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BARBARA GAJKOWSKA

WPLYW WYSOKIEJ TEMPERATURY OTOCZENIA
NA ULTRASTRUKTURE
UKLADU PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWEGO SZCZURA

Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego Centrum Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Pracowni: prof. dr J. W. Borowicz

Udzial podwzgorza w regulacji cieploty ciata jest stwierdzony od dos¢
dawna, jednakze ciggle jeszcze nie dos¢ dokladnie poznany. Ustalo-
no, ze w obrebie przedniej czesci podwzgorza znajdujg sie dwa osrod-
ki: utraty ciepla oraz produkcji i utrzymania ciepla, Nie wykazano,
czy osrodek termoregulacji moze w sposob trwaly podwyzsza¢ lub
obniza¢ metabolizm energetyczny w tkankach i tg drogg regulowac
cieplote ciala. Nie ustalono takze, czy osrodek termoregulacji stano-
wi jeden kompleks neuronéw o zblizonej funkcji, czy tez istniejg neu-
rony o jednokierunkowo wyspecjalizowanej funkcji, rozsiane w roz-
nych strukturach.

Celem obecnej pracy byla proba okreslenia zmian morfologicznych
w ultrastrukturze jadra nadwzrokowego i jadra przykomorowego oraz
plata nerwowego przysadki w warunkach wysokiej (43°), krotkotrwa-
fej (30 min.) temperatury otoczenia i w warunkach nieco podwyz-
szonej (37°), lecz dilugo trwajacej (6 tygodni) temperatury.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie wykonano na 30 dwumiesiecznych szczurach, sam-
cach szczepu Wistar, ktore podzielono na dwie grupy doswiadczalne:

I grupe stanowilo 10 zwierzat, ktére poddano dzialaniu wysokiej
temperatury otoczenia (43°C) przez okres 30 minut.

IT grupe stanowilo 10 zwierzat, ktore przetrzymywano w specjalnych
klatkach z termoklimatyzacjg przez okres 6 tygodni w temperaturze
Kl
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2 B. Gajkowska Nr 1

W obydwu grupach doswiadczalnych zwierzeta dostawaly pokarm
i wode ad libitum, a wilgotnos¢ powietrza byta zawsze taka sama (30%).
Zwierzeta doswiadczalne dekapitowano zawsze lgcznie ze zwierzetami
kontrolnymi, ktérych bylo takze 10. Do badan w mikroskopie elektro-
nowym pobierano wycinki z moézgu szczura, z okolic jagdra nadwzro-
kowego i jadra przykomorowego oraz nerwowego plata przysadki.
Material utrwalano w 2,5% aldehydzie glutarowym w buforze fosfo-
ranowym, a nastepnie w 2% OsO, w buforze fosforanowym, odwad-
niano w alkoholach o wzrastajgcym stezeniu i zatapiano w Eponie.
Material skrawano na ultramikrotomie Reichert Om U2 i dobarwiano
na siateczkach octanem uranylu i cytrynianem olowiu. Zdjecia wyko-
nywano w mikroskopie elektronowym JEM—T7A.

WYNIKI

Jadro nadwzrokowe i jgdro przykomorowe. (Neurony jadra nadwzro-
kowego i przykomorowego wykazujg zmiany ultrastrukturalne o po-
dobnym charakterze i nasileniu, podany opis odnosi sie do wszystkich
neuronow sekrecyjnych).

W grupie zwierzat, ktore zostaly poddane dzialaniu wysokiej tempe-
ratury otoczenia (43°C), zaobserwowano zmiany ultrastrukturalne w bu-
dowie wszystkich komorek nerwowych. Jgdra komoérkowe ulegly prze-
rostowi, charakteryzujgc sie réwniez obecnos$cig glebokich inwaginacji
blony jadrowej i obecnoscig jednego lub dwoch elektronowogestych
jaderek. Chromatyna jadrowa, raczej rownomiernie rozmieszczona,
niekiedy tworzyla réwniez dos$¢ duze agregaty tuz przy blonie jadro-
wej. Najwieksza uwage zwracal jednak bardzo dobrze rozwiniety apa-
rat Golgiego zlokalizowany przewaznie w obszarze okolojgdrowym
(ryc. 1, 2). lecz czesto takze zajmujacy rowniez dos¢ duze obszary calej
cytoplazmy. Kanaly aparatu Golgiego byly liczne, niekiedy mocno po-
szerzone i optycznie puste. W poblizu aparatu Golgiego obecne byly
rowniez dos¢ liczne pecherzyki oplaszczone (coated vesicles) oraz pe-

Ryc. 1. Grupa 1. Jadro nadwzrokowe. Widoczny fragment jgdra komoérkowego

z glebokimi inwaginacjami blony jgdrowej i elektronowogestym jaderkiem. W cy-

toplazmie znajduje sie¢ dobrze rozwiniety aparat Golgiego, liczne mitochondria,

cialtka geste i lizosomy zawierajgce kroplowate przejasnienia (L). Obecne sg row-

niez ziarnistosci neurosekrecyjne (S), oplaszczone pecherzyki (CV) oraz cialo wie-
lopecherzykowe. Pow. 13 950 X.

Fig. 1. Group 1. Supraoptic nucleus. Fragment of cell nucleus with deep inva-

ginations of nuclear membrane and electron dense nucleolus. In cytoplasm — well

developed Golgi apparatus, numerous mitochondria, dense bodies and lysosomes

containing drop-like lucid fragments (L). Also present mneurosecretory granules
(S), coated vesicles (CV) and multivesicular body (MVB) X 13 950.
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cherzyki przypominajace niedojrzaly neurosekret i nieco zwiexszona
w porownaniu z norma ilo$¢ typowych ziarnistosci neurosekrecyjnych.
Ziarnistosci neurosekrecyjne byly rozrzucone nier6wnomiernie w ca-
tej cytoplazmie. Oproécz opisanych struktur, szczegdélnie w obszarze
aparatu Golgiego, ale rowniez i w innych obszarach cytoplazmy znaj-
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4 B. Gajkowska Nr 1

dowano znaczng ilo$¢ lizosomoéw i roznego rodzaju cialek gestych ty-
powych lub zawierajacych wakuole, krople lipidowe, lub niewielkie
agregaty substancji o duzej gestosci elektronowo-optycznej (ryc. 1, 2).
W obszarze aparatu Golgiego oprocz ciatek gestych, obecne byly zaw-
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sze ciala wielopecherzykowe. Siatka ergastoplazmatyczna nie wykazy-
wala odchylen od normy, byla dobrze rozwinieta, pokryta znaczng ilo-
$cig rybosomoéw, niekiedy mozna bylo zauwazy¢ koncentryczny uklad
jej blon. W cytoplazmie znajdowala sie znaczna ilo$¢ rybosomow
oraz sporadycznie wystepowalo cialko jgderko-podobne (nucleolus-like
body). Spotykane mitochondria byly niezmienione, niekiedy tylko wie-
loksztaltne, neurotubule rozmieszczone nieregularnie w calej cytoplaz-
zmie posiadaly prawidlowg budowe ultrastrukturalng — byly dosyc¢
dlugie i nieliczne.

Cze$¢é merwowa przysadki. W zakonczeniach wlokien spotykano ziar-
nistosci neurosekrecyjne, mikropecherzyki, mitochondria i neurotubule.
W tej grupie doswiadczalnej zaobserwowano rowniez wystepowanie ciat
gestych oraz lizosoméw o budowie lamelarnej, zwanych cialami blonia-
stymi (ryc. 3, 4, 5). Obserwowano obecnos¢ wlokien nerwowych o roz-
nej ilosci ziarnistosci neurosekrecyjnych, oraz réznej gestosci elektrono-
wo-optyecznej. Ilo$¢ ziarnistosSci neurosekrecyjnych w poréwnaniu z norma
wydawala sie by¢ jednak nieco mniejsza. Ciekawe, i zapewne nie bez
znaczenia, bylo réwniez rozmieszczenie mikropecherzykow. Spotykano
bowiem tutaj trzy rodzaje wlokien nerwowych: wilékna, ktére nie za-
wieraly mikropecherzykow, wlokna z niewielka iloscig mikropeche-
rzykow rozmieszczonych nieregularnie i wilokna, ktore posiadaty du-
zg ilos¢ mikropecherzykow tworzacych skupienia (podobnie jak peche-
rzyki synaptyczne) tuz przy blonie lub w centralnych partiach wiok-
na (ryc. 4, 5). W badanej grupie doswiadczalnej ilo$¢ widkien, zawie-
rajacych mikropecherzyki tworzace skupienia wydawala sie najwiek-
sza.

W drugiej grupie doswiadczalnej (tzn. u zwierzat poddan‘ych dzia-
faniu temperatury 37°C przez okres 6 tygodni) w neuronach jadra
nadwzrokowego i przykomorowego oraz we wldknach plata nerwo-
wego przysadki obserwowano zmiany ultrastrukturalne o tym sa-
mym charakterze, lecz o niewielkim nasileniu (ryc. 6, 7).

Ryc. 2. Grupa 1. Jadro przykomorowe. W cytoplazmie widoczny aparat Golgie-

go, niektére jego kanaly mocno poszerzone (strzatka). W poblizu liczne oplaszczo-

ne pecherzyki (CV), ziarnisto$ci neurosekrecyjne (S), ciatka geste i lizosomy (L).

Widoczne jest rowniez cialtko wielopecherzykowe i neurotubule (Nt) oraz liczne
mitochondria. Pow. 20 800 X.

Fig. 2. Group 1. Paraventricular nucleus. In cytoplasm — Golgi apparatus, with

some channels markedly dilated (arrow). In the vicinity numerous coated ve-

sicles (CV), neurosecretory granules (S), dense bodies and lysosomes (L). Also

present multivesicular body, neurotubules (Nt) and mnumerous mitochondria.
X 20 800.
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Ryc. 3. Grupa 1. Plat nerwowy przysadki. We wiloknach nerwowych obecne sa
ziarnisto$ci neurosekrecyjne (S), neurotubule (Nt), w niektérych mikropecherzyki
(mi) i ciata bloniaste (strzatka). Pow. 28800 X.

Fig. 3. Group I. Neurohypophysis. In nerve fibers — neurosecretory granules
(S), neurotubules (Nt), in a number of them — microvesicles (mi) and membra-
neous bodies (arrow). X 28 800.
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Ryc. 4. Grupa 1. Plat nerwowy przysadki. Przekroje poprzeczne wlokien nerwo-
wych. Widoczne ziarnistosci neurosekrecyjne (S) i duze skupisko mikropecherzy-
kéow (mi). We fragmentach widkien widocznych obok, obecne sg jedynie ziar-
nistos$ci neurosekrecyjne (S) i pojedyncze ciala bloniaste (strzatka) Pow. 28 800 X.

Fig. 4. Group I. Neurohypophysis. Transver:ce sections of nerve fibers. Neuro-

secretory granules (S) and large agglomeration o¢f microvesicles (mi). In the

adjacent fiber fragments, only neurosecretory granules (S) and single membra-
neous bodies are present. X 28 800.

OMOWIENIE

Na podstawie przeprowadzonych badan ultrastrukturalnych mozna
sadzi¢, ze podwyzszona temperatura otoczenia powoduje aktywacje
neuronéw jadra nadwzrokowego i jadra przykomorowego, za czym
przemawiajg obrazy morfologiczne jadra komorkowego, aparatu Gol-
giego i wreszcie zwigkszona ilo$¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych
w neuronach. Obserwuje sie takze morfologiczne oznaki zwiekszone-
go wydzielania tych ziarnistosci z wlokien plata nerwowego przysadki.
Nie mozna jednak stwierdzi¢ ostatecznie, czy zaobserwowana przez nas
reakcja ukladu podwzgorzowo-przysadkowego spowodowana jest wy-
fgcznie tzw. stresem termicznym bez uruchamiania innych mechaniz-
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Rye. 7. Grupa II. Jadro przykomorowe. W jadrze komoérkowym duze elektrono-
wogeste jaderko, w cytoplazmie za$ dobrze rozwiniety aparat Golgiego, oraz licz-
ne ziarnistosci neurosekrecyjne (S) i mitochondria. Pow. 13950 X.

Fig. 7. Group II. Paraventricular nucleus. In the cell nucleus — large electron
dense nucleolus, in cytoplasm — well developed Golgi apparatus, numerous
neurosecretory granules (S) and mitochondria. X 13 950.

Ryc. 5. Grupa 1. Plat nerwowy przysadki. W jednym z wilékien nerwowych zwra-
cajag uwage dwa duze skupiska mikropecherzyk6w (strzatka), w drugim ciala blo-
niaste i ziarnistosci neurosekrecyjne (S). Pow. 28800 X.

Fig. 5. Group I. Neurohypophysis. In one of the nerve fibers two large agglo-
merations of microvesicles (arrow), in the other — membraneous bodies and
neurosecretory granules (S). X 28 800.

Ryc. 6. Grupa II. Jadro nadwzrokowe. We fragmencie cytoplazmy widoczny aparat

Golgiego, niektére tylko kanaly sg mnieco poszerzone (strzatka). W cytoplazmie

nieliczne lizosomy i ziarnistoéci neurosekrecyjne (S), neurotubule (Nt) i mi-
tochondria. Pow. 20 700 X.

Fig. 6. Group II. Supraoptic nucleus.. In cytoplasm fragment — Golgi apparatus,
only a few channels somewhat dilated (arrow). Small number of lysosomes and
neurosecretory granules (S), neurotubules (Nt) and mitochondria. X 20 700.
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mow, jak twierdza niektorzy autorzy (Curé, Teyssier 1973). Wyniki
naszych badan nie sg zgodne z wczesniej prowadzonymi obserwacja-
mi (Fujino i wsp. 1966, cyt. za Curé, Teyssier 1973), ktérzy obserwo-
wali redukcje ilosci ziarnistosci neurosekrecyjnych w jadrze nadwzro-
kowym i jadrze przykomorowym w hipertermii (34—38°C) trwaja-
cej 26 dni.

Zaobserwowane zmiany morfologiczne w neuronach jadra nadwzro-
kowego i przykomorowego oraz we wldoknach nerwowego plata przy-
sadki, przemawiajg za tym, ze w warunkach stresu spowodowanego
podwyzszong temperatura otoczenia, istnieje takze dodatkowy czyn-
nik prowadzacy do czynnosciowych zaburzen mechanizmow steruja-
cych gospodarkg wodng ustroju. Wywoluje on aktywacje podwzgoérzo-
wo-przysadkowego ukladu antydiuretycznego. Zaobserwowane zmia-
ny ultrastrukturalne podobne byly bowiem do opisywanych w neuro-
nach jadra nadwzrokowego i przykomorowego oraz we wloknach pta-
ta nerwowego przysadki w stanach odwodnienia (Picard, Cotte 1970;
Borowicz, Gajkowska 1972; Picard i wsp. 1972; Choy, Watkins 1977).
Tak wiec obecnos¢ duzej ilosci ciatek gestych i lizosomoéw w calym
ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym mozna wigza¢ prawdopodobnie
z regulacjag nadmiaru ziarnistosci neurosekrecyjnych, tworzonych ob-
ficie w reakcji na stres z jednej strony i odpowiedzialnych takze za
wydzielanie wazopresyny z drugiej strony. Aktywacja ukladu antydiu-
retycznego umozliwia maksymalng redukcje ilosci wody wydalanej
przez nerki. Poza wplywem na gospodarke wodng ustroju moze miec
ona rowniez znaczenie w dostosowywaniu czynnosci ukladu krazenia
do warunkow hipertermii. Wzrost stezenia wazopresyny we krwi mo-
ze takze dziala¢ hipotermicznie przez obnizenie tempa przemiany ma-
terii (Okuno i wsp. 1965). Dane, wskazujace na aktywacje ukladu anty-
diuretycznego podczas ekspozycji na dzialanie wysokiej temperatury
otoczenia, pojawily sie juz pod koniec lat czterdziestych, kiedy to Ken-
ney i Miller (1949) zaobserwowali szybko pojawiajace sie i proporcjo-
nalne do wzrostu temperatury otoczenia hamowanie diurezy wodnej
u ludzi. Hellman i Weiner (1953) stwierdzili nastepnie pojawianie sie
substancji antydiuretycznej w moczu ludzi przebywajacych w Srodo-
wisku o wysokiej temperaturze. Badania prowadzone przez Robinso-
na i Mac Farlane’a (1956) wykazaly, ze przyczyna aktywacji ukladu
antydiuretycznego w hipertermii jest wzrastajaca osmolalnos¢ plynu
pozakomoérkowego. Badania za§ Kozlowskiego i wsp. (1972) oraz Szcze-
panskiej-Sadowskiej (1977) ustalily, ze w wyniku hipertermii wyraznie
wzrasta poziom wazopresyny we krwi na skutek aktywacji ukladu
antydiuretycznego. Wyniki tych badan fizjologicznych sga zgodne z uzys-
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kanymi przez nas danymi morfologicznymi, na podstawie ktérych
mozna wysung¢ hipoteze, ze zwiekszona synteza i wydzielanie ziarni-
stosci neurosekrecyjnych w ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym
uvlatwia funkcjonowanie organizmu w warunkach hipertermii réwniez
przez swoj wplyw na gospodarke wodng ustroju. Mozna sadzi¢ takze,
ze wytwarzane w ukladzie podwzgoérzowo-przysadkowym ziarnistosci
neurosekrecyjne odgrywaja dos¢ istotna role w utrzymywaniu home-
ostazy termicznej.

WNIOSKI

1) Podczas ekspozycji szczurow na dzialanie temperatury otoczenia:
wysokiej (43°C przez 30 minut) i podwyzszonej (35°C przez okres
6 tygodni) stwierdzono zmiany morfologiczne, wskazujace na aktywa-
cje ukladu podwzgoérzowo-przysadkowego.

2) Mozna sadzi¢, ze aktywacja ukladu podwzgérzowo-przyadkowego
spowodowana stresem termicznym moze odgrywac istotng role w utrzy-
mywaniu zaré6wno homeostazy termicznej jak i wodnej ustroju.

3) Zaobserwowane zmiany w budowie ultrastrukturalnej ukladu pod-
wzgorzowo-przysadkowego sg zaznaczone wyrazniej w grupie zwierzat
poddanych dzialaniu wysokiej temperatury przez krotki okres czasu,
W porownaniu ze zmianami obserwowanymi w grupie zwierzet pozo-
stajacych przez dluzszy okres czasu w Srodowisku o nieco podwyzszo-
nej temperaturze.

B. TankoBcKa

BJIUSTHUE BBICOKOJM TEMIIEPATYPHEI OKPYZKAIOIIEN CPEJIBI
HA YJIBTPACTPYKTYPY I'MIIOTAJAMO-TUIIOPU3APHON CUCTEMEBI KPBICHI

PeszwowMme

UccnenoBano MOp@OJOrMYECKYI0 KapTUMHY CyIIPaAONTHMYECKOro M MeaMaJIbHOTO
AJep rurnoTajlamyca, a TaKzxKe HEepPBHOM J0oJau runodmui3a KpbIC, NOABEpPraeMbIX BIIMUA-
HMIO BBICOKOJN (43°, 30 muu) u nosbuueHoi (35°, 6 Hegenb) TeMIepaTypbl OKpPY Karolei
cpeabl.

ITonyyennble pe3yJsbTaThl MOPMOJIOrMIECKMUX MCCIIEJOBAHMI yKa3bIBAlOT, YTO THUIIO-
TajamMo u runodulapHas cUcCTeMa aKTUBU3UPYETCHA: yCUIIMBAETCA CUHTE3 HEepOoCeKpe-
TOPHBIX TpaHyAuMeir B obomx Ajpax rumorajiamMyca, a TakKzxKe yOBITOK 9TMX IDaHy-
JAUMelt B BOJIOKHAX HEPBHOM [A0JM rurmodusa.

ABTopoMm o0fOcyzKjaeTcs pOJIb HEMPOCEKPETOPHBIX TpaHyJsauueir o06pa30BaHHBIX
B TUIIOTAjJlaMyce B IIOAJE€PIKMBAHUIO BOAHOI'O M TEPMMUYECKOTO rOMeocTasa OpraHuM3Ma.

http://rcin.org.pl



19 B. Gajkowska N1

B. Gajkowska

EFFECT OF HIGH ENVIRONMENTAL TEMPERATURE
ON THE ULTRASTRUCTURE OF THE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSEAL
SYSTEM

Summary

The study dealt with the morphological picture of the supraoptic and para-
ventricular nuclei of hypothalamus and of neurohypophysis of rats exposed to
the following temperatures of the environment: 1) high (43°C) for 30 min and
2) elevated (35°C) for 6 weeks.

The results indicate that the hypothalamo-hypophyseal system undergoes
activation, since there is a mnotable increase of the synthesis of neurosecre-
tory granules in both of the hypothalamic nuclei and a loss of the granules
in neurohypophysis.

The role of the neurosecretory granules formed in hypothalamus in main-
taining the water- and thermal homeostasis in the organism is discussed.

PISMIENNICTWO

1. Borowicz J. W., Gajkowska B.: Zmiany w ultrastrukturze neuronéw jgdra
nadwzrokowego szczura w wyniku odwodnienia organizmu. Pat. Pol. 1972, 23,
247—261.

2. Curé M., Teyssier M.: Donnés histologiques et cariométriques sur 1’appareil
hypothalamo-neurohypophysaire du rat exposé chroniquement a une ambian-
ce thermique chaude, C.R. Soc. Biol. (Paris) 1973, 167, 1135—1138,

3. Choy V. J.,, Watkins W. B.: Immunocytochemical study of the hypothala-
mo-neurohypophysial system. II. Distribution of mneurophysin, vasopressin
and oxytocin in the normal and osmotically stimulated rat. Cell Tiss. Res.
1977, 180, 467—490.

4. Hellman K., Weiner J. S.: Antidiuretic substance in urine following exposure
to high temperature. J. Appl. Physiol. 1953, 6, 194—198.

5. Kenney R. A., Miller D. H.: Effects of environmental temperature on water
output and the pattern of chloride excretion. Acta Med. Scand. 1949, 135,
87—090.

6. Kozltowski S., Szczepanska-Sadowska E., Drzewiecki K.: Zmiany poziomu
wazopresyny (ADH) we krwi u ludzi pod wplywem krotkotrwalego dziatania
na ustr6j wysokiej temperatury otoczenia. Pol. Arch. Med. Wew. 1972, 49,
251—256.

7. Muckle D. S., Dickson J. H.: Hyperthermia (42°C) as an adjonct to radio-
therapy in the treatment of allogenic VX, carcinoma in the rabbit. Brit. J.
Cancer 1973, 27, 307—315.

8. Okuno A. M., Yamamoto M., Itoh S.: Lowering of the body temperature
induced by vasopressin. Jap. J. Physiol. 1965, 15, 378—387.

9. Picard D., Cotte G.: Ultrastructure de l’appareil de Golgi dans la cellule
neurosécrétrice du noyau supraoptique du rat. C. R. Soc. Biol. (Paris) 1970,
164, 584—587.

http://rcin.org.pl



Nr 1 Ultrastruktura UPP w hipertermii 13

10. Picard D., Michel-Bechet M., Athouel A. M., Rua S.: Granules neurosécré-

1.1

12.

00-

toires, lysosomes et complexe GRL dans le noyau supra-optique du rat.
Bipolarité des complexes Golgiens. Exp. Brain Res. 1972, 14, 331—353.
Robinson K. W., Mac Farlane M. V.: The influence of environmental tem-
perature on the level of plasma antidiuretic substance in the rats. Aust.
J. Biol. Sci. 1956, 9, 130—138.

Szczepanska-Sadowska E.: Physiological mechanism suppressing thirst and
enhancing vasopressin release in hypertermia. Studia Societatis Scientarium
Torunensis. PWN, Warszawa 1977, 3, 1—11.

Adres autorki: Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego CMDiK PAN,
784 Warszawa, ul. Dworkowa 3

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1980, XVIII, 1

LUBOMIRA DYDYK, MIECZYSLAW JUSTYNA, MARIA DAMBSKA

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W KORZE MOZGU
KROLIKOW 36-DNIOWYCH PODDANYCH DZIALANIU
NORMOBARYCZNEJ HIPEROKSJI W 20 DNIU ZYCIA
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Kierownik Pracowni: prof. dr M. Dambska
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Kierownik: doc. dr M. Justyna

Badania ultrastrukturalne kory mozgu krolikow 24-dniowych pod-
danych do$wiadczeniu z hiperoksja w 20 dniu zycia, wykazaly zmia-
ny spowodowane bezposrednim dzialaniem nadmiaru tlenu i wtor-
nym jego niedoborem (Dydyk i wsp., 1979 b).

Celem tej pracy jest wykazanie zmian ultrastrukturalnych w korze
moézgu krolikow 36-dniowych, ktéore poddano dzialaniu normobarycz-
nej hiperoksji w 20 dniu zycia.

MATERIAL I METODY

Prace wykonano na 10 krolikach 20-dniowych, z ktérych 4 podda-
no dzialaniu 6-godzinnej hiperoksji, nastepne 4 dzialaniu 24-godzin-
nej hiperoksji, a pozostale 2 stanowily grupe kontrolna, ktéra odpo-
wiadala normie. Opis doswiadczenia podano w pracy Dydyk i wsp.
(1979 b). Material do badan pobierano w 16 dniu po do$wiadcze-
niu, tj. w 36 dniu zycia. Badania prowadzono przy uzyciu mikrosko-
pu elektronowego Tesla BS 500.

WYNIKI

Grupa I — po 6-godzinnej hiperoksji

W korze moézgu stwierdzono obecno$¢ komorek nerwowych, z jednoli-
cie rozrzedzong hialoplazmg. Na jej tle wystepowatly nieliczne rybosomy
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oraz ciata geste. Ponadto w cytoplazmie obserwowano poszerzone zbior-
niki gladkiej siatki $rodplazmatycznej i aparatu Golgiego. Nieliczne
zbiorniki szorstkiej siatki s$rédplazmatycznej nie wykazywaly zmian
(ryc. 1). Rzadziej spotykano komorki nerwowe, w ktorych obserwowa-
no ogniskowe rozrzedzenia hialoplazmy, poszerzenie cystern gladkiej
siatki $rodplazmatycznej i aparatu Golgiego oraz mitochondria z ciemng
macierza i pojedyncze mitochondria wykazujace cechy obrzmienia
(ryc. 2). Polaczenia synaptyczne aksosomatyczne byly nieliczne.
Cytoplazma komorek glejowych, podobnie jak w 4 dniu po 6-go-
dzinnym do$wiadczeniu, byla obrzmiala i zawierala malg liczbe
organelli komoérkowych. W neuropilu obserwowano zmiany w den-
drytach i wypustkach astrogleju. W cytoplazmie dendrytéw by-

Ryc. 1. Fragment cytoplazmy komorki nerwowej kory moézgu krélika 36-dniowe-

go, poddanego dzialaniu 6-godzinnej hiperoksji. Jednolite rozrzedzenie hialoplaz-

my, mala liczba kanaléw szorstkiej siatki s$roédplazmatycznej (re), poszerzone

zbiorniki gladkiej siatki $rédplazmatycznej (se) i aparatu Golgiego (G), ciala
geste (db), jadro (N). Pow. 36 000 X.

Fig. 1. Fragment of the neuron cytoplasm from the cerebral cortex of a rabbit

on the 36th day of life, after 6-hour hyperoxia. Hyaloplasm of small electron den-

sity, small number of the rough endoplasmic reticulum channels (re), enlarged

channels of the smooth endoplasmic reticulum (se) and cysterns of the Golgi
apparatus (G), dense bodies (db), nucleus (N). X 36 000.
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Ryc. 2. Fragmenty dwoch neuronéw w korze mozgu krélika 36-dniowego, po

6-godzinnej hiperoksji. Ogniskowe rozrzedzenia hialoplazmy, mitochondria z ciem-

ng macierza (m), obrzmiate mitochondrium (m;), poszerzone cysterny aparatu Gol-
giego (G), siatka $rodplazmatyczna szorstka (re). Pow. 36000 X.

Fig. 2. Fragments of the neurons from the cerebral cortex of a rabbit on the

36th day of life, after 6-hour hyperoxia. Focal rarefactions of hyaloplasm, mi-

tochondria with dark matrix (m), swollen mitochondrium (m;), enlarged cysterns
of the Golgi apparatus (G), rough endoplasmic reticulum (re). X 36 000.

ly widoczne bardzo szerokie zbiorniki gladkiej siatki Srodplazmatycz-
nej, ciala geste, mitochondria z ciemng macierzg i mitochondria obrz-
miale. Zaréwno w dendrytach, jak i w obrzmialych wypustkach astro-
cytow stwierdzono obecno$¢ morwowatych ziaren glikogenu. Aksony
i polgczenia synaptyczne aksodendrytyczne byly niezmienione (ryc. 3).
Komorki $réodblonkowe naczyn nie wykazywaty zmian.

Grupa II — po 24-godzinnej hiperoksji

W korze mozgu, podobnie jak w I-szej grupie do$wiadczalnej (po
6-godzinnej hiperoksji), obserwowano komorki nerwowe z jednolicie
rozrzedzong hialoplazma, W II-ej grupie doswiadczalnej (po 24-go-
dzinnym doswiadczeniu) spotykano je czesciej. Ponadto stwierdzono
martwice pojedynczych neuronéw, ktore otoczone byly wiencem obrz-
mialych wypustek astrocytarnych (ryc. 4). Spotykano tez pojedyn-
cze komorki glejowe, ktore wykazywaly zmiany miartwicze (ryc. 5).

Neuropatologia Polska — 2
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Rye. 5. Martwica komorki glejowej w korze moézgu krolika 36-dniowcgo, po
24-godzinnej hiperoksji. Cytoplazma zawiera liczne struktury wodniczkowe (V),
obrzmiale mitochondrium (m). Pow. 20 000 X.

Fig. 5. Necrosis of the glial ce!l from the cerebral cortex of a rabbit on the 36th
day of life, after 24-hour hyperoxia. Vacuolar structure (V), swollen mitochon-
drium (m). X 20 000.

Ryc. 3. Neuropil kory mozgu kroélika 36-dniowego, po 6-godzinnej hiperoksji.

W dendrytach widoczne sa poszerzone kanaly siatki $rodplazmatycznej glad-

kiej (SE), ciala geste (db), obrzmiate mitochondria (m) i ziarna glikogenu (gl). Po-

lgczenie synaptyczne aksodendrytyczne (sj), pecherzyki synaptyczne (sv). Gliko-
gen (gl) w wypustkach astrocytow (ast). Pow. 48000 X,

Fig. 3. Neuropil from cerebral cortex of a rabbit cn the 36th day of life, after

6-hour hyperoxia. In the dendrites the enlarged channels of the smooth endo-

plasmic reticulum (SE), dense bodies (db), swiollen mitochcindria (m), glycogen gra-

nules (gl). Axodendritic synaptic junction (sj), synaptic vesicles (sv). Glycogen
granules (gl) in astrocytic processes (ast). X 48000.

Ryec. 4. Martwica komoérki nerwowej w korze moézgu krélika 36-dniowego, po
24-godzinnej hiperoksji. Obrzmiale wypustki astrogleju (ast). Pow. 20000 X.

Fig. 4. Necrosis of the neuron from the cerebral cortex of a rabbit on the 36th
day of life, after 24-hour hyperoxia. Swelling of the astrocytic processes (ast).
X 20 000.
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W licznych komorkach glejowych wystepowaly ciala geste, pojedyn-
cze wodniczki i ziarna glikogenu ryc. 6). Wypustki astrogleju byly
obrzmiate (ryc. 7). Polaczenia synaptyczne aksosomatyczne spotykano
bardzo rzadko.

OMOWIENIE

W obu grupach doswiadczalnych (po 6-godzinnej i po 24-godzinnej
hiperoksji), zmiany obserwowane w 16 dniu po do$wiadczeniu sg wiek-
sze w poréwnaniu ze zmianami obserwowanymi w 4 dniu po do$wiad-
czeniu (Dydyk i wsp., 1979 b). Stwierdzenie to prowadzi do wniosku,
ze normobaryczna hiperoksja zapoczatkowuje w ustroju kroélika re-
akcje lancuchowg, ktora nie ulega zahamowaniu, mimo ustania bez-
posredniego wplywu nadmiaru tlenu. W oparciu o powyzszy wniosek,
a takze biorgc pod uwage charakter opisanych zmian, ktore odpowia-
daja zmianom ultrastrukturalnym stwierdzanym w hipoksji i ischemii
(Brown, Brierley 1972; Ju i wsp., 1972 a, b), mozna przyja¢, ze sg to
zmiany spowodowane wtérnym niedoborem tlenu.

Zmiany obserwowane w korze mozgu krolikow poddanych dziataniu
24-godzinnej hiperoksji sg bardziej nasilone w poréwnaniu ze zmia-
nami stwierdzanymi po 6-godzinnym doswiadczeniu. W zwigzku z tym,
mozna mowi¢ o ich narastaniu nie tylko w zaleznosci od czasu prze-
zycia, lecz rowniez w zaleznosci od czasu dzialania nadmiaru tlenu.

W korze moézgu, w 16 dniu po 6-godzinnym doswiadczeniu, zmia-
ny ultrastrukturalne zaznaczajg sie w komoérkach nerwowych i glejo-
wych oraz w dendrytach i wypustkach astrogleju.

Zmiany w perikarionach neuronéw sg wyrazem dalszego ciggu reakcji
fancuchowej, ktora w 4 dniu po doswiadczeniu doprowadza do zrian
o tym samym charakterze, ale mniej nasilonych. W komoérkach glejo-
wych, w zestawieniu z obrazami mikroskopowo-elektronowymi w 4
dniu po doswiadczeniu, utrzymujg sie cechy obrzeku srodkomorko-
wego.

Ryc. 6. Fragment komorki glejowej kory moézgu krolika 36-dniowego, po 24-go-
dzinnej hiperoksji. Ciata geste (db), struktury wodniczkowe (V), ziarna glikogenu
(gl). Pow. 36 000 X.

Fig. 6. Fragment of the glial cell from the cerebral cortex of a rabbit on the
36th day of life, after 24-hour hyperoxia. Dense bodies (db), vacuolar structures
(V), glycogen granules (gl). X 36 000.

Ryc. 7. Neuropil kory- moézgu kroélika 36-dniowego, po 24-godzinnej hiperoksji.
Bardzo liczne obrzmiale wypustki astrocytow (ast). Pow. 36000 X.

Fig. 7. Neuropil from cerebral cortex of a rabbit on the 36th day of life, after
24-hour hyperoxia. Numerous swollen astrocytic processes. X 36 000.
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Pojawienie si¢ zmian ultrastrukturalnych w dendrytach, moze by¢
zwigzane ze zwickszonym zapotrzebowaniem tlenowym w okresie ich
wzrostu. W warunkach istniejacego niedotlenienia, zapotrzebowanie to
nie jest pokrywane. Spostrzezenia dotyczace zmian w dendrytach sa
zgodne z obserwacjami Balentine’a (1974, 1975), ktory prowadzil bada-
nia nad wplywem hiperbarycznej hiperoksji na ultrastrukture istoty
szarej rdzenia u dorostych mlodych szczurow i wykazal wybiorcze
uszkodzenie wypustek neuronalnych, gléwnie dendrytéow. Obrzmienie
wypustek astrogleju mozna tlumaczy¢ wplywem utrzymujacego sie
niedotlenienia kory mozgu.

Caloksztalt opisanych zmian ultrastrukturalnych w komorkach ner-
wowych i glejowych oraz w wypustkach astrocytarnych, moze wska-
zywa¢ na postepujacy rozwoj obrzeku mozgu.

Dodatkowego omowienia wymaga gromadzenie sie glikogenu w ko-
rze mozgu micdych krolikow w 4 i 16 dniu po 6-godzinnym i niekiedy
po 24-godzinnym doswiadczeniu. Prace licznych autorow wykazaly,
ze gromadzenie sie glikogenu w tkance nerwowej, jest wykladnikiem
jej uszkodzen. Wedlug Mossakowskiego i wsp. (1968, 1971, 1973) od-
kladanie sie glikogenu w osrodkowym ukladzie nerwowym jest spo-
wodowane uszkodzeniem neuronow. Nastepstwem tego jest upo$ledze-
nie transportu glikogenu, ktory ,zalega” w astrogleju. Badania Ibra-
hima (1975) sugeruja, ze gromadzenie sie glikogenu w komorkach gle-
jowych i nerwowych mozgu, jest nastepstwem ich zaburzonego meta-
bolizmu. W oparciu o powyzsze sugestie, gromadzenie sie glikogenu
w perikarionach i wypustkach komorek nerwowych i glejowych nalezy
uzna¢ za nastepstwo zaburzen metabolicznych spowodowanych dzia-
ianiem hiperoksji. Takg interpretacje w odniesieniu do komoérek ner-
wowych potwierdzajg posrednio badania Cohna i Gersha (1945), Son-
nenscheina i Steina (1953), Rucciego i wsp. (1967), Radaya i wsp. (1975),
Hayakawy i Waltza (1975) oraz Heissa i wsp. (1976), ktérzy w warun-
kach hiperoksji i ischemii stwierdzili postepujgce obnizenie aktywno-
Sci bioelektrycznej kory mozgu.

W 16 dniu po 24 godzinnym doswiadczeniu, w korze mozgu wyste-
puja nieodwracalne uszkodzenia, wyrazem ktoérych jest martwica po-
jedynczych neuronéw i pojedynczych komoérek glejowych.

Na szczegolng uwage zastuguje stwierdzana w obu grupach doswiad-
czalnych, mala liczba polaczen synaptycznych aksosomatycznych, kto-
re u krolikéow 36-dniowych, w warunkach prawidlowych sg dos¢ licz-
ne. Prace Grossmana i Williamsa (1971), Silvera (1973) oraz Bischera
i wsp. (1973), ktorzy badali potencjat blon komoérek nerwowych w nie-
dotlenieniu, sugeruja, ze w neuronach najbardziej wrazliwe na niedo-
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bor tlenu sg polgczenia synaptyczne. W zwigzku z powyzszym, mozna
przypuszcza¢, ze w hiperoksji z wtornym niedotlenieniem, liczne po-
lgczenia aksosomatyczne ulegaja uszkodzeniu, ktoére powoduje ich gor-
szg barwliwosc.

W obu grupach doswiadczalnych (po 6-godzinnej i po 24-godzinnej
hiperoksji) zmiany stwierdzane w korze mozgu krolikéw, ktoére pod-
dano dzialaniu normobarycznej hiperoksji w 20 dniu zycia, s3 bardziej
zaawansowane w porownaniu ze zmianami u krélikow, ktére poddano
doswiadczeniu w 1 dniu zycia (Dydyk i wsp. 1976 a, b). Zjawisko to
tltumaczy Shanklin (1969) znaczng wrazliwoscig plodu na hiperoksje.
W oparciu o badania Towella (1966), ktory stwierdzil, ze wzrost cisnie-
nia czastkowego tlenu w krwi matki wywiera tylko nieznaczny wplyw
na wzrost ci$nienia czgstkowego tlenu w krwi plodu, mozna przypusz-
cza¢, ze w zyciu ptodowym lozysko pelni role ochronng przed wzrostem
ci$nienia czgstkowego tlenu w krwi ptodu. W warunkach fizjologicznych,
przejscie z zycia ptodowego do zycia poza ustrojem matki jest przejs-
ciem ze stanu ,wzglednego niedoboru tlenu” do stanu ,,wzglednego
nadmiaru tlenu”. W zwigzku z powyzszym nalezy przyja¢, ze muszg
istnie¢ ,, mechanizmy obronne” ktére chronig ustréj noworodka przed
uszkadzajgcym dzialaniem nadmiaru tlenu. W oparciu o wyniki badan
poziomu katecholamin w korze mozgu krolikoéw poddanych dzialaniu
normobarycznej hiperoksji, wydaje sie, ze nadmiar tlenu jest czynni-
kiem wstrzgsorodnym (Dydyk i wsp., 1979 a). W organizmach bardziej
dojrzaltych, zespol adaptacyjny Selyego, bedgcy reakcjg na stres, wyste-
puje weczesniej. W tych warunkach, w korze mozgu krolikow 20-dnio-
wych zmiany strukturalne rozwijajg sie wczesniej niz u krolikow, ktore
poddano doswiadczeniu w 1 dniu zycia. Stusznos$é¢ takiego rozumowania
moze potwierdza¢ jednakowy charakter zmian, ktére wystepuja jak
gdyby ,z wyprzedzeniem”, zaré6wno w badaniach mikroskopowo-elek-
tronowych, jak i biochemicznych (Dydyk i wsp., 1978) w korze modzgu
krolikow poddanych doswiadczeniu w 20 dniu zycia.

WNIOSKI

1) Zmiany stwierdzane w korze mozgu kroélikoéw poddanych dzia-
faniu normobarycznej hiperoksji w 20 dniu zycia, narastaja w zalez-
no¢ci od czasu trwania hiperoksji i czasu przezycia.

2) W korze mozgu krolikow 36-dniowych, ktéore w 20 dniu zycia
poddano dzialaniu 24-godzinnej normobarycznej hiperoksji, rozwijaja
si¢ zmiany nieodwracalne,
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JI. Oeiabik, M. HOctbina, M. Jlombcka

YIbBTPACTPYKTYPHBIE UBMEHEHUSA B KOPE I'OJOBHOI'O MOS3ITA
36-THEBHBIX KPOJUKOB, NIOAJABEPTHYTBIX BJIUAHUIO
HOPMOBAPUYECKOJM TUMIIEPOKCUU HA 20 JEHb UX ZKM3HU

Pe3moMme

Ilenpro paborbr ObIIO IMOKa3aTh JaJjibHEMIIee pPa3BUTHME W3MEHEeHMM, HalJeHHbIX
B IPEABIAYIIMX MCCHAEAOBAaHMAX B KOpPEe TIOJOBHOTO MO3ra 24-JlHEBHBIX KpOJMKOB,
NOAABEPTHYTHIX BIAMAHMUIO HOpMOoOapuueckoyt runepokcuy Ha 20 JeHb MX KU3HU.

UccnenoBauus npoBoauiuch Ha 10 KposiMKax, KOTOPbIe IOMENIaJuCh B KMUCIODPOJI-
Hy!} KaMepy Ha 6 uwacoB (I rpynmna) u na 24 yaca (II rpynmna).

Marepuan panasa ucciaenoBanus 6paam Ha 16 geHb mocje SKCHepMMeEHTa, T.e. Ha
36 neHb KMU3HN.

YabTpacTPYKTYypPHBIE MCCJIEJOBaHMUA II0Kas3ajy, 4YTO HOpMobapmueckKas I'MIIEPOKCHS,
npojoJKampllasaca 24 yaca, BeJleT K HEOTBPAaTUMbIM M3MEHEHUAM B HEPBHBIX KJETKaxX
TOJIOBHOTO MO3ra. Y CTAHOBJIEHO TaKzKe, 4TO OOHapyzKeHHbIe B yCJIOBMAX HOpMobapu-
YeCKOJi TMIIEPOKCMM M3MEHEHMs BO3PACTalT B 3aBMCUMOCTM OT ITPOJOJIZKUTEJHLHOCTM
TUIIEPOKCUM M AJUTEJIBHOCTU IIPOKUTUA.

L. Dydyk, M. Justyna, M. Dambska

ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN THE CEREBRAL CORTEX
OF 36-DAY RABBITS SUBJECTED TO NORMOBARIC HYPEROXIA
IN THE 20TH DAY OF AGE

Summary

The aim of the study was to evaluate the further development of changes
observed in the cerebral cortex of 24-day rabbits i.e. 4 days after hyperoxia (see
the preceding paper). The investigations were done on 10 rabbits subjected to
hyperoxia for 6 or 24 hrs. The material for the studies was taken on the 16th
day after the experiment i.e. in the 36th day of life. Ultrastructural examination
revealed that hyperoxia leads to irreversible changes in the nerve cells of ce-
rebral cortex. The changes occurring in the conditions of normobaric hyperoxia
were also observed to develop further, depending on the duration of hyperoxia
and the time of survival.
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MARIANNA SIKORSKA

WPLYW HIPOKSJI KRAZENIOWEJ NA AKTYWNOSC
KINAZ BIALKOWYCH W PODFRAKCJACH KOMORKOWYCH
W MOZGU KROLIKA

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

Model hipoksji krazeniowej (Mchedlishvili 1973), ze wzgledu na moz-
liwos¢ kontrolowania czasu trwania niedokrwienia oraz peilng odwra-
calnos$¢ stwierdzanych zaburzen, stanowi przedmiot wielokierunkowych
badan, miedzy innymi, licznych opracowan biochemicznych (Albrecht
1974; Sikorska, Smiatek 1974; Broniszewska-Ardelt, Sikorska 1976).
W tych samych warunkach doswiadczalnych uprzednio wykazano
wzrost poziomu 3',5-cyklicznego adenozynomonofosforanu, ktérego
udzial w regulacji przemian komoérkowych jest szeroko podkreslany,
jak rowniez zmiany aktywnosci cyklazy adenylowej i fosfodwueste-
razy 3',5-cyklicznych nukleotydéw (Sikorska 1976; Chikvaidze, Meli-
tauri 1974, 1976). W swietle ogdlnie przyjetych pogladéow metabolicz-
nych funkcje cyklicznych nukleotydéw realizowane sa poprzez Kkinazy
biatkowe, enzymy, ktorych aktywno$¢ moze by¢ bezposrednio regulo-
wana poziomem tych nukleotydow. Niewiele dotychczas wiadomo o za-
chowaniu sie kinaz bialkowych w mézgu w warunkach patologicznych,
jedynie Schwartz i wsp. (1976) wykazali spadek aktywnosci kinaz
zaleznych od cAMP w homogenatach z kory mozgowej chomikéw
mongolskich po jednostronnym podwiazaniu tetnicy szyjnej wspoélnej.

Celem niniejszej pracy bylo wykazanie wplywu niedokrwienia na
aktywnos¢ kinaz bialkowych (EC 2.7.1.37) — ATP : bialko fosfotrans-
feraz zaleznych od 3',5"-cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP).
zaleznych od 3',5"-cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP) oraz
niezaleznych od cyklicznych nukleotydow, w podfrakcjach komorko-
wych, otrzymywanych z mozgéow krolikow poddanych 15-minutowej
hipoksji krgzeniowej.
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MATERIAL I METODY
Warunki doswiadczalne

Badania przeprowadzono na 20 kroélikach obu plci, o ciezarze ciala
2,5—3,5 kg. Doswiadczalne niedokrwienie mozgu u krolikéw wywoly-
wano zgodnie z warunkami podanymi przez Mchedlishvili (1973). Zwie-
rzetom, w ogélnym znieczuleniu nembutalem (40 mg/kg ciezaru cia-
fa), izolowano tetnice szyjne wspdlne, z ktérych prawg przewigzywa-
no a lewa, po podwigzaniu jej odcinka doglowowego, 1gczono z naczy-
niem, do ktérego upuszczano krew. Przed upuszczeniem krwi kroliki
heparynizowano (0,3 ml/kg ciezaru ciata). Po obnizeniu obwodowego cis-
nienia krwi tetniczej do wartosci ok. 20 mm Hg zwierzeta przetrzy-
mywano w takim stanie przez 15 min., po czym wykonywano retrans-
fuzje. Obwodowe cis$nienie krwi tetniczej rejestrowano przy pomocy
urzadzenia skladajgcego sie z przetwornika f-my Statham i elektro-
manometru EK-4 f-my Farum, polaczonych kaniulg z lewa tetnica
udowa. Krolikom grupy kontrolnej wykonywano wszystkie elementy
opisanego zabiegu chirurgicznego, z wyjatkiem upuszczenia krwi, Zwie-
rzeta doswiadczalne i kontrolne usmiercano poprzez przeciecie rdze-
nia przedluzonego. Do oznaczen biochemicznych pobierano obie poéi-
kule mozgowe.

Badania przeprowadzono w czterech grupach:

grupa I — obejmowala kroliki nie poddane zadnym zabiegom do-
$Swiadczalnym (norma),

grupa II — zwierzeta, ktérym wykonywano kontrolny zabieg opera-
cyjny,

grupa III — kroliki badane po 15 minutach niedokrwienia, przed wy-
konaniem retransfuzji krwi,

grupa IV — Kkroliki badane po 15 minutach niedokrwienia i po retrans-
fuzji krwi.

Otrzymywanie podfrakcji komérkowych

W celu otrzymania podfrakecji komorkowych postugiwano sie me-
todami Whittaker’a i wsp. (1964) oraz Gurd’a i wsp. (1974). Szczegoly
stosowanej techniki rozdzialu przedstawiono na schemacie 1.

Aktywnos¢ kinaz bialkowych badano w osadzie otrzymywanym po
wirowaniu przy 1000 X g, zawierajacym jadra komorkowe, nastepnie
w nadsaczu (frakcja postmitochondrialna), w mielinie, w mitochondriach
oraz we wszystkich podfrakcjach blon synaptozomalnych, ktorych cha-
rakterystyka przedstawia sie nastepujaco:
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1) 10% homogenat w 0,32M sacharozie
2) wirowac 1000x g, 11 min. (Janetzki K24)

|

osad

1) przemy¢ 0,32 M sacharozq

nadsqcz

2) wirowa¢ 1000 x g, 11 min. ; . .
P 1) (virowaé 17000 x g, 20 min.
(Janetzki K24) / (Janetzki K 24)

\
osad

1) zawiesic w 0,32M sacharozie

2) natozy¢ na nieliniowy gra-
dient sacharozy

3) wirowac 100.000xg, 1,5h
(VAC 601)

osad w 0,32M sacharozie

} 08M sacharoza

nadsaqcz
osad
nadsqcz
(trakcja postmi-
tochondrialna)
1) przemyc¢ "
w032 M mielina
sacharozie synaptozomy
2) wirowac )
17000x g mitochondria B
20 min.

(Janetzki K 24)

} 1,2M sacharoza

1) dodaé¢ 10 obj.1mM NaHPO, i 0,1 mM
EDTA pH 7.5, 20 min. w 4°C

2) wirowa¢ 78.000 x g, 30 min. (VAC 601)

3) osad zawiesi¢ w 0,32M sacharozie
i natozyc na nieciagty gradient
sacharozy

} osad w 0,32M sacharozie

} 0,6 M
4) wirowa¢ 53.000 x g,

0.8 M 1,5h (VAC 601)

} 1.0 M

13 M

podtrakcje syna- (A‘ n
ptozomalne
1) zawiesi¢ w 0,32M AN S—
sacharozie <
: ; Bt
2) wirowa¢ 78000xg,
30 min. (VAC 601) crr—
Heifiies

Schemat 1. Otrzymywanie podfrakcji komérkowych
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A’ i A — lzejsze i ciezsze blony synaptozomalne, nieznacznie zanie-
czyszczone strukturami lizosomalnymi i blonami siatki $rod-
plazmatycznej;

B — blony synaptozomalne, wyraznie zanieczyszczone zewnetrz-
nymi blonami mitochondrialnymi;

C — blony synaptozomalne znacznie zanieczyszczone wewnetrz-
nymi btonami mitochondrialnymi;

D — mitochondria synaptozomalne.

Wszystkie badane podfrakcje rozcienczano 0,32 M sacharozg w takim
stopniu, aby zawarto$¢ bialka nie przekraczala 3 mg/ml.
Biatko oznaczano metoda Lowry i wsp. (1951).

Oznaczanie aktywnosci kinaz biatkowych

Aktywnos$¢ kinaz bialkowych oznaczano wg zmodyfikowanej meto-
dy Costy i wsp. (1976). Mieszanina inkubacyjna (260 uwl) zawierala:
15 mM buforu fosforanowego pH 6,5, 15 mM NaF, 10 mM MgCl,, 0,05
mM y-32P-ATP — 0,5 uCi (Amersham), 2 mM teofiliny, 0,3 mM EGTA
(Sigma), 100 ug biatek histonowych (typ II-A, Sigma), 10 uM cAMP (sél
sodowa, Sigma) lub 10 uM cGMP (s6l sodowa, Sigma), oraz badane
biatko w ilosci nie przekraczajacej 30 ng. W przypadku badania akty-
wnosci kinaz niezaleznych zamiast reztworow cyklicznych nukleoty-
déw dodawano w odpowiedniej ilosci wode. Proby inkubowano przez
5 min w 30°C, po czym do kazdej z nich dodawano po 50 ul 0,63% al-
buminy (frakcja V, Sigma) i 60% TCA (kwas trojchlorooctowy). Wy-
tragcony osad zbierano na sgczkach miliporowych HA 0,34 um i prze-
mywano 10—15 ml 10% TCA. Po wysuszeniu saczkow radioaktywnosé¢
badanych préb mierzono w liczniku scyntylacyjnym Isoca 300 (f-my
Nuclear Chicago).

WYNIKI

Grupa I — kroliki nie poddane zadnym zabiegom do$wiadczalnym.
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Aktywne enzymy zdolne do przenoszenia y-3?P-fosforanu z ATP na
bialko histonowe stwierdzono w kazdej z badanych frakcji. Dotyczylo
to zarowno kinaz zaleznych od cyklicznych nukleotydow (cAMP i cGMP)
jak rowniez enzymow, ktorych aktywnos¢ nie zalezy od obecnosci tych
nukleotydow. W kazdej z badanych frakcji aktywnos¢ kinaz badanych
wobec cAMP byla wyzsza od aktywnosci stwierdzanej w obecnosci
¢cGMP. Najwieksza roznice miedzy aktywnoscig kinaz niezaleznych
i zaleznych od cyklicznych nukleotydéw (najwieksze aktywujace od-
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Tabela 1. Aktywnoéé kinaz bialkowych w podfrakejach komérkowych z mézgéw krolikéw
nie poddawanych zadnym zabiegom doswiadezalnym
Table 1. Activity of protein kinases in the subcellular fractions of the brains of rabbits subjected
to no experimental treatment

Grupa I
Group I
nmole ATP/mg bialka/min nmoles ATP/mg protein/min
Rodzaj frakeji niezalezne cAMP zalezne ¢GMP zalezne
Fraction independent cAMP dependent ¢GMP dependent
"x48D

mielina 3,60+1,28 6,402,568 4,46+1,73
myelin
mitochondria 2,93+1,41 4,45+2,03 3,9241,27
mitochondria
postmitochondrialna

(nadsacz) 4,4941,93 10,5674+-4,83 7,68+3,19
postmitochondrial

(supernatant)
osad — pellet 5,634 2,56 7,994+2,07 6,114+2,69

A’ 7,91+3,05 15,481-6,78 10,31+4-4,63

synaptozomalne A 6,44+ 2,64 10,664 4,15 8,2343,14
podfrakeje B 6,14 42,62 10,494,569 7,094 3,64
synaptosomal C 4,844 2,62 9,96 44,13 6,23+ 2,86
subfractions D 8,2943,21 14,08 +6,26 8,6442,24
x +8D — érednia arytmetyczna z 5 oznaczeri + odchylenie standardowe

— arithmetic mean of 5 determinations 4 standard error

dziatywanie cyklicznych nukleotydow) obserwowano we frakecji post-
mitochondrialnej, natomiast w synaptozomalnej podfrakcji D (okresla-
nej jako mitochondria synaptozomalne) nie stwierdzono stymulujgcego
wplywu cGMP na aktywnos¢ kinaz biatkowych.

Grupa II — kroéliki, ktérym wykonano kontrolny zabieg operacyj-
ny. Wyniki wyrazono w % wartosci odpowiednich podfrakeji komor-
kowych z moézgéow zwierzat grupy I — tabela 2.

Znamienny statystycznie spadek aktywnosci trzech badanych enzy-
mow stwierdzono w mitochondriach (o ok. 20%), natomiast we frak-
cji postmitochondrialnej ich aktywnos$¢ wzrastala: kinaz niezaleznych
0 ok. 66%, a enzymow zaleznych od cAMP i ¢cGMP o ok. 40%. W osa-
dzie zawierajacym jadra komoérkowe oraz w synaptozomalnej pod-
frakeji C, wzbogaconej w zewnetrzne blony mitochondrialne, obser-
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Tabela 2. Aktywnosé kinaz bialkowych w podfrakejach komérkowych z moézgéw krolikéw
po kontrolnym zabiegu opergcyjnym
Table 2. Activity of protein kinases in the subcellular fractions of the brains of rabbits after
sham operation

Grupa II
Group: I1I
aktywnos$é kinaz w 9, wartoSei grupy I
kinase activity — 9, of values in group I
Rodzaj frakeji 5 : 3 :
Praotion niezalezne cAMP zalezne cGMP zalezne
independent cAMP dependent ¢GMP dependent
x+8D
mielina 124,44+35,1 93,56+19,3 104,8414,1
myelin
mitochondria 79,3+11,5% 78,9+ 7,2*% 75,4116,2*
mitochondria
postmitochondrialna
(nadsacz) 166,51+ 49,2* 137,04-26,1 144,1-+39,56*
postmitochondrial
(supernatant)
osad — pellet 133,74-29,7* 135,84-22,1*% 146,8 4-29,6*
podfrakeje blon A’ 113,64-31,3 93,9+27,8 113,6 +26,7
synaptozomalnych A 91,94+16,8 86,6 4+-21,3 105,34-29,9
synaptosomal membrane B 85,6138,3 78,64-24,0 84,564 22,7
subfractions C 138,8 +29,3* 132,04-22,5% 151,84-39,1*
D 119,24+ 25,4 102,44-37,0 114,04-27,6
x+SD — érednia arytmetyczna z 5 oznaczeri 4 odchylenie standardowe
— arithmetic mean of 5 determinations -+ standard deviation
* —— réznice znamienne statystycznie
* — differences statistically significant.

wowano réwniez wzrost aktywnosci kinaz cAMP-zaleznych i niezalez-
nych o ok. 30—35%, a ¢<GMP-zaleznych o ok. 46—50%.

Grupa III — kroliki po 15 minutowym niedokrwieniu przed retrans-
fuzja krwi. Uzyskane wyniki odnoszono do wynikéw obu poprzednich
przedstawionych grup i wyrazono w % odpowiednich wartosci stwier-
dzanych w grupach I i II (tabela 3).

W poréwnaniu z wynikami grupy I stwierdzono znamienny staty-
stycznie wzrost aktywnosci trzech badanych kinaz, wynoszacy ok. 100%
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Tabela 3. Aktywno$é¢ kinaz bialkowyeh w podfrakejach komoérkowych z mézgéw krélikéw
po 15 min hipoksji krazeniowej (badanych przed wykonaniem retransfuzji krwi)

Table 3. Activity of protein kinases in the subcellular fractions of the brains of rabbits after

15-minute circulatory hypoxia (before retransfusion)
Grupa IIT
Group III

Rodzaj frakeji

Aktywnosé kinaz w 9, wartosci grup kontrolnych
Kinase activity (9 of wvalues in control groups)

[y niezalezne cAMP zalezne c¢GMP zalezne
independent cAMP-dependent c¢GMP-dependent
x+SD
mielina N 125,64-29,7 115,14-37,2 101,34-14,7
myelin Z 116,1+427,4 131,74-42,6 108,94-15,7
mitochondria N 126,8+31,0 109,4+20,2 90,6 +-11,4
mitochondria Z 171,9+42,0* 204,64-37,8* 175,34-22,2%
postmitochondrialna N 208,5-+-80,6% 189,3 +-46,6* 200,84-26,5*
postmitochondrial Z 89,51+34,6 99,14-26,56 86,94-21,4
osad — pellet N 107,34+13,8 106,6+14,8 83,9410,8%
Z 103,8+17,2 113,24-15,8 72,84-14,6*
podfrakeje blon synaptozo- A’ N 132,64-37,1 92,94+-15,5 101,44+7,7
malnych Z 116,14-25,0 119,4+20,0 102,14-7,5
A N 126,9428,3 97,4419,8 86,5-4-28,3
Z 119,84-26,8 96,54 24,6 126,44-36,9
synaptosomal membrane B N 116,94-3,9* 105,74+19,3 97,6 4+-22,1
subfractions Z 246,0+479,2% 223,94 71,5* 235,56 4-56,2*
C N 149,8+31,9* 167,74-24,6* 180,14-17,8*
Z 125,44-11,5 129,564-5,6* 130,94-6,6*
D N 106,2435,2 95,9+4+9,3 85,44-22,9
Z 111,24-19,3 98,1422,9 113,74-30,6
N —— za 1009, przyjeto wyniki grupy I
-— results of group I taken as 1009,
Z — za 1009, przyjmowano wyniki grupy IT
— results of group II taken as 1009,
;j; SD — érednia arytmetyczna z 5 oznaczen - odchylenie standardowe

— arithmetic mean of 5 determinations 4 standard deviation

* — réznice znamienne statystycznie
— differences statistically significant

Neuropatologia Polska — 3
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we frakcji postmitochondrialnej (nadsgcz) oraz 50—80% w synaptozo-
malnej podfrakcji C. Ponadto stwierdzono znamienny statystycznie spa-
dek aktywnosci enzymu zaleznego od ¢GMP (o ok. 20%) w osadzie.
Wzrost aktywnosci kinaz niezaleznych w synaptozomalnej podfrakcji
C wynosil rowniez ok. 20%.

Tabela 4. Aktywnosé kinaz biatkowych w podfrakejach komoérkowyeh z moézgéw krolikow po
15 min hipoksji krazeniowej (badanych po wykonaniu retransfuzji krwi)
Table 4. Activity of protein kinases in the subcellular fractions of the brains of rabbits after
15-minute circulatory hypoxia (with subsequent retransfusion)
Grupa IV
Group IV

Aktywno$é kinaz w 9, wartosci kontiolnych
Kinase activity (9, of values in control groups)

Rodzaj frakeji

Troabbio niezalezne cAMP zalezne c¢GMP zalezne
independent cAMP-dependent ¢GMP-dependent
X4+SD
mielina N 97,8+35,2 84,9411,5% 92,64 25,1
myelin Z 80,94-29,6 100,64 28,6 94,3 4- 28,2
mitochondria N 91,14+30,3 89,6+25,1 107,94+ 31,9
mitochondria Z 112,74-30,6 102,74+ 33,6 142,44+-52,6
postmitochondrialna N 93,4430,9 107,14+37,2 95,3+39,3
postmitochondrial Z 84,0433,0 90,4+ 30,7 77,94+17,7*
osad — pellet N 87,6+224 79,3+ 4,4* 76,4418,56*
Z 67,4419,9 78,74+19,1* 66,7+-16,7*
podfrakeje blon synaptozo- A’ N 99,4432,6 99,3 434,56 106,1-4+34,9
malnych Z 89,3+20,6 88,3+17,3 94,34+30,8
A N 136,6+41,4 104,24-34,3 102,44 38,7
Z 131,6+47,56 98,14 38,1 106,84+-32,1
synaptosomal membrane B N 100,2+430;7 115,24+ 25,4 139,7425,4*
subfractions Z 109,5+36,2 128,64-17,7* 169,44-36,8*
C N 142,1430,6* 142,74-13,2* 142,6 +30,1*
Z 84,3+275 81,8+27,8 85,9431,6
D N 94,9411,6 95,84+19,¢ 91,94-28 0
Z 99,1428,9 112,24-31,6 118,54+26,2

Oznaczenia jak w Tabeli 3
For designations see Table 3
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W poréwnaniu z grupg II znamienny wzrost aktywnosci wszystkich
trzech badanych kinaz stwierdzono w mitochondriach (75—100%) oraz
w synaptozomalnych podfrakcjach B (o ok. 130%) i C (o ok. 30%).
W podfrakeji nazwanej osadem, a zawierajgcej jadra komoérkowe ob-
nizala sie o ok. 30% jedynie aktywnos¢ kinaz zaleznych od cGMP.

Grupa IV — kroliki po 15 minutowym niedokrwieniu i po retrans-
fuzji krwi. Podobnie jak w grupie III, uzyskane wyniki poréwnano
z wynikami grup I i II (tabela 4).

W odniesieniu do wynikow grupy I stwierdzono znamienny staty-
stycznie spadek aktywnos$ci kinaz zaleznych od cAMP w mielinie (o ok.
15%) i w osadzie (o ok. 20%). W synaptozomalnej podfrakeji B obser-
wowano tylko wzrost aktywnosci kinaz zaleznych od ¢cGMP (o ok. 40%),
natomiast w podfrakcji C wszystkich trzech kinaz — o ok. 40%.

Z poréwnania wynikéw grupy IV z grupg II wynika spadek aktyw-
nosci ok. 20—30% wszystkich badanych kinaz w osadzie zawierajagcym
jadra komorkowe oraz podwyzszenie aktywnosci kinaz zaleznych od
cAMP i cGMP w synaptozomalnej podfrakcji B (o ok. 30—40%).

OMOWIENIE

Stosowany model doswiadczalnej hipoksji krazeniowej, poza elemen-
tem niedokrwienia tkanki nerwowej (Mossakowski 1974; Kapuscinski
1974), zawiera szereg dodatkowych czynnikéw, wynikajacych z zabie-
gu chirurgicznego, wplywu stosowanego srodka narkotycznego, a tak-
ze szoku hipowolemicznego i hipotermii, zwigzanych z upustem krwi.
Powoduje to koniecznos¢ poréwnywania wynikéw uzyskiwanych w wa-
runkach hipoksji krazeniowej z dwoma ukladami kontrolnymi: z gru-
pa zwierzat nie poddawanych zadnym zabiegom do$wiadczalnym oraz
z grupa zwierzat po kontrolnym zabiegu operacyjnym. Ta ostatnia gru-
pa lgczy wplyw stosowanej narkozy nembutalowej oraz tych elemen-
tow, ktore wynikajg z wykonywania na kroélikach zabiegu chirurgicz-
nego, trwajacego ok. 30 minut.

Oddzialywanie tych czynnikéw na aktywnos$é badanych enzyméw od-
zwierciedlajg zmiany ich aktywnosci stwierdzane w mitochondriach,
w podfrakcjach blon synaptozomalnych zawierajacych zewnetrzne i we-
wnetrzne blony mitochondrialne, a takze we frakeji postmitochondrial-
nej i w osadzie zawierajgcym jadra komoérkowe (tabela 2). Zmiany te
dotycza w réwnym stopniu wszystkich badanych kinaz.

Dla wykazania ewentualnych roznic w zachowaniu sie kinaz bial-
kowych w warunkach niedokrwienia tkanki nerwowej oraz bezpo-
$rednio po jego ustgpieniu, badania wykonano przed (grupa III) i po
wykonaniu retransfuzji krwi (grupa IV). Porownujgc wyniki uzyska-
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ne w obu grupach doswiadczalnych stwierdzono wyrazne roznice w za-
chowaniu sie badanych enzymow.

W mitocﬁondriach, we frakeji postmitochondrialnej, w mielinie,
a takze w podfrakcjach zawierajacych zewnetrzne i wewnetrzne blony
mitochondrialne, zmiany aktywnosci kinaz biatkowych byly znacznie
wyrazniejsze w grupie III tzn. w mozgach krolikow badanych przed
retransfuzja krwi. Jedynie we frakcji zawierajacej jadra komorkowe
zmiany aktywnosci kinaz nasilaly sie po wykonaniu retransfuzji. Wy-
daje sie, ze wiekszos¢ zmian w aktywnosci badanych enzymoéw, jakie
stwierdzono w czasie trwania niedokrwienia wyréwnuje sie po Wpro-
wadzeniu do ustroju krolika upuszczonej krwi, co nie wyklucza moz-
liwosci ponownego ich wystgpienia w poézniejszym okresie poischemicz-
nym.

W zadnej z badanych grup doswiadczalnych nie obserwowano istot-
nych roznic w aktywnosci kinaz zaleznych od cAMP i ¢cGMP. Zgodnie
z pogladami niektorych autoréw (Dinnendahl 1975; Stone i wsp. 1975;
Wiegant, Gispen 1976), zaro6wno oba cykliczne nukleotydy, jak rowniez
zalezne od nich kinazy bialkowe sg zaangazowane w rozne uklady
przewodnictwa nerwowego: cAMP i zalezne od niego kinazy w ukla-
dzie adrenergicznym, natomiast ¢cGMP wraz z zaleznymi kinazami
w ukladzie cholinergicznym. W podfrakcjach synaptozomalnych A" i A
zawierajgcych fragmenty cholinergicznych i adrenergicznych polgczen
synaptycznych, otrzymanych z moézgéw normalnych krolikow (grupa
I — tabela 1) aktywno$¢ kinaz zaleznych od obu cyklicznych nukleo-
tydow byla najwyzsza, nie stwierdzono jednak zmian aktywnosci ki-
naz cAMP-zaleznych lub cGMP-zaleznych w zadnej z grup do$wiad-
czalnych. . : ‘

Z przedstawionych wynikow badan wynika takze, ze szczegolme
wrazliwe na niedokrwienie sg enzymy zlokalizowane w podfrakcjach
synaptozomalnych zawierajacych wewnetrzne i zewnetrzne blony mi-
tochondrialne, w mitochondriach, we frakecji postmitochondrialnej za-
wierajacej struktury mikrosomalne oraz w- osadzie, w ktéorym znajdo-
waly sie jadra komorkowe. Lokalizacja tych zaburzen wyraznie suge-
ruje ich zwigzek, ze stwierdzanymi w tych samych warunkach doswiad-
czalnych, zmianami we wlasnosciach metabolicznych mitochondriéw (Do-
manska-Janik i wsp. 1974), w metabolizmie glikogenu (Sikorska, Smia-
tek 1974), w aktywnosci enzymow ciggu glikolitycznego (Broniszewska-
~Ardelt, Sikorska 1976), a takze z zaburzeniami w procesach blosyntezy
biatlek (Albrecht 1974; Svanidze, Museridze 1974):

Interpretacja zmian aktywnosci kinaz biatkowych stw1erdzonych
w stosowanych warunkach do$wiadczalnych jest trudna, poniewaz
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niewiele dotychczas wiadomo o czynnikach mogacych modulowa¢ ich
aktywnos¢. Wykazano, ze zalezne od cyklicznych nukleotydow kinazy
bialkowe wystepujg w postaci kompleksow z naturalnym, termostabil-
nym biatkiem (modulatorem), ktére oddysocjowujac wraz z czasteczkg
nukleotydu, lub zmieniajac wlasnosei pod jego wplywem odstania
aktywny enzym (Langan 1973).

Poziom cAMP w moézgu w warunkach ‘niedotlenienia zwykle wzra-
sta (Sikorska 1980), poziom c¢cGMP obniza sie (Kabayashi i wsp. 1977),
natomiast zmiany aktywnosci kinaz zaleznych od obu cyklicznych nu-
kleotydow, a takze i kinaz niezaleznych przebiegajg zupelnie réwno-
legle, trudno jest wiec ustali¢ bezposredni zwigzek miedzy zmianami
w zawartosci cyklicznych nukleotydéw i w aktywnosci badanych ki-
naz. Istotny wplyw na procesy fosforylacji przebiegajace z udzialem
tych enzymoéw maja réwniez jony wapnia (De Lorentzo 1976). Na pod-
stawie wynikow uzyskanych w niniejszej pracy nie mozna jednak'oce-
ni¢, ktéory z wymienionych czynnikéw i w jakim' stopniu warunkuje
stwierdzone zmiany w aktywnosci badanych kinaz biatkowych.

Serdecznie dziekuje Paniom TemesieAPaﬁkowskiej i Teresie Bok oraz Panu
Stawomirowi Januszewskiemu za pomoc, techniczng przy wykonywaniu niniejszej
pracy. ; _ ;

M. Cuxopcka

BIMAHUE HUPKYJATOPHOM TUIIOKCUU HA AKTUBHOCTE BEJKORBRBIX
KUHA3 B CYBKJETOYHBIX PPAKIMAX MO3IA KPOJUKA

PeszwomMme

* J

VlccnepoBanoch BAMAHME 15-MMHYTHOM UMPKYJATOPHOM TUIOKCUMM II0 MOJEIN
MuenmmuBuayu (1973), a 3arem perpaHcdy3uy, Ha aKTUBHOCTH OEJKOBBIX KMUHA3
3aBUCUMBIX M He3aBUCUMBIX OT CAMP u cCMP B pa3ubIX CcyOKIeTOUHBIX (bpakKuuax
MO3Ka KDOJMKA, C yYeTOM WM3MEHEHWil, BbI3BAHHBIX OIEepaI[Meli.

B yclOBMAX THUIIOKCUMM HACTyNaJl POCT AKTUBHOCTM 9H3MMOB BCe€X TpeX TIpPyNIl
B MUTOXOHJIPUAX, a TaKKe B JBYX TANKEJbIX (PpaKUMAX CUHAITOCOMAJbHBIX 000JI09eK
(bpakuuu B 1 C mo Burrakepy, 1964) npu OJHOBPEMEHHOM CHUIKEHMIO aKTUBHOCTU
KuHa3 3aBUCUMBIX OT cCMP Bo dpakumax, 3aKJIOYAIOIIMX KJEeTOYHbIe Aapa.

Petpancdy3usa BbI3bIBajlia JOMNOJHUTEIHHO 3HAYUTEIbHOE 3aTOPMOXKEHUE AaKTUB-
HOCTM BCeX KMHAa3, CBA3aHHBIX C AJEPHOM (pakKuueir, a OJHOBPEMEHHO IIPOABJIAJACH
TEHJEeHUMsA K BO3BpaTy K HOPMe AaKTUBHOCTM 9SH3UMOR, CBA3AHHBIX C OCTAJbHBIMU
cybKIeTOUYHbIMM (PPaKIMAMI.

KomMmenTupyercsas cBaA3b HabliofaeMbiX M3MEHEHMII C OCTajlbHbIMM MeTaboiamuec-
KMMM HENpPaBMIBHOCTAMM, COIYTCTBYIOIIMMMU LUPKYJIATOPHOM TUIIOKCUN.
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M. Sikorska

EFFECT OF CIRCULATORY HYPOXIA ON THE ACTIVITY OF PROTEIN
KINASES IN THE SUBCELLULAR FRACTIONS OF RABBIT BRAIN

Summary

The study deals with the effect of a 15-minute circulatory hypoxia performed
according to Mchedlishvili (1973) and of subsequent retransfusion on the acti-
vities of cAMP- and ¢GMP-dependent and cyclic nucleotide-independent protein
kinases in various subcellular fractions of the rabbit brain, with a correction
being made for the changes produced by sham operation. Hypoxia led to an
increase of the activity of all the three groups of enzymes in mitochondria and
in the two heavy synaptosomal membrane fractions (B and C after Whittaker,
1964), and to a drop of the cGMP-dependent kinase activity in the fraction
containing cell nuclei. Retransfusion caused an additional marked reduction of
all the three kinases associated with the nuclear fraction, while the enzymes
cif the other subcellular fractions showed. a tendency to return to the control
level. The relation of the observed changes to other metabolic alterations accom-
panying circulatory hypoxia is discussed.
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RYSZARD PLUTA, ANDRZEJ KAPUSCINSKI

CALKOWITE NIEDOKRWIENIE MOZGU
A CZYNNOSC BIOELEKTRYCZNA

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski

Niedokrwienie moézgu jest bardzo waznym czynnikiem patogennym
dla réznych zaburzen neurologicznych, a jego nastepstwa sg przedmio-
tem szczegolowych badan klinicznych i do$wiadczalnych. Pomimo licz-
nych prac w tej dziedzinie granice odwracalnosci uszkodzenia niedo-
krwiennego mozgu sg nadal dyskusyjne. W standardowych warunkach
doswiadezalnych, w ktorych mozgowy przepltyw krwi byl catkowicie
zatrzymany przy prawidlowej cieplocie zwierzecia otrzymywano bar-
dzo rozne wyniki. Maksymalny czas calkowitego niedokrwienia moéz-
gu, po ktorym powracala spontaniczna czynno$¢ EEG wahal sie po-
miedzy 10 min. (Hirsch i wsp. 1957) i 60 min. (Hossmann, Sato 1971;
Hossmann, Zimmermann 1974), a uszkodzenia neurologiczne bytly obec-
ne po 4 min. (Weinberger i wsp. 1940) lub nieobecne po 25 min. (Neely,
Youmans 1963). Opisano takze calkowity powrét do normy zapisu
EEG, ktory podczas kilku tygodni byl plaski (Cavafutti 1959; Bental,
Leibowitz 1961). Niejednolite wyniki pojawily sie nawet w tym samym
modelu doswiadczalnym, chociaz zwracano uwage na powtarzalnosc
postepowania operacyjnego Hossmann, Kleihues 1973; Hossmann, Zim-
mermann 1974).

Duze roznice w czasie odnowy po niedokrwieniu kontrastuja z was-
kimi granicami zaniku czynno$ci bioelektrycznej podczas niedokrwie-
nia. U zwierzat normotermicznych, jak i u ludzi z zatrzymaniem kra-
zenia mozgowego, spontaniczna czynno$¢ bioelektryczna moézgu zani-
ka pomiedzy 10 a 20 sek. (Hossmann, Sato 1971; Hossmann, Zimmer-
mann 1974; Majkowski 1975; Vise i wsp. 1978). Roznice w mozliwosci
przezycia mozgu, zaleza w zwigzku z powyzszym, w duzej mierze od
stopnia odnowy krgzenia moézgowego po niedokrwieniu, a powrét czyn-
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nosci neuronalnej po dlugim niedokrwieniu mozliwy jest tylko wtedy,
kiedy moézgowy przeplyw krwi jest w peilni odnowiony (Hossmann
i wsp. 1973; Hossmann, Zimmermann 1974). Z drugiej strony, jezeli
calkowite niedokrwienie moézgu trwa diluzej niz 5 min., to trudno jest
unikng¢ zaburzen w moézgowym przeplywie krwi po okresie niedo-
krwienia (Vries i wsp. 1975). Zaburzenia te spowodowane sa szeregiem
zmian, wsréd ktorych wymieni¢ nalezy spadek ci$nienia krwi w po-
czatkowym okresie odnowy Kkrazenia, agregacje elementéw morfoty-
cznych krwi, zmiany lepkosci krwi, koagulacje wewnatrznaczyniowa,
zmiany morfologiczne mozgu, a wsréd nich obrzek s$roédblonkow na-
czyn, co pocigga za sobg wzrost oporéw naczyniowych i zmniejszenie
ci$nienia perfuzyjnego w moézgu (Hossmann, Zimmermann 1974; Fischer
i wsp. 1977; Hossmann i wsp. 1977). Stosunkowo mato wiadomo o wspo6l-
nych zaleznos$ciach pomiedzy tymi zmianami i ich wzajemnym sto-
sunku, a jeszcze mniej o mozliwosciach ich zapobiegania. Wydaje sie,
ze jakikolwiek, moézgowy czy pozamoézgowy parametr, ktory w czasie
niedokrwienia moze ulec zmianie, ma niewatpliwie istotny, bezposred-
ni czy tez posredni wplyw na mozgowy przeptyw krwi po niedokrwie-
niu, a co za tym idzie na odnowe czynnosci bioelektrycznej moézgu.
Celem pracy bylo okreslenie czasu wystgpienia pierwszych obja-
wow powrotu spontanicznej czynnosci bioelektrycznej moézgu oraz
osrodka oddechowego po catkowitym niedokrwieniu mozgowia.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia wykonano na 22 krolikach samcach, o ciezarze
ciala 2,5—3,0 kg. Zwierzeta byly usypiane pentobarbitalem (Nembutal
40 mg/kg dozylnie), nastepnie wykonywano tracheotomie¢ i po unieru-
chomieniu Tricuranem (13,5 mg/kg dozylnie) byly one wentylowane po-
wietrzem pokojowym. W razie potrzeby male dodatkowe dawki Nem-
butalu i Tricuranu podawano dozylnie podczas trwania do$wiadczenia.
Jedna tetnica i jedna zyla udowa byly kaniulowane celem pomiaru
ci$nienia krwi i wstrzyknie¢ lekéw. Doswiadczenia byly przeprowadza-
ne w warunkach normotermicznych. Caltkowite niedokrwienie modzgu
wykonywano u krolikéw w czasie 5, 15, 20, 30, 45 i 60 min. przez
wewnatrzklatkowe zamkniecie pnia ramiennoglowowego i lewej tetni-
cy podobojczykowej w odleglosci okolo 5 mm od ich odejscia od tuku
aorty, dojSciem nadmostkowym bez wykonywania torakotomii. W ce-
lu unikniecia obocznego naplywu krwi do moézgu zmniejszano obwo-
dowe cis$nienie tetnicze do 70—50 mm Hg metodg kontrolowanego
skrwawania przez drugag tetnice udowg do kompensatora cis$nienia. Po
okresach calkowitego niedokrwienia mozgu, udrazniano tetnice dopro-
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wadzajgce krew do mozgu przez zdjecie zaciskow, wznawiajgc w ten
sposob krgzenie. Jedynie tetnica szyjna wewnetrzna prawa pozosta-
wala niedrozna, poniewaz ta drogg wstrzykiwano znacznik dla oceny
mozgowego przeptywu krwi. Czas przezycia zwierzat po niedokrwie-
niu mozgu wynosit od 2 do 6 godz. W okresie po niedokrwieniu wykony-
wano reinfuzje wlasnej krwi zwierzecia, a ukladowe ciSnienie tetnicze
utrzymywano na poziomie kontrolnym przy uzyciu kompensatora, kto-
ry zawieral fizjologiczny roztwoér soli (50 ml) oraz 3 mg adrenaliny.
Czynno$¢ neuronalng oceniano technikami elektrofizjologicznymi. Po
umocowaniu glowy zwierzecia w aparacie stereotaktycznym, EEG re-
jestrowano srebrnymi elektrodami dyskowymi (Beckman 214 410), kto-
re umieszczano bezposrednio na powierzchni kosci czaszki. Elektrody
znajdowaly sie w okolicy czolowo-ciemieniowej i ciemieniowo-poty-
licznej nad potkulg lewa oraz w okolicy ciemieniowo-potylicznej nad
potkulg prawg. Odleglosci miedzyelektrodowe wynosily 3—5 mm, sto-
sownie do wielkosci czaszki. Zapis uzyskiwano za pomoca aparatu do
EEG (Accutrace-8 firmy Beckman) poprzez dwubiegunowe odprowa-
dzenia podluzne i poprzeczne przy predkosci przesuwu papieru 10 i 30
mm/sek. (dwie kratki na ryc. 1—4 odpowiadajg 1 sekundzie). Z uzy-
ciem tego samego aparatu rejestrowano rownoczesnie zintegrowang
czynno$¢ osrodka oddechowego z nerwu przeponowego przy pomocy
srebrnej elektrody dwubiegunowej. Niezaleznie od zapisu, czynnos¢ bio-
elektryczng osrodka oddechowego kontrolowano réwniez metodg aku-
styczng przez wzmocnienie impulsow i zastosowanie glosnika, Cisnienie
wewnatrzczaszkowe mierzono przez igle umieszczong w komorze czwar-
tej z zastosowaniem przetwornika cisnienia (Statham P23) i elektroma-
nometru (EK 4 firmy Farum). Ukladowe cisnienie tetnicze mierzono w
tetnicy udowej z wykorzystaniem wyzej wymienionych urzadzen Zarow-
no cisnienie wewnatrzczaszkowe, jak i ci$nienie ukladowe krwi rejestro-
wano w sposob ciggly przy uzyciu poligrafu (Multicard-3M firmy Fa-
rum). Mozgowy przeplyw krwi oceniano metodg klirensu 133Xe po
wstrzyknieciu do prawej tetnicy szyjnej wewnetrznej. Detektor scyn-
tylacyjny (NaJ) umieszczano nad prawg potkulyg mozgowg w okolicy
czolowo-ciemieniowej, rejestrujgc krzywag klirensu w sposob ciggly
z zastosowaniem typowego zestawu do pomiaréw promieniowania gam-
ma. W okreslonych przedzialach czasowych po niedokrwieniu, mozgi
perfundowano przez prawa tetnice szyjng wewnetrzng pod cisnieniem
80 mm Hg i pobierano do badan w mikroskopie $wietlnym.

WYNIKI

Przed okresem niedokrwienia wykonywano kontrolne pomiary wszy-
stkich zapisywanych parametrow. Pomimo rozleglej preparatyki chi-
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Tabela 1. Powr6t pierwszych objawoéw spontenicznej czynnosei bioelektryeznej mézgu i osrodka
oddechowego po calkowitym niedokrwieniu
Table 1. Recovery of first symptoms of the spontaneous bioelectric activity of brain and respi-
ratory center after complete ischemia

Czas niedokrwienia Powrét ezynnosei
moézgu (min) Liczba zwierzat oddechowej (min) Powrét EEG (min)
Time of brain ische- Number of animals Recovery of respiratory Recovery of EEG (min)
mia (min) activity (min)
0,5 2,5
5 3 2,0 x—13 2,0 x—28
1,5 4,0
9,0 30,0
15 3 16,0 x=10,0 54,0 x—=36,3
5,0 25,0
20,0 37,0
12,0 42,0
20 5 7,0 x=10,2 34,0 x—42,2
6,0 43,0
6,0 55,0
T ET R : 11,0 35,0 e
2 43,0
30 5 8,0 x—8,3 40,0 x—38,0
R 37,0
6,0 35,0
L 14,0 50,0
45 3 20,0 x—17,0 60,0 x—61,6
Al 75,0
7 17,0 60,0 P
60 3 23,0 x—21,6 61,0 x—69,0
25,0 86,0

rurgicznej zapisy miescity sie w granicach fizjologicznych, W EEG do-
minowala gléwnie aktywnos¢ o sredniej czestotliwosci z amplitudg zmie-
niajgca sie w szerokich granicach (ryc. 1 i 2). Zapis z nerwu prze-
ponowego byl bezposrednim potwierdzeniem aktywnosci bioelektrycz-
nej osrodka oddechowego (ryc. 3 i 4). Czestos¢ impulséw osrodka od-
dechowego odpowiadala scisle ilosci oddechéw zwierzecia przed poda-
niem srodka zwiotczajgcego.

Zacis$niecie tetnic doprowadzajacych krew do moézgu wraz z obnize-
niem obwodowego cisnienia tetniczego przez upust krwi powodowalo
zatrzymanie krazenia moézgowego. Potwierdzeniem zatrzymania moz-
gowego przeptywu krwi w czasie calkowitego niedokrwienia byly plas-
kie krzywe klirensu 133Xe, ktore ilustrujg ryciny 5 i 6.
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Ryec. 1. Zmiany EEG w catkowitym niedokrwieniu moézgu. Czas niedokrwienia

5 min. A. Kontrola, B. Poczatek niedokrwienia, C. Niedokrwienie — cisza bio-

elektryczna, D. Pierwsze objawy powrotu EEG — 2 min po mniedokrwieniu,

E. 25 min po niedokrwieniu. W kazdej fazie doswiadczenia goérna krzywa — od-

prowadzenie podiuzne (lewa potkula), dolna krzywa — odprowadzenie poprzecz-
ne (miedzypoéikulowe). Kalibracja: I 100 uV — 1 sek.

Fig. 1. EEG changes in the complete brain ischemia. Time of ischemia 5 min.

A. Control, B. Beginning of ischemia, C. Ischemia — bioelectric silence, D. First

symptoms of EEG recovery — 2 min after ischemia, E. 25 min after ischemia.

In the each phase of experiment upper curve — longitudinal lead (left hemi-

sphere), lower curve-transversal lead (interhemispheric). Calibration: I 100 uV —
1 sec.

Po zatrzymaniu moézgowego krazenia krwi pojawialy sie gwaltowne
zmiany w czynnosciach neurofizjologicznych. Czas zaniku spontanicznej
czynnosci EEG wynosit $rednio 23,9 sek (n=17). Napiecie i czestot-
liwos¢ EEG bardzo szybko zmniejszaly sie i po uplywie wyzej wymie-
nionego czasu zanikaly, osiggajac wartosci linii izoelektrycznej.

Natomiast czas zaniku spontanicznej czynnosci oddechowej rejestro-
wanej z nerwu przeponowego wynosil $rednio 3,6 min. (n=19). W cza-
sie niedokrwienia EEG byl izoelektryczny oraz caly czas utrzymywa—
la sie cisza bioelektryczna w osrodku oddechowym:

Moézgowy przepltyw krwi odnawiano 5, 15, 20, 30, 45 i 60 min. od
zaci$niecia tetnic doprowadzajacych, przy obwodowym ci$nieniu tet-
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niczym wahajgcym sie w granicach kontrolnych. Udrozenie tetnic,
doprowadzajacych krew do mozgu, powodowalo gwaltowny spadek ob-
wodowego ci$nienia tetniczego, ktéoremu przeciwdzialano infuzjg krwi
i adrenaliny, dopoki srednie ci$nienie nie ustabilizowalo sie n: poziomie
kontrolnym. Recyrkulacje krwi w mozgu odzwierciedlal wirost war-
tosci klirensu 133Xe wstrzyknietego przed niedokrwieniem olaz ciSnie-
nia wewnatrzczaszkowego z ujemnego na dodatnie. Cisnienie tetnicze
krwi bylo utrzymywane przez infuzje lekéw mnaczynioreaztywnych,
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a w pojedynczych doswiadczeniach samoistnie przez uklad krazenia
zwierzat bez koniecznosci podawania $rodkow farmakologicznych,

Powrét czynnoseci moézgu po niedokrwieniu oceniano na podstawie
pojawiania sie zapisu EEG i impulsacji oddechowej. Jako poczatek po-
wrotu czynnos$ci EEG brano pod uwage pierwsze, minimalne, widoczne
wychylenia linii EEG o bardzo malej amplitudzie przy takim samym
wzmocnieniu jak w okresie kontrolnym. Zmiany EEG w calkowitym
5 min. niedokrwieniu moézgu ilustruje ryc. 1, natomiast powyzsze zmia-
ny po 60 min. niedokrwienia ilustruje ryc. 2.

e

Ryc. 3. Zmiany zintegrowanej czynnosci osrodka oddechowego — zapis z merwu

przeponowego w calkowitym niedokrwieniu moézgu. Czas niedokrwienia 5 min.

A. Kontrola, B. Poczatek niedokrwienia — 1 min, C. Niedokrwienie — cisza bio-

elektryczna — 3 min, D. Pierwsze objawy powrotu czynnosci oddechowej —

2 min po niedokrwieniu, E. 25 min po niedokrwieniu. Kalibracja: I 200 pV —
1 sek.

Fig. 3. Changes of the respiratory center integrated activity — recording from

the phrenic nerve in the complete brain ischemia. Time of ischemia 5 min.

A. Control, B. Beginning of ischemia, C. Ischemia — bioelectric silence — 3 min,

D. First symptoms of respiratory activity recovery — 2 min after ischemia,
E. 25 min after ischemia. Calibration: I 200 uV — 1 sec.

Ryec. 2. Zmiany EEG w catkowitym niedokrwieniu moézgu. Czas niedokrwienia

60 min. A. Kontrola, B. Poczatek niedokrwienia, C. Niedokrwienie — cisza bio-

elektryczna, D. Pierwsze objawy powrotu EEG — 61 min po niedokrwieniu, E.

140 min po niedokrwieniu, F. 285 min po miedokrwieniu, G. 375 min po mniedo-

krwieniu. W kazdej fazie doswiadczenia gérna krzywa — odprowadzenie podiuz-

ne (lewa poéitkula), dolna krzywa — odprowadzenie poprzeczne (miedzypdéikulo-
we). Kalibracja: I 100 pV — 1 sek.

Fig. 2. EEG changes in the complete brain ischemia. Time of ischemia 60 min.

A. Control, B. Beginning of ischemia, C. Ischemia — bioelectric silence, D. First

symptoms of EEG recovery — 61 min after ischemia, E. 140 min after ischemia,

F. 285 min after ischemia, G. 375 min after ischemia. In the each phase of expe-

riment upper curve — longitudinal lead (left hemisphere), lower curve — trans-
versal lead (interhemispheric). Caligration: I 100 uV — 1 sek.
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Ryc. 4. Zmiany zintegrowanej czynnosci osrodka oddechowego — zapis z ner-

wu przeponowego w calkowitym niedokrwieniu mozgu. Czas niedokrwienia 60

min. A. Kontrola, B. Poczatek niedokrwienia — 1 min  C. Niedokrwienie —

3 min, D. Niedokrwienie — cisza bioelektryczna — 4 min, E. Pierwsze objawy

powrotu czynnosci oddechowej — 17 min po niedokrwieniu, F. 34 min po niedo-

krwieniu, G. 71 min po niedokrwieniu, H. 156 min po mniedokrwieniu, Kalibracja:
’ 1200 pV — 1 sek.

Fig. 4. Changes of the respiratory center integrated activity — recording from
the phrenic nerve in the complete brain ischemia. Time of ischemia 60 min.
A. Control, B. Beginning of ischemia — 1 min, C. Ischemia — 3 min, D. Ische-
mia — bxoelectnc silence, — 4 min, E. First symptoms of resplratory activity
recovery — 17 min after 1schem1a F 34 min after ischemia, G. 71 min after
lschelrma H. 156 min after ischemia. Calibration: I 200 uV — 1 sec.

Rye. 5. Mozgowy przeplyw krwi badany me-

todg klirensu 133Xe. A. Kontrola, B, Niedo-

krwienie 5 min — zatrzymanie moézgowego

I przeptywu krwi. Strzalki oznaczaja zatrzy-

© » manie i przywrécenie mobzgowego przeply-
wu krwi. (—) 1 min.

Fig. 5. Cerebral blood flow measured by
the 133Xe clearance method. A. Control, B.
Ischemia 5 min — stop of the cerebral blood
flow. Arrows mean stop and restoration of
the cerebral blood flow. (-—) 1 min.
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Ryc. 6. Moézgowy przeplyw krwi badany metodg klirensu 13Xe. A. Kontrola,
B. Niedokrwienie 60 min — zatrzymanie moézgowego przeplywu krwi. Strzatki
oznaczaja zatrzymanie i przywrocenie mozgowego przeptywu krwi. (—) 1 min.

Fig. 6. Cerebral blood flow measured by the !33Xe clearance method. A. Control,
B. Ischemia 60 min — stop of the cerebral blood flow. Arrows mean stop and
restoration of the cerebral blood flow. (—) 1 min.

Ryciny 3 i 4 przedstawiajg zmiany zintegrowanej czynnosci osrodka
oddechowego rejestrowane z nerwu przeponowego po 5 i 60 min. cal-
kowitego niedokrwienia mozgu. Nalezy zwroci¢ uwage, ze zanik czyn-
nosci bioelektrycznej mozgu byl duzo weze$niejszy niz zanik czynnosci
bioelektrycznej osrodka oddechowego. Natomiast po niedokrwieniu
czynno$¢ oérodka oddechowego powracala weczesniej niz spontaniczna
czynnos¢ bioelektryczna mozgu.

Powrét EEG postepowal bardzo wolno. Poczatkowo pojawialy sie
pojedyncze fale wolne o wysokiej amplitudzie, oddzielone odcinkami
izoelektrycznymi o zmiennym czasie trwania. Pézniej pojawialy sie
fale o wiekszej czestotliwosci i niskiej amplitudzie, ktérych napigcie
wolno wzrastalo. Obserwowano rowniez pojedyncze zwierzeta, u kto-
rych powr6t EEG byl tylko okresowy i u ktéorych wystepowal wtor-
nie nieodwracalny zanik czynnos$ci bioelektrycznej moézgu.

Powro6t spontanicznej czynnosci osrodka oddechowego byt szybszy
w poréwnaniu z powrotem EEG. Czestos¢ impulsow oddechowych wzra-
stala w czasie i po okreslonym okresie osiggala wartosci kontrolne.
Czas powrotu spontanicznej czynnosci oddechowej do czestosci zbli-
zonych do wartosci kontrolnych, w wyzej wymienionych okresach nie-
dokrwienia, wynosit od 8 do 240 min. od zakonczenia calkowitego nie-
dokrwienia mozgu.

OMOWIENIE

Wyniki obecnej serii doswiadczen na krolikach sa zgodne z wczes-
niejszymi obserwacjami innych autoré6w dokonanych na normotermicz-
nych kotach i malpach, u ktérych réwniez zlozone czynnosci neuronal-
ne, takie jak wzbudzona i spontaniczna aktywnos¢ EEG, powracaly po
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catkowitym, trwajacym 60 min. niedokrwieniu (Hossmann, Sato 1971;
Hossmann i wsp. 1973; Hossmann, Zimmermann 1974).

Nasze obserwacje wskazuja, ze krotkotrwale niedokrwienie mozgu,
trwajace 5 min., pozwala na catkowity powrét do normy EEG i czyn-
nosci osrodka oddechowego. Po tym czasie niedokrwienia czynnos¢
osrodka oddechowego normalizowala sie¢ srednio okoto 10,6 min. (n=3).
Natomiast EEG normalizowalo sie $rednio okolo 18 min (n=3), co jest
zgodne z wczesniejszymi doniesieniami (Vries i wsp. 1975). Nalezy zwro-
ci¢ uwage na to, ze czynno$¢ osrodka oddechowego wraca duzo wczes-
niej w poréwnaniu z powrotem spontanicznej czynnosSci bicelektrycz-
nej moézgu. Mogloby to sugerowac¢ wiekszg tolerancje neuronéow osrod-
ka oddechowego na niedokrwienie lub wolniejsze rozwijanie sie¢ zmian
niedokrwiennych w tych neuronach. Nalezy réwniez bra¢ pod uwa-
ge roznice w unaczynieniu rdzenia przedluzonego i mozgu.

W obecnych doswiadczeniach odnowa przeplywu krwi w moézgu po-
jawiala sie w optymalnych warunkach sercowo-krazeniowych. Uzyski-
wano je, zapobiegajgc reakcji nadcisnieniowej w obwodowym ukladzie
krazenia na zacisk naczyn przez kontrolowany upust krwi, co nie do-
puszczalo do niewydolnosci serca podczas niedokrwienia moézgu. Zapo-
bieganie reakcji nadcisnieniowej wydaje sie szczeg6lnie wazne, ponie-
waz taka odpowiedz moze prowadzi¢ do ostrej niewydolnosci krazenia
z ciezkim obrzekiem pluc. Mozna sadzi¢, ze unikajac tej komplikacji
zachowuje sie wydolnos¢ sercowo-krgzeniowg i przez to poprawia od-
nowe przeplywu krwi w mozgu. Inny czynnik, ktory wydaje sie by¢
wazny dla odnowy czynnosci bioelektrycznej mozgu, to prowadzenie
niedokrwienia bez zastoju krwi (Hossmann, Zimmermann 1974). We-
dlug tych autoréow zastoinowe niedokrwienie jest bardziej uszkadza-
jace niz niedokrwienie bez zastoju krwi, Mozna to tlumaczy¢ agregacja
elementéw morfotycznych krwi w ukladzie naczyniowym mozgu, kto-
re utrudniajac mozgowy przeplyw krwi w okresie odnowy, moga wy-
dluza¢ czas niedokrwienia (Fischer i wsp. 1977; Hossmann i wsp. 1977).
Nalezy przypuszcza¢, ze w obecnych doswiadczéniach czynnik ten nie
byl tak istotny, poniewaz krew odplywala naczyniami zylnymi, ale
mechanizm ten moze mie¢ wplyw na stopien czynnosciowej odnowy
mozgu.

Unikniecie niewydolnosci sercowo-krazeniowej i zaburzen mikrokrg-
zenia w mozgu umozliwia prawidlowg odnowe przeptywu krwi w moz-
gu po diugich okresach jego niedokrwienia. Wydaje sie, ze istnieje Sci-
sta zalezno$¢ pomiedzy przeptywem krwi w moézgu po niedokrwieniu,
a powrotem czynnosci bioelektrycznej neuronéw (Hossmann i wsp. 1973).
Istotny wplyw na czas powrotu spontanicznej czynnosci bioelektrycz-
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nej moézgu i osrodka oddechowego mialo obwodowe cisnienie tetnicze,
ktore w okresie po niedokrwieniu utrzymywane bylo w granicach kon-
trolnych. Celem tego postepowania bylo utrzymywanie ukladu kraze-
nia w warunkach zblizonych do fizjologicznych, co moglo mie¢ wplyw
na nieco krotsze czasy powrotu EEG, zwlaszcza po dlugich okresach
niedokrwienia, w poréwnaniu z wynikami innych autoréw (Hossmann,
Zimmermann 1974).

Na podstawie przeprowadzonych badan istniejg przestanki do przy-
jecia, iz komoérki moézgowe przezywaly wyzej wymienione okresy nie-
dokrwienia. Powstaje w zwigzku z tym pytanie — jaki odsetek neu-
roné6w nie ulegl zmianie pod wplywem czynnika patologicznego. W
przeprowadzonych doswiadczeniach odnowa czynno$ciowa nie moze
by¢ jednakze opisywana terminami funkcjonowania neurologicznego,
poniewaz zwierzeta byly pod wplywem narkozy i srodka zwiotczajgce-
go przy utrzymywaniu czynnosci oddechowej za pomoca sztucznej
wentylacji. Obserwowanego przez nas powrotu czynnosci bioelektrycz-
nej, zwlaszcza po dluzszych czasach catkowitego niedokrwienia, nie
nalezy wobec tego utozsamia¢ z potencjalnym powrotem czynnosci
mozgu jako catosci.

P. Ilnyra, A. KanycTuHCKMU
IIOJTHASI MIIIEMUSA MO3TA A BUODJEKTPUYECKAA AKTUBHOCTDB

Pe3zwoMme

Y 22 KpoJIMKOB, aHeCTe3MpoBaHHBLIX IeHtobapburanom u obe3aBuiKeHHBIX TpPUKY-
paHOM, Ha (hOHE MCKYCCTBEHHOM BEHTUJIALMM B YCJIOBUAX HOPMOTEPMUM BbI3bIBAJU
MOJIHYI0 MILUEeMMIO MO3ra MQJIMTEJIbHOCTBI0 OT 5 gm0 60 MuHYT nOyTeMm nepexaTus
truncus brachiocephalicus u J€BOJ NMOAKJIOUMYHON apTepuyu INPU CHUIKEHUM apTep-
MaJIbHOro aaBiienus a0 70—50 MM pr. cT. ITocje MIIEMMM KMBOTHBIE II€PEXRMUBAJIUA OT
2-X no 6-TM yacoB mNpM MOAJAEPIKAHUMU apPTEPMAJILHOTO AAaBJIEHUA HA KOHTPOJBLHOM
ypoBiie. IlepBble NpU3HAKM CIOHTAHHO! AKTUBHOCTYM [AbLIXATEJBHOrO ILEHTPa, pPeru-
CTpUpPyeMOy OT AmuadparmMalibHOrO0 HepBa, IOABJIAJIMCH IIOCJE MIIEMMUM paHbllle, 4YeM
nepBble CUMMIITOMBI CIIOHTAHHOM AaKTMBHOCTM IOJIOBHOro Mo3ra Ha D3I, cooTBETCTBEHHO
or 1,3 no 21,6 MuH. OIA AKTUBHOCTM [AbIXaTeJbHOro ILeHTpa u ot 2,8 mo 69,0 MuH.
N7 9JEeKTPUYECKO) aKTUMBHOCTM MO3ra.

R. Pluta, A. Kapuscinski
COMPLETE BRAIN ISCHEMIA VERSUS BIOELECTRICAL ACTIVITY

Summary

In 22 rabbits anesthetized with pentobarbital, immobilized with Tricuran and
rtificially ventilated at normothermic conditions, complete brain ischemia was
performed during the period of 5 to 60 min by occlusion the brachiocephalic
and left subclavian arteries, and a decrease of blood pressure to 70—50 mm Hg.
The survival time of animals following ischemia was 2 to 6 hrs with the blood
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pressure maintained at the control level. First symptoms of the sppntaneous res-
piratory activity registered from the phrenic nerve recovered earlier following
ischemia as compared to recovery of, first symptoms of the spontaneous EEG
activity and presented respectively from 1.3 to 21.6 min for respiratory activity,
and from 2.8 to 69.0 min for EEG activity.
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KWASY TLUSZCZOWE LIPIDOW MIELINY MOZGU
W ZATRUCIU METYLONITROZOMOCZNIKIEM‘

Instytut Chor6b- Ukladu Nerwowego Akademii Medycznej, Poznan i
; Dyrektor: prof. dr M. Wender

Mielina jest strukturg tkanki nerwowej o duzej wrazliwo$ci na dzia-
lanie szeregu substancji chemicznych. Zatrucie cyjanowodorem, zwig-
zkiem powodujacym ostre niedotlenienie przez inaktywacje oksydazy
cytochromowej, a takze wywolujgcym zahamowanie transportu ami=
nokwasow, prowadzi do rozleglej demielinizacji w istocie bialej mozgu,
szczegOlnie w spoidle wielkim (Levine, Stypulkowski 1959; Hirano 1967;
Wender i wsp. 1978 b). Zatrucie cyjanianem sodu przez dzialanie na
koncowe grupy aminowe biatek, wywoluje powstawanie duzych wa-
kuoli wewnatrzmielinowych z rozszczepieniem blaszek mieliny na li-
niach miedzyperiodycznych (Tellez i wsp. 1978). Caly szereg zwigzkow
fosforoorganicznych powoduje demielinizacje, majaca jednak prawdo-
podobnie charakter wtéorny w stosunku do uszkodzenia aksonéw. Nie
jest natomiast wiadome, w jakim stopniu jest to zalezne od wydatnego
obnizenia syntezy lipidow w tkance nerwowej oraz aktywacji obojet-
nej proteazy, co nalezy do znamiennych zjawisk biochemicznych ob-
serwowanych w do$wiadczalnym zatruciu tymi zwiqzkami (Porzella-
ti 1971).

Podanie zwierzeciu doswiadczalnemu pojedynczej dawki trojetylen-
ku cyny powoduje duzy obrzek istoty bialej z tworzeniem wakuoli
wewnatrzmielinowych. Rzadko jednak spostrzega sie demielinizacje.
Udaje sie ja uzyskac¢ przy przewleklym stosowaniu tréjetylenku cyny
(Eto 1 wsp. 1971; Smith, 1973; Wender i wsp. 1974). Zastosowanie u mto-
dych zwierzat kuprisonu (bis cyclohexanone oxaldihydrazone), silne-

* Badania zostély wykonane w ramach problemu wezlowego 10.4.2.02.3.3. ko-
ocrdynowanego przez Polskg Akademie Nauk.
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go zwigzku chelatujgcego miedz prowadzi rowniez do znacznego ob-
rzeku mozgu, szczegdlnie istoty biatej z nastepowa demielinizacjg. Zmia-
ny ultrastrukturalne sa zblizone do opisanych przy zatruciu trojetylen-
kiem cyny (Carleton 1969). Podobny jest takze wplyw heksachloro-
fenu, w ktérego mechanizmie dzialania toksycznego szczegdlng role od-
grywa hamowanie aktywnego transportu aminokwaséw (Lampert i wsp.
1973; Matthieu i wsp. 1974). W szczegdlnych warunkach doswiadczal-
nych takze hydrazyd kwasu izonikotynowego (Lampert, Schachet 1968),
dieta uboga w miedz (Carleton, Kelly 1969), cykloleucyna, aminokwas
interferujacy z przemiang metioniny (Greco i wsp. 1978), oraz 6-ami-
nonikotynamid (Miyoshi i wsp. 1978) prowadzg do zmian wakuolar-
nych w ostonce mielinowej. Jak wykazaly prace Kroh (1973, 1976), po-
chodne alkilowe nitrozomocznika mogg wywolywaé réwniez zmiany
demielinizacyjne w osrodkowym ukladzie nerwowym.

Badania toksycznych demielinizacji majg istotne znaczenie dla wy-
jasnienia szeregu aspektow patomechanizmu zjawiska demielinizacji,
ze wzgledu na mozliwosé okreslenia charakteru zaburzen przemian
ustrojowych, wywolanych przez stosowany czynnik szkodliwy. Duzg
wartos¢ w tym zakresie majg badania wplywu pochodnych alkilo-
wych nitrozomocznika, ktére wywierajg silne dzialanie na kwasy nu-
kleinowe i biatka komoérkowe, co prowadzi do transformacji blastoma-
tycznej,

W dotychczasowych naszych badaniach (Wender i wsp. 1977) na temat
wplywu zatrucia dorostych szczuréow BD IX metylonitrozomocznikiem,
w dawce 60 mg na kg wagi ciala, podawanego przez 6 kolejnych dni,
stwierdziliSmy powstawanie zmian gabczastych w istocie biatej moéz-
gu i mozdzku. Obraz elektroforetyczny bialek mieliny byt zasadniczo
niezmieniony. Lipidy oslonek wykazaly natomiast, w pierwszych 3 mie-
sigcach po zatruciu, obnizenie zawartosci sfingomielin oraz zwigksze-
nie ilosci estrow cholesterolu. Wskazuje to, ze zatrucie metylonitro-
zomocznikiem powoduje u dorostych szczuréw zaburzenie przemia-
ny lipidow struktur bloniastych tkanki nerwowej. Kontynuujac te ba-
dania, w niniejszej pracy zajeliSmy sie skladem kwasow tluszczowych
lipidow mieliny, zwracajac szczegélng uwage na frakcje sfingomielin
i estrow cholesterolu, to jest tych skladnikow, ktorych zawartosé ule-
ga w toku zatrucia metylonitrozomocznikiem istotnym zmianom. W ba-
daniach uwzgledniono rowniez sklad kwasoéw tluszczowych fosfatydy-
locholiny i plazmalogenu, to jest tych frakcji fosfatydowych, ktére zda-
niem niektérych badaczy dostarcza¢ mogg kwasow tluszczowych dla
estryfikacji wolnego cholesterolu w przebiegu procesu demielinizacji
(Borri i wsp. 1969).

http://rcin.org.pl



Nr 1 Lipidy moézgu w zatruciu MNU 55

MATERIAL I METODY

Dorostym szczurom BD IX obu pici, wagi 200—300 g, wstrzykiwa-
no dozylnie 1 raz dziennie przez 6 kolejnych dni 3% roztwoér wodny
metylonitrozomocznika (MNU) w dawce 60 mg na kg wagi ciala. Ba-
dano obraz kwasow tluszezowych fosfatydylocholiny, plazmalogenu,
sfingomielin i estrow cholesterolu frakeji mielinowej uzyskanej od zwie-
rzat zabitych w 2, 3, 4, 6, 8 i 12 tygodniu od ostatniego wstrzykniecia
MNU.

Badania chemiczne. Mo6zgi przeznaczone do badan chemicznych wyj-
mowano z czaszki jak najszybciej po dekapitacji, a nastepnie izolo-
wano z nich frakcje mielinowg wedlug metody opisanej przez Norto-
na i Poduslo (1973). Probki moézgu poddawano wirowaniu roéznicowe-
mu w niecigglym (0,32 i 0,95 M, pH 7,0) gradiencie gestosci sacharozy,
w rotorze wolno wiszgcym. Wyizolowang frakcje mielinowg przemy-
wano 3-krotnie wodg destylowang, stosujgc po kazdym przemyciu wi-
rowanie przez 20 min. przy 70000 X g. Sklad i czysto$¢ otrzymanej
{rakcji mielinowej kontrolowano przy uzyciu mikroskopu elektronowe-
£o0.

Lipidy ekstrahowano z frakeji mielinowej stosujagc metode Folch-Pi
i wsp. (1957). Ekstrakt catkowity lipidow rozdzielano przy uzyciu chro-
matografii kolumnowej i cienkowarstwowej. Cholesterol rozdzielano
przy uzyciu metody wedlug Svennerholma (1964). Fosfolipidy rozdzie-
lano przy pomocy dwukierunkowej chromatografii wedlug techniki
opisanej przez Singha i wsp. (1971). Plytki pokrywano zelem krzemion-
kowym G (Merck), a nastepnie chromatogramy rozwijano w pierw-
szym kierunku przy uzyciu mieszaniny chloroform-metanol-woda
(65:25:4). Po wysuszeniu plytki hydrolizowano 12% kwasem solnym
w metanolu. HCl i metanol wyparowywano z plyt przy uzyciu stru-
mienia azotu, a nastepnie chromatogramy rozwijano w drugim kierun-
ku mieszaning chloroform-aceton-metanol-kwas octowy lodowaty-wo-
da (b2 17 0.5).

Kwasy tluszczowe fosfatydylocholiny, plazmalogenu, sfingomielin
i estrow cholesterolu mieliny przeprowadzano w estry metylowe sto-
sujagc kwasng metanolize w obecnosci 4% HCIl. Estry metylowe eks-
trahowano heksanem. Rozpuszczalnik odparowywano calkowicie w atmos-
ferze argonu, wedlug metody opisanej przez Kishimoto i Radina (1965).
Otrzymane w ten sposéb estry metylowe kwasow tluszezowych rozdzie-
lano nastepnie za pomocg chromatografii cieczowo-gazowej, w chro-
matografie gazowym Pye 104 wyposazonym w detektor jonizacyjno-plo-
mieniowy. Kolumny wypetniano 15% DEGS (bursztynian glikolu dwuety-
lenowego), zaadsorbowanym na gaz-chrom Q 100/120 mesh. Tempera-
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tura kolumny 220°C, temperatura detektora 280°. Gaz nos$ny argon.
Przeptyw 30 ml/min.

Kwasy tluszczowe identyfikowano poréwnujgec odpowiednie szczyty
chromatogramoéw doswiadczalnych z otrzymanymi ze standardowej
mieszaniny estrow metylowych kwasow tluszczowych (Applied Scien-
ces Laboratories). Ocena iloSciowa chromatogramu byla oparta na ozna-
czeniu odpowiednich pél szezytéw wyliczonych z czasu retencji i wyso-
kosci szezytu. Wyniki wyrazono we wzglednym stosunku poszczeg6lnych
kwasow tluszczowych w odniesieniu do calosci kwasow tluszczowych.

Techniki histologiczne. Skrawki mrozone barwiono metodg Spiel-
meyera, hematoksyling-eozyng oraz Sudanem III. Skrawki zatopione
w celoidynie barwiono metodg Woelcke, Nissla i hematoksyling-eozyna,
a zatopione w parafinie metodg Kanzlera, Nissla i Kliver-Barrery.

WYNIKI

Dane kliniczne, W okresie podawania metylonitrozomocznika, zwyk-
le w polowie serii wstrzyknie¢, zwierzeta wykazywaly spowolnienie
psychoruchowe. Innych objawéw ogoélnych, ani neurologicznych nie
spostrzegano w czasie calego okresu obserwacji.

Dane morfologiczne. U wielu zwierzat, nalezacych do wszystkich grup
doswiadczalnych, obserwowano w istocie bialej moézgu i mézdzku roz-
nego stopnia zmiany gabczaste oraz nieznaczne poszerzenie przestrzeni
okolonaczyniowych. Nie spostrzegano reakecji glejowej, demielinizacji
ani obecnosci zlogéw sudanododatnich.

Dane biochemiczne. Wyniki badan chemicznych sg przedstawione
w tabelach od 1 do 4. Z analizy spektrum kwaséow tluszczowych lipi-
dow mieliny, uzyskanego drogg chromatografii gazowej wynika, ze
sklad kwasow tluszczowych wszystkich badanych frakeji lipidow, to
jest fosfatydylocholiny, plazmalogenu, sfingomielin i estréw choleste-
rolu byl w zatruciu dos$wiadczalnym zmieniony w porownaniu z obra-
zem kontrolnym. Obraz kwasow tluszczowych fosfatydylocholiny wy-
kazal najbardziej stale zmiany w pierwszych 6 tygodniach po wstrzyk-
nigciu metylonitrozomocznika. Zmiany dotyczyly kwasu olejowego (18 : 1)
oraz dwoch kwasow wielonienasyconych (20:5 i 22:6). Pierwszy
z tych kwasow tluszczowych wykazal wyrazny spadek, a dwa pozo-
stale wzrost zawartosci odsetkowej. Podobne w swym charakterze, cho-
ciaz niecalkowicie identyczne zmiany stwierdzono w skladzie kwasoéw
ttuszezowych plazmalogenu. Stwierdzono tu spadek zawartosci kwasu
olejowego (18:1), najwyzszego ilosciowo kwasu tluszczowego tej frak-
cji lipidowej oraz wzrost odsetka kwaséw ttuszczowych wielonienasy-
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conych (20:5 i 22:6). Otrzymane wyniki wykazaly takze spadek od-
setka kwasu gadoleinowego (20 :1) oraz wzrost wzglednej zawartosci
kwasu arachidonowego (20 : 4) i kwasu lignocerynowego (24 : 0). Stwier-
dzono rowniez wzrost odsetka dwoch kwaséw tluszczowych niezidenty-
fikowanych. Powyzej przedstawione odchylenia wystepuja w prawie
wszystkich grupach doswiadczalnych.

Frakcja sfingomielinowa mieliny wykazala rowniez istotne odchyle-
nia. Szczeg6lnie wyrazny byl obserwowany we wszystkich grupach
doswiadczalnych spadek odsetka kwasu nerwonowego (24 : 1) oraz wzrost
procentowy kwasu homolinolenowego (20 : 3) i kwasu wielonienasycone-
go (20 :5). W niektorych grupach doswiadczalnych stwierdzono takze
obnizenie odsetkowej zawartosci kwasu palmitoolejowego (16 :1).

Skiad kwasow tluszczowych estrow cholesterolu mieliny u szczurow
BD IX zatrutych metylonitrozomocznikiem rézni sie réwniez znacznie
od stwierdzonego w estrach cholesterolu, wystepujacych w iloSciach
sladowych w mielinie prawidlowej. Najbardziej znamienny by} obser-
wowany we wszystkich grupach doswiadczalnych wzrost odsetka kwa-
sow tluszczowych wielonienasyconych: homolinolenowego (20 : 3) i (20 : 5).
W wielu, chociaz nie we wszystkich grupach doswiadczalnych spo-
strzega si¢ takze wzrost odsetka kwasu mirystynowego (14 :0), ligno-
cerynowego (24 :0) oraz spadek odsetka kwasu olejowego (18:1) i li-
nolowego (18 :2).

OMOWIENIE

Zmiany w skladzie lipidow mieliny obserwowane w zatruciu mety-
lonitrozomocznikiem dorostych szczuréw BD' IX s3 tylko czeSciowo
zblizone do obserwowanych w pierwotnych i wtoérnych procesach de-
'mielinizacyjnych. Odpowiada to charakterowi zmian morfologicznych,
w tym znaczeniu, ze nie obserwuje sie wyraznego rozpadu ostonek mie-
linowych, a przewazajg zmiany gabczaste, podobne do wystepujacych
w wielu procesach toksycznych, przedstawionych w zarysie we wste-
pie ‘pracy. Szczegélnie nietypowy dla procesu demielinizacyjnego jest
prawie wybiorezy spadek zawartosci sfingomielin, obserwowany po za-
truciu metylonitrozomocznikiem (Wender i wsp. 1977). Rowniez obraz
kwasow tluszczowych tej frakcji lipidowej, jak wykazaly nasze obec-
ne badania, jest nieprawidlowy, przy czym szczegélnie uderza wy-
razny spadek zawartosci kwasu nerwonowego, przy wzroscie zawarto-
$ci kwasow._ wielonienasyconych. Jest interesujace, ze podobne, chociaz
nieidentyczne zmiany w zakresie obrazu kwasow tluszczowych wielo-
nienasyconych obserwuje sie w dwoch innych frakcjach fosfolipidow
mieliny, a mianowicie w fosfatydylocholinie i sfingomielinie,
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Tabela 1. Sklad procentowy kwaséw tluszezowych fosfatydylocholiny mézgowe] mieliny szezuréw BD IX zatrutych metylonitrozomocznikiem

Table 1. Percent composition of fatty acids in phosphatidyl choline of the cerebral myelin in BD IX rats intoxicated with MNU

2 tygodnie 3 tygodnie 4 tygodnie 6 tygodnie 8 tygodni 12 tygodni
Kwasy thuszezowe Norma weeks weeks weeks weeks weeks weeks
Fatty acids Control group po zatruciu MNU
after MNU intoxication
14:0 0.340.1 0.640.1 1.440.1 1.0+0.3 0.440.1 0.34-0.04 0.640.2
14 : 1 0.14+0.03 0.14-0.03 0.564+0.04 0.34+0.1 0.140.02 0.14-0.02 0.140.02
15:0 0.34+0.1 0.440.1 0.340.1 0.34-0.04 0.340.1 0.14-0.02 0.24-0.04
16 : 0 22.6+0.7 26.61+1.6 19.6+-2.4 21.3+2.3 16.54+0.7 19.84+1.2 31.4+1.1
(G0 1.3+0.2 1.540.2 0.740.1 0.940.2 1.44-0.2 0.840.1 0.840.1
17:0 0.44-0.03 0.54-0.05 0.440.1 0.44-0.04 0.44-0.04 0.44-0.04 0.44-0.04
18 : 0 22.24-0.6 22.61+0.4 20.44+1.0 19.74+2.5 18.14+0.8 20.740.7 19.44+0.6
18 : 1 35.8+1.1 21.8+3.1 10.6 +5.1 26.242.1 19.543.7 30.04+-2.0 26.61+2.2
18 : 2 0.740.1 0.740.1 0.740.1 1.34+0,1 1.0+0.2 0.94-0.1 0.6 +0.05
18 :3 0.24-0.02 0.34+0.04 0.5640.1 0.440.1 0.44-0.1 0.240.03 0.34-0.056
20:0 0.6+0.03 0.740.1 0.7+0.3 1.040.1 1.0+0.05 0.740.03 0.5+0.1
20:1 2.640.2 1.64+0.2 1.4+0,3 2.440.2 19403 1.9+0.3 1.640.1
20 :2 0.14-0.03 0.140.03 0.44-0.3 0.04+— 0.34-0.1 0.24-0.04 0.04+—
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niezidentyfikowany
unidentified

20:3
20 : 4
20:6

niezidentyfikowany
unidentified

niezidentyfikowany
unidentified

niezidentyfikowany
unidentified

24 :0
24 :1

niezidentyfikowany
unidentified

22:6

3.74+0.4
1.940.1
0.8+0.1

3.1+0.3

0.34+0.04

0.1+0.04

0.04+—

1.140.3

0.940.1

0.5+0.1

0.640.1

8.94+1.6 16.6+2.9
1.440.1 2.6+0.3
0.94+0.1 2.4+40.4
2.240.5 9.842.2
0.3+0.1 0.8-40.2
0.0£— 1.54+0.4
00— 0.0+—
1.540.1 1.940.3
0.940.1 0.5-40.2
0.740.4 0.0+ —
5.74+1.7 6.340.9

5.44+0.8 6.94-0.9
3.840.8 3.14+0.8
2.240.4 2.440.2
6.564+1.2 10.341.1
0.840.1 0.64+0.04
0.0+— 2.64+0.3
00— 00—
1.8+0.4 2.440.3
1.64+0.3 5.9+1.0
0.04+— 0.0+—
2.7--0.7 45+1.9

5.3+0.4

2.940.1
1.940.2

6.44-0.6

1.140.1

0.04—

0.0+ —

29404

2.64-0.2

0.04+—

0.94+0.4

7.7+£1.9

2.3+0.2
0.840.05

1.74+0.2

0.6+0.1

1.64+0.5

0.0+—

1.240.04

1.740.2

0.0+—

0.04+—

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6

Number of animals in each group: 6
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- Tabela 2. Sklad procentowy kwaséw tluszezowych plazmalogenu mézgowej mieliny szezuréw BD IX zatrutych metylonitrozo-
moeznikiem

Table 2. Percent composition of fatty acids in plasmalogen of the cerebral myelin in BD IX rats intoxicated with MNU

2 tygodnie 3 tygodnie 4 tygodnie 6 tygodni 8 tygodni 12 tygodni
Kwasy tluszezowe Norma weeks weeks weeks weeks weeks weeks
Fatty acids ) Control group po zatruciu MNU i
after MNU intoxication
14 : 0 0.740.1 1.2j:0>.2 l.3:t6.3 1.2;{:‘0.2 i.2j;0.3. d.7j;0.1 0.840.2
1401 0.240.1 0.14+0.05 0.6£0.1 0.340.1 0.140.1 0.140.04 0.140.04
150 0.740.1 0.840.1 1.240.3 0.540.04 0.640.1 0.440.04 0.640.1
A >16 +0 6.84-1.0 10.3+0.7 10.56+0.7 7.7+0.4 6.5+0.5 6.840.7 5.940.6
16 = 1 2.640.3 - 2.8+0.3 3.440.9 2.410.3 0.4+0.1 1.54+0.2 1.5+0.3
17 : 0 0.340.04 0.4+0.02 0.54+0.1 0.340.03 0.4-+-0.05 0.240.01 0.24-0.05
kit iy 0.64+0.1 0.0+— 0.0+— 0.04— 07402 0.04— 0.04—
unidentified = ' e .
18 : 0 5.04+0.4 9.4+04 5.540.4 43404 6.740.6 5.44+0.4 4.3+£0.2
18:1 4481428 33.44+2.6 18.0:1;2.7 32.913.2 4.61£0.7 31_.4;#;1.0 33.04+2.4
,.18:2 1.3+0.5 0.740.09 1.2:£0.1 1.04-0.1 0.54+0.1 1.040.1 0.84+0.1
18 : 3 0.6+0.1 0.44+0.03 0.840.1 0.6+0.4 1.640.4 0.640.1 0.6+0.056
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20 :0

20 :1
niezidentyfikowany
unidentified

20 : 2
niezidentyfikowany
unidentified

20:3

20 : 4
niezidentyfikowany
unidentified

20 : 6
niezidentyfikowany
unidentified

niezidentyfikowany
unidentified

24 :0

24 : 1
niezidentyfikowany
unidentified
niezidentyfikowany
unidentified

22 : 6

0.840.1
12,6 1.0

0.04—
0.440.04

6.04+0.8

3.6+0.4
0.34-0.03
0.0+—

5.3+0.8
1.0+0.1

4.640.8

0.34+0.1

0.56+0.1
0.44+0.2

0.0+—

0.64+0.3

0.8+0.07 0.740.05
7.240.5 2.540.6
0.04-— 0.0+—
0.340.03 0.54+0.1
L7108 16.54+2.5
3.564+0.3 44405
0.74+0.1 1.5+0.1
0.2+0.2 0.04+—
3.440.3 13.24-0.7
1.8+0.2 3.9+1.0
2.8-10.3 3.941.0
1.1-:0.3 0.540.2
0.840.1 0.840.2
0.34+0.1 00—
0.04+— 0.0+—
5.9+1.5 8.6+1.7

0.8-4-0.1 2.140.4 0.740.1
8.741.2 2.240.8 (VAL ]
0.04+— 0.0+— 0.0+ —
0.440.1 1.040.4 0.4410.05
10.34+1.0 2.140.5 10.240.9
44403 2.040.6 5.4+0.3
1.240.2 5.041.1 1.84-0.3
0.0 0.6£0.2 0.0 —
13.94-1.6 6.6+0.3 14.741.1
1.610.2 3.6+0.5 2.240.2
2.240.4 3105 3.940.3
0.740.1 26.6+-1.8 0.740.2
004 —= 71.64+0.2 0.940.1
0l0s— 5.340.8 OO
00 E== 00— 0:0: ==
4.740.9 14.941.3 1.6+0.3

1.24+0.3
9.6+0.5

0.34+-0.05
0.240.1

6.84+1.4

8.140.7

3.7+1.4

6.340.7
0.940.3

5.3+1.0

2.240.4

3.64-0.6
3.14+0.6

0.04+—

0.04+—

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6

Number of animals in each group: 6
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Tabela 3. Sklad procentowy kwaséw tluszezowych sfingomielin mézgowej mieliny szezuréw BD IX zatrutych metylonitrozomocznikiem

Table 3. Percent composition of fatty acids in sphingomyelins of the cerebral myelin in BD IX rats intoxicated with MNU

2 tygodnie 3 tygodnie 4 tygodnie 6 tygodni 8 tygodni 12 tygodni
Kwasy tluszezowe Norma weeks weeks weeks weeks weeks weeks
Fatty acids Control group po zatruciu MNU
after MNU intoxication

14 : 0 1.940.4 1.840.4 1.64-0.3 1.140.2 1.84-0.2 2.340.8 1.04+0.2
14 : 1 0.540.1 0.240.04 0.34+0.1 0.3+0.1 0.5+0.1 0.240.06 0.1+0.03
15:0 2.0+0.3 1.240.2 1.54-0.3 0.5+40.2 0.740.1 0.9+0.2 0.9+40.2
16 : 0 14.741.8 16.04-1.2 15.44+1.1 10.3+0.9 12.34-0.6 15.04-3.0 9.74+1.6
TOF:] 6.9+1.0 5.6+0.6 4.340.7 2.240.3 3.6+1.0 2.840.8 2.94+0.7
17:::0 1.04-0.1 0.84+0.1 0.8+0.1 0.3+0.03 0.440.1 0.54+0.1 0.6 +0.1
18 20 19.141.2 23.242.2 16.14+0.8 15.04+1.5 13.94-0.5 18.14-0.9 26.24+1.1
18] 12.241.3 14.64-0.4 13.841.2 10.64-0.8 10.8+0.9 9.240.9 9.74+0.7
18 : 2 0.9+40.1 1.340.2 1.84-0.1 1.940.2 2.1+1.1 1.640.1 1.04+0.1
18 : 3 0.84+0.1 1.14+0.4 0.940.9 0.84+0.07 0.9+40.1 0.6-+0.1 0.84+0.1
20:0 34404 3.340.3 2.240.2 0.24+0.04 0.240.1 2.240.5 3.9+0.4
201 0.9+0.2 1.54-0.2 0.940.1 2.564+0.4 3.56+0.1 0.740.2 1.04-0.1
20:2 0.4+40.1 1.240.6 0.54+0.1 0.6-+0.1 0.740.1 0.340.1 0.740.2

niezidentyfikowany

unidentified 1.6+0.2 3.1+0.4 2.64+0.3 2.240.4 1.240.1 3.14+0.3 2.640.6
20 :3 2.64+0.5 4.3+0.5 6.6+0.8 9.840.9 7.440.9 6.141.0 4.94-0.7
20 : 4 3.440.8 3.74+0.3 5.14+0.3 6.74+1.0 3.840.1 4.44-0.2 7.141.4
20 : 5 12.64+1.0 8.51-2.4 21.564+1.8 28.34+2.3 28.74+1.6 22.44+4.1 14.34-0.7

niezidentyfikowany 0.740.1 0.64+0.1 0.0+ — 0.04+— 0.0 +— 0.940.1 1.340.05

unidentified

niezidentyfikowany 0.0+— 0.34+0.2 0.0 4+— 0.04+— 0.0+ — 0.0+ — 0.0+ —

unidentified
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24 :0
24:1
22 :6

3.64+0.3

10.8+1.5

0.0+ —

1.1+0.5 4.2404 5.4+1.1 2.5640.2 3.240.2 5.34+0.6
5.04+0.5 0.0+— 1.340.2 5.04-0.8 3.6+1.1 6.040.6
1.64-0.3 0.04— 0.04+— 0.0+— 1.940.2 0.04+—

Tabela 4. Sklad procentowy kwaséw tluszezowych estréw cholesterolu mézgowej mieliny szezuréw BD IX zatrutych MNU
Table 4. Percent composition of fatty acids in cholesteryl esters of the cerebral myelin in BD IX rats intoxicated with MNU

2 tygodnie 3 tygodnie 4 tygodnie 6 tygodni 8 tygodni 12 12tygodni
Kwasy tluszczowe Norma weeks weeks weeks weeks weeks weeks
Fatty acids Control group po zatruciu MNU
after MNU intoxication
14 : 0 2.840.5 3.564+0.4 6.240.6 4.74+0.7 2.64-0.4 3.240.6 43408
14 : 1 0.640.6 0.54+0.1 1.14+0.1 0.740.2 0.64+0.1 0.34+0.1 1.140.1
15:0 2.24-0.2 2.040.2 2.640.2 1.740.2 1.240.1 1.740.2 1.5640.1
16 : 0 22.84-0.7 19.54-0.7 23.74+1.0 20.04+1.0 12.64+1.9 17.56+1.5 20.3+1.7
16551 7.74+0.5 5.44-0.5 7.740.7 4.840.6 4.240.6 4.040.5 6.84+0.5
niezidentyfikowany 0.440.1 0.940.1 0.0+ — 0.04+— 0.0+ — 0.04+— 0.04+—
unidentified
17 :0 1.540.2 0.740.1 1.240.1 0.74-0.056 0.64+0.1 0.54+0.1 0.5+40.04
niezidentyfikowany 1.74-0.1 1.740.1 0.0+ — 0.04+— 0.04+— 0.04+— 0.04+—
unidentified
18 : 0 14.6+0.4 12.24-0.3 11.3+0.6 12.24+1.2 10.84-0.4 12.84-1.0 10.941.2
181 21.14+0.7 17.44+0.8 19.34+1.0 15.740.9 16.84+1.3 12.44-0.6 20.9+1.9
niezidentyfikowany 0.34+0.1 0.04+— 0.240.1 0.04— 0.04+-— 0.04— 0.0 +—
unidentified
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18 : 2

18 : 3
niezidentyfikowany
unidentified

20:0

20 :1
niezidentyfikowany
unidentified

20 : 2
niezidentyfikowany
unidentified
niezidentyfikowany
unidentified

20:3

20 : 4
niezidentyfikowany
unidentilied

20 :56
niezidentyfikowany
unidentified
niezidentyfikowany
unidentified

24 : 0

24 :1

49+14

0.9+0.1
0.3+40.1

1.140.1
0.840.1
0.04+—

0.84+0.1
0.6+0.1

0.0+ —

2.61+0.3

2.0+0.3
0.34+0.05

8.0+1.3
0.5+0.04

0.04+—

0.0+ —

1.54+0.3
0.0+ —

2.1+0.4 2.240.2 2.740.6 3.241.0 2.34+0.2 2.440.7
0.6+0.1 0.8+0.1 1.240.1 1.04+0.2 1.44+0.1 0.940.3
0.64+0.1 0.0+ — 0.4+0.1 0.04+— 0.0+ — 0.340,1
1.140.1 0.640.1 1.440.5 0.940.2 0.74£0.2 1.64+0.2
1.44+0.1 0.84+0.1 0.740.1 0.74-0.1 1.340.2 0.44+0.1
0.04— 0.0+ — 0.0+ — 0.34+0.1 0.4-+0.1 0.54+0.3
0.940.2 0.740.1 1.340.2 0.940.1 1.14+0.4 2.240.3
0.940.5 0.0+— 0.0+— 0.240.1 0.4-+0.1 0.04+—
0.64+0.1 0.04+— 0.0+ — 0.0+— 0.0+ — 0.04—
4.240.2 45404 41403 7.04+0.4 7.84+1.2 6.141.2
2.6140.1 2.340.1 3.31+04 3.6+0.1 5.7+1.5 1.74+0.4
0.740.2 0.0+ — 0.0+— 0.04+— 0.04+— 0.0+ 4+
18.6+1.6 13.54+1,0 21.442.0 26.7+2.7 20.94+2.0 143438
0.04+— 0.04+— 0.54+0.2 0.74+0.1 1.2403 1.140.2
0.04+— 0.04+— 0.7+0.2 0.6+0.1 0.04+— 0.04—
0.64-0.2 1.44+0.1 0.04+— 1.9+0.4 2.34+0.4 1.6+0.2
1.340.1 0.0 +— 1.840.1 1.440.5 14404 0.0+ —
0.04+— 0.0+ — 0.0+— 1.64-0.2 0.74+0.3 0.74+0.3

Liczha zwierzat w kazdej grupie: 6

Number of animals in each group: 6

Srednia - éredni blad éredniej
Mean + S.E.
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Nr 1 Lipidy moézgu w zatruciu MNU 65

Drugim odchyleniem w obrazie lipidow mieliny, wystepujacym w za-
truciu metylonitrozomocznikiem jest znaczny wzrost estryfikacji cho-
lesterolu. Jest to zmiana spotykana w szeregu procesow, prowadzgcych
do uszkodzenia oslonki mielinowej i to juz we wczesnym okresie cho-
roby, jeszcze przed pojawieniem sie odczynéw fagocytarnych. W opar-
ciu o wyniki wlasnych badan doswiadczalnych (Wender i wsp. 1978a, b)
stoimy na stanowisku, ze jest to zjawisko istotne w patomechanizmie
demielinizacji. Z problemem tym wigze sie S$cisle, szeroko dyskutowa-
ne zagadnienie pochodzenia kwaséw tluszczowych dla estryfikacji cho-
lesterolu w warunkach patologicznych. Borri i wsp. (1969) uwazaja,
ze nastepujace mechanizmy moga tutaj by¢ brane pod uwage: uwolnie-
nie kwasow tluszczowych z fosfolipidow, z ich nastepowym wychwyty-
waniem przez cholesterol mieliny i tworzeniem wigzania estrowego,
synteza de novo kwasow tluszezowych dla estryfikacji cholesterolu, mi-
gracja estrow cholesterolu z pradem krwi do tkanki nerwowej albo
tez bezposrednia transacylacja przez enzym analogiczny do acylotrans-
ferazy lecytyno-cholesterolowej. Wazny element do tej dyskusji wnio-
sty badania Eto i Suzuki (1973), ktorzy wykazali, ze oslonka mielino-
wa jest miejscem gdzie znajduje sie hydrolaza estrow cholesterolu. Po-
niewaz jednak dotychczas nie wykazano w warunkach in wvivo, ze
enzym ten moze spelnia¢ rowniez role syntetyzujgca, znaczenie jego
w procesie estryfikacji cholesterolu pozostaje w sferze hipotez.

Uzyskane przez nas wyniki badan skladu kwasow tluszczowych gtow-
nych fosfatydow ostonki mielinowej, w zestawieniu ze skladem kwasow
ttuszczowych estrow cholesterolu w zatruciu MNU, zdajg sie wyraznie
przeczy¢ mozliwosci, ze rozpad fosfatydow stanowi punkt wyjscia dla
uwolnienia kwasow tluszczowych, biorgcych nastepnie udzial w estry-
fikacji cholesterolu, w tym procesie doswiadczalnym. Przeczy temu
szczegolnie fakt, ze w lecytynie, plazmalogenie, sfingomielinie, jak i w
estrach cholesterolu mieliny stwierdzono wzrost zawartosci, w duzym
stopniu identycznych kwaséw tluszczowych wielonienasyconych. Sta-
nowi to kolejny argument na rzecz tezy, ze estryfikacja cholesterolu
w mielinie nie jest zmiang wtorng, zalezng od dzialania makrofagéw
na produkty rozpadu lipidow mieliny. Jako zrédio kwaséw tluszezo-
wych dla estryfikacji cholesterolu we weczesnym okresie uszkodzenia
ostonek mielinowych wchodzi przeto w rachube pula wolnych kwa-
séw tluszezowych tkanki nerwowej, chociaz nie mozna wykluczy¢ wzro-
stu ich syntezy. Potwierdza to naszg teze wysunieta w pracy na te-
mat obrazu kwasow tluszczowych lipidow mozgu w encefalopatii cy-
janowej (Wender, Adamczewska 1975), ze pod wplywem czynnikow
zewnetrznych dzialajgcych na ostonke mielinowa nastepuje zmiana
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warunkow determinujgcych aktywnos¢ enzymow estryfikujgcych cho-
lesterol oraz aktualnego stezenia i skladu substratéow w tkance ner-
wowej, co prowadzi do znacznej estryfikacji cholesterolu mieliny. Pro-
ces ten zdaje sie stanowi¢ ogdlny mechanizm zmieniajacy strukture
fizyko-chemiczng ostonki mielinowej w jej czesci lipidowej, chociaz
nie rozstrzyga jeszcze czy wczesniej nie dochodzi w niektérych warun-
kach do$wiadczalnych, do zmian biatkowych zaleznych od uaktywnie-
nia proteaz tkankowych (Gabrielescu 1978).

Przytoczone badania stanowig rowniez rozszerzenie dotychczasowych
naszych obserwacji wykazujgcych, ze zatrucie pochodnymi alkilowymi
nitrozomocznika powoduje zaburzenia metabolizmu struktur blonia-
stych tkanki nerwowej (Wender i wsp. 1978a). Pozostaje jednak na-
dal nie wyjasniony mechanizm, w jaki sposéb powstale w wyniku dzia-
tania nitrozomocznika koncowe lub posrednie metabolity, niezaleznie
od swego potencjalnego dzialania karcinogennego, zaburzaja meta-
bolizm ukladu mielina — komorka oligodendrogleju.

M. Bengep, A. ZKypaBcky, 3. AnamueBcka-TI'onnexeBud, O. Myasapex,
f. Crauucinascka, JI. TalbKOBCKa

KUPHBIE KUCJIOTHI JIUIIUAOB MMUEJIMHA MOSITA
TP OTPABJIEHUYM METUJHUTPO3OMOYEBUHON

Pe3momMme

UccunenoBalica obpa3 KMPHBIX KUCIOT hocdaTuaniaxonamuHa, IjasMajoreHa, CBUH-
TOMMEJIMHOB M CJIOKHBIX 9(MPOB XOJlecTepoJjia MMeJIMHAa MO3ra y B3pPOCIbIX KpPBIC
B/l IX, KOTOPbIM BBOAWIM BHYTPUMBEHHO B TedeHMe ouepeanbix 6 aueir 3% pacTBOp
MEeTMJIHUTPO30MOYEBMHBI 70301 60 Mr Ha Kr Beca Ha 2, 3, 4, 6, 8 u 12 Henear0 mocJe
nocyeaHeyt MHBbEKUMM. Pe3yabTaThl MCCIeZOBaHMA NPUBEIM K CIEAYIOUIMM BBIBOJAM:
1. Obpa3 XRMPHBLIX KMUCJIOT CBMHIOMMEJIMHOBON (pakuuyM MMuesuHa, KoTopas I0cle

orpaBienusa MHM culIbHO CHMUIKaeTCs, JeJjlaeTcsa MCKaXKEeHHbIM, npuyeM ocobeHHO

BUIMMO CHMIKEHMEe COJlepiKaHMUA HEPBOHOBOM KMUCJOTHI (24 :1), mpuM OJAHOBPEMEH-

HOM DPOCTE IIPOLIEHTAa MHOTOHEHACBIL[EHHbIX XXMPHBIX Kuciaor (20 : 3, 20 :5).

2. PochaTMIAMIAXONMH M IJIa3MajJiorTeH MueauHa nocJsie orpaBienusa MHM xapak-
TEepPU3yeTcs HEeNpPaBMIBHBIM COCTABOM JKMPHBIX KMCJIOT B (pOpMe IIPOLEHTHOTO
pocTa ABYX MHOTOHEHACBIIIEHHBIX KMPHBIX KMUCIOT (20 :5 m 22 :6) M ymMeHbIUEHUS
cofiepzKaHusA MaciAHOM Kucaorel (18:1).

3. Crnoxuble 9¢hbupsl, noABIAKIMecsa npu orpaBienuu MHM B 3Ha4YMUTENBHO yBeJM-
YEeHHOM KOJIMYeCTBe B MMEJMHOBOM (paKumuy MO3ra, XapakKTepu3yIOTCs BbIpa3u-
TeJIbHBIMM OTKJIOHEHMAMM B IPOLEHTHOM COCTaBe KMPHBIX KMCJOT, npuyeM 60Jb-
mle Bcero 6pocaercs B rJjasa pPOCT COJEP:KaHUA MHOTOHEHACHIIEHHBIX KMCJIOT
(20:3 n 22:6).

4. Pe3yJbTaThl MCCJIEOBAHMUA COCTABa IKMPHBIX KUCJIOT (PochaTHUAOB M CIOKHBIX
acupoB XoJiecTeposa mocie otpaBienus MHM pemmresibHO IIPOTUMBOPEYMUT TOMY,
yrobbl Dpaszyioxkenue GocharnaoB 6bLI0 B NpPOIECCe MMUEJMHOIATUM BBIXOJHBIM
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NYHKTOM YyBOJBHEHMUs IKMPHBIX KMCJIOT AJiAi (POPMMPOBAHMUA CJIOXKHBIX 3(pUPOB
XoJjiecTepoyia. OTO HABJAETCHA JOIOJHMUTEJIBHBIM apryMeHTOM HJA Te3uca, 4UTO
pe3Koe yBeJMuuYeHMe CJIOKHBIX 9(DMPOB XOJIecTepoJia MMueJIMHA ABJIAETCA OJHUM U3
OoJsiee paHHMX SABJIEHWMI, NPOMCXOAAIIMX B JUIMAHON MMEJIMHOBOM 060JI04YKe BO
BpeMs Ipolecca AeMUeIMHU3ALMUN.

M. Wender, A. Zérawski, Z. Adamczewska-Goncerzewicz, O. Mularek,
J. Stanistawska, D. Talkowska

FATTY ACIDS OF MYELIN LIPIDS OF THE BRAIN
IN METHYLNITROZOUREA (MNU) INTOXICATION

Summary
The fatty acids of phosphatidylcholine, plasmalogen and cholesterol esters
of the adult brain myelin were examined in BD IX rats which were given intra-
venous injections of 3% MNU in a dose of 60 mg/kg body weight, for 6 con-
secutive days. The studies were performed 2, 3, 4, 6, 8 and 12 weeks after the
last administration of MNU. The following conclusions were drawn:

1. The fatty acid composition of the sphingomyelin fraction of which the con-
tent in the myelin markedly decreased after MNU intoxication, was disturbed.
The most remarkable changes included the lowered level of nervonic acid (24:1)
and the rise of the content of polyunsaturated acids (20 :3 and 20 :5).

2. Phosphatidylcholine and plasmalogen were characterized by the increased pro-
portion of two polyunsaturated acids (20 :5 and 22:6) and the diminished content
of oleic acid (18 :1).

3. The cholesterol esthers, which during MNU intoxication occur in increased
quantities, contained strikingly increased proportion of polyunsaturated acids 20 : 3
and 22:6.

4. The above results contradict the hypothesis that degradation of phosphatides
be the trigger of the release of fatty acids for the esterification of cholesterol
in the process of myelinopathy. This provides further support to the idea that
a rapid increase of cholesterol esterification in myelin is one of the early events

occurring in the lipid layer of the myelin sheath in the course of demyeli-
nation.
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SPRAWOZDANIE
ZE ZJAZDU NIEMIECKIEGO STOWARZYSZENIA NEUROPATOLOGOW

I NEUROANATOMOW
(ESSEN, 14—16 WRZESNIA 1979)

XXIV doroczny Zjadz Niemieckiego Stowarzyszenia Neuropatologéw i Neuro-
anatomoéw, zorganizowany przez kierownika Zakladu Neuropatologii miejscowego
Uniwersytetu, prof. dr L. Gerhard, odby! sie w biezacym moku w Essen (Nadre-
nia). Do udzialu w nim zostala zaproszona duza grupa czlonkéw Stowarzyszenia
Neuropatologéw Polskich.

Tematyka zjazdu dotyczyla dwoéch zagadnien: 1) probleméw immunologicznych
w neuropatologii, ze szczegélnym uwzglednieniem wplywu immunosupresji i nie-
wydolno$ci procesO6w immunologicznych na przebieg reakcji morfologicznych
w ukladzie nerwowym i 2) do$wiadczalnej neuropatologii. Dopuszczone byly poza
tym tematy wolne.

Zjazd zostal zainaugurowany referatem okolicznosciowym prof. Petersa, wy-
gloszonym z okazji 100 lecia urodzin jednego z klasykéw mneuropatologii, Waltera
Spielmeyera. Referat stanowil interesujgcy przeglad historyczny wezesnego okre-
su rozwoju tej dziedziny wiedzy.

Pierwsza sesje maukowg rozpoczal wyklad Oehmichera z Tibingen na temat
komorek immunoreaktywnych w o$rodkowym wukladzie nerwowym. Autor stwier-
dzil, ze w warunkach normy, znajdujace sie w moézgu limfocyty B i T oraz mo-
nocyty wystepuja wylgcznie w przestrzeniach okotonaczyniowych i plynowych.
Z dyskutowanych przez niego danych na temat odczynow komoérkowych w sta-
nach patologicznych na uwage zastuguje twierdzenie, ze komoérki reaktywne
okreslane jako progresywnie zmieniony mikroglej sg pochodzenia monocytar-
nego.

Morfologie procesé6w zapalnych w osrodkowym ukiadzie nerwowym przy su-
presji immunologicznej i defektach immunologicznych, w oparciu o bardzo ob-
szerny material wilasny (376 autopsji), przedstawit Budka (Wieden). Autor pod-
kreslil, ze w warunkach supresji immunologicznej nastepuje, zar6wno w zaka-
zeniach bakteryjnych jak i w grzybiczych, wyrazny wazrost rozleglosci i cha-
rakteru martwiczego uszkodzenia oraz zmniejszenie iloSci komoérek wielojgdrza-
stych w maciekach komoérkowych.

Z polskich uczestnikéw sympozjum na pierwszym posiedzeniu Krajewski (War-
szawa) przedstawil przypadek gruzliczego zapalenia opon i moézgu u chorego le-
czonego immunosupresjg po transplantacji nerek, a Markiewicz (Warszawa) mor-
fologie ostrego zapalenia rogéw przednich rdzenia kregowego u dzieci z nie-
wydolnoscig reakcji immunologicznych.

c.d. na str. 82
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JOZEF SZCZECH

AKTYWNOSC FOSFATAZ 1 ESTERAZ W CIELE MIGDALOWATYM
SZCZURA W NASTEPSTWIE ZATRUCIA
p-TOLUENOSULFANILIDEM ETYLORTECIOWYM *

Zaktad Neuropatologii AM, Poznan
Kierownik Zakladu: prof. dr M. B. Kozik

P-toluenosulfanilid etylorteciowy jest czynnym skladnikiem zapra-
wy nasiennej uniwersalnej zwanej takze mieszankg U. Ten arylowy
zwigzek rteci jest szeroko uzywany w rolnictwie jako s$rodek ochrony
roslin o wlasciwosciach grzybobdjezych.

O dzialaniu toksycznym mieszanki U w odniesieniu do ludzi i zwie-
rzat brak blizszych danych, W przypadkach sporadycznych zatruc
pracownikéw rolnych, obok objawoéw ogdélnych, obserwowano zaburze-
nia w przyjmowaniu pokarmoéw, ktore manifestowaly sie wzmozonym
faknieniem. Stagd wydawalo sie uzasadnione podjecie badan doswiad-
czalnych nad wplywem p-toluenosulfanilidu etylorteciowego na obraz
histoenzymatyczny ciala migdatowatego.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 26 szczurach rasy Wistar, o ciezarze cia-
la wynoszacym 190 g, ktéorym podawano dozoladkowo w odstepach
2 dniowych 10 dawek mieszanki U w ilosci po 0,2 g na dawke. Grupe
kontrolng stanowilo 5 szczuréw odzywianych tak samo jak zwierzeta
doswiadczalnie, ktorym zamiast mieszanki U wprowadzano dozolgdko-
wo wode wodociggowa. Po zakonczonym doswiadczeniu szczury wa-
zono, a nastepnie usmiercano w narkozie eterowej przez przeciecie
serca i wykrwawienie. Mézgowie utrwalano w plynie Baker’a w temp.
4°C przez 16 godzin i przeznaczano je do badan histopatologicznych
oraz histoenzymatycznych. Skrawki parafinowe barwiono hematoksy-

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego nr 10.4.2.02.3.5.
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ling-eozyng oraz fioletem krezylu. Skrawki ciete na mikrotomie mro-
zeniowym stuzyly do wykrywania aktywnosci nastepujacych enzymow:
pyrofosfatazy tiaminowej (TPPaza) (E.C. 2.5.1.3) * wg metody Novikoff’a
i Goldfischer’a (1961), esterazy nieswoistej (NsE) (E.C. 3.1.1.1) wg me-
tody Nachlas’a i Seligmann’a (1949), fosfatazy zasadowej (FZ) (E.C.
3.1.3.1) wg metody Gomori’ego (1953), acetylocholincesterazy (AChE)
(E.C. 3.1.1.7) wg metody Koelle w modyfikacji Gerebtzoff’a (1953),
cholinoesterazy nieswoistej (ChE) (E.C. 3.1.1.8) wg metody Koelle w mo-
dyfikacji Gerebtzoff’a (1953), fosfatazy kwasnej (FK) (E.C. 3.1.3.2) wg
metody Gomori’ego (1953), adenozynotrojfosfatazy (ATPaza) (E.C. 3.6.1.3)
wg metody Wachstein’a i Meisel’a (1957).

WYNIKI
Obraz kliniczny

U zwierzat doswiadczalnych nie obserwowano wymiernych objawéow
zatrucia. Szczury chetnie spozywaly pokarm i nie wykazywaly istot-
nych roéznic w cigzarze ciala pomiedzy okresem poprzedzajgcym do-
swiadczenie i po jego zakonczeniu. Niektore osobniki z grupy doswiad-
czalnej wydawaly sie by¢ bardziej spowolniale w stosunku do szczurow
grupy kontrolnej.

Zmiany morfologiczne

W wiekszosci przypadkéw na obszarze ciala migdatowatego widocz-
ne byly zmiany naczyniowe, glejowe oraz zmiany zwyrodnieniowe
neuronéw. Zmiany naczyniowe (ryc. 1) polegaly na obrzmieniu i roz-
plemie $rédblonkow naczyn, naciekach limfocytarnych w S$cianie na-
czyn i poszerzeniu przestrzeni okolonaczyniowej. Jadra niektorych ko-
morek glejowych ulegaly powiekszeniu, a ich chromatyna rozluznieniu.
Sporadycznie obserwowano skupianie sie kilku komorek glejowych
wokél neurocytow. Zmiany te byly widoczne czesciej w jadrze koro-
wym i przySrodkowym niz w pozostalych jadrach ciala migdatowatego.
Zmiany w komoérkach nerwowych po zatruciu mieszankg U polegaly na
obkurczeniu neurocytow oraz ciemnym wybarwieniu ich cytoplazmy.
Rzadziej w cytoplazmie neurocytéw pojawialy sie wodniczki. Zwyrod-
nienia neuronalne o typie schorzenia przewleklego Nissla obserwo-
wano w licznych komoérkach jader grupy korowo-przysrodkowej (ryc.
2). Natomiast w neurocytach jader zespolu podstawno-bocznego ciala

* Numer listy enzyméw (Florkin, Stotz 1973).
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migdatlowatego zmiany te wystepowaly jedynie w pojedynczych neu-
ronach.

Zmiany histoenzymatyczne

Pyrofosfataza tiaminowa (TPPaza). Dozolagdkowe podawa-
nie mieszanki U wywoluje na obszarze ciala migdalowatego szczura
wyrazny wzrost aktywnosci pyrofosfatazy tiaminowej (ryc. 3a i b).
Reakcja enzymatyczna narasta zaro6wno w aparacie Golgiego neu-
rocytow, jak i w Scianach naczyn krwiono$nych. Opisane zmiany obej-
muja cale cialo migdatowate, jednak wyrazniejszy wzrost aktywnosci
TPPazy widoczny jest w komoérkach nerwowych jadra podstawnego
w poréwnaniu z neuronami pozostalych jader ciala migdatowatego.

Nieswoista esteraza (NsE). W poréwnaniu z grupg zwie-
rzat kontrolnych podawanie mieszanki U wywoluje u szczurow do-
swiadczalnych umiarkowany spadek aktywnosci enzymatycznej w ko-
morkach nerwowych oraz w pericytach naczyn. W wyniku delikatnej
dyfuzji produktu reakcji enzymatycznej do otoczenia (ryc. 4a i b), za-
rys neurocytow i pericytow staje sie lekko nieostry. Spadek aktyw-
nosci NsE jest wiekszy w jadrze korowym, srodkowym i przysrodko-
wym niz w jadrze podstawnym.

Fosfataza zasadowa (FZ). W wyniku przeprowadzonego do-
$wiadczenia mozna zaobserwowaé¢ spadek aktywnosci FZ w $cianach
naczyn wlosowatych. W wigkszych naczyniach krwiono$nych widocz-
na jest wyrazna aktywnos¢ FZ. W jadrze podstawnym grzbietowym
oraz w jadrze korowym staby odczyn enzymatyczny obserwuje sie
takze w pojedynczych neurocytach, podobnie jak w grupie kontrolnej.

Acetylocholinoesteraza (AChE). Znaczny spadek lub zanik
aktywnosci acetylocholinoesterazy w przebiegu zatrucia p-toluenosul-
fanilidem etylorteciowym ma miejsce w duzej liczbie neurocytow oraz
w neuropilu jagder zespolu korowo-przysrodkowego (ryc. 5a i b). Zmia-
ny sa bardziej nasilone w bocznej czesci jadra srodkowego niz w ja-
drze korowym. Natomiast w bocznej czesci jadra podstawnego spa-
dek aktywnosci AChE jest znacznie mniejszy i mozna tu wykaza¢ wy-
razng aktywnos¢ AChE zaréwno w neurocytach, jak i w neuropilu.

Nieswoista cholinoesteraza (ChE).” Podawanie mieszan-
ki U powoduje znaczny spadek aktywnosci tego enzymu w Scianach
naczyn krwiono$nych ciala migdalowatego. Spadek lub nawet zanik
aktywnosci ChE jest szczegdlnie wyrazny w naczyniach krwionosnych
jadra $rodkowego, przysrodkowego i korowego. W naczyniach krwio-
no$nych jadra podstawnego aktywnos¢ tego enzymu pozostaje wyraz-
na. Utrzymuje sie réowniez sladowy odczyn w neuropilu tego jadra.

http://rcin.org.pl



74 J. Szczech Nr 1
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Ryc. 1. Jadro korowe ciala migdatowatego. Nacieki w $cianie maczynia i posze-
rzenie przestrzeni okotonaczyniowej. Pow. 320 X,

Fig. 1. Cortical nucleus of corpus amygdaleum. Infiltrations in vessel wall and
dilatation of perivascular space. X 320.

Rye. 2. Jadro korowe ciala migdalowatego. Obkurczenie neurocytéw. Pow. 800 X.
Fig. 2. Cortical nucleus of corpus amygdaleum. Neurocyte shrinkage. X 800.
Ryc. 3. a) Grupa kontrolna. Aktywno§é TPPazy w jadrze podstawno-grzbieto-
wym ciala migdalowatego. Pow. 320 X. b) Grupa doswiadczalna, Znaczny wazrost

aktywno$ci TPPazy zar6wno w neurocytach jak i w mnaczyniach wlosowatych.
Pow. 320 X.

Fig. 3. a) Control group. TPPase activity in the basal-dorsal nucleus of corpus
amygdaleum. X 320, b) Experimental group. Marked increase of TPPase activity
both in neurocytes and in capillary vessels. X 320.

Fosfataza kwas$na (FK)., W pordéwnaniu z grupg kontrolng
aktywnose fosfatazy kwasnej po podawaniu p-toluenosulfanilidu ety-
lorteciowego znacznie spada we wszystkich zespolach komorkowych
ciala migdalowatego. Nasilenie tych zmian jest jednak wyrazniejsze
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Ryc. 4. a) Grupa kontrolna. Aktywnos¢ NsE w jadrze podstawno-grzbietowym ciala
migdatowatego. Pow. 128 X, b) Grupa doswiadczalna. Jadro korowe ciala migda-
lowatego. Wyrazny spadek aktywnosci NsE, Pow. 80 X.

Fig. 4. a) Control group. NsE activity in the basal-dorsal mnucleus of corpus
amygdaleum. X 128. b) Experimental group. Cortical nucleus of corpus amygda-
leum, marked decrease of NsE activity. X 80.

Ryc. 5. a) Grupa kontrolna. Aktywnos¢ AChE w czes$ci grzbietowej ciala mi-
gdatowatego. Pow. 27 X, b) Grupa doswiadczalna. Po podawaniu p-toluenosul-
fanilidu etylorteciowego widoczny jest spadek aktywnosci AChE. Pow. 27 X.

Fig. 5. a) Control group. AChE activity in the dorsal part of corpus amygda-
leum. X 27. b) Experimental group. Decrease of AChE activity after administra-
tion of ethylmercury p-toluenosulphanilide, X 27.

w neurocytach jader zespolu podstawno-bocznego (ryc. 6a i b) w po-
rownaniu z jadrami zespolu korowo-przysrodkowego.
Adenozynotrojfosfataza (ATPaza). W stanach prawidlo-
wych aktywnos¢ ATPazy wystepuje przede wszystkim w $cianach na-
czyn krwiono$nych oraz w przynaczyniowych wypustkach astrogleju.
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Ryc. 6. a) Grupa kontrolna. Aktywno$¢é FK w neurocytach jadra podstawno-
-brzusznego ciata migdatlowatego. Pow. 320 X. b) Grupa dos$wiadczalna, Znaczny
spadek aktywnos$ci enzymatycznej w neurocytach tego samego jadra. Pow. 320 X.

Fig. 6. a) Control group. FK activity in neurocytes of the basal-ventral nucleus
of corpus amygdaleum. X 320. b) Experimental group. Marked decrease of enzy-
me activity in neurocytes of the same nucleus. X 320.

Kyc. 7. a) Grupa kontrolna. Aktywnos¢ ATP-azy w jadrze podstawno-brzusznym

ciala migdalowatego. Zywy odczyn w naczyniach wlosowatych i w gleju okoto-

naczyniowym. Pow, 128 X. b) Grupa do$wiadczalna. Zanik aktywno$ci ATP-azy

w przynaczyniowych wypustkach astrogleju i oslabienie odczynu w $cianach

naczyn wilosowatych. Pojawia sie staba dyfuzyjna reakcja enzymatyczna w cyto-
plazmie neurocytéw. Pow. 128 X.

Fig. 7. a) Control group. ATPase activity in the basal-ventral nucleus of corpus

amygdaleum, Strong reaction in capillary vessels and perivascular glia. X 128.

b) Experimental group. Disappearance of ATPase activity in the perivascular

as‘hmcytlc processes and weakening of the reaction iin the capillary walls. Weak
diffuse enzymatic reaction in theé meurocytes cytoplasm. X 128.
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W przebiegu omawianego doswiadczalnego zatrucia p-toluenosulfanili-
dem etylorteciowym dochodzi do wyraznego obnizenia aktywnosci
ATPazy w naczyniach wlosowatych przy dobrze zachowanym odczy-
nie w naczyniach przedwlosowatych i matych tetniczkach (ryc. 7a i b).
Zwraca takze uwage catkowity zanik aktywnosci ATPazy w przynaczy-
niowych wypustkach astrogleju oraz czesto pojawienie sie dyfuzyjne-
go odczynu dla ATPazy w neurocytach. Zmiany te majg charakter
uogolniony i obejmuja wszystkie jadra ciala migdalowatego.

OMOWIENIE

Coraz powszechniejsze stosowanie zwigzkéw organicznych rteci jako
¢érodkow ochrony roslin stwarza mozliwosé niekorzystnego oddzialy-
wania ich na populacje ludzi, zwierzat i roslin. Przypadki sporadycz-
nych i masowych zatru¢ pestycydami wywolaly zywe zainteresowanie
mechanizmem toksycznego dzialania roéznych zwigzkow rteci o takich
wilasciwosciach (Bidstrup 1964; Garman i wsp. 1975).

Przedstawione badania histoenzymatyczne potwierdzajg zlozony i réz-
norodny charakter zmian wystepujacych w obrebie ciala migdatowa-
tego w nastepstwie toksycznego dzialania p-toluenosulfanilidu etylo-
rteciowego.

Ware i wsp. (1974) w badaniach wykonywanych na szczurach za-
truwanych akilowymi zwigzkami rteci zaobserwowali przechodzenie
albuminy znakowanej blekitem toluidyny ze $wiatla naczyn krwio-
no$nych do tkanki nerwowej. Zmiany aktywnosci histoenzymatycznej
zaobserwowane na obszarze ciala migdalowatego po podawaniu mie-
szanki U mogg s$wiadczy¢ o dysfunkcji blon biologicznych. Przema-
wia za tym spadek aktywnosci nieswoistej cholinoesterazy, ade-
nozynotrojfosfatazy, fosfatazy kwasnej i zasadowej. Wedlug badan
elektronowo-mikroskopowych Jo6 i Varkonyi (1969) oraz badan histo-
enzymatycznych (Kozik, Szczech 1977) cholinoesteraza nieswoista jest
Scisle zwigzana z blong podstawng naczyn krwionoénych. Natomiast
produkty reakcji na aktywnos$¢ adenozynotrojfosfatazy i fosfatazy za-
sadowej zwigzane sg ze strukturami bloniastymi komorek tkanki ner-
wowej (Vorbrodt 1975).

Godne podkreslenia wydaje sie spostrzezenie, ze spadek aktywnosci
wymienionych enzymoéw jest wyrazniejszy niz zmiany aktywnosci fos-
fatazy kwasnej i nieswoistej esterazy, enzymow zwigzanych ze struk-
turami Srédplazmatycznymi. Moze to przemawia¢ za wiekszym i wcze-
$niejszym uszkodzeniem struktur bloniastych w poréwnaniu z uszko-
dzeniem struktur s$rédplazmatycznych. Spadek aktywnosci acetylocho-
linoesterazy by¢ moze spowodowany jest inaktywacja enzymu, a by¢
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moze uposledzeniem jego syntezy w nastepstwie uszkodzenia struktur
zakonczen synaptycznych. Z pracy Grottela i Kozika (1977) wynika, ze
niektore zwiazki rteci powoduja uszkodzenie zakonczen presynaptycz-
nych. By¢ moze wlasciwosci takie przejawia rowniez p-toluenosulfa-
nilid etylorteciowy.

Osobnym zagadnieniem wynikajacym z przedstawionego materiatlu
jest topografia zmian na obszarze ciala migdalowatego i ewentualne
korelacje neurofizjologiczne. W zatruciu sublimatem (Kozik i wsp.
1977a), kalomelem (Kozik i wsp. 1977b) i niektéorymi pestycydami rte-
ciowymi (Kozik, Wigowska-Sowinska w druku), obserwowano spadek
laknienia i obnizenie ciezaru ciala zwierzat, podczas gdy w zatruciu
p-toluenosulfanilidem etylorteciowym stan somatyczny szczuré6w na
0og6él byl dobry, a w szczeg6lnosci nie stwierdzano utraty Ilaknienia
i spadku ciezaru ciala. Zjawisko to nie jest latwe do wyjasnienia, mo-
ze jednak wskazywa¢ na zréznicowang wrazliwos¢ poszczegélnych oko-
lic mézgu na dzialanie okreslonych zwigzkéw chemicznych.

W nawigzaniu do prac neurofizjologicznych (Fonberg 1974) warto
wspomnie¢, ze cialo migdalowate, a zwlaszcza jego cze$¢ grzbietowo-
-boczng okresla sie mianem ,korowego centrum sytosci”. W przepro-
wadzonych badaniach najwieksze zmiany histoenzymatyczne i histopa-
tologiczne wystepowaly w jadrach grupy korowo-przysrodkowej, zlo-
kalizowanej przypodstawnie i przysrodkowo na obszarze ciala migdato-
watego. W korelacji z takim obrazem morfologicznym i histoenzyma-
tycznym mozna by sie spodziewaé¢, ze efekt neurofizjologiczny w za-
truciu p-toluenosulfanilidem etylorteciowym bedzie wywolany przewa-
ga bodzcow plyngcych z zachowanej, boczno-podstawnej czesci ciala
migdatowatego. Powinno to spowodowaé¢ brak laknienia i w konsek-
wencji spadek ciezaru ciala zwierzat doswiadczalnych. Sytuacji takiej
jednak nie bylo. By¢ moze zatem, mimo wiekszego uszkodzenia koro-
wo-przysrodkowej grupy jader, zachowane tutaj jeszcze neurony kom-
pensowaly czynnos$ciowo ,uczucie glodu” i dlatego nie obserwowano
spadku ciezaru ciala badanych zwierzat. Aczkolwiek rozwazania te ma-
ja charakter hipotetyczny, to jednak wydaje sie, ze warto o nich wspom-
nie¢ na marginesie zmian morfologicznych i histoenzymatycznych ob-
serwowanych w ciele migdalowatym po zatruciu p-toluenosulfanilidem
etylorteciowym.

WNIOSKI

1) Dozolgdkowe podawanie p-toluenosulfanilidu etylorteciowego pro-
wadzi do szeregu zmian morfologicznych i histoenzymatycznych w obre-
bie ciala migdalowatego szczura.
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2) Zmiany morfologiczne polegaja na obrzeku i rozplemie srodblon-
kéw i na zwyrodnieniu szeregu neuronow. Stopien zmian morfologicz-
nych jest wiekszy w jadrach zespolu korowo-przysrodkowego niz w ja-
drach zespolu podstawno-bocznego ciala migdalowatego.

3) Zmiany histoenzymatyczne polegaja na spadku aktywnosci NsE,
FZ, FK, AChE, ChE i roéwnoczesnym wzroscie aktywnosci TPPazy.
Wigkszy stopien tych zmian ma miejsce rowniez w jadrach zespolu ko-
rowo-przysrodkowego w poréwnaniu z jadrami zespolu podstawno-bo-
cznego ciala migdalowatego.

4) Zroéznicowanie zmian morfologicznych i histoenzymatycznych po-
miedzy zespolem jader korowo-przysrodkowym i podstawno-bocznym
nie powoduje w tych warunkach do$wiadczalnych efektow fizjologi-
cznych w postaci zaburzen laknienia.

}O. IIyex

AKTUBHOCTDb ®OCPATA3 U SCTEPA3 B MUHJAJEBUIHOM AJIPE KPBICHI
BCJIEICTBME MHTOKCUKAIIMM DOTUJIOPTYTHBIM
ITAPA-TOJIYOJCYJIbPAHUINIOM

Pes3wome

OTUIIOPTYTHBI Napa-TOJyoJiCyibManuiny yrnoTpebiserca B CEJIbCKOM XO3ANCTBE
KaK CpeJCTBO 3aluuThl pacTeHuit. OTpaBjieHMe 3TUM COEJMHEHMEeM BbI3BIBAET M. IIP.
paccTpoycTBo anmneruTa. JJAsA Jyyllero BbIACHEHMA IIaTOMeXaHM3Ma STOro ABJIEHUSA
aBTOP pPelInJ INPOCIeAUTh M3MEHEHMS 9SH3MMAaTUYECKOM aKTMBHOCTU B MMUHJAJIEBUI-
HOM fAJipe KpPBICHL

UcenenoBanus npoBoauiuch Ha 26 Kpbicax IjieMeHu Bucrap, KOTOPBIM 3TO COeAM-
HEeHMEe IIoJlaBajioCch MAoXKelnyno4dHo mo 0,2 r B Tedenme 10 aueit. 3aTeM IKMUBOTHBIX
yMepLIBIAAM B 9(DMPHOM HapKo3e, 6panm obpasubl Mo3ra, oMkcupoBaau mnx 16 yacos
B Xujakoctu Bekepa B Temmneparype 4°C, a 3aTeM Ha 3aMOPOXKEHHBIX OTpe3Kax
NPOU3BOAMIIM TUCTOSH3MMATUYECKME DPeaKUMyu JJIA MUCCIeOBAaHMUA aKTMBHOCTU HEKO-
TOpbIX (hocchaTasz m acrepas.

B npoBenennbix wucciepoBanuAx Habiroganauchs u3MeHeHMA AKTMBHOCTM psAAa
9H3MMOB B OTJIeJbHBIX KOMIIJIEKCAX MMHIAJIEBUIHBIX sJ€P. DTU U3MEHEHMS COCTOSAJN,
raaBHbIM 00pa30M, B CHMIKEHMM 9SH3UMMATUYECKOM aAKTMBHOCTM B KODPTUKO-MeAMANb-
HBIX #AJpaxX II0 cpaBHeHMIO C Da3zasibHO-JIaTepasIbHBIMMU SAPaAMM.

ITopguepkuBaeTca ocobeHHas YYyBCTBUTEJIbHOCTH OTAENbHBIX MMHIAJNEBUAHBIX sSMEpP
K STUJIOPTYTHBIM I1apa-TOJyoJICydb(aHUINAAM, YTO MOKeT OBbITh OJHUM M3 SJEeMeH-
TOB BBIACHEHMs IIaTOreHe3a pacCTPOMCTBA anmneTuTa, HaOJNIOJaeMOro npu AaHHOM
MHTOKCUKALIUN.

J. Szczech

THE ACTIVITY OF PHOSPHATASES AND ESTERASES IN CORPUS
AMYGDALEUS OF THE RAT FOLLOWING INTOXICATION
WITH ETHYLMERCURY P-TOLUENESULPHOANILIDE

Summary

Ethylmercury p-toluenesulphoanilide 1s being used in agriculture for plant
protection. Intoxications with this compound cause among others disturbances
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of appetite. In order to elucidate the pathomechanism of these disturbances, the
changes of the enzymes activities in corpus amygdaleus were measured.

The studies were performed on 26 Wistar rats, which were given the com-
pound intragastrically for 10 consecutive days in 0.2 g doses. The rats were
sacrificed under ether anesthesia, the brains were collected and fixed in Baker’s
solution for 16 h at 4°C. Thereafter frozen slices were prepared and subjected
to histoenzymatic reactions for a number of phosphatases and esterases.

The studies revealed changes in a number of enzyme activities in the parti-
cular nuclei of corpus amygdaleus. The changes mostly consisted in the de-
creased activity in the group of cortical-paramedial nuclei as compared to the
group of basal-lateral nuclei.

The high sensitivity of the particular groups of corpus amygdaleus nuclei to
ethylmercury p-toluenesulphoanilide is emphasized in view of their relation to
the pathogenesis of the disturbances of appetite observed during intoxication.
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c.d. ze “str. 70

Simon i Werner z Monachium omoéwili wplyw promieniowania jonizujgcego
w dawce 300 r, 24 godz. przed zakazeniem, na rTozwéj doswiadczalnego wiruso-
wego zapalenia moézgu i rdzenia, wykazujac, ze w tych warunkach dochodzi do
op6znienia i zaburzenia antywirusowych reakcji immunologicznych. Jellinger
i wsp. (Wieden) wysuneli, w oparciu o analize morfologiczng nietypowego zapa-
lenia moézgu, wykazujacego morfologiczne podobienstwo do zwyrodnien ukiado-
wych moézdzku i pnia mozgu, przypuszczenie, ze zapalne zwyrodnienie wuklado-
we os$rodkowego ukladu nerwowego moze byé wyrazem defektu immunologicz-
nego. W sesji tej Dambska i wsp. (Warszawa) przedstawili referat na temat pa-
tomorfologii gruzliczego zapalenia opon i mézgu u niedojrzatych kroélikéw. Autor-
ki stwierdzily, Zze natezenie reakcji zapalnej w moézgu oraz charakter naciek6w
komoérkowych sg w tym modelu do§wiadczalnym zalezne nie tylko od dawki wpro-
wadzonych pratkéw, ale takze od wieku zakazonego zwierzecia.

Rothemund i wsp. (Monachium i Hannover) opisali interesujgcy przypadek za-
palenia mézgu u dziecka z rzadkim zespolem mniedoboru przeciwciat (obnizenie
poziomu immunoglobulin IgA, IgG i IgM) oraz obnizenie liczby limfocytéw T,
przy wzroscie liczby limfocytéw B. Bardzo wazne zagadnienie dojrzewania ukla-
du immunologicznego omoéwily w swoim referacie Stoltenburg-Didinger i wsp.
(Berlin), wykazujagc na podstawie analizy obrazu morfologicznego reakeji zapal-
nych w oérodkowym ukladzie nerwowym, ze wewngtrzmaciczne zakazenie ptodu
stymuluje synteze immunoglobulin.

Kilka doniesien zjazdowych dotyczylo zjawisk immunologicznych w choro-
bach demielinizacyjnych. Meyermann i wsp. (Getynga i Wiirzburg) wykazali w spo-
s6b przekonujgcy, ze zakazenie wirusem korona IHM stanowi dobry model do
badan demielinizacji uwarunkowanej zakazeniem wirusowym, Koestner i wsp.
(Columbus) przedstawili dobrze udokumentowane dane $wiadczace, ze wstrzyk-
niecie swoistych przeciwcial antymielinowych moze prowadzi¢ do demielinizacji,
co stawia w nowym S$wietle od dawna dyskutowany problem roli przeciwcial krag-
zgcych w rozwoju demielinizacji. Weinrauder i wsp. (Warszawa) oméwili wyniki
badan na temat swoistych antygenéw glejowych, udowadniajac, ze komoérki gle-
jowe hodowane in vitro sa w stanie produkowaé te antygeny. Wender i wsp.
(Poznan) przedstawili badania dotyczace znaczenia reakcji blastycznej w wezlach
chionnych dla rozwoju alergicznego zapalenia moézgu i rdzenia. W dwoch donie-
sieniach, jednym bardziej optymistycznym (Lassmann i wsp. Wieden, Nowy Jork)
i drugim bardziej ostroznym (Cuypers i Roggendorf Berlin) omoéwiono znaczenie
przewleklego, przebiegajagcego rzutami alergicznego zapalenia moézgu i rdzenia,
jako modelu doswiadczalnego stwardnienia rozsianego. Goncarzewicz (Poznan)
przedstawil badania ultrastrukturalne materialu autopsyjnego od chorych na
stwardnienie rozsiane, a Kozik i Wender (Poznan) badania histochemiczne przy-
padkéow podostrego zapalenia moézgu i rdzenia.

Drugi gléwny temat zjazdu — neuropatologia do$wiadczalna — dotyczyl sze-
rokiego kregu zagadnien, ktére tylko z duzym trudem mozna uja¢ w grupy. Z prac
poswieconych niedokrwieniu mézgu na uwage zastuguje doniesienie przedstawio-
ne przez Lazarewicza i wsp. (Warszawa), w ktérym wysunal on, w oparciu o ba-
dania wykonane na chomiku mongolskim, teze, ze degradacja fosfolipidow w sy-
naptosomach odgrywa istotng role¢ w mechanizmie uszkodzenia moézgu w ische-

c.d. na str. 120
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SOME PROBLEMS OF THE DEVELOPMENT
AND AGING OF NERVOUS SYSTEM

III. THE MOTOR CELL OF THE ANTERIOR HORN OF SPINAL CORD
IN VARIOUS PERIODS OF LIFE

Department of Neurology, Medical Academy, Warszawa
Head: prof. dr I. Hausmanowa-Petrusewicz

Quantitative methods were frequently applied for determination of
the number of nerve cells in the cerebral cortex in man and animals.
The size and number of the cells were also estimated in the anterior
horn of the spinal cord of monkeys and cats (Spraque, 1951; Schadé,
1964). In humans the absolute number of cells in certain nuclei of ante-
rior horn was calculated in patients dying from acute poliomyelitis
(Sharrard, 1962). The absolute number of motor cells in the entire lum-
bo-sacral segment in man amounts to 52000—62000 (Tolimson et al.,
1973), most of them in the Ls segment (Irving et al., 1974).

The small number of works dealing with quantitative evaluation of
anterior horn cells in humans probably reflects difficulties with esta-
blishing which groups of anterior horn cells are connected with par-
ticular muscles. Most of the work on this subject was done on expe-
rimental animals. Precise localization of various groups of motor cells
for various muscles in human, elaborated by Sharrard (1955) was
achieved with the lumbo-sacral segment of the spinal cord. :

In the present work the Cg—Th; segment, in particular the group
of cells connected with the ulnar nerve were chosen. This choice was
predicted from electrophysiological evaluation of a peripheral nerve.
Groups of motor neurons, distinctly discernible in mammals (Hughes,
1968) are connected with well defined groups of muscles.

According to the proximal-distal direction of fetal development the
motor neurons for the most proximal muscle groups, namely the pa-
ravertebral and shoulder-girdle muscles develop earliest in the cranial
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segments of the spinal cord and in those located more medially. Accord-
ing to the same principle, groups of cells for most distal muscles lo-
cated in lower segments of the spinal cord and most dorsally and la-
terally appear later (Hughes, 1968). The cells connected with the ulnar
nerve appear in the distal part of the Cg segment as a separate group,
approximately in the 9th—10th week of fetal life (Shulejkina, 1958,
1959). This is the retroposterolateral group which is connected with
innervation of the most distal part of the limb (Riley, 1943; Sharrard,
1962). It is present only in the lower half of the Cs segment and in
the Th; segment of the spinal cord, and is situated dorsally from the
group of cells which extends from the Cg level and is connected with
the median nerve.

In view of the lack of exact data about the localization of the ulnar
nerve nucleus, including its beginning and end, and of the fact that the
size of its motor cells shows variation (Rexed, 1964) such a quantita-
tive method of investigation was chosen which permitted only a rela-
tive evaluation of the number of motor cells in the nucleus of the
ulnar nerve.

MATERIAL AND METHODS

The material consisted of human fetuses as well as subjects deceased
at the age from one day to 93 years and was divided into 4 groups:
group I — fetal cases; group II — cases aged from 1 day to 3 years
with diseases not affecting the nervous system; group III — cases
aged 15—58 years with diseases not affecting the spinal cord; group
IV — cases aged 72—93 years, with brain stroke. The spinal cord of
fetuses obtained from cases of pregnancy interruption for medical and
social indications, and spontaneous abortions, was taken for exami-
nations 1.5—3 hours after death. Other cases were autopsied 9—28
hours after death. The spinal cord was fixed in 10% calcium forma-
lin for 7—10 days and thereafter the lower halves of segment Cy and
segment Th; were taken for further studies.

Each paraffin block of the segments Cg—Th; was cut serially into
=10 wm thick sections for quantitative studies. In the majority of
cases 3 sections were mounted on one slide, in the group of fetuses and
in some other cases 3 to 6 sections were taken. All sections were sta-
ined with hematoxylin and eosin in cases of fetuses and children.
In other cases every 3rd slide was stained to obtain in this way 3 se-
rial sections per 60—100 um segment. Major motor cells with well
visible nucleus and nucleolus, as well as all detectable cells of the
retroposterolateral nucleus of both anterior horns (nucleus of ulnar
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nerve) were counted in 100 sections in each case with the exception
of fetuses. If possible, an external group of cells (for extensors) and the
internal group (for flexors) of the retroposterolateral nucleus were
evaluated separately (Sharrard, 1962).

Taking into consideration the growth of nerve cells in the ontoge-
nesis (Gabella, 1971; Ford, 1973) and the possibility of their diminu-
tion with aging (Ochta et al., 1974) in each case including the fetuses,
the long axis was measured in 100 motor cells of anterior horns
(including the nucleus of ulnar nerve), The long axis can indirectly
indicate the size of the cell. Since the histopathological technique cau-
ses shrinkage of cells (Rexed, 1944) the long axis of the cell is shorter
than in fresh, unfixed and unstained material. This parameter is
thus a relative one; the error is the same in all cases.

The long axis of motor cells was measured using a NF-PK Zeiss
Jena microscope with Zeiss micrometric ocular. In cells in which this
was easily recognizable the long axis was accepted as the distance
between the base of the dendrite and that of the axon. In other cells
the longer of both axes was measured. For motor cells, measurement
of those of the retroposterolatei'al and anteromedial groups were se-
parated. In 2 cases of the group of children (N3, N4) the measurement
was done twice, on various sections of the same segment of the spinal
cord. Mean values of both measurements were used for statistical
evaluations.

The statistical evaluation of the data concerning the number of cells
in the retroposterolateral group was done in groups II, III and IV.

Tests for comparison of 2 fractions and for comparison of mean va-
lues of unrelated samples were used.

The distribution of the length of long axis was evaluated in the whole
material including group I.

RESULTS
Number of cells in the retroposterolateral group

The numbers of cells in the retroposterolateral nucleus are shown
in Fig. 1. The number of cells with visible nucleus and nucleolus tend-
ed to decrease with age, in elderly people being lower than in the
other cases.

Table 1 indicates that the mean number (per 1 section) of cells with
visible nucleus and nucleolus is the highest in group II, lower in
group III and the lowest in group IV. The differences between groups
for the entire retroposterolateral groups (without subdiving them into
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Fig. 1. Number of motor cells of right and left retroposterolateral mucleus in
groups II, III and IV.

Ryec. 1. Liczba komoérek ruchowych prawego i lewego jagdra zatylno-bocznego
w przypadkach II, III i IV grupy.

external and internal ones) are statistically significant. Fig. 1 and Ta-
ble 2 show that in 12 out of 20 cases the number of cells is higher
on the right than on the left side. In a significant number of cases
this difference is negligible, being statistically significant in only
4 of them (Table 2).

The length of long axis of the motor cells of anterior horn

The mean length of the long axis is shown in Table 3. Table 4
shows a rise of the mean values in the period from fetal life (32.41
wm) up to the age of 15—58 years (53.23 um) and then their fall with
ageing (49.39 um). The differences between the age groups are stati-
stically significant.

The distribution of the lengths of long axis of cells according to
the age groups (Fig. 2) reflects an increased number of the larger
cells in group II and III, and their decreased number in group IV.
The latter shows higher numbers of smallest cells. The percent of cells
with long axis of 31—50 wm is higher in group IV (72—93 years,
57.7%) than in group III (15—58 years, 43.3%). In the latter the long
axis of 56.7% of cells exceeds 50 um.
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Table 1. Mean number of cells with visible nuclei and nucleoli per one section in age groups

Tabela 1. Srednia liczba komérek z widoeznym jagdrem i jaderkiem w grupach wieku (na 1 skra-

wek)
Right retroposterolateral Left retroposterolateral
nucleus nucleus
Prawe jadro zatylno-boczne Lewe jadro zatylno-boczne
Groups
Grupy External Internal External Internal
portion portion Total portion portion Total
Zewnetrzna Wewnetrzna Razem Zewnetrzna Wewnetrzna Razem
0zesé czesé czedé czesé
II 0,774+0,87 3,01+2,02 3,78+2,43 0,674+0,85 2,684+1,84 3,354-2,21
II1 0,68-4-0,86 2,064+-1,58 2,754+-1,93 0,654-0,87 2,234+1,64 2,8842,20
v 0,565+0,78 1,184+1,17 1,74+4+1,49 0,46+0,71 1,144+1,08 1,6141,37

2
I p>0,05 p<0,000  p<0,001  p>>0,05 p<0,001  p< 0,001

II—
IV p<0,02 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<<0,001

grupami

1II— p<0,001 p<0,001  p<0,001  p<0,001  p<0,001  p<<0,001
v

Difference between groups
Ocena réznic miedzy

DISCUSSION

Figure 1 and Table 1 indicate that the highest number of cells in
the nucleus of ulnar nerve, both absolute and found in 1 section, was
observed in group II (1 day — 3 years). The cells were not counted
in group I (fetuses). However, in a part of fetal and infantile cases
one section showed 50—60 cells and in adult cases 15—25 cells with
visible nuclei and nucleoli. In fetal cases the length of the long axis
was lowest and increased with age.

In fetal cases numerous small densely arranged motor cells were
found. In the youngest fetus peripheral situation of tigroid indicates
immaturity of the cells (Shulejkina, 1959). With increasing age the
maturing motor cells gradually increased in size. Fig. 3 A, B, C, D (the
same magnification) revealed the cells of the retroposterolateral nu-
cleus in fetuses 16—17, 20, 27 and 34 weeks old. With progressing
maturation the cells increase in size and occupy more space in the
gray matter of spinal cord. At the same, the distance between the
nerve cells gradually increases. The measurements of the long axis
of cells (Table 3, Fig. 2) also indicate their gradual enlargement.
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Table 2. Mean number of cells with visible nuclei and nucleoli on the right and left side of the
spinal cord

Tabela 2. Srednia liczba komoérek z widocznym jadrem i jaderkiem po prawej i lewej stronie
rdzenia kregowego

Number of cells with visible nucleoli Difference between right
Case Liczba komoérek z jaderkami and left side
Przypadek Right side Left side Réznica miedzy prawag
Strona prawa Strona lewa i lewsg strong
N1 4,0342,33 4,2141,98 p> 0,056
N3 3,65+2,28 4,07+2,10 p>0,05
N 4 5,00+2,48 4,124+2,13 p<0,01
N2 3,08-+-2,30 2,28+2,00 p<0,01
N 8 3,46+2,35 3,01+2,02 p>0,05
N 6 3,614+2,37 2,46+2,11 p<<0,001
108/72 2,65642,03 3,16+2,09 p>0,05
104/74 3,356+ 1,75 3,06+1,85 p=>0,05
54/71 2,644-1,71 2,9743,07 p>0,05
N7 2,11+1,65 2,044+1,61 p>0,05
117/71 3,664-2,41 4,154-2,05 p>0,05
39/74 2,2941,46 1,9241,46 p>0,05
40/74 1,46+1,29 0,89-+0,91 p<0,001
89/71 2,354-1,67 2,144-1,46 p>0,05
46/73 1,44-+1,41 1,724+1,36 p>0,05
106/71 1,68+1,24 1,36 +1,15 p>0,05
61/73 1,6941,56 1,444+1,26 p>0,05
161/72 2,06+ 2,09+ p>0,005
13/72 1,734-1,55 1,48-4+1,31 p>0,05
5273 1,65+1,36 1,76 +1,50 p>0,05

We were unable to find in the available literature any quantitative
data correlating the development and maturation of the motor cell
cf human spinal cord. The studies of development of endoplasmic
reticulum of the cell in spinal cord of human 12-week fetuses made
it possible to distinguish neuroblasts from immature glioblasts.

The accumulations of Nissl’s granules enabled to distinguish the
immature neurons. In the same period synapses were found on the
surface of nerve cells (Malinsky, 1974). The ultrastructural studies
ensured thus morphological evaluation of the development and growth
of the cell. In newly formed cortex of 12-week human fetus close
adherence of nerve cell to the capillary basement membrane results
from lack of cell processes. In 16-week fetus small processes of the
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Table 3. Mean length of long axis of cells in examined cases (in micrometers)

Tabela 3. Srednie wartosci wielkosci dlugiej osi komérek dla poszezegélnych przypadkéw (w mi-

krometrach)
Case no Age Mean value SD Case no Age in years Mean value SD
Nr Wiek Srednia wielko$é Nr Wiek Srednia wielkoéé
przypadku SD przypadku  w latach SD
E 1 17 weeks 25,914-3,46 108/72 15 53,164-8,43
tyg.
E 8 18 weeks 29,7144,41 104/74 24 53,68+15,84
tyg.
E 2/74 20 weeks 29,66-+3,93 54/74 37 54,25411,33
tyg.
E 4/74 25 weeks 33,624-4,49
tyg.
E 10 27 weeks 32,624-6,42 117/71 49 54,38 +-11,24
tyg.
E 5/74 34 weeks 42,96 16,95 39/74 58 53,33 +8,13
tyg.
N1 day 49,414-8,76 40/74 72 48,63 18,41
1 dzien
N3 10 days 43,004+6,95 46/73 80 48,60-4-9,47
dni
89/71 80 46,814-7,77
N 4 1 month 44,404-9,45
mies. 106/71 83 48,724+ 9,30
N 2 3 months 47,06 4+8,03 61/73 86 48,88 4+12,03
mies.
N 8 8 months 49,1248,91 161/72 87 52,06--10,49
mies.
N 6 3 years 46,0548,77 13/72 88 51,80+4-11,74
lata, 52/73 93 49,684-8,62
E — embryo cases
plody
N — newborns or neonates

noworodki lub niemowleta
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Table 4. Mean length of long axis of cells in different age group (in micrometers)

Tabela 4. Srednia wielkos¢ dilugiej osi komérek w poszczegbélnych grupach wieku
(w mikrometrach)

Groups Mean length
Grupy Srednia wielko$é . Difference between groups
Ocena réznic miedzy grupami
I 32,4147,38
n=600 I-II p<<0,001
II—III p<<0,001
11 45,804-8,76 IT==TV p<0,001
n=_3800
III 53,234+11,05
n=~600
i, 49,394-10,05
n=2800
%o
50
=
LO B )
30 T T
20
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'
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Fig. 2. Percentage distribution of the length of long axis of cells according to
the age groups.

Ryc. 2. Rozklad odsetkowy wielkosci diugiej osi komérek wg grup wieku.

cell are already visible around the capillary basement membrane. The
synaptic connections are also found. The observations of animal mate-
rial are more numerous. Growth of cells in the anterior horn and
their lower density after birth were observed in rats (Ford, 1973). In
the rabbits cerebral cortex maturing after birth the pyramidal cells of
the III and V layer showed almost a fivefold increase in volume (Sha-
dé, Baxter, 1960). Similar cortical changes were also found in cats
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(Brizzee, Jacobs, 1959). The phenomenon, typical of mammal ontogene-
sis was observed also in chickens, it seems thus to be specific of the
tntire group of vertebrates. The less dense arrangement of neurons
results from increased diameter of axons and their myelination, in-
creased number of dendrites and their ramifications (Purpura et al,
1964; Schadé et al., 1964).

A rapid rise in the number of glial cells, synthesis of proteins, in-
creased amount of amino acids and finally the rising content of lipids
with myelination (Himwich, 1973) are also important factors contri-
buting to less dense arrangement of cells, increased weight of ner-
vous system and its gradual maturation.

These data indicate that a gradual increase of the motor cells in spi-
nal cord and loosening of their arrangement with progressing deve-
lopment of the fetus are characteristic features in the ontogenesis of
vertebrates.

Tables 2, 3, 4 demonstrate a statistical decrease in the number of
cells of ulnar nerve nucleus and shortening of the long axis in elderly.
Many of the motor cells remaining in anterior horns show pigmen-
tary degeneration. The morphology of spinal cord with aging indivi-
duals gave no ground for relating diffuse atrophy of motor cells to
atherosclerosis or hemodynamic disturbances (Rafalowska, 1975). The
cause of formation and accumulation of lipofuscin in unknown. It is
deposited in the cell due to various external factors and in the course
of various diseases of the nervous system. A slight amount of lipo-
fuscin was found in the nucleus of inferior olive already in a 3-month
child. In a 38-year individual 84% of cells in the inferior olive, and
in a 70-year one all cells of this nucleus contained this pigment while
the number of cells was unchanged.

The nucleus of trochlear and abducens nerves as well as that of
locus coeruleus were also studied in subjects of various ages from
newborns up to 86th years. The number of cells in both these nuclei
failed to demonstrate any age-dependent changes (Brody, 1973).

In brain stem nuclei of guinea pig accumulation of lipofuscin with
ageing was observed in the mesencephalic nucleus of the Vth nerve,
but in the Westphal-Edinger nucleus and in the dorsal motor nucleus
of the vagus nerve it was not found even in oldest animals. The opi-
nion was expressed, therefore, that lipofuscin is accumulated earlier
in cells with more active metabolism (Wilcox, 1959). The structure
of lipofuscin in the motor and sensory cells was found to be identical
(Samorajski et al.,, 1965). Decreased cell metabolism in aged, athero-
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sclerotic subjects seems to confirm numerous hypotheses which re-
late the accumulation of lipofuscin to lysosomes (Samorajski et al.,
1965). Hence, the lowered metabolism seems to be, both, the cause and
effect of pigmentary degeneration of the cell. Rising amount of lipo-
fuscin in the cell can produce degeneration and atrophy of the cell.
Diffuse atrophy of anterior horn cells may be thus linked to their
pigmentary degeneration the signs of which were observed in the
present material. Similar atrophy of cells was also found in elderly
people in the cortex of superior frontal and superior temporal gyri
(Brody, 1971). Lowered number of the larger cells and increased num-
ber of the smaller cells in group IV (aged) as compared with group
IIT (15—58 years) indicates indirectly diminution of cells in advanced
age (Fig. 2 shows the shift of the histogram to the left). This seems
to correspond to simple atrophy of the nerve cell observed in senile
brain and in the spinal ganglia (Ochta et al.,, 1974). Decreased number
of cells and their diminution reflect senile atrophy.

In cases of acute poliomyelitis Sharrard (1962) was able to demon-
strate that 40% of active cells are sufficient to maintain the normal
muscle function. These data can explain the fact that senile atrophy
of anterior horn cells in the segment Cg—Th; causes no clinical symp-
toms. Two compensatory mechanisms may be involved here (Eccles,
1973): conjugate degeneration and regeneration of synapses (Sotelo,
Palay, 1971) and formation of new synapses to replace there disappe-
aring ones (Eccles, 1973).

Table 2 and Fig. 1 show that in 12 out of 20 cases the right nu-
cleus of the ulnar nerve had more cells than the left one, the diffe-
rence being significant in 4 cases. Hemiparesis seemed to be without
influence on this since in 4 cases more cells were found on the hemi-
paretic side (left and right side, 2 cases each). In 3 cases a conside-
rable difference was found in children aged one month, 8 months and
3 years. It is possible that a higher number of cells in the nucleus
of the nerve which innervates the right hand is the anatomical sub-
strate of righthandedness.

The literature on this problem is very scant. Tomlinson et al. (1973)
in their paper on the absolute number of cells of the anterior horn
in the lumbo-sacral segment have not discussed this problem although
a table reveals slight predominance of the number of cells on the right
side in 2 out of 3 cases. The studied segment could reflect, however,
only the domination of one hemisphere.

The determination of the weight of different bones and muscles
cf upper limbs in 10 human fetuses revealed the predominance of
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Fig. 3. Retroposterolateral group of motor cells. Kliver-Barrera, X 270. A. Case
E;, 16—17 week, Thy;. B. Case E;, 20th week, Th;. C. Case E,, 27th week, Cs.
D. Case Ej;, 34th week, Cs.

Ryc. 3. Grupa zatylnoc-boczna komoérek ruchowym. Kliiver-Barrera. Pow. 270 X.
A. Przyp. E;, 16—17 tyg., Thy. B. Przyp. E;, 20 tyg., Thy. C. Przyp. E;, 27 tyg.,
Cs. D. Przyp. Es, 34 tyg. Cs.

muscles on the right side (Pande, Singh, 1971). On the basis of the
weight of muscles predominance of one lower limb was also demon-
strated in man (Chhibber, Singh, 1970) and animals (Singh, 1971). Tak-
ing into consideration that many people use almost equally the right
and left hand the difference in the anatomical background can be
negligible, if any. Because of the negligible number of studies it is
impossible to say whether a different number of motoneurons supply-
ing hand muscles constitutes the anatomical basis of precision of mo-
vements. A quantitative difference could exist in other structures of
the nervous system, a.o. in the motor cortex.
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CONCLUSION

The size of the motor cells of anterior horn of spinal cord changes
in the life of the individual. The process of aging affects both their
size and number resulting in the diminution and atrophy of cells.

J. Rafalowska
WYBRANE PROBLEMY ROZWOJU I STARZENIA SIE UKLADU NEEWOWEGO

III. Komoérka ruchowa przedniego rogu rdzenia kregowego w réznych okresach
zycia
Streszczenie

W miare dojrzewania zwigksza sie wielko§¢ komérki ruchowej rogu przed-
niego. U plodéw jest ona najmniejsza (Srednia wielkosé 32,41 um), wzrasta sto-
pniowo w wieku dziecigcym (Srednia wielko§¢é 45,80 um), najwieksza wartos¢
osigga u osobnikéw mlodych i w wieku $rednim (52,23 uwm). W wieku starczym
wielko$¢é komoérki zmniejsza sie (Srednia wielko$é 49,39 um). Roéznica wielko$ci
pomiedzy grupami jest statystycznie znamienna. Najwieksza liczbe komoérek
w jadrze nerwu lokciowego stwierdza sie w grupie przypadkéw czieciecych.
W miare wieku liczba ta zmniejsza sie w zwigzku ze wzrostem komérek i spad-
kiem ich gestosci. Najmniejsza liczbe komérek znaleziono w grupie przypadkéow
starczych. Réznica pomiedzy liczbg komérek w grupie przypadkéw starczych
i grupa wieku 15—58 lat jest statystycznie znamienna. W grupie przypadkéw
starczych stwierdza sie statystycznie znamienny spadek liczby komoérek ruchowych
w jadrze nerwu lokciowego oraz zmniejszenie sie¢ ich wielkosci, W 12 przypad-
kach na 20 badanych stwierdzono wieksza liczbe komoérek ruchowych w jadrze
nerwu lokciowego po stronie prawej; wsréd nich w 4-ch przypadkach réznica
byla statystycznie znamienna.

A. PadanoBcka
U3BPAHHBIE ITPOBJIEMBI PA3BUTUA U CTAPEHUSI HEPBHOWM CUCTEMBEI

III. JBurarenbHas KJeTKa IIepeJHEro pora CIMHHOIO MO3ra B pas3HbIX Nepuojax
JKU3HU

Peszwome

ITo mepe 3pesiocTM BO3pacTaeT BeJMYMHA [ABUraTeJbHOM KJETKM Iepeaiero pora.
Y njIoz0oB OHA MeHbIIe BCero (cpeausas BeauumHa 32,4 uM), 3aTeM IIOCTEIIEHHO BO3pa-
CTaeT B JIETCKOM BoO3pacTe (cpeaHsas Beauumua 45,80 um), a caMbni GOJIBIIOI TOKa3aTelb
pocTra JoCTMraeT y JMIl B IOHOILUIECKOM M cpeaHeM Bo3pacre (52,23 um). B crapueckom
BO3pacTe BeJMYMHA KJETKM yMeHbluaeTcs (cpeanas BeamumHa 49,39 um). Paszuauua
BEJIMYMHBI MEXKJYy OTAeJIbHBIMM TIDPyIIlaMM CTaTUMCTMUYECKM 3HamMeHaTenbra. Camoe
60JIBIIIOe KOJIMYECTBO KJETOK B fAApPE JIOKTEBOrO HepBa HabiOfaeTcs B TLymIe JIMIT
JeTcKoro Bo3pacTa. Ilo Mepe co3peBaHMA 9TO KOJMYECTBO YMEHBIIAETCHs B CBA3U
C PpOCTOM KIJIETOK M COKpalleHueM wux TrycToTbl. Camoe HebOIbIIOE K)JIMIECTBO
KJIETOK KOHCTAaTMPOBAJIOCh B IPYIIIe JMI[ B CTapyeCKOM BO3pacre.

Pazuuna MexXJy KOJIMYeCTBOM KJIETOK y CTapbIX JIIOJAEN M B TPYINE JIOei B BO3-
pacre 15—58 Jer craTucTMYeCKM 3HaMeHaTesJibHA., B rpymnme npecrapeibix Habiio-
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AaeTcAa CTaTUMCTUMYECKM 3HaMeHaTeJIbHOe COKpallleHMe KOJu4YecTBa ABUTaTeJIbHbIX KJile-
TOK B sAJipe JIOKTE€BOIO HEPBa M yMEHbILIEHMe UX BeJIMYMHBI.

B 12 cayuasax nHa 20 mccienoBaHHBIX Habiaozanock 6GoJbluee KOJIMYECTBO IBUTA-

TEJBbHBIX KJIETOK B sfJpe JIOKTEBOIO HepBa C IIpaBOi CTOPOHBI, CPeAM HUX B 4-X
cly4daaXxX pasHuua ObIJIa cTaTMCTMYECKM 3HaAMEHaTeJbHa.
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ALEKSANDRA KRYGIER-STOJALOWSKA, JERZY KULCZYCKI,
MIROSEAW MADEJ, PRZEMYSEAW NOWACKI, KRYSTYNA HONCZARENKO

ZMIANY ILOSCIOWE DNA I BIALEK ZASADOWYCH
(HISTONOW) W JADRACH KOMOREK NERWOWYCH
I GLEJOWYCH MOZGOWIA SZCZUROW W ROZNYM WIEKU *

Pracownia Patologii Komorki Zakladu Anatomii Patologicznej
Instytutu Biostruktury Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin
Kierownik Pracowni: prof. dr A. Krygier-Stojalowska
Pracownia Neuropatologii Kliniki Neurologicznej Instytutu Choréb Ukladu
Nerwowego i Narzadéw Zmystow Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin
Kierownik Pracowni: doc. dr J. Kulczycki

W ostatnich latach coraz czesciej pojawiaja sie doniesienia o wyste-
powaniu poliploidalnej iloéci DNA w jadrach komoérek réznych narza-
dow ludzi i zwierzat. W poprzednich etapach naszej pracy (Krygier-
-Stojalowska i wsp. 1977; Kulezycki i wsp. 1979) udalo nam sie wy-
kaza¢ wystepowanie hiperdiploidalnych ilosci DNA w jadrach neuro-
now mozgu czlowieka. StwierdziliSmy, ze zjawisko to ma charakter
fizjologiczny i narasta wraz z wiekiem. Interpretacja tego zjawiska jest
trudna. Niektére dane zdajg sie wskazywaé, ze wzrastanie iloéci DNA
idzie w parze ze zwiekszonym obcigzeniem funkcjonalnym neuronéw,
nie jest jednak wykluczone, ze zjawisko to jest wynikiem pozostawa-
nia na terenie jader resztek uszkodzonej i nie usunietej z nich chro-
matyny.

Pewne swiatlo na to zagadnienie mogloby rzuci¢ jednoczesne bada-
nie ilosciowe biatek zasadowych (histonow) zwigzanych z DNA i pel-
nigcych wobec niego funkcje represyjna (Mysliwski 1974). Zalozenie
to stalo sie podstawg obecnych badan na materiale zwierzecym.

MATERIAL I METODY

Do badania pobierano mozgi szczurow rasy Wistar obu plci, w na-
stepujgcym wieku: 1 dzien, 30, 42, 50, 165 i 300 dni po 2 zwierzeta
oraz 510, 730, 900 i 1140 dni po 1 zwierzeciu.

* Praca wykonana w ramach planu wezlowego Nr 10.4.2.02.1.4.
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Do badan cytochemicznych uzyto materialu z kory zakretu hipo-
kampa i pnia mozgu. Material natychmiast po pobraniu homogenizo-
wano recznie i przygotowywano do barwienia wedlug metody uprzed-
nio opisanej (Krygier-Stojalowska i wsp. 1977). Do ilosciowych badan
DNA preparaty barwiono metodg Feulgena przy uzyciu pararozani-
liny, zawarto$¢ histonéw oceniano w preparatach przygotowanych we-
dlug metody Alferta i Geshwinda (1953) w nastepujacej modyfikacji
(Krygier-Stojatowska, w druku): Po hydrolizowaniu preparatow przez
15 min. w 5% wodnym roztworze kwasu tréjchlorooctowego przeplu-
kowano je wodnym roztworem alkoholu metylowego, z dodatkiem
0,1 NaOH w celu doprowadzenia do pH 8,0. Nastepnie preparaty bar-
wiono roztworem bilekitu brylantowego Commassie G-250). (0,25 G
barwnika na 100 ml roztworu uzytego do przeplukiwania preparatow).
Po barwieniu plukano preparaty w tym samym roztworze az do sply-
niecia niezwigzanego barwnika. Po przemyciu woda destylowang pre-
paraty odwadniano i zamykano w balsamie. Pomiarow ilo$ciowych
DNA i histonéw w jadrach neuronéw oraz komorek astro- i oligoden-
drogleju dokonywano przy odpowiednich dlugosciach fali, w mikro-
densytometrze integrujagcym f-my Barr and Stroud (Glasgow).

Po pobraniu materialu do badania cytochemicznego moézgi w cato-
sci utrwalano w formalinie i zatapiano w parafinie. Skrawano je w pla-
szczyznie czolowej. Preparaty barwiono hematoksyling-eozyng oraz fio-
letem krezylu.

WYNIKI
Obraz neuropatologiczny

Mozgi wszystkich badanych zwierzat nie wykazywaly morfologicznych
odchylen od normy. Nie stwierdzono tez zadnych cech typowych dla in-
wolucji tkanki nerwowej (lipofuscyna, zmiany zanikowe, zmiany barw-
nikowe gleju, inne zmiany starcze).

Ilosciowe badania cytochemiczne
Zmiany w chromatynie jgdrowej w zaleznosci od wieku

Badajgc wrazliwos¢ chromatyny jadrowej komorek glejowych i ner-
wowych na kwasng hydrolize stwierdziliSmy, ze w obu tych rodzajach
komoérek byla ona podobna. W przypadku szczura l-dniowego, zarowno
neurony jak i komorki glejowe wykazywaly najwiekszg wrazliwose,
uzyskujac juz po 5 minutach silne zabarwienie w preparatach przygo-
towanych metodg Feulgena. Szczyt wrazliwosci komoérek w tym przy-
padku wystapil po 8 min. hydrolizy kwasnej. Natomiast juz w przy-
padku szczurow 30- i 42-dniowych dalo sie zauwazy¢ slabsze narasta-
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nie krzywych wrazliwosci, ktére osiggaly swoj szczyt po 11 min, hy-
drolizy kwasnej. Dotyczy to gléwnie neuronéw kory zakretu hipokam-
pa, natomiast w przypadkach neuronéw pnia moézgu wartosci szczyto-
we dla 11 min. hydrolizy znacznie réznily sie od wartosci osiagnietych
po 8 min. hydrolizy kwasnej. U szczuréow starszych, w wieku 165, 300,
730, 900 i 1140 dni, krzywe wrazliwosci wykazywaly szczyt rowniez
po 11 min. hydrolizy kwasnej, lecz ponadto wykazywaly drugi, mniej-
szy szczyt po 14 lub 17 min. hydrolizy. Podkres$li¢ nalezy, ze z wy-
jatkiem szczura 1-dniowego nasilenie reakcji Feulgena we wszystkich
zastosowanych czasach hydrolizy kwasnej jest wyraznie wyzsze w neu-
ronach kory zakretu hipokampa niz w neuronach pnia moézgu, a w tych
z kolei tylko nieznacznie wyzsze niz w komoérkach glejowych (rye. 1,
2 1°3)

Neurony kory Amona
Ammon cortex neurons

----- Neurony pnia mézgu
Brain stem neurons

P —.—.= Astroglej
Astroglia

Nr1 wiek: 1dzien
4L0r- JR age : 1day

= Oligodendroglej
Oligodendroglia

2 5 8 1 14 17 20 min.
Czas hydrolizy
Hydrolysis time

Ryc. 1. Krzywa hydrolizy chromatyny komoérek mozgu szczura 1-dniowego.
Fig. 1. Hydrolysis curve of brain chromatin, 1-day rat.

Zawartos¢ DNA w neuronach i komérkach glejowych

Ilos¢ DNA w komorkach nerwowych szczura 1-dniowego odpowiada
w zasadzie ilosci DNA w komorkach glejowych (ryc. 4). Tylko niezna-
cznie wyzsze wartosci uzyskano w komorkach pnia moézgu w porow-
naniu z neuronami kory zakretu hipokampa i komoérkami glejowymi.

W miare wzrostu wieku szczurow ilos¢é DNA w neuronach zakretu
hipokampa stopniowo narasta. Wzrost ten jest juz wyraznie widoczny
w przypadkach szczuréw 42- i 50-dniowych (ryc. 5). Iloé¢ DNA w neu-
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—— Neurony kory amonalnej
Nr3 wiek: 42 dni Ammon cortex neurons

4R age.: 42 days ———-Neurony pnia mdzgu.

Brain stem neurons

—.—— Astroglej
Astroglia
g VR TR PRSI Oligodendroglej
wok Oligodendroglia
35}
30+
251
201
15}
101

2 5 8 1" 14 37 20 min.

Czas hydrolizy
Hydrolysis time

Ryc. 2. Krzywa hydrolizy chromatyny komorek moézgu szczura w wieku 42 dni.

Fig. 2. Hydrolysis curve of brain chromatin, 42-day rat.

Neurony kory amonalnej
Ammon cortex neurons

Nr8 wiek: 730 dni ———— Neurony pnia mézgu
age : 730 days Brain stem neurons

| ORI e SR R & o R | (= Astroglej

15} Astroglia

4o} - Oligodendroglej
Oligodendroglia

3}

30

251

20}

15+

10

1 1 1 1 1 1

2 5 8 1" 1% 17 20 min.
Czas hydrolizy
Hydrolysis time

Ryc. 3. Krzywa hydrolizy chromatyny komoérek mozgu szczura w wieku 730 dni.

Fig. 3. Hydrolysis curve of brain chromatin, 730-day rat.
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Oligodendroglej P Astroglej
= Oligodendroglia ) Astroglia

7 Neurony kory amonalnej ) Oligodendroglej i
Ammon cortex neurons = Oligodendroglia

Neurony pnia mozgu

Brain stem neurons

%o jader
nuclei
%0 Nrl wiek : 1dzien Zelgay Nr1 wiek: 1dzien 2
70 age: 1day 70 age: 1day
60 —"_“ 60
40 - 40
30 30
20 20}
10 10}
W20 30 %0 0 20 30 4 IR
Ryc. 4. Nukleinogramy DNA komoérek moézgu szczura l-dniowego (diploidalna ilosé
DNA — 2c¢ — wyznaczona zostala na podstawie wartosci uzyskanych w starszych
grupach wiekowych z bardziej stabilng chromatyng). JR — jednostki roboaze.
Fig. 4. Nucleinograms of brain DNA, i-day rat (diploidal amount of DNA —
2c — established basing on the values obtained for older age groups with more
stable chromatin). JR — working wunits.

ronach zakretu hipokampa moze nawet zbliza¢ sie do wartosci tetraploi-
dalnych (ryc. 5 i 6).

Ilos¢ DNA w neuronach pnia moézgu we wszystkich przypadkach jest
zblizona do ilosci DNA astrogleju, lecz zawsze wieksza niz oligodendro-
gleju, przy czym roznica ta jest wieksza u zwierzat starszych.

2 Neurony rogu Amona ZA Astroglej
Ammon cortex neurons Astroglia
Neurony pnia mézgu Oligodendroglej
E5 Brain syiem neuror?s (€5 Oligodendroglia
%ojqder Olitotar el °/o joder
nucler| O3 Ol»godendrc:%llé nucler
100 Nr3 wiek 42dni 100 Nr3 wiek:42dni
90 age 42days 30 age :42days
80 2¢ 80 — 2¢
70 70
60 _— 60
50 50
40 40
30 30
20 20 4
10 I_J 10 [__ 5%
10 20 30 40 101717200 4 4SOLIDRADIT R

Ryc. 5. Nukleinogramy DNA komérek mézgu szczura w wieku 42 dni. Oznacze-
nia jak na ryc. 4.

Fig. 5. Nucleinograms of brain DNA, 42-day rat. Descriptions as in Fig. 4.
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. o Neurony kory amonalnej r77a Astroglej
°/ ‘;‘Jﬁdcarl Ammon cortex neurons. Ast:oglicjt
Neurony pnia ‘mozgu Oligodendroglej
100} Brain stem neurons 100} Oligodendroglia
Oligodendroglej
90t a Oligodendroglia 90
80 Nr8 wiek : 730dni 80 Nr8 wiek: 730 dni
20t 2coge 730days 720 2cc\ge : 730 days
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Ryc. 6. Nukleinogramy DNA komérek modzgu szczura w wieku 730 dni. Oznacze-
nia jak na ryc. 4.

Fig. 6. Nucleinograms of brain DNA, 730-day rat. Descriptions as in Fig. 4.

Cytochemiczne badania ilosciowe biatek zasadowych zwigqzanych z DNA

Ilos¢ zwigzanych z DNA biatek zasadowych (histonéw) narasta w ko-
morkach nerwowych wraz z wiekiem zwierzat (ryc. 7, 8). To samo zja-
wisko odnotowalismy w jadrach astrogleju. W jadrach oligodendrogleju
wzrost ten byl prawie niezauwazalny (ryc. 8, 9). Odnotowalismy tez r06z-
nice pomiedzy narastaniem ilosci histonéw w neuronach pnia mozgu
i kory zakretu hipokampa. Podobnie, jak to mialo miejsce z zachowa-
niem sie ilosci DNA w neuronach starszych zwierzat, ilos¢ biatek hi-
stonowych w pierwszej z wymienionych struktur narastala bardziej
proporcjonalnie w stosunku do wieku. W najstarszych grupach wieko-
wych cytochemiczne oznaczenia histonéw w neuronach pnia i kory
hipokampa osiggaty zblizone do siebie, wysokie wartoéci (ryc. 7, 8).

DYSKUSJA

Uzyskane przez nas wyniki wskazuja na wyzsza zawartos¢ DNA w
neuronach starych zwierzat, przy czym zjawisko to w stopniu silniej-
szym dotyczy neuronow kory hipokampa niz neuronéw pnia moézgu. In-
teresujagco w Swietle tego spostrzezenia wyglada fakt stwierdzenia u
szezura l-dniowego wystepowania odwrotnego stosunku miedzy zawar-
tosciag DNA w obu tych strukturach mozgu. Wykrycie w niektorych ko-
morkach astrogleju hiperdiploidalnych ilosci DNA mozna tlumaczyc
tym, ze komorki te sa zdolne do proliferacji.
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Wartos¢ wskaznika d
dindex value
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- DNA
—Histony
05+ ]
PSR Ty NPT RO .. scicnl . 1)
Neurony pnia mézgu Age
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15)
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Ryec. 7. Krzywe przedstawiajace zmiany ilosci DNA i histonéw w jadrach neu-
ron6w w zaleznosci od wieku szczuréw. Wskaznik jest ilorazem $redniej aryt-
metycznej wartosci pomiaréow iloSci histonéw (DNA) w grupie badanych komorek
przez $rednia arytmetyczng wartosci pomiaréw ilosci histonéw (DNA) komorek
oligodendrogleju najstarszego przypadku,
Fig. 7. Curves illustrating age-dependent quantitative changes of DNA and hi-
stones in the neuronal nuclei. The index is expressed as the ratio of the aryth-
metic mean of the values obtained for histones (DNA) in the examined group
of cells to that measured for oligodendroglia of the oldest case.

Oligodendrogle;
0 legodendroghrj

Astrogle)
€3 Astroglia
Neurony pnia mozgu
DA 42 gg;ls %, £ Brain stem neurons
Neurony kory amonalnej
E3 Ammon cortex neurons
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JR.
1140 dni
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40
20
: R e e e AN IR,
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Ryc. 8. Histonogramy komoérek moézgu szczuréw w réznym wieku. Oznaczenia jak
na nukleinogramach.
Fig. 8. Histonograms of rat brain cells at different age. Descriptions as in nu-
cleinograms.
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Wartos¢ wskaznika d
dindex value
Astroglej — DNA
Astrogliu —— Histony
2,0f Histones
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Oligodendroglej
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15F
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Ryc. 9. Krzywe przedstawiajace zmiany ilosci DNA i histonéw w jadrach ko-
moérek gleju w zaleznosSci od wieku zwierzat., Wskaznik jak na ryc. 7.

Fig. 9. Curves demonstrating age-dependent changes of DNA and histones con-
tent in glial cell nuclei. Index as in Fig. 7.

Ilos¢ DNA w komorkach oligodendrogleju odpowiadala w naszych
pomiarach zawsze ilosci diploidalnej. Te niezmiennos¢ wynikow uwa-
zamy za wiarygodna, poniewaz charakterystyczne cechy (szczegolnie
wielkos¢) jader oligodendrocytow pozwolity na wyeliminowanie wszy-
stkich wiekszych komorek, a wsrod nich takze i tych, ktére moglyby
syntetyzowa¢ DNA.

Przyczyna i mechanizmy pojawiania sie zwiekszonych ilosci DNA
w somatycznych, nie dzielagcych sie komoérkach nadal pozostajg nie
wyjasnione. Mozemy jednak stwierdzi¢, ze zmiany te zwigzane sg
z wiekiem badanych osobnikow. Wskazana przez nas uprzednio moz-
liwosé korelacji tych zmian z cechami zuzycia tkanki nerwowej nie
znalazta w obecnym zestawieniu potwierdzenia, poniewaz nie wykry-
lismy tych cech w badanych moézgach. Godna zastanowienia jest obec-
nos¢ szczegodlnie duzej ilosci DNA w neuronach kory hipokampa. By¢
moze, zjawisko to jest zwigzane ze zwiekszonym obcigzeniem funk-
cjonalnym tej grupy komorek u rozwijajacego sie zwierzecia. Za tg hi-
poteza przemawiaja rowniez wyniki badan Magakjan i Karalowej (1978)
dotyczace komorek Purkinjego..

Przeprowadzone na tych samych szczurach cytochemiczne badania
nad zawartosciag w jadrach komorkowych bialek histonowych wskazu-
ja na rownoleglty do DNA wzrost ich ilosci wraz z wiekiem zwierzat.
Etwierdzenie to jest zgodne z przyjetymi w literaturze pogladami o row-
nolegtosci zmian ilosciowych DNA i bialek histonowych w czasie syn-
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tezy DNA (Mysliwski 1974; Niedzwiedzka, Kalicinski 1977). Stwierdze-
nie zwigzanego z wiekiem wzrastania ilosci histonow jest dowodem
wiarygodno$ci uzyskanych przez nas weczesniej danych o zwiekszaniu
sie ilosci DNA w neuronach roznych struktur moézgowych u starszych
ludzi.

Z danych przytaczanych w pismiennictwie wiemy, ze histony, poza
represorowym wplywem na transkrypcje, stabilizujg czasteczke DNA
(Mysliwski 1974). Posrednim dowodem tej stabilizacji jest wzrost tem-
peratury topnienia DNA zwigzanego z histonami. W naszych badaniach
tego rodzaju dowodem stabilizowania kompleksu DNA-histony moze
by¢ stwierdzona mniejsza wrazliwos¢ chromatyny na kwasng hydro-
lize u starszych osobnikow.

A. Kpeirep-Croanoscka, E. Kyabunmugyu, M. Magen, II. HoBauku, K. XonHuapeHKO

KOJMYECTBEHHBIE USMEHEHUSA JHK U IEJOYHBIX BEJKOB (TMCTOHOB)
B AOPAX HEPBHBIX U TJIUAJBHBIX KJIETOK MO3TA KPBIC PA3HOI'O
BO3PACTA

Peszwome

ABTOpPBI MUCCJIEN0BaJAM NPYU IOMOIIM UMTO(MOTOMETPUM KOoJmdecTBO rucToHoB u JHK
B AJipaX HEMPOHOB M TJIMAJIbHBIX KJIETOK M3BMJIMHBLI I'MIIOKaMIla M CTBOJIa Mo3ra y 12
KpbIC pa3Horo Bo3pacra (or 1 mo 1140 gus xu3umn). Kak JHK, Tak M TUCTOHBI AjAep
HEMPOHOB M ACTPOLMTOB ITPOABJAJNM KOJMYECTBEHHBII POCT COOTBETCTBEHHO BO3pacTy
KUBOTHBIX. OTU WM3MeHeHMA Oblim nHaubojee MHTEHCUBHBI B HEVPOHAX M3BUJIMHBI
rurnokKamia. B onmrozeHponmrax 3To ABJIeHMe He Habiojanock. ABTOPBI CUMTAIOT, YTO
poct koaydectBa JJHK M rMcTOHOB B MO3rOBBIX KJIETKAaX JKMBOTHBIX MMeeT (hU3MOJIO-
TMYECKUII XapakKTep M 3aBUCUT OT MX Bo3pacTa. IIoBUAMMOMY STO CBA3aHO C (DyHK-
IIMOHAJBHOJ Harpys3KOoM KJETOK.

A. Krygier-Stojalowska, J. Kulczycki, M. Madej, P. Nowacki, K. Honczarenko

AGE-DEPENDENT CHANGES OF DNA AND BASIC PROTEINS (HISTONES)
CONTENT IN NERVE AND GLIAL CELL NUCLEI OF THE RAT BRAIN

Summary

Cytophotometric measurements of the histones and DNA content in the nerve
and glia cells of hippocampal gyrus and brain stem were performed on 12 rats
in the age ranging from 1 to 1140 days. Both the DNA and histones contents
In neurons and astrocytes were found to increase with age, the changes being
most intensive in the hippocampal gyrus neurons. This phenomenon was mot ob-
served in oligodendroglia. It is suggested that the quantitative increase of DNA
and histones in the brain cells of the animals is age-dependent and has a phy-
siological, possibly function-related significance.
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JOLANTA FINOWICKA-WALCZYNA

WPLYW ODNERWIENIA NA ULTRASTRUKTURE
DOJRZEWAJACEGO WLOKNA MIESNIOWEGO SZCZURA *

(DONIESIENIE WSTEPNE)

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

Szczegoblnie intensywny w ciggu ostatnich kilkunastu lat rozwéj mi-
kroskopii elektronowej przyczynil si¢ miedzy innymi do znacznego
rozszerzenia wiedzy o procesie miogenezy. Dokladne przesledzenie ko-
lejnych etapéw prawidlowego dojrzewania miesnia pozwala nastepnie
na uchwycenie zmian, powstalych wskutek zadzialania na rozwijaja-
cy sie miegsien pewnych czynnikéw uszkadzajgcych.

Coraz czesciej przy rozpatrywaniu etiopatogenezy niektorych wro-
dzonych choréb nerwowo-miesniowych u ludzi rozwazana jest moz-
liwos¢ zaburzen procesu miogenezy w okresie zycia ptodowego. Wsrod
schorzen tych na uwage zasluguje rdzeniowy zanik miesni Werdniga-
-Hoffmanna. Dane uzyskane z badan nad strukturg i funkcjg komor-
ki miesniowej i nerwu obwodowego (Fidzianska 1974; Hausmanowa
i wsp. 1975) wydaja sie¢ wskazywa¢ na istniejgce w tym schorzeniu
zaburzenia dojrzewania obwodowego neuronu ruchowego z przetrwa-
niem pewnych cech charakterystycznych dla okresu plodowego.

Proces dojrzewania komorki miesniowej byl przedmiotem wielu
badan, prowadzonych zaré6wno w warunkach in vitro jak i in vivo. Mo-
delem doswiadczalnym dojrzewajacego miesnia zwierzecego sa naj-
czeSciej miesnie szczura, pobierane do badan nie tylko w okresie zycia
plodowego, ale i w pierwszych dniach po urodzeniu, gdyz wiadomo, ze
szezur rodzi sie z niedojrzalym ukladem miesniowym (Dubowitz 1963;
Landon 1970; Boéthius 1971).

* Praca wykonana w ramach problemu weztowego 10.4.2.02.
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Dos¢ dobrze poznane sg zmiany widoczne w mikroskopie elektrono-
wym po odnerwieniu mies$nia dojrzatego. Prac poswigconych ultra-
strukturze miesnia dojrzewajacego po deeferentacji jest znacznie mniej
i dotyczg one gléwnie zmian w poszczegélnych organellach wilokna
miesniowego, a wiec w obrebie miofibryli (Hanzlikowa, Schiaffino
1973), lizosomow (Schiaffino, Hanzlikova 1972), siatki sarkoplazmaty-
cznej (Schiaffino, Settembrini 1970; Shafiq i wsp. 1972), komorek sa-
telitarnych (Schultz 1976, 1978). Brak w dostepnym nam piSmiennic-
twie danych, dotyczgcych wplywu wczesnego odnerwienia na proces
dojrzewania wlokna miesniowego, sklonil nas do podjecia obecnej pra-
cy, ktorej celem byty:

1) ocena ultrastrukturalna miesnia szkieletowego szczura, dojrzewa-
jacego prawidlowo, z ustaleniem okresu uzyskania pelnej dojrzalosci
morfologicznej, lgcznie z zaznaczeniem zroznicowania wiékien na typy
metaboliczne wedlug klasyfikacji Padykuli i Gauthier (1967).

2) przesledzenie zmian, zachodzgcych w ultrastrukturze komorek
miesniowych po odnerwieniu dokonanym u nowo narodzonych szczu-
row,

MATERIAL I METODY

Do badan pobierano wycinki z glowy przysrodkowej mie$nia brzu-
chatego lydki szczurow rasy Wistar. Migsien ten wybrany zostal do
doswiadczen ze wzgledu na rownomierng (w przyblizeniu) zawartosc¢
wilokien typu I, II i wlokien posrednich, co czyni go zblizonym do
miesni szkieletowych czlowieka.

Material stanowily dwie grupy zwierzat:

1) Grupa kontrolna — szczury zdrowe, od ktorych pobierano mig-
sien w 1—7 (codziennie), 10, 14, 21, 28, 35 i 42 dniu zycia.

2) Grupa doswiadczalna -— szczury z przecietym tuz po urodzeniu
prawym nerwem Kkulszowym, od ktorych pobierano miesien w 7, 14,
21, 28, 35, 42, 63 i 84 dniu zycia.

W obecnym doniesieniu wstepnym przedstawiono wyniki badan od-
nerwionych miesni pobranych w 35 dniu zycia. Odnerwienia dokony-
wano w pierwszej dobie zycia w warunkach hibernacji (przebywanie
zwierzat w temperaturze 4°C przez okres 5—6 minut) poprzez przecie-
cie prawego nerwu kulszowego i usuniecie jego 2—3-milimetrowego
odcinka na wysokosci kretarza wiekszego kosci udowej. Pobrane wigz-
ki mie$ni byly rozciggane na korku, utrwalane w 5% roztworze aldehy-
du glutarowego w buforze kakodylowym o pH=7,4 przez dwie godzi-
ny, dobarwiane czterotlenkiem osmu w buforze kakodylowym przez
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trzy godziny, odwadniane we wzrastajacych stezeniach alkoholu i ace-
tonu i zatapiane w zywicy eponowej. Jednocze$nie ten sam material
oceniano przy uzyciu metod histochemicznych (Kaminska 1976); bada-
nia te pozwolity na wylgczenie przypadkéw z niepelnym odnerwie-
niem oraz reinerwacjag.

Do wstepnego badania stuzyly polcienkie skrawki eponowe, bar-
wione blekitem metylenowym. Skrawki ultracienkie skrawano przy
pomocy ultramikrotomu LKB, dobarwiano octanem uranylu i cytry-
nianem ofowiu. Oceny ultrastrukturalnej dokonywano przy pomocy
mikroskopu elektronowego JEM-7 i JEM-100 S. Na przekrojach po-
przecznych okreslano ogélny uklad wilékien mie$niowych, mierzono
ich $rednice, a takze obliczano odsetkowg zawartos¢ poszczegoédlnych
rodzajow komorek mie$niowych. Na przekrojach podluznych ocenia-
no uklad miofibryli, dlugo$¢ sarkomerow, szerokos¢ linii Z, zawartosc
mitochondriow i stopien rozwoju siatki sarkoplazmatycznej. Na pod-
stawie tych danych oznaczano typ metaboliczny poszczegélnych wio-
kien mig$niowych, przyjmujac, ze wlokna typu I sa z reguly wezsze,
majg szersza linie Z, wiekszg zawartos¢ mitochondriow i slabiej roz-
winietg siatke sarkoplazmatyczng (Padykula, Gauthier 1967). W kaz-
dym preparacie oceniano dwiescie wiokien miesniowych.

WYNIKI

Badanie mikroskopowo-elektronowe skrawkoéw pobranych z glowy
przysrodkowej miesnia brzuchatego tydki, zdrowych, nowo narodzonych
szezuréw, wykazuje cechy niedojrzalosci ukladu mie$niowego: luzny
uklad komorek z szerokimi przestrzepiami miedzykomoérkowymi  oraz
obecnos$¢ komorek, bedacych w réznym okresie rozwoju:

1) Komorki niezréznicowane, jednojgdrzaste, 'nie zaw;érajqce mio-
fibryli; cze$¢ z nich ‘polozona jest w bezposrednim sasiedztwie dojrzal-
szej komorki mieéniong, co mogloby sugerowaé ich _pozniejszy udziat
w procesie miogenezy. Nie uwzgledniano ich w obliczaniu odsetkowe-
go, sktadu komorek: mlesmowych (zyeisl): - %

2) Miotuby — komorki . zawierajace mloflbryle oraz osrodkowo lezqce
jadra ($rednica miotub = 5,9%2,9 um); do tej grupy zahc;ono rowniez
komorki, zawierajace miofibryle, lecz z niewidocznym w plaszczyz-
nie przekroju jadrem, natomiast wymiarami zblizone do niewatpli-
wych miotub. Lacznie grupa tasstanowila 47% wszystkich komorek mies-
niowych (ryc. 2). :

3) Widkna miesniowe niedojrzale — zawierajace pod wspolng blasz-
ka podstawnag kilka komorek (zwykle 2—3) w réznym okresie dojrze-
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wania, z rézng gestoscia miofibryli, o Srednicy 10,2+ 4,3 um. Stanowig
cne 49% wszystkich komoérek miesniowych (ryc. 3).

4) Wiokna miesniowe dojrzale — niewielka (4%) liczba wiokien z wy-
raznie obwodowo ulozonym jadrem i Scisle skupionymi miofibrylami;
Srednica = 12,2% 3,4 um (ryc. 4).

Pelng dojrzalos¢ morfologiczng (zwarty uklad peczkowy catkowicie
dojrzalych wlokien) badany miesien uzyskuje pomiedzy 10 a 14 dniem
zycia zwierzecia, po tym okresie nastepuje jedynie dalszy stopniowy
przyrost Srednicy wilokien (np. po 5 tygodniach wynosi ona w warun-
kach prawidlowych 19,4%5,1 um). Natomiast cechy réznicowania wio-
lkien na typy metaboliczne pojawiajg sie pomiedzy 21 a 28 dniem
zycia.

W miesniach odnerwionych tuz po urodzeniu zwierzat, wyrazne zmia-
ny (w poréwnaniu z grupg kontrolng) stwierdzono po uptywie kilku
tygodni, Przedstawiamy przykladowo miesnie pobrane po 5 tygodniach
cd chwili odnerwienia (dla porownania pokazano miesien zdrowego
5-tygodniowego szczura o przecietnej $rednicy wilokien jak podano po-
wyzej — ryc. 5).

W miesniu odnerwionym zwraca przede wszystkim uwage znacznie
luzniejszy uklad wlokien mieSniowych z poszerzeniem przestrzeni mie-
dzykomorkowych, ktéore mniej lub bardziej obficie wypelnione sg wto-
kienkami kolagenu. Uderzajgca jest rozpieto$é¢ s$rednic poszczegolnych
wiokien: obok wiokien o $rednicy w przyblizeniu prawidlowej wido-
czne sg skupienia wlokien bardzo waskich, o $rednicy 2—5 um (ryc. 6).

Ryc. 1. Pierwsza doba zycia. Komoérka niezréznicowana, nie zawierajgca miofi-
bryli, lezaca w bezposrednim sgsiedztwie niedojrzalego wildkna miesniowego. Pow.
6000 X.

Fig. 1. First day of life. Indifferentiated cell without myofibrils near an immatu-
re muscle fiber. X 6000.
Ryc. 2. Pierwsza doba zycia. Miotuba zawierajaca miofibryle woko6t oérodkowo po-
lozonego jadra. Pow. 6000 X,
Fig. 2. First day of life. Myotube with myofibrils and centrally located nucleus.
X 6000.
Ryc. 3. Piewsza doba zycia. Niedojrzate wlékno miesniowe (trzy komorki na réz-
nym etapie rozwoju pod wspélng blaszka podstawng). Pow. 6000 X.
Fig. 3. First day of life. Immature muscle fiber (three cells in different stages
of development under a common basement membrane), X 6000.
Rye. 4. Pierwsza doba zycia. Wi6kno mie$niowe dojrzalte (gesto ulozone miofibry-
le, wlasna blaszka podstawna, jadro polozone obwodowo). Pow. 5800 X.

Fig. 4. First day of life. Mature muscle fiber with own basement membrane and
peripherally located nucleus. X 5800.
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Te waskie wlokna, zblizone wygladem do miotub niedojrzatego miegs-
nia, odznaczajg sie (na przekroju poprzecznym) obecnoscig jednego
duzego jadra, zwykle umieszczonego osrodkowo i otoczonego rabkiem
cytoplazmy. Srednica tych ,miotubopodobnych” wlékien wynosi 3,8 +2,1
um. Cytoplazma czesci tych wlokien zawiera dosé gesto ulozone mio-
fibryle (ryc. 7), czasem jednak jest ich niemal catkowicie pozbawiona
(ryc. 8). Blaszka podstawna w tych widknach zwykle przylega Scisle do
ich sarkolemmy.

Mniej wiecej w 10% wystepuja ponadto wlokna miesniowe niedoj-
rzalte, zawierajgce pod wspolng blaszkg podstawng kilka komorek, be-
dacych w réznym stadium rozwoju i zawierajacych rozna liczbe mio-
fibryli. U zdrowego szczura wlokna te sa obecne jedynie do 7—10 dnia
zycia (ryc. 9).

We wiloknach o $rednicy zblizonej do prawidlowych czesto stwier-
dzane sa zmiany strukturalne o charakterze badz ubytkow miofila-
mentow na obwodzie wlokna i w obrebie poszczegélnych miofibryli
(z poszerzeniem przestrzeni miedzywlokienkowych), badz tez ognisko-
wej destrukeji i dezorganizacji miofibryli z pojawieniem sie gestych
osmofilnych wigzek (zmiany podobne do tarczowatych) (ryc. 10).

Po uplywie 5 tygodni od odnerwienia nie stwierdzono charaktery-
stycznych dla zdrowego miesnia wykladnikow morfologicznych dla wio-
kien typu I i IIL

OMOWIENIE

Dokladny opis ultrastruktury miesnia szczura z okresu okotouro-
dzeniowego znany jest z prac Kelly’ego i Zacksa (1969a), Bergmana
(1962) oraz Hanzlikovej i Schiaffina (1973). Z prac tych wynika, ze
w 16 dniu zycia plodowego szczura uklad komoérek jest bardzo luzny;
widoczne sg miotuby lezace pojedynczo lub w niewielkich skupieniach,
miedzy nimi za$ znajduja sie dos¢ liczne niezréznicowane komorki
jednojadrzaste. W tym okresie blaszka podstawna jest niewidoczna.

Rye. 5. Pieciotygodniowy, zdrowy szczur z grupy kontrolnej. Migsien w pelni
dojrzaty: prawidlowy peczkowy uklad dojrzalych wiékien miesniowych, jadra le-
zgce obwodowo, S$ciste wypelnienie sarkoplazmy miofibrylami. Pow. 2000 X.

Fig. 5, Muscle from mormal rat five weeks after birth. Arrangement of comple-
tely mature muscle fibers into bundles, peripherally located nuclei, tight filling
: of sarcoplasm with myofibrils. X 2000.

Ryc. 6. Pie¢ tygodni po odnerwieniu. Znaczne ro6znice w Wwymiarach widkien.
Poszerzone przestrzenie miedzykomorkowe. Pow. 2500 X.

Fig, 6. Five weeks after denervation. Muscle fibres of varying diameters; wi-
dening of the intracellular spaces. X 2500.

Neuropatologia Polska — 8
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Ryc. 9. Pie¢ tygodni po odnerwieniu, Niedojrzale wiékno mie$niowe, trzy komér-
ki pod wspélna blaszka podstawng. Pow. 10500 X.

Fig. 9. Five weeks after denervation. Immature muscle fiber, three cells under
a common basement membrane. X 10 500.

W chwili urodzenia (19—21 dzien zycia plodowego) oraz we weczes-
nym okresie pourodzeniowym dochodzi do $cislego kontaktu komorek
mniej zroznicowanych z dojrzala miotubg oraz do otoczenia takiego
zespotu komorkowego wspdlng blaszkg podstawng. W odréznieniu od
autorow, ktorzy sugeruja w konsekwencji fuzje tych komorek, Lan-
don (1970, 1971) traktuje ten bliski kontakt tylko jako przemijajacy
etap w procesie dojrzewania miesénia, nie prowadzacy do fuzji styka-
jacych sie z sobg komorek.

Ryc. 7. Pieé¢ tygodni po odnerwieniu, Komoérka ,miotubopodobna” z jadrem
w $rodku i stosunkowo dobrze zachowanymi miofibrylami. Pow. 9500 X.
Fig. 7. Five weeks after denervation, ,Myotube-like” cell with centrally located
nnucleus and relatively well preserved myofibrils. X 9500.

Ryc. 8. Pie¢ tygodni po odnerwieniu. Bardzo waskie wilékno, prawie zupelnie
pozbawione miofibryli, natomiast z obecng blaszka podstawng (strzalka). Pow.
9500 X.

Fig. 8. Five weeks after denervation. Very marrow muscle fiber with mearly total
loss of myofibrils and present basement membrane (arrow). X 9500.
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Ryc. 10. Pie¢ tygodni po odnerwieniu. Obszar ogniskowej destrukcji miofibryli
ostro odgraniczony od pozostalej czeSci wiokna migéniowego. Pow. 11200 X.

Fig. 10. Five weeks after denervation. Area of disintegration of myofibrils sepa-
rated from remaining part of the muscle fiber. X 11 200.

Na podstawie danych z pismiennictwa mozna przyja¢, ze w pro-
cesie dojrzewania ukladu miesniowego istotna role odgrywaja dwa
czynniki:

1) Zlewanie sie (fuzja) komorek, prowadzace do zwiekszania diu-
gosci i Srednicy wlokna miesniowego z jednoczesnym wzrostem liczby
jader.

2) Wyksztalcenie sie polgczen nerwowo-miesniowych.

Proces fuzji we wczesnym okresie miogenezy jest prawdopodobnie
niezalezny od unerwienia; przejscie od mioblastu do form dojrzalszych,
z wyksztalceniem niemal wszystkich organelli wewnatrzkomoérkowych
wlokna mie$niowego, widoczne jest w hodowli tkanki miesniowej po-
mimo braku unerwienia (Przybylski, Blumberg 1966; Shimada 1971).
Unerwienie odgrywa prawdopodobnie role kierujaca w dojrzewaniu
wiokien i réznicowaniu ich na typy.

W chwili urodzenia zaréwno nerwy obwodowe jak i zlgcza nerwo-
wo-mie$niowe sg u szczura niedojrzate (Kelly, Zacks 1969b), co potwier-
dzito sie rowniez w naszych spostrzezeniach (dane nie publikowane).
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Wydaje sie, ze zwigzany z tym jest brak cech zroznicowania wildokien
mig$niowych na typy metaboliczne w pierwszych tygodniach zycia
(Shafiq i wsp. 1972; Hanzlikova, Schiaffino 1973). Wyniki naszych ba-
dan zgodne sg z tymi doniesieniami.

Hanzlikova i Schiaffino (1973) po odnerwieniu miesni plodéow szczu-
rzych in utero stwierdzili po dwumiesiecznej obserwacji obecnos¢ du-
zej liczby waskich wlokien z dobrze zachowanymi miofibrylami Nie
znaleziono roznic w zakresie szerokosci linii Z, a takze w zawartosci
mitochondriow. Podobne s spostrzezenia Shafiga i wsp. (1972), ktorzy
po odnerwieniu okotourodzeniowym jako jedyng réznice miedzy widok-
nami wolnymi i szybkimi zauwazyli niejednakowy stopien rozwoju
siatki sarkoplazmatycznej: obfitszy w mieg$niach z przewaga (w wa-
runkach prawidlowych) wiokien szybkich. Szczegdélng opornosc¢ siatki
sarkoplazmatycznej na odnerwienie, a nawet jej proliferacje opisali
w 1970 r. Schiaffino i Settembrini.

Na podstawie naszych badan stwierdzamy, ze odnerwienie dokona-
ne u szczura tuz po urodzeniu prowadzi do zahamowania procesu doj-
rzewania wlokien miesniowych. Wykladnikiem tego jest obecnos¢ w 5-
-tygodniowym odnerwionym migsniu komorek ,miotubopodobnych”
(w miesniu zdrowym miotuby spotykano tylko w pierwszych dniach
zycia). Brak wyraznych cech zaniku tych komoérek (wyrazajacego sie
pofaldowaniem blaszki podstawnej i zageszczeniem jader) sugeruje ra-
czej ich przetrwanie z wcze$niejszego okresu ontogenezy. Ich nieco
mniejsza S$rednica (w poroéwnaniu z miotubami w pierwszym dniu zy-
cia) jest jednak chyba dowodem na istnienie rowniez pewnej kompo-
nenty zanikowej. O prawdopodobnym zahamowaniu fuzji czesci komo-
rek w miesniu odnerwionym $wiadczy natomiast przetrwanie wlokien
niedojrzatych (nieobecnych w warunkach prawidtowym juz od 10 dnia
zycia). Ponadto po 5 tygodniach obserwacji nie stwierdziliSmy w migs-
niu odnerwionym wykladnikéw roznicowania wiokien na typy metabo-
liczne. Oprocz cech $wiadezacych o zahamowaniu dojrzewania mieénia
odnerwionego obserwowano tez nakladajace sie zmiany zwyrodnieniowe.

Mozna pokusi¢ si¢ o stwierdzenie, ze zmiany ultrastrukturalne
w mieSniu szczura dojrzewajacym po odnerwieniu uderzajgco przypo-
minajg obraz morfologiczny migsnia ludzkiego w rdzeniowym zaniku
migsni typu Werdniga-Hoffmanna, opisany przez F1d21anskq (1974) oraz
Hausmanowg i wsp. (1975).

Autorka pragnie zlozy¢ gorgce podzigkowanie Pani Docent Amnie Fidzianskiej
za mniezwykle zyczliwg i cenng pomoc zaréwno w opracowaniu zagadnienia jak
i w przygotowaniu oraz interpretowaniu zdje¢ mikroskopowo-elektronowych.
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M. ®unosunka-Banbuuna

BIVMAHUE AEHEPBALIMM HA YJBTPACTPYKTVYPY JO3PEBAIOIIEI'O
MBIIIIEYHOI'O BOJIOKHA KPBICHEI

PeszoMme

B pabore mnpejcraBisieTcsi MUKDPOCKOINO-3JIEKTPOHHBIN 00pa3 MKPOHOMKHOM MBbILIIbI
KpBIChI, J03peBallel)i B HOPMAaJIbHBIX YCJIOBMAX M IIOCJEe JeHEepBallMN.

JenepBanusa NpoM3BOAMIIACH CIOyCcTA 12—18 yacoB mocje POXKAEHUA IyTeM Iepe-
pe3a cuaaauiHOro HepBa. HopMmaJsbHBIM HEPB AOCTUraeT IOJIHOM MOP(OJIOrMyecKOoin
3pesiocT Mexkay 10 u 14 gHeM KM3HU. Y IBTPACTPYKTYpPHBIE 4epThl AuddepeHymanmm
BOJIOKOH IO MeTaboJIMYeCKuM TUIIaM JeJIal0TCA BUAMMBIMM C 21—28 naHA XKU3HK.

JlenepBauus, NPOM3BEAEHHAA IOCJe POXKAEHMS, TOPMO3UT CO3PEBAHME MBILIEYHBIX
BOJIOKOH: Ha 35 JeHb mocJje JeHepBauuyu Habironaerca Hanmume GOJBIIOrO KOJMYECTBA
O4YeHb Y3KHUX ,MUOTYyOOBUAHBIX, a TaKKe He3pPeJIbIX MbIIIEeYHbIX BOJIOKOH. Kpome
TOTO, y YacTM BOJIOKOH Hab/I0AalOTCA CTPYKTypasibHble M3MeHEeHUs (0YaroBoe OTCyT-
CTBMe MM Je3uMHTerpauus Muodpubpuiia). He obHapyKuBawoTCA yJIbTPACTPYKTYPHbIE
yepTh! AuddepeHuManyy BOJOKOH IO MeTaboJaMyecKMM TUIIaM.

J. Finowicka-Walczyna

EFFECT OF DENERVATION ON THE ULTRASTRUCTURE
OF MATURING MUSCLE FIBER IN RAT

Summary

The present study deals with the fine structure of the normal and denervated
rat gastrocnemius muscle. Denervation was performed by the sciatic nerve se-
ction, 12—18 hours after birth. A normal muscle reaches complete morphological
maturity between 10th and 14th day of life. The ultrastructural features of me-
tabolic differentiation were observed between the 21st and 28th day of life.

Postnatal neurectomy delays the maturation of muscle fibres. On the 35th
day after denervation there are many very narrow ,myotube-like” fibres as
well as immature muscle fibres. Moreover, some of the denervated muscles show
structural changes (focal lack or disintegration of myofibrils). There are no ultra-
structural features of metabolic differentiation of muscle fibres.
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mii. Renkawek (Warszawa) przedstawita wyniki rozleglych badan na temat obra-
zu ultrastrukturalnego naczyn wlosowatych moézgu w hodowli in vitro.

Wsréd doniesien poswieconych nowotworom doswiadczalnym duze zaintere-
sowanie wzbudzily prace z Zakladu Neuropatologii we Freiburgu, kierowanego
przez Kleihuesa, na temat bioaktywacji benzopirenu w ukladzie nerwowym oraz
mechanizmu prenatalnej indukeji guzéw ukladu nerwowego przez 7,12-dwumetylo-
-benzantracen. Volk z Haidelbergu przedstawil multrastrukturalne i histochemiczne
dane wskazujace, ze podawanie ciezarnym szczurzycom alkoholu prowadzi do za-
hamowania synaptogenezy w moézgu noworodkéw. Niezwykle interesujacy pro-
blem, tak z punktu widzenia teoretycznego jak i praktycznego podniesli Bischoff
i Buchler (Berlin) przedstawiajgc mozliwosci autologicznej transplantacji nerwu
wzrokowego do nerwu kulszowego u myszy. Bardzo wazne zagadnienie poruszy?
réwniez Wolburg z Tlbingen w swojej pracy ma temat mielinizacji regenerujacych
akson6éw, stawiajac teze, ze neuron wytwarza czynniki stymulujace mieling (MSF),
ktére sg nastepnie aktywowane obwodowo.

W ostatniej sesji zjazdu obejmujgcej tematy wolne, z ciekawszych doniesien
mozna wymieni¢ prace Anzila i wsp. (Monachium) ma temat przypadku ‘rodzin-
nej choroby Niemann-Picka typu C, Ikedy i Goebel (Getynga) o badaniach ultra-
strukturalnych limfocytéw w péznodzieciecej i dzieciecej postaci ceroido-lipo-
fuscynozy oraz Schmitta z Heidelbergu o zmianach w mie$niach i w zakoncze-
niach nerwowych w gangliozydozie GM2 oraz mukopolisacharydozie typu II (Hun-
tera). Bardzo rzadki przypadek niedoboru transferazy karnityno-palmitylowej,
w ktorego obrazie klinicznym donlmowaiy zalezne od temperatury bole migsni,
stanowil przedmiot doniesienia Wiithiltera i wsp. (Tibingen i Rotterdam).

W calosci, w tym bardzo bogatym tematycznie i tresciowo zjezdzie 'neuro:pa‘to-
logicznym, na uwage zastuguje duze powigzanie prac doswiadczalnych z tematyka
kliniczng oraz zastosowanie bardzo szerokiego spektrum metod badawczych, Wy-
raznie zaakcentowany udzial polskich wuczestnikéw zjazdu stanowi przykitad ry-
sujacych sie mozliwosci wspoipracy pomiedzy Stowarzyszeniem Neuropatologow
polskich ~a Niemieckim Stowarzyszeniem Neuropatologobw i Neuroanatomow.

Mieczystaw Wender
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WOJCIECH HILGIER

ZAWARTOSC a-KETOGLUTARANU I GLUTAMINIANU
¢ . W MOZGU SZCZUROW W DOSWIADCZALNEJ
ENCEFALOPATII WATROBOWEJ

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

W licznych doniesieniach opartych na analizie klinicznych przypad-
kow $piaczki watrobowej (Adams, Foley 1953; McDermott, Adams 1954;
Bessman, Bessman 1955) zwracano uwage na patogenetyczng role amo-
niaku w zespole encefalopatii watrobowej w nastepstwie nieswoistych
uszkodzen watroby. Roéwniez w pracach z doswiadczalng przetoka wrot-
no-uktadowsg stwierdzono wzrost poziomu amoniaku w surowicy krwi
oraz w mozgu (Kyu, Cavanagh 1970; Cavanagh, Kyu 1971; Hindfelt
1975). W poprzednich badaniach przeprowadzonych na modelu do-
Swiadczalnej encefalopatii watrobowej, stanowigcej nastepstwo uszko-
dzenia watroby czterochlorkiem wegla, wykazano wzrost aktywnosci
glutaminazy w mozgu, co moglo stanowi¢ posredni wykladnik nagro-
madzenia amoniaku (Hilgier, Mossakowski 1979). Wedlug hipotezy Mos-
sakowskiego (1977) w patogenezie encefalopatii watrobowej podstawo-
wa role odgrywa uposledzenie detoksykacji amoniaku w mozgu, zwig-
zane z niedoborem a-ketoglutaranu w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym, Dane z piSmiennictwa dotyczace poziomu a-ketoglutaranu w moz-
gu w przypadkach ostrej hyperamonemii oraz w Kklinicznych przypad-
kach encefalopatii watrobowej sg jednak niejednoznaczne Stwierdzo-
no zarowno wzrost (Duffy.i wsp. 1974; Hindfelt. 1975), jak i niezmie-
niony poziom tego zwigzku (Hawkins i wsp. 1973). £ A felo

‘Wydawalo sie zatem celowe oceni¢ poziom a-ketoglutaranu, oraz gluta-
minianu jako kolejnych ogniw w detoksykacji amoniaku, u szczuréow
z doswiadczalng encefalopatia watrobowa.. .

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 64 szczurach rasy Wistar, samcach. Wiek
zwierzat na poczatku. doswiadezenia wynosit 2 miesigce.. U 33 szczu-
row uszkodzenie watroby wywolywano przez. podskérne wstrzykiwa-

http://rcin.org.pl



122 W. Hilgier Nr 1

nie, co drugi dzien, roztworu czterochlorku wegla w plynnej parafinie,
w dawce 0,1 ml na 100 g ciezaru ciala, wedlug metody podanej przez
Georgijewa i wsp. (1968). Zwierzeta kontrolne w liczbie 31 otrzymy-
waly w tych samych warunkach i objetosciach podskoérne injekcje
plynnej parafiny.

Zwierzeta zabijano przez dekapitacje bez uzycia narkozy, w gru-
pach po uplywie 2, 4 i 6 miesiecy od rozpoczecia doswiadczenia.
W chwili zakonczenia doswiadczenia, niezaleznie od okresu jego trwa-
nia, wiek zwierzgt wynosit 8 miesiecy. Do badan pobierano obie poi-
kule mozgu bez pnia i moézdzku. Tkanke homogenizowano w 4
czeSciach 0,6 M kwasu nadchlorowego, a nastepnie wirowano 10 min
przy 3000 X g. Do oznaczania zawartosci glutaminianu pobierano 3 ml
nadsaczu i doprowadzano do pH ok. 9 przy uzyciu 2 M mieszaniny fos-
foranéw o pH ok. 12. Nastepnie nadsgcz odstawiano na 10 min do
lodu, po czym sgczono przez sgczek karbowany, a przesgcz doprowa-
dzano do temperatury pokojowej.

Mieszanina reakcyjna zawierata: 3 ml buforu glicyno-hydrazynowe-
go (0,5 M glicyna, 0,4 hydrazyna pH 9), 0,2 ml przesagczu (do proby
¢lepej woda destylowana), 0,2 ml NAD (okolo 3X1072 M). Ekstynkcje
odczytywano w spektrofotometrze przy dlugosci fali 366 nm. Nastep-
nie dodawano 0,05 ml dehydrogenazy glutaminianowej (ok. 10 mg bial-
ka/ml) wolnej od jonéw amonowych i odczytywano wynik po 30 min.
Z réznicy ekstynkeji obliczano zawarto$¢ glutaminianu wg wzoru re-
akcji (Bernt, Bergmeyer 1963).

Do oznaczania a-ketoglutaranu pobierano 4 ml supernatantu, dopro-
wadzano do pH ok. 7,6 przy uzyciu 1 M K;PO,, odstawiano na 10 min
do lodu, a nastepnie sgczono na sgczku karbowanym. Przesgcz dopro-
wadzano do temperatury pokojowej.

Mieszanina reakcyjna zawierala: 3,75 ml przesgczu, 0,05 ml NADH
(ok. 8X107® M). Ekstynkcje odczytywano wobec wody destylowanej
w spektrofotometrze przy dlugosci fali 366 nm. Dodawano 0,05 ml
dehydrogenazy glutaminianowej (2 mg biatka/ml) zawieszonej w 2,8 M
siarczanie amonowym i odczytywano ponownie ekstynkcje po 4 min.
Z roéznicy ekstynkeji obliczano zawarto$¢ a-ketoglutaranu na podstawie
sporzadzonej krzywej wzorcowej (Bergmeyer, Bernt 1963).

Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono przy pomocy testu
t-Studenta.

WYNIKI I OMOWIENIE

Poziom o-ketoglutaranu i glutaminianu w modzgach zwierzat kon-
trolnych i dos$wiadczalnych z wszystkich grup przedstawiono w tabeli I.
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Tabela 1. Zawarto$é a-ketoglutaranu i glutaminianu w moézgu szezuréw w doswiadezalnej ence-
falopatii watrobowej

Table 1. The a-ketoglutarate and glutamate content in rat brain in experimental hepatic ence-

phalopathy
Czas trwania Glutaminian (Hmole/kg) a-Ketoglutaran (Hmole/kg)
doswiadeze- Glutamate (Mmoles/kg) a-Ketoglutarate (Mmoles/kg)
nia
Duratl?n of kontrola doswiadczalne kontrola doswiadezalne P
s e e control experimental control experimental
mies.
2 12,74-0,2%) (6) 12,3+0,2 (6) <0,01 38,4+2,7 (5) 38,2458 (5) >0,05
months
mies.
4 12,54+0,2 (6) 12,6 +0,3 (6) <0,056 38,8415 (4) 24,643,1 (5) <0,01
months
mies.
6 12,84-0,2 (6) 12,4+0,1 (6) <0,01 38,56+2,3 (4) 23,043,1 (5) <0,01
months
p — prawdopodobieristwo () — liczba zwierzat ¥) — érednia arytmetyczna + SD
— probability — number of animals — mean + SD

Z uzyskanych danych wynika, ze u zwierzat z 2-miesigcznym poda-
waniem czterochlorku wegla dochodzi do niewielkiego (ok. 3%) obni-
zenia zawartosci glutaminianu. W tym samym czasie nie obserwuje sie
zmian w poziomie a-ketoglutaranu. Po 4 miesigcach zawartosé¢ gluta-
minianu w grupie zwierzat doswiadczalnych nie roéznila sie w sposéb
istotny od stwierdzanego u zwierzgt kontrolnych. Obserwowano nato-
miast wyrazny (ok. 37%) spadek poziomu a-ketoglutaranu. U zwierzat
z 6-miesiecznym okresem doswiadczenia spadek zawartosci a-ketoglu-
taranu wynosit ok. 40%, podczas gdy spadek zawartosci glutaminianu
byl nieznaczny i statystycznie nieznamienny.

Zwraca uwage fakt, ze dynamika zmian jest analogiczna z narasta-
niem nieprawidlowosci morfologicznych astrogleju (Mossakowski i wsp.
1970), oraz ze wzrostem aktywnosci glutaminazy w mozgu w tym sa-
mym modelu doswiadczalnym (Hilgier, Mossakowski 1979). Uzyskane
wyniki moga stanowi¢ potwierdzenie hipotezy Mossakowskiego i wsp.
(1977), wedlug ktorej w mechanizmie patogenetycznym encefalopatii
watrobowej podstawowsg role odgrywa upos$ledzenie detoksykacji amo-
niaku w moézgu, uwarunkowane niedoborem a-ketoglutaranu.
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Wyniki nasze nie pokrywaja sie z oznaczeniami innych autorow
(Hawkins i wsp. 1973; Duffy i wsp. 1974; Hindfelt 1975). Mozna sadzi¢,
ze wynika to z roznic w zastosowanych' modelach. Wigkszos¢ prac byta
prowadzona w ostrej hyperamonemii (dozylne iniekcje octanu amonu,
lub na modelach z doswiadczalng przetoka wrotno-ukladows). W tych
przypadkach moze nie dochodzi¢ do zaburzen ukladow enzymatycznych,
warunkujgcych detoksykacje amoniaku, lub tez moga sie ujawnia¢ me-
chanizmy kompensacyjne w przypadku niewielkiego wzrostu zawar-
tosci a-ketoglutaranu. W naszym przypadku mamy do czynienia z mo-
delem przewleklym i spadek a-ketoglutaranu moze by¢ nastepstwem
trwalego uszkodzenia ktoregos z ukladéw enzymatycznych, zwigza-
nych z metabolizmem a-ketoglutaranu, ' najprawdopodobniej na jed-
nym z etapéw cyklu kwasow trojkarboksylowych. '

Brak zmian w poziomie glutaminianu mozna wigza¢ ze znanym zja-
wiskiem jego kompartmentacji w osrodkowym ukladzie nerwowym. Na
podstawie szeregu badan omowionych szczegélowo miedzy innymi w pra-
cach przegladowych Fischera (1974) i Baxtera (1976) wiadomo, ze
w procesie detoksykacji amoniaku, glutamina syntetyzowana jest z szyb-
ko metabolizujacej sie puli glutaminianu, stanowigcej tzw. maly prze-
dzial metaboliczny, a charakteryzujacej sie stalym poziomem w ko-
morce. Stwierdzony wzrost aktywnosci glutaminazy $wiadezy o dogod-
nych warunkach szybkiego rozkladu glutaminy, aczkolwiek trudno sa-
dzié czy zjawisko to zwigzane jest z indukcja enzymu przez wzrasta-
jace stezenie substratu, czy tez wynika ze wzrostu ilosci enzymu syn-
tetyzowanego de movo. Prowadzone obecnie badania nad poziomem glu-
taminy 'w moézgu w warunkach doswiadczalnej encefalopatii watrobo-
wej powinny przynie$¢- wyjasnienie tego problemu. Dla pelnej oceny
znaczenia spadku puli a-ketoglutaranu dla procesu detoksykacji amo-
niaku niezbedne -jest réwniez wykonanie bezposrednich - oznaczen za-
wartosci amoniaku w moézgu w tych samych warunkach Jak dotych-
czas; amoniak w . moézgu oznaczano jedynie w modelu encefalopatii wrot-
no-ukladowej, stwierdzajac jego wzrost (Hindfelt 1975).

B. Xuaerep

COAEPKAHME o-KETOTJIVTAPATA U TJIYTAMATA B MO3TE KPBIC
B DKCIEPVMMEHTAJBHO TEIATUYECKOV DHIE®DAJOIATUN

Pe3zwomMme
Br110 npoBeseno ucclienoBanMe conepiKaHMsa «-KeTorjlyTapara ¥ rjyramara B MO3-

re KpbIC, y KOTOPBIX BBI3bIBAJIOCH IIOBPEZKJEHME IE€YEHU I10CPEeACTBOM IIOAKOMKHBIX
MHBEKLMIA YeTHIPEXXJIOPMUCTOTO Yris. VIHbeKIUM NPOBOAMAM UYepe3 JBa AHA B TedyeHUe
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2, 4 u 6 mecaueB. Haburoganm ycuamBarlIyecs BO BPEMEHM CHMIKEHMe COJepzKaHus
o-KeTorayTaparta. Ilocsie 2 MecAleB ypoBeHb a-KeTOrjiyTapaTa He OTJauYalics Cylie-
CTBEHHBIM 00pa30M OT ypPOBHSA y KOHTPOJBHBIX JKMBOTHBIX. Ilocie 4 mecsaneB obHapy-
XKuBalyu 0Kojo 37%, a nocsie 6 mecsanes okojo 40% cHuKeHMe COAepPIKAHUA «-KEeTO-
rayrapata. He Habuarofanm cyliecTBeHHBIX M3MEHEHMM B COJep3KaHMM TIJlyTamaTa
B MoOa3re.

W. Hilgier

THE o-KETOGLUTARATE AND GLUTAMATE CONTENT
OF THE RAT BRAIN IN EXPERIMENTAL HEPATIC ENCEPHALOPATHY

Summary

The a-ketoglutarate and glutamate contents were examined in the brains of
rats in which liver damage was induced by subcutaneous injections of carbon
tetrachloride. The injections were performed every other day for 2, 4 and 6 months.
A gradual decrease of the a-ketoglutarate content was observed. The decrease
was undetectable after 2 months, but reached 37% after 4 months and 40% after
§ months. The glutamate content remained unchanged throughout.
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HRISTO PROKOPANOW

CAPILLARY ULTRASTRUCTURE IN GLIOMAS
OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Department of Pathology, Institute of Biostructure, Academy of Medicine,
Poznan
Head: prof. dr P. Gabryel

Capillary permeability has been established to be heavily disturbed
in primary tumors, in particular in the anaplastic gliomas and among
the isomorphic glomas — in oligodendroglioma (Waggener, Beggs,
1976). According to a number of authors all the structural components
of capillaries in the anaplastic gliomas may reveal abnormalities which
are not observed in the normal brain tissue (Long, 1970; Hassoun
et al. 1975; Stoltenberg-Didinger, Cervos-Navarro, 1976). Though the
capillary permeability is also increased in the isomorphic gliomas, the-
re is no agreement as to the structural features of these vessels.

The purpose of our study was to establish: 1) whether the structure
of capillaries is the same in the isomorphic and in the anaplastic glio-
mas; 2) whether the degree of the structural abnormalities of capil-
laries depends on the tumor maturity; 3) whether vascular abnormali-
ties within the individual tumor may explain the increased capilla-
ry permeability in brain gliomas.

MATERIAL AND METHODS

The ultrastructural observations were carried out on 8 isomorphic
and 4 anaplastic gliomas obtained from patients operated in the Neuro-
surgical Clinic of the Academy of Medicine in Poznan. Small tissue
samples were taken from the central and peripheral regions of the
tumor. They were immediately fixed in glutaraldehyde and parafor-
maldehyde prepared according to Karnovsky’s method (Karnovsky,
1965). After prefixation the specimens were postfixed with 1% OsO,
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in phosphate buffer and embedded in Epon 812 (Luft, 1961). Sections
were cut on the Reichert OmU; microtome and stained with uranyl
acetate (Watson, 1958) and lead citrate (Reynolds, 1963) and examined
in a JEM 7A (JEOL) electron microscope. All these tumors were
diagnosed in light microscopy using the formalin fixation and routine
stainings and impregnations.

RESULTS
Isomorphic gliomas

The structure of capillaries in all the investigated isomorphic glio-
mas was altered in a similar way and differed distinctly from the struc-
ture of the normal brain capillaries. Thus the whole group of these
tumor can be handled jointly. Most of the observed capillaries had
a single layer of endothelium. From the surface of the endothelial
cells single villous processes emerged towards the vessels lumen. Be-
sides the cells with a light cytoplasm and a small number of orga-
nelles, dark cells, rich in enddplasmic reticulum and ribosomes, were
also seen. The endothelial cells underwent hyperplasia in some sections.
They formed a multilayer lining, narrowing or even obliterating the

Fig. 1. A.stll-ocy‘toma. Central part of tumor. Fenestrated endothelium (arrows),
enlarged pericapillary space (PS) containing collagen fibers (Co) and many repli-
cas of basal membrane. X 17 500.

Ryc. 1. Gwiazdziak. «Centralna cze$é¢ guza. Srédblonek z fenestracjami (strzatki),
poszerzona przestrzen okolonaczyniowa (PS) zawierajagca widékna kolagenowe (Co)
i replikacje blony podstawnej. Pow. 17 500 X.
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vessel lumen. Some endothelial cells were swollen, The cytoplasm of
these cells formed a very thin lamina with numerous fenestrae, closed
by a single membrane (Fig. 1). However, fenestration of the endothe-
lial lining was found rather rarely. Numerous microvesicles were
situated both on the side of the vessel lumen and in the vicinity of
the vascular basement membrane.

In all capillaries predominated endothelial cell junctions, demonstra-
ting the expected pentalaminar configuration. Beside these open junc-
tions were present (Figs. 2, 3), rarely in the shape of gaps of 0.2—0.3
vm width (Fig. 4). The continuous basement membrane was of usual
configuration exhibiting irregularities of width and electron density.
Most of the capillaries had a basement membrane with multiple layers
(Figs. 1, 2, 3) some enclosing a pericyte. In some areas the newly
formed sinusoid-like vessels showed no basement membrane. The
endothelial cells were separated from the adjacent tumor cells by
a space of about 20—40 nm.

Fig. 2. Astrocytoma. Central part of tumor. Between two endothelial cells open
junction (arrows). Enlarged pericapillary space (PS) containing replicas of basal
membrane and fibroblast (F). X 29 000.

Rye. 2. Gwiazdziak. Centralna cze$é guza. Otwarte zespolenie pomiedzy dwiema
komérkami Srédblonka (strzalki). W poszerzonej przestrzeni okotonaczyniowej (PS)
replikacje blony podstawnej i fibroblast (F). Pow. 29 000 X,

All the investigated capillaries possessed a well marked perivascular
space; in the central parts of tumors it was situated between the va-
scular and glial basement membrane and its width was uneven (Figs.
1,.2). Some fragments of basement membrane, collagen fibrils, fibro-
blasts and single tumor cells or their processes, intermingled with
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Fig. 3. Ependymoma. Central part of tumor. Fenestrated (arrows) endothelium
(End), enlarged pericapillary space (PS) containing discontinuous vascular basal
membrane (VBM). X50 850.

Ryec. 3. Wysciélczak. Centralna cze$é guza. Srédblonek (End) z fenestracjami
(strzalki), poszerzona przestrzen okolonaczyniowa (PS) z pozbawiong cigglosci bio-
ng podstawng naczynia (VBM). Pow. 50 850 X.
proteinaceous material, filled the perivascular space (Fig. 4). The glial
basement membrane separated the perivascular space from the tumor
cells. It often protruded between the processes and the bodies of
tumor cells (Fig. 4). Very rarely it was discontinued or missing in
longer sections. Such breaks were more numerous in pilocytic astro-
cytomas. In these cases there was apparently a direct communication
between the perivascular space and the intercellular spaces of the

neoplastic tissue (Fig. 4).

Fig. 4. Isomorphous oligodendroglioma. Central part of tumor. Between endothe-
lial cells (End) wide interruptions (arrows). Enlarged pericapillary space (PS) con-
taining discontinuous vascular basal membrane (VBM), replicas of basal mem-
brane, processes of tumor cells (TC) and discontinuous glial basal membrane (GBM).
Connections between pericapillary space and intercellular space (triangles). X 18 300.

Ryc. 4. Izomorficzny skapodrzewiak. Centralna cze$¢ guza. Szerokie przerwy (strzal-

ka) pomiedzy komoérkami $rédbionka (End). Poszerzona przestrzen okolonaczyniowa

z nieciggly blona podstawna naczynia (VBM), replikacjami blony podstawnej, wy-

pustkami komérek guza (TC) i pozbawiong ciaglosci glejowa blong podstawng (GBM)'

Polgczenia pomiedzy przestrzenig okolonaczyniowg i miedzykomoérkowa (tréjkaty).
Pow. 18300 X,
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Anaplastic gliomas

The structure of capillaries showed the same qualitative abnormali-
ties (Fig. 5) as in the isomorphic gliomas but were more strongly
expressed. In the peripheral regions of the tumor the capillary struc-
ture was similar to that of the normal cerebral capillaries except for
an insignificant swelling of the endothelial cells and considerable in-
crease of the pinocytotic activity (Fig. 6). All the changes found in
capillaries of gliomas are summarized in Fig. 7.

Fig. 5. Medulloblastoma. Central part of tumor. Fmtrated (amows) endothelial

layer (End). Enlarged pericapillary space (PS) Containing multilayered vascular

basal membrane (VBM), collagen fibers (Co) and tumor cell process (TC).
X 23 800. . ‘

Ryc. 5. Rdzeniak. Centralna cze$¢é guza. FenestraCJe (stt;alkx) $r6dbtonka (End).

Poszerzona przestrzen okolonaczyniowa (PS), zaw1era1aca wielowarstwowg blone

podstawng naczynia (VBM), widkna kolagenu $é((‘}o) i wypustke komorki gum (LC).
Pow. 23 800

.

DISCUSSION

Although some of our observations are similar to those described
by other authors, some are different. This holds for the ,,gap junctions”
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Fig. 6. Astrocytoma. Peripheral part of tumor. Swollen endothelial cytoplasm

(End). Between endothelial cells tight junctions. Vascular and glial part-of basal

membrane form single layer (BM). Swollen processes of astnécyte (A). *X 17 150.

Ryc. 6. Gwiazdziak. Obwodowa cze$é¢ guza. Obrzrmala cytoplazma sr6dblonka

(End) Pomiedzy komoérkami $rédblonka polaczenia “Sciste. Naczyniowa i glejowa

czesc blony podstawnej tworzy pojedynczg warstwe (BM). Obrzmiale wypustki
astrocyta (A). Pow. 17150 X.

between the endothelial cells and the fenestrations in the isomorphic
gliomas; so far we found no other descriptions' of these phenomena.
Some authors even maintain that the endothelial layer in these tumors
is as continuous as in the capillaries of the normal brain tissue (Hoss-
mann et al., 1965; Hossmann, Wechsler, 1965, 1971; Hossmahn, 1967).
The gap junctions and the fenestrations occur relatively rarely in the
isomorphic gliomas; that is why they were not observed by other
authors who carried out their observations on a scarce material. Wag-
gener and Beggs (1976) found the most gap junctions in areas of de-
generation, inflammation or poor fixation;.they assume that the role
of gap junctions in vascular leakage has not been established yet. In
our material the gap junctions and fenestrations have been found in
well preserved areas without sings of degeneration of tumor -cells,
hence it may be inferred that both the ,gap junctions” and the fene-
strations represent a primary defect taking place in the endothelial
layer of glioma vessels.
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7

Fig. 7. Schematic picture of changes in the capillary walls and in the adjacent

structures of tumor. L. — lumen, End — endothelial cells, arrows — interruption

between endothelial cells, VBM — vascular basement membrane, PS — perivas-

cular space, F — fibroblast, Co — collagen, TC — tumor cells, GBM — glial ba-

sement membrane, triangle — interruption in the glial basement membrane, ES
— extracellular space.

Ryc. 7. Schematyczny obraz zmian w $cianie naczyn wlosowatych oraz w przy-

legtych strukturach guza. L. — $wiatlo, End — komorki $rédblonka, strzatki —

przerwy pomiedzy komoérkami s$rédblonka, VBM — blona podstawna naczynia,

PS — przestrzen okolonaczyniowa, F — fibroblast, Co — kolagen, TC — komor-

ki guza, GBM — glejowa blona podstawna, tréjkat — przerwanie glejowe]j
blony podstawnej, ES — przestrzen pozakomoérkowa.

Other characteristic changes in the capillary endothelial layer of
cerebral tumors (e.g. an increased pinocytotic activity, swelling and
hyperplasia of endothelial cells, the presence of numerous ribosomes)
were also described in the same way by other authors (Luse, 1960;
Hossmann, 1967; Long, 1970; Matakas et al., 1970; Waggener, Beggs,
1976). A more distinct phenomenon in the brain tumor vessels is an
increase in the frequency of pinocytotic vesicles in comparison to nor-
mal brain tissue. According to Westergaard and Brightman (1973) the
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micropinocytotic vesicles may participate in the transport of macro-
molecules.

A high number of microvesicles in the endothelial layer is common
in normal embryonal vessels (Tani, Ishii, 1963) so that their occurren-
ce in the endothelium of tumors may be a reflection of the immatu-
rity of these vessels. As far as the vascular basement membrane is
concerned our results are similar to those stated by other authors. The-
re was not basement membrane in the sinusoid type vessels in the
pilocytic astrocytoma; all the other investigated capillaries had a con-
tinuous vascular membrane with varying width and electron density.
The membrane was frequently replicated and occupied some areas in
the perivascular space. The presence of continuous basement membra-
ne does not a contradict to the increased permeability of the vessel
walls in tumor. Numerous studies with the use of different tracers have
shown that in pathological conditions the basement membrane repre-
sents no effective barrier to the transport of substances from the blood
to the surrounding tissue, though the transport may be delayed to
some extent (Gabryel, 1973).

In all the investigated isomorphic and anaplastic gliomas the peri-
vascular space was greatly increased over that seen in the normal
brain. It contained fragments of replicated basement membrane, colla-
gen fibers, fibroblasts and occasionally blood cells. These observations
are in agreement with those of other authors (Luse, 1960; Duffel et al.,
1963). We can not confirm the observations of Hossmann et al. (1965);
these authors maintain that in the isomorphic gliomas the vascular and
glial basement membrane fuse together as they do in the normal
brain capillaries. The existence of the enlarged perivascular space,
the discontinuity or even the absence of glial basement membrane
and the wide extracellular spaces in tumor tissue may be considered
as a morphological manifestation of the increased transport of sub-
stances from blood to the tumor.

All these described findings were common for isomorphic and ana-
plastic gliomas but were more marked in the latter. It is in agreement
with the results obtained by Bakay (1970) who used radioisotopic
markers.

All the observed abnormalities of the capillary vessels in brain glio-
mas may be explained considering the enormous proliferative poten-
tialities of tumor capillaries. The proliferation may be due to: a) hy-
poxia that causes dilatation of capillaries and endothelial cell prolife-
ration (Bar, Wolf, 1976), and b) proliferative properties of tumor an-
giogenesis factor-TAF (Philips et al., 1976).
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H. Prokopanow

ULTRASTRUKTURA NACZYN WLOSOWATYCH W GLEJAKACH
OSRODKOWEGO UKEADU NERWOWEGO

Streszczenie

Zmiany ultrastrukturalne naczyn wlosowatych w izomorficznych i anaplastycz-
nych glejakach sa jakosciowo podobne, natomiast r6znig sie w aspekcie iloSciowym.
Odchylenia od normy sg czestsze w guzach anaplastycznych niz w izomorficznych.
Uszkodzenia $rédblonkéw naczyn, obecnosé szerokich przestrzeni okolonaczyniowych
i ich polgczenie z miedzykomorkowymi przestrzeniami tkanki guza, moga by¢ uwa-
zone za morfologiczny wykladnik wzmozonej przepuszczalnosci naczyn wilosowatych
dla zwigzko6w drobno- i wielkoczasteczkowych.

X. IlpokomaHoB

YIBTPACTPYKTYPA KAIIMJIJIAPOB
B T'TIMOMAX IEHTPAJILHOV HEPBHOM CUCTEMEI

PezwomMme

Y IbTPaCTPYKTypPHbIE M3MEHEHMs KalMJJIAPOB B U30MODPMHBIX M aHAMJIACTUYECKUX
rIMOMax KaydeCTBEHHO IOA00HbIe, OJHAKO OHM OTIAMYAIOTCA KOJMYecTBeHHO. OTKJIOo-
HEHMA OT HOPMbI 6oJlee YacTble B aHAIJIACTUMYECKMX HYEM B M30MODP(MHBIX OMYyXOJsAX.
IToBpexkaeHUA SHIAOTEIUA COCYAOB, HAJINYME IIMPOKMX IEPUBACKYJIAPHBIX IIPOCTPAHCTB
M uX coObLeHuA C MEXKKJIETOUHBIMM IIPOCTPAHCTBAMM TKaHM OIyXOJM MOTYT CUM-
TaTbCsi MOP(OJIOTMYECKMUM I1aKa3aTeJeM yCUJIIEHHO IPOHMIIAeMOCTU KaNuiJIAPOB JISA
MEJIKO- ¥ MHOTOMOJIEKYJIIDHBIX CO€IMHEHMIA,
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DZIAL KRONIKI I INFORMACIJI

W dniu 30 czerwca 1979 r .tytul profesora zwyczajnego otrzymal prof. dr hab.
med. Mirostaw Mossakowski, dyrektor Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Kli-
nicznej PAN w Warszawie.

Tegoz dnia tytuly profesoréw nadzwyczajnych uzyskali:

— doc. dr hab. med. Maria Dambska, kierownik Pracowni Neuropatologii Rozwo-
jowej CMDiK PAN w Warszawie,

— doc. dr hab. med. Maria Dagmbska, kierownik Pracowni Neuropatologii Rozwo-
jowej CMDiK PAN w Warszawie,

* * *

Walne Zgromadzenie Polskiego Towarzystwa Patologow w dniu 7 wrzesnia
1979 r. nadalo prof. dr hab. Mirostawowi Mossakowskiemu godno$¢ czionka ho-
norowego Towarzystwa.

* * *

W dniu 30 listopada 1979 r. zostaly przyznane zespolowe mnagrody mnaukowe
Sekretarza Naukowego PAN. Otrzymali je:

— prof. dr hab. med. Mirostaw Mossakowski, Dyrektor CMDiK PAN, czlonek
korespondent PAN, za ,Badania nad patogeneza niedokrwiennych uszkodzen
mozgu’”.

W sklad nagrodzonego zespolu wchodza: dr hab. med. M. Ostenda, dr hab.
med. A. Kapuscinski, dr n. przyr. J. Albrecht, dr wet. R. Gadamski, dr n. przyr.
G. Szumanska, dr med. M. Smialek,

— prof. dr hab, med. Adam Kunicki z CMDiK PAN, czlonek rzeczywisty PAN,
za ,Opracowanie uproszczonej metody histograficznej badania wewnatrzczasz-
kowej kompensacji objetosciowej jako elementu oceny zagrozenia ciasnotg
wewngtrzczaszkowa”.

W sklad nagrodzonego zespotu wchodza: dr hab. med. J. Szewczykowski, dr
med. J. Dziduszko, mgr inz. J. Korsak-Sliwka, mgr inz. G. Pawlowski, mgr inz.
S. Sliwka.

— doc. dr hab. med. Irmina Zelman z CMDiK PAN, za ,Cykl badan nad struk-
turalnymi i metabolicznymi nastepstwami ostrej hipoglikemii”.

Do nagrodzonego zespolu nalezeli: dr n. przyr. M. Sikorska, lek. med. T. Wierz-
ba-Bobrowicz, mgr W. Hilgier.

* * *

W dniu 1 grudnia 1979 wreczone zostaly doroczne nagrody naukowe Stowarzy-
szenia Neuropatologéw Polskich. Otrzymali je:

c.d. ma str. 150
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JANUSZ ALWASIAK, MARIA MIKUTA, TADEUSZ ROBAK,
ZBIGNIEW WEGRZYN, RYSZARD MACULEWICZ

IMMUNOGLOBULINS AND OTHER SERUM PROTEINS,

T AND B LYMPHOCYTES AND DEGREE OF BLASTIC

TRANSFORMATION OF LYMPOCYTES STIMULATED
BY PHA IN THE BRAIN TUMORS PATIENTS *

IInd Department of Internal Medicine
Head: prof. dr A. Mazurowa
Department of Oncology, Medical Academy, L6dz
Head: prof. dr L. Wozniak
Department of Neurosurgery, Copernicus Hospital, L6dz
Head: dr Z. Wegrzyn

For better characterization of biological properties of brain tumors
we decided to examine some non-specific indicators of neoplastic pro-
cesses and to determine the immunological condition of the patients.
We were looking for changes within serum proteins (mainly within
immunoglobulins), as an expression of humoral responses in the course
of the disease. In some of these patients, quantitative studies of T and
B lymphocytes in blood and evaluation of T lymphocytes function on
the basis of their ability of blastic transformation after stimulation
by PHA were performed.

MATERIAL AND METHODS

In the group of 43 patients with different brain tumors the follow-
ing studies were done: Qualitative characterization of proteins carried
out by means of immunoelectrophoresis in 1,5% Bacto-Agar-Difco
as a gel-medium, according to the micromethod of Scheidegger under
previously established conditions (Dmochowska, Polkowska-Kulesza,

* Supported by U.S. Public Health Service, N.LLH., Research Grant PL 480,
Agreement no 05-013-N.
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1966). Horse serum was used as antiserum against physiological se-
rum proteins (Wytwoérnia Surowic i Szczepionek, Warszawa).

Quantitative determination of serum proteins, Total protein con-
centration was measured and separation of proteins by paper strip
electrophoresis was performed under conditions reported earlier (Dmo-
chowska, Polkowska-Kulesza, 1966). Immunoglobulins IgG, IgA, and
IgM were estimated quantitatively by gel diffusion technique in com-
mercially supplied immunochemical equipment on the Tri-Partigen
Behringwerke plate. Haptoglobin levels assayed by Owen’s et al. me-
thod (1960). Additionally, in 19 patients, the ceruloplasmin level was
measured according to Rice et al. method (1963).

In some patients (23) quantitative studies of T and B lymphocytes
in blood were performed by: E rosette test (i.e. non-immunological
test of binding sheep erythrocytes by T lymphocytes); EAC rosette test
(B lymphocytes bind immunological complexes through a surface re-
ceptor for the third component of the complement); test for the pre-
sence of immunoglobulins on the surface of B lymphocytes. Within
the same group of patients the degree of blastic transformation of lym-
phocytes after stimulation by PHA was also evaluated.

The techniques for the study of surface markers of lymphocytes
had been reported in detail previously (Pluzanska et al., 1976) and
were in agreement with the indication of the WHO Report (Aiuti et
al., 1974).

Lymphocytes were obtained by density gradient centrifugation in
a Ficoll-isopaque mixture. E rosettes were evaluated after 18 hours
of incubation at 4°C. The results were expressed as percentage of
E and EAC rosettes and S Ig™ in the total population of lymphocytes.
In relation to leukocytosis and white cell pattern the probable abso-
lute number of lymphocytes producing E and EAC rosettes and S Ig*
in 1 mm3 blood was also evaluated (,,probable absolute number of
lymphocytes” for we assumed, that there was similar loss in T and
B lymphocytes during density gradient centrifugation).

The remaining blood samples were used for three days culturing
of lymphocytes stimulated by PHA. Bacto-Phytohemaglutynin M (Dif-
co) was added in a dose of 0.15 ml per 10 ml of culture medium con-
taining 1X10% lymphocytes in 1 ml Such a dose was found in our
laboratory to be the smallest optimal dose to induce maximum trans-
formation of lymphocytes from healthy patients. The technique of
lymphocyte culturing was reported earlier (Pluzanska, 1972). In the
evaluation of lymphocyte blastic transformation, morphological crite-
ria were considered and the percentage of cells that underwent trans-
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formation within the total amount of lymphocytes was given as a bla-
stic index (BI).

The results of an examination of 35 healthy persons, in a similar
range of age, was served as control.

Blood for examination was taken one day before the 'surgery. The
operative material was fixed in 4% neutral formaldehyde solution and
stained according to routine neuropathological methods.

The results were analyzed statistically by means of the median test
in the studies of serum proteins and the Student test in the exami-
nation of lymphocytes.

RESULTS

The histopathological diagnose of all examined cases are presented
in Table 1. There were mostly glial tumors (25 cases). The results
of all examinations of 7 patients with metastatic carcinoma and 1 pa-

Table 1. Serum proteins and lymphocytes examinations in peripheral blood of patients with
brain tumors with different histological diagnosis
Tabela 1. Bialka i limfocyty krwi obwodowej u chorych z guzami mézgu oraz rozpoznanie histo-
patologiczne

Number of cases with Number of patients with

i ina- I
sernm; Proleing. examiing lymphocytes examination

Histopathological diagnosis tion
Rozpoznanie histopatologiczne Liczba. chorych z wyko- Liczba chorych z wyko-
nanymi badaniami bia- Danymi  badaniami lim-
lek surowicy foeytow
Astrocytoma 4 3
Astrocytoma anaplasticum 5 +
Oligodendroglioma 1 —
Oligo-astrocytoma ! 1
Oligodendroglioma anaplasticum 1 —
Ependymoma 2 1
LEpendymoma anaplasticum 1 1
Glioblastoma multiforme 10%) 2
Meningioma 7 3
Adenoma hypophysis 3 2
Lymphoma ;nalignum lymphoplasmoides 1 1
Carcinoma metastaticum 7 5
Number of cases - 43 23
Liczba przypadkow :
Number of examinatioﬁs 45 23
Liczba badan i
*) _ two caseés were investigated twice: before first surgery and before reoperation

dwa przypadki badano dwukrotnie: przed operacja i przed reoperacja
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tient with primary lymphoma of the brain were in compatibility with
the range of the results of the other 35 patients. Because these values
have no essential influence on the average data (i.e. median, arithme-
tical mean, and standard deviation) the results of all 45 examination
are discussed together.

Table 2. Some proteins in the blood serum of 43 patients with tumors of brain and 35 healthy
persons

Tabela 2. Niektére bialka surowicy krwi u 43 chorych z guzami moézgu i 35 zdrowych

0s6b
Hn | trinnts pattmn,ts ~ ohiety Healthy persons — ludzie zdrowi
Test z guzami mobzgu
Rodzaj badania SR Fr RO -
n g > SD n g b SD
zakres zakres
Protein (total) g/l 45 61,2—81,0 71,40 483 35 62—79,5 72,90 5,31
Albumin g/l 45 28,3—48,0 38,63 4,568 35 33,1—46,7 41,27 2,93
Globulin alfa; g/l 45 2,5—4,8 3.63 0,61 3b 2,0—4,4 3,35 0,35
Globulin alfay g/1 45 4,8—12,2 6,95 1,68 35 4,6—9,5 6,09 1,14
Globulin beta g/l 45 6,7—12,7 8,67 1,20 35 5,7—11,8 8,03 1,47

Globulin gamma g/l 45 9,7—17,8 13,66 1,87 35 8,3—18,2 13,10 2,6

Immunoglobulin GIU 45 82,4—-323,6 162,0 37,49 27 89,4—232,2 150,6 38,87
Immunoglobulin ATU 45 65,6—286,0 152,8 44,84 19 51,4—232,2 107,8 57,36
Immunoglobulin M IU 45 71,3—348,6 175,4 80,08 27 72,1—340,0 184,9 67,06

Haptoglobin g/l 45 0,40—2,40 1,33 0,61 28 0,35—1,65 0,80 0,31
Ceruloplasmin IU 19 28,0—86,0 58,20 15,49 18 33,0—74,6 51,20 13,12
% g average value
x — wartoéé érednia

SD — standard deviation

SD — odchylenie standardowe
n — number of examinations
n — liczba badan

The results of quantitative determination of serum proteins are
presented in Teable 2. Tctal protein concentration in all 45 samples was
normal and did not differ from that in the control group (p=>0.7). Si-
milarly, paper strip electrophoresis did not show any significant de-
viations when compared to generally accepted standards of proteino-
grams. Only in 1 patients (with anaplastic astrocytoma) slight hypoalbu-
minemia and in 3 patients (2 with glioblastomas and 1 with hypophy-
seal adenoma) the increase of alfa;-globulins was observed. There we-
re no differences in the fractions in comparison to the contrel group
(p>0.3) except for alfa,-globulins which were significantly higher in
the group of brain tumor patients (0.02>p>0.01).

http://rcin.org.pl



Nr 1 Immunopathology of patients with brain tumors 143

Immunoelectrophoresis in agar revealed an increased level of at
least one protein fraction in 15 out of 43 patients. In 5 cases this
concerned alpha;-glycoprotein, in 2 cases orosomucoid, in 10 cases
haptoglobin, in 10 cases ceruloplasmin, in 1 case immunoglobulin G
(IgG), and in 1 case immunoglobulin M (IgM). The increase of immu-
noglobulins in the above mentioned patients was proved by the immu-
nodiffusion method; slightly raised levels of IgG (323.6 IU in case
of anaplastic astrocytoma) and IgM (348.6 IU in case of ependymoma)
were observed. In other 43 examinations the level of three main clas-
ses of immunoglobulins was within the range of accepted norm; there
were no statistically significant differences between immunoglobulin
concentration in the serum of tumor patients and control group (p=>0.05).

Qualitative changes in the saturation of haptoglobin arches in im-
munoelectrophoresis were in all cases supported by enzymatic stu-
dies. In 10 patients the serum haptoglobin level was above the limits
generally accepted for this method. The results of the whole group
of patients were statistically different from those obtained in con-
trol group (0.02>p>0.01).

There was no statistical difference in the level of ceruloplasmin in 19
tumor patients as compared to 18 healthy persons evaluated by the use
of the enzymatic method (p>0.5). Only in 2 brain tumor patients the
ceruloplasmin activity was higher than normal for this method. Among
10 patients with immunoelectrophoretically evaluated changes within
the ceruloplasmin arch, enzymatic examination of this protein was per-
formed only in 3 cases: in 2 cases the results supported those obtained
by qualitative examination, in the third one the ceruloplasmin activity
was within the norm range.

The percentage and the absolute number of T and B lymphocytes
in 1 ml peripheral blood (identified by E and EAC rosette tests and
by the presence of surface immunoglobulins) is presented in Table 3.
The results in 23 brain tumor patients do not differ from those in
healthy persons (p>0.1).

The results of lymphocyte blastic transformation after stimulation
by PHA in 3 day cultures of blood cells are presented in Table 4.
The degree of lymphocytes transformation from brain tumor patients
showed statistically significant difference as compared to the control
group (p<<0.001).

DISCUSSION

Several nonspecific factors as well as direct and indirect specific
‘effectors of immunological reactions are known to influence the course
of the neoplastic process (Hudson et al., 1974; Mahaley et al., 1977).
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Table 3. E rosettes, EAC rosettes and surface Ig (S IgT) of lymphocytes in peripheral blood of
23 patients with brain tumors and 35 healthy persons
Tabela 3. Rozety E, EAC i powierzchniowe Ig limfocytéw (komérki S Igt) we krwi obwodowej
23 chorych z guzami moézgu i 35 zdrowych os6b

Honin tRmors patients — chorzy Healthy persons — ludzie zdrowi
z guzami mo6zgu

Kind of measurement EAC Sigt+ EAC Sigt
Rodzaj pomiaru E rosettes rosettes cells E rosettes rosettes cells
rozety E  rozety limfocyty 1ozety E  rozety limfocyty
EAC Igt EAC Igt
% range 556—178 6—21 16—21 52—78 13—25 15—26
zakres 65,5 16,5 18,5 66,2 17,4 19,3
x 7,4 3,87 2,17 7,9 2,9 3,0
SD
number range 689—1560 74—454  166—410 632—2120 183—560 212—646
in 1 mm?3 zakres 1102 283,56 309 1184 303 336
liczba w x 285,6 60,6 72,0 416 98 125
1 mm3 SD

Table 4. The degree of blastic transformation of lymphocytes stimulated by PHA in peripheral
blood of 23 patients with brain tumors and 35 healthy persons
Tabela 4. Stopien transformacji blastycznej limfocytéw pobudzonych PHA we krwi obwodowej
23 chorych z guzami mézgu i 35 zdrowych oséb

Lymphocytes transformation Patients Healthy persons
Transformacja limfocytéw Chorzy Ludzie zdrowi
Range — zakres 3 14—72 63—82
x 57,3 72,5
SD . 18,8 4,7

+

Maximal engagement of T and B effector cells at different stages of
the development of neoplastic process and, when added, humoral block-
ing factors, may paradoxically enhance tumor growth and dissemi-
nation (Oda, 1974). On the other hand, it is known that the growing
tumor itself may stimulate the changes of some proteins not engaged
in immunological processes (Hollinshead et al., 1977; Kiistner et al.,
1976). Specific anatomical relations within cranial cavity have an
evident influence on the result of the interactions between specific
and nonspecific factors, the host immunity and the biological properties
of tumor:: Thus it seems interesting to compare the morphological
pattern of tumor w1th the predicted systemlc indicators of neoplastrc
processes. i ; DA L0 5 0 R
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We did not find any essential differences from generally accepted
norms in the serum protein studies, performed in 43 patients with
different brain tumors. Only slight hypoalbuminemia in one case and
hyperalpha,-globulinemia in three cases were observed. This may
suggest a connection with neoplastic disease. Other fractions, except
alpha,-globulin did not differ from control. Since the level of alpha,-
-globulins was in a majority of tumors patients close to the upper limit
of the norm, therefore the means of both examined groups differed
significantly. According to Kistner et al. (1976) and to Lee (1977)
hyperalpha,-globulinemia and then the increase of alpha;-globulin
and the decrease of algumins level are than most characteristic
protein changes in the course of the neoplastic disease, Together with
alpha-globulins a number of other proteins migrate which seem to be
non-specifically stimulated by the neoplastic process. These are: poly-
peptide which inhibits lymphocytes reaction (Glasgow et al., 1974;
Lee, 1977) and glycoproteins, among which there are alpha;-glyco-
protein and orosomucoid (alpha;-acid-glycoprotein) (Bogdanikowa, Mu-
rawski, 1968), haptoglobin (Owen et al.,, 1960; Shim, 1976) and cerulo-
plasmin (Shifrine, Fisher, 1976). In our opinion the increase of the
average level of alpha,-globulins in our patients is due to the increase
of some of these factors. Immunoelectrophoretically we showed the
increase of at least one of these factors in 15 out of 43 patients, The
increase above norm of haptoglobin in 10 patients was especially cha-
racteristic. This was supported by the enzymatic examination in which
statistically significant differences in comparison to control group were
emphasized. Link and Tibbling (1977) claim that in different organic
brain diseases the increase of serum haptoglobin is the most characte-
vistic among the protein changes, apart from the increase of serum
1gG. Besides, we noted an increase of the ceruloplasmin level in 10 pa-
tients.

The' mediators of inflammatory process and the release of proteoly-
tic enzyme (Bogdanikowa, Murawski, 1968; Shim, 1976) e.i. exudative
and necrotic processes within the tumor and surrounding tissue are
thought to stimulate the synthesis of ceruloplasmin and haptoglobin
as well as other glycoproteins. So the increase of so-called acute phase
reactans indicates secondary changes within the neoplasm. Our fin-
dings support this view. In majority of cases with necrosis within tu-
mor tissue the increase of one or more serum proteins, indicators of
inflammatory process, was found. Most frequently it was the increase
of haptoglobin.

We found no essential changes which could indicate specific host
humoral responses against growing tumor. No abnormal level of three
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main classes of immunoglobulin in the serum of 41 out of 43 patients
was observed. Only in 1 case IgG level and in 1 case IgM level were
slightly elevated: the first case concerned anaplastic astrocytoma with
marked edema and intense lymphocytic and microglial infiltrates in
the tumor periphery; the second case concerned ependymoma without
inflammatory response, Our observations are in agreement with Ma-
haley’s et al. (1977) opinion that there is no abnormality in IgG and
IgA in glioma patients; but on the basis of 12 examinations performed
in 10 patients, we are unable to support their observation about the
increase of IgM in cases of glioblastoma. On the other hand we did
not find any decrease of IgG or IgM which was demonstrated by
Monari et al. (1978).

In different neoplasms, among others in brain tumors, the failure
of cellular immunity was described on the basis of in vivo studies
(Brooks et al., 1976; Young et al, 1976; Mahaley et al., 1977). Immu-
nological disturbances may be connected with the diminution of the
number of T lymphocytes, with functional disturbances of these cells,
or with both these factors. In our studies we observed changes neither
in the total number of lymphocytes nor in the percentage and number
of T and B lymphocytes in 1 ml blood of brain tumor patients in
comparison to the results obtained in the control group. There are
different opinions about the number of T lymphocytes in the blood
of patients with different tumors. Wybran and Fudenberg (1973), Ne-
moto et al. (1974), and Pluzanska et al. (1977), described normal pro-
portion and number of T and B lymphocytes in carcinoma patients,
whereas Dellon et al. (1975) and Gross et al. (1975) observed decrease
of T lymphocytes in blood of similar patients. Brooks et al. (1976), by
the use of E rosette test, examined T lymphocytes of brain tumor
patients and found decreased number of these lymphocytes. In our
studies proportion of T and B lymphocytes in the blood of brain tu-
mor patients was normal, but some failure of blastic transformation
of lymphocytes after PHA stimulation was observed. This is compa-
tible with the results of Brooks et al. (1976) and Young et al. (1976).
Although the relationship between blastic transformation of lympho-
cytes and their ability to react in different immunological processes
(effectors, helper and suppresor blood cells) has not been yet establi-
shed, the opinion that evaluation of blastic transformation under the
influence of mitogens gives insight into the lymphocyte reaction in
cellular immunity (Waksman, 1972; Daguillard, 1972) is still a predomi-
nant one. Therefore we can assume that the failure in lymphocyte
function without changes in the quantity of these cells may be res-
ponsible for cellular immunity disturbances in brain tumor patients.
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More frequently the decrease of ability of blastic transformation of
lymphocytes after PHA stimulation concerned patients with more ana-
plastic tumors (anaplastic astrocytoma and glioblastoma).

The results of our studies concerning the level of immunoglobulins
and so-called tests of acute phase seem to show the participation of
inflammatory mechanisms in the course of brain tumors. The decrease
of blastic transformation of lymphocytes after PHA stimulation, found
in these patients, supports the opinion of other authors (Albright et
al.,, 1977) about the participation of immunological mechanisms in the
initiation and course of development of brain tumors.

E. Polkowska-Kulesza, A. Pluzanska, J. Alwasiak, M. Mikuta, T. Robak,
Z. Wegrzyn, R. Maculewicz

IMMUNOGLOBULINY I INNE BIALKA SUROWICY, LIMFOCYTY T I B
ORAZ STOPIEN TRANSFORMACJI BLASTYCZNEJ LIMFOCYTOW
PO STYMULACJI PHA U CHORYCH Z GUZAMI MOZGU

Streszczenie

W celu scharakteryzowania niektérych biologicanych wtasciwosci guzéw moz-
gu, badano zmiany w bialkach surowicy u 43 chorych z r6znymi nowotworami
mobzgu oraz zmiany w obrebie limfocytow krwi obwodowej u 23 chorych.

Z wyjatkiem wzrostu poziomu alfas-globulin nie stwierdzono zmian poziomu
biatka catkowitego ani innych przesunie¢ w proteinogramie, jak réwniez w trzech
glownych klasach immunoglobulin: IgG, IgA, IgM. Charakterystyczny byt tylko
wzrost reaktantéow ostrej fazy tj. alfa,-glikoproteidu, orozomukoidu, ceruloplaz-
miny, a zwlaszcza haptoglobiny. Proporcje i absolutna liczba limfocytow T (ozna-
czonych testem rozet E) i limfocytéw B (oznaczonych testem rozet EAC oraz
za pomocg wykazania immunoglobulin powierzchniowych) byly prawidlowe. Na-
tomiast transformacja blastyczna limfocytéw stymulowanych PHA byla znamien-
nie uposledzona.

Postuluje sie udzial proceséw zapalnych i immunologicznych w przebiegu
guzéw mobzgu.

E. IlonbkoBcka-Kynemwa, A. Ilnyxaubcka, fI. AnbBacak, M. Muxyra, T. Pobaxk,
3. Benrzxkuu, P. ManyaeBud

MMMVYHOTIJIOBYJUHBI, JIPYTME CBIBOPOTOYHEIE BEJKMY, JUMPOLIUTHI
T n B, CTEIIEHb BJACTUYECKOJ TPAHC®OPMAIIUU JUMPOIIUTOB IIOCJIE
CTUMVYJUPOBAHUA PHA VYV BOJBHBIX OIIYXOJSMU MO3ITA

Pe3swome

Ilenvro paborbr 6blIa XapaKTEPMUCTMKA HEKOTOPBIX CBOMCTB OIyXOJei Mo3ra.
ViccnenoBaHO M3MEHEHMs CHIBOPOTOYHBIX 6enKOB y 43 GOJBHBIX M M3MEHEHUA JIUM-
douuToB B nepudcepuyeckoir KpoBu y 23 GOJIBHBIX.
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3a MCKIIOYeHMeM IIOBBIIIEHUA YPOBHA 0p-TJIODYJIMHOB He KOHCTATMPOBAHO M3Me-

HeHMt ypoBHA obuiero Oeska M APYTMX CMELIEHMII IPOTEMHOTpaMa, a TaKkKe u3Me-
HeHM)t B TJaBHBIX KJaccax wummyHorsobysaunoB: IgG, IgA wu IgM. O6uapyXeHO
XapaKTepPUCTUYECKMe yBeJIMYeHUe PeaKTaHTOB OCTPOi hbasbl: o,-TIAMKONPOTENnzaa, Opo-
30MyKOMuza, IepyJionja3mMuHa, u ocobenno ramnroriobmua. ITpomopiym u abcoaroTHOE
ypeso JaumconuToB T (ompejensHbix TecToM po3erok E) m mmmdouuroB B (ompene-
JIAHBIX TecToM po3eTok EAC u npyu nomouy obHapyzKeHUsd INOBEPXHOCTHBIX MMMYHO-
raobyaunoB) ObliM HOPMadbHble, BilacTuyeckKas xke TpaHcdopMauua JIMMMOUUTOB
crumyianpoBanblx PHA Obpwia cyliecTBeHHbIM 06pa30M CHMUIKEHA.

ABTOpBI NPEANOJAralT y4acTye BOCHAJIMTEJIbHBIX M MMMYHOJOTMYECUYMX NPOLEeCcCoB

B TeYeHMM OIyXOJiel Mo3ra.
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PRZEMYSEAW NOWACKI

ZALEZNOSC MIEDZY WIEKIEM KRWIAKA
PODTWARDOWKOWEGO A OBRAZEM MORFOLOGICZNYM
JEGO TOREBKI

Pracownia Neuropatologii Kliniki Neurologii Instytutu Choréb Ukladu
Nerwowego i Narzadéw Zmysiéw PAM w Szczecinie
Kierownik Pracowni: doc. dr J. Kulczycki

Nagromadzenie krwi w przestrzeni podtwardéwkowej nosi od daw-
na nazwe krwiaka podtwardowkowego (Virchow 1857; Trotter 1914;
Putnam, Cushing 1925; Peters 1970).

Od czasu badan Trottera, wiekszos¢ autorow uwaza, ze najczestsza
przyczyng krwiaka podtwardowkowego jest uraz glowy; stad wiek
krwiaka rowny jest zwykle okresowi, ktory upitynal od chwili tego
urazu. Niejednokrotnie pacjent jednak nie pamieta przebytego urazu
albo wrecz go neguje (Lavy, Herishianu 1969; Castleman 1972; Schmitt
1975). Czeste sg tez przypadki, w ktorych chory czuje sie przez diugi
czas po urazie dobrze, a dopiero pdzniej jego stan ulega pogorszeniu
(Lindenberg 1971; Jamieson, Yelland 1972). Wreszcie czes$¢ pacjentow
podaje w wywiadzie wielokrotny uraz, nierzadko w ciggu krotkiego
czasu. Zdarzajg sie rowniez przypadki nierozpoznanych przyzyciowo
krwiakow, ktore staly sie przyczyng zgonu chorego. Jak z powyzszego
wynika, ustalenie wieku krwiaka na podstawie danych o przebytym
urazie jest czesto bardzo trudne, a niekiedy wrecz niemozliwe. Dla-
tego tez nalezaloby poszukaé¢ innego rozwigzania dla okreslenia wie-
ku krwi wynaczynionej pod twardéwke. Duze znaczenie praktyczne
mialoby przeprowadzenie korelacji miedzy niektérymi danymi klini-
cznymi, a obrazem histopatologicznym krwiaka. Wydaje sie, ze naj-
wigksza zalezno$¢ istnieje miedzy wiekiem krwiaka podtwardéwko-
wego, a stopniem jego organizacji. Krew w przestrzeni podtwardoéwko-
wej wywoluje szereg reakcji miejscowych, w wyniku czego powstaje
torebka zbudowana z tkanki lacznej, oddzielajaca masy krwiaka od
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twardowki (Parkinson, Chochinov 1960; Christensen, Husby 1963; De-
cker, Jacobs 1974). Torebka ta moglaby sie okaza¢ najodpowiedniej-
szym materialem dla oceny wieku krwiaka, przy zalozeniu, ze podlega
ona charakterystycznym zmianom w miare starzenia si¢ wynaczynie-
nia. W dostepnym pi$miennictwie napotkano na proby oceny morfo-
logii torebki; dotyczyly one jednak tylko niektorych skladnikow wy-
stepujacych w jej utkaniu. W kilku zaledwie przypadkach opisane by-
ly ogoélnie zmiany, jakim te skladniki podlegaja w miare starzenia sig
krwiaka (Friede 1971; Watanabe i wsp. 1972; Sato, Suzuki 1975). Ce-
lowe wydaje sie wiec podjecie proby wnikliwszej oceny skladnikow
wchodzgcych w utkanie torebki, jak i przemian, ktéorym one podlega-
ja w miare uplywu czasu. Ze wzgledu na podkreslany przez niektorych
autorow (Sato, Suzuki 1975) duzy udzial naczyn w procesie organiza-
cji mas krwotocznych, na uwage zasluguje takze i ten element budo-
wy torebki. Ocena morfologiczna krwiaka moze by¢ przydatna nie tyl-
ko dla ustalenia jego wieku; badania torebki moga rzuci¢ swiatlo na
mechanizm powiekszania objetosci krwiaka.

Wymienione w tym rozdziale trudnosci w ocenie wieku krwiaka pod-
twardowkowego i mechanizmu wzrostu jego objetosci, byly bodzcem
do podjecia niniejszej pracy.

MATERIAL I METODY

Przebadano 29 torebek krwiakéw podtwardéwkowych, pobranych pod-
czas zabiegu operacyjnego w Klinice Neurochirurgii PAM w Szczecinie
w latach 1968—1976 u oso6b obojga plci w wieku od 8 miesigecy do 78 lat.
Osobnikéw plci meskiej byto 20, zenskiej 9. Torebki po ocenie makrosko-

Ryc. 1. Skupiska granulocytéw obojetnochtonnych i komérek limfoidalnych w ma-
sach krwotocznych. Widoczne sg takze pasma wildknika. Fiolet krezylu. Pow. 280 X.
Fig. 1. Accumulations of neutrophilic granulocytes and lymphoidal cells in he-
morrhagic masses. Fibrin bands. Cresyl violet, X 280.
Ryc. 2. Delikatna torebka krwiaka 8-dniowego z przewagg fibroblastéw. Brak
naczyn. H-E. Pow. 60 X.
Fig, 2. Delicate capsule of 8-day hematoma with predommance of fibroblasts.
Absence of vessels. H-E. X 60.
Ryc. 3. Bogatokomoérkowa torebka krwiaka 12-dniowego z pojedynczymi naczynia-
mi wlosowatymi. Fiolet krezylu. Pow. 60 X,
Fig. 3. Rich-cellular capsule of 12-day hematoma with single capillary wvessels.
Cresyl violet. X 60.

Ryc. 4. Bogatokomoérkowa torebka krwiaka 22-dniowego z wyraznym podzialem

na warstwy: zbitg, naczyniowg (z naczyniami zatokowatymi) i luzng. Fiolet kre-
- zylu. ‘Pow. 60 X,

Fig. 4. Rich-cellular capsule of 22-day hematoma with a d1stmct division into

layers: compact, vascular (with sinusoidal vessels) and loose. Cresyl violet. X 60.
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powej utrwalano w 8% roztworze formaliny, zatapiano w parafinie, a na-
stepnie skrawano na mikrotomie w przekroju poprzecznym i barwiono:
hematoksyling-eozyng (H-E), fioletem krezylu (F.K.) oraz metodami Van
Gieson i Weigerta. Badaniom poddano jedynie te przypadki, w ktérych
mozna bylo okresli¢ poczatek choroby, to znaczy uraz poprzedzajacy wy-
stapienie objawow neurologicznych. W celu dokladniejszej oceny wieku
zmian, jakim podlegajg torebki krwiakéw, podzielono otrzymany do ba-
dania material na grupy, w zaleznosci od czasu, ktory uplyngl od chwili
urazu do dnia operacji: grupa I 1—5 dni, grupa II 6—15 dni, grupa III
16—30 dni, grupa IV 31—50 dni, grupa V 51—70 dni, grupa VI ponad
70 dni. Na podstawie budowy morfologicznej wyrézniono w torebkach
krwiakow 3 warstwy: zewnetrzng (zbitg), srodkowg (naczyniowsy), we-
wnetrzng (luzng). Dokonano pomiaréw warstw torebki, Scian naczyn
i ich kalibru. Kazdg warstwe torebki mierzono 10-krotnie w roznych
miejscach i obliczano $rednig arytmetyczng; grubosé sScian i kaliber
naczyn mierzono 3-krotnie, réwniez ustalajgec S$rednig arytmetyczng.
Ocene materiatu konfrontowano z danymi otrzymanymi z historii cho-
rob, protokoléw operacyjnych lub bezposrednio od pacjentow.

WYNIKI

Oceniajac dynamike zmian zachodzacych w utkaniu torebki i zawar-
tosci krwiaka podtwardéwkowego w przebiegu jego starzenia sig, uzys-
kano nastepujace wyniki:

Ryec. 5. Komoérkowo-wléknista (pozorne rozrzedzenie utkania) torebka krwiaka
30-dniowego z licznymi $rednimi i duzymi naczyniami zatokowatymi oraz drob-
nymi zylami. Fiolet krezylu. Pow. 60 X.

Fig. 5. Cellular-fibrillary (apparent rarefaction of the texture) capsule of 30-day
lhematoma with numerous medium-size and large sinusoidal vessels and small
veins. Cresyl violet. X 60.

Ryc. 6. Gruba torebka krwiaka 45-dniowego. Wiokniste utkanie warstwy zbitej
i cze$ci zewnetrznej warstwy naczyniowej. Duze mnaczynia zatokowate w utkaniu
calej torebki. H-E. Pow. 60 X,

Fig. 6. Thick capsule of 45-day hematoma. Fibrillary texture of compact layer
and the outer part of vascular layer. Large sinusoidal vessels in the whole
capsule texture. H-E. X 60.

Ryc. 7. Wioknista torebka krwiaka ok. 60-dniowego z licznymi duzymi mnaczy-
niami zatokowatymi. Fiolet krezylu. Pow. 60 X,
Fig. 7. Fibrillary capsule of about 60-day hematoma with numerous, large sinu-
soidal vessels. Cresyl violet. X 60.

Ryc. 8. Torebka krwiaka 70-dniowego, Widoczne duze, gruboscienne mnaczynia
zylne w poblizu powierzchni zewnetrznej; poza tym liczne zyly w utkaniu calej
torebki. Fiolet krezylu. Pow. 60 X.

Fig. 8. Capsule of 70-day hematoma. Large thick-walled veins reins in the vicinity

of the outer surface. Numerous veins in the whole capsule texture, Cresyl violet.
X 60.
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Torebka krwiake (dane ogolne)

- W grupie I w 2adr{§rﬁ. z przebadanych przypadkéw nie udalo si¢ zna-
lez¢ typowej dla krwiaka torebki, cho¢ miejscami obserwowano poczat-
kowe stadia organizacji® wynaczynienia (ryc. 1). Poczaqwszy od grupy II
spotykano wyrazng torebke podlegajaca prze;nianom w miare starze-
nia si¢ krwiaka. Przypadki zawarte w grupie II i.III posiadaly toreb-
ke bogatokomoérkowa z niewielka iloscia wiokien lqcznotkankowych {(tyc.
2, 3, 4. W grupie V i VI pos1adala ona juz wyraznig charakter mie-
szany, kemorkowo-wloknisty, przy czym wilokna znajdowaly sie glow-
nie w warstwie; zewnetrznej. W miare starzenia sie krwiaka ilo$¢ wio-
kien wzrastala. 'Wzrost ten postepowal od warstwy zbitej w glab to-
rebki (ryc. 5, 6, 7, 8, 9, 10). Niekiedy wlokna ukladaly sie rownolegle,
co nadawalo. torebce charakter utkania zblizony do opony twardej.

g =
“
P !

i  Szerokosé warstw torebki (wykres 1)

1
# g3

1 Warstwa zbi,ta (zewnetrzna) i szerokos¢ jej nie podlegata wigk-
szym wahaniom ,w miare starzenia sie krW1aka Malala jedynie w przy-
padkach na;starszych (ponad 70 dni). - L

% Warstwa taczyniowa (srodkowa) — szerokosé tej warstwy nie-
mal rown.olegle wzrastala z wiekiem krwiaka, przekraczajac w przy-
padkach naJstarszych kllkakrotme wymiary warstwy luznej i kilkana-
Scie razy warstwy zbitej.

b

> 3 : il ot ———

Ri/c 9, “Torebka krwiaka ok. 90:dniowego. Wyraznie widknisty charakter utkania

czesci zewnetrznej (géorma cze$¢ ryciny). Widoczne duze naczynie zylne i zato-
: A kowate. Fiolet krezylu. Pow 60 X. 4

Fig. 9 Capsule of about 90-day hematoma. Clearly fibrous character of the
texture of outer surface (upper part of the figure). Large vein and sinusoidal
vessel: Cresyl violet: ><60

Ryc. 10. Torebka krwiaka ok. ¥50-dniowego. Podzial na ‘cze$¢ wibknista zewnetrz-
na i bogatokomoérkowa wewnétrzng. Duze naczynie zylne w czesci wibknistej.
Fiolet krezylu. Pow. 60 X,

Fig. 10. Capsule of “about 90-day hematoma. Division into the outer fibrillary
and*+inner riéh-cellular layers. Large vein in the fibrillary part. Cresyl violet.
3 y "X 605
Rye.q11. 12. Granulocyty kwasochlonne w utkamu torebki krwiaka podtwardow-
kowego H-E. ‘Pow. 1mgsy]ne -

Figs. 11. 12. Acidophilic gramxlocytes in the texture of subdural hematoma capsu-
le. H-E. Immersion. -

Ryc. 13. Ognisko krwotoczne w utkaniu torebki w stadium proliferacji fibrobla-
stow i rozbiérki makrofagéw. H-E. Pow. 60 X.

Fig. 13. Hemorrhagic focus in the capsule texture in the stage of fibroblast pro-
liferation and macrophagic degradation. H-E. X 60.
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3. Warstwa luzna (wewnetrzna) — jej szeroko$¢ wzrastala w mier-
nym stopniu, osiggajgc najwieksze wartosci w grupie IV, potem spa-

dala jednak dos¢ wyraznie, lecz nie ponizej rozmiaréow w grupie II
BT
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L00} . / \
/
300t g

® e
, ’
2001 oy
! S
100} //, > Q__———o o\.\.
i : . : . t
Grupa
Group | 1} 1] v v Vi

Warstwa naczyniowa ( srodkowa )
Voscular layer (middle)

Warstwa luzna (wewnetrzna)
Loose layer (inner)

——temm b Warstwa zbita (zewn?rmc)
Compact layer (outer

Wykres 1. Zmiany maksymalnej szerokos$ci warstw torebki w miare starzenia sie
krwiaka

Diagram 1. Changes in the maximum width of capsule layers in the course of
aging of hematoma.

Elementy komoérkowe torebki

Komoérkami lezgcymi w podscielisku torebki byly glownie fibrobla-
sty, fibrocyty, komorki limfoidalne i makrofagi. Fibroblasty obser-
wowano juz w grupie I. Obecne one byly we wszystkich pozostatych
grupach, zwykle rownomiernie usiane w podlozu, zas w grupie V i VI
glownie w warstwie naczyniowej i luznej. W przypadkach grupy III
pojawialy sie w warstwie zbitej fibrocyty. Stopniowo ich ilos¢ wzra-
stala, tak, ze w grupie V i VI obserwowano je w warstwie zbitej i ze-
wnetrznej cze$ci warstwy naczyniowej. Ilos¢ pozostalych komorek wy-
mienionych wyzej podlegala podobnym wahaniom jak fibroblastow;
tych ostatnich bylo jednak zawsze najwiecej. Makrofagi obladowane
hemosyderyna, a od grupy III takze hematoidyng, nie podlegaly wiek-
szym zmianom w miare starzenia sie krwiaka.
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Tabela 1. Korelacje migdzy wiekiem krwiaka & typem i wielkofcia naczyn w jego torebee.

Table 1. Correlation between the age of hematoma aad the type and size of vessels in

its capsule
Najezesciej
Wiek Thie Maksymalna Sx.'edn’lc.a. Gruboéé SPOW kan.a '
Lrwinka iczba Typ P na]cz:zscxe)h éciany lokalizacja
(dni) przy'- naczyn naczyn Spetylkanyc naczynia e
padkow naczyn w warstwach:
Age of No of Type of Maximum Mosi Vessel Most frequent
hematoma vessels vessel p wall Jooation: of
(days) S diameter x:eqnent thickness :
diameter vessels in
layers
1—-5 3 brak naczyn — absence of vessels
6—15 i/ zatokowate 35 M 15—20 p II
sinusoidal 25—35 1 IT
16—30 10 zatokowate 70 p 2030 p 11, TH
sinusoidal 45—60 1061
zylne 40 p 15—20 p 5—8 M a>1
venous 30—40 p 8—10 pn II
31—50 3 zatokowate 70 p 25—30 p A I R o &
sinusoidal 50—60 p II>1
zylne 60 p 256—30 p 10—15 @ II>1
venous 40—60 p 10—16 p 11
51—70 3 zatokowate 70 p 25—35 p II>1>1II
sinusoidal 50—70 p 1II>1
zylne 70 p 20—30 p 10—12 p =1
venous 50—60 p 15—20 p II>1
ponad 70 3 zatokowate 75 1 30—40 B I, I I
above sinusoidal 60—70 B II, TIT
zylne 100 p 40—60 p 15—20 p I>1>T11
venous 70—90 p 20—25 p II1>1

Na szczeg6lng uwage zasluguje obecno$¢ granulocytow kwasochion-
nych w utkaniu torebki (ryc. 11, 12). Obserwowano je w 7 z 29 opi-
sanych torebek krwiakow. Komorki te lezaly pojedynczo, badz w sku-
piskach. U 5 z 7 chorych w wywiadzie stwierdzono alkoholizm.
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Naczynia krwionosne torebki (tabela 1, ryc, 1—10)

We wszystkich przypadkach ‘poza grupg I wystepowaly naczynia
typu zatokowatego. Ich ilos¢ i $rednica wzrastaly z wiekiem torebki.
W grupie II obecne byly w warstwie naczyniowej, potem spotykano je
w .calej torebce, jednak najczesciej w warstwie naczyniowej. Drugim
typem maczyn, byly zyly, obserwowane poczawszy od grupy III. Ich
srednica, grubos¢ Sciany i ilos¢ wzrastaly takze w miare starzenia sie
krwiaka. Znajdowaly sie glownie w ‘warstwie naczyniowej, rzadziej
zbitej, w wewnetrznej pojawialy sie dopiero w przypadkach najstar-
szych (grupa VI). W niektorych torebkach, niezaleznie od wieku krwia-
ka, obserwowano ogniska krwotoczne w réznych fazach organizacji
(ryc. 13). Ogniska te lezaly zwykle w.warstwie naczyniowej, niekiedy
rowniez w zewnetrznej i wewnetrznej.

wey

* Zawarto$é krwiaka

W' grupach I, II i III Spotyi{ano erytrocyty $wieze. W przypadkach
starszych byly one w znacznym stopniu shemolizowane. Najwieksza
penetracje fibroblastéw i naczyn wlosewatych z. torebki w masy krwi
obserwowano w grupie II, I1II'i IV. Granica miedzy torebka a zawar-
toscig krwiaka byla w miare starzenia sig wynaczymema coraz bar-
dz1eJ ostra, Ilos¢ barwnika krwi powstalegp z rozpadu erytrocytow
pozostawala we wszystkich przypadkach mniej wiecej jednakowa.

DYSKUSJA

W przeanalizowanym materiale pierwsze oznak1 orgamzacp wyna—
czynienia obserwowano od okolo 4—5 dnia po urazie. Polegaly one na
pojawieniu sie sporej ilosci komorek limfoidalnych, granulocytow obo-
jetnochlonnych i pojedynczych pasm fibroblastow, zwlaszcza na obwo-
dzie krwiaka, nie tworzac jeszcze typowej dla krwiaka torebki. O udzia-
le neutrofilow w poczatkowej fazie organizacji krwiaka donosi takze
Lindenberg (1971). Wszystkie elementy komoérkowe ukladaly sie za-
zwyczaj w pasmach wiloknika, bardzo obficie wystepujacego w tym
czasie w masach krwotocznych. Zjawisko to zdaje sie $wiadezy¢ o du-
zym znaczeniu wloknika we wczesnym okresie organizacji wynaczy-
nienia. Tak interpretuje je rowniez szereg innych autoréw (Putnam,
Cushing 1925; Watanabe i wsp. 1972; Apfelbaum i wsp. 1974). Stano-
wisko takie reprezentujg zwlaszcza Apfelbaum i wsp. (1974), ktorzy
na podstawie wykonanego modelu doswiadczalnego stwierdzili, ze nie
dochodzi do organizacji wynaczynienia w tym przypadku, gdy pozba-
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wione zostanie ono wiloknika. Wiasciwy rozwoj torebki obserwowalem
od okolo 7 dnia choroby. Wedlug moich obserwacji, torebka skladala
sie poczatkowo prawie wylgcznie z elementéw komoérkowych: fibro-
blastow, komorek limfoidalnych, makrofagow obladowanych hemosy-
deryna oraz niewielkiej ilosci wiokien lacznotkankowych. Jest to zgod-
ne z obserwacjami innych autorow, ktérzy uwazaja, ze komorki te
pojawiaja sie miedzy 5 a 6 dniem choroby (Lindenberg 1971; Watanabe
i wsp. 1972; Apfelbaum i wsp. 1974). W tych przypadkach, w ktorych
obserwowano pojawienie sie torebki pod koniec drugiego tygodnia
choroby, prace przeprowadzano na modelu doswiadczalnym u zwierzat
i dynamika rozwoju organizacji krwiaka mogla by¢ nieco inna niz
u cztowieka (Watanabe i wsp. 1972; Apfelbaum i wsp. 1974). Oceniane
przeze mnie torebki posiadaly bardzo malto granulocytéow obojetno-
chlonnych, Wymienione dotychczas komorki torebki w dalszych fa-
zach jej organizacji obecne sg zwlaszcza w warstwie II i III. Stopnio-
wo zastepujg je wldkna kolagenowe, obficie wystepujgce w warstwie
I i II. W okolicach bogatych we wldkna pojawiajg sie fibrocyty. W do-
stepnych w pismiennictwie opisach torebek, nie znalazlem wzmianki
o fibrocytach, jak rowniez danych o rozmieszczeniu elementéow komor-
kowych w torebce w roznych okresach czasu po urazie. Opisany spo-
sob ulozenia skladnikéw torebki zwigzany jest prawdopodobnie z orga-
nizacja krwiaka, ktora postepuje z obwodu w glagb mas krwiaka.

Na szczegolng uwage zasluguje obecno$¢ w niektéorych przypadkach
granulocytow kwasochlonnych. Wystepuja one glownie w warstwie
naczyniowej torebki. Taka ich lokalizacja wskazuje na mozliwos¢ mi-
gracji tych elementéw z krwi obwodowej. Wiadomo, ze reakcja aler-
giczna stanowi zmieniong jakosciowo odpowiedz na obce gatunkowo
biatko, lub biatko wlasne, o ile pojawi sie ono w okolicy, w ktorej
zwykle nie wystepuje (Aleksandrowicz 1969; Lawkowicz, Krzeminska-
-Lawkowiczowa 1973; Angielski, Regulski 1976). Odczyn eozynofilny
w naszych przypadkach moze by¢ zwigzany wlasnie z alergizujgcym
dzialaniem produktow degradacji krwi wynaczynionej pod twardow-
ke. Dos$¢ czestym zjawiskiem potwierdzajacym to alergizujgce dzia-
lanie krwiaka jest odczyn ze strony opony twardej, polegajacy na,
niekiedy wyraznym, jej przekrwieniu. Przypadki, w ktérych obserwo-
wano granulocyty kwasochlonne w utkaniu torebki dotyczyly przewaz-
nie oséb z alkoholizmem w wywiadzie. Ze wzgledu na to, ze alkoholizm
zdarza sie dos$¢ czesto u oso6b z krwiakiem podtwardéwkowym (Traun-
fellner 1957; Kak, Gleadhill 1971; Raskind i wsp. 1972), wymienione
korelacje miedzy wystepowaniem granulocytéw kwasochlonnych a nad-
uzywaniem alkoholu, moga by¢ tylko przypadkowe.

Neuropatologia Polska — 11
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Obserwujagc ilos¢, typ i rozmieszczenie naczyn krwionosnych oraz
zmiany w ich otoczeniu, odnosi sie¢ wrazenie, ze odgrywaja one decy-
dujgca role w organizacji krwiaka i stanowig wazny element budowy
jego torebki. Wiekszos¢ autorow poprzestawala na okresleniu naczyn
w utkaniu torebki mianem kapilarow, nie przywigzujac wagi do ich
rozmieszczenia i zmian, jakim podlegaja w miare starzenia sie krwia-
ka. Jedynie Putnam i Cushing (1925), a potem Sato i Suzuki (1975),
wprowadzili podzial naczyn na drobne wlosowate i duze zatokowate.
Na podstawie wlasnych badan moglem stwierdzi¢, ze naczynia pod-
legaja zmianom ilosciowym i jako$ciowym w miare postepu choroby.
Rownoczesnie ze wzrostem liczby zmienia sie ich wielko$¢ i rodzaj.
Poczatkowo drobne wtlosniczki ustepujg miejsca duzym naczyniom za-
tokowatym, a od okoto 3 tygodnia choroby, rowniez stopniowo powiek-
szajacym sie zylom. Obserwowane przeze mnie liczne naczynia pacz-
kujgce w masy krwotoczne oraz obecnos¢ w poblizu tych naczyn duzej
ilosci komérek rozbiorki ruchomej, $wiadezy o znaczeniu, jakie posia-
daja one dla transportu produktéow rozpadu wynaczynionej krwi, Po-
dobne spostrzezenia poczynili inni autorzy (Borowska-Lehman 1974).
Ciagly przyrost grubosci warstwy naczyniowej w przebadanych przeze
mnie przypadkach odbywa sie czesciowo kosztem pozostalych warstw;
$wiadezy to z jednej strony o coraz lepszym unaczynieniu torebki,
z drugiej za$ o tym, ze warstwa naczyniowa stanowi czes¢ wzrostowg
torebki. Obecnos¢ swiezych krwinek czerwonych w S$wietle niektérych
naczyn takze przemawia za dobrze rozwinietym krazeniem w toreb-
ce. Jest to zgodne z danymi z piSmiennictwa (Apfelbaum i wsp. 1974).

Wokot niektérych naczyn w poblizu wewnetrznej powierzchni toreb-
ki oraz w warstwie naczyniowej obserwowano roéznej wielkosci ognis-
ka krwotoczne, niekiedy w stadium rozbiérki makrofagowej i proli-
feracji fibroblastow. Spostrzezenie to moze mie¢ znaczenie dla wyjas-
nienia mechanizmoéw powiekszania objetosci krwiaka. Do dnia dzisiej-
szego nie wiadomo ostatecznie, jaka jest przyczyna powiekszania obje-
tosci krwiaka. Czes¢ autorow stoi na stanowisku, ze przyrost masy
krwiaka odbywa sie dzieki wchlanianiu plynu moézgowo-rdzeniowego
do wnetrza otorbionego wynaczynienia, gdzie panuje zwiekszone cis-
nienie osmotyczne (Gardner 1932; Ambrosetto 1962; Suzuki, Takaku
1970). Wedlug innych, przyczyna tkwi w dodatkowych krwawieniach
z przerwanych naczyn torebki (Putnam, Cushing 1925; Watanabe i wsp.
1972; Decker, Jacobs 1974). Dyskutowana jest takze mozliwos¢ wspoi-
istnienia obu czynnikéw: osmotycznego i dodatkowych krwawien (Swi-
cowa, Dziewicka 1974). Analiza wlasnego materialu zdaje sie przema-
wia¢ za dokrwawianiem do mas krwiaka.
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Poza przedstawiong tu obserwacjg o prawdopodobnym mechaniz-
mie powiekszania objetosci krwiaka, na podstawie przeprowadzonych
badan nasuwa sie spostrzezenie, ze rodzaj i rozmieszczenie elemen-
téw torebki, zwlaszcza naczyn i wlokien kolagenowych, podlegaja dosé¢
wyraznym i charakterystycznym zmianom wraz z jej wiekiem. Pozwa-
la to na okreslenie wieku krwiaka, przy czym nalezy podkresli¢, ze
ocena wieku starszych krwiakéow jest trudniejsza ze wzgledu na mniej
dynamiczny rozwdj organizacji wynaczynienia. Jest to zgodne ze spo-
strzezeniami Stricha (1976). Wedlug opinii cze$ci autoréw, niektére
krwiaki, zwlaszcza drobne, ulegajag w miare starzenia sie prawie cal-
kowitemu wchlonieciu z pozostawieniem niewielkiego zgrubienia na
wewnterznej powierzchni opony twardej (Goodell, Mealey 1963; Ziilch
1974). W przebadanym materiale nie spotkalem takich przypadkow.

Wyniki badan przeprowadzonych w niniejszej pracy nie moga by¢
uwazane za niepodwazalne, gdyz procesy fizjologiczne i patologiczne
w kazdym organizmie sg rozne i zalezag od wielu czynnikow (szybko-
$ci przemiany materii, zdolnosci regeneracji tkanki lgcznej, wieku i in-
nych). Z tych wzgledéow wiek krwiaka podtwardowkowego nalezy oce-
nia¢ na podstawie przedstawionych wynikow w sposéb przyblizony,
a podzial materialu na 6 grup nalezy traktowa¢ jako schemat wyni-
kajacy z metodyki pracy.

WNIOSKI

1) Typ i wielko$¢ naczyn krwionosnych, ilos¢ wildkien lgcznotkan-
kowych oraz rozmieszczenie tych elementow w utkaniu torebki, pod-
legaja dosé¢ charakterystycznym zmianom w przebiegu starzenia sie
krwiaka. Umozliwia to okreslenie wieku wynaczynienia. W krwiakach
starych okreslenie wieku natrafia na wigksze trudnosci ze wzgledu na
mniej dynamiczny rozwo6j ich organizacji.

2) Wzrost grubosci warstwy naczyniowej odbywajacy sie kosztem
pozostalych warstw, zwlaszcza luznej, $wiadczy o coraz lepszym una-
czynieniu torebki. Warstwa naczyniowa jest czescig ,,wzrostowg” to-
rebki.

3) Obecnos¢ granulocytéw kwasochlonnych w utkaniu torebki krwia-
ka podtwardowkowego moze przemawia¢ za alergicznym charakterem
odczynu, ktéry jest odpowiedzig ustroju na produkty degradacji krwi
wynaczynionej do przestrzeni podtwardéwkowej.

4) Istotne znaczenie dla wzrostu objetosci krwiaka posiada dokrwa-
wianie z naczyn jego torebki, czego dowodem sg spotykane w pobli-
zu tych naczyn ogniska krwotoczne w roéznych stadiach organizacji.
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II. HoBaugnu

3ABUCUMMOCTB MEXJY CYBIAYPAJBHOM TEMATOMOWM
U MOPPOJIOTUYECKMM OBPA3OM EE KAIICYJIBI

Pes3momMme

Uccaenosano 29 ciayuaeB cybaypanbHOiM reMaTOMbl. 3aTeM MCcJie0BaJjlaCh MOP-
dosorua KamcyJibl TeMaTOMbI M CTelleHb ee OpraHu3aluM B 3aBUMCUMMOCTM OT BO3pacTa
9KCTpaBa3alyuy, a TaKKe M3MEHEeHUs B CTPYKType KalcyJbl, HA OCHOBaHUM KOTOPBIX
MOZKHO JieJlaThb BBIBOJbI OTHOCMUTEJIBHO MeXaHM3Ma yBeJaudeHus obbema remMaToOMbl.

VlccnenoBanuss 3aKJOYaJuCh B TI'MCTOIIATOJOIMYECKOM OILIeHKe MaTepualia IIpu
ynorpebjaenuy TUIMYHBIX METOJOB OKpallIMBaHUA.

Bo Bpemsa pa3BuTMA KaIlcyJibl CyOAypajbHOM TreMaTOMbl HaXOAALMECH B HEM
KOJIareHHble BOJIOKHA M KPOBEHOCHBIE COCYJbI MPOXOAAT XapaKTepPHble WM3MEHEeHMs.
3uHanue 9TMX mnpeobpazxKeHMIt JaeT BO3MOZKHOCTH YCTAaHOBUTH BO3PacT TeMaTOMBI.
B6im3u HEKOTOPBIX COCYAOB KaIllCyJibl HAXOAATCA O4YarM KPOBOMBJIMAHMA B Pa3HbIX
dazax opraumsauunu. Oy MOryT OBITH MCTOYHMKOM SKCTpaBa3allMy B MacCy reMaTOMbI
U BBI3bIBaThH OJslarozlapsa 9ToMy pocT ee obbema.

Cnenyer obpaTuTh BHMMaHME HA HAJM4YMe B HEKOTOPLIX KalcCyJjax auuaodmuibHBIX
TpaHyJoOuUMTOB. VX HalIMuMe MOZKET CBUJAETEJbCTBOBATH O aJIEPIUMYECKOM XapaKTepe
peakuuy, KOTopas ABJSAETCA OTBETOM OpPraHu3Ma Ha MNPOAYKTHI JAerpajgaumyu KpPOBH,
U3IMBaeMoil B cybaypajbHOe IIPOCTPaHCTBO.

P. Nowacki

RELATIONSHIP BETWEEN THE AGE OF SUBDURAL HEMATOMA
AND THE MORPHOLOGICAL APPEARENCE OF ITS CAPSULE

Summary

The study comprised 29 cases of subdural hematomas. The evaluation includ-
ed the morphology of the capsule and its degree of organization in the relation
to the age of hematoma, as well as the changes in the texture providing indica-
tions as to the mechanism of the volume increase of hematoma. The material
was examined histopathologically with routine staining methods.

In the course of development of the capsule, its collagen fibres and blood
vessels undergo characteristic changes allowing to determine the age of hemato-
ma. In the vicinity of some vessels hemorrhagic foci are present in various sta-
ges of organization. The foci may be the cause of bleeding to the mass of hema-
toma resulting in the increase of its volume. Acidophilic granulocytes were pre-
sent in some of the capsules, indicating the allergic character of the reaction
manifesting the response of the organism to the degradation products of blood
extravasated into the subdural space.
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