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BARBARA GAJKOWSKA

WPŁYW WYSOKIEJ TEMPERATURY OTOCZENIA 
NA ULTRASTRUKTURĘ 

UKŁADU PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWEGO SZCZURA

Pracownia Ultrastruktury Układu Nerwowego Centrum M edycyny  
Doświadczalnej i Klinicznej PAN  

K ierownik Pracowni: prof, dr J. W. Borowicz

Udział podwzgórza w regulacji ciepłoty ciała jest stwierdzony od dość 
dawna, jednakże ciągle jeszcze nie dość dokładnie poznany. Ustalo
no, że w obrębie przedniej części podwzgórza znajdują się dwa ośrod
ki: u tra ty  ciepła oraz produkcji i utrzymania ciepła. Nie wykazano, 
czy ośrodek termoregulacji może w sposób trwały podwyższać lub 
obniżać metabolizm energetyczny w tkankach i tą drogą regulować 
ciepłotę ciała. Nie ustalono także, czy ośrodek termoregulacji stano
wi jeden kompleks neuronów o zbliżonej funkcji, czy też istnieją neu
rony o jednokierunkowo wyspecjalizowanej funkcji, rozsiane w róż
nych strukturach.

Celem obecnej pracy była próba określenia zmian morfologicznych 
w ultrastrukturze jądra nadwzrokowego i jądra przykomorowego oraz 
płata nerwowego przysadki w warunkach wysokiej (43°), krótkotrwa
łej (30 min.) temperatury otoczenia i w warunkach nieco podwyż
szonej (37°), lecz długo trwającej (6 tygodni) temperatury.

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenie wykonano na 30 dwumiesięcznych szczurach, sam
cach szczepu Wistar, które podzielono na dwie grupy doświadczalne:

I grupę stanowiło 10 zwierząt, które poddano działaniu wysokiej 
temperatury otoczenia (43°C) przez okres 30 minut.

II grupę stanowiło 10 zwierząt, które przetrzymywano w specjalnych 
klatkach z termoklimatyzacją przez okres 6 tygodni w temperaturze 
37°C.

http://rcin.org.pl



2 В. Gajkowska Nr 1

W obydwu grupach doświadczalnych zwierzęta dostawały pokarm 
i wodę ad, libitum, a wilgotność powietrza była zawsze taka sama (30%). 
Zwierzęta doświadczalne dekapitowano zawsze łącznie ze zwierzętami 
kontrolnymi, których było także 10. Do badań w mikroskopie elektro
nowym pobierano wycinki z mózgu szczura, z okolic jądra nadwzro- 
kowego i jądra przykomorowego oraz nerwowego płata przysadki. 
Materiał utrwalano w 2,5% aldehydzie glutarowym w buforze fosfo
ranowym, a następnie w 2% 0 s 0 4 w buforze fosforanowym, odwad
niano w alkoholach o wzrastającym stężeniu i zatapiano w Eponie. 
Materiał skrawano na ultramikrotomie Reichert Om U2 i dobarwiano 
na siateczkach octanem uranylu i cytrynianem ołowiu. Zdjęcia wyko
nywano w mikroskopie elektronowym JEM—7A.

WYNIKI

Jądro nadwzrokowę i jądro przykomorowe. (Neurony jądra nadwzro- 
kowego i przykomorowego wykazują zmiany ultrastrukturalne o po
dobnym charakterze i nasileniu, podany opis odnosi się do wszystkich 
neuronów sekrecyjnych).

W grupie zwierząt, które zostały poddane działaniu wysokiej tempe
ratury otoczenia (43°C), zaobserwowano zmiany ultrastrukturalne w bu
dowie wszystkich komórek nerwowych. Jądra komórkowe uległy prze
rostowi, charakteryzując się również obecnością głębokich inwaginacji 
błony jądrowej i obecnością jednego lub dwóch elektronowogęstych 
jąderek. Chromatyna jądrowa, raczej równomiernie rozmieszczona, 
niekiedy tworzyła również dość duże agregaty tuż przy błonie jądro
wej. Największą uwagę zwracał jednak bardzo dobrze rozwinięty apa
rat Golgiego zlokalizowany przeważnie w obszarze okołojądrowym 
(ryc. 1, 2). lecz często także zajmujący również dość duże obszary całej 
cytoplazmy. Kanały aparatu Golgiego były liczne, niekiedy mocno po
szerzone i optycznie puste. W pobliżu aparatu Golgiego obecne były 
również dość liczne pęcherzyki opłaszczone (coated vesicles) oraz pę-

Ryc. 1. Grupa I. Jądro nadwzrokowe. W idoczny fragm ent jądra komórkowego  
z głębokimi inwaginacjami błony jądrowej i elektronowogęstym  jąderkiem. W cy -  
toplazmie znajduje się dobrze rozwinięty aparat Golgiego, liczne mitochondria, 
ciałka gęste i lizosomy zawierające kroplow ate przejaśnienia (L). Obecne są rów 
nież ziarnistości neurosekrecyjne (S), opłaszczone pęcherzyki (CV) oraz ciało w ie-

lopęcherzykowe. Pow. 13 950 X.
Fig. 1. Group I. Supraoptic nucleus. Fragm ent of cell nucleus w ith  deep in va
ginations of nuclear membrane and electron dense nucleolus. In cytoplasm —  w ell  
developed Golgi apparatus, numerous mitochondria, dense bodies and lysosom es  
containing drop-like lucid fragments (L). A lso present neurosecretory granules 

(S), coated vesicles (CV) and m ultivesicular body (MVB) X 13 950.
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N r 1 Ultrastruktura UPP w hipertermii 3

cherzyki przypominające niedojrzały neurosekret i nieco zwiększona 
w porównaniu z normą ilość typowych ziarnistości neurosekrecyjnych. 
Ziarnistości neurosekrecyjne były rozrzucone nierównomiernie w ca
łej cytoplazmie. Oprócz opisanych struktur, szczególnie w obszarze 
aparatu Golgiego, ale również i w innych obszarach cytoplazmy znaj-
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4 В. Gajkowska Nr 1

dowano znaczną ilość lizosomów i różnego rodzaju ciałek gęstych ty
powych lub zawierających wakuole, krople lipidowe, lub niewielkie 
agregaty substancji o dużej gęstości elektronowo-optycznej (rye. 1, 2). 
W obszarze aparatu Golgiego oprócz ciałek gęstych, obecne były zaw-
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Nr 1 Ultrastruktuira UPP w hipertermii 5

sze ciała wielopęcherzykowe. Siatka ergastoplazmatyczna nie wykazy
wała odchyleń od normy, była dobrze rozwinięta, pokryta znaczną ilo
ścią rybosomów, niekiedy można było zauważyć koncentryczny układ 
jej błon. W cytoplazmie znajdowała się znaczna ilość rybosomów 
oraz sporadycznie występowało ciałko jąderko-podobne (nucleolus-like 
body). Spotykane mitochondria były niezmienione, niekiedy tylko wie
lokształtne, neurotubule rozmieszczone nieregularnie w całej cytoplaz- 
zmie posiadały prawidłową budowę ultrastrukturalną — były dosyć 
długie i nieliczne.

Część nerwowa przysadki. W zakończeniach włókien spotykano ziar
nistości neurosekrecyjne, mikropęcherzyki, mitochondria i neurotubule. 
W tej grupie doświadczalnej zaobserwowano również występowanie ciał 
gęstych oraz lizosomów o budowie lamelarnej, zwanych ciałami błonia
stymi (ryc. 3, 4, 5). Obserwowano obecność włókien nerwowych o róż
nej ilości ziarnistości neurosekrecyjnych, oraz różnej gęstości elektrono- 
wo-optycznej. Ilość ziarnistości neurosekrecyjnych w porównaniu z normą 
wydawała się być jednak nieco mniejsza. Ciekawe, i zapewne nie bez 
znaczenia, było również rozmieszczenie mikropęcherzyków. Spotykano 
bowiem tutaj trzy rodzaje włókien nerwowych: włókna, które nie za
wierały mikropęcherzyków, włókna z niewielką ilością mikropęche- 
rzyków rozmieszczonych nieregularnie i włókna, które posiadały du
żą ilość mikropęcherzyków tworzących skupienia (podobnie jak pęche
rzyki synaptyczne) tuż przy błonie lub w centralnych partiach włók
na (ryc. 4, 5). W badanej grupie doświadczalnej ilość włókien, zawie
rających mikropęcherzyki tworzące skupienia wydawała się najwięk
sza.

W drugiej grupie doświadczalnej (tzn. u zwierząt poddanych dzia
łaniu temperatury 37°C przez okres 6 tygodni) w neuronach jądra 
nadwzrokowego i przykomorowego oraz we włóknach płata nerwo
wego przysadki obserwowano zmiany ultrastrukturalne o tym sa
mym charakterze, lecz o niewielkim nasileniu (ryc. 6, 7).

Ryc. 2. Grupa I. Jądro przykomorowe. W cytoplazm ie w idoczny aparat G olgie-  
go, niektóre jego kanały mocno poszerzone (strzałka). W pobliżu liczne opłaszczo- 
n e  pęcherzyki (CV), ziarnistości neurosekrecyjne (S), c ia łka gęste  i lizosomy (L). 
Widoczne jest również ciałko w ielopęcherzykow e i neurotubule (Nt) oiraz liczne

mitochondria. Pow. 20 800 X.

Fig. 2. Group I. Paraventricular nucleus. In cytoplasm  — Golgi apparatus, w ith  
som e channels markedly dilated (arrow). In the v icinity numerous coated v e 
sicles (CV), neurosecretory granules (S), dense bodies and lysosomes (L). A lso  
present m ultivesicular body, neurotubules (Nt) and num erous mitochondria.

X 20 800.
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6 В. Gajkowska Nr 1

Rye. 3. Grupa I. Płat nerwowy przysadki. We włóknach nerw ow ych obecne są 
ziarnistości neurosekrecyjne (S), neurotubule (Nt), w  niektórych mikropęcherzyki 

(mi) i ciała błoniaste (strzałka). Pow. 28 800 X.
Fig. 3. Group I. Neurohypcphysis. In nerve fibers — neurosecretory granules 
(S), neurotubules (Nt), in a number of them — m icrovesicles (mi) and m em bra

neous bodies (arrow). X 28 800.
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Hyc. 4. Grupa I. P łat nerwowy przysadki. Przekroje poprzeczne w łókien nerw o
w ych. Widoczne ziarnistości neurosekrecyjne (S) i duże skupisko mikropęcherzy-  
ków (mi). We fragm entach w łókien widocznych obok, obecne są jedynie ziar
nistości neurosekrecyjne (S) i pojedyncze ciała błoniaste (strzałka) Pow. 28 800 X.
Fig. 4. Group I. Neurohypophysis. Transverse sections of nerve fibers. Neuro
secretory granules (S) and large agglom eration of microvesicles (mi). In the  
adjacent fiber fragments, only neurosecretory granules (S) and single m em bra

neous bodies are present. X 28 800.

OMÓWIENIE

Na podstawie przeprowadzonych badań ultrastrukturalnych można 
sądzić, że podwyższona temperatura otoczenia powoduje aktywację 
neuronów jądra nadwzrokowego i jądra przykomorowego, za czym 
przemawiają obrazy morfologiczne jądra komórkowego, aparatu Gol- 
giego i wreszcie zwiększona ilość ziarnistości neurosekrecyjnych 
w neuronach. Obserwuje się także morfologiczne oznaki zwiększone
go wydzielania tych ziarnistości z włókien płata nerwowego przysadki. 
Nie można jednak stwierdzić ostatecznie, czy zaobserwowana przez nas 
reakcja układu pcdwzgórzowo-przysadkowego spowodowana jest wy
łącznie tzw. stresem termicznym bez uruchamiania innych mechaniz-
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Ryc.  7. Grupa II. Jądro przykomorowe. W jądrze komórkowym duże elektrono - 
w ogęste  jąderko, w  cytoplazm ie zaś dobrze rozwinięty aparat Golgiego, oraz licz

ne ziarnistości neurosekrecyjne (S) i mitochondria. Pow. 13 950 X.
Fig. 7. Group II. Paraventricular nucleus. In the cell nucleus — large electron  
dense nucleolus, in cytoplasm  — w ell developed Golgi apparatus, numerous 

neurosecretory granules (S) and mitochondria. X 13 950.

Ryc. 5. Grupa I. P łat nerw ow y przysadki. W jednym z w łókien  nerwowych zw ra
cają uw agę dwa duże skupiska m ikropęcherzyków  (strzałka), w  drugim ciała b ło 

niaste i ziarnistości neurosekrecyjne (S). Pow. 28 800 X.
Fig. 5. Group I. Neurohypophysis. In one of the nerve fibers two large agglo
merations of m icrovesicles (arrow), in the other — membraneous bodies and  

neurosecretory granules (S). X 28 800.

Ryc. 6. Grupa II. Jądro nadwzrokowe. W e fragm encie cytoplazmy widoczny aparat 
Golgiego, niektóre tylko kanały są nieco poszerzone (strzałka). W cytoplazm ie  
nieliczne lizosomy i ziarnistości neurosekrecyjne (S), neurotubule (Nt) i (mi

tochondria. Pow. 20 700 X.
Fig. 6. Group II. Supraoptic nucleus.. In cytoplasm fragm ent — Golgi apparatus, 
only a few  channels som ew hat dilated (arrow). Small number of lysosomes and  

neurosecretory granules (S), neurotubules (Nt) and mitochondria. X 20 700.

http://rcin.org.pl



10 В. Gajkowska Nr 1

mów, jak twierdzą niektórzy autorzy (Curé, Teyssier 1973). Wyniki 
naszych badań nie są zgodne z wcześniej prowadzonymi obserwacja
mi (Fujino i wsp. 1966, cyt. za Curé, Teyssier 1973), którzy obserwo
wali redukcję ilości ziarnistości neurosekrecyjnych w jądrze nadwzro- 
kowym i jądrze przykomorowym w hipertermii (34—38°C) trw ają
cej 26 dni.

Zaobserwowane zmiany morfologiczne w neuronach jądra nadwzro- 
kowego i przykomorowego oraz we włóknach nerwowego płata przy
sadki, przemawiają za tym, że w warunkach stresu spowodowanego 
podwyższoną temperaturą otoczenia, istnieje także dodatkowy czyn
nik prowadzący do czynnościowych zaburzeń mechanizmów sterują
cych gospodarką wodną ustroju. Wywołuje on aktywację podwzgórzo- 
wo-przysadkowego układu antydiuretycznego. Zaobserwowane zmia
ny ultrastrukturalne podobne były bowiem do opisywanych w neuro
nach jądra nadwzrokowego i przykomorowego oraz we włóknach pła
ta nerwowego przysadki w stanach odwodnienia (Picard, Cotte 1970; 
Borowicz, Gajkowska 1972; Picard i wsp. 1972; Choy, Watkins 1977). 
Tak więc obecność dużej ilości ciałek gęstych i lizosomów w całym 
układzie podwzgórzowo-przysadkowym można wiązać prawdopodobnie 
z regulacją nadmiaru ziarnistości neurosekrecyjnych, tworzonych ob
ficie w reakcji na stres z jednej strony i odpowiedzialnych także za 
wydzielanie wazopresyny z drugiej strony. Aktywacja układu antydiu
retycznego umożliwia maksymalną redukcję ilości wody wydalanej 
przez nerki. Poza wpływem na gospodarkę wodną ustroju może mieć 
ona również znaczenie w dostosowywaniu czynności układu krążenia 
do warunków hipertermii. Wzrost stężenia wazopresyny we krwi mo
że także działać hipotermicznie przez obniżenie tempa przemiany ma
terii (Okuno i wsp. 1965). Dane, wskazujące na aktywację układu anty
diuretycznego podczas ekspozycji na działanie wysokiej temperatury 
otoczenia, pojawiły się już pod koniec lat czterdziestych, kiedy to Ken
ney i Miller (1949) zaobserwowali szybko pojawiające się i proporcjo
nalne do wzrostu temperatury otoczenia hamowanie diurezy wodnej 
u ludzi. Hellman i Weiner (1953) stwierdzili następnie pojawianie się 
substancji antydiuretycznej w moczu ludzi przebywających w środo
wisku o wysokiej temperaturze. Badania prowadzone przez Robinso
na i Mac Farlane’a (1956) wykazały, że przyczyną aktywacji układu 
antydiuretycznego w hipertermii jest wzrastająca osmolalność płynu 
pozakomórkowego. Badania zaś Kozłowskiego i wsp. (1972) oraz Szcze
pańskie j-Sadowskiej (1977) ustaliły, że w wyniku hipertermii wyraźnie 
wzrasta poziom wazopresyny we krwi na skutek aktywacji układu 
antydiuretycznego. Wyniki tych badań fizjologicznych są zgodne z uzys
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Nr 1 Ultrastruktuira UPP w hipertermii 11

kanymi przez nas danymi morfologicznymi, na podstawie których 
można wysunąć hipotezę, że zwiększona synteza i wydzielanie ziarni
stości neurosekrecyjnych w układzie podwzgórzowo-przysadkowym 
ułatwia funkcjonowanie organizmu w warunkach hipertermii również 
przez swój wpływ na gospodarkę wodną ustroju. Można sądzić także, 
że wytwarzane w układzie podwzgórzowo-przysadkowym ziarnistości 
neurosekrecyjne odgrywają dość istotną rolę w utrzymywaniu home
ostazy termicznej.

WNIOSKI

1) Podczas ekspozycji szczurów na działanie temperatury otoczenia: 
wysokiej (43°C przez 30 minut) i podwyższonej (35°C przez okres 
6 tygodni) stwierdzono zmiany morfologiczne, wskazujące na aktywa
cję układu podwzgórzowo-przysadkowego.

2) Można sądzić, że aktywacja układu podwzgórzowo-przyadkowego 
spowodowana stresem termicznym może odgrywać istotną rolę w utrzy
mywaniu zarówno homeostazy termicznej jak i wodnej ustroju.

3) Zaobserwowane zmiany w budowie ultrastrukturalnej układu pod
wzgórzowo-przysadkowego są zaznaczone wyraźniej w grupie zwierząt 
poddanych działaniu wysokiej temperatury przez krótki okres czasu, 
w porównaniu ze zmianami obserwowanymi w grupie zwierzęt pozo
stających przez dłuższy okres czasu w środowisku o nieco podwyższo
nej temperaturze.

Б. Гайковска

ВЛИЯНИЕ ВЫСОКОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ ОКРУЖ АЮ Щ ЕЙ СРЕДЫ  
НА УЛЬТРАСТРУКТУРУ ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНОЙ СИСТЕМЫ КРЫСЫ

Р е з ю м е

Исследовано морфологическую картину супраоптического и медиального  
ядер гипоталамуса, а такж е нервной доли гипофиза крыс, подвергаемых влия
нию высокой (43°, 30 мин) и повышеной (35°, 6 недель) температуры окруж аю щ ей  
среды.

Полученные результаты морфологических исследований указывают, что гипо- 
таламо и гипофизарная система активизируется: усиливается синтез нейросекре
торных грануляцией в обоих ядрах гипоталамуса, а также убыток этих грану
ляцией в волокнах нервной доли гипофиза.

Автором обсуж дается  роль нейросекреторных грануляцией образованных  
в гипоталамусе в поддерживанию водного и термического гомеостаза организма.
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В. Gajkowska

EFFECT OF HIGH ENVIRONMENTAL TEMPERATURE  
ON THE ULTRASTRUCTURE OF THE HYPOTHALAM O-HYPOPHYSEAL

SYSTEM

S u m m a r y

The study dealt w ith the morphological picture of the supraoptic and para
ventricular nuclei o f hypothalamus and of neurohypophysis of rats exposed to 
the follow ing temperatures of the environm ent: 1) high (43°C) for 30 m in and 
2) elevated (35°C) for 6 weeks.

The results indicate that the hypothalam o-hvpophyseal system  undergoes 
activation, since there is a notable increase of the synthesis of neurosecre
tory granules in both of the hypothalamic nuclei and a loss of th e  granules  
in neurohypophysis.

The role of the neurosecretory granules formed in hypothalam us in  m ain
taining the water- and thermal ihomeostasis in the organism is discussed.
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Badania ultrastrukturalne kory mózgu królików 24-dniowych pod
danych doświadczeniu z hiperoksją w 20 dniu życia, wykazały zmia
ny spowodowane bezpośrednim działaniem nadmiaru tlenu i wtór
nym jego niedoborem (Dydyk i wsp., 1979 b).

Celem tej pracy jest wykazanie zmian ultrastrukturalnych w korze 
mózgu królików 36-dniowych, które poddano działaniu normobarycz- 
nej hiperoksji w 20 dniu życia.

MATERIAŁ I METODY

Pracę wykonano na 10 królikach 20-dniowych, z których 4 podda
no działaniu 6-godzinnej hiperoksji, następne 4 działaniu 24-godzin- 
nej hiperoksji, a pozostałe 2 stanowiły grupę kontrolną, która odpo
wiadała normie. Opis doświadczenia podano w pracy Dydyk i wsp. 
(1979 b). Materiał do badań pobierano w 16 dniu po doświadcze
niu, tj. w 36 dniu życia. Badania prowadzono przy użyciu mikrosko
pu elektronowego Tesla BS 500.

WYNIKI

Grupa I — po 6-godzinnej hiperoksji

W korze mózgu stwierdzono obecność komórek nerwowych, z jednoli
cie rozrzedzoną hialoplazmą. Na jej tle występowały nieliczne rybosomy
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oraz ciała gęste. Ponadto w cytoplazmie obserwowano poszerzone zbior
niki gładkiej siatki śródplazmatycznej i aparatu Golgiego. Nieliczne 
zbiorniki szorstkiej siatki śródplazmatycznej nie wykazywały zmian 
(rye. 1). Rzadziej spotykano komórki nerwowe, w których obserwowa
no ogniskowe rozrzedzenia hialoplazmy, poszerzenie cystern gładkiej 
siatki śródplazmatycznej i aparatu Golgiego oraz mitochondria z ciemną 
macierzą i pojedyncze mitochondria wykazujące cechy obrzmienia 
(ryc. 2). Połączenia synaptyczne aksosomatyczne były nieliczne. 
Cytoplazma komórek glejowych, podobnie jak w 4 dniu po 6-go- 
dzinnym doświadczeniu, była obrzmiała i zawierała małą liczbę 
organelli komórkowych. W neuropilu obserwowano zmiany w den- 
drytach i wypustkach astrogleju. W cytoplazmie dendrytów by-

Ryc. 1. Fragment cytoplazmy komórki nerwowej kory m ózgu królika 36-dniowe- 
go, poddanego działaniu 6-godzinnej hiperoksji. Jednolite rozrzedzenie hialoplaz
my, mała liczba kanałów szorstkiej siatki śródplazmatycznej (re), poszerzone  
zbiorniki gładkiej siatki śródplazmatycznej (se) i aparatu G olgiego (G), ciała 

gęste (db), jądro (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. H yaloplasm  of sm all 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. Fragm enty dwóch neuronów  w  korze mózgu królika 36-dniowego, po 
6-godzinnej hiperoksji. O gniskow e rozrzedzenia hialoplazmy, mitochondria z ciem 
ną macierzą (m), obrzmiałe mitochondrium (mi), poszerzone cysterny aparatu Gol- 

giego (G), siatka śródplazmatyczna szorstka (re). Pow. 36 000 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 o f hyaloplasm, m i
tochondria w ith  dark m atrix (m), sw ollen  m itochondrium  (mi), enlarged cysterns 

of the Golgi apparatus (G), rough endoplasmic reticulum (re). X 36 000.

ły widoczne bardzo szerokie zbiorniki gładkiej siatki śródplazmatycz- 
nej, ciała gęste, mitochondria z ciemną macierzą i mitochondria obrz
miałe. Zarówno w dendrytach, jak i w obrzmiałych wypustkach astro- 
cytów stwierdzono obecność morwowatych ziaren glikogenu. Aksony 
i połączenia synaptyczne aksodendrytyczne były niezmienione (ryc. 3). 
Komórki śródbłonkowe naczyń nie wykazywały zmian.

Grupa II — po 24-godzinnej hiperoksji

W korze mózgu, podobnie jak w I-szej grupie doświadczalnej (po 
6-godzinnej hiperoksji), obserwowano komórki nerwowe z jednolicie 
rozrzedzoną hialoplazmą. W Ii-ej grupie doświadczalnej (po 24-go- 
dzinnym doświadczeniu) spotykano je częściej. Ponadto stwierdzono 
martwicę pojedynczych neuronów, które otoczone były wieńcem obrz
miałych wypustek astrocytarnych (ryc. 4). Spotykano też pojedyn
cze komórki glejowe, które wykazywały zmiany miartwicze (ryc. 5).

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 2
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Rye. 5. Mairtwica komórki glejowej w  korze -mózgu królika 36-dniowcgo, po 
24-godzinnej hiperoksji. Cytoplazma zawiera liczne struktury wodmiczkcwe (V), 

obrzmiałe mitochondrium (m). Pow. 20 000 X.

ł i g .  5. Necrosis of the glial cell from th e  cerebral cortex o f a ratobit o n  the 36th 
day o f  life, after 24-hour hyperoxia. Vacuolar structure (V), sw ollen  m itochon

drium (m). X 20 000.

Rye. 3. Neuropil kory mózgu królika 36-dniowego, po 6-godzinnej hiperoksji. 
W dendrytach widocznie są poszerzane kanały siatki śródplazmatycznej gład
kiej (SE), ciała gęste (db), obrzmiałe mitochondria (m) i ziarna glikogenu (gl). P o
łączenie synaptyczne aksodendrytyczne (sj), pęcherzyki synaptyczne (sv). Gliko- 

gen (gl) w  wypustkach astrocytów  (ast). Pow. 48 000 X.
Fig. 3. Neuropil from cerebral coirtex of a rabbit on the 36th day of life, after  
6-hour hyperoxia. In the dendrites the enlarged channels of th e  smooth endo
plasmic reticulum (SE), dense bodies (db), sw o llen  mitochondria (m), glycogen gra
nules (gl). Axodendritic synaptic junction (sj), synaptic vesicles (sv). Glycogen  

granules (gl) in astrocytic processes (ast). X 48 000.

Rye. 4 . Martwica komórki nerwowej w  korze móizgu królika 36-dniowego, po 
24-godz!nnej hiperoksji. Obrzmiałe w ypustki astrogleju (ast). Pow. 20 000 X.

Fig. 4. Necrosis of the neuron from the cerebral cortex of a rabbit on  the 36th 
day of life, after 24-hour hyperoxia. Sw elling of the astrocytic processes (ast).

X 20 000
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W licznych komórkach glejowych występowały ciała gęste, pojedyn
cze wodniczki i ziarna glikogenu ryc. 6). Wypustki astrogleju były 
obrzmiałe (ryc. 7). Połączenia synaptyczne aksosomatyczne spotykano 
bardzo rzadko.

OMÓWIENIE

W obu grupach doświadczalnych (po 6-godzinnej i po 24-godzinnej 
hiperoksji), zmiany obserwowane w 16 dniu po doświadczeniu są więk
sze w porównaniu ze zmianami obserwowanymi w 4 dniu po doświad
czeniu (Dydyk i wsp., 1979 b). Stwierdzenie to prowadzi do wniosku, 
że normobaryczna hiperoksja zapoczątkowuje w ustroju królika re
akcję łańcuchową, która nie ulega zahamowaniu, mimo ustania bez
pośredniego wpływu nadmiaru tlenu. W oparciu o powyższy wniosek, 
a także biorąc pod uwagę charakter opisanych zmian, które odpowia
dają zmianom ultrastrukturalnym stwierdzanym w hipoksji i ischemii 
(Brown, Brierley 1972; Ju i wsp., 1972 a, b), można przyjąć, że są to 
zmiany spowodowane wtórnym niedoborem tlenu.

Zmiany obserwowane w korze mózgu królików poddanych działaniu 
24-godzinnej hiperoksji są bardziej nasilone w porównaniu ze zmia
nami stwierdzanymi po 6-godzinnym doświadczeniu. W związku z tym, 
można mówić o ich narastaniu nie tylko w zależności od czasu prze
życia, lecz również w zależności od czasu działania nadmiaru tlenu.

W korze mózgu, w 16 dniu po 6-godzinnym doświadczeniu, zmia
ny ultrastrukturalne zaznaczają się w komórkach nerwowych i glejo
wych oraz w dendrytach i wypustkach astrogleju.

Zmiany w perikarionach neuronów są wyrazem dalszego ciągu reakcji 
łańcuchowej, która w 4 dniu po doświadczeniu doprowadza do zmian
o tym samym charakterze, ale mniej nasilonych. W komórkach glejo
wych, w zestawieniu z obrazami mikroskopowo-elektronowymi w 4 
dniu po doświadczeniu, utrzymują się cechy obrzęku śródkomórko- 
wego.

Ryc. 6. Fragm ent komórki glejowej kory mózgu królika 36-dniowego, po 24-go
dzinnej hiperoksji. Ciała gęste  (db), struktury wodndczkowe (V), ziarna glikogenu

(gl). Pow. 36 000 X.
Fig. 6. Fragm ent of the glial cell from the cerebral cortex of a rabbit on the  
36th day of life, after 24-hour hyperoxia. D ense bodies (db), vacuolar structures 

(V), glycogen granules (gl). X 36 000.

Ryc. 7. Neuropil kory mózgu królika 36-dniowego, po 24-godzinnej hiperoksji. 
Bardzo liczne obrzmiałe w ypustki astrocytów (ast). Pow. 36 000 X.

Fig. 7. Neuropil from cerebral cortex of a rabbit on the 36th day of life, after  
24-hour ihyperoxia. Numerous sw ollen  astrocytic processes. X 36 000.
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Pojawienie się zmian ultrastrukturalnych w dendrytach, może być 
związane ze zwiększonym zapotrzebowaniem tlenowym w okresie ich 
wzrostu. W warunkach istniejącego niedotlenienia, zapotrzebowanie to 
nie jest pokrywane. Spostrzeżenia dotyczące zmian w dendrytach są 
zgodne z obserwacjami Balentine’a (1974, 1975), który prowadził bada
nia nad wpływem hiperbarycznej hiperoksji na ultrastrukturę istoty 
szarej rdzenia u dorosłych młodych szczurów i wykazał wybiórcze 
uszkodzenie wypustek neuronalnych, głównie dendrytów. Obrzmienie 
wypustek astrogleju można tłumaczyć wpływem utrzymującego się 
niedotlenienia kory mózgu.

Całokształt opisanych zmian ultrastrukturalnych w komórkach ner
wowych i glejowych oraz w wypustkach astrocytarnych, może wska
zywać na postępujący rozwój obrzęku mózgu.

Dodatkowego omówienia wymaga gromadzenie się glikogenu w ko
rze mózgu młcdych królików w 4 i 16 dniu po 6-godzinnym i niekiedy 
po 24-godzinnym doświadczeniu. Prace licznych autorów wykazały, 
że gromadzenie się glikogenu w tkance nerwowej, jest wykładnikiem 
jej uszkodzeń. Według Mossakowskiego i wsp. (1968, 1971, 1973) od
kładanie się glikogenu w ośrodkowym układzie nerwowym jest spo
wodowane uszkodzeniem neuronów. Następstwem tego jest upośledze
nie transportu glikogenu, który „zalega” w astrogleju. Badania Ibra- 
hima (1975) sugerują, że gromadzenie się glikogenu w komórkach gle
jowych i nerwowych mózgu, jest następstwem ich zaburzonego meta
bolizmu. W oparciu o powyższe sugestie, gromadzenie się glikogenu 
w perikarionach i wypustkach komórek nerwowych i glejowych należy 
uznać za następstwo zaburzeń metabolicznych spowodowanych dzia
łaniem hiperoksji. Taką interpretację w odniesieniu do komórek ner
wowych potwierdzają pośrednio 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), którzy w warun
kach hiperoksji i ischemii stwierdzili postępujące obniżenie aktywno
ści bioelektrycznej kory mózgu.

W 16 dniu po 24 godzinnym doświadczeniu, w korze mózgu wystę
pują nieodwracalne uszkodzenia, wyrazem których jest martwica po
jedynczych neuronów i pojedynczych komórek glejowych.

Na szczególną uwagę zasługuje stwierdzana w obu grupach doświad
czalnych, mała liczba połączeń synaptycznych aksosomatycznych, któ
re u królików 36-dniowych, w warunkach prawidłowych są dość licz
ne. Prace Grossmana i Williamsa (1971), Silvera (1973) oraz Bischera
i wsp. (1973), którzy badali potencjał błon komórek nerwowych w nie
dotlenieniu, sugerują, że w neuronach najbardziej wrażliwe na niedo
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bór tlenu są połączenia synaptyczne. W związku z powyższym, można 
przypuszczać, że w hiperoksji z wtórnym niedotlenieniem, liczne po
łączenia aksosomatyczne ulegają uszkodzeniu, które powoduje ich gor
szą barwliwość.

W obu grupach doświadczalnych (po 6-godzinnej i po 24-godzinnej 
hiperoksji) zmiany stwierdzane w korze mózgu królików, które pod
dano działaniu normobarycznej hiperoksji w 20 dniu życia, są bardziej 
zaawansowane w porównaniu ze zmianami u królików, które poddano 
doświadczeniu w 1 dniu życia (Dydyk i wsp. 1976 a, b). Zjawisko to 
tłumaczy Shanklin (1969) znaczną wrażliwością płodu na hiperoksję. 
W oparciu o badania Towella (1966), który stwierdził, że wzrost ciśnie
nia cząstkowego tlenu w krwi matki wywiera tylko nieznaczny wpływ 
na wzrost ciśnienia cząstkowego tlenu w krwi płodu, można przypusz
czać, że w życiu płodowym łożysko pełni rolę ochronną przed wzrostem 
ciśnienia cząstkowego tlenu w krwi płodu. W warunkach fizjologicznych, 
przejście z życia płodowego do życia poza ustrojem matki jest przejś
ciem ze stanu „względnego niedoboru tlenu” do stanu „względnego 
nadmiaru tlenu”. W związku z powyższym należy przyjąć, że muszą 
istnieć „mechanizmy obronne”,które chronią ustrój noworodka przed 
uszkadzającym działaniem nadmiaru tlenu. W oparciu o wyniki badań 
poziomu katecholamin w korze mózgu królików poddanych działaniu 
normobarycznej hiperoksji, wydaje się, że nadmiar tlenu jest czynni
kiem wstrząsorodnym (Dydyk i wsp., 1979 a). W organizmach bardziej 
dojrzałych, zespół adaptacyjny Selyego, będący reakcją na stres, wystę
puje wcześniej. W tych warunkach, w korze mózgu królików 20-dnio- 
wych zmiany strukturalne rozwijają się wcześniej niż u królików, które 
poddano doświadczeniu w 1 dniu życia. Słuszność takiego rozumowania 
może potwierdzać jednakowy charakter zmian, które występują jak 
gdyby „z wyprzedzeniem”, zarówno w badaniach mikroskopowo-elek- 
tronowych, jak i biochemicznych (Dydyk i wsp., 1978) w korze mózgu 
królików poddanych doświadczeniu w 20 dniu życia.

WNIOSKI

1) Zmiany stwierdzane w korze mózgu królików poddanych dzia
łaniu normobarycznej hiperoksji w 20 dniu życia, narastają w zależ
ności od czasu trwania hiperoksji i czasu przeżycia.

2) W korze mózgu królików 36-dniowych, które w 20 dniu życia 
poddano działaniu 24-godzinnej normobarycznej hiperoksji, rozwijają 
się zmiany nieodwracalne.
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JI. Дыдык, М. Юстына, М. Домбска

УЛЬТРАСТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ В КОРЕ ГОЛОВНОГО МОЗГА 
36-ДНЕВНЫХ КРОЛИКОВ, ПОДДВЕРГНУТЫХ ВЛИЯНИЮ  

НОРМОБАРИЧЕСКОЙ ГИПЕРОКСИИ НА 20 ДЕНЬ ИХ  Ж И ЗН И

Р е з ю м е

Целью работы было показать дальнейш ее развитие изменений, найденных  
в предыдущ их исследованиях в коре головного мозга 24-дневных кроликов, 
поддвергнутых влиянию нормобарической гипероксии на 20 день их жизни.

Исследования проводились на 10 кроликах, которые помещались в кислород
ную камеру на 6 часов (I группа) и на 24 часа (II группа).

Материал для исследования брали на 16 день после эксперимента, т.е. на 
36 день жизни.

Ультраструктурные исследования показали, что нормобарическая гипероксия, 
продолжающаяся 24 часа, ведет к неотвратимым изменениям в нервных клетках  
головного мозга. Установлено также, что обнаруженны е в условиях нормобари
ческой гипероксии изменения возрастают в зависимости от продолжительности  
гипероксии и длительности прожития.

L. Dydyk, М. Justyna, М. Dąmbsika

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

IN THE 20TH DAY OF AGE

S u m m a r y

The aim of the study w as to evaluate the further developm ent of changes  
observed in the cerebral cortex of 24-day rabbits i.e. 4 days after hyperoxia (see 
the preceding paper). The investigations w ere  done on 10 rabbits subjected to 
hyperoxia for 6 or 24 hrs. The material for the studies w as taken on the 16th 
day after the experim ent i.e. in the 36th day of life. U ltrastructural exam ination  
revealed that ihyperoxia leads to irreversible changes in the nerve cells of ce
rebral cortex. The changes occurring in the  conditions of normobaric hyperoxia  
w ere also observed to develop further, depending on the duration of hyperoxia  
and the time of survival.
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MARIANNA SIKORSKA

WPŁYW HIPOKSJI KRĄŻENIOWEJ NA AKTYWNOŚĆ 
KINAZ BIAŁKOWYCH W PODFRAKCJACH KOMÓRKOWYCH

W MÓZGU KRÓLIKA

Zespół Neuropatologii Centrum M edycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  
K ierow nik Zespołu: prof, dr M. J. M ossakowski

Model hipoksji krążeniowej (Mchedlishvili 1973), ze względu na moż
liwość kontrolowania czasu trwania niedokrwienia oraz pełną odwra- 
calność stwierdzanych zaburzeń, stanowi przedmiot wielokierunkowych 
badań, między innymi, licznych opracowań biochemicznych (Albrecht 
1974; Sikorska, Śmiałek 1974; Broniszewska-Ardelt, Sikorska 1976). 
W tych samych warunkach doświadczalnych uprzednio wykazano 
wzrost poziomu 3',5'-cyklicznego adenozynomonofosforanu, którego 
udział w regulacji przemian komórkowych jest szeroko podkreślany, 
jak również zmiany aktywności cyklazy adenylowej i fosfodwueste- 
razy 3',5'-cyklicznych nukleotydów (Sikorska 1976; Chikvaidze, Meli- 
tauri 1974, 1976). W świetle ogólnie przyjętych poglądów metabolicz
nych funkcje cyklicznych nukleotydów realizowane są poprzez kinazy 
białkowe, enzymy, których aktywność może być bezpośrednio regulo
wana poziomem tych nukleotydów. Niewiele dotychczas wiadomo o za
chowaniu się kinaz białkowych w mózgu w warunkach patologicznych, 
jedynie Schwartz i wsp. (1976) wykazali spadek aktywności kinaz 
zależnych od cAMP w homogenatach z kory mózgowej chomików 
mongolskich po jednostronnym podwiązaniu tętnicy szyjnej wspólnej.

Celem niniejszej pracy było wykazanie wpływu niedokrwienia na 
aktywność kinaz białkowych (EC 2.7.1.37) — ATP : białko fosfotrans- 
feraz zależnych od 3',5'-cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP), 
zależnych od 3',5'-cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP) oraz 
niezależnych od cyklicznych nukleotydów, w podfrakcjach komórko
wych, otrzymywanych z mózgów królików poddanych 15-minutowej 
hipoksji krążeniowej.
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MATERIAŁ I METODY  

Warunki doświadczalne

Badania przeprowadzono na 20 królikach obu płci, o ciężarze ciała 
2,5—3,5 kg. Doświadczalne niedokrwienie mózgu u królików wywoły
wano zgodnie z warunkami podanymi przez Mchedlishvili (1973). Zwie
rzętom, w ogólnym znieczuleniu nembutalem (40 mg/kg ciężaru cia
ła), izolowano tętnice szyjne wspólne, z których prawą przewiązywa
no a lewą, po podwiązaniu jej odcinka dogłowowego, łączono z naczy
niem, do którego upuszczano krew. Przed upuszczeniem krwi króliki 
heparynizowano (0,3 ml/kg ciężaru ciała). Po obniżeniu obwodowego ciś
nienia krwi tętniczej do wartości ok. 20 mm Hg zwierzęta przetrzy
mywano w takim stanie przez 15 min., po czym wykonywano retrans- 
fuzję. Obwodowe ciśnienie krwi tętniczej rejestrowano przy pomocy 
urządzenia składającego się z przetwornika f-my Statham i elektro- 
manometru EK-4 f-my Farum, połączonych kaniulą z lewą tętnicą 
udową. Królikom grupy kontrolnej wykonywano wszystkie elementy 
opisanego zabiegu chirurgicznego, z wyjątkiem upuszczenia krwi. Zwie
rzęta doświadczalne i kontrolne uśmiercano poprzez przecięcie rdze
nia przedłużonego. Do oznaczeń biochemicznych pobierano obie pół
kule mózgowe.

Badania przeprowadzono w czterech grupach: 

grupa I — obejmowała króliki nie poddane żadnym zabiegom do
świadczalnym (norma), 

grupa II — zwierzęta, którym wykonywano kontrolny zabieg opera
cyjny,

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

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

Otrzymywanie podfrakcji komórkowych

W celu otrzymania podfrakcji komórkowych posługiwano się me
todami Whittaker’a i wsp. (1964) oraz Gurd’a i wsp. (1974). Szczegóły 
stosowanej techniki rozdziału przedstawiono na schemacie 1.

Aktywność kinaz białkowych badano w osadzie otrzymywanym po 
wirowaniu przy 1000 X g, zawierającym jądra komórkowe, następnie 
w nadsączu (frakcja postmitochondrialna), w mielinie, w mitochondriach 
oraz we wszystkich podfrakcjach błon synaptozomalnych, których cha
rakterystyka przedstawia się następująco:
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1) 10% homogenat w 0,32 M sacharozie
2) wirować 1000x g, 11 min. (Janetzki KIL)

osad
1) przemyć 0,32 M sa c h a ro z ą
2) wirować 1000 X g, 11 min. 

(Janetzki K7U)

nadsącz

osad

nadsącz

(frakcja  postmi- 
tochondrialna )

1) przemyć 
w 0,32 M 
sacharozie

2) wirować 
17.000 X g 
20 min.

mielina

synaptozomy

mitochondria

(Janetzki К 2U)

r
podtrakcje syna  
ptozomalne

1) zawiesić w 0,32 M 
sacharozie

2) wirować 78.000xg, 
30 min. (VAC 601)

nadsącz
1)(virować 17000 X g, 20 min. 

(Janetzki К 24)

osad

1) zawiesić w 0,32 M sacharozie
2) nałożyć na nieliniowy g r a -  

dieлt sacharozy

3) wirować 10U.000 x g ,  1,5 h 
(VAC 601)

osad w 0 , 3 2 M sacharozie

0,8M sa c h a ro z a  

1,2 M sacharoza

1) dodać 10 obj.ImM NaHPO/ i 0,1 mM 
EDTA pH 7,5, 20 min. w Z.°C

2) wirować 78.000 x g, 30 min. (VAC 601)
3) osad zawiesić w 0.32M sacharoz ie  

i nałożyć na nieciągły gradient 
sacharozy

osad w 0,32 M sacharozie

0,6 M 

0 , 8  M 

1,0 M

1,3 M

U) wirować 53.000 x g,
1,5 h (VAC 601)

Schemat 1. Otrzym ywanie podfrakcji komórkowych
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Л '  i А  — lżejsze i cięższe błony synaptozomalne, nieznacznie zanie
czyszczone strukturami lizosomalnymi i błonami siatki śród- 
plazmatycznej;

В  — błony synaptozomalne, wyraźnie zanieczyszczone zewnętrz
nymi błonami mitochondrialnymi;

С  — błony synaptozomalne znacznie zanieczyszczone wewnętrz
nymi błonami mitochondrialnymi;

D — mitochondria synaptozomalne.
Wszystkie badane podfrakcje rozcieńczano 0,32 M sacharozą w takim 
stopniu, aby zawartość białka nie przekraczała 3 mg/ml.

Białko oznaczano metodą Lowry i wsp. (1951).

Oznaczanie aktywności kinaz białkowych

Aktywność kinaz białkowych oznaczano wg zmodyfikowanej meto
dy Costy i wsp. (1976). Mieszanina inkubacyjna (260 .ul) zawierała: 
15 mM buforu fosforanowego pH 6,5, 15 mM NaF, 10 mM MgCl2, 0,05 
mM y-32P-ATP — 0,5 uCi (Amersham), 2 mM teofiliny, 0,3 mM EGTA 
(Sigma), 100 ug białek histonowych (typ II-A, Sigma), 10 uM cAMP (sól 
sodowa, Sigma) lub 10 м - М  cGMP (sól sodowa, Sigma), oraz badane 
białko w ilości nie przekraczającej 30 (Lig. W przypadku badania akty
wności kinaz niezależnych zamiast roztworów cyklicznych nukleoty- 
dów dodawano w odpowiedniej ilości wodę. Próby inkubowano przez 
5 min w 30°C, po czym do każdej z nich dodawano po 50 ul 0,63% al
buminy (frakcja V, Sigma) i 60% TCA (kwas trójchlorooctowy). Wy
trącony osad zbierano na sączkach miliporowych HA 0,34 urn i prze
mywano 10—15 ml 10% TCA. Po wysuszeniu sączków radioaktywność 
badanych prób mierzono w liczniku scyntylacyjnym Isoca 300 (f-my 
Nuclear Chicago).

WYNIKI

Grupa I — króliki nie poddane żadnym zabiegom doświadczalnym. 
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Aktywne enzymy zdolne do przenoszenia v-32P-fosforanu z ATP na 
białko histonowe stwierdzono w każdej z badanych frakcji. Dotyczyło 
to zarówno kinaz zależnych od cyklicznych nukleotydów (cAMP i cGMP) 
jak również enzymów, których aktywność nie zależy od obecności tych 
nukleotydów. W każdej z badanych frakcji aktywność kinaz badanych 
wobec cAMP była wyższa od aktywności stwierdzanej w obecności 
cGMP. Największą różnicę między aktywnością kinaz niezależnych 
i zależnych od cyklicznych nukleotydów (największe aktywujące od-
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Tabela 1. Aktywność kinaz białkowych w podfrakcjach komórkowych z mózgów królików 
nie poddawanych żadnym zabiegom doświadczalnym  

Table 1. Activ ity  of protein kinases in the subcellular fractions of the brains o f rabbits subjected
to no experimental treatment 

G r u p a  I 
G r o u p  I

nmole ATP/mg białka/min nmoles ATP/mg protein/min

Rodzaj frakcji 
Fraction

niezależne
independent

cAMP zależne 
cAMP dependent

cGMP zależne 
cGMP dependent

x ± S D

mielina
myelin

3 ,50±1 ,28 6 ,40±2 ,58 4,46 ± 1 ,7 3

mitochondria
mitochondria

2 ,93±1,41 4,45 ± 2 ,0 3 3 ,9 2 ±  1,27

postmitochondrialna
(nadsącz)

postmitochondrial
(supernatant)

4 ,4 9 ± 1 ,9 3 10,57±4,83 7,58 ± 3 ,1 9

osad -—- pellet 5 ,53 ± 2 ,5 6 7 ,99±2,07 6,11 ± 2 ,6 9

synaptozomalne
podfrakcje
synaptosomal
subfractions

A ’ 7,91 ± 3 ,0 5  
A 6 ,4 4 ± 2 ,6 4  
В 6 ,14± 2 ,62  
С 4 ,8 4 ± 2 ,6 2  
D 8 ,29±3,21

15 ,48± 6,78 
10,66±4,15  
10,49±4,59  
9 ,96 ± 4 ,1 3  

14,08±6,26

10,31 ± 4 ,6 3  
8 ,23± 3 ,14  
7 ,09±3 ,64  
6 ,2 3 ± 2 ,8 6  
8 ,64± 2 ,24

x ± S D  —  średnia arytmetyczna z 5 oznaczeń ±  odchylenie standardowe
—  arithmetic mean of 5 determinations ±  standard error

działywanie cyklicznych nukleotydów) obserwowano we frakcji post- 
mitochondrialnej, natomiast w synaptozomalnej podfrakcji D (określa
nej jako mitochondria synaptozomalne) nie stwierdzono stymulującego 
wpływu cGMP na aktywność kinaz białkowych.

Grupa II — króliki, którym wykonano kontrolny zabieg operacyj
ny. Wyniki wyrażono w % wartości odpowiednich podfrakcji komór
kowych z mózgów zwierząt grupy I — tabela 2.

Znamienny statystycznie spadek aktywności trzech badanych enzy
mów stwierdzono w mitochondriach (o ok. 20%), natomiast we frak
cji postmitochondrialnej ich aktywność wzrastała: kinaz niezależnych
o ok. 66%, a enzymów zależnych od cAMP i cGMP o ok. 40%. W osa
dzie zawierającym jądra komórkowe oraz w synaptozomalnej pod
frakcji C, wzbogaconej w zewnętrzne błony mitochondrialne, obser-
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Tabela 2. Aktywność kinaz białkowych w podfrakcjach komórkowych z mózgów królików
po kontrolnym zabiegu operacyjnym  

Table 2. Activity o f protein kinases in the subcellular fractions of the brains of rabbits after
sham operation  

G r u p a  II  

G r o u p  II

Rodzaj frakcji 
Fraction

aktywność kinaz w % wartości grupy I 
kinase activ ity  —  % of values in group I

niezależne
independent

cAMP zależne 
cAMP dependent

cGMP zależne 
cGMP dependent

x ± S D

mielina
myelin

124,4±35,1 93,5 ±  19,3 104,8 ±  14,1

mitochondria
mitochondria

79,3 ±  11,5* 7 8 ,9±7 ,2* 75,4 ±  16,2*

postmitochondrialna
(nadsącz)

postmitochondrial
(supernatant)

166,5±49,2* 137,0±26,1 144,1 ± 3 9 ,5 *

osad —  pellet 133,7±29,7* 135,8±22,1* 146,8±29,6*

podfrakcje błon A ’ 113 ,6±31 ,3 93 ,9±27 ,8 113,6±26,7
synaptozomalnych A 91,9 ±  16,8 8 6 ,6± 21 ,3 105,3±29,9

synaptosomal membrane В 85 ,5± 38 ,3 78 ,6±24 ,0 84,5 ± 2 2 ,7
subfractions С 138,8±29,3* 132,0±22,5* 151,8±39,1*

D 119,2±25 ,4 102,4±37 ,0 114,0±27,5

x ± S D  —  średnia arytmetyczna z 5 oznaczeń ±  odchylenie standardowe
—  arithmetic mean of 5 determinations ±  standard deviation

* —  różnice znamienne statystycznie
* —  differences statistically significant.

wowano również wzrost aktywności kinaz cAMP-zależnych i niezależ
nych o ok. 30—35%, a cGMP-zależnych o ok. 46—50%.

Grupa III — króliki po 15 minutowym niedokrwieniu przed retrans- 
fuzją krwi. Uzyskane wyniki odnoszono do wyników obu poprzednich 
przedstawionych grup i wyrażono w % odpowiednich wartości stwier
dzanych w grupach I i II (tabela 3).

W porównaniu z wynikami grupy I stwierdzono znamienny staty
stycznie wzrost aktywności trzech badanych kinaz, wynoszący ok. 100%
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Tabela 3. Aktywność kinaz białkowych w podfrakcjach komórkowych z mózgów królików 
po 15 min hipoksji krążeniowej (badanych przed wykonaniem retransfuzji krwi)

Table 3. A ctiv ity  o f protein kinases in the subcellular fractions of the brains o f rabbits after 
15-minute circulatory hypoxia (before retransfusion)

G r u p a  III  

G r o u p  III

Aktywność kinaz w % wartości grup kontrolnych 
Kinase activ ity  (% of values in control groups)

Rodzaj frakcji -------------------------------------------------------------------------------------
, ,  niezależne cAMP zależne cGMP zależneЬ raction

independent cAMP-dependent cGMP-dependent

x ± S D

mielina
myelin

N  125 ,6±29 ,7  
Z 116 ,1±27 ,4

115 ,1±37 ,2
131 ,7±42 ,6

101,3 ±  14,7 
108,9 ±  15,7

mitochondria
mitochondria

N  126 ,8±31 ,0  
Z 171,9±42 ,0*

109 ,4± 20 ,2
204 ,6± 37 ,8*

9 0 ,6±11 ,4
175,3±22,2*

postmitochondrialna
postmitochondrial

N  208 ,5±80 ,5*  
Z 8 9 ,5 ± 3 4 ,6

189 ,3±46,5*  
99,1 ± 2 6 ,5

200,8±26,5*
8 6 ,9±21 ,4

osad —  pellet N  107,3 ±  13,8 
Z 103,8 ±  17,2

106,6 ±  14,8 
113,2 ±  15,8

83,9±10 ,8*
72,8±14 ,6*

podfrakcje błon synaptozo- 
malnych

A ’ N 132 ,6±37 ,1  
Z 116 ,1±25 ,0

92,9 ±  15,5 
1 1 9 ,4± 20 ,0

101,4±7,7  
102,1 ± 7 ,5

A N  126 ,9±28 ,3  
Z 119 ,8±26 ,8

97,4 ±  19,8 
9 6 ,5 ± 2 4 ,6

86 ,5±28 ,3
126,4±36 ,9

synaptosomal membrane 
subfractions

В N  116 ,9±3 ,9*  
Z 246 ,0±79 ,2*

105,7 ±  19,3 
223 ,9±71 ,5*

97 ,5±22,1
235,5±56,2*

С 1ST 149,8±31,9*  
Z 1 25 ,4±11 ,5

167,7±24,6*
129 ,5±5,5*

180,1 ±  17,8* 
130,9±6,6*

D N  106 ,2±35 ,2  
Z 1 11 ,2±19 ,3

9 5 ,9 ± 9 ,3  
98,1 ± 2 2 ,9

8 5 ,4 ± 2 2 ,9
H 3 ,7 ± 3 0 ,6

N —  za 100% przyjęto wyniki grupy I
—  results o f  group I taken as 100%

Z —  za 100% przyjmowano wyniki grupy II
—  results o f  group II  taken as 100%

x ± S D  —  średnia arytmetyczna z 5 oznaczeń ±  odchylenie standardowe
—  arithmetic mean of 5 determinations ±  standard deviation

* —  różnice znamienne statystycznie
—  differences statistically significant

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  —  3
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we frakcji postmitochondrialnej (nadsącz) oraz 50—80% w synaptozo- 
malnej podfrakcji C. Ponadto stwierdzono znamienny statystycznie spa
dek aktywności enzymu zależnego od cGMP (o ok. 20%) w osadzie. 
Wzrost aktywności kinaz niezależnych w synaptozomalnej podfrakcji 
С  wynosił również ok. 20%.

Tabela 4. Aktywność kinaz białkowych w podfrakcjach komórkowych z mózgów królików po  
15 min hipoksji krążeniowej (badanych po wykonaniu retransfuzji krwi)

Table 4. Activity o f protein kinases in the subcellular fractions of the brains o f  rabbits after 
15-minute circulatory hypoxia (with subsequent retransfusion)

G r u p a  I V  

G r o u p  IV

Aktywność kinaz w % wartości kontiolnych  
Kinase activ ity  (% of values in control groups) 

Rodzaj frakcji ;
T-, .. niezależne cAMP zależne cGMP zależne1? raction

independent cAMP-dependent cGMP-dependent 

"^±SD

mielina
myelin

N  97 ,8±35 ,2  
Z 80 ,9 ± 2 9 ,6

84,9±11 ,5*
100,6±28 ,6

92 ,6±25 ,1
9 4 ,3 ± 2 8 ,2

mitochondria
mitochondria

N  91,1 ± 3 0 ,3  
Z 112,7±30 ,6

89 ,6±25 ,1
102,7±33,6

107 ,9±31 ,9
142 ,4±52 ,6

postmitochondrialna
postmitochondrial

N  9 3 ,4± 30 ,9  
Z 84,0 ± 3 3 ,0

107,1 ± 3 7 ,2  
9 0 ,4±30 ,7

9 5 ,3 ± 3 9 ,3
7 7 ,9±17 ,7*

osad —  pellet N  8 7 ,6 ± 2 2 ,4  
Z 67,4 ±  19,9

79 ,3±4 ,4*  
78,7 ±19 ,1*

76 ,4±18 ,5*  
66,7 ± 1 6 ,7 *

podfrakcje błon synaptozo- 
malnych

A ’ N  9 9 ,4 ± 3 2 ,6  
Z 8 9 ,3± 20 ,5

9 9 ,3±34 ,5  
88,3 ±  17,3

106,1 ± 3 4 ,9  
9 4 ,3 ± 3 0 ,8

A N  136 ,6±41 ,4  
Z 131 ,5±47 ,5

104,2±34 ,3  
98,1 ± 38 ,1

102 ,4±38 ,7
106,8±32,1

synaptosomal membrane 
subfractions

В N  100,2±30,7  
Z 109 ,5±36 ,2

115,2±25 ,4
128,5±17,7*

139,7±25,4*
169 ,4±36 ,8*

С N  142,1 ± 3 0 ,6 *  
Z 8 4 ,3 ± 2 7 ,5

142,7 ±  13,2* 
8 1 ,8± 27 ,8

142 ,6±30,1*
8 5 ,9 ± 3 1 ,5

D N  9 4 ,9± 11 ,6  
Z 99,1 ± 2 8 ,9

95,8±19Д:
112,2±31 ,6

9 1 ,9 ± 2 8  0 
118 ,5±26 ,2

Oznaczenia jak w Tabeli 3 
For designations see Table 3
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W porównaniu z grupą II znamienny wzrost aktywności wszystkich 
trzech badanych kinaz stwierdzono w mitochondriach (75—100%) oraz 
w synaptozomalnych podfrakcjach В  (o ok. 130%) i С  (o ok. 30%). 
W podfrakcji nazwanej osadem, a zawierającej jądra komórkowe ob
niżała się o ok. 30% jedynie aktywność kinaz zależnych od cGMP.

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

W odniesieniu do wyników grupy I stwierdzono znamienny staty
stycznie spadek aktywności kinaz zależnych od cAMP w mielinie (o ok. 
15%) i w osadzie (o ok. 20%). W synaptozomalnej podfrakcji В  obser
wowano tylko wzrost aktywności kinaz zależnych od cGMP (o ok. 40%), 
natomiast w podfrakcji С  wszystkich trzech kinaz — o ok. 40%.

Z porównania wyników grupy IV z grupą II wynika spadek aktyw
ności ok. 20—30% wszystkich badanych kinaz w osadzie zawierającym 
jądra komórkowe oraz podwyższenie aktywności kinaz zależnych od 
cAMP i cGMP w synaptozomalnej podfrakcji В  (o ok. 30—40%).

OMÓWIENIE

Stosowany model doświadczalnej hipoksji krążeniowej, poza elemen
tem niedokrwienia tkanki nerwowej (Mossakowski 1974; Kapuściński 
1974), zawiera szereg dodatkowych czynników, wynikających z zabie
gu chirurgicznego, wpływu stosowanego środka narkotycznego, a tak
że szoku hipowolemicznego i hipotermii, związanych z upustem krwi. 
Powoduje to konieczność porównywania wyników uzyskiwanych w wa
runkach hipoksji krążeniowej z dwoma układami kontrolnymi: z gru
pą zwierząt nie poddawanych żadnym zabiegom doświadczalnym oraz 
z grupą zwierząt po kontrolnym zabiegu operacyjnym. Ta ostatnia gru
pa łączy wpływ stosowanej narkozy nembutalowej oraz tych elemen
tów, które wynikają z wykonywania na królikach zabiegu chirurgicz
nego, trwającego ok. 30 minut.

Oddziaływanie tych czynników na aktywność badanych enzymów od
zwierciedlają zmiany ich aktywności stwierdzane w mitochondriach, 
w podfrakcjach błon synaptozomalnych zawierających zewnętrzne i we
wnętrzne błony mitochondrialne, a także we frakcji postmitochondrial- 
nej i w osadzie zawierającym jądra komórkowe (tabela 2). Zmiany te 
dotyczą w równym stopniu wszystkich badanych kinaz.

Dla wykazania ewentualnych różnic w zachowaniu się kinaz biał
kowych w warunkach niedokrwienia tkanki nerwowej oraz bezpo
średnio po jego ustąpieniu, badania wykonano przed (grupa III) i po 
wykonaniu retransfuzji krwi (grupa IV). Porównując wyniki uzyska-
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ne w obu grupach doświadczalnych stwierdzono wyraźne różnice w za
chowaniu się badanych enzymów.

W mitocłiondriach, we frakcji postmitochondrialnej, w mielinie, 
a takjże w podfrakcjach zawierających zewnętrzne i wewnętrzne błony 
mitochondrialne, zmiany aktywności kinaz białkowych były znacznie 
wyraźniejsze w grupie III tzn. w mózgach królików badanych przed 
retransfuzją krwi. Jedynie we frakcji zawierającej jądra komórkowe 
zmiany aktywności kinaz nasilały się po wykonaniu retransfuzji. Wy
daje się, że większość zmian w aktywności badanych enzymów, jakie 
stwierdzono w czasie trwania niedokrwienia wyrównuje się po wpro
wadzeniu do ustroju królika upuszczonej krwi, co nie wyklucza moż
liwości ponownego ich wystąpienia w późniejszym okresie poischemicz- 
nym.

W żadnej z badanych grup doświadczalnych nie obserwowano istot
nych różnic w aktywności kinaz zależnych od cAMP i cGMP. Zgodnie 
z poglądami niektórych autorów (Dinnendahl 1975; Stone i wsp. 1975; 
Wiegant, Gispen 1976), zarówno oba cykliczne nukleotydy, jak również 
zależne od nich kinazy białkowe są zaangażowane w różne układy 
przewodnictwa nerwowego: cAMP i zależne od niego kinazy w ukła
dzie adrenergicznym, natomiast cGMP wraz z zależnymi kinazami 
w układzie cholinergicznym. W podfrakcjach synaptozomalnych A' i A 
zawierających fragmenty eholinergicznych i adrenergicznych połączeń 
synaptycznych, otrzymanych z mózgów normalnych królików (grupa 
I — tabela 1) aktywność kinaz zależnych od obu cyklicznych nukleo- 
tydów była najwyższa, nie stwierdzono jednak zmian aktywności ki
naz cAMP-zależnych lub cGMP-zależnych w żadnej z grup doświad
czalnych. - i  , ;  r <

Z przedstawionych wyników badań wynika także, że szczególnie 
wrażliwe na niedokrwienie są enzymy zlokalizowane w podfrakcjach 
synaptozomalnych zawierających wewnętrzne i zewnętrzne błony mi
tochondrialne, w mitochondriach, we frakcji postmitochondrialnej za
wierającej struktury mikrosomalne oraz w osadzie, w którym znajdo
wały się jądra komórkowe. Lokalizacja tych zaburzeń wyraźnie suge
ruje ich związek, ze stwierdzanymi w tych samych warunkach doświad
czalnych, zmianami we własnościach metabolicznych mitochondriów (Do- 
mańska-Janik i wsp. 1974), w metabolizmie glikogenu (Sikorska, Śmia
łek 1974), w aktywności enzymów ciągu glikolitycznego (Broniszewska- 
-Ardelt, Sikorska 1976), a także z zaburzeniami w procesach biosyntezy 
białek (Albrecht 1974; Svanidze, Museridze 1974).

Interpretacja zmian aktywności kinaz białkowych stwierdzonych 
w stosowanych warunkach doświadczalnych jest trudna, ponieważ
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niewiele dotychczas wiadomo o czynnikach mogących modulować ich 
aktywność. Wykazano, że zależne od cyklicznych nukleotydów kinazy 
białkowe występują w postaci kompleksów z naturalnym, termostabil- 
nym białkiem (modulatorem), które oddysocjowując wraz z cząsteczką 
nukleotydu, lub zmieniając własności pod jego wpływem odsłania 
aktywny enzym (Langan 1973).

Poziom cAMP w mózgu w warunkach niedotlenienia zwykle wzra
sta (Sikorska 1980), poziom cGMP obniża się (Kabayashi i wsp. 1977), 
natomiast zmiany aktywności kinaz zależnych od obu cyklicznych nu
kleotydów, a także i kinaz niezależnych przebiegają zupełnie równo
legle, trudno jest więc ustalić bezpośredni związek między zmianami 
w zawartości cyklicznych nukleotydów i w aktywności badanych ki
naz. Istotny wpływ na procesy fosforylacji przebiegające z udziałem 
tych enzymów mają również jony wapnia (De Lorentzo 1976). Na pod
stawie wyników uzyskanych w niniejszej pracy nie można jednak oce
nić, który z wymienionych czynników i w jakim stopniu warunkuje 
stwierdzone zmiany w aktywności badanych kinaz białkowych.

Serdecznie dziękuję Paniom Teresie Pańkowskiej i Teresie Bok oraz Panu 
Sław om irowi Januszew skiem u za pomoc, techniczną przy w ykonyw aniu  niniejszej 
pracy. -i , , ,

М. Сикорска

ВЛИЯНИЕ ЦИРКУЛЯТОРНОЙ ГИПОКСИИ НА АКТИВНОСТЬ БЕЛКОВЫ Х  
К И Н А З В СУБКЛЕТОЧНЫ Х Ф РА К Ц И ЯХ  МОЗГА КРОЛИ КА

Р е з ю м е

Исследовалось влияние 15-минутной циркуляторной гипоксии по модели 
М чедлишвили (1973), а затем ретрансфузии, на активность белковых киназ 
зависимых и независимых от сАМР и сСМР в разных субклеточных ф ракциях  
мозка кролика, с учетом изменений, вызванных операцией.

В условиях гипоксии наступал рост активности энзимов всех трех групп 
в митохондриях, а такж е в двух тяж елы х фракциях синаптосомальных оболочек  
(фракции В и С по Виттакеру, 1964) при одновременном снижению активности 
киназ зависимых от сСМР во фракциях, заключающих клеточные ядра.

Ретрансфузия вызывала дополнительно значительное заторможение актив
ности всех киназ, связанных с ядерной фракцией, а одновременно проявлялась  
тенденция к возврату к норме активности энзимод, связанных с остальными  
субклеточными фракциями.

Комментируется связь наблюдаемых изменений с остальными метаболичес
кими неправильностями, сопутствующими циркуляторной гипоксии.

http://rcin.org.pl



38 M. Siikorska N r 1

M. Sikorska

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

S u m m a r y

The study deals w ith the e ffec t of a 15-minute circulatory hypoxia  performed  
according to M chedlishvili (1973) and of subsequent retransfusion on the acti
vities of cAMP- and cGM P-dependent and cyclic nucleotide-independent protein  
kinases in various subcellular fractions of the rabbit brain, w ith  a correction  
being made for the changes produced by sham operation. H ypoxia led to an 
increase o f the activity of all the three groups of enzym es in mitochondria and 
in  the two heavy synaptosomal m em brane fractions (B and С after Whittaker, 
1964), and to a drop of the cG M P-dependent kinase activ ity  in the fraction  
containing cell nuclei. Retransfusion caused an additional marked reduction of  
all the three kinases associated w ith  the nuclear fraction, w h ile  the enzymes  
c f the other subcellular fractions showed a tendency to return to the control 
level. The relation of the observed changes to other m etabolic alterations accom 
panying circulatory hypoxia is discussed.
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RYSZARD PLUTA, ANDRZEJ KAPUŚCIŃSKI

CAŁKOWITE NIEDOKRWIENIE MÓZGU 
A CZYNNOŚĆ BIOELEKTRYCZNA

Zespół Neuropatologii Centrum M edycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  
K ierownik Zespołu: prof, dr M. J. M ossakowski

Niedokrwienie mózgu jest bardzo ważnym czynnikiem patogennym 
dla różnych zaburzeń neurologicznych, a jego następstwa są przedmio
tem szczegółowych badań klinicznych i doświadczalnych. Pomimo licz
nych prac w tej dziedzinie granice odwracalności uszkodzenia niedo
krwiennego mózgu są nadal dyskusyjne. W standardowych warunkach 
doświadczalnych, w których mózgowy przepływ krwi był całkowicie 
zatrzymany przy prawidłowej ciepłocie zwierzęcia otrzymywano bar
dzo różne wyniki. Maksymalny czas całkowitego niedokrwienia móz
gu, po którym powracała spontaniczna czynność EEG wahał się po
między 10 min. (Hirsch i wsp. 1957) i 60 min. (Hossmann, Sato 1971; 
Hossmann, Zimmermann 1974), a uszkodzenia neurologiczne były obec
ne po 4 min. (Weinberger i wsp. 1940) lub nieobecne po 25 min. (Neely, 
Youmans 1963). Opisano także całkowity powrót do normy zapisu 
EEG, który podczas kilku tygodni był płaski (Cavafutti 1959; Bental, 
Leibowitz 1961). Niejednolite wyniki pojawiły się nawet w tym samym 
modelu doświadczalnym, chociaż zwracano uwagę na powtarzalność 
postępowania operacyjnego Hossmann, Kleihues 1973; Hossmann, Zim- 
mermann 1974).

Duże różnice w czasie odnowy po niedokrwieniu kontrastują z wąs
kimi granicami zaniku czynności bioelektrycznej podczas niedokrwie
nia. U zwierząt normotermicznych, jak i u ludzi z zatrzymaniem krą
żenia mózgowego, spontaniczna czynność bioelektryczna mózgu zani
ka pomiędzy 10 a 20 sek. (Hossmann, Sato 1971; Hossmann, Zimmer- 
mann 1974; Majkowski 1975; Vise i wsp. 1978). Różnice w możliwości 
przeżycia mózgu, zależą w związku z powyższym, w dużej mierze od 
stopnia odnowy krążenia mózgowego po niedokrwieniu, a powrót czyn
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ności neuronalnej po długim niedokrwieniu możliwy jest tylko wtedy, 
kiedy mózgowy przepływ krwi jest w pełni odnowiony (Hossmann 
i wsp. 1973; Hossmann, Zimmermann 1974). Z drugiej strony, jeżeli 
całkowite niedokrwienie mózgu trwa dłużej niż 5 min., to trudno jest 
uniknąć zaburzeń w mózgowym przepływie krwi po okresie niedo
krwienia (Vries i wsp. 1975). Zaburzenia te spowodowane są szeregiem 
zmian, wśród których wymienić należy spadek ciśnienia krwi w po
czątkowym okresie odnowy krążenia, agregację elementów morfoty- 
cznych krwi, zmiany lepkości krwi, koagulację wewnątrznaczyniową, 
zmiany morfologiczne mózgu, a wśród nich obrzęk śródbłonków na
czyń, co pociąga za sobą wzrost oporów naczyniowych i zmniejszenie 
ciśnienia perfuzyjnego w mózgu (Hossmann, Zimmermann 1974; Fischer 
i wsp. 1977; Hossmann i wsp. 1977). Stosunkowo mało wiadomo o wspól
nych zależnościach pomiędzy tymi zmianami i ich wzajemnym sto
sunku, a jeszcze mniej o możliwościach ich zapobiegania. Wydaje się, 
ze jakikolwiek, mózgowy czy pozamózgowy parametr, który w czasie 
niedokrwienia może ulec zmianie, ma niewątpliwie istotny, bezpośred
ni czy też pośredni wpływ na mózgowy przepływ krwi po niedokrwie
niu, a co za tym idzie na odnowę czynności bioelektrycznej mózgu.

Celem pracy było określenie czasu wystąpienia pierwszych obja
wów powrotu spontanicznej czynności bioelektrycznej mózgu oraz 
ośrodka oddechowego po całkowitym niedokrwieniu mózgowia.

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia wykonano na 22 królikach samcach, o ciężarze 
ciała 2,5—3,0 kg. Zwierzęta były usypiane pentobarbitalem (Nembutal 
40 mg/kg dożylnie), następnie wykonywano tracheotomię i po unieru
chomieniu Tricuranem (13,5 mg/kg dożylnie) były one wentylowane po
wietrzem pokojowym. W razie potrzeby małe dodatkowe dawki Nem- 
butalu i Tricuranu podawano dożylnie podczas trwania doświadczenia. 
Jedna tętnica i jedna żyła udowa były kaniulowane celem pomiaru 
ciśnienia krwi i wstrzyknięć leków. Doświadczenia były przeprowadza
ne w warunkach normotermicznych. Całkowite niedokrwienie mózgu 
wykonywano u królików w czasie 5, 15, 20, 30, 45 i 60 min. przez 
wewnątrzklatkowe zamknięcie pnia ramiennogłowowego i lewej tętni
cy podobojczykowej w odległości około 5 mm od ich odejścia od łuku 
aorty, dojściem nadmostkowym bez wykonywania torakotomii. W ce
lu uniknięcia obocznego napływu krwi do mózgu zmniejszano obwo
dowe ciśnienie tętnicze do 70—50 mm Hg metodą kontrolowanego 
skrwawania przez drugą tętnicę udową do kompensatora ciśnienia. Po 
okresach całkowitego niedokrwienia mózgu, udrażniano tętnice dopro
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wadzające krew do mózgu przez zdjęcie zacisków, wznawiając w ten 
sposób krążenie. Jedynie tętnica szyjna wewnętrzna prawa pozosta
wała niedrożna, ponieważ tą drogą wstrzykiwano znacznik dla oceny 
mózgowego przepływu krwi. Czas przeżycia zwierząt po niedokrwie
niu mózgu wynosił od 2 do 6 godz. W okresie po niedokrwieniu wykony
wano reinfuzję własnej krwi zwierzęcia, a układowe ciśnienie tętnicze 
utrzymywano na poziomie kontrolnym przy użyciu kompensatora, któ
ry zawierał fizjologiczny roztwór soli (50 ml) oraz 3 mg adrenaliny. 
Czynność neuronalną oceniano technikami elektrofizjologicznymi. Po 
umocowaniu głowy zwierzęcia w aparacie stereotaktycznym, EEG re
jestrowano srebrnymi elektrodami dyskowymi (Beckman 214 410), któ
re umieszczano bezpośrednio na powierzchni kości czaszki. Elektrody 
znajdowały się w okolicy czołowo-ciemieniowej i ciemieniowo-poty- 
licznej nad półkulą lewą oraz w okolicy ciemieniowo-potylicznej nad 
półkulą prawą. Odległości międzyelektrodowe wynosiły 3—5 mm, sto
sownie do wielkości czaszki. Zapis uzyskiwano za pomocą aparatu do 
EEG (Accutrace-8 firmy Beckman) poprzez dwubiegunowe odprowa
dzenia podłużne i poprzeczne przy prędkości przesuwu papieru 10 i 30 
mm/sek. (dwie kratki na rye. 1—4 odpowiadają 1 sekundzie). Z uży
ciem tego samego aparatu rejestrowano równocześnie zintegrowaną 
czynność ośrodka oddechowego z nerwu przeponowego przy pomocy 
srebrnej elektrody dwubiegunowej. Nieżależnie od zapisu, czynność bio
elektryczną ośrodka oddechowego kontrolowano również metodą aku
styczną przez wzmocnienie impulsów i zastosowanie głośnika. Ciśnienie 
wewnątrzczaszkowe mierzono przez igłę umieszczoną w komorze czwar
tej z zastosowaniem przetwornika ciśnienia (Statham P23) i elektroma- 
nometru (EK 4 firmy Farum). Układowe ciśnienie tętnicze mierzono w 
tętnicy udowej z wykorzystaniem wyżej wymienionych urządzeń Zarów
no ciśnienie wewnątrzczaszkowe, jak i ciśnienie układowe krwi rejestro
wano w sposób ciągły przy użyciu poligrafu (Multicard-3M firmy Fa
rum). Mózgowy przepływ krwi oceniano metodą klirensu 133Xe po 
wstrzyknięciu do prawej tętnicy szyjnej wewnętrznej. Detektor scyn
tylacyjny (NaJ) umieszczano nad prawą półkulą mózgową w okolicy 
czołowo-ciemieniowej, rejestrując krzywą klirensu w sposób ciągły 
z zastosowaniem typowego zestawu do pomiarów promieniowania gam
ma. W określonych przedziałach czasowych po niedokrwieniu, mózgi 
perfundowano przez prawą tętnicę szyjną wewnętrzną pod ciśnieniem 
80 mm Hg i pobierano do badań w mikroskopie świetlnym.

WYNIKI

Przed okresem niedokrwienia wykonywano kontrolne pomiary wszy
stkich zapisywanych parametrów. Pomimo rozległej preparatyki chi-
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Tabela 1. Powrót pierwszych objawów spontanicznej czynności bioelektrycznej mózgu i ośrodka 
oddechowego po całkowitym niedokrwieniu 

Table 1. Recovery of first symptoms of the spontaneous bioelectric activ ity  o f brain and respi
ratory center after complete ischemia

Czas niedokrwienia Powrót czynności
mózgu (min) Liczba zwierząt oddechowej (min) Powrót EEG  (min)

Time of brain ische Number of animals Recovery of respiratory Recovery of EEG  (ггin)
mia (min) activ ity  (min)

0,5 2,5

5 3 2,0 x =  1,3 2,0 x =  2,8
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 = 4 2 ,2
6,0 43,0
6,0 55,0

11,0 35,0
— 43,0

30 5 8,0 x =  8,3 40,0 x = 3 8 ,0
— 37,0
6,0 35,0

14,0 50,0

45 3 20,0 x =  17,0 60,0 X =  61,6
— 75,0

17,0 60,0

60 3 23,0 x = 2 1 ,6 61,0 x =  69,0
25,0 86,0

rurgicznej zapisy mieściły się w granicach fizjologicznych. W EEG do
minowała głównie aktywność o średniej częstotliwości z amplitudą zmie
niającą się w szerokich granicach (rye. 1 i 2). Zapis z nerwu prze
ponowego był bezpośrednim potwierdzeniem aktywności bioelektrycz
nej ośrodka oddechowego (ryc. 3 i 4). Częstość impulsów ośrodka od
dechowego odpowiadała ściśle ilości oddechów zwierzęcia przed poda
niem środka zwiotczającego.

Zaciśnięcie tętnic doprowadzających krew do mózgu wraz z obniże
niem obwodowego ciśnienia tętniczego przez upust krwi powodowało 
zatrzymanie krążenia mózgowego. Potwierdzeniem zatrzymania móz
gowego przepływu krwi w czasie całkowitego niedokrwienia były płas
kie krzywe klirensu 133Xe, które ilustrują ryciny 5 i 6.
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i A

Rye. 1. Zmiany EEG w  całkow itym  niedokrwieniu mózgu. Czas niedokrw ienia
5 min. A. Kontrola, B. Początek niedokrwienia, C. N iedokrw ienie — cisza bio
elektryczna, D. Pierw sze objaw y powrotu EEG — 2 m in po niedokrw ieniu, 
E. 25 m in po niedokrwieniu. W każdej fazie doświadczenia górna krzywa — od
prowadzenie podłużne (lewa półkula), dolna krzywa — odprowadzenie poprzecz

ne (m iędzypółkulowe). Kalibracja: I 100 фіѴ — 1 sek.
Fig.  1. EEG changes in  the com plete brain ischemia. Time of ischem ia 5 min. 
A. Control, B. Beginning of ischemia, C. Ischemia —• bioelectric silence, D. First 
sym ptom s of EEG recovery —  2 m in after ischemia, E. 25 min after ischemia. 
In the each phase of experim ent upper curve — longitudinal lead (left h em i
sphere), lower curve-transversal lead (interhemispheric). Calibration: I 100 цѴ —

1 sec.

Po zatrzymaniu mózgowego krążenia krwi pojawiały się gwałtowne 
zmiany w czynnościach neurofizjologicznych. Czas zaniku spontanicznej 
czynności EEG wynosił średnio 23,9 sek (n =  17). Napięcie i częstot
liwość EEG bardzo szybko zmniejszały się i po upływie wyżej wymie
nionego czasu zanikały, osiągając wartości linii izoelektrycznej.

Natomiast czas zaniku spontanicznej czynności oddechowej rejestro
wanej z nerwu przeponowego wynosił średnio 3,6 min. (n—19). W cza
sie niedokrwienia EEG był izoelektryczny oraz cały czas utrzymywa
ła się cisza bioelektryczna w ośrodku oddechowym.,

Mózgowy przepływ krwi odnawiano 5, 15, 20, 30, 45 i 60 min. od 
zaciśnięcia tętnic doprowadzających, przy obwodowym ciśnieniu tę t
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niczym wahającym się w granicach kontrolnych. Udrożenie tętnic, 
doprowadzających krew do mózgu, powodowało gwałtowny fpadek ob
wodowego ciśnienia tętniczego, któremu przeciwdziałano infuzją krwi 
i adrenaliny, dopóki średnie ciśnienie nie ustabilizowało się m poziomie 
kontrolnym. Recyrkulację krwi w mózgu odzwierciedlał w;rost war
tości klirensu 133Xe wstrzykniętego przed niedokrwieniem ojaz ciśnie
nia wewnątrzczaszkowego z ujemnego na dodatnie. Ciśniene tętnicze 
krwi było utrzymywane przez infuzję leków naczynioreattywnych,
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a w pojedynczych doświadczeniach samoistnie przez układ krążenia 
zwierząt bez konieczności podawania środków farmakologicznych.

Powrót czynności mózgu po niedokrwieniu oceniano na podstawie 
pojawiania się zapisu EEG i impulsacji oddechowej. Jako początek po
wrotu czynności EEG brano pod uwagę pierwsze, minimalne, widoczne 
wychylenia linii EEG o bardzo małej amplitudzie przy takim samym 
wzmocnieniu jak w okresie kontrolnym. Zmiany EEG w całkowitym 
5 min. niedokrwieniu mózgu ilustruje ryc. 1, natomiast powyższe zmia
ny po 60 min. niedokrwienia ilustruje ryc. 2.

Ryc.  3. Zmiany zintegrowanej czynności ośrodka oddechowego — zapis z nerwu  
przeponowego w  całkowitym  niedokrwieniu mózgu. Czas niedokrwienia 5 min. 
A. Kontrola, B. Początek niedokrwienia — 1 min, C. Niedokrwienie — cisza bio
elektryczna — 3 min, D. Pierwsze objawy powrotu czynności oddechowej —
2 min po niedokrwieniu, E. 25 min po niedokrwieniu. Kalibracja: I 200 p V  —

1 sek.
Fig. 3. Changes of the respiratory center integrated activity — recording from 
the phrenic n erve in the com plete brain ischemia. T im e of ischemia 5 min. 
A. Control, B. Beginning of ischemia, C. Ischemia — bioelectric silence — 3 min, 
D. First sym ptom s of respiratory activ ity  recovery — 2 min after ischemia,

E. 25 min after ischemia. Calibration: I 200 цѴ — 1 sec.

Ryc.  2. Zmiany EEG w  całkowitym  niedokrwieniu mózgu. Czas niedokrwienia  
60 min. A. Kontrola, B. Początek niedokrwienia, C. N iedokrwienie — cisza bio
elektryczna, D. P ierw sze objawy powrotu EEG — 61 min po niedokrwieniu, E. 
140 min po niedokrwieniu, F. 285 m in po niedokrwieniu, G. 375 min po n iedo
krwieniu. W każdej fazie doświadczenia górna krzywa — odprowadzenie podłuż
n e (lewa półkula), dolna krzywa — odprowadzenie poprzeczne (międzypółkulo- 

we). Kalibracja: I 100 іц.Ѵ — 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 
sym ptoms 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 exp e
rim ent upper curve — longitudinal lead {left hemisphere), low er curve —  trans

versal lead (interhemispheric). Caligration: I 100 цѴ — 1 sek.
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a a\ a  a  a  __

Hyc.  4. Zm iany zintegrowanej czynności ośrodka oddechowego — zapis z ner
w u przeponowego w  całkowitym  niedokrwieniu mózgu. Czas niedokrw ienia 60 
min. A. Kontrola, B. Początek niedokrwienia — 1 min C. N iedokrw ienie —
3 min, D. N iedokrw ienie — cisza bioelektryczna — 4 min, E. P ierw sze objaw y  
powrotu czynności oddechowej —  17 m in po niedokrwieniu, F. 34 m in po niedo
krwieniu, G. 71 min po niedokrwieniu, H. 156 min po niedokrwieniu. Kalibracja:

I 200 ,цѴ — 1 sek.

Fig. 4. Changes of the respiratory center integrated activ ity  — recording from  
the phrenic nerve in the  com plete brain ischemia. T im e o f  ischemia 60 min. 
A. Control, B. Beginning of ischemia — 1 min, C. Ischemia — 3 min, D. Ische
mia — bioelectric silenqe — 4 min, E. First sym ptom s of respiratory activ ity  
recovery — 17 min after ischemia, F. 34 m in after ischemia, G. 71 m in after  

ischem ia, H. 156 min after ischemia. Calibration: I 200 іцѴ — 1 sec.

Ry£. 5. M ózgowy przepływ  krwi badany m e
todą klirensu 133Xe. A. Kontrola, B. N iedo
krw ienie 5 m in — zatrzym anie mózgowego  
przepływu krwi. Strzałki oznaczają zatrzy
manie i przywrócenie m ózgowego przepły

w u krwi. (— ) 1 min.

Fig.  5. Cerebral blood flow measured by 
the 133X e  clearance method. A. Control, B. 
Ischemia 5 min — stop of the cerebral blood 
flow. Arrows m ean stop and restoration of 

the cerebral blood flow. (—) 1 min.
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Ryc. 6. Mózgowy przepływ  krwi badany metodą klirenisu 133Xe. A. Kontrola, 
B. Niedokrwienie 60 m in — zatrzym anie mózgowego przepływu krwi. Strzałki 
oznaczają zatrzym anie i przyw rócenie m ózgowego przepływu krwi. (—) 1 min.
Fig. 6. Cerebral blood flow  m easured by the 133X e  clearance method. A. Control, 
В. Ischemia 60 min — stop of the cerebral blood flow. Arrows m ean stop and 

restoration of the cerebral blood flow. (—) 1 min.

Ryciny 3 i 4 przedstawiają zmiany zintegrowanej czynności ośrodka 
oddechowego rejestrowane z nerwu przeponowego po 5 i 60 min. cał
kowitego niedokrwienia mózgu. Należy zwrócić uwagę, że zanik czyn
ności bioelektrycznej mózgu był dużo wcześniejszy niż zanik czynności 
bioelektrycznej ośrodka oddechowego. Natomiast po niedokrwieniu 
czynność ośrodka oddechowego powracała wcześniej niż spontaniczna 
czynność bioelektryczna mózgu.

Powrót EEG postępował bardzo wolno. Początkowo pojawiały się 
pojedyncze fale wolne o wysokiej amplitudzie, oddzielone odcinkami 
izoelektrycznymi o zmiennym czasie trwania. Później pojawiały się 
fale o większej częstotliwości i niskiej amplitudzie, których napięcie 
wolno wzrastało. Obserwowano również pojedyncze zwierzęta, u któ
rych powrót EEG był tylko okresowy i u których występował wtór
nie nieodwracalny zanik czynności bioelektrycznej mózgu.

Powrót spontanicznej czynności ośrodka oddechowego był szybszy 
w porównaniu z powrotem EEG. Częstość impulsów oddechowych wzra
stała w czasie i po określonym okresie osiągała wartości kontrolne. 
Czas powrotu spontanicznej czynności oddechowej do częstości zbli
żonych do wartości kontrolnych, w wyżej wymienionych okresach nie
dokrwienia, wynosił od 8 do 240 min. od zakończenia całkowitego nie
dokrwienia mózgu.

OMÓWIENIE

Wyniki obecnej serii doświadczeń na królikach są zgodne z wcześ
niejszymi obserwacjami innych autorów dokonanych na normotermicz- 
nych kotach i małpach, u których również złożone czynności neuronal- 
ne, takie jak wzbudzona i spontaniczna aktywność EEG, powracały po

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 4

http://rcin.org.pl



50 R. Pluta, A. Kapuściński N r 1

całkowitym, trwającym 60 min. niedokrwieniu (Hossmann, Sato 1971; 
Hossmann i wsp. 1973; Hossmann, Zimmermann 1974).

Nasze obserwacje wskazują, że krótkotrwałe niedokrwienie mózgu, 
trwające 5 min., pozwala na całkowity powrót do normy EEG i czyn
ności ośrodka oddechowego. Po tym czasie niedokrwienia czynność 
ośrodka oddechowego normalizowała się średnio około 10,6 min. (n =  3). 
Natomiast EEG normalizowało się średnio około 18 min (n=3), co jest 
zgodne z wcześniejszymi doniesieniami (Vries i wsp. 1975). Należy zwró
cić uwagę na to, że czynność ośrodka oddechowego wraca dużo wcześ
niej w porównaniu z powrotem spontanicznej czynności bioelektrycz
nej mózgu. Mogłoby to sugerować większą tolerancję neuronów ośrod
ka oddechowego na niedokrwienie lub wolniejsze rozwijanie się zmian 
niedokrwiennych w tych neuronach. Należy również brać pod uwa
gę różnice w unaczynieniu rdzenia przedłużonego i mózgu.

W obecnych doświadczeniach odnowa przepływu krwi w mózgu po
jawiała się w optymalnych warunkach sercowo-krążeniowych. Uzyski
wano je, zapobiegając reakcji nadciśnieniowej w obwodowym układzie 
krążenia na zacisk naczyń przez kontrolowany upust krwi, co nie do
puszczało do niewydolności serca podczas niedokrwienia mózgu. Zapo
bieganie reakcji nadciśnieniowej wydaje się szczególnie ważne, ponie
waż taka odpowiedź może prowadzić do ostrej niewydolności krążenia 
z ciężkim obrzękiem płuc. Można sądzić, że unikając tej komplikacji 
zachowuje się wydolność sercowo-krążeniową i przez to poprawia od
nowę przepływu krwi w mózgu. Inny czynnik, który wydaje się być 
ważny dla odnowy czynności bioelektrycznej mózgu, to prowadzenie 
niedokrwienia bez zastoju krwi (Hossmann, Zimmermann 1974). We
dług tych autorów zastoinowe niedokrwienie jest bardziej uszkadza
jące niż niedokrwienie bez zastoju krwi. Można to tłumaczyć agregacją 
elementów morfotyeznych krwi w układzie naczyniowym mózgu, któ
re utrudniając mózgowy przepływ krwi w okresie odnowy, mogą wy
dłużać czas niedokrwienia (Fischer i wsp. 1977; Hossmann i wsp. 1977). 
Należy przypuszczać, że w obecnych doświadczeniach czynnik ten nie 
był tak istotny, ponieważ krew odpływała naczyniami żylnymi, ale 
mechanizm ten może mieć wpływ na stopień czynnościowej odnowy 
mózgu.

Uniknięcie niewydolności sercowo-krążeniowej i zaburzeń mikrokrą- 
żenia w mózgu umożliwia prawidłową odnowę przepływu krwi w móz
gu po długich okresach jego niedokrwienia. Wydaje się, że istnieje ści
sła zależność pomiędzy przepływem krwi w mózgu po niedokrwieniu, 
a powrotem czynności bioelektrycznej neuronów (Hossmann i wsp. 1973). 
Istotny wpływ na czas powrotu spontanicznej czynności bioelektrycz
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nej mózgu i ośrodka oddechowego miało obwodowe ciśnienie tętnicze, 
które w okresie po niedokrwieniu utrzymywane było w granicach kon
trolnych. Celem tego postępowania było utrzymywanie układu krąże
nia w warunkach zbliżonych do fizjologicznych, co mogło mieć wpływ 
na nieco krótsze czasy powrotu EEG, zwłaszcza po długich okresach 
niedokrwienia, w porównaniu z wynikami innych autorów (Hossmann, 
Zimmermann 1974).

Na podstawie przeprowadzonych badań istnieją przesłanki do przy
jęcia, iż komórki mózgowe przeżywały wyżej wymienione okresy nie
dokrwienia. Powstaje w związku z tym pytanie — jaki odsetek neu
ronów nie uległ zmianie pod wpływem czynnika patologicznego. W 
przeprowadzonych doświadczeniach odnowa czynnościowa nie może 
być jednakże opisywana terminami funkcjonowania neurologicznego, 
ponieważ zwierzęta były pod wpływem narkozy i środka zwiotczające
go przy utrzymywaniu czynności oddechowej za pomocą sztucznej 
wentylacji. Obserwowanego przez nas powrotu czynności bioelektrycz
nej, zwłaszcza po dłuższych czasach całkowitego niedokrwienia, nie 
należy wobec tego utożsamiać z potencjalnym powrotem czynności 
mózgu jako całości.

Р. Плута, А. Капустински  

ПОЛНАЯ ИШЕМИЯ МОЗГА А БИОЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ

Р е з ю м е
У 22 кроликов, анестезированных пентобарбиталом и обездвиженны х Трику- 

раном, на фоне искусственной вентиляции в условиях нормотермии вызывали  
полную ишемию мозга длительностью от 5 до 60 минут путем пережатия  
t runcus brachiocephal icus  и левой подключичной артерии при снижении артер
иального давления до 70— 50 мм рт. ст. После ишемии животные переживали от 
2-х  до 6-ти часов при поддержании артериального давления на контрольном  
уровне. Первые признаки спонтанной активности дыхательного центра, реги
стрируемой от диафрагмального нерва, появлялись после ишемии раньше, чем  
первые симптомы спонтанной активности головного мозга на ЭЭГ, соответственно 
от 1,3 до 21,6 мин. для активности дыхательного центра и от 2,8 до 69,0 мин. 
для электрической активности мозга.

I

R. Pluta, A. Kapuściński 

COMPLETE BRAIN ISCHEMIA VERSUS BIOELECTRICAL ACTIVITY

S u m m a r y

In 22 rabbits anesthetized with pentobarbital, immobilized w ith Tricuran and 
artificially ventilated  at normothermic conditions, complete brain ischemia w as  
performed during the period of 5 to 60 m in by occlusion the brachiocephalic 
and left subclavian arteries, and a decrease of blood pressure to 70—50 m m  Hg. 
The survival t im e of animals follow ing ischemia w as 2 to  6 hrs w ith  the blood
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pressure maintained at the control level. First sym ptom s of th e  spontaneous res
piratory activity registered from the phrenic nerve recovered earlier fo i low  mg 
ischemia as compared to recovery of, first sym ptoms 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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Mielina jest strukturą tkanki nerwowej o dużej wrażliwości na dzia
łanie szeregu substancji chemicznych. Zatrucie cyjanowodorem, zwią
zkiem powodującym ostre niedotlenienie przez inaktywację oksydazy 
cytochromowej, a także wywołującym zahamowanie transportu ami
nokwasów, prowadzi do rozległej demielinizacji w istocie białej mózgu, 
szczególnie w spoidle wielkim (Levine, Stypulkowski 1959; Hirano 1967; 
Wender i wsp. 1978 b). Zatrucie cyjanianem sodu przez działanie na 
końcowe grupy aminowe białek, wywołuje powstawanie dużych wa- 
kuoli wewnątrzmielinowych z rozszczepieniem blaszek mieliny na li
niach międzyperiodycznych (Tellez i wsp. 1978). Cały szereg związków 
fosforoorganicznych powoduje demielinizację, mającą jednak prawdo
podobnie charakter wtórny w stosunku do uszkodzenia aksonów. Nie 
jest natomiast wiadome, w jakim stopniu jest to zależne od wydatnego 
obniżenia syntezy lipidów w tkance nerwowej oraz aktywacji obojęt
nej proteazy, co należy do znamiennych zjawisk biochemicznych ob
serwowanych w doświadczalnym zatruciu tymi związkami (Porzella- 
ti 1971).

Podanie zwierzęciu doświadczalnemu pojedynczej dawki trójetylen^ 
ku cyny powoduje duży obrzęk istoty białej z tworzeniem wakuoli 
wewnątrzmielinowych. Rzadko jednak spostrzega się demielinizację. 
Udaje się ją uzyskać przy przewlekłym stosowaniu trójetylenku cyny 
(Eto i wsp. 1971; Smith, 1973; Wender i wsp. 1974). Zastosowanie u mło
dych zwierząt kuprisonu (bis cyclohexanone oxaldihydrazone), silne

* Badania zostały w ykonane w  ramach problemu w ęzłow ego 10.4.2.02.3.3. ko
ordynowanego przez Polską A kadem ię Nauk.
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go związku chelatującego miedź prowadzi również do znacznego ob
rzęku mózgu, szczególnie istoty białej z następową demielinizacją. Zmia
ny ultrastrukturalne są zbliżone do opisanych przy zatruciu trójetylen- 
kiem cyny (Carleton 1969). Podobny jest także wpływ heksachloro- 
fenu, w którego mechanizmie działania toksycznego szczególną rolę od
grywa hamowanie aktywnego transportu aminokwasów (Lampert i wsp. 
1973; Matthieu i wsp. 1974). W szczególnych warunkach doświadczal
nych także hydrazyd kwasu izonikotynowego (Lampert, Schachet 1968), 
dieta uboga w miedź (Carleton, Kelly 1969), cykloleucyna, aminokwas 
interferujący z przemianą metioniny (Greco i wsp. 1978), oraz 6-ami- 
nonikotynamid (Miyoshi i wsp. 1978) prowadzą do zmian wakuolar- 
nych w osłonce mielinowej. Jak wykazały prace Kroh (1973, 1976), po
chodne alkilowe nitrozomocznika mogą wywoływać również zmiany 
demielinizacyjne w ośrodkowym układzie nerwowym.

Badania toksycznych demielinizacji mają istotne znaczenie dla wy
jaśnienia szeregu aspektów patomechanizmu zjawiska demielinizacji, 
ze względu na możliwość określenia charakteru zaburzeń przemian 
ustrojowych, wywołanych przez stosowany czynnik szkodliwy. Dużą 
wartość w tym zakresie mają badania wpływu pochodnych alkilo
wych nitrozomocznika, które wywierają silne działanie na kwasy nu
kleinowe i białka komórkowe, co prowadzi do transformacji blastoma- 
tycznej.

W dotychczasowych naszych badaniach (Wender i wsp. 1977) na temat 
wpływu zatrucia dorosłych szczurów BD IX metylonitrozomocznikiem, 
w dawce 60 mg na kg wagi ciała, podawanego przez 6 kolejnych dni, 
stwierdziliśmy powstawanie zmian gąbczastych w istocie białej móz
gu i móżdżku. Obraz elektroforetyczny białek mieliny był zasadniczo 
niezmieniony. Lipidy osłonek wykazały natomiast, w pierwszych 3 mie
siącach po zatruciu, obniżenie zawartości sfingomielin oraz zwiększe
nie ilości estrów cholesterolu. Wskazuje to, że zatrucie metylonitro
zomocznikiem powoduje u dorosłych szczurów zaburzenie przemia
ny lipidów struktur błoniastych tkanki nerwowej. Kontynuując te ba
dania, w niniejszej pracy zajęliśmy się składem kwasów tłuszczowych 
lipidów mieliny, zwracając szczególną uwagę na frakcje sfingomielin 
i estrów cholesterolu, to jest tych składników, których zawartość ule
ga w toku zatrucia metylonitrozomocznikiem istotnym zmianom. W ba
daniach uwzględniono również skład kwasów tłuszczowych fosfatydy- 
locholiny i plazmalogenu, to jest tych frakcji fosfatydowych, które zda
niem niektórych badaczy dostarczać mogą kwasów tłuszczowych dla 
estryfikacji wolnego cholesterolu w przebiegu procesu demielinizacji 
(Borri i wsp. 1969).
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MATERIAŁ I METODY

Dorosłym szczurom BD IX obu płci, wagi 200—300 g, wstrzykiwa
no dożylnie 1 raz dziennie przez 6 kolejnych dni 3% roztwór wodny 
metylonitrozomocznika (MNU) w dawce 60 mg na kg wagi ciała. Ba
dano obraz kwasów tłuszczowych fosfatydylocholiny, plazmalogenu, 
sfingomielin i estrów cholesterolu frakcji mielinowej uzyskanej od zwie
rząt zabitych w 2, 3, 4, 6, 8 i 12 tygodniu od ostatniego wstrzyknięcia 
MNU.

Badania chemiczne. Mózgi przeznaczone do badań chemicznych wyj
mowano z czaszki jak najszybciej po dekapitacji, a następnie izolo
wano z nich frakcję mielinową według metody opisanej przez Norto- 
na i Poduslo (1973). Próbki mózgu poddawano wirowaniu różnicowe
mu w nieciągłym (0,32 i 0,95 M, pH 7,0) gradiencie gęstości sacharozy, 
w rotorze wolno wiszącym. Wyizolowaną frakcję mielinową przemy
wano 3-krotnie wodą destylowaną, stosując po każdym przemyciu wi
rowanie przez 20 min. przy 70 000 X g. Skład i czystość otrzymanej 
frakcji mielinowej kontrolowano przy użyciu mikroskopu elektronowe
go.

Lipidy ekstrahowano z frakcji mielinowej stosując metodę Folch-Pi 
i wsp. (1957). Ekstrakt całkowity lipidów rozdzielano przy użyciu chro
matografii kolumnowej i cienkowarstwowej. Cholesterol rozdzielano 
przy użyciu metody według Svennerholma (1964). Fosfolipidy rozdzie
lano przy pomocy dwukierunkowej chromatografii według techniki 
opisanej przez Singha i wsp. (1971). Płytki pokrywano żelem krzemion
kowym G (Merck), a następnie chromatogramy rozwijano w pierw
szym kierunku przy użyciu mieszaniny chloroform-metanol-woda 
(65 : 25 : 4). Po wysuszeniu płytki hydrolizowano 12% kwasem solnym 
w metanolu. HC1 i metanol wyparowywano z płyt przy użyciu stru
mienia azotu, a następnie chromatogramy rozwijano w drugim kierun
ku mieszaniną chloroform-aceton-metanol-kwas octowy lodowaty-wo- 
da (5 : 2 : 1 : 1 : 0,5).

Kwasy tłuszczowe fosfatydylocholiny, plazmalogenu, sfingomielin
i estrów cholesterolu mieliny przeprowadzano w estry metylowe sto
sując kwaśną metanolizę w obecności 4% HC1. Estry metylowe eks
trahowano heksanem. Rozpuszczalnik odparowywano całkowicie w atmos
ferze argonu, według metody opisanej przez Kishimoto i Radina (1965). 
Otrzymane w ten sposób estry metylowe kwasów tłuszczowych rozdzie
lano następnie za pomocą chromatografii cieczowo-gazowej, w chro
matografie gazowym Pye 104 wyposażonym w detektor jonizacyjno-pło- 
mieniowy. Kolumny wypełniano 15% DEGS (bursztynian glikolu dwuety- 
ienowego), zaadsorbowanym na gaz-chrom Q 100/120 mesh. Tempera
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tura kolumny 220°C, temperatura detektora 280°. Gaz nośny argon. 
Przepływ 30 ml/min.

Kwasy tłuszczowe identyfikowano porównując odpowiednie szczyty 
chromatogramów doświadczalnych z otrzymanymi ze standardowej 
mieszaniny estrów metylowych kwasów tłuszczowych (Applied Scien
ces Laboratories). Ocena ilościowa chromatogramu była oparta na ozna
czeniu odpowiednich pól szczytów wyliczonych z czasu retencji i wyso
kości szczytu. Wyniki wyrażono we względnym stosunku poszczególnych 
kwasów tłuszczowych w odniesieniu do całości kwasów tłuszczowych.

Techniki histologiczne. Skrawki mrożone barwiono metodą Spiel- 
meyera, hematoksyliną-eozyną oraz Sudanem III. Skrawki zatopione 
w celoidynie barwiono metodą Woelcke, Nissla i hematoksyliną-eozyną, 
a zatopione w parafinie metodą Kanzlera, Nissla i Klüver-Barrery.

W YNIKI

Dane kliniczne. W okresie podawania metylonitrozomocznika, zwyk
le w połowie serii wstrzyknięć, zwierzęta wykazywały spowolnienie 
psychoruchowe. Innych objawów ogólnych, ani neurologicznych nie 
spostrzegano w czasie całego okresu obserwacji.

Dane morfologiczne. U wielu zwierząt, należących do wszystkich grup 
doświadczalnych, obserwowano w istocie białej mózgu i móżdżku róż
nego stopnia zmiany gąbczaste oraz nieznaczne poszerzenie przestrzeni 
okołonaczyniowych. Nie spostrzegano reakcji glejowej, demielinizacji 
ani obecności złogów sudanododatnich.

Dane biochemiczne. Wyniki badań chemicznych są przedstawione 
w tabelach od 1 do 4. Z analizy spektrum kwasów tłuszczowych lipi
dów mieliny, uzyskanego drogą chromatografii gazowej wynika, że 
skład kwasów tłuszczowych wszystkich badanych frakcji lipidów, to 
jest fosfatydylocholiny, plazmalogenu, sfingomielin i estrów choleste
rolu był w zatruciu doświadczalnym zmieniony w porównaniu z obra
zem kontrolnym. Obraz kwasów tłuszczowych fosfatydylocholiny wy
kazał najbardziej stałe zmiany w pierwszych 6 tygodniach po wstrzyk
nięciu metylonitrozomocznika. Zmiany dotyczyły kwasu olejowego (18 : 1) 
oraz dwóch kwasów wielonienasyconych (20 : 5 i 22 : 6). Pierwszy 
z tych kwasów tłuszczowych wykazał wyraźny spadek, a dwa pozo
stałe wzrost zawartości odsetkowej. Podobne w swym charakterze, cho
ciaż niecałkowicie identyczne zmiany stwierdzono w składzie kwasów 
tłuszczowych plazmalogenu. Stwierdzono tu spadek zawartości kwasu 
olejowego (18 : 1), najwyższego ilościowo kwasu tłuszczowego tej frak
cji lipidowej oraz wzrost odsetka kwasów tłuszczowych wielonienasy-
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conych (20 : 5 i 22 : 6). Otrzymane wyniki wykazały także spadek od
setka kwasu gadoleinowego (20 : 1) oraz wzrost względnej zawartości 
kwasu arachidonowego (20 : 4) i kwasu lignocerynowego (24 : 0). Stwier
dzono również wzrost odsetka dwóch kwasów tłuszczowych niezidenty
fikowanych. Powyżej przedstawione odchylenia występują w prawie 
wszystkich grupach doświadczalnych.

Frakcja sfingomielinowa mieliny wykazała również istotne odchyle
nia. Szczególnie wyraźny był obserwowany we wszystkich grupach 
doświadczalnych spadek odsetka kwasu nerwonowego (24 : 1) oraz wzrost 
procentowy kwasu homolinolenowego (20 : 3) i kwasu wielonienasycone- 
go (20 : 5). W niektórych grupach doświadczalnych stwierdzono także 
obniżenie odsetkowej zawartości kwasu palmitoolejowego (16 : 1).

Skład kwasów tłuszczowych estrów cholesterolu mieliny u szczurów 
BD IX zatrutych metylonitrozomocznikiem różni się również znacznie 
od stwierdzonego w estrach cholesterolu, występujących w ilościach 
śladowych w mielinie prawidłowej. Najbardziej znamienny był obser
wowany we wszystkich grupach doświadczalnych wzrost odsetka kwa
sów tłuszczowych wielonienasyconych: homolinolenowego (20 : 3) i (20 : 5). 
W wielu, chociaż nie we wszystkich grupach doświadczalnych spo
strzega się także wzrost odsetka kwasu mirystynowego (14:0), ligno
cerynowego (24 : 0) oraz spadek odsetka kwasu olejowego (18:1) i li
nolowego (18 : 2).

! І - : .. ’

OMÓWIENIE

Zmiany w składzie lipidów mieliny obserwowane w zatruciu mety
lonitrozomocznikiem dorosłych szczurów BD IX są tylko częściowo 
zbliżone do obserwowanych w pierwotnych i wtórnych procesach de- 
'mielinizacyjnych. Odpowiada to charakterowi zmian morfologicznych, 
w tym znaczeniu, że nie obserwuje się wyraźnego rozpadu osłonek mie- 
linowych, a przeważają zmiany gąbczaste, podobne do występujących 
w wielu procesach toksycznych, przedstawionych w zarysie we wstę
pie pracy. Szczególnie nietypowy dla procesu demielinizacyjnego jest 
prawie wybiórczy spadek zawartości sfingomielin, obserwowany po za
truciu metylonitrozomocznikiem (Wender i wsp. 1977). Również obraz 
kwasów tłuszczowych tej frakcji lipidowej, jak wykazały nasze obec
ne badania, jest nieprawidłowy, przy czym szczególnie uderza wy
raźny spadek zawartości kwasu nerwonowego, przy wzroście zawarto
ści kwasów wielonienasyconych. Jest interesujące, że podobne, chociaż 
nieidentyczne zmiany w zakresie obrazu kwasów tłuszczowych wielo
nienasyconych obserwuje się w dwóch innych frakcjach fosfolipidów 
mieliny, a mianowicie w fosfatydylocholinie i sfingomielinie.
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Tabela 1. Skład procentowy kwasów tłuszczowych fosfatydylocholiny mózgowej mieliny szczurów 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  
Norma weeks weeks weeks weeks weeks weeks

Control group T • „ „ tt& r  po zatruciu MNU
after MNU intoxication

14 : 0 0 .3 ± 0 .1 0 .6±0 .1 1 .4±0 .1 1 .0 ± 0 .3 0 .4 ± 0 .1 0 .3 ± 0 .0 4 0 .6 ± 0 .2

14 : 1 0.1 ± 0 .0 3 0.1 ± 0 .0 3 0 .6 ± 0 .0 4 0 .3 ± 0 .1 0.1 ± 0 .0 2 0.1 ±0 .0 2 0.1 ± 0 .0 2

15 : 0 0 .3±0 .1 0 .4 ± 0 .1 0 .3 ± 0 .1 0 .3 ± 0 .0 4 0 .3 ± 0 .1 0.1 ± 0 .0 2 0 .2 ± 0 .0 4

16 : 0 22 .5±0 .7 26 .6 ± 1 .6 19 .6±2 .4 2 1 .3 ± 2 .3 16 .5±0 .7 1 9 .8 ±  1.2 31 .4±1 .1
1

16 : 1 1 .3±0 .2 1 .5±0 .2 0 .7 ± 0 .1 0 .9 ± 0 .2 1 .4 ± 0 .2 0 .8 ± 0 .1 0 .8±0 .1
Cl

$

17 : 0 0 .4 ± 0 .0 3 0 .5 ± 0 .0 5 0 .4 ± 0 .1 0 .4 ± 0 .0 4 0 .4 ± 0 .0 4 0 .4 ± 0 .0 4 0 .4 ± 0 .0 4
M*

3
CO

18 : 0 2 2 .2 ± 0 .5 22 .6 ± 0 .4 2 0 .4 ±  1.0 1 9 .7±2 .5 18.1 ± 0 .8 2 0 .7 ±0 .7 19 .4±0 .6
V

18 : 1 35 .8±1 .1 21 .8±3 .1 10.6±5.1 26 .2±2 .1 19 .5±3 .7 3 0 .0 ± 2 .0 26 .6±2 .2

18 : 2 0.7 ± 0 .1 0 .7 ± 0 .1 0 .7 ± 0 .1 1 .3±0 ,1 1 .0±0 .2 0 .9 ± 0 .1 0 .6 ± 0 .0 5

18 : 3 0 .2±0 .02 0 .3 ± 0 .0 4 0 .6 ± 0 .1 0 .4 ± 0 .1 0 .4 ± 0 .1 0 .2 ± 0 .0 3 0 .3 ± 0 .0 6

20 : 0 0 .6 ± 0 .0 3 0 .7±0 .1 0 .7 ± 0 .3 1 .0±0 .1 1 .0±0 .05 0 .7 ± 0 .0 3 0 .6 ± 0 .1

20 : 1 2 .5 ± 0 .2 1 .6 ± 0 .2 1 .4 ± 0 ,3 2 .4 ± 0 .2 1 .9 ± 0 .3 1 .9 ± 0 .3 1 .6±0 .1

20 : 2 0.1 ± 0 .0 3 0.1 ± 0 .0 3 0 .4 ± 0 .3 0 . 0 ± — 0 .3 ± 0 .1 0 .2 ± 0 .0 4 0 . 0 ± — SJ•-J

Kwasy tłuszczowe 
F atty  acids
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nie z i denty f  iko wany 
unidentified

20 : 3 

20 : 4 

20 : 5

niezidentyfikowany
unidentified

niezidentyfikowany
unidentified

niezidentyfikowany
unidentified

24 : 0 

24 : 1

niezidentyfikowany
unidentified

22 : 6

3 .7 ± 0 .4

1 .9±0 .1

0.8± 0.1

3 .1 ± 0 .3

0 .3 ± 0 .0 4  

0.1 ± 0 .0 4

0.0 ± —

1 .1±0 .3

0 .9±0 .1

0 .5±0 .1

0.6 ± 0.1

8 .9 ± 1 .6

1.4±0 .1

0 .9 ± 0 .1

2 .2 ± 0 .5

0 .3±0 .1

0.0 ± —

0.0± —

1 .5±0 .1

0 .9±0 .1

0 .7 ± 0 .4  

5.7 ± 1 .7

16 .6±2 .9

2 .6 ± 0 .3

2 .4 ± 0 .4

9 .8 ± 2 .2

0.8 ± 0.2

1 .5 ± 0 .4

0.0±—

1 ,9 ± 0 .3

0 .5 ± 0 .2

0.0±—

6 .3 ± 0 .9

Liczba zwierząt w każdej grupie: 6
Number of animals in each group : 6

5 .4 ± 0 .8 6 .9 ± 0 .9 5 .3 ± 0 .4 7 .7 ±  1.9

3 .8 ± 0 .8 3.1 ± 0 .8 2 .9±0 .1 2 .3 ± 0 .2

2 .2 ± 0 .4 2 .4 ± 0 .2 1 .9 ± 0 .2 0 .8 ± 0 .0 5

6 .5 ± 1 .2 10 .3±1 .1 6 .4 ± 0 .5 1 .7 ± 0 .2

0 .8±0 .1 0 .6 ± 0 .0 4 1.1±0 .1 0 .6 ± 0 .1

0 . 0 ± — 2 .6 ± 0 .3 0 . 0 ± — 1 .6 ± 0 .5

0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —

1 .8 ± 0 .4 2 .4 ± 0 .3 2 .9 ± 0 .4 1 .2 ±0 .04

1 .6±0 .3 6 . 9 ±  1.0 2 .5 ± 0 .2 1 .7 ± 0 .2

0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —

2 .7 ± 0 .7 4 . 5 ±  1.9 0 .9 ± 0 .4 0 . 0 ± —

Średnia ±  średni błąd średniej
Mean ±  S.E.
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. Tabela 2. Skład procentowy kwasów tłuszczowych płazmalogenu mózgowej mieliny szczurów B D  I X  zatrutych metylonitrozo-
mocznikiem

Table 2. Percent composition of fatty acids in plasmalogen of the cerebral myelin in B D  I X  rats intoxicated with MNU

Kwasy tłuszczowe Norma

2 tygodnie 
weeks

3 tygodnie  
weeks

4 tygodnie  
weeks

6 tygodni  
weeks

8 tygodni  
weeks

12 tygodni 
weeks

Fatty  acids Control group po zatruciu MNU  
after MNU intoxication

14 : 0 0 .7 ± 0 .1 1 .2 ± 0 .2 1 .3±0 .3 1 .2±0 .2 1 .2 ± 0 .3 0 .7 ± 0 .1 0 .8 ± 0 .2

14 : 1 0 .2±0 .1 0.1 ± 0 .0 5 0 .6 ± 0 .1 0 .3±0 .1 0 .1±0 .1 0.1 ± 0 .0 4 0.1 ± 0 .0 4

1 5 : 0 0 .7±0 .1 0 .8±0 .1 1 .2±0 .3 0 .5 ± 0 .0 4 0.6 ± 0 .1 0 .4 ± 0 .0 4 0 .6±0 .1

16 : 0 6 .8 ± 1 .0 10 .3±0 .7 10 .5±0 .7 7 .7 ± 0 .4 6 .5 ± 0 .5 6 .8 ± 0 .7 5 .9 ± 0 .6

1 6 : 1 2 .6 ± 0 .3 2.8 ± 0 .3 3.4 ± 0 .9 2 .4 ± 0 .3 0,4 ± 0 .1 1.5 ± 0 .2 1 .5 ± 0 .3

1 7 : 0 0 .3 ± 0 .0 4 0 .4 ± 0 .0 2 0 .5±0 .1 0 .3 ± 0 .0 3 0 .4 ± 0 .0 5 0 .2±0 .01 0 .2 ± 0 .0 5

niezidentyfikowany
unidentified

0 .6±0 .1 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 .7 ± 0 .2 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —

18 : 0 5 .0 ± 0 .4 9 .4 ± 0 .4 5.5 ± 0 .4 4 .3 ± 0 .4 6 .7 ± 0 .6 5.4 ± 0 ,4 4 .3 ± 0 .2

18 : 1 44,8 ± 2 ,8 3 3 .4 ± 2 .6 18 .0±2 .7 32 .9 ± 3 .2 4.6 ± 0 .7 3 1 .4 ± 1 .0 3 3 .0 ± 2 .4

18 : 2 1 .3 ± 0 .5 0.7 ± 0 .0 9 1.2±0 .1 1.0 ± 0 .1 0 .5±0 .1 1.0 ± 0 .1 0 .8 ± 0 .1

18 : 3 0 .6 ± 0 .1 0 .4 ± 0 .0 3 0 .8 ± 0 .1 0 .5 ± 0 .4 1 .6 ± 0 .4 0 .6±0 .1 0 .6 ± 0 .0 5
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20 : 0 0 .8±0 .1 0 .8 ± 0 .0 7 0 .7 ± 0 .0 5
20 : 1 12 ,6±1 .0 7 .2 ± 0 .5 2 .6 ± 0 .6

niezidentyfikowany 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
unidentified

20 : 2 0 .4 ± 0 .0 4 0 .3±0 .03 0 .5±0 .1
niezidentyfikowany
unidentified 6 .0 ± 0 .8 11 .7±1 .3 lß .5 ± 2 .5

20 : 3 3 .6 ± 0 .4 3 .5 ± 0 .3 4 .4 ± 0 .5

20 : 4 0 .3 ± 0 .0 3 0.7 ±0 .1 1.5±0 .1

niezidentyfikowany 0 . 0 ± — 0 .2 ± 0 .2 0 . 0 ± —
unidentified

20 : 5 5 .3 ± 0 .8 3 .4 ± 0 .3 1 3 .2±0 .7

niez identyf iko wany 1.0±0.1 1 .8±0 .2 3 .9 ± 1 .0
unidentified

niezidentyfikowany 4 .6 ± 0 .8 2 .8 ± 0 .3 3 .9 ± 1 .0
unidentified

24 : 0 0 .3±0 .1 1 .1 ± 0 .3 0 .5 ± 0 .2

24 : 1 0 .5±0 .1 0 .8±0 .1 0 .8 ± 0 .2
niezidentyfikowany 0 .4 ± 0 .2 0 .3±0 .1 0 . 0 ± —
unidentified
niezidentyfikowany 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
unidentified

22 : 6 0 .6 ± 0 .3 5 .9 ± 1 .5 8 .6 ± 1 .7

Liczba zwierząt w każdej grupie: 6
Number of animals in each group : 6

0 .8±0 .1 2.1 ± 0 .4 0 .7±0 .1 ł . 2 ± 0 . 3
8 .7 ± 1 .2 2 .2 ± 0 .8 9.4 ±  1.1 9 .6 ± 0 .5

0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 .3±0 .0 i

0 .4±0 .1 1 .0±0 .4 0 .4 ± 0 .0 5 0 .2±0 .1

10 .3±1 .0 2.1 ± 0 .5 10.2 ± 0 .9 6 .8 ±  1.4

4 .4 ± 0 .3 2 .0 ± 0 .6 5 .4 ± 0 .3 8.1 ± 0 .7

1 .2±0 .2 5 .0 ±  1.1 1 .8±0 .3 3.7 ± 1 .4

0 . 0 ± — 0 .6 ± 0 .2 0 . 0 ± — 0 .7 ± 0 .2

1 3 .9±1 .6 6 .6 ± 0 .3 14.7 ±1 .1 6 .3 ± 0 .7

1 .6±0 .2 3 .6 ± 0 .5 2 .2 ± 0 .2 0 .9 ± 0 .3

2 .2 ± 0 .4 3.1 ± 0 .5 3 .9 ± 0 .3 5 .3 ± 1 .0

0 .7±0 .1 2 6 .6 ±  1.8 0 .7 ± 0 .2 2 .2 ± 0 .4

0 . 0 ± — 1 .6 ± 0 .2 0 .9±0 .1 3 .6 ± 0 .6
0 . 0 ± — 5 .3 ± 0 .8 0 . 0 ± — 3 .1 ± 0 .6

0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —

4 .7 ± 0 .9 14.9 ±  1.3 1 .6 ± 0 .3 0 . 0 ± —

Średnia ±  średni błąd średniej
Mean ±  S. E.
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Tabela 3. Skład procentowy kwasów tłuszczowych sfingomielin mózgowej mieliny szczurów 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 tłuszczowe Norma weeks weeks weeks weeks weeks weeks

Fatty  acids Control group I . . __ _
po zatruciu M NU

after MNU intoxication

14 : 0 1 .9 ± 0 .4 1.8 ± 0 .4 1 .5 ± 0 .3
14 : 1 0 .5 ± 0 .1 0 .2 ± 0 .0 4 0 .3±0 .1
15 : 0 2 .0 ± 0 .3 1 .2±0 .2 1.6 ± 0 . 3
16 : 0 14 .7±1 .8 16 .0±  1.2 1 5 .4 ±  1.1
16 : 1 6 .9 ± 1 .0 5 .6 ± 0 .6 4 .3 ± 0 .7
17 : 0 1 .0±0 .1 0 .8±0 .1 0 .8±0 .1
18 : 0 19.1 ±  1.2 23 .2±2 .2 16.1 ± 0 .8
18 : 1 12 .2±1 .3 14 .6±0 .4 13 .8±1 .2
18 : 2 0 .9±0 .1 1 .3±0 .2 1.8 ±  0.1
18 : 3 0 .8 ± 0 .1 1.1 ± 0 .4 0 .9 ± 0 .9
20 : 0 3.4 ± 0 .4 3 .3 ± 0 .3 2 .2 ± 0 .2
20 : 1 0 .9 ± 0 .2 1 .5 ± 0 .2 0 .9 ± 0 .1
20 : 2 0 .4±0 .1 1.2 ± 0 .6 0 .5±0 .1

niezidentyfikowany
unidentified 1 .6±0 .2 3.1 ± 0 .4 2 .6 ± 0 .3

20 : 3 2 .6 ± 0 .5 4 .3 ± 0 .5 6 .6 ± 0 .8
20 : 4 3 .4 ± 0 .8 3 .7 ± 0 .3 5.1 ± 0 .3
20 : 5 12 .6±1 .0 8 .5 ± 2 .4 2 1 .5 ±  1.8

niezidentyfikowany 0.7±0 .1 0 .6±0 .1 0 . 0 ± —
unidentified
niezidentyfikowany 0 . 0 ± — 0 .3 ± 0 .2 0 . 0 ± —
unidentified

1.1 ± 0 .2  
0 .3±0 .1  
0 .5 ± 0 .2  

10 .3±0 .9  
2 .2 ± 0 .3

1 .8±0 .2  
0 .5±0 .1  
0.7 ± 0 .1  

1 2 .3±0 .6  
3 .6 ± 1 .0

2 .3 ± 0 .8
0 .2 ± 0 .0 6
0 .9 ± 0 .2

15 .0±3 .0
2 .8 ± 0 .8

1 .0±0 .2
0 .1 ± 0 .0 3
0 .9 ± 0 .2
9 .7 ± 1 .6
2 .9 ± 0 .7

0 .3 ± 0 .0 3  
1 5 .0±  1.5 
10 .6±0 .8  

1 .9±0 .2  
0 .8 ± 0 .0 7  
0 .2 ± 0 .0 4  
2 .5 ± 0 .4  
0 .6 ± 0 .1

0.4 ± 0 .1  
1 3 .9±0 .5  
10 .8±0 .9  

2.1 ±  1.1 
0 .9±0 .1  
0 .2±0 .1  
3 .5±0 .1  
0 .7 ± 0 .1

0 .5 ± 0 .1  
18.1 ± 0 .9  
9 .2 ± 0 .9  
1 .6±0 .1  
0 .6 ± 0 .1  
2 .2 ± 0 .5  
0 .7 ± 0 .2  
0 .3 ± 0 .1

0.6 ± 0 .1  
2 6 .2 ±  1.1 

9 .7 ± 0 .7  
1.0±0 .1  
0 .8±0 .1  
3 .9 ± 0 .4  
1 .0±0 .1  
0 .7 ± 0 .2

2 .2 ± 0 .4 1.2 ± 0 .1 3 .1 ± 0 .3 2 .6 ± 0 .6
9 .8 ± 0 .9 7 .4 ± 0 .9 6 .1 ± 1 .0 4 .9 ± 0 .7
6.7 ± 1 . 0  

2 8 .3±2 .3
3 .8±0 .1  

2 8 .7 ±  1.6
4 .4 ± 0 .2

22 .4±4 .1
7.1 ±  1.4 

14 .3±0 .7

0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0.9±0 .1 1 .3±0 .05

0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
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2 4 : 0  3 .6 ± 0 .3  1 .1±0 .5  4 .2 ± 0 .4  5 .4 ± 1 .1  2 .5 ± 0 .2  3 .2 ± 0 .2  5 .3 ± 0 .5
2 4 : 1  10 .8±1 .5  5 .0 ± 0 .5  0 . 0 ±  —  1 .3 ± 0 .2  5 .0 ± 0 .8  3 .6 ± 1 .1  6 .0 ± 0 .6

2 2 : 6  0.0 ± —  1.6±0.о 0 . 0 ± —  0 . 0 ± —  0 . 0 ± —  1 .9±0 .2  0 . 0 ± —

Tabela 4. Skład procentowy kwasów tłuszczowych estrów cholesterolu mózgowej mieliny szczurów B D  I X  zatrutych MNU  

Table 4. Percent composition of fatty acids in cholesteryl esters o f  the cerebral myelin in B D  I X  rats intoxicated with MNU

2 tygodnie 3 tygodnie 4 tygodnie 6 tygodni 8 tygodni 12 12tygodni
Kwasy tłuszczowe Norma weeks weeks weeks weeks weeks weeks

Fatty  acids Control group ’ !
J 6 v  po zatruciu MNU

after MNU intoxication

14 : 0 2 .8 ± 0 .5 3 .5 ± 0 .4 6 .2 ± 0 .6 4 .7 ± 0 .7 2 .6 ± 0 .4 3 .2 ± 0 .6 4 .3 ± 0 .8
14 : 1 0 .6 ± 0 .6 0 .5±0 .1 1.1 ±0 .1 0 .7 ± 0 .2 0 .6±0 .1 0 .3±0 .1 1.1 ± 0 .1
15 : 0 2 .2 ± 0 .2 2 .0 ± 0 .2 2 .5 ± 0 .2 1.7 ± 0 .2 1 .2±0 .1 1 .7±0 .2 1 .5±0 .1
16 : 0 22.8 ± 0 .7 19 .5±0 .7 2 3 .7 ±  1.0 2 0 .0 ±  1.0 12 .6 ±  1.9 17 .5 ±  1.5 2 0 .3 ±  1.7
16 : 1 7.7 ± 0 .5 5 .4 ± 0 .5 7 .7 ± 0 .7 4 .8 ± 0 .6 4 .2 ± 0 .6 4 .0 ± 0 .5 6 .8 ± 0 .5

niezidentyfikowany 0.4±0 .1 0 .9±0 .1 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
unidentified

17 : 0 1 .5±0 .2 0 .7±0 .1 1 .2±0 .1 0 .7 ± 0 .0 5 0 .6 ± 0 .1 0 .5 ± 0 .1 0.5 ± 0 .0 4
niezidentyfikowany 1.7±0.1 1.7±0.1 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
unidentified

18 : 0 14 .6±0 .4 12 .2±0 .3 11 .3±0 .6 12.2 ±  1.2 10 .8±0 .4 12 .8 ± 1 .0 1 0 .9 ±  1.2
18 : 1 21.1 ± 0 .7 1 7 .4±0 .8 1 9 .3 ±  1.0 15 .7±0 .9 16 .8 ±  1.3 12 .4±0 .6 2 0 .9 ±  1.9

niezidentyfikowany 0 .3±0 .1 0 . 0 ± — 0 .2±0 .1 0 . 0 ±  — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
unidentified
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18 : 2 4 .9 ± 1 .4 2.1 ± 0 .4 2 .2 ± 0 .2

18 : 3 0 .9±0 .1 0 .6±0 .1 0 .8±0 .1
niezidentyfikowany 0 .3±0 .1 0 .6±0 .1 0 . 0 ± —
unidentified

20 : 0 1 .1±0.1 1 .1±0 .1 0 .6±0 .1
20 : 1 0 .8±0 .1 1.4 ±0 .1 0 .8±0 .1

niezidentyfikowany 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
unidentified

20 : 2 0 .8±0 .1 0 .9 ± 0 .2 0 .7±0 .1
niez identyf ikowany 0.6±0 .1 0 .9 ± 0 .5 0 . 0 ± —
unidentified
niezidentyfikowany 0 . 0 ± — 0 .6±0 .1 0 . 0 ± —
unidentified

20 : 3 2 .6 ± 0 .3 4 .2 ± 0 .2 4 .5 ± 0 .4

20 : 4 2 .0 ± 0 .3 2 .6±0 .1 2 .3 ± 0 .1
niez i denty f  ikowany 0 .3±0 .05 0 .7 ± 0 .2 0 . 0 ± —
unidentified

20 : 5 8 .0 ± 1 .3 18 .6±1 .6 13 .5±1 ,0

niezidentyfikowany 0 .5 ±0 .0 4 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
unidentified
niez identyf ikowany 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —
unidentified

24 : 0 0 . 0 ± — 0 .6 ± 0 .2 1 .4±0 .1

24 : 1 1 .5 ± 0 .3 1.3±0.1 0 . 0 ± —
22 : 6 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —

Liczba zwierząt w każdej grupie: 6
Number of animals in each group: 6

05hP-

2 .7 ± 0 .6 3 .2 ±  1.0 2 .3 ± 0 .2 2 .4 ± 0 .7

1.2±0 .1 1 .0±0 .2 1 .4±0.1 0 .9 ± 0 .3
0 .4 ± 0 .1 0 . 0 ± — 0 . 0 ± — 0 .3 ± 0 ,1

1 .4 ± 0 .5 0 .9 ± 0 .2 0 .7 ± 0 .2 1 .6±0 .2
0 .7±0 .1 0 .7 ± 0 .1 1 .3±0 .2 0 .4 ± 0 .1
0 . 0 ± — 0 .3±0 .1 0 .4±0 .1 0 .5 ± 0 .3

1 .3±0 .2 0 .9±0 .1 1.1 ± 0 .4 2 .2 ± 0 .3
0 . 0 ± — 0 .2 ± 0 .1 0 .4±0 .1 0 . 0 ± —

0 . 0 ± — 0.0 ± — 0 . 0 ± — 0 . 0 ± —

4.1 ± 0 .3 7 .0 ± 0 .4 7 .8 ±  1.2 6.1 ± 1 .2

Średnia ±  średni błąd średniej
Mean i  S.E.

3 .3 ± 0 .4  3 .6 ± 0 .1  5.7 ± 1 .5  1 .7±0 .4
0.0 ±— o.o±— o.o±— o.o±±

21 .4 ± 2 .0  26 .7 ± 2 .7  2 0 .9 ± 2 .0  14 .3±3 .8

0 .5 ± 0 .2  0 .7 ± 0 .1  1 .2 ± 0 .3  1 .1±0 .2

0.7 ± 0.2 0.6 ± 0.1 0.0 ± — 0.0 ± —

0 . 0 ± —  1 .9 ± 0 .4  2 .3 ± 0 .4  1 .5±0 .2

1 .8±0 .1  1 .4 ± 0 .5  1 .4 ± 0 .4  0 . 0 ± —
0 . 0 ± —  1 .5 ± 0 .2  0 .7 ± 0 .3  0 .7 ± 0 .3

2•4
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Nr І Lipidy mózgu w  zatruciu MNU 65

Drugim odchyleniem w obrazie lipidów mieliny, występującym w za
truciu metylonitrozomocznikiem jest znaczny wzrost estryfikacji cho
lesterolu. Jest to zmiana spotykana w szeregu procesów, prowadzących 
do uszkodzenia osłonki mielinowej i to już we wczesnym okresie cho
roby, jeszcze przed pojawieniem się odczynów fagocytarnych. W opar
ciu o wyniki własnych badań doświadczalnych (Wender i wsp. 1978a, b) 
stoimy na stanowisku, że jest to zjawisko istotne w patomechanizmie 
demielinizacji. Z problemem tym wiąże się ściśle, szeroko dyskutowa
ne zagadnienie pochodzenia kwasów tłuszczowych dla estryfikacji cho
lesterolu w warunkach patologicznych. Borri i wsp. (1969) uważają, 
że następujące mechanizmy mogą tutaj być brane pod uwagę: uwolnie
nie kwasów tłuszczowych z fosfolipidów, z ich następowym wychwyty
waniem przez cholesterol mieliny i tworzeniem wiązania estrowego, 
synteza de novo kwasów tłuszczowych dla estryfikacji cholesterolu, mi
gracja estrów cholesterolu z prądem krwi do tkanki nerwowej albo 
też bezpośrednia transacylacja przez enzym analogiczny do acylotrans- 
ferazy lecytyno-cholesterolowej. Ważny element do tej dyskusji wnio
sły badania Eto i Suzuki (1973), którzy wykazali, że osłonka mielino- 
wa jest miejscem gdzie znajduje się hydrolaza estrów cholesterolu. Po
nieważ jednak dotychczas nie wykazano w warunkach in vivo, że 
enzym ten może spełniać również rolę syntetyzującą, znaczenie jego 
w procesie estryfikacji cholesterolu pozostaje w sferze hipotez.

Uzyskane przez nas wyniki badań składu kwasów tłuszczowych głów
nych fosfatydów osłonki mielinowej, w zestawieniu ze składem kwasów 
tłuszczowych estrów cholesterolu w zatruciu MNU, zdają się wyraźnie 
przeczyć możliwości, że rozpad fosfatydów stanowi punkt wyjścia dla 
uwolnienia kwasów tłuszczowych, biorących następnie udział w estry- 
iikacji cholesterolu, w tym procesie doświadczalnym. Przeczy temu 
szczególnie fakt, że w lecytynie, plazmalogenie, sfingomielinie, jak i w 
estrach cholesterolu mieliny stwierdzono wzrost zawartości, w dużym 
stopniu identycznych kwasów tłuszczowych wielonienasyconych. Sta
nowi to kolejny argument na rzecz tezy, że estryfikacja cholesterolu 
w mielinie nie jest zmianą wtórną, zależną od działania makrofagów 
na produkty rozpadu lipidów mieliny. Jako źródło kwasów tłuszczo
wych dla estryfikacji cholesterolu we wczesnym okresie uszkodzenia 
osłonek mielinowych wchodzi przeto w rachubę pula wolnych kwa
sów tłuszczowych tkanki nerwowej, chociaż nie można wykluczyć wzro
stu ich syntezy. Potwierdza to naszą tezę wysuniętą w pracy na te
mat obrazu kwasów tłuszczowych lipidów mózgu w encefalopatii cy
janowej (Wender, Adamczewska 1975), że pod wpływem czynników 
zewnętrznych działających na osłonkę mielinową następuje zmiana
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66 M. Wender i wsp. Nr 1

warunków determinujących aktywność enzymów estryfikujących cho
lesterol oraz aktualnego stężenia i składu substratów w tkance ner
wowej, co prowadzi do znacznej estryfikacji cholesterolu mieliny. Pro
ces ten zdaje się stanowić ogólny mechanizm zmieniający strukturę 
fizyko-chemiczną osłonki mielinowej w jej części lipidowej, chociaż 
nie rozstrzyga jeszcze czy wcześniej nie dochodzi w niektórych w arun
kach doświadczalnych, do zmian białkowych zależnych od uaktywnie
nia proteaz tkankowych (Gabrielescu 1978).

Przytoczone badania stanowią również rozszerzenie dotychczasowych 
naszych obserwacji wykazujących, że zatrucie pochodnymi alkilowymi 
nitrozomocznika powoduje zaburzenia metabolizmu struktur błonia
stych tkanki nerwowej (Wender i wsp. 1978a). Pozostaje jednak na
dal nie wyjaśniony mechanizm, w jaki sposób powstałe w wyniku dzia
łania nitrozomocznika końcowe lub pośrednie metabolity, niezależnie 
od swego potencjalnego działania karcinogennego, zaburzają meta
bolizm układu mielina — komórka oligodendrogleju.

М. Вендер, А. Ж уравски, 3. Адамчевска-Гонцежевич, О. Мулярек,
Я. Станиславска, Д. Тальковска

Ж И РН Ы Е КИСЛОТЫ ЛИПИДОВ МИЕЛИНА МОЗГА  
ПРИ ОТРАВЛЕНИИ МЕТИЛНИТРОЗОМОЧЕВИНОЙ

Р е з ю м е

Исследовался образ жирны х кислот ф осфатидилхолина, плазмалогена, свин- 
гомиелинов и сложных эфиров холестерола миелина мозга у взрослых крыс 
ВД IX, которым вводили внутривенно в течение очередных 6 дней 3°/о раствор  
метилнитрозомочевины дозой 60 мг на кг веса на 2, 3, 4, 6, 8 и 12 неделю после 
последней инъекции. Результаты исследования привели к следующим выводам:
1. Образ ж ирны х кислот свингомиелиновой фракции миелина, которая после 

отравления МНМ сильно снижается, делается искаженным, причем особенно 
видимо снижение содержания нервоновой кислоты (24: 1), при одновремен
ном росте процента многоненасыщенных жирны х кислот (20 : 3, 20 : 5).

2. Ф осфатидилхолин и плазмалоген миелина после отравления МНМ харак
теризуется неправильным составом ж ирны х кислот в форме процентного 
роста двух многоненасыщенных жирны х кислот (20 : 5 и 22 : 6) и уменьшения  
содержания масляной кислоты (18 : 1).

3. Сложные эфиры, появляющиеся при отравлении МНМ в значительно увели
ченном количестве в миелиновой фракции мозга, характеризуются вырази
тельными отклонениями в процентном составе ж ирны х кислот, причем боль
ш е всего бросается в глаза рост содержания многоненасыщенных кислот  
(20 : 3 и 22 : 6).

4. Результаты исследования состава ж ирны х кислот ф осфатидов и слож ны х  
эфиров холестерола после отравления МНМ решительно противоречит тому, 
чтобы разлож ение фосфатидов было в процессе миелинопатии выходным
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пунктом увольнения жирны х кислот для формирования слож ны х эфиров  
холестерола. Это является дополнительным аргументом для тезиса, что 
резкое увеличение сложны х эфиров холестерола миелина является одним из  
более ранних явлений, происходящ их в липидной миелиновой оболочке во 
время процесса демиелинизации.

М. Wender, A. Żórawski, Z. Adam czewska-G oncerzew icz, О. Mularek,
J. Stanisław ska, D. Talkowska

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

S u m m a r y

T he fatty  acids of phosphatidylcholine, plasm alogen and cholesterol esters 
of the adult brain m yelin w ere exam ined in BD IX rats w hich w ere g iven  intra
venous injections of 3% MNU in a dose of 60 mg/kg body w eight, for 6 con
secutive days. The studies w ere performed 2, 3, 4, 6, 8 and 12 w eeks after the  
last adm inistration of MNU. The follow ing conclusions w ere  drawn:
1. The fatty acid composition of the sphingom yelin  fraction of w hich  the con
tent in the m yelin  markedly decreased after MNU intoxication, w as disturbed. 
The most rem arkable 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. P hosphatidylcholine and plasmalogen w ere characterized by the increased pro
portion of two polyunsaturated acids (20 : 5 and 22 : 6) and the dim inished content 
of oleic acid (18 : 1).
3. T he cholesterol esthers, w hich 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 m yelin  is one of the early events  
occurring in the lipid layer of the m yelin  sheath in the course of dem yeli-  
nation.
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SPRAWOZDANIE
ZE ZJAZDU NIEMIECKIEGO STOW ARZYSZENIA NEUROPATOLOGÓW

I NEUROANATOMÓW  

(ESSEN, 14— 16 W RZEŚNIA 1979)

X X IV  doroczny Zjadz N iem ieckiego Stow arzyszenia Neuropatologów  i Neuro- 
anatom ów, zorganizowany przez kierow nika Zakładu N europatologii m iejscow ego  
U niw ersytetu, prof. dr L. Gerhard, odbył się w  bieżącym roku w  Essen (N adre
nia). Do udziału w  nim została zaproszona duża grupa iczłoników Stow arzyszenia  
N europatologów  Polskich.

Tem atyka zjazdu dotyczyła dw óch zagadnień: 1) problem ów im m unologicznych  
w  neuropatologii, ze szczególnym  uw zględnieniem  w pływ u im m unosupresji i n ie 
wydolności procesów im m unologicznych na przebieg reakcji m orfologicznych  
w  układzie nerw ow ym  i 2) dośw iadczalnej neuropatologii. Dopuszczone były poza 
tym  tem aty wolne.

Zjazd został zainaugurowany referatem  okolicznościowym  prof. Petersa, w y 
głoszonym  z okazji 100 lecia urodzin jednego z k lasyków  neuropatologii, W altera  
Spielm eyera. Referat stanow ił interesujący przegląd historyczny w czesnego o k re 
su rozwoju tej dziedziny wiedzy.

Pierwszą sesję naukową rozpoczął w ykład  Oehmichera z Tübingen >na tem at 
komórek im m unoreaktyw nych w  ośrodkow ym  układzie nerw ow ym . Autor s tw ier 
dził, że w  warunkach normy, znajdujące się  w  m ózgu lim focyty В i T oraz m o-  
nocyty w ystępują  w yłącznie w  przestrzeniach okołoinaczyniowych ii p łynow ych. 
Z dyskutowanych przez niego danych na tem at odczynów  kom órkowych w  s ta 
nach patologicznych na uw agę zasługuje twierdzenie, że komórki reaktyw ne  
określane jako progresywnie zm ieniony mikroglej są pochodzenia momocytar- 
nego.

M orfologię procesów zapalnych w  ośrodkowym  układzie nerw owym  przy su -  
presji im m unologicznej i defektach im m unologicznych, w  oparciu o bardzo ob
szerny m ateriał w łasny (376 autopsji), przedstawił Budka (Wiedeń). Autor pod
kreślił, że  w  warunlkach supresji im m unologicznej następuje, zarówno w  zaka
żeniach bakteryjnych jak i w  grzybiczych, w yraźny wzrost rozległości i  cha
rakteru m artw iczego uszkodzenia oraz zm niejszen ie  ilości komórek w ielojądrza-  
btych w  naciekach komórkowych.

Z polskich uczestników  sym pozjum  na pierw szym  posiedzeniu K rajewski (War
szawa) przedstawił przypadek gruźliczego zapalenia opon i m ózgu u chorego le 
czonego im m unosupresją po transplantacji nerek, a M arkiewicz (Warszawa) m or
fologię ostrego zapalenia rogów przednicih rdzenia kręgowego u dzieci z n ie 
w ydolnością reakcji imrnunologicznych.

c.d. na str. 82
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JÓZEF SZCZECH

AKTYWNOŚĆ FOSFATAZ I ESTERAZ W CIELE MIGDAŁOWATYM 
SZCZURA W NASTĘPSTWIE ZATRUCIA 

p-TOLUENOSULFANILIDEM ETYLORTĘCIOWYM *

Zakład Neuropatologii AM, Poznań  
K ierownik Zakładu: prof, dr M. B. Kozik

P-toluenosulfanilid etylortęciowy jest czynnym składnikiem zapra
wy nasiennej uniwersalnej zwanej także mieszanką U. Ten arylowy 
związek rtęci jest szeroko używany w rolnictwie jako środek ochrony 
roślin o właściwościach grzybobójczych.

O działaniu toksycznym mieszanki U w odniesieniu do ludzi i zwie
rząt brak bliższych danych. W przypadkach sporadycznych zatruć 
pracowników rolnych, obok objawów ogólnych, obserwowano zaburze
nia w przyjmowaniu pokarmów, które manifestowały się wzmożonym 
łaknieniem. Stąd wydawało się uzasadnione podjęcie badań doświad
czalnych nad wpływem p-toluenosulfanilidu etylortęciowego na obraz 
histoenzymatyczny ciała migdałowatego.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 26 szczurach rasy Wistar, o ciężarze cia
ła wynoszącym 190 g, którym podawano dożołądkowo w odstępach 
2 dniowych 10 dawek mieszanki U w ilości po 0,2 g na dawkę. Grupę 
kontrolną stanowiło 5 szczurów odżywianych tak samo jak zwierzęta 
doświadczalnie, którym zamiast mieszanki U wprowadzano dożołądko
wo wodę wodociągową. Po zakończonym doświadczeniu szczury wa
żono, a następnie uśmiercano w narkozie eterowej przez przecięcie 
serca i wykrwawienie. Mózgowie utrwalano w płynie Baker’a w temp. 
4°C przez 16 godzin i przeznaczano je do badań histopatologicznych 
oraz histoenzymatycznych. Skrawki parafinowe barwiono hematoksy-

* Praca w ykonana w  ramach problemu w ęzłow ego nr 10.4.2.02.3.5.
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liną-eozyną oraz fioletem krezylu. Skrawki cięte na mikrotomie mro- 
żeniowym służyły do wykrywania aktywności następujących enzymów: 
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 kwaśnej (FK) (E.C. 3.1.3.2) wg 
metody Gomori’ego (1953), adenozynotrójfosfatazy (ATPaza) (E.C. 3.6.1.3) 
wg metody Wachstein’a i Meisel’a (1957).

WYNIKI 

Obraz kliniczny

U zwierząt doświadczalnych nie obserwowano wymiernych objawów 
zatrucia. Szczury chętnie spożywały pokarm i nie wykazywały istot
nych różnic w ciężarze ciała pomiędzy okresem poprzedzającym do
świadczenie i po jego zakończeniu. Niektóre osobniki z grupy doświad
czalnej wydawały się być bardziej spowolniałe w stosunku do szczurów 
grupy kontrolnej.

Zmiany morfologiczne

W większości przypadków na obszarze ciała migdałowatego widocz
ne były zmiany naczyniowe, glejowe oraz zmiany zwyrodnieniowe 
neuronów. Zmiany naczyniowe (rye. 1) polegały na obrzmieniu i roz- 
plemie śródbłonków naczyń, naciekach limfocytarnych w ścianie na
czyń i poszerzeniu przestrzeni okołonaczyniowej. Jądra niektórych ko
mórek glejowych ulegały powiększeniu, a ich chromatyna rozluźnieniu. 
Sporadycznie obserwowano skupianie się kilku komórek glejowych 
wokół neurocytów. Zmiany te były widoczne częściej w jądrze koro
wym i przyśrodkowym niż w pozostałych jądrach ciała migdałowatego. 
Zmiany w komórkach nerwowych po zatruciu mieszanką U polegały na 
obkurczeniu neurocytów oraz ciemnym wybarwieniu ich cytoplazmy. 
Rzadziej w cytoplazmie neurocytów pojawiały się wodniczki. Zwyrod
nienia neuronalne o typie schorzenia przewlekłego Nissla obserwo
wano w licznych komórkach jąder grupy korowo-przyśrodkowej (ryc.
2). Natomiast w neurocytach jąder zespołu podstawno-bocznego ciała

* Num er listy  enzym ów (Florkin, Stotz 1973).
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migdałowatego zmiany te występowały jedynie w pojedynczych neu
ronach.

Zmiany histoenzymatyczne

P y r o f o s f a t a z a  t i a m i n o w a  (TPPaza). Dożołądkowe podawa
nie mieszanki U wywołuje na obszarze ciała migdałowatego szczura 
wyraźny wzrost aktywności pyrofosfatazy tiaminowej (ryc. З а  i b). 
Reakcja enzymatyczna narasta zarówno w aparacie Golgiego neu- 
rocytów, jak i w ścianach naczyń krwionośnych. Opisane zmiany obej
mują całe ciało migdałowate, jednak wyraźniejszy wzrost aktywności 
TPPazy widoczny jest w komórkach nerwowych jądra podstawnego 
w porównaniu z neuronami pozostałych jąder ciała migdałowatego.

N i e s w o i s t a  e s t e r a z a  (NsE). W porównaniu z grupą zwie
rząt kontrolnych podawanie mieszanki U wywołuje u szczurów do
świadczalnych umiarkowany spadek aktywności enzymatycznej w ko
mórkach nerwowych oraz w perieytach naczyń. W wyniku delikatnej 
dyfuzji produktu reakcji enzymatycznej do otoczenia (ryc. 4a i b), za
rys neurocytów i pericytów staje się lekko nieostry. Spadek aktyw
ności NsE jest większy w jądrze korowym, środkowym i przyśrodko
wym niż w jądrze podstawnym.

F o s f a t a z a  z a s a d o w a  (FZ). W wyniku przeprowadzonego do
świadczenia można zaobserwować spadek aktywności FZ w ścianach 
naczyń włosowatych. W większych naczyniach krwionośnych widocz
na jest wyraźna aktywność FZ. W jądrze podstawnym grzbietowym 
oraz w jądrze korowym słaby odczyn enzymatyczny obserwuje się 
także w pojedynczych neurocytach, podobnie jak w grupie kontrolnej.

A c e t y l o c h o l i n o e s t e r a z a  (AChE). Znaczny spadek lub zanik 
aktywności acetylocholinoesterazy w przebiegu zatrucia p-toluenosul- 
fanilidem etylortęciowym ma miejsce w dużej liczbie neurocytów oraz 
w neuropilu jąder zespołu korowo-przyśrodkowego (ryc. 5a i b). Zmia
ny są bardziej nasilone w bocznej części jądra środkowego niż w ją
drze korowym. Natomiast w bocznej części jądra podstàwnego spa
dek aktywności AChE jest znacznie mniejszy i można tu wykazać wy
raźną aktywność AChE zarówno w neurocytach, jak i w neuropilu.

N i e s w o i s t a  c h o l i n o e s t e r a z a  (ChE). Podawanie mieszan
ki U powoduje znaczny spadek aktywności tego enzymu w ścianach 
naczyń krwionośnych ciała migdałowatego. Spadek lub nawet zanik 
aktywności ChE jest szczególnie wyraźny w naczyniach krwionośnych 
jądra środkowego, przyśrodkowego i korowego. W naczyniach krwio
nośnych jądra podstawnego aktywność tego enzymu pozostaje wyraź
na. Utrzymuje się również śladowy odczyn w neuropilu tego jądra.
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Rye.  1. Jądro korow e ciała migdałowatego. N acieki w  ścianie naczynia i  posze
rzenie przestrzeni okołonaczyniowej. Pow. 320 X.

F i g . l .  Cortical nucleus of corpus am ygdaleum . Infiltrations in vessel w all and  
dilatation of perivascular space. X 320.

Rye. 2. Jądro korow e ciała migdałowatego. O bkurczenie neurocytów. Pow. 800 X. 
Fig. 2. Cortical nucleus of carpus amygdaileum. N eurocyte shrinkage. X 800.

Rye.  3. a)  Grupa kontrolna. A ktyw ność T PP azy w  jądrze podstaw no-grzbieto- 
w ym  ciała m igdałowatego. Pow. 320 X. b) Grupa doświadczalna. Znaczny w zrost 
aktyw ności TPPazy zarówno w  neurocytach jak i w  naczyniach w łosow atych.

Pow. 320 X.
Fig. 3. a)  Control group. T PPase activ ity  in the basal-dorsal nucleus of corpus 
am ygdaleum . X 320. b) Experim ental group. Marked increase of T PP ase activ ity  

both in neurocytes and in capillary vessels. X 320.

F o s f a t a z a  k w a ś n a  (FK). W porównaniu z grupą kontrolną 
aktywność fosfatazy kwaśnej po podawaniu p-toluenosulfanilidu ety- 
lortęciowego znacznie spada wre wszystkich zespołach komórkowych 
ciała migdałowatego. Nasilenie tych zmian jest jednak wyraźniejsze
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Ryc. 4. a)  Grupa kontrolna. A ktyw ność NsE w  jądrze podstaw no-grzbietow ym  ciała  
migdałowatego. Pow. 128 X. b) Grupa doświadczalna. Jądro korowe ciała m igda

łow atego. W yraźny spadek ak tyw ności NsE. Pow. 80 X.
Fig. 4. a) Control group. NsE activ ity  in the basal-dorsal nucleus of corpus 
am ygdaleum. X 128. b) E xperim ental group. Cortical nucleus of corpus am ygda-  

leum, marked decrease of NsE activity. X 80.

Ryc. 5. a)  Grupa kontrolna. A ktyw ność AChE w  części grzbietowej ciała m i
gdałowatego. Pow. 27 X . b) Grupa doświadczalna. Po podawaniu p-toluenosul- 

fanilidu etylortęciow ego widoczny jest spadek aktyw ności AChE. Pow. 27 X.
Fig. 5. a)  Control group. AChE activ ity  in  the dorsal part of corpus am ygda
leum. X 27. b) Experim ental group. D ecrease of AChE activ ity  after adm inistra

tion o f  ethylm ercury p-toluenosulphanilide. X 27.

w neurocytach jąder zespołu podstawno-bocznego (rye. 6a i b) w po
równaniu z jądrami zespołu korowo-przyśrodkowego.

A d e n o z y n o t r ó j f o s f a t a z a  (ATPaza). W stanach prawidło
wych aktywność ATPazy występuje przede wszystkim w ścianach na
czyń krwionośnych oraz w przynaczyniowych wypustkach astrogleju.
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Ryc. 6. a) Grupa kontrolna. A ktywność FK w  neurocytach jądra podstawno- 
-brzusznego ciała migdałowatego. Pow. 320 X. b) Grupa doświadczalna. Znaczny 
spadek aktyw ności enzymatycznej w  neurocytach tego sam ego jądra. Pow. 320 X.

Fig.  6. a) Control group. FK activ ity  in neurocytes of the basal-ventral nucleus 
ol corpus am ygdaleum. X 320. b) E xperim ental group. Marked decrease of enzy

m e activity in neurocytes of the sam e nucleus. X 320.

Rye.  7. a)  Grupa kontrolna. A ktywność A T P -azy w  jądrze podstawno-brzusznym  
ciała migdałowatego. Żywy odczyn w  naczyniach w łosow atych  i wT gleju około- 
naczyniowym . Pow. 128 X. b) Grupa doświadczalna. Zanik aktyw ności A TP-azy  
w  przynaczyniowych w ypustkach astrogleju i osłabienie odczynu w  ścianach  
naczyń w łosow atych. Pojaw ia się słaba dyfuzyjna reakcja enzym atyczna w  cyto-  

plazm ie neurocytów. Pow. 128 X.

Fig. 7. a) Control group. A TPase activity in the  basal-ventral nucleus of corpus 
am ygdaleum. Strong reaction in capillary vessels and perivascular glia. X 128.
b) Experim ental group. Disappearance of A T P ase activ ity  in the perivascular
astrocytic processes and w eakening of the  reaction  in  the capillary w alls. Weak

diffuse enzym atic reaction in  th e  neurocytes cytoplasm. X 128.
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W przebiegu omawianego doświadczalnego zatrucia p-toluenosulfanili- 
dem etylortęciowym dochodzi do wyraźnego obniżenia aktywności 
ATPazy w naczyniach włosowatych przy dobrze zachowanym odczy
nie w naczyniach przedwłosowatych i małych tętniczkach (ryc. 7a i b). 
Zwraca także uwagę całkowity zanik aktywności ATPazy w przynaczy- 
niowych wypustkach astrogleju oraz często pojawienie się dyfuzyjne
go odczynu dla ATPazy w neurocytach. Zmiany te mają charakter 
uogólniony i obejmują wszystkie jądra ciała migdałowatego.

OMÓWIENIE

Coraz powszechniejsze stosowanie związków organicznych rtęci jako 
środków ochrony roślin stwarza możliwość niekorzystnego oddziały
wania ich na populację ludzi, zwierząt i roślin. Przypadki sporadycz
nych i masowych zatruć pestycydami wywołały żywe zainteresowanie 
mechanizmem toksycznego działania różnych związków rtęci o takich 
właściwościach (Bidstrup 1964; Garman i wsp. 1975).

Przedstawione badania histoenzymatyczne potwierdzają złożony i róż
norodny charakter zmian występujących w obrębie ciała migdałowa
tego w następstwie toksycznego działania p-toluenosulfanilidu etylo- 
rtęciowego.

Ware i wsp. (1974) w badaniach wykonywanych na szczurach za
truwanych akilowymi związkami rtęci zaobserwowali przechodzenie 
albuminy znakowanej błękitem toluidyny ze światła naczyń krwio
nośnych do tkanki nerwowej. Zmiany aktywności histoenzymatycznej 
zaobserwowane na obszarze ciała migdałowatego po podawaniu mie
szanki U mogą świadczyć o dysfunkcji błon biologicznych. Przema
wia za tym spadek aktywności nieswoistej cholinoesterazy, ade- 
nozynotrójfosfatazy, fosfatazy kwaśnej i zasadowej. Według badań 
elektronowo-mikroskopowych Joó i Varkonyi (1969) oraz badań histo- 
enzymatycznych (Kozik, Szczech 1977) cholinoesteraza nieswoista jest 
ściśle związana z błoną podstawną naczyń krwionośnych. Natomiast 
produkty reakcji na aktywność adenozynotrójfosfatazy i fosfatazy za
sadowej związane są ze strukturami błoniastymi komórek tkanki ner
wowej (Vorbrodt 1975).

Godne podkreślenia wydaje się spostrzeżenie, że spadek aktywności 
wymienionych enzymów jest wyraźniejszy niż zmiany aktywności fos
fatazy kwaśnej i nieswoistej esterazy, enzymów związanych ze s truk
turami śródplazmatycznymi. Może to przemawiać za większym i wcze
śniejszym uszkodzeniem struktur błoniastych w porównaniu z uszko
dzeniem struktur śródplazmatycznych. Spadek aktywności acetylocho- 
linoesterazy być może spowodowany jest inaktywacją enzymu, a być
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może upośledzeniem jego syntezy w następstwie uszkodzenia s truktur 
zakończeń synaptycznych. Z pracy Grottela i Kozika (1977) wynika, że 
niektóre związki rtęci powodują uszkodzenie zakończeń presynaptycz- 
nych. Być może właściwości takie przejawia również p-toluenosulfa- 
nilid etylortęciowy.

Osobnym zagadnieniem wynikającym z przedstawionego materiału 
jest topografia zmian na obszarze ciała migdałowatego i ewentualne 
korelacje neurofizjologiczne. W zatruciu sublimatem (Kozik i wsp. 
1977a), kalomelem (Kozik i wsp. 1977b) i niektórymi pestycydami r tę 
ciowymi (Kozik, Wigowska-Sowińska w druku), obserwowano spadek 
łaknienia i obniżenie ciężaru ciała zwierząt, podczas gdy w zatruciu 
p-toluenosulfanilidem etylortęciowym stan somatyczny szczurów na 
ogół był dobry, a w szczególności nie stwierdzano utra ty  łaknienia
i spadku ciężaru ciała. Zjawisko to nie jest łatwe do wyjaśnienia, mo
że jednak wskazywać na zróżnicowaną wrażliwość poszczególnych oko
lic mózgu na działanie określonych związków chemicznych.

W nawiązaniu do prac neurofizjologicznych (Fonberg 1974) warto 
wspomnieć, że ciało migdałowate, a zwłaszcza jego część grzbietowo- 
-boczną określa się mianem „korowego centrum sytości” . W przepro
wadzonych badaniach największe zmiany histoenzymatyczne i histopa
tologiczne występowały w jądrach grupy korowo-przyśrodkowej, zlo
kalizowanej przypodstawnie i przyśrodkowo na obszarze ciała migdało
watego. W korelacji z takim obrazem morfologicznym i histoenzyma- 
tycznym można by się spodziewać, że efekt neurofizjologiczny w za
truciu p-toluenosulfanilidem etylortęciowym będzie wywołany przewa
gą bodźców płynących z zachowanej, boczno-podstawnej części ciała 
migdałowatego. Powinno to spowodować brak łaknienia i w konsek
wencji spadek ciężaru ciała zwierząt doświadczalnych. Sytuacji takiej 
jednak nie było. Być może zatem, mimo większego uszkodzenia koro
wo-przyśrodkowej grupy jąder, zachowane tutaj jeszcze neurony kom
pensowały czynnościowo ,,uczucie głodu” i dlatego nie obserwowano 
spadku ciężaru ciała badanych zwierząt. Aczkolwiek rozważania te ma
ją charakter hipotetyczny, to jednak wydaje się, że warto o nich wspom
nieć na marginesie zmian morfologicznych i histoenzymatycznych ob
serwowanych w ciele migdałowatym po zatruciu p-toluenosulfanilidem 
etylortęciowym.

WNIOSKI

1) Dożołądkowe podawanie p-toluenosulfanilidu etylortęciowego pro
wadzi do szeregu zmian morfologicznych i histoenzymatycznych w obrę
bie ciała migdałowatego szczura.
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2) Zmiany morfologiczne polegają na obrzęku i rozplemie śródbłon- 
ków i na zwyrodnieniu szeregu neuronów. Stopień zmian morfologicz
nych jest większy w jądrach zespołu korowo-przyśrodkowego niż w ją
drach zespołu podstawno-bocznego ciała migdałowatego.

3) Zmiany histoenzymatyczne polegają na spadku aktywności NsE, 
FZ, FK, AChE, ChE i równoczesnym wzroście aktywności TPPazy. 
Większy stopień tych zmian ma miejsce również w jądrach zespołu ko
rowo-przyśrodkowego w porównaniu z jądrami zespołu podstawno-bo
cznego ciała migdałowatego.

4) Zróżnicowanie zmian morfologicznych i histoenzymatycznych po
między zespołem jąder korowo-przyśrodkowym i podstawno-bocznym 
nie powoduje w tych warunkach doświadczalnych efektów fizjologi
cznych w postaci zaburzeń łaknienia.

Ю. Ш чех

АКТИВНОСТЬ ФОСФАТАЗ И ЭСТЕРАЗ В МИНДАЛЕВИДНОМ ЯДРЕ КРЫСЫ  
ВСЛЕДСТВИЕ ИНТОКСИКАЦИИ ЭТИЛОРТУТНЫМ  

ПАРА-ТОЛУОЛСУЛЬФАНИЛИДОМ
Р е з ю м е

Этилортутный пара-толуолсульфанилид употребляется в сельском хозяйстве  
как средство защиты растений. Отравление этим соединением вызывает м. пр. 
расстройство аппетита. Для лучшего выяснения патомеханизма этого явления 
автор решил проследить изменения энзиматической активности в миндалевид
ном ядре крысы.

Исследования проводились на 26 крысах племени Вистар, которым это соеди
нение подавалось дожелудочно по 0,2 г в течение 10 дней. Затем животных 
умерщвляли в эфирном наркозе, брали образцы мозга, фиксировали их 16 часов 
в ж идкости Бекера в температуре 4°С, а затем на замороженных отрезках  
производили гистоэнзиматические реакции для исследования активности неко
торых ф осф атаз и эстераз.

В проведенных исследованиях наблюдались изменения активности ряда 
энзимов в отдельных комплексах миндалевидных ядер. Эти изменения состояли, 
главным образом, в снижении энзиматической активности в кортико-медиаль- 
ных ядрах по сравнению с базально-латеральными ядрами.

Подчеркивается особенная чувствительность отдельных миндалевидных ядер  
к этилортутным пара-толуолсульфанилидам, что может быть одним из элемен
тов выяснения патогенеза расстройства аппетита, наблюдаемого при данной 
интоксикации.

J. Szczech

THE ACTIVITY OF PHOSPHATASES AND ESTERASES IN CORPUS 
AM YGDALEUS OF THE RAT FOLLOWING INTOXICATION  

WITH ETHYLMERCURY P-TOLUENESULPHOANILIDE  
S u m m a r y

Ethylm ercury p^toluenesulphoanilide is being used in agriculture for plant 
protection. Intoxications w ith this compound cause among others disturbances
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of appetite. In order to elucidate the pathom echanism  of these disturbances, the  
changes of the enzymes activities in corpus am ygdaleus w ere  measured.

The studies w ere perform ed on 26 Wistar rats, w hich w ere  g iven  the  com 
pound intragastrically for 10 consecutive days in 0.2 g doses. The rats w ere  
sacrificed under ether anesthesia, the brains w ere collected and fixed  in B aker’s 
solution for 16 h at 4°C. Thereafter frozen slices w ere  prepared and subjected  
to histoenzym atic reactions for a number of phosphatases and esterases.

The studies revealed changes in a number of enzym e activ ities in the parti
cular nuclei of corpus am ygdaleus. The changes m ostly consisted in  th e  d e
creased activity in the group of cortical-param edial nuclei as compared to  the  
group of basal-lateral nuclei.

The high sensitiv ity  of the particular groups of corpus am ygdaleus n u cle i to 
ethylm ercury p-toluenesulphoanilide is emphasized in  v iew  of their re lation  to  
the pathogenesis of the disturbances of appetite observed during intoxication.
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c.d. ze str. 70

Sim on i Werner z Monachium om ów ili w pływ  prom ieniow ania jonizującego  
w  dawce 300 r, 24 godz. przed zakażeniem , na 'rozwój doświadczalnego w iru so
w ego zapalenia mózgu i rdzenia, w ykazując, że w tych w arunkach dochodzi do 
opóźnienia i zaburzenia antyw irusow ych reakcji im m unologicznych. Jellinger 
i wsp. (Wiedeń) w ysunęli, w  oparciu o analizę morfologiczną n ietypow ego zapa
lenia mózgu, w ykazującego m orfologiczne podobieństwo do zw yrodnień układo
w ych  móżdżku i pnia mózgu, przypuszczenie, że zapalne zw yrodnienie uk łado
w e  ośrodkow ego układu nerwowego może być w yrazem  defektu im m unologicz
nego. W sesji tej Dąmbs'ka i  wsp. (Warszawa) przedstawili referat na tem at pa
tomorfologu gruźliczego zapalenia opon i mózgu u niedojrzałych królików. A utor
ki stw ierdziły, że natężenie reakcji zapalnej w  mózgu oraz charakter nacieków  
komórkowych są w  tym  modelu dośw iadczalnym  zależne nie tylko od dawki w pro
w adzonych prątków , a le  także od w ieku zakażonego zwierzęcia.

Rothemund i wsp. (Monachium i Hannover) opisali interesujący przypadek za
palenia mózgu u dziecka z rzadkim zespołem  niedoboru przeciwciał (obniżenie 
poziomu im m unoglobulin  IgA, IgG i IgM) oraz obniżenie liczby lim focytów  T, 
przy w zroście liczby lim focytów  B. Bardzo w ażne zagadnienie dojrzewania uk ła
du im m unologicznego om ówiły w  sw oim  referacie Stoltenburg-Didinger i wsp. 
(Berlin), w ykazując na podstawie analizy obrazu m orfologicznego reakcji zapal
nych w  ośrodkow ym  układzie nerwowym , że w ew nątrzm aciczne zakażenie płodu 
stym uluje syn tezę  immunoglobulin.

Kilka doniesień zjazdowych dotyczyło zjaw isk im m unologicznych w  choro
bach dem ielinizacyjnyöh. Meyermann i w sp. (Getynga li Würzburg) w ykazali w spo
sób przekonujący, że zakażenie w irusem  korona IHM stanowi dobry m odel do 
badań dem ielinizacji uwarunkowanej zakażeniem  w irusowym . Koastner i wsp. 
(Columbus) przedstawili dobrze udokum entowane dane świadczące, że w strzyk
nięcie  sw oistych  przeciwciał antym ielinow ych może prowadzić do demielinizacji, 
co stawia w  now ym  św ietle  od dawna dyskutow any problem roli przeciwciał krą
żących w rozw oju demielinizacji. W einrauder i wsp. (Warszawa) om ów ili w yniki 
badań na tem at sw oistych  antygenów  glejow ych, udowadniając, że komórki g le 
jow e hodow ane in vi tro  są w  stanie produkować te antygeny. Wender i wsp. 
(Poznań) przedstaw ili badania dotyczące znaczenia reakcji blastycznej w  w ęzłach  
chłonnych dla rozwoju alergicznego zapalenia mózgu i rdzenia. W dwóch donie
sieniach, jednym  bardziej optym istycznym  (Lassmann i wsp. Wiedeń, N ow y Jork) 
i drugim bardziej ostrożnym (Cuypers i Roggendorf Berlin) omówiono znaczenie 
przew lekłego, przebiegającego rzutami alergicznego zapalenia mózgu i rdzenia, 
ja'ko m odelu doświadczalnego stwardnienia rozsianego. Gonearzewicz (Poznań) 
przedstawił badania ultrastrukturalne m ateriału  autopsyjnego od chorych na 
stw ardnienie rozsiane, a Kozik i  Wender (Poznań) badania histochem iczne przy
padków podostrego zapalenia mózgu i rdzenia.

Drugi g łów n y tem at zjazdu — neuropatologia doświadczalna — dotyczył sze
rokiego kręgu zagadnień, które tylko z dużym  trudem można ująć w grupy. Z prac 
pośw ięcanych niedokrwieniu mózgu na uw agę zasługuje doniesienie przedstawio
ne przez Łazarewicza i  wsp. (Warszawa), w  którym w ysunął on, w  oparciu o ba
dania w ykonane na chomiku mongolskim, tezę, że degradacja fosfolipidów  w  sy -  
naptosomach odgrywa istotną rolę w  m echanizm ie uszkodzenia mózgu w  ische-

c.d. na str. 120
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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 L5 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 Ce—Thi 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

http://rcin.org.pl



84 J. Rafałowska Nr 1

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 C8 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 C8 segment and in 
the Thi segment of the spinal cord, and is situated dorsally from the 
group of cells which extends from the C6 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 C8 and 
segment Thi were taken for further studies.

Each paraffin block of the segments C8—Thj was cut serially into 
±10 urn 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 retroposterolateral and anteromedial groups were se
parated. In 2 cases of the group of children (N3, N4) the measurement 
w7as 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. N um ber of motor cells of right and left retroposterolateral nucleus in
groups II, III and IV.

Rye. 1. Liczba komórek ruchowych prawego i lew ego jądra 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 
am) up to the age of 15—58 years (53.23 ц т )  and then their fall with 
ageing (49.39 м -m). 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 м - т  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 urn.

« Prawe jq d ro  za ty lno  -  boczne  
Right retroposterolatera l nuc leus

5 0 0  о •  Lew e jqdro  z a ty ln o - b o c z n e
Lett  re tro p o s te ro la te ra l  n u c le u s

4 5 0 -
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Table 1. Mean number of cells with visible nuclei and nucleoli per one section in age groups 

Tabela 1. Średnia liczba komórek z widocznym jądrem i jąderkiem w grupach wieku (na 1 skra
wek)

Left retroposterolateral 
nucleus 

Lewe jądro zatyIno-boczne

Internal
portion Total

Wewnętrzna Razem
część

II
II I
IV

0 ,7 7 ± 0 ,8 7
0 ,6 8 ± 0 ,8 6
0 ,5 5 ± 0 ,7 8

3,01 ± 2 ,0 2  
2,06 ±  1,58 
1 ,18±1,17

3 ,7 8 ± 2 ,4 3
2 ,7 5 ± 1 ,9 3
1 ,74±1 ,49

0 ,6 7 ± 0 ,8 5
0 ,6 5 ± 0 ,8 7
0 ,46±0 ,71

2,68 ± 1 ,8 4  
2 ,2 3 ± J ,6 4  
1 ,1 4 ±  1,08

3 ,3 5 ± 2 ,2 1  
2 ,8 8 ± 2 ,2 0  
1,61 ± 1 ,3 7

L 
gr

ou
ps

ię
dz

y I I —
III  p > 0 ,0 5 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1 p > 0 ,0 5 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1

к 3 ® S£
.2

®
• °  О  
® u gr

up
am

i

I I—
IV  p < 0 ,0 2 p< 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1

о  <3 
?  0  
2  8  

£  ° 11—  p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1 p < 0 ,0 0 1

Q IV

Groups
Grupy

Right retropostei daterai  
nucleus 

Prawe jądro zatylno-boczne

External
portion

Zewnętrzna
część

Internal
portion

Wewnętrzna
część

External 
Total portion 

Razem Zewnętrzna 
część

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. Średnia liczba komórek z widocznym jądrem i jąderkiem po prawej i lewej stronie
rdzenia kręgowego

Case
Przypadek

Number of cells with visible nucleoli 
Liczba komórek z jąderkami 

Right side Left side 
Strona prawa Strona lewa

Difference between right 
and left side 

Różnica między prawą 
i lewą stroną

N 1 4 ,0 3 ± 2 ,3 3 4,21 ± 1 ,9 8 p >  0,05
N  3 3 ,65± 2 ,28 4 ,0 7 ± 2 ,1 0 p > 0 ,0 5
N  4 5 ,0 0 ± 2 ,4 8 4 ,1 2 ± 2 ,1 3 p < 0 ,0 1

N  2 3 ,0 8 ± 2 ,3 0 2 ,2 8 ± 2 ,0 0 p < 0 ,0 1

N  8 3 ,46± 2 ,35 3,01 ± 2 ,0 2 p > 0 ,0 5
N  6 3,51 ± 2 ,3 7 2 ,4 6 ± 2 ,1 1 p< 0 ,0 0 1

108/72 2 ,65± 2 ,03 3 ,1 6 ± 2 ,0 9 p > 0 ,0 5
104/74 3 ,35±1 ,75 3,06 ± 1 ,8 5 p > 0 ,0 5

54/71 2 ,54±1,71 2 ,9 7 ± 3 ,0 7 p > 0 ,0 5
N  7 2,11 i  1,65 2 ,0 4 ±  1,61 p > 0 ,0 5

117/71 3 ,56±2 ,41 4 ,1 5 ± 2 ,0 5 p > 0 ,0 5
39/74 2 ,29± 1 ,46 1 ,9 2 ±  1,46 p >  0,05

40/74 1 ,46±1,29 0 ,89±0 ,91 p < 0 ,0 0 1

89/71 2 ,3 5 ±  1,67 2 ,1 4 ±  1,46 p > 0 ,0 5
46/73 1,44±1,41 1 ,72±1 ,36 p > 0 ,0 5

106/71 1 ,68±1 ,24 1 ,3 6 ±  1,15 p > 0 ,0 5
61/73 1,69 ±  1,56 1 ,4 4 ±  1,26 p > 0 ,0 5

161/72 2 ,0 6 ± 2 ,0 9 ± p >  0,005
13/72 1,73±1 ,55 1 ,48±1,31 p > 0 ,0 5
52/73 1 ,5 5 ±  1,36 1,76 ± 1 ,5 0 p > 0 ,0 5

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 o f  cells in examined cases (in micrometers)

Tabela 3. Średnie wartości wielkości długiej osi komórek dla poszczególnych przypadków (w mi
krometrach)

Case no 
Nr 

przypadku

Age
Wiek

Mean value SD  
Średnia wielkość 

SD

Case no 
Nr

przypadku

Age in years 
Wiek 

w  latach

Mean value SD  
Średnia wielkość 

SD

E 1 17 weeks
tyg-

25,91 ± 3 ,4 6 108/72 15 53 ,16 ± 8 ,4 3

E 8 18 weeks
tyg-

29 ,71±4,41 104/74 24 53,5 8 ±  15,84

E 2/74 20 weeks
tyg-

2 9 ,66±3 ,93 54/74 37 54 ,2 5 ±  11,33

E 4/74 25 weeks
tyg-

33 ,62 ± 4 ,4 9

E 10 27 weeks
tyg.

32 ,62 ± 6 ,4 2 117/71 49 54,3 8 ±  11,24

E 5/74 34 weeks
tyg-

42 ,9 6 ± 6 ,9 5 39/74 58 53 ,33 ± 8 ,1 3

N  1 day  
1 dzień

49,41 ± 8 ,7 6 40/74 72 48 ,63±8 ,41

N  3 

N 4

10 days 
dni

1 month  
mies.

43 ,00 ± 6 ,9 5

4 4 ,4 0 ± 9 ,4 5

46/73

89/71

106/71

80

80

83

4 8 ,6 0 ± 9 ,4 7  

46,81 ±  7,77 

48,72 ± 9 ,3 0

N  2 3 months 
mies.

47,06 ± 8 ,0 3 61/73 86 48 ,88±12 ,03

N  8 8 months 
mies.

49 ,12±8 ,91 161/72 87 52,0 6 ±  10,49

N  6 3 years 
lata

46 ,0 5 ± 8 ,7 7 13/72
52/73

88
93

51 ,80±11 ,74
4 9 ,68 ± 8 ,6 2

E —  embryo cases 
płody

N  —  newborns or neonates
nowoiodki lub niemowlęta
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Table  4. Mean length of long axis of cells in different age group (in micrometers) 
Tabela 4. Średnia w ielkość długiej osi komórek w  poszczególnych grupach w ieku

(w mikrometrach)

Groups Mean length
Grupy Średnia wielkość Difference between groups 

Ocena różnic m iędzy grupami
I 32 ,41 ± 7 ,3 8  

n =  600 I—II  
II—III

p < 0 ,0 0 1
p < 0 ,0 0 1

II 4 5 ,80±8 ,76  
n —800

III—IV p < 0 ,0 0 1

III 63,23 ±  11,05 
n = 6 0 0

IV 49 ,39±10 ,05
n =  800

%

50

40

30

20

10

0
21 a 4Г5Т

Grupa
Group

mW 61'21 31 41 
»— - G rupa III 

Group III

JJL-W '41 '51 6171
• G rupa IV 

Group IV

I  31 41 51 61 71 
■—  G rupa I — i 

Group I

Fig. 2. Percentage distribution of the length of long ax is  of cells according to
the a g e  groups.

Rye. 2. Rozkład odsetkowy wielkości długiej osi komórek w g  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 (Rafałowska, 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 
III (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 C8—Thx 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) 
m 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 
of upper limbs in 10 human fetuses revealed the predominance of
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Fig. 3. Retroposterolateral group of motor cells. K liiver-Barrera, X 270. A. Case 
Ei, 16— 17 week, Thi. B. Case E2, 20th w eek , Thi. C. Case Ею, 27th week, C8.

D. Case E5, 34th week, C8.
Rye. 3. Grupa zatylno-boczna komórek ruchowym. Klüver-Barrera. Pow. 270 X. 
A. Przyp. Ei, 16— 17 tyg., Thi. В. Przyp. E2, 20 tyg., Thi. C. Przyp. Ею, 27 tyg.,

C8. D. Przyp. E5, 34 tyg. C8.

muscles on the right side (Pandę, 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. R afałow ska

W YBRANE PROBLEMY ROZWOJU I STARZENIA SIĘ U K ŁAD U  NERWOWEGO

III. Komórka ruchowa przedniego rogu rdzenia kręgow ego w  różnych okresach
życia

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

W miarę dojrzewania zwiększa się w ielkość ikomórki ruchow ej rogu przed
niego. U płodów jest ona najmniejsza (średnia w ielkość 32,41 іцт), w irasta s to 
pniowo w  w iek u  dziecięcym (średnia w ielkość 45,80 |ят), największą w artość  
osiąga u osobników  m łodych i w  w iek u  średnim  (52,23 ц т ) .  W w ieku starczym  
w ielkość komórki zmniejsza się (średnia w ie lkość  49,39 ц т ) .  Różnica w ielkości 
pomiędzy grupam i jest statystycznie znamienna. N ajw iększą liczbę komórek  
w  jądrze nerw u łokciowego stwierdza się w  grupie przypadków ćziecięcych. 
W miarę w iek u  liczba ta zmniejsza siię w  związku ze  w zrostem  komórek i spad
kiem ich gęstości. Najmniejszą liczbę komórek znaleziono w  grupie przypadków  
starczych. Różnica pomiędzy liczbą komórek w  grupie przypadków  starczych  
i grupą w ieku  15— 58 lat jest statystycznie znamienna. W grupie przypadków  
starczych stwierdza się statystycznie znam ienny spadek liczby kom órek ruchowych  
w  jądrze nerw u łokciowego oraz zm niejszenie się ich w ielkości. W 12 przypad
kach na 20 badanych stwierdzono w iększą liczbę komórek ruchow ych w  jądrze  
nerw u łokciow ego po stronie prawej; wśród nich w  4-ch przypadkach różnica 
była statystyczn ie znamienna.

Я. Рафаловска

ИЗБРАННЫ Е ПРОБЛЕМЫ РАЗВИ ТИЯ И СТАРЕНИЯ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

III. Двигательная клетка переднего рога спинного мозга в разны х периодах
ж изни

Р е з ю м е

По мере зрелости возрастает величина двигательной клетки переднего рога. 
У плодов она меньше всего (средняя величина 32,4 им), затем постепенно возра
стает в детском возрасте (средняя величина 45,80 цм), а самый большой показатель  
роста достигает у лиц в юношеском и среднем возрасте (52,23 ]дм). В старческом 
возрасте величина клетки уменьшается (средняя величина 49,39 цм). Разница  
величины м еж ду  отдельными группами статистически знаменательна. Самое 
большое количество клеток в ядре локтевого нерва наблюдается в группе лиц 
детского возраста. По мере созревания это количество уменьшается в связи 
с ростом клеток и сокращением их густоты. Самое небольш ое количество 
клеток констатировалось в группе лиц в старческом возрасте.

Разница м еж д у  количеством клеток у старых людей и в группе лкцей в воз
расте 15— 58 лет статистически знаменательна. В группе престарелых наблю
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дается статистически знаменательное сокращение количества двигательных кл е
ток в ядре локтевого нерва и уменьш ение их величины.

В 12 случаях на 20 исследованных наблюдалось большее количество двига
тельных клеток в ядре локтевого нерва с правой стороны, среди них в 4-х  
случаях разница была статистически знаменательна.
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ALEKSANDRA KRYGIER-STOJAŁOW SKA, JERZY KULCZYCKI, 
MIROSŁAW MADEJ, PRZEMYSŁAW NOWACKI, KRYSTYNA HONCZARENKO

ZMIANY ILOŚCIOWE DNA I BIAŁEK ZASADOWYCH 
(HISTONÓW) W JĄDRACH KOMÓREK NERWOWYCH

I GLEJOWYCH MÓZGOWIA SZCZURÓW W RÓŻNYM WIEKU *

P racownia Patologii Komórki Zakładu Anatomii Patologicznej 
Instytutu Biostruktury Pomorskiej A kadem ii Medycznej, Szczecin  

K ierownik Pracowni: prof, dr A. K rygier-Stojałow ska  
Pracownia Neuropa to logii K liniki Neurologicznej Instytutu Chorób Układu  

N erwow ego i Narządów Zm ysłów Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin  
Kierownik Pracowni: doc. dr J. Kulczycki

W ostatnich latach coraz częściej pojawiają się doniesienia o wystę
powaniu poliploidalnej ilości DNA w jądrach komórek różnych narzą
dów ludzi i zwierząt. W poprzednich etapach naszej pracy (Krygier- 
-Stojałowska i wsp. 1977; Kulczycki i wsp. 1979) udało nam się wy
kazać występowanie hiperdiploidalnych ilości DNA w jądrach neuro
nów mózgu człowieka. Stwierdziliśmy, że zjawisko to ma charakter 
fizjologiczny i narasta wraz z wiekiem. Interpretacja tego zjawiska jest 
trudna. Niektóre dane zdają się wskazywać, że wzrastanie ilości DNA 
idzie w parze ze zwiększonym obciążeniem funkcjonalnym neuronów, 
nie jest jednak wykluczone, że zjawisko to jest wynikiem pozostawa
nia na terenie jąder resztek uszkodzonej i nie usuniętej z nich chro- 
matyny.

Pewne światło na to zagadnienie mogłoby rzucić jednoczesne bada
nie ilościowe białek zasadowych (histonów) związanych z DNA i peł
niących wobec niego funkcję represyjną (Myśliwski 1974). Założenie 
to stało się podstawą obecnych badań na materiale zwierzęcym.

MATERIAŁ I METODY

Do badania pobierano mózgi szczurów rasy Wistar obu płci, w na
stępującym wieku: 1 dzień, 30, 42, 50, 165 i 300 dni po 2 zwierzęta 
oraz 510, 730, 900 i 1140 dni po 1 zwierzęciu.

* Praca wykonana w  ramach planu w ęzłow ego Nr 10.4.2.02.1.4. 
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 7
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Do badań cytochemicznych użyto materiału z kory zakrętu hipo- 
kampa i pnia mózgu. Materiał natychmiast po pobraniu homogenizo
wano ręcznie i przygotowywano do barwienia według metody uprzed
nio opisanej (Krygier-Stojałowska i wsp. 1977). Do ilościowych badań 
DNA preparaty barwiono metodą Feulgena przy użyciu pararozani- 
liny, zawartość histonów oceniano w preparatach przygotowanych we
dług metody Alferta i Geshwinda (1953) w następującej modyfikacji 
(Krygier-Stojałowska, w druku): Po hydrolizowaniu preparatów przez 
15 min. w 5% wodnym roztworze kwasu trójchlorooctowego przepłu- 
kowano je wodnym roztworem alkoholu metylowego, z dodatkiem 
0,1 NaOH w celu doprowadzenia do pH 8,0. Następnie preparaty bar
wiono roztworem błękitu brylantowego Commassie G-250). (0,25 G 
barwnika na 100 ml roztworu użytego do przepłukiwania preparatów). 
Po barwieniu płukano preparaty w tym samym roztworze aż do spły
nięcia niezwiązanego barwnika. Po przemyciu wodą destylowaną pre
paraty odwadniano i zamykano w balsamie. Pomiarów ilościowych 
DNA i histonów w jądrach neuronów oraz komórek astro- i oligoden- 
drogleju dokonywano przy odpowiednich długościach fali, w mikro- 
densytometrze integrującym f-my Barr and Stroud (Glasgow).

Po pobraniu materiału do badania cytochemicznego mózgi w cało
ści utrwalano w formalinie i zatapiano w parafinie. Skrawano je w pła
szczyźnie czołowej. Preparaty barwiono hematoksyliną-eozyną oraz fio
letem krezylu.

WYNIKI 

Obraz neuropatologiczny

Mózgi wszystkich badanych zwierząt nie wykazywały morfologicznych 
odchyleń od normy. Nie stwierdzono też żadnych cech typowych dla in- 
wolucji tkanki nerwowej (lipofuscyna, zmiany zanikowe, zmiany barw
nikowe gleju, inne zmiany starcze).

Ilościowe badania cytochemiczne 
Zmiany w chromatynie jądrowej w zależności od wieku

Badając wrażliwość chromatyny jądrowej komórek glejowych i ner
wowych na kwaśną hydrolizę stwierdziliśmy, że w obu tych rodzajach 
komórek była ona podobna. W przypadku szczura 1-dniowego, zarówno 
neurony jak i komórki glejowe wykazywały największą wrażliwość, 
uzyskując już po 5 minutach silne zabarwienie w preparatach przygo
towanych metodą Feulgena. Szczyt wrażliwości komórek w tym przy
padku wystąpił po 8 min. hydrolizy kwaśnej. Natomiast już w przy
padku szczurów 30- i 42-dniowych dało się zauważyć słabsze narasta
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nie krzywych wrażliwości, które osiągały swój szczyt po 11 min. hy
drolizy kwaśnej. Dotyczy to głównie neuronów kory zakrętu hipokam- 
pa, natomiast w przypadkach neuronów pnia mózgu wartości szczyto
we dla 11 min. hydrolizy znacznie różniły się od wartości osiągniętych 
po 8 min. hydrolizy kwaśnej. U szczurów starszych, w wieku 165, 300, 
730, 900 i 1140 dni, krzywe wrażliwości wykazywały szczyt również 
po 11 min. hydrolizy kwaśnej, lecz ponadto wykazywały drugi, mniej
szy szczyt po 14 lub 17 min. hydrolizy. Podkreślić należy, że z wy
jątkiem szczura 1-dniowego nasilenie reakcji Feulgena we wszystkich 
zastosowanych czasach hydrolizy kwaśnej jest wyraźnie wyższe w neu
ronach kory zakrętu hipokampa niż w neuronach pnia mózgu, a w tych 
z kolei tylko nieznacznie wyższe niż w komórkach glejowych (rye. 1,
2 i 3).

N e u r o n y  kory A m o n a  
A m m o n  c o r te x  ne urons

N e u ro n y  pn ia  m ózgu  
B ra in  s te m  ne urons

 A s t r o g l e j
A s t r o g l  ia

Nr 1 w ie k :  1 dz ień O lig o d e n c lro g le j
O l ig o d e n d r o g l ia

35

30

25

20

15

10

-----1---------- ‘----------- 1-------- 1----------- 1---------- 1___________i_________

2 5 8 11 U 17 20 min.
C zas  h y d ro l iz y  
H y d r o ly s is  t im e

Ryc.  1. Krzywa hydrolizy chromatyny kom órek mózgu szczura 1-dniowego.
Fig. 1. Hydrolysis curve of brain chromatin, 1-day rat.

Zawartość DNA w neuronach i komórkach glejowych

Ilość DNA w komórkach nerwowych szczura 1-dniowego odpowiada 
w zasadzie ilości DNA w komórkach glejowych (ryc. 4). Tylko niezna
cznie wyższe wartości uzyskano w komórkach pnia mózgu w porów
naniu z neuronami kory zakrętu hipokampa i komórkami glejowymi.

W miarę wzrostu wieku szczurów ilość DNA w neuronach zakrętu 
hipokampa stopniowo narasta. Wzrost ten jest już wyraźnie widoczny 
w przypadkach szczurów 42- i 50-dniowych (ryc. 5). Ilość DNA w neu-
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N r 3  w i e k :  U2 dni  
J R. age  : £2 d a y s
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Neurony kory  a m o n a ln e j  
A m m o n  cortex  n e u ro n s

• N e u ro n y  p n ia  mózgu. 
B ra in  s te m  n e u r o n s

- A s t r o g l e j  
A s t r o g l i a

• O lig o d e n d ro g le j  
O l ig o d e n d r o g l ia

2 5
C z a s  hydro lizy  
Hydro lys is  t i m e

20 m in .

Rye. 2. Krzywa hydrolizy chromatyny komórek mózgu szczura w  wieku 42 

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

N e u ro n y  Kory a m o n a ln e j  
A m m o n  c ortex  neurons

—  Neurony  pn ia  m ózgu  
Brain s te m  neurons

N r 8 w ie k :  730  dni 
age : 7 3 0  days

 A s t r o g le j
A s t r o g l i a

 O lig o d en d ro g le j
O l ig o d e n d ro g l ia

^  I  X x
30

20 m in .U 175 8 112
C z a s  hydro lizy  
H ydro lys is  t im e

dni.

Rye.  3. Krzywa hydrolizy chrom atyny komórek mózgu szczura w  w ieku 730 dni. 

Fig. 3. Hydrolysis curve of brain chromatin, 730-day rat.
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Ryc. 4. Nukleinogramy DNA komórek mózgu szczura 1-dniowego (diploidalna ilość 
DNA — 2c — wyznaczona została na podstawie wartości uzyskanych w  starszych  
grupach wiekow ych z bardziej stabilną chromatyną). JR — jednostki robocze.
Fig. 4. Nucleinograms of brain DNA, i-d a y  rat (diploidal amount of DNA —  
2c — established basing on the values obtained for older age groups w ith  more 

stable chromatin). .JR — working units.

ronach zakrętu hipokampa może nawet zbliżać się do wartości tetraploi- 
dalnych (ryc. 5 i 6). 

Ilość DNA w neuronach pnia mózgu we wszystkich przypadkach jest 
zbliżona do ilości DNA astrogleju, lecz zawsze większa niż oligodendro- 
gleju, przy czym różnica ta jest większa u zwierząt starszych.

i 1 N eurony  ro g u  A m ona
  Ammon c o r tex  n e u ro n s

i------ 1 Neurony pn ia  m ózgu
1------ 1 Bra in  stem n e u ro n s

p~-n  Astrogle j 
1------ 1 Astroglia

r— - 1 O iigodendrogle j  
Oligodendroglia

% jq d e r
nuc le i

i  i  O iigodend rog le j
' '  Dl innrtpnrirnn lm

100100

90

N r 3  wiek 42dm  
age : 42 days

N r3  w iek 42 dn i 
a ge  42 days

V/

4 0  J R.

Rye. 5. Nukleinogramy DNA komórek mózgu szczura w  w ieku  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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Ryc. 6. N uklem ogram y DNA komórek mózgu szczura w  w ieku  730 dni. Oznacze
nia jak na rye. 4.

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

Cytochemiczne badania ilościowe białek zasadowych związanych z DNA

Ilość związanych z DNA białek zasadowych (histonów) narasta w ko
mórkach nerwowych wraz z wiekiem zwierząt (ryc. 7, 8). To samo zja
wisko odnotowaliśmy w jądrach astrogleju. W jądrach oligodendrogleju 
wzrost ten był prawie niezauważalny (ryc. 8, 9). Odnotowaliśmy też róż
nicę pomiędzy narastaniem ilości histonów w neuronach pnia mózgu 
i kory zakrętu hipokampa. Podobnie, jak to miało miejsce z zachowa
niem się ilości DNA w neuronach starszych zwierząt, ilość białek hi- 
stonowych w pierwszej z wymienionych struktur narastała bardziej 
proporcjonalnie w stosunku do wieku. W najstarszych grupach wieko
wych cytochemiczne oznaczenia histonów w neuronach pnia i kory 
hipokampa osiągały zbliżone do siebie, wysokie wartości (ryc. 7, 8).

D YSK USJA

Uzyskane przez nas wyniki wskazują na wyższą zawartość DNA w 
neuronach starych zwierząt, przy czym zjawisko to w stopniu silniej
szym dotyczy neuronów kory hipokampa niż neuronów pnia mózgu. In
teresująco w świetle tego spostrzeżenia wygląda fakt stwierdzenia u 
szczura 1-dniowego występowania odwrotnego stosunku między zawar
tością DNA w obu tych strukturach mózgu. Wykrycie w niektórych ko
mórkach astrogleju hiperdiploidalnych ilości DNA można tłumaczyć 
tym, że komórki te są zdolne do proliferacji.
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Wartość wskaźnika <A 
A index value

Neurony kory amonalnej 
Ammon cortex neurons2.0

1.5

1.0
 DNA
 Histony

Histones0,5
Wiek
AgeNeurony pnia mózgu 

Brain stem neurons2,0

1.5

1.0

0.5
Wiek
Age1 30 U 2 5 0 165 30 0 520 730 9 0 0 1U0

Rye. 7. K rzyw e przedstawiające zmiany ilości DNA i histonów w  jądrach n eu 
ronów w  zależności od w ieku szczurów. Wskaźnik jest ilorazem średniej aryt
metycznej wartości pomiarów ilości histonów (DNA) w  grupie badanych komórek  
przez średnią arytmetyczną wartości pomiarów ilości histonów (DNA) komórek  

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 m ean of the values obtained for histones (DNA) in the exam ined group 

of cells to that measured for oligodendroglia of the oldest case.

Г— I O ligodendrogle;
O ligodendroglia

r 1 Astroglej
l“- “ J Astroglia

r—— i Neurony pnia mózgu  
— 1 Brain stem neurons  

■ i Neurony kory am onalnej
'-------- ' Ammon cortex neurons
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3 0 0  dm  
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20

1140 dm  
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Rye. 8. Histonogramy komórek mózgu szczurów w różnym wieku. Oznaczenia jak
na nukleinogramach.

Fig. 8. Histonograms of rat brain cells at different age. Descriptions as in nu-
cleinograms.
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W a r t o ś ć  w s k a ź n ik a  d. 
d  in d e x  v a lu e

 D N A
  H is tony

H is to n e s

Astrog le j
A s tro g l iu

W ie k
Age

Oligodendroglej
O ligodendrog lia

Wiek
A ge

Ryc. 9. K rzyw e przedstawiające zmiany ilości DNA i histonów  w  jądrach ko
mórek gleju w  zależności od w ieku zwierząt. W skaźnik 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.

Ilość DNA w komórkach oligodendrogleju odpowiadała w naszych 
pomiarach zawsze ilości diploidalnej. Tę niezmienność wyników uwa
żamy za wiarygodną, ponieważ charakterystyczne cechy (szczególnie 
wielkość) jąder oligodendrocytów pozwoliły na wyeliminowanie wszy
stkich większych komórek, a wśród nich także i tych, które mogłyby 
syntetyzować DNA.

Przyczyna i mechanizmy pojawiania się zwiększonych ilości DNA 
w somatycznych, nie dzielących się komórkach nadal pozostają nie 
wyjaśnione. Możemy jednak stwierdzić, że zmiany te związane są 
z wiekiem badanych osobników. Wskazana przez nas uprzednio moż
liwość korelacji tych zmian z cechami zużycia tkanki nerwowej nie 
znalazła w obecnym zestawieniu potwierdzenia, ponieważ nie wykry
liśmy tych cech w badanych mózgach. Godną zastanowienia jest obec
ność szczególnie dużej ilości DNA w neuronach kory hipokampa. Być 
może, zjawisko to jest związane ze zwiększonym obciążeniem funk
cjonalnym tej grupy komórek u rozwijającego się zwierzęcia. Za tą hi
potezą przemawiają również wyniki badań Magakjan i Karałowej (1978) 
dotyczące komórek Purkinjego..

Przeprowadzone na tych samych szczurach cytochemiczne badania 
nad zawartością w jądrach komórkowych białek histonowych wskazu
ją na równoległy do DNA wzrost ich ilości wraz z wiekiem zwierząt, 
stwierdzenie to jest zgodne z przyjętymi w literaturze poglądami o rów
noległości zmian ilościowych DNA i białek histonowych w czasie syn
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tezy DNA (Myśliwski 1974; Niedźwiedzka, Kaliciński 1977). Stwierdze
nie związanego z wiekiem wzrastania ilości histonów jest dowodem 
wiarygodności uzyskanych przez nas wcześniej danych o zwiększaniu 
się ilości DNA w neuronach różnych struktur mózgowych u starszych 
ludzi.

Z danych przytaczanych w piśmiennictwie wiemy, że histony, poza 
represorowym wpływem na transkrypcję, stabilizują cząsteczkę DNA 
(Myśliwski 1974). Pośrednim dowodem tej stabilizacji jest wzrost tem
peratury topnienia DNA związanego z histonami. W naszych badaniach 
tego rodzaju dowodem stabilizowania kompleksu DNA-histony może 
być stwierdzona mniejsza wrażliwość chromatyny na kwaśną hydro
lizę u starszych osobników.

А. Крыгер-Стояловска, E. Кульчицки, М. Мадей, П. Новации, К. Хончаренко

КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ДНК И Щ ЕЛОЧНЫХ БЕЛКОВ (ГИСТОНОВ)
В Я ДРАХ НЕРВНЫ Х И ГЛИАЛЬНЫ Х КЛЕТОК МОЗГА КРЫ С РАЗНОГО

ВОЗРАСТА

Р е з ю м е

Авторы исследовали при помощи цитофотометрии количество гистонов и ДНК  
в ядрах нейронов и глиальных клеток извилины гипокампа и ствола мозга у 12 
крыс разного возраста (от 1 до 1140 дня жизни). Как ДНК, так и гистоны ядер 
нейронов и астроцитов проявляли количественный рост соответственно возрасту 
животных. Эти изменения были наиболее интенсивны в нейронах извилины  
гипокампа. В олигоденроцитах это явление не наблюдалось. Авторы считают, что 
рост количества ДН К и гистонов в мозговых клетках животных имеет ф изиоло
гический характер и зависит от их возраста. Повидимому это связано с ф ун к 
циональной нагрузкой клеток.

A. K rygier-Stojałow ska, J. Kulczycki, М. Madej, Р. Nowacki, K. Honczarenko

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

S u m m a r y

Cytophotometric m easurements of the histones and DNA content in the nerve  
and glia cells of hippocampal gyrus and brain stem w ere perform ed on 12 rats 
in the age ranging from 1 to 1140 days. Both the DNA and histones contents 
In neuroins and astrocytes w ere found to increase w ith age, the changes being  
most intensive in  the hippocampal gyrus neurons. This phenomenon w as not ob
served in oligodendroglia. It is suggested that th e  quantitative increase of DNA 
and histones in the brain cells of the anim als is age-dependent and has a phy
siological, possibly function-related significance.
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JOLANTA FINOW ICKA-W ALCZYNA

WPŁYW ODNERWIENIA NA ULTRASTRUKTURĘ 
DOJRZEWAJĄCEGO WŁÓKNA MIĘŚNIOWEGO SZCZURA*

(DONIESIENIE WSTĘPNE)

Klinika Neurologiczna AM Warszawa 
Kierownik: prof. dr I. H ausm anow a-Petrusew icz

Szczególnie intensywny w ciągu ostatnich kilkunastu lat rozwój mi
kroskopii elektronowej przyczynił się między innymi do znacznego 
rozszerzenia wiedzy o procesie miogenezy. Dokładne prześledzenie ko
lejnych etapów prawidłowego dojrzewania mięśnia pozwala następnie 
na uchwycenie zmian, powstałych wskutek zadziałania na rozwijają
cy się mięsień pewnych czynników uszkadzających.

Coraz częściej przy rozpatrywaniu etiopatogenezy niektórych wro
dzonych chorób nerwowo-mięśniowych u ludzi rozważana jest moż
liwość zaburzeń procesu miogenezy w okresie życia płodowego. Wśród 
schorzeń tych na uwagę zasługuje rdzeniowy zanik mięśni Werdniga- 
-Hoffmanna. Dane uzyskane z badań nad strukturą i funkcją komór
ki mięśniowej i nerwu obwodowego (Fidziańska 1974; Hausmanowa 
i wsp. 1975) wydają się wskazywać na istniejące w tym schorzeniu 
zaburzenia dojrzewania obwodowego neuronu ruchowego z przetrwa
niem pewnych cech charakterystycznych dla okresu płodowego.

Proces dojrzewania komórki mięśniowej był przedmiotem wielu 
badań, prowadzonych zarówno w warunkach in vitro jak i in vivo. Mo
delem doświadczalnym dojrzewającego mięśnia zwierzęcego są naj
częściej mięśnie szczura, pobierane do badań nie tylko w okresie życia 
płodowego, ale i w pierwszych dniach po urodzeniu, gdyż wiadomo, że 
szczur rodzi się z niedojrzałym układem mięśniowym (Dubowitz 1963; 
Landon 1970; Boëthius 1971).

* Praca wykonana w ramach problemu w ęzłow ego 10.4.2.02.
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Dość dobrze poznane są zmiany widoczne w mikroskopie elektrono
wym po odnerwieniu mięśnia dojrzałego. Prac poświęconych ultra- 
strukturze mięśnia dojrzewającego po deeferentacji jest znacznie mniej 
i dotyczą one głównie zmian w poszczególnych organellach włókna 
mięśniowego, a więc w obrębie miofibryli (Hanzlikowa, Schiaffino 
1973), lizosomów (Schiaffino, Hanzlikova 1972), siatki sarkoplazmaty- 
cznej (Schiaffino, Settembrini 1970; Shafiq i wsp. 1972), komórek sa
telitarnych (Schultz 1976, 1978). Brak w dostępnym nam piśmiennic
twie danych, dotyczących wpływu wczesnego odnerwienia na proces 
dojrzewania włókna mięśniowego, skłonił nas do podjęcia obecnej pra
cy, której celem były:

1) ocena ultrastrukturalna mięśnia szkieletowego szczura, dojrzewa
jącego prawidłowo, z ustaleniem okresu uzyskania pełnej dojrzałości 
morfologicznej, łącznie z zaznaczeniem zróżnicowania włókien na typy 
metaboliczne według klasyfikacji Padykuli i Gauthier (1967).

2) prześledzenie zmian, zachodzących w ultrastrukturze komórek 
mięśniowych po odnerwieniu dokonanym u nowo narodzonych szczu
rów.

MATERIAŁ I METODY

Do badań pobierano wycinki z głowy przyśrodkowej mięśnia brzu
chatego łydki szczurów rasy Wistar. Mięsień ten wybrany został do 
doświadczeń ze względu na równomierną (w przybliżeniu) zawartość 
włókien typu I, II i włókien pośrednich, co czyni go zbliżonym do 
mięśni szkieletowych człowieka.

Materiał stanowiły dwie grupy zwierząt:
1) Grupa kontrolna — szczury zdrowe, od których pobierano mię

sień w 1—7 (codziennie), 10, 14, 21, 28, 35 i 42 dniu życia.

2) Grupa doświadczalna — szczury z przeciętym tuż po urodzeniu 
prawym nerwem kulszowym, od których pobierano mięsień w 7, 14, 
21, 28, 35, 42, 63 i 84 dniu życia.

W obecnym doniesieniu wstępnym przedstawiono wyniki badań od- 
nerwionych mięśni pobranych w 35 dniu życia. Odnerwienia dokony
wano w pierwszej dobie życia w warunkach hibernacji (przebywanie 
zwierząt w temperaturze 4°C przez okres 5—6 minut) poprzez przecię
cie prawego nerwu kulszowego i usunięcie jego 2—3-milimetrowego 
odcinka na wysokości krętarza większego kości udowej. Pobrane wiąz
ki mięśni były rozciągane 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 wzrastających stężeniach alkoholu i ace
tonu i zatapiane w żywicy eponowej. Jednocześnie ten sam materiał 
oceniano przy użyciu metod histochemicznych (Kamińska 1976); bada
nia te pozwoliły na wyłączenie przypadków z niepełnym odnerwie- 
niem oraz reinerwacją.

Do wstępnego badania służyły półcienkie skrawki eponowe, bar
wione błękitem metylenowym. Skrawki ultracienkie skrawano przy 
pomocy ultramikrotomu LKB, dobarwiano octanem uranylu i cytry
nianem ołowiu. Oceny ultrastrukturalnej dokonywano przy pomocy 
mikroskopu elektronowego JEM-7 i JEM-100 S. Na przekrojach po
przecznych określano ogólny układ włókien mięśniowych, mierzono 
ich średnicę, a także obliczano odsetkową zawartość poszczególnych 
rodzajów komórek mięśniowych. Na przekrojach podłużnych ocenia
no układ miofibryli, długość sarkomerów, szerokość linii Z, zawartość 
mitochondriów i stopień rozwoju siatki sarkoplazmatycznej. Na pod
stawie tych danych oznaczano typ metaboliczny poszczególnych włó
kien mięśniowych, przyjmując, że włókna typu I są z reguły węższe, 
mają szerszą linię Z, większą zawartość mitochondriów i słabiej roz
winiętą siatkę sarkoplazmatyczną (Padykula, Gauthier 1967). W każ
dym preparacie oceniano dwieście włókien mięśniowych.

Г
WYNIKI

Badanie mikroskopowo-elektronowe skrawków pobranych z głowy
przyśrodkowej mięśnia brzuchatego łydki, zdrowych, nowo narodzonych
szczurów, wykazuje cechy niedojrzałości układu mięśniowego: luźny
układ komórek z szerokimi przestrzeniami międzykomórkowymi oraz
obecność komórek, będących w różnym okresie rozwoju:

* 4' .
1) Komórki niezróżnicowane, jednojądrzaste, nie zawierające mio

fibryli; część z nich położona jest w bezpośrednim sąsiedztwie dojrzal
szej komórki mięśniowej, co mogłoby sugerować ich późniejszy udział 
w procesie miogenezy. Nie uwzględniano ich w obliczaniu odsetkowe
go.. składu komórek, rnięśniowych (rye. 1). *

у  , л
2) Miotuby — komórki zawierające miofibryle oraz ośrodkowo leżące

jądra (średnica miotub =  5,9 ± 2,9 ^m); do tej grupy zaliczono również 
komórki, ząwierające miofibryle, lecz z niewidocznym w płaszczyź
nie przekroju jądrem, natomiast wymiarami zbliżone do niewątpli
wych miotub. Łącznie grupa ta-stanowiła 47% wszystkich komórek mięś
niowych (ryc. 2).

W ty -■ ** f*
3) Włókna mięśniowe niedojrzałe — zawierające pod wspólną blasz

ką podstawną kilka komórek (zwykle 2—3) w różnym okresie dojrzę-
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wania, z różną gęstością miofibryli, o średnicy 10,2 ±4,3 м -m. Stanowią 
one 49% wszystkich komórek mięśniowych (ryc. 3).

4) Włókna mięśniowe dojrzałe — niewielka (4%) liczba włókien z wy
raźnie obwodowo ułożonym jądrem i ściśle skupionymi miofibrylami; 
średnica =  12,2 ±3,4 м т  (ryc. 4).

Pełną dojrzałość morfologiczną (zwarty układ pęczkowy całkowicie 
dojrzałych włókien) badany mięsień uzyskuje pomiędzy 10 a 14 dniem 
życia zwierzęcia, po tym okresie następuje jedynie dalszy stopniowy 
przyrost średnicy włókien (np. po 5 tygodniach wynosi ona w warun
kach prawidłowych 19,4 ±5,1 м т ) .  Natomiast cechy różnicowania włó
kien na typy metaboliczne pojawiają się pomiędzy 21 a 28 dniem 
życia.

W mięśniach odnerwionych tuż po urodzeniu zwierząt, wyraźne zmia
ny (w porównaniu z grupą kontrolną) stwierdzono po upływie kilku 
tygodni. Przedstawiamy przykładowo mięśnie pobrane po 5 tygodniach 
cd chwili odnerwienia (dla porównania pokazano mięsień zdrowego 
5-tygodniowego szczura o przeciętnej średnicy włókien jak podano po
wyżej — ryc. 5).

W mięśniu odnerwionym zwraca przede wszystkim uwagę znacznie 
luźniejszy układ włókien mięśniowych z poszerzeniem przestrzeni mię
dzykomórkowych, które mniej lub bardziej obficie wypełnione są włó- 
kienkami kolagenu. Uderzająca jest rozpiętość średnic poszczególnych 
włókien: obok włókien o średnicy w przybliżeniu prawidłowej wido
czne są skupienia włókien bardzo wąskich, o średnicy 2—5 ц т  (ryc. 6).

Ryc. 1. Pierwsza doba życia. Komórka niezróżnicowana, nie zawierająca m iofi
bryli, leżąca w  bezpośrednim sąsiedztw ie niedojrzałego w łókna m ięśniowego. Pow.

6000 X.
Fig. 1. First day of life. Indifferentiated cell w ithout myofibrils near an im matu

re  m uscle fiber. X 6000.

Ryc. 2. Pierwsza doba życia. Miotuba zawierająca m iofibryle wokół ośrodkowo po
łożonego jądra. Pow. 6000 X.

Fig. 2. First day o f life. M yotube with myofibrils and centrally located nucleus.
X 6000.

Ryc. 3. P iewsza doba życia. Niedojrzałe w łókno m ięśniow e (trzy komórki na róż
nym etapie rozwoju pod w spólną blaszką podstawną). Pow. 6000 X.

Fig. 3. First day of life. Im mature m uscle fiber (three cells lim different stages 
of developm ent under a common basem ent membrane). X 6000.

Ryc. 4. Pierwsza doba życia. W łókno m ięśniow e dojrzałe (gęsto ułożone miofibry
le, w łasna blaszka podstawna, jądro położone obwodowo). Pow. 5800 X.

Fig. 4. First day of life. Mature m uscle fiber w ith  own basem ent mem brane and 
peripherally located nucleus. X 5800.
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Te wąskie włókna, zbliżone wyglądem do miotub niedojrzałego mięś
nia, odznaczają się (na przekroju poprzecznym) obecnością jednego 
dużego jądra, zwykle umieszczonego ośrodkowo i otoczonego rąbkiem 
cytoplazmy. Średnica tych ,,miotubopodobnych” włókien wynosi 3,8 ±2,1 
inm. Cytoplazma części tych włókien zawiera dość gęsto ułożone mio- 
fibryle (ryc. 7), czasem jednak jest ich niemal całkowicie pozbawiona 
(ryc. 8). Blaszka podstawna w tych włóknach zwykle przylega ściśle do 
ich sarkolemmy.

Mniej więcej w 10% występują ponadto włókna mięśniowe niedoj
rzałe, zawierające pod wspólną blaszką podstawna kilka komórek, bę
dących w różnym stadium rozwoju i zawierających różną liczbę mio- 
fibryli. U zdrowego szczura włókna te są obecne jedynie do 7—10 dnia 
życia (ryc. 9).

We włóknach o średnicy zbliżonej do prawidłowych często stwier
dzane są zmiany strukturalne o charakterze bądź ubytków miofila- 
mentów na obwodzie włókna i w obrębie poszczególnych miofibryli 
(z poszerzeniem przestrzeni międzywłókienkowych), bądź też ognisko
wej destrukcji i dezorganizacji miofibryli z pojawieniem się gęstych 
osmofilnych wiązek (zmiany podobne do tarczowatych) (ryc. 10).

Po upływie 5 tygodni od odnerwienia nie stwierdzono charaktery
stycznych dla zdrowego mięśnia wykładników morfologicznych dla włó
kien typu I i II.

OMÓWIENIE

Dokładny opis ultrastruktury mięśnia szczura z okresu okołouro- 
dzeniowego znany jest z prac Kelly’ego i Zacksa (1969a), Bergmana 
(1962) oraz Hanzlikovej i Schiaffina (1973). Z prac tych wynika, że 
w 16 dniu życia płodowego szczura układ komórek jest bardzo luźny; 
widoczne są miotuby leżące pojedynczo lub w niewielkich skupieniach, 
między nimi zaś znajdują się dość liczne niezróżnicowane komórki 
jednojądrzaste. W tym okresie blaszka podstawna jest niewidoczna.

Ryc.  5. P ięciotygodniow y, zdrowy szczur z grupy kontrolnej. M ięsień w  pełni 
dojrzały: praw idłow y pęczkow y układ dojrzałych w łókien  m ięśniow ych, jądra le 

żące obwodowo, ścisłe w ypełn ienie sarkoplazmy miofibrylam i. Pow. 2000 X.
Fig.  5. Muscle from normal rat f iv e  w eeks after birth. A rrangem ent of comple
tely  m ature m uscle  fibers into bundles, peripherally located nuclei, tight filling

of sarcoplasm w ith m yofibrils. X 2000.

Ryc.  6. Pięć tygodni po odnerwieniu. Znaczne różnice w  w ym iarach włókien. 
Poszerzone przestrzenie m iędzykomórkowe. Pow. 2500 X.

Fig.  6. F ive w eek s after denervation. M uscle fibres of varying diameters; w i
dening of the intracellular spaces. X 2500.

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 8
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Ryc. 9. P ięć tygodni po odnerwieniu. N iedojrzałe włókno mięśniowe, trzy komór
ki pod w spólną blaszką podstawną. Pow. 10 500 X.

Fig. 9. F ive  w eeks after denervation. Im m ature m uscle fiber, three cells under 
a common basem ent membrane. X 10 500.

W chwili urodzenia (19—21 dzień życia płodowego) oraz we wczes
nym okresie pourodzeniowym dochodzi do ścisłego kontaktu komórek 
mniej zróżnicowanych z dojrzałą miotubą oraz do otoczenia takiego 
zespołu komórkowego wspólną blaszką podstawną. W odróżnieniu od 
autorów, którzy sugerują w konsekwencji fuzję tych komórek, Lan- 
don (1970, 1971) traktuje ten bliski kontakt tylko jako przemijający 
etap w procesie dojrzewania mięśnia, nie prowadzący do fuzji styka
jących się z sobą komórek.

Ryc.  7. Pięć tygodni po odnerwieniu. Kom órka „miotubopodobna” z jądrem  
w  środku i stosunkowo dobrze zachow anym i miofibrylami. Pow. 9500 X.

Fig.  7. F ive  w eek s after denervation. „M yotube-like” cell w ith centrally located  
nnucleus and relatively  w e ll preserved myofibrils. X 9500.

Ryc. 8. Pięć tygodni po odnerwieniu. Bardzo w ąsk ie  w łókno, prawie zupełnie  
pozbawione miofibryli, natom iast z obecną blaszką podstawną (strzałka). Pow.

9500 X.
Fig. 8. F ive w eeks after denervation. Very narrow m uscle fiber with nearly total 

loss of myofibrils and present basem ent mem brane (arrow). X 9500.
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Ryc. 10. Piąć tygodni po odnerwieniu. Obszar ogniskowej destrukcji m iofibryli
ostro odgraniczany od pozostałej części w łókna mięśniowego. Pow. 11 200 X.

Fig. 10. F ive w eeks after denervatrain. Area »of disintegration of myofibrils sepa
rated from remaining part of th e  m uscle fiber. X 11 200.

Na podstawie danych z piśmiennictwa można przyjąć, że w pro
cesie dojrzewania układu mięśniowego istotną rolę odgrywają dwa 
czynniki:

1) Zlewanie się (fuzja) komórek, prowadzące do zwiększania dłu
gości i średnicy włókna mięśniowego z jednoczesnym wzrostem liczby 
jąder.

2) Wykształcenie się połączeń nerwowo-mięśniowych.
Proces fuzji we wczesnym okresie miogenezy jest prawdopodobnie 

niezależny od unerwienia; przejście od mioblastu do form dojrzalszych, 
z wykształceniem niemal wszystkich organelli wewnątrzkomórkowych 
włókna mięśniowego, widoczne jest w hodowli tkanki mięśniowej po
mimo braku unerwienia (Przybylski, Blumberg .1966; Shimada 1971). 
Unerwienie odgrywa prawdopodobnie rolę kierującą w dojrzewaniu 
wrłókien i różnicowaniu ich na typy.

W chwili urodzenia zarówno nerwy obwodowe jak i złącza nerwo- 
wo-mięśniowe są u szczura niedojrzałe (Kelly, Zacks 1969b), co potwier
dziło się również w naszych spostrzeżeniach (dane nie publikowane).
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Wydaje się, że związany z tym jest brak cech zróżnicowania włókien 
mięśniowych na typy metaboliczne w pierwszych tygodniach życia 
(Shafiq i wsp. 1972; Hanzlikova, Schiaffino 1973). Wyniki naszych ba
dań zgodne są z tymi doniesieniami.

Hanzlikova i Schiaffino (1973) po odnerwieniu mięśni płodów szczu
rzych in utero stwierdzili po dwumiesięcznej obserwacji obecność du
żej liczby wąskich włókien z dobrze zachowanymi miofibrylami. Nie 
znaleziono różnic w zakresie szerokości linii Z, a także w zawartości 
mitochondriów. Podobne są spostrzeżenia Shafiqa i wsp. (1972), którzy 
po odnerwieniu okołourodzeniowym jako jedyną różnicę między włók
nami wolnymi i szybkimi zauważyli niejednakowy stopień rozwoju 
siatki sarkoplazmatycznej: obfitszy w mięśniach z przewagą (w wa
runkach prawidłowych) włókien szybkich. Szczególną oporność siatki 
sarkoplazmatycznej na odnerwienie, a nawet jej proliferację opisali 
w 1970 r. Schiaffino i Settembrini.

Na podstawie naszych badań stwierdzamy, że odnerwienie dokona
ne u szczura tuż po urodzeniu prowadzi do zahamowania procesu doj
rzewania włókien mięśniowych. Wykładnikiem tego jest obecność w 5- 
-tygodniowym odnerwionym mięśniu komórek „miotubopodobnych” 
(w mięśniu zdrowym miotuby spotykano tylko w pierwszych dniach 
życia). Brak wyraźnych cech zaniku tych komórek (wyrażającego się 
pofałdowaniem blaszki podstawnej i zagęszczeniem jąder) sugeruje ra 
czej ich przetrwanie z wcześniejszego okresu ontogenezy. Ich nieco 
mniejsza średnica (w porównaniu z miotubami w pierwszym dniu ży
cia) jest jednak chyba dowodem na istnienie również pewnej kompo
nenty zanikowej. O prawdopodobnym zahamowaniu fuzji części komó
rek w mięśniu odnerwionym świadczy natomiast przetrwanie włókien 
niedojrzałych (nieobecnych w warunkach prawidłowym już od 10 dnia 
życia). Ponadto po 5 tygodniach obserwacji nie stwierdziliśmy w mięś
niu odnerwionym wykładników różnicowania włókien na typy metabo
liczne. Oprócz cech świadczących o zahamowaniu dojrzewania mięśnia 
odnerwionego obserwowano też nakładające się zmiany zwyrodnieniowe.

Można pokusić się o stwierdzenie, że zmiany ultrastrukturalne 
w mięśniu szczura dojrzewającym po odnerwieniu uderzająco przypo
minają obraz morfologiczny mięśnia ludzkiego w rdzeniowym zaniku 
mięśni typu Werdniga-Hoffmanna, opisany przez Fidziańską (1974) oraz 
Hausmanową i wsp. (1975).

Autorka pragnie złożyć gorące podziękow anie Pani Docent A nnie Fidziańskiej 
za n iezw yk le  życzliwą i cenną pomoc zarówno w  opracowaniu zagadnienia jak  
i w  przygotowaniu oraz interpretowaniu zdjęć m ikroskopowo-elektronowych.
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Й. Финовицка-Вальчина

ВЛИЯНИЕ ДЕНЕРВАЦИИ НА УЛ ЬТРАСТРУКТУРУ ДОЗРЕВАЮЩЕГО  
МЫШЕЧНОГО ВОЛОКНА КРЫСЫ

Р е з ю м е

В работе представляется микроскопо-электронный образ икроножной мышцы  
крысы, дозревающей в нормальных условиях и после денервации.

Денервация производилась спустя 12— 18 часов после рож дения путем пере
реза сидалищного нерва. Нормальный нерв достигает полной морфологической  
зрелости между 10 и 14 днем жизни. Ультраструктурные черты дифференциации  
волокон по метаболическим типам делаются видимыми с 21—28 дня жизни.

Денервация, произведенная после рождения, тормозит созревание мышечных  
волокон: на 35 день после денервации наблюдается наличие большого количества 
очень узких „миотубовидных”, а такж е незрелы х мышечных волокон. Кроме  
того, у части волокон наблюдаются структуральные изменения (очаговое отсут
ствие или дезинтеграция миофибрилл). Не обнаруживаются ультраструктурные 
черты дифференциации волокон по метаболическим типам.

J. Finowicka-W alczyna

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

S u m m a r y

The present study deals with the fine structure of the normal and denervated  
rat gastrocnemius muscle. Denervation w as performed by the sciatic nerve s e 
ction, 12— 18 hours after birth. A norm al m uscle reaches com plete m orphological 
maturity between 10th and 14th day o f life. The ultrastructural features of m e
tabolic differentiation w ere  observed betw een the 21st and 28th day of life.

Postnatal neurectom y delays the m aturation of m uscle fibres. On the 35th 
day after denervation there are m any very narrow „m yotube-like” fibres as 
w ell as im mature m uscle fibres. Moreover, som e of the denervated muscles show  
structural changes (focal lack or disintegration of myofibrils). There are no ultra- 
structural features of metabolic differentiation of m uscle fibres.
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mii. Renikawek (Warszawa) przedstawiła w yn ik i rozległych badań na tem at obra
zu ultrastrukturalnego naczyń w łosow atych mózgu w  hodowli in vi tro.

Wśród doniesień poświęconych nowotworom doświadczalnym duże zaintere
sowanie wzbudziły prace z Zakładu Neuropatologii w e Freiburgu, kierowanego  
przez Kleihuesa, na tem at bioaktywacji benzopirenu, w układzie nerw ow ym  oraz 
mechanizmu prenatalnej indukcji guzów układu nerwowego przez 7,12-dwumetylo- 
-bemzantracen. Volk z Haidelbergu przedstawił ultrastrukturalne i histochemiczne  
dane wskazujące, ze  podaw anie ciężarnym  szczurzycom alkoholu prowadzi do za
hamowania synaptogenezy w  mózgu noworodków. N iezw ykle interesujący pro
blem, tak z punktu w idzenia teoretycznego jak i praktycznego podnieśli Bisicihioff
i Büchler (Berlin) przedstawiając m ożliw ości autologicznej transplantacji nerwu  
wzrokowego do nerwu kulszowego u myszy. Bardzo w ażne zagadnienie poruszył 
również Wolburg z Tübingen w  swojej pracy ina tem at mielinizacji regenerujących  
aksonów, stawiając tezę, że neuron wytwarza czynniki stym ulujące m ielinę (MSF), 
które są następnie aktyw ow ane obwodowo.

W ostatniej sesji zjazdu obejmującej tematy wolne, z ciekaw szych doniesień  
można w ym ienić prace Anizila i wsp. (Monachium) ina temat przypadku rodzin
nej choroby N iem ann-Picka typu C, Ikedy ii Goebel (Getynga) o badaniach ultra- 
strukturalnych lim focytów  w  późnodziecięcej i dziecięcej postaci ceroido-lipo- 
fuscynozy oraz Schmitta z Heidelbergu o zmianach w  m ięśniach i лѵ zakończe
niach nerwowych w  gangliozydozie GM2 oraz m ukopolisacharydozie typu II (Hun
tera). Bardzo rzadki przypadek niedoboru transferazy karnityno-palm itylowej, 
w  którego obrazie klinicznym dominowały zależne od tem peratury bóle m ięśni, 
stanowił przedmiot doniesienia W iithältera i wsp. (Tübingen i Rotterdam).

W całości, w tym  bardzo bogatym tem atycznie i treściowo zjeździe neuropato- 
logicznym, na uwagę zasługuje duże powiązanie prac doświadczalnych z tem atyką  
kliniczną oraz zastosowanie bardzo szerokiego spektrum metod badawczych. W y
raźnie zaakcentowany udział polskich uczestników zjazdu stanowi przykład r y 
sujących się m ożliwości współpracy pomiędzy Stow arzyszeniem  Neuropatologów  
polskich a Niemieckim Stowarzyszeniem  Neuropatologów i Neuroanatomów.

} Mieczysław Wen der
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) ENCEFALOPATII WĄTROBOWEJ

Zespół Neuropatologii Centrum M edycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski
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W licznych doniesieniach opartych na analizie klinicznych przypad
ków śpiączki wątrobowej (Adams, Foley 1953; McDermott, Adams 1954; 
Bessman, Bessman 1955) zwracano uwagę na patogenetyczną rolę amo
niaku w zespole encefalopatii wątrobowej w następstwie nieswoistych 
uszkodzeń wątroby.,Również w pracach z doświadczalną przetoką wrot- 
no-układową stwierdzono wzrost poziomu amoniaku w surowicy krwi 
oraz w mózgu (Kyu, Cavanagh 1970; Cavanagh, Kyu 1971; Hindfelt
1975). W poprzednich badaniach przeprowadzonych na modelu do
świadczalnej encefalopatii wątrobowej, stanowiącej następstwo uszko
dzenia wątroby czterochlorkiem węgla, wykazano wzrost aktywności 
glulaminazy w mózgu, co mogło stanowić pośredni wykładnik nagro
madzenia amoniaku (Hilgier, Mossakowski 1979). Według hipotezy Mos
sakowskiego (1977) w patogenezie encefalopatii wątrobowej podstawo
wą rolę odgrywa upośledzenie detoksykacji amoniaku w mózgu, zwią
zane z niedoborem a-ketoglutaranu w ośrodkowym układzie nerwo
wym.. Dane z piśmiennictwa dotyczące poziomu a-ketoglutaranu w móz
gu w przypadkach ostrej hyperamonemii oraz w klinicznych przypadr 
kach encefalopatii wątrobowej są jednak niejednoznaczne. Stwierdzo
no zarówno wzrost (Duffy i wsp. 1974; Hindfelt. 1975), jak i niezmie
niony poziom tego związku (Hawkins i wsp. 1973). u. ^у

Wydawało się zatem celowe ocenić poziom a-ketoglutaranu, oraz glutar 
minianu jako kolejnych ogniw w detoksykacji amoniaku, u szczurów 
z doświadczalną encefalopatią wątrobową. „ , r ..............

Jt:'. f.' , ;•
MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 64 szczurach rasy Wistar, samcach. Wiek 
zwierząt na początku doświadczenia wynosił 2 miesiące.. U 33 szczu
rów uszkodzenie wątroby wywoływano przez podskórne wstrzykiwa-
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nie, co drugi dzień, roztworu czterochlorku węgla w płynnej parafinie, 
w dawce 0,1 ml na 100 g ciężaru ciała, według metody podanej przez 
Georgijewa i wsp. (1968). Zwierzęta kontrolne w liczbie 31 otrzymy
wały w tych samych warunkach i objętościach podskórne injekcje 
płynnej parafiny.

Zwierzęta zabijano przez dekapitację bez użycia narkozy, w gru
pach po upływie 2, 4 i 6 miesięcy od rozpoczęcia doświadczenia. 
W chwili zakończenia doświadczenia, niezależnie od okresu jego trwa
nia, wiek zwierząt wynosił 8 miesięcy. Do badań pobierano obie pół
kule mózgu bez pnia i móżdżku. Tkankę homogenizowano w 4 
częściach 0,6 M kwasu nadchlorowego, a następnie wirowano 10 min 
przy 3000 X g. Do oznaczania zawartości glutaminianu pobierano 3 ml 
nadsączu i doprowadzano do pH ok. 9 przy użyciu 2 M mieszaniny fos
foranów o pH ok. 12. Następnie nadsącz odstawiano na 10 min do 
lodu, po czym sączono przez sączek karbowany, a przesącz doprowa
dzano do temperatury pokojowej.

Mieszanina reakcyjna zawierała: 3 ml buforu glicyno-hydrazynowe- 
go (0,5 M glicyna, 0,4 hydrazyna pH 9), 0,2 ml przesączu (do próby 
ślepej woda destylowana), 0,2 ml NAD (około 3X10-2 M). Ekstynkcję 
odczytywano w spektrofotometrze przy długości fali 366 nm. Następ
nie dodawano 0,05 ml dehydrogenazy glutaminianowej (ok. 10 mg biał
ka/ml) wolnej od jonów amonowych i odczytywano wynik po 30 min. 
Z różnicy ekstynkcji obliczano zawartość glutaminianu wg wzoru re
akcji (Bernt, Bergmeyer 1963).

Do oznaczania a-ketoglutaranu pobierano 4 ml supernatantu, dopro
wadzano do pH ok. 7,6 przy użyciu 1 M K3P 0 4, odstawiano na 10 min 
do lodu, a następnie sączono na sączku karbowanym. Przesącz dopro
wadzano do temperatury pokojowej.

Mieszanina reakcyjna zawierała: 3,75 ml przesączu, 0,05 ml NADH 
( о к .  8X10-3 M). Ekstynkcję odczytywano wobec wody destylowanej 
w spektrofotometrze przy długości fali 366 nm. Dodawano 0,05 ml 
dehydrogenazy glutaminianowej (2 mg białka/ml) zawieszonej w 2,8 M 
siarczanie amonowym i odczytywano ponownie ekstynkcję po 4 min. 
Z różnicy ekstynkcji obliczano zawartość a-ketoglutaranu na podstawie 
sporządzonej krzywej wzorcowej (Bergmeyer, Bernt 1963).

Analizę statystyczną wyników przeprowadzono przy pomocy testu 
t-Studenta.

WYNIKI I OMÓWIENIE

Poziom a-ketoglutaranu i glutaminianu w mózgach zwierząt kon
trolnych i doświadczalnych z wszystkich grup przedstawiono w tabeli I.
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Tabela 1. Zawartość a-ketoglutaranu i glutam inianu w mózgu szczurów w doświadczalnej ence
falopatii wątrobowej

Table 1. The a-ketoglutarate and glutam ate content in rat brain in experimental hepatic ence
phalopathy

P

Czas trwania Glutaminian (Jimole/kg) a-Ketoglutaran (Ц тоіе/kg)
doświadczę- Glutamate (Umoles/kg) Ct-Ketoglutarate (|imoles/kg)

nia

Duration of kontrola doświadczalne kontrola doświadczalne
experiment control experim ental * control experimental

mies.
2 12,7±0,2*) (6) 12,3±0,2 (6) <0,01 38,4±2,7 (5) 38,2±5,8 (5) > 0 ,0 5

months

mies.
4 12,5±0,2 (6) 12,6±0,3 (6) < 0 ,0 5  38,8±1,5 (4) 24,6±3,1 (5) <0,01

months

mies.
6 12,8±0,2 (6) 12,4±0,1 (6) <0,01 38,5±2,3 (4) 23,0±3,1 (5) <0,01

months

p — prawdopodobieństwo () —  liczba zwierząt *) —  średnia arytmetyczna ±  SD
—  probability —• number o f animals —  mean ±  SD

Z uzyskanych danych wynika, że u zwierząt z 2-miesięcznym poda
waniem czterochlorku węgla dochodzi do niewielkiego (ok. 3%) obni
żenia zawartości glutaminianu. W tym samym czasie nie obserwuje się 
zmian w poziomie a-ketoglutaranu. Po 4 miesiącach zawartość gluta
minianu w grupie zwierząt doświadczalnych nie różniła się w sposób 
istotny od stwierdzanego u zwierząt kontrolnych. Obserwowano nato
miast wyraźny (ok. 37%) spadek poziomu a-ketoglutaranu. U zwierząt 
7. 6-miesięcznym okresem doświadczenia spadek zawartości a-ketoglu
taranu wynosił ok. 40%, podczas gdy spadek zawartości glutaminianu 
był nieznaczny i statystycznie nieznamienny.

Zwraca uwagę fakt, że dynamika zmian jest analogiczna z narasta
niem nieprawidłowości morfologicznych astrogleju (Mossakowski i wsp. 
1970), oraz ze wzrostem aktywności glutaminazy w mózgu w tym sa
mym modelu doświadczalnym (Hilgier, Mossakowski 1979). Uzyskane 
wyniki mogą stanowić potwierdzenie hipotezy Mossakowskiego i wsp. 
(1977), według której w mechanizmie patogenetycznym encefalopatii 
wątrobowej podstawową rolę odgrywa upośledzenie detoksykacji amo
niaku w mózgu, uwarunkowane niedoborem a-ketoglutaranu.
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Wyniki nasze nie pokrywają się z oznaczeniami innych autorów 
(Hawkins i wsp. 1973; Duffy i wsp. 1974; Hindfelt 1975). Można sądzić, 
że wynika to z różnic w zastosowanych-modelach. Większość prac była 
prowadzona w ostrej hyperamonemii (dożylne iniekcje octanu amonu, 
lub na modelach z doświadczalną przetoką wrotno-układową). W tych 
przypadkach może nie dochodzić do zaburzeń układów enzymatycznych, 
warunkujących detoksykację amoniaku, lub też mogą się ujawniać me
chanizmy kompensacyjne w przypadku niewielkiego wzrostu zawar
tości a-ketoglutaranu. W naszym przypadku mamy do czynienia z mo
delem przewlekłym i spadek a-ketoglutaranu może być następstwem 
trwałego uszkodzenia któregoś z układów enzymatycznych, związa
nych z metabolizmem a-ketoglutaranu, najprawdopodobniej na jed
nym z etapów cyklu kwasów trójkarboksylowych.

Brak zmian w poziomie glutaminianu można wiązać ze znanym zja
wiskiem jego kompartmentacji w ośrodkowym układzie nerwowym. Na 
podstawie szeregu badań omówionych szczegółowo między innymi w pra
cach przeglądowych Fischera (1974) i Baxtera (1976) wiadomo, że 
w procesie detoksykacji amoniaku, glutamina syntetyzowana jest z szyb
ko metabolizującej się puli glutaminianu, stanowiącej tzw. mały prze
dział metaboliczny, a charakteryzującej się stałym poziomem w ko
mórce. Stwierdzony wzrost aktywności glutaminazy świadczy o dogod
nych warunkach szybkiego rozkładu glutąminy, aczkolwiek trudno są
dzić czy zjawisko to związane jest z indukcją enzymu przez wzrasta
jące stężenie substratu, czy też wynika ze wzrostu ilości enzymu syn
tetyzowanego de novo. Prowadzone obecnie badania nad poziomem glu
taminy w mózgu w warunkach doświadczalnej encefalopatii wątrobo
wej powinny przynieść wyjaśnienie tego problemu. Dla pełnej oceny 
znaczenia spadku puli a-ketoglutaranu dla procesu detoksykacji amo
niaku niezbędne jest również wykonanie bezpośrednich oznaczeń za
wartości amoniaku W mózgu w tych samych warunkach. Jak dotych
czas, amoniak w mózgu oznaczano jedynie w modelu encefalopatii wrot- 
no-układowej, stwierdzając jego wzrost (Hindfelt 1975).

; В. Хильгер f.

СОДЕРЖАНИЕ а-КЕТОГЛУТАРАТА И ГЛУТАМАТА В МОЗГЕ КРЫС  
В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ГЕПАТИЧЕСКОЙ ЭНЦЕФАЛОПАТИИ

Р е з ю м е

Было проведено исследование содержания а-кетоглутарата и глутамата в моз
ге крыс, у которых вызывалось повреждение печени посредством подкожных  
иньекций четыреххлористого угля. Иньекции проводили через два дня в течение
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2, 4 и 6 месяцев. Наблюдали усиливающиеся во времени снижение содержания  
а-кетоглутарата. После 2 месяцев уровень а-кетоглутарата не отличался сущ е
ственным образом от уровня у контрольных животных. После 4 месяцев обнару
живали около 37%, а после 6 месяцев около 40% снижение содержания а-кето
глутарата. Не наблюдали сущ ественных изменений в содержании глутамата 
в мозге.

W. Hilgier

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

S u m m a r y

T he a-ketoglutarate and glutam ate contents w ere examined in the brains of 
rats in w hich liver damage w as induced by subcutaneous injections of carbon 
tetrachloride. The injections w ere  performed every other day for 2, 4 and 6 months.
A gradual decrease of the a-ketoglutarate content w as observed. The decrease 

w as undetectable  after 2 months, but reached 37% after 4 months and 40% after  
S months. The glutam ate content remained unchanged throughout.
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CAPILLARY ULTRASTRUCTURE IN GLIOMAS 
OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Department of Pathology, Institute of Biostructure, Academy of M edicine,
Poznań  

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 Poznań. 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% 0 s 0 4
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in phosphate buffer and embedded in Epon 812 (Luft, 1961). Sections 
were cut on the Reichert OmU3 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 endoplasmic reticulum and ribosomes, were 
also seen. The endothelial cells underwent hyperplasia in some sections. 
They formed a multilayer lining, narrowing or even obliterating the

1 ! . i .  !.. ^ •
Fig. 1. Astrocytoma. 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.
Rye. 1. Gwiaździak. Centralna część guza. Śródbłonetk z fenestracjam i (strzałki), 
poszerzona przestrzeń okołonaczyniowa (PS) zawierająca włókna kolagenow e (Co) 

i replikacje błony 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 
M.m 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. B etw een  two endothelial cells open  
junction (arrows). Enlarged pericapillary space (PS) containing replicas of basal 

mem brane and fibroblast (F). X 29 000.
Bye. 2. Gwiaździak. Centralna część guza. O tw arte zespolenie pomiędzy dwiem a  
komórkami śródbłonka (strzałki). W poszerzonej przestrzeni okołonaczyniowej (PS) 

replikacje błony podstawnej i fibroblast (F). Pew. 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

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 9
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Fig. 3. Ependymoma. Central part of tumor. Fenestrated (arrows) endothelium  
(End), enlarged pericapillary space (PS) containing discontinuous vascular basal

mem brane (VBM). X 50 850.
Rye. 3. Wyściółczak. Centralna część guza. Sródbłonek (End) z fenestracjam i 
(strzałki), poszerzona przestrzeń okołonaczyniowa (PS) z pozbawioną ciągłości b ło

ną podstawną 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. B etw een endothe
lial cells (End) w id e interruptions (arrows). Enlarged pericapillary space (PS) con
taining discontinuous vascular basal m em brane (VBM), replicas of basal m em 
brane, processes of tumor cells (TC) and discontinuous glial basal mem brane (GBM). 
Connections betw een  pericapillary space and intercellular space (triangles). X 18 300. 
Rye. 4. Izomorficzny skąpodrzewiak. Centralna część guza. Szerokie przerwy (strzał
ka) pomiędzy komórkami śródbłoinka (End). Poszerzona przestrzeń okołonaczyniowa  
z nieciągłą błoną podstawną naczynia (ѴВМ), replikacjami błony podstawnej, w y 
pustkami kom órek guza (TC) i pozbawioną ciągłości g lejow ą błoną podstawną (GBM )1 
Połączenia pomiędzy przestrzenią okołonaczyniową i międzykomórkową (trójkąty).

Pow. 18 300 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.

H g .  5. Medulloblastoma. Central part of tumor. Fenestrated (arrows) endothelial 
layer (End). Enlarged pericapillary space (PS) containing m ultilayered vascular  
basal membrane (VBM), collagen fibers (Co) and tumor cell process (TC).

X 23 800.
Rye.  5. Rdzeniak. Centralna część guza. Fenestracje (strzałki) śródbłonka (End). 
Poszerzona przestrzeń okołonaczyniowa (PS), zawierająca w ielow arstw ow ą błonę  
podstawną naczynia (VBM), włókna kolagenu (Co) i w ypustkę komórki guza (TC).

Pow. 23 800 ÎK

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. Sw ollen endothelial cytoplasm  
(End). Between endothelial cells tight junctions. Vascular and glial part o f  basal 
membrane form single layer (BM). Sw ollen  processes of astrocyte (A). *X 17 150.

Rye. 6. Gwiaździak. Obwodowa część guza. Obrzmiała cytoplazma śródbłonka 
(End). Pomiędzy komórkami śródbłonka połączenia 'scisle. Naczyniowa i glejowa  
część błony podstawnej tworzy pojedynczą w arstw ę (BM). Obrzmiałe w ypustki

astrocyta (A). Pow. 17 150 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; Hossmann, 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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Fig. 7. Schematic picture of changes in  the  capillary w alls  and in the adjacent 
structures of tumor. L —  lumen, End — endothelial cells, arrows —  interruption  
betw een endothelial cells, VBM — vascular basem ent membrane, PS — p er ivas
cular space, F — fibroblast, Co — collagen, TC — tumor cells, GBM — glial ba
sem ent membrane, triangle — interruption in the glial basem ent membrane, ES

— extracellular space.

Bye. 7. Schematyczny obraz zmian w  ścianie naczyń w łosow atych  oraz w  przy
ległych strukturach guza. L — światło, End — komórki śródbłonka, strzałki — 
przerwy pomiędzy komórkami śródbłonka, VBM  — błona podstawna naczynia, 
PS — przestrzeń okołonaczyniowa, F — fibroblast. Со — kolagen, TC — komór
ki guza, GBM — glejowa błona podstawna, trójkąt — przerw anie glejowej 

błony podstawnej, ES — przestrzeń pozakomórkowa.

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 NACZYŃ WŁOSOWATYCH W GLEJAKACH  
OŚRODKOWEGO U K ŁADU NERWOWEGO

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

Zmiany ultrastrukturalne naczyń w łosow atych w  izomorficznych i anaplastycz- 
nych glejakach są jakościowo podobne, natom iast różnią się w  aspekcie ilościowym . 
Odchylenia od normy są częstsze w  guzach anaplastycznych niż w  izomorficznych. 
Uszkodzenia śródbłonków naczyń, obecność szerokich przestrzeni okołonaczyniowych  
i ich połączenie z m iędzykom órkowym i przestrzeniami tkanki guza, mogą być u w a 
żane za morfologiczny w ykładnik  wzmożonej przepuszczalności naczyń w łosow atych  
dla związków drobno- i w ielkocząsteczkow ych.

X. Прокопанов

УЛЬТРАСТРУКТУРА КАПИЛЛЯРОВ  
В ГЛИОМАХ ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

Р е з ю м е

Ультраструктурные изменения капилляров в изоморфны х и анапластических  
глиомах качественно подобные, однако они отличаются количественно. Откло
нения от нормы более частые в анапластических чем в изоморфных опухолях. 
П овреждения эндотелия сосудов, наличие широких периваскулярных пространств  
и их сообщения с межклеточными пространствами ткани опухоли могут счи
таться морфологическим паказателем усиленной проницаемости капилляров для 
мелко- и многомолекулярных соединений.
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DZIAŁ KRONIKI I INFORMACJI

W dniu 30 czerwca 1979 r .tytuł profesora zwyczajnego otrzymał prof, dr hab. 
med. Mirosław M ossakowski, dyrektor Centrum M edycyny Doświadczalnej i K li
nicznej PAN w  W arszawie.

Tegoż dnia tytuły profesorów  nadzwyczajnych uzyskali:
— doc. dr hab. med. Maria Dąmbska, kierownik Pracowni Neuropatologii R ozw o

jowej CMDiK PA N  w  W arszawie,
— doc. dr hab. med. Maria Dąmbska, kierownik Pracowni Neuropatologii R ozw o

jowej CMDiK PA N  w  W arszawie,

*  *  *

W alne Zgromadzenie Polskiego Towarzystwa Patologów w  dniu 7 września  
1979 r. nadało prof, dr hab. M irosławowi M ossakowskiemu godność -członka ho
norowego Towarzystwa.

*  *  *

W dniiu 30 listopada 1979 r. zostały przyznane zespołow e nagrody n au k ow e  
Sekretarza N aukowego PAN. Otrzymali je:
— prof, dr hab. med. M irosław M ossakowski, Dyrektor CMDiK PAN, członek  

korespondent PAN, za „Badania nad patogenezą niedokrwiennych uszkodzeń  
mózgu”.
W skład nagrodzonego zespołu wchodzą: dr hab. med. M. Ostenda, dr hab. 

med. A. Kapuściński, dr n. przyr. J. Albrecht, dr wet. R. Gadamski, dr n. przyr. 
G. Szumańska, dr med. M. Śmiałek,
— prof, dr hab. med. Adam Kunicki z CMDiK PAN, członek rzeczyw isty  PAN, 

za „Opracowanie uproszczonej metody histograficznej badania werwnątrzezasz- 
kowej kompensacji objętościow ej jako elem entu oceny zagrożenia ciasnotą  
w ew nąlrzczaszkow ą”.
W skład nagrodzonego zespołu wchodzą : dr hab. med. J. Szew czykowski, dr 

med. J. Dziduszko, mgr inż. J. K orsak-Śliwka, mgr inż. G. Pawłowski, mgr inż.
S. Śliwka.
— doc. dr hab. med. Irmina Zelman z CMDiK PAN, za „Cykl badań nad struk

turalnymi i m etabolicznym i następstwam i ostrej hipoglikem ii”.
Do nagrodzonego zespołu należeli: dr n. przyr. M. Sikorska, lek. med. T. Wierz- 

ba-Bobrowicz, mgr W. Hilgier.

*  *  *

W dniu 1 grudnia 1979 wręczone zostały doroczne nagrody naukow e S tow arzy
szenia Neuropatologów Polskich. Otrzymali je:

c.d. na str. 150
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IMMUNOGLOBULINS AND OTHER SERUM PROTEINS, 
T AND В  LYMPHOCYTES AND DEGREE OF BLASTIC 
TRANSFORMATION OF LYMPOCYTES STIMULATED 

BY PHA IN THE BRAIN TUMORS PATIENTS *

Und Departm ent of Internal M edicine 
Head: prof. dr A. Mazurowa 

Department of Oncology, Medical Academy, Łódź 
Head: prof. dr L. Woźniak 

Department of Neurosurgery, Copernicus Hospital, Łódź 
Head: dr Z. Węgrzyn

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 
В  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.I.H., Research Grant PL 480, 
A greem ent no 05-013-N.
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1966). Horse serum was used as antiserum against physiological se
rum proteins (Wytwórnia 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 В  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 В  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 (Płużańska 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 
В  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 1X106 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 (Płużańska, 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 lym phocytes exam inations in peripheral blood of patients with  
brain tumors w ith  different histological diagnosis 

Tabela 1. Białka i lim focyty krwi obwodowej u chorych z guzami mózgu oraz rozpoznanie h isto
patologiczne

-, №  —ТІ- v. "■

H istopathological diagnosis 
Rozpoznani© histopatologiczne

Number o f cases w ith  , T i. с  , •Number oi patients with  
serum proteins examina- . , .r  lym phocytes examination  

tion
Liczba chorych z wyko- Liczba chorych z w yko
nanym i badaniami bia- nanymi badaniami lim-

łek surowicy focytów

Astrocytoma 4 3
Astrocytoma anaplasticum 5 4
Oligodendroglioma 1 —
Oligo-astrocytoma 1 1
Oligodendroglioma anaplasticum 1 —
Ependymoma 2 1
Ependymoma anaplasticum 1 1
Glioblastoma multiforme 10*) 2
Meningioma 7 3
Adenoma hypophysis 3 ■ ' 2
Lymphoma malignum lymphoplasmoides 1 1
Carcinoma metastaticum 7 5

Number of cases 43 23
Liczba przypadków
Number of examinations 45 23
Liczba badań

*) —  two cases were investigated twice: before first surgery and before reoperation 
dwa przypadki badano dwukrotnie: przed operacją i przed reoperacją
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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 w ith tumors of brain and 35 healthy
persons

Tabela 2. Niektóre białka surowicy krwi u 43 chorych z guzami mózgu i 35 zdrowych
osób

Test

Brain tum ois patients —  
z guzami mózgu

chorzy H ealthy persons — ludzie zdrowi

Rodzaj badania
n range

zakres
X SD n range

zakres
X SD

Protein (total) g/1 45 61,2— 81,0 71,40 4,83 35 62— 79,5 72,90 5,31
Albumin g/1 45 28,3— 48,0 38,63 4,58 35 33,1— 46,7 41,27 2,93
Globulin alfaj g/1 45 2,5— 4,8 3,63 0,61 35 2,0— 4,4 3,35 0,35
Globulin alfa2 g/1 45 4,8— 12,2 6,95 1,58 35 4,6— 9,5 6,09 1,14
Globulin beta g/1 45 6,7— 12,7 8,57 1,20 35 5,7— 11,8 8,03 1,47
Globulin gamma g/1 45 9,7— 17,8 13,65 1,87 35 8,3— 18,2 13,10 2,6
Immunoglobulin G IU 45 82,4— 323,6 162,0 37,49 27 89,4— 232,2 150,6 38,87
Immunoglobulin A IU 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/1 45 0,40— 2,40 1,33 0,51 28 0,35— 1,65 0,80 0,31
Ceruloplasmin IU 19 28,6— 86,0 58,20 15,49 18 33,0— 74,6 51,20 13,12

X  —  average value 

X —  wartość średnia 
SD —  standard deviation  
SD —  odchylenie standardowe  
n —  number of exam inations 
n —  liczba badań

The results of quantitative determination of serum proteins are 
presented in Table 2. Total 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 alfa2-globulins was observed. There we
re no differences in the fractions in comparison to the control group 
(p>0.3) except for alfa2-globulins which were significantly higher in 
the group of brain tumor patients (0.02>p!>0.01).
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Immunoelectrophoresis in agar revealed an increased level of at 
least one protein fraction in 15 out of 43 patients. In 5 cases this 
concerned alphai-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 В  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<C0.001).

DISCUSSION

Several nonspecific factors as well as direct and indirect specific 
effectors of immunological reactions are known to influence the course 
cf the neoplastic process (Hudson et al., 1974; Mahaley et al., 1977).
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Table 3. E rosettes, EAC rosettes and surface lg  ((S Ig+ ) o f  lymphocytes in peripheral blood of 
23 patients with brain tum ors and 35 healthy persons 

Tabela 3. Rozety E , EAC i powierzchniowe Ig lim focytów (komórki S Ig + )  we krwi obwodowej 
23 chorych z guzami m ózgu i 35 zdrowych osób

Brain tumors patients —  chorzy „  , , ,  , , - ,1 J H ealthy persons —  ludzie zdrowi
z guzami mózgu

Kind of measurement EAC S Ig+  EAC S Ig +
Rodzaj pomiaru ę  rosettes rosettes cells E rosettes rosettes cells

rozety E rozety lim focyty îozety  E rozety lim focyty
EAC Ig +  EAC Ig +

0//о range 55— 78 6— 21 16— 21 52— 78 13— 25 15— 26
zakres 65,5 16,5 18,5 66,2 17,4 19,3

X

SD
7,4 3,87 2,17 7,9 2,9 3,0

number range 689— 1560 74— 454 166— 410 632— 2120 183— 560 212— 646
in 1 mm3 zakres 1102 283,5 309 1184 303 336
liczba w X 285,6 60,6 72,0 416 98 125
1 mm3 SD

Table 4. The degree of bla3tic transformation of lym phocytes stimulated by PHA in peripheral 
blood of 23 patieąts with brain tumors and 35 healthy persons 

Tabela 4. Stopień transformacji blastycznej lim focytów pobudzonych P H A  we krwi obwodowej 
23 chorych z guzami mózgu i 35 zdrowych osób

Lymphocytes transformation Patients H ealthy persons
Transformacja lim focytów Chorzy Ludzie zdrowi

Range —  zakres л 14— 72 63—-82

зс 57,3 72,5
SD 18,8 4 J ^  ___

Maximal engagement of T and В  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 with the predicted systemic indicators of neoplastic 
processes. > '
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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 
hyperalpha2-globulinemia in three cases were observed. This may 
suggest a connection with neoplastic disease. Other fractions, except 
alpha2-globulin did not differ from control. Since the level of alpha2- 
-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 Küstner et al. (1976) and to Lee (1977) 
hyperalpha2-globulinemia and then the increase of alphai-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 alphai-glyco- 
protein and orosomucoid (alphai-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 alpha2-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
ristic among the protein changes, apart from the increase of serum 
IgG. 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
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 10
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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 В  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 Płużańska et al. (1977), described normal pro
portion and number of T and В  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 В  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-K ulesza, A. Płużańska, J. A lwasiak, M. Mikuta, T. Robak,
Z. W ęgrzyn, R. Maculewicz

IMMUNOGLOBULINY I INNE BIAŁK A SUROWICY, LIMFOCYTY T I В 
ORAZ STOPIEŃ TRANSFORM ACJI BLASTYCZNEJ LIMFOCYTÓW  

PO STYMULACJI PHA U CHORYCH Z GUZAMI MÓZGU

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

W celu  scharakteryzowania niektórych biologicznych w łaściwości guzów móz
gu, badano zmiany w  białkach surowicy u 43 chorych z różnym i nowotworam i 
m ózgu oraz zmiany w  obrębie lim focytów  krwi obwodowej u 23 chorych.

Z w yjątkiem  wzrostu poziomu a lfa2-globulin n ie  stwierdzono zmian poziomu  
białka całkowitego ani innych przesunięć w  proteinogramie, jak również w  trzech  
głów nych klasach immunoglobulin: IgG, IgA, IgM. Charakterystyczny był tylko  
w zrost reaktantów  ostrej fazy tj. a lfai-glikoproteidu, orozomukoidu, ceruloplaz- 
miny, a zwłaszcza haptoglobiny. Proporcje i absolutna liczba lim focytów  T (ozna
czanych testem  rozet E) i lim focytów  В (oznaczonych testem rozet EAC oraz 
za pomocą wykazania im m unoglobulin powierzchniowych) były prawidłowe. N a
tom iast transformacja blastyczna lim focytów  stym ulow anych PHA była znam ien
n ie  upośledzona.

P ostuluje się udział procesów zapalnych i im munologicznych w  przebiegu  
guzów mózgu.

E. Польковска-Кулеш а, А. П луж аньска, Я. Альвасяк, М. Микута, Т. Робак,
3. Венгж ин, Р. Мацулевич

ИММУНОГЛОБУЛИНЫ, ДРУГИЕ СЫВОРОТОЧНЫЕ БЕЛКИ, ЛИМФОЦИТЫ  
Т и В, СТЕПЕНЬ БЛАСТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМ АЦИИ ЛИМФОЦИТОВ ПОСЛЕ 

СТИМУЛИРОВАНИЯ РНА У БОЛЬНЫХ ОПУХОЛЯМИ МОЗГА

Р е з ю м е

Целью работы была характеристика некоторых свойств опухолей мозга. 
Исследовано изменения сывороточных белков у  43 больных и изменения лим
фоцитов в периферической крови у 23 больных.
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За исключением повышения уровня <х2-глобулинов не констатировано изм е
нений уровня общего белка и других смещений протеинограма, а также изме*- 
нений в главных классах иммуноглобулинов: IgG, IgA и IgM. Обнаружено  
характеристические увеличение реактантов острой фазы: с^-гликопротеида, оро- 
зомукоида, церулоплазмина, и особенно гаптоглобина. Пропорции и абсолютное  
число лимфоцитов Т (определяных тестом розеток Е) и лимфоцитов Б (опреде- 
ляных тестом розеток ЕАС и при помощи обнаружения поверхностных иммуно
глобулинов) были нормальные. Бластическая ж е  трансформация лимфоцитов  
стимулированых РНА была существенным образом снижена.

Авторы предполагают участие воспалительных и иммунологичесчих процессов  
в течении опухолей мозга.
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PRZEM YSŁAW  NOWACKI

ZALEŻNOŚĆ MIĘDZY WIEKIEM KRWIAKA 
PODTWARDÔWKOWEGO A OBRAZEM MORFOLOGICZNYM

JEGO TOREBKI

Pracownia Neuropatologii K lin ik i Neurologii Instytutu Chorób U kładu  
Nerwowego i Narządów Zm ysłów  PAM w  Szczecinie  

K ierow nik Pracowni: doc. dr J. Kulczycki

Nagromadzenie krwi w przestrzeni podtwardówkowej nosi od daw
na nazwę krwiaka podtwardówkowego (Virchow 1857; Trotter 1914; 
Putnam, Cushing 1925; Peters 1970).

Od czasu badań Trottera, większość autorów uważa, że najczęstszą 
przyczyną krwiaka podtwardówkowego jest uraz głowy; stąd wiek 
krwiaka równy jest zwykle okresowi, który upłynął od chwili tego 
urazu. Niejednokrotnie pacjent jednak nie pamięta przebytego urazu 
albo wręcz go neguje (Lavy, Herishianu 1969; Castleman 1972; Schmitt 
1975). Częste są też przypadki, w których chory czuje się przez długi 
czas po urazie dobrze, a dopiero później jego stan ulega pogorszeniu 
(Lindenberg 1971; Jamieson, Yelland 1972). Wreszcie część pacjentów 
podaje w wywiadzie wielokrotny uraz, nierzadko w ciągu krótkiego 
czasu. Zdarzają się również przypadki nierozpoznanych przyżyciowo 
krwiaków, które stały się przyczyną zgonu chorego. Jak z powyższego 
wynika, ustalenie wieku krwiaka na podstawie danych o przebytym 
urazie jest często bardzo trudne, a niekiedy wręcz niemożliwe. Dla
tego też należałoby poszukać innego rozwiązania dla określenia wie
ku krwi wynaczynionej pod twardówkę. Duże znaczenie praktyczne 
miałoby przeprowadzenie korelacji między niektórymi danymi klini
cznymi, a obrazem histopatologicznym krwiaka. Wydaje się, że naj
większa zależność istnieje między wiekiem krwiaka podtwardówko
wego, a stopniem jego organizacji. Krew w przestrzeni podtwardówko
wej wywołuje szereg reakcji miejscowych, w wyniku czego powstaje 
torebka zbudowana z tkanki łącznej, oddzielająca masy krwiaka od
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twardówki (Parkinson, Chochinov 1960; Christensen, Husby 1963; De
cker, Jacobs 1974). Torebka ta mogłaby się okazać najodpowiedniej
szym materiałem dla oceny wieku krwiaka, przy założeniu, że podlega 
ona charakterystycznym zmianom w miarę starzenia się wynaczynie- 
nia. W dostępnym piśmiennictwie napotkano na próby oceny morfo
logii torebki; dotyczyły one jednak tylko niektórych składników wy
stępujących w jej utkaniu. W kilku zaledwie przypadkach opisane by
ły ogólnie zmiany, jakim te składniki podlegają w miarę starzenia się 
krwiaka (Friede 1971; Watanabe i wsp. 1972; Sato, Suzuki 1975). Ce
lowe wydaje się więc podjęcie próby wnikliwszej oceny składników 
wchodzących w utkanie torebki, jak i przemian, którym one podlega
ją w miarę upływu czasu. Ze względu na podkreślany przez niektórych 
autorów (Sato, Suzuki 1975) duży udział naczyń w procesie organiza
cji mas krwotocznych, na uwagę zasługuje także i ten element budo
wy torebki. Ocena morfologiczna krwiaka może być przydatna nie tyl
ko dla ustalenia jego wieku; badania torebki mogą rzucić światło na 
mechanizm powiększania objętości krwiaka.

Wymienione w tym rozdziale trudności w ocenie wieku krwiaka pod- 
twardówkowego i mechanizmu wzrostu jego objętości, były bodźcem 
do podjęcia niniejszej pracy.

MATERIAŁ I METODY

Przebadano 29 torebek krwiaków podtwardówkowych, pobranych pod
czas zabiegu operacyjnego w Klinice Neurochirurgii PAM w Szczecinie 
w latach 1968—1976 u osób obojga płci w wieku od 8 miesięcy do 78 lat. 
Osobników płci męskiej było 20, żeńskiej 9. Torebki po ocenie makrosko-

Ryc. 1. Skupiska granulocytów obojętnochłonnych i komórek lim foidalnych w  m a
sach krwotocznych. Widoczne są także pasma włóknika. Fiolet krezylu. Pow. 280 X. 
f i g .  1. A ccum ulations of neutrophilic granulocytes and lym phoidal cells in he

morrhagic masses. Fibrin bands. Cresyl violet. X 280.
Rye.  2. D elikatna torebka krwiaka 8-dniowego z przewagą fibroblastów. Brak

naczyń. H-E. Pow. 60 X.
Fig. 2. D elicate capsule of 8-day hematoma w ith  predominance o f fibroblasts.

A bsence of vessels. H-E. X 60.
Rye. 3. Bogatokomórkowa torebka krwiaka 12-dniowego z pojedynczym i n aczyn ia

mi w łosow atym i. Fiolet krezylu. Pow. 60 X.
Fig.  3. R ich-cellular capsule of 12-day hematoma w ith single capillary vessels.

Cresyl violet. X 60.
Rye. 4. Bogatokomórkowa torebka krwiaka 22-dniowego z w yraźnym  podziałem  
na w arstw y: zbitą, naczyniową (z naczyniam i zatokowatymi) i  luźną. Fiolet kre

zylu. Pow. 60 X.
Fig. 4. R ich-cellu lar capsule of 22-day hematom a with a distinct 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
stępnie skrawano na mikrotomie w przekroju poprzecznym i barwiono: 
hematoksyliną-eozyną (H-E), fioletem krezylu (F.K.) oraz metodami Van 
Gieson i Weigerta. Badaniom poddano jedynie te przypadki, w których 
można było określić początek choroby, to znaczy uraz poprzedzający wy
stąpienie objawów neurologicznych. W celu dokładniejszej oceny wieku 
zmian, jakim podlegają torebki krwiaków, podzielono otrzymany do ba
dania materiał na grupy, w zależności od czasu, który upłynął 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 wyróżniono w torebkach 
krwiaków 3 warstwy: zewnętrzną (zbitą), środkową (naczyniową), we
wnętrzną (luźną). Dokonano pomiarów warstw torebki, ścian naczyń 
i ich kalibru. Każdą warstwę torebki mierzono 10-krotnie w różnych 
miejscach i obliczano średnią arytmetyczną; grubość ścian i kaliber 
naczyń mierzono 3-krotnie, również ustalając średnią arytmetyczną. 
Ocenę materiału konfrontowano z danymi otrzymanymi z historii cho
rób, protokołów operacyjnych lub bezpośrednio od pacjentów.

WYNIKI

Oceniając dynamikę zmian zachodzących w utkaniu torebki i zawar
tości krwiaka podtwardówkowego w przebiegu jego starzenia się, uzys
kano następujące wyniki:

Ryc.  5. Kom órkowo-włóknista (pozorne rozrzedzenie utkania) torebka krwiaka  
30-dniowego z licznymi średnimi i dużymi naczyniami zatokowatym i oraz drob

nym i żyłami. F iolet krezylu. Pow. 60 X.
Fig. 5. Cellular-fibrillary (apparent rarefaction of the texture) capsule of 30-day  
hematoma w ith  numerous m edium -size and large sinusoidal vessels and sm all

veins. Cresyl violet. X 60.
Ryc.  6. Gruba torebka krwiaka 45-dniowego. W łókniste utkanie w arstw y zbitej 
i części zewnętrznej w arstw y naczyniowej. Duże naczynia zatokowa te w  utkaniu

całej torebki. H-E. Pow. 60 X.
Fig. 6. Thick capsule of 45-day hematoma. Fibrillary textu re  of compact layer  
and the outer part of vascular layer. Large sinusoidal vessels in th e  w hole

capsule texture. H-E. X 60.
Ryc.  7. W łóknista torebka krwiaka ok. 60-dniowego z licznym i dużymi naczy

niami zatokowatymi. Fiolet krezylu. Pow. 60 X.
Fig. 7. Fibrillary capsule of about 60-day hematoma w ith  numerous, large s inu

soidal vessels. Cresyl violet. X 60.
Ryc.  8. Torebka krwiaka 70-dniowego. W idoczne duże, grubościenne naczynia  
żylne w  pobliżu powierzchni zewnętrznej; poza tym liczne żyły w  utkaniu całej 

torebki. Fiolet krezylu. Pow. 60 X.
Fig. 8. Capsule of 70-day hematoma. Large th ick-w alled  veins reins in  the vicinity  
of the  outer surface. Numerous veins in the w h ole  capsule texture. Cresyl violet.

X 60.
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Torebka krwiaka (dane ogólne)

W grupie I w żadnym z przebadanych przypadków nie udało się zna
leźć typowej dla krwiaka torebki, choć miejscami obserwowano począt
kowe stadia organizacji'wynaczynienia (rye. 1). Począwszy od grupy II 
spotykano wyraźną torebkę podlegającą .przemianom w miarę starze
nia się krwiaka. Przypadki zawarte w grupie II i III posiadały toreb
kę bogatokomórkową z niewielką ilością włókien łącznotkankowych (ryc. 
2, 3, 4). W grupie V i VI posiadała ona już wyraźnię charakter mie
szany, komórkowo-włóknisty, przy czym włókna znajdowały się głów
nie w warstwie zewnętrznej. W miarę starzenia się krwiaka ilość włó
kien wzrastała. Wzrost ten postępował od warstwy zbitej w głąb to
rebki (ryc. 5, 6, 7, 8, 9, 10). Niekiedy włókna układały się równolegle, 
co nadawało torebce charakter utkania zbliżony do opony twardej.

Л  ' t  - f  .V ■ i  - 4

ч  I  ' * ,,>*■ ' > '
- * Szerokość warstw torebki (wykres 1)

1 ' ‘ 4
1. Warstwą zbita (zewnętrzna) —t szerokość jej nie podlegała więk

szym wahaniom w"“miarę starzenia się krwiaka. Malała jedynie w przy
padkach najstarszych (ponad 70 dni).

2. Warstwa \iaczyniowa (środkową) — szerokość tej warstwy nie
mal równolegle wzrastała z wiekiem krwiaka, przekraczając w przy
padkach najstarszych kilkakrotnie wymiary warstwy luźnej i kilkana-•%%
ście razy warstwy zbitej.

"  *  s . ■ > •

—; ^   :--------------
* '■ ' îv • • -r K- >••#’ * . ■ Л

Ryc.  9. Torebka krwiaka ok. 90rdniowego. W yraźnie w łóknisty  charakter utkania  
części zew nętrznej (górna część ryciny). Widoczne duże naczynie żylne i zato- 

kowäte. F4olet krezy lu. Pow. 60 X.
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: X 60.

Ryc.  10. Torebka krwiaka ok. ł'50-dniowego.' Podział na część w łóknistą zew n ętrz
ną i bogatokom órkową w ewnętrzną. Duże naczynie żylne w  części w łóknistej.

F iolet krezyłu. Pow. 60 X.
$

Fig. 10. Capsule of 'about 90-day hematoma. D ivision  into the outer fibrillary  
and inner rich-cellu lar layers. Large vein  in the fibrillary part. Cresyl violet.

\  : ■ X 60.

Ryc.  11. 12. Granulocyty kw asochłonne w  utkaniu torebki krwiaka podtwardôtv-
kowego,. H-È. Pow. îmearsyjne.

4
Figs. 11. 12. A cidophilic granulocytes in the texture of subdural hematoma capsu-

" le. H-E. Immersion.

Ryc. 13. Ognisko krwotoczne w  utkaniu torebki w  stadium proliferacji fibrobla-  
stów  i rozbiórki makrofagów. H-E. Pow. 60 X.

Fig. 13. Hem orrhagic focus in the capsule texture in the stage of fibroblast pro
liferation and macrophagic degradation. H-E. X 60.

http://rcin.org.pl



Nr 1 Patomorfologia krwiaków podtwardówkowych 157

‘4"’ V« V

w  '-'Л' ;Г%-►*< **i’ *• »*WV

ж WW» . / /  * j

Л

http://rcin.org.pl



158 P. Nowacki Nr 1

3. Warstwa luźna (wewnętrzna) — jej szerokość wzrastała w mier
nym stopniu, osiągając największe wartości w grupie IV, potem spa
dała jednak dość wyraźnie, lecz nie poniżej rozmiarów w grupie II 
i III.

1000

900

8 00

7 0 0

6 0 0

300

200

100

Grupa
Group V VIIII IV

t i Warstwa naczyniowa ( środkowa )
* * Voscular layer (middle)

  ___  Warstwa luźna (wewnętrzna)
Loose layer (inner)

T f Warstwa zbita (zewnetrzna)
Compact layer (outer)

Wykres  1. Zmiany m aksym alnej szerokości w arstw  torebki w  miarę starzenia się
krwiaka

D ia g r a m  1. Changes in the m axim um  width of capsule layers in  the course of
aging o f  hematoma.

Elementy komórkowe torebki

Komórkami leżącymi w podścielisku torebki były głównie fibrobla- 
sty, fibrocyty, komórki limfoidalne i makrofagi. Fibroblasty obser
wowano już w grupie I. Obecne one były we wszystkich pozostałych 
grupach, zwykle równomiernie usiane w podłożu, zaś w grupie V i VI 
głównie w warstwie naczyniowej i luźnej. W przypadkach grupy III 
pojawiały się w warstwie zbitej fibrocyty. Stopniowo ich ilość wzra
stała, tak, że w grupie V i VI obserwowano je w warstwie zbitej i ze
wnętrznej części warstwy naczyniowej. Ilość pozostałych komórek wy
mienionych wyżej podlegała podobnym wahaniom jak fibroblastów; 
tych ostatnich było jednak zawsze najwięcej. Makrofagi obładowane 
hemosyderyną, a od grupy III także hematoidyną, nie podlegały więk
szym zmianom w miarę starzenia się krwiaka.
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Tabela 1. Korelacje między wiekiem krwiaka a typem i wielkością naczyń w jego torebce. 
Table 1. Correlation between the age of hematoma and the type and size of vessels in

its capsule

Najczęściej

Wiek
krwiaka

(dni)

Liczba
przy

padków

Typ
naczyń

Maksymalna
średnica
naczyń

Średnica
najczyściej

spotykanych
naczyń

Grubość
ściany

naczynia

spotykana 
lokalizacja 

naczyń 
w warstwach:

Age of 
hematoma 

(days)

No of 
cases

Type of 
vessels

Maximum
vessel

diameter

Most
freqient
diameter

Vessel
wall

thickness

Most frequent 
location of
vessels in 

layers

1—5 3 brak naczyń — absence of vessels

6— 15 7 zatokowate
sinusoidal

35 Д 15—20 [i 

25—35 Ц
II
II

16— 30 10 zatokowate
sinusoidal

70 U 20—30 |! 
45—60 {i

I, II, III 
I I > I

żylne 40 Ц 15— 20 Д 5— 8 Д II> 1
venous 30—40 \х 8— 10 Ц II

31—50 3 zatokowate
sinusoidal

70 Ц 25— 30 Ц 
50— 60 11

I, II, III 
I I > I

żylne 60 Ji 25— 30 Ц 10— 15 [i. I I > I
venous 40—60 Ц 10— 15 й II

51— 70 3 zatokowate
sinusoidal

70 Ц 25—35 |і 
50—70 й

I I > I > I I I
I I > I

żylne 70 Ц 20—30 Д 10— 12 Д I I > I
venous 50—60 Ц 15—20 |i I I > I

ponad 70 3 zatokowate 75 M 30—40 |х I, II, III
above sinusoidal 60— 70 й II, III

żylne 100 |i 40—60 ц 15— 20 U I I > I > I I I
venous 70—90 ц 20— 25 11 I I > I

Na szczególną uwagę zasługuje obecność granulocytów kwasochłon- 
nych w utkaniu torebki (ryc. 11, 12). Obserwowano je w 7 z 29 opi
sanych torebek krwiaków. Komórki te leżały pojedynczo, bądź w sku
piskach. U 5 z 7 chorych w wywiadzie stwierdzono alkoholizm.
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Naczynia krwionośne torebki (tabela 1, rye. 1— 10)

We wszystkich przypadkach poza grupą I występowały naczynia 
typu zatokowatego. Ich ilość i średnica wzrastały z wiekiem torebki. 
W grupie II obecne były w warstwie naczyniowej, potem spotykano je 
w całej torebce, jednak najczęściej w warstwie naczyniowej. Drugim 
typem naczyń były żyły, obserwowane począwszy od grupy III. Ich 
średnica, grubość ściany i ilość wzrastały także w miarę starzenia się 
krwiaka. Znajdowały się głównie w warstwie naczyniowej, rzadziej 
zbitej, w wewnętrznej pojawiały się dopiero w przypadkach najstar
szych (grupa VI). W niektórych torebkach, niezależnie od wieku krwia
ka, obserwowano ogniska krwotoczne w różnych fazach organizacji 
(ryc. 13). Ogniska te leżały zwykle w warstwie naczyniowej, niekiedy 
również w zewnętrznej i wewnętrznej.

Zawartość krwiaka

W 'grupach I, II i III spotykano erytrocyty świeże. W przypadkach 
starszych były one w znacznym stopniu shemolizowane. Największą 
penetrację fibroblastów i naczyń włosowatych z torebki w masy krwi 
obserwowano w grupie II, III i IV. Granica między torebką a zawar
tością, krwiaka była w miarę starzenia się wynaczynienia coraz bar
dziej ostra. Ilość barwnika krwi powstałegp z rozpadu erytrocytów 
pozostawała we wszystkich przypadkach mniej więcej jednakowa.

D YSK USJA

W przeanalizowanym materiale pierwsze oznaki organizacji wyna
czynienia obserwowano od około 4—5 dnia po urazie. Polegały one na 
pojawieniu się sporej ilości komórek limfoidalnych, granulocytów obo- 
jętnochłonnych i pojedynczych pasm fibroblastów, zwłaszcza na obwo
dzie krwiaka, nie tworząc jeszcze typowej dla krwiaka torebki. O udzia
le neutrofilów w początkowej fazie organizacji krwiaka donosi także 
Lindenberg (1971). Wszystkie elementy komórkowe układały się za
zwyczaj w pasmach włóknika, bardzo obficie występującego w tym 
czasie w masach krwotocznych. Zjawisko to zdaje się świadczyć o du
żym znaczeniu włóknika we wczesnym okresie organizacji wynaczy
nienia. Tak interpretuje je również szereg innych autorów (Putnam, 
Cushing 1925; Watanabe i wsp. 1972; Apfelbaum i wsp. 1974). Stano
wisko takie reprezentują zwłaszcza Apfelbaum i wsp (1974), którzy 
na podstawie wykonanego modelu doświadczalnego stwierdzili, że nie 
dochodzi do organizacji wynaczynienia w tym przypadku, gdy pozba-
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wionę zostanie ono włóknika. Właściwy rozwój torebki obserwowałem 
od około 7 dnia choroby. Według moich obserwacji, torebka składała 
się początkowo prawie wyłącznie z elementów komórkowych: fibro- 
blastów, komórek limfoidalnych, makrofagów obładowanych hemosy- 
deryną oraz niewielkiej ilości włókien łącznotkankowych. Jest to zgod
ne z obserwacjami innych autorów, którzy uważają, że komórki te 
pojawiają się między 5 a 6 dniem choroby (Lindenberg 1971; Watanabe 
i wsp. 1972; Apfelbaum i wsp. 1974). W tych przypadkach, w których 
obserwowano pojawienie się torebki pod koniec drugiego tygodnia 
choroby, prace przeprowadzano na modelu doświadczalnym u zwierząt 
i dynamika rozwoju organizacji krwiaka mogła być nieco inna niż 
u człowieka (Watanabe i wsp. 1972; Apfelbaum i wsp. 1974). Oceniane 
przeze mnie torebki posiadały bardzo mało granulocytów obojętno- 
chłonnych. Wymienione dotychczas komórki torebki w dalszych fa
zach jej organizacji obecne są zwłaszcza w warstwie II i III. Stopnio
wo zastępują je włókna kolagenowe, obficie występujące w warstwie 
I i II. W okolicach bogatych we włókna pojawiają się fibrocyty. W do
stępnych w piśmiennictwie opisach torebek, nie znalazłem wzmianki 
o fibrocytach, jak również danych o rozmieszczeniu elementów komór
kowych w torebce w różnych okresach czasu po urazie. Opisany spo
sób ułożenia składników torebki związany jest prawdopodobnie z orga
nizacją krwiaka, która postępuje z obwodu w głąb mas krwiaka.

Na szczególną uwagę zasługuje obecność w niektórych przypadkach 
granulocytów kwasochłonnych. Występują one głównie w warstwie 
naczyniowej torebki. Taka ich lokalizacja wskazuje na możliwość mi
gracji tych elementów z krwi obwodowej. Wiadomo, że reakcja aler
giczna stanowi zmienioną jakościowo odpowiedź na obce gatunkowo 
białko, lub białko własne, o ile pojawi się ono w okolicy, w której 
zwykle nie występuje (Aleksandrowicz 1969; Ławkowicz, Krzemińska- 
-Ławkowiczowa 1973; Angielski, Regulski 1976). Odczyn eozynofilny 
w naszych przypadkach może być związany właśnie z alergizującym 
działaniem produktów degradacji krwi wynaczynionej pod twardów
kę. Dość częstym zjawiskiem potwierdzającym to alergizujące dzia
łanie krwiaka jest odczyn ze strony opony twardej, polegający na, 
niekiedy wyraźnym, jej przekrwieniu. Przypadki, w których obserwo
wano granulocyty kwasochłonne w utkaniu torebki dotyczyły przeważ
nie osób z alkoholizmem w wywiadzie. Ze względu na to, że alkoholizm 
zdarza się dość często u osób z krwiakiem podtwardówkowym (Traun- 
fellner 1957; К а к ,  Gleadhill 1971; Raskind i wsp. 1972), wymienione 
korelacje między występowaniem granulocytów kwasochłonnych a nad
używaniem alkoholu, mogą być tylko przypadkowe.
N e u r o p a t o lo g ia  P o l s k a  — 11
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Obserwując ilość, typ i rozmieszczenie naczyń krwionośnych oraz 
zmiany w ich otoczeniu, odnosi się wrażenie, że odgrywają one decy
dującą rolę w organizacji krwiaka i stanowią ważny element budowy 
jego torebki. Większość autorów poprzestawała na określeniu naczyń 
w utkaniu torebki mianem kapilarów, nie przywiązując wagi do ich 
rozmieszczenia i zmian, jakim podlegają w miarę starzenia się krwia
ka. Jedynie Putnam i Cushing (1925), a potem Sato i Suzuki (1975), 
wprowadzili podział naczyń na drobne włosowate i duże zatokowate. 
Na podstawie własnych badań mogłem stwierdzić, że naczynia pod
legają zmianom ilościowym i jakościowym w miarę postępu choroby. 
Równocześnie ze wzrostem liczby zmienia się ich wielkość i rodzaj. 
Początkowo drobne włośniczki ustępują miejsca dużym naczyniom za- 
tokowatym, a od około 3 tygodnia choroby, również stopniowo powięk
szającym się żyłom. Obserwowane przeze mnie liczne naczynia pącz
kujące w masy krwotoczne oraz obecność w pobliżu tych naczyń dużej 
ilości komórek rozbiórki ruchomej, świadczy o znaczeniu, jakie posia
dają one dla transportu produktów rozpadu wynaczynionej krwi. Po
dobne spostrzeżenia poczynili inni autorzy (Borowska-Lehman 1974). 
Ciągły przyrost grubości warstwy naczyniowej w przebadanych przeze 
mnie przypadkach odbywa się częściowo kosztem pozostałych warstw; 
świadczy to z jednej strony o coraz lepszym unaczynieniu torebki, 
z drugiej zaś o tym, że warstwa naczyniowa stanowi część wzrostową 
torebki. Obecność świeżych krwinek czerwonych w świetle niektórych 
naczyń także przemawia za dobrze rozwiniętym krążeniem w toreb
ce. Jest to zgodne z danymi z piśmiennictwa (Apfelbaum i wsp. 1974).

Wokół niektórych naczyń w pobliżu wewnętrznej powierzchni toreb
ki oraz w warstwie naczyniowej obserwowano różnej wielkości ognis
ka krwotoczne, niekiedy w stadium rozbiórki makrofagowej i proli
feracji fibroblastów. Spostrzeżenie to może mieć znaczenie dla wyjaś
nienia mechanizmów powiększania objętości krwiaka. Do dnia dzisiej
szego nie wiadomo ostatecznie, jaka jest przyczyna powiększania obję
tości krwiaka. Część autorów stoi na stanowisku, że przyrost masy 
krwiaka odbywa się dzięki wchłanianiu płynu mózgowo-rdzeniowego 
do wnętrza otorbionego wynaczynienia, gdzie panuje zwiększone ciś
nienie osmotyczne (Gardner 1932; Ambrosetto 1962; Suzuki, Takaku 
1970). Według innych, przyczyna tkwi w dodatkowych krwawieniach 
z przerwanych naczyń torebki (Putnam, Cushing 1925; Watanabe i wsp. 
1972; Decker, Jacobs 1974). Dyskutowana jest także możliwość współ
istnienia obu czynników: osmotycznego i dodatkowych krwawień (Swi
cowa, Dziewicka 1974). Analiza własnego materiału zdaje się przema
wiać za dokrwawianiem do mas krwiaka.
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Poza przedstawioną tu obserwacją o prawdopodobnym mechaniz
mie powiększania objętości krwiaka, na podstawie przeprowadzonych 
badań nasuwa się spostrzeżenie, że rodzaj i rozmieszczenie elemen
tów torebki, zwłaszcza naczyń i włókien kolagenowych, podlegają dość 
wyraźnym i charakterystycznym zmianom wraz z jej wiekiem. Pozwa
la to na określenie wieku krwiaka, przy czym należy podkreślić, że 
ocena wieku starszych krwiaków jest trudniejsza ze względu na mniej 
dynamiczny rozwój organizacji wynaczynienia. Jest to zgodne ze spo
strzeżeniami Stricha (1976). Według opinii części autorów, niektóre 
krwiaki, zwłaszcza drobne, ulegają w miarę starzenia się prawie cał
kowitemu wchłonięciu z pozostawieniem niewielkiego zgrubienia na 
wewntęrznej powierzchni opony twardej (Goodell, Mealey 1963; Zülch 
1974). W przebadanym materiale nie spotkałem takich przypadków.

Wyniki badań przeprowadzonych w niniejszej pracy nie mogą być 
uważane za niepodważalne, gdyż procesy fizjologiczne i patologiczne 
w każdym organizmie są różne i zależą od wielu czynników (szybko
ści przemiany materii, zdolności regeneracji tkanki łącznej, wieku i in
nych). Z tych względów wiek krwiaka podtwardówkowego należy oce
niać na podstawie przedstawionych wyników w sposób przybliżony, 
a podział materiału na 6 grup należy traktować jako schemat wyni
kający z metodyki pracy.

WNIOSKI

1) Typ i wielkość naczyń krwionośnych, ilość włókien łącznotkan- 
kowych oraz rozmieszczenie tych elementów w utkaniu torebki, pod
legają dość charakterystycznym zmianom w przebiegu starzenia się 
krwiaka. Umożliwia to określenie wieku wynaczynienia. W krwiakach 
starych określenie wieku natrafia na większe trudności ze względu na 
mniej dynamiczny rozwój ich organizacji.

2) Wzrost grubości warstwy naczyniowej odbywający się kosztem 
pozostałych warstw, zwłaszcza luźnej, świadczy o coraz lepszym una- 
czynieniu torebki. Warstwa naczyniowa jest częścią ,,wzrostową” to
rebki.

3) Obecność granulocytów kwasochłonnych w utkaniu torebki krwia
ka podtwardówkowego może przemawiać za alergicznym charakterem 
odczynu, który jest odpowiedzią ustroju na produkty degradacji krwi 
wynaczynionej do przestrzeni podtwardówkowej.

4) Istotne znaczenie dla wzrostu objętości krwiaka posiada dokrwa- 
wianie z naczyń jego torebki, czego dowodem są spotykane w pobli
żu tych naczyń ogniska krwotoczne w różnych stadiach organizacji.
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П. Новацки

ЗАВИСИМОСТЬ М ЕЖ ДУ СУБДУРАЛЬНОЙ ГЕМАТОМОЙ 
И МОРФОЛОГИЧЕСКИМ ОБРАЗОМ ЕЁ КАПСУЛЫ

Р е з ю м е

Исследовано 29 случаев субдуральной гематомы. Затем исследовалась мор
фология капсулы гематомы и степень ее организации в зависимости от возраста 
экстравазации, а такж е изменения в структуре капсулы, на основании которых 
можно делать выводы относительно механизма увеличения объема гематомы.

Исследования заключались в гистопатологической оценке материала при 
употреблении типичных методов окрашивания.

Во время развития капсулы субдуральной гематомы находящиеся в ней 
колагенные волокна и кровеносные сосуды проходят характерные изменения. 
Знание этих преображений дает возможность установить возраст гематомы. 
Вблизи некоторых сосудов капсулы находятся очаги кровоизлияния в разных  
ф а за х  организации. Они могут быть источником экстравазации в массу гематомы  
и вызывать благодаря этому рост ее объема.

Следует обратить внимание на наличие в некоторых капсулах ацидофильных  
гранулоцитов. Их наличие может свидетельствовать о алергическом характере  
реакции, которая является ответом организма на продукты деградации крови, 
изливаемой в субдуральное пространство.

Р. Nowacki

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

S u m m a r y

The study comprised 29 cases of subdural hematomas. The evaluation includ
ed the morphology o f the capsule and its degree of organization in the relation  
to the age of hematoma, as w ell as the changes in the texture providing indica
tions as to the m echanism  of the vo lum e increase of hematoma. The material 
was exam ined histopathologically w ith  routine staining methods.

In the course of developm ent of the capsule, its collagen fibres and blood 
vessels undergo characteristic changes a llow ing to determine the age of hem ato
ma. In the vicinity of some vessels hem orrhagic foci are present in various sta
ges of organization. The foci may be the cause of bleeding to the mass of hem a
toma resulting in the increase of its volum e. Acidophilic granulocytes w ere pre
sent in some o f  the capsules, indicating the allergic character of the  reaction  
m anifesting the response of the organism to the degradation products of blood  
extravasated  into the subdural space.
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