frakcji białkowej. Nieznaczny spadek radioaktywności 
właściwej białek, występujący najczęściej w czasie między 1—2 godziną 
od wstrzyknięcia związku i zaznaczający się we wszystkich badanych 
okolicach jest statystycznie nieznamienny. Pomimo braku  statystycznie 
znamiennych różnic we wbudowywaniu selenometioniny do białek po
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Rye. 1. Względny rozkład radioaktywności białek badanych struktur anatomicznych 
ośrodkowego układu nerwowego po dożylnym wstrzyknięciu 75Se-selenometioniny. 
Fig. 1. Relative distribution of protein radioactivity of the central nervous system  

anatomical structures after injection of 75Se-selenomethionine.
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szczególnych struktur, widoczne są tendencje wartości liczbowych, wy
raźnie zaznaczone u pojedynczych zwierząt. Zarówno po 1 jak i po 72 
godzinach radioaktywność właściwa białek malała w kierunku:

móżdżek -> półkula mózgu -> wzgórze —►  pień mózgu -> rdzeń 

Największe różnice procentowe poziomu radioaktywności białek ba
danych s truktur stwierdza się w 10 i 20 minucie po wstrzyknięciu związku 
(rye. 1). Najwyższą radioaktywność mają w tym  czasie białka móżdżku, 
najniższą białka rdzenia. Pośrednie wartości wykazują kolejno białka 
półkuli mózgu, wzgórza i pnia mózgu.

W ewnątrzkomórkową lokalizację 75Se-selenometionininy określono na 
podstawie pomiarów radioaktywności u ltrastruk tur. Na podstawie wyni-

Tdbela 1. Względna radioaktywność frakcji chemicznych badanych okolic ośrodkowego 
układu nerwowego wyrażona jako odsetek radioaktywności homogenatu po dożylnym 
wstrzyknięciu 75Se-selenometioniny (wszystkie doświadczenia wykonano w grupach

liczących po 5 zwierząt)

Table 1. Relative radioactivity of the chemical fractions of the examined central nervous 
system regions expressed as a percentage of the homogenate radioactivity after intrave
nous injection of 75Se-selenomethionine (all experiments were performed in groups

of 5 animals)

Badana okolica 
Region

Badana frakcja 
Fraction

Czas
Time

20 min 40 min 60 min

aminokwasowa 
amino acid

46,0±1,9 39,0± 3,5 31.2±4,5

Półkula mózgu 
Cerebral

białkowa
protein

51,0±1,0 58,3±4,0 65,8± 2,0

hemisphere lipidowa
lipid

1,4±0,5 1 ,0±0,2 1,7±0,8

kwasów nuklein, 
nucleic acid

1,8±0,3 1,7±0,4 2 ,1±  1,0

aminokwasowa 
amino acid

46,1 ± 0 ,4 39,7 ± 1 ,3 32 ,0±5,0

Móżdżek
Cerebellum

białkowa
protein

49,7 ±0,1 55,1 ±3,1 64,3±3,7

lipidowa
lipid

1,3 ± 0 ,3 1,7±0,7 1,8±0,9

kwasów nuklein, 
nucleic acid

1,7±0,5 1,9±0,2 1,8±0,5

•
aminokwasowa 
amino acid

50,4 ±  1,1 45,9±4,6 39,1±4,0

Pień mózgu 
Brain stem

białkowa
protein

46,6±0,9 50,7±  1,5 54,0±2,2

lipidowa
lipid

0,4±0,1 0 ,7±0,2 1,5 ± 0 ,4

kwasów nuklein, 
nucleic acid

1,9±0,3 1,7±0,5 2,7 ± 0 ,5
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ków badań kontrolnych, dotyczących rozkładu aktywności enzymów cha
rakterystycznych dla badanych frakcji subkomórkowych stwierdzono, że 
obrana metoda frakcjonowania daje u ltrastruktury , charakteryzujące się 
specyficznym obrazem enzymatycznym o względnie niskiej kontaminacji 
krzyżowej (ryc. 2). Ocena aktywności oddechowej i fosforylacyjnej frakcji 
mitochondrialnej wykazała wysoki stopień sprzężenia oksydacyjnej fosfo
rylacji z oddychaniem. Kontrola oddechowa dla substratu, jakim był glu
taminian, wynosiła powyżej 6, a iloraz fosforylacyjny ADP/O wynosił 
2,2—2,4. Otrzymywana frakcja jądrowa nie była w sposób istotny zanie
czyszczona krwinkami czerwonymi.

Pomiary radioaktywności właściwej białek wyizolowonych z badanych 
u ltrastruk tur  wykazały, że najwyższą aktywność włączania 75Se-seleno- 
metioniny posiadały białka układu cytoplazmatycznego, niższą białka

Tabela 2. Radioaktywność właściwa białek otrzymanych z badanych struktur ośrodko' 
wego układu nerwowego królika po dożylnym wstrzyknięciu 75Se-selenometioniny 
wyrażona w imp/min/mg azotu białkowego; wartości średnie i odchylenia standardowe 

(wszystkie doświadczenia wykonano w grupach liczących 5 zwierząt) 

Table 2. Specific radioactivity of proteins isolated from the rabbit central nervous 
system structures after intravenous injection of 75Se-selenomethionine expressed in 
counts/min/mg of protein nitrogen; mean values and standard deviations (all experiments 

were performed in groups of 5 animals)

Czas od wstrzyk
nięcia związku 

Time after 
injection

Struktura anatomiczna 
Anatomical structure

Półkula
mózgu

Cerebral
hemisphere

Wzgórze

Thalamus

Pień 

Brain stem

Rdzeń 

Spinal cord

Móżdżek

Cerebellum

JO min 63±13 55± 14 4 5 ±  11 35 ±  12 105±23
20 min 267±46 247±55 205 ± 4 0 1 <34 ±  36 308±07
4U min 365±43 355±27 325±36 307±42 450±66

1 h 554 ±109 465±  63 450±68 421 ± 5 6 563 ±  56
2 h 527 ±  GO 432±42 408 ± 4 0 315±31 49!) ± 61
4 h 512±82 435 -f- 33 432±50 380 ± 7 0 531 ± 6 2
6 h 531 ±  75 440±78 403±60 349±52 547 ± 2 2

12 h 562±87 530 ± 8 8 515±  74 423±67 583±41
72 li 665±81 645±  70 035 ±  (57 458 ±  85 673±84

frakcji jądrowej, najniższą białka mitochondrialne (tab. 3). Przebieg krzy
wych ma ten sam charakter we wszystkich badanych strukturach, różnice 
dotyczą jedynie wartości liczbowych. Typowy rozkład radioaktywności 
właściwej białek u ltrastruk tur  komórkowych móżdżku przedstawia ryc. 3. 
Proces wbudowywania selenometioniny do białek u ltra s truk tu r  przebiega 
z różną prędkością. Pomimo, że radioaktywność białek układu cytoplazma
tycznego w czasie 15—60 min wykazuje najwyższe wartości, jej wzrost
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Ryc. 2. Aktywność enzymów wyrażona jako odsetek aktywności enzymu specyficz
nego dla danej frakcji.

Fig. 2. Enzymes activity expressed as a percentage of activity of enzyme specific
for given fraction.

począwszy od 15 m inuty krążenia związku jest wolniejszy w porównaniu 
ze wzrostem radioaktywności białek frakcji mitochondrialnej i jądrowej. 
W czasie 15—60 minut radioaktywność białek wyizolowanych z frakcji 
mitochondrialnej rośnie średnio 10 razy, białek wyizolowanych z frakcji 
jądrowej 8 razy. Najniższy, 7-krotny wzrost wykazują białka układu cyto- 
plazmatycznego. Różnice pomiędzy poszczególnymi u ltrastruk turam i za
znaczone są wyraźnie przy porównaniu względnego rozkładu ich ak tyw 
ności w odniesieniu do radioaktywności homogenatu (ryc- 4). Wyniki 
wskazują na zmniejszanie się w czasie radioaktywności układu cytoplaz- 
matycznego z równoległym wzrostem radioaktywności frakcji mitochond
rialnej i jądrowej. Zjawisko to ma podobny przebieg we wszystkich ba
danych strukturach  anatomicznych.

W celu ustalenia, czy selenometionina wbudowuje się do białek ośrod
kowego układu nerwowego w postaci natyw nej czy też ulega uprzednio 
przekształceniu do selenocystyny czy selenocysteiny, przeprowadzono 
identyfikację aminokwasów znakowanych 75Se w hydrolizacie wyizolo
wanego białka. S tra ta  radioaktywności w czasie hydrolizy, spowodowana 
częściowym rozpadem aminokwasów znakowanych 75Se wynosiła w tej 
serii badań około 10°/o. Badania wykazały, że 75Se-selenometionina wbu
dowuje się do białek mózgu zarówno w postaci selenometioniny jak i sele
nocystyny (tab. 4). Po 20 i 40 m inutach ilość selenometioniny zmniejsza 
się we wszystkich badanych strukturach, wzrasta natomiast ilość seleno-
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Rye. 3. Radioaktywność właściwa białek wyizolowanych z ultrastruktur komórko
wych móżdżku po dożylnym wstrzyknięciu 75Se-selenometioniny (imp/min/mg azotu

białkowego). Wartości średnie.

Fig. 3. Specific radioactivity of proteins isolated from cellular ultrastructures of 
cerebellum after intravenous injection 75Se-selenomethionine (counts/min/mg of

protein nitrogen). Mean values.
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Rye. 4. Względny rozkład radioaktywności w ultrastrukturach komórkowych bada
nych okolic jako odsetek radioaktywności homogenatu (pozbawionego debrytu i frak
cji przemycia) przyjętej za 100% po dożylnym wstrzyknięciu 75Se-selenometioniny. 

A — półkula mózgu, B — móżdżek, C — pień mózgu.

Fig. 4. Relative distribution of radioactivity in cellular ultrastructure of the examined 
regions expressed as a percentage of homogenate radioactivity (free of cell debris 
and wash) after intravenous injection of 75Se-selenomethionine. A — cerebral he

misphere, B — cerebellum, C — brain stem.

cystyny. Po jednej godzinie od dożylnego wstrzyknięcia związku stwier
dzono w hydrolizacie białka izolowanego 69—72°/o 75Se-selenometioniny 
i 28—31°/o 75Se-selenocystyny. Uzyskane wyniki wskazują na metaboli
zowanie selenometioniny przez ośrodkowy układ nerwowy.
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Tabela 3. Radioaktywność właściwa białek wyizolowanych z ultrastruktur komórkowych 

badanych okolic ośrodkowego układu nerwowego po dożylnym wstrzyknięciu 75Se- 

-selenometioniny imp/min/mg azotu białkowego; wartości średnie i odchylenia standardo

we (wszystkie doświadczenia wykonano w grupach liczących po 5 zwierząt)

Table 3. Specific radioactivity of proteins isolated from cellular ultrastructure of the 

central nervous system regions after intravenous injection of 75Se-selenomethionine 

counts/min/mg of protein nitrogen; mean values and standard deviations (all experiments 

were performed in groups of 5 animals)

Badana okolica
Czas od 

wstrzyknięcia 
związku 

Time after 
injection

Białka 
Proteins of

Region
homogenatu

homogenate

frakcji
jądrowej

nuclear
fraction

frakcji
mitochon-
drialnej

mitochon
drial

fraction

układu
cytoplaz-

matycznego
cytoplasmic

system

Półkula mózgu
Cerebral
hemisphere

15 min 
30 min 
60 min

6 1 ±  6 
247 ± 3 2  
490±39

41 ±  11
165±23
348±41

2 2 ±  4 
125± 19 
230 ± 4 2

8 2 ±  14 
307±51  
583±42

Móżdżek
Cerebellum

15 min 
30 min 
60 min

89±16  
297 ± 4 3  
535±  29

57 ±  12 
195± 32 
354±51

4 2 ±  11 
149± 17 
292±37

108± 18 
362±34  
615±47

Pień mózgu 
Brain stem

15 min 
30 min 
60 min

4 9 ±  8 
203±  17 
443±29

31 ±  9 
151 ± 1 8
286±31

16±  4 
9 6 ±  19 

198±31

70±  11
286±35  
521 ± 5 8

Tabela 4. Radioaktywność aminokwasów znakowanych 75Se izolowanych z precypitatu 

białek badanych okolic ośrodkowego układu nerwowego, wyrażona jako odsetek radio

aktywności hydrolizatu, przyjętej za 100% (imp/min); wartości średnie i odchylenia

standardowe

Table 4. Radioactivity of 7}Se-labelled amino acid isolated from the precipitate of 

proteins of the central nervous system regions expressed as a percentage of radioactivity 

of the hydrolizate (counts/min); mean values and standard deviations

Czas od 
wstrzyknię
cia związku 
Time after 

injection

Półkula mózgu 
Cerebral hemisphere

Móżdżek
Cerebellum

Pień mózgu 
Brain stem

75Se-
Cystyna
75Se-
cystine

75Se-
Metionina
75Se-
methionine

75Se-
Cystyna
75Se-
cystine

7}Se-
Metionina
75Se-
methionine

75Se-
Cystyna
75Se-
cystino

75Se-
Metionina
75Se-
methionine

20 min 
40 min 
60 min

18±  7 
2 4 ±  9 
2 9 ±  12

8 2 ±  10 
76±  11 
71 ±  10

2 0 ± 8  
2 2 ± 6  
31 ± 8

8 0 ±  12 
78±11  
6 9 ±  9

17±  6 
19±  8 
28 ±  13

8 3 ±  15 
81 ±  11 
72±  14
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OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA

Wstępnym zagadnieniem wymagającym wyjaśnienia było dokonanie 
oceny przydatności selenowej pochodnej metioniny do badań nad włącza
niem metioniny siarkowej do białek ośrodkowego układu nerwowego. Na 
podstawie otrzymywanych wyników ustalono, że ?5Se-selenometionina 
przechodzi z układu naczyniowego do puli wolnych aminokwasów tkanki 
nerwowej i wbudowuje się do białek. Siadową radioaktywnością charakte
ryzowały się frakcje lipidowe, a nieco wyższą frakcja zawierająca kwasy 
nukleinowe. Radioaktywność tej ostatniej można przypisać obecności nie 
wyekstrahowanych aminokwasów i nie zhydrolizowanego aminoacylo- 
-tRNA. Podobny rozkład radioaktywności we frakcjach chemicznych 
tkanki nerwowej po podaniu 35S-metioniny opisali Gaitonde i Richter 
(1956) oraz Kolouśek i Babicky (1961). Procentowy udział radioaktyw
ności wolnej selenometioniny malał w miarę upływu czasu na rzecz 
selenometioniny związanej z białkami.

Oznaczając radioaktywność właściwą białka w różnym czasie po poda
niu radioaktywnego związku można ocenić kinetykę procesu wbudowy
wania aminokwasów do białek, będącą wyrazem wydajności syntezy. 
W przeprowadzonych doświadczeniach największy wzrost radioaktyw
ności właściwej białek ośrodkowego układu nerwowego miał miejsce 
w pierwszej godzinie krążenia związku. W dalszym przedziale czasu 
(1 godz — 72 godz) nie stwierdzono już tak istotnych zmian. Zaobser
wowane zjawisko przemawia za istnieniem w ośrodkowym układzie 
nerwowym białek o intensywnej przemianie.

W arto zaznaczyć, że między 1-—2 godziną od chwili podania 7oSe-sele- 
nometioniny we wszystkich badanych okolicach występowała tendencja 
do spadku aktywności białek i następnie do jej ponownego wzrostu. 
Mogłoby to świadczyć o istnieniu dwóch grup białek o różnych okresach 
półtrwania (T 1/2), co jest zgodne z wynikami badań Liwnicza (1968) 
nad kinetyką zaniku puli wolnej 75Se-selenometioniny w mózgu i prze
chodzenia jej w formy związane z białkami. Podobne tendencje spadkowe 
zaobserwował Burdman i wsp. (1970), badając włączanie leucyny znako
wanej try tem  do białek u ltrastruk tur  komórkowych mózgu.

Wyniki pomiarów radioaktywności właściwej białek badanych s truktur 
anatomicznych, wskazują na różnice topograficzne w intensywności bio
syntezy białka, zaznaczone najwyraźniej w 10 i 20 minucie krążenia 
związku. Najwyższe radioaktywności właściwe uzyskano dla białek móżdż
ku, niższe kolejno dla białek półkuli mózgu, wzgórza, pnia mózgu i rdze
nia. Wymienione s truktury  różnią się wiekiem filogenetycznym i budową 
histologiczną, przede wszystkim stosunkiem populacji neuronalnej i glejo
wej. Wbudowywanie 7,:;Se-selenometioniny do białek, podobnie zresztą jak 
innych aminokwasów, jest wyższe w strukturach  z przewagą neuronów 
i mniejszą ilością komórek glejowych, ponieważ synteza białka zachodzi
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głównie w perikarionach komórek nerwowych (Altman 1963, Merei i Gali
yas 1964, Droz 1969).

Badania wewnątrzkomórkowej lokalizacji 75Se-selenometioniny w róż
nym czasie po dożylnym wstrzyknięciu wykazały najwyższą radioaktyw
ność u ltrastruk tu r  komórkowych móżdżku, najniższą u ltrastruk tu r  ko
mórkowych pnia mózgu. Półkula mózgu zajmowała miejsce pośrednie.

Zróżnicowanie radioaktywności u ltras truk tu r  w zależności od topografii 
analizowanych okolic najwyraźniej zaznaczało się na początku doświad
czenia. Po 15 minutach krążenia 75Se-selenometioniny radioaktywność 
białek układu cytoplazmatycznego móżdżku była o 30% wyższa od ana
logicznej u ltrastruk tu ry  półkuli mózgu. Radioaktywność frakcji mito- 
chondrialnej przewyższała o prawie 90% radioaktywność frakcji mito- 
chondrialnej półkuli. Podobne wyniki uzyskał Palladin i wsp. (1959) 
w badaniach prowadzonych na mózgach kotów przy pomocy 85S-metio- 
niny. Wiadomo, że móżdżek charakteryzują pewne odrębności morfolo
giczne i biochemiczne, wyróżniające go spośród innych s truk tu r  ośrod
kowego układu nerwowego. W związku z powyższym trudno wnioskować
o jego cechach metabolicznych na podstawie badań porównawczych z in
nymi okolicami mózgowia, prowadzonych na poziomie komórki.

Badania nad włączaniem aminokwasów do białek układu nerwowego 
prowadzone zarówno w układach in vitro jak i in vivo  wykazały, że proces 
ten najintensywniej przebiega we frakcji mikrosomalnej (Clouet, Richter 
1957, 1959, Fürst i wsp. 1958, Palladin i wsp. 1959). Również w moich 
doświadczeniach radioaktywność właściwa białek układu cytoplazma
tycznego (zawierającego mikrosomy i cytoplazmę), przewyższała znacz
nie radioaktywność białek wyizolowanych z pozostałych u ltrastruktur. 
Wyniki różnią się od wyników Burdmana (1970). Autor ten zaobserwował 
intensywne włączanie znakowanej leucyny do białek frakcji jądrowej 
mózgu, w wyniku czego specyficzna radioaktywność białek jądrowych 
była równa lub nawet nieco wyższa od radioaktywności białek mikroso- 
malnych.

Kinetyki włączania 75Se-selenometioniny do poszczególnych u ltrastruk 
tur różniły się między sobą. W czasie 15— 60 m inut przyrost radioaktyw
ności białek frakcji cytoplazmatycznej był niższy niż białek frakcji jąd
rowej i mitochondrialnej. W konsekwencji różnica między radioaktyw
nością właściwą białek układu cytoplazmatycznego i pozostałych u ltra 
s truk tu r zmniejszała się w czasie. Analogiczne badania przeprowadzone 
przez Bielika i Tjuleniewa (1966) z 35S-metioniną wykazały najwyższą 
radioaktywność frakcji mikrosomalnej przy stosunkowo niskiej radio
aktywności pozostałych u ltrastruk tur do 5-tej godziny krążenia związku. 
Począwszy od tego czasu miał miejsce stopniowy spadek radioaktywności 
nukleoproteidów mikrosomalnych z równoczesnym wzrostem radioaktyw
ności frakcji mitochondrialnej i jądrowej. Po 12 godzinach krążenia
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związku różnice poziomu znacznika pomiędzy badanymi u ltrastrukturam i 
były już minimalne.

Wzrost radioaktywności białek frakcji jądrowej i mitochondrialnej 
można tłumaczyć bądź przeniesieniem z mikrosomów uformowanych 
białek aktywnych, bądź też opóźnioną biosyntezą w obu ultrastrukturach.

Istnieje szereg doniesień na tem at zdolności frakcji jądrowej i mito
chondrialnej do biosyntezy białka (Khouvine i wsp. 1965, Gordon, Deanin 
1968, Burdm an 1970, Schatz 1970), nie wykazano jednak zdolności mito- 
chondriów do syntezy białek rozpuszczalnych (enzymów). Prawdopodob
nie białka te  syntetyzowane są przez mikrosomy i przenoszone do frakcji 
mitochondrialnej (Wheeldon, Lehninger 1966, Beattie i wsp. 1967, K a
denbach 1967).

Na podstawie wyników badań własnych można stwierdzić, że 75Se-sele- 
nometionina wt ośrodkowym układzie nerwowym  włączyła się w cykl 
syntezy białek w taki sam sposób jak naturalne aminokwasy.

Wprowadzona do organizmu 35S-metionina wbudowuje się do białek 
ośrodkowego układu nerwowego częściowo w postaci natywnej, częścio
wo zaś w postaci cystyny. Z pracy Gaitonde i Richtera (1956) wynika, że 
po podaniu 35S-metioniny do płynu mózgowo-rdzeniowego po 3 godzinach 
około 24°/o znakowanej siarki białek znaleziono w cystynie. Autorzy przy
puszczają, że po upływie 1 godz. 5°/o radioaktywnej siarki wbudowało się 
do białek układu nerwowego w postaci cystyny.

Badania nad metabolizmem aminokwasów selenowych w układach bak
teryjnych wykazały obecność prawie wszystkich selenowych analogów 
aminokwasów siarkowych, co wskazuje, że po podaniu 73Se-selenometio- 
niny w trakcie syntezy do białek mózgu wbudowują się także jej meta
bolity.

Niniejsze doświadczenia wykazały, że nowosyntezowane białka w ośrod
kowym układzie nerwowym zawierają zarówno 7°Se-selenometioninę jak
i 75Se-selenocystynę. Analogiczne wyniki uzyskali Awwad i wsp. (1967), 
badając białka surowicy krwi i wątroby szczura. Analizując dane liczbo
we uzyskane w warunkach prowadzonych doświadczeń oraz wyniki opub
likowane przez Gaitonde i Richtera (1956) stwierdza się, że selenometio- 
nina ulega łatwiej przekształceniu do selenocystyny, aniżeli jej analog 
siarkowy. Istota zjawiska ma jednak ten sam charakter.

Uogólniając wyniki przeprowadzonych badań można stwierdzić, że 
s twarzają one pełne przesłanki dla zastosowania selenometioniny w przy
szłych badaniach nad metabolizmem jej naturalnego odpowiednika siar
kowego w ośrodkowym układzie nerwowym  zarówno w warunkach fizjo
logicznych jak i w patologii.

WNIOSKI

1) 75Se-selenometionina wstrzyknięta dożylnie królikowi przechodzi do 
tkanki nerwowej i wbudowuje się do białek.
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2) Radioaktywność białek wyizolowanych z badanych s truktur ośrod
kowego układu nerwowego wykazuje następujące zależności:

móżdżek >  półkula mózgu >  wzgórze >  pień >  rdzeń

co świadczy o najintensywniejszym włączeniu aminokwasów do s truk tu r  
z przewagą komórek nerwowych.

3) Wyniki badań z użyciem selenometioniny przemawiają za najwyższą 
wydajnością biosyntezy białka w mikrosomach, niższą w jądrach, najniż
szą w mitochondriach.

4) Nowosyntezowane białka zawierają zarówno selenometioninę jak i se- 
lenocystynę, co świadczy o możliwości metabolizowania selenometioniny 
na drodze analogicznej do metioniny siarkowej (szlakiem trans-sulfuracji).

5) Wyniki przeprowadzonych doświadczeń upoważniają do stwierdze
nia, że selenometionina może być stosowana do badań nad metabolizmem 
metioniny w ośrodkowym układzie nerwowym, jako jej „podstawnik” .

T. 3ajieBCK.a

MCCJIEflOBAHMH MHKOPIIOPAIJMM 75 Se-CEJIEHMETMOHMHA B EEJIKM 
IJ,EHTPAJIbHO]ft HEPBHOfl CMCTEMLI KPOJ1MKA C YHETOM BHYTPMKJIE-

TOHHOtf JIOKAJIM3AIJMM

P e 3 io M e

I J e j i b  p a ö o T b i  —  n p o c j i e ^ M T b  AMHaMMKV M H K o p n o p a i n m  7 5 S e - c e j i e n M e T i i o K M i i a  

3  6 e j i K n  p a 3 H b i x  a n a T O M M H e c K M x  CTpyKTyp n e p B H O M  CMCTeMbi,  o n p e ^ e j i e H M e  B n y T p w -  

KJieTOHHOM J I0 K a jIM 3 a i ;M M  3T0M  aMMHOKMCJIOTbl M O I j e H K a  n p M rO ^ H O C T M  C e J i e H n p O H 3 -  

BOAHOM MGTHOHMIia B M CCJie^O BaH M JIX  M e T a 6 o j l M 3 M a  C e p H O I O  MGTMOHMHa B H e p B H O i ł  

TKaHM.

7 5S e -ce jie H M e T M O H M H  b b o a m jic h  K p o j in K a M  B H y T p w B e H H o  B y n iH y io  M a p r i iH a j i t H y K *  

s e H y  B KOJiMMGCTBe 10 MKK/Kr Bcca. B onpe,ziej3eHHbix BpeMeHHbix rpynnax ( o t  10 
M M H yT flO 72 HaCOB) JKMBOTHblX y Ö H B a JIM B 0 3 flyU JH 0M  3M&OJIM6M M B b lH M M a jIM  M03r, 

113 KO TO porO  6 p a j IH  flJ IH  MCCJieflOBaHMM T K 3 H b  M3 ÖOJIblHMX n O J iy m a p M M , O X B a T b lB a iO - 

myio Kopy m 6 e j io e  BemecTBO, T a j ia M y c ,  c t b o j i  M 0 3 ra ,  B e pxH M M  y n a c T O K  n p o f lO J ir o B a -  

Toro M 0 3 ra  m n o j iy m a p M H  M 03JKeM Ka.

B pe3yjibTaTe npoBe/jeHHbix MCCJieflOBamiM oÓHapyjKeno, h to  7fiSe-MeTMOHMH, 
B B e f l e H IIb lM  BHyTpMBeHHO KpOJIMKy, IiepCXOflMT B H e p B H y i O  TK3Hb M BKJIlOHaeTCH: 
B ÖejIKM MCCJie^OBailHblX anaTOMMHeCKMX CTpyKTyp. PaflMOaKTMBHOCTb M 3 0 J I M p 0 B a H -  

Hbix 5ejiKOB oÖHapyÄMBaeT cjie^yiomMe 33bmcmmoctm b MCCJieflOBaHHbix CTpyKTvpax:: 
M03?KeH0K >  6ojibiiiMe nojiymapMH M03ra >  Ta.iaMyc >  ctboji M03ra >  npo^ojiro- 
BaTblM M03r. 3tO C B M f l e T e j lb C T B y e T  O CaMOM MIITeHCMBHOM MHKOpnopai^MM aM MHOKMC

JIOTbl B CTpyKTvpbi c ripeoöJiaßaHMeM HepBHbix kjictok. Pe3yjibTaTbi MCCJieflonanMH: 
yKa3biBaiOT na caMbiii bbicokmm bbixoä CMHTe3a ßejiKa b MMKpocoMax, öojiee HM3KyK» 
B n^pax M C a M y iO  HM3KyK) a  MMTOXOHflPMHX. BlIOBb CMHT6TM3MpOBäHHbie 6ejIK M  •'Cflep- 
*aT  KaK CeJieHMGTMOHMH KaK M CC J ieHIJMCTMH, HTO C BM fleTe JlbCTByeT O B03M07KH0CTPC 
MeTa6ojiM3Ma cejieiiMeTMOHMua aHajiorMHHbiM nyTeM KaK cepnoro MeTMOHMHa nyTeMc 
TpaHccyjibtJjypauMM. Pe3yjibTaTbi MCCJie^oBaHMM ^aiCT ocHOBaHMe 3aK.nK>HMTb, h to  
CeJieHMGTMOHMH MOJKeT npMMeHHTCH B MCCJIt’ÄOBaHMftX MeTa60JlM3Ma CepiIOrO MeTMO
HMHa B HeHTpajibHOM n e p B i iO M  CMCTeMe B KanccTBe ero ,.rroacTaBii;MKa”.

http://rcin.org.pl



N r 4 Wbudowywanie 75Se-selenometioniny do białek OUN 385

T. Zalewska

75Se-SELENOMETHIONlNE INCORPORATION INTO THE CNS PROTEINS 
OF RABBIT WITH REGARD TO ITS SUBCELLULAR LOCALIZATION

S u m m a r y

The aim of this work was: to follow the dynamics of 75Se-selenomethionine in
corporation into the proteins of various anatomical structures of the central nervous 
system, to determine the intracellular localization of this amino acid and to evaluate
its usability for studies on the metabolism of sulphuric methionine in the nervous 
tissue.

75Se-selenomethionine was injected intravenously in a 10 (.iCi/kg body weight dose. 
In defined time intervals the animals were sacrificed by air embolia and the brains 
removed.

It was found that selenomethionine injected intravenously passes into the nerve 
tissue and become incorporated into the proteins of the examined structures. The 
radioactivity of the isolated proteins in the structures was found to increase in 
the following order:

spinal cord -> cerebral trunk —► thalamus — cerebral hemisphere - ►  cerebellum

This is an evidence of the most intensive amino acid incorporation into the 
structures where the nerve cells predominate. The results indicate further that the 
most efficient protein biosynthesis takes place in microsomes, being less efficient 
in nuclei and the lowest in mitochondria.

The newly synthesized proteins contain both selenomethionine and selenocystine, 
which indicates that selenomethionine, just as sulphur methionine, may undergo 
transsulphuration.

It is concluded that selenomethionine can be succesfully applied as a tool in 
studies on the sulphuric methionine metabolism in the central nervous system.
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It results from the investigations of various authors (Kwan et al., 1968; 
Cravela, 1970; Viale et al., 1967) that neoplastic tissue may show wide 
differences in protein biosynthesis as compared w ith the normal tissue in 
which the tum our is developing. These changes are manifested quantita- 
vely in an increased intensity of synthesis and qualitatively are connected 
with the appearance of new polysomal forms not found in normal tissue.

These phenomena show neither organ nor species specificity. The causes 
of the changes are so far unknown. Neither is the causal nexus and re 
lation in time between the changes in protein biosynthesis and the neo
plastic process understood. In the  present study methylcholantrene — a 
compound with proved carcinogenic action — was used in order to inve
stigate changes in protein synthesis in the  brain of mice in the preneo
plastic period and during tum our development, with reference to amino 
acid transport into the brain.

MATERIAL AND METHODS

The experiments included two variants, one of which (A) comprised 
in vitro, and the other (B) in vivo  studies.

Brain tissue from C3H mice, into which at the age of 8 weeks a methyl
cholantrene pellet had been implanted according to the previously emp
loyed method (Kroh, 1969) was examined. The mice of variant A were 
sacrificed in groups of 3 animals 4, 8, 12, 16, 36 and 48 weeks following 
implantation, and in variant B after 4, 12, 20, 28 and 36 weeks. In addition 
in group B, 17 mice were sacrificed which showed symptoms of an in tra 
cranial tum our at various times after implantation.

*) Work was partially supported by PL 480 Grant Public Health Service USA. 
Agreement 05-004-1.
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To each experimental group, two individuals of corresponding age 
were attached as control, and to each mouse w ith a brain tum our — one 
control individual.

The course of the experiment was as follows:
V a r i a n t  A. Immediately after decapitation the methylcholantrene 

pellet was removed from the brain hemisphere and the brain was homo
genized with 1 ml of buffer C (25 mM KC1, 6 mM MgCl2, 50 mM tris-HCl, 
pH 7.6, containing 20 mg bentonite) in a glass homogenizer with teflon 
pestle at 2 500 r.p.m. at 0°C. The homogenate was centrifuged for 15 min 
at 10 000 g in a Unipan centrifuge cooled to 0°. The supernatant free of 
mitochondria was used as a cell-free protein-synthesizing system. Sam p
les of the postmitochondrial fractions containing 700—800 Mg protein (de
termined after Lowry, 1951) were incubated at 37° with 0.25 uCi 75Se-sele- 
nomethionine (Rotop, West Germany, 3.2 Ci/mmM) in the presence of 
25 mM KC1, 6 mM MgCl2 and 50 mM tris-HCl, pH 7.6, the final volume 
was 0.25 ml. Incubation was stopped by adding an equal volume of 10 per 
cent TCA. The sediment was centrifuged and 2 ml 5 per cent TCA were 
added. The suspension was heated for 30 min at 90°. After centrifugation 
of the suspension, the  sediment was washed twice with 5 per cent TCA 
and its radioactivity was measured in a welltype counter.

V a r i a n t  B. Both the symptomless mice and those with brain tu 
mours received intraperitoneal injections of 75Se-selenomethionine in the 
amount of 3— 10 i-tCi in 0.1 ml of saline. After 30 min the animals were 
decapitated and the methylcholantrene pellet was removed. If there was 
a brain tumour, part of the neoplastic tissue was taken for histological 
examination and stained routinely. During decapitation arterial and ve
nous blood was collected from the large vessels. When neoplasm was 
present, the brain was weighed together with tumour and their radioacti
vity as well as that of the blood were measured. Then the brains were 
homogenized in 1 ml of buffer C in a glass homogenizer. To the homo
genate, 0.5 ml of 25 per cent TCA were added and homogenization re 
peated. The homogenates were centrifuged on a table centrifuge (4 000 
r.p.m.), the sediment was washed once with 2—3 ml 5 per cent TCA, 
boiled for 20 min on a water bath at 90°, and centrifuged after cooling 
once more. Denatured protein was extracted with e th e r — 100% etha
nol (1 : 1). After centrifugation radioactivity was measured as in variant A.

RESULTS AND DISCUSSION

It results from the experiment shown in Fig. 1 that under the conditions 
described the postmitochondrial fraction of mouse brain incorporates acti
vely 75Se-selenomethionine into its protein. The time curve reaches a 
plateau after 60 min, this being in agreem ent with the time param eter 
of synthesis reported by various authors for other protein-svnthetising
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systems isolated from the brain  (Johanson, 1968; Dunn, 1970). The rela
tively most intensive incorporation was noted during the first 15 min, 
and this predicted the choice of the incubation time in fu rther experi
ments.
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Fig. 1. 57Se-selenomethionine incorporation in vitro into proteins of the postmito- 
ehondrial fraction of mouse brain as a function of time. Experimental conditions

described in text.

Rye. 1. Włączanie 75Se-selenometioniny in vitro do białek frakcji postmitochondrialnej 
mózgu myszy wyrażone jako funkcja czasu. Warunki doświadczalne w tekście.

Table 1. Incorporation in vitro of 7 ̂ Se-selenomethionine into proteins 
of the postmitochondrial fraction isolated from mouse brain at various 
times after methylcholantrene pellet implantation. See text for explanta

tions to variant A 

Tabela 1. Włączanie 7}Se-selenometioniny in vitro do białek frakcji post- 
mitochondrialnej izolowanych z mózgu myszy w różnych okresach po 
wszczepieniu metylocholantrenu. Objaśnienia w tekście dotyczącym warian

tu A

Group

Grupa

Time after implantation 
(weeks)

Czas po wszczepieniu 
(tygodnie)

Relative incorporation 
(% of control ±  SEM) 

Względne włączanie 
(% kontroli ±  SEM)

I 4 109.8±12.9
II 8 107.6 ±  8.5
111 12 108.6 ±  5.3
IV 16 92.4± 8.5
V 36 111.4± 5.9
VI 48 108.5 ±  13.0
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The experimental results (Table 1) indicate that the presence of the 
methylcholantrene pellet in the brain does not cause significant changes 
in the activity of the isolated protein-synthetising system. The postmi- 
tochondrial fractions isolated from the brains in the period of 4—48 weeks 
after m ethylcholantrene implantation incorporated selenomethionine into 
their proteins at a rate  close or equal to tha t found in fractions from 
control brains.

These results show that, in the latency period associated with a slight 
glial-connective tissue reaction and certain enzymatic disturbances around 
the carcinogen implanted, (Kroh, 1969) there are no major quantitative 
disturbances in protein biosynthesis, or they are so narrow circumscribed 
that they do not exceed the sensitivity threshold of the method.

For this reason, in vivo experiments were performed in which, beside 
protein biosynthesis, transport of amino acids across the blood-brain bar
rier system could be assessed. The ratio of specific radioactivity of the 
cerebrum to the specific radioactivity of blood (sRc/sRb) was adopted, to 
manifest the amino acid transport. The degree of amino acid utilisation 
for synthesis was indicated by the ratio of cerebral protein radioactivity 
to the total radioactivity of the cerebrum (pR/tR).

The results obtained in the  particular age groups of the animals are 
shown in Table 2.

Table 2. 75Se-selenomethionine transport to brain and its incorporation into the protein 
fraction at various times after methylcholantrene implantation. See text for explanations

to variant B

Tabela 2. Transport 7 sSe-selenometioniny do mózgu i włączanie jej do frakcji białkowej 
w r ó ż a c h  okresach po wszczepieniu metylcholantrenu. Objaśnienia w tekście dotyczą

cym wariantu B

G
ro

up
G

ru
pa

Time 
after 

implanta
tion 

(weeks) 
Czas po 

wszczepieniu 
(tygodnie)

sRc/sRb X  100 Rwm/RwkxlOO pR/tR X  100 Rb/Rc X  100

Experimen
tal

Doświad
czał.

Control
Kontrola

Experimen
tal

Doświad
czał.

Control
Kontrola

I 4 0.89±0.38 0.88 (0.87, 0.80) 43.2±6.8 48.1 (47.5, 48.7)
II 12 0.61 ±0.12 0.38 (0.32, 0.45) 46.2±3.7 55.2 (53.5, 56.9)

III 20 1.11 ±0.31 1.14 (0.96, 1.32) 44.7±2,1 53.2 (52.1, 54.4)
IV 28 0.46±0.08 0.67 (0.78, 0.56) 55.7±4.6 50.0 (49.3, 50.8)
y 36 0.76±0.33 1.09 (1.21, 0.98) 49.8±2.4 46.9 (45.8, 48.0)

The data for selenomethionine transport across the blood-brain barrier 
system show that, as the result of m ethylcholantrene implantation, the 
permeation of the amino acids demonstrates transient variability. Wide 
individual differences were found in the group investigated 4 weeks after
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implantation, which may be ascribed ra ther to surgical traum a than to 
the carcinogenic action of methylcholantrene. In this period the degree 
of amino acids utilization in synthesis does not show marked changes. In 
the 12th week an enhanced transport was observed. The fact that the 
synthesis of protein — a process dependent of active transport — is re 
duced simultaneously m ay be evidence of changed permeability of the 
blood-brain barrier for the amino acid investigated. In the 20th week no 
changes in permeability of blood vessels were noted while protein syn
thesis continued to be low. Between the 28th and 36th week of the expe
riment a new tendency to a depression of transport appears, although wide 
individual differences do not allow any final conclusions. In this period 
protein synthesis does not vary from normal. The results of experiments 
carried out with animals with brain tum ours are shown in Table 3.

Diagnosis based on very small sections of the tumours showed that 
among the 17 cases, ten were fibrosarcomas, two monstrocellular sarco
mas, one a nonclassified sarcoma, one a gliosarcoma, two III and IV grade 
astrocytomas and in one case glioma cells were dispersed between striat
ed muscles. In the tumours particularly  noteworthy was the aboundancy 
or reduced num ber of vessels and necrotic foci, factors which may affect 
amino acid transport as well as the num ber of mitoses related to protein 
synthesis. Also the presence of reticulin fibres being an anabolically inac
tive component, might lower the results of calculations per weight unit.

The formulae given below were used for calculation in order to de
m onstrate the different proportion of the tumours in the total weight of 
the tissues examined in determinations of changes in transport and amino 
acid incorporation into the protein fraction.

sRcEx/sRbEx — sRcc/sRbc wcc
1) ret = -------------------------------------------  100-------

sRcc /sRbc wcEx

0, . pRfix/tRc — pRc/tRc 1AA wcc
2) rei = --------------------------------- • 100-------

pRc/tRc wcEj

Where:
ret — relative enhancement of transport
s R c Ex -— specific radioactivity of experimental cerebrum
sRcc — „ „ „ control
sRbEx — ,, ,, „ experimental blood
sRbc — ,, ,, „ control ,,
rei — relative enhancement of incorporation
PRex — radioactivity of protein fraction of experimental cerebrum 
tR Ex — total radioactivity of protein fraction of experimental cerebrum 
pRc — radioactivity of protein fraction of control cerebrüm
tRc — total radioactivity of protein fraction of control cerebrum
wcBx — weight of experimental cerebrum 
wcc — „ „ control

/
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Table 3. 75Se-selenomethionine transport and its incorporation in vivo into the protein 

Tabela 3. Transport ’sSe-selenometioniny i jej włączanie in vivo do frakcji białkowe^

Tumour typo 
Typ guza

Vessels
Naczynia

Necroses
Martwice

Mitoses
Mitozy

Reticuline
Retikulina

Remarks
Uwagi

Astr. III—IV +  + +  + +  +  +
Astr. III +  + -  + -  + — —
Glioma -  + + — — Muscles
Glio-Sa +  + +  +  + -  + +  +  + ,,
F-Sa +  +  + +  + +  + +  +  + —
F-Sa + — + +  +  +  + Muscles
F-Sa + +  + +  + +  + —
F-Sa +  + +  +  +  + + +  + —
F-Sa + +  +  + +  + +  + —
F-Sa +  + + + +  +  + —
F-Sa + + +  + +  +  +  + —
F-Sa + +  + +  + +  + —
F-Sa +  +  + — +  + -  + —
F-Sa + +  + +  + +
Mc-Sa +  + — + + —
Mc-Sa +  +  + +  + +  + +  + —
Ncl-Gl +  + - ----b - —

The results in Table 3 (cols 7, 8, 9) show, that in all cases of experi
mental tumours,, an enhanced transport of the amino acid to the tissue 
occurs as compared with that in control brains. The relative increase in 
transport varied within wide limits, but seems to be independent both of 
the degree of vascularization of the tumour and of the num ber of necrotic 
foci.

The enhanced amino acid transport to the  tumour, as compared with 
that to the brain of control animals may therefore be attributed ra ther 
to an increase in active transport than to impairm ent of the barrier me
chanism for the given amino acid. Only in one case was a marked 
reduction of transport noted, which might have been connected with the 
presence‘of a large num ber of muscle fibres in the preparation. No re 
lation could be established between enhanced transport and the type of 
tumour, although the results for two gliomas were very similar and in
dicated a relatively slight increase as compared with transport to brains 
of control animals.

Analysis of the results led to similar conclusions (Table 3, cols 10, 11, 
12) as to amino acid incorporation into the  protein fraction. In most of 
the cases examined an increased degree of amino acid utilization for 
synthesis was observed parallel to the enhanced transport. Here too no 
relation of this finding to the morphological features or the tum our type 
could be found. In the four cases in which a lowered relative radioactivity
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fraction of various mouse brain tumours. Explanation in text, in parentheses the brain 
weights in mg

w różnych guzach mózgu myszy. W nawiasach podano wagę mózgów doświadczalnych 
i kontrolnych w mg

sRCEx/sRbEx
Erwm/rwk

sRcc/sRbc
Krwm/rwk

ret
wpt

pREx/tRc
Erb/rc

pRc/tRc
Krb/rc

rei
wpw

1.19(1213) 0.85(382) 12.6 51.2 49.1 1.4
1.15(709) 0.92(412) 14.5 48.6 44.6 5.2
0.84(574) 0.94(437) - 8 .1 42.6 47.2 - 7 . 4
0.92(702) 0.87(393) 6.1 43.5 44.9 - 1 . 7
1.15(916) 0.92(412) 11.2 48.3 44.6 3.7
1.28(875) 0.89(456) 22.8 49.9 47.0 3.2
1.62(716) 0.94(405) 40.9 48.9 46.6 2.8
1.43(918) 1.00(419) 19.6 48.8 45.8 3.0

1.36(2170) 1.02(390) 6.0 50.1 48.7 0.5
2.21(545) 0.85(i402) 118.0 48.0 44.1 6.5
1.15(625) 0.93(358) 13.5 32.5 38.4 - 8 . 7
1.74(770) 1.09(395) 30.5 48.8 44.9 4.5
1.58(945) 0.66(410) 60.5 45.2 40.5 5.0

1.67(2640) 0.87(420) 14.6 52.9 47.5 1.8
0.98(646) 0.98(412) 0.0 42.0 44.2 - 3 . 2
1.92(1642) 0.96(438) 26,6 52.2 42.3 6.2
2.31(705) 0.95(408) 82.8 47.9 44.3 4.7

of the protein fraction was noted, two showed the presence of muscle 
fibres in the preparation. Thus, the lowered incorporation may have been 
in these cases only apparent. To sum up, it may be stated that the theore
tically probable enhancement of protein synthesis in neoplastic as com
pared to that in normal tissue may be due to the  following causes: (a) an 
enhanced amino acid transport from the vessels bed to the tissue, leading 
to its increased pool in the tissue; (b) a higher degree of utilization of 
the amino acid in synthesis, probably on expense of other pathways of 
amino acid metabolism.

H. Kroh, J. Albrecht

BIOSYNTEZA BIAŁEK W MÓZGU MYSZY W OKRESIE UTAJENIA I WZROSTU 
NOWOTWORU PO IMPLANTACJI METYLCHOLANTRENU

S t r e s z c z e n i e

Badania przeprowadzono na mózgach myszy, którym w wieku 8 tygodni implan- 
towano do mózgu kryształ metylcholantrenu — związku o udowodnionym działaniu 
karcinogennym. W różnych czasach pomiędzy 4 a 36 tygodniem po implantacji 
przeprowadzono dwa rodzaje doświadczeń: A — z mózgów wyodrębniono frakcję 
postmitochondriaflną, stanowiącą nie oczyszczony układ bezkomórkowy syntetyzujący 
białko, a następnie badano jej zdolność do włączania in vitro 75Se-selenometioniny 
do białek; B — zwierzętom podawano dootrzewnowa sclenometioninę, po czym izolo
wano mózgi, a następnie określano stosunek radioaktywności frakcji białkowej
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mózgu do jego radioaktywności całkowitej, świadczący o stopniu wykorzystania 
aminokwasu w syntezie białek in vivo  oraz stosunek radioaktywności właściwej 
mózgu do radioaktywności właściwej krwi, będący wykładnikiem przechodzenia 
aminokwasu przez barierę krew—mózg. Badania in vitro nie wykazały w żadnej 
z grup doświadczalnych istotnych zmian w aktywności układu syntetyzującego 
białko. W badaniach in vivo stwierdzono przejściowe zmiany w transporcie amino
kwasu do mózgu, przy czym w 12 tygodni po implantacji ujawniła się tendencja 
do wzrostu transportu, a w czasach późniejszych do jego obniżenia. Brak jest wy
raźnej korelacji pomiędzy występowaniem nieznacznych zmian w stopniu wykorzy
stania aminokwasu do syntezy a wahaniami w jego transporcie do mózgu, co świad
czy o tym, że powyższe zaburzenia dotyczą raczej przepuszczalności bariery krew— 
mózg niż aktywnego transportu aminokwasu do mózgu.

r. Kpox, H. Ajib6pexT

EMOCMHTE3 EEJIKOB B M03rE MbllHEtf TTOCJIE MMIIJIAHTAIJMM 
METMJIXOJIAHTPEHA B IIEPMOfl JIATEHIJMM M POCTA OnYXOJTM

P e 3 io M e

M c C J i e f l O B a H M H  npOBO£MJIMCb H a  nOCTMMTOXOHflpMa JlbHOM f£>paKUMM, M 3 0 J I H p 0 B a n -  

h o m  M3 M 0 3 r a  M b i u i e f i  4— 4 8  H e ^ e J i b  cnycTH n o c n e  M M n j ia H T a u M M  M e T M J i x o j i a H T p e H a  

B M03r npM n p H M e H e K H H  7 5 - S e - c e j i e H M e T M O i i M H a  ,.hh bmbc'’ m „mh bmtpo”. K p o M e  

Toro Mccjie^OBajiacb 3Ta cfjpaKUMfi m3 M03r0B c onyxojiHMM pa3Horo rana.
Pe3yjibTaTbi m c c  Jte,n ob a h  m m  b  n e p e ,z io n y x 0 j ie B 0 M  n e p M O #  yi<:a3biBaiOT, m t o  m c t m j i -  

X O JiaH T peH  He E b I3 b m a e T  C ym eC TB C H H b lX  M3MeHeHMM B aKTMBHOCTM CMCTeMbl CMHT8- 

3Mpyiouj,eM 6e.TiOK. M c c j ic a o b o h m h  „ m h  b m b o ”  o6napy>K M B aK > T  nepexoflfliUMe M3MeHe-

HMH B TpaH C n O p T e  aMMHOKMCJIOTbl H ep e 3  6 a p t .e p  K p O B b  M 0 3 r  M C B H 3aH H bte  C 3TMM

npoueccoM c h m j k c h m h  c m h t c 3 óejina.
Mccjie^OBaHMA Ha onyxojieBOM MaTepnajie ,yKa3biBaioT, mto He3aBMCMMo o t  Ka- 

necTBa onyxojiM HaßjuoAaeTCH ycMjieHHbiM TpaHCiropr aMMHOKMCJIOTbl b TKaHb. 
O thocm tcJibHoe yBejiMneHwe TpaitcnopTa Ka^ceTC« óbiTb He3aBMCMMbiM o t  creneHM 
BaCKyjIHpM3aUMM M HCKp03HbIX M3MCHCHMM B onyXOJIM, M MOJKeT CJieflOBaTe.lbHO pac-  

ueHMBaTCfl KaK p e 3yjibTaT ycMjighmh aKTMBHoro TpaHcnopTa rph u o Pi a.vniHOKMCJLOTbr, 
a He Cbi3biBaTC5i c CTpyKTypHbiMM M3MeHeHMHMM 6apbepa KpOBb— M03r. H e  y^ajiocb  
oÓHapyjKMTb KopejifiuMM Me»<Ay yBejmneHMeM TpaHcncpTa m TMnoM onyxojiM. Y ß e-  

jiMMeHHaa CTeneHb MHKopnopauMM aMMHOKMCJIOTbl b óejiicoByio cbpaKHMio corjiacy-  

eTCH c yBejiMMeHMeM TpaHcnopTa. H e o6 Hapy*MBaeTCfl 3bbmcmmoctm MejK^y CTe- 
neHbK) MHKOprropaUMM aMMHOKMCJIOT M MCCJie^OBaHIIblMM MOp4 )OJIOrMHeCKMMH M3Me- 
HeHMHMM.

REFERENCES

1. Dunn, A. J.: The limiting factors of a cell-free protein synthetizing system from 
rat brain. Biochem. J. 1970, 116, 135—141.

2. Gravela, E.: The dissociation of Yoshida hepatoma ribosomes into active particles. 
Biochem. J. 1970, 121, 145—150.

3. Johnson, T. C.: Cell-free protein synthesis by mouse brain during early develop
ment. J. Neurochem. 1968, 15, 1189—1194.

4. Kroh, H.: Preneoplastic Changes in the Central Nervous System of Mice Induced 
by Methylcholantrene. Neuropat. Pol. 1969, 7, 55—72.

http://rcin.org.pl



Nr 4 Protein biosynthesis in tumours 397

5. Kwan, S., Webb, T. E., Morris, H. P.: Diversity and nature of ribosomal pools 
in hepatoma 7800 and host liver. Biochem. J. 1968, 109, 617—626.

6. Lowry, H. N., Rosenbrough, J., Farr, A. L., Randall, R. J.: Protein measurment 
with the Rolin-phenol reagent. J. Biol. Chem. 1951, 193, 265—270.

7. Viale, G. L., Fondelli Restelli, A., Gentile, S. L., Viale, E.: Preparazione dei ri- 
bosomi del cervello e dai tumori cerebrali. Sistema Nervoso 1967, 19, 125—130.

Authors’ address: Department of Neuropathology, Experimental and Clinical 
Medical Research Centre, Warsaw, Dworkowa 3, Poland.

http://rcin.org.pl



N E U R O P A T .  P O L .  1973 X I  4
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WPŁYW KRÓTKOTRWAŁEJ ANOKSJI 
NA OBRAZ ULTRASTRUKTURALNY KOMÓREK GLEJOWYCH 

HODOWANYCH IN VITRO  *>

Zespół Neuropatologii, Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN 
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

Gromadzenie się złogów glikogenu w elementach strukturalnych tkanki 
nerwowej traktowane jest przez wielu autorów (Mossakowski i wsp. 1968, 
Klatzo i wsp. 1970, Pronaszko-Kurczyńska i wsp. 1971) jako wykładnik 
zaburzeń metabolizmu komórek, nie znajdujących swojego odzwiercied
lenia w obrazie histologicznym tkanki.

W poprzednim cyklu doświadczeń (Kraśnicka, Renkawek 1972) nad 
wpływem krótkotrwałej anoksji na komórki glejowe hodowane in vitro 
stwierdzono również przejściowe gromadzenie się glikogenu w cytoplaz- 
mie astrocytów, które nie wykazywały w ogóle, lub tylko nieznaczne 
cechy uszkodzeń morfologicznych. Przedłużenie czasu anoksji prowadziło 
do znacznego nasilenia uszkodzeń komórek, w których nie stwierdzano 
wówczas odkładania się glikogenu.

W obecnej pracy przeprowadzono analizę obrazu mikroskopowo-elek- 
tronowego komórek glejowych hodowanych w warunkach pozaustrojo- 
wych, poddanych działaniu przejściowej anoksji, w celu skonfrontowania 
zjawiska gromadzenia się glikogenu z ewentualnymi uszkodzeniami ultra- 
s truk tu ry  komórek.

MATERIAŁ I METODY

Do badań użyto hodowle móżdżku jednodniowych noworodków szczu
rzych, prowadzone w sposób standardowy (Kraśnicka, Mossakowski 1965). 
Hodowle glejowe wzrastały na szkiełkach podstawowych pokrytych w ar
stwą Eponu i zżelifikowanego kolagenu. Hodowle w wieku 1 i 3 tygodni 
przetrzymywano w atmosferze czystego azotu przez 30 min., z zachowa
niem tych samych warunków doświadczalnych, jak w poprzedniej pracy 
(Kraśnicka, Renkawek 1972).

*) Praca częściowo subsydiowana z umowy polsko-amerykańskiej PL 480, Grant 
Public Health Service USA; Agreement 05-004-1.
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Do obserwacji w mikroskopie elektronowym pobierano hodowle w 2, 
3 i 4 dniu po anoksji. Materiał do badań opracowywano w sposób opisany 
przez Borowicza i Kraśnicką (1971), a następnie oglądano w mikroskopie 
elektronowym JEM 7 A. Zdjęcia wykonano na kliszach ORWO EU-2 przy  
napięciu przyśpieszającym 80 kv.

WYNIKI

Hodowle 1-tygodniowe

Po 2 dniach przeżycia hodowli po anoksji niezróżnicowane komórki 
glejowe wykazują w obrazie mikroskopowo-elektronowym zmiany apa 
ratu Golgiego, polegające na poszerzeniu i rozbudowaniu jego kanalików 
i pęcherzyków (ryc. 1). Mitochondria są obrzmiałe, tracą grzebienie, a ich 
s truk tura  często ulega zatarciu i przejaśnieniu. W niektórych komórkach 
obserwuje się mitochondria znacznie lepiej zachowane, z ciemną macierzą 
i wyraźnymi grzebieniami. Siatka śródplazmatyczna nie wykazuje więk
szych zmian w porównaniu z komórkami z hodowli kontrolnych. W tym  
samym okresie po anoksji, w cytoplazmie niezróżnicowanych komórek 
glejowych pojawiają się pojedyncze gliotubule (ryc. 1).

W 3 i 4 dniu po anoksji obraz mitochondriów i siatki endoplazmatycz- 
nej nie ulega większym zmianom w porównaniu ze stanem zaobserwo
wanym w drugim dniu. W ystępuje natomiast znacznie większa ilość glio- 
fibryli i gliotubul. W 4 dniu po anoksji w cytoplazmie astrocytów stwierdza 
się liczne skupienia ziaren glikogenu (ryc. 2). W tym  samym dniu wzrasta 
ilość pęcherzyków pinocytarnych. Ilość lizosomów i ich wygląd w ko
mórkach glejowych, w materiale doświadczalnym, nie wykazują istot
nych różnic w porównaniu z komórkami hodowanymi w warunkach p ra 
widłowych.

Hodowle 3-tygodniowe

Charakter i natężenie zmian w obrazie u ltrastruk tura lnym  są uzależ
nione od typu komórki glejowej.

W okresie od 2 do 4 dnia po anoksji w komórkach astrogleju obserwuje 
się znaczny rozrost i poszerzenie kanałów gładkiej siatki śródplazmatycz- 
nej oraz nagromadzenie gliofibryli i gliotubul (ryc. 3). Mitochondria w y 
kazują przerzedzenie grzebieni i przejaśnienie macierzy. Zmiany w mito- 
chondriach są jednak mniej nasilone niż w hodowlach 1-tygodniowych. 
Szorstka siatka śródplazmatyczna nie wykazuje większych zmian w po
równaniu z jej obrazem w astrogleju z hodowli prowadzonych w w arun 
kach standardowych. Rybosomy występują w zmiennej ilości w poszcze
gólnych komórkach, często są skupione w większych ugrupowaniach. 
W cytoplazmie perikariów i wypustek astrocytów już w drugim tygodniu
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Rye. 1. Hodowla 1'tygodniowa, 2 dni przeżycia po anoksji. Znaczne obrzmienie 
mitochondriów i poszerzenie kanalików aparatu Golgiego w astrogleju.

Fig. 1. One week culture, 2 days after anoxia. Swollen mitochondria and enlargement 
of Golgi apparatus in astroglial cell.
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Ryc. 2. Hodowla 1-tygodniowa, 4 dni przeżycia po anoksji. Liczne gliofibryle i glio- 
tubule, znaczne nagromadzenie ziaren glikogenowych w komórce astrogleju.

Fig. 2. One week culture, 4 days after anoxia. Numerous gliofibrils and gliotubules 
and accumulation of glycogen granules in astroglial cell.
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Ryc. 3. Hodowla 3-tygodniowa, 2 dni po anoksji. Pofałdowanie błony komórkowej
i pęcherzyki pinocytarne.

Fig. 3. Three week culture, 2 days after anoxia. Folded astrocytic cellular membrane
and pinocytic vesicles.
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Ryc. 4. Hodowla 3-tygodniowa, 2 dni po anoksji. Liczne ziarna glikogenowe w w y
pustce astrocytu.

Fig. 4. Three week culture, 2 days after anoxia. Numerous glycogen granules in
astrocytic process.

Ryc. 5. Hodowla 3-tygodniowa, 4 dni po anoksji. Nagromadzenie ziaren glikogeno
wych w cytoplazmie astrocytu.

Fig. 5. Three week culture, 4 days after anoxia. Accumulation of glycogen granules
in astrocytic cytoplasm.
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Rye. 6. Hodowla 3-tygodniowa, 4 dni po anoksji. Liczne ciała lizosomopodobne i na
gromadzenie ziaren glikogenowych w cytoplazmie astrocytu.

Fig. 6. Three week culture, 4 days after anoxia. Lysosome-like bodies and glycogen 
deposits in the cytoplasm of astrocyte.
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Ryc. 7. Hodowla 3-tygodniowa, 4 dni po ankosji. Komórka oligodendrogleju z cha
rakterystycznie zmienionymi mitochondriami, z zagęszczoną macierzą. Poszerzenie

kanalików aparatu Golgiego.

Fig. 7. Three week culture, 4 days after anoxia. Electron-dense matrix of mito
chondria and enlargement of Golgi apparatus in oligodendroglial cells.
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spotyka się pojedyncze ziarna glikogenu (ryc. 4). W trzecim dniu wystę
pują one w znacznej ilości w skupieniach położonych wśród licznych glio- 
fibryli i gliotubul. Ilość ziaren glikogenowych wzrasta jeszcze bardziej 
w czwartym dniu po anoksji (ryc. 5).

W hodowlach 3-tygodniowych zjawisko pinocytozy jest słabiej w yra
żone, niż w niedojrzałych komórkach z hodowli 1-tygodniowych. W doj
rzałych astrocytach obserwuje się jedynie pojedyncze pęcherzyki pino- 
cytarne. W niektórych komórkach astrogleju występują liczne ciała lizo- 
somopodobne o różnej wielkości i gęstości elektronowooptycznej (ryc. 6).

W komórkach gleju skąpowypustkowego obserwowane zmiany dotyczą 
przede wszystkim szorstkiej siatki śródplazmatycznej, której kanały ule
gają znacznemu poszerzeniu. Mitochondria oligodendrocytów wykazują 
zmiany na ogół mniej nasilone niż mitochondria astrocytów. W wielu ko
mórkach obserwuje się zagęszczenie macierzy mitochondriów, a tylko 
w niektórych spośród nich poszerzenie przestrzeni między grzebieniami 
i ich obrzmienie (ryc. 7).

OMÓWIENIE

Po zadziałaniu krótkotrwałej anoksji na pozaustrojową hodowlę tkanki 
glejowej, zmiany u ltrastruk tura lne  występują głównie w astrocytach, 
natomiast w komórkach gleju skąpowypustkowego są one mniej nasilone. 
Zmiany s truktura lne  w astrocytach wykazują różny stopień nasilenia 
w poszczególnych komórkach i polegają głównie na obrzmieniu ich cyto- 
plazmy i organelli śródplazmatycznych, korespondując w pełni z poprzed
nimi obserwacjami histologicznymi i histochemicznymi.

Zaobserwowane przez nas znacznego stopnia obrzmienie cytoplazmy 
astrocytów należy zapewne wiązać ze szczególną ich właściwością selek
tywnego gromadzenia wody stwierdzaną w różnych stanach patologicz
nych, w tym  również w hipoksji (Hills 1964, Bakay, Lee 1968, Klatzo 
i wsp. 1970).

Na podkreślenie zasługuje znaczne poszerzenie aparatu  Golgiego i gład
kiej siatki śródplazmatycznej, prowadzące w niektórych komórkach do 
powstawania mniej lub bardziej licznych wakuoli. Krótkotrwała anoksja 
wywołuje ponadto w mitochondriach, z których większość wykazuje 
cechy obrzmienia z zatarciem s truk tu ry  i u ltra tą  grzebieni. We wszyst
kich okresach przeżycia po anoksji w cytoplazmie perikariów i wypustek 
astrocytów stwierdzano zwiększoną ilość gliofibryli i gliotubul. Stałość
i powtarzalność zjawiska pozwala przypuszczać, że anoksja wywiera wpływ 
stym ulujący na proces wytwarzania s truk tu r  włókienkowych w komór
kach. Podobne zjawisko obserwowano w doświadczalnym obrzęku mózgu 
(Rubinstein i wsp. 1961). W tych przypadkach włókienka glejowe, wy- 
barwiające się metodą Holzera pojawiły się w tkance już po upływie 6 
godzin od zadziałania czynnika uszkadzającego.
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W późniejszych okresach po anoksji w cytoplazmie astrocytów, obok 
wyżej opisanych zmian, stwierdza się zwiększenie ilości ciał lizosomo- 
podobnych o różnej gęstości elektronowooptycznej, świadczących zapewne 
o zachodzących w komórkach procesach zwyrodnieniowych.

Porównanie obrazów elektronowo-mikroskopowych hodowli 1- i 3-ty- 
godniowych wskazuje, że typ  zmian jest zasadniczo identyczny w niedoj
rzałych i w zróżnicowanych hodowlach. Podobnie niewielkie różnice 
dotyczą natężenia zmian. Mitochondria w hodowlach 1-tygodniowych 
wydają się bardziej zmienione niż w 3-tygodniowych. Ziarnistości gliko
genowe w cytoplazmie astrocytów z hodowli 3-tygodniowej pojawiają się 
nieco wcześniej po anoksji niż w 1-tygodniowej.

Niewielkie ilości ziaren glikogenu obserwowano sporadycznie w cyto
plazmie astrocytów z hodowli prowadzonej w standardowych warunkach 
(Bunge i wsp. 1965, Kraśnicka, Borowicz 1970). Ilość złogów glikogenu 
spostrzeganych w komórkach poddanych uprzedniemu działaniu anoksji 
jest jednak niewspółmiernie większa niż w materiale kontrolnym. P o ja 
wiają się one w cytoplazmie perikariów i wypustek astrocytów już w dru 
gim dniu po anoksji (w niezróżnicowanych komórkach później) i wzra
stają wraz z czasem przeżycia po zadziałaniu czynnika uszkadzającego, 
w pełnej zgodności czasowej z obserwacjami w mikroskopie świetlnym 
(Kraśnicka, Renkawek 1972). Biorąc pod uwagę niewielkie różnice zmian 
u ltrastrukturalnych  w astrocytach obserwowane 'w 2, 3 i 4 dniu po za
działaniu anoksji, można stwierdzić, że maksymalne nagromadzenie gli
kogenu jest zjawiskiem późniejszym niż nieprawidłowości w ultrastruk- 
turze ich cytoplazmy i organelli śródplazmatycznych. Sekwencja czasowa 
tych zjawisk pozwala przypuszczać, że gromadzenie się glikogenu jest 
następstwem zaburzeń w strukturze i metabolizmie komórki. Należy przy 
tym podkreślić nieswoistość tego zjawiska. Astrocytarne złogi glikogenu 
opisywano bowiem w szeregu różnorodnych procesów patologicznych 
(Oksche 1961, Miquel, Haymaker 1965, Klatzo i wsp. 1970, Korthals i wsp. 
1972, Mossakowski, Penar 1972).

W podsumowaniu naszych obserwacji na podkreślenie zasługuje znaczna 
wrażliwość astrocytów na krótkotrwałą, przejściową anoksję. Podobnie 
wysoką wrażliwość gleju i komórek Schwanna na niedotlenienie opisywali 
uprzednio Hills (1964) i Rouiller i wsp. (1970).

3. KpacbHMijKa, K. PeHKaBeK, B. TafiKOBCKa

BJIMHHME KPATKOBPEMEHIIOH AHOKCMM HA YJIbTPACTPYKTYPH YK) 
KAPTMHY rjlMAJIBHOft TKAHM, BLIPAmMBAEMOK „MH BMTPO”

P e 3 io M e

Mccjie^OBajiacb yjibTpacTpvKTypa rjmajibHbix kjtgtok m3 KyjibTyp, noABepi’HyTbix 
KpaTKOBpeMeHHoü mnoKCMM. MccjieflOBaHWH npoBO^miMCb Ha 1 u 3-HeflcJibiibix Kyjib- 
Typax. BpeMH B03AeücTBMH aHOKCHM cocTaBjiH.no 30 mmh. fljia Ha6jiio^eHMH b sjieK-
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TpoHH O M  M M K p o c K o n e  K y j ib T y p b i  < ł>M KCnpoHajiM Cb n o c j ie  2, 3 u  4 A n e i i  n o  B03flew- 

CTBHM aHOKCMM.

SjieKTpoHHOMMKpocKonMHecKaa KapTMHa rjmajibHbix kjibtok nocjie nojiynacoBOM 
rnnoKCMM o6Hapy3KMBaeT He3HaHHTejibHbie n3MeHeHHH b yjibTpacTpyKTvpe. M3Me- 
HeHMH CBOflHTCH K OTeHHOCTM MMTOXOHflpweB M nOJIMfJjepaUMM TOJlbflJKWeBOrO anna- 
paTa. B HenoTopbix K J i e T K a x  HaOjiio^aeTca pacnmpeHue KaHajibueB 3H^onjia3MaTM- 
necKoro penucyjiiom m Mejinne BaKyojiw. CaMbie cymecTBeHHbie n3MeHeHHH CBÔ HTcn 
K CKonjieHMM M3JiMiiiHero KOJiMHecTBa r^MKoreKTtbix 3epen b ijMTon;ia3Me kjictok 
b6jim3m «Äpa M KJieTOHHbix OTpocTKax. KpoMe Toro o6Hap>ÄMBaeTCH 3HaHWTe.nbHoe 
KOJIMHeCTBO rjIMOCjjMOpMJIJIOB M TJIMOTy6yJIJIOB.

1-flHeBHbie KyjibTypbi oÖHapyjKMBaiOT 6ojibiuyio BbipaJKeHHOCTb Mopcbojiorimec- 

KMx M3MeHeHHM HeM öojiee CTapbie KyjibTypbi. B 3-HeAejibHbix KyjibTypax 6ojiee 
BbipajKeHHbie msmohchmh hmiotch b acTpouuTax neM b ojinro,zjeH,qpouMTax.

Z. Kraśnicka, K. Renkawek, B. Gajkowska

EFFECT OF SHORT-TERM ANOXIA ON THE ULTRASTRUCTURAL PICTURE 
OF THE GLIAL TISSUE IN VITRO

S u m m a r y

The ultrastructure of glial cells cultured in vitro subjected to short-term anoxia 
was being investigated. The studies were performed on 1- and 3-week culture, 
exposed to 30 minutes’ anoxia. For the electron-microscopic examinations the cul
tures were fixed on the 2nd and 4th day after anoxia.

In the electron-microscopic picture, the glial cells after 30 minutes’ anoxia show 
insignificant ultrastructural changes, consisting in mitochondrial swelling and exten
sion of Golgi apparatus. In some of the cells there is to be observed dilatation of 
the smooth endoplasmic reticulum channels and small vacuoles. The most signifi
cant changes consist in the accumulation of excessive amount of glycogen grains 
in the cell cytoplasm close to the nucleus and in cellular processes. In addition, 
significant amounts of gliofibrils and gliotubules were found.

The one-week cultures show a higher intensity of morphological changes than 
the older ones. In the 3-week cultures, the changes in astrocytes are more intensive 
than in oligodendrocytes.
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MARIA OSTENDA

ULTRASTRUKTURA KOMÓREK GLEJOWYCH
NAPROMIENIONYCH IN VITRO  PROMIENIAMI GAMMA (Co,#) *>

Zespół Neuropatologii, Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN 
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

Hodowle tkanki glejowej poddane działaniu czynnika uszkadzającego 
stanowią dogodny model do badania reakcji komórki izolowanej od różno
rodnych wpływów, którym podlegają tkanki in situ  (Pomerat i wsp. 1964). 
Badania histochemiczne hodowli komórek glejowych poddanych działaniu 
promieni jonizujących wskazują na występowanie szeregu zaburzeń w me
tabolizmie komórek i przepuszczalności błon (Ostenda 1972). Ustalenie 
dynamiki tych zmian oraz próba zlokalizowania ich na poziomie ultra- 
s truk tu ry  jest celem obecnej pracy.

MATERIAŁ I METODY

Do hodowli pobierano skrawki móżdżku jednodniowych szczurów. Eks- 
plantat umieszczano na szkiełkach podstawowych pokrytych Eponem i ko
lagenem, hodowano we flaszkach Carrela w medium standardowym 
w tem peraturze 37° (Borowicz, Kraśnicka 1971). Zdrowe, dobrze rosnące 
hodowle napromieniano w 7 dniu in vitro  jednorazową dawką 5000 r 
promieni gamma. Źródłem promieniowania była bomba kobaltowa Gam- 
matron 3, średnia wydajność 180 r/min., czas napromieniania 27 19". 
Hodowle przeznaczone do badań kontrolnych pozostawały przez ten czas 
poza cieplarką. Napromienione hodowle pobierano do badań w mikrosko
pie elektronowym w 3, 6, 24, 48 i 72 godz. po ekspozycji. Materiał u trw a
lano w 1,5°/o roztworze aldehydu glutarowego w buforze Milloniga o pH 
7,2 przez 90 minut w temperaturze 4°, następnie umieszczano w 2°/o roz
tworze 0 s 0 4 w buforze Milloniga o pH 7,2 na 90 minut w tem peraturze 
4°. Skrawki odwadniano w szeregu alkoholi o wzrastającym stężeniu, a na
stępnie zatapiano w Eponie. Bloczki skrawano na ultramikromie firmy 
Reichert, kontrastowano octanem uranylu  i cytrynianem ołowiu. Obser
wacje przeprowadzano i zdjęcia wykonywano w mikroskopie elektrono
wym typu JEM 7 A.

*) Praca częściowo subsydiowana z umowy polsko-amerykańskiej PL 480, Grant 
Public Health Service USA; Agreement 05-004-1.
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WYNIKI

U ltrastruktura  komórek glejowych in vitro  była opisywana niejedno
krotnie (Holtzman 1969, Wolff i wsp. 1971, Kraśnicka, Borowicz 1971) 
ograniczono się przeto do charakterystyki tych jej cech, które stanowią 
punkt odniesienia przy porównaniach z hodowlami napromienionymi. 
W komórkach glejowych nienapromienionych spotykano często objawy 
pinocytozy w postaci wgłabiania odcinków błon komórkowych do cyto- 
plazmy, przy czym obie powierzchnie były pokryte pewnego rodzaju 
kolcami (rye. 1). Obserwowano różne stadia wgłabiania, aż do tworzenia 
typowych pęcherzyków pinocytarnych. Cysterny Golgiego były liczne, 
ułożone równolegle, ich końce często były rozdęte, a zawartość miała 
mierną gęstość elektronową (ryc. 2). Można było dostrzec pączkowanie 
z cystern pęcherzyków o tej samej gęstości elektronowej oraz pęcherzy
ków opłaszczonych (ryc. 3). Lizosomy miały charakter typowych ciał 
gęstych. Komórki o małej gęstości elektronowej cytoplazmy, zawierające 
gliofibryle, rozpoznawano jako astrocyty.

W komórkach glejowych napromienionych w 7 dniu hodowli in vitro , 
już w 3 godz. po ekspozycji strefa Golgiego zajmowała znaczną przestrzeń 
cytoplazmy. Poszerzone cysterny przybierały kształt łukowaty, pojawiały 
się bardzo liczne, małe pęcherzyki o małej gęstości elektronooptycznej, 
podobnie jak zawartość cystern aparatu  Golgiego (ryc. 3). Występowały 
liczne ciała lizosomopodobne (ryc. 3). Często spotykano wakuole puste, 
lub zawierające s truk tury  pęcherzykowe, albo ziarniste (ryc. 7). W cyto- 
plazmie komórki pojawiały się złogi glikogenu początkowo nieliczne, 
6 godz. po ekspozycji glikogen znajdował się w wielu komórkach. Poje
dyncze ziarna lub całe ich grupy leżały luźno w cytoplazmie, były nie- 
obłonione i nie związane z żadną struk tu rą  śródkomórkową (ryc. 4). Więk
szość komórek zawierających glikogen identyfikowano jako astrocyty. 
W komórkach oligodendrogleju złogów glikogenu nie stwierdzono.

We wczesnych okresach po napromienieniu (3—6 godz.) objawy pino
cytozy były niedostrzegalne. Pojawiały się one po 24 godzinie od ekspo
zycji w postaci wgłobienia błony komórkowej (ryc. 5) i typowych pęche
rzyków pinocytarnych, leżących tuż pod błoną (ryc. 6).

W tym samym okresie zmiany strefy Golgiego osiągały największe 
nasilenie. Cysterny pomnożone, o łukowatym przebiegu, zajmowały 
znaczną przestrzeń cytoplazmy, w pojedynczej komórce można było na
liczyć do 8 skupisk cystern (ryc. 8). Zawartość ich była przejrzysta, lub 
wykazywała umiarkowaną gęstość elektronooptyczną, widoczne były 
między nimi liczne, małe pęcherzyki o podobnej zawartości (ryc. 7, 8). 
W tym czasie spotykano jeszcze śródplazmatyczne złogi glikogenu, które 
były jednak znacznie mniej liczne, niż w poprzednim okresie i znikały 
całkowicie w 48 godz. po ekspozycji. Liczba lizosomów oraz ciał lipofus- 
cynowych narastała, zwłaszcza w późniejszych grupach czasowych, wy
pełniając niejednokrotnie całą cytoplazmę komórkową. W okresie 48 —
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Rye. 1. Hodowla komórek glejowych 7 dnia in vitro. Odcinkowe wgłobienia błony 
komórkowej do cytoplazmy tworzące zachyłki. Obie powierzchnie błony pokryte 

drobnymi ziarnami o znacznej gęstości elektronowej. Pow. 37 500.

Fig. 1. A 7-day culture of glial cells in vitro. Segmental invaginations of cell 
membrane into the cytoplasm forming recesses. Both membrane surfaces are co

vered with small granules of a significant electron density. X 37 500.

Rye. 2. W nienapromienionej komórce glejowej zespół Golgiego składający się z licz
nych równolegle ułożonych cystern o rozdętych końcach, pustych, lub umiarkowanej 
gęstości elektronowej (strzałka), wśród cystern widoczne małe pęcherzyki o tej 
samej gęstości elektronowej (sv) oraz pojedyncze pęcherzyki opłaszczone (cv). Pow.

42 000.

Fig. 2. Golgi apparatus in non-irradiated glial cell, consisting of a number of paralelly 
arranged cysterns with swollen endings, which are empty or of a moderate electron 
density (arrow). Among cysterns, small vesicles of the same electron density (sv) 

and single coated vesicles (cv). X 42 000.

Rye. 3. Napromieniona hodowla komórek glejowych w 6 godz. po ekspozycji. Strefa 
Golgiego (G) zajmuje w komórce znaczną przestrzeń, wśród cystern o łukowatych 
kształtach liczne małe pęcherzyki (sv); ciała lizosomopodobne mają wygląd typo

wy (DB). Pow. 42 000 X.

Fig. 3. Irradiated glial cell culture 6 hrs after exposition. Golgi zone (G) occupying 
a significant space in the cell, numerous small vesicles (sv) among cysterns of 

arcuated shapes, typical lysosome-like bodies (DB). X 42 000.

Rye. 4. Hodowla komórek glejowych 6 godz. po napromienieniu. Złogi glikogenu 
w wypustkach komórkowych o niskiej gęstości elektronooptycznej cytoplazmy.

Pow. 37 500 X.

Fig. 4. Irradiated glial cell culture 6 hrs after exposition. Glycogen deposits in cellular 
processes with cytoplasm of low electron density. X 37 500.

Rye. 5. Hodowla komórek glejowych 24 godz. po napromienieniu. W błonie komór
kowej widoczne wgłobienie stanowiące wczesne stadium pęcherzyka pinocytarnego.

Pow. 37 500 X.

Fig. 5. Irradiated glial cell culture 24 hrs after exposition. In cell cytoplasm visible 
invagination forming the early stage of a pinocytic vesicle. X 37 500.

Rye. 6. Hodowla 24 godz. po eskpozyeji: pęcherzyki pinocytarne leżą bezpośrednio 
pod błoną komórkową. Pow. 37 500 X.

Fig. 6. Culture 24 hrs after exposition: pinocytic vesicles directly under the cell
membrane. X 37 500.

Rye. 7. Hodowla 24 godz. po ekspozycji: poszerzony zespół Golgiego (G), lizosomy (L), 
autofagosomy (V). Pow. 37 500 X.

Fig. 7. Culture 24 hrs after exposition: extended Golgi apparatus (G), lysosomes (L),
autophagosomes (V). X 37 500.
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uważane są za tzw. pierwotne lizosomy, zawierające hydrolazy (Holtz- 
man 1969). Ich masowe pojawianie się w komórce może być objawem 
narastania procesów hydrolitycznych i może mieć bezpośredni związek 
z zwiększonym wytwarzaniem w późniejszych okresach ciał lizosomopo- 
dobnych, w których oprócz enzymów hydrolitycznych jest zaw arty  m a
teriał podlegający trawieniu (Cohn, Fedorko 1969). Obecność ciał lizoso- 
malnych zawierających s truk tu ry  błoniaste, występujących bardzo rzadko 
w komórkach prawidłowych, świadczy o zachodzących w cytoplazmie 
procesach autolitycznych, które mogą prowadzić do śmierci komórki. 
Zwiększenie liczby lizosomów po napromienieniu stwierdzano również 
w tkance nerwowej in situ (Holtzman 1969).

Gromadzenie glikogenu w cytoplazmie astrocytów i zahamowanie pino- 
cytozy, występujące we wczesnych okresach po ekspozycji, może być w y
razem zahamowania procesów przemiany wewnątrzkomórkowej: zmniej
szone wchłanianie przy równoczesnym spowolnieniu przemiany węglowo
danów magazynowanych w cytoplazmie w postaci glikogenu. Pojawianie 
się glikogenu w cytoplazmie komórkowej jest częstą reakcją tkanki ner
wowej na uszkodzenie. Opisywano również gromadzenie się glikogenu 
w astrocytach pod wpływem napromieniania (Masurovsky i wsp. 1967, 
Maxwell, K rüger 1965, Miquel, Haymaker 1965, Holtzman 1969, Estable- 
Puig, Estable-Puig 1971). Na podstawie uzyskanych wyników można 
stwierdzić, że również w warunkach hodowli tkankowej glikogen gro
madzi się przede wszystkim w astrocytach. Objaw ten wykazuje znaczną 
dynamikę pojawiając się wcześnie (3 godz.) i szybko znikając (24 godz.). 
Nie ma jednak podstaw, aby sądzić, że cofanie się opisanego objawu s ta 
nowi restitutio ad integrum. W zbyt wie]u komórkach pojawiają się liczne 
formy sekwestrujące lizosomów oraz kule lipofuscynowe, wypełniające 
niejednokrotnie całą cytoplazmę. Raczej należy sądzić, że zastosowana 
dawka energii promienistej powoduje uszkodzenie komórki, ujawniające 
się wzmożoną czynnością zespołu Golgiego, następnie ogólnym zahamo
waniem przemiany komórkowej i wreszcie w późniejszych okresach 
autolizą cytoplazmy komórkowej. Zmiany te zachodzą głównie w astro
cytach i mają charakter pierwotnych uszkodzeń tych komórek. W wa
runkach hodowli astrocyty są niezależne od wpływów toksycznych, prze
kazywanych przez układ krwionośny, jak również od zmian zachodzących 
w tym  układzie. Można więc przypuszczać, że przy popromiennych zabu
rzeniach czynności bariery krew—mózg uszkodzenie astrogleju może od
grywać równie istotną rolę, jak pierwotne uszkodzenia elementów układu 
naczyniowego.

WNIOSKI

1. Komórki glejowe napromienione in vitro  dawką subletalną promieni 
gamma (5000 r) reagują przede wszystkim wzmożoną czynnością aparatu 
Golgiego. W cytoplazmie astrocytów we wczesnych okresach po ekspozycji
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pojawia się glikogen, k tóry szybko znika (24 godz.). W tym  samym czasie 
znikają objawy pinocytozy. Równoległość tych dwóch procesów nasuwa 
podejrzenie, że w napromienionej komórce ulegają czasowemu zaburzeniu 
procesy metaboliczne. Wzrastanie w późniejszych okresach ilości lizoso- 
mów zwłaszcza ich form o zawartości heterogennej może świadczyć, że 
zmiany te są wykładnikiem daleko posuniętej nekrobiozy.

2. Gromadzenie glikogenu w astrocytach napromienionych in vitro , 
podobnie jak w tkance nerwowej in situ może świadczyć o tym, że objaw 
ten jest niezależny od funkcji odżywczej i transportowej astrocytów.

M. OcTCH^a

YJIbTPACTPYKTYPA TJIMAJILHblX KJIETOK, OEJIYHEHHLIX „MH BMTPCT
JIYHAMM TAMMA (Coso)

P e 3 io M e

KyjibTypbi rjiMajibHMx KJieTOK oßjiynajiMCb oflHOKpaTHOfł fl030M 5 000 p raMMa-jiy- 
new nocjie Mero mx no^BeprajiM wccjieflOBaiiMK) b sjieKTpomiOM MMKpocKone cnycrn 
3 ^o 72 nacoB nocjie 3kcito3HUmh.

B paHHMx nepwoflax nocjie 3Kcno3Hunn (3—6 nacoB) KOMnjieKC rojibflJKM o6Ha- 
pystMBaeT ycmieHHyio aKTMBHOCTb, b unTonjia3Me acTpoijHTOB noHBjifieTCH rjiHKoren, 
MCMe3aiOT npn3HaKM miH0ijMT03a. IIpn3HaKM 3TM oTCTynaioT nocjie 24 nacoB. TTapaji- 
jiejibHoe noHBjieHwe rjiHKoreHa m npeicpameHMe nmhoiihto3a CBMfleTejibCTByeT o 
BpeMeHHOM noBpejKfleHMH k jieTOHHoro MeTa6ojiM3Ma. YBejiMHeHMe b 6ojiee no3flHMe 
nepno^bi (72 nacoB) KOJiMnecTBa BxopnHHbix jimsocomob, aBTCKfciarocoMOB m JiMno4 )yc- 
UMHOBbix ruapoB flaeT ocHosaHMe nojiaraTb, mto sto  noBpejK^eHwe m o x c t  6biTb 
HeoßpaTMMbiM. CKonjieHwe rjimcoreHa b noBpejK^eKHbix acTpoijMTax ,,mh bmtpo" 
MOJKeT CBM^eTejIbCTBOBaTb, HTO 3T0T npH3IiaK He3aBMCMM OT MX TpOCfcmHeCKOii M TpaHC- 
nOpTHOM CjjyHKÎ MH.

M. Ostenda

ULTRASTRUCTURE OF GLIAL CELLS IRRADIATED IN VITRO  WITH GAMMA
RAYS (Co®0)

S u m m a r y

The cultures of glial cells were irradiated with a one-time dosis of 5000 r of 
gamma rays and thereafter were taken for electronmicroseop.ic examinations in 
the period of 3—72 hrs after exposition.

In the early periods after exposition (3—6 hrs) the Golgi apparatus showed an 
enhanced activity. In the cytoplasm, glycogen appears and the features of pinocytosis 
disappear. The symptoms retreat after 24 hrs. A parallel appearance of glycogen 
and reduction of pinocytosis are indicative of a transient impairment of the cellu
lar metabolism. The increase in the later periods (72 hrs) of the number of secon
dary lysosomes, autophagosomes and lipofusoine suggests the irreversibility of this 
impairment. The accumulation of glycogen in the impaired astrocytes in vitro 
indicates that this feature is independent upon their nutritional and transporting 
functions.
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TADEUSZ MAJDECKI, MARIA MARCINIAK, MIROSŁAW BESKID

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W MÓZGACH PSÓW 
PO PODAWANIU ETANOLU *>

Zespół Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN 
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

Wpływ alkoholu etylowego na organizm zwierząt i ludzi stanowił przed
miot licznych badań morfologicznych i biochemicznych, w tym  szczególnie 
bogate piśmiennictwo poświęcone jest patomorfologii ośrodkowego układu 
nerwowego. Na tym  tle zwraca uwagę stosunkowo mała liczba opracowań, 
dotyczących mikroskopowo-elektronowego obrazu uszkodzeń tkanki ner
wowej. Kissling i Tilander (1963) w pracy poświęconej przede wszystkim 
poalkoholowym zmianom u ltrastruktura lnym  wątroby, jedynie margine
sowo omawiają uszkodzenia w ośrodkowym układzie nerwowym. Badania 
mikroskopowo-elektronowe Gernharda i wsp. (1968), dotyczące ostrej en
cefalopatii alkoholowej u ludzi prowadzone były na materiale autopsyj- 
nym, co w sposób oczywisty ogranicza jednoznaczność interpretacyjną 
opisanych spostrzeżeń. Jedynie Artyukhina i Khachaturyan (1969) opra
cowali zagadnienie uszkodzeń mózgu wywołanych przez alkohol etylowy 
na szerszym i bardziej reprezentatywnym  materiale doświadczalnym.

Skłoniło to nas do przeprowadzenia analizy obrazu mikroskopowo-elek- 
tronowego mózgu psów, poddanych w warunkach doświadczalnych pod
ostremu działaniu alkoholu etylowego.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 12 psach mieszańcach, płci żeńskiej o wadze 
12— 14 kg. Siedem zwierząt stanowiło m ateriał doświadczalny, 5 — kon
trolny. Przed rozpoczęciem doświadczenia zwierzęta przeszły podstawowe 
zabiegi kwarantannowe (odrobaczenie, szczepienie przeciwko wściekliźnie). 
Psy grupy doświadczalnej otrzymywały przez okres 20 tygodni 250 ml 
25% roztworu alkoholu etylowego, dodawanego do pożywienia dwa razy 
dziennie. Po 20 tygodniach psy usypiano.

*) Praca częściowo subsydiowana z umowy polsko-amerykańskiej PL 480, Grant 
Public Health Service USA; Agreement 05-004-1.
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Wycinki tkanki do badań mikroskopowo-elektronowych pobierano 
z kory okolic czołowo-ciemieniowych półkul mózgu, krojono na skrawki 
wielkości 1—2 mm3, które utrw alano przez 1,5 godz. w zbuforowanym 
l°/o czterotlenku osmu o pH 7,4. Po odwodnieniu w etanolu o wzrastają
cych stężeniach zatapiano je w Eponie 812. Materiał skrawano na ultra- 
mikrotomie f-my Reichert. Ultracienkie skrawki kontrastowano octanem 
uranylu  i cytrynianem ołowiu. M ateriał oglądano w mikroskopie elektro
nowym JEM 7 A.

Do wykonanych równolegle badań w mikroskopie świetlnym materiał 
pobierano z półkul mózgu na poziomie zwojów podstawy, oraz z móżdżku 
i pnia mózgu. Utrwalony w 10% formalinie m ateriał przeprowadzano 
w sposób rutynowy do parafiny. Skrawki barwiono hematoksyliną i eozy- 
ną, fioletem krezylu i błękitem trw ałym  luksolu.

Badanie histopatologiczne, histochemiczne i mikroskopowo-elektronowe 
wątroby stanowiło temat odrębnego opracowania (Beskid i wsp. 1972).

WYNIKI

Obraz histopatologiczny

Większość neuronów w strukturach  szarych nie wykazywała zmian. 
W korze czołowej i amonalnej, w ciałach suteczkowatych i warstwie ko
mórek Purkinjego móżdżku spotykano rozsiane uszkodzenia neuronów. 
W korze, zwłaszcza amonalnej, obserwowano dyskretne przerzedzenia ko
mórkowe. Niekiedy stwierdzano niewielką glejozę izomorficzną w istocie 
białej.

Obraz mikroskopowo-elektronoioy

N e u r o n y .  Większość komórek nerwowych była nieco obkurczona. 
Nieznaczne zagęszczenie stałych elementów cytoplazmy komórkowej, 
szczególnie rybosomów, czyniło ją ciemniejszą. Jądra  neuronów, błony 
jądrowe i komórkowe nie wykazywały istotnych zmian. Obserwowano 
powiększone mitochondria o dziwacznych kształtach i zwiększonej gęstości 
elektronowej macierzy. Podobne zmiany w mitochondriach tylko znacznie 
rzadziej stwierdzano również w mózgach zwierząt kontrolnych. Pomno
żona była także liczba ciał lizosomopodobnych w porównaniu z grupą 
kontrolną. W cytoplazmie wielu komórek nerwowych obserwowano nie
kiedy dość liczne, gęste elektronowo ciała wtrętowe o nieregularnych 
zarysach (rye. 1). Twory te, identyfikowane jako lipofuscyna, zawierały 
często okrągłe, ostro obrysowane, jednorodne wodniczki o mniejszej gę
stości elektronowej. W niektórych neuronach spostrzegano poszerzenie 
kanałów siatki śródplazmatycznej. Większość synaps nie wykazywała istot
nych zmian patologicznych. Czasami obserwowano jedynie nieznaczne po
mnożenie liczby pęcherzyków synaptycznych.
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Rye. 1. Komórka nerwowa z nieznacznym zagęszczeniem stałych elementów cyto- 
plazmy, poszerzonymi kanałami siatki śródplazmatycznej, licznymi ciałami lizoso- 
mopodobnymi i lipofuscyną oraz nieznacznie zmienionymi mitochondriami. Pow.

14.700 X.
Fig. 1. Nerve cell with a slight condensation of solid cytoplasm elements, widened 
endoplasmic reticulum channels, numerous lysosome-like bodies, lipofuscine and 

slightly changed single mitochondria. X 14 700.

Rye. 2. Astrocyt z niemal całkowicie opustoszałą cytoplazmą. Pow. 12.900 X.
Fig. 2. Astrocyte with almost completely organelle-free cytoplasm. X 12800.
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f t j m

Ryc. 3. Astrocyt z przerzedzoną cytoplazmą i wolno leżącymi pojedynczymi błonami 
siatki śródplazmatycznej. Mitochondrium o dużych rozmiarach. Pow. 18.600 X. 

Fig. 3. Astrocyte with rarefacted cytoplasm and free-lying single endoplasmic 
reticulum membranes. Mitochondrium of a large size. X 18 600.
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Ryc. 4. Mitochondrium astrocytu o dziwacznych kształtach. Pow. 32.000 X.
Fig. 4. Astrocyte mitochondrium of bizzare shape. X 32 000.

Ryc. 5. Mitochondrium wypustki astrocytu z rozdętymi błonami grzebieni. Pow.
45.500 X.

Fig. 5. Mitochondrium of astrocytic process with swollen crist membranes. X 45 500.

Rye. 6. Mitochondrium wypustki astrocytu z chaotycznym układem bardzo licznych
grzebieni. Pow. 22.200 X.

Fig. 6. Mitochondrium of astrocytic process with chaotic arrangement of numerous
cristae. X 22 200.

http://rcin.org.pl



T. Majdecki i wsp.

r .  c. 7. Lipofuscyna w cytoplazmie astrocytu, poszerzone kanały siatki śródplazma- 
tycznej, duże rozmiary mitochondrium. Pow. 12.300 X. 

r>/. 7. Lipofuscine in astrocyte cytoplasm, endoplasmic reticulum channels widened,
large mitochondrium. X 12 300.
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G 1 e j. Wyraźnie zmienione były astrocyty. Miały one cechy tzw. „ko
mórek wodnistych” (watery cells) (rye. 2). Cytoplazma wielu z nich była 
prawie zupełnie opustoszała, z wolno leżącymi, znacznie poszerzonymi, 
pojedynczymi błonami siatki śródplazmatycznej i zmienionymi mito- 
chondriami (ryc. 3). Obserwowano mitochondria wyraźnie powiększone 
(ryc. 3), o dziwacznych kształtach (ryc. 4) i miejscami rozdętych błonach 
grzebieni (ryc. 5), lub chaotycznym ich ułożeniu (ryc. 6). W opustoszałej 
cytoplazmie astrocytów często znajdowano elektronowo gęste ciała w trę 
towe o cechach u ltrastruktura lnych  odpowiadających złogom lipofuscy- 
ny (ryc. 7). W mniej uszkodzonych astrocytach obserwowano m ierne opu
stoszenie cytoplazmy z rzadziej występującymi zmianami w mitochon- 
driach. Większość oligodendrocytów była niezmieniona.

Naczynia krwionośne nie wykazywały istotnych odchyleń od normy. 
W cytoplazmie pericytów rzadko stwierdzano obecność ciał wtrętowych
0 charakterze lipofuscyny. Sporadycznie okołonaczyniowe wypustki gle
jowe wykazywały słabo zaznaczone cechy obrzmienia, w większości astro- 
glej był niezmieniony.

OMÓWIENIE

Największe nasilenie zmian mikroskopowo-elektronowych stwierdzono 
w astrocytach, przy nieproporcjonalnie mniejszym uszkodzeniu neuronów
1 prawie całkowitym oszczędzeniu oligodendrocytów. Nie obserwowano 
również istotnych zmian w naczyniach krwionośnych ani w przylegają
cych do nich wypustkach glejowych.

Zmiany w astrocytach polegały na opustoszeniu cytoplazmy, uszkodze
niu mitochondriów oraz obecności lipofuscyny. Opustoszenia cytoplazmy 
i zmiany w mitochondriach można by traktować jako element obrzęku 
mózgu. Brak było jednak zależności lokalizacyjnej między astrocytami 
wykazującymi opisane zmiany i naczyniami. Ponadto prawie wszystkie 
wypustki astrocytów otaczających naczynia były niezmienione. Również 
obraz mitochondriów nie odpowiadał obrazom uznanym za typowe dla 
obrzęku (równomierne powiększenie mitochondriów o kształcie na ogół 
okrągłym, jasna macierz, porozrywane s truk tu ry  błoniaste grzebieni). Na 
marginesie stwierdzanych zmian w mitochondriach astrocytów warto 
zwrócić uwagę, że pod wpływem etanolu również w wątrobie ulegają 
uszkodzeniu głównie mitochondria hepatocytów: pojawiają się ich mon
strualne postaci o dziwacznych kształtach, niezwykłe układy grzebieni 
oraz zagęszczenie macierzy (Kiessling i wsp. 1964, Svoboda, Monning 1964, 
Franch 1968). Wyniki badań histochemicznych wskazują, że zmiany w mi
tochondriach wiążą się z zaburzeniami czynności enzymatycznych układu 
oddechowego komórek wątroby pod wpływem etanolu (Kiessling, Tilan- 
der 1963, Christophersen 1964, Rubin i wsp. 1970). Porównanie zmian w 
mitochondriach astrocytów i komórkach wątroby może sugerować, że pod
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wpływem etanolu również w mózgu ulega pierwotnie zaburzeniu m eta
bolizm astrocytów. Zmianom w wypustkach astrocytów przypisuje się 
w głównej mierze zaburzenia transportu metabolitów (Klatzo 1960), co 
wtórnie może prowadzić do uszkodzenia pozostałych elementów s tru k tu 
ralnych tkanki nerwowej. Badania przeprowadzone przez Negishi i Svae- 
tichina (1966) wykazały szczególną wrażliwość astrocytów na działanie par 
alkoholu.

W neurocytach obserwowano jedynie nieznaczne obkurczenie cytoplaz- 
my i poszerzenie kanałów siatki śródplazmatycznej. Cechy patologiczne 
mitochondriów komórek nerwowych były słabo wyrażone w porównaniu 
z mitochondriami astrocytów. Jedynym  elementem sugerującym  zabu
rzenia metabolizmu komórkowego neurocytów jest obecność obfitych 
złogów lipofuscyny, z tym  jednak, że zróżnicowany i w większości przy
padków nie znany dokładny wiek zwierząt doświadczalnych, ogranicza 
jednoznaczność in terpretacyjną tego zjawiska. Również w synapsach nie 
stwierdzono istotnych zmian patologicznych, podczas gdy A rtyukhina 
i K hachaturyan (1969) obserwowali u zwierząt pojonych etanolem liczne 
uszkodzenia synaps. Wspomniani autorzy czynią zmiany wr s truk turze  
błon synaptycznych i pęcherzykach odpowiedzialnymi za zaburzenia 
czynności kory mózgowej poddawanej przewlekłemu działaniu etanolu. 
Prawidłowy obraz synaps w naszym materiale potwierdzałby pogląd 
Nagishi i Svaetichina (1966) oparty na badaniach siatkówki ryb, iż sy
napsy wykazują znaczną odporność na działanie par alkoholu.

Z przeprowadzonych badań mikroskopowo-elektronowych wynika, że 
w przypadku stosunkowo krótkotrwałego podawania niskich dawek eta
nolu psom, astrocyty są podstawowym elementem struk tura lnym  mózgu 
który zostaje pierwotnie uszkodzony. Nieznaczne uszkodzenie neurocytów 
jest prawdopodobnie wTtórne w stosunku do zmian w astrocytach. Na tę 
możliwość wskazują wyniki badań nad zależnościami funkcjonalnymi 
między komórkami nerwowymi i glejem (Wallgren, Barry  1970). Biorąc 
pod uwagę zarówno czas podawania alkoholu zwierzętom doświadczal
nym, jak i stosunkowo jego niską dawkę można uznać, że stwierdzone 
przez nas zmiany w obrazie u ltrastruk tura lnym  ośrodkowego układu ner
wowego stanowią wykładniki jego wczesnego uszkodzenia. W rozważa
niach naszych należy również uwzględnić zagadnienie pierwotności lub 
wtórności zmian w ośrodkowym układzie nerwowym w stosunku do 
uszkodzeń wątroby, stwierdzanych w naszym materiale (Beskid i wsp-
1972). Odmienność uszkodzeń astrocytarnych, brak zmian w u ltrastruk- 
turze drobnych naczyń, stanowiących dominujący element obrazu mi- 
kroskopowo-elektronowego encefalopatii wątrobowej '(Ostenda i wsp.
1973) pozwalają przypuszczać, że obserwowane przez nas nieprawidło
wości ultrastrukturalne, mają charakter pierwotny, niezależny od uszko
dzenia wątroby. Brać trzeba jednak pod uwagę możliwość odrębności 
gatunkowych zwierząt używanych w obu grupach doświadczalnych.
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T. Maü/jeijKJi, M. MapuiiHHK, M. EecKHfl

YJIbTPACTPYKTYPHblE M3MEHEHMH B M03rAX COEAK IIOCJIE 
nO^AHM 3TAHOJIA

P e 3  k> M e

IlpOBOflMJIMCŁ. 3JieKTpOHHOMMKpOCKOnMHeCKMe WCCJießOBaHMH Ha COGaiiaX, KOTO- 
pbiM B TeneHMe 20 Heflejib exceßHeBHo ,qaBajin c  nnmefi 250 mji 25®/o pacTBopa 
STanojia. 5 co6 aK cocTanjifuio KOHTpojitHyio rpynny. B cbotobom MWKpocKone oÖHa- 
p y jK M B a j iM C b  o n y c T o m e H H H  H e w p o H O B  m  n a T O j i o r w H e c K w e  w 3 M e H e H H H  H e p B H b i x  K J i e -  

TOK TJiaBHblM 0Öpa30M BO (JjpOHTaJlbHOM KOpe, 3MMOHOBOM pore MaMMMJIHpHbIX Tejiax, 
a  TaxHce b cjioe KjieTOK I l y p K H H b e .  K p o M e  T o r o  H a ö j i i o A a n c H  H e 6 o j i b i u o ü  M 3 0 M 0 p -  

CjjMHeCKMM rjiefl03 B 6eJIOM BemeCTBe. B 3JieKTpOHHOMHKpOCKOnH4eCKOM MCCJieflOBa- 
HHM o6HapyjKMBajiMCb caMbie 5ojibmne M3MeHeHMH b acTpoijMTax. B sthx icjiencax 
Ha6jnoAajiocb onycTomeHMe UMTonjia3Mbi, noBpejK^eHwe MHT0X0HflpneB u  CKonjieHwe 
anno<i>ycijMHa. B HewpouiiTax oÖHapyJKMBajiocb jiMixib HesHaHiiTejibiioe cjKMwaHwe 
t(MTonjia3Mbi u pacuinpeHMe KaHajibueB 3H,qonjia3MaTMHecKoro peraicyjnoM, a  T a K J K e  

He6ojibiuMe CKonjieHHH jiwnodpycuMHa. B cwHancax He o6HapyjKHBajincb cymecTBen- 
Hbie yjibTpacTpyKTypHbie n3MeHeHHH. B 3jieKTp0HH0MHKp0CK0nnHecK0M nccjie,z;oBa- 
HHH o6pamajio BHMMaiiwe noBpejK^eHMe acTpouwTOB w 3 H aM M T ejib H O  M e n e e  Bbipa- 
jKeHHoe M3MeHeHMe ocTajibHbix CTpyKTypubix sjieMeHTOB HepBHOM TK aH ii.  KasceTcn, 
MTO noBpejK^eHMe acTpoijMTOB MMeeT xapaKTep nepBMHHbix M3MeHeHiiM, Bbrcbinaio- 
UJMX B CBOK) OHepeflb BTOpMHHbie nOBpejKAGHMfl HepPHbIX KJieTOK.

T. Majdecki, M. Marciniak, M. Beskid

ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN THE BRAINS OF DOGS AFTER ETHANOL
INTOXICATION

S u m m a r y

The experiments were carried out on 7 dogs, which were receiving with food twice 
a day 250 ml of a 25°/o ethanol solution during a 20 weeks period. The control group 
consisted of 5 dogs. The dogs were anesthesized and fresh brain tissue samples were 
taken for the examinations. In the light microscope, degeneration of nerve cells, 
as well damage and rarefaction as neuronal loss were observed mainly in the frontal 
and hippocampal cortex, corpora mammilaria and in Purkinje cells ilayer. Slight 
isomorphic gliosis was stated in the white matter. The electron microscopic studies 
revealed the highest intensity of changes to have occured in the astrocytes and to 
consist in the cytopläsm rarefaction, impairment of mitochondria and the presence 
of lipofuscine. In the neurocytes, only a slight shrinkage of cytoplasm and extension  
of endoplasmic reticulum channels as well as small amounts of lipofuscine could be 
observed. No significant ultrastructural changes were noticed in the synapses. In 
the electron-microscopic picture there was thus to be stressed selective impairment 
of astrocytes with concomitant insignificant lesions in the remaining structural 
elements of the brain, in particular in the nerve cells. It seems that astrocytes are 
the cells primarily damaged by ethanol. The impairment of the nerve cells presu
mably are of a secondary nature.
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MIECZYSŁAW WENDER, ZOFIA ADAMCZEWSKA, ANDRZEJ WAJGT

CEREBRAL LIPIDS 
IN EXPERIMENTAL CYANIDE ENCEPHALOPATHY *>

Department of Neurology, Institute of Diseases of Nervous System and Sensory 
Organs, Medical Academy, Poznań

Both in experimental and in accidental cyanide intoxication, morpholo
gical alterations have become almost selective in the white brain matter, 
in the form of demyelinating, more rarely of necrotic foci. Marked da
mage to the neurocytes is observed only in prolonged, acute cases of in
toxication. The reason for the above distribution of anatomical changes 
in the brain, in cyanide encephalopathy, has not so far been explained.

In the mechanism of histotoxic anoxia caused by cyanide poisoning, 
an im portant role is played by the influence of cyanides on cytochrome 
oxidase, whose activity in the white m atter  is very low. Even if we assume 
that the above enzymatic system forms a particularly sensitive locus of 
oxidizing metabolism of the white matter, one cannot explain in this 
way the topographical selectivity characterized, in cyanide encephalo
pathy, by demyelination lesions limited almost exclusively to the com
missural s tructure  (Levine, 1967).

In cyanide encephalopathy, diffuse spongy changes are frequently ob
served in the white m atter (Hirano et al., 1967). It would seem, therefore, 
that cytotoxic edema plays an important role in the pathogenesis of de
myelinating and necrotic lesions, in this experimental disease. As our own 
experiments showed, this edema is not connected with the leakage of 
protein fractions from the serum into the nervous tissue (Wender et al. 
1972). Thus seemingly myelin destruction cannot be considered only as 
a secondary effect of edematous changes, caused by increase in the per-

*) The work was performed on behalf of the Polish Academy of Sciences 
(No. 09.4.1.3.2).
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meability of the blood-brain barrier. More important seems to be the 
role of the processes arising in the protein and lipid s truc tura l compo
nents, especially in the myelin connected in development and function 
with the oligodendroglia. With these assumptions, we undertook inve
stigations of the wide spectrum of brain lipids in cyanide encephalopathy.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on white rats of 200—250 g body 
weight, which were made to inhale HCN, according to a technique worked 
out by Levine and Stypulkowski (1959). The animals were placed in a 
glass exsiccator. Into this was fed a gaseous m ixture  of air and cyanide. 
A glass receptacle containing a solution of 10°/o KCN, through which air 
was circulated at a flow of 7 litres/min., was placed between the exsic
cator and a cylinder w ith compressed air. Under these conditions, after 
about 10 min., the animals lost their motoric ability, though shallow 
breathing continued. The corneal reflex was preserved. The animals were 
kept in these conditions for 35 min. Then they were reanimated with pure 
oxygen. Chemical experiments were carried out on groups of 6 animals, 
killed 5 hours, 18 hours and 14 days after intoxication with HCN.

Chemical investigations: The lipids w7ere extracted from the nervous 
tissues of the  white and the grey m atter separately, by the method of 
Folch-Pi et al. (1957). The total lipids thus extracted were separated by 
column and thin-layer chromatography according to Svennerholm (1964). 
The separated phospholipid and cerebroside fractions were quantitatively 
estimated according to the methods of Bartlett (1959) and of Rodin et al. 
(1955). Cholesterol was estimated after Sperry  and Webb (1950). Ganglio- 
sides were chromatographically separated and estimated according to 
Suzuki (1964).

Histological methods: For histological purposes, samples of the brain, 
fixed in formaline, were embedded in paraffin. They were then stained 
by the Nissl, H + E, and K lüver-Barrera methods. Frozen sections were 
stained by the Spielmeyer method.

RESULTS

H i s t o l o g y .  The pathomorphological picture in the experimental 
group does not differ from that described in our previous work (Wender 
et al., 1972). Notable changes of demyelination type were seen only in ani
mals examined 14 days after cyanide intoxication, particularly in the po-
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Table 1. Lipids of cerebral white matter in experimental cyanide encephalopathy
(in g/100 g of dry weight)

Tabela 1. Lipidy istoty białej mózgu w encefalopatii cyjanowej (w g/100 tkanki suchej)

Lipids

Lipidy

Normal
animals

Norma

4 hrs after 
HCN intoxioa- 

tion 
4 godz. po 

zatruciu HCN

18 hrs after 
HCN into

xication 
18 godz. po 

zatruciu 
HCN

14 days 
after HCN 
intoxication 
14 dni po 
zatruciu 

HCN

Phosphatidyl serine +
-f phosphoinositides 

Fosfatydyloseryna +  fosfoino- 
zytol

4 .5±0.06 3.5±0.09 3.6±0.20 2.9±0.20

Phosphatidyl ethanolamine 
F osfatydy loetanolamina

7.6±0.08 5.9±0.04 5.1 ±0.17 4.0±0.22

Phosphatidyl choline 
F osfatydylocholina

5.6±0.07 5 .4±0.09 4.2±0.07 4.3±0.19

Sphingomyelins
Sfingomieliny

2.6±0.05 1.4±0.07 1.2±0.07 1.2±0.11

Cerebrosides
Cerebrozydy

6.2±0.19 5.8±0.09 4.8±0.14 5.8±0.22

Sulpliatides
Sulfatydy

2.2±0.10 1.6±0.08 1.1±0.07 1.8±0.14

Cholesterol
Cholesterol

12.7±0.19 6.0 ±0.13 8.4±0.19 6.6±0.26

Cholesterol esters 
Estry cholesterolu

0 1.3±0.05 0.7±0.05 1.1±0.07

Results are given as mean standard error 
Średnia ±  średni błąd średniej

Number of animals in each group : 10 
Liczba zwieiząt w każdej grupie : 10

sterior part  of the corpus callosum, in the anterior commissure, and in th  
fibres of the interna capsule running through the subcortical nuclei. At an 
earlier stage one could note only a light fading of the  myelin in the already 
mentioned areas of brain, connected with a collateral macro- and micro
glial reaction. Changes in the grey structures were slight, affecting only 
individual neurocytes of the cortex.

C h e m i c a l  f i n d i n g s .  The results of investigations of the lipids 
of the cerebral white m atter presented in table 1 show in cyanide en
cephalopathy, marked changes in the  form of a reduction in the  content
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Table 2. Lipids of cerebral grey matter in experimental cyanide encephalopathy (in g/lOOg
of dry weight)

Tabela 2. Lipidy istoty szarej mózgu w encefalopatii cyjanowej (w g/100 g tkanki suchej)

Lipids

Lipidy

Normal
animals

Norma

4 hrs after 
HCN 

intoxication 
4 godz. po 

zatruciu HCN

18 hrs after 
HCN 

intoxication 
18 godz. po 

zatruciu 
HCN

14 days after 
HCN 

intoxication 
14 dni po 
zatruciu 

HCN

Phosphatidyl serine -f phos- 
phoinositides
Fosfatydyloseryna +  fosfoino- 

zytol
2.6±0.04 3.1±0.04 2.4±0.05 1.6 ±0.09

Phosphatidyl ethanolamine 
F osfatydyloetanolamina

4.6±0.05 3.2±0.01 2.9±0.11 2.4±0.12

Phosphatidyl choline 
F osfaty dylocholina

4.6±0.13 4 .7±0.09 3.9±0.26 3.7±0.34

Sphingo myelins 
Sf ingomieliny

1.9±0.09 1.0±0.01 1.4±0.03 1.4±0.09

Cerebrosides
Cerebrozydy

2.5±0.09 2.3±0.08 1.9±0.09 2.0±0.06

Sulphatides
Sulfatydy

1.5±0.04 0.6±0.05 0 .6^0.05 0.7±0.04

Cholesterol
Cholesterol

G.2±0.09 3.6±0.02 3.4±0.13 2.5±0.16

Cholesterol esters 
Estry cholesterolu

0 0 .6±0.04 1.0±0.14 1.5±0.07

Results are given as mean ±  standard error 
Średnia i  średni błąd średniej

Number of animals in each group : 10 
Liczba zwierząt w każdej grupie : 10

of sulphatides, free cholesterol and also of phospholipids especially of 
sphingomyelin. Cholesterol esters were also detected at all stages of the 
experimental illness. In the cerebral grey m atter  a reduction was noted 
in the content of phosphatidyl ethanolamine, sulphatides and free cho
lesterol, with simultaneous appearance of estrified cholesterol. Table 2 
presents these investigations in detail. Changes are also noted in the 
percentual content of ganglioside fractions. In the cerebral white matter 
(Table 3), at the early as well as at the later stage after intoxication, a 
reduction in the content of gangliosides G, (Gma) and G 4 (GMi) is observed 
together with an increase in the relative content of gangliosides G0 and 
Gi (Gt1). Results of investigations of the ganglioside spectrum in the 
cerebral grey m atter presented in table 4, show a particularly marked 
reduction in the percentage of gangliosides of Gs (GDla) type, in favour of 
fractions G0 and G5 (GM2).

http://rcin.org.pl



Nr 4 Lipids in cyanide encephalopathy 421

Table 3. Pattern in cerebral white matter gangliosides in experimental cyanide ence
phalopathy (in rel. %)

Tabela 3. Odsetkowa zawartość frakcji gangliozydów istoty białej mózgu w encefa
lopatii cyjanowej

4 hrs after 18 hrs after 14 days after
Ganglioside fractions Normal HCN HCN HCN

animals intoxication intoxication intoxication
Frakcje gangliozy- 4 godz. 18 godz. 14 dni

dowe Norma po zatruciu po zatruciu po zatruciu
HCN HCN HCN

G„ 0.6±0.14 5.8±0.17 5.2±0.92 6.0 +  1.49
G, (G-j,) 5 .3±0.40 7.8±0.41 6.7±0.56 9.5 +  0.56
Gja (GD,ba) 9.3±0.60 6.0±1.01 6.1 ±0 .74 9.0+1.54

(GD,b/?) 28.8±0.62 24.0±0.36 29.3±1.52 26.0+1.28
G>j (CiDia) 19.9 +  0.98 17.3±0.28 16.9 +  0.96 13.7 ±1.15
GU (Gmi) 28.3±0.65 24.4±0.40 23.4±1.17 21.8 +  1.02

(GM2) 4.2 +  0.29 9.3±0.30 8.0 +  0.96 8.5 +  0.56
G6 (GMj) 3.3 +  0.51 5.4±0.50 4.4±0.37 5.5 +  0.95

Results are given as mean ±  standard error 
Średnia ±  średni błąd średniej

Number of animals in each group : 10 
Liczba zwierząt w każdej grupie : 10

Table 4. Pattern in cerebral grey matter gangliosides in experimental cyanide ence
phalopathy (in rel. %)

Tabela 4. Odsetkowa zawartość frakcji gangliozydów istoty szarej mózgu w encefalopati
cyjanowej

Ganglioside Normal 4 hrs after 18 hrs after 14 days after
fractions animals HCN HCN HCN

intoxication intoxication intoxication
Frakcje Norma 4 godz. po 18 godz. po 14 dni po

gangliozydowe zatruciu HCN zatruciu HCN zatruciu HCN

G o 1.7±0.28 4.2±0.10 4.9 +  0.51 6.7 ±  1.26
Gj (G ' i ’ i ) 4.1+0.31 4.9 +  0.36 6.4±1.26 6.0±0.42
G 2a  ( G ü ib a ) 7.6 +  0.72 6.2±0.55 8.0±1.17 9 .3±0.82
Gzß (Güibß) 21.5 +  0.87 29.3 +  0.53 16.4 ±  1.04 24.2 ±  1.03

(Gßja) 33.4+0.75 25.2±0.40 25.7 ±1 .63 23.8+1.84
Gr 4 (Gmx) 23.2 +  0.57 19.6 +  0.39 19.1 ±  1.60 15.4 ±  1.30
Grs ( G m 2) 4.7 +  0.62 6 .7±0.36 5.0±0.47 8 .7±0 .89
Gs (Gm3) 3.8±0.46 3.9±0.19 4.5±0.37 5 .9±0.95

Results are given as mean ±  standard error 
Średnia ±  średni błąd średniej

Number of animals in each group : 10 
Liczba zwierząt w każdej grupie : 10

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 5
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DISCUSSION

Application of HCN by respiration, even for a short period, causes, in 
almost all the experimental animals, damage to the white brain m atter 
in the  form of very typically situated anatomical changes in the commis
sural structures. Our chemical findings show that damage to the myelin 
sheaths thus caused, is concomitant with a decrease in the content of 
sphingomyelin, sulphatides, and free cholesterol, the typical myelin lipids. 
On the other hand, we did not observe marked deviations in the content 
of neutral cerebrosides. This was stressed by Bass (1968) as being cha
racteristic of this type of encephalopathy. In other phospholipid fractions 
of the white matter, apart from sphingomyelin, we also observed a 
decrease in phosphatidyl serine and phosphatidyl ethanolamine. Altera
tions in phosphatidyl choline were insignificant. Varying degrees of de
viation in the particular phosphatides content, seem to indicate that in 
demyelination in cyanide encephalopathy, the role of general disturbances 
of phospholipid synthesis is not as great as was supposed by Ibrahim 
et al. (1963).

Already in the early stage of cyanide encephalopathy, we observed the 
appearance of cholesterol esters in the white matter. Though this is con
sidered to be a sign of active demyelination, one cannot consider it as 
characteristic of this process, since it is also observed in pathological 
processes unconnected with a marked disintegration of the myelin sheaths, 
eg. in brain edema caused by trie thyl tin (Wender et al., 1973). Noteworthy 
is also the presence of cholesterol esters in the  cerebral grey matter.

The lack in the morphological picture of a notable macrophage reaction, 
also shows that the estrification of cholesterol does not occur merely as 
a secondary result of the action of lipomacrophages around the demyeli
nation focus, but is rather a consequence of serious enzymatic disturbances 
connected with cholesterol metabolism in the nervous tissue, resulting 
from cyanide poisoning. The natu re  of these deviations in enzymatic acti
vity is not known.

We observed in the cerebral grey m atter a reduction in sulphatide and 
cholesterol content, and in the early stage also of sphingomyelin content. 
This, it would seem is related in a great part w ith damage to the myeliö 
sheaths of the cortical fibres. However, it does not seem possible to ex
plain in a similar way the reduction of phosphatidyl ethanolamine con
tent, greater in the brain cortex than in the cerebral white matter. This 
indicates clearly that other cell membranes in the  brain cortex, apart 
from myelin, have been affected.

In our own investigations we also observed substantial deviations in the 
ganglioside pattern, both in the grey and the white cerebral m atter, caused 
by experimental cyanide intoxication. Gangliosides are among the basic 
chemical components of the cell membrane: neurocytes in the grey matter,
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and dendrites in the white matter. In the brains of mammals at least 
7 different gangliosides are observed, having different molecular compo
sitions and structures. Suzuki (1966) notes that in pathological conditions 
there is a tendency for group changes of ganglioside fractions, in the sense 
that changes take a similar direction either in the polar gangliosides of 
Gt and G2 type, or in the  less polar gangliosides of G 3 and G4 type. In 
view of this, a polar and less polar pa ttern  of brain gangliosides emerges. 
We were unable to observe this phenomenon in cyanide encephalopathy.

However, in the experimental process investigated, both in the white 
and in the grey cerebral matter, we observed a series of changes in the 
percentual composition of various ganglioside fractions. This would seem 
to show that cyanide intoxication results in serious disorders in the com
ponents of the nerve cell membranes, which precede visible morpholo
gical changes in neurocytes, observed only in the most severe cases of 
experimental intoxication. Bass (1968), who observed, in cyanide ence
phalopathy, a marked reduction in total ganglioside content in the brain 
cortex, suggests that cyanide intoxication causes tem porary  biochemical 
disorders of the neuron membranes. These disorders seem to be reversible, 
so that neurocytes are not subjected to irreversible enzymatic damage.

CONCLUSIONS

1. In cyanide encephalopathy, there is in the cerebral white matter, a 
marked fall in the content of basic myelin lipids: sulphatides, sphingo
myelin and free cholesterol, and also a reduction in phosphatidyl serine 
and phosphatidyl ethanolamine content. The level of phosphatidyl choline 
is not subjected to any notable changes.

2. The varying degrees of deviations as regards different phosphatides 
indicate that in the demyelination mechanism of cyanide encephalopathy, 
generalised disorders of phospholipid synthesis are not of great impor
tance.

3. In cyanide encephalopathy, in the white and grey cerebral matter, 
cholesterol esters are observed. Because of lack of connection with the 
reactivity of macrophages, they point to serious enzymatic disorders re
lated to the metabolism of cholesterol in the nervous tissue, resulting 
from cyanide poisoning.

4. The reduction, in the brain cortex, of the content of sulphatides, free 
cholesterol and in the early stage of sphingomyelin, observed in cyanide 
encephalopathy, should be referred, in particular, to the  damage caused 
to the cortical fibres. On the other hand, the reduction of phosphatidyl 
ethanolamine, greater in the grey than in the white cerebral matter, 
shows that cells membranes, other than  myelin, have also been affected.
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5. A m arked shift in the ganglioside pattern  is observed in cyanide 
encephalopathy. Deviations in the area of these components of the cellular 
membranes, precede perceptible morphological changes in the neurocytes 
in the grey cerebral matter.

M. Wender, Z. Adamczewska, A. Wajgt 

LIPIDY MÓZGU W DOŚWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII CYJANOWEJ

S t r e s z c z e n i e

Badano skład lipidów mózgu białych szczurów w różnych okresach po zatruciu 
HCN metodą wziewną według techniki Levine i Stypulkowskiego. Oznaczenia iloś
ciowe poszczególnych lipidów mózgu wykonywano po rozdziale przy pomocy chroma
tografii kolumnowej i cienkowarstwowej.

W wyniku przeprowadzonych badań stwierdzono, że w encefalopatii cyjanowej 
występuje w istocie białej mózgu znaczny spadek zawartości sfingomielin, sulfaty- 
dów i wolnego cholesterolu, a także fosfatydyloseryny i fostatydyloetanolaminy oraz 
wyraźna estryfikacja cholesterolu. W istocie szarej mózgu stwierdza się obniżenie 
zawartości sulfatydów, cholesterolu a w okresie wczesnym również sfingomielin, 
a także spadek zawartości fosfatydyloetanolaminy; następuje również estryfikacja 
cholesterolu. Zarówno w istocie białej jak i w szarej mózgu stwierdza się ponadto 
przesunięcia w  obrazie gangliozydów, wyprzedzające uchwytne morfologicznie zmiany 
w neurocytach.

Różny stopień odchyleń w  zakresie poszczególnych fosfatydów mózgu świadczy, 
że w mechanizmie demielinizacji w  encefalopatii cyjanowej nie odgrywa większej 
roli uogólnione zaburzenie syntezy fosfolipidów. Brak współzależności pomiędzy 
estryfikacją cholesterolu a reakcją makrofagów wskazuje na występowanie w  ence
falopatii cyjanowej poważnych zaburzeń enzymatycznych związanych z przemianą 
cholesterolu w samej tkance nerwowej. Zmiany lipidowe w korze mózgu należy 
odnieść tak do uszkodzenia mieliny we włóknach rdzennych jak i do uszkodzeń in
nych opróoz mieliny błon komórkowych.

M . B eH ,qep , 3 .  A ^aM neB C K a, A .  B a itr T  

JIMIIMflhl M 0 3 r A  B  SKCnEPMMEHTAJIhHOM LtMAHOBOH 3mjEd>AJlOIIATMM

P e 3 K) M e

MccjieAoeajiccb ccaepjKaHwe jwnnflOB wo3ra 6 ejibix icpbic b  pa3Hbie nepMOAbi 
nocjie oTpaBjieHMH HCN MHrajihumohhlim mcto^om TexHMKOü JleBnna m CTtinyjiKOB- 
CKoro. KojiHHecTBeHHtie onpeflejiemiH OTflejibHbix jmnn,qoB M 0 3 ra  npoROflmiocb 
rrocjie pa3,qe.neimH npw iiomohjm xpoMaTorpacfDim na KOJiOKHax n tohkocjiomhom 
xpoMaTorpacbnH.

B  p e 3 y j i b T a T e  npoßefleHHbix wccjieflOBaHnM o Ö H a p y jK e H O , h t o  b  urianoRoft o r n j e -  

(b a j io n a T M M  b  6 e j i o M  B e m ,e c T B e  M 0 3 r a  rnw eeT  m c c t o  3H aH M Te.?ibH oe n a ^ e H ^ ie  c o ^ e p -  

JKaKMH c<J)nnroMnej i m h o b , cy j ib c ^ a T M ß O B  m CBoßo^Horo xoJiecTepojia, a TaKJKe  

4)ocdDaTMflMJicepMHa u  cboccbaTMflMjiaTaHOJiaMMHa m OTHeTjniBan S T e p H c b u K a u iia  x o -  

j ie c T e p o j ia .  B  c ep oM  B e m e c T B e  M 03ra  H aójnoflaeT CH  CHHJKeHMe coAepjKanM H cyjib(£>a-  

TMflOB, x o j ie c T e p o jx a  m b  p a H H C M  n e p n o ^ e  TaKJKe c<JmHroMnejiHHOB m n a ^ e m i e  

coAepjKaHM H d30ccł)aTMAWJi3TaH0JiaMHHa; iiM eeT  M ecTo TaKJKe 3TepMc£>MKanMH x o j i e -
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CTepojia. Kaie b  öejioM Taic m b cepoM oemecTBe M03ra HaöJiiOflaiOTCH k p o m c  t o t o  

cjiBMTM B KapTMHe raurJIM03MÄ0B, onepe?Kaionj,Me 3aMeTHbTt: Mopc^ojiorimecKM M3Me- 
HeHHs B HeMpoijMTax.

P 8 3 H 3 H  C T € n e H b  OTKJIOHeHMM O T f le j I b H b IX  cjDOCCjlUTMAOB M 0 3 r a  C B M A C T ejlbC T B yeT  

o  t o m ,  HTO B M e x a i i M S M e  f le M n e j iM H M 3 a i ;H M  B n n a H C B O M  s i m e c ^ a j i o n a T M M  H e  n r p a e T  

3 H a H H T e j i b H 0 H  p o j m  o ö o 6 m , e H H o e  n a p y m e H i i e  c u H T e 3 a  4 ) o c < ^ o j i n n M A 0 B .  O T c y r c T B i i e  

3aBMCMM0CTM MejK^y 3TepKdt>MKau,MeM xojiecTepo.na m peaKuweü MaKpo<J>aroB vKa3bi- 
B a e T  n a  n a j iM M w e  b  n w a H O B O ii  3 H i^ e c [> a j io n a T M H  c e p b e 3 H b i x  3H 3M M aT M M ecK M x n a p y -  

m e H M H ,  C B H 3 a H H b i x  c oÖMenoM xojiecTepojia b  caMofi HepBHofi t j o h k .  JlMmiflHbie 
H 3 M e H e H H H  B K o p e  M 0 3 r a  c j i e ^ y e T  O T K e c T i i  K a K  ic n o B p e a < f l e H M K )  M Me.aM Ha b  m h k o t -  

H b i x  B O JIO K H a x  T 8K  M K f lP y r M M  ITO BpejKA eH M H M  K p 0 M €  n O B p e jK f le H M K  M M eJIM Ha K J i e -  

T O H H blX  M e M Ö p a i l .
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JÓZEF KARKOS

WPŁYW LEKÓW PRZECIWPADACZKOWYCH 
NA OBRAZ MORFOLOGICZNY MÓŻDŻKU SZCZURÓW*)

Zakład Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa 
Kierownik: doc. dr J. Dymecki

W ośrodkowym układzie nerwowym ludzi chorych na przewlekłą pa
daczkę można stwierdzić zmiany morfologiczne o charakterystycznym 
obrazie i umiejscowieniu (Dowżenko 1966, Afifi, Allen 1968, Dymecki 
1971). Patogeneza tych zmian nie jest dotychczas wyjaśniona. Współczes
ny stan wiedzy pozwala na przyjęcie dwóch czynników patogenetycznych: 
częstych napadów padaczkowych, które są przyczyną zmian określanych 
jako podrgawkowe (Scholz 1953, Dąmbska 1968) oraz toksycznego wpływu 
leków przeciwpadaczkowych na tkankę nerwową (Haberland 1962, Karkos 
1972b).

W piśmiennictwie ostatnich lat pojawiły się prace, których autorzy 
skłonni są przypisywać zmiany morfologiczne w ośrodkowym układzie 
nerwowym chorych na padaczkę przewlekłą przede wszystkim toksycz
nemu działaniu leków przeciwpadaczkowych (Dreyer 1966, Meyler, Herz- 
heimer 1968). Uszkodzenia te powstają szczególnie wskutek stosowania 
fenytoiny, przy czym najbardziej dotknięty jest móżdżek.

Średnio po upływie 15 lat, u pacjentów z przewlekłą padaczką, wystę
pują objawy uszkodzenia móżdżku, którym towarzyszą inne objawy neu
rologiczne oraz zaburzenia psychiczne.

Celem pracy było wykazanie zmian morfologicznych w móżdżku szczu
rów po dłuższym stosowaniu kilku wybranych leków przeciwpadaczko
wych, używanych od dawna w lecznictwie. Badania te umożliwiłyby 
również porównanie i zróżnicowanie zmian polekowych i podrgawkowych.

Badania nad padaczką doświadczalną wskazują, że móżdżek wywiera 
ham ujący wpływ na napad padaczkowy (Karkos 1972a). Podobnie jak 
okolica amonalna móżdżek jest tą s truk tu rą  anatomiczną ośrodkowego 
układu nerwowego, w której zmiany morfologiczne u chorych na padaczkę 
przewlekłą są najczęstsze i najwyraźniejsze. Elementy morfologiczne 
móżdżku charakteryzują się dużą wrażliwością na działanie czynników

*) Praca częściowo subsydiowana przez PAN w ramach problemu węzłowego 
09.4.1.3.3.
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toksycznych endo- i egzogennych (Wender 1966, Collins 1970). Ponadto 
niektóre leki przeciwpadaczkowe np. fenytoina wykazują skłonność do 
kumulowania się w tym narządzie (van der Kleijn 1972). Istotne znaczenie 
zarówno z punktu widzenia mechanizmu działania leków przeciwpadacz- 
kowych, jak też mechanizmu napadów drgawkowych posiadają pewne 
właściwości biochemiczne tkanki nerwowej móżdżku jak wysoka prze
miana białkowa, duża zawartość cyjanokobalaminy (Reynolds 1968, K ar
kos 1972a, 1972c).

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na 440 szczurach szczepu Wistar obu 
płci, o wadze wyjściowej 180—200 g, wg zasad obowiązujących w skri- 
ningu farmakologicznym, szczególnie w odniesieniu do badania toksycz
ności przewlekłej, określania tolerancji na leki przeciwpadaczkowe (God
lewski, Danysz 1970) oraz zasad oceny toksyczności leków. Do badań 
użyto leki produkcji ZPF POLFA: 1) Hydantoinal (Phenytoin), 2) Lum i
nal (Phenobarbital), 3) Ronton (Ethosuximide) i 4) Mizodin (Primidone). 
Wielkość dawek tych leków podawanych szczurom oraz porównanie 
z dawkami podawanymi człowiekowi przedstawiono w tabeli I.

Tabela 1 Porównanie dawek leków podawanych zwierzętom doświadczalnym z dawkami
stosowanymi u ludzi

Table 1. Comparison of the drugs doses administered into experimental animals and
those employed in huinans

Lek

Drug

Fenytoina
Phenytoin

Fenobarbital
Phenobarbital
Etosuksvmid
Ethosuximide
Primidon
Primidone

LD so 
mg/kg

Dawka
podawa

na
szczurom

Dose 
given 

to rats 
mg/kg

E D 1oo 
mg/kg 
per os

Stosunek 
LD 5 o do 

dawki po
dawanej 
szczurom

Ratio L D jo 
to dose emp
loyed experi

mentally

Całkowita 
dawka 

dzienna 
dla czło

wieka

Full daily 
dose for 

adult

3250

660

1820

2000

110

33

125

100

200

20

125

200

1/20

1/20

1/15

1/20

500

200

1000

1000

Stosunek 
dawki 

podawanej 
szczurom 

do dawki 
podawanej 
człowiekowi 

Ratio of 
experimen
tal dose/do

se given 
into humans

15,40

11,53

9,72

7,50
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Zwierzęta podzielono na trzy grupy doświadczalne: w grupie pierwszej 
obejmującej 120 szczurów określono tolerancję w stosunku do każdego 
z badanych leków; na każdy lek użyto 30 szczurów. Grupa druga obej
mowała 240 zwierząt, k tórym  podawano leki przez okres 1, 3 i 6 miesięcy. 
Zwierzęta te podzielono na 4 podgrupy w zależności od rodzaju podawa
nego leku. Grupa trzecia obejmująca 80 szczurów stanowiła kontrolę do
świadczenia. Czas przeżycia zwierząt wynosił 1, 3 i 6 miesięcy.

Leki podawano zwierzętom in substantia w 5% zawiesinie z gunią 
arabską, raz dziennie przed karmieniem. Zwierzęta grupy kontrolnej 
otrzymywały wodę wodociągową. Zarówno leki przeciwpadaczkowe 
(w grupie pierwszej i drugiej) jak i wodę (w grupie trzeciej) podawano 
zwierzętom sondą metalową dożołądkowo. Przez cały okres doświadczeń 
prowadzono kontrolę stanu neurologicznego i somatycznego szczurów. 
Ciężar ciała zwierząt kontrolowano co 10 dni.

Po upływie 1, 3 i 6 miesięcy zwierzęta dekapitowano, gdyż ten sposób 
zabijania daje najmniej artefaktów w móżdżku (Barlehner 1969). Mózgo
wie utrwalano w formalinie bromformolu przez 3 tygodnie. Materiał 
u trwalony w formalinie przeprowadzano w sposób standardowy do para 
finy, utrwalony w bromformolu zamrażano. Móżdżki skrawano seryjnie 
w płaszczyznach czołowej, strzałkowej lub poziomej. Metody barwień 
i impregnacji: H—E, Nissl, Bielschowsky, Holmes, Weil, Cajal, Kanzler- 
Arendt, Herxheim er i van Gieson.

WYNIKI

W odchyleniach w stanie neurologicznym i somatycznym zwierząt naj
częstszym objawem móżdżkowym była niezborność, która w pierwszym 
miesiącu doświadczeń występowała u większości zwierząt otrzymujących 
fenytoinę, a tylko sporadycznie u szczurów otrzymujących pozostałe leki. 
Po podaniu fenytoiny u kilku zwierząt, zwłaszcza u samic, niezborność 
można było zauważyć także w ostatnich tygodniach doświadczenia. Przez 
cały okres doświadczeń zwierzęta płci żeńskiej wykazywały wolniejszy 
przyrost ciężaru ciała w porównaniu ze zwierzętami płci męskiej i z grupą 
kontrolną.

Obraz morfologiczny móżdżku

Makroskopowo u 5 szczurów otrzymujących fenytoinę przez okres 6 
miesięcy opony miękkie były zgrubiałe, obrzękłe, a między oponą miękką
i twardą były widoczne zlepy płaszczyznowe, a rzadziej zrosty (rye. 1).

W obrazie mikroskopowym obserwowano uszkodzenie elementów me- 
zenchymalnych i parenchym alnych tkanki nerwowej. Zmiany morfolo
giczne w elementach mezenchymalnych pojawiały się bądź to wcześniej 
niż w elementach parenchym alnych (etosuksymid i primidon), bądź też 
występowały równocześnie z nimi (fenytoina i fenobarbital).
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Zmiany zwyrodnieniowe w komórkach zwojowych móżdżku zwierząt 
otrzymujących fenytoinę i fenobarbital występowały wcześnie i byiy 
bardzo wyraźne (ryc. ryc. 2, 3, 4, 5, 6, 7), a dynamika ich rozwoju była 
bardziej nasilona między 1 i 3, niż między 3 i 6 miesiącem doświadczenia. 
U zwierząt, którym podawano etosuksymid i primidon uszkodzenie neuro- 
cytów można było stwierdzić po upływie 3 miesięcy (ryc. ryc. 8, 9, 10); 
po tym  okresie narastanie zmian morfologicznych było raczej powolne. 
Najbardziej wrażliwe na działanie czynnika patogennego były komórki 
Purkinjego, w których obserwowano tigrolizę, pyknozę jąder, a następnie 
rozpad perikarionów. Wyjątkowo tylko spotykano komórki, w których 
tigroid tworzył większe bryłki, a ciało ulegało obkurczeniu i skleroty- 
zacji. Tak zmienione komórki były widoczne w obrębie całego listka. 
Zmiany morfologiczne o podobnym charakterze i nasileniu spotykano 
w komórkach Golgiego.

Po upływie jednego miesiąca podawania fenobarbitalu stwierdzono 
uszkodzenie jąder komórek gwiaździstych pod postacią ich nierównomier-

Ryc. 1. Prawa półkula mózgu widoczna od strony grzbietowej. Opony miękkie ognis- 
kowo zmleczałe. Płaszczyznowy zrost między oponą miękką i twardą. Fenytoina — 

6  mies. podawania leku. Pow. 1 0  X.
Fig. 1. R i g h t  cerebral hemisphere seen from the dorsal side. Pia mater focally milked. 
Plane adhesion between the pia and dura mater. Phenytoin — 6  months of admini

stration. X 1 0 .
Ryc. 2. Kora móżdżku. Prawidłowe aksony komórek koszyczkowych oraz włókna 
równoległe. U podstawy koszyczków widoczne zgrubienia. Rozpad włókien pnących 
i mszystych. Fenytoina — 1 mies. podawania leku. Met. Bielschowsky’ego. Pow.

200 X.
Fig. 2. C e r e b e l l a r  cortex. Normal axon of basket cells and parallel fibres. Thicken
ings at the base of baskets. Disintegration of mossy and climbing f i b r e s .  Pheny

toin — 1 month of administration. Bielschowsky meth. X 200.
Ryc. 3. Kora móżdżku. Cienie komórek Purkinjego w zwyrodniałych koszyczkach.

Fenytoina — 3 mies. podawania leku. Met. Holmesa. Pow. 200 X.
Fig. 3. Cerebellar cortex. Shadows of Purkinje cells in degenerated baskets. Pheny

to in— 3 months of administration. Holmes meth. X 2 0 0 .
Ryc. 4. Kora móżdżku. Na pograniczu z warstwą zwojową widoczna komórka ko
szyczkowa (strzałka) oraz zwyrodniałe włókna poprzeczne. Koszyczki oraz włókna 
pnące i mszyste uległy rozpadowi. Fenytoina — 6  mies. podawania leku. Met. Biel-

schowsky’ego. Pow. 200 X.
Fig. 4. Cerebellar cortex. Basket cell (arrow) on the border of the ganglion cells layer 
and degenerated transverse fibres. Disintegrated baskets and climbing and mossy 

fibres. Phenytoin — 6  months of administration. Holmes meth. X 2 0 0 .
Ryc. 5. Jądro zębate. Pyknotyczne jądra komórek zwojowych, wodniczki w cyto- 
plazmie, rozpływanie się komórek. Fenytoina — 6  mies. podawania leku. Met.

Nissla. Pow. 400 X.
Fig. 5. Dentate nucleus. Ganglion cells with pycnotic nuclei and vacuoles in the 
cytoplasm. Liquefaction of the cells. Phenytoin — 6  months of administration. Nissl

meth. X 400.
Ryc. 6. Jądro stropu. Hyperchromatyczne jądra komórek zwojowych, nierównomier
ny rozpad tigroidu, niektóre perikariony obkurczone. Widoczne cienie rozpadających 
się n e u r o c y t ó w .  Fenobarbital — 3 mies. podawania leku. M e t .  Nissla. Pow. 400 X. 

Fig. 6. Fastigial nucleus. Hyperchromatic nuclei of ganglion cells, irregular tigrolyas, 
some pcriliarions crinched. Shadows Of disintegrating neurocytes. Phenobarbita] — 

3 months o f  administration. Nissl meth. X 400.
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nego obkurczania i zacierania rysunku chrom atyny jądrowej. Po upływie 
trzech miesięcy podawania fenytoiny i etosuksymidu spostrzeżono rów
nież zmiany zwyrodnieniowe w cytoplazmie tych komórek. U zwierząt 
otrzymujących primidon uszkodzenie jąder pojedynczych komórek gwiaź
dzistych występowało dopiero po upływie 6 miesięcy podawania leku.

Zmiany morfologiczne w komórkach ziarnistych były widoczne po upły
wie jednego miesiąca podawania zwierzętom fenytoiny i primidonu. dhro- 
matyna jądrowa miała wygląd gruboziarnisty, barwiła się nierównomier
nie, a jądra obkurczały się oraz rozpadały. Ogniskowe ubytki tych ko
mórek spostrzegano po upływie trzech miesięcy podawania każdego leku. 
Uszkodzenie perikarionów i wypustek osiowych komórek ciarnistych 
(włókien równoległych) występowało równocześnie.

Charakterystycznie zachowywały się włókna śródkorowe vpodłużne i po
przeczne) oraz włókna osiowe dróg doprowadzających (pnące i mszyste). 
Włókna śródkorowe ulegały uszkodzeniu wcześniej i silniej, niż włókna 
dróg doprowadzających. Wśród włókien śródkorowych wcześniejsze poja
wianie się zmian i większe ich nasilenie można było wykazać we włóknach 
podłużnych niż poprzecznych, natomiast we włóknach dróg doprowadza-

Ryc. 7. Kora móżdżku. Zgąbczenie istoty białej osi listków. Przyległe komórki ziar
niste hyperchromatyczne, ogniskowo zanikłe. Fenobarbital — 6 mies. podawania leku.

Met. Nissla. Pow. 400 X.
Fig. 7. Cerebellar cortex. Marked spongy degeneration of white matter of cerebellar 
folia. Adjacent granular ceils hyperchromatic and focally declined. Phenobarbital — 

6 months of administration. Nissl meth. X 400.
Rye. 8. Kora móżdżku. Uszkodzenie komórek Purkinjego, rozplem i przerost gleju
Bergmanna. Komórki ziarniste barwią się nierównomiernie i zanikają. Etosuksy-

mid — 6 mies. podawania leku. Met. Nissla. Pow. 400 X.
Fig. 8. Cerebellar cortex. Damage of Purkinje cells, proliferation and hypertrophy 
of Bergmann astroglia. Granular cells staining irregularly and disappearing. Etho- 

suxim ide— 6 months of administration. Nissl meth. X 400.
Rye. 9. Jądro zębate. Tigroliza i zwyrodnienie wodniczkowe komórek zwojowych, 
zanik pojedynczych neurocytów, rozplem astro- i mikrogleju. Etosuksymid — 6 mies.

podawania leku. Met. Nissla. Pow. 200 X.
Fig. 9. Dentate nucleus. Tigrolysis and vacuolar degeneration in the cytoplasm of 
ganglion cells, loss of some neurocytes, proliferation of astro- and microglia. Etho- 

suximide — 6 months of administration. Nissl meth. X 200.
Rye. 10. Jądro stropu. Zmiany rozpływne oraz zanik komórek zwojowych. Widoczne 

pałeczki Nissla. Primidon — 6 mies. podawania leku. Met. Nissla. Pow. 400 X. 
Fig. 10. Fastigial nucleus. Liquefaction and loss of ganglion cells. Progressive mi

croglia— rod cells. Primidone — 6 months of administration. Nissl meth. X 400. 
Rye. 11. Przekrwienie i obrzęk w splocie naczyniówkowym komory IV. Fenobarbi

tal'— 6 mies. podawania leku. H—E. Pow. 400 X.
Fig. 11. Hyperaemia and edema of choroid plexus of the IVth ventricle. Pheno

barbital — 6 months of administration. H—E. X 400.
Rye. 12. Zachyłek boczny komory IV. Krwotok dokomorowy. Ściana naczynia z za
tartą budową warstwową. Fenytoina — 6 mies. podawania leku. Met. van Gieson.

Pow. 400 X.
Fig. 12. Lateral recessus of the IVth ventricle. Intraventricular haemorrhage. Vessel 
wall with obliterated laminar structure. Phenytoin — 6 months of administration.

Van Gieson. X 400.
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jących stwierdzono równoczesne wystąpienie zmian. W końcowym okresie 
doświadczeń zmiany zwyrodnieniowe we włóknach podłużnych, niezależ
nie od rodzaju podawanego leku, przewyższały swym nasileniem zmiany 
we włóknach poprzecznych.

Koszyczki, które są utworzone z kolaterali aksonów komórek koszycz
kowych, zachowywały się odmiennie niż perikarion komórki koszyczko
wej i jej akson (włókno poprzeczne). Uszkodzenie perikarionu i jej w y 
pustki osiowej pojawiało się dopiero w późniejszym okresie, natom iast 
zmiany morfologiczne w koszyczkach występowały równocześnie, lub 
nawet wyprzedzały uszkodzenie komórek Purkinjego. Zwyrodnienie ko
szyczków można było zauważyć najwcześniej u ich podstawy, w miejscu 
styku synaptycznego aksonu komórki koszyczkowej ze stożkiem odejścia 
aksonu komórki Purkinjego. Stopniowo zmiany zwyrodnieniowe obejmo
wały cały koszyczek.

Zmiany morfologiczne w komórkach zwojowych jąder móżdżku spo
strzegano niezależnie od rodzaju i czasu podawania leków, z wyjątkiem  
jąder móżdżku szczurów otrzymujących prirnidon przez jeden miesiąc, 
w których nie stwierdzono zmian. Nasilenie zmian w jądrach archicere- 
bellum  zwierząt otrzymujących fenytoinę przez okres jednego miesiąca 
było większe niż w innych jądrach móżdżku.

Uszkodzenie osłonek mielinowych występowało pod postacią ich niejed
nolitego barwienia się, nieregularnych zgrubień oraz zacierania się ich 
granic. Nasilenie i rozległość tych zmian zależały zarówno od rodzaju 
jak i czasu podawania leków. Obserwowano je wcześniej u zwierząt 
otrzymujących fenytoinę i fenobarbital, niż u zwierząt, którym podawano 
etosuksymid i primidon, przy czym zmiany po podaniu fenytoiny i feno- 
barbitalu były również cięższe. Zmiany zwyrodnieniowe w osłonkach 
mielinowych nie wykazywały predylekcji okołonaczyniowej, natom iast 
były bardziej nasilone w polach obrzęku.

Astroglej ulegał najczęściej przerostowi oraz ogniskowemu i uogólnio
nemu rozplemowi. Zmiany tego rodzaju obserwowano u zwierząt otrzy
mujących fenobarbital i etosuksymid już po upływie jednego miesiąca, 
a w przypadku fenytoiny i primidonu — dopiero po upływie trzech mie
sięcy. Pojedyncze astrocyty wykazujące zmiany wsteczne można też było 
spotkać już po upływie trzech miesięcy, a po upływie sześciu miesięcy 
były widoczne zmiany zwyrodnieniowe w perikarionach i wypustkach 
cytoplazmatycznych większości komórek astrogleju. Astrocyty Bergman- 
na najczęściej ulegały przerostowi, oraz ogniskowemu bądź uogólnionemu 
rozplemowi, a u zwierząt otrzymujących fenytoinę przez 6 miesięcy’ 
spostrzegano zmiany zwyrodnienowe w wypustkach cytoplazmatycznych 
tych komórek.

Oligodendroglej ulegał ogniskowemu rozplemowi u zwierząt otrzymu
jących leki przez 1 i 3 miesiące. U szczurów, którym  podawano fenytoinę 
przez 6 miesięcy był widoczny obrzęk cytoplazmy tych komórek. Mikro-
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glej na wprowadzone do ustroju leki reagował ogniskowym rozplemem 
oraz przerostem. Rozplem i przerost mikrogleju spotykano w początko
wym  okresie po podaniu każdego leku, były one jednak wyraźniejsze 
u zwierząt otrzymujących primidon, a mniej nasilone u szczurów, którym 
podawano etosuksymid.

Glioza włókienkowa występowała rzadko i była skąpa. Obserwowano ją 
w początkowym okresie doświadczeń, wokół naczyń włosowatych w w ar
stwie drobinowej i w istocie białej ciała rdzennego u zwierząt, którym 
podawano etosuksymid i primidon.

U zwierząt otrzymujących fenytoinę i fenobarbital uszkodzenie elemen
tów mezenchymalnych tkanki nerwowej występowało wcześnie i ulegało 
nasileniu tylko między pierwszym a trzecim miesiącem. Natomiast w przy
padku podawania etosuksymidu i primidonu zmiany morfologiczne w ele
m entach mezenchymalnych występowały znacznie później. U zwierząt 
otrzymujących te leki przez sześć miesięcy zauważono znaczne nasilenie 
się zmian w porównaniu ze zwierzętami, którym  podawano oba leki przez 
3 miesiące.

Zmiany morfologiczne w ścianie naczyniowej były zlokalizowane przede 
wszystkim w jej błonie wewnętrznej, w której było widoczne obrzmienie 
i  stłuszczenie śródbłonków, a w późniejszym okresie śródbłonek złuszczał 
się do światła naczynia. U zwierząt otrzymujących fenytoinę i fenobar
bital błona sprężysta ulegała niekiedy rozwarstwieniu i fragmentacji. 
.Nierzadko spotykano zacieranie się warstwowości ściany naczyń. Rozplem 
elementów łącznotkankowych przydanki spotykano u zwierząt otrzymu
jących leki przez okres jednego i trzech miesięcy. Światło naczyń śród
miąższowych było poszerzone i szczelnie wypełnione krwinkami. U zwie
rząt otrzymujących leki dłużej, wokół naczyń większego kalibru były 
widoczne poszerzone przestrzenie okołonaczyniowe, wypełnione płynem 
wysiękowym i elementami upostaciowanymi krwi.

Obrzęk tkanki nerwowej obserwowano nie tylko w sąsiedztwie naczyń 
krwionośnych, ale także w znacznej od nich odległości. Występował on 
częściej i z większym nasileniem w istocie białej niż w istocie szarej, 
rozsuwając włókna osiowe i komórki zwojowe.

Sploty naczyniówkowe komory IV początkowo były tylko silniej ukrwio- 
ne, a u zwierząt otrzymujących dłużej leki również obrzękłe (ryc. 11).

Fibroblasty opon miękkich, u zwierząt otrzymujących leki przez okres 
jednego miesiąca, wykazywały cechy pobudzenia, a w późniejszym okresie 
spostrzegano także ich irozrost. Pogrubienie zrębu łącznotkankowego 
opon miękkich, widoczne u zwierząt otrzymujących fenytoinę i fenobar
bital już po upływie trzech miesięcy, było wynikiem rozplemu włókien 
kolagenowych. Po sześciu miesiącach podawania leków opony miękkie 
były przekrwione, obrzękłe, spotykano także wynaczynienia zarówno śród- 
j a k  i podoponowe (ryc. 12).

http://rcin.org.pl



434 J. Karkos Nr 4

ML
JZd]

tPL

f a \p

PA 'FaTfTe

CM

CFL 
mf! .

f a \f \e \

Schemat 1. Topografia zmian strukturalnych w móżdżku po podawaniu przez 1 mie
siąc leków przeciwpadaczkowych (schemat wg Murphy i wsp. 1970 — modyfikacja

autora).

Diagram 1. Topography of structural changes in cerebellum after 1 month admini
stration of antiepileptic drugs (diagram after Murphy et al. 1970 — author’s modi

fication).

ML warstwa drobinowa molecular layer
PL warstwa zwojowa ganglion cell layer
GL warstwa ziarnista granular layer
CM ciało rdzenne corpus medulläre
V naczynie krwionośne blood vessel
M opona miękka pia mater
MF włókna mszyste mobsy fibres
CF włókna pnące climbing fibres
SC komórka gwiaździsta stellate cell
LF włókno podłużne longitudinal fibre
TF włókno poprzeczne transverse fibre
PC komórka Purkinjego Purkinje cell
PA akson komórki Purkinjego axon of Purkinje cell
PAC kolaterale aksonu komórki Purkinjego collaterals of Purkinje cell axon
BC komórka koszyczkowa basket cell
B koszyczek basket
GoC komórka Golgiego Golgi cell
GrC komórka ziarnista granular cell
Glo kłębuszek glomerulus
G komórka glejowa glial cell
NC jądra móżdżku cerebellar nuclei
GB glej Bergmanna Bergmann glia

FA Fenytoina Phenytoin
F Fenobarbital Phenobarbital
E Etosuksymid Ethosuximide
P Primidon Primidone
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Umiejscowienie zmian morfologicznych w móżdżku, po upływie jed
nego miesiąca ich podawania, najbardziej typowe dla każdego ze stoso
wanych leków przeciwpadaczkowych przedstawia schemat 1.

U zwierząt grupy kontrolnej makroskopowo było widoczne przekrwie
nie opon i móżdżku. W badaniu mikroskopowym naczynia krwionośne 
były poszerzone i obficie wypełnione krwinkami. Sródbłonki były 
obrzmiałe, natomiast nie spotykano wynaczynień.

OMÓWIENIE

Z obserwacji klinicznych oraz badań doświadczalnych wiadomo, że dłu
gotrwałe stosowanie leków przeciwpadaczkowych może być przyczyną 
zaburzeń czynnościowych oraz organicznego uszkodzenia ośrodkowego 
układu nerwowego (Woodbury i wsp. 1972). Ten pogląd potwierdzają 
wyniki przedstawionych doświadczeń nad wpływem fenytoiny, fenobar- 
bitalu, etosuksymidu i primidonu na móżdżek szczurów.

Zaburzenia czynnościowe przypisuje się hamowaniu przewodnictwa 
synaptycznego przez leki przeciwpadaczkowe (Majkowski 1969, Karkos 
1972). Fenobarbital ham uje przewodnictwo synaptyczne między innymi 
w istocie siatkowatej, a etosuksymid w neuronach wzgórzowo-korowych. 
Ponieważ móżdżek jest struk turą , której połączenia neuronalne mają cha
rakter wielosynaptyczny (McLennan 1963, Karkos 1972), zarówno w wa
runkach doświadczalnych jak i u chorych należy się spodziewać osłabienia 
jego czynności pod wpływem stosowania tych leków. W naszym materiale 
doświadczalnym świadczy o tym również występowanie objawów móżdż
kowych.

Przemijający charakter tych zaburzeń związany jest z właściwościami 
farmakologicznymi leków przeciwpadaczkowych (Black 1969, van der 
Kleijn 1972), a także świadczy o dużych zdolnościach wyrównawczych 
s truk tu r  anatomicznych ośrodkowego układu nerwowego związanych 
czynnościowo z móżdżkiem.

Uszkodzenie organiczne móżdżku opisywano tylko u chorych otrzymu
jących leki przeciwpadaczkowe przez długi okres czasu (Roger, Soulayrol 
1959, Haberland 1962, Dreyer 1966). Badania doświadczalne wskazują, że
o wystąpieniu zmian morfologicznych w móżdżku decyduje długość okresu 
podawania leku, a w mniejszym stopniu wielkość dawki (Reynolds 1968). 
P rzyjm uje się, że zmiany morfologiczne w ośrodkowym układzie nerwo
wym  powstałe pod wpływem leków przeciwpadaczkowych, są przede 
wszystkim wynikiem ich toksycznego działania spowodowanego przedaw
kowaniem tych leków. Mniejsze znaczenie w patogenezie tych zmian od
grywają natomiast takie zjawiska, jak nietolerancja, alergia i idiosyn- 
krazja (Kioerboe 1965, Karkos 1972, Woodbury i wsp. 1972). Nadmiar 
niezmetabolizowanych leków przeciwpadaczkowych, lub też toksyczne 
metabolity powstałe w trakcie ich przemiany w ustroju, uszkadzają
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tkankę nerwową działając bezpośrednio na parenchymę, tj. komórki 
zwojowe i glej, na naczynia krwionośne, a także na narządy wewnętrzne, 
co z kolei może powodować powstanie wtórnych uszkodzeń w ośrodko
wym układzie nerwowym.

Nie opisane dotychczas w literaturze, a spotykane przez nas pogrubienie 
zrębu łącznotkankowego opon miękkich, a wyjątkowo także zlepy i zrosty 
między oponą miękką i twardą, są prawdopodobnie wyrazem odczyno
wego rozrostu tkanki łącznej na drażniące działanie badanych leków lub 
ich metabolitów oraz hemosyderyny.

Odchylenia w stanie somatycznym zwierząt wyrażały się głównie wol
niejszym przyrostem ich ciężaru ciała, zależnym od rodzaju podawanego 
leku i od płci zwierząt. Ponieważ wszystkie zwierzęta pozostawały na tej 
samej diecie można przypuszczać, że odchylenia te zostały spowodowane 
wywołanym przez leki przeciwpadaczkowe zaburzeniem procesu wchła
niania, metabolizowania i wydalania katabolitów przemiany m aterii oraz 
zakłócenia neurohormonalnej regulacji wzrostu zwierząt. Leki przeciw
padaczkowe, jak wynika z piśmiennictwa, mogą być przyczyną zaburze
nia wielu ogniw homeostazy ustrojowej (Fichman i wsp. 1970, Woodbury 
i wsp. 1972).

Móżdżek ulega bardzo łatwo uszkodzeniu w szeregu procesów patolo
gicznych, między innymi w chorobie nowotworowej, zaburzeniach m eta
bolicznych i innych (Karkos 1972). Ponieważ móżdżek zarówno w stanach 
fizjologicznych jak patologicznych wywiera wpływ hamujący na okreś
lone struk tury  ośrodkowego układu nerwowego, głównie ruchowe, można 
przypuszczać, że każdy proces chorobowy uszkadzający móżdżek pozba
wia ustrój naturalnej ochrony w stanach zwiększonej gotowości drgaw
kowej. Stąd uszkodzenie móżdżku w przebiegu terapii lekami przeciw - 
drgawkowymi zasługuje na specjalną uwagę.

WNIOSKI

1. Leki przeciwpadaczkowe: fenytoina, fenobarbital, etosuksymid i pri- 
midon, podawane szczurom przez okres 1, 3 i 6 miesięcy w dawkach 
efektywnych (ED100) powodują uszkodzenie większości s truk tu r  anato
micznych móżdżku, które ujawnia się już po upływie jednego miesiąca.

2. Spośród zastosowanych leków przeciwpadaczkowych przyczyną naj
częstszych i najcięższych zmian morfologicznych była fenytoina, a w na
stępnej kolejności fenobarbital, etosuksymid i primidon.

3. Zmiany morfologiczne w móżdżku wywołane stosowanymi lekami 
nie mają cech swoistych makroskopowo, ani mikroskopowo, a w szczegól
ności nie stwierdzono cech swoistości topograficznej. Zależnie od rodzaju 
leku i czasu jego podawania występują różnice w kolejności, częstości, 
nasileniu i rozległości uszkodzeń elementów parenchymalnych i mezen- 
chymalnych tkanki nerwowej.

4. Objawy uszkodzenia móżdżku występują najczęściej pod postacią 
przemijającej niezborności. Z odchyleń w stanie somatycznym na uwagę
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zasługuje wolniejszy przyrost ciężaru ciała, zwłaszcza u samic. Zwierzęta 
te również gorzej tolerowały stosowane leki przeciwpadaczkowe.

5. Porównanie obrazu morfologicznego móżdżku chorych na padaczkę 
przewlekłą i szczurów otrzymujących leki przeciwpadaczkowe wykazuje 
przede wszystkim różnice w topografii procesu chorobowego. Należy rów
nież podkreślić uszkodzenie łożyska naczyniowego oraz włókien osiowych 
i osłonek mielinowych w ośrodkowym układzie nerwowym szczurów, któ
rego nie spotyka się w móżdżku chorych na padaczkę przewlekłą.

łO. KapKoc

BJIMHHME nPOTMBSIIMJlEIITMHECKMX CPEflCTB HA MOP^OJIOrMHECKYIO 
KAPTMHY M032KEHKA KPblCbl

P e 3 io M e

ripoBefleHo M0p4ł0Ji0rn4ecK0e MCCJieflOBaHMe M03>K6HKa npbic, k o to p ł im  noflaBajm  

B 34><ł>eKTMBHbix fl03ax B T e n eH M e  1, 3 m 6 MecaijeB n p o T M B s n M J ie n T M n e c K M e  c p e ^ -  

CTBa: 4>eHMTOMH, C ^H O Ö a p Ö M T a jI, 3TOCyKCHMMfl M npM M M flO H.

B Mop4)0Ji0rnMecK0M KapTMiie M03JKeHKa He Ha6jiK>Aajiocb hm  MMKpocKnnHO hm  

MMKpocKonHO CBOMCTBeHHbix nepT, a oGiiapvjKeHHbie M3MCHeHMH MMejiM ^erenepa- 

TMBHbiM xapaKTep. YcTaHOBJieHbi pa3jiM^na b  onepeAHocTM, nacTOTe m CMjie h o b -  

pejKAeHMH napeHXMMaTMTiecKMx m Me3eHXMMaTMHecKMx sjieiweHTOB M037KexiKa b  3a- 
b m cm m oc tm  o t  flaBaeMoro jiexapcTBa. noBpeJKfletnie s tm x  3JieMeHTOB BbiCTynajio no 

MCTeneHMio 1 Mecaua no^aBaHMa cJaeHMTOHHa m <J>eHo6ap6MTajia. IIpM  .ąeMCTBMM 

3TocyKCMMM.ua M npuMMflOHa. HapymeHMe sjieMeHTOB Me3eHXMMaTMHecKMX onepoK ajio  

MopcJ>ojiorMHecKMe M3MeneHMa b  HeüpouMTax m tj im m . HanSojiee nyBCTBMTejibHbi Ha 

TOKCMMecKoe fleiiCTBMe aexapcTB 6biJin k  jieTKM IlypKMHbe, 3aTeM k j i c t k m  rojibflM, 

3epHMCTbie KjieTKM M KjieTKK MOJiexyjiapHoro cjioa. YcTaHOBJieHO TaKJKe noBpejKfle- 
HMe HepBHbix BOJIOKOH ueHTpajibiibix M npoBOAHujMx nyTeü, a TaioKe noBpestfleHMe 

raHrjiMOHapHbix k j i c t o k  a^ep M03>KeHKa. Kpov.e Toro KOHCTaTMpoBaHbi ^ereHepa-

TMBHbie M3MeHeHMH B MM3JlMH0BbIX OÖOJIO'IKaX, yCMJlMBaiOmMeCa B n O J ie  OTCKa TK3HM, 

JiOKajibHan m oGoöujeHHaa rMnepnjia3wa m rMneprpocJjMa tjimm , a b c jiyTiae 6ojiee 

fljiMTejibHoro no^aBaHMH jiexapcTB TaKJKc perpeccwBHbie M3MeHeHwa tjimm . IIoB pejK - 

^eHwe oocyAWCTOM cncTeMbi, BbiCTynaiomee paHbrne m Bcer^a c 6o jis iiio h  cmjioh

6bIJI0 npMHMHOM KP0B0M3JIHHHMH B M03JKeHK0B0M MflKOTM M nofl TBOpflOM OÖOJIOH- 
KOM, a TaKJKe OTexa, npeat^e Bcero, Gejioro BemecTBa.

KjiMHMHecKoe noBpeac^eHMe M03JKeHxa oGijaBjia.Tiocb nepexo^HbiM acTMrM3TM3- 
MOM, x p o M e  T o ro  H a 6 jn o f la ; io c b  paecTpoM C TB O  b  p o c T e  B e c a  T e j ia  j k h b o t h b i x ,  o c o ö e H -  

Ho y caM O K.

P e 3 y j ib T a T b i  n p o B e a e H H b ix  MCCJieflOBaHMM rrp M B O fla T  k  B b iB O ^ y , h t o  M 3 y n a e M b ie  

n p o T M B s n M jie n T M H e c K M e  c p e ^ C T B a  o 6 a a f la io T  TOKCM HecxM M  fleMCTBMeM n a  H e p a H y io  

T K a n b , n p M i ieM , H a n ö o j ie e  H e iipoT O K C M H ecK H M  a B j ia e T c a  dueHMTOHH, 3aT eM  (J jeH O Ö ap- 

6 M T a jI, STOCyKCMMMfl H HpUM M flOH.

J. Karkos

EFFECT OF ANTIEPILEPTIC DRUGS ON THE MORPHOLOGICAL PICTURE
OF RAT CEREBELLUM

S u m m a r y
Morphological studies were performed on cerebella of rats which received antie

pileptic drugs: phenytoin, phenobarbital, ethosuximide and primidone in effective 
doses for a period of 1, 3 and 6 months.
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Morphological picture of cerebellum was neither microscopically and macrosco- 
pically specific, the changes observed having shown a degenerative character. Drug — 
dependent differences were stated in the sequence, frequency and intensity of 
impairment of the parenchymal and mesenchymal elements of cerebellum. Impair
ment of both of those elements took place after 1 month administration of pheny- 
toin and phenobarbital. In the case of ethosuximide and primidone, impairment of 
the mesenchymal elements preceeded morphological changes in neurocytes and glia. 
The most vulnerable to the toxic effect of the drugs were Purkinje cells, followed 
by Golgi cells, granular cells and stellate cells. There was also stated impairment 
of nerve fibres of intracortical and ascending tracts and damage of ganglion cells of 
cerebellar nuclei. Furthermore, there were found degenerative changes in myelin 
sheaths, being most intensive in the areas of tissue edema, focal and generalized 
proliferation and hypertrophy of glia and in case of prolonged drug administration 
also regressive changes in glia. Impairment of the vascular system oocuring early 
and always in high intensity was the cause of intraparenchymal and subarachnoidal 
extravasations of blood cells and of edema, mainly of the white matter. The impair
ment of cerebellum was manifested clinically with transient ataxy and disturbances 
in the body weight increase, the latter concerning in particular the females.

The present results demonstrate that the antiepileptic drugs examined acl to- 
xically on the nervous tissue, whereby phenytoin turned out to be the most neuro
toxic one, followed in the sequence by phenobarbital, ethosuximide and primidone.
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IRMINA B. ZELMAN, GRAŻYNA SZUMAŃSKA

ZMIANY HISTOCHEMICZNE W MÓZGU SZCZURÓW 
W ENCEFALOPATII OUABAINOWEJ *>

Zespół Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN 
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

W serii uprzednio przeprowadzonych doświadczeń wykazano, że domóz- 
gowe wstrzyknięcie ouabainy prowadzi u szczurów do powstania uogól
nionego, cytotoksycznego obrzęku mózgu oraz ogniskowego zwyrodnienia 
gąbczastego tkanki (Zelman 1972). Zarówno zmiany rozlane jak i ognis
kowe występują w strukturach szarych, przede wszystkim w korze pół
kul mózgowych i są tylko częściowo zależne od miejsca wstrzyknięcia 
glikozydu do tkanki. Stwierdzany obrzęk śródkomórkowy jest zjawiskiem 
odwracalnym, cofającym się w ciągu stosunkowo krótkiego czasu, nato
miast zwyrodnienie gąbczaste stanowi trw ałe  uszkodzenie tkanki, powsta
jące zwykle w miejscu działania najwyższych stężeń glikozydu.

Badania u ltrastruktura lne  przeprowadzone na szczurach (Cornog i wsp. 
1968)-oraz na tkance nerwowej hodowanej in vitro  (Renkawek i wsp. 1970) 
wykazały istotny udział astrocytów w kształtowaniu zmian w mózgu oraz 
wtórne uszkodzenie neuronów.

Podjęte badania miały na celu ustalenie charakteru  i dynamiki zmian 
histochemicznych w ośrodkowym układzie nerwowym szczura po do- 
mózgowym wstrzyknięciu ouabainy z uwzględnieniem ich stosunku do 
opisanych zmian strukturalnych w tkance nerwowej.

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na 2-miesięcznych szczurach rasy Wi- 
star. W narkozie eterowej przecinano zwierzętom skórę na głowie i przy 
pomocy wiertła dentystycznego wykonywano otwór w pokrywie czaszki 
prawej półkuli, bocznie od linii środkowej i nieco ku przodowi od szwu 
czołowo-ciemieniowego. Przez otwór ten wprowadzano do mózgu cienką 
igłę i wstrzykiwano 0,01—0,02 ml roztworu ouabainy, zawierającego
0,0025—0,004 mg glikozydu. Ranę na głowie zaszywano lub zamykano

*) Praca częściowo subsydiowana z umowy polsko-amerykańskiej PL 480, Grant 
Public Health Service USA. Agreement 05-004-1.
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przy pomocy klamerek. Grupę kontrolną stanowiły szczury, którym 
wstrzyknięto domózgowo taką samą objętość fizjologicznego roztworu 
NaCl. W ustalonych przedziałach czasu, obejmujących okres od 2 godzin 
do 14 dni zwierzęta doświadczalne i kontrolne dekapitowano w grupach 
składających się z 3—5 szczurów. Mózgi przeznaczone do badań morfolo
gicznych i oznaczania glikogenu na skrawkach, po wyjęciu z jamy czasz
kowej, cięto na bloczki grubości 2—3 mm, utrwalano w płynie Rossmanna 
i przeprowadzano w sposób standardowy do parafiny. Preparaty  barwiono 
rutynowo hematoksyliną-eozyną i fioletem krezylu oraz dla wykazania 
glikogenu metodą PAS po uprzednim blokowaniu dimedonem wg Bulmera 
(1959). Czas przeżycia tej grupy zwierząt wynosił 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 
godzin oraz 6, 8, 10 i 14 dni.

Szczury przeznaczone do badań histoenzymatycznych dekapitowano 2,
6, 24 i 48 godzin oraz 6 i 14 dni po zabiegu. Mózgi po wyjęciu z jamy 
czaszkowej dzielono na poziomie wkłucia na 2 bloki, które zamrażano 
w suchym lodzie i skrawano w kriostacie na skrawki grubości 14 Bada
nie histoenzymatyczne obejmowało określenie aktywności następujących 
enzymów: UDPG-G-transferazy wg Takeuchi i Glennera (1962), fosfory- 
lazy a, a +  b i całkowitej wg Takeuchi i Kuriaki (1955) w modyfikacji God
lewskiego (1963), dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu wg Hessa i wsp. 
(1958), dehydrogenazy bursztynianowej wg Novikoffa (1963), dehydroge
nazy mleczanowej wg Hessa i wsp. (1958), fosfatazy kwaśnej wg Barki 
(1963) i fosfatazy zasadowej wg Gomoriego (1953).

WYNIKI 

Obserwacje kliniczne

U szczurów, którym  wstrzyknięto ouabainę obserwowano bezpośrednio 
po zabiegu przyśpieszenie czynności serca i oddechu. Po 15—30 minutach 
występowało pobudzenie ruchowe, napady prężeń tułowia, kończyn i ogo
na oraz mioklonie. Zaburzenia te, wykazujące zmienne nasilenie u po
szczególnych zwierząt, u trzym yw ały się zwykle przez 2—3 godziny, a je
dynie w pojedynczych przypadkach dłużej i stopniowo zmniejszając się 
ustępowały całkowicie. W okresie dalszej obserwacji szczury poza zmniej
szoną ruchliwością nie wykazywały odchyleń od normy. Duże napady 
drgawkowe, opisywane przez większość autorów (Bignami, Palladini 
1966a, 1966b, Petsche, Seitelberger 1967, Cornog i wsp. 1968) obserwo
wano sporadycznie. Śmiertelność zwierząt doświadczalnych nie przekra
czała 10%.

Szczury kontrolne, którym  wstrzyknięto fizjologiczny roztwór chlorku 
sodu, po wyjściu z narkozy nie wykazywały żadnych objawów chorobo
wych.
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Badanie neuropatologiczne

Makroskopowo u zwierząt doświadczalnych i kontrolnych widoczny 
był kanał wkłucia, niekiedy punkcikowate krwotoczki w jego bezpośred
nim otoczeniu i nieco większe wynaczynienia w spoidle wielkim mózgu.

Mikroskropowo u zwierząt obu grup stwierdzono w otoczeniu kanału 
wkłucia rozluźnienie struktury  tkanki, ubytki i uszkodzenie neuronów, 
a ponadto u części zwierząt drobne, wrzecionowate ogniska krwotoczne 
lub martwicze w spoidle, ułożone równolegle do przebiegu włókien. U zwie
rząt doświadczalnych uszkodzenie tkanki wokół kanału wkłucia i w obrę
bie spoidła było bardziej nasilone. U szczurów, którym  wstrzyknięto 
ouabainę stwierdzono ponadto ostro odgraniczone ogniska gąbczastego 
zwyrodnienia tkanki z ubytkami neuronów i obecnością licznych różnej 
wielkości jamek. Ogniska te występowały zwykle obustronnie w położo
nej podspoidłowo części zawoju hipokampa. Na pograniczu ognisk zgąb- 
czenia oraz w korze półkul mózgowych i niektórych strukturach  podko- 
rowych (nucleus septi lateralis) obserwowano rozuźnienie utkania 
neuropilu, obrzęk astrocytów i poszerzenie przestrzeni okołoneuronal- 
nych. Ogniskowe zgąbczenie stanowiło trw ałe uszkodzenie tkanki, nato
miast obrzęk miał charakter przejściowy i cofał się zwykle w czasie od 
24 do 48 godzin.

Glejowo mezodermalny odczyn reparacyjny w otoczeniu kanału wkłu
cia nie różnił się w obu grupach zwierząt, a jego obraz morfologiczny był 
uwarunkowany czasem przeżycia po zabiegu.

Badanie histochemiczne

G l i k o g e n .  U szczurów kontrolnych skąpe złogi glikogenu występo
wały w lokalizacji typowej dla prawidłowego mózgu i obejmowały splot 
naczyniówkowy, wyściółkę oraz warstwę podwyściółkową i podoponową. 
U zwierząt grupy kontrolnej i doświadczalnej obfite nagromadzenie wie- 
locukru obserwowano w bezpośrednim otoczeniu kanału wkłucia poza ob
szarem martwiczo zmienionej tkanki. Spotykano je również w spoidle 
mózgu w polu obrzęku pourazowego. Złogi glikogenu występowały zarów
no v/ postaci luźnych ziaren rozsianych w neuropilu, jak również w sku
pieniach okołonaczyniowych i w cytoplazmie astrocytów.

U szczurów doświadczalnych obserwowano ponadto obfite nagromadze
nie złogów wielocukru, obejmujące prawie całą korę mózgu, niektóre 
s truk tu ry  podkorowe i część kory móżdżku. Obecność glikogenu stwier
dzano w obu półkulach mózgu symetrycznie, lub z zaznaczoną przewagą 
po stronie wkłucia. Przy uogólnionym charakterze procesu szczególnie 
obfite złogi glikogenu gromadziły się w zawoju hipokampa, subiculum  
i w korowej części jądra migdałowatego. Zarówno w korze nowej, jak
i w korze limbicznej złogi wielocukru były najobfitsze w górnych wars-
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twach, odcinkowo tylko zajmowały całą jej szerokość, a na sklepistości 
nasilały się niekiedy w jednej z głębszych warstw. Bardzo obfite złogi 
wielocukru stwierdzano ponadto w jądrze bocznym przegrody oraz w w a
rstwie drobinowej i zwojowej kory móżdżku. W tym  umiejscowieniu by
ły ograniczone niemal wyłącznie do płacików położonych w bezpośred
nim sąsiedztwie komory IV.

Glikogenu gromadził się w postaci drobnych ziaren rozsianych luźno 
w neuropilu, a w obszarach wykazujących większe nasilenie zmian był 
widoczny dookoła drobnych naczyń oraz w perikarionach i wypustkach 
astrocytów (rye. 1). Astrocytarne skupienia glikogenu występowały za
równo w postaci ziarnistej, jak i homogennej. W żadnym przypadku nie 
obserwowano gromadzenia glikogenu w komórkach nerwowych.

Złogi glikogenu pojawiały się najwcześniej w 4 godziny po zabiegu, 
narastając znacznie w okresie do 24 godzin (ryc. 2). Osiągały one swoje 
maksymalne nagromadzenie w 48—72 godzinie, utrzymując się mniej 
więcej w niezmienionej ilości do 6 dnia doświadczenia. W okresie dalszej 
obserwacji zmniejszała się stopniowo ilość wielocukru. Po 14 dniach 
skąpe złogi glikogenu obserwowano jeszcze w dwóch górnych warstwach 
kory oraz w tych strukturach, w których stwierdzano największe zmia
ny histologiczne. Największe nagromadzenie wielocukru występowało 
w tym  czasie w zawojach hipokampa, przy czym dominowały tu  duże, 
przerosłe astnocyty z obfitą, jednorodną PAS-dodatnią cytoplazmą (ryc. 3). 
Zwracało uwagę znaczne zróżnicowanie ilości złogów i stopnia zajęcia 
poszczególnych s truk tur  u zwierząt z tej samej grupy czasowej.

UDPG — G — t r a n s f e r a z a .  U szczurów kontrolnych aktywność 
tego enzymu występowała w splocie naczyniówkowym i podoponowo, 
tam  gdzie stwierdzono ziarniste złogi glikogenu. Dodatkowo pojawiała się 
w otoczeniu martwicy spowodowanej wkłuciem i w niewielkim obszarze 
pourazowego obrzęku. U szczurów 'doświadczalnych aktywność UDPG- 
-G-transferazy pojawiała się 2 godziny po wstrzyknięciu ouabainy w neu 
ropilu kory półkul mózgowych. Aktywność enzymatyczna miała cha
rak ter lekkiego, dyfuzyjnego odczynu i w tej samej postaci utrzym ywała 
się u zwierząt z 6-godzinnym przeżyciem. Po 24 i 48 godzinach produkty 
reakcji miały charakter ziarnisty (ryc. 4). U szczurów z 6-dniowym prze
życiem występował silny ziarnisty odczyn w obrębie całej kory, u trzym u
jąc się w tej samej postaci do końca obserwacji. U szczurów, które prze
żyły 14 dni największą aktywność enzymu stwierdzono w korze zawojów 
hipokampa.

F o s f o r y l a z y .  U zwierząt kontrolnych i doświadczalnych ak tyw 
ność fosforylaz występowała w otoczeniu m artw icy pourazowej, w yra 
źnie bardziej nasilona u zwierząt doświadczalnych. U szczurów, którym  
wstrzyknięto ouabainę obserwowano stopniowy wzrost aktywności tych 
enzymów w korze półkul mózgowych, u trzym ujący się do końca doświad
czenia. W grupie 2- i 6-godzinnej występował dodatni, ziarnisty odczyn
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wokół kapilarów i nieco słabszy w neuropilu kory obu półkul mózgowych 
(ryc. 5 i 6). W dalszych grupach czasowych obserwowano nasilenie odczy
nu, widoczne zarówno w obrębie kory (ryc. 7), jak i w odczynowych astro- 
cytach zawojów hipokampa (ryc. 8), utrzym ujące się do dwóch tygodni. 
W grupie z przeżyciem 6, 24 i 48 godzin stwierdzono wzrost aktywności 
fosforylazy b, zależnej od AMP i fosforylazo-b-kinazy, wyrażające się 
wzrostem fosforylazy całkowitej.

D e h y d r o g e n a z a  b u r s z t y n i a n o w a .  U szczurów kontrol
nych aktywność tego enzymu była wysoka, zarówno w istocie szarej (ryc. 
9). jak i w oligodendrocytach spoidła. W obu grupach zwierząt obserwo
wano spadek aktywności enzymatycznej w otoczeniu martwiczo zmienio
nej tkanki. U szczurów doświadczalnych występowało ponadto obniżenie 
aktywności enzymu w korze obu półkul i zawojach hipokampa. Osłabie
nie aktywności enzymatycznej w postaci zmniejszenia ilości ziaren di- 
formazanu w cytoplazmie i wypustkach neurocytów było widoczne już
2 godziny po wstrzyknięciu ouabainy (ryc. 10) i utrzymywało się u zwie
rząt z przeżyciem 6, 24 i 48 godzin. U szczurów, które przeżyły 6 dni po 
wstrzyknięciu glikozydu, obserwowano w obrębie fascia dentata neurony
o bardzo zróżnicowanej reakcji enzymatycznej przy utrzym ującym  się 
nadal znacznym obniżeniu aktywności tej dehydrogenazy. Obniżenie 
aktywności enzymu było widoczne również u zwierząt, które przeżyły 
14 dni po zabiegu, ale już mniej nasilone niż w grupie 24 i 48-godzinnej. 
Ponadto na pograniczu kory i spoidła występowały złogi drobnych, luźno 
rozsianych ziarnistości formazanowych, skupiające się również wokół 
naczyń.

D e h y d r o g e n a z a  g l u k o z  o-6-f o s f o r a n u .  U zwierząt kon 
trolnych występował słaby dyfuzyjny odczyn w korze mózgowej i w struk 
turach podkorowych i nieco wyższy w oligodendrocytach spoidła. Wzrost 
aktywności tego enzymu obserwowano tylko w otoczeniu pourazowej 
martwicy. U zwierząt doświadczalnych już w 2 godziny po podaniu oua
bainy było widoczne wzmożenie aktywności enzymatycznej w miejscach 
odległych od wkłucia w korze mózgu i w zawojach hipokampa, przy czym 
odczyn z dyfuzyjnego stawał się wyraźnie ziarnisty. Po 6 i 24 godzinach 
obserwowano dalsze narastanie aktywności enzymu szczególnie w neuro
nach i gleju głębszych warstw kory. W czasie 24 i 48 godzin pojawiały się 
w obu zawojach hipokampa odczynowe astrocyty, wykazujące silną 
aktywność enzymatyczną (ryc. 11), utrzym ującą się do końca obserwacji, 
pomimo widocznego w tym  czasie ogólnego spadku aktywności tej de
hydrogenazy.

D e h y d r o g e n a z a  m l e c z a n ó w  a. U zwierząt kontrolnych i do
świadczalnych aktywność enzymu poza obszarem otaczającym pourazo
wą martwicę, nie wykazywała zmian w żadnym okresie obserwacji. 
Wzrost aktywności tej dehydrogenazy stwierdzono jedynie w  odczyno-
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wych astrocytach zawojów hipokampa u zwierząt doświadczalnych, 
utrzym ujący się do końca obserwacji.

F o s f a t a z a  k w a ś n a .  U zwierząt doświadczalnych i kontrolnych 
obserwowano wzrost aktywności tego enzymu w otoczeniu wkłucia. Sześć 
godzin po wstrzyknięciu ouabainy występował wzrost aktywności enzy
matycznej w neuronach kory, szczególnie w jej dolnych warstwach, 
a u zwierząt, które przeżyły 6 i 14 dni. był wyraźnie nasilcny wokół na
czyń. U zwierząt dwóch ostatnich grup czasowych występował również 
dodatni odczyn na pograniczu kory i spoidła w postaci gruboziarnistych, 
trudnych do zidentyfikowania złogów.

F o s f a t a z a  z a s a d o w a .  Zwiększoną aktywność tego enzymu 
stwierdzono w obu grupach zwierząt w okolicy wkłucia, a u szczurów 
doświadczalnych z dłuższym okresem przeżycia ponadto na pograniczu 
kory i spoidła w postaci gruboziarnistych produktów reakcji enzymatycz
nej (ryc. 12).

OMÓWIENIE

Stwierdzone w naszym materiale doświadczalnym nieprawidłowości 
obrazu histochemicznego, podobnie jak uprzednio opisane zmiany histo
logiczne, miały dwojaki charakter: ogniskowy i uogólniony.

Zmiany pierwszej grupy, występujące w bezpośrednim sąsiedztwie 
kanału wkłucia, identyczne w grupie zwierząt kontrolnych i doświadczal-

Ryc. 1. Ziarnistości glikogenu w neuropilu kory mózgowej, 24 godziny po wstrzyk
nięciu ouabainy. PAS — dimedon. Pow. 100 X.

Fig. 1. Granular glycogen deposits in neuropile of cerebral cortex, 24 hrs after oua
bain injection. PAS — dimedone reaction. X 100.

Ryc. 2. Ziarniste złogi glikogenu, w neuropilu, w cytoplazmie i wypustkach astro- 
cytów oraz wokół naczyń krwionośnych, 96 godzin po wstrzyknięciu ouabainy.

PAS — dimedon. Pow. 160 X.
Fig. 2. Glycogen granules in neuropile, cytoplasm and processes of astrocytes and 
around blood vessels. PAS — dimedone reaction, 96 hrs after ouabain injection. X 160.

Ryc. 3. Homogenne i ziarniste złogi glikogenu w astrocytach zawoju hipokampa, 
10 dni po wstrzyknięciu ouabainy. PAS — dimedon. Pow. 160 X.

Fig. 3. Homogenous and granular glycogen deposits in astrocytes of hippocamp 
gyrus, 10 days after ouabain injection. PAS — dimedone reaction. X 160.

Ryc. 4. UDPG-G-transferaza, 24 godziny po wstrzyknięciu ouabainy. Ziarnisty 
odczyn w  neuropilu zawoju hipokampa. Pow. 200 X.

Fig. 4. UDPG-G-transferase, 24 hrs after ouabain injection. Granular reaction 
in neuropile of hippocamp gyrus. X 200.

Ryc. 5. Fosforylaza a +  b. Szczur kontrolny, 6 godzin po zabiegu. Słaby dyfuzyjny 
odczyn w korze mózgowej. Pow. 100 X.

Fig. 5. Phosphorylase a +  b. Control rats, 6 hrs after operation. Weak diffuse reaction
in cerebral cortex. X 100.

Ryc. 6. Fosforylaza a +  b 6 godzin po wstrzyknięciu ouabainy. Wzmożona aktywność 
enzymatyczna w  neuropilu kory. Pow. 100 X.

Fig. 6. Phosphorylase a +  b, 6 hrs after ouabain injection. Enhanced enzymic acti
vity in neuropile of cerebral cortex. X 100.
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nych, należy zapewne traktować jako nieprawidłowości związane z nie
swoistym uszkodzeniem tkanki i towarzyszącymi mu procesami repara- 
cyjnymi. Przemawia za tym  zarówno ich lokalizacja, jak i identyczny 
charakter i dynamika w obu grupach zwierząt oraz daleko idące podo
bieństwo do zmian opisywanych w doświadczalnych urazach mózgu 
(Shimizi, Himuro 1958, Guth, Watson 1968, Robinson 1972, Petrescu 1972, 
Farkas-Bargeton i wsp. 1972). Na podkreślenie zasługuje fakt, że wprowa
dzenie biologicznie aktywnego glikozydu nie zmieniało odczynowości 
tkanki na działanie urazu miejscowego.

Uogólnione zmiany histochemiczne stwierdzone wyłącznie u zwierząt 
doświadczalnych, pokrywające się z obszarem histologicznie stwierdza
nego obrzęku mózgu, a nawet go przekraczające, należy odnieść do uogól
nionego działania glikozydu. Zablokowanie ATPazy błon komórkowych 
prowadzi do zaburzenia mechanizmu pompy sodowo-potasowej i zwięk
szenia zawartości wody w astrocytach, wyrażającego się obrzmieniem ich 
cytoplazmy i wypustek. Proces ten znajduje odpowiednik morfologiczny 
w rozluźnieniu s truk tu ry  neuropilu, a w przypadkach większego nasilenia 
zmian — w tworzeniu różnej wielkości jamek, prowadzących do powsta
nia charakterystycznych ognisk zwyrodnienia gąbczastego. Tworzenie się 
jamek można wiązać, w oparciu o obserwacje mikroskopowo-elektronowe, 
z pękaniem błon sąsiadujących ze sobą, maksymalnie obrzmiałych komó
rek glejowych.

Ryc. 7. Fosforylaza całkowita, 6 godzin po wstrzyknięciu ouabainy. Ziarnisty od
czyn w korze mózgowej. Pow. 200 X.

Fig. 7. Total phosphorylase, 6 hrs after ouabain injection. Granular reaction in cere
bral cortex. X 200.

Ryc. 8. Fosforylaza całkowita, 6 dni po wstrzyknięciu ouabainy. Wysoka aktywność
enzymu w odczynowych astrocytach zawoju hipokampa. Pow. 200X.

Fig. 8. Total phosphorylase, 6 days after ouabain injection. Significant enzymic
activity in reactive astrocytes in Ammon’s horn. X 200.

Ryc. 9. Dehydrogenaza bursztynianowa, szczur kontrolny 2 godziny po zabiegu. Wy
soka aktywność enzymu w korze, zwłaszcza w III warstwie. Pow. 100 X.

Fig. 9. Succinic dehydrogenase, control rat 2 hrs after operation. High enzymic 
activity in cerebral cortex, particularly in the Illrd layer. X 100.

Ryc. 10. Dehydrogenaza bursztynianowa, 2 godziny po wstrzyknięciu ouabainy. 
Osłabienie odczynu w korze. Pow. 100 X.

Fig. 10. Succinic dehydrogenase, 2 hrs after ouabain injection. Decrease of enzymic 
activity in cerebral cortex. X 100.

Ryc. 11. Dehydrogenaza glukozo — 6 — fosforanu, 24 godziny po wstrzyknięciu oua
bainy. Wysoka aktywność enzymu w astrocytach zawoju hipokampa. Pow. 200 X.

Fig. 11. Glucose — 6 — phosphate dehydrogenase, 24hrs after ouabain injection. Sig
nificant enzymic activity in astrocytes of Ammon’s horn. X 200.

Ryc. 12. Fosfataza zasadowa, 6 dni po wstrzyknięciu ouabainy. Gruboziarniste pro
dukty reakcji enzymatycznej na pograniczu kory i istoty białej. Pow. 200 X.

Fig. 12. Alkaline phosphatase, 6 days after ouabain injection. Coarse granular pro
ducts of enzymic reaction at the border of cerebral cortex and white matter. X 200.
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Nasze obserwacje histochemiczne i histoenzymatyczne wskazują, że od
wracalnemu obrzękowi cytotoksycznemu, wywołanemu ouabainą towa
rzyszą głębokie zaburzenia metaboliczne, których wykładnikiem jest gro
madzenie się glikogenu, zmiany w aktywności enzymów metabolizujących 
glikogen oraz szeregu enzymów reprezentujących inne tory  przemiany 
glikozy.

Dominującym elementem obrazu histochemicznego było odkładanie się 
obfitych złogów glikogenu w mózgu, obejmujące przede wszystkim for
macje szare i występujące również chociaż tylko w niewielkim stopniu 
w istocie białej półkul. Zjawisku temu towarzyszył wzrost aktywności 
enzymów metabolizujących glikogen, pojawiający się w charakterystycz
nych i powtarzalnych sekwencjach czasowych w stosunku do gromadze
nia polisacharydu. Wzrost aktywności UDPG-G-transferazy wyprzedzał 
pojawienie się glikogenu i występował tylko w tych okolicach mózgu, 
które w późniejszych czasach charakteryzowały się obfitymi złogami po
lisacharydu. Sugeruje to, że złogi glikogenu stanowią wyraz wzmożonej 
syntezy, a nie zahamowanego rozpadu. Wzrost aktywności fosforylaz w y
stępował później niż pojawienie się ziarnistości glikogenu. Podobną sek
wencję zmian obserwowano w różnych typach niedotlenienia i przyjm o
wano, że obecność złogów glikogenu może stanowić czynnik stym ulujący 
układ fosforylaz (Nelson i wsp. 1968). Nasilenie aktywności tych enzy
mów, wskazujące na aktywizację procesów rozpadu glikogenu obserwo
wano u szczurów po wstrzyknięciu ouabainy od m omentu pojawienia się 
nieprawidłowych złogów wielocukru aż do czasu zakończenia obserwacji.

Odkładanie się złogów glikogenu w tkance nerwowej i zmiany w ak tyw 
ności enzymów biorących udział w jego syntezie i rozpadzie jest zjawis
kiem występującym w przebiegu procesów patologicznych o różnej etio
logii (Klatzo i wsp. 1970, Mossakowski 1970). Pa-tomechanizm tego zja
wiska jest zapewne różny i zależny od rodzaju czynnika uszkadzającego. 
Wskazują na to odrębności dynamiki procesu i jego lokalizacji. Pomimo 
nieswoistego charakteru zjawiska odkładanie się glikogenu w tkance ner
wowej stanowi wykładnik zaburzeń metabolizmu glukozy i wydaje się być 
związane z upośledzeniem jej zużytkowania w przemianach śródkomór- 
kowych. Na obecność zaburzeń metabolizmu śródkomórkowego, wystę
pujących w następstwie zadziałania ouabainy wskazują obserwacje doty
czące innych układów enzymatycznych, wyrażające się między innymi 
wczesnym, znacznym i długotrwałym spadkiem aktywności dehydroge
nazy bursztynianowej oraz równie wczesnym wzrostem aktywności de
hydrogenazy glukozo-6-fosforanu. Niestwierdzenie zmian w histochemicz- 
nie wykrywalnej aktywności dehydrogenazy mleczanowej, wobec znacz
nego zróżnicowania reaktywności jej izoenzymów (Latner, Skillen 1968) 
nie może stanowić jednoznacznego wykładnika nieobecności zaburzeń 
w torze glikolitycznym.
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Wzrost aktywności fosfatazy kwaśnej, stwierdzony w naszym m ateria
le, może wskazywać na aktywizację aparatu  lizosomalnego komórek, pod
czas gdy zmiany w aktywności fosfatazy zasadowej mogłyby sugerować 
zaburzenie przepuszczalności naczyń. Zagadnienie to wymaga jednak od
rębnej serii badań przy użyciu innych technik badawczych.

Dotychczasowe obserwacje prowadzone zarówno przy pomocy mikro
skopu świetlnego, jak i elektronowego wskazują, że pierwotnie uszko
dzonym elementem struk tura lnym  tkanki nerwowej w obrzęku ouabai- 
nowym są astrocyty (Cornog i wsp. 1968, Renkawek i wsp. 1970, Zelman 
1972). Uszkodzenie komórek nerwowych ma charakter w tórny i wystę
puje w ogniskach zwyrodnienia gąbczastego. Nasze spostrzeżenia histo- 
enzymatyczne, dotyczące przede wszystkim aktywności dehydrogenazy 
bursztynianowej i dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, sugerują, że 
zmiany aktywności enzymatycznej dotyczą zarówno gleju, jak i neuro- 
cytów. Mogą one być traktow ane jako wykładnik zaburzeń metabolicz
nych, nie znajdujących odpowiednika histologicznego.

W naszym materiale doświadczalnym warto ponadto zwrócić uwagę 
na wybiórczą topografię zmian histochemicznych. Odkładanie się gliko- 
genu, wyznaczające obszary zaburzeń metabolicznych stwierdzono przede 
wszystkim w korze półkul mózgowych i w zawojach hipokampa. Zazna
czała się przy tym  wyraźna predylekcja zmian do s truk tu r  limbicznych, 
w obrębie których złogi wielocukru były najobfitsze. Nie stwierdzono na
tomiast odkładania się glikogenu w zwojach podstawy, wzgórzu i pod
wzgórzu i w obrębie pnia mózgowego. W struk turach  tych obserwowano 
zwiększenie złogów glikogenu w tych obszarach, w których występuje on 
u zdrowych zwierząt. Obserwowany rozkład zmian histochemicznych nie 
daje się wytłumaczyć jedynie procesem dyfuzji glikozydu. Autoradiogra- 
ficzne badania z ouabainą znakowaną try tem  wykazały wprawdzie, że po
le cytotoksycznego obrzęku pokrywa się z polem dyfuzji glikozydu (To- 
wfighi, Gonatas 1972), jednak wyniki naszych obserwacji sugerują, że 
ouabaina wstrzyknięta domózgowo przedostaje się do płynu mózgowo- 
rdzeniowego, z którego przenika do mózgu. Przemawia za tym  większe 
nasilenie zmian w zewnętrznych warstwach kory i niektórych płacikach 
móżdżku. Szerzy się ona również śródtkankowo z miejsca wstrzyknięcia 
powodując ogniskowo większe uszkodzenie istoty szarej. Przeprowadzone 
uprzednio badania wykazały, że ouabaina wstrzyknięta bezpośrednio do 
istoty białej nie powoduje w niej charakterystycznych zmian (Zelman 
1972). Z obserwacji tych wynika, że nie miejsce injekcji, a budowa cyto- 
architektoniczna i właściwości metaboliczne poszczególnych s truk tu r  wa
runku ją  wybiórczą lokalizację uszkodzeń w encefalopatii ouabainowej.

W doświadczeniach przeprowadzonych na zwierzętach zwracano uwagę 
na występowanie po wstrzyknięciu ouabainy głębokich zaburzeń krążę-
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niowo-oddechowych i napadów drgawkowych, pojawiających się seriami 
z charakterystycznym obrazem zmian elektroencefalograficznych (Bigna- 
mi, Palladini 1966a, 1966b, Petsche, Seitelberger 1967). Zaburzenia te  
powodując dodatkowo niedotlenienie tkanki nerwowej mogą wpływać 
modyfikująco na ostateczny obraz zmian w mózgu. U większości obserwo
wanych przez nas zwierząt zaburzenia krążenia i oddechu trwały krótko
i występowały w niewielkim nasileniu, a napady drgawkowe występowały 
tylko u pojedynczych zwierząt, można więc z dużym prawdopodobień
stwem wykluczyć działanie hipoksji w naszym doświadczeniu. Przypisać 
to należy stosunkowo niskiej dawce glikozydu, którą otrzymały szczury, 
praktycznie zresztą niższej od wyliczonej teoretycznie, ponieważ część 
roztworu wypływała na zewnątrz z krwią lub płynem mózgowo-rdzenio- 
wym.

Z przeprowadzonych badań wynika, że jednorazowe wprowadzenie do 
mózgu szczura ouabainy w ilości nie prowadzącej do wystąpienia pełnego 
zespołu klinicznego i powodującego niewielkie i w większości odwracalne 
zmiany strukturalne w mózgu wywołuje rozległe i długotrwałe zaburze
nie metabolizmu w tkance nerwowej.

WNIOSKI

1. Domózgowe wstrzyknięcie ouabainy powoduje u szczura zaburzenie 
przemiany glukozy w tkance nerwowej, co prowadzi do odkładania się 
glikogenu i wzrostu aktywności enzymów metabolizujących glikogen 
(UDPG-G-transferazy i fosforylaz). Stwierdzony u zwierząt doświadczal
nych wzrost aktywności dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu, spadek 
aktywności dehydrogenazy bursztynianowej i wzrost aktywności fosfa
tazy kwaśnej wskazują na istnienie zaburzeń w przemianie śródkomórko- 
wej w zakresie różnych torów metabolicznych.

2. Lokalizacja zmian histochemicznych wskazuje na zajęcie formacji 
szarych i szczególną wrażliwość s truk tu r  limbicznych na działanie gliko
zydu. Topografia procesu nie da się wytłumaczyć jedynie procesem dy
fuzji glikozydu. Jest ona prawdopodobnie zależna od budowy cytologicz
nej i właściwości metabolicznych tych formacji.

3. Zmiany histochemiczne nie pokrywają się z obszarem dostrzegalnych 
w mikroskopie świetlnym zmian strukturalnych. Są one bardziej rozległe
i u trzym ują się znacznie dłużej niż te ostatnie.

4. Zmiany histochemiczne w otoczeniu kanału wkłucia są identyczne 
w grupie zwierząt kontrolnych i doświadczalnych, co sugeruje, że wpro
wadzenie glikozydu nie wpływa modyfikująco na przebieg procesów re- 
paracyjnych w tkance nerwowej.

http://rcin.org.pl



Nr 4 Histochemia encefalopatii ouabainowej 451

14. B. 3ejibMan, r. IUyMaubCKa

rMCTOXMMMHECKME HCCJIEßOB AHMH CTPOc&AHTVlHOBOll 
3IIUE03AJI0IIATMM Y KPbIC

P e 3 io M e

CTpOCjjSHTMH, MHIMfiHTOp MeMÖpaHIIOM AT<E>-a3bI, OBeACIIKblM BHVTpI IMC3rOBbIM 

o6pa3GM, BbizbiBacT y  Kpbicbi HJiTOTOKCMHecKMM OTeK u  ryßnacTbre H3MeHeHHH b c e -  

i :b ix  c rp y K T y p a x . YjibTpacTpyKTyptibie HccjieAOEaHMH „hh  b ;ib o” m „hh  b m tp o ” 

oÖHapyjKMJiH cym ,ecTBeHnoe ynacTMe acTpouHTOB b 3tom  n p o ije c c e ,  a TakCJKe KpaTKo- 

BpeMeHHbiM u nepexoAHinnü xapaKTep SojibiunHCTBa HaßjiiOAaeMbix M3MeHeHnw. 
ITpeAnpHHHTbie rwcTOXMMHHecKMe HCCjieflOBaHMH 6bijin HanpaBJieHbt Ha no3HaHKe 

HapymeHMM MeTa6ojin3Ma b CTpocjpaHTHHOBOM 3Hi;e<J)ajionaTHM, hto  OTHOcmiocb Gbi 

K Bonpocy 3H3HMH HapyuieHHH conyTCTByiomMx ryGnacTOfi ,n;ereHepau,MM HepBHOii 
TKaHH.

OnbiTbi npoBOflMJiMCb na 2-MecHHHbix Kpbicax pacbi BwcTap, kotopmm BiryTpw- 
M03r0BbiM 06pa3OM bboahjih 0,01—0,02 MJi pacTBopa, coAepjKamero 0,0025—0,004 Mr 
CTp<xJ)aHTMHa. KoHTpojibHbie JKMBOTHbie nojiyHMJiM TaKoe Hce KOJiMHecTBo c£w3mojio- 
TMHecKOM cojiM. 3a BpeMH or 2 nacoB flo 14 Anew JKMBOTHbix y6nBajin AeKanHTaunew 
n  npoBOAMJiM peaKi^MM Ha rjiHKoreH, aKTMBHOCTb UDPG-TpaHC(£>epa3bi, dx>cdx>pHjia3bi
a, a +  b w o6m;eM 4}octbopmia3bi, cyKUMAMHAeAHApa3bi, jiaKTaTAernApa3bi m rjnoKO- 
3o-6-<t>oc(baTAernApa3bi, a TaioKe kmcjiow h iu,ejiOHHOM 4>occj?aTa3. O6Hapy>KeH0 
CKonjieHHe rjiMKorena b acTpcuwTax, onepejKeHnoe bo BpeMemi poctom aKTMBHOCTH 
3H3MM0B M€Ta60JIM3Mpyi0mMX TJlMKOreH, pOCT 3KTHBH0CTM rjnOK030-6-c}X>CC£)aTH0M
Aen:A PoreH a3bi, CHMJKeHMe aKTMBHocTM cyKHHAMHAerMApa3bi, a t b k ?Ke  yBejiMMenwe

aKTMBHOCTH KMCJIOM d x> C (b aT a3b I .

OßnapyjKeHMe najiHHHH otjiojkciimm rjiMitoreHa b pawonax, yASJienHbix ot MecTa 
MH^eKHMH, a TaKJKe yAepJKMBaiomMxcH B renernie Bcero BpeMeHH HaSjifOAenHH na- 
pyuieHMM aivTMEHOCTJi ßojibuiMHCTBa neejieACBaHHbix 3H3MMOB nojiaraeT cymecTBo- 
uaHMe mnpoKoro cneKTpa msmchghmm bo BHyTpHKjictomhom MeTa6ojiH3Me. HaxoAHT 
OHM CBCe OTpaJKeHWe B CHH*eHHH AklXarejIbHOM aKTMBHOCTH MMTOXOHAPMeB, B aK- 
THBaHHM rieHT030Bcro nyTM m BepofiTHo — rjiMKOjiMTMHecKoro, a TaK»e b yBejiHne- 
HHM aKTMBHOCTH J1H30C0M0B. M3M€HeHHH aKTMBHOrO TpaHCHOpTa BbI3b!BaiOT Hapy- 
mcHMe SHepreTHHecKMx npcuecccB b HepBHOii tkbhh m H3Mehchmh ee MCTa6ojiH3Ma 
B CTeneHM He BeAymen k npoHitbiM CTpyKTypnbiM noBpe>KACHHHM TKaHH.

I. B. Zelman, G. Szumańska 

HISTOCHEMICAL CHANGES IN RATS BRAIN IN OUABAIN ENCEPHALOPATHY

S u m m a r y

Ouabain, inhibitor of membrane-bound ATPase injected intracerebrally produces 
in rats brain cytotoxic edema and spongy degeneration in grey structures. Electron 
microscopic studies in vivo  and in vitro showed that astroglia play substantial role 
in the formation of pathological changes.

The purpose of our study was to investigate the character and dynamics of histo- 
chemical disturbances in ouabain encephalopathy and their relation to morphological 
changes. Experiments were carried out on two months old Wistar rats which were 
injected intracerebrally with 0.01—0.02 ml of ouabain solution containing 0.0025—
0.004 mg of glycoside. Control rats were injected with 0.01—0.02 ml physiological
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salt solution. In the period of 2 hours — 14 days the experimental and control ani
mals were decapitated and histochemical studies for glycogen, UDPG-G-transferase, 
phosphorylases, SDH, LDH, G-6-PDH, acid and alkaline phosphatases activity were 
performed. The accumulation of glycogen deposits was accompanied and preceded 
by an increase of glycogen metabolizing enzymes. In the same structures a decrease 
of SDH activity, an increase of G-6-PDH activity and acid phosphatase activity was 
stated.

Glycogen deposits and enzymic disturbances were present in cerebral cortex 
and Ammon’s horn of both hemispheres far from the injection place. The intensity 
of these disturbances was much more intense than could be expected from the his
tological picture.

It is difficult to explain the distribution of histochemical changes assuming only 
free diffusion of the ouabain. It seems likely that regional differences or distinct 
metabolism of the some structures may be responsible for their localization.
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