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MIECZYSLAW 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, Poznan

The sialic acid-containing group of tissue glycosphingolipids, known
as gangliosides is found predominantly in the grey matter 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 structure and composition (Suzuki, 1965). The individual ganglio-
sides may be distinguished by the number and position of monosaccharides
and by the number of sialic acid molecules constituting the nonlipid part
of the ganglioside molecule. With these observations as basis, some pri-
mary investigations were performed, dealing with changes of the ganglio-
side pattern in the cerebral white matter in various diseases of the central
nervous system. Apart from deviations observed in storage diseases such
as the GM,, GM, and other types of gangliosidoses, where the alterations
found in the white matter 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-
matory 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 matter in diseases associated with
myelin decomposition may be of interest. Special attention has been de-
voted to the apparently normal white matter 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 (Alling 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 further separated
and quantitatively estimated by the method of Suzuki (1964).

Extraction of gangliosides. A weighed portion of white matter slices
was homogenized in 20 volumes of chloroform : methanol (2 : 1, v/v) and
filered. To the so obtained Iipipd eNtract 0.2 vol. of 0.05 M naCl was added,
and the mixture 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 material 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 matter was spotted on a
thin-layer plate coated with silica gel B (Merck) and the plates were
developed with n-propanol-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,O 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 mu in a ,,Spectro-
nom” spectrophotometer.
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The individual ganglioside fractions were identified by comparing
their positions to reference gangliosides GM,; and GM, (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 matter in diseases characterized by myelin decomposition
are presented in Table 1. The ganglioside composition of the apparently
normal white matter 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 G, (GM,) and G; (GM,) at
the expense of the G, and G, fractions was noted.

The results of investigations of infantile white matter 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 G, (GD;y,) and of trisialo-
ganglioside G, (GT,) was increased and that of the basic monosialogang-
lioside G, (GM,) appeared in this disease markedly decreased. Less pro-
nounced alterations of the ganglioside spectrum were found in sudano-
philic leucodystrophy, in Krabbe’s leucodystrophy and in progressive
multifocal leucoencephalopathy cases.

On the contrary, the ganglioside pattern of the cerebral white matter

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
matter 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 rather be interpreted in terms of conta-
minating impurities of axonal origin (Norton, Autilio, 1966).

The glial cells of the white matter 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 matter are constituents of axonal membranes.
However, the ganglioside pattern of the grey matter 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. Rozdzial gangliozydéw w dojrzalej istocie bialej mézgu w chorobach

Go l G, (Gy)
Normal brain 8 cases 5.9%* 114
+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
ITI.M.S.case Occipital lobe 36 years 4.6 11.9
ITI.M.S.case Frontal lobe Age- i 12.7
ITI.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- 3.8 115
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 matter which suggest that they are not true
myelin constituents, it is by no means surprising that our material,
consisting of a rather 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 matter 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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in diseases connected with myelin lesions (material fixed in formaline)
polaczonych z rozpadem mieliny (material utrwalony w formalinie)

Ganglioside fractions *

G:Gpp) | GsGpw) | GuGmy) | GiGu) |  Ge(Gas)

30.1 32.6 14.8 5.2 <0.1

46.7(2.1) +4.0(1.3) +2.1(0.7) +2.2(0.7)
31.2 30.3 15.2 6.5 <01
+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 11.6 8.4 < 0:]
22.1 36.8 20.7 5.4 <0.1
23.8 36.0 19.1 4.6 <Y
35.4 30.8 14.8 4.6 <01
33.2 40.6 13.6 2.8 <01
32.5 26.3 17.8 6.1 i)
31.9 28.0 17.3 4.7 <901
31.8 26.3 11.9 5.8 <0.1
33.2 25.9 11.8 5.0 <0
40.4 24.7 FIES i Y ) < @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 9% of NANA
** Mean+ S.D.(S.E.)

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

Decreased contents of the main monosialoganglioside — G, (GM,) to-
gether with concomitant increased G,; (GT,) and G, (GD,,) 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. Rozdziat gangliozydéw w dzieciecej istocie bialej mézgu w chorobach

Age
Go | Gy(Gry)

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 il 2 e

leukoencephalopathy 13  years 5.5 11.8

Postcomatous encephalopathy 8 years 3.4 4.1

Postecomatous 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 matter
ganglioside spectrum, but the obtained picture was definitely different
from that in cases of subacute sclerosing leucoencephalitis (increased
content of G; (GT;) ganglioside with normal level of the G, (GM,) one).

The interpretation of our results obtained in sudanophilic and in
globoid leucodystrophy is rather difficult. Suzuki (1966) reported on a
changed ganglioside pattern in the white matter 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 matter 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, that only finally causes
demyelination within the commissural system.
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in diseases connected with myelin lesions (material fixed in formaline)

Polagczonych z rozpadem mieliny (material utrwalony w formalinie)

Ganglioside fractions*

GiGpn) | GxOpw) | GiGm) |  GuGas) | GO
8.5 28.9 Sy 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 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
1805w 8.9 51.3 15.9 3.4
11.3 14.0 50.0 10.1 2.0

* In 9 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 matter
in multiple sclerosis remains unaltered.

3. The ganglioside pattern of the white matter in subacute sclerosing
leucoencephalitis as well as in the spontaneous progressive leuco-
encephalopathy is deviated, and presumably 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 matter 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 GANGLIOZYDOW W USZKODZENIACH DEMIELINIZACYJNYCH
MOZGU A
Streszczenie

Przeprowadzono badania obrazu chromatograficznego gangliozydow istoty biatej
moézgu w przypadkach stwardnienia rozsianego, podostrego stwardniajacego zapa-
lenia istoty biatej mozgu, leukodystrofii, choroby Marchiafava-Bignami, postepujgcej
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samoistnej leukoencefalopatii oraz w uszkodzeniu mieliny w zespole po$pigczkowe]j
encefalopatii.

Wyniki badan, w ktorych stwierdzono odchylenia obrazu gangliozydow tylko
w niektérych badanych przypadkach $§wiadcza, Zze rozpad ostonek mielinowych nie
prowadzi do zmian w obrazie gangliozydow istoty bialtej moézgu. ROwniez w pozornie
prawidlowej istocie bialej moézgu w stwardnieniu rozsianym obraz gangliozydow
jest normalny. W podosirym stwardniajgcym zapaleriu istoty bialej mozgu i w po-
stepujgcej samoistnej leukoencefalopatii wystepujg znaczne przesuniecia w obrazie
gangliozydow istoty bialej, prawdopodobnie jako wynik zmian w metabolizmie blon
komérkowych, wywolanych zakazeniem wirusowym. Odchylenia obserwowane w po-
zornie prawidlowej istocie bialej w chorobie Marchiafava-Bignami zdaja sie by¢
jednym z przejawéw uogélnionych zaburzen przemiany lipidowej mobzgu, wyprze-
dzajgcych demielinizacje w ukladzie spoidiowym.

M. Benzep, 3. AnamuyeBcKa

KAPTUMHA TAHTJUMO3UJOB B JEMUEJIMHUIUPYIOIIUX
TIOBPEXKJIEHUAX MOSITA

Pe3wowMme

TIpoBoaMaNnCch MCCIeAOBaHMA XpPOMaTOrpacuyecKoil KapTUHbl raHrano3uaos Gesoro
BellleCTBa MO3ra B CJlydYadX PaCCeAHHOI'O CKJepo3a, cyOXpOHMYECKOro CKJIEepOTUMYeC-
Koro JnevikosHuedannuta, Gonesnu MapruadaBa-BUHEAMY, NPOrpecCUpYIONIEsi CITOH-
TaHHOM JIeViKOSHIedanonaTuu U INOBPEXIAEHMS MHUEJIMHA B CUMIITOME I10CIEKCMATO3-
HO¥M 9HuedasonaTun.,

PesynbraThl MCCJIEOBaHMIA B KOTOPHIX OOHADYXMUBAJNUCh OTKJOHEHMS KapPTUHBI
TQHIJIMO3UJ0B JIMIIL B HEKOTOPBIX MCCJIEAOBAHHBIX CIyYadAX CBUAETEJLCTBYIOT, YTO
pacrajZ; MMEeJIMHOBBIX 000JI0YeK He BeJIeT K U3MEHEeHMSIM B KapTUHe TaHIJIMO3UIO0B
6esoro BemjecTBa Mo3ra. TakiKe B KaXyLIMMCS NPAaBMIbHOM 6GEJIOM BellleCTBe MO3ra
B paccesiHHOM CKJlepOo3e KapTMHaA TaHIJIMO3UAOB HOpMalbHasg. B cybBXpoHu:IecKom
CKJIEDOTHYECKOM JIeMKOosHLedanuTe ¥ B CIIOHTAHHO! NPOrpecCUpYIOLIeil JeHKosHIe-
danonaTuy MMEIOTCA 3HAYUTEJbHbIE CABUTY B KAPTUHE TAHIIMO3UAOB 6ejioro Bemiec-
TBa, BEPOATHO BCJEACTBME M3MeHeHM)t Merabonmsma KieTouyHbIx MeMmbpan, BbI3BaH-
HBIX BMPYCHOM MH@EKLMeN.

OtkyioHeHMs, HabaoZaeMble B KaXXyUMMCA NPaBUILHOM 0eJioM BelecTBe B 60-
ne3un Mapkuacdasa-Bunbamu, KaxyTcsa ObITb OAHMM M3 NPU3HAKOB O06OGLIEHHBIX

HapylIeHW JMOUAHOTO MeTabonm3Ma MO3ra, ONepeskalonMxX AUMMEIVMHU3AUMIO B KO-
MUCCYyPaJbHOM CUCTEMC.
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KOMUNIKAT

W dniach od 14.11 do 16.11.1974 r. odbedzie sie w Poznaniu Syrpo-
zjum Dunajskie Neurologii, Neuropatologii i Neurologii Dzieciecej na
temat:

»WPLYW CYNNIKOW SRODOWISKOWYCH CHEMICZNYCH I FIZYCZNYCH
NA UKEAD NERWOWY”
Obrady toczy¢ sie beda w jezyku angielskim i niemieckim.
Termin zgloszenia doniesien — 1 marca 1974 r.
Termin nadsytania streszczen — 1 maja 1974 r.

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

ODCZYN PRYMITYWNYCH KOMOREK SIATECZKI
W PRZYPADKU DLUGOLETNIEJ CUKRZYCY

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

Omawiany przypadek zwrocil naszg uwage ze wzgledu na szczegdlny
odczyn mikrogleju, ktéry ujawnit sie prawdopodobnie w specyficznych
warunkach w tkance moézgowej, wywotanych cukrzyca.

OPIS PRZYPADKU

Pacjentka W. W., lat 57 (Hist. chor. 269/68) przez 10 lat chorowala na
cukrzyce; w ostatnich 5 miesigcach jej zycia wystgpily objawy neurolo-
giczne w postaci przemijajgcych niedowladéw i réwniez przemijajgcych
objawow polineuropatii, z powodu ktérych zostala przyjeta do Kliniki
Neurologicznej AM w Warszawie. Chora zmarla z powodu zatoru tetnicy
plucnej, po poéirocznym pobycie w Klinice. Badania dodatkowe précz
wysokiego poziomu cukru we krwi (76—421 mg®e) i w moczu (0,4—6,5%)
nie wniosly nic istotnego. Badanie ogélne i analiza elektroforetyczna bia-
tek ptynu mézgowo-rdzeniowego byly prawidlowe. Rozpoznanie kliniczne:
Laesio cerebri in individuo cum diabete mellito decompensato. Broncho-
preumonia bilateralis. Insufficientia circulatoria. Na sekcji ogdlnej poza
zatorem tetnicy plucnej i zakrzepem zyly udowej lewej, stwierdzono
sttuszczenie trzustki.

Moézg utrwalony w formolu wykazywal cechy obrzeku oraz zanik obu
biegunéw czolowych. Naczynia podstawy byly cienko$cienne, spadniete.
Na przekrojach czolowych stwierdzono obnizong spoisto$¢ obu galek

bladych i prazkowia oraz liczne ogniska martwicy, dwa z nich byly
ukrwotocznione.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki z obu pétkul mézgowych,
pnia i rdzenia kregowego, t. podstawnag, t. szyjng wewnetrzng w miejscu
trojpodziatu, korzonek przedni i tylny z odcinka ledzwiowego rdzenia,
pien nerwowy ze splotu barkowego i wycinek migesnia naramiennego.
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Skrawki barwiono hematoksyling-eozyng, metodg PAS, van Gieson,
Heidenhaina, Kliivera, Bodiana, Hortegi, Gomoriego, Holmesa i Cajala.

W badaniu mikroskopowym stwierdzono uszkodzenie wielu komoérek
nerwowych, polegajace na zmianach ischemicznych, przewlektych, sttusz-
czeniu i rozplywaniu tigroidu oraz rozlany odczyn glejowy z licznymi po-
staciami przerostowymi neuro- i mikrogleju, a zwlaszcza licznymi pa-
teczkami w korze centralnej i wyspie (ryc. 1), a ponadto obrzek i prze-
krwienie. W obu pélkulach byly widoczne liczne ogniska martwicze.
Martwice te mialy charakter wielofazowy: w jednym ognisku mozna byto
zaobserwowa¢ zaréwno odczyn leukocytarny, jak tez makrofagowy, czy
tez obraz blizny glejowo-mezodermalnej, lub objawy bardzo wczesnego
niedotlenienia. Zwracalo uwage wyrazniejsze uszkodzenie wraz ze zggb-
czeniem podloza pigtej i szostej, a odcinkami trzeciej warstwy kory.
Opustoszenia komérkowe byly wyrazne zwlaszcza w sektorach Sommera.
Grudki krwiopochodnego barwika wystepowaly w komoérkach zernych
i pozakomérkowo. Ciatka skrobiowate skupialy sie wokét komoér i w wars-
twie drobinowej kory. W zgabczalej istocie biatej plata czolowego i cie-
mieniowego obserwowano okolonaczyniowe nacieki zlozone z komorek
limfocytopodobnych i zernych. Niektére naczynia wykazywaly niewielkie
zmiany szkliste i widkniste. W korzonkach rdzenia kregowego stwierdzono
rozpad mieliny i uszkodzenie wiokien osiowych, wyrazniejsze w korzon-
kach przednich.

W obrebie jgder podstawy obu pétkul i w korze wyspy, a mniej licznie
w opisanych powyzej ogniskach martwic wielofazowych i polach zggbczen,
stwierdzono obecnos$¢ nietypowych komoérek. Komorki te wystepowatly
w kilku odmianach: mialy one owalne lub okrggle jadro, nieco wieksze
od jadra dojrzalego mikrogleju, z umiarkowang ilo$cig chromatyny
(ryc. 2). Niektére z nich miaty jadro pecherzykowate, przejasnione, skapg
ilo$¢ zarodzi i wygladaly jak komorki siateczki (ryc. 3). Lepszemu wysy-

Ryc. 1. Rozplem komorek paleczkowatych w korze ruchowej. H—E. Pow. 200 X.
Fig. 1. Proliferation of rod cells in motor cortex. H—E. X 200.

Ryc. 2. Stan gabczasty w istocie bialej przylegajgcej do ogniska martwicy w korze
plata ciemieniowego. Widoczne mlode komérki 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 komorki siateczki w okolicy jader podstawy w impregnacji
metodg Gomoriego. Pow. 200 X.

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

Ryc. 4. Rozplem pierwotnych komorek siateczki wokél wloéniczki. Most. H—E.
Pow. 1000 X,

Fig. 4. Proliferation of primitive microglial cells around the capillary. Pons. H.—E.
X 1000.
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ceniu jagdra chromatyng towarzyszylo powiekszanie sie rgbka cytoplazmy,
az do przeksztalcenia sie komoérki w dojrzalego makrofaga (ryc. 6). Ko-
morki z jasnym jadrem i skapg ilosScig cytoplazmy wykazywaly duzg
aktywno$¢ mitotyczng (ryc. 9. W rozwojowo starszych komdrkach obser-
wowano jedynie podzialy amitotyczne. Rozplem komérek byt widoczny
wokol wlosniczek lub przydanki wiekszych naczyn i byl najzywszy w oko-
licach dotknietych przewleklym niedotlenieniem, dajagcym obraz martwicy
niezupelnej. Obszary martwicy niezupeilnej wystepowaty w jadrach pod-
stawy (ryc. 6, 7), w korze wyspy i czesci podstawowej mostu (ryc. 4). Dla
otrzymania pelnej charakterystyki tych komoérek wykonano metodg Hor-
tegi barwienie na mikroglej, w ktéorym jadra tych komérek wyimpregno-
waly sie bardzo silnie, natomiast w okolicach zywego rozplemu zarys
cytoplazmy byl ledwo widoczny. Barwienie na siateczke, wg Gomoriego,
uwidocznilo rowniez zarys jader tych komorek i bardzo delikatne wio-
kienka srebrochtonne (ryc. 3).

OMOWIENIE

W opisanym przypadku chorej na cukrzyce, ktéra zmarta z przyczyny
pozamoézgowej, sekcyjnie nie stwierdzono uszkodzenia ukladu naczynio-
wego; nie znaleziono tez materiatu zatorowego w tetnicach szyjnych, ani
w lewym sercu; jak réwniez zadnego patologicznego polgczenia miedzy
sercem prawym a lewym, ani przerostu mie$nia serca.

W przedstawionym powyzej obrazie uszkodzenia osrodkowego uktadu
nerwowego zwracajg uwage:

1. Zmiany typu przewleklego niedotlenienia mézgu z licznymi ognis-
kami martwicy wielofazowej przy niewspoimiernie malym uszkodzeniu
ukladu naczyniowego. Lokalizacja i charakter tych zmian pozwalaly
zakwalifikowa¢ je jako encefalopatie i neuroradikulopatie cukrzycowa
(Bell 1952, Boudnelle i wsp. 1966, Ditzel 1968, Erbsloeh, Schraeder 1963,

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

Rye. 6. Ognisko rozmiekania w okolicy ciemieniowo-potylicznej. Widoczny roz-
plem pierwotnych komoérek siateczki i makrofagi. H.-E. Pow. 1000 X.

Fig. 6. Necrotic area in parieto-occipital region. Praliferation of primitive micro-
these cells mitotic figures are seen. H.-E. X 1000.

Ryc. 7. Okolonaczyniowy rozplem komérek siateczki w jgdrach podstawy. W ko-
moérkach tych widoczne podzialy 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
iwsp. 1967).

2. Obecnosé¢ charakterystycznych komérek w zmienionej, niedotlenio-
nej tkance. Wystepowaly one w kilku odmianach, dajgc sie uszeregowac:
w ciggu rozwojowym od prymitywnej komorki siateczki do dojrzatego
makrofaga. Komoérki te wykazywaly wyrazny zwigzek ze Sciang naczyn
i zywo sie mnozyly (figury podziatu). Zgodnie z Feiginem (1969) zakwali-
fikowano je jako prymitywne komorki siateczki i ich pochodne ulegajgce
przeksztalceniu w komorki zerne mikrogleju.

Obecnos¢ réznorodnych form mikroglejowych i liczne postacie mito-
tyczne nasuwaly konieczno$¢ roéznicowania ze sprawg nowotworowg —
microgliomatosis. Brak charakterystycznych dla tego nowotworu komérek
przemawial przeciwko takiemu rozpoznaniu (Russel, Marshall 1948, Russel,
Rubinstein 1963, Peison 1967, Vuia 1968, Castaigne 1968).

W omawianych komérkach oprécz mitoz, obserwowano tylko niewielkie
przejasnienie jadra w poréwnaniu do jadra dojrzatego mikrogleju, poza
tym brak bylo makroskopowo widocznego utkania nowotworowego. W li-
teraturze spotkano tylko jeden przypadek bez makroskopowo widocznego
utkania nowotworowego, ktéory Adams i Jackson (1966) zaliczyli do mi-
crogliomatosis.

Obecnos¢ mitoz w tych komérkach nie wydaje sie przeczy¢ ich od-
czynowemu charakterowi. Prymitywne komdrki siateczki stanowig po-
tencjalng rezerwe mezenchymalnych mozliwosci odczynowych w tkance
mozgowej i moga sie rozmnaza¢ w nastepstwie uszkodzenia. Ich dorosty-
mi postaciami moga by¢ makrofagi (Feigin 1969). Na odczynowg aktyw-
no$¢ mitotyczng tych komorek zwracali uwage Hachenberg i Graf (1968)
w przypadku bakteryjnego zapalenia opon z odczynem siateczkowo-hi-
stiocytarnym oraz Cammermeyer (1967) w rozsianym ziarniniakowatym
zapaleniu mozgu u szczuréow. Kreutzberg (1968) obserwowal wysokg
aktywnos¢ mitotyczng komorek zidentyfikowanych jako okoloneuronalne
komcrki mikrogleju po przecieciu n. VII. Utozsamiajac te komoérki z pry-
mitywnymi komoérkami siateczki pozostaje uzasadni¢, dlaczego uwidoczni-
ly sie one wlasnie w tym przypadku, a tak rzadko stwierdza sie je w in-
nych uszkodzeniach mézgu. Feigin, opierajac sie m.in. na pracach Haina,
uwaza, ze czas zycia tych komoérek w uszkodzonej tkance jest bardzo
krotki, przechodzg one bowiem szybko w dojrzale makrofagi; ujawnia je
martwica skrzepowa. Ponadto sg one widoczne w polach wczesnego nie-
dotlenienia, zwlaszcza, gdy niedotlenienie to powstaje powoli i jego nasi-
lenie nie jest jednakowe w obrebie niedotlenionego obszaru. Wydaje sie,
ze takie warunki zaistnialy wlasnie w naszym przypadku, w ktérym
proces cukrzycowy sprzyjal niejednoczasowemu uszkodzeniu nawet po-
szczegblnych neurocytéw. Zwlaszceza, ze w opisanym przypadku cukrzyca
trwala 10 lat i przez ostatnie 6 miesiecy zycia chorej byla z calg pewnoscia
niewyréwnana. Nagly zgon chorej z powodu zatoru tetnicy plucnej przy-
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czynil sie niejako do ,,utrwalenia” pewnej ilosci komoérek mikroglejowych
w ich mlodej postaci, hamujgc przemiane w makrofagi.

JI. MBanoBcky, A. EnaxeeBcka

PEAKIIUA IIPMMUTUBHBIX KJIETOK CETOYKMU B CIYYAE
MHOTOJIETHETO JTUABETA

Pes3wowMme

Omnucan cayqait 6onbHOM Amnaberom B TeuyeHue 10 mer. ITocmMepTHOe McCcCjiefOBaHUE
MO3ra, KpoMe KapTuHbl juabeTHOi SHuedanonaTuy, oOHAPYKMUJI0 B PaifOHaAX TUIOK-
CMY MHOT'OYMCJIEHHBIE XapaKTepHbIe KJIeTKM MHQMUIbLTPATAa. ABTOPhI 3a4MCIMIM 9TH
KJEeTKM K NPUMMUTMBHBIM KJIETKAM CETOYKM M MX TIPOM3BOAHBIE — B HaNpaBJEeHUU
U3MeHeHMi1 K (opMe B3POCIBIX Makpodaros. Biarojaps HaJM4Mi0 0COOEHHEIX YCJO-
BMIT 4aCTh KJIETOK HE II0ABEPriiach M3MEHEeHMIO.

L. Iwanowski, A. Jedrzejewska

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

Summary

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 “SE-SELENOMETIONINY
DO BIALEK OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO KROLIKA
Z UWZGLEDNIENIEM LOKALIZACJI WEWNATRZKOMORKOWEJ

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

Zainteresowanie metioning wigze sie z funkcjg, jakg pelni ten amino-
" kwas w osrodkowym ukladzie nerwowym. Metionina metabolizowana
na drodze trans-sulfuracji daje zwigzki regulujgce przewodnictwo i po-
tencjal oksydoredukcyjny neuronu. Ponadto jest ona niezbednym pre-
kursorem i skladnikiem w procesie biosyntezy bialka.

Wyniki dotychczasowych badan, prowadzonych gléwnie na ukladach
bakteryjnych wykazaly, ze podstawienie zwigzkéw organicznych selenu
w miejsce analogéw siarkowych nie zmienia ich aktywnosci biologicznej
a aminokwasy znakowane selenem zachowujg sie podobnie do amino-
kwaséw siarkowych (Lam, Olson 1964, Rosenfeld, Beath 1964). Zastoso-
wanie w badaniach Se-selenometioniny nie wskazuje na wystepowanie
zmian ubocznych, zwigzanych z obecnoscig selenu, poniewaz stezenie
tego pierwiastka w badanych ukladach jest znacznie nizsze od poziomu
toksycznego. Ponadto “Se, posiadajgcy korzystne wiasnosci fizyczne (pro-
mieniowanie gamma o stosunkowo wysokiej energii) upraszcza w znacz-
nym stopniu technike pomiaru radioaktywnosci w materiale biologicz-
nym.

Celem podjetej pracy bylo przesledzenie dynamiki wbudowywania
selenometioniny znakowanej selenem ™Se do bialek réznych struktur
anatomicznych osrodkowego ukladu nerwowego, okreslenie wewnatrz-
komorkowej lokalizacji izotopu i ocena przydatnosci selenowej pochodnej
metioniny do badan nad metabolizmem metioniny siarkowej w tkance
nerwowej.

W zwigzku z teoretycznie uzasadniong mozliwoscig metabolizowania
selenometioniny do selenocystyny, oznaczano réwniez wzgledng zawartosé
obu aminokwasoéw w radioaktywnych biatkach.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 60 kroélikach rasy szynszyl, plci
obojga, w wieku 2—3 miesiecy, wagi 2—3 kg, odzywianych dietg stan-
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dardowg. Zwierzetom wstrzykiwano “Se-l-selenometionine (prod. Amer-
sham—Anglia) do zyly usznej brzeznej w ilosci 10 uCi/kg wagi, u$mier-
cano je zatorem powietrznym w czasie 10, 20, 40, 60 min, 2, 4, 6, 12
i 72 godz. po wstrzyknieciu izotopu i wyjmowano mozg, z ktérego po-
bierano do badania pétkule moézgu, wzgorze, pien moézgu, géorny odcinek
rdzenia szyjnego i poétkule mézdzku. Pobrane wycinki tkanki homoge-
nizowano w 5% zimnym TCA, wytrgcony osad bialka poddawano ko-
lejnym ekstrakcjom wg metody podanej przez Robertsa i wsp. (1955)
i oznaczono wzgledne radioaktywnosci w uzyskanych drogg ekstrakcji
frakcjach wolnych aminokwaséw, lipidow, kwasow nukleinowych i bia-
lek. Azot bialkowy oznaczano mikrometoda Kjeldahla wg Steyermerka
(1961). Dla okreslenia wewnatrzkomoérkowej lokalizacji *Se-selenometio-
niny badano aktywnos¢ frakcji jadrowej, mitochondrialnej i uktadu cyto-
plazmatycznego, obejmujgcego mikrosomy i cytoplazme, w czasie 15, 30,
60 min po wstrzyknieciu izotopu.

Wymienione ultrastruktury otrzymywano na drodze frakcjonowanego -
wirowania homogenatéw wybranych czeSci moézgu (pétkuli mézgu, wzgo-
rza i pnia mézgu) wg metody Stahla i wsp. (1963). Czystosé otrzymanych
frakcji kontrolowano testami biochemicznymi, badajgc aktywnosé¢ cha-
rakterystycznych enzymow. Uklad cytoplazmatyczny testowano bioche-
micznie oznaczajgc aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej
(E.C.1.1.1.49) — enzymu specyficznego dla frakeji cytoplazmatycznej
(Lohr i Walter 1963) i glukozo-6-fosfatazy (E.C.3.1.3.9) — enzymu zwigza-
nego z frakcjg mikrosomalng (Harper 1963). Enzymem specyficznym dla
frakcji mitochondrialnej byla dehydrogenaza glutaminianowa (E.C.1.4.1.2),
ktorej aktywnos$¢ oznaczano wg metody Schmidta podanej przez Berg-
meyera (1963). Frakcje mitochondrialng dodatkowo przebadano pod
wzgledem czynnosciowym, okreslajgc jej zdolnos¢ do proceséow oksyda-
cyjnej fosforylacji i przeprowadzajac kontrole oddechowg. Oceny aktyw-
nosci oddechowej dokonywano metoda polarograficzng opisang przez
Chance’a (1955). Frakcje jadrowg sprawdzono na zawarto$¢é hemoglobiny
wg metody Bergmana i Prinzmetala (1946). Z otrzymanych ultrastruktur
komoérkowych izolowano biatko za pomoca TCA o stezeniu koncowym
5% i wytrgcony osad oczyszczano wg metody podanej przez Robertsa
i wsp. (1955).

W celu ustalenia, czy podana zwierzeciu “Se-selenometionina whbudo-
wuje sie bezposrednio do bialtek osrodkowego ukladu nerwowego, czy tez
jest uprzednio metabolizowana do selenocystyny, izolowano z hydrolizatu
biatek oddzielnie metionine i cystyne, lgcznie z ich analogami selenowymi.
Cystyne wytracano za pomocg tlenku miedziowego w warunkach podanych
przez Simpsona i Tarwera (1950). Dla wyizolowania metioniny zastoso-
wano metode Williamsa i Dawsona (1952). Nastepnie okres$lano wzgledne
radioaktywnosci “Se-selenometioniny i “Se-selenocystyny. Pomiary ra-
dioaktywnos$ci prowadzono w scyntylacyjnym liczniku studzienkowym
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typu SE-2 z krysztalem NaJ (Tl). Pomiary przeprowadzono przy nasta-
wionej liczbie zliczen, wynoszacej 10.000 impulséw. Wartosci liczenia
przekraczaly najczesciej 20-krotnie wartosci tla, co pozwolito przewidzie¢
sredni wzgledny blad kwadratowy wynoszgcy okoto 1%. Uzyskane wy-
niki liczbowe wyrazono w postaci srednich arytmetycznych oraz odchy-
lenia standardowego dla kazdej z badanych grup zwierzat.

WYNIKI

Analiza rozkladu radioaktywnosci pomiedzy poszczegélne frakcje che-
miczne otrzymane w procesie izolowania i oczyszczania bialka z wybra-
nych struktur anatomicznych wykazala, ze w przedziale czasu objetym
do$wiadczeniem najwyzsza radioaktywnos$¢ wystepuje we frakcji amino-
kwasowej i bialkowej, przy bardzo niskim poziomie radioaktywnosci
kwaséw nukleinowych i lipidow (tab. 1). W miare uplywu czasu krgze-
nia zwigzku (20—60 min) obserwowano spadek wzglednej radioaktywnosci
selenometioniny wolnej we frakcji aminokwasowej przy réwnoczesnym
jej wzroscie w bialkach. Zjawisko to wystepowalo najwyrazniej w poél-
kuli mézgu i mézdzku, nieco stabiej w pniu mézgu.

W celu ustalenia roznic tcpograficznych w stezeniu znacznika w bial-
kach okreslono radioaktywnos$¢ wlasciwg bialek badanych struktur ana-
tomicznych w réznym czasie po wstrzyknieciu ®Se-selenometioniny. Pro-
ces wbudowania aminokwasu do bialek przebiegal wydajnie tylko
w pierwszej godzinie krgzenia zwigzku (tab. 2). W dalszym przedziale
czasu od 1 do 72 godziny nie obserwuje sie juz istotnego przyrostu radio-
aktywnosci we frakcji bialkowej. Nieznaczny spadek radioaktywnosci
wlasciwej bialek, wystepujgcy najczesciej w czasie miedzy 1—2 godzing
od wstrzykniecia zwigzku i zaznaczajgcy sie we wszystkich badanych
okolicach jest statystycznie nieznamienny. Pomimo braku statystycznie
znamiennych réznic we wbudowywaniu selenometioniny do bialek po-
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Ryc. 1. Wzgledny rozklad radioaktywnos$ci bialek badanych struktur anatomicznych
ofrodkowego ukladu nerwowego po dozylnym wstrzyknieciu 7Se-selenometioniny.

Fig. 1. Relative distribution of protein radioactivity of the central nervous system
anatomical structures after injection of 7Se-selenomethionine.
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szczegblnych struktur, widoczne sg tendencje wartosci liczbowych, wy-
raznie zaznaczone u pojedynczych zwierzagt. Zaréwno po 1 jak i po 72
godzinach radioaktywnos¢ wilasciwa bialek malata w kierunku:
moézdzek — pétkula moézgu — wzgoérze — pien mozgu — rdzen

Najwieksze réznice procentowe poziomu radioaktywnosci bialek ba-
danych struktur stwierdza sie w 10 i 20 minucie po wstrzyknieciu zwigzku
(ryc. 1). Najwyzszg radioaktywnos¢ majg w tym czasie biatka mézdzku,
najnizszg bialka rdzenia. Posrednie warto$ci wykazujg kolejno biatka
potkuli moézgu, wzgorza i pnia moézgu.

Wewngtrzkomorkowy lokalizacje “Se-selenometionininy okres§lono na
podstawie pomiaréw radioaktywnosci ultrastruktur. Na podstawie wyni-

Tabela 1. Wzgledna radioaktywnosé frakeji chemicznych badanych okolic osrodkowego
ukladu nerwowego wyrazona jako odsetek radioaktywnosei homogenatu po dozylnym
wstrzyknieciu 75Se-selenometioniny (wszystkie doswiadezenia wykonano w grupach
liczacych po 5 zwierzat) .
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)

. A Czas
Badana ‘okohca Badana frakeja Time
Region Fraction v
. 20min | 40 min | 60 min

aminokwasowa 46,0+1,9 39,0435 31.24-45
amino acid

Poélkula mébzgu biatkowa 51,04-1,0 58,34+-4,0 65,84-2,6

Cerebral protein

hemisphere lipidowa 1,44-0,5 1,04-0,2 1,74-0,8
lipid ;
kwas6w nuklein. 1,84-0,3 1,74-0,4 2,141,0
nucleic acid
aminokwasowa 46,1+ 0,4 39,7413 32,0450
amino acid

Mézdzek bialkowa 49,74-0,1 55,14-3,1 64,343,7

Cerebellum protein
lipidowa 1,34-0,3 1,74-0,7 1,84-0,9
lipid
kwaséw nuklein. 1,74+0,5 1,94-0,2 1,84-0,5
nucleic acid
aminokwasowa 50,44-1,1 45,94+-4,6 39,14+-4,0
amino acid

Piert mézgu bialkowa 46,64-0,9 50,7+1,5 54,04-2,2

Brain stem protein
lipidowa 0,44-0,1 0,74+0,2 1,54+0,4
lipid
kwaséw nuklein. 1,940,3 1,74-0,5 2,74+0,5
nucleic acid \
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kow badan kontrolnych, dotyczacych rozkladu aktywno$ci enzymoéw cha-
rakterystycznych dla badanych frakcji subkomoérkowych stwierdzono, ze
obrana metoda frakcjonowania daje ultrastruktury, charakteryzujgce sie
specyficznym obrazem enzymatycznym o wzglednie niskiej kontaminacji
krzyzowej (ryc. 2). Ocena aktywnos$ci oddechowej i fosforylacyjnej frakeji
mitochondrialnej wykazala wysoki stopien sprzezenia oksydacyjnej fosfo-
rylacji z oddychaniem. Kontrola oddechowa dla substratu, jakim byt glu-
taminian, wynosila powyzej 6, a iloraz fosforylacyjny ADP/O wynosit
2,2—2,4. Otrzymywana frakcja jadrowa nie byla w sposob istotny zanie-
czyszczona krwinkami czerwonymi.

Pomiary radioaktywnosci wlasciwej biatek wyizolowonych z badanych
ultrastruktur wykazaly, ze najwyzszg aktywnos¢ wilgczania “Se-seleno-
metioniny posiadaly biatka ukladu cytoplazmatycznego, nizsza bialka

Tabela 2. Radioaktywnosé¢ wlasciwa bialek otrzymanych z badanych struktur osrodko ~
wego ukladu nerwowego krélika po dozylnym wstrzyknieciu 75Se-selenometioniny
wyrazona w imp/min/mg azotu bialkowego; wartoéci érednie i odchylenia standardowe
(wszystkie doéwiadczenia wykonano w grupach liczacych 5 zwierzat)
Table 2. Specific radioactivity of proteins isolated from the rabbit central nervous
system structures after intravenous injection of 758e-selenomethionine expressed in
counts/min/mg of protein nitrogen ; mean values and standard deviations (all experiments
were performed in groups of 5 animals)

Struktura anatomiezna
Czas od wstrzyk- Anatomical structure joi 4
niecia zwigzku Pélkula
Time after mézgu Wzgbrze Pieni Rdzen Moézdzek
injection Cerebral
Rl bt 1 Thalamus | Brain stem | Spinal cord | Cerebellum
phere
10 min 63+13 55414 45+11 35412 105423
20 min 2674-46 2474 55 205--40 164+ 36 308 4 67
40 min 365143 3556427 325436 307442 450+ 66
b 5544109 465463 450468 421 -+ 56 563456
2 h 527460 432442 408 40 3154 31 499+ 61
4 h 512482 435433 432450 380470 531462
6 h 5314175 440478 403460 34952 547422
12 h 562487 5301+ 88 5154+ 74 423467 583441
72 h 665481 645--70 635167 4584-85 67384

frakcji jadrowej, najnizszg biatka mitochondrialne (tab. 3). Przebieg krzy-
wych ma ten sam charakter we wszystkich badanych strukturach, réznice
dotyczg jedynie wartosci liczbowych. Typowy rozklad radioaktywnosci
wlasciwej biatek ultrastruktur komorkowych mézdzku przedstawia ryc. 3.
Proces wbudowywania selenometioniny do biatek ultrastruktur przebiega
z r6zng predkoscig. Pomimo, ze radioaktywnos$¢ bialtek ukladu cytoplazma-
tycznego w czasie 15—60 min wykazuje najwyzsze wartosci, jej wzrost
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Ryc. 2. Aktywno$§é enzymé6w wyrazona jako odsetek aktywnoéci enzymu specyficz-
nego dla danej frakcji.

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

poczawszy od 15 minuty krgzenia zwigzku jest wolniejszy w poréwnaniu
ze wzrostem radioaktywnosci biatek frakcji mitochondrialnej i jadrowej.
W czasie 15—60 minut radioaktywnos¢ bialek wyizolowanych z frakcji
mitochondrialnej rosnie $rednio 10 razy, bialek wyizolowanych z frakcji
jadrowej 8 razy. Najnizszy, 7-krotny wzrost wykazujg biatka ukladu cyto-
plazmatycznego. Réznice pomiedzy poszczegbélnymi ultrastrukturami za-
znaczone sg wyraznie przy porownaniu wzglednego rozkladu ich aktyw-
nosci w odniesieniu do radioaktywnosci homogenatu (ryc- 4). Wyniki
wskazujg na zmniejszanie sie w czasie radioaktywnosci ukladu cytoplaz-
matycznego z rownoleglym wzrostem radioaktywnosci frakeji mitochond-
rialnej i jgdrowej. Zjawisko to ma podobny przebieg we wszystkich ba-
danych strukturach anatomicznych.

W celu ustalenia, czy selenometionina- wbudowuje sie do bialek osrod-
kowego ukladu nerwowego w postaci natywnej czy tez ulega uprzednio
przeksztalceniu do selenocystyny czy selenocysteiny, przeprowadzono
identyfikacje aminokwaséw znakowanych Se w hydrolizacie wyizolo-
wanego biatka. Strata radioaktywno$ci w czasie hydrolizy, spowodowana
czeSciowym rozpadem aminokwaséw znakowanych Se wynosila w tej
serii badan okoto 10%. Badania wykazaly, ze ”Se-selenometionina wbu-
dowuje sie do bialek moézgu zar6wno w postaci selenometioniny jak i sele-
nocystyny (tab. 4). Po 20 i 40 minutach ilo$¢ selenometioniny zmniejsza
sie we wszystkich badanych strukturach, wzrasta natomiast ilo§¢ seleno-
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Rye. 3. R.adioaktywnoéé wlasciwa bialek wyizolowanych z ultrastruktur komoérko-
wych mézdzku po dozylnym wstrzyknigciu 73Se-selenometioniny (imp/min/mg azotu
biatkowego). Warto$ci §rednie.

Fig. 3. Specific radioactivity of proteins isolated from cellular ultrastructures of
cerebellum after intravenous injection 7Se-selenomethionine (counts/min/mg of
protein nitrogen). Mean values.
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Ryc. 4. Wzgledny rozklad radioaktywno$ci w ultrastrukturach komérkowych bada-

nych okolic jako odsetek radioaktywnoéci homogenatu (pozbawionego debrytu i frak-

cji przemycia) przyjetej za 100°% po dozylnym wstrzyknieciu 7Se-selenometioniny.
A — potkula mézgu, B — mbzdzek, C — pien mozgu.

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 7Se-selenomethionine. A — cerebral he-
misphere, B — cerebellum, C — brain stem.

cystyny. Po jednej godzinie od dozylnego wstrzyknigcia zwigzku stwier-
dzono w hydrolizacie bialka izolowanego 69—72%0 ™Se-selenometioniny
i 28—31%0 "Se-selenocystyny. Uzyskane wyniki wskazuja na metaboli-
zowanie selenometioniny przez osrodkowy uklad nerwowy.
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Tabela 3. Radioaktywnoéé wladciwa bialek wyizolowanych z ultrastruktur komérkowych

badanych okolic oérodkowego ukladu nerwowego po dozylnym wstrzyknieciu 75Se-

-selenometioniny imp/min/mg azotu bialkowego; wartoéci érednie i odchylenia standardo-
we (wszystkie do$wiadczenia wykonano w grupach liczacych po 5 zwierzat)

Table 3. Specific radioactivity of proteins isolated from cellular ultrastructure of the
central nervous system regions after intravenous injection "of 7:Se-selenomethionine
counts/min/mg of protein nitrogen ; mean values and standard deviations (all experiments

were performed in groups of 5 animals)

j Bialka,
Badana okolica f Proteins of
Czas od | homogenatu| frakeji frakeji
oy g JL )
Region “’Sm?' knigcia | jadrowej mitochon- ukladu
.zw1qzku ! drialnej cytoplaz-
T.m‘le 9',fter homogenate| nuclear mitochon- ma.tycznego
injection fodation drial cytoplasmic
fraction | Ao
|
Pélkula moézgu 15 min 614+ 6 41411 224+ 4 82414
Cerebral ‘ 30 min 247432 165423 125419 307451
hemisphere ’ 60 min 49039 348441 230442 583142
s ? 15min | 89116 57+12 42411 108-+18
Mbézdzek 30 min 207443 | 195432 | 149417 | 362134
Sembeliale | 60 min 535429 | 354451 | 292437 | 615147
Pieri mézgu | 15 min 49+ 8 31+ 9 16+ 4 70411
Brain stem ' 30 min 203417 151418 96419 2864-35
} 60 min 443429 286431 198 +-31 524458

Tabela 4. Radioaktywnoéé aminokwaséw znakowanych 75Se izolowanych z precypitatu

biatek badanych okolic osrodkowego ukladu nerwowego, wyrazona jako odsetek radio-

aktywnoéei hydrolizatu, przyjetej za 1009, (imp/min); wartodci érednie i odchylenia
standardowe

Table 4. Radioactivity of 758e-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

Pélkula mézgu Moézdzek Pieri mdzgu
Czas od Cerebral hemisphere Cerebellum Brain stem
Wernie: 758e- | 758e 58e l 758e 758e 758e
cia zwigzku| | B (el 1 'H e ek 'v TS
e e &gstyna ' E\:Iotlonma ?yatyna! IV‘Ietxomna Cystyna ‘\ Bi[etlonma,
injection | ¢ 1 i SSe-. ’ 7'88'. : 7SSe-. " 7ASC-. ;
cystine t methlonme’ cystine i methionine | cystine E methionine
J ‘ ’ i l
20 min 184 7 f 82010 2048 | 80412 174 6 [ 8315
40'min 244 9 | 76411 | 2246 ' 78411 19+ 8 81411
60 min 29412 | 71410 3148 69+ 9 28413 l 72414
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OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Wstepnym zagadnieniem wymagajacym wyjasnienia bylo dokonanie
oceny przydatnosci selenowej pochodnej metioniny do badan nad wlgcza-
niem metioniny siarkowej do biatek o$rodkowego ukladu nerwowego. Na
podstawie otrzymywanych wynikéw ustalono, ze ™Se-selenometionina
przechodzi z ukladu naczyniowego do puli wolnych aminokwasow tkanki
nerwowej i wbudowuje sie do biatek. Sladowg radioaktywno$cig charakte-
ryzowatly sie frakcje lipidowe, a nieco wyzsza frakcja zawierajgca kwasy
nukleinowe. Radioaktywnos¢ tej ostatniej mozna przypisa¢ obecno$ci nie
wyekstrahowanych aminokwaséow i nie zhydrolizowanego aminoacylo-
-tRNA. Podobny rozklad radioaktywnosci we frakcjach chemicznych
tkanki nerwowej po podaniu *S-metioniny opisali Gaitonde i Richter
(1956) oraz Kolousek i Babicky (1961). Procentowy udzial radioaktyw-
nosci wolnej selenometioniny malal w miare uplywu czasu na rzecz
selenometioniny zwigzanej z bialkami.

Oznaczajgc radioaktywnos$¢ wlasciwg biatka w réznym czasie po poda-
niu radioaktywnego zwigzku mozna oceni¢ kinetyke procesu wbudowy-
wania aminokwaséw do bialek, bedacg wyrazem wydajnosci syntezy.
W przeprowadzonych doswiadczeniach najwiekszy wzrost radioaktyw-
no$ci wlasciwej bialek osrodkowego ukladu nerwowego mial miejsce
w pierwszej godzinie krgzenia zwigzku. W dalszym przedziale czasu
(1 godz — 72 godz) nie stwierdzono juz tak istotnych zmian. Zaobser-
wowane zjawisko przemawia za istnieniem w o$rodkowym ukladzie
nerwowym bialek o intensywnej przemianie.

Warto zaznaczyé¢, ze miedzy 1—2 godzing od chwili podania “Se-sele-
nometioniny we wszystkich badanych okolicach wystepowala tendencja
do spadku aktywnosci bialek i nastepnie do jej ponownego wzrostu.
Mogloby to §wiadczy¢ o istnieniu dwoéch grup bialek o réznych okresach
pottrwania (T 1/2), co jest zgodne z wynikami badan Liwnicza (1968)
nad kinetykg zaniku puli wolnej “Se-selenometioniny w moézgu i prze-
chodzenia jej w formy zwigzane z bialkami. Podobne tendencje spadkowe
zaobserwowal Burdman i wsp. (1970), badajac wigczanie leucyny znako-
wanej trytem do biatek ultrastruktur komérkowych mézgu.

Wyniki pomiaréw radioaktywnosci wlasciwej bialek badanych struktur
anatomicznych, wskazujg na roéznice topograficzne w intensywno$ci bio-
syntezy bialtka, zaznaczone najwyrazniej w 10 i 20 minucie krgzenia
zwigzku. Najwyzsze radioaktywno$ci wiasciwe uzyskano dla biatek mézdz-
ku, nizsze kolejno dla bialek potkuli mézgu, wzgorza, pnia mézgu i rdze-
nia. Wymienione struktury réznig sie wiekiem filogenetycznym i budowa
histologiczna, przede wszystkim stosunkiem populacji neuronalnej i glejo-
wej. Wbudowywanie 73Se-selenometioniny do bialek, podobnie zresztg jak
innych aminokwaséw, jest wyzsze w strukturach z przewaga neuronéw
i mniejsza ilo$cig komérek glejowych, poniewaz synteza biatka zachodzi
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giownie w perikarionach komérek nerwowych (Altman 1963, Mérei i Gall-
yas 1964, Droz 1969).

Badania wewnatrzkomoérkowej lokalizacji 7*Se-selenometioniny w ro:-
nym czasie po dozylnym wstrzyknieciu wykazaly najwyzsza radioaktyw-
nos¢ ultrastruktur komoérkowych moézdzku, najnizszg ultrastruktur ko-
morkowych pnia mézgu. Pétkula moézgu zajmowala miejsce posrednie.

Zréznicowanie radioaktywnosci ultrastruktur w zaleznosci od topografii
analizowanych okolic najwyrazniej zaznaczalo sie na poczagtku do$wiad-
czenia. Po 15 minutach krgzenia ™Se-selenometioniny radioaktywnosé
biatek ukladu cytoplazmatycznego moézdzku byla o 30% wyzsza od ana-
logicznej ultrastruktury poétkuli moézgu. Radioaktywno$¢é frakeji mito-
chondrialnej przewyzszala o prawie 90% radioaktywno$é¢ frakcji mito-
chondrialnej pétkuli. Podobne wyniki uzyskal Palladin i wsp. (1959)
w badaniach prowadzonych na moézgach kotéw przy pomocy *S-metio-
niny. Wiadomo, ze moézdzek charakteryzujg pewne odrebnosci morfolo-
giczne i biochemiczne, wyrézniajagce go sposrdéd innych struktur oérod-
kowego ukladu nerwowego. W zwigzku z powyzszym trudno wnioskowaé
o jego cechach metabolicznych na podstawie badan poréwnaweczych z in-
nymi okolicami mézgowia, prowadzonych na poziomie komérki.

Badania nad wlaczaniem aminokwaséw do biatek ukladu nerwowego
prowadzone zaréwno w ukladach in vitro jak i in vivo wykazaly, ze proces
ten najintensywniej przebiega we frakcji mikrosomalnej (Clouet, Richter
1957, 1959, Furst i wsp. 1958, Palladin i wsp. 1959). Réwniez w moich
doswiadczeniach radioaktywnos¢ wlasciwa bialek ukladu cytoplazma-
tycznego (zawierajagcego mikrosomy i cytoplazme), przewyzszala znacz-
nie radioaktywno$¢ bialek wyizolowanych z pozostalych ultrastruktur.
Wyniki réznig sie od wynikéw Burdmana (1970). Autor ten zaobserwowat
intensywne wilgczanie znakowanej leucyny do bialek frakeji jgdrowej
moézgu, w wyniku czego specyficzna radioaktywnos$¢ bialek jadrowych
byla réwna lub nawet nieco wyzsza od radioaktywnosci bialek mikroso-
malnych.

Kinetyki wlgczania ®Se-selenometioniny do poszczegélnych ultrastruk-
tur réznity sie¢ miedzy sobg. W czasie 15—60 minut przyrost radioaktyw-
no$ci biatek frakcji cytoplazmatycznej byl nizszy niz bialek frakcji jgd-
rowej i mitochondrialnej. W konsekwencji réznica miedzy radioaktyw-
noscig wlasciwa bialek ukladu cytoplazmatycznego i pozostalych ultra-
struktur zmniejszala sie w czasie. Analogiczne badania przeprowadzone
przez Bielika i Tjuleniewa (1966) z *S-metioning wykazaly najwyzsza
radioaktywnos¢ frakcji mikrosomalnej przy stosunkowo niskiej radio-
aktywnosci pozostalych ultrastruktur do 5-tej godziny krazenia zwigzku.
Poczawszy od tego czasu mial miejsce stopniowy spadek radioaktywnosci
nukleoproteidow mikrosomalnych z réwnoczesnym wzrostem radioaktyw-
nosci frakcji mitochondrialnej i jgdrowej. Po 12 godzinach krgzenia
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zwigzku réznice poziomu znacznika pomiedzy badanymi ultrastrukturami
byly juz minimalne.

Wzrost radioaktywnosci biatek frakcji jgdrowej i mitochondrialnej
mozna tlumaczy¢ bgdz przeniesieniem z mikrosoméw uformowanych
bialek aktywnych, badz tez op6zniong biosynteza w obu ultrastrukturach.

Istnieje szereg doniesien na temat zdolnosci frakeji jadrowej i mito-
chondrialnej do biosyntezy biatka (Khouvine i wsp. 1965, Gordon, Deanin
1968, Burdman 1970, Schatz 1970), nie wykazano jednak zdolnosci mito-
chondriéw do syntezy bialek rozpuszczalnych (enzymoéw). Prawdopodob-
nie bialka te syntetyzowane sa przez mikrosomy i przenoszone do frakcji
mitochondrialnej (Wheeldon, Lehninger 1966, Beattie i wsp. 1967, Ka-
denbach 1967).

Na podstawie wynikéw badan wlasnych mozna stwierdzi¢, ze “Se-sele-
nometionina w osrodkowym ukladzie nerwowym wlgczyla sie¢ w cykl
syntezy bialek w taki sam sposoéb jak naturalne aminokwasy.

Wprowadzona do organizmu 3S-metionina wbudowuje sie do biatek
o$rodkowego ukladu nerwowego czesciowo w postaci natywnej, czeScio-
wo za§ w postaci cystyny. Z pracy Gaitonde i Richtera (1956) wynika, ze
po podaniu *¥S-metioniny do ptynu moézgowo-rdzeniowego po 3 godzinach
okoto 24%0 znakowanej siarki bialek znaleziono w cystynie. Autorzy przy-
puszczaja, ze po uplywie 1 godz. 5% radioaktywnej siarki wbudowalo sie
do biatek ukladu nerwowego w postaci cystyny.

Badania nad metabolizmem aminokwaséw selenowych w ukladach bak-
teryjnych wykazaly obecnos¢ prawie wszystkich selenowych analogéw
aminokwaséw siarkowych, co wskazuje, ze po podaniu "Se-selenometio-
niny w trakcie syntezy do bialek moézgu wbudowujg sie takze jej meta-
bolity. :

Niniejsze doswiadczenia wykazaly, ze nowosyntezowane biatka w osrod-
kowym ukladzie nerwowym zawierajg zaréwno “Se-selenometionine jak
i ®Se-selenocystyne. Analogiczne wyniki uzyskali Awwad i wsp. (1967),
badajgc biatka surowicy krwi i watroby szczura. Analizujac dane liczbo-
we uzyskane w warunkach prowadzonych doswiadczen oraz wyniki opub-
likowane przez Gaitonde i Richtera (1956) stwierdza sie, ze selenometio-
nina ulega latwiej przeksztalceniu do selenocystyny, anizeli jej analog
siarkowy. Istota zjawiska ma jednak ten sam charakter.

Uogélniajagc wyniki przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze
stwarzajg one pelne przestanki dla zastosowania selenometioniny w przy-
sztych badaniach nad metabolizmem jej naturalnego odpowiednika siar-
kowego w o$rodkowym ukladzie nerwowym zaréwno w warunkach fizjo-
logicznych jak i w patologii.

WNIOSKI

1) ®Se-selenometionina wstrzyknieta dozylnie krélikowi przechodzi do
tkanki nerwowej i wbudowuje si¢ do biakek.
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2) Radioaktywnos$¢ bialek wyizolowanych z badanych struktur o$rod-
kowego ukladu nerwowego wykazuje nastepujgce zaleznosci:

mozdzek > potkula moézgu > wzgorze = pien > rdzen

co Swiadczy o najintensywniejszym wlgczeniu aminokwaséow do struktur
z przewagg komoérek nerwowych.

3) Wyniki badan z uzyciem selenometioniny przemawiajg za najwyzsza
wydajnoscia biosyntezy biatka w mikrosomach, nizsza w jadrach, najniz-
szg w mitochondriach.

4) Nowosyntezowane biatka zawierajg zar6wno selenometionine jak i se-
lenocystyne, co $wiadczy o mozliwosci metabolizowania selenometioniny
na drodze analogicznej do metioniny siarkowej (szlakiem trans-sulfuracji).

5) Wyniki przeprowadzonych dos$wiadczen upowazniajg do stwierdze-
nia, ze selenometionina moze by¢ stosowana do badan nad metabolizmem
metioniny w o$rodkowym uktadzie nerwowym, jako jej ,,podstawnik”.

T. 3anercka

UCCJIENJOBAHUSA MHKOPIIOPAIIMM 75 Se-CEJIEHMETMOHMHA B BEJIKU
LIEHTPAJIBHOM HEPBHOJ CUCTEMBI KPONIUKA C YYETOM BHYTPUKIE-
TOYHOM JOKAJMIALIUU

Peswowme

. Hens paborel — mpociezuTb AMHAMMKY WHKOpHopamum 75Se-cejleHMeTHOEUHA
8 GeJKM pa3HbIX aHATOMUYECKMX CTPYKTYP HEPBHOM CUCTEMBI, ONpejeieHVe BHYTPU-—
KJIETOYHOM JIOKAJAM3alMM 9TOiI aMMHOKMCJIOTHI M OIEHKa TNPUIOAHOCTH CeJIeHIIPOU3-~
BOJIHO¥ METMOHMHA B JCCJEJOBaHMAX MeTabonu3Ma CepHOIO0 MEeTMOHMHA B HEPBHO
TKaHMN.

75Se-cesleHMeTMOHMII BBOAMJICH KPOJIMKAM BHYTPMBEHHO B YUIHYIO MapTrUMHAJEBHY K>
BeHy B KoiauuecTBe 10 MKK/Kr Beca. B onpegeneHHBIX BpEeMEHHBIX rpyrnnax (ot 1C¢
MMHYT 10 72 yacoB) XKMBOTHBIX yOMBajau BO3AYIHOM 5SMOOMMElNf ¥ BBIHMMAJM MO3T,
113 KoToporo Gpanm Aiia mcciaeRoBaHMM TKaHb M3 OOJBLIMX IIOJIVILIAPWMI, OXBATHIBAIO—
yI0 Kopy u 6eoe BelijecTBO, TajJaMyC, CTBOJI MO3ra, BEPXHMII y4YaCTOK INPOJOJIrOBa~—
TOTO MO3Ta M NOJIylIapus MO3ZKeukKa.

B pesynbTaTe NpPOBEAEHHLIX MCCHefOBaHMiI o0O0HApyYzKeHo, uTo T5Se-MeTroHMuH,
BBEJIEHHLI BHYTPMBEHHO KPOJIMKY, NEPEeXOAUT B HEPBHYK TKaHb M BKJIOY&LTCH
B 6eNKM MCCIe/IOBAaHHBIX AHATOMMYECKUX CTPYKTYP. PafiMOakTHMBHOCTL M30JIMPOBAH-
HbIX OeJKOB OOHapyzXmBaeT CIEAYIOLMEe 3aBUCMMOCTM B MCCJIEAOBAHHBIX CTPYKTYpax:
MO3XKe4oK > Dosbluye MOJymiapus MO3ra —> TajJdaMyC > CTBOJI MO3ra > IIPOZOJIro--
BaTb/i MO3r. OTO CBUAETEJHLCTBYET O CaMOM MHTEHCMBHON MHKOPIOPALMM aMMHOKVIC—
JOTBI B CTPYKTYDBI C IpeobiiaZlaHMeM HEPBHBLIX KJIETOK. Pe3ysbTaThl I1CCIenBaHUiT
YKa3bIBaIOT HA CaMblii BBICOKMII BEIXOJ CMHTe3a belka B MuMKpocoMax, Gojiee jiM3KYKD
B fJpax M CaMyl0 HU3KYI0 B MMTOXOHAPMAY. BHOEL CMHTeTH3MPOBaHHBIE Heslku rojiep—
JKAT KaK CeJEHMETMOHMH KaK M CEJIEHIMCTMH, YTO CBUAETEILCTBYET O BO3MOIKIIOCTHL
meraGosm3Ma CeJICHMETHOHMHA AHAJOTMYHBIM IIYTEM KaK CEePHOT0 MEeTMOHMHA ITyTeM
TpaHccynbdypauun. Pe3yJbTaThl MCCIEAOBAHMII AAIGT OCHOBAHME 3aKIKOMUTb, 4UTG
CeJIEHMETHOHUH MOZKEeT IPMMEHATCH B MCCIeAOBaHMAX Meraboam3ma CEPHOro MeTHO-
HMHA B LIEHTPAJIbHOJ) HEPBHOM CUCTEMe B KAYCCTBe €ro ,,ITOJCTARIMKA’.
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T. Zalewska

7Se-SELENOMETHIONINE INCORPORATION INTO THE CNS PROTEINS
OF RABBIT WITH REGARD TO ITS SUBCELLULAR LOCALIZATION

Summary

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.

5Se-selenomethionine was injected intravenously in a 10 uCi/kg body weight dose.
In defined time intervals the animals were sacrificed by air embolia and the brains
removed.

1t was found that selenomethicnine 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 with the normal tissue in
which the tumour 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 tumour 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 C;H 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 intra-
cranial tumour at various times after implantation.

*) Work was partially supported by PL 480 Grant Public Health Service USA.
Agreement 05-004-1.

Neuropatologia Polska — 3
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To each experimental group, two individuals of corresponding age
were attached as control, and to each mouse with a brain tumour — one
control individual.

The course of the experiment was as follows:

Variant 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 KCl, 6 mM MgCl,, 50 mM tris-HCI,
pH 7.6, containing 20 mg bentonite) in a glass homogenizer with teflon
pestle at 2500 r.p.m. at 0°C. The homogenate was centrifuged for 15 min
at 10000 g in a Unipan centrifuge cooled to O°. The supernatant free of
mitochondria was used as a cell-free protein-synthesizing system. Samp-
les of the postmitochondrial fractions containing 700—800 ug protein (de-
termined after Lowry, 1951) were incubated at 37° with 0.25 uCi ®Se-sele-
nomethionine (Rotop, West Germany, 3.2 Ci/mmM) in the presence of
25 mM KCl], 6 mM MgCl, 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.

Variant B. Both the symptomless mice and those with brain tu-
mours received intraperitoneal injections of “Se-selenomethionine in the
amount of 3—10 uCi 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-

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 ether — 100%0 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 ™Se-selenomethionine into its protein. The time curve reaches a
plateau after 60 min, this being in agreement with the time parameter
of synthesis reported by various authors for other protein-synthetising
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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 further experi-

ments.
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""Se-selenomethionine incorporation in vitro into proteins of the postmito-

chondrial fraction of mouse brain as a function of time. Experimental conditions

described in text.

Ryec. 1. Wigczanie *Se-selenometioniny in vitro do bialek frakcji postmitochondrialnej
moézgu myszy wyrazone jako funkcja czasu. Warunki do§wiadczalne w tek$cie.

Table 1.

Incorporation in vitro of 7s8e-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. Wigczanie 7:Se-selenometioniny in vitro do bialek frakeji post-
mitochondrialnej izolowanych z moézgu myszy w réznych okresach po
wszezepieniu metylocholantrenu. Objaénienia w tekscie dotyczacym warian-

tu A
" Time after implantation Relative incorporation
Group (weeks) (% of control +- SEM)
Czas po wszczepieniu Wzgledne wlaczanie
Grupa (tygodnie) (% kontroli 4+ SEM)
I 4 109.8+12.9
5 5 8 107.6+ 8.5
111 12 108.6+ 5.3
v 16 92.4+ 8.5
v 36 111.44 5.9
VI 48 108.54-13.0
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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 methylcholantrene implantation incorporated selenomethionine into
their proteins at a rate close or equal to that 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. 758e-selenomethionine transport to brain and its incorporation into the proteiu
fraction at various times after methylcholantrene implantation. See text for explanations
to variant B
Tabela 2. Transport 158e-selenometioniny do mézgu i wlaczanie jej do frakeji biatkowej
w réznych okresach po wszczepieniu metylcholantrenu. Objasnienia w tekscie dotycza-
cym wariantu B

Time sRe/sRbx 100 Rwm/Rwk X 100 pR/tR X 100 Rb/Re x 100
after
Ao e ?anta- Experimen- Experimen-
g8 tlo;g tal Control tal Control
(3 6 (weeks) Doséwiad- Kontrola Doswiad- Kontrola
Oxag . czal. czal.
wszczepieniu
(tygodnie)

I 4 0.8940.38 0.88 (0.87, 0.80) 43.24-6.8 48.1 (47.5, 48.7)
1T 12 0.614+0.12 0.38 (0.32, 0.45) 46.24-3.7 55.2 (53.5, 56.9)
III 20 1.1140.31 1.14 (0.96, 1.32) 44,7421 53.2 (52.1, 54.4)
IV 28 0.4640.08 0.67 (0.78, 0.56) 55.74-4.6 | 50.0 (49.3, 50.8)
Vv 36 0.7640.33 1.09 (1.21, 0.98) 49.84-2.4 | 46.9 (45.8, 48.0)

The data for selenomethionine transport across the blood-brain barrier
system show that, as the result of methylcholantrene 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 rather to surgical trauma 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 may 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 tumours 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 number of vessels and necrotic foci, factors which may affect
amino acid transport as well as the number 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-
monstrate 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.

sRcgx/sRbgx — sRec/sRbe wee

1) ret = - 100
sRec/sRbe WCEx

PRex/tRc — PRC/tRe sap éc

2) rei =
PRc/tRc WCEx
Where:

ret — relative enhancement of transport
sRcg, — specific radioactivity of experimental cerebrum
sRec — . i ,, control
sRbg, — 2 X ,, experimental blood
sRb, — g Z ,, control o
rei — relative enhancement of incorporation
PRex — radioactivity of protein fraction of experimental cerebrum
tRg, — total radioactivity of protein fraction of experimental cerebrum
pRc — radioactivity of protein fraction of control cerebrum
tR. — total radioactivity of protein fraction of control cerebrum
weg, — weight of experimental cerebrum
Wk = 4 var iy pORILTOL 5
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Table 3. 758e-selenomethionine transport and its incorporation in vivo into the protein

Tabela 3. Transport 7sSe-selenometioniny i jej wlaczanie in vivo do frakeji bialkoweJ

Tumour type Vessels Necroses Mitoses Reticuline | Remarks
Typ guza Naczynia | Martwice Mitozy Retikulina Uwagi

Astr. III—-IV bl fasts LD £ e
Astr. IIT + -+ —+ — 4 — —_
Glioma — 4 + — — Muscles
Glio-Sa S L A et D
F-Sa iz o' w i st e e o
F-Sa L — @€ + 4+ 4+ Muscles
F-Sa -+ e =it 1 %
F-Sa : RECE serleed- + o i 7 B
F-Sa > 3 i B et F5f o
F-Sa i 5 4 e s o
F-Sa 5 i i g ooy mtor i o S
F-Sa + S o A== HEaT ok
F-Sa 3 e g L i
F-Sa r et ++4 -+ s
Mec-Sa 4+ = + + o
Mc-Sa 5 i e et it ik i o
Nel-Gl ¥ A Ak ok e

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 number 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 rather
to an increase in active transport than to impairment 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 number 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 tumour 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 réznych guzach mézgu myszy. W nawiasach podano wage moézgéw doswiadezalnych
i kontrolnych w mg

sRegy/sRbpy 1‘ sReg/sRbg ‘ ret pREx/tR¢ pRe/tR¢ ! rei

Erwm/rwk | Krwm/rwk | wpt | Erb/re ; Krb/rC [ 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) <81 42.6 47.2 —7.4
0.92(702) 0.87(393) 6.1 43.5 449 —1.7
1.15(916) 0.92(412) 11.2 48.3 44.6 8.7
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(402) 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 =82
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 BIALEK W MOZGU MYSZY W OKRESIE UTAJENIA I WZROSTU
NOWOTWORU PO IMPLANTACJI METYLCHOLANTRENU

Streszczenie

Badania przeprowadzono na moézgach myszy, ktorym w wieku 8 tygodni implan-
towano do moézgu krysztal metylcholantrenu — zwigzku o udowodnionym dzialaniu
karcinogennym. W roéznych czasach pomiedzy 4 a 36 tygodniem po implantacji
przeprowadzono dwa rodzaje doSwiadczen: A —z moézgéw wyodrebniono frakcje
postmitochondrialna, stanowigcg nie oczyszczony uklad bezkomérkowy syntetyzujgcy
bialko, a nastepnie badano jej zdolno§¢é do wigczania in vitro Se-selenometioniny
do bialek; B — zwierzetom podawano dootrzewnowo selenometioning, po czym izolo-
wano mozgi, a nastepnie okre§lano stosunek radioaktywnosci frakcji bialtkowej
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mozgu do jego radioaktywnosci calkowitej, $wiadczacy o stopniu wykorzystania
aminokwasu w syntezie bialek in wvivo oraz stosunek radioaktywno$ci wlasciwej
moézgu do radioaktywno$ci wlasciwej krwi, bedgcy wykladnikiem przechodzenia
aminokwasu przez bariere krew—mozg. Badania in vitro nie wykazaly w zadnej
z grup do$wiadczalnych istotnych zmian w aktywno$ci ukladu syntetyzujgcego
biatko. W badaniach in vivo stwierdzono przej$ciowe zmiany w transporcie amino-
kwasu do moézgu, przy czym w 12 tygodni po implantacji ujawnila sie tendencja
do wzrostu transportu, a w czasach pézZniejszych do jego obnizenia. Brak jest wy-
raznej korelacji pomiedzy wystepowaniem nieznacznych zmian w stopniu wykorzy-
stania aminokwasu do syntezy a wahaniami w jego transporcie do mézgu, co §wiad-
czy o tym, Ze powyzsze zaburzenia dotyczg raczej przepuszczalno$ci bariery krew—
moézg niz aktywnego transportu aminokwasu do moézgu.

I, Kpox, fI. AnsbpexT

BMOCMHTE3 BEJKOB B MO3TE MBIIIEV TIOCJE UMMIIJTAHTALIUU
METUJIXOJAHTPEHA B IIEPMOJI JATEHIIMU U POCTA OIIYXOJM

PeszwomMme

VcenenoBaHua NPOBOAMIMACH HA MOCTMMUTOXOHAPHUAJNLHOM (DpakLMM, M30JIMPOBAH-
HOM M3 Mo3ra Mblei 4—48 HeJesb CHYCTA MNOCJe MMIIJIAHTAUMM METMIIXOJIAaHTPEeHa
B MO3I IIpM NpMMeHeEMM 75-Se-cejleHMeTMONMHA ,MH BuMBC ¥ ,uH BuUTpo”’. Kpome
TOI'0 MCClejoBajach 3Ta (bpakuMs M3 MO3IOB C OMYyXOJAMM Pa3HOro THMNA.

PesynbTaThl MCCIENOBaHMI B NEPEAOIIYXOJIEBOM TIepuoJl YKas3bIBAalOT, YTO METWJI-
XO0JIaHTPEH He EbI3blBaeT CYLHeCTBEHHBIX M3MEHEHMII B AKTUMBHOCTM CUCTEMBI CHHTE-
3upylowert 6esok. MccieloBaHusA ,,MH BMBO W 00OHApPYXXUBAKICT NEPeXOAslLue MH3MeHe-
HMUA B TPaHCIOPTe aMMHOKMCJIOTH! 4Yepe3 Oaprep KPOBL—MO3r M CBSA3aHHbLIE C 3TUM
NIPpOLeCCOM CHMMKeHMA CUHTe3 belika.

UccnenoBaHus Ha ONYXOJIEBOM MaTepualie yKas3bIBalOT, YTO HE3aBMCUMO OT Ka-
yecTBa ONyxoam HabmoAaeTcs YCUJIEHHbIM TPAHCIIOPT AaMWHOKUCIOTHI B TKAaHb.
OTHOCUTENLHOE yBeJM4Ye€HMe TPAHCIOPTAa XKa#eTcs ObiTh HE3aBUCUMMBIM OT CTeNeHM
BaCKyJIapU3aluyyu M HEKPO3HbIX M3MEHEHMI B OIIYyXOJIM, M MOXKET CJeJ0oBaTeJIbHO pPac-
LIEHMBATCA KaK pPe3yJIbTaT yCUJEeHMs AaKTMBHOIO TPAHCIIOPTA JAHHOM aMITHOKMCJIOTHI,
a He ChI3bIBATCA C CTPYKTYPHbIMM M3MeHeHuamyu OapnLepa KpoBb—Mo3r. He yzaaioch
06HapYXUTh KOPeJNsALUM MEXKAY YBEJMYEHMEM TPAHCIIOPTAa M TUIIOM ONyXojau. YBe-
JMYeHHas CTelleHb MHKOPNOpanuyM aMMHOKHUCIOTBI B OenkoBylo cparumo coriacy-
ercss ¢ yBeJMyeHueM TpaHcnopTa. He of6HapyXRuBaeTcs 3aBMCUMOCTM MEXKIy CTe-
NEeHbI MHKOPITOpafMy aMMHOKMCIOT M .MCCJIeJJOBAHHBIMM MOP@OJIOTMHECKUMM M3Me-
HEeHUAMM.
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ZUZANNA KRASNICKA, KRYSTYNA RENKAWEK, BARBARA GAJKOWSKA

WPLYW KROTKOTRWALEJ ANOKSJI
. NA OBRAZ ULTRASTRUKTURALNY KOMOREK GLEJOWYCH
HODOWANYCH IN VITRO ®

Zesp6t Neuropatologii, Centrum Medycyny Dos§wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski

Gromadzenie sie zlogow glikogenu w elementach strukturalnych tkanki
nerwowej traktowane jest przez wielu autoréw (Mossakowski i wsp. 1968,
Klatzo i wsp. 1970, Pronaszko-Kurczynska i wsp. 1971) jako wykladnik
zaburzen metabolizmu komorek, nie znajdujgcych swojego odzwiercied-
lenia w obrazie histologicznym tkanki.

W poprzednim cyklu doswiadczen (Krasnicka, Renkawek 1972) nad
wplywem krétkotrwalej anoksji na komorki glejowe hodowane in vitro
stwierdzono rowniez przejSciowe gromadzenie sie glikogenu w cytoplaz-
mie astrocytow, ktére nie wykazywaly w ogole, lub tylko nieznaczne
cechy uszkodzen morfologicznych. Przedluzenie czasu anoksji prowadzito
do znacznego nasilenia uszkodzen komorek, w ktorych nie stwierdzano
wowczas odkladania sie glikogenu.

W obecnej pracy przeprowadzono analize obrazu mikroskopowo-elek-
tronowego komorek glejowych hodowanych w warunkach pozaustrojo-
wych, poddanych dzialaniu przejSciowej anoksji, w celu skonfrontowania
zjawiska gromadzenia sie glikogenu z ewentualnymi uszkodzeniami ultra-
struktury komorek.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto hodowle mézdzku jednodniowych noworodkéw szczu-
rzych, prowadzone w sposob standardowy (Krasnicka, Mossakowski 1965).
Hodowle glejowe wzrastaly na szkielkach podstawowych pokrytych war-
stwg Eponu i zzelifikowanego kolagenu. Hodowle w wieku 1 i 3 tygodni
przetrzymywano w atmosferze czystego azotu przez 30 min., z zachowa-
niem tych samych warunkéw doswiadczalnych, jak w poprzedniej pracy
(Krasnicka, Renkawek 1972).

*) Praca czeSciowo subsydiowana z umowy polsko-amerykanskiej 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 1 4 dniu po anoksji. Material do badan opracowywano w sposéb opisany
przez Borowicza i Krasnickg (1971), a nastepnie oglagdano w mikroskopie
elektronowym JEM 7 A. Zdjecia wykonano na kliszach ORWO EU-2 przy
napieciu przys$pieszajacym 80 kv.

WYNIKI

Hodowle 1-tygodniowe

Po 2 dniach przezycia hodowli po anoksji niezréznicowane komorki
glejowe wykazujg w obrazie mikroskopowo-elektronowym zmiany apa-
ratu Golgiego, polegajace na poszerzeniu i rozbudowaniu jego kanalikow
i pecherzykow (ryc. 1). Mitochondria sg obrzmiatle, tracg grzebienie, a ich
struktura czesto ulega zatarciu i przejasnieniu. W niektérych komérkach
obserwuje sie mitochondria znacznie lepiej zachowane, z ciemng macierzg
i wyraznymi grzebieniami. Siatka $rédplazmatyczna nie wykazuje wiek-
szych zmian w poréwnaniu z komérkami z hodowli kontrolnych. W tym
samym okresie po anoksji, w cytoplazmie niezréznicowanych komérek
glejowych pojawiajg sie pojedyncze gliotubule (ryc. 1).

W 3 i 4 dniu po anoksji obraz mitochondriéw i siatki endoplazmatycz-
nej nie ulega wiekszym zmianom w poréwnaniu ze stanem zaobserwo-
wanym w drugim dniu. Wystepuje natomiast znacznie wieksza ilos¢ glio-
fibryli i gliotubul. W 4 dniu po anoksji w cytoplazmie astrocytéw stwierdza
sie liczne skupienia ziaren glikogenu (ryc. 2). W tym samym dniu wzrasta
ilo§¢ pecherzykéw pinocytarnych. Ilos¢ lizosoméw i ich wyglad w ko-
morkach glejowych, w materiale doswiadczalnym, nie wykazujg istot-
nych réznic w poréwnaniu z komérkami hodowanymi w warunkach pra-
widlowych.

Hodowle 3-tygodniowe

Charakter i natezenie zmian w obrazie ultrastrukturalnym sg uzalez-
nione od typu komoérki glejowej.

W okresie od 2 do 4 dnia po anoksji w komérkach astrogleju obserwuje
sie znaczny rozrost i poszerzenie kanaléw gladkiej siatki srodplazmatycz-
nej oraz nagromadzenie gliofibryli i gliotubul (ryc. 3). Mitochondria wy-
kazujg przerzedzenie grzebieni i przejasnienie macierzy. Zmiany w mito-
chondriach sg jednak mniej nasilone niz w hodowlach 1-tygodniowych.
Szorstka siatka $rédplazmatyczna nie wykazuje wiekszych zmian w po-
rownaniu z jej obrazem w astrogleju z hodowli prowadzonych w warun-
kach standardowych. Rybosomy wystepujg w zmiennej iloSci w poszcze-
goélnych komorkach, czesto sg skupione w wiekszych ugrupowaniach.
W cytoplazmie perikariéw i wypustek astrocytéw juz w drugim tygodniu
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Ryc. 1. Hodowla 1-tygodniowa, 2 dni przezycia po anoksji. Znaczne obrzmienie
mitochondriéw i poszerzenie kanaliko6w 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 przezycia po anoksji. Liczne gliofibryle i glio-
tubule, znaczne nagromadzenie ziaren glikogenowych w komorce 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. Pofaldowanie blony komérkowej
i pecherzyki 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 wy-
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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Ryc. 6. Hodowla 3-tygodniowa, 4 dni po anoksji. Liczne ciata 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. Komérka oligodendrogleju z cha-
rakterystycznie zmienionymi mitochondriami, z zageszczona macierzg. Poszerzenie
kanalikéw 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 sie¢ pojedyncze ziarna glikogenu (ryc. 4). W trzecim dniu wyste-
puja one w znacznej ilosci w skupieniach potozonych wsréd licznych glio-
fibryli i gliotubul. Ilo$¢ ziaren glikogenowych wzrasta jeszcze bardziej
w czwartym dniu po anoksji (ryc. 5).

W hodowlach 3-tygodniowych zjawisko pinocytozy jest stabiej wyra-
zone, niz w niedojrzalych komoérkach z hodowli 1-tygodniowych. W doj-
rzalych astrocytach obserwuje sie jedynie pojedyncze pecherzyki pino-
cytarne. W niektérych komoérkach astrogleju wystepuja liczne ciala lizo-
somopodobne o réznej wielkosci i gestosci elektronowooptycznej (ryc. 6).

W komoérkach gleju skapowypustkowego obserwowane zmiany dotyczg
przede wszystkim szorstkiej siatki srédplazmatycznej, ktérej kanaty ule-
gaja znacznemu poszerzeniu. Mitochondria oligodendrocytéow wykazujg
zmiany na ogél mniej nasilone niz mitochondria astrocytéw. W wielu ko-
morkach obserwuje sie zageszczenie macierzy mitochondriéw, a tylko
w niektorych sposréd nich poszerzenie przestrzeni miedzy grzebieniami
i ich obrzmienie (ryc. 7).

OMOWIENIE

Po zadzialaniu krétkotrwatej anoksji na pozaustrojowag hodowle tkanki
glejowej, zmiany ultrastrukturalne wystepujg gléwnie w astrocytach,
natomiast w komoérkach gleju skgpowypustkowego sg one mniej nasilone.
Zmiany strukturalne w astrocytach wykazuja rézny stopien nasilenia
w poszczegblnych komoérkach i polegajg gldwnie na obrzmieniu ich cyto-
plazmy i organelli srédplazmatycznych, korespondujac w pelni z poprzed-
nimi obserwacjami histologicznymi i histochemicznymi.

Zaobserwowane przez nas znacznego stopnia obrzmienie cytoplazmy
astrocytow nalezy zapewne wigza¢ ze szczeg6lng ich wlasciwoscig selek-
tywnego gromadzenia wody stwierdzang w roéznych stanach patologicz-
nych, w tym réwniez w hipoksji (Hills 1964, Bakay, Lee 1968, Klatzo
i wsp. 1970).

Na podkreslenie zastuguje znaczne poszerzenie aparatu Golgiego i glad-
kiej siatki $rodplazmatycznej, prowadzgce w niektérych komérkach do
powstawania mniej lub bardziej licznych wakuoli. Krétkotrwala anoksja
wywoluje ponadto w mitochondriach, z ktérych wiekszos¢ wykazuje
cechy obrzmienia z zatarciem struktury i ultratg grzebieni. We wszyst-
kich okresach przezycia po anoksji w cytoplazmie perikariow i wypustek
astrocytow stwierdzano zwiekszong ilos¢ gliofibryli i gliotubul. Stalosé¢
i powtarzalno$¢ zjawiska pozwala przypuszcza¢, ze anoksja wywiera wpltyw
stymulujgcy na proces wytwarzania struktur wlékienkowych w komér-
kach. Podobne zjawisko obserwowano w doswiadczalnym obrzeku mézgu
(Rubinstein i wsp. 1961). W tych przypadkach wlokienka glejowe, wy-
barwiajgce sie metodg Holzera pojawily si¢ w tkance juz po uplywie 6
godzin od zadzialania czynnika uszkadzajacego.
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W pozniejszych okresach po anoksji w cytoplazmie astrocytow, obok
wyzej opisanych zmian, stwierdza sie zwiekszenie ilosci cial lizosomo-
podobnych o réznej gestosci elektronowooptycznej, $wiadczacych zapewne
o zachodzacych w komoérkach procesach zwyrodnieniowych.

Poréwnanie obrazéw elektronowo-mikroskopowych hodowli 1- i 3-ty-
godniowych wskazuje, ze typ zmian jest zasadniczo identyczny w niedoj-
rzalych i w zréznicowanych hodowlach. Podobnie niewielkie réznice
dotycza natezenia zmian. Mitochondria w hodowlach 1-tygodniowych
wydajg sie bardziej zmienione niz w 3-tygodniowych. Ziarnistosci gliko-
genowe w cytoplazmie astrocytéw z hodowli 3-tygodniowej pojawiaja sie
nieco wczesniej po anoksji niz w 1-tygodniowej.

Niewielkie ilo$ci ziaren glikogenu obserwowano sporadycznie w cyto-
plazmie astrocytéw z hodowli prowadzonej w standardowych warunkach
(Bunge i wsp. 1965, Krasnicka, Borowicz 1970). Ilos¢ zlogow glikogenu
spostrzeganych w komoérkach poddanych uprzedniemu dzialaniu anoksji
jest jednak niewspélmiernie wieksza niz w materiale kontrolnym. Poja-
wiajg sie one w cytoplazmie perikariow i wypustek astrocytow juz w dru-
gim dniu po anoksji (w niezréznicowanych komoérkach pézniej) i wzra-
staja wraz z czasem przezycia po zadzialaniu czynnika uszkadzajgcego,
w pelnej zgodnosci czasowej z obserwacjami w mikroskopie $wietlnym
(Krasnicka, Renkawek 1972). Biorgc pod uwage niewielkie roznice zmian
ultrastrukturalnych w astrocytach obserwowane 'w 2, 3 i 4 dniu po za-
dzialaniu anoksji, mozna stwierdzi¢, ze maksymalne nagromadzenie gli-
kogenu jest zjawiskiem po6zniejszym niz nieprawidlowosci w ultrastruk-
turze ich cytoplazmy i organelli $rédplazmatycznych. Sekwencja czasowa
tych zjawisk pozwala przypuszczaé, ze gromadzenie sie glikogenu jest
nastepstwem zaburzen w strukturze i metabolizmie komoérki. Nalezy przy
tym podkre$li¢ nieswoistos¢ tego zjawiska. Astrocytarne zlogi glikogenu
opisywano bowiem w szeregu roéznorodnych proceséw patologicznych
(Oksche 1961, Miquel, Haymaker 1965, Klatzo i wsp. 1970, Korthals i wsp.
1972, Mossakowski, Penar 1972).

W podsumowaniu naszych obserwacji na podkreslenie zastuguje znaczna
wrazliwos¢ astrocytow na krotkotrwala, przejsciowg anoksje. Podobnie
wysokg wrazliwos¢ gleju i komérek Schwanna na niedotlenienie opisywali
uprzednio Hills (1964) i Rouiller i wsp. (1970).

3. KpacbHuuka, K. Penkasex, B. T'aikoBcka

BIMAHUE KPATKOBPEMEHHOJ AHOKCMUMM HA YJBTPACTPYKTYPHYIO
KAPTUMHY TJIMAJIBHOM TKAHM, BEIPAIIVIBAEMON ,MH BUTPO”

Pesowme

UccnenoBasiach yJILTPACTPYKTyPa INIMANBHLIX KJIETOK M3 KYJbTYP, NOABEPIHYTHIX
KPaTKOBPEMEHHOM I'MIIOKCUM. VIccejoBauusa NPOBOAMIAMUCE HAa 1 M 3-HEICHbEBIX KYJb-
Typax. Bpema Bo3zevicTBuA aHOKCuM coctapnsano 30 MuH. Jlns HabnroneHus B 9JieK-
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TPOHHOM MMKPOCKOIIE KYJAbTyPbl (DMKCHPOBAJMCEH Iocae 2, 3 v 4 JAHeN IO BO3JeN-
CTBMM aHOKCUM.

ONeKTPOHHOMMKPOCKONMYECKAad KapTUHA TJIMAJbHEIX KJETOK IToCje II0Jy4acOBOM
runokeuy o6HAPYXKMBAET He3HAUMTENLHbIE M3MEHEHMS B YyJibTPacTPyKType. M3ame-
HeHMs CBOJATCA K OTEYHOCTM MMUTOXOHAPMEB M IToimcepaumum TONbJAXKMNEBOro amnmna-
paTa. B HEKOTOpBIX KJeTKax Habuiozaercsas pacluypeHMe KaHaNblLEB SHJOIJIa3MaTH-
YeCKOT0 PeTMKYJIOM M MeJiKMe Bakyosu. CaMble CylLleCTBeHHble M3MEHEHMUSA CBOAATCS
K CKOIUIEHMM M3JIMIIHEr0 KOJMYECTBA TIJIMKOI'eHNBIX 3epeH B IMTOIIa3Me KJEeTOK
B6aM3M Afpa M KJIETOYHBIX OTPOCTKAX. Kpome TOro obGHapyXMBaeTCs 3HAYUTENLHOE
KOJIMYeCTBO ranodubpuiijioB 1 ranoty0yiioe.

1-nHeBHBble KyJbTypbl OOHApyXuBalOT GOJbIIYVIO BbIPAXKEHHOCTH MopdoJioruyec-
KUX M3MEHeHMit yeMm OoJjiee crapble KYJbTypbl. B 3-HelelbHBIX KyabTypax 0oJee
BbIpa*KeHHble M3MEHEeHMs MMIOTCA B aCTPOLNTAX 4YeM B OJIMIOJEHAPOLIUTAX.

Z. Krasnicka, K. Renkawek, B. Gajkowska

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

Summary

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 KOMOREK GLEJOWYCH
NAPROMIENIONYCH IN VITRO PROMIENIAMI GAMMA (Co%)*

Zesp6t Neuropatologii, Centrum Medycyny Do§wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski

Hodowle tkanki glejowej poddane dzialaniu czynnika uszkadzajgcego
stanowia dogodny model do badania reakcji komorki izolowanej od rézno-
rodnych wplywéw, ktorym pedlegaja tkanki in situ (Pomerat i wsp. 1964).
Badania histochemiczne hodowli komérek glejowych poddanych dzialaniu
promieni jonizujgcych wskazujg na wystepowanie szeregu zaburzen w me-
tabolizmie komoérek i przepuszczalnosci blon (Ostenda 1972). Ustalenie
dynamiki tych zmian oraz préba zlokalizowania ich na poziomie ultra-
struktury jest celem obecnej pracy.

MATERIAL I METODY

Do hodowli pobierano skrawki moézdzku jednodniowych szczuréw. Eks-
plantat umieszczano na szkietkach podstawowych pokrytych Eponem i ko-
lagenem, hodowano we flaszkach Carrela w medium standardowym
w temperaturze 37° (Borowicz, Krasnicka 1971). Zdrowe, dobrze rosngce
hodowle napromieniano w 7 dniu in vitro jednorazowg dawkg 5000 r
promieni gamma. Zrédlem promieniowania byla bomba kobaltowa Gam-
matron 3, s$rednia wydajnos¢ 180 r/min., czas napromieniania 2719”.
Hodowle przeznaczone do badan kontrolnych pozostawaly przez ten czas
poza cieplarkg. Napromienione hodowle pobierano do badan w mikrosko-
pie elektronowym w 3, 6, 24, 48 i 72 godz. po ekspozycji. Material utrwa-
lano w 1,5% roztworze aldehydu glutarowego w buforze Milloniga o pH
7,2 przez 90 minut w temperaturze 4°, nastepnie umieszczano w 2% roz-
tworze OsO, w buforze Milloniga o pH 7,2 na 90 minut w temperaturze
4°. Skrawki odwadniano w szeregu alkoholi o wzrastajacym stezeniu, a na-
stepnie zatapiano w Eponie. Bloczki skrawano na ultramikromie firmy
Reichert, kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem olowiu. Obser-
wacje przeprowadzano i zdjecia wykonywano w mikroskopie elektrono-
wym typu JEM 7 A.

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

Ultrastruktura komérek glejowych in vitro byla opisywana niejedno-
krotnie (Holtzman 1969, Wolff i wsp. 1971, Krasnicka, Borowicz 1971)
ograniczono sie¢ przeto do charakterystyki tych jej cech, ktére stanowig
punkt odniesienia przy poréwnaniach z hodowlami napromienionymi.
W komoérkach glejowych nienapromienionych spotykano czesto objawy
pinocytozy w postaci wglabiania odcinkéw blon komérkowyvch do cyto-
plazmy, przy czym obie powierzchnie byly pokryte pewnego rodzaju
kolcami (ryc. 1). Obserwowano rézne stadia wglabiania, az do tworzenia
typowych pecherzykéw pinocytarnych. Cysterny Golgiego byly liczne,
ulozone rownolegle, ich konce czesto byly rozdete, a zawarto§¢ miata
mierng gestos¢ elektronowsa (ryc. 2). Mozna bylo dostrzec paczkowanie
z cystern pecherzykéw o tej samej gestosci elektronowej oraz pecherzy-
kéw oplaszczonych (ryc. 3). Lizosomy mialy charakter typowych ciat
gestych. Komorki o matej gestosci elektronowej cytoplazmy, zawierajace
gliofibryle, rozpoznawano jako astrocyty.

W komoérkach glejowych napromienionych w 7 dniu hodowli in wvitro,
juz w 3 godz. po ekspozycji strefa Golgiego zajmowata znaczng przestrzen
cytoplazmy. Poszerzone cysterny przybieraty ksztalt lukowaty, pojawiaty
sie¢ bardzo liczne, male pecherzyki o malej gestosci elektronooptycznej,
podobnie jak zawarto$¢ cystern aparatu Golgiego (ryc. 3). Wystepowaly
liczne ciala lizosomopodobne (ryc. 3). Czesto spotykano wakuole puste,
lub zawierajace struktury pecherzykowe, albo ziarniste (ryc. 7). W cyto-
plazmie komorki pojawialy sie zlogi glikogenu poczgtkowo nieliczne,
6 godz. po ekspozycji glikogen znajdowal sie w wielu komoérkach. Poje-
dyncze ziarna lub cate ich grupy lezaly luzno w cytoplazmie, byly nie-
oblonione i nie zwiazane z zadna struktura §rédkomérkowa (ryc. 4). Wick-
szo$¢ komorek zawierajacych glikogen identyfikowano jako astrocyty.
W komoérkach oligodendrogleju zlogéow glikogenu nie stwierdzono.

We wczesnych okresach po napromienieniu (3—6 godz.) objawy pino-
cytozy byly niedostrzegalne. Pojawialy sie one po 24 godzinie od ekspo-
zycji w postaci wglobienia blony komérkowej (ryc. 5) i typowych peche-
rzykoéw pinocytarnych, lezacych tuz pod blong (ryc. 6).

W tym samym okresie zmiany strefy Golgiego osiggaly najwieksze
nasilenie. Cysterny pomnozone, o lukowatym przebiegu, zajmowaly
znaczng przestrzen cytoplazmy, w pojedynczej komérce mozna bylo na-
liczy¢ do 8 skupisk cystern (ryc. 8). Zawartos¢ ich byla przejrzysta, lub
wyvkazywala umiarkowang gestos¢ eclektronooptyvezng, widoczne byly
miedzy nimi liczne, malte pecherzyki o podobnej zawartosci (ryc. 7, 8).
W tym czasie spotykano jeszcze $rodplazmatyczne zlogi glikogenu, ktore
byly jednak znacznie mniej liczne, niz w poprzednim okresie i znikaly
calkowicie w 48 godz. po ekspozycji. Liczba lizosomoéw oraz cial lipofus-
cynowych narastala, zwlaszcza w poézniejszych grupach czasowych, wy-
pelniajgc niejednokrotnie calg cytoplazme komoérkowa. W okresie 48—
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Ryc. 1. Hodowla komoérek glejowych 7 dnia in witro. Odcinkowe wglobienia blony
komoérkowej do cytoplazmy tworzgce zachylki. Obie powierzchnie blony pokryte
drobnymi ziarnami o znacznej gesto$ci elektronowej. Pow. 37 500.

Fig. 1. A T7-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.

Ryc. 2. W nienapromienionej komorce glejowej zesp6t Golgiego skladajacy sie z licz-

nych réwnolegle ulozonych cystern o rozdetych koncach, pustych, lub umiarkowanej

gesto$ci elektronowej (strzatka), wsroéd cystern widoczne male pecherzyki o tej

samej gesto$ci elektronowej (sv) oraz pojedyncze pecherzyki oplaszczone (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.

Ryc. 3. Napromieniona hodowla komorek glejowych w 6 godz. po ekspozycji. Strefa

Golgiego (G) zajmuje w komorce znaczng przestrzen, wsrod cystern o lukowatych

ksztaltach liczne male pecherzyki (sv); ciala lizosomopodobne maja wyglad typo-
wy (DB). Pow. 42000 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.

Ryc. 4. Hodowla komorek glejowych 6 godz. po napromienieniu. Ztogi glikogenu
w wypustkach komérkowych o niskiej gestosci elektronooptycznej cytoplazmy.
Pow. 37500 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.

Ryc. 5. Hodowla komorek glejowych 24 godz. po napromienieniu. W blonie komoér-
kowej widoczne wglobienie stanowigce wczesne stadium pecherzyka pinocytarnego.
Pow. 37500 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.

Ryc. 6. Hodowla 24 godz. po eskpozycji: pecherzyki pinocytarne lezg bezposrednio
pod biong komoérkowsg. Pow. 37 500 X.

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

Ryc. 7. Hodowla 24 godz. po ekspozycji: poszerzony zesp6t Golgiego (G), lizosomy (L),
autofagosomy (V). Pow. 37500 X

Fig. 7. Culture 24 hrs after exposition: extended Golgi apparatus (G), lysosomes (L),
autophagosomes (V). X 37 500.
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uwazane sg za tzw. pierwotne lizosomy, zawierajgce hydrolazy (Holtz-
man 1969). Ich masowe pojawianie si¢ w komoérce moze by¢ objawem
narastania procesow hydrolitycznych i moze mie¢ bezposredni zwigzek
z zwigkszonym wytwarzaniem w pézniejszych okresach cial lizosomopo-
dobnych, w ktérych oprocz enzymoéw hydrolitycznych jest zawarty ma-
terial podlegajacy trawieniu (Cohn, Fedorko 1969). Obecnosé¢ cial lizoso-
malnych zawierajacych struktury bloniaste, wystepujacych bardzo rzadko
w komorkach prawidlowych, $wiadczy o zachodzgcych w cytoplazmie
procesach autolitycznych, ktére mogg prowadzi¢ do $mierci komorki.
Zwiekszenie liczby lizosoméw po napromienieniu stwierdzano réwniez
w tkance nerwowej in situ (Holtzman 1969).

Gromadzenie glikogenu w cytoplazmie astrocytéow i zahamowanie pino-
cytozy, wystepujace we wcezesnych okresach po ekspozycji, moze by¢ wy-
razem zahamowania proceséw przemiany wewnatrzkomoérkowej: zmniej-
szone wchlanianie przy réwnoczesnym spowolnieniu przemiany weglowo-
danéw magazynowanych w cytoplazmie w postaci glikogenu. Pojawianie
sie glikogenu w cytoplazmie komorkowej jest czesta reakcjg tkanki ner-
wowej na uszkodzenie. Opisywano réwniez gromadzenie sie glikogenu
w astrocytach pod wplywem napromieniania (Masurovsky i wsp. 1967,
Maxwell, Kriiger 1965, Miquel, Haymaker 1965, Holtzman 1969, Estable-
Puig, Estable-Puig 1971). Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
stwierdzi¢, ze réwniez w warunkach hodowli tkankowej glikogen gro-
madzi sie przede wszystkim w astrocytach. Objaw ten wykazuje znaczng
dynamike pojawiajgc sie wczesnie (3 godz.) i szybko znikajac (24 godz.).
Nie ma jednak podstaw, aby sadzi¢, ze cofanie si¢ opisanego objawu sta-
nowi restitutio ad integrum. W zbyt wielu komérkach pojawiajg sie liczne
formy sekwestrujgce lizosomoéw oraz kule lipofuscynowe, wypelniajace
niejednokrotnie calg cytoplazme. Raczej nalezy sadzi¢, ze zastosowana
dawka energii promienistej powoduje uszkodzenie komorki, ujawniajgce
sie wzmozong czynnoscig zespolu Golgiego, nastepnie ogélnym zahamo-
waniem przemiany komoérkowej i wreszcie w poOzniejszych okresach
autolizg cytoplazmy komoérkowej. Zmiany te zachodza gléwnie w astro-
cytach i majg charakter pierwotnych uszkodzen tych komoérek. W wa-
runkach hodowli astrocyty sa niezalezne od wplywéw toksycznych, prze-
kazywanych przez uklad krwiono$ny, jak réowniez od zmian zachodzgcych
w tym ukladzie. Mozna wiec przypuszczaé¢, ze przy popromiennych zabu-
rzeniach czynno$ci bariery krew—mozg uszkodzenie astrogleju moze od-
grywaé réwnie istotng role, jak pierwotne uszkodzenia elementéw ukladu
naczyniowego.

WNIOSKI

1. Komoérki glejowe napromienione in vitro dawka subletalng promieni
gamma (5000 r) reaguja przede wszystkim wzmozong czynno$cig aparatu
Golgiego. W cytoplazmie astrocytéw we wezesnych okresach po ekspozyciji
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pojawia sie glikogen, ktory szybko znika (24 godz.). W tym samym czasie
znikajg objawy pinocytozy. Réwnoleglos¢ tych dwoch proceséw nasuwa
podejrzenie, ze w napromienionej komérce ulegajg czasowemu zaburzeniu
procesy metaboliczne. Wzrastanie w poézniejszych okresach ilosci lizoso-
mow zwlaszeza ich form o zawartosci heterogennej nmoze swiadczy¢, ze
zmiany te sg wykladnikiem daleko posunietej nekrobiozy.

2. Gromadzenie glikogenu w astrocytach napromienionych in vitro,
podobnie jak w tkance nerwowej in situ moze Swiadczy¢ o tym, ze objaw
ten jest niezalezny od funkcji odzywczej i transportowej astrocytow.

M. OcreBaa

YJIBTPACTPYKTYPA TJIMAJIbHBIX KJETOK, OBJYYEHHBIX ,MH BWTPO”
JYYAMU TAMMA (Co?)

Peszwme

KyabTyph! ravalbHBIX KJIeTOK obsyyanuch ogHokpaTHOM no30i 5 000 p ramMmma-ay-
yeyl Iocjle Yero MX IIOAIBEprajiM MCCIEeNOBAHMIO B 3JIEKTPOHHOM MMKPOCKOIIE CITYCTS
3 1o 72 yacoB 110cCJie SKCITO3MULIMMN.

B panHux nepuojiax mnoene skcnoduumm (3—6 yacoB) xomnierc ToabpmRu obHa-
PYXMBaeT YyCUMJIEHHYI0 aKTMBHOCTb, B LIMTOIJIa3Me ACTPOLMTOB ITOABJISIETCH IJIMKOTEH,
ucyesarT NPU3HAKM NUHONMTO3a. [IpM3HaKM 9TM OoTCTynaloT Imociye 24 yacos. [Tapas-
JleJIbHO€ IIOABJIEHME TIJIMKOTeHa M INpPEeKpallleHMe NHMHOLMTO3a CBUAETEILCTBYET O
BPEMEHHOM IIOBPeXKJEHMM KJeTO4YHOoro merabonmsma. YBeauueHue B 6Gosiee mo3pgume
nepuosb! (72 yacoB) KOJMYECTBA BTOPUYHBLIX JM30COMOB, aBTO(harocoMos M aunodyc-
IIMHOBBIX IIApPOB JlaeT OCHOBAHME II0JIaraTh, YTO 9TO IIOBPEXJEHUE MOXeT OBLITh
HeobpaTuMbiM. CKONJEHME TJMKOTeHa B IIOBPEXIAEHHBLIX acCTpPOUMTAaX ,UH BUTPO’
MOJKET CBUJIETEJIbLCTBOBATH, YTO STOT IIPM3HAK HE32BUCHM OT UX TPOMUUECKO T M TpaHC-
TMOPTHOM (DYHKLMM.

M. Ostenda

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

Summary

The cultures of glial cells were irradiated with a one-time dosis of 5000 r of
gamma rays and thereafter were taken for electronmicroscopic 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 lipofuscine 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, MIROSEAW BESKID

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W MOZGACH PSOW
PO PODAWANIU ETANOLU *»

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

Wplyw alkoholu etylowego na organizm zwierzat i ludzi stanowit przed-
miot licznych badan morfologicznych i biochemicznych, w tym szczegélnie
bogate piSmiennictwo poswiecone jest patomorfologii osrodkowego ukladu
nerwowego. Na tym tle zwraca uwage stosunkowo mata liczba opracowan,
dotyczacych mikroskopowo-elektronowego obrazu uszkodzen tkanki ner-
wowej. Kissling i Tilander (1963) w pracy poswieconej przede wszystkim
poalkoholowym zmianom ultrastrukturalnym watroby, jedynie margine-
sowo omawiajg uszkodzenia w osrodkowym ukladzie nerwowym. Badania
mikroskopowo-elektronowe Gernharda i wsp. (1968), dotyczace ostrej en-
cefalopatii alkoholowej u ludzi prowadzone byly na materiale autopsyj-
nym, co w sposéb oczywisty ogranicza jednoznaczno$¢ interpretacyjng
opisanych spostrzezen. Jedynie Artyukhina i Khachaturyan (1969) opra-
cowali zagadnienie uszkodzen moézgu wywolanych przez alkohol etylowy
na szerszym i bardziej reprezentatywnym materiale do§wiadczalnym.

Sktonilo to nas do przeprowadzenia analizy obrazu mikroskopowo-elek-

tronowego moézgu pséw, poddanych w warunkach doswiadczalnych pod-
ostremu dzialaniu alkoholu etylowego.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 12 psach mieszancach, pici zenskiej o wadze
12—14 kg. Siedem zwierzat stanowilo material do$§wiadczalny, 5 — kon-
trolny. Przed rozpoczeciem doswiadczenia zwierzeta przeszty podstawowe
zabiegi kwarantannowe (odrobaczenie, szczepienie przeciwko wsciekliznie).
Psy grupy doswiadczalnej otrzymywaly przez okres 20 tygodni 250 ml
25% roztworu alkoholu etylowego, dodawanego do pozywienia dwa razy
dziennie. Po 20 tygodniach psy usypiano.

*) Praca czeSciowo subsydiowana z umowy polsko-amerykanskiej PL 480, Grant
Public Health Service USA; Agreement 05-004-1.
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Wycinki tkanki do badan mikroskopowo-elektronowych pobierano
z kory okolic czolowo-ciemieniowych pétkul moézgu, krojono na skrawki
wielkosci 1-—2 mm?® ktére utrwalano przez 1,5 godz. w zbuforowanym
1%/0 czterotlenku osmu o pH 7,4. Po odwodnieniu w etanolu o wzrastaja-
cych stezeniach zatapiano je w Eponie 812. Material skrawano na ultra-
mikrotomie f-my Reichert. Ultracienkie skrawki kontrastowano octanem
uranylu i cytrynianem olowiu. Material oglagdano w mikroskopie elektro-
nowym JEM 7 A.

Do wykonanych réwnolegle badan w mikroskopie $§wietlnym materiat
pobierano z potkul mézgu na poziomie zwojow podstawy, oraz z mézdzku
i pnia moézgu. Utrwalony w 10% formalinie material przeprowadzano
w spos6b rutynowy do parafiny. Skrawki barwiono hematoksyling i eozy-
ng, fioletem krezylu i blekitem trwalym luksolu.

Badanie histopatologiczne, histochemiczne i mikroskopowo-elektronowe
watroby stanowilo temat odrebnego opracowania (Beskid i wsp. 1972).

WYNIKI

Obraz histopatologiczny

Wigkszo§¢ neuronéw w strukturach szarych nie wykazywala zmian.
W korze czolowej i amonalnej, w ciatach suteczkowatych i warstwie ko-
moérek Purkinjego moézdzku spotykano rozsiane uszkodzenia neuronoéow.
W korze, zwlaszcza amonalnej, obserwowano dyskretne przerzedzenia ko-
moérkowe. Niekiedy stwierdzano niewielkg glejoze izomorficzng w istocie
bialej.

Obraz mikroskopowo-elektronowy

Neurony. Wiekszo$¢ komérek nerwowych byla nieco obkurczona.
Nieznaczne zageszczenie stalych elementéw cytoplazmy komoérkowej,
szczegblnie rybosoméw, czynilo jg ciemniejszg. Jadra neuronéw, blony
jadrowe i komoérkowe nie wykazywaly istotnych zmian. Obserwowano
powiekszone mitochondria o dziwacznych ksztaltach i zwiekszonej gestosci
elektronowej macierzy. Podobne zmiany w mitochondriach tylko znacznie
rzadziej stwierdzano réwniez w moézgach zwierzat kontrolnych. Pomno-
zona byla takze liczba cial lizosomopodobnych w poréwnaniu z grupg
kontrolng. W cytoplazmie wielu komoérek nerwowych obserwowano nie-
kiedy dos¢ liczne, geste elektronowo ciala wtretowe o nieregularnych
zarysach (ryc. 1). Twory te, identyfikowane jako lipofuscyna, zawieralty
czesto okragle, ostro obrysowane, jednorodne wodniczki o mniejszej ge-
stosci elektronowej. W niektéorych neuronach spostrzegano poszerzenie
kanalow siatki srédplazmatycznej. Wiekszo$¢ synaps nie wykazywatla istot-
nych zmian patologicznych. Czasami obserwowano jedynie nieznaczne po-
mnozenie liczby pecherzykéw synaptycznych.
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Ryc. 1. Komoérka nerwowa z nieznacznym zageszczeniem stalych elementéow cyto-
plazmy, poszerzonymi kanalami siatki §rédplazmatycznej, licznymi cialami lizoso-
mopodobnymi i lipofuscyng 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.

Ryc. 2. Astrocyt z niemal calkowicie opustoszalg cytoplazma. Pow. 12.900 X.
Fig. 2. Astrocyte with almost completely organelle-free cytoplasm. X 12800.
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Ryc. 3. Astrocyt z przerzedzong cytoplazmg i wolno lezgcymi pojedynczymi blonami
siatki $rodplazmatycznej. Mitochondrium o duzych 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 ksztaltach. Pow. 32.000 X.
Fig. 4. Astrocyte mitochondrium of bizzare shape. X 32 000.
Ryc. 5. Mitochondrium wypustki asirsoscgguxz rozdetymi blonami grzebieni. Pow.
Fig. 5. Mitochondrium of astrocytic process with swollen crist membranes. X 45 500.
Ryc. 6. Mitochondrium wypustki astrocytu z chaotycznym ukladem bardzo licznych
grzebieni. Pow. 22.200 X.

Fig. 6. Mitochondrium of astrocytic process with chaotic arrangement of numerous
cristae. X 22 200.
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I'.c. 7. Lipofuscyna w cytoplazmie astrocytu, poszerzone kanatly siatki $rédplazma-
tycznej, duze rozmiary mitochondrium. Pow. 12.300 X.

I''s. 7. Lipofuscine in astrocyte cytoplasm, endoplasmic reticulum channels widened,
large mitochondrium. X 12 300.
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Glej. Wyraznie zmienione byly astrocyty. Mialy one cechy tzw. , ko-
moérek wodnistych” (watery cells) (ryc. 2). Cytoplazma wielu z nich byla
prawie zupelnie opustoszala, z wolno lezacymi, znacznie poszerzonymi,
pojedynczymi blonami siatki S$rédplazmatycznej i zmienionymi mito-
chondriami (ryc. 3). Obserwowano mitochondria wyraznie powiekszone
(ryc. 3), o dziwacznych ksztaltach (ryc. 4) i miejscami rozdetych btonach
grzebieni (ryc. 5), lub chaotycznym ich ulozeniu (ryc. 6). W opustoszalej
cytoplazmie astrocytow czesto znajdowano elektronowo geste ciala wtre-
towe o cechach ultrastrukturalnych odpowiadajacych ztogom lipofuscy-
ny (ryc. 7). W mniej uszkodzonych astrocytach obserwowano mierne opu-
stoszenie cytoplazmy z rzadziej wystepujacymi zmianami w mitochon-
driach. Wigkszos¢ oligodendrocytéw byta niezmieniona.

Naczynia krwiono$ne nie wykazywaly istotnych odchylen od normy.
W cytoplazmie pericytow rzadko stwierdzano obecno$é¢ cial wtretowych
o charakterze lipofuscyny. Sporadycznie okolonaczyniowe wypustki gle-
jowe wykazywaly stabo zaznaczone cechy obrzmienia, w wiekszo$ci astro-
glej byl niezmieniony.

OMOWIENIE

Najwigksze nasilenie zmian mikroskopowo-elektronowych stwierdzono
w astrocytach, przy nieproporcjonalnie mniejszym uszkodzeniu neuronow
i prawie calkowitym oszczedzeniu oligodendrocytéw. Nie obserwowano
réwniez istotnych zmian w naczyniach krwiono$nych, ani w przylegaia-
cych do nich wypustkach glejowych.

Zmiany w astrocytach polegaly na opustoszeniu cytoplazmy, uszkodze-
niu mitochondriéw oraz obecnosci lipofuscyny. Opustoszenia cytoplazmy
i zmiany w mitochondriach mozna by traktowa¢ jako element obrzeku
mozgu. Brak bylo jednak zaleznosci lokalizacyjnej miedzy astrocytami
wykazujgcymi opisane zmiany i naczyniami. Ponadto prawie wszystkie
wypustki astrocytow otaczajgcych naczynia byly niezmienione. Réwniez
obraz mitochondriéw nie odpowiadal obrazom uznanym za typowe dla
obrzeku (réwnomierne powiekszenie mitochondriow o ksztalcie na og6l
okrgglym, jasna macierz, porozrywane struktury bloniaste grzebieni). Na
marginesie stwierdzanych zmian w mitochondriach astrocytéw warto
zwroéci¢é uwage, ze pod wplywem etanolu réwniez w watrobie ulegaja
uszkodzeniu gtéwnie mitochondria hepatocytéow: pojawiajg sie ich mon-
strualne postaci o dziwacznych ksztaltach, niezwykle uklady grzebieni
oraz zageszczenie macierzy (Kiessling i wsp. 1964, Svoboda, Monning 1964,
Franch 1968). Wyniki badan histochemicznych wskazuja, ze zmiany w mi-
tochondriach wigza sie z zaburzeniami czynnosci enzymatycznych ukladu
oddechowego komérek watroby pod wplywem etanolu (Kiessling, Tilan-
der 1963, Christophersen 1964, Rubin i wsp. 1970). Poréwnanie zmian w
mitochondriach astrocytéw i komérkach watroby moze sugerowa¢, ze pod
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wplywem etanolu réwniez w moézgu ulega pierwotnie zaburzeniu meta-
bolizm astrocytow. Zmianom w wypustkach astrocytéw przypisuje sie
w gléwnej mierze zaburzenia transportu metabolitow (Klatzo 1960), co
wtérnie moze prowadzi¢ do uszkodzenia pozostalych elementéw struktu-
ralnych tkanki nerwowej. Badania przeprowadzone przez Negishi i Svae-
tichina (1966) wykazaly szczeg6lng wrazliwos¢ astrocytow na dzialanie par
alkoholu.

W neurocytach obserwowano jedynie nieznaczne obkurczenie cytoplaz-
my i poszerzenie kanaléw siatki Srédplazmatycznej. Cechy patologiczne
mitochondriéw komoérek nerwowych byly stabo wyrazone w poréwnaniu
z mitochondriami astrocytow. Jedynym elementem sugerujgcym zabu-
rzenia metabolizmu komérkowego neurocytéw jest obecnosé obfitych
zlogébw lipofuscyny, z tym jednak, ze zréznicowany i w wiekszosci przy-
padkéw nie znany dokladny wiek zwierzat doswiadczalnych, ogranicza
jednoznaczno$¢ interpretacyjng tego zjawiska. Rowniez w synapsach nie
stwierdzono istotnych zmian patologicznych, podczas gdy Artyukhina
i Khachaturyan (1969) obserwowali u zwierzgt pojonych etanolem liczne
uszkodzenia synaps. Wspomniani autorzy czynig zmiany w strukturze
blon synaptycznych i pecherzykach odpowiedzialnymi za zaburzenia
czynno$ci kory moézgowej poddawanej przewleklemu dzialaniu etanolu.
Prawidlowy obraz synaps w naszym materiale potwierdzalby poglad
Nagishi i Svaetichina (1966) oparty na badaniach siatkowki ryb, iz sy-
napsy wykazujg znaczna odporno$¢ na dzialanie par alkoholu.

Z przeprowadzonych badan mikroskopowo-elektronowych wynika, ze
w przypadku stosunkowo krétkotrwalego podawania niskich dawek eta-
nolu psom, astrocyty sg pedstawowym elementem strukturalnym mézgu
ktory zostaje pierwotnie uszkodzony. Nieznaczne uszkodzenie neurocytéw
jest prawdopodobnie wtérne w stosunku do zmian w astrocytach. Na te
mozliwos¢ wskazujg wyniki badan nad zaleznosciami funkcjonalnymi
miedzy komoérkami nerwowymi i glejem (Wallgren, Barry 1970). Biorac
pod uwage zar6éwno czas podawania alkoholu zwierzetom doswiadczal-
nym, jak i stosunkowo jego niskg dawke mozna uznaé¢, ze stwierdzone
przez nas zmiany w obrazie ultrastrukturalnym osrodkowego ukladu ner-
wowego stanowig wykladniki jego wczesnego uszkodzenia. W rozwaza-
niach naszych nalezy réwniez uwzgledni¢ zagadnienie pierwotnosci lub
wtornosci zmian w o$rodkowym ukladzie nerwowym w stosunku do
uszkodzen watroby, stwierdzanych w naszym materiale (Beskid i wsp-
1972). Odmienno$é¢ uszkodzen astrocytarnych, brak zmian w ultrastruk-
turze drobnych naczyn, stanowigcych dominujgcy element obrazu mi-
kroskopowo-elektronowego encefalopatii watrobowej (Ostenda i wsp.
1973) pozwalajg przypuszcza¢, ze obserwowane przez nas nieprawidlo-
wosci ultrastrukturalne, majg charakter pierwotny, niezalezny od uszko-
dzenia watroby. Braé¢ trzeba jednak pod uwage mozliwo$¢ odrebnosci
gatunkowych zwierzgt uzywanych w obu grupach do$wiadczalnych.
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T. Mangeukyu, M. Mapumuak, M. Beckun

YJBTPACTPYKTYPHBIE USMEHEHUSI B MO3I'AX COBAK IIOCJIE
IIOJAYY 3TAHOJIA

PeszomMe

IIpoBOAMIIMCE SJIEKTPOHHOMMKPOCKONMUYECKMe wucciefoBaumMa Ha cobarax, KOTO-
peIM B Teuenue 20 HeJes b eXeJHEeBHo jasBaiu ¢ mnmugenn 250 mu 259/, pactsopa
sraHosa. 5 cobaK COCTABJAJN KOHTPOJLHYIO TDyIiily. B CBEeTOBOM MMKpOCKONe obHa-
PYXMBAJIUCh OIYCTOIIEHUS HEMPOHOB M INATOJIOTMYECKUe M3MeHeHUdA HepPBHBIX Kile-
TOK TJaBHBIM 00pa3oM BO (PPOHTAJILHOM KOpEe, aMMOHOBOM pOre MaMMMISADHBIX Tejax,
a Tak¥xe B cyoe KieTok Ilypkunbe. Kpome Toro Habmiozancsa HeConbInoi m3omMop-
uueckuit riaeio3 B GejioMm BellecTBe. B 9JeKTPOHHOMMKPOCKOMMYECKOM JMCCJeoBa-
Hyu obHapyXuBalIuch camble OOJbIUME M3MEHEHUs B acTpouutax. B oTux KiIeTkax
HabJI01aI0Ch OMYCTOLIEHME LIMTOIJIa3Mbl, IIOBPEXKJeHMe MUTOXOHJPMEB U CKOILJIeHUEe
aunocdpycumua. B HelipoumTrax o00HapyXKMBaJIOCh JIMIIb He3HAYMTeJIbHOE CXKUMaHue
UMATONJIA3MbL M PacIUMpeHue KaHAJbIEB 9HA0TIJIa3MaTUHYeCKOr0 PeTMKYIIOM, a TakKe
HeboablMe CKOmJIeHMs JurnodycumuHa. B cuHancax He oOHapyXMBaJIUCh CyIeCTBEH-
Hble YJbBTPACTPYKTYPHBblE M3MEHEeHMs. B 3JIeKTPOHHOMUKPOCKONMMUECKOM MCCleAoBa-
HuM obpallajio BHMMAaHue INOBPeXKJeHue acTPOLMTOB M 3HAuUMUTEJbLHO MeHee BbIpa-
JKEeHHOe M3MEeHEeHMue OCTaJIbHBIX CTPYKTYPHBIX 93JIEMEHTOB HEPBHOM TKaHI. Kaxercs,
4YTO IIOBpPeXJAeHue aCTPOLMTOB MMeeT XapakTep INepPBMYHBIX M3MEHeHMI, BBI3LIBAIO-
I[MX B CBOIO OYepeJb BTOPMUYHBIC TOBPEXACHMs HEPEHBIX KJIETOK.

T. Majdecki, M. Marciniak, M. Beskid

ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN THE BRAINS OF DOGS AFTER ETHANOL
INTOXICATION

Summary

The experiments were carried out on 7 dogs, which were receiving with food twice
a day 250 ml of a 25% 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 layer. 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 cytopldsm 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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MIECZYSEAW 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, Poznan

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 important role is played by the influence of cyanides on cytochrome
oxidase, whose activity in the white matter 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 structure (Levine, 1967).

In cyanide encephalopathy, diffuse spongy changes are frequently ob-
served in the white matter (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 structural 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 mixture of air and cyanide.
A glass receptacle containing a solution of 10% KCN, through which air
was circulated at a flow of 7 litres/min., was placed between the exsic-
cator and a cylinder with 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 were extracted from the nervous
tissues of the white and the grey matter 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 Kliiver-Barrera methods. Frozen sections were
stained by the Spielmeyer method.

RESULTS

Histology. 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 bialej mézgu w encefalopatii cyjanowej (w g/100 tkanki suchej)

Lipids Normal 4 hrs after |18 hrs after| 14 days
animals | HCN intoxica- | HCN into- | after HCN
tion xication | intoxication
Lipidy Norma 4 godz. po |18 godz. po| 14 dni po
zatruciu HCN | zatruciu zatruciu
HCN HCN

Phosphatidyl serine -+

+ phosphoinositides 4.5+ 0.06 3.54+0.09 3.6-+0.20 2.94-0.20
Fosfatydyloseryna -+ fosfoino-

zytol
Phosphatidyl ethanolamine 7.64+0.08 5.940.04 5.14+0.17 | 4.04-0.22
Fosfatydyloetanolamina
Phosphatidyl choline 5.6-+0.07 5.44-0.09 4.240.07 | 43+0.19
Fosfatydylocholina
Sphingomyelins 2.6-4+0.05 1.440.07 1.240.07 | 1.240.11
Sfingomieliny
Cerebrosides 6.240.19 5.8-4-0.09 484014 | 5.840.22
Cerebrozydy
Sulphatides 2.240.10 1.64-0.08 1.140.07 | 1.840.14
Sulfatydy
Cholesterol 12.740.19 6.0+0.13 8.440.19 | 6.64-0.26
Cholesterol
Cholesterol esters 0 1.34-0.05 0.740.05 1.140.07

Estry cholesterolu

Results are given as mean - standard error
Srednia -+ $redni blad $redniej

Number of animals in each group : 10
Liczba zwierzat w kazdej 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.

Chemical findings. The results of investigations of the lipids
of the cerebral white matter presented in table 1 show in cyanide en-
cephalopathy, marked changes in the form of a reduction in the content

http://rcin.org.pl



420 M. Wender et al. Nr 4

Table 2. Lipids of cerebral grey matter in experimental cyanide encephalopathy (in g/100g
of dry weight)

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

Lipids Normal 4 hrs after |18 hrs after |14 days after
animals HCN HCN HCN
intoxication | intoxication| intoxication
Lipidy Norma 4 godz. po |18 godz. po| 14 dni po
zatruciu HCN | zatruciu zatruciu
HCN HCN
Phosphatidyl serine + phos-
phoinositides
Fosfatydyloseryna -+ fosfoino- 2.64-0.04 3.14-0.04 2.44-0.05 1.640.09
zytol

Phosphatidyl ethanolamine 4.64-0.05 3.24-0.01 2.94-0.11 2.44-0.12
Fosfatydyloetanolamina
Phosphatidyl choline 4.640.13 4.74+0.09 3.94-0.26 3.740.34
Fosfatydylocholina
Sphingomyelins 1.94-0.09 1.04-0.01 1.44-0.03 1.4 4+0.05
Sfingomieliny
Cerebrosides 2.540.09 2.340.08 1.94+-0.09 2.04-0.06
Cerebrozydy
Sulphatides 1.54-0.04 0.64-0.05 0.640.05 0.740.04
Sulfatydy
Cholesterol 6.24-0.09 3.64-0.02 3.44+0.13 2.540.16
Cholesterol
Cholesterol esters 0 0.64-0.04 1.040.14 1.540.07
Estry cholesterolu

Results are given as mean -+ standard error
Srednia 4 éredni blad $redniej

Number of animals in each group : 10
Liczba zwierzat w kazdej 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 matter 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; (Gp;.) and G, (Gy,) is observed
together with an increase in the relative content of gangliosides G, and
G; (Gty). Results of investigations of the ganglioside spectrum in the
cerebral grey matter presented in table 4, show a particularly marked
reduction in the percentage of gangliosides of G; (Gp,.) type, in favour of
fractions G, and G; (Gyp.).
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Table 3. Pattern in cerebral white matter gangliosides in experimental cyanide ence-

phalopathy (in rel. %)
Tabela 3. Odsetkowa zawartos¢ frakeji gangliozydéw

lopatii cyjanowej

istoty bialej mézgu w encefa-

4 hrs after 18 hrs after 14 days after
Ganglioside fractions Normal HCN HCN HCN
animals intoxication intoxication intoxication
Frakecje gangliozy- 4 godz. 18 godz. 14 dni
dowe Norma po zatruciu po zatruciu po zatruciu
HCN HCN HCN
G, 0.640.14 5.84-0.17 5.240.92 6.041.49
Gy (G1y) 5.340.40 7.84-0.41 6.74-0.56 9.540.56
Gaa (Gpiba) 9.34+0.60 6.041.01 6.14-0.74 9.04+1.54
Gap (Gpibp) 28.84-0.62 24.04+0.36 29.34-1.52 26.04-1.28
G; (Gpia) 19.940.98 17.340.28 16.940.96 13.74-1.15
Gy (Gyma) 28.3+0.65 24.44-0.40 23.44-1.17 21.84-1.02
Gy (Gma) 4.240.29 9.340.30 8.04-0.96 8.54+0.56
G (Gys) 3.340.51 5.44+0.50 4.440.37 5.54+-0.95

Results are given as mean + standard error
Srednia 4 éredni blad éredniej

Number of animals in each group : 10
Liczba zwierzat w kazdej grupie :

10

Table 4. Pattern in cerebral grey matter gangliosides in experimental cyanide ence

phalopathy (in rel. 9)

Tabela 4. Odsetkowa zawartodé frakeji gangliozydéw istoty szarej mézgu w encefalopati

cyjanowej
Ganglioside Normal 4 hrs after 18 hrs after | 14 days after
fractions animals HCN HCN HCN
intoxication intoxication intoxication
Frakeje Norma 4 godz. po 18 godz. po 14 dni po
gangliozydowe zatruciu HCN | zatruciu HCN | zatruciu HCN
Go 1.74-0.28 4.24-0.10 4.94-0.51 6.741.26
G, (Gn,) 4.1+0.31 4.94-0.36 6.44-1.26 6.04-0.42
Gz (Gpypa) 7.64+0.72 6.240.55 8.04+1.17 9.34-0.82
G2B (GpibB) 21.54-0.87 29.34-0.53 16.44-1.04 24.241.03
Gs (Gpia) 33.440.75 25.24-0.40 25.74+1.63 23.841.84
G4 (Gary) 23.240.57 19.64-0.39 19.14-1.60 15.44+1.30
Gs (Gya) 4.740.62 6.74-0.36 5.040.47 8.74-0.89
Gs (Gus) 3.840.46 3.940.19 4.54-0.37 5.940.95

Results are given as mean 4 standard error
Srednia + éredni blad éredniej

Number of animals in each group : 10
Liczba zwierzat w kazdej grupie : 10
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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 matter
‘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 triethyl 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 nature of these deviations in enzymatic acti-
vity is not known.

We observed in the cerebral grey matter 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 with damage to the myelirn
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 matter, 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
G, and G, type, or in the less polar gangliosides of G; and G, type. In
view of this, a polar and less polar pattern 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 temporary 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 marked 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 MOZGU W DOSWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII CYJANOWEJ
Streszczenie

Badano sklad lipidéw mo6zgu bialych szczuréw w réznych okresach po zatruciu
HCN metodg wziewna wedlug techniki Levine i Stypulkowskiego. Oznaczenia ilo$-
ciowe poszczegdlnych lipidow mo6zgu wykonywano po rozdziale przy pomocy chroma-
tografii kolumnowej i cienkowarstwowej.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, Zze w encefalopatii cyjanowej
wystepuje w istocie bialej moézgu znaczny spadek zawarto$ci sfingomielin, sulfaty-
déw i wolnego cholesterolu, a takze fosfatydyloseryny i fostatydyloetanolaminy oraz
wyrazna estryfikacja cholesterolu. W istocie szarej moézgu stwierdza sie obnizenie
zawartosci sulfatydow, cholesterolu a w okresie wczesnym rowniez sfingomielin,
a takze spadek zawarto$ci fosfatydyloetanolaminy; nastepuje rowniez estryfikacja
cholesterolu. Zaré6wno w istocie bialej jak i w szarej moézgu stwierdza sie ponadto
przesuniecia w obrazie gangliozydow, wyprzedzajgce uchwytne morfologicznie zmiany
w neurocytach.

Roézny stopienh odchylehi w zakresie poszczegblnych fosfatydéw moézgu $wiadcezy,
ze w mechanizmie demielinizacji w encefalopatii cyjanowej nie odgrywa wigkszej
roli uogblnione zaburzenie syntezy fosfolipidow. Brak wspoélzalezno§ci pomiedzy
estryfikacjg cholesterolu a reakcja makrofagbw wskazuje na wystepowanie w ence-
falopatii cyjanowej powaznych zaburzefi enzymatycznych zwigzanych z przemiang
cholesterolu w samej tkance nerwowej. Zmiany lipidowe w korze moézgu nalezy
odnie$é¢ tak do uszkodzenia mieliny we wibéknach rdzennych jak i do uszkodzen in-
nych oprécz mieliny bton komoérkowych.

M. Benugep, 3. AgamueBcka, A. Baiirr
JIUTIUIBI MO3I'A B DKCIHEPMMEHTAJIBIION IIMMAHOBOWM DHIEPAJOITATUU

Pe3omMe

Uccnenoeannochk coAcpiRKaHMe JMIINMJAOB Mo3ra OesibIXx KpPbIC B pas3Hble [MePUOILI
rmocyie orpaByeunsa HCN MHraJsifMOHHBIM MeTOAOM TexHuxoi JleByHa u CTEINYJIKOB-
ckoro. KoJsmyecTBeHHbIe ONpeleJIeHMs OTAeJIbHbIX JIMOUAOB MO3Ta ITPOROAMUIIOCH
Tocse pasjfiedleHMsa NpyM IIOMOILIM Xpomarorpachmy Ha KOJIOHHAX M TOHKOCJIOWHOM
xXpomarorpacun.

B pe3ynbTaTe NpPOBeJeHHBIX MCCJIEACBaHUM OOHAPY’KEHO, YTO B II1allOBO) 9HUe-
damonatuu B 6GesoM BeljecTBe MO3ra MMEEeT MECTO 3Ha4yMTeNbHOe IaJieHde COoAep-
JKaHuA C(OUHTOMMEIMHOB, CyJabdaTtuzoB U CBOOOAHOrO XOJeCcTepoJia, a TaKXKe
docharuanicepnua u dochaTnanIsTaHOJIAMMHEA M OTYETIMBAA I3TepUMUEAINA XO-
Jecrepoiia. B cepoMm BelllecTBe MO3ra HabJIIOaeTCs CHUIKEHMe CojepXaHusa cyabda-
TUZAOB, XOJeCTepojia M B pPAHHEM IIepuojJe Tak¥kKe CCOMHIOMMEJMHOB M ITaJleHue
cozepxaHusa docchaTuINISTaHONaMIIHA;, MMEeT MEeCTO Tak:xe STepupuranmus Xoje=
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crepena. Kak B GesloMm Tak M B CepocM BellecTBe Mo3ra HabOJM0aloTcs KPOME TOrO
CIBUATM B KapTUHE TaHIJIMO3MJOB, Olleperkawoliiye 3aMeTHEbIE MOPdOJOTMYecKU HU3Me-
HEeHUs B HEVpoUUTax.

Pa3nasa cTeneHb OTKJIOHEHMI OTAEJNIbHBIX (OCHETHUACB MO3ra CBUIETENLCTBYET
0 TOM, YTO B MeXaHM3Me JeMueaMHM2ZanMu B LMaHOBOM sHuedasonaTuy He urpaer
3HAYNUTEJILHON poJan 000fuleHHOe HapyuieHMe cuHTe3a docdoaununos. OTcyrcTBUE
3aBMCUMMOCTM MEXXKJy sTepuduKalyMel XoJjecTepo/a M peakumei MaxpodaroB ykasbl-
BaeT Ha Hajluuue B IMAHOBOH SHuedAallonaTuy CEpPLEe3HBIX ISH3UMATUYECKMX Hapy-
LIeHNI, CBA3@HHbIX ¢ OOMEHOM XoJlecTepojia B CaMOM HEPBHOM TRaHW. JIMOuAHbIE
M3MEeHEeHMA B KOpe MO3ra cjeAyeT OTHeCTM KaK K IOBPeXXACHUIO MMEeIVHA B MAKOT-
HBIX BOJIOKHaxX TaK M K APYTUM IIOBPE€XACHUAM KPOMEe IOBpPEKAEHU MMeNMHa KJe-
TO4YHBIX MeMOpaH.
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WPLYW LEKOW PRZECIWPADACZKOWYCH
NA OBRAZ MORFOLOGICZNY MOZDZKU SZCZUROW *

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

W osrodkowym ukladzie nerwowym ludzi chorych na przewleklg pa-
daczke mozna stwierdzi¢ zmiany morfologiczne o charakterystycznym
obrazie i umiejscowieniu (Dowzenko 1966, Afifi, Allen 1968, Dymecki
1971). Patogeneza tych zmian nie jest dotychczas wyjasniona. Wspétczes-
ny stan wiedzy pozwala na przyjecie dwoéch czynnikéw patogenetycznych:
czestych napadéw padaczkowych, ktére sg przyczyng zmian okreslanych
jako podrgawkowe (Scholz 1953, Dambska 1968) oraz toksycznego wplywu
lekéw przeciwpadaczkowych na tkanke nerwowg (Haberland 1962, Karkos
1972b).

W piSmiennictwie ostatnich lat pojawily sie prace, ktérych autorzy
sklonni sg przypisywa¢ zmiany morfologiczne w osrodkowym ukladzie
nerwowym chorych na padaczke przewleklg przede wszystkim toksycz-
nemu dzialaniu lekéw przeciwpadaczkowych (Dreyer 1966, Meyler, Herz-
heimer 1968). Uszkodzenia te powstajg szczegélnie wskutek stosowania
fenytoiny, przy czym najbardziej dotkniety jest mézdzek.

Srednio po uptywie 15 lat, u pacjentéw z przewleklg padaczks, wyste-
puja objawy uszkodzenia moézdzku, ktorym towarzysza inne objawy neu-
rologiczne oraz zaburzenia psychiczne.

Celem pracy bylo wykazanie zmian morfologicznych w mézdzku szczu-
row po dluzszym stosowaniu kilku wybranych lekéw przeciwpadaczko-
wych, uzywanych od dawna w lecznictwie. Badania te umozliwilyby
réwniez poréwnanie i zréznicowanie zmian polekowych i podrgawkowych.

Badania nad padaczka do$wiadczalng wskazuja, ze moézdzek wywiera
hamujgcy wplyw na napad padaczkowy (Karkos 1972a). Podobnie jak
okolica amonalna mozdzek jest tg strukturg anatomiczng os$rodkowego
ukladu nerwowego, w ktérej zmiany morfologiczne u chorych na padaczke
przewlekla sg najczestsze i najwyrazniejsze. Elementy morfologiczne
mozdzku charakteryzujg sie duzg wrazliwoscig na dzialanie czynnikow

*) Praca cze§ciowo subsydiowana przez PAN w ramach problemu wezlowego
09.4.1.3.2.
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toksycznych endo- i egzogennych (Wender 1966, Collins 1970). Ponadto
niektére leki przeciwpadaczkowe np. fenytoina wykazujg sklonnos¢ do
kumulowania sie w tym narzadzie (van der Kleijn 1972). Istotne znaczenie
zar6wno z punktu widzenia mechanizmu dzialania lekéw przeciwpadacz-
kowych, jak tez mechanizmu napadéw drgawkowych posiadajag pewne
wlasciwo$ei biochemiczne tkanki nerwowej moézdzku jak wysoka prze-
miana biatkowa, duza zawartos¢ cyjanokobalaminy (Reynolds 1968, Kar-
kos 1972a, 1972c).

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 440 szczurach szczepu Wistar obu
plci, o wadze wyjsciowej 180—200 g, wg zasad obowigzujgcych w skri-
ningu farmakologicznym, szczegélnie w odniesieniu do badania toksycz-
nosci przewlektej, okreslania tolerancji na leki przeciwpadaczkowe (God-
lewski, Danysz 1970) oraz zasad oceny toksycznosci lekéw. Do badan
uzyto leki produkcji ZPF POLFA: 1) Hydantoinal (Phenytoin), 2) Lurni-
nal (Phenobarbital), 3) Ronton (Ethosuximide) i 4) Mizodin (Primidone).
Wielkos¢ dawek tych lekow podawanych szczurom oraz poréwnanie
z dawkami podawanymi czlowiekowi przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1 Porbwnanie dawek lekéw podawanych zwierzetom do$wiadezalnym z dawkami
stosowanymi u ludzi
Table 1. Comparison of the drugs doses administered into experimental animals and
those employed in humans

Dawka Stosunek | Calkowita | Stosunek
podawa- LDs, do dawka dawki
| na dawki po- | dzienna podawanej
Lek | szezurom dawanej dla czlo- szezurom
szezurom wieka do dawki
ED100 2
LDso podawanej
mg/kg e
mg/kg czlowiekowi
Drug Dose Per ©8 | Ratio LDso| Full daily | Ratio of
given to dose emp-| dose for | experimen-
to rats loyed experi- adult tal dose/do-
mg/kg | mentally se given
i | | into humans
| | | | | |
Fenytoina 3250 110 200 1/20 500 1 15,40
Phenytoin i
Fenobarbital 660 33 20 1/20 200, iraety 21188
Phenobarbital |
gzﬁi‘;ﬁ:’::ge 1820 | 125 125 1/15 1000 | 972
Primidon '
Primidone 2000 100 200 1/20 1000 ‘ 7,50
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Zwierzeta podzielono na trzy grupy doswiadczalne: w grupie pierwszej
obejmujgcej 120 szczurow okreslono tolerancje w stosunku do kazdego
z badanych lekéw; na kazdy lek uzyto 30 szczuréw. Grupa druga obej-
mowala 240 zwierzat, ktorym podawano leki przez okres 1, 3 i 6 miesigcy.
Zwierzeta te podzielono na 4 podgrupy w zaleznosci od rodzaju podawa-
nego leku. Grupa trzecia obejmujaca 80 szczurdéw stanowita kontrole do-
Swiadezenia. Czas przezycia zwierzat wynosit 1, 3 i 6 miesigcy.

Leki podawano zwierzetom in substantia w 5% zawiesinie z guma
arabskg, raz dziennie przed karmieniem. Zwierzeta grupy kontrolnej
- otrzymywaly wode wodociggowa. Zaréwno leki przeciwpadaczkowe
(w grupie pierwszej i drugiej) jak i wode (w grupie trzeciej) podawano
zwierzetom sondg metalowsg dozotgdkowo. Przez caly okres do$§wiadczen
prowadzono kontrole stanu neurologicznego i somatycznego szczuréw.
Ciezar ciala zwierzat kontrolowano co 10 dni.

Po uplywie 1, 3 i 6 miesiecy zwierzeta dekapitowano, gdyz ten sposéb
zabijania daje najmniej artefaktow w mozdzku (Barlehner 1969). Mézgo-
wie utrwalano w formalinie bromformolu przez 3 tygodnie. Materiatl
utrwalony w formalinie przeprowadzano w sposéb standardowy do para-
finy, utrwalony w bromformolu zamrazano. Mézdzki skrawano seryjnie
w plaszczyznach czolowej, strzalkowej lub poziomej. Metody barwien
i impregnacji: H—E, Nissl, Bielschowsky, Holmes, Weil, Cajal, Kanzler-
Arendt, Herxheimer i van Gieson.

WYNIKI

W odchyleniach w stanie neurologicznym i somatycznym zwierzat naj-
czestszym objawem moézdzkowym byta niezbornos¢, ktéra w pierwszym
miesigcu doswiadczen wystepowala u wiekszosci zwierzat otrzymujgcych
fenytoine, a tylko sporadycznie u szczuréw otrzymujacych pozostate leki.
Po podaniu fenytoiny u kilku zwierzat, zwlaszcza u samic, niezbornosé
mozna bylo zauwazy¢ takze w ostatnich tygodniach do$§wiadczenia. Przez
caly okres doswiadczen zwierzeta plci zenskiej wykazywaly wolniejszy
przyrost ciezaru ciala w poréwnaniu ze zwierzetami plci meskiej i z grupg
kontrolng.

Obraz morfologiczny mézdzku

Makroskopowo u 5 szczuréw otrzymujgcych fenytoine przez okres 6
miesiecy opony miekkie byly zgrubiate, obrzekte, a miedzy opong miekkg
i twardg byly widoczne zlepy plaszczyznowe, a rzadziej zrosty (ryc. 1).

W obrazie mikroskopowym obserwowano uszkodzenie elementéw me-
zenchymalnych i parenchymalnych tkanki nerwowej. Zmiany morfolo-
giczne w elementach mezenchymalnych pojawialy sie badz to wcze$niej
niz w elementach parenchymalnych (etosuksymid i primidon), badz tez
wystepowaly réwnoczesnie z nimi (fenytoina i fenobarbital).
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Zmiany zwyrodnieniowe w komorkach zwojowych mézdzku zwierzat
otrzymujacych fenytoine i fenobarbital wystepowaly wczesnie i byly
bardzo wyrazne (ryc. ryc. 2, 3, 4, 5, 6, 7), a dynamika ich rozwoju byla
bardziej nasilona miedzy 1 i 3, niz miedzy 3 i 6 miesigcem do$wiadczenia.
U zwierzat, ktéorym podawano etosuksymid i primidon uszkodzenie neuro-
cytéow mozna bylo stwierdzi¢ po uplywie 3 miesiecy (ryc. ryc. 8, 9, 10);
po tym okresie narastanie zmian morfologicznych bylo raczej powolne.
Najbardziej wrazliwe na dzialanie czynnika patogennego byly komoérki
Purkinjego, w ktérych obserwowano tigrolize, pyknoze jader, a nastepnie
rozpad perikarionéw. Wyjatkowo tylko spotykano komorki, w ktorych
tigroid tworzyl wigksze brylki, a cialo ulegalo obkurczeniu i skleroty-
zacji. Tak zmienione komoérki byly widoczne w obrebie calego listka.
Zmiany morfologiczne o podobnym charakterze i nasileniu spotykano
w komorkach Golgiego.

Po uplywie jednego miesigca podawania fenobarbitalu stwierdzono
uszkodzenie jader komoérek gwiazdzistych pod postacig ich nier6wnomier-

Ryc. 1. Prawa poOtkula moézgu widoczna od strony grzbietowej. Opony miekkie ognis-
kowo zmleczalte. Plaszczyznowy zrost miedzy opona miekka i twardg. Fenytoina —
6 mies. podawania leku. Pow. 10 X.

Fig. 1. Right 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 10.

Ryc. 2. Kora moézdzku. Prawidlowe aksony komoérek koszyczkowych oraz wlokna
réwnolegle. U podstawy koszyczkOw widoczne zgrubienia. Rozpad wildkien pnacych
i mszystych. Fenytoina — 1 mies. podawania leku. Met. Bielschowsky'ego. Pow.
200 X.

Fig. 2. Cerebellar cortex. Normal axon of basket cells and parallel fibres. Thicken-
ings at the base of baskets. Disintegration of mossy and climbing fibres. Pheny-
toin — 1 month of administration. Bielschowsky meth. X 200.

Rye. 3. Kora mozdzku. Cienie komoérek Purkinjego w zwyrodnialych koszyczkach.
Fenytoina — 3 mies. podawania leku. Met. Holmesa. Pow. 200 X.

F'ig. 3. Cerebellar cortex. Shadows of Purkinje cells in degenerated baskets. Pheny-
toin — 3 months of administration. Holmes meth. X 200.

Ryc. 4. Kora mo6zdzku. Na pograniczu z warstwg zwojowag widoczna komoérka ko-
szyczkowa (strzalka) oraz zwyrodniale wldkna poprzeczne. Koszyczki oraz wldkna
pnace i mszyste ulegly 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 200.

Ryc. 5. Jadro zebate. Pyknotyczne jadra komoérek zwojowych, wodniczki w cyto-
plazmie, rozplywanie si¢ komorek. Fenytoina — 6 mies. podawania leku. Meat.
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. Jadro stropu. Hyperchromatyczne jadra komoérek zwojowych, nier6wnomier-
ny rozpad tigroidu, niektére perikariony obkurczone. Widoczne cienie rozpadajgcych
sie neurocytow. Fenobarbital —3 mies. podawania leku. Met. Nissla. Pow. 400 >.
Fig. 6. Fastigial nucleus. Hyperchromatic nuclei of ganglion cells, irregular tigrolysis,
some periharions crinched. Shadows of disintegrating neurocytes. Phenobarbital —
3 months of administration. Nissl meth. X 400.
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nego obkurczania i zacierania rysunku chromatyny jadrowej. Po uptywie
trzech miesiecy podawania fenytoiny i etosuksymidu spostrzezono réw-
niez zmiany zwyrodnieniowe w cytoplazmie tych komoérek. U zwierzat
otrzymujgcych primidon uszkodzenie jader pojedynczych komoérek gwiaz-
dzistych wystepowalo dopiero po uplywie 6 miesiecy podawania leku.

Zmiany morfologiczne w komoérkach ziarnistych byly widoczne po upty-
wie jednego miesigca podawania zwierzetom fenytoiny i primidonu. Chro-
matyna jagdrowa miala wyglad gruboziarnisty, barwila sie nieréwnomier-
nie, a jadra obkurczaly sie oraz rozpadaly. Ogniskowe ubytki tych ko-
moérek spostrzegano po uptywie trzech miesiecy podawania kazdego leku.
Uszkodzenie perikarionéw i wypustek osiowych komoérek :ziarnistych
(wlokien réwnoleglych) wystepowalo réwnoczesnie.

Charakterystycznie zachowywaty sie wlokna srodkorowe (podtuzne i po-
przeczne) oraz widkna osiowe drég doprowadzajgcych (pngce i mszyste).
W1ioékna sréodkorowe ulegaly uszkodzeniu wcezesniej i silniej, niz widkna
drog doprowadzajgcych. Wsréd widkien sréodkorowych wezesniejsze poja-
wianie si¢ zmian i wieksze ich nasilenie mozna byto wykaza¢ we wldknach
podiuznych niz poprzecznych, natomiast we widéknach drég doprowadza-

Ryc. 7. Kora mo6zdzku. Zggbczenie istoty biatej osi listkow. Przylegle komorki ziar-
niste hyperchromatyczne, ogniskowo zanikle. 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 cells hyperchromatic and focally declined. Phenobarbital —
6 months of administration. Nissl meth. X 400.

Ryc. 8. Kora mézdzku. Uszkodzenie komoérek Purkinjego, rozplem i przerost gleju
Bergmanna. Komoérki ziarniste barwig sie nier6wnomiernie i zanikajg. 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-
suximide — 6 months of administration. Nissl meth. X 400.

Ryc. 9. Jadro zebate. Tigroliza i zwyrodnienie wodniczkowe komorek zwojowych,
zamk pojedynczych neurocytow, 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.

Ryc. 10. Jadro stropu. Zmiany rozptywne oraz zanik komérek zwojowych. Widoczne
paleczki 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.
Ryc. 11. Przekrwienie i obrzek w splocie naczyniowkowym 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.

Ryc. 12. Zachylek boczny komory IV. Krwotok dokomorowy. Sciana naczynia z za-
tarta budowa warstwowsg. 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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jacych stwierdzono réwnoczesne wystapienie zmian. W koncowym okresie
doswiadczen zmiany zwyrodnieniowe we wloknach podluznych, niezalez-
nie od rodzaju podawanego leku, przewyzszaly swym nasileniem zmiany
we wioknach poprzecznych.

Koszyczki, ktore sg utworzone z kolaterali aksonéw komoérek koszycz-
kowych, zachowywaly sie odmiennie niz perikarion komoérki koszyczko-
wej i jej akson (wlékno poprzeczne). Uszkodzenie perikarionu i jej wy-
pustki osiowej pojawialo sie dopiero w poézniejszym okresie, natomiast
zmiany morfologiczne w koszyczkach wystepowaly réwnocze$nie, lub
nawet wyprzedzaly uszkodzenie komoérek Purkinjego. Zwyrodnienie ko-
szyczkOw mozna bylo zauwazy¢ najwcze$niej u ich podstawy, w miejscu
styku synaptycznego aksonu komorki koszyczkowej ze stozkiem odejscia
aksonu komorki Purkinjego. Stopniowo zmiany zwyrodnieniowe obejmo-
watly caty koszyczek.

Zmiany morfologiczne w komoérkach zwojowych jader mézdzku spo-
strzegano niezaleznie od rodzaju i czasu podawania lekow, z wyjatkiem
jader moézdzku szczuréw otrzymujacych primidon przez jeden miesigc,
w ktorych nie stwierdzono zmian. Nasilenie zmian w jadrach archicere-
bellum zwierzat otrzymujgcych fenytoine przez okres jednego miesigca
bylo wieksze niz w innych jadrach mézdzku.

Uszkodzenie ostonek mielinowych wystepowalo pod postacig ich niejed-
nolitego barwienia sie, nieregularnych zgrubien oraz zacierania sie ich
granic. Nasilenie i rozleglos¢ tych zmian zalezaly zaré6wno od rodzaju
jak i czasu podawania lekéw. Obserwowano je wcze$niej u zwierzat
otrzymujacych fenytoine i fenobarbital, niz u zwierzat, ktérym podawano
etosuksymid i primidon, przy czym zmiany po podaniu fenytoiny i feno-
barbitalu byly réwniez ciezsze. Zmiany zwyrodnieniowe w ostonkach
mielinowych nie wykazywaly predylekcji okolonaczyniowej, natomiast
byly bardziej nasilone w polach obrzeku.

Astroglej ulegal najcze$ciej przerostowi oraz ogniskowemu i uogélnio-
nemu rozplemowi. Zmiany tego rodzaju obserwowano u zwierzat otrzy-
mujgcych fenobarbital i etosuksymid juz po uplywie jednego miesigca,
a w przypadku fenytoiny i primidonu — dopiero po uplywie trzech mie-
siecy. Pojedyncze astrocyty wykazujace zmiany wsteczne mozna tez bylo
spotka¢ juz po uptywie trzech miesiecy, a po uplywie sze$ciu miesiecy
byly widoczne zmiany zwyrodnieniowe w perikarionach i wypustkach
cytoplazmatycznych wiekszosci komorek astrogleju. Astrocyty Bergman-
na najczesciej ulegaly przerostowi, oraz ogniskowemu badz uogélnionemu
rozplemowi, a u zwierzat otrzymujgcych fenytoine przez 6 miesiecy
spostrzegano zmiany zwyrodnienowe w wypustkach cytoplazmatycznych
tych komorek.

Oligodendroglej ulegal ogniskowemu rozplemowi u zwierzat otrzymu-
jacych leki przez 1 i 3 miesigce. U szczuroéw, ktérym podawano fenytoine
przez 6 miesiecy byl widoczny obrzek cytoplazmy tych komoérek. Mikro-
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glej na wprowadzone do ustroju leki reagowal ogniskowym rozplemem
oraz przerostem. Rozplem i przerost mikrogleju spotykano w poczatko-
wym okresie po podaniu kazdego leku, byly one jednak wyrazniejsze
u zwierzat otrzymujacych primidon, a mniej nasilone u szczuréw, ktérym
podawano etosuksymid.

Glioza wlokienkowa wystepowala rzadko i byla skgpa. Obserwowano jg
w poczatkowym okresie doswiadczen, wokoét naczyn wlosowatych w war-
stwie drobinowej i w istocie bialej ciala rdzennego u zwierzat, ktorym
podawano etosuksymid i primidon.

U zwierzat otrzymujacych fenytoing i fenobarbital uszkodzenie elemen-
tow mezenchymalnych tkanki nerwowej wystepowalo wczesnie i ulegato
nasileniu tylko miedzy pierwszym a trzecim miesigcem. Natomiast w przy-
padku podawania etosuksymidu i primidonu zmiany morfologiczne w ele-
mentach mezenchymalnych wystepowaly znacznie pézniej. U zwierzat
otrzymujacych te leki przez szes¢ miesiecy zauwazono znaczne nasilenie
sie zmian w poréwnaniu ze zwierzetami, ktérym podawano oba leki przez
3 miesigce.

Zmiany morfologiczne w Scianie naczyniowej byly zlokalizowane przede
wszystkim w jej blonie wewnetrznej, w ktérej bylo widoczne obrzmienie
i stluszczenie $rodblonkéw, a w pozniejszym okresie srodblonek ztuszczal
sie do $wiatla naczynia. U zwierzat otrzymujacych fenytoing i fenobar-
bital blona sprezysta ulegala niekiedy rozwarstwieniu i fragmentacji.
Nierzadko spotykano zacieranie sie warstwowosci $ciany naczyn. Rozplem
elementow lgcznotkankowych przydanki spotykano u zwierzat otrzymu-
jacych leki przez okres jednego i trzech miesiecy. Swiatlo naczyn $réd-
migzszowych bylo poszerzone i szczelnie wypelnione krwinkami. U zwie-
rzat otrzymujgcych leki dluzej, wokél naczyn wigkszego kalibru byly
widoczne poszerzone przestrzenie okolonaczyniowe, wypelnione plynem
wysiekowym i elementami upostaciowanymi krwi.

Obrzek tkanki nerwowej obserwowano nie tylko w sgsiedztwie naczyn
krwiono$nych, ale takze w znacznej od nich odleglosci. Wystepowal on
czeSciej i z wiekszym nasileniem w istocie bialej niz w istocie szarej,
rozsuwajgc wlokna osiowe i komérki zwojowe.

Sploty naczyniéwkowe komory IV poczatkowo byly tvlko silniej ukrwio-
ne, a u zwierzat otrzymujacych diuzej leki rowniez obrzekle (ryc. 11).

Fibroblasty opon miekkich, u zwierzat otrzymujgcych leki przez okres
jednego miesigca, wykazywaly cechy pobudzenia, a w p6zniejszym okresie
spostrzegano takze ‘ich rozrost. Pogrubienie zrebu lgcznotkankowego
opon migkkich, widoczne u zwierzat otrzymujgcych fenytoine i fenobar-
bital juz po uplywie trzech miesiecy, bylo wynikiem rozplemu wldkien
kolagenowych. Po szeSciu miesigcach podawania lek6w opony miekkie
byly przekrwione, obrzekle, spotykano takze wynaczynienia zaré6wno $réd-
jak i podoponowe (ryc. 12).
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Schemat 1. Topografia zmian strukturalnych w moézdzku po podawaniu przez 1 mie-
sigc lekéw 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 cialo rdzenne corpus medullare
v naczynie krwionoéne blood vessel
M opona miekka pia mater
MF wlékna mszyste mossy fibres
CF wlokna pnace climbing fibres
SC komorka gwiazdzista stellate cell
LF wibékno podiluzne longitudinal fibre
TF wlékno poprzeczne transverse fibre
PC komoérka Purkinjego Purkinje cell
PA akson komorki Purkinjego axon of Purkinje cell
PAC kolaterale aksonu komoérki Purkinjego collaterals of Purkinje cell axon
BC komoérka koszyczkowa basket cell
B koszyczek basket
GoC komorka Golgiego Golgi cell
GrC komoérka ziarnista granular cell
Glo kiebuszek glomerulus
G komorka glejowa glial cell
NC jadra moézdzku 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 mézdzku, po uplywie jed-
nego miesigca ich podawania, najbardziej typowe dla kazdego ze stoso-
wanych lekow przeciwpadaczkowych przedstawia schemat 1.

U zwierzat grupy kontrolnej makroskopowo bylo widoczne przekrwie-
nie opon i moézdzku. W badaniu mikroskopowym naczynia krwionosne
byly poszerzone i obficie wypelnione krwinkami. Srédblonki byly
obrziniale, natomiast nie spotykano wynaczynien.

OMOWIENIE

Z obserwaciji klinicznych oraz badan do§wiadczalnych wiadomo, ze diu-
gotrwale stosowanie lekdéw przeciwpadaczkowych moze byé¢ przyczyng
zaburzen czynno$ciowych oraz organicznego uszkodzenia osrodkowego
ukladu nerwowego (Woodbury i wsp. 1972). Ten poglad potwierdzaja
wyniki przedstawionych dos$wiadczen nad wplywem fenytoiny, fenobar-
bitalu, etosuksymidu i primidonu na mézdzek szczurow.

Zaburzenia czynnoSciowe przypisuje sie hamowaniu przewodnictwa
synaptycznego przez leki przeciwpadaczkowe (Majkowski 1969, Karkos
1972). Fenobarbital hamuje przewodnictwo synaptyczne miedzy innymi
w istocie siatkowatej, a etosuksymid w neuronach wzgoérzowo-korowych.
Poniewaz moézdzek jest strukturg, ktérej polgczenia neuronalne majg cha-
rakter wielosynaptyczny (McLennan 1963, Karkos 1972), zar6wno w wa-
runkach doswiadczalnych jak i u chorych nalezy sie spodziewa¢ oslabienia
jego czynno$ci pod wplywem stosowania tych lekéw. W naszym materiale
doswiadczalnym $wiadezy o tym réwniez wystepowanie objawow mozdz-
kowych. =

Przemijajgcy charakter tych zaburzen zwigzany jest z wlasciwosciami
farmakologicznymi lekéw przeciwpadaczkowych (Black 1969, van der
Kleijn 1972), a takze $wiadczy o duzych zdolno$ciach wyréwnawczych
struktur anatomicznych o$rodkowego ukladu nerwowego zwigzanych
czynno$ciowo z moézdzkiem.

Uszkodzenie organiczne moézdzku opisywano tylko u chorych otrzymu-
jacych leki przeciwpadaczkowe przez diugi okres czasu (Roger, Soulayrol
1959, Haberland 1962, Dreyer 1966). Badania do$swiadczalne wskazuja, ze
o wystgpieniu zmian morfologicznych w mézdzku decyduje dtugos¢ okresu
podawania leku, a w mniejszym stopniu wielko§¢ dawki (Reynolds 1968).
Przyjmuje sie, ze zmiany morfologiczne w o$rodkowym ukladzie nerwo-
wym powstale pod wplywem lekéw przeciwpadaczkowych, sg przede
wszystkim wynikiem ich toksycznego dzialania spowodowanego przedaw-
kowaniem tych lek6w. Mniejsze znaczenie w patogenezie tych zmian od-
grywajg natomiast takie zjawiska, jak nietolerancja, alergia i idiosyn-
krazja (Kioerboe 1965, Karkos 1972, Woodbury i wsp. 1972). Nadmiar
niezmetabolizowanych lekéw przeciwpadaczkowych, lub tez toksyczne
metabolity powstale w trakcie ich przemiany w ustroju, uszkadzajg
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tkanke nerwowsg dzialajac bezposrednio na parenchyme, tj. komorki
zwojowe i glej, na naczynia krwionosne, a takze na narzady wewnetrzne,
co z kolei moze powodowaé¢ powstanie wtornych uszkodzen w osrodko-
wym ukladzie nerwowym.

Nie opisane dotychczas w literaturze, a spotykane przez nas pogrubienie
zrebu lgcznotkankowego opon miekkich, a wyjatkowo takze zlepy i zrosty
miedzy opona miekkg i twarda, sg prawdopodobnie wyrazem odczyno-
wego rozrostu tkanki lgcznej na draznigce dzialanie badanych lekow lub
ich metabolitow oraz hemosyderyny.

Odchylenia w stanie somatycznym zwierzat wyrazaly sie gtéwnie wol-
niejszym przyrostem ich ciezaru ciala, zaleznym od rodzaju podawanego
leku i od plci zwierzat. Poniewaz wszystkie zwierzeta pozostawaly na tej
same]j diecie mozna przypuszczaé¢, ze odchylenia te zostaly spowodowane
wywolanym przez leki przeciwpadaczkowe zaburzeniem procesu wchla-
niania, metabolizowania i wydalania katabolitéw przemiany materii oraz
zaklocenia neurohormonalnej regulacji wzrostu zwierzat. Leki przeciw-
padaczkowe, jak wynika z piSmiennictwa, mogg by¢ przyczyna zaburze-
nia wielu ogniw homeostazy ustrojowej (Fichman i wsp. 1970, Woodbury
i wsp. 1972).

Moézdzek ulega bardzo latwo uszkodzeniu w szeregu procesé6w patolo-
gicznych, miedzy innymi w chorobie nowotworowej, zaburzeniach meta-
bolicznych i innych (Karkos 1972). Poniewaz mézdzek zaréwno w stanach
fizjologicznych jak patologicznych wywiera wplyw hamujacy na okres-
lone struktury oérodkowego uktadu nerwowego, gtéwnie ruchowe, mozna
przypuszczac, ze kazdy proces chorobowy uszkadzajgcy mozdzek pozba-
wia ustroj naturalnej ochrony w stanach zwiekszonej gotowosci drgaw-
kowej. Stad uszkodzenie moézdzku w przebiegu terapii lekami przeciw-
drgawkowymi zastuguje na specjalng uwage.

WNIOSKI

1. Leki przeciwpadaczkowe: fenytoina, fenobarbital, etosuksymid i pri-
midon, podawane szczurom przez okres 1, 3 i 6 miesiecy w dawkach
efektywnych (ED,,) powodujg uszkodzenie wigkszosci struktur anato-
micznych moézdzku, ktére ujawnia sie juz po uplywie jednego miesigca.

2. Sposrod zastosowanych lekéw przeciwpadaczkowych przyczyna naj-
czestszych i najciezszych zmian morfologicznych byla fenytoina, a w na-
stepnej kolejnosci fenobarbital, etosuksymid i primidon.

3. Zmiany morfologiczne w moézdzku wywolane stosowanymi lekami
nie majg cech swoistych makroskopowo, ani mikroskopowo, a w szczeg6l-
nosci nie stwierdzono cech swoistosci topograficznej. Zaleznie od rodzaju
leku i czasu jego podawania wystepuja réznice w kolejnosci, czestosci,
nasileniu i rozleglosci uszkodzen elementéw parenchymalnych i mezen-
chymalnych tkanki nerwowej.

4. Objawy uszkodzenia moézdzku wystepujg najczeSciej pod postacig
przemijajacej niezbornosci. Z odchylen w stanie somatycznym na uwage
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zastluguje wolniejszy przyrost ciezaru ciala, zwlaszcza u samic. Zwierzeta
te rowniez gorzej tolerowaly stosowane leki przeciwpadaczkowe.

5. Poréwnanie obrazu morfologicznego mézdzku chorych na padaczke
przewlekla i szczuréw otrzymujgeych leki przeciwpadaczkowe wykazuje
przede wszystkim réznice w topografii procesu chorobowego. Nalezy row-
niez podkresli¢ uszkodzenie lozyska naczyniowego oraz widkien osiowych
i ostonek mielinowych w osrodkowym ukladzie nerwowym szczuréw, kto-
rego nie spotyka sie w mézdzku chorych na padaczke przewlekls.

10. Kapkoc

BIMAHUE NPOTMBOIIMIENTUYECKUX CPEIACTB HA MOP®OJIOTUMYECKYIO
KAPTUHY MO3ZKEYKA KPBICHI

Pe3zoMme

IIpoBesieHO MOP(POJIOrMYECKOe MCCIIeJOBAHME MO3KeyKa KPbIC, KOTOPLIM I10JaBaJu
B sh@deKTUBHBIX [03aX B TeueHue 1, 3 M 6 MecAueB NPOTUMBINMIENTUUECKNUE CPex-
cTBa: heHUTOMH, (beHobapOMuTas, ITOCYKCHMMHUI M NPUMUIOH,

B MOpPMOJIOrMYECKOM KapTuie MO3XKedka He Habniojganock HM MMKPOCKOIIHO HU
MMUKPOCKOITHO CBOMCTBEHHBIX 4YepT, a obHapy>XeHHble M3MCHEHMS MMeJM Jlerenepa-
TUBHBIM XapakTep. YCTAHOBJIEHbI Pa3iMyMdA B OYEPEAHOCTHM, 4YacTOTe ¥ Cujie IIOB-
pexIeHNsa IapeHXMMaTMYECKMX M ME3E€HXMMATUYECKMX 9JIEMEHTOB MO37eUKa B 3a-
BUCUMOCTH OT JaBaeMoOro JjexkapcTBa. IIoBpezlieHue 3TUX 9JEMSHTOB BBICTYIIAJO IIO
ucteuyenno 1 mMecsuna mnojaBaHuMa QenmtTonHa u henobapburana. Ilpm geicTBMM
9TOCYKCMMMJA M NPMMMAOHA. HAPYUIEHME 3JIEMEHTOB ME3€HXMMAaTUUYECKUX OIepCciKao
MOPhOIOTMYECKME U3MEHEHNSA B Heypormurax M raum. Hambosiee YyBCTBUTEJILHBI Ha
TOKCHMYECKOe JelicTBue JleKapceTB Obut kaeTku IlypkuHbe, 3aTeM KieTKu L[OJabau,
3ePHMCTBIE KJETKM M KJETKM MOJIEKYJSAPHOro CJoA. YCTAHOBJIEHO TaK¥<e IOBPeXje-
HMe HEPBHBIX BOJIOKOH LEHTPAJbBLIX ¥ NPOBOAAIIMX INyTeil, a TaK>Ke IOBPEeXAeHMUEe
TaHIJIMOHAPHBIX KJIIETOK #fAlep Mo3zeuka. Kpome TOrO KOHCTATMPOBAaHLI JereHepa-
TUBHbIE M3MEHEHMs B MM3JMHOBBIX 000JI0YKaX, yCHIMBAKIIMECS B II0JIe OTeXa TKaHM,
JoKanbHaa um obobieHHas runepnaasmus u runeprpoduA riammu, a B ciaydae 6oiee
JJIATEJIBHOTO IOAABaHMUA JIEKAPCTB TaKXKe PEerpeccUBHblE M3MeHeHMs rimmu. IloBpesk-
JeHue COCYAMCTOM CMCTEMbI, BBICTyIawlllee paHbllle M Bcerjga ¢ 06osbHION CHMIOIt
6b1J10 NPUYMHON KPOBOM3IMAHMSA B MO3KEYKOBOM MAKOTM M IIOJ TBEPAO 000J10Y-
KOJ1, a TaKKe OTeKa, Npexje Bcero, 0esoro serecrsa.

Kianuuyeckoe noBpeXJeHMe MO3xkKeyKa OOBABIANOCH NepexXOJHBIM ACTHUIMATHU3-
MOM, KpoMe TOro HabJ07as0ch PAacCTPOMCTBO B POCTe Beca Tejla FKMUBOTHBIX, 0COBeH-
HO y CaMOK.

PesynbraTsl NPOBeAEHHBIX MCCIENOBAHMI NPMBOAAT K BEIBOAY, YTO WM3yJaeMmble
TPOTMBONMJIENITUYECKME CPEACTBA 00J1afaloT TOKCHMYECKMM JeMCTBMEM HA HEPBHYIO
TKaHb, NpuyeM, Hanbosiee HEMPOTOKCHYECKMM sABJIfAETCS (DeHMTOMH, 3aTeMm cheHobap-
61uTal, STOCYKCMMMUA ¥ NIPUMMUJIOH.

J'. Karkos
EFFECT OF ANTIEPILEPTIC DRUGS ON THE MORPHOLOGICAL PICTURE
OF RAT CEREBELLUM

Summary

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 nudlei. 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 occuring 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 act 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, GRAZYNA SZUMANSKA

ZMIANY HISTOCHEMICZNE W MOZGU SZCZUROW
W ENCEFALOPATII OUABAINOWEJ »

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

W serii uprzednio przeprowadzonych doswiadczen wykazano, ze doméz-
gowe wstrzykniecie ouabainy prowadzi u szczuréw do powstania uogél-
nionego, cytotoksycznego obrzeku moézgu oraz ogniskowego zwyrodnienia
gabczastego tkanki (Zelman 1972). Zaréwno zmiany rozlane jak i ognis-
kowe wystepuja w strukturach szarych, przede wszystkim w korze po6t-
kul mézgowych i sg tylko czeSciowo zalezne od miejsca wstrzykniecia
glikozydu do tkanki. Stwierdzany obrzek srédkomoérkowy jest zjawiskiem
odwracalnym, cofajgcym sie w ciggu stosunkowo krétkiego czasu, nato-
miast zwyrodnienie gabczaste stanowi trwate uszkodzenie tkanki, powsta-
jace zwykle w miejscu dzialania najwyzszych stezen glikozydu.

Badania ultrastrukturalne przeprowadzone na szczurach (Cornog i wsp.
1968) oraz na tkance nerwowej hodowanej in vitro (Renkawek i wsp. 1970)
wykazaly istotny udzial astrocytow w ksztaltowaniu zmian w mézgu oraz
wtérne uszkodzenie neuronéw.

Podjete badania mialy na celu ustalenie charakteru i dynamiki zmian
histochemicznych w o$rodkowym ukladzie nerwowym szczura po do-
moézgowym wstrzyknieciu ouabainy z uwzglednieniem ich stosunku do
opisanych zmian strukturalnych w tkance nerwowej.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 2-miesiecznych szczurach rasy Wi-
star. W narkozie eterowej przecinano zwierzetom skére na glowie i przy
pomocy wiertla: dentystycznego wykonywano otwér w pokrywie czaszki
prawej potkuli, bocznie od linii $rodkowej i nieco ku przodowi od szwu
czolowo-ciemieniowego. Przez otwor ten wprowadzano do moézgu cienkg
igle i wstrzykiwano 0,01-—0,02 ml roztworu ouabainy, zawierajgcego
0,0025—0,004 mg glikozydu. Rane na glowie zaszywano lub zamykano

*) Praca czeSciowo subsydiowana z umowy polsko-amerykanskiej PL 480, Grant
Public Health Service USA. Agreement 05-004-1.
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przy pomocy klamerek. Grupe kontrolng stanowily szczury, ktorym
wstrzyknieto domoézgowo takg samg objetos¢ fizjologicznego roztworu
NaCl. W ustalonych przedzialach czasu, obejmujgcych okres od 2 godzin
do 14 dni zwierzeta doswiadczalne i kontrolne dekapitowano w grupach
skladajgcych sie z 3—5 szczuréw. Mo6zgi przeznaczone do badan morfolo-
gicznych i oznaczania glikogenu na skrawkach, po wyjeciu z jamy czasz-
kowej, cieto na bloczki grubos$ci 2—3 mm, utrwalano w plynie Rossmanna
i przeprowadzano w spos6b standardowy do parafiny. Preparaty barwiono
rutynowo hematoksyling-eozyng i fioletem krezylu oraz dla wykazania
glikogenu metoda PAS po uprzednim blokowaniu dimedonem wg Bulmera
(1959). Czas przezycia tej grupy zwierzat wynosilt 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96
godzin oraz 6, 8, 10 i 14 dni.

Szczury przeznaczone do badan histoenzymatycznych dekapitowano 2,
6, 24 i 48 godzin oraz 6 i 14 dni po zabiegu. Mézgi po wyjeciu z jamy
czaszkowej dzielono na poziomie wkilucia na 2 bloki, ktére zamrazano
w suchym lodzie i skrawano w kriostacie na skrawki grubosci 14 w. Bada-
nie histoenzymatyczne obejmowalo okreslenie aktywnosci nastepujacych
enzymow: UDPG-G-transferazy wg Takeuchi i Glennera (1962), fosfory-
lazy a, a + b i caltkowitej 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 kwasnej wg Barki
(1963) i fosfatazy zasadowej wg Gomoriego (1953).

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

U szczuréw, ktérym wstrzyknieto ouabaine obserwowano bezposrednio
po zabiegu przyS$pieszenie czynnosci serca i oddechu. Po 15—30 minutach
wystepowalo pobudzenie ruchowe, napady prezen tulowia, konczyn i ogo-
na oraz mioklonie. Zaburzenia te, wykazujgce zmienne nasilenie u po-
szczegblnych zwierzgt, utrzymywatly sie zwykle przez 2—3 godziny, a je-
dynie w pojedynczych przypadkach diuzej i stopniowo zmniejszajac sie
ustgpowaly catkowicie. W okresie dalszej obserwacji szczury poza zmniej-
szong ruchliwo$cig nie wykazywaly odchylen od normy. Duze napady
drgawkowe, opisywane przez wiekszo§¢ autoré6w (Bignami, Palladini
1966a, 1966b, Petsche, Seitelberger 1967, Cornog i wsp. 1968) obserwo-
wano sporadycznie. Smiertelno§¢ zwierzat doswiadczalnych nie przekra-
czata 10%o.

Szczury kontrolne, ktorym wstrzyknieto fizjologiczny roztwoér chlorku
sodu, po wyjsciu z narkozy nie wykazywaly zadnych objawéw chorobo-
wych.
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Badanie neuropatologiczne

Makroskopowo u zwierzat do$wiadczalnych i kontrolnych widoczny
byt kanal wktucia, niekiedy punkcikowate krwotoczki w jego bezposred-
nim otoczeniu i nieco wieksze wynaczynienia w spoidle wielkim moézgu.

Mikroskropowo u zwierzat obu grup stwierdzono w otoczeniu kanatu
wklucia rozluznienie struktury tkanki, ubytki i uszkodzenie neuronéw,
a ponadto u czesci zwierzat drobne, wrzecionowate ogniska krwotoczne
lub martwicze w spoidle, utozone réwnolegle do przebiegu wiokien. U zwie-
rzat doswiadczalnych uszkodzenie tkanki wokoét kanatlu wktucia i w obre-
bie spoidia bylo bardziej nasilone. U szczuréw, ktérym wstrzyknieto
ouabaine stwierdzono ponadto ostro odgraniczone ogniska ggbczastego
zwyrodnienia tkanki z ubytkami neuronéw i obecno$cig licznych réznej
wielko$ci jamek. Ogniska te wystepowaly zwykle obustronnie w potozo-
nej podspoidlowo czesci zawoju hipokampa. Na pograniczu ognisk zggb-
czenia oraz w korze po6tkul moézgowych i niektérych strukturach podko-
rowych (nucleus septi lateralis) obserwowano rozuznienie utkania
neuropilu, obrzek astrocytéw i poszerzenie przestrzeni okoloneuronal-
nych. Ogniskowe zgagbczenie stanowilo trwale uszkodzenie tkanki, nato-
miast obrzek miat charakter przejSciowy i cofal sie zwykle w czasie od
24 do 48 godzin.

Glejowo mezodermalny odczyn reparacyjny w otoczeniu kanalu wktu-
cia nie roznil si¢ w obu grupach zwierzat, a jego obraz morfologiczny byt
uwarunkowany czasem przezycia po zabiegu.

Badanie histochemiczne

Glikogen. U szczuréw kontrolnych skagpe zlogi glikogenu wystepo-
waly w lokalizacji typowej dla prawidtowego moézgu i obejmowatly splot
naczyniowkowy, wyscioltke oraz warstwe podwysciétkowa i podoponowa.
U zwierzat grupy kontrolnej i doswiadczalnej obfite nagromadzenie wie-
locukru obserwowano w bezposrednim otoczeniu kanatu wklucia poza ob-
szarem martwiczo zmienionej tkanki. Spotykano je réwniez w spoidle
mézgu w polu obrzeku pourazowego. Ztogi glikogenu wystepowaly zarow-
no w postaci luznych ziaren rozsianych w neuropilu, jak rowniez w sku-
pieniach okolonaczyniowych i w cytoplazmie astrocytow.

U szczurdéw doswiadczalnych obserwowano ponadto obfite nagromadze-
nie zlogébw wielocukru, obejmujace prawie calg kore mozgu, niektoére
struktury podkorowe i czes¢ kory moézdzku. Obecno$¢ glikogenu stwier-
dzano w obu poétkulach moézgu symetrycznie, lub z zaznaczong przewaga
po stronie wklucia. Przy uogélnionym charakterze procesu szczegélnie
obfite zlogi glikogenu gromadzily sie w zawoju hipokampa, subiculum
i w korowej czeSci jadra migdatowatego. Zaréwno w korze nowej, jak
i w korze limbicznej ztogi wielocukru byly najobfitsze w goérnych wars-
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twach, odcinkowo tylko zajmowaly calg jej szerokos¢, a na sklepistosci
nasilalty sie niekiedy w jednej z glebszych warstw. Bardzo obfite zlogi
wielocukru stwierdzano ponadto w jadrze bocznym przegrody oraz w wa-
rstwie drobinowej i zwojowej kory moézdzku. W tym umiejscowieniu by-
ly ograniczone niemal wylacznie do placikéw polozonych w bezposred-
nim sgsiedztwie komory IV.

Glikogenu gromadzil sie w postaci drobnych ziaren rozsianych luzno
w neuropilu, a w obszarach wykazujgcych wieksze nasilenie zmian byt
widoczny dookola drobnych naczyn oraz w perikarionach i wypustkach
astrocytow (ryc. 1). Astrocytarne skupienia glikogenu wystepowatly za-
réwno w postaci ziarnistej, jak i homogennej. W zadnym przypadku nie
obserwowano gromadzenia glikogenu w komoérkach nerwowych.

Zlogi glikogenu pojawialy sie najwczesniej w 4 godziny po zabiegu,
narastajgc znacznie w okresie do 24 godzin (ryc. 2). Osiggaly one swoje
maksymalne nagromadzenie w 48—72 godzinie, utrzymujac sie mniej
wiecej w niezmienionej ilo$ci do 6 dnia do$wiadczenia. W okresie dalszej
obserwacji zmniejszala sie stopniowo ilos¢ wielocukru. Po 14 dniach
skape zlogi glikogenu obserwowano jeszcze w dwoch gérnych warstwach
kory oraz w tych strukturach, w ktérych stwierdzano najwieksze zmia-
ny histologiczne. Najwieksze nagromadzenie wielocukru wystepowato
w tym czasie w zawojach hipokampa, przy czym dominowaly tu duze,
przerosle astrocyty z obfitg, jednorodna PAS-dodatnig cytoplazmg (ryc. 3).
Zwracalo uwage znaczne zroznicowanie ilo$ci zlogéw i stopnia zajecia
poszczegoblnych struktur u zwierzat z tej samej grupy czasowej.

UDPG —G—transferaza. U szczuréw kontrolnych aktywnosc¢
tego enzymu wystepowala w splocie naczyniowkowym i podoponowo,
tam gdzie stwierdzono ziarniste ztogi glikogenu. Dodatkowo pojawiala sie
w otoczeniu martwicy spowodowanej wkluciem i w niewielkim obszarze
pourazowego obrzeku. U szczurow “do$wiadczalnych aktywnos¢ UDPG-
-G-transferazy pojawiala sie 2 godziny po wstrzyknieciu ouabainy w neu-
ropilu kory pétkul mézgowych. Aktywnos¢ enzymatyczna miata cha-
rakter lekkiego, dyfuzyjnego odczynu i w tej samej postaci utrzymywata
sie u zwierzat z 6-godzinnym przezyciem. Po 24 i 48 godzinach produkty
reakcji miaty charakter ziarnisty (ryc. 4). U szczuréw z 6-dniowym prze-
zyciem wystepowatl silny ziarnisty odezyn w obrebie catej kory, utrzymu-
jac sie w tej samej postaci do konca obserwacji. U szczuréw, ktoére prze-
zyly 14 dni najwiekszg aktywno$¢ enzymu stwierdzono w korze zawojow
hipokampa.

Fosforylazy. U zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych aktyw-
no$¢ fosforylaz wystepowala w otoczeniu martwicy pourazowej, wyra-
Znie bardziej nasilona u zwierzat doswiadczalnych. U szczuréw, ktérym
wstrzyknieto ouabaine obserwowano stopniowy wzrost aktywnosci tych
enzymoéw w korze potkul moézgowych, utrzymujacy sie do konca doswiad-
czenia. W grupie 2- i 6-godzinnej wystepowal dodatni, ziarnisty odczyn
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wokol kapilaréw i nieco stabszy w neuropilu kory obu pétkul mézgowych
(ryc. 5 i 6). W dalszych grupach czasowych obserwowano nasilenie odczy-
nu, widoczne zar6wno w obrebie kory (ryc. 7), jak i w odczynowych astro-
cytach zawojow hipokampa (ryc. 8), utrzymujace sie do dwoéch tygodni.
W grupie z przezyciem 6, 24 i 48 godzin stwierdzono wzrost aktywnosci
fosforylazy b, zaleznej od AMP i fosforylazo-b-kinazy, wyrazajgce sie
wzrostem fosforylazy catkowitej.

Dehydrogenaza bursztynianowa. U szczuré6w kontrol-
nych aktywnos$¢ tego enzymu byla wysoka, zar6wno w istocie szarej (ryc.
9). jak i w oligodendrocytach spoidia. W obu grupach zwierzgt obserwo-
wano spadek aktywnosci enzymatycznej w otoczeniu martwiczo zmienio-
nej tkanki. U szczuréw doswiadczalnych wystepowalo ponadto obnizenie
aktywnos$ci enzymu w korze obu pétkul i zawojach hipokampa. Oslabie-
nie aktywnosci enzymatycznej w postaci zmniejszenia iloSci ziaren di-
formazanu w cytoplazmie i wypustkach neurocytéw bylo widoczne juz
2 godziny po wstrzyknieciu ouabainy (ryc. 10) i utrzymywato sie u zwie-
rzat z przezyciem 6, 24 i 48 godzin. U szczurdéw, ktére przezyly 6 dni po
wstrzyknieciu glikozydu, obserwowano w obrebie fascia dentata neurony
o bardzo zréznicowanej reakcji enzymatycznej przy utrzymujacym sie
nadal znacznym obnizeniu aktywnosci tej dehydrogenazy. Obnizenie
aktywnosci enzymu bylo widoczne réwniez u zwierzat, ktére przezyly
14 dni po zabiegu, ale juz mniej nasilone niz w grupie 24 i 48-godzinnej.
Ponadto na pograniczu kory i spoidia wystepowaly zlogi drobnych, luzno
rozsianych ziarnistosci formazanowych, skupiajgce sie réwniez wokotl
naczyn.

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu. U zwierzgt kon-
trolnych wystepowat staby dyfuzyjny odczyn w korze mézgowej i w struk-
turach podkorowych i nieco wyzszy w oligodendrocytach spoidta. Wzrost
aktywno$ci tego enzymu obserwowano tylko w otoczeniu pourazowej
martwicy. U zwierzat dos§wiadczalnych juz w 2 godziny po podaniu oua-
bainy bylo widoczne wzmozenie aktywnosci enzymatycznej w miejscach
odlegtych od wklucia w korze mézgu i w zawojach hipokampa, przy czym
odczyn z dyfuzyjnego stawal sie wyraznie ziarnisty. Po 6 i 24 godzinach
obserwowano dalsze narastanie aktywnosci enzymu szczegdlnie w neuro-
nach i gleju glebszych warstw kory. W czasie 24 i 48 godzin pojawialy sie
w obu zawojach hipokampa odczynowe astrocyty, wykazujace silng
aktywnos$¢ enzymatyczng (ryc. 11), utrzymujgcg sie do konca obserwaciji,
pomimo widocznego w tym czasie ogélnego spadku aktywnosci tej de-
hydrogenazy. ;

Dehydrogenaza mleczanowa. U zwierzat kontrolnych i do-
$wiadczalnych aktywno$¢ enzymu poza obszarem otaczajgcym pourazo-
wa martwice, nie wykazywala zmian w zadnym okresie obserwacji.
Wzrost aktywnosci tej dehydrogenazy stwierdzono jedynie w odczyno-
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wych astrocytach zawojow hipokampa u zwierzat do$wiadczalnych,
utrzymujacy sie do konca obserwacji.

Fosfataza kwasna. U zwierzat doswiadczalnych i kontrolnych
obserwowano ‘wzrost aktywnosci tego enzymu w otoczeniu wklucia. Szesé¢
godzin po wstrzyknieciu ouabainy wystepowal wzrost aktywnosci enzy-
matycznej w neuronach kory, szczegélnie w jej dolnych warstwach,
a u zwierzat, ktoére przezyly 6 i 14 dri, byt wyraznie nasilocny wokol na-
czyn. U zwierzat dwoéch ostatnich grup czasowych wystepowal réwniez
dodatni odczyn na pograniczu kery i spoidla w postaci gruboziarnistych,
trudnych do zidentyfikowania zlogow.

Fosfataza zasadowa. Zwiekszong aktywnos¢ tego enzymu
stwierdzono w obu grupach zwierzat w okolicy wklucia, a u szczurow
doswiadczalnych z dluzszym okresem przezycia ponadto na pograniczu
kory i spoidta w postaci gruboziarnistych produktéw reakcji enzymatycz-
nej (ryc. 12).

OMOWIENIE

Stwierdzone w naszym materiale doswiadczalnym nieprawidlowosci
obrazu histochemicznego, podobnie jak uprzednio opisane zmiany histo-
logiczne, mialy dwojaki charakter: ogniskowy i uogélniony.

Zmiany pierwszej grupy, wystepujace w bezposrednim sgsiedztwie
kanatu wktlucia, identyczne w grupie zwierzat kontrolnych i doswiadczal-

Ryc. 1. Ziarnisto$ci glikogenu w neuropilu kory moézgowej, 24 godziny po wstrzyk-
nieciu 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 zlogi glikogenu, w neuropilu, w cytoplazmie i wypustkach astro-
cytobw oraz wok6t! naczyn krwiono$nych, 96 godzin po wstrzyknieciu 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 zlogi glikogenu w astrocytach zawoju hipokampa,
10 dni po wstrzyknieciu 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 wstrzyknieciu 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. Staby dyfuzyjny
odczyn w korze moézgowej. 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 wstrzyknieciu ouabainy. Wzmozona aktywnos§¢
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, nalezy zapewne traktowa¢ jako nieprawidlowosci zwigzane z nie-
swoistym uszkodzeniem tkanki i towarzyszagcymi mu procesami repara-
cyjnymi. Przemawia za tym zaréwno ich lokalizacja, jak i identyczny
charakter i dynamika w obu grupach zwierzat oraz daleko idgce podo-
bienstwo do zmian opisywanych w doswiadczalnych urazach mézgu
(Shimizi, Himuro 1958, Guth, Watson 1968, Robinson 1972, Petrescu 1972,
Farkas-Bargeton i wsp. 1972). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wprowa-
dzenie biologicznie aktywnego glikozydu nie zmienialo odczynowosci
tkanki na dzialanie urazu miejscowego.

Ucgélnione zmiany histochemiczne stwierdzone wylgcznie u zwierzat
do$wiadczalnych, pokrywajace sie z obszarem histologicznie stwierdza-
nego obrzeku moézgu, a nawet go przekraczajgce, nalezy odnie§é¢ do uogoél-
nionego dzialania glikozydu. Zablokowanie ATPazy blon komoérkowych
prowadzi do zaburzenia mechanizmu pompy sodowo-potasowej i zwiek-
szenia zawarto$ci wody w astrocytach, wyrazajacego sie obrzmieniem ich
cytoplazmy i wypustek. Proces ten znajduje odpowiednik morfologiczny
w rozluznieniu struktury neuropilu, a w przypadkach wiekszego nasilenia
zmian — w tworzeniu roéznej wielko$ci jamek, prowadzacych do powsta-
nia charakterystycznych ognisk zwyrodnienia ggbczastego. Tworzenie sie
jamek mozna wigza¢, w oparciu o obserwacje mikroskopowo-elektronowe,
z pekaniem blon sgsiadujgcych ze sobg, maksymalnie obrzmialych komoé-
rek glejowych.

Ryc. 7. Fosforylaza calkowita, 6 godzin po wstrzyknieciu ouabainy. Ziarnisty od-
czyn w korze mozgowej. Pow. 200 X.

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

Ryc. 8. Fosforylaza calkowita, 6 dni po wstrzyknieciu ouabainy. Wysoka aktywno&é
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 aktywno§¢ enzymu w korze, zwlaszcza 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 IIIrd layer. X 100.

Ryc. 10. Dehydrogenaza bursztynianowa, 2 godziny po wstrzyknieciu ouabainy.
Oslabienie 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 wstrzyknieciu oua-
bainy. Wysoka aktywno§¢é 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 wstrzyknieciu ouabainy. Gruboziarniste pro-
dukty reakcji enzymatycznej na pograniczu kory i istoty bialej. 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 wskazujg, ze od-
wracalnemu obrzekowi cytotoksycznemu, wywolanemu ouabaing towa-
rzyszg glebokie zaburzenia metaboliczne, ktérych wyktadnikiem jest gro-
madzenie si¢ glikogenu, zmiany w aktywnosci enzyméw metabolizujacych
glikogen oraz szeregu enzymow reprezentujgcych inne tory przemiany
glikozy.

Dominujgcym elementem obrazu histochemicznego bylo odkladanie sie
obfitych zlogow glikogenu w mézgu, obejmujace przede wszystkim for-
macje szare i wystepujgce réwniez chociaz tylko w niewielkim stopniu
w istocie biatej potkul. Zjawisku temu towarzyszyl! wzrost aktywnosci
enzymow metabolizujgcych glikogen, pojawiajgcy sie w charakterystycz-
nych i powtarzalnych sekwencjach czasowych w stosunku do gromadze-
nia polisacharydu. Wzrost aktywnosci UDPG-G-transferazy wyprzedzatl
pojawienie sie glikogenu i wystepowal tylko w tych okolicach moézgu,
ktére w pdzniejszych czasach charakteryzowaly sie obfitymi zlogami po-
lisacharydu. Sugeruje to, ze zlogi glikogenu stanowig wyraz wzmozonej
syntezy, a nie zahamowanego rozpadu. Wzrost aktywnosci fosforylaz wy-
stepowal poézniej niz pojawienie sie ziarnistosci glikogenu. Podobng sek-
wencje zmian obserwowano w roznych typach niedotlenienia i przyjmo-
wano, ze obecno$¢ ztogoéw glikogenu moze stanowié¢ czynnik stymulujacy
uklad fosforylaz (Nelson i wsp. 1968). Nasilenie aktywnosci tych enzy-
moéw, wskazujgce na aktywizacje proceséw rozpadu glikogenu obserwo-
wano u szczuréw po wstrzyknieciu ouabainy od momentu pojawienia sie
nieprawidlowych zlogow wielocukru az do czasu zakonczenia obserwacji.

Odkladanie sie ztogéw glikogenu w tkance nerwowej i zmiany w aktyw-
nosci enzymoéw biorgcych udzial w jego syntezie i rozpadzie jest zjawis-
kiem wystepujgcym w przebiegu proceséw patologicznych o réznej etio-
logii (Klatzo i wsp. 1970, Mossakowski 1970). Patomechanizm tego zja-
wiska jest zapewne rézny i zalezny od rodzaju czynnika uszkadzajgcego.
Wskazuja na to odrebnosci dynamiki procesu i jego lokalizacji. Pomimo
nieswoistego charakteru zjawiska odkladanie sie glikogenu w tkance ner-
wowe]j stanowi wykladnik zaburzen metabolizmu glukozy i wydaje sie by¢
zwigzane z upoS$ledzeniem jej zuzytkowania w przemianach $rodkomor-
kowych. Na obecno$¢ zaburzen metabolizmu $rédkomoérkowego, wyste-
pujacych w nastepstwie zadzialania ouabainy wskazujg obserwacje doty-
czace innych ukladéw enzymatycznych, wyrazajgce sie miedzy innymi
weczesnym, znacznym i dilugotrwalym spadkiem aktywnosci dehydroge-
nazy bursztynianowej oraz réwnie wczesnym wzrostem aktywnosci de-
hydrogenazy glukozo-6-fosforanu. Niestwierdzenie zmian w histochemicz-
nie wykrywalnej aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej, wobec znacz-
nego zréznicowania reaktywnosci jej izoenzymoéw (Latner, Skillen 1968)
nie moze stanowi¢ jednoznacznego wykladnika nieobecnosci zaburzen
w torze glikolitycznym.

http://rcin.org.pl



Nr 4 Histochemia encefalopatii ouabainowe] 449

Wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej, stwierdzony w naszym materia-
le, moze wskazywa¢ na aktywizacje aparatu lizosomalnego komorek, pod-
czas gdy zmiany w aktywnosci fosfatazy zasadowej moglyby sugerowaé
zaburzenie przepuszczalno$ci naczyn. Zagadnienie to wymaga jednak od-
rebnej serii badan przy uzyciu innych technik badawczych.

Dotychczasowe obserwacje prowadzone zaréwno przy pomocy mikro-
skopu $wietlnego, jak i elektronowego wskazujg, ze pierwotnie uszko-
dzonym elementem strukturalnym tkanki nerwowej w obrzeku ouabai-
nowym sg astrocyty (Cornog i wsp. 1968, Renkawek i wsp. 1970, Zelman
1972). Uszkodzenie komoérek nerwowych ma charakter wtorny i wyste-
puje w ogniskach zwyrodnienia ggbczastego. Nasze spostrzezenia histo-
enzymatyczne, dotyczace przede wszystkim aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej i dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, sugerujg, ze
zmiany aktywnosci enzymatycznej dotycza zaréwno gleju, jak i neuro-
cytéw. Moga one by¢ traktowane jako wykladnik zaburzen metabolicz-
nych, nie znajdujgcych odpowiednika histologicznego.

W naszym materiale do$wiadczalnym warto ponadto zwréci¢c uwage
na wybiorcza topografie zmian histochemicznych. Odkladanie sie gliko-
genu, wyznaczajgce obszary zaburzen metabolicznych stwierdzono przede
wszystkim w korze pétkul moézgowych i w zawojach hipokampa. Zazna-
czala sie przy tym wyrazna predylekcja zmian do struktur limbicznych,
w obrebie ktérych zlogi wielocukru byty najobfitsze. Nie stwierdzono na-
tomiast odkladania sie glikogenu w zwojach podstawy, wzgoérzu i pod-
wzgorzu i w obrebie pnia mézgowego. W strukturach tych obserwowano
zwiekszenie zltogéw glikogenu w tych obszarach, w ktérych wystepuje on
u zdrowych zwierzat. Obserwowany rozklad zmian histochemicznych nie
daje sie wytlumaczy¢ jedynie procesem dyfuzji glikozydu. Autoradiogra-
ficzne badania z ouabaing znakowang trytem wykazaly wprawdzie, ze po-
le cytotoksycznego obrzeku pokrywa sie z polem dyfuzji glikozydu (To-
wfighi, Gonatas 1972), jednak wyniki naszych obserwacji sugerujg, ze
ouabaina wstrzyknieta domoézgowo przedostaje sie do plynu moézgowo-
rdzeniowego, z ktorego przenika do moézgu. Przemawia za tym wieksze
nasilenie zmian w zewnetrznych warstwach kory i niektérych ptacikach
moézdzku. Szerzy sie ona rowniez Srédtkankowo z miejsca wstrzykniecia
powodujac ogniskowo wieksze uszkodzenie istoty szarej. Przeprowadzone
uprzednio badania wykazaly, ze ouabaina wstrzyknieta bezposrednio do
istoty biatej nie powoduje w niej charakterystycznych zmian (Zelman
1972). Z obserwacji tych wynika, ze nie miejsce injekcji, a budowa cyto-
architektoniczna i wlasciwo$ci metaboliczne poszczegélnych struktur wa-
runkujg wybiérczg lokalizacje uszkodzen w encefalopatii ouabainowej.

W doswiadczeniach przeprowadzonych na zwierzetach zwracano uwage
na wystepowanie po wstrzyknieciu ouabainy glebokich zaburzen kraze-
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niowo-oddechowych i napadéw drgawkowych, pojawiajgcych sie seriami
z charakterystycznym obrazem zmian elektroencefalograficznych (Bigna-
mi, Palladini 1966a, 1966b, Petsche, Seitelberger 1967). Zaburzenia te
powodujgc dodatkowo niedotlenienie tkanki nerwowej mogg wplywac
modyfikujgco na ostateczny obraz zmian w moézgu. U wiekszosci obserwo-
wanych przez nas zwierzat zaburzenia krgzenia i oddechu trwaty kroétko
i wystepowaly w niewielkim nasileniu, a napady drgawkowe wystepowaty
tylko u pojedynczych zwierzat, mozna wiec z duzym prawdopodobien-
stwem wykluczy¢ dzialanie hipoksji w naszym doswiadczeniu. PrzypisaC
to nalezy stosunkowo niskiej dawce glikozydu, ktoéra otrzymaty szczury,
praktycznie zreszta nizszej od wyliczonej teoretycznie, poniewaz czes¢
roztworu wyplywala na zewnatrz z krwig lub plynem mézgowo-rdzenio-
wym.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze jednorazowe wprowadzenie do
mozgu szczura ouabainy w ilosci nie prowadzacej do wystapienia pelnego
zespotu klinicznego i powodujgcego niewielkie i w wigkszosci odwracalne
zmiany strukturalne w moézgu wywoluje rozlegle i dlugotrwale zaburze-
nie metabolizmu w tkance nerwowej.

WNIOSKI

1. Domézgowe wstrzykniecie ouabainy powoduje u szczura zaburzenie
przemiany glukozy w tkance nerwowej, co prowadzi do odkladania sie
glikogenu i wzrostu aktywnosci enzyméw metabolizujgcych glikogen
(UDPG-G-transferazy i fosforylaz). Stwierdzony u zwierzat do$wiadczal-
nych wzrost aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu, spadek
aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej i wzrost aktywno$ci fosfa-
tazy kwasnej wskazujg na istnienie zaburzen w przemianie $r6dkomoérko-
wej w zakresie réznych tor6w metabolicznych.

2. Lokalizacja zmian histochemicznych wskazuje na zajecie formacji
szarych i szczegblng wrazliwo$¢ struktur limbicznych na dzialanie gliko-
zydu. Topografia procesu nie da si¢ wytlumaczy¢ jedynie procesem dy-
fuzji glikozydu. Jest ona prawdopodobnie zalezna od budowy cytologicz-
nej i wlasciwosci metabolicznych tych formacji.

3. Zmiany histochemiczne nie pokrywaja sie z obszarem dostrzegalnych
w mikroskopie $wietlnym zmian strukturalnych. Sg one bardziej rozlegie
i utrzymujg si¢ znacznie dluzej niz te ostatnie.

4. Zmiany histochemiczne w otoczeniu kanalu wklucia sg identyczne
w grupie zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych, co sugeruje, ze wpro-
wadzenie glikozydu nie wplywa modyfikujgco na przebieg proceséw re-
paracyjnych w tkance nerwowej.
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U. B. 3eapman, I'. Illymanscka

TUCTOXMMUYECKUE UCCJIEJOBAHUA CTPOPAHTUMHOBON
OHUEDPAJOIIATUM Y KPBLIC

Pe3wome

CrpodauTud, wnHIMOUTOPD MeMOpanHost ATd-azpl, BBEJCHHBIM BHYTPHMC3rOBBIM
0bpazoM, BBIZBIBACT ¥ KPbICH! MTOTOKCUYECKMII OTeK M rybyacTthie MZMEeHeHHA B ce-
LbIX CTIPYKTypax. YJbTPACTPYKTYpPHBIE MCCIeJlOBaHMA ,MH BMBO’ U ,MH BUTPO"
obHapy XM CYLIECTBEHHOE y4yacTue acCTPOLMTOR B 3TOM Ipolecce, a Tak¥e KpPaTKo-
BPEMEHHBI M Iepexojslumii Xapaktep OoJbIUMHCTBA HAOMOJAeMBIX M3MEHEHKIL.
IlpeanpuHATbIe THUCTOXMMMYECKMe WMCCJIeZOBaHMA ObLIM HAIIPaBJeHbI HA II03HAHME
Hapywenuin MeTaboam3Ma B CTPOAHTUMHOBOVM 9HUEedAJONMAaTHM, UTO OTHOCHMJIINCH OBl
K BOIPOCY 3HAHMA HAPYLIEHMIA COINyTCTBYIOIUMX TIybOyacToi JereHepauumM HEPBHOM
TKaHMU.

OneITbl IPOBOAMINCH HAa 2-MEeCAYHLIX KpbICaX pPacbkl Bucrap, KOTOPLIM BHYTPH-
MO3roBbIM OOpazom BBoamau 0,01—0,02 ma pacrBopa, comepxaugero 0,0025—0,004 mr
crpodaHTMHA. KOHTPOJbHbIE XKMBOTHbIE IIOJY4MJM TaKoe e KOJMYeCTBO (PMU3MO0JIO-
TMYECKOM COJIM. 3a BpeMs OT 2 YacOBR JO 14 AHEN >XMBOTHLIX yOMBaaM JeKanuraumen
¥ NMPOBOAMJIM DeaKUMMu Ha TIIMKOreH, akTmBHOCT, UDPG-Trpadcdepassl, dochopuaasbl
a, at+ b u obmein docdopunasbl, CYKUMAMHAEAMAPA3bI, JAKTATASIUAPA3bl U TIIOKO-
30-6-hocdaraernapasbl, a TakKe KMCIOM M IleJIoyHOM pocdaras. OOHapyKeHO
CKONJIEHME TJIMKOTeHa B acTPCUMTAX, OMepe’KeHHOe BO BPEMEHM DPOCTOM aKTMBHOCTH
SH3MMOB MeTaboJM3UDPYIOLIMX TIJMKOIeH, POCT AaKTMBHOCTM TIJIIOK030-6-dhocdaTHOM
Jleri;iporeHasbl, CHMXKeHMe aKTMBHOCTM CYyKIMAMHZAETrMJApasbl, a TakKKe yBeJMdyerHue
AKTUBHOCTM Kucjaoi docdarasbl.

OfHapyzKeHue HAJUYMA OTJIOKCHMM TJIMKOTeHa B pPaMoOHaX, yJaJeHHBIX OT MecTa
MH'BEKUNMM, A& TaK¥Ke YACPKMBAKIUMXCA B TeYeHHMe BCEr0 BDEMeHM HabirojeHus Ha-
DYIIeHM T aKTHMEHOCTH COJNBIUMHCTBA MCCHASACBAHHBLIX SH3MMOB I[I0JIAraeT CyLIECTBO-
BaHMe IUMPOKOIO CIIEKTPAa WM3MEHEHMM BO BHYTPHMKJETOYHOM MeTrabosanizme. HaxopsTt
OHM CBCe OTPaxKeHMe B CHUIKEHMM JbIXaTeJIbHOM aKTUBHOCTM MUTOXOHADMUEB, B aK-
TUBaALMM II€HTO30BOIO IIyTH M BEPOATHO — TJIMKOJUTHYECKOIO, 2 TaK¥Ke B yBeJuyYe-
HUMM aKTUMBHOCTM JIM30COMOB. M3MeHeHMH AKTUMRHOTO TPAHCIIOPTA BbLIZHLIBAIOT Hapy-
illeHMe SHEepPreTMYeCKMX IMPCLEeCcCCB B HEePBHOM TKAaHW M M3MeHeHMs ee metafonmsma
B CTeIeHM He BeJyIIeN K MPCYHbLIM CTPYKTYVPHLIM ITOBPEKACHUAM TKAHM.

I. B. Zelman, G. Szumanska

HISTOCHEMICAL CHANGES IN RATS BRAIN IN OUABAIN ENCEPHALOPATHY
Summary

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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