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Doniesienie niniejsze stanowi druga cze$¢ obszerniejszego opracowa-
nia, dotyczacego aktywnosci enzymoéw oksydacyjno-redukcyjnych w
tkance glejowej hodowanej in vitro. Bezposrednim celem pracy byto
prze$ledzenie zmiennosci enzymatycznej w tkance glejowej hodowanej
w standardowych, uznanych za normalne, warunkach, w procesie jej
wzrostu i dojrzewania. Badania licznych autoréw prowadzone na tkan-
ce glejowej in situ i in vitro wskazujg na znaczng zmienno$¢ aktyw-
nosci dehydrogenaz w réznych typach komoérek glejowych uwarunko-
wang ich réznymi stanami czynnosciowymi, zaleznymi od procesow
chorobowych zachodzacych w tkance nerwowej (Friede 1961 a, b, Ru-
binstein i wsp., 1962, Chason i wsp., 1963, Mossakowski 1963) oraz od
zmiennych warunkéw hodowlanych (Friede 1964). Meyerowie (1964)
wykazali wysokag aktywno$¢ dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej w
tkance glejowej, a zwiaszcza w oligodendrogleju w procesie rozwoju
tkanki nerwowej. Wysoki poziom aktywnosci tego wiasnie enzymu sta-
nowi, wedtug nich, wskaznik wysokiej aktywnosci tlenowej przemiany
weglowodandéw, zwigzanej z dokonujaca sie w ukladzie nerwowym mie-
linizacjg. Wzrost aktywnosci enzyméw oksydacyjnych w gleju w zwigz-
ku z mielinizacjag wiokien nerwowych wykazali juz uprzednio Friede
(1961) w warunkach tkanki nerwowej in situ oraz Yonezawa i wsp.
(1962) w tkance hodowanej in vitro. Podobne wnioski wynikajg row-
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niez z naszych obserwacji stanowigcych przedmiot pierwszej czesci pra-
cy (Mossakowski i wsp. 1965).

Przedmiotem badann stanowigcych tre$¢ niniejszego doniesienia byta
aktywnos$¢ dehydrogenaz zwigzanych z koenzymem Il, NADP (dehyd-
rogenazy glikozo-6-fosforanowej, dehydrogenazy kwasu izo-cytrynowe-
go i diaforazy nukleotydu tréjfosfo-pirydynowego, czyli dehydrogenazy
koenzymu Il) oraz dehydrogenazy a-glicero-fosforanowej i dehydroge-
nazy kwasu izo-cytrynowego, zwigzanej z koenzymem |, NAD.

Aktywnos¢ wymienionych dehydrogenaz, stanowigcych ogniwa enzy-
matyczne réznych toréw i faz Srodkomorkowych przemian weglowoda-
néw moze, w naszym przekonaniu, stanowi¢ wskaznik intensywnosci
glejowego metabolizmu glikozy, stanowigcej podstawowe zrodio ener-
getyczne rosngcej i dojrzewajacej tkanki. Zmienno$¢ aktywnosci enzy-
matycznej moze natomiast by¢ traktowana jako wykladnik zmian pro-
cesOw metabolicznych zachodzacych w trakcie rozwoju tkanki glejowej.

MATERIAL | METODA

Badania przeprowadzono na materiale tkanki glejowej z moézdzku noworod-
kéw szczuréw biatych rasy Wistar (6—24 godz. zycia), hodowanej w warunkach
omowionych doktadnie w pracy Krasnickiej i Mossakowskiego (1965). Badania hi-
stochemiczne prowadzono na hodowlach z 1, 2, 3, 4, 5 6 7, 10—11, 12—13 14,
15—19, 21, 25, 28, 30-dniowym okresem przezycia. Badano aktywnos¢ nastepuja-
cych dehydrogenaz: dehydrogenazy koenzymu 11, dehydrogenazy glikozo-6-fosfo-
ranowej, dehydrogenazy kwasu izo-cytrynowego, zwigzanej z NADP oraz dehydro-
genazy a-glicero-fosforanowej i dehydrogenazy kwasu izo-cytrynowego, zwigza-
nej z koenzymem |. Badania histochemiczne prowadzono w oparciu o prace Pear-
se'a (1959) i Hessa i wsp. (1958) oraz Nachlasa i wsp. (1958). Doktadne omoéwienie
techniki histochemicznej przedstawiono w pierwszej czesci pracy (Mossakowski
i wsp. 1965).

Jako sufostratu dla poszczegélnych dehydrogenaz uzywano odpowiednio: zredu-
kowanej postaci nukleotydu tréjfosfopirydynowego (Sigma), kwasu izo-cytrynowe-
go (Fluke A. G. Chemische Fabrik Buchs S. G.), glikozo-6-fosforanu (C. F. Boeh-
ringer, Mannheim) oraz a-glicero-fosforanu sodu (Sigma).

WYNIKI

W przebadanym materiale stwierdzono istotne rdznice w aktywnosci
poszczegblnych dehydrogenaz w zaleznosci od wieku hodowli i typu
komorek glejowych — astrocytow i oligodendrocytow. Ponadto obser-
wowano znaczne réznice morfologii ziaren formazanowych stanowig-
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cych histochemiczne wyktadniki aktywnosci enzymatycznej, w przy-
padku poszczegdlnych dehydrogenaz. Niezaleznie od tych réznic, ktére
zostang omowione przy przedstawianiu wynikow badania poszczegol-
nych dehydrogenaz, stwierdzato sie pewien wspolny wzorzec rozkiadu
reakcji enzymatycznych, niezalezny od badanego enzymu, a znamien-
nie odrebny dla astrocytéw i oligodendrocytow.

W astrocytach «duzych i matych, wielo- i ubogowypustkowych, a tak-
ze w wielojadrowych elementach komérkowych pochodzenia astrocy-
tarnego stwierdzato sie charakterystyczny réwnomierny rozkiad ziaren
formazanowych zaréwno w cytoplazmie komérkowej, jak i iw wypust-
kach. W poOzZniejszym okresie wzrostu hodowli (w trzecim tygodniu
wzrostu) obserwowato sie niewielkie zageszczenia ziaren formazano-
wych w otoczeniu jagdra komérki oraz w miejscu odejscia wypustek
(ryc. 1). Aktywno$¢ enzymatyczna w wypustkach astrocytéw przez caty
czas wzrostu hodowli i niezaleznie od badanej dehydrogenazy odpo-
wiadata jej natezeniu w cytoplazmie komorki.

Obraz aktywnosci enzymatycznej w oligodendrogleju przedstawia sie
odmiennie. W okresie pierwszych 7 dni wzrostu aktywno$¢ enzymatycz-
na w protoplazmie oligodendrocytéw, bardzo zreszta nielicznych w ho-
dowlach, manifestowata sie jedynie w «postaci pojedynczych, rozproszo-
nych ziaren formazanowych, niewidocznych w wypustkach komorek.
W okresie dalszego wzrostu ziarna formazanowe w cytoplazmie oligo-
dendrogleju zaczynaja «skupia¢ sie na jednym biegunie jadra komorki,
tworzac znamienng dla tego typu gleju ,,czapeczke okotojagdrowg”. Ten
charakterystyczny rozktad aktywnosci enzymatycznej w oligodendro-
cytach jest na tyle znamienny, ze «pozwala na ich tatwe réznicowanie
z astrocytami (ryc. 2).

Aktywnos¢ enzymatyczna w wypustkach oligodendrocytéw pojawia sie
miedzy 8 a 9 dniem hodowli, stopniowo narastajgc. W okresie miedzy
14 a 19 dniem wzrostu aktywno$¢ enzymatyczna w oligodendrocytach,
w tym roéwniez w ich wypustkach, przewyzsza aktywnos$¢ astrocytow.

Obraz morfologiczny ziaren formazanowych w astrocytach jest roz-
ny w zaleznosci od badanego enzymu, podczas gdy w oligodendrogleju,
zwhaszcza po uptywie dwoéch tygodni wzrostu, ztogi formazanowe wy-
stepujg w postaci jednolicie zbitych mas, wsérdéd ktérych trudno jest
wyrézni¢ pojedyncze ziarenka i oceni¢ ich morfologie.

Z kolei oméwimy wyniki badan histochemicznych w poszczegélnych
grupach enzymatycznych.

Diaforaza nukleotydu trdéjfosfopirydynowego.
Aktywno$¢ enzymatyczna w astrocytach pojawia sie juz w pierwszym
dniu wzrostu. Jest bardzo stabo wyrazona. Jej natezenie wzrasta znacz-
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nie po 6 dniu hodowli, stopniowo osiggajac coraz wyzszy poziom. Ziar-
na formazanowe sg drobne, pytkowate, roztozone réwnomiernie w ca-
tej protoplazmie i wypustkach. Aktywno$é enzymatyczna w oligoden-
drogleju pojawia sie w drugim tygodniu wzrostu zaréwno w protoplaz-
mie, jak i w wypustkach komdrkowych (ryc. 3, 4).

Dehydrogenaza glikozo-6-fosforanu. Aktywno$¢ en-
zymu w astrocytach jest wybitnie wysoka juz od pierwszych dni wzro-
stu hodowli. Gruboziarniste zlogi formazanowe wypeiniajg calg proto-
plazme komorek, pozostawiajgc jedynie wolng przestrzenn zajmowang
przez jadro. Znaczna aktywno$¢ enzymatyczna wypustek astrocytar-
nych od 3 dnia wzrostu odpowiada intensywnosci aktywnos$ci proto-
plazmatycznej. Aktywnos¢ enzymu w oligodendrogleju pojawia sie juz
w 5 dniu, a w wypustkach w 7 dniu wzrostu. Obserwuje sie bardzo
szybkie narastanie aktywnos$ci enzymatycznej w oligodendrocytach do
3 tygodni wzrostu. Pézniej utrzymuje sie ona na niezmienionym pozio-
mie, a nawet nieco obniza sie (ryc. 5, 6).

Dehydrogenaza kwasu izo-cytrynowego, zwigzana
z NADP. Aktywnos¢ enzymatyczna wybitnie nasilona, nieznacznie tylko
ustepujaca intensywnosci dehydrogenazy glikozo-6-fosforanu, pojawia
sie w astrocytach od pierwszych dni wzrostu hodowli, a w oligodendro-
gleju od 6 dnia wzrostu. Wysoka aktywnos¢ utrzymuje sie przez caly
czas prowadzenia hodowli. Ziarna formazanowe drobne, pytkowate, roz-
tozone sg rownomiernie w protoplazmie i w wypustkach astrocytéw
i oligodendrocytéw. W tym ostatnim z wytwarzaniem typowego bie-
gunowego zageszczenia okotojadrowego (ryc. 7, 8).

Dehydrogenaza a-glicerofosforanu. Aktywnos¢ en-
zymatyczna narasta rownolegle ze wzrostem hodowli. Okoto 11 dnia
osigga natezenie aktywnosci dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej.
Ziarna formazanowe grube, roziozone réwnomiernie w protpplazmie
astrocytow, wytwarzajg niewielkie skupienia dokota btony jadrowej
i w miejscu odejScia wypustek. AktywnoS¢ w oligodendrocytach poja-
wia sie w 6 dniu wzrostu wykazujac typowy rozktad Srodplazmatycz-
ny (ryc. 9, 10).

Dehydrogenaza kwasu izo-cytrynowego, zwigzana
z NAD. Natezenie reakcji tetrazolowej umiarkowane, znacznie nizsze
niz dehydrogenazy kwasu izo-cytrynowego, zwigzanej z NADP. W mia-
re wzrostu hodowli aktywnos$¢ enzymatyczna wzrasta, 0siggajac swoje
najwieksze natezenie po uptywie 14 dni. Ziarna formazanowe w astro-
cytach drobne, pytkowate, réwnomiernie wypeiniajg protoplazme ko-
morki i jej wypustki. W oligodendrogleju aktywno$¢ pojawia sie w 6
dniu w cytoplazmie i okoto 11 dnia w wypustkach (ryc. 11, 12).
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OMOWIENIE

W badaniach naszych zwraca uwage charakterystyczne opoznienie
reakcji enzymatycznej oraz jej charakterystyczny rozktad w oligoden-
drocytach. Na roznice te, wystepujgce w zasadzie we wszystkich z prze-
badanych dehydrogenaz, zwracaliSmy uwage juz w pierwszej czesci
pracy. Wydaje sig, ze stanowig one pewne histochemiczne kryterium
réznicowania obu typoéw hodowanych komorek glejowych.

Natezenie aktywnosci reakcji enzymatycznych wszystkich dehydroge-
naz, z wyjatkiem wybitnej juz od poczatku aktywnosci dehydrogenazy
glikozo-6-fosforanowej, narastato w procesie wzrostu hodowli, osiggajac
w ciggu 2—3 tygodnia swoj najwyzszy poziom. Zwraca przy tym uwa-
ge fakt, ze opdzniona i nizsza poczatkowo aktywno$é enzymatyczna
oligodendrocytow osigga w szybkim czasie natezenie aktywnosci astro-
cytdw, a nastepnie je przewyzsza. Wydaje sie, ze spostrzezenia nasze,
dotyczace aktywnosci enzymatycznej oligodendrogleju, wskazujg wyraz-
nie na wzmaganie sie¢ przemian $rédkomérkowych w tej grupie komo-
rek w okresie, na ktéry przypada poczatek procesu mielinizacyjnego.
Przewaga natezenia reakcji enzymatycznych w oligodendrogleju nad
astrocytami w tej fazie wzrostu stanowi dodatkowy argument na rzecz
pogladu, reprezentowanego na podstawie badan in vitro przez Yonezawe
i wsp. (1962) i spostrzezen dokonanych na tkance in situ przez Friedego
(1961) i Meyeréw (1964). |

Najwyzsze natezenie reakcji enzymatycznych wykazuje dehydrogena-
za glikozo-6-fosforanowa, a-glicerofosforanowa i dehydrogenaza kwasu
izo-cytrynowego, zwigzana z NADP. Znacznie nizsza aktywno$¢ cha-
rakteryzuje dehydrogenaze kwasu izo-cytrynowego, zwigzang z NAD,
a najnizsza dehydrogenaze koenzymu Il (diaforaze TPN).

Wysoka aktywno$¢ enzymatyczna zaréwno dehydrogenazy ct-glicero-
fosforanowej, jak i glikozo-6-fosforanowej wskazuje na to, ze prze-
miana cukréw stanowigcych gtéwny material energetyczny rosnacej
komérki glejowej dokonuje sie zarbwno torem glikolizy fosforylujacej,
beztlenowej, jak i na drodze tlenowej przemiany glikozy w cyklu pen-
tozo-fosforanowym. Wydaje nam sie, ze ten ostatni fakt zastuguje na
specjalng uwage, zwlaszcza wobec stwierdzenia przez Hellera i Elliotta
(1955) niskiego zuzycia tlenu przez komorki glejowe zaréwno astrocyty,
jak i oligodendrocyty w tkance nerwowej in situ. Wzrost tlenowego
rozktadu glikozy w gleju zachodzi wedlug Meyerow (1964) w okresie
mielinizacji i dotyczy przede wszystkim oligodendrocytéw. Podobne
obserwacje biochemiczne poczynit Lowry (1955). W naszym materiale
stwierdzaliSmy bardzo znaczng aktywno$¢ dehydrogenazy glikozo-6-fos-
foranowej w obu rodzajach komérek glejowych. Moze to wskazywac
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na wysokie natezenie tlenowego rozktadu glikozy, idgcego torem pen-
tozo-fosforanowym zaréwno w astrocytach, jak i w oligodendrogleju
i to juz w okresie poprzedzajgcym mielinizacje. Stanowitoby to do$¢
istotng réznice w poréwnaniu z tkanka glejowg in situ. Nalezy przy
tym doda¢, ze pentozo-fosforanowy tor przemian glikozy jest gtdbwnym
dostarczycielem rybozo 5-fosforanu, stanowigcego jeden z istotnych
elementéw syntezy nukleotydéw. Wysokie wskazniki mitotyczne gleju
hodowanego in vitro mogg z kolei sugerowac istnienie znacznego za-
potrzebowania na materiat budulcowy nukleotyddéw.

Morfologia komorek oraz obraz aktywnosci enzymatycznej przebada-
nych dehydrogenaz wskazuja, ze zachowanie tkanki glejowej hodowa-
nej in vitro zblizone jest w znacznej mierze do gleju odczynowego wy-
stepujacego w uformowanej tkance glejowej w przypadkach réznorod-
nych proceséw chorobowych uktadu nerwowego oraz w przebiegu réz-
nego typu ,mobilizacji czynnosciowej” gleju w trakcie dojrzewania
uktadu nerwowego. Wskazywatoby to na zblizony charakter odczynu
komérkowego .gleju niezaleznie od rodzaju czynnika przyczynowego.

Dodatkowym zagadnieniem wynikajacym z analizy naszego materiatu
jest sprawa niskiego poziomu aktywnosci dehydrogenazy koenzymu Il
(diaforazy nukleotydu trojfosfopirydynowego). Zjawisko to, wydaje sie,
moze znalezé swoje wytlumaczenie w stosowanej technice histoche-
micznej. Uzywane przez nas roztwory inkubacyjne nie zawieraty w
zadnym przypadku menadionu aktywujgcego reakcje tzw. diaforaz
koenzyméw. Bez uzycia menadionu, przy stosowanej przez nas tech-
nice uzyskuje sie jedynie reakcje z diaforazag mitochondrialng (Pearse
1961). Preparaty nasze uwidaczniajg wiec jedynie mitochondrialng dia-
foraze koenzymu Il, za czym przemawia drobnoziarnisty, a niekiedy
pytkowy charakter ziaren formazanowych otrzymywanych w tej reakcji.

K. PeHKaBeK, M. H. MoccaKOBCKW

AKTWBHOCTb OKCKM"AUMOHHBIX 3H3HMOB B rjIPIEBOI/t TKAHPI
KyJILTHBMPOBAHHOW IN VITRO
HacTb I1I. JterM«poreHa3bi cBH3aHHbie ¢ ko3H3wmom Il u a-rjinuepochoccfjaTHaH
~erw”poreHa3a n “~ern”poreHa3a h30jimmohhom kucjiotm

CoflepxaHJie

llpoBo™MJiPicb rncToxnMWHecKne wccjieflOBaHMH aKTMBHOCTn Aern”“poreHa3 CBH3aH-
Hbix ¢ KO3H3MMOM 11 (flnachopa3a KO03H3KMa Il, ¢jermiporeHasa m3ojihmohhom khc-
jiOTbi n rjuoK03HO-6-choc(flaTHaH ;jern,nporeHa3a), a Taxace cBinaHHbix ¢ ko3H3ji-
mom | “eriiAporeHa3 n30-jiKMOHHOft KiicjioThi w a-rjiMijepochoccfciaTHoii b rjiweBoii
TKaHU KyjibTWBnpoBaHHoii in vitro. ycjiOBMH SKcnepnMeHTa n KyjibTypbi Gbijin Ta-
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KMMH-xe khk M b nepBoii uacTn paSoThi. Ebijin oBHapyjKeHbi cymecTBeHHbie pa3-
HHLJbI B HHTeHCMBHOCTH 3H3MMaTMHeCKOit peaKLIMLi 14 ee JIOKajlM3apj4l4 B 3aBHCI4-
MOCTn ot BM/i;a 3H3HMa, mna rjiweBOw KjieTKM n BO3pacTa KyjibTypbi.

1. MaKCiiMajibHon MHTeHCMBHOCTbio 3H3HMaTJ4HecKofi peaKUHn OTJinHajinch rjno-
KO3HO-6-cix>c(EaTHaH ¢eridflporeHa3a, a-rjinijepodDoccjjaTHafl ,nern“poreHa3a n 1430JH4-
mohhoi4 KucjioTbi ¢cBH3aHHaH c¢ KO03H3WMOM Il, a MeHmeii aKTnBHOCTbK) — flnacbopa3a

KO3H3MM3 1l. B npouecce pocTa KyjibTypbi yBejninnBaeTca aKTUBHocT a-rjniijepo-
4)OCCj)aTHOi4 flerMflporeHa3bl, 1430JIWMOHHOIi KHCJIOThl (CBH3aHHOit C KO3H3J4AMOM 1)
i4  flna(i)opa3bi KO3H3HMa Il. AKTWBHOCTh rJHOKO3HO-6-4>0cd)aTHOii flern~poreHa3bi

i4 H30JH4MOHHOli KHCJIOTbl (3aBHCHIHeii OT KO3H3MMa I1) BbICOKaH c¢ caMoro Hanajia
He J43MeHHeTCH.

2. CymecTBeHHbie pa3Hnpbi b pacnpeflejieHHH aKTUBHOCTn HaBjno™aioTCH MejK/jy
OTflejibHbiMM BiiflaMM rjinn. AcTpoijJiThi yjxe ¢ caMbix paHHHX CTa*wii pocTa Kyjib-
Typbi xapaKTepn3yioTCH paBHOMepHbiM pacnpe”ejieHneM  cbopMa3aHOBbix 3epeH
B LJWTOnJia3Me M OTpOCTKaX. 3H3J4MaTl4HeCKaH aKTMBHOCTh B OJIWrOfleH,gpOLtl4TaX
noHBJiaeTCH no3JKe m TOJibKo b OKOJiOH"epHOM nacTM npoTonjia3Mbi, a Ha 10—11 achb
BO3paCTaHHH KyjibTypbi TaKJKe B OTpOCTKaX.

CaMoii paHHeii b oJinro™eH”porjinn HBjiaeTca aKTMBHOCTh rJHOKO3HO-6~4ioc(i)aT-
hom ,nernnporeHa3bi, a Bojiee no3*HMMn — Bcex ocTajibHbix ~ernAPoreHa3.

3. OcoBoro BHmiaHKH 3acjiyx<MBaeT BbicoKaa aKTMBHOCTb rjiioKO3HO-6-chocchaT-
hom flern*poreHa3bi penpe3eHTnpyioinefi 3H3MMaTMHecKyio CMCTeMy KaTajiw3wpyio-
Hjyi0 KMCJIOpOAHblii BMfl TIHOKO3HOrO oBltfeHa. ABTOpbl 3TO HBJieHne, nOHBJIHIOmeeCH
y>xe b BecbhMa paHHeM nepnofle pocTa KyjibTypbi, b acTpopnTax m b olJiMro“eHAporjiMM
0B-bHCHHIOT BOCTpeSoBaHHeM KlieTOK Ha pM6030-5-4)0CdJaT, HBJIHfOLpeiiCH CTpOHTejlb-
HbiM MaTepiiajioM HyKJieoTM"OB. 3tot 3ctp 06pa3yeTca b npopecce oB.MeHa rjnoKO3bi
no xofly neHTO3HO-4ioc4)aTHoii peaKijMM. Bbicrpbin pocT KyjibTypbi m 3HaHMTejibHoe
yBelJiMHenne KjieTOHHoii nonyjiHpMM yKa3biBaioT Ha 3HaHHTelibHoe noTpeojiemie
CTpoiiTejibHoro MaTepwajia jih KjieTOHHbix CTpyKTyp.

4. BbicoKaa aKTMBHOCTh MCClJlie*OBaHHbix ~erwflporeHa3, penpe3eHTnpyiomnx 3H3H-
MaTHHeCKKe CMCTeMbl, CBH3aHHbie C KMCJIOpO*HbIM M 6e3KHCJIOpOAHbIM npopeccoM
ofiMCHa rjiK>K03bi yKa3biBaeT Ha BbicoKyio aKTMBHOCTh MeTaBojiMuecKMx npopeccoB

K. Renkawek, M. J. Mossakowski

ACTIVITY OF THE OXIDATIVE ENZYMES IN GLIAL TISSUE CULTURED
IN VITRO

Il Dehydrogenases linked with coenzyme Il and alpha-glycerophasphate and
isocitric dehydrogenase

Summary

A histochemical study was carried out on the activity of the dehydrogenases
linked with coenzyme Il (diaphorase of coenzyme Il, isocitric and glucose-6-
-iphosphate dehydrogenase) and with coenzyme | (isocitric and alpha-glycero-
phosphate dehydrogenase) in glial tissue cultivated in vitro. The experimental
conditions and method of culture were the same as in the first part of this study.
Significant differences were observed in the intensity of the enzymatic reactions
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and their localization related to the type of enzyme, type of glial cells and age
of the cultures.

1. Glucose-6-phosphate, alpha-glycerophosphate and isocitric  dehydrogenase
linked with coenzyme Il showed the greatest intensity of the enzymatic reaction;
less intensive reactions were obtained with isocitric dehydrogenase linked with
coenzyme |; and least intensive with diaphorase of coenzyme Il. During growth
of the cultures the activity of alpha-glycerophosphate, isocitric (coenzyme 1)
dehydrogenases and diaphorase of coenzyme Il increased. The activity of glucose-
-6-phosphate and isocitric dehydrogenase linked with coenzyme Il was high from
the beginning and remained unchanged.

2. Significantly different distribution of the activity was observed in different
types of glia. Astrocytes were characterized by uniform distribution of the for-
mazan gLanules in the cytoplasm and cell processes already in the earliest phases
of growth of the cultures. In oligodendrocytes enzymatic activity appeared later
and was localized only in the perinuclear zone of protoplasm at first, and after
10—11 days of growth in the processes. Glucose-6-phosphate dehydrogenase acti-
vity was the first-to appear in the oligodendroglia, followed by the remaining
dehydrogenase activities.

3. The high activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase, representing the
enzymatic system catalyzing aerobic glucose metabolism, is noteworthy. In the
opinion of the writers, this phenomenon which occurs in very early phase of the
growth of the cultures, in astrocytes as well as in oligodendroglia, is related to the
requirement of the cells for ribose-5-phosphate as building material for nucleotide
production. This ester is produced in the course of the metabolism of glucose in
the pentose-phosphate shunt. Rapid growth of the cultures and multiplication
of the cell population suggest high requirement for the building materials for
cell components.

4. The high activities of the studied dehydrogenases, which represent the en-
zymatic systems involved in the aerobic and anaerobic metabolism of glucose,
indicate intensive metabolic processes in growing glial tissue, in contrast to the
low level of metabolism in glial tissue in vivo.
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_Rye. 1. Typowy dla astrocytow rozkfad ziaren formazanowych, wyznaczajacych
miejsca aktywnosci enzymat&/cznej. Ziarna formazanowe rozfozone réwnomiernie
w protoplazmie i w wypustkach komdrkowych wytwarzajg niewielkie zageszcze-
nie okotojadrowe. Pow. ok. 15 X, ob. 40 X.

Fig. 1. Distribution of formazan grains marking the sites of enzymatic activity
characteristic of astrocytes. The formazan grains are scattered uniformly in the
protoplasm and in the cell processes and slightly more concentrated in the peri-
nuclear izones. Magn. oc. X15, obj. X40.

Rye. 2. Typowy dla oligodendrogleju rozktad ziaren formazanowych. Ztogi
formazanowe ulozone w _zbitej masie wytwarzajag charakterystyczna czapeczke
okotojadrowg. Pow. ok. 15X, ob. 20X.

Fig. 2. Distribution of formazan grains typical of oligodendroglia. Compact mas-
s%s_ g{zoformazan grains form characteristic perinuclear caps. Magn. oc. X15,
obj. .

Rye. 3. Dehydrogenaza koenzymu Il. Czwarty dzien hodowli. Widoczne liczne
astrocyty z t{powgl(m dla nich rozktadem aktywnosci enzymatycznej. Aktywnos¢
niska.” Pow. ok. 15X, ob. 40X.

_Fig. 3. Dehydrogenase of coenzyme Il. Four-day culture. Numerous astrocytes
V\g_th X%)lcal distribution of enzymatic activity. Low. activity. Magn. oc. X15,
obj. .
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_ Ryc. 4. Dehydrogenaza koenzymu II. Trdeziesty, dzien hodowli. Widoczne astro-
i oligodendrocyty z typowymi uktadami aktywnosci enzymatycznej. W poréwna-
%ux z Eycilog( stwierdza sieé znaczny wzrost “aktywnosci enzymatycznej. Pow. ok.

1. 0on. : .

_Flg. 4, Dehydro%enase_of coenzyme Il. Thirty-day culture.  Astrocytes and
oligodendrocytes with typical distribution of enzymatic activity. Compared with
the_preceding figure, enzymatic activity is much_stronger. Magn. oc. X15,0bj. X40.

Ryc. 5 Dehydrogenaza glikozo-6-fosforanu. Siddmy dzien wzrostu. Wysoka ak-
tywnos¢ enzymatyczna w astro- i oll%odendrocgtach zarbwno w protoplazmie, jak
i w_wypustkach "komérek. Pow. ok. 15X, ob. 20X. .
~ Fig. 5 Glucose-6-phosphate dehydrogenase. Seven-day growth. High enzyma-
tic activity in astrocytes and oligodendrocytes, both in the protoplasm and in the
cell procésses. Magn. oc. X15, ob. X20. ) ) )

Ryc. 6. Dehydrogenaza glikozo-6-fosforanu. Dwudziesty o6smy dziefi hodowli.
Wszystkie komorki widoczne w preparacie wykazuja wysokg aktywnos¢ enzyma-
tyczng w cytoplazmie i w Wyg(ustkach. Ztogi " cytoplazmatyczne przestaniaja jadro
komorki. Pow. ok. 15X, ob. 40X.

Fig. 6. Glucose-6-phosphate dehydrogenase. Culture on the 28th day. All the
cells 'visible in the preparation exhibit "high enzymatic activity in the “cytoplasm
artw)d g)(rz%esses. Cytoplasmatic deposits obscure the cell nucleus. Magn. oc. X15,
obj. .

JRyc._ 7. Dehydrogenaza kwasu izo-cytrynowego, zwigzana z NADP. Drugi dzien
hodowli. Przewazaja niezroznicowane komorki glejowe wykazujace wysoka aktyw-
no$¢ enzymatyczng. Pow. ok. 15X, ob. 20X, )

Fig 7. Isocitric dehydrogenase bound with NADP. Two-day culture. Predomi-
ng_nce;(% undifferentiated glial cells with high enzymatic activity. Magn. oc. X 15,
obj. .

] JRyc. 8. Dehydrogenaza kwasu izo-cytrynowego, zwigzana z NADP. Dwudziesty
6smy dzierr hodowli. Wysoka aktywnos¢ enzymatyczna w astrocytach i w oligo-
dendrocytach. Pow. ok. 15X, ob. 20X. )

_Fig. 8. Isocitric dehydrogenase bound with NADP. Culture on the 28th day.
l)'l(lz%h enzymatic activity in astrocytes and oligodendrocytes. Magn. oc. X15, obj.

Ryc. 9. Dehydrogenaza a-glicerofosforanowa. Dwudziesty pierwszy dzien ho-
dowli. Ogolny widok hodowli zawierajacej rozne rodzaje. komorek ~ glejowych.
Zwracajg uwage roznice w natgzeniu reakcji formazanowej w poszczegolnych “ko-
morkach, przy ogolnie wysokiej aktywnosci enzymatycznej.” Pow. ok 10X,0bj.10X.

Fig. 9. «-Glycerophosphate dehydrogenase. Twenty-one-day culture. General view
of the culture which contains various _t]yfpes of glial cells. Differences in the in-
tensity of the formazan reaction in different cells, with a generally high level
of enzymatic activity. Magn. oc. X10, obj. X10. . ] L .

Ryc. 10. Dehydrogenaza a-glicerofosforanowa. Dwudziesty Osmy dzien hodowdi.
Zwraca uwage roznica w natezeniu i rozktadzie aktywnosci engz/matycznej w astro-
cytach i komorce ollgr?dendroglﬂoweg. Pow. ok. 15X, ob. 40X. ]

7 Fig. 10. a-Glicerophosphate’ dehydrogenase. Twenty-eight-day culture. Various
|nten5|'\tX and distribution of enzymatic activity in astrocytes and oligodendroglial
cells. Magn. oc. X 15, obj. X40. ) . o

Ryc. IL Dehgdrogen_az_a kwasu izo-cytrynowego, zwigzana z NAD. Dziesigty
dzien hodowli. rzewazajaxollgodendrocyty ze stosunkowo wysokag aktywnosScig
enzz_matycznq. Pow. ok. 15X, ob. 40X. . .

ig. 11. Isocitric dehydrogenase bound with NAD. Ten-day culture. Predomi-
ngncexzcl)g oligodendrocytes with relatively high enzymatic activity. Magn. oc. X15,
obj. .
{Ryc. 12. Dehydrogenaza kwasu izo-cytrynowego, zwigzana z NAD Trzydziesty
dzien hodowli. Widoczne rézne typf/ komérek glejowych, wykazujacych “wysoka
akt]y_\_/vnosc enzymatyczna. Pow. ok. 15X, ob. 10X. . .

ig. 12. Isocitric’ dehydrogenase bound with NAD. Thirty-day culture. Various
types of glial cells exhibiting high enzymatic activity. Magn. dc. X15, obj. X10.
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