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E KRYSTYNA RENKAWEK

;DOSWIADCZALNY MODEL CHOROBY PARKINSONA WYWOLANY
. N-METYLO-4-FENYLO-1,2,3,6-TETRAHYDROPIRYDYNA (MPTP)
i

. Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej PAN,
" Warszawa

. Idiopatyczna choroba Parkinsona i zesp6él parkinsonowski majg do-
kladnie okreslone cechy kliniczne oraz obraz zaburzen metabolicznych
i strukturalnyeh w osrodkowym ukladzie nerwowym (Schwab, England
1968; Selby 1968). Wiadomo, ze charakterystyczny zespél objawow ze
strony ukladu pozapiramidowego u chorych powstaje w wyniku uszkodze-
nia i zaniku dopaminergicznych komérek nerwowych istoty czarnej (Cal-
ne, Langston 1983). Pomimo znanego obrazu uszkodzen morfologicznych
i zwigzanych z nimi zaburzen metabolicznych, przyczyna zwyrodnienia
komorek istoty czarnej nie jest znana. Trudne lub czesto niemozliwe jest
wytlumaczenie znacznego zréznicowania obrazu klinicznego choroby
u poszczegbélnych pacjentow, jak rowniez réznej reakeji na substytucyjne
leczenie preparatami L-dopy.

Dlatego tez w poznaniu przyczyny choroby Parkinsona istotne znacze-
nie maja badania nad substancjami chemicznymi o charakterze neurotok-
syn, powodujgcymi swoiste badz wybiércze uszkodzenia w mniektérych,
§cisle okreslonych strukturach anatomicznych ukladu nerwowego lub
uszkadzajacymi poszczegélne typy komoérek nerwowych. Takg substan-
tja neurotoksyczng wywotlujaca u ludzi i zwierzat doswiadczalnych obja-
wy parkinsonizmu jest N-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna
(MPTP), jak roéwniez inne analogi metylopirydyny (Langston i wsp.
1983). Pierwszy opis MPTP podali Ziering i wsp. w 1947 r., natomiast
jej dzialanie jako wybiérczej neurotoksyny wykryto przypadkowo po
tazyciu MPTP przez mlodych ludzi w celu uzyskania efektu narkotycz-
nego (Davis i wsp. 1979; Langston i wsp. 1983).

T MPTP wprowadzona do ustroju zwierzat do$wiadczalnych, glownie
alp i myszy, wywoluje szereg objawéw zespolu parkinsonowskiego,
Eiedzy innymi takich jak sztywnos¢, akinezja i drzenie. Objawy te, uzys-
ane u malp nawet po podaniu bardzo matych dawek neurotoksyny od-
owiadaja w znacznym stopniu obrazowi klinicznemu choroby Parkinsona
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2 K. Renkawek

u ludzi (szczegbélowe zestawienie objawoéw Kklinicznych podano w pracy
Burnsa i wsp. 1983). Zatruwane zwierzeta stawaly sie akinetyczne, a juz
po 4 dniach podawania MPTP zachodzila koniecznos¢ ich sztucznego
karmienia. W badaniach biochemicznych na tych zwierzetach stwierdzo-
no, ze w 10—11 dniu po zaprzestaniu doswiadczenia wychwyt egzogennej
dopaminy i poziom endogennej dopaminy byly znacznie obnizone, badz
tez zerowe. W obrazie histologicznym wystepowal natomiast zanik ko-
morek nerwowych istoty czarnej (Heikkila i wsp. 1984; Langston i wsp.
1984).

Zmiany strukturalne i objawy Kkliniczne choroby Parkinsona po za-
stosowaniu MPTP wykazuja zaleznos$é- od wielokrotnosci dawki i czasu
obserwacji po wprowadzeniu neurotoksyny. Pelny, rozwiniety obraz cho-
roby u zwierzat otrzymuje sie po stosowaniu dawki wielokrotnej i po
dluzszym niz kilka dni okresie przezycia po doswiadczeniu (Langston
1985). Wspéblzaleznosé obrazu klinicznego od dilugosci czasu dzialania sub-
stancji wystepuje rowniez u ludzi. W obrazie klinicznym, mozna wyroz-
ni¢ kolejne okresy choroby od postaci ostrej poprzez podostrg do prze-
wleklej fazy choroby majacej swoj odpowiednik w zaburzeniach funkcji
réznych neuroprzekaznikéw, nie tylko dopaminy. Langston (1985) oma-
wiajgc zebrany material kliniczny i doswiadczalny wysuwa przypuszcze-
nie, ze utrzymujgcy sie przez dlugi okres po zaprzestaniu podawania
MPTP, zespo6t objaw6éw parkinsonizmu mogltby by¢ tlumaczony utrwalo-
nym niedoborem dopaminy, podobnie jak przewlekly parkinsonizm u lu-
dzi jest wyrazem przewleklego stanu hipodopaminergicznego.

Zesp6l zaburzen czynnosciowych znajduje swoéj pelny odpowiednik
w badaniach neuropatologicznych prowadzonych po réznie dlugich okre-
sach dzialania MPTP u poszczegélnych gatunkéow zwierzat. Obserwacje
neuropatologiczne wykazaly, ze MPTP powoduje wybiorcze zwyrodnie-
nie i zanik dopaminergicznych komérek nerwowych czesci zbite] istoty
czarnej oraz utrate dopaminergicznej inerwacji w strukturach z nig czyn-
nosciowo powigzanych, takich jak jadro ogoniaste i skorupa (Burns i wsp.
1983; Heikkila i wsp. 1984; Langston i wsp. 1984; Wallace i wsp. 1984;
Fuller, Steranka 1985). Uszkodzenie komoérek wydaje sie swoiste dla neu-
ronéw dopaminergicznych istoty czarnej; neurony noradrenergiczne i se-
rotoninergiczne nie sa bowiem uszkodzone (Heikkila i wsp. 1984). Na
podkreslenie zasluguje fakt, iz neurotoksyczne dzialanie substancji cha-
rakteryzuje sie wybiorczym uszkodzeniem istoty czarnej i jej polgczen
ze skorupa, podczas gdy jej neurony zwigzane z ukladem limbicznym,
majgce rowniez charakter komérek dopaminergicznych, nie ulegajg zmia-
nom (Chiueh i wsp. 1985).

Nasilenie i rozleglo$¢ uszkodzen morfologicznych zalezne sa od gatun-
ku zwierzat, w znacznie mniejszym natomiast stopniu od dawki MPTP
(Johannessen i wsp. 1985). Substancja jest wysoce toksyczna dla czlo-
wieka i dla malp. U malp, bardzo male jej dawki w granicach 300 pg na
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Doswiadczalny model parkinsonizmu 3

g masy ciala wywoluja rozlegle zniszczenie wyzej wymienionych struk-
ur, znajdujgce potwierdzenie w wynikach badan biochemicznych (Burns
i wsp. 1983). Znacznie wyzsze dawki, dochodzgce do 30 mg na kg masy
‘iala wywolujg mniej nasilone zmiany u myszy (Heikkila i wsp. 1984).
innych gatunkoéw zwierzat takich jak szczur, kot i swinka morska na-
et znacznie zwiekszone dawki MPTP nie prowadza do wystgpienia
mian, badz tez stwierdzane uszkodzenia histologiczne sg minimalne
Chiueh i wsp. 1984; Johannessen i wsp. 1985). Roznice gatunkowe sa
lajprawdopodobniej zwigzane z roézng liczbg miejsc wigzania MPTP
komorkach istoty czarnej i jadra ogoniastego u poszczegélnych ga-
unkéw zwierzat (Javitch i wsp. 1984).

W ostatnich latach zainteresowanie MPTP — substancjg chemiczng
pelniajacag wszystkie kryteria neurotoksyny — jest szczegodlnie wielkie,
niewaz przypuszcza sie, ze wyjasnienie mechanizmu jej uszkadzajacego
zialania mogloby wyjasni¢ mechanizm zwyrodnienia i zaniku komoérek
stoty czarnej w idiopatycznej chorobie Parkinsona u ludzi.

Mechanizm cytotoksycznego dzialania MPTP nie jest znany. Doklad-
iejsze badania nad strukturg zwigzku i zwigzang z nig toksycznoscig
ykazaly, ze substancja chemiczng bezposrednio uszkadzajgcg dopami-
ergiczne neurony istoty czarnej i ich polgczenie z prazkowiem jest, nie
jak pierwotnie sagdzono MPTP, ale jej utleniony metabolit — N-metylo-
4-fenylopirydyna (MPP*); forma zredukowana MPP jest nieczynna
Markey i wsp. 1984; Heikkila i wsp. 1985). MPTP jest zwiagzkiem nie-
rwalym, ulegajacym szybkiej przemianie do MPP* we wszystkich tkan-
ach ustroju z wyjatkiem oka (Langston i wsp. 1984; Markey i wsp. 1984).
adania in vitro wykazaly, ze przemiana ta zachodzi w mitochondriach
6zgu zwierzat (Markey i wsp. 1984; Castagnoli i wsp. 1985).

W kolejnych pracach doswiadczalnych starano sie wyjasni¢ swoisty
echanizm dzialania MPTP. Okazalo sie, ze MPTP metabolizowana jest
rzy udziale monoaminooksydazy (MAO). Analogi MPTP, nie bedace
ubstratem dla MAO nie sg toksyczne dla komoérek nerwowych istoty
zarnej. Zaobserwowano ponadto, ze neurotoksyczny efekt MPTP u malp
myszy nie wystepuje przy roéwnoczesnym zastosowaniu inhibitoréw
AO takich, jak pargylina czy deprenil (Langston i wsp. 1984; Cohen, .
ytilineou 1985; Heikkila i wsp. 1985; Irvin, Langston 1985). Zjawisko
to jest nastepstwem zahamowania metabolizmu MPTP i powstawania jej
oksycznego metabolitu jakim jest MPP'. Badania te wskazuja na klu-
£zowa role monoaminooksydazy (MAO) w patogenezie choroby Parkin-
na. Uzasadnialo to réwniez hipoteze, ze w chorobie Parkinsona, podob-
ie jak stwierdzono to w badaniach doswiadczalnych u zwierzat przy
zyciu MPTP, MAO moze uaktywnia¢ chemiczne substancje endogenne
znacznej neurotoksyczno$ci dla komoérek dopaminergicznych istoty
arnej (Fuller, Hemrick-L.uecke 1982; Parson, Rainbow 1984).

W dalszych badaniach biochemicznych stwierdzono, ze przemiana
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4 K. Renkawek

MPTP do MPP* katalizowana jest jedynie przez monoaminooksydaze
typu B (MAO-B). Wskazujg na to obserwacje nad wplywem na przemia-
ne MPTP do MPP: u zwierzat inhibitorow MAO-A i MAO-B. Wykazano
w nich, ze jedynie inhibitory MAO-B, takie jak deprenil i pargylina,
a takze AGN 1135, podane zwierzetom doswiadczalnym przed zastosowa-
niem MPTP hamowaly zaréwno jej przejscie do MPP*, jak rowniez sku-
tecznie zapobiegaly neurotoksycznemu dzialaniu MPTP na dopaminer-
giczne neurony istoty czarnej (Langston i wsp. 1984a). Zjawiska tego nie
obserwowano przy uzyciu klorgyliny, stanowigcej wybiérczy inhibitor
MAO-A (Heikkila i wsp. 1985). Inhibitory MAO-B nie wywieraja dziala-
nia oslaniajgcego przy uzyciu innych substancji neurotoksycznych uszka-
dzajacych dopaminergiczne neurony istoty czarnej. Stosowanie pargyliny
pozostawalo bez wplywu w stosunku do uszkodzen wywolanych przy
uzyciu metamfetaminy i 6-hydroksydopaminy (Jarvis, Wagner 1985).

Ochronne dzialanie inhibitoréw MAO-B w stosunku do neurotoksycz-
nego efektu MPTP tlumaczone jest w dwojaki sposob. Wedlug Langstona
i wsp. (1984) oraz Parsona i Rainbowa (1984) — hamujg one produkcje
metabolitow MPTP, wytwarzanych przy udziale MAO, a wykazujgcych
toksyczne wlasciwosci w stosunku do neuronéw dopaminergicznych.
Cohen (1983) wysuwa natomiast przypuszczenie, iz role podstawowego
czynnika uszkadzajgcego mialyby odgrywac¢ reakcje wolnorodnikowe to-
warzyszace oksydatywnej dezaminacji dopaminy przy udziale MAO.
Wazrost ilosci nadtlenku wodoru towarzyszacy temu procesowi mialby
powodowaé gwaltowne starzenie sie neuronoéw dopaminergicznych. Jest
faktem powszechnie znanym, ze wolne rodniki sa odpowiedzialne za
ciezkie uszkodzenia i rozpad komoérek w wielu ukladach, nie tylko dopa-
minergicznych. W konkluzji swojego wywodu Cohen (1983) stwierdza,
iz uszkodzenie komorek istoty czarnej wywolane przez MPTP moze byé
nastepstwem zaréwno wzrostu ilosci produktéw autooksydacji dopaminy,:
jak i przede wszystkim dzialania wolnych rodnikow. Nalezy mie¢ jednak
na uwadze, ze mimo niewatpliwego stwierdzenia, iz przemianie MPTP{
do MPP* towarzysza reakcje wolnorodnikowe, to ich produkty powstaja
rowniez w tkankach nieuszkodzonych. Nie mozna wiec na tej drodze
wyjasni¢ selektywnych uszkodzen wystepujacych u ludzi w chorobie
Parkinsona i u zwierzagt doswiadczalnych przy stosowaniu MPTP.

W poszukiwaniu mechanizméw wyjasniajagcych wybiérczosé uszka-
dzajacego dzialania MPTP zwrdcono uwage na roznice ilosciowe nagro-
madzenia MPTP i jej metabolitow w poszczegélnych okolicach os$rodko-
wego ukladu nerwowego, stwierdzajac iz ich najwyzsze stezenie wyste-
puje wilasnie w istocie czarnej (Langston i wsp. 1984; Irvin, Langston
1985). Komoérki nerwowe istoty czarnej nie tylko wychwytuja MPTP,
lecz réwniez magazynuja MPP?*. Struktura jonowa czynnej substancji
MPP* nie pozwala bowiem na jej przejScie przez blone komérkows.
W prazkowiu MPPT zlokalizowana jest przede wszystkim w zakoncze-
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Do$wiadczalny model parkinsonizmu 15

niach nerwowych wiokien pochodzgcych z istoty czarnej. Mozliwe jest,
ze metabolit ten powstaje miejscowo, lub tez przenoszony jest droga
przeptywu aksonalnego z perykarionow komorek dopaminergicznych
czeSci zbitej istoty czarnej. W przypadku jego produkeji w zakoncze-
niach dopaminergicznych, wydaje sie prawdopodobny jego transport
wsteczny do perykarionow komoérek macierzystych. Kumulacja neuro-
toksyny transportowanej z zakonczen nerwowych i wytwarzanej w pery-
karionach komorkowych prowadzitaby do osiggniecia przez nig stezenia
prowadzgcego do zniszczenia komoérek nerwowych istoty czarnej. Na-
lezy przy tym podkresli¢, ze przy rownoczesnym podawaniu pargyliny
poziom MPTP spadal we wszystkich strukturach osrodkowego ukladu
nerwowego z wyjatkiem istoty czarnej (Irvin, Langston 1985).

Nagromadzenie produktow utleniania MPTP w istocie czarnej nasuwa
przypuszczenie o powinowactwie MPTP do melaniny, a zwlaszcza neuro-
melaniny. Sugestia, iz obecnos¢ melaniny w komoérkach nerwowych moze
mie¢ znaczenie dla neurotoksycznego dzialania MPTP wydaje si¢ jednak
watpliwa w S$wietle braku uszkodzen zawierajacych melanine neuronéw
brzusznej czesci nakrywki srodmozgowia (Marsden 1983). Z drugiej stro-
' ny stwierdzono, iz nadnercza nie zawierajace melaniny gromadza znacz-
ne ilosci MPP* (Lyden i wsp. 1983).

Badania prowadzone na organotypowych hodowlach tkankowych $réd-
mozgowia przyniosly cenne uzupelnienie i potwierdzenie spostrzezen
uzyskanych w doswiadczeniach na zwierzetach. W prawidlowo utrzyma-

nej tkance eksplantaty srodmozgowia pobranego od zarodkéw szczura

. charakteryzuja sie wystepowaniem neuronéw dopaminergicznych, moz-
liwoécig wychwytu i gromadzenia egzogennej dopaminy, obecnoscig endo-
gennej dopaminy oraz gromadzeniem kwasu homowanilinowego w wy-
niku przemiany dopaminy.

Analogiczne hodowle poddane dzialaniu MPTP przez okres od 1 do

7 dni nie wykazywaly wyraznych uszkodzen tkankowych poza wybior-
czym zniszczeniem cial komorkowych neuronéw dopaminergicznych oraz
ich wypustek wyrastajgcych z eksplantatu. Zmianom morfologicznym
| w tym samym przedziale czasowym towarzyszyla utrata zdolnosci wy-
| chwytu egzogennej dopaminy, nasilona zwlaszcza po dluzszym i wielo-
| krotnym podawaniu MPTP. Neurotoksyczny efekt MPTP, podobnie jak
. w doswiadczeniach in vivo znoszony byl przez inhibitory MAO-B: par-
| gyline i deprenil (Mytilineou, Cohen 1984; Cohen, Mytilineou 1985).
: Przedstawione powyzej wyniki badan doswiadczalnych prowadzonych
| zaréwno in vivo, jak i in vitro wskazuja na niewatpliwy wybiorczy efekt
| MPTP w stosunku do dopaminergicznych neuronéw istoty czarnej. Wy-
stepowanie zaburzen patofizjologicznych, metabolicznych i struktural-
nych skladajgcych sie na zespdl parkinsonowski po jej wprowadzeniu do
ustroju wskazuje, iz stosowanie MPTP stanowi korzystny model do badan
nad patogenezg idiopatycznej choroby Parkinsona u ludzi.
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6 - K. Renkawek

DKCIMEPUMEHTAJIBHAS -MOJEJIb BOJIE3HU TMAPKUHCOHA, BBI3BAHHOM
N-METUJIO-4-®EHWUJIO-1,2,3,6-TETPATUIPOINMTUPUINHOM (MPTP)

Pe3rome

TTpuBOAATCS TaHHBIE W3 TUTCPATYPbI HA TEMY IKCIIEPUMEHTAIBHON Moaenu Gone3un [Mapku-
COHA, BbI3BAHHOH Yy XWBOTHBIX N-MeTuno-4-dpenunsio-1,2,3,6-reTparuapopuanHoM. DTOT HEBPO-
TOKCHH BBI3BIBAET KIMHUYECKUE CUMNTOMSBI Oone3nn ITapkuHCOHA MyTeM CENeKTHBHBIX MOBPEX/e-
Hui 1odaMHUHEPTHYECKUX HEBPOHOB YEPHOro BeulecTsa. B paboTe mpeacraBiieH TOXe MMpeanosia-
raeMbplif MeXaHW3M HEBPONATONOTMYECKHX W3MEHEHMH, XOTS TOYHAs NPHYMHA BO3HHKHOBEHHS
3TOT0 CHHIPOMA MOKA YTO OCTAETCS HESCHOW.

EXPERIMENTAL MODEL OF PARKINSON’S DISEASE INDUCED BY
N-METHYL-4-PHENYL-1,236-TETRAHYDROPYRIDINE (MPTP)

Summary

Data concerning Parkinson’s disease induced by N-methyl-4-phenyl-12 3 6-tetra-
hydropyridine in men and experimental animals were reviewed. Neurotoxin in-
duces a damage to substantia nigra dopaminergic neurons. The mechanism of neuro-
pathological changes is discussed although the exact patogenesis of lesions is still
unknown.
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MATURATION OF DOPAMINERGIC NEURONS IN DISSOCIATED
CULTURES OF MOUSE SUBSTANTIA NIGRA

Laboratory of Nerve Tissue Culture, Brain Research Institute, Moscow, USSR
Department of Neuropathology, Medical Research Centre of PASci, Warsaw

Organotypic and dissociated types of tissue cultures are widely used
for study of the development and neurochemical differentiation of do-
paminergic neurons of substantia nigra. Several recent publications have
shown that embryonic neurons of substantia nigra taken from mouse

~ embryos could successfully develop in vitro up to the stage of morpho-
~ logical and neurochemical maturity (Sclumpf et al. 1977; Prochiantz et
al. 1979; Berger et al. 1982). However, at an early stage after explanta-
tion in wvitro the substantia nigra neurons did not show +fluorescence
reactivity of endogenous dopamine while, at the same time catechola-
mine uptake was taking place. The absence of fluorescence of endogenous
catecholamine did not allow to trace the dopamine content in substantia
nigra in the early stage of neuron culture under the experimental con-
ditions. In the preliminary report Victorov and Shashkova (1984) repor-
ted that dissociated cultures of substantia nigra taken from 18—19-day-
-old fetuses showed fluorescence of dopaminergic character from the
beginning of explantation.

The purpose of the present study was to investigate the following
steps of development and differentiation of dopaminergic neurons in vi-
tro during 2 weeks under culture conditions.

MATERIAL AND METHODS

[ The experiments were performed on 18—19-day-old mouse embryos
- (C 57 Bl/6J). The explants of substantia nigra were dissected under mi-
croscopic control from the rostral mesencephalon and cut into small
pieces (1 X 1 mm). The tissue fragments were transferred to 0.25%4
trypsin in calcium— and magnesium-free balanced salt solution (BSS)
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for 10 minutes at 37°C and then carefully rinsed in the following solu-
tions: first in BSS and later in a mixture of equal parts of Simms solu-
tion, minimal essential medium (MEM) and fetal calf serum (FCS). After-
wards, the tissue fragments were mechanically dispersed in complete
culture medium by brisk flushing through a fine bore pipette. The com-
plete culture medium consisted of: 15% heat-inactivated FCS, 15% hu-
man placental serum, 50°/¢ MEM and 20° Simms solution, supplemented
with 4 mM of glutamine, 600 mg®o of glucosse and 0.2 Uml of insulin. The
cell suspensions were centrifuged (3000 g) for 1 minute and resuspended
in complete culture medium. The number of cells in the suspensions
counted in a hemocytometer was 1.5 X 10%1 ml. One drop of the sus-
pension was plated on a glass coverslip coated with collagen, placed in
Maximow assembly and incubated at 36°C. The nutrient medium was
changed every 3rd day. The cultures were grown for periods up to 14
days in vitro (DIV).

From 2 DIV part of the cultures was processed for fluorescence histo-
chemistry. A modification of the glyoxylic acid technique was used (Vic-
torov, Szaszkowa 1984). The culture medium was removed and replaced
by medium containing pargyline chlorhydrate 10— M for 15—20 minutes
at 37°C. The cultures were then fixed by dipping the coverslips for 5—7
minutes at 2°C in a mixture of 2% glyoxylic acid and 1°/o paraformalde-
hyde in a solution containing (in g/1): NaCl 8.0, NaH,PO, 0.005, NaHCO;
1.0, KCl1 0.2, MgCl, 5.0,-.sucrose 66.9, pH-6.7—6.9. After drying in a warm
air stream the cultures were exposed to 80°C for 5 minutes. The cover-
slips were then mounted on glass slides with Entellan and observed with
a UV microscope.

RESULTS

Under the light microscope, the process of cell aggregation was ini-

tiated very early and could be observed during the first hours in wvitro,
although the aggregates were still rather small, consisting of few cells
only. Gradually, the number of cells forming the aggregates 1ncreased
and the process of aggregates adhesion to the collagen-coated glass co-
verslips proceeded. From the 2 DIV, two types of cell aggregates could
be distinguished: the flat ones and the spherical ones. Both of them
exhibited different patterns of neuronal process outgrowth. In the flat
aggregates, the neuronal processes outgrowing ahead in a linear manner,
were accompanied by a rapid and extensive glial migration and formed
together with glial processes thick, intermingled bundles of fibers di-
viding into numerous branches at a certain distance from the aggregate

|
!
|

margins. In the spherical type of aggregates, the neuronal processes sur- %

rounded radially the aggregates, emerging as isolated, thin fibers with
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Fig. 1. Aggregate with single, highly fluorescent dopaminergic cell and fine, thin
fibers around the edges of the aggregate. 3 DIV. X 225

Ryc. 1. Skupienie komoérek z pojedynczym neuronem dopaminergicznym, wykazu-
jacym silng fluorescencje oraz delikatnymi, cienkimi wldéknami na brzegu agregatu.
3 dni in vitro. Pow. 225 X

Fig. 2. A group of dopaminergic neurons in an aggregate. 5 DIV. X 225

Ryc. 2. Grupa komérek dopaminergicznych zgromadzonych w pojedynczym skupie-

niu. 5 dni in vitro. Pow. 225 X

Fig. 3. Bipolar neuron showing strong fluorescent reaction. 3 DIV. X 225

Ryc. 3. Dwubiegunowy neuron dopaminergiczny, wykazujgcy silng fluorescencje.
3 dni in vitro, Pow. 225 X

Fig. 4. Multipolar neuron revealing fluorescent reaction. 5 DIV. X 225

Ryc. 4. Wielobiegunowy neuron dopaminergiczny z silng fluorescencjg. 5 dni in
vitro. Pow. 225 X

characteristic swelling along their long axis. At the same time, delicate
neuro-glial bridges appeared between the neighbouring aggregates. From
the second week in vitro part of the neuronal processes started to de-
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Fig. 5. Thin neuronal process with typical varicosities. 5 DIV. X 225

Ryc.” 5. Cienka wypustka nerwowa z paciorkowatym zarysem. 5 dni in vitro. Pow.
i 225 X

Fig. 6. Numerous neuronal processes with varicosities along their long axis and
characteristic growth cones (arrow). 5 DIV. X 225

Ryc. 6. Liczne wypustki nerwowe z paciorkowatym zarysem i charakterystycznymi
stozkami wzrostowymi (strzaltka). 5 dni in vitro. Pow. 225 X

generate and disrupt into small, spherical fragments. The persisting fi-
bers were grouped into bundles and branched into delicate processes
forming axon terminals. Around the flat aggregates very extensive glial
migration could be seen leading to formation. of a glial monolayer. Glial
cells migration from the spherical aggregates was significantly less pro-
nounced.

Fluorescence histochemistry performed on the 3, 5, 6 and 7 DIV con-
firmed the presence of two different patterns of aggregates outgrowth.
Neurons exhibiting brigth green fluorescence of the cell cytoplasm and
processes seen from the 3 DIV were only sporadically present in the
flat aggregates, always as single cells (Fig. 1). In the spherical aggregates
they were more numerous and formed clusters of cells (Fig. 2). They
were observed rarely also outside the aggregates. The neurons visible
in the youngest cultures were poorly differentiated, rather small and
bipolar (Fig. 3). During further observation in wvitro, larger, multipolar,
highly fluorescent cells with brigthly green processes and characteristic
varicosities along their axis could be recognized (Fig. 4). Two types of
the cell processes could be distinguished: thinner ones with typical va-
ricosities, probably representing axons, and shorter processes, also ex-
hibiting distinct green fluorescence with all probability corresponding to
dendrites (Fig. 5).

Fluorescence histochemistry revealed that only part of the fibers
observed in the light microscope were of dopaminergic nature. Most of
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them outgrew from the spherical aggregates and only few, forming
neuro-glial bundles, from the flat aggregates. In older cultures some of
these processes contained more complex terminals with typical growth
cones revealing delicate, filopodial processes (Fig. 6). There was no dif-
ference in fluorescence properties between neuronal fibers from both
types of cell aggregates.

DISCUSSION

It results from our observations that mouse embryos aged between
18—19 days in utero from which substantia nigra was taken for a dis-
sociated type of cultures exhibited the presence of neurons positive for
dopamine. This feature observed in vitro allowed to use the cultures both
for study of dopaminergic neurons maturation as well as of their pro-
perties in experimental conditions.

Our results are different from the maturation of dopaminergic neu-
rons previously observed by Prochiantz et al. (1979) and Berger et al.
(1982). These discrepancies might be connected with the different mouse
strains used for tissue culture. After our observations of substantia
nigra in vitro we also suggest that most important for dopaminergic
fluorescence of substantia nigra neurons is the age of the embryos taken
for tissue culture. Our results did not confirm that dopaminergic fluores-
cence appears after 3 weeks of substantia nigra maintainance in vitro.
In our cultures the neurons which were dopamine-positive showed, mo-
reover, some typical features of catecholaminergic cells described both
in situ (Bjorklund, Lindvall 1975) and in vitro (Berger et al. 1982). At the
beginning of culture most of the positive neurons were of bipolar type.
On the following days the neurons had most numerous processes, repre-
senting branching dendrites, growth cones and axons. During further
morphological development and differentiation in vitro numerous vari-
cosities along the axons and dendrites appeared. All these structures re-
vealed positive fluorescence of dopaminergic nature. Similar fluores-
cence in these structures was observed in cultures after 3 weeks in vitro
by other authors (Berger et al. 1982). This fluorescence is commonly
observed in all kinds of nerve cells processes and does not seem to be
confined to axons of dopaminergic cells as observed by Sumners et al.
(1983). Fluorescence was observed both in spherical and flat types of the
aggregates. There were no differences in the fluorescence reaction bet-
ween accumulated and dispersed cells and their processes. Most intensive
fluorescence observed by Levitt et al. (1976) at the edges of the aggrega-
tes was not noted by us. To summarize our results it is expected that
cultures of both one or more weeks in vitro can serve as a good model
for the studies on neurotoxin action on the substantia nigra.
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DOJRZEWANIE DOPAMINERGICZNYCH NEURONOW ISTOTY CZARNEJ .
W HODOWLI TKANKOWEJ TYPU ZDYSOCJOWANEGO

Streszczenie

W zdysocjowanych hodowlach tkankowych istoty czarnej, pobranej z 18—19
dniowych zarodkéw mysich stwierdzono obecnos$é fluorescencji swoistej dla dopa-
miny w licznych wypustkach komérek nerwowych. W przeciwienstwie do opisow
innych autoréw, wystepowala ona juz we wczesnych stadiach hodowli i dotyczyla
zaréwno wypustek osiowych, jak i dendrytéw. Stwierdzano ja réwniez w perykario-
nach neuronéw zgromadzonych zaréwno w plaskich, jak i kulistych skupien komoér-
kowych. Autorzy sugeruja, ze obecno$¢ odczynu fluorescencyjnego, swoistego dla
dopaminy, juz we weczesnej fazie hodowli zaleze¢ moze od odrebno$ci szczepowej
uzytych do doswiadczen zwierzat. Uzyskane wyniki wskazuja, iz uzyskany typ ho-
dowli stanowi¢ moze dobry model do oceny wplywu swoistych neurotoksyn na
dopaminergiczne neurony istoty czarnej.

POCT JOPAMMHEPI'MYECKHUX HEBPOHOB YEPHOI'O BEHIECTBA
B IUCCOLIMPOBAHHON TKAHEBOW KVJIbTYPE

Pe3iome

B IMCCOLMPOBAaHHBIX TKAHEBHIX KyJbTypax 4€pHOTO BellecTBa B3ATOro or 18— 19-mHEBHBIX
3MOPHOHOB MbILIeH Oblsia yCTAHOBJIEHA BO MHOTHX OTPOCKaX HEBPOHOB (IIFOOPECLEHLHs, CrieLn-
duveckas s gopamuaa. B npoTHBOMOIOKHOCT JAHHBIM, NOJYY€HHBIM JIPYTHMHA aBTOPAMHU OHA
NOSBIISAJIACH YK€ B PAHHUX CTaMsAX KYJIbTYPhI OXBAThIBask TAK AKCOHBI KaK M AeHApHTHL. OHa ObLia
3aMeTHA TOXE B TeJIaX HEBPOHOB CKOIUJICHHBIX TaK B IUIOCKMX KAaK ¥ B MAapOo0oOpa3HBIX rpynmnax TKa-
Heil. ABTOPBI MPEXNOJIaralT 4To cneuuduyeckas mwis modpamuHa peaxkuus (Ir0OpeCUEHUHH YKe
B PAHHHUX CTAJUAX KYJbTYPBI MOXET 3aBHCETh OT IITAMMOBON OCOOEHHOCTH 3KCIEPHMEHTAIbHBIX
JKMBOTHBIX. Pe3ynbTaThl HMCCNENOBAHMM ITOKA3BIBAIOT, YTO TOJYYEHHBIH THI KYJIbTYPbl MOXHO
CYHMTATh XOPOLUEH MOMENBIO OLEHKH BO3/eiCTBUA crieumu4YecKHX HEBPOTOKCHMH Ha modamMmHep-
THYE€CKHEe HEBPOHBI YEPHOrO BEIIeCTBa.
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The etiology of Parkinson’s disease remains unknown. Among many
etiological hypotheses two seem to be worth attention: genetically de-
termined predisposition to the disease and the role of viral infection
(Duvoisin 1982). Neuropathological studies showed selective involvement
of certain neuronal populations in the central nervous system, repre-
senting systemic degeneration of monoamine neurons (Ohama, Ikuta
1976). It may also be supposed that degeneration of neurons reflects
secondary aggravation of changes occurring as part of the “normal pro-
cess of aging” in relation to the cytotoxic effect of dopamine metabolism
and melanin accumulation (Mann, Yates 1982).

Immunological investigations have revealed that in the sera of pa-
tients with Parkinson’s disease (PD) antibodies against cells of the parti-
cular structures of the nervous system are present (Husby et al. 1977,
Emile et al. 1980). These findings prompted us to examine the influence
of sera from patients with PD on the structure of rat striatum in vitro.
Tissue culture technique permit to observe the direct, primary effect of
tested compounds on selected structures of the nervous system. Basing
on the fact of disturbed function of the cholinergic system in Parkin-
son’s disease (Rinne et al. 1973; Reisine et al. 1977; Ruberg et al. 1982),
the activity of acetylcholinesterase was investigated.

MATERIAL AND METHODS

Organotypic cultures were prepared from newborn rat striatum
{(Wistar). The striatum was cut under sterile conditions into parasagittal
1—2 mm sections, explanted on collagen-coated round coverslips and
maintained at 36.5°C in Maximow assemblies. -

2 — Neuropatologia Polska 1/86
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Nutrient medium, renewed twice weekly, consisted of 40°9 human
serum, 50% Earle’s solution pH 7.1—7.2, 109 embryo saline extract,
glucose in a final concentration of 600 mg®/e and penicillin 100 units/ml
medium.

Two experimental groups of cultures were examined. In the first
group the human serum from healthy individuals was replaced by the
same quantity of serum from patients with Parkinson’s disease. Sera
from 6 different patients with PD were studied separately. Control cul-
tures were grown in standard medium.

The second group of cultures was exposed to media containing cere-
brospinal fluid (CSF) from patients with PD added to the standard me-
dium to the final concentration of 20°%. Samples of CSF received from
3 different PD patients were used in experiments. Control cultures were
grown in media containing, instead of CSF from PD patients, the same
quantity of CSF from patients with other neurological diseases (CSF
from patients with stroke and ischialgia were used).

After 7 and 14 days in vitro the cultures were examined under the
light microscope and then for electron microscopy the tissue samples
were processed by fixation in cold 1.5% glutaraldehyde for 1/2 h. The
tissues were rinsed in cacodylate buffer pH 7.2 for 1 h and postfixed for
1 h in 1°/p osmium tetroxide in cacodylate buffer pH 7.2. After dehydra-
tion, the cultures were embedded in Epon 812, cut on an ultramicrotome,
counterstained with uranyl acetate and lead citrate and examined with
a JEM 100B electron microscope at 80 kV.

The cultures from both experimental groups of different age in vi-
tro (4, 7, 9, 10 and 14 days in vitro) were fixed in 10°% formaline for
histochemical reaction of acetylcholinesterase activity according to the
method of Karnowsky and Roots (1964).

RESULTS

In the first (I) experimental group of striatum cultures treated with
sera from PD patients no differences in the growth pattern sequence and
cell differentiation were observed under the light microscope when
compared with control cultures. Ultrastructural observation of the cul-
tures revealed similar negative results. The neuronal population in both
groups of cultures (experimental and control) after 7 DIV of treatment
with sera consisted mainly of immature, poorly differentiated cells with
large nucleus containing a distinct nucleolus and scanty cytoplasm rich
in free ribosomes and mitochondria. In the cultures observed after 14
days in vitro a typical mature striatum population of neurons of large,
medium and small size appeared.

Only sporadically after 14 of experiment with PD serum, in the cul-
cultures could signs of neuronal degeneration be detected. They were seen
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Fig. 1. Degenerated neuron of the large type in 14 DIV striatum. Enlarged channels
of endoplasmic reticulum (gr) deprived of granules, damaged mitochondria (m),
vacuoles (v), multivesicular bodies (mb), split nuclear membrane (arrow) and a ne-
matosome (n). Experimental group I. < 18 000

Ryc. 1. Neuron wykazujacy cechy zwyrodnienia. Widoczne wybitnie poszerzone ka-
naly ziarnistej siateczki $srédplazmatyczne pozbawionej ziarnistosci (gr), jasne po-
zbawione grzebieni mitochondria (m), wakuole (v), ciala wielopecherzykowe (mb),
rozwarstwienie otoczki jadrowej (strzalka) oraz nematosom (n). Grupa do$wiad-
czalna I, 14 dni in vitro. Pow. 18 000 X

in the large-size neurons and consisted of splitting of the nuclear en-
velope and enlargement and degranulation of the granular endoplasmic
reticulum channels, mitochondria deprived of cristae, many vacuoles and
multivesicular bodies (Fig. 1). In a few cells large accumulation of gly-
cogen particles was observed. In some cells a large amount of glycogen
particles filled entirely the cell cytoplasm, displacing the cellular orga-
| cogen particles was observed. In some cells a large amount of glycogen
particles were also present in the cells processes (Fig. 3). In the experi-
'mental as well as in control groups of cultures a dense network of neu-
ronal and glial processes was seen among the cell bodies of neurons and
glia. In cultures younger than 7 DIV immature synaptic contacts were
seen. The synapses most often observed in the cultured striatum were
of symmetrical type, containing clear, round vesicles sometimes clumping
near the presynaptic membrane (Fig. 4). All observed synapses did not
show any structural changes. However, some of the neuronal processes
revealed enhanced edematous changes (Fig. 5), rarely single dense core
vesicles were present. The glial cells showed no abnormalities.
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Fig. 2. Glycogen particles (gly) filling the cell cytoplasm. Few channels of granular
endoplasmic reticulum visible at the periphery of the cytoplasm. Experimental
group I, 7 DIV. X 18000
Ryc. 2. Obfite nagromadzenie ziaren glikogenu (gly) w cytoplazmie komérki. Na
obrzezu cytoplazmy widoczne pojedyncze kanaly ziarnistej siateczki $rédplazma-
tycznej. Grupa do$wiadczalna I, 7 dni in vitro. Pow. 18 000 X

In the second (II) experimental group of cultures treated with CSF
from patients with PD structural changes in the neurons and glial cells
were found. Some of the changes, however, were also present in control
cultures grown in medium containing CSF from non-parkinsonian indi-
viduals. A commonly observed abnormality was an increased amount
of dense bodies visible in the cell cytoplasm and in the processes of
neuronal and glial cells (Fig. 6). Other morphological changes confined to
single neurons were observed mainly in the experimental group of cul-
tures. They consisted of distended granular endoplasmic reticulum chan-
nels filled with electron-dense, floccular material. In those cells enlarged
mitochondria with an electron-transparent matrix, damaged cristae and
vacuoles were found. Pronounced indentations and discrete splitting of
the nuclear envelope was also noted (Fig. 7). Some of the neurons under-
went edematous changes. They were characterized by an electron-lucent
abundant cytoplasm, few mitochondria, enlarged cisternae of the Golgi
apparatus and vacuoles. In the vicinity of the Golgi complex of man
neurons single dense core vesicles were present. In the cultures after 1
DIV astroglia cells exhibited an increased amount of glial filaments, bu
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s DRI D
Fig. 3. Glycogen particles (gly) in the cell process (arrows). Experimental group I,
7 DIV. X 18000

Ryc. 3. Ziarna glikogenu (gly) wypelniajgce cala wypustke cytoplazmatyczng (strzal-
ki). Grupa do$wiadczalna I, 7 dni in vitro. Pow. 18 000 X

Fig. 4. Axo-dendritic synapses with clear, round vesicles (arrows). Ax — axon, D —
dendrite. Experimental group I, 14 DIV. X 36 000

Ryc. 4. Dwie synapsy akso-dendrytyczne zawierajace okragle jasne pecher;yki
(strzalki). Ax — akson, D — dendryt. Grupa doswiadczalna I, 14 dni in vitro.
Pow. 36 000 X

not exceeding significantly that seen in the control group. Some of the
astrocytes exhibited an increased number of mitochondria, lysosomes and
vacuoles.

The activity of acetylcholinesterase in both experimental groups of
cultures disclosed no significant differences as compared with the control
cultures. The reaction product was present in the cell body as well as
in the processes of medium-size neurons (Figs 8—11). '

DISCUSSION

In the experimental groups of organotypic cultures of rat striatum no
distinct features of cell damage were observed as compared with the
control cultures growing in routinely used medium. The changes of the
cell structure, both of the glia and neurons, consisted in unspecific de-
generation commonly observed. They resulted from the tissue culture
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Fig. 5. Immature neuron. Edematous changes in the processes (p). Single dense core
vesicle in the neuronal process (arrow). N — nucleus. Experimental group I, 7 DIV.
X 18 000 :

Ryc. 5. Niedojrzala- komérka nerwowa prazkowia. Widoczne obrzmienie niektérych
wypustek komoérkowych (p). Pojedynczy pecherzyk gesty w wypustce nerwowej
(strzatka). N — jadro. Grupa do$wiadczalna I, 7 dni in vitro. Pow. 18000 X

method. Moreover, the number of cells undergoing degeneration was
similar in experimental and control groups.

Glycogen accumulation, both in the glial cells and neurons represen-
ted metabolic changes of obscure origin. In experimental studies on ani-
mals the appearance of glycogen in the central nervous tissue reflected
profound disturbances of glucose metabolism, due to the lack or defi-
ciency of oxygen (Long et al. 1972). However, in tissue culture of the
cerebellum exposed to anoxia glycogen accumulation was rarely observed
(Krasnicka et al. 1976; Renkawek, Herbaczynska-Cedro 1985). In cultures
of the rat striatum growing in standard conditions glycogen particles
were usually not present (Matyja 1982). On the other hand, they were
found in large amount both in neurons and glial cells in other patholo-
gical conditions like hyperthermia induced in vitro (Renkawek, Majkow-
ska-Wierzbicka 1985). This implicates an unspecific character of this me-
tabolic abnormality.

Cultures exposed to CSF from Parkinson’s disease patients disclosed
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Fzg 6. Numerous dense bodies (arrows) in the cytoplasm and the processes of neu-
rons. Experimental group II, 7 DIV, X 9 000

Ryc. 6. Liczne ciala geste (strzatki) w cytoplazmie i wypustkach komérek nerwo-
wych. Grupa doswiadczalna II, 7 dni in vitro. Pow. 9 000 X

more advanced morphological changes than after PD patients sera. But,
these changes also showed an unspecific ultrastructural appearance. They
may have been provoked in tissue culture by a protein and water im-
balance in the nutrient medium and they were also visible in the control
cultures growing in media with CSF from non-parkinsonian individuals.
It is well known, that culture media deficient in protein may influence
the morphological properties of cells and their metabolism (Waymouth
1977).

In the described experiment all types of synapses, generally observed
in tissue culture of striatum were noted (Panula et al. 1979; Renkawek,
Kida 1985). In both experimental groups the synapses were not damaged.

The lack of effect of both the sera and CSF from PD patients on
cell morphology could be evidence that both sera and CSF did not con-
tain any putative “toxic substance” damaging the cells of the striatum
in vitro, The striatum, however, is not a “target” structure to be affected
in Parkinson’s disease in contrast to the largely damaged substantia ni-
gra, and other pigmented nuclei in the brain stem (Mann, Yates 1983)/
Different results are also obtained in cytometric studies, negating (Bott-
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Fig. 7. Medium size neuron. Distended channels of the granular endoplasmic re-
ticulum filled with floccular material (arrows), swollen mitochondria (m) with da-
maged cristae. Experimental group II, 7 DIV. X 27000
Ryc. 7. Poszerzone kanaly ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej wypelnione
klaczkowatym materialem (strzalki) oraz obrzmiale mitochondria z uszkodzo-
nymi grzebieniami (m) w komorce nerwowej prazkowia. Grupa doswiadczalna II,
7 dni in vitro. Pow. 27000 X

cher 1975) or confirming (Bugiani et al. 1980) damage of the striatum
in Parkinson’s disease. Electron microscopical studies performed on post
mortem material of striatum in PD patients did not show any evident
and statistically important cell or synapse changes (Forno, Norville 1979).

The role of presumptive disturbances due to immunological, meta-
bolic or cytotoxic factors in the pathogenesis .of Parkinson’s disease is
generally investigated. Recently, Elizan et al. (1983) demonstrated a dif-
ferent reactivity of sera from PD patients to the spinal cord sections and
cultures. Goldman et al. (1983) reported the reactivity of the Lewy body,
an inclusion typically observed in PD with antisera against neurofila-
ments, suggesting an abnormal organization of the neuronal cytoskeleton
as an important pathological feature in Parkinson’s disease. We suppose
that further studies with sera of CSF from PD patients on substantia
Jigra in vitro may bring more information about the specificity of the
some agents which could be important in the pathogenecity of Parkin-
son’s disease.
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Fig. 8. Activity of AChE in the cytoplasm and neuronal processes. Control culture,
7 DIV. X 200
Ryc. 8. Aktywno$é acetylocholinesterazy w cytoplazmie i wypustkach neuronéw
prazkowia. Hodowla kontrolna, 7 dni in vitro. Pow. 200 X
Fig. 9. Activity of AChE. Experimental group I, 7 DIV. X 200
Ryc. 9. Aktywno$é acetylocholinesterazy. Grupa do$§wiadczalna I, 7 dni in wvitro.
Pow. 200 X
Fig. 10. Activity of AChE. Control culture (medium with CSF), 9 DIV. X 100
Ryc. 10. Aktywno$é acetylocholinesterazy. Hodowla kontrolna (medium wzrostowe
z plynem moézgowo-rdzeniowym), 7 dni in vitro, Pow. 100 X

Fig. 11. Activity of AChE. Experimental group II, 9 DIV. X 200
Ryc. 11. Aktywno$¢ acetylocholinesterazy. Grupa doswiadczalna II, 9 dni in wvitro.
Pow. 200 X
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WPLYW SUROWICY I PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO OD PACJENTOW
Z CHOROBA PARKINSONA NA OBRAZ ULTRASTRUKTURALNY PRAZKOWIA
IN VITRO

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan ultrastruktury prazkowia noworodkow
szczura w organotypowej hodowli tkankowej poddawanej dzialaniu surowicy i pty-
nu moézgowo-rdzeniowego, uzyskanych od pacjentéw z chorobg Parkinsona. W obu
grupach doswiadczalnych nie stwierdzono istotnych zmian morfologicznych komo-
rek prazkowia. Brak swoistych zmian strukturalnych w badanej tkance mie wyklu-
cza obecno$ci czynnikéw patogennych w surowicy i plynie mézgowo-rdzeniowym
mogacych uszkadzaé¢ inne niz prazkowie struktury centralnego ukladu nerwowego.

BJIUAHUE CBIBOPOTKU U CITMHHOMO3IOBOM XUIAKOCTU OT TIALIMEHTOB
C BOJIE3HBIO ITAPKMHCOHA HA VJIbTPACTPYKTYPHYIO KAPTUHY
STRIATUM IN VITRO

Pe3iome

TpencraBnensl pe3yibTaThl MCCIEAOBAHMIL CBOMCTB YIbTPACTPYKTYPhI Striatum HOBOPOXK-
JEHHBIX KPBIC B OPTAHOTHUITHOM KyJIbTYpe TKaHe, MogBepraMoeil BO3JEHCTBHIO CBIBOPOTKH M CITHH-
HOMO3rOBOM JKHMIKOCTH, MOJYYEHHBIX OT NMAaLHEHTOB ¢ Oone3Hbio [TapKkHUHCOHA.

Hu B omHo#t u3 000MX 3KCEPHMEHTANIBHBIX TPYNN HE ObUIH YCTAHOBJICHBI CYIIECTBEHHbBIC
mopdoornyeckue W3MeHeHHsi KJeToK. OTCyTCTBHE CBOEOOPa3HBIX CTPYKTYPHBIX M3MEHEHH
B MCCIIelyeMOil TKAHU HE MCKITIOYAeT HAJIMYMs NATOTEHHBIX HaKTOPOB B CHIBOPOTKE M COHHHOMO3-
TOBOM KHUIAKOCTH, CIIOCOOHBIX MOBPEXKAATH APYrHe YeM striatum CTPYKTYpPbl LEHTPAIbHOK HEPBHOMI
CHCTEMBI.
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EFFECTS OF INTRACEREBRAL TRANSPLANTATION
OF THE ADRENAL MEDULLA IN RATS WITH EXPERIMENTAL
PARKINSON’S DISEASE

Department of Neuropathology, Department of Biochemistry and Department of
Pharmacology and Physiology of the Nervous System, Psychoneurological Institute,
Warsaw

It has been demonstrated, in a series of investigations performed in
recent years (Dymecki et al. 1985b,c) that fragments of the ventral part
of the mesencephalon of newborn rats containing the compact part of
the substantia nigra (SN), when implanted into the region of the stria-
tum to adult rats of the same strain, survive, develop and integrate with
the host tissue.

Such transplantations were performed in animals in which SN was
previously destroyed unilaterally by stereotaxic injection of 6-hydroxy-
dopamine (6-OHDA), a neurotoxin causing selective degeneration of ca-
techolaminergic neurons Ungerstedt (1968). Characteristic for unilateral
SN lesion was behaviour of the animals, manifested in asymmetric po-
sture and performance of rotatory movements. After transplantation
these symptoms diminished. Histofluorescence studies demonstrated that
the transplanted cells appeared identical in colour and intensity to the
substantia nigra neurones. Biochemical evaluation of dopamine (DA) con-
tent in the isolated striatum showed on the damaged side a statistically
significant decrease after SN lesion, whereas after transplantation its
content increased not only on the side of the transplant, but to a still
higher degree on the contralateral side.

The results of the above mentioned studies suggest that transplanta-
tion of immature substantia nigra neurons into the region of the striatum
leads to a partial reconstruction of function of the damaged nigro-striatal
system. Similar results were previously obtained by Bjorklund and
Stenevi (1979).

Study supported by a grant of the Polish Academy of Sciences within the
programme No. 10.4.05.2.4.
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This method seems to be very interesting in the aspect of possible the-
rapeutic effects in substitution treatment of Parkinson’s disease.

The obtaining of suitable material, however, for transplants to pa-
tients, proved extremely difficult. This influenced the American-Swedish
group of investigators (Olson et al. 1980; Freed et al. 1981) to substitute
the substantia nigra neurons by other DA-producing cells, namely, those
of the adrenal medulla. DA is known to be one of the steps in noradre-
nalin synthesis occurring in the adrenals.

After several years of experiments, in 1983 the first trial of trans-
plantation of the adrenal medulla to a patient with severe form of Par-
kinson’s disease was attempted in Karolinska Institute in Stockholm.
The material for transplantation was from the patient’s own adrenal. No
therapeutic effect was, however achieved. Although there were no side
effects, farther trials were discontinued for fear of mutilating the patient
by depriving him of a part of his adrenals, a damage probably greater
than the advantages of the transplantation. Freed (1983) continued far-
ther studies on the effect of implantation of fragments of adrenals to
rats, concentrating mainly on behavioural tests indicating the possibility
of reconstruction of the chemically injured nigrostriatal system.

The immediate aim of the present studies was to evaluate whether
disturbances of the function of the nigrostriatal system provoked by SN
destruction can be compensated by intracerebral implantation of the
adrenal medulla cells.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on 105 Albino Wistar rats aged
2 months, weighing 180—200 g. Stereotaxic right side lesion of the com-
pact part of the substantia nigra was performed by means of 6-OHDA
according to the technique described earlier (Dymecki et al. 1985a). Ma-
terial for implantation was taken from 2-month-old individuals of the
same strain. Under ether anesthesia the adrenals were extracted and
immersed in Ringer solution on a Petri dish. Then they were dissected
with a razor blade transversely into sections about 1 mm thick and the
cortex was carefully separated from the medulla. Sections of the adrenal
medulla of dimensions up to 1 mm? were implanted into the right stria-
tum region to rats with two weeks earlier stereotaxically destroyed SN
on this side. The procedure of transplantation was analogous as when
immature SN was introduced into the brain (Dymecki et al. 1985 bh).
In view of the well established fact that the younger the donor the more
readily the transplant is accepted and develops, an additional series of
transplants was performed, with the adrenal medulla taken from young-
er, 2-week-old individuals.
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The effects of transplantation were examined by means of many me-
thods. In vivo, in all animals the rotatory behaviour typical for unilateral
SN lesion was evaluated with Ungerstedt’s test (1973). Rotation around
their own axis in rats was activated by subcutaneous injection of 2 mg/kg
apomorphine and the rotations were counted for 30 min. The first test
was performed two weeks after SN damage, the second two weeks after
the transplant, the third four weeks later.

The animals with transplants taken from 2-month-old rats were di-
vided into three groups. The first group of 47 animals served for histo-
pathological examination. The animals were decapitated and tissue obtain-
ed 2, 4 and 6 weeks after transplantation. Besides the routine techni-
ques of staining by the HE and Kliver-Barrera methods, the method of
Sevki consisting of fixation of the brain in potassium dichromate and
staining with diluted Giemsa solution was also applied. This method al-
lowed detection of chromaffin granules, typical for the adrenal medulla,
which stain greenish-yellow and stand out against the blue background.

- The method proved very useful for evaluation of the survival and de-
- velopment of the transplant. :

The second group of 12 rats was examined by the histofluorescence
method after Bloom and Battenberg (1976). This method based chemical-
ly on the condensation of biogenic amines with paraformaldehyde and
glyoxylic acid revealed fluorescence of cells containing catecholamines,
and enabled to distinguish cells of the transplant from the surrounding
tissue and to ascertain its survival.

The third group of 46 animals was used for biochemical evaluation
of DA content in the isolated right and left striatum separately. The
experimental group consisted of two subgroups of 14 animals each. In
one, the transplants were taken from 2-month-old rats, in the other one,
from animals aged two weeks. The investigations were performed accord-
ing to the method of Heubrich and Denzer (1973), two weeks after
transplantation.

Nine additional animals served as a comparative group in which DA
content was determined two weeks after SN destruction, without any
transplantation. The other control group consisted of nine rats after sham
transplantation, which was the puncture of the needle without intro-
duction of transplant.

RESULTS

Behavioural examination

Ungersted’s test (1973) did not reveal any staﬁstically significant de-
crease in the number of rotations of rats, neither two nor four weeks
after introduction of the transplant into the brain.
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1

Fig. 1. Transplant placed at the boundary between the striatum and corpus callosum

on the right side. It differs from the surrounding tissue. Above the transplant

a fragment of the needle pathway is visible through which the transplant was in-
troduced. H—E Magn. glass

Ryc. 1. Przeszczep umieszczony na pograniczu prazkowia i ciala modzelowatego po

stronie prawej, wyroznia sie od tkanki otaczajgcej. Ponad przeszczepem widoczny

fragment kanalu wklucia igly, ktéra wprowadzono przeszczep. H—E. Pow. lupowe

2

Fig. 2. Transplant located in the lateral corner of the right ventricle. Kliiver—Bar-
rera. Magn. glass

Ryc. 2. Przeszczep umiejscowiony w rogu bocznym prawej komory Kliiver—Bar-
rera. Pow. lupowe
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Fig. 3. Transplant in the lateral corner of the right ventricle shows features of
integration with striatum. Savki’s method. X 60
Ryc. 3. Przeszczep w rogu bocznym prawej komory wykazuje cechy zespolenia
z prazkowiem. Met. Savki. Pow. 60 X

Fig. 4. An islet of the adrenal medulla cells within transplant located at the boun-
dary of the striatum, surrounded by profuse glial-mesodermal reaction. Savki’s
method. X 200
Ryc. 4. Wyspa komorek nadnercza w obrebie przeszczepu, umiejscowionego na po-

graniczu prazkowia, otoczona bogatym odczynem glejowo-mezodermalnym. Met.
Savki. Pow. 200 X

3 — Neuropatologia Polska 1/86

http://rcin.org.pl



34 J. Dymecki et al.

Fig. 5. Cells of the graft with numerous regular nuclei and structure typical for
the adrenal medulla cells. Savki’s method. X 400

Ryc. 5. Komérki nadnercza z licznymi, regularnymi jgdrami o strukturze typowej
dla komorek istoty rdzennej nadnerczy. Met. Savki. Pow. 400 X

Fig. 6. Fragment of the adrenal medulla — comparative slide. Savki’s method.
X 400

Ryc. 6. Fragment rdzenia nadnercza — preparat poréwnawcz’y. Met. Savki. Pow.
400 X )
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Fig. 7. Section of the adrenal medulla shows cell fluorescence typical for the pre-
sence of catecholamine. Histofluorescence method. X 100

Ryc. 7. Skrawek istoty rdzennej nadnerczy wykazuje $wiecenie komorek, typowe
dla obecnosci w nich katecholamin. Metoda histofluorescencyjna. Pow. 100 X

Fig. 8. Transplant in the brain containing cells with fluorescence typical for cate-
cholamines. Histofluorescence method. X 100

Ryc. 8. Transplantat moézgowy zawierajacy komérki, wykazujace $wiecenie typowe
dla katecholamin. Metoda histofluorescencyjna. Pow. 100 X

Histological examination

Under«dow magnification, the tissue of the transplant introduced into
the boundary between the striatum and the corpus callosum differed
from the surroundings (Fig. 1). Sometimes, the transplant was localized
within the lateral ventricle (Figs 2, 3). The islets of the adrenal medulla
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Fig. 9. DA contents in isolated striatum after transplantation of adrenal medulla
from rats aged 2 months and after sham transplantation

Ryc. 9. Zawarto$é DA w izolowanym prazkowiu po przeszczepie istoty rdzennej nad-

nercza, pobranej od szczuréw w wieku 2 miesiecy oraz po transplantacji rzekomej
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Fig. 10. Comparison of DA contents in striatum after transplantations of adrenal
medulla from older (2-month-old) and younger (2-week-old) rats

Ryc. 10. Por6wnanie zawarto$ci DA w prazkowiu po przeszczepach istoty rdzennej
nadnerczy, pobranych od starszych (2-miesiecznych) i mtodszych (2-tygodniowych)
SzZCzZurow

cells characterized by numerous round nuclei were frequently surround-
ed by reactive glial-mesodermal tissue (Fig. 4). Under high magnification,
a distinct structural similarity between the transplant cells (Fig. 5) and

)

those of the adrenal medulla was visible (Fig. 6). feurte
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Histofluorescence examination

First sections of the adrenals were studied to establish the histoflu-
orescence features of the adrenal medulla cells (Fig. 7). After ascertaining

the colour and intensity of fluorescence of chromaffin cells, the brain

sections with transplants were examined. Cell agglomerations were no-
ted within the transplant, showing fluorescence of the colour and inten-
sity comparable to that of the adrenal medulla cells (Fig. 8).

Biochemical analysis

It was found in the previous investigations that after destruction of
SN, the content of DA in the isolated striatum fell on the side of the le-
sion and that this decrease was statistically significant. Implantation of
immature SN neurons increased the DA level on the side of the trans-
plant. This result was statistically significant in reference to the sham
transplant. An increase of DA content was also observed on the con-
tralateral side.

After transplantation of the adrenal medulla cells from 2-month-old
rats, an increase of DA content in the striatum on the side of the
implantation was expected, as possibly suggested by the results of histo-
logical and histofluorescence examination which showed survival of the
transplant. It appeared, however, that on the side of the transplant DA
content did not markedly increase, while on the contralateral side a sta-
tistically significant rise of its level was noted. Sham transplant pro-
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124 &
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Fig. 11. Comparison of DA contents in striatum alfer different transplants per-
formed in successive stages of the investigations
Ryc. 11. Poréwnanie zawarto$ci DA w prazkowiu po wszczepieniu wszystkich ro-
dzajow transplantatoéw, zastosowanych w kolejnych etapach badan
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Table 1. Dopamine contents in the striatum after SN lesion and after the transplantation of the
adrenal medulla cells

Tabela 1. Zawarto$¢ dopaminy w prazkowaniu po uszkodzeniu istoty czarnej i po transplantacji

komorek istoty rdzennej nadnerczy

Dopamine content nmoles/g
Zawartosé dopammy nmole/g

Group of animals left striatum right striatum
¢ n unlesioned SN lesioned SN
Grupa zwierzat prazkowie lewe prazkowie prawe L-R |
nieuszkodzona uszkodzona istota S I
lstota ‘czarna. czarna
Sham SN lesion 7 35.7+12.1 32.04-10.70 3.74-19.4de 1
Rzekome uszkodzenie istoty 1
czarnej ‘
Chemical SN lesion 6-OHDA 9 35.6--14.1 13.34-7.1b¢ 22.34+12.94

Chemiczne uszkodzenie istoty

czarnej 6-OHDA
Sham transplantation 9 31.5+9.33s 6.34+-4.9¢ 25.24-12.6¢°th
Transplantacja rzekoma
Transplantation of 2-month-old

adrenal medulla cells 14 62.31+-11.73 11.4+104 50.9-+-15.8¢
Transplantacja istoty rdzennej

nadnercza pobranej od zwie-

rzat w wieku 2 miesiecy
Transplantation of 2-week-old

adrenal medulla cells - 14 70.6--18.88 6.81-6.8 64.6-+-19.3"
Transplantacja istoty rdzennej

nadnercza pobranej od

zw1erzat w wieku 2 tygodm

Results are means 4+ SD, n — number of animals. Letters indicate pairs of values subjected
to statistical evaluation with the t-Student test. The p values were: g — <0.001; a, b, f — < 0.005;
h — < 0.01;c,d, e — < 0.05. The pairs of values not described with letters showed no significant
differences

Wyniki podano jako $rednie + odchylenie standardowe, n — liczba zwierzat. Litery oznaczaja
pary wartosci poddanych ocenie statystycznej testem t-Studenta. Warto$¢ p dla g — < 0.001;
dlaa, b, f — < 0.005;dlah — < 0,01; dlac, d, e — < 0,05. Wartoéci nie oznaczone literami sa
statystycznie nieznamienne

cedure did not affect the DA level on neither side (Flg 9). The trial of
using for transplantation the material from younger donors, aged two
weeks, gave similar results. A statistically significant rise of DA values
in the striatum was noted on the side contralateral to the transplant
(Fig. 10, Table 1).

Comparison of the biochemical effects of the substantia nigra trans-
plants performed earlier, and of the adrenal medulla transplants showed
similar correlation. An increase in DA content was higher on the opposite
side than on the side of the transplant. This increase was statistically
significant as compared with the result of sham transplantation, but in
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Table 2. The comparison of dopamine contents in the striatum after the transplantation of SN
and the adrenal medulla cells

Tabela 2. Poréwnanie zawarto$ci dopaminy w prazkowiu po transplantacji komorek istoty czarnej
i rdzenia nadnercza

i " Dopamine content (nmoles/g)
Zawarto$¢ dopaminy (nmole/g)

Graft left striatum right striatum
(unlesioned SN) (lesioned SN)
Przeszczep % prazkowie lewe prazkowie prawe AL-R)
(nieuszkodzona (uszkodzona AL-P)
istota czarna) istota czarna)
Sham transplantation 9 31.5+9.3° 6.3--4.9¢ 25.2+12.64
Transplantacja rzekoma
Immature SN neurons 16 44.2 +14.23b 18.5+15.2¢ 25.7+21.5
Niedojrzale neurony istoty
czarnej
Adrenal medulla cells 14 62.3+11.78 11.4+-10.4 50.9-+15.84
Komorki istoty rdzennej
nadnerczy

~ Results are means - SD, n — number of animals. Letters indicate pairs of values subjected
to statistical evaluation with t-Student test. The p values were: a, d — < 0.005; b, c — < 0.05.
The pairs of values not described with letters showed no significant differences

Wyniki podano jako $rednie <+ odchylenie standardowe, n — liczba zwierzat. Litery oznaczaja
pary wartosci, poddanych ocenie statystycznej testem t-Studenta. Wartos¢ p dla a,d — < 0,005,
dla b, ¢ — < 0,05. Wartosci nie oznaczone literami sa statystycznie nieznamienne

reference to transplantation of SN cells a statistically significant in-
crease was also observed on the side of the transplant as compared with
the sham operation (Tab. 2).

Comparison of the effects of different kinds of transplantations per-
formed up-to-date is given in Figure 11. In different types of transplanta-
tions a rise of the DA level occurred on the opposite side. It was most
pronounced after transplantation of adrenal medulla from two-weeks
old rats.

DISCUSSION
Ed

The interpretation of the above presented effects of intracerebral im-
plantation of the adrenal medulla cells in rats with unilateral SN da-
mage is very difficult. Histological and histofluorescence examinations
indicate that the transplants are not rejected by the host tissue and
that the cells survive for six weeks. The question arises why they do
not compensate the functions of the injured nigrostriatal system and do
not exert a normalizing influence on the behaviour of animals. It is
probably caused by paradoxic biochemical effect in form of increased

1
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DA content not in the striatum where the adrenal medulla cells were
implanted, but in the opposite hemisphere. This enhances the domi-
nance of this striatum manifested by the rotational behaviour of the
animals.

The second question refers to the rise of DA level not in the he-
misphere where the DA-producing cells were implanted, but in the
opposite one. The simplest explanation would seem to be the compensat-
ing increase of DA production by the nigrostriatal system opposite to
the side where SN was destroyed. However, such compensation should
also appear without transplantation, but it is not observed before in-
troduction of the adrenal medulla cells into the brain.

A more feasible explanation seems to be that the damaged nigrostriat-
al system, in spite of the transplant, is unable to utilize the DA produc-
ed by the llatter, because receptor neurons underwent degeneration and
are lacking in the striatum. The striatum on the intact side, on theg
other hand, captures the DA produced by the transplant and that is why
its content rises in the striatum of the opposite side. The age of animal-
donor of the adrenal material for transplantation does not play any
major role here.

The last problem arising in relation to the performed research series
concerns the usefulness of the adrenalls as material for the possible sub-
stitution treatment of Parkinson’s disease in humans. The fact is essential
here that the transplant of the adrenal medulla causes a rise of the ce-
rebral DA level. Its greater or smaller amount appearing in one or the
other hemisphere is of no major importance since in the possible clinical
application of transplantation of the adrenal it could be done bilaterally.
Considering, that the differences in biochemical effects of transplanta-
tion of the adrenals depending on the age of the donor are only slight
it could be theoretically expected that an autograft taken from the pa-
tient’s own adrenals and, owing to this fact not rejected, should fulfill
its role not worse than a transplant taken from a younger donor. This
therapeutic concept, however, threatens the patient with mutilation as
the consequence of partial removal of the adrenals. In this situation it
is rational to continue search for adequate transplant material which
could be used for patients with Parkinson’s disease.

CONCLUSIONS

1. Histopathological and histofluorescence examinations indicate that
fragments of adrenal medulla implanted into the region of the striatum
survive and are not rejected.

2. Behaviour tests with animals show no improvement after trans-
plantation. Thus, transplantation of adrenal medulla does not contribute
to the reconstruction of the function of the injured nigrostriatal system.
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3. Biochemical evaluation of the DA content in isolated striatum on
the side of the implant and on the opposite side shows a significant rise
of the dopamine level on the opposite side. This is probably due to the
inability of utilization of the DA produced by the transplant, due to
degeneration of the striatal cells on the side of the transplant resulting
from destruction of SN neurons. On the other hand, the DA released
by the transplant is captured by the intact neurons of the striatum on
the opposite side, causing an increase of the DA content in the opposite
. brain hemisphere.

EFEKTY DOMOZGOWYCH PRZESZCZEPOW ISTOTY RDZENNEJ NADNERCZY
U SZCZUROW Z DOSWIADCZALNA CHOROBA PARKINSONA

Streszczenie

| Badania przeprowadzono na 105 szczurach Wistar w wieku 2 miesiecy. Do-
‘ $§wiadczalny parkinsonizm wywolywano przez jednostronne stereotaktyczne wpro-
wadzenie 6-hydroksydopaminy do istoty czarnej. Powodowalo to spadek zawarto-
| §ci dopaminy w prazkowiu po stronie uszkodzenia. Skuteczno$é uszkodzenia istoty
| czarnej oceniano przy pomocy testéw zachowania sie rotacyjnego zwierzat. W dwa
tygodnie po zabiegu wszczepiano w okolice prazkowia po stronie uszkodzenia frag-
ment istoty rdzennej nadnercza pobranego od szczuréw tego samego szczepu, w wie-
ku 2 tygodni lub 2 miesiecy. Grupe kontrolng stanowily szczury z przeszczepami
rzekomymi oraz z przeszczepami fragmentéw nerwu kulszowego.

Badania zachowania sie rotacyjnego zwierzat po przeszczepie nie wykazaly sta-
tystycznie znamiennej poprawy zaburzen wywolanych uszkodzeniem istoty czarnej.
| W badaniach histopatologicznych i histofluorescencyjnych ustalono, ze przeszczepy

przezywaja, nie zostaja odrzucone przez tkanke gospodarza i produkujg dopamine.
[ Badania biochemiczne wykazaly tylko nieznaczne podwyzszenie stezenia dopaminy
| po stronie przeszczepu, natomiast bardzo znaczny jej wzrost po stronie przeciwnej,
| niezaleznie od wieku dawcy.

Przyczyna tego zjawiska jest niejasna. Wydaje sig, Ze neurony prazkowia po
stronie uszkodzonego ukladu nigrostriatalnego nie sg w stanie wykorzystaé synte-
tyzowanej przez przeszczep dopaminy, ktéorg wychwytuje prawdopodobnie prgzko-
wie po stronie nieuszkodzonej. Moze to prowadzi¢ do poglebienia dominacji pétkuli
nieuszkodzonej i braku normalizacji zachowania si¢ rotacyjnego zwierzat pomimo
przyjecia si¢ komoérek przeszczepu i podjecia przez nie produkcji dopaminy.

SOPEKTbI BHYTPUMO3I'OBBIX TPAHCITJTAHTATOB MO3I'OBOI'O CJIOS
HAIIMTOYEYHUKA V KPBIC C 3KCITEPUMEHTAJIBHOM BOJIE3HBIO ITAPKMHCOHA

Pe3iome

IMpoBomunuck uccnenoBanus 105 xpeic Bucrap B Bo3pacte 2 mecsiieB. DKCrEpUMEHTaIbHBIH
NMAapPKUHCOHM3M BBI3BIBAJICS NMYTEM OJHOCTOPOHHETO CTEPEOTAKTHYECKOTO BBEIEHHS G-THAPOKCH-
nodammuaa B 4€pHOE BELIECTBO. DTO NMPHUBEJIO K MOHMWXKEHHIO CoAepXkaHus nodamMuHa B striatum
IO CTOPOHE NOBpPEekACHHs. DPHEKTHBHOCTE MOBPEXKICHUS YEPHOIO BELIECTBA ONpEAENsIaCh MpPH
[IOMOIIY TECTOB POTALMOHHOTO IOBENCHHS KUBOTHBIX. JIBe HENEH MOCIE BMEMIATENLCTBA B Te-
pelHMil Y4acTOK striatum Mo CTOpPOHE MOBPEXICHHS HMMIJIAHTHPOBAJICH (pParMeHT MO3TrOBOrO
CJIOSl HAANOYEYHUKA, B3ATOTO OT KPBICHI TOTO K€ IITaMMa, B BO3pacTe 2 HEesb MJIM 2 MECSAIIEB.
KoOHTponBHYIO Ipynny COCTaBIISUTH KPBICBI C NCEBAOTPAHCIINIAHTATAMH, & TAKXKe C TPAHCIUIAHTA=~
TaMH (parMeHTOB CelaMIIHETO HepBa.

Wccnenosanusi pOTALMOHHOTO NMOBEACHHWS JKMBOTHBIX ITOCJIE TPAHCIJIAHTATA CTATHCTHYECKH
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HE TOKA3aJIi CYMECTBEHHOTO YMEHbLICHHS PACCTPONCTBA, BBI3BAHHOIO MOBPEXICHHEM 4YEPHOTO
BemecTsa. Pe3ynbTarThl THCTOMATOJOTAYECKAX M THCTO(IIOOPECUCHTHBIX MCCACIOBAHMN IMOKa3bi-
BAJIA 4TO TPAHCIUIAHTATHI BBUKBIBAIOT, HE OTOPACHLIBAIOTCS TKAHEH XO3SHHA M CHHTE3MPYIOT II0-
dbamun. BHOXHMHYECKWE MCCACAOBAHMS MOKA3aIW JHIIb HE3HAYUTEIBHOE MOBBILIEHHE KOHLEH-
Tpauuu A0pamMuHA 10 CTOPOHE TPAHCIUIAHTATA M 3HAYMTENBHBINA €ro POCT MO MPOTHBONOIOXKHOK
CTOpOHE, HE3aBUCHMO OT BO3pacTa JOHOPA.

TTpuunHa 3TOro siBjeHus HesicHa. ITpeanaraeTcs 4TO HEBPOHBI striatum 10 CTOPOHE MOBPEKAEH-
HOM HHTPOCTPHATAJILHOM CHCTEMBI HE B COCTOSHWM HMCNOJb30BaTh HOMAMHH CHHTETH3MPOBAHHbBII
TPAHCIJIAHTATOM, TEPEXBATLIBAEMBIH 110 HEMOBPEXKIEHHOW CTOPOHE. DTO MOXET MNPHBOIUTH
K yriayOiaeHmi0 JOMMHALMH HEMOBPEXIEHHOTO MOMYLIApUs W OTCYTCTBHS HOPMAaJIM3allMM poTa-
LHOHHOTO TNOBEIEHHUS XHBOTHBIX HA MPUEM KIETOK TPAHCIUIAHTATA M MPOM3BOJACTBO MMM J10-
dbamuna.
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Hypoxemia leading to the clinical syndrome of cerebral hypoxia pro-
vokes various changes in the brain tissues, one of which is myelin lesion.
The most pronounced syndrome of that kind is known in human pathology
under the term of delayed hypoxic encephalopathy (Plum et al. 1962).
In these cases only slight neuronal changes and large and massive de-
myelination are visible. The pathological picture is characterized by dif-
fuse and bilateral destruction of myelin in both hemispheres with pre-
servation of subcortical fibers and pathways in the cerebral trunk (Raine,
Schaumburg 1977). A similar diffuse demyelination may be found in fatal
cases after cardiac arrest or after cyanide intoxication. In some cases the
myelin deterioration may be more focal with lesions of various intensity
in the particular cerebral lobes.

The changes in the cerebral lipids in demyelination after CO intoxica-
tion (Wender 1963) and in the syndrom of myelinopathy after cardiac
arrest (Wender et al. 1964) do not show any significant differences from
those typical for the primary demyelinating processes. The exact bioche-
mical mechanism of myelin lesion in hypoxic encephalopathy is not
known.

The experimental model used for elucidation of the pathomechanism
of hypoxic demyelination is cyanate intoxication. Demyelination may be
produced either by injections of minimal increasing doses of potassium
cyanide (Bass 1968), or by the action of hydrogen cyanide vapour (Levi-
ne, Stypulkowski 1959).

* Investigations supported by the Research Grant No. 10.4.06.3.2. from the Polish
Academy of Sciences.
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Corpus callosum and the remaining commisural systems are particular-
ly sensitive, and changes in these structures are already visible shortly
after intoxication. Demyelination after cyanide intoxication was con-
sidered by several authors as resulting from the primary toxic distur-
bance of myelin metabolism (Bass 1968; Hirano et al. 1967 andi others).
However, Hirano et al. (1967) found in their ultrastructural studies, that
cyanide intoxication produces not only demyelination, but also axonal
lesions, and thus, myelin destruction may be secondary.

For solution of the problem, whether cyanide intoxication produces
a primary myelin lesion, it seems reasonable to study myelin in animals
exposed to the action of this toxic compound at an intensity not leading
to myelin destruction, that is in the predemyelinating phase of the ex-
perimental disease.

The studies were performed in animals fed during their development
on a normal diet or with an improper content of fatty acids. The latter ex-
perimental approach seems valuable in the light of our previous studies
demonstrating a distinct effect of improper diet during development on
the susceptibility of animals to the action of the encephalitogenic anti-
gen (Wender et al. 1985).

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on white Wistar rats, weighing
200—250 g, exposed to the action of HCN according to the slightly modi-
fied method of Levine and Stypulkowski (1959). The animals were placed
in a glass chamber, into which a gaseous mixture of air and hydrogen
cyanide was introduced. A glass receptacle containing a solution of 10%
potassium cyanide, through which air was circulated at a rate of 7
litres/min., was placed between the chamber and a cylinder with com-
pressed air. Under these conditions, after about 10 min., the animals
lost their motoric ability, with the exception of an irregular respiratory
function. The rats were kept in this state from 15 to 30 minutes accord-
ing to their clinical symptoms, and then resuscitated by means of pure
oxygen.

The above presented experiments were performed: in animals main-
tained on normal, lipid-deficient and lipid-enriched diets. Pregnant fe-
males were divided into three groups, one group was fed an artificially
composed diet containing 0.12°p of rape seed oil (fat-deficient diet), the
second group received the same diet supplemented with 20°% of rape
seed oil (fat-enriched diet), and the third one, serving as control was
fed a diet containing 2% of rape seed oil. The exact formula of the
experimental diets is presented in Table 1. The experimental diets were
fed to all groups of pregnant rats starting 6 days before the expected
delivery and then continued as the only source of food for both the nurs-
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Table 1. Formula of the experimental diets
Tabela 1. Zestawienie diet

Fatty acid

Fatty acid

Control deficient diet enriched diet
Dieta kontrolna Dieta z niedoborem Dieta wzbogacona

© kwasow tluszczowych w kwasy tluszczowe

Sucrose 200 g 200 g 200 g

Sacharoza

Wheat flower 580 g 604 g 400 g
Maka pszenna

Caseine 100 g 95 g 150 g
Kazeina o

Rape seed oil 20g 12 g 150 g
Olej rzepakowy

Potato starch 40 g 40 g 40 g
Skrobia ziemniaczana

Sodium chloride 20 g 20g 20 g
Chlorek sodowy

Choline chloride 10 g 10 g 10 g
Chlorek choliny

Vitamins (Biovit) 30 g 30 g 30 g

Mieszanka witaminowa (Biovit)

kcal/kg 3414 3309 4150

ing mothers and their offsprings, over the whole postnatal period. The
nourishing mixture as well as drinking water were available ad libitum.

Chemical methods. The chemical studies were performed in groups
of animals (6 rats each), sacrificed after 4 hours, 18 hours and 14 days
from HCN intoxication.

The myelin fraction was isolated by means of differential centrifuga-
tion of the cerebral homogenate in a discontinuous sucrose gradient
(0.32 and 0.85 M, pH 7.0) essentially according to Norton and Poduslo
(1973). The isolated myelin fraction was washed three times with di-
stilled water, each washing procedure being followed by centrifugation
at 75000 g for 15 min. The final sediment was then lyophilized.

Total lipids of the myelin fraction were extracted by means of the
procedure described by Folch-Pi et al. (1957) and then further separated
by means of a combined column and thin layer chromatography. Cere-
brosides, sulfatides and cholesterol were separated with the method de-
scribed by Svennerholm (1964), and phospholipids with the techniques
of Singh et al. (1971). There after, cholesterol was quantitated using the
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Table 2. Influence of HCN intoxication on composition of myelin lipids in the rats fed during development diets containing various amounts of lipids in
nmol/100 g of dry tissue
Tabela 2. Wpltyw zatrucia HCN na obraz lipidow mieliny mozgu szczuréw karmionych w czasie rozwoju dieta z rozna zawartoscia lipidow w nmol/100 g
suchej tkanki

4 hours after HCN intoxication

4 godz. po zatruciu HCN

18 hours after HCN intoxication

18 godz. po zatruciu HCN

14 days after HCN intoxication
14 dni po zatruciu HCN
deficient  enriched

Lipids Control control  deficient  enriched control  deficient  enriched  control
Lipidy Norma diet diet diet diet diet diet diet diet diet
dieta niedobér  nadmiar dieta niedobér  nadmiar dieta niedobor  nadmiar
normalna  lipidow lipidow  normalna  lipidow lipidow  normalna  lipidow lipidow
Cholesterol 31.74+1.1  36.64+1.7 345409 393434 29.6+1.7 25.0+0.7 228+1.7 359433 30.6+1.1" 305424
Cholesterol
Cholesterol esters 024+0.02 09+02 1.2+0.2 1.5402 034004 044006 0.6-+0.1 0.4+-0.06 0.6+0.06 0.4+0.06
Estry cholesterolu it
Total galactolipids 25.84+1.2 19.1+09 264409 27.1+09 168+0.8 19.840.5 20.5+1.3 14.7+0.8 20.3+0.2 26.14+-0.6
Calkowite galaktolipidy : .
Cerebrosides 22.0+1.2 162409 23.14+09° 23.7+09 139407 173+1.3 273+1.2 123+0.1 173403 23.7+0.6
Cerebrozydy NS D e e i
Sulfatides 3.8+0.1 29402 33ilhttﬁ4#|edmé?-§0ﬁ| 2.54-0.3 32402 23402 3.14+02 24+0.2

Sulfatydy

9¥
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Total phospholipids
Calkowite fosfolipidy
Sphingomyelins
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine

-+ phosphatidylinositide
Fosfatydyloseryna

+ fosfatydyloinozytol

Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloetanoloamina

Plasmalogen
Plazmalogen

25.34+3.0

2.440.1

7.5+0.3

0.74+-0.09

25404

252411 254411 250416 27.842.3 322428 31.0418

3.84+0.6
7.34+0.7

1.14+0.1
1.8:-0.2

3.54+0,4

7.6+0.6

2.740.6

0.74-0.2

2.440.1

7.2+£0.2

4.0+0.4

8.3+0.7

2.0+0.2

8.14+0.8

1.240.2

2.0+0.2

3.340.5

8.3+0.5

24803

3.84-0.6

1.74-0.2

2.2+04

2.2+0.6

9.84+0.6

Significant differences underlined
Roznice istotne podkreslono

Mean + SE
Srednia + SE

Number of animals in each group: 6

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
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39404

1.940:7

1.840.5

4.94-0.6

4.24-0.6

3.5+04

2.8+0.2

8.6+0.5

2.8+04

2.8+0.3

454038

9.5+£0.3

1940.3

53+04

1.5+0.2

1.84+0.4

29+0.4

19.64+2.2 25.941.2

22402

7.21+0.3

0.9+0.4

2.440.5

4.3-+0.6

8.8+0.4

23112

1.5402

7.3+0.6

0.64-0.2

2.6+0.2

3.2+0.8

7.94+0.5
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Table 3. Influence of HCN intoxication on composition of myelin lipids in the rats fed during development diets containing various amounts of lipids in %,

of total lipids

§ H
Tabela 3. Wplyw zatrucia HCN na obraz lipidow mieliny mozgu szczurow karmi&nych dieta z r6zna zawartoscia lipidow w 9% ogdlnej zawartosci lipidow

4 hours after HCN intoxication
4 godz. po zatruciu HCN

18 hours after HCN intoxication
18 godz. po zatruciu HCN

14 days after HCN intoxication
14 dni po zatruciu HCN

Lipids Control control  deficient  enriched control  deficient
Lipidy Norma di’et diet diet diet diet
dieta niedobér  nadmiar dieta niedobor
normalna  lipidow lipidow  normalna  lipidow
Cholesterol 382+19 448+1.7 395408 423416 393433 323+1.4
Cholesterol
Cholesterol esters 0.3+0.1 1.14+0.2 1.34+0.2 1.64-0.5 0.4-+-0.1 0.5+0.1
Estry cholesterolu $
Total galactolipids 31.1+2.0 234413 302409 292456 224425 255+1.0
Calkowite galaktolipidy R RS B,
Cerebrosides 26.54+19 1994+1.0 26.54-1.0 26.5+4.7 18.5+2.2 22.340.8
Cerebrozydy
Sulfatides 4.6+-0.3 3.54:0:3 37404 3.740.8 39403 3.24+0.4
Sulfatydy
Total phospholipids 30.4+3.1 30.8+2.8

Calkowite fosfolipidy

enriched
© diet

nadmiar

lipidow

30.4+1.3

0.8-+0.1

27.44+0.9

23.04+0.9

4.410.3

41.1+1.8

289i0ﬁtt§6?ﬁ:&m . 8@& 41.8+1.8

control

deficient  enriched

diet - diet diet
dieta niedoboér  nadmiar
normalna  lipidow lipidow
50.8+3.5 39.5+44 381418
0.6-+0.1 0.84+0.2 0.54-0.1
20.9+0.6 26.3+3.7 32.641.0
17.741.2  22.3+3.0 - 29.6+0.9
3.240.2 4.04+0.8 3.0+0.3
277425 334446 28.8+1.8
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Sphingomyelins + 28402 47+05 29402 22403 28+02 51+04 3.8+03 2.7+08 29+04 1.940.2

Sfingomieliny

Phosphatidylcholine 9.1+03 89407 82+04 87426 127407 103+05 11.540.7 74406 93+1.7 9.1+04
Fosfatydylocholina

Lysophosphatidylcholine 0.9+0.1 14402 3.0+0.6 1.3+04 23403 24405 3.8+03 21403 1.2+0.2 0.740.3

Lizofosfatydylocholina

Phosphatidylserine

+ phosphatidylinositide 30+06 22402 08+03 . 22403 3.04+03 6.3+07 3.7+04 25406 3.0+13 33+04
Fosfatydyloseryna

+ fosfoinozytol

Phosphatidylethanolamine 44404 43+05 4.6+0.5 36+04 42+0.8 544+0.8 6.0+0.7 4.14+0.7 5.6+0.7 4.04+-0.8
Fosfatydyloetanoloamina

Plasmalogen 102406 93+04 9.4+04  83+1.5 129405 123+0.8 12.6+1.8 89406 11.4+18 9.840.8
Plazmalogen

Significant differences underlined
Roéznice istotne podkreslono

Mean -+ SE

Srednia + SE

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
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Table 4. Influence of HCN intoxication on composition of myelin phospholipids in the rats fed during development diets containing various amounts

of lipids in % of total phospholipids

Tabela 4. Wplyw zatrucia HCN na obraz fosfolipidow mieliny mézgu szczuréw karmionych dietg z rozna zawartoscig lipidow w %, ogolnej zawartosci

Phospholipids
Fosfolipidy

Sphingor.nyelins
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine

-+ phosphatidylinositide
Fosfatydyloseryna

- fosfatydyloinozytol

Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloetanoloamina

Plasmalogen
Plazmalogen

fosfolipidow

4 hours after HCN intoxication 18 hours after HCN intoxication
4 godz. po zatruciu HCN 18 godz. po zatruciu HCN

14 days after HCN intoxication
14 dni po zatruciu HCN

Control control deficient  enriched control deficient  enriched control deficient  enriched
Norma diet diet diet diet diet diet diet diet diet
dieta niedobor  nadmiar dieta niedobor  nadmiar dieta niedobor  nadmiar
normalna  lipidow lipidbw normalna  lipidow lipidow  normalna  lipidow lipidow
9.3+0.7 152+1.8 10.14+0.8 81404 73429  121+10 9.1+1.1 9.7+1.7 8.7+0.7 6.640.6
29.84+72 29.04-1.0 282+41.1 325419 334421 246429 27.8+24 26.7+3.1 27.0425 31.642.0
29+1.0 4.6+1.1 105+1.1 51412 6.0+12 57+1.0 9.14+0.7 7.6+06 3.4+1.3 24+09
99+14 7.1+0.7 28408 8.1+1.1 79+1.8 151+16 9.0408 9.04+-0.8 94+1.8 11.541.8
144+1.6 139425 168+20 133412 11.241.1 129423 145415 148+1.7 16.7+20 13.942.7
33.74+1.2 30.24+49 324422 33.042.7 342419 29.6+34 30.542.0 322477 34.0+43 340418

Significant differences underlined
Roéznice istotne podkreslono

Mean -+ SE
Srednia + SE

Number of animals in each group: 6
i e e e e e
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Myelin lipids in ecyanide intoxication 51

method of Sperry and Webb (1950), cerebrosides and sulfatides were
estimated with the techniques of Radin et al. (1965). The phosphor con-
tent was determined by the method of Bartlett (1959).

Results were evaluated by statistical methods with the use of Student’s
t-test.

Histological methods. Morphological evaluation of the experimental
disease was based on paraffine embedded slides stained with hematoxyli-
ne-eosine, Nissl or Kliiver-Barrera methods.

RESULTS

The clinical observations did not reveal any differences between the
experimental groups of animals in the course of exposure to the action
of HCN as well as in the following period. The morphological picture
did not demonstrate any changes in the commissural systems, characte-
ristic for cyanide encephalopathy in any of the studied groups. The only
changes were some rarefactions and degenerative changes of neurocytes
in the cerebral and cerebellar cortex. However, no differences were
noticed between the particular experimental groups.

Studies of myelin lipids in the group of rats maintained on a normal

- diet have shown the appearance of cholesterol esters in the early phase

after intoxication (4 hours) as the only deviation visible in this experi-
mental phase. The amount of cholesterol esters returned to normal val-

' ues in the further period after intoxication, concomitantly with the de-

|
|
|
]
!

|

crease of the total galactolipid content, depending on the decrease of
cerebrosides. The decrease was still noticeable in the later period (14
days after intoxication). The changes in the phospholipid pattern were
smaller and were found only in the later stage after intoxication (14 days),
in which the total phospholipid content decreased, and in the particular
phospholipid classes only the phosphatidylcholine content was reduced.
The detailed results are presented in Table 1 (in absolute values), in Tab-
le 2 (relative percentage to total lipid content), and in Table 3 (relative
percentage of the particular phospholipid classes to total phospholipids).

Comparison of the effect of exposure to cyanide intoxication on the
myelin lipid pattern between the groups maintained of fat-deficient or
fat-enriched diet, over a period ranging from the last week of intrauteri-
ne life to their sacrifice, with the control group demonstrates insignifi-

. cant differences only. Some tendency may be noted in animals develop-

ing on a qualitatively improper diet to smaller changes than in those

| fed normally, however, the differences are too small to be conclusive.

The results are presented in Tables 2—4.
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b2 M. Wender et al.

DISCUSSION

The pathomechanism of action of cyanide intoxication on the central
nervous system is a very complex one. Cyanide produces not only in-

activation of cytochrome oxidase, but it also inhibits markedly active

transport of various substances through the biological membranes. Smith
and Benjamins in their monograph published in 1977 stressed the signi-
ficant drop of DNA and ganglioside content in the brain as the result of
HCN intoxication, depending in a decisive manner on lesions in the neu-
roglia membranes. Basing on these studies it would be possible to assume
that myelin destruction localized particularly in the commissural system
is a secondary effect of alterations in the oligodendroglia function. This
hypothesis is not in accord with results of histochemical studies, publish-
ed by Ibrahim et al. (1963), who observed enzymatic hyperactivity,
particularly of several oxidoreductases in the neuroglia in the course of
the prodromal period of cyanide encephalopathy. However, it should be
added, that the latter findings were not fully confirmed in our studies
(Wender et al. 1972a) in which we did not find any correlation be-
tween the activity of several hydrolases and oxidoreductases in the neu-
roglia and the regions where demyelination developed.

In the nervous tissue, in the course of cyanide encephalopathy con-
nected with demyelination, several biochemical alterations have been

observed. However, up till now it has not been possible to explain fully |

the sequence of biochemical events leading to cyanide-provoked demy-
elination. Demyelination is not preceded by brain edema, connected with
penetration of serum proteins to the nervous tissue (Wender et al. 1972b,
¢). Another important finding was the drop of ! C-leucine incorporation
into brain proteins, with two peaks in the white matter, whereas the
second peak was connected with the appearance of demyelination (Wen-
der et al. 1974). The decrease of protein synthesis seems to be related,
at least partially, to the inhibitory effect of cyanide on the activity of
RNA aminoacyl synthetases in the brain (Wender et al. 1975b).

In our previous investigations of cerebral lipids in experimental cyani-
de intoxication (Wender et al. 1973) we noticed in the white matter a sig-
nificant decrease of the content of sphingomyelins, sulfatides, cholesterol
and some phospholipids, as well as an increased cholesterol esterifica-
tion without correlation with the reaction of macrophages. Basing on
these results we have assumed that in this experimental disease there
occur enzymatic changes associated with cholesterol metabolism in the
nervous tissue. The above hypothesis was confirmed by our studies of
the fatty acid pattern of cerebral lipids in the white matter (Wender et
al. 1975a). That is why we concluded that cholesterol esterification in
the myelin is at least one of the primary events in the mechanism of
cyanide-induced demyelination. Our actual studies concerning the pre-
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demyelinating stage of cyanide intoxication, in which the only lipid
alteration in the early period was cholesterol esterification, are in full
agreement with the previous investigations. These data confirmed once
more our hypothesis, presented already some years ago, that enhanced
cholesterol esterification plays a significant, if not a crucial role in the
whole mechanism of demyelination. Modifications of the activity of enzy-
mes catalyzing hydrolysis of cholesterol esters and esterification of free
cholesterol, as well as changes in the concentration and composition of
substrates may provoke enhanced esterification in the myelin sheath, and
weaken its structure. This process seems to be independent of the later
cholesterol esterification connected with the action of lipomacrophages.

The problem of the influence of the changes in the compoftion of
myelin lipids evoked by an improper diet on the course of demyelinating
processes in the central nervous system is hardly known. It has been
shown that in multiple sclerosis there exist changes in the relative pro-
portion of saturated and unsaturated fatty acids in the brain lipids,
and also that there is a lowered level of linoleate in the serum, platelets,
and in red blood cells. However, it has not been established yet, whether
the disturbances of fatty acid metabolism in multiple sclerosis might be
caused by nutritional factors, by a defect in the metabolic pathways or
by an inborn defect of fatty acid metabolism, evoked by dietary factors
(Belin et al. 1971; Thompson 1971). Based on these studies therapeutic
trials were performed in multiple sclerosis patients with linoleic acid,
but they did not lead to any positive results (Dworkin et al. 1984). In
the animal model of the neuroallergic disease, experimental allergic en-
cephalomyelitis (EAE), a highly protective action of the diet supplement-
ed with large amounts of linoleate was established by Selivonchick and
Johnston (1975). In our studies (Wender et al. 1985) we have found that
changes in the fatty acid content in the diet decrease significantly the
incidence rate of EAE induced by sensitization with rat cerebral white
matter in complete Freund’s adjuvant. We assumed, that the changed
lipid composition of myelin induced by the improper (undue or overdue)
content of fatty acids in the diet decreases the immunological reactivity
of animals to the encephalitogenic antigen.

The influence of dietary changes in the course of pathological pro-
cesses in the brain, provoked by hypoxia is unknown so far. From our
observations made in this study, it appears that, in contrast to the very
distinet dietary effect on the susceptibility to experimental allergic en-
cephalomyelitis, the influence on the reaction of central myelin to cyani-
de intoxication is only insignificant. The myelin lipid spectrum showed
only a slight tendency to smaller changes in the experimental conditions
of fat deficiency or fat excess during brain maturation, and thus we are
not entitled to draw conclusions regarding the dietary effect on the sus-
ceptibility of brain myelin to cyanide intoxication.
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CONCLUSIONS

1. In the early period of cyanide intoxication, the only deviation in
the myelin lipid spectrum is enhanced cholesterol esterification, confirm-

ing the hypothesis of the importance of this phenomenon in the mecha- -

nism of structural lesions of myelin membranes.

2. In the later period of cyanide intoxication there occurred some
shifts in the proportion of lipidic components of myelin in the form of
a decrease in cerebroside content and minor changes in the content of the
particular phospholipid classes.

3. Changes in the content of fatty acids in the diet during brain ma-
turation influence only insignificantly the reaction of the myelin lipids
to cyanide intoxication.

WPLYW ZATRUCIA CYJANOWODOREM NA OBRAZ LIPIDOW MIELINY
MOZGU SZCZUROW ZYWIONYCH W OKRESIE ROZWOJU DIETA Z ROZNA
ZAWARTOSCIA KWASOW TLUSZCZOWYCH

Streszczenie

Przeprowadzono badania lipidow mieliny po zatruciu cyjanowodorem w gru-
pach szczuréw rasy Wistar, Zzywionych w czasie rozwoju dietg normalng, z niedobo-
rem oraz nadmiarem lipidow.

Badania doprowadzily do nastepujacych wnioskow:

1. We wczesnym okresie zatrucia cyjanowodorem jedyna zmiang w lipidach
mieliny jest nasilona estryfikacja cholesterolu, co potwierdza hipoteze o doniosiej
roli tego zjawiska w uszkodzeniu struktur blon mieliny.

2. W poéinej fazie zatrucia cyjanowodorem dochodzi do zmian we wzajemnym
stosunku skladnikéw lipidowych mieliny w postaci spadku zawartos$ci cerebrozydéw
oraz nieznacznych odchylen w zakresie frakcji fosfolipidowych. :

3. Zmiany w zawarto$ci kwaséw tluszczowych w diecie w toku rozwoju nie
wywieraja powazniejszego wplywu na reakcje mieliny na zatrucie cyjanowodorem.

BO3JEVMCTBUE MHTOKCUKALIMM LIMAHUCTOM KUCJIOTOW HA COCTAB
JIATIAA0B MUEJIMHA MO3TA V KPbIC NMUTAEMBIX B MEPUOJA PA3SBUTUSA
JUETOM C PA3JIMYHBLIM COJIEPXAHUEM JXUPHBIX KUCJIOT

Pe3iome

TIpoBOAMTHCH MCCIIEIOBAHMS JIMOMIAOB MUEIMHA IIOCIE WHTOKCHKALMH [MAHUCTON KHCIIOTON
y KpBIC BUCTap, MATaeMbIX B NEPHO PA3BHTHS OOBIYHOM JHETOW C MOBBILIEHHBIM M TOHWKEHHBIM
comepxaHueMm nUMAAoB. VccienoBaHusl NMPUBENH K CIEAYIOIIAM BBIBOXAM:

1. B pauHwmii nepmox MHTOKCHKALMK LIHAHUCTOW KHCIOTOW M3MEHEHHMs B JIMIHIAX MUEIMHA
CBOJATCS JIMIIL TONBKO K YCHJICHHOH JTepu(pHKalU¥ XOJIECTEpPOsa, YTO MOATBEPKAAeT THIOTE3y
O 3HAYUTEJBHOM POJIM 3TOTO SIBJICHHUS B MPOLECCE NMOBPEXACHUS CTPYKTYPbl 000JI0YEK MHEIHHA.

2. B no3gHeil CTaluM MHTOKCHKAIMU [IHAHUCTOM KHACIOTON MPUXOJAT K M3MEHEHHSIM B3aHMO-
OTHOINCHUH JIMIHAIHBIX COCTABHBIX MHEJIMHA B BUJIE TIOHIKEHHS COIEpKaHus LepeOpo3uaos, a Tak-
K€ HE3HAYHMTE/IbHBIX OTKJIOHEHWH Ha ypoBHe (ochommmuanbix Gpaxmmii.

3. VIameHeHus COAEPXKAHUS KUPHBIX KHCIOT B JHETE B XOJ€ PA3BATHA HE BIMSIOT CylIECTBEH~
HBIM 00pa3oM Ha peakuui0 MHEHMHA HA WHTOKCHKAUHWIO MHAHUCTOM KHCIOTOIA.
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EUGENIA TARNOWSKA-DZIDUSZKO

OBRAZ MORFOLOGICZNY MOZDZKU
W PRZEBIEGU PRZEWLEKLEGO ALKOHOLIZMU *

Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa

W dyskusjach nad toksycznym wplywem alkoholu i/lub jego pro-
duktéw przemiany na rozwdj zmian zwyrodnieniowych w osrodkowym
ukladzie nerwowym autorzy podkreslajg zazwyczaj szczegélng podatnosé
robaka mozdzku, stwierdzang zar6wno w materiale autopsyjnym, jak
i w badaniach doswiadczalnych (Okhuma 1930; Courville 1955; Neubiir-
ger 1957; Seitelberger, Gross 1962; Meyer 1963; Colmant 1965; Fracp
1974). Wydawalo sie wiec celowe przesledzenie czy przewlekle naduzy-
wanie alkoholu ogranicza sie w mézdzku do uszkodzenia robaka oraz czy
i jaki wplyw wywiera ono na inne struktury mozdzku. Istotne wydaje
sie rowniez pytanie, czy dlugi czas trwania nalogu przyspiesza proces in-
wolucyjny w moézdzku. Zadaniem pracy byla wiec szczegblowa ocena
struktury i topografii zmian w mozdzku w przypadkach przewleklego
alkoholizmu w réznych przedzialach wieku.

MATERIAL I METODY

Material pochodzi ze zbiorow Zakladu Neuropatologii Instytutu Psy-
choneurologicznego i obejmuje 50 przypadkéw sekcyjnych chorych nadu-
zywajacych przewlekle alkoholu, zmarlych w oddzialach psychiatrycz-
nych. Z badan wylaczono przypadki powiklane cukrzyca, mocznicg oraz
przypadki, w ktéorych w badaniu mikroskopowym stwierdzono obecno$é
nowotworu.

Do badania histopatologicznego pobrano w plaszczyznie czolowej pél-
kule mo6zdzku z robakiem oraz wycinki mézgowe ze wszystkich reprezen-
tatywnych okolic **. Material zatapiano w parafinie. Skrawki barwiono

* Praca wykonana w ramach Problemu Miedzyresortowego Nr VII.O1.

** Zmiany patologiczne mézgu w wiekszosci badanych przypadkéw zostaly omé-
wione szczegblowo w pracy autorki na temat ,Proces inwolucyjny kory amonalnej
i ugrupowan jadra migdatowego w przewleklym alkoholizmie” (1978).
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fioletem krezylu, H—E, wedlug metody van Gieson, Spielmeyera, Biel-
schowskiego i Kanzler—Arendta.

W grupie 50 przebadanych przypadkoéw bylo 45 mezczyzn i 5 kobiet,
zmarlych w wieku od 25 do 75 lat. Zgodnie z zalozeniem pracy i z da-
nymi z piSmiennictwa dotyczgcymi nasilenia zmian inwolucyjnych, ma-
terial podzielono na 2 grupy, wedlug kryterium wieku.

Grupa I obejmowala 29 chorych w wieku od 25 do 60 lat; $rednia
wieku wynosita 43 lata. U 16 chorych okres naduzywania alkoholu wy-
nosit srednio 15 lat. U pozostatych chorych czas trwania nalogu byl nie
do ustalenia. Najczescie] w wywiadzie powtarzalo sie okreslenie ,,dlugo”.
W przebiegu natogu u 17 chorych wystepowalo ostre majaczenie alko-
holowe, a u 3 chorych przewlekla halucynoza alkoholowa. Badaniem psy-
chiatrycznym u wszystkich chorych stwierdzono zesp6l psychoorganiczny
o roznym nasileniu, prowadzagcy w 4 przypadkach do ciezkiego otepienia.
U 20 chorych stwierdzono charakteropatie alkoholowa. W stanie neurolo-
gicznym dominowaly w 14 przypadkach rozsiane objawy uszkodzenia
oun, w 6 przypadkach z zaburzeniami chodu typu ataktycznego. |

Przyczyna zgonu w 17 przypadkach bylo ostre majaczenie alkoholo-
we, w 4 — krwotok podtwardéwkowy, a w pozostalych 8 — zapalenie |
pluc. Badaniem sekcyjnym w 18 przypadkach stwierdzono marskos$¢ wa-
troby ze stluszczeniem, w 8 — uszkodzenie migzszu nerek, w 16 —
zmiany zwyrodnieniowe miesnia sercowego oraz w 9 przypadkach owrzo-
dzenie zoladka i/lub dwunastnicy.

Grupa II obejmowala 21 chorych w wieku od 61 do 75 lat; $rednia
wieku wynosita 66 lat. U 9 chorych naduzywanie alkoholu trwalo sred-
nio 32 lata. U pozostalych chorych trwalo rowniez kilkadziesigt lat. Ilosc¢
jednorazowo spozywanego alkoholu, jak i czesto$¢ jego naduzywania by-
la, podobnie jak w grupie I, nie do ustalenia. W przebiegu nalogu u 10
chorych wystepowalo ostre majaczenie alkoholowe. Przewlekla psychoze
alkoholowa miato 7 chorych. W 21 przypadkach stwierdzono zesp6l psy-
choorganiczny, u 16 chorych ze znacznym otepieniem, a u 12 chorych —
charakteropatie alkoholowa. W stanie neurologicznym dominowaly (19
przyp.) rozsiane objawy uszkodzenia oun, w 6 przypadkach zaburzenia
mozdzkowe glownie ataktyczne chodu i dysartria. Przyczyng zgonu u 7
chorych bylo ostre majaczenie alkoholowe, u 5 — krwotok podtwardow-
kowy, u 7 — zapalenie pluc, w 2 przypadkach — skaza krwotoczna w prze-
biegu marskosci watroby. Badaniem sekcyjnym stwierdzono marskosé
watroby ze stluszczeniem w 20 przypadkach, zwyrodnienie mies$nia ser-
cowego w 9 przypadkach, uszkodzenie migzszu nerek w 13, owrzodzenie
zoladka i/lub dwunastnicy w 10 przypadkach.
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WYNIKI

Grupa I

Badanie makroskopowe mozgu wykazalo w 18 przypadkach zmiany
zanikowe. W 14 przypadkach obecny byl obrzek moézgu. Miazdzyce w na-
czyniach podstawy stwierdzono w 6 przypadkach. W 2 przypadkach
stwierdzono zmniejszenie objetosci mozdzku ze skroceniem i zwezeniem
jego listeczkow, gtownie w obrebie grzbietowej czesci robaka.

Badanie mikroskopowe mozdzku wykazalo w obrebie dna rowkow
znaczne zwezenie zarowno warstwy drobinowej, jak i warstwy ziarnistej.
W dalszym otoczeniu rowkéw i na wypuklosci listeczkow zwezenie tych
warstw wystepowalo w sposéb rozsiany w 23 przypadkach. Na wypuklo-
Sci listeczkow, zwlaszeza placikéw obwodowych, warstwa ziarnista dosc
czesto byla poszerzona, a komorki ulegly rozsunieciu. We wszystkich
przypadkach stwierdzono zanik komoérek Purkinjego, przy czym naj-
wieksze ubytki obserwowano w otoczeniu rowkow. W powiekszeniu lu-
powym widoczne byly tylko pojedyncze zachowane komorki Purkinjego,

Ryc. 1. Rozlane ubytki komérek Purkinjego, przerost i rozplem gleju Bergmanna,
miejscami widoczne krzaczki glejowe, rozsiane przerzedzenia i plackowate ubytki
warstwy ziarnistej. Fiolet krezylu. Pow. 25 X
Fig. 1. Diffuse loss of Purkinje cells, proliferation and hypertrophy of Bergmann’s
glia, glial shrubbaries in the molecular layer, disseminate rarefactions and patchy
loss of nerve cells in the granular layer. Cresyl violet. X 25

Ryc. 2. Rozlane ubytki komérek Purkinjego, przerzedzenie komérek nerwowych w
warstwie ziarnistej, wielorzedowy rozplem gleju Bergmanna. Fiolet krezylu. Pow.
60 X
Fig. 2. Diffuse atrophy of Purkinje cells, cellular rarefaction in the granular layer,
remarkable hypertrophy of Bergmann’s glia layer. Cresyl violet. X 60
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a w placikach gleboko polozonych cale listeczki byly na ogél pozbawio-
ne tych komérek (ryc. 1).

W migdatkach moézdzku, na pograniczu robaka i potkul moézdzku o.uz
w otoczeniu bruzdy horyzontalnej na pograniczu unaczynienia tetnicy
mozdzku goérnej i tetnic mozdzku dolnych, ubytki komorek Purkinjego
przechodzily w 6 przypadkach rowniez na placiki obwodowe. Ubytkom
komorek Purkinjego towarzyszylo z reguly przerzedzenie komorek ner-
wowych warstwy ziarnistej o réznym mnasileniu. Przestrzenie miedzy
komorkami byly rownomiernie poszerzone (ryc. 2), badz tez obserwowano
plackowate wylysienia lub zggbczenia (ryc. 1). Niekiedy cale listeczki
wykazywaly znaczne przerzedzenie komoérek nerwowych (ryc. 3), a war-
stwe drobinowg oddzielal od warstwy ziarnistej, przy braku komorek
Purkinjego, wal bujajacego gleju gwiazdzistego Bergmanna (ryc. 4).
W zwezonej warstwie drobinowej obserwowano zageszczenie komorek
nerwowych i jader komorek glejowych.

Zachowane komorki Purkinjego ulegaly zaokrggleniu, mialy zazwy-
czaj skrocone i poszerzone wypustki (ryc. 5), byly zmienione homogeni-
zacyjnie (26 przyp.), badz przewlekle (23 przyp.) (ryc. 6), najrzadziej

% ¢ o 5 SR e W
Ryc. 3. Rozsiane ubytki w warstwie ziarnistej o rozluZnionej strukturze podloza,
zanik komérek Purkinjego, pobudzenie gleju Bergmanna. Fiolet krezylu. Pow.
200 X
Fig, 3. Disseminate loss of cells in the granular layer which exhibits loosening of
the background, atrophy of Purkinje cells and proliferation of Bergmann’s glia.
Cresyl violet. X 200

Ryc. 4. Zwezenie warstwy drobinowej i warstwy ziarnistej, rozlane ubytki komo-
rek Purkinjego, rozrost gleju Bergmanna, znaczne ubytki komoérek warstwy ziar-
nistej. Fiolet krezylu. Pow. 25 X

Fig. 4. Reduction of molecular and granular layers, Purkinje cells atrophy and pro-
liferation of Bergmann’s glia, marked loss of cells in the granular layer. Cresyl
violet. X 25
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ulegly stluszczeniu (4 przyp.). Czasami (6 przyp.) obserwowano przesunie-
cie pojedynczych komoérek Purkinjego do warstwy drobinowej. Komorki
nerwowe warstwy ziarnistej zazwyczaj wybarwialy sie ciemno, byly ob-
kurczone, mialy nieréwne obrysy (ryc. 7). Czes¢ komoérek tej warstwy
barwila sie blado fioletem krezylu, a w impregnacji wedlug metody
Bielschowskiego nie ujawniala sie w ogole. Zmiany te zazwyczaj obser-
wowano na wypuklosci listeczkow, zwlaszcza obwodowych w obrebie
poszerzonej i ogniskowo zggbczalej warstwy ziarnistej (5 przyp.).

Nasilenie ubytkow komoérkowych bylo w 6 przypadkach wieksze w
robaku niz w pétkulach mozdzku. W czesci grzbietowej potkul bylo wiek-
sze, z wyjatkiem dwoch przypadkéw, w ktorych byly one bardziej na-
silone w czesciach brzusznych. Ubytki komorkowe zwiekszaly sie w kie-
runku listeczkéw i placikow gleboko polozonych, natomiast sklerotyzacje
placikéw najczesciej spostrzegano w obszarach narazonych na wglobienie
lub w obszarach pogranicza unaczynienia.

W jadrach mozdzku, zwlaszcza w jadrze zebatym spostrzegano prze-
rzedzenie neuronéw, zwlaszcza ugrupowania wielkokomérkowego oraz
znaczne zlogi lipofuscyny w zachowanych komorkach. Splowienie i usz-
kodzenie ostonek mielinowych obserwowano w osiach zawojow oraz w

Ryc. 5. Komoérki Purkinjego z poszerzonymi dendrytami, nier6wnomierna impregna-
cja uszkodzonych komoérek nerwowych warstwy ziarnistej. Bielschowsky. Pow.
400 X

Fig. 5. Purkinje cells with dilated dendrites, uneven impregnation of damaged ner-
ve cells in the granular layer. Bielschowsky. X 400

Ryc. 6. Zmiany homogenizacyjne komoérki Purkinjego, warstwa ziarnista zacho-

g wana. Fiolet krezylu. Pow. 400 X

Fig. 6. Homogenous changes of Purkinje cell, granular layer preserved. Cresyl
violet. X 400
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listeczkach gleboko polozonych. Czasami zbledniecie mieliny przechodzi-
lo na istote biala polkul. Zgabczeniom okolonaczyniowym odpowiadata
demielinizacja (ryc. 8). Zanikom i schorzeniom komorek Purkinjego to-
warzyszy! znaczny rozplem i przerost gleju gwiazdzistego Bergmanna.
Tworzyl on wielorzedowe pasma oddzielajace warstwe drobinowa od
warstwy ziarnistej (ryc. 1, 4), rzadko natomiast obserwowano w warstwie
drobinowej krzaczki glejowe. W jadrze zebatym réwniez widoczne bylo
zageszczenie i przerost komorek glejowych, natomiast w istocie bialej
potkul mozdzku, zazwyczaj u nasady placikéw spostrzegano zageszcze-
nie jader komorek glejowych i ich postacie przerostowe oraz pojedyncze
grudki glejowe. Glejoza wloknista byla wzmozona w centralnych par-
tiach istoty bialej. Ze zmian wstecznych gleju tylko w 6 przypadkach ob-
serwowano ,,nagie jadra”.

Naczynia $rédmigzszowe mozdzku, wlosniczki, tetniczki i matle tetnice
w 17 przypadkach byly zwlokniale rzadziej zeszkliwiale (8 przyp.). Tkan-
ka otaczajgca naczynia byla w tych przypadkach rozluzniona, zggbczala,
a w 10 przypadkach obserwowano niewielkie jamki okolonaczyniowe w
istocie bialej. Obecnos¢ kilebkéw naczyniowych stwierdzono w 10 przy-
padkach.

Ryc. 7. Nier6wnomiernie wybarwione komérki warstwy ziarnistej w robaku. Obok
okraglych nmeuronéw widoczne komoérki o nieregularnych obrysach lub blade i roz-
padajace sie. Fiolet krezylu. Pow. 400 X

Fig. 7. Unevenly stained cells in the granular layer of cerebellar vermis. Alongside
with normal round neurons, cells of irregular shape or pale and disintegrating are
visible. Cresyl violet. X 400

Ryc. 8. Demielinizacja woko6l naczyn istoty biatej moézdiku. Spielmeyer. Pow. 60 X
Fig. 8. Perivascular demyelination in cerebellar white matter. Spielmeyer. X 60
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Grupa II

Badanie makroskopowe mozgu wykazalo we wszystkich przypadkach
zmiany zanikowe, najczesciej uogoélnione. Obrzek moézgu stwierdzono w
12 przypadkach. Zmiany. miazdzycowe obecne byly w 16 przypadkach.
~ Prawie we wszystkich przypadkach (w 18 na 21 przebadanych) obser-
wowano zmniejszenie objeto$ci moézdzku ze skroceniem placikow. W 5
. przypadkach zmiany byly bardziej nasilone w robaku niz w potkulach
mozdzku.

W badaniu mikroskopowym struktura i topografia zmian patologicz-
nych w poétkulach moézdzku na ogél nie roéznila sie od obserwowanych
- w grupie I. Natomiast nasilenie tych zmian bylo wieksze, zwlaszcza w
robaku mozdzku. Czesciej niz w grupie I obserwowano w robaku mézdz-
. ku obrzek warstwy ziarnistej lub jej zggbczenie i znaczne przerzedze-
nie komorek nerwowych (7 przyp.). Wieksze tez bylo nasilenie ubytkow
komorek Purkinjego w robaku, w ktérym liczne placiki byly ich zupel-
nie pozbawione. Czesciej tez obserwowano w grupie II stluszczenie ko-
morek Purkinjego (6 przyp.), a we wszytkich przypadkach wybitne na-
gromadzenie lipofuscyny w komoérkach nerwowych jadra zebatego. Gle-
joza Wloknista brzezna oraz w osi zwojow byla wzmozona.

We wszystkich przypadkach naczynia $srodmigzszowe: wlosniczki, tet-
- niczki i male tetnice byly zwlokniate, rzadziej zeszkliwiale (9 przyp.).
~ Prawie we wszystkich przypadkach (19) stwierdzono zgabczenia lub jam-
- ki okolonaczyniowe w istocie bialej potkul moézdzku. Kiebki naczyniowe
obserwowano w 12 przypadkach.

, Plytek starczych nie zaobserwowano w moézdzku w zadnym z przeba-
- danych przypadkéw tak I, jak i II grupy.

OMOWIENIE

| W przebadanym materiale, obejmujacym 50 przypadkéw sekcyjnych
~ przewleklego alkoholizmu, struktura i topografia obserwowanych zmian
patologicznych sugeruje zréznicowany patomechanizm rozwoju uszkodzen
strukturalnych moézdzku.
| Do klasycznego obrazu uszkodzenia mézdzku w przebiegu alkoholizmu
zaliczamy i my za innymi autorami (Victor i wsp. 1959; Pentschew 1958;
Stark 1967; Torvik i wsp. 1982) uszkodzenie robaka, a zwlaszcza jego
gornej czesci. Przebiegalo ono pod postacig zwezenia placikéw, rozleg-
lych ubytkéw komorek nerwowych warstwy ziarnistej i/lub komorek
Purkinjego z réwnoczesnym wielorzedowym rozrostem gleju gwiazdziste-
go Bergmanna. Uszkodzenie robaka stwierdzono w obu grupach z tym,
ze czesciej i bardziej nasilone bylo ono w przypadkach wieku podeszle-
go, powyzej 60 roku zycia (grupa II), gdzie wystepowalo w1 1/3 liczby
przypadkow, natomisast w grupie I obejmujacej przypadki ponizej 60 ro-
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ku zycia w 1/5 liczby przypadkéw. W obu grupach rozwijalo sie ono pra-
wie zawsze na tle uogdlnionego procesu zanikowego moézdzku, uchwytne-
go juz makroskopowo prawie we wszystkich przypadkach grupy II.

Wykladnikami mikroskopowymi zmian inwolucyjnych w moézdzku by-
ly zwyrodnienie tluszczowe i schorzenie przewlekle neuronéw, ubytki
komoérek nerwowych, obecnos¢ klebkéw naczyniowych oraz wzmozona
glejoza graniczna.

Wiadomo, ze w przewleklym alkoholizmie robak moézdzku stanowi
locus minoris resistentiae, jednakze patogeneza jego uszkodzenia podobnie
jak innych struktur mézgu czy mozdzku nie jest jasna. Nadal otwartym
pozostaje zagadnienie, czy alkohol doprowadza do wybiorczego nasilenia
zmian tej struktury bezposrednio zaburzajgc metabolizm komoérek ner-
wowych '(dzialanie toksyczne), czy tez posrednio, powodujgc u alkoho-
likéw niedobory skladnikow odzywezych (Victor i wsp. 1959; Seitelberger,
Gross 1962; Stark 1967; Dreyfus 1974).

Drugim czynnikiem potegujgcym wybiorcze nasilenie uszkodzen struk-
tur mozdzku byly znaczne zmiany stwardnieniowe, a zwlaszca zwléknie-
nie $cian wloéniczek, tetniczek i malych tetnic $rédmigzszowych, zweza-
jacych nierzadko s$wiatlo tych naczyn. Przekraczalo ono nasileniem
obserwowany zazwyczaj nawet w wieku podeszlym II° zmian stwardnie-
niowych wedlug klasyfikacji Swiatowej Federacji Neurologii (1959)
(Tarnowska-Dziduszko 1973).

Czesto obserwowany w przebadanym materiale zast6j krwi w moézdz-
ku, wzmozona przepuszczalnos¢ $cian naczyniowych, jeziorka wiok-
nika, niewielkie krwinkotoki, zggbczenia okolonaczyniowe i jamki wska-
zuja na przewlekle zaklécenie w funkcjonowaniu bariery krew-mozg.
Podobne zmiany obserwowano u alkoholikow w strukturach mozgu
(Tarnowska-Dziduszko i wsp. 1978). Rozklad ubytkow komoérek Pur-
kinjego i warstwy ziarnistej, demielinizacja oslonek mielinowych w osi
zawojow moézdzku oraz w poblizu naczyn sugerujg, ze podlozem obserwo-
wanych zmian jest niedokrwienie moézdzku. Specyfika unaczynienia
mozdzku oraz odmienna wrazliwos¢ elementéow strukturalnych kory
mozdzku na niedotlenienie, moze wyjasni¢ wybiérczos¢ tej topografii.

Jak wynika z badan Scholza (1949) najbardziej wrazliwa na niedotle-
nienie jest warstwa komoérek Purkinjego. Ona tez, nie posiadajgc wlas-
nej siateczki wlosniczek (Uchimura 1929; Jansen, Brodal 1958) jest szcze-
golnie wrazliwa na zaklocenia w krgzeniu krwi w glownych pniach tetni-
czych lub zylnych. Uszkodzenie komérek nerwowych tej warstwy w prze-
biegu niedokrwienia wyraza sie obrzekiem“wypustek, schorzeniem homo-
genizacyjnym czy przewleklym, a z czasem zanikiem zwlaszcza w obrebie
listeczkéw w centralnie polozonych placikach. W warstwie ziarnistej na-
tomiast w przebiegu niedokrwienia rozwija sie¢ beztlenowa glikoliza (Frie-
de 1963), ktéra doprowadza do obrzeku, a z czasem do dalszego uszko-
dzenia neuronéw, ich zaniku i zgabczenia tkanki. Rozklad topograficzny
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obrzeku, zgabczenia czy zaniku warstwy komorek Purkinjego wystepu-
jacy w naszym materiale w sposob rozsiany w okolicach szczegélnie na-
razonych na niedokrwienie (na pograniczu rejonéw unaczynienia, w mi-
gdalkach moézdzku, na krawedzi robaka, w centralnie polozonych placikach)
w Swietle przytoczonych danych nie budzi watpliwosci co do ischemicz-
nego patomechanizmu ich powstawania.
i Na podstawie naszych obserwacji wydaje sie, ze naduzywanie alkoholu
nasila zmiany zwyrodnieniowe w $cianie naczyn srodmigzszowych moézdz-
- ku, podobnie jak w poétkulach i pniu moézgu, co uprzednio stwierdzono
w przypadkach w przedziale wieku do 55 lat, (Tarnowska-Dziduszko
i wsp. 1978). Zwloéknienie Scian naczyniowych wyraznie dominuje nad
ich zeszkliwieniem. Patogeneza nasilenia zmian stwardnieniowych w $cia-
nach naczyn s$rédmigzszowych mozgu czy mozdzku w przewleklym alko-
holizmie nie jest latwa do wyjasnienia. Podkreslano bgdz pierwotne
uszkodzenie $rédblonka naczyn (Scholz 1938, Loken 1971) ze zwiekszong
tendencja do odczynu wiloknotworezego komorek sciany naczyniowej,
'badz tez przytaczano w przewleklym alkoholizmie wypadanie sterujacej
funkecji jader wegetatywnych wzgoérza i podwzgoérza, szczegbdlnie wrazli-
wych na niedobdr tiaminy (Pentschew 1958, Meyer 1963). Zmiany zwy-
rodnieniowe migzszu nerek i watroby obserwowane m. in. w poszczegdl-
nych przypadkach mogly réwniez przyczyni¢ sie do zwiekszenia uszko-
dzen Scian naczyniowych w oun. Tak wiec nasilenie zmian stwardnienio-
wych w naczyniach s$rodmigzszowych moézdzku, przy calym zlozonym
' patomechanizmie powstawania zmian strukturalnych w moézdzku w prze-
biegu niedokrwienia, modyfikuje obraz morfologicznych uszkodzen zwig-
zanych bezposrednio lub posrednio z przewleklsa intoksykacjg alkoholows.
‘Robak mozdzku, jakkolwiek w wielu przypadkach znacznie uszkodzony,
‘nie by! jedyna zmieniong struktursg.

Istotnym zagadnieniem jest uboga manifestacja objawéw klinicznych
'w badanym materiale, w ktérym stosunkowo rzadko obserwowano ze-
'spoly moézdzkowe. Nie zawsze jednak mozna bylo u chorych ze znacznie
‘nasilonym zespolem otepiennym przeprowadzi¢ dokladng ocene odchylen
‘neurologicznych. Poza tym, tak jak w innych schorzeniach zwyrodnie-
niowych mozdzku, wolno narastajace uszkodzenia sg dilugo kompenso-
wane.

WNIOSKI

1) Struktura i topografia zmian patomorfologicznych wystepujacych
'w moézdzku w przewleklym alkoholizmie wskazujg na zréznicowany pato-
mechanizm ich rozwoju.

2) Przewlekly alkoholizm powoduje:
| a) przyspieszenie lub nasilenie wystepowania zmian inwolucyjnych
w mozdzku,
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b) zmiany zwyrodnieniowe w moézdzku szczegoélnie w obrebie robaka,
a zwlaszcza w jego czesci grzbietowej,

c) zmiany zwyrodnieniowe w naczyniach, a zwlaszcza zwloknienie
Sciany wloséniczek, tetniczek i malych tetnic $rédmigzszowych moézdzku
nierzadko ze zwezeniem ich $wiatla.

3) Zmiany w tkance otaczajacej naczynia Sroédmigzszowe mézdzku
wskazujg na przewlekle zaburzenia w funkcjonowaniu bariery krew-
-mozg.

4) Rozklad topograficzny ubytkéw komorek Purkinjego oraz obrzeku,
zgabcezenia i zaniku warstwy ziarnistej wskazuje na niedokrwienny pato-
mechanizm ich powstawania.

MOP®OJIOTUYECKAS KAPTUHA MO3XEYKA
B XOJE XPOHUYECKOI'O AJIKOI'OJIU3MA

Pe3ome

WccnenoBaHnio NOABEPraMCh XapakTep ¥ Tonorpadus u3MeHeHHH B Mo3xeuke B 50 ciy4asx
XPOHHYECKOrO aJKOrojm3Ma. BBUIO NPEImosIoKEeHO, YTO XPOHMYECKHHl aJIKOrOJIM3M BbI3BIBAET
HE TONBKO MOBPEXIECHHE YEPBAYKA HO OXBATHIBACT TOXE NPYIWe CTPYKTYpsl Mo3xeduka. Mccre-
JIOBaHMA NPOBOAWIACH B ABYX rpymmax. Ilepsas coctosna u3 29 GombHbIX B Bo3pacte 25 —60
JIeT; BpeMs ynoTpebnesus ankorons — B cpemHeM 15 ner. Bropas rpynma cocrosia u3 2160mb-
Horo B Bo3pacte 60—75 net; BpeMs ynoTpebnenus aixorona y 9 6onbHbIX — B cpenneM 32 rona,
Y BCEX OCTalbHBIX — HECKOJBKO HECATKOB JIET. |

JlereHepaTHBHBEIE M3MEHEHHS 4YepBsAYKa, OCOOEHHO €ro BepxHed 4acTW, ObLTH OOHAPYXEHBI
B 060HMX Ipynmnax, ¢ TeM 4TO Yalle ¥ CHIbHEE OHM MPOSBJIIMCE BO BTOpOil rpynmne. IToYTH Beeraa |
OHW pa3BuBaMCh HAa (oHe 0606mEHHOr0 aTpOdHYECKOro mpouecca, KOTOPhIH MaKPOCKOIHYECKA
nabmromancs no4ytu Bo Beex ciy4asx II rpymmsl. MEKPOCKOMHBIMHE ITOKA3aTENSMH HHBOTIOLIMOHHBIX
H3MeHeHul ObUIH: JMNUOHAs [Aeresepaums, XpOHAYECKHE H3MEHEHHs W YObUIb HEBPOHOB, a TaKXke
HaJIMYHe COCYIMCTBIX KIyOKOB M ycWneHHbIM rimmo3. Kpome TOro GsUIO YCTAHOBIICHO YCHIICHHE
apTEePHOCKIIEPOTHYECKHX H3MeHEHUH, ocobenHo (ubpo3a KanuUIIpOB, APTEPHOJI H MEIKHX HHTEp-
CTHUHAANBHBIX apTepuif, C CONPOBOXIAIOIIAM CYXCHHEM HMX mpocBeTa. OHH NpPEBHLIMNATH Jaxe
CKJIEDOTHYECKHE M3MECHEHMS B MHTEPCTHLHMAJIBHBIX COCYZaX MO3XKE4YKa, CBOMCTBEHHbIC I IMOXH-
Jjjoro Bo3pacta. VI3MEHEHHsI B TKaHH, OKDYXAIOIIe HHTEPCTHLHAJIbHBIE COCYAbl MOKAa3bIBAHA
XPOHHYECKOE pacCTpoicTBO Gapbepa xpoBb-MO3r. Cambie Gombubie yObuma kneTox Ilypxmube,
a Taxxe OTEK, CIIOHIé3 M aTpOo(Hs 3ePHACTOrO CJIOS BHICTYNAJIA PACCEssHHBIM 00pa3oM B paioHax,
NOABEPKEHHBIX MECTHOMY MAaJIOKPOBBLIO: HA TPAaHHIE PAlOHOB BACKy/JISPH3ALMH, B MHHAAIMHAX
MO3Xe4Ka, Ha KPalo YepBsAYKa a TAKKe B LEHTPAIBHO PACIOJIOKECHHBIX JOJIbKaX.

OO6CyXIaeTcsi CIOXHBIM NMaTOMEXaHU3M DPa3BATHS CTPYKTYPHBIX H3MECHEHHH MO3XKEYKa, CBSi-
3aHHBIX TaK C NPSAMBIM HJIH NOCPEACTBEHHBIM TOKCHYECKHM BIIASHHEM AJIKOTOJISI KaK M CO Crelu-
UKol Backy/IspH3aLMHA MO3XKEYKa a TaKKe C 0Co00i 4yBCTBHTEIBHOCTBIO 3JIEMEHTOB KOPhl MO3-
XKedKka K HEeIOCTAaTKy KHCIIOPOZa.

PATHOMORPHOLOGY OF THE CEREBELLUM IN THE COURSE
OF CHRONIC ALCOHOLISM

Summary

The character and topography of morphological changes in the cerebellum of
50 autopsy cases with chronic alcoholism were evaluated to establish if chronic!
alcohol abuse causes damage only to the vermis or also involves the other cerebel-
lar structures.
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Studies were performed on material divided into two groups: group I com-
prised 29 cases aged 25—60 years. The average period of alcohol abuse was 15
years. Group II comprised 21 cases aged 61—78 years. The average period of alcohol
abuse lasted 32 years in 9 patients, in the remaining persons even longer.

Degenerative changes in the cerebellar vermis especially in its upper part,
were discovered in both of the investigated groups, being of greater intensity and
more frequently present in the older group. These changes developed in both
groups investigated almostalways against a background of diffuse cerebellar atro-
phy, macroscopically detected in nearly all cases of the older group.

Microscopic exponent of the involutive process were sudanophylic degenera-
tion and chronic changes of nerve cells, neuronal loss, the presence of vas-
cular glomeruli and increased physiological gliosis, Sclerotic changes of in-
tracerebellar blood vessels, especially fibrosis of capillaries, arterioles and small
arteries, were more advanced than normally observed in the brains of patients of
older age. Perivascular tissue changes indicated chronic disturbances of the blood-
-brain barrier permeability. {

The most remarkable loss of Purkinje cells, edema, sponginess and atrophy of
the granular layer were found at the border zones of the vascularization regions
(in the cerebellar tonsillae, the vermis edge and centrally located lobuli).

The complex pathomechanism of the development of structural abnormalities
was discussed. These are on the one hand directly or indirectly resulted from the
toxic alcohol’s action on nerve cell metabolism and on the other hand were con-
ditioned by the specific vascularization of the cerebellum and the particular vul-
nerability of the cerebellar cortex to hypoxia.
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POZIOM AMIN KATECHOLOWYCH W MOZGU KROLIKA PT
Katedra i Zaklad Chemii Fizjologicznej Akademia Medyczna, Lublin

W Osrodku Doswiadczalnym Neurologii Porownawczej CMDiK PAN
w Minsku Mazowieckim od wielu lat prowadzone sa badania osrodkowe-
go ukladu nerwowego u krolika z dziedziczng drzaczka poraznag (para-
lytic tremor, symbol genetyczny pt). Wyniki dotychczasowych prac sta-
nowig obszerng dokumentacje kliniczno-morfologiczng, ktoéra pozwala na
syntetyczng charakterystyke obrazu choroby. Z badan tych wynika, ze
krolik pt jest mutantem, u ktoérego wystepuje zaburzenie procesu mieli-
nogenezy, wspoOlistniejagce z rozsianym uszkodzeniem neurondéw, glow-
nie struktur podkorowych i pnia moézgu (Taraszewska, Zelman 1981;
Zelman, Taraszewska 1984). Kierunek badan biochemicznych na modelu
mutanta pt zapoczatkowaly prace Walda i wsp. (1976) oraz Czartoryskiej
i wsp. (1976). Wymienieni autorzy na podstawie oznaczen ceruloplazmi-
ny, cholesterolu, lipidow i kwasu moczowego w surowicy krwi krolikow
pt wykluczyli wstepne hipotezy patogenetyczne w interpretacji objawow
klinicznych i morfologicznych u krolika pt.

Zesp6l pt klinicznie charakteryzuje sie przede wszystkim zaburzenia-
mi ruchowymi w postaci drzen, ktéore wyprzedzajg rozwijajace sie poz-
niej niedowlady lub bezwlady spastyczne. Wystepowanie drzen roéznego
typu stanowi charakterystyczng ceche obrazu klinicznego u wszystkich
mutantéw z hipomielinizacjg i jest czasowo zbiezne z okresem intensyw-
nego rozwoju ostonek mielinowych. Poniewaz drzenia u krolika pt sg
zrytmizowane, podobnie jak u ludzi z parkinsonizmem, ktéremu towarzy-
szg zmiany w poziomie dopaminy, podjeto badania dotyczgce metabolizmu
amin katecholowych u kroélika pt.

* Klinika Nefrologii AM w Lublinie. i
** Czlonek Kola Naukowego przy Katedrze Chemii Fizjologicznej AM w Lub-
linie.
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*.
Celem niniejszego doniesienia jest wykazanie roznic'w poziomie dopa-
miny, noradrenaliny i adrenaliny w mozgu krolika pt i krélika zdro-
wego.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na objawowych krolikach pt w wieku 6 ty-
godni, pochodzgcych z hodowli Osrodka Doswiadczalnego Neurologii Po-
rownawczej CMDiK PAN w Minsku Mazowieckim, oraz na 8 tygodnio-
wych zdrowych kroélikach pochodzacych z poza stada krolikow pt. Zwie-
rzeta usmiercano przez dekapitacje, pobierano duze skrawki tkanki z pnia
moézgu wraz z obszarem jader podkorowych, oraz z moézdzku. Poszcze-
gblne skrawki wazono i zamrazano w temperaturze —20°C.

Do oznaczen amin katecholowych przygotowywano homogenat tkanki
w 0,1 N kwasie nadchlorowym z dodatkiem 5 mM zredukowanego gluta-
tionu w proporcji 10 ml roztworu na 1 g tkanki, stosujgc homogenizator
szklany. Uzyskang zawiesine wirowano przez 20 minut przy 10 tys. obro-
tow/min. Klarowny supernatant doprowadzano do pH 7,4 za pomocg
4 M K,CO;. Calos¢ ponownie wirowano celem pozbycia sie osadu KClO,.
Przed wykonaniem wilasciwych badan plyn znad osadu rozcienczano 20-
-krotnie H,O redest.

Dopaming, noradrenaline i adrenaline oznaczano metoda radioenzyma-
tyczng (Peuler, Johnson 1977) stosujac gotowe zestawy odczynnikow
firmy Upjohn diagnostics: Catecholamines radioenzymatic assay kit (*H)
oraz technike podang przez producenta w przepisie do oznaczen.

Metoda polega na:

a) przeksztalceniu amin katecholowych w ich *H-metoksypochodne
w obecnosci katecholo-O-metylotransferazy (COMT) i znakowanej *H-S-
-adenozylometioniny (*H-SAM);

b) ekstrakeji i rozdziale radioaktywnych metabolitow przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej oraz

c) pomiarze radioaktywnosci *H-normetanefryny, °H-metanefryny,
(po ich utlenieniu nadjodanem do *H-waniliny) i pomiarze *H-metoksy-
tyraminy.

Rozdzial chromatograficzny przeprowadzono na plytkach szklanych
pokrytych zelem krzemionkowym GF 254 (Merck), w ukladzie chloro-
form:metanol:etylamina 8:2:1 stosowanym przez Da Prada i Zurcher
(1976). Pomiary radioaktywnosci przeprowadzono w liczniku scyntylacyj-
nym typu SL Intertechnique. e

Przy analizowaniu wynikéw badan zastosowano nastepujgce charak-
terystyki statystyczne: liczbe badanych homogenatow tkanki (n), $rednig
arytmetyczng (X), wariancje S? i odchylenia standardowe (SD). Poniewaz
wyliczone wartosci wariancji byly rozne, sprawdzano istotnosé roznic P
przy pomocy testu c-Cochrana i Coxa (Octaba 1980).
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WYNIKI

Ogoélem objeto badaniem 13 krolikow pt oraz 5 krolikow zdrowych,
pochodzacych spoza stada pt. Stezenie amin katecholowych oznaczono
w przeszlo 60 homogenatach tkanki mozgu krolikéw chorych oraz w 25
| probach grupy kontrolnej. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabelach
- 1—4.

J Badania stezenia dopaminy przeprowadzone w skrawkach pobranych
- z mozgoéw krolikow pt wykazaly, ze w strukturach podkorowych poétkul
mozgowych dominujg wartosci w granicach 0,65 pmol/mg mokrej tkanki,
- a w moézdzku warto$é $rednia wynosi 0,29 pmol/mg tkanki. Stezenia do-
paminy w mozgu krolika zdrowego przewyzszalo czterokrotnie wartosci
- uzyskane u krolikéow pt, z wyjatkiem obszaru moézdzku (tab. 1). Nalezy

Tabela 1. Stezenie dopaminy w moézgu krolika pt i krolika zdrowego
Table 1. Dopamine concentration in pt and healthy rabbits brain

Poréwnanie grup

pmol/mg _  Groups comparison
Obszar mézgu Krolik tka:}kl warto$é¢  funkcji
Brain area Rabbit L pr?o e testowej
issue
4+ SD value of' test’s o
function
pien | obszar jader podko- pt 57 0,75+0,59 Co = 8,19 < 0,001
rowych zdrowy 20 2,80+1,03
brain stem -+ area of subcorti- healthy
cal nuclei
mozdzek pt 7 0,294-0,20 Co = 0,44 nieistotne
cerebellum zdrowy 5 0,334-0,05 insignificant
healthy
n — liczba oznaczen

number of estimations

zaznaczy¢, ze sposrod badanych krolikéw pt tylko u jednego stwierdzono
trzy wyniki odpowiadajace stezeniom dopaminy w mozgu zwierzat kon-
trolnych. Wartosci te wynosily od 1,90 do 3,82 pmol/mg tkanki. Mimo
tych trzech wysokich wartosci, réznica w stezeniu dopaminy pomiedzy
poréwnywanymi grupami zwierzat byla statystycznie istotna (P <<0,001).

Wyniki oznaczen noradrenaliny przedstawia tabela 2. Niezaleznie od
badanego obszaru mozgu, uzyskano wyzsze wartosci stezen u krolikéw pt
anizeli u krolikéw kontrolnych. W strukturach podkorowych i pniu moéz-
gu zwierzat chorych stezenie noradrenaliny wahalo sie w szerokich gra-
nicach, przy czym warto$¢ $rednia wyniosta 1,41 pmol/mg tkanki, u kro-
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likéw zdrowych za$ 1,01 pmol/mg tkanki. W moézdzku stezenia wynosily
odpowiednio 0,51 pmol/mg tkanki w grupie zwierzat chorych i 0,29°
pmol/mg tkanki w grupie kontrolnej.

Jak wynika z rezultatéw uzyskanych z oznaczen adrenaliny (tab. 3),
wyzsze stezenie wystepuje w moézgu krolikow zdrowych, przy czym réz-
nice statystycznie istotng stwierdzono tylko w obszarze struktur podko-

Tabela 2. Stezenie noradrenaliny w mozgu krolika pt i krolika zdrowego
Table 2. Norepinephrine concentration in pt and healthy rabbits brain

Poréwnanie grup
Groups comparison

pmol/mg
Obszar moézgu Krolik tkanki warto$¢ funkcji
n 5
Brain area Rabbit prr.lol/ e testowe;j %
_tlssusei) value of test’s
*+ function
piefi + obszar jader podko- pt 61 1,41+0,89 =2.54 < 0,01
rowych zdrowy 20 1,014-0,45
brain stem -+ area of sub- healthy
cortical nuclei
moézdzek pt 8 0,514-0,16 B 4 < 0,05
cerebellum zdrowy 7 0,29+4+0,12
healthy
n — liczba oznaczen

number of estimations

Tabela 3. Stezenie adrenaliny w mozgu krolika pt i krolika zdrowego

Table 3. Epinephrine concentration in pt and healthy rabbits brain

Poréwnanie grubﬂ

pmol/mg " Groups comparison
Oba : Kréiik tkanki R PoA v
zar mozgu i &6 i
. 8 : " pmol/mg wartos$é fur-lkql
Brain area Rabbit dasige testowej D
%+ SD value of: test’s
function
pien + obszar jader podkoro- pt 60 0,18-+0,13 Co = 7,88 < 0,001
wych zdrowy 20 0,43+0,11
brain-stem area of sub- healthy
cortical nuclei ‘
mozdzek pt 8 0,09 +0,08 Co =082 nieistotne
cerebellum zdrowy 6 0,12 40,05 insignificant
healthy
n — liczba oznaczen

number of estimations
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rowych i pnia moézgu (P <<0,001). Wartos¢ srednia stezenia adrenaliny
wynosila 0,18 pmol/mg tkanki u krolikow pt, a u kréolikéw zdrowych 0,43
pmol/mg tkanki.

W tabeli 4 przedstawiono wyniki obliczen stosunku stezenia dopa-
miny do stezenia noradrenaliny w badanych strukturach centralnego
ukladu nerwowego. Otrzymane wartosci wskazujg na wyrazng roznice
pomiedzy grupg zwierzat kontrolnych i chorych. O ile bowiem stosunek
DA/NA ksztaltowal sie w obszarze pnia moézgu wraz z okolicg jgder pod-
korowych krolikow zdrowych w granicach 2,76, a w modzdzku 1,14, to
u krolikow pt wynosil on zawsze ponizej jednos$ci, niezaleznie od bada-
nego obszaru moézgu.

Tabela 4. Stosunek stezenia dopaminy do noradrenaliny (DA/NA) w mozgu krélika pt i krélika

zdrowego
Table 4. Ratio of concentration of dopamine to norepinephrine (DA/NA) in pt and healthy rabbits
brain
Obszar mézgu \ > T IR el
ke , DA/NA

Brain area Rabbit

pienn + obszar jader podkorowych . pt 0,53

brain stem + area of subcortical nuclei zdrowy 2,76
healthy

mozdzek pt R | 73

cerebellum zdrowy 1,14
healthy

Na podstawie wartosci odchylen standardowych mozna stwierdzi¢, ze
rozrzut wyniko6w oznaczen amin katecholowych u zwierzat chorych byt
znacznie wiekszy niz w grupie kontrolnej. Wydaje sie, ze zasadnicza przy-
czyna tkwi w pobieraniu skrawkéw tkanki z niejednakowych miejsc da-
nego obszaru mozgowia oraz duze roéznice indywidualne w nasileniu
objawéw klinicznych i zmian morfologicznych u kroélikow pt.

OMOWIENIE

-

Niniejsze doniesienie stanowi pierwszy etap naszych badan z zakresu
amin katecholowych wu kroélika z dziedziczng drzaczka porazng. Celem’
tego etapu bylo poréwnanie poziomu dopaminy, noradrenaliny i adrena-
liny w moézgu krolika pt i krolika zdrowego. Z licznych prac doswiadczal-
nych wiadomo, ze stezenie amin katecholowych w mozgu ulega zmianom
poczawszy od rozwoju embrionalnego (Coyle, Henry 1973), nastepnie po
urodzeniu wraz z wiekiem (Agrawal i wsp. 1966) oraz w okresie starczym
(Ponzio i wsp. 1978). Do badan dobieraliSmy wiec zwierzeta w jednako-
wym wieku (6—8 tygodniowe).

Istnieje wiele metod badania amin katecholowych. Przeprowadza sie
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oznaczenia fluorymetryczne po odpowiedniej ekstrakcji tych zwigzkow
z materiatu biologicznego (Spano, Neff 1971), a takze po rozdziale metoda
chromatografii bibulowej lub cienkowarstwowej (Samejima i wsp. 1971).
Znana jest technika histofluorescencyjna (Tennyson i wsp. 1972), przy
czym mikroskrawki do badan przygotowuje sie najczesciej metodg podang
przez Glowinskiego i Iversona (1966). Wprowadzenie metody radioenzy-
matycznej pozwolilo na rozszerzenie zakresu badan amin katecholowych,
szczegblnie w plynach ustrojowych (Passon, Peuler 1973; de Prada, Zur-
cher 1976; Peuler, Johnson 1977). W naszych doswiadczeniach postuzy-
liSmy sie technika radioenzymatyczng przy uzyciu gotowych odczyn-
nikow firmy Upjohn Company.

Oznaczenia poziomu katecholamin przeprowadziliSmy w roéznych
obszarach moézgu, poniewaz u krolika pt zmiany morfologiczne w struk-
turach szarych sa wyraznie rozsiane. Z prac Osetowskiej i wsp. (1975)
oraz Taraszewskiej i Osetowskiej (1975) wynika, ze uszkodzone neurony
spotyka sie zaré6wno w prazkowiu, $srodmozgowiu, moézdzku i glebokich
warstwach kory. Do badan pobieraliSmy zatem duze skrawki tkanki
(100—200 mg) przede wszystkim z pnia moézgu wraz z obszarem jader
podkorowych oraz z mozdzku. Przecietnie preparowano po 5 skrawkow
z kazdego mézgg i po ekstrakcji katecholamin oznaczano ich stezenie.

Uzyskane wyniki wykazaly jednoznacznie, ze poziom amin katecholo-
wych w mozgu kroélika pt odbiega w sposéb wyrazny od poziomu stwier-
dzanego u krolika zdrowego (z wyjatkiem obszaru mozdzku). Dotyczy to
przede wszystkim dopaminy, ktérej stezenie bylo'znacznie nizsze w moz-
gu krolika pt i osiggalo warto$ci w granicach 0,39—1,24 pmol/mg Swieze]j
tkanki, a u krolikow zdrowych zawsze powyzej 1,96 pmol/mg tkanki.
Niskie stezenie dopaminy u krolika pt mozna by tlumaczyé jako neuro-
chemiczng konsekwencje uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych. Za
ta koncepcjg przemawiajg zmiany zwyrodnieniowe neuronéw, wykazane
u krolikéw pt przez Taraszewska i wsp. (1976) w badaniach mikroskopo-
wo-elektronowych.

Obnizenie stezenia dopaminy w zwojach podstawy moézgu wystepuje
rowniez u ludzi dotknietych parkinsonizmem, przy czym wedlug Horny-
kiewicza (1970) stopien niedoboru zalezy od nasilenia uszkodzen w istocie
czarnej, natomiast nie zalezy od etiologii parkinsonizmu. W doniesieniach
ostatnich lat wykazano, ze obnizenie poziomu dopaminy wraz z objawami
typu parkinsonoidalnego mozna wywola¢ doswiadczalnie przez dozylne
podanie okreslonych substancji chemicznych, ktéore w sposob wybiorezy
niszczg neurony dopaminergiczne (Burns i wsp. 1983).

Jest rzeczg znang, ze obnizenie stezenia amin katecholowych moze
wystapi¢ nie tylko z powodu zniszczenia neuronow istoty czarnej, jako
miejsca syntezy dopaminy, lecz takze z powodu braku lub zmniejszenia
aktywnosci enzymow uczestniczacych w biosyntezie dopaminy. Chodzi
mianowicie o hydroksylaze tyrozynowg oraz dekarboksylaze DOPA. Na
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podstawie naszych dotychczasowych badan nie mozna wykluczyé, ze
u krolika pt przyczyna spadku stezenia dopaminy nie tkwi rdéwniez
w zmianie aktywnos$ci enzymow.

Analizujgc wyniki uzyskane z oznaczen noradrenaliny mozna ogdlnie
stwierdzi¢, ze w obszarze noradrenergicznym, a wiec w pniu mozgowym,
stezenie noradrenaliny jest wyzsze u krolikow pt anizeli u krolikow zdro-

- wych. Stan ten moze by¢ spowodowany wzmozong aktywnoscig beta-hy-

droksylazy biorgcej udzial w przeksztalcaniu dopaminy w noradrenaline.
Stosunek dopaminy do noradrenaliny (DA/NA) jest zatem diametralnie
rézny w obu badanych grupach zwierzat (u krolikow zdrowych wynosi
on okolo 2,76, a u krolikow pt zaledwie 0,5).

Wiadomo, ze stosunek DA/NA ksztaltuje sie réznie w poszczegélnych

- obszarach mozgu. Coyle i Henry (1973) wykazali, ze w calym moézgu do-
| roslego szczura stosunek ten wynosi 1,5, natomiast w prazkowiu wzra-
| sta on nawet do 30, a w podwzgoérzu wynosi zaledwie 0,3. Z doswiadczen

Heftiego i Lichtensteigera (1978) wynika, ze w homogenacie istoty czar-

' nej moézgu stosunek DA/NA miesci sie w granicach 1—2,0. Wartosci

uzyskane w naszych badaniach nie mozna odnie$¢ do jednej dokladnie
wyodrebnionej struktury, lecz raczej do mozgu jako calosci, poniewaz
skrawki pochodzily zaréwno z obszarow dopaminergicznych jak i nora-
drenergicznych.

Jak wynika z powyzszych danych, wyniki uzyskane w niniejszej pra-
cy pozwolily jedynie na wykazanie réznic w poziomie amin katecholo-

. wych, bez doswiadczalnego wyjasnienia przyczyny ich powstawania.

Obecnie podejmujemy badania dotyczgce metabolizmu amin katecholo-
wych w moézgu krolika pt, ktéore pozwolg na poszerzenie interpretacji do-

. tychezasowych wynikow.

{
|
|

1

YPOBEHb KATEXOJIAMWH B MO3I'E KPOJIMKA ,,pt”

Pe3ome

TIpn momoiM pagMoIH3UMATHYECKOTO METOJA C MPUM2HEHHEM TOTOBLIX COCTABOB PEAKTHBOB
(Upjohn Diagnostics Assay Kit-*H) 6b110 Hccnenosano conepxkanne godpamuna B Mosrax 13 kpo-

JIHKOB C HACJICACTBEHHBIM JPOXKATEIbHLIM Tapaju4yeM.

HesaBucumo oT mccnemyemoro paifoHa mo3ra, KOHUEHTpauus modhaMuHa W aapeHa uHA
B MO3r'e KpotiKa ,,pt”’ OblIa 3HAYMTETBHO HHXKE Y€M B MO3rax 3J0POBLIX KPOJHMKOB. KOHUEHTpa-
LM HOpaJpeHaIMHa B MO3re KpomKa ,,pt’”’ Obula BbIllle Y€M B MO3rax KOHTPOJbHBIX KHBOTHBIX.

| JIBe mccnenyeMble TPYMNbL KHUBOTHBIX PA3IHYAIMCh CYUIECTBEHHBIM 0OPa30M BETHYMHOM OTHO-

mennst nohamMuHa K HOpaJpEeHAIMHY.
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CATECHOLAMINES LEVELS IN “PT” RABBIT BRAIN

Summary

Thirteen rabbits with hereditary paralytic tremor (“pt”) were investigated with
a view to determine the concentrations of dopamine, norepinephrine and epinephrine
in the brain. The radioenzymatic method using the Upjohn diagnostics assay kit
(®H) was employed. -

Apart from the investigated brain region, the values of dopamine and epi-
nephrine were significantly lower as comparing with values obtained from healthy
rabbits. Contrary to those results the concentration of norepinephrine was higher
in the brain of the “pt” rabbit than in the brain of the control group.

The ratio of dopamine to norepinephrine showed the most significant differen-
ces between the two examined groups of animals.
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trum Zdrowia Dziecka) na podstawie pracy pt. , Elektromiograficzna ocena poziomu
i stopnia uszkodzenia oraz regeneracji wildkien ruchowych nerwéw obwodowych
u dzieci z okoloporodowym uszkodzeniem splotu ramiennego”.

Promotorem pracy by! prof. dr hab. med. Roman Michalowicz. Obrona odbyla
sie¢ 3 VI 1985 r.

30 X 1985 r. Rada Naukowa Instytutu Psychoneurologicznego nadala kol. Pio-
trowi Adamczakowi stopien doktora nauk medycznych na podstawie pracy pt.
»Urazy oSrodkowego ukladu nerwowego u ludnosci rejonu zespolu opieki zdrowot-
nej Starachowice w okresie 1 VII 1977 do 30 VI 1980”.

Promotorem pracy byt prof. dr hab. med. Jerzy Kulczycki.

RADA Naukowa CMDiIiK PAN nadala w dniu 25 I 1985 r. stopien naukowy
doktora nauk medycznych kol. Teresie Wierzba-Bobrowicz na podstawie pracy pt.
»Wplyw hipoglikemii na rozwdj zmian strukturalnych w mozgu czlowieka i zwie-
rzat doswiadczalnych”.

Promotorem pracy byl prof. dr hab. M. J. Mossakowski.

*

Doroczne nagrody naukowe Stowarzyszenia Neuropatologow Polskich za 1984 r.
otrzymali nastepujacy koledzy:

I nagroda — kol. Andrzej Loesch z CMDiK PAN w Warszawie za prace pt.
»ZIO-impregnowane kolbki synaptyczne w neuropilu jgdra nadwzrokowego i przy-
komorowego szczura pozbawionego wody do picia” (Neuropatologia Polska, 1984,
22, 1, 39—62).

II i IIT nagroda (réwnorzedne) — kol. Stefan Kasperek z II Kliniki Neurolo-
gicznej S1. AM w Zabrzu za doniesienie przedstawione na Polsko-Niemieckim Sym-
pozjum Neuropatologicznym w Krakowie 4 maja 1984 r. pt. ,,A case of postirra-
diation myelopathy”.

Kol. Piotr Olejniczak z Kliniki Neurologicznej AM we Wroclawiu za doniesie-
nie przedstawione na Konferencji Naukowej z okazji XX rocznicy $mierci prof.
Adama Opalskiego w Warszawie 14 stycznia 1984 r. pt. ,Charakterystyka miazdzycy
tetnic podstawy moézgu u chorych z cukrzycg”.

Jerzy Dymecki
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DEGENERATIVE NEURITES IN EXPERIMENTAL SCRAPIE *
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The development of neuritic plaques is only partly understood (Wis-
niewski et al. 1983). Two major elements constitute the plaque: dystro-
phic (degenerating) neurites, mostly axonal terminals or preterminals
(Fig. 1), and amyloid material (Wisniewski, Terry 1973; Wisniewski et al.
1981, 1983a,b). Dystrophic neurites have been foud not only in Alzheimer
disease (AD) or senile dementia of Alzheimer type (SDAT), but also in
aged Rhesus monkeys (Wisniewski et al. 1973), dogs (Wisniewski, Terry
1973) and rats (Vaughan, Peters 1981). Dystrophic neurites participate
also in the formation of amyloid plaques in experimental scrapie (Bruce,
Fraser 1975), Creutzfeldt-Jakob disease — CJD (Tateishi et al. 1984) or
in human cases with Gerstmann-Straiissler syndrome (Boellard, Schlote
1980; Schlote et al. 1980; Kuzuhara et al. 1983).

In 1981, in a comprehensive review of the subject Wisniewski et al.
claimed that “from the observation that a few (2—3) dystrophic neurites
can be found in the absence of amyloid, it was assumed that such aggre-
gates represented the smallest neuritic plaque”. The aim of this com-
munication was to extend the above mentioned observation to scrapie-
-affected hamsters, in which neuritic plaques have never been observed
(Liberski, Alwasiak 1983).

MATERIAL AND METHODS

The source of the scrapie agent used was the 263 K “quick” (kindly
supplied by Dr R. Kimberlin, Neuropathogenesis Unit, Edinburgh) pro-
pagated through Syrian golden hamsters: 60 animals were used in a se-
ries of experiments described here. The experimental protocol is given

* Work partly supported by a grant provided by the Ministry of Health and
Social Welfare (Nr 5), and a grant provided by the Polish Academy of Sciences
(7711 — VII).
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Fig. 1. Axon belonging to the neuritic plaque comprises numerous inclusion bodies

and paired helical filaments (pHFs), mv — multivesicular body. Material from

a human case of Creutzfeldt-Jakob disease with plaques and tangles (Liberski
et al. 1985). X 52 000

Ryc. 1. Akson (element plytki neurytycznej) zawierajgcy ciala wiretowe oraz po-

dwojne filamenty (pHFs), mv — ciala wielopecherzykowe. Material z przypadku cho-

roby Creutzfeldta-Jakoba z plytkami i zwyrodnieniem wlékienkowym Alzheimera
(Liberski et al. 1985). Pow. 52 000 <

elsewhere (Liberski, Alwasiak 1983). The samples of hamster brains,
stored at —20°C prior to usage, were suspended in physiological saline
to give a 10%o suspension (w/v). The suspension was cleared by centri-
fugation at 1600 G for 15 min at room temperature. 0.05 ml of the super-
natant was injected into the right hemishpere of each hamster under
light ether anesthesia. Control animals were inoculated with saline under
identical conditions. All animals were kept in plastic cages and inspected
daily for signs of disease. When unequivocal signs appeared such as tre-
mor, ataxia, ruffled hair, some animals were killed by decapitation under
ether anesthesia. The brains were removed, fixed in 10° formalin and
embedded in paraffin. These results have been publishd elsewhere (Li-
berski, Alwasiak 1983). From some animals half of the brain was frozen
and stored at —20°C for further use.

The other animals were anesthetized with intraperitoneal chloral
hydrate. They were then perfused through the heart with 50 ml of 1.25%
glutaraldehyde and 1% paraformaldehyde in cacodylate buffer (pH 7.2)
followed by 100 ml of 5% of glutaraldehyde and 49/ paraformaldehyde

LLp)
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Fig. 2. Small axonal profile (Ax) with two inclusions. The synaptic terminal (st)
in close association with axon. X 33500

Ryc. 2. Przekr6j aksonu o malej $rednicy (Ax) z dwoma cialtami wtretowymi. Za-
konczenie synaptyczne (st) w bliskim kontakcie z aksonem. Pow. 33 500

in cacodylate buffer (pH 7.2). The brains were immediately removed, and
1—2 mm?® blocks were cut and left overnight in the second fixative. All
samples were postfixed in 1%/ osmium tetroxide and embedded in Epon
812. Semithin sections were cut on an Ultratome III LKB and stained
with methyl blue. Ultrathin sections were stained with lead citrate and
uranyl acetate, examined and photographed in EM 109 and JEM 100C
transmission electron microscopes.

RESULTS

The incubation period in the series of experiments described here
(measured from the time of inoculation to the first signs of disease) ran-
ged from 57 to 83 days.

Dystrophic neurites (axons or axonal preterminals) were found in all
examined animals, but never in controls. It seemed that the counts of
- dystrophic neurites followed the intensity of other pathological changes,
as described elsewhere (Liberski, Alwasiak 1983). However, the true
number of dystrophic neurites was not very large. Less than 10 dystro-
phic neurites were observed pér a grid square. Generally speaking, the
presence of dystrophic neurites seemed to be a rare phenomenon.

6 — Neuropatologia Polska 1/86
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Fig. 3. Degenerating axon with inclusions (I) and mitochondria. Note the synaptic
vesicles (double arrows) and splitting of the myelin lamellae. X 33 500

Ryc. 3. Wyrodniejgcy akson z cialami wtretowymi (I) i mitochondriami. Zwracajg

uwage pecherzyki synaptyczne (podwoéjne strzalki) oraz rozwarstwienie blaszek mie-

liny. Pow. 33500 X

Fig. 4. Longitudinal section through a swollen, degenerating axon. m — mitochon-
dria, mt — microtubules. X 33 500

Ryc. 4. Przekr6j podluzny obrzmialego, wyrodniejacego aksonu. m — mitochondria,
mt — mikrotubule. Pow. 33500 X
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Fig. 5. Degenerating axon. Note diversity of inclusions. X 33500

Ryc. 5. Wyrodniejacy akson. Zwraca uwage roéznorodnos$é cial wtretowych. Pow.
33500 X

Fig. 6. Degeneration axon completely filled with electron-dense inclusion of fibril-
lar appearance. X 33500
Ryc. 6. Wyrodniejacy akson catkowicie wypelniony elektronowo-gestym ciatem
wiretowym o wilékienkowatej strukturze. Pow. 33500 X
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Dystrophic neurites were identified as axonal preterminals or termi-
nals by the presence of a few myelin lamellae (Figs 2—5). However, they
were also identified as dendrites. They were mostly observed as single
structures, or as small clusters composed of two or, rarely, three ele-
ments. The neurites contained mitochondria, some of them were swollen
with the broken cristae. In some neurites only a few inclusions were
observed, and these probably represented the earliest changes. Usually,
however, numerous inclusions were seen.

The inclusions were membrane-bound, electron-dense bodies. Some
inclusions appeared as amorphous or multivesicular, contributing to the
formation of small, electron-lucent vacuoles. It should be also stressed
that some neurites were completely filled with amorphous, electron-den-
se material with delicate fibrillar, internal structure (Fig. 6).

The extracellular space was carefully examined. However, the search
for amyloid fibrils or amyloid-like material was always negative.

DISCUSSION

As suggested in the introduction, the neuritic plaque is composed of
degenerating (dystrophic) neurites and amyloid material. The sequence
of events, from a primitive plaque (containing numerous neurites and
a small amount of amyloid) to the burned-out plaque in which, dystro-
phic neurites are virtually absent, is not fully understood (Wisniewski
et al. 1983a,b).

From the studies performed in human cases of AD or SDAT (Wis-
niewski, Terry 1973; Wisniewski et al. 1981, 1983a,b) it seems that dy-
strophic neurites are the first elements appearing early in the develop-
ment of neuritic plaque. The small clusters made up of two or three
dystrophic neurites are probably the smallest neuritic plaque to be seen
~in human (Wisniewski et al. 1981, 1983a,b) or in aged Rhesus monkeys
(Wisniewski et al. 1973). Taking into account these data the hypothesis
has been put forward pointing to dystrophic neurites as a nidus at which
amyloid is later produced (Wisniewski et al. 1981, 1983a,b). However, in
transmissible spongiform encephalopathies: kuru (Klatzo, Gajdusek 1959)
and CJD (Kriicke et al. 1974; Masters et al. 1981) the plaques are compo-
sed of a dense amyloid center with virtually absent neuritic profiles. Of
course, such plaques are also observed in AD and SDAT (and called here
burned-out plaques), but AD and SDAT are characterized by a great
diversity of plaques, visible in different stages of development. In kuru
and CJD amyloid (kuru) plaques are the sole type of plaques present.
Ten per cent of CJD cases, however, present neuritic plaques (Manueli-
dis — personal communication), but this is probably a concomitant find-
ing. It seems, thus, that neurites alone are not sufficient to bring about
amyloid deposition. In undercutting experiments (Lampert 1967), pinealo-

cytes in normal pigs (Karasek, Wyrzykowski 1980), or in other CJD. or
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scrapie models (Landis et al. 1981; Kim, Manuelidis 1983) dystrophic
neurites have been observed, but not amyloid material. In the study
described here dystrophic neurites have also been virtually devoid of
amyloid material.

The next question to be answered is the etiology of neuritic plaques.
- In SDAT and AD there is no good answer, in spite of speculations on
- possible transmissible etiology of AD (Goudsmit et al. 1980; Brown et al.
~ 1982; Dickinson et al. 1983). In transmissible spongiform encéphalopa-
- this, however, the plaques are ultimately connected with replication of
. the agent (Wisniewski et al. 1975; Bruce et al. 1976; Fraser, Bruce 1981).
 The coincidence of cerebral amyloidosis of different mouse genotypes
with etiological agents ranged from 0 to 100% (Bruce et al. 1976). Two
strains, namely, 87A and 87V, have greatest incidence of amyloidosis,
three (22C, 79A, 79V) induce no cerebral amyloidosis, and two (MET7 and
22A) cause moderate incidence. Thus, amyloid-producing factor is most-
strain-specific. A similar situation is probably also encountered in man.
The CJD strains inducing a large number of plaques (Tateishi et al. 1979,
1984; Masters et al. 1981; Liberski 1983) are characterized also by diffe-
rent features than common CJD strains (the spectrum of permissive spe-
cies of animals is probably an important feature. However, the host
strain is also very important. The C57Bl and VM-passed ME7 and 22A
strains have a different incidence of amyloidosis (Bruce et al. 1976). In
each case the incidence of amyloidosis parallels the length of the incuba-
tion period. However, the incidence of cerebral amyloidosis is not only
a simple consequence of the length of the incubation period (Bruce, Fra-
ser 1983). The strains, which do not induce amyloid plaques have incuba-
tion periods within the range of those that induce more plaques. Neither
is incidence of amyloidosis a consequence of the ageing process (Bruce,
Fraser 1982). The increased age of inoculation (and, therefore, of death)
have no significant effect on the plaque count. It should be stressed that
plaque numbers are always lower with peripheral than intracerebral
route of inoculation (Bruce, Fraser 1981). In turn, the incubation period
is longer with peripheral than intracerebral route (Outram 1976). Recen-
tly it has been documented that amyloid plaques follow the needle track
(Wisniewski et al. 1981). !

Recently some indirect data have been provided supporting the hypo-
thesis of close association between the scrapie agent and amyloid. Puri-
fied fractions, containing scrapie infectivity stained with Congo red ex-
hibited congophilic birefringence, this suggesting the binding of the dye
by the agent contained in the purified fractions (Prusiner et al. 1983). It
should be stressed that particular fibrillar structures, called scrapie-
-associated fibrils (Merz et al. 1981, 1983) or scrapie rods (Prusiner et al.
1983; Prusiner 1984), contained in highly purified fractions, are the best
candidates for the scrapie agent or for the amyloid material produced
during the course of disease. Recent data suggest that scrapie-associated
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fibrils (SAFs) are a particular form of amyloid, which is the cause of
death in spongiform encephalopathies (Diringer — personal communica-
tion).

Several suggestions can be drawn from the study presented here.
Firstly, the presence of dystrophic (degenerating) neurites single or in
small clusters, strongly suggests their involvement in the process, which
leads to neuritic plaque formation. This process is restrained for un-
known reasons, since true neuritic plaques (dystrophic neurites and
amyloid) have never been observed. Secondly, the factor contributing to
the development of dystrophic neurites is probably strain-specific, it is
however, influenced by the general trends of hamster brain response to
any type of injury (Liberski — unpublished observation). Of course much
additional work should be done to elucidate the significance, if any, of
dystrophic neurites in neuritic plaque formation.

WYRODNIEJACE NEURYTY W DOSWIADCZALNEJ SCRAPIE

Streszczenie

W scrapie pasazowanej przez chomiki syryjskie opisano wyrodniejgce neury-
ty, podobne do spotykanych w plytkach neurytycznych w przebiegu choroby Alz-
heimera, scrapie, kuru, choroby Creutzfeldta-Jakoba oraz w zespole Gerstmanna-
-Strausslera. Pomimo obecno$ci wyrodniejacych aksonéw nie obserwowano w ba-
danym materiale plytek neurytycznych utworzonych z aksonéw i amyloidu.

Omoéwiono hipotetyczne czynniki mogace mieé¢ wplyw na zahamowanie postu-
lowanego procesu tworzenia plytki neurytycznej.

BBIPOXK/IAIOIWMECS HEBPUTHI B DKCITEPMMEHTAJIBHON SCRAPIE

Pe3ome

B scrapie maccaXxupoBaHHON CHPHUCKUMH XOMSAKAMH OINMPEIE/SINCH NereHePYIOIne HEBPUTHI,
TaKHe )Ke KaKue BCTPEYarOTCs B HEBPHTHYECKHMX Onsikax B Gone3nu Ausbureiimepa, scrapie, kuru,
6onesun Kpeitudensaa-Sdxkoba u B cunmpome Iepcrmana-lltpayccimepa. B mccnenyemom Ma-
TepHase, HECMOTPS Ha HAIM4YHE IESTeHePYIOUINX AKCOHOB, He OOHApYXEHO HEeBPHTHYECKHX Ousi-

LIOK MOCTPOEHHBIX M3 AKCOHOB M aAMWJIOMIA.
PaccmaTpuBaroTcs dJaKTopb[, KOTOpbIE MOTYT OKa3blBaTh BJIMAHME HA TOPMOXEHHE Npen-

JlaraeMoro mpouecca o0pa3oBaHWs HEBPUTHYECKON OssmIku.
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.Reports of cerebellar agenesis or high degree of hypoplasia and/or
aplasia of the cerebellum are seldom published. It seems, therefore,
justified to present the case of a 38-year-old women in whom
upon post mortem examination aplasia of the cerebellum and extensive
degenerative changes of the CNS were found. We believe, that the fate
of the diseased woman and the course of her life speak for a fairly high
plasticity and an adaptive ability in the compensation of dysfunction of
the central nervous system.

The case concerns a woman aged 38 years who showed from childhood
progressing symptoms of mental deficiency enabling her to complete only
3 classes of primary school. The parents as well as her 2 sisters and 1
brother did not show any signs of mental disorders. At the age of 8
months she succumbed to the Heine-Medin disease. She lived in very
unfavourable conditions (at the age of 3 years she lost her mother). At
the age of 20 the first epileptic seizure appeared and at 23 she was a per-
manent resident of the State Houses for Special Care (for mentally
retarded persons). During almost 30 years of her life she did not show
any motor disturbances (apart from very slight paresis of right leg). No
sensory disturbances including vision and hearing were observed. Only
her mental capacity showed increasing and constant deterioration. Verbal
contact with the patient become more and more difficult and epileptic
attacks appeared more frequently. She exhibited psychomotor excitement
and attempts of suicide and self-injury. Because of her very grave gene-
ral and psychic condition she was hospitalized three times during the
last 3 years of her life. Apart from debilism and epileptic charactero-

Paper presented at meeting of the Polish Neuropathological Society on 30 May
1985.
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pathy, additionally, advanced pulmonary tuberculosis and hepatic cir-
rhosis were diagnosed. She died at the age of 38 with symptoms of
extreme anemia, cachexia and bleeding from the digestive tract.

Autopsy confirmed pulmonary tuberculosis, hemorrhagic diathesis,
cirrhosis of the liver and some signs of underdevelopment of endocrine
glands, especially ovaries. Nevertheless cerebellar aplasia was the most
prominent and interesting abnormality which was found.

The brain weighing 870 g was symmetrical and of normal shape but
seemed smaller as compared with normal brains. No malformations of
the cerebral cortex were visible. In the region of the brain stem the
meninges formed a tent-like membraneous cover over the fourth ventri-
cle (Figs 1, 2). On frontal sections of the brain a slight enlargement of

Fig. 1. Base of the brain — general view
Ryc. 1. Widok ogdélny podstawy moézgu

the 3rd ventricle and the aqueduct was noticed. The ependyma of the |

ventricles was normal. The right hippocampus showed some atypical for-

mation of convolutions (Fig. 3). On both sides of the pons a papillary-like -
structures 7—8 mm ‘in diameter were present, which macroscopically
resembled the tissue of cerebellar cortex (Fig. 4). The pons was reduced
in size and its ventral surface was flattened. There was no border visible

between the pons, cerebral peduncles and medulla oblongata, respecti-
vely. The medulla oblongata showed on the ventral side a deep and
slightly broadened fissura mediana anterior and well-preserved pyramids,
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Fig. 2. Brain stem with aplastic cerebellum. Magn. glass
Ryc. 2. Pien moézgu z aplastycznym moézdzkiem. Powigkszenie lupowe

In the upper part of the medulla oblongata there were no traces of oli-
ves, instead the medulla was flattened in the ventrodorsal dimension,
but broadened in the lateral one (Figs 5, 6). Apart from the floor of the
4th ventricle and superior medullary velum attached to the rudimentary
cerebellar superior peduncles, other walls of the 4th ventricle were not
formed.

The whole brain stem and samples taken from typical regions of the
brain were embedded in paraffin. Slides were stained with HE, PTAH,
Congo red, PAS, Perdrau, Heidenhain, and after Marsland-Glees-Erikson
and Kliiver—Barrera.

Microscopical examination:

Slides from the structures macroscopically diagnosed as aplastic ce-
rebellum showed a typical picture of mature cerebellar cortex. In the
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granular layer of the cerebellar cortex the number of neurons was
diminished. Ganglionic Purkinje cells were rare. The white matter of the
rudimentary cerebellum had properly myelinated nerve fibers. On the left
side of the pons a structure of ill-formed nucleus dentatus was found.
Total bilateral absence of olivary nuclei (of inferior olive), absence of
spino-cerebellar tracts, of arcuate and pontine nuclei, external arcuate

Fig. 3. Frontal section through right hippocampus at level of lateral geniculate
body. Kliiver—Barrera. Magn. glass
Ryc. 3. Przekr6j czolowy przez prawy hipokamp na wysokosci ciala kolankowatego
bocznego. Kliiver—Barrera. Pow. lupowe

Fig. 4. Section through brain stem at level of boundary between pons and medulla
oblongata. On both sides residual cerebellar hemispheres are seen. Kliiver—Barrera.
Magn. glass
Ryc. 4. Przekr6j przez pieh moézgu na pograniczu miedzy mostem a rdzeniem prze-
dluzonym. Z obu stron widoczne sg resztkowe poétkule mézdzku. Kliiver—Barrera.
Pow. lupowe



Fig. 5. Sections through inferior part of medulla oblongata. Distinct demyelination
in the nuclei of Goll. Kliiver—Barrera. Magn. glass
Ryc. 5. Przekroje przez dolng cze$¢ rdzenia przedluzonego. WyrazZnie zaznaczona
demielinizacja w obrebie jader Golla. Kliver—Barrera. Pow. lupowe

Fig. 6. Sections through upper part of medulla oblongata — atypical shape due to
absence of olives. Kliiver—Barrera. Magn. glass
Ryc. 6. Przekroje przez gorng cze$é rdzenia przedluzonego — znieksztalcenie wsku-
tek obustronnego braku oliwek. Kliiver—Barrera. Pow. lupowe
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and transverse fibers of pons was noted. The superior cerebellar peduncles
were built up exclusively of loose, glial tissue. Neurons and neural fi-
bers were lacking. The remaining nuclei and tracts in the brain stem
seemed to be preserved, however, we would like to call attention to the
difficulties in identification of anatomical structures because of the ex-
istence of developmental anomalies.

In the cerebral hemispheres only the right hippocampus showed some
abnormality, i.e. probably additional convolutions of the cortex. This
resulted in an elongation of the hippocampal cortex (especially of H-5
region) and/or elongation and folding of subiculum (Fig. 3). Neurons of
the hippocampus and dentate gyrus were well preserved. Apart from
the anatomical abnormalities mentioned above, some microscopical pa-
thological changes were observed in several structures of the CNS.
First of all, in the nuclei of Goll (nucleus gracilis) intensive degenerative
changes similar to neuroaxonal dystrophy were found (Figs 7, 8). Chan-
ges of the same type but less pronounced were present in other nuclei

Fig. 7. Nucleus gracilis. Neuroaxonal dystrophy. H—E. X 600

Ryc. 7. Jadro smukle Golla. Zmiany typu dystrofii neuroaksonalnej H—E. Pow.
600 X

Fig. 8. Nucleus gracilis. Neuroaxonal dystrophy. Marsland-Glees-Erikson’s method
: for axons. X 600
Ryc. 8. Jadro smukle Golla. Dystrofia neuroaksonalna. Met. Marslanda-Gleesa-Erik-
sona na aksony. Pow. 600 X
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of the brain stem. Some delicate calcifications were noted in the nuc-
leus tractus spinalis n. trigemini. In the vicinity of the lateral ventricles
some blood vessels with a hyalinized, thickened wall, could be observed
intermingled with fibrillary gliosis and ependymal ‘ectopias. In the cy-
toplasm of neurons, astrocytes, oligodendrocytes and endothelial cells
of the cerebral cortex and subcortical nuclei many granular eosinophilic,
PAS-positive depositions were found. In Nissl stain they showed a ten-
dency for metachromasia. No regions of special predilection for these

10

Fig. 9, 10. Cerebral cortex. Granular deposits in cytoplasm of partially damaged

neurons, glial cells and probably on sites of totally destroyed cells. PAS. X 600

Ryc. 9, 10. Kora mozgowa. Ziarniste zlogi w cytoplazmie czeSciowo uszkodzonych

neuronéw, komoérek glejowych i prawdopodobnie w miejscach po catkowicie znisz-
czonych komérkach. PAS. Pow. 600 X
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Fig. 11. Cerebral cortex. Granular deposits in endothelial cells of blood vessel. In
the vicinity of blood vessel some loss of cells is noticeable. PAS. X 400

Ryc. 11. Kora mozgowa. Ziarnistosci w komérkach $rédblonka naczynia krwiono$-
nego. Woko6l naczynia zaznacza sie ubytek komérek. PAS. Pow. 400 X

Fig. 12. Cerebral cortex. Different forms of degeneration of neurons. Kliiver—Bar-

rera. X 400
Ryce. 12, Kora moézgowa. Rozne formy zwyrodnienia komérek nerwowych. Kliiver—
Barrera. Pow. 400 X 7

changes could be indicated (Figs 9, 10, 11). Moreover, different unspecific
degenerative changes in neurons of the cerebral cortex and basal -ganglia
were present (Fig. 12).

DISCUSSION

The morphological findings of the case described above can be discus-
sed in two different aspects, namely, anatomical and functional. The
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latter can be related with the plasticity of the central nervous system.
As far as anatomical disturbances are concerned, it seems justified to
point out that cerebellar developmental malformations sometimes are
a part of different pathological entities. They can occur in such chro-
mosomal disturbances as the Down syndrome and trisomy 13—15 (Nor-
man 1966; Terplan et al. 1966; Warkany et al. 1966). Further, Norman
(1961) pointed out some cases with the coexistence of cerebellar hipopla-
sia and Werdnig-Hoffmann disease. More recently de Leo6n et al. (1984)
suggested that this coexistence could be considered as a different patho-
logical entity for which they proposed the name “amyotrophic cerebellar
hypoplasia”. The different types of dysraphic anomalies and cases of
Dandy-Walker syndrome are sometimes accompanied by malformations
of the cerebellar vermis (de Haene 1955). High degree malformations of
the cerebellum are rare. As regards the relation of cerebellar malfor-
mations with other structural disturbances of the CNS, some of them
are also refered to the Dandy-Walker syndrome (Hart et al. 1972; Ric-
cardi, Marcus 1978). The last mentioned authors observed cases which
they classified as belonging to the group of familial cerebellar agenesis
with congenital hydrocephalus and suggested that “an X-linked muta-
tion may be the basis of the primary defect”. To avoid confusion with
the Dandy-Walker syndrome, the authors “consider that the cerebellar
agenesis is the primary insult and that the fourth ventricle outflow por-
tals failed to develop as secondary consequence”. As a result they dis-
agreed with the opinion that their cases belonged to the Dandy-Wal-
ker syndrome. It is well known that the Dandy-Walker syndrome fre-
quently coexists with different developmental abnormalities such as
e.g. agenesis of corpus callosum (Benda 1954). Hart et al. (1972) obser-
ved in 68 of cases of the Dandy-Walker syndrome developmental abnor-
malities of different kinds in the brain as well as in other organs. How-
ever, in 28 cases of the Dandy-Walker syndrome which they reviewed
in their work, they did not find any case of cerebellar hemispheres’
hypoplasia. While Zarski et al. (1972) reported a case of a coexisting
cerebellar agenesis and Dandy-Walker syndrome. Our case, in view of
the almost total absence of cerebellum, cystic enlargement of the fourth
ventricle and minor degree of hydrocephalus could be discussed in the
group of cases with the common eponym Dandy-Walker syndrome.
The coexistent presence in our case of cerebellar aplasia, ectopia of the
dentate nucleus and of ependyma confirms only the supposition of Hart
et al. (1972) that the Dandy-Walker syndrome may comprise a broad
group of developmental disturbances which probably develop in a very
early phase of intrauterine life.

As regards our case, it should be mentioned that there is some con-
~ fusion of terms “aplasia of cerebellum” and “agenesis”. It seems that
these two expressions cannote different pathological states, e.g. case no. 1

7 — Neuropatologia Polska 1/86
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reported by Baker and Graves (1931) as agenesis, though as regards its
description it should be denoted as aplasia of cerebellum. There are in-
vestigators who even ‘express some doubts, whether true total cerebellar
agenesia really exists (Urich 1976). From the morphological point of view
our case seems to be almost identical with case no. 1 of Baker and Gra-
ves (1931) and with the case presented by von Tennstedt (1965). The
main difference lies in that these cases showed much greater and deeper
mental and neurological disturbances from very early childhood, for ex-
ample a patient presented by Baker and Graves (1931) did not speak
and was not selfdependent. However, there are known asymptomatic or
oligosymptomatic cases of cerebellar aplasia (Dow, Moruzzi 1958), our
case can serve as complementary to that described by the afore-mention-
ed authors.' Nevertheless, we should like to go further and to present
our case as an example of adaptive abilities of the CNS to the absence of
a structure which plays so important role in motor and sensory func-
tions. In our opinion, a key-element which could explain the pathome-
chanism of the so late onset of motor disturbances along with cerebellar
signs, are the mentioned above degenerative changes of neurons, espe-
cially those of nucleus gracilis and cuneatus, which we regard as neu-
roaxonal dystrophy. It is well known, that the nuclei of Goll belong to
the most frequently involved regions by this pathological process, what
finds support in our observations. A degenerative process of so great
severity must lead to significant disturbances of function of the funicu-
lar system, which is involved in deep sensory conduction. This system
might have played an important role in the compensation of function
in the absence of the cerebellum and in the adaptive mechanisms de-
veloping parallelly with the maturation of the CNS, since in early child-
hood she did mot show remarkable abnormalities in her behaviour and
was able to attend primary school. Moreover, it seems possible that the
posterior funicles could be an important element and potential com-
pensatory factor in disturbances of motor functions connected with the
cerebellum if the onset of disturbances is supposed to occur in very early
stages of development of the central nervous system. Along with ma-
turation of the central nervous system the possibility of compensatory
functions gradually diminished.

Apart from neuroaxonal dystrophy throughout the brain, severe
degenerative changes with depositions of granular substance in the neu-
rons, glial cells and endothelial cells were observed. It seems that, at
least partially, this stored substance could have been a kind of lipopig-
mment (lipofuscin?) but of course other different possibilities of its origin
can be discussed. Moreover, many other different types of unspecific
damage of neurons in the brain cortex and in the subcortical nuclei
were found. In our opinion severe dementia, epilepsy and psychiatric
disturbances in the late period of the patient’s life could be referred to
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generalized degenerative changes of CNS. As a result, severe degenera-
tive processes leading to diffuse damage of the CNS caused a functional
decomensation of the formerly “well-balanced” brain, in spite of such
great anatomical abnormality as aplasia of the cerebellum.

PRZYPADEK DLUGOLETNIEGO PRZEZYCIA Z APLAZJA MOZDZKU
I ZMIANAMI ZWYRODNIENIOWYMI W OUN. OPIS PRZYPADKU

Streszczenie

-

Przedstawiono przypadek 38-letniej kobiety, u ktérej w czasie badania po$mier-
tnego stwierdzono aplazje mézdzku. Badaniem histopatologicznym w jadrach smu-
klych Golla obserwowano zmiany typu dystrofii neuroaksonalnej a w cytoplazmie
neuronéw, komoérek glejowych oraz S$rodblonkéw naczyn krwiono$nych kory moz-
gowej i jader podkorowych nagromadzenie ziarnistej, PAS-dodatniej substancji.
Ponadto neurony kory moézgowej wykazywaly réznego typu nieswoiste zmiany zwy-
rodnieniowe.

Autorzy zwracaja uwage na niewspélmiernie skgpe objawy kliniczne w pierw-
szym okresie zycia chorej w stosunku: do tak znacznej anomalii rozwojowej, jaka

| jest prawie calkowity brak moézdzku. Przez wiele lat chora nie wykazywala istot-

nych zaburzen ruchowych a umystowo byla na tyle wydolna, ze mogla ukonczyé

| 3 klasy szkoly podstawowej. Autorzy uwazaja, zZe dopiero rozwdj dodatkowych

zmian zwyrodnieniowych w OUN, w szczegblnosci w jadrach sznuréw tylnych, do-
prowadzil do mnarastajacego pogorszenia sie¢ sprawnosci psychoruchowej chorej
i przyczynil si¢ do zniesienia istniejacej adaptacji OUN do braku funkeji tak waz-
nej struktury jaka jest mézdzek.

CJIVUAM JIOJITOJIETHEN JXXU3HU C ATUIAZMEN MO3XKEYKA
W JETEHEPATUBHBIMU MU3MEHEHUSIMU B LIHC. CJIVUAM BOJIE3HU

Pe3ome

TIpencrasnen cny4aik 38-neTHeil JKEHIUMHBI, y KOTOPO# mpm ayromncum Obiia oGHapykeHa

| ania3us Mo3kevka. ['MCTonaTojiornueckoe MCCIENOBAHNE HEKHBIX anep Iomns mokasano usme-

HEHHsI THNA HEBPOAKCOMAaJbHOM mucTpoduu. B muTOmIA3Me HEBPOHOB, TIMAIBHEIX KJIETOK ¥ JH-
JIOTENIbeB KPOBEHOCHBIX COCY/JOB, a Takxke CyOKOPTHKANBHBIX siZep HaOI0Manoch HAKOMICHHE
3epHACTOr0, PAS-monoxutensHoro semecTsa. KpoMe TOro HEBPOHBI MO3rOBOM KOPBI NMOKA3bl«
BaJM CBO€OOpa3Hble JE€reHepaTHBHbLIE H3MEHEHMS.

ABTOpH! 06pamaroT BHUMAaHWE HA HECOPAa3MEPHO CKYIHBIE B PAaHHMI NEPHO KH3HH OOJIb-
HOM KJIMHMYECKHE CHMITOMBI CTOJIb 3HAYHTEIIbHOM AHOMAJIMM PA3BUTHSA, KAKOM SBJIAETCS IOYTH
IOJTHOE OTCYTCTBHE MO3Xkeuyka. B TeyeHme MHOTHX JIeT OONbHAsi He MPOMBISIA CYIIECTBEHHBIX

| HapyIIeHHii IBATATEIbHOM aKTUBHOCTH, a ICHXHYECKA 6BlTa HACTONBKO Pa3BHTOM, 4YTO MOTJia OKOH-
| YMTh TPH Kjacca HAYaJIbHOU IIKOJIBI. Cm'rae'rcn, YTO TOJIBKO pa3BHUTHE NO0OABOYHEBIX ACTr€HepaTuB-

Hbix u3Mmenennit B ITHC, B ocoBeHHOCTH B sApax 3a/IHAX KAHATHKOB, IPUBEJIO K MOCTYNAIOIEMY
YXYALIEHAIO TICHXO/BUTATENBLHOM CIOCOOHOCTH GONIBHOM B CIOCOGCTBOBAIO 3aTOPMOXKEHHUIO ajal-
Taman ITHC x atpodmun dyHkmmm Takoit BaKHOM CTPYKTYPBI, KAKOW SIBISIETCS MO3KEYOK.
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MOTOR NEURON DISEASE ASSOCIATED WITH CANCER
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Paraneoplastic disorders (PN) may be defined as diseases due to neo-
plasms elsewhere in the body but not due to local metastases or in-
| filtration. The central and peripheral nervous systems are to a great
extent involved in paraneoplastic processes. However, a detailed classi-
fication has yet to be devised (Norris 1972, 1979). According to Norris
(1972, 1979) involvement of the spinal cord is a prominent sign among
' paraneoplastic encephalopathies, and this led to a distinction between
syndromes as follows: long tract myelopathy, amyotrophic myelopathy
(reminiscent of amyotrophic lateral sclerosis — ALS) and necrotizing
' encephalomyelopathy. Other causes of spinal cord dysfunction, particu-
‘ﬁlarly of toxic, nutritional and deficiency origin should of course be ex-
‘cluded.

; :

Z MATERIAL AND METHODS
1

s

. A T2-year-old man developed weakness and wasting in both upper
'(Fig. 1) and lower extremities, accompanied by numerous fasciculations.
lDuring the first admission (1982) the search for occult carcinoma was
I!negative. At the second admission (1983) the patient revealed atrophy of
'the muscles, more evident in the upper extremities (Fig. 2), accompanied
by frequent fasciculations in upper and lower extremities. The fascicula-
‘tions were also observed in the tongue, but occurred less frequently.
‘Reflexes were hypoactive in the upper, and absent in the lower extre-
‘mities. The plantar response was always flexor and other pyramidal
signs were never observed. The patient also complained of paresthesia of the
trunk and extremities. It seemed also that tactile discrimination was
slightly reduced. Laboratory examinations were as follows: erythrocyte
sedimentation rate 65/102, red and white blood cell counts together with

fdifferentiation counts, urinalysis, fasting blood sugar were within nor-
|
:
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mal limits. EMG revealed numerous fasciculations. Single potentials were
impossible to evaluate owing to overlapping of fasciculations. X-ray
studies revealed a large, dense mass in the hilus of the right lung, sug-
gestive of carcinoma with metastases to lymph nodes at the hilus, and
to the mediastinum. Fine needle biopsy of the enlarged lymph nodes

Fig. 1. Patient with motor neuron disease and lung cancer. Note atrophy of the
thenar muscles (stars)

Ryc. 1. Pacjent z chorobg neuronu ruchowego i rakiem pluca. Zwracaja uwage
zaniki miesni kiebu (gwiazdki)

2

Fig. 2. Muscle biopsy. Note denervation atrophy (arrows). H—E, X 160
Ryc. 2. Biopsja migénia. Zanik z odnerwienia (strzalki). H—E. Pow. 160 X
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at the supraclavicular fossa revealed carcinomatous cells most consistent
with oat cell carcinoma cells. The course of disease was slowly and stea-
dily progressive, and was complicated with pneumonia at the terminal
~ stage. The patients died with symptoms of circulatory and respiratory
- collapse. .
The brain was removed and fixed in 10% formalin. Samples were
embedded in paraffin and slides were stained with H-E, and luxol
violet.

RESULTS

Neuropathological examination revealed lesions confined to the spi-
nal cord, medulla, pons and midbrain. The changes in cerebral cortex,
cerebellum, basal ganglia, thalamus and hypothalamus were unremarkable.
In the spinal cord rarefaction and myelin pallor were seen in lateral
funiculi (pyramidal tracts). The dorsal funiculi were also affected. Neuro-
nal loss of moderate degree accompanied by mild proliferation of micro-
glial cells was seen in the anterior horns (Fig. 3). In the medulla (sec-
tion through decussation of pyramidal tracts) pyramidal tracts were
pale. In the next section (through inferior olivary nucleus) lymphocytic
infiltration of the leptomeninges was found. In the dorsal nucleus of

Fig. 3. Anterior horn of the spinal cord. Neuronal looss, lymphocytic cuffs (large
arrow) and microglial cells (small arrows). H—E. X 160

Ryc. 3. Rog przedni rdzenia kregowego. Zanik neuronéw, nacieki limfocytarne (duza
strzalka) oraz rozplem mikrogleju (mate strzatki). H—E. Pow. 160 X
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Fig. 4. Inferior olive. Lymphocytic cuffs (large arrow) and abundant proliferation
of microglia (small arrows). H—E. X 160

Ryc. 4, Oliwka dolna. Nacieki limfocytarne (duza strzalka) craz znaczny rozplem
mikrogleju (male strzatki). H—E. Pow. 160 <

the vagus nerve neuronal loss was seen, accompanied by delicate peri-
vascular cuffs composed of lymphocytes. The greatest changes occurred
in the inferior olivary nucleus (Fig. 4). Here proliferation of microglial
cells was abundant, with formation of microglial nodules and microglial
infiltration of nervous parenchyma. The majority of microglial cells
were seen around olivary neurons, which, in turn, showed features of
central chromatolysis, rarefaction, homogenization and total destruction.
Perivascular lymphocytic cuffs were observed. The nucleus of the hy-
poglossal nerve revealed proliferation of microglial cells accompanied by
perivascular lymphocytic cuffs. The changes seemed to be symmetrical
in both hypoglossal nuclei. In the pontine nuclei small hemorrhages oc-
curred together with moderate proliferation of microglial cells. More
advanced proliferation of both astrocytes and microglial nuclei was ob-
served in some subependymal regions. In the nuclei of the VIth and
VIIth cranial nerves some neuronal loss was observed together with
proliferation of microglial cells. In the midbrain the lesions were con-
fined to the nuclei of both the IIIrd and IVth cranial nerves, in which
some proliferation of microglial cells was also observed, but here the
neurons seemed to be quite well preserved. Both the red nucleus and
substantia nigra were intact. Abundant proliferation of microglial cells
was observed on the lateral midbrain.
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DISCUSSION

Paraneoplastic ALS was firstly described by Norris and Engel (1965).
Among 150 ALS cases they found 13 cases of concomitant neoplasms.
Carcinomas of the lung and bronchi (3 cases) and of colon (2 cases) pre-
dominated. It should be stressed that neuropathological examination of
the CNS revealed only degenerative changes without any inflammation.
'In the same year Brain et al. (1965) described 11 cases of motor neu-
lron disease (MND) associated with neoplastic processes, and lung can-
cer was found most frequently. The case number 5 was particularly
remarkable due to occurrence of paresthesia, which has not been typi-
cal for most reported ALS cases. However, paresthesia has been also
observed in the case described here. Neuropathological examinations
were performed only in two cases of the series of Brain and co-workers
(1965). The spinal cord lesions consisted of mild neuronal loss in the
anterior horns, moderate fibrillary gliosis, pallor and demylination of
pyramidal tracts, and of the posterior columns. Brain et al. (1965) stres-
sed the more benign course of the MND associated with neoplasms
than of common ALS cases without cancer. Shy and Silverstain (1965)
found 9 cases associated with neoplasms among 186 ALS cases. In the
more recent published series Norris (1979) found 18 cases of neoplasms
(6°0) among 300 ALS cases. However, Kurtzke and Beebe (1980) found
only 3 cases of cancer among their ALS patients in comparison with
4 cases in the control group of comparable size.

Despite the evident lack of crucial evidence that ALS (or better
MND) is ultimately connected with neoplasia, several reports of such
'association have been published. Walton et al. (1968) described a 44-
‘year-old man with Hodgkin’s disease associated with lower MND. Here
‘neuropathological findings were most consistent with ALS changes, al-
'though perivascular cuffs together with more generalized inflammatory
infiltration, and neuronophagia were observed. It should be stressed,
therefore, that a clear cut picture of the inflammatory process was also
the hallmark of the case presented here. TEM examination of the Wal-
‘ton et al. (1969) case revealed 40—50-nm particles, similar to polioviru-
‘ ses. In a case reported by Peters and Clatanoff (1968) MND was associat-
'ed with macroglobulinemia, and on chemotherapy of chlorambucil (4 mg
daily) there seemed to be fewer fasciculations, and the strength of the
muscles improved. It became possible to elicit some reflexes, absent be-
fore therapy. In a case of Costa et al. (1974) the occurrence of MND
in the sister of a granulocytic leukemia sufferer was described. Such
an association between the two processes developing in sisters might
‘suggest a genetic background or some common environmental factor(s).
In another study (Somasundaram et al. 1975) six patients with MND and
malignant lymphomas (5 with Hodgkin’s disease and 1 with non-Hodgkin
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lymphoma) were described. Here the neuropathological examination was
most consistent with ALS. The case of Winkler and Richardson (1977)
also demonstrated signs and symptoms of MND associated with multiple
myeloma.

To sum up from the cases reviewed here it is evident that in the
vast majority of cases the neuropathological picture is most consistently
a purely degenerative MND similar to, or identical with ALS. In a very
small number of cases (and the case described here is an example of
this) inflammatory changes reminiscent of polyomyelitis dominate the
neuropathological picture. Such cases might, therefore, have an infec-
tious or immunologic pathogenesis. Therefore, the suggestion of a possib-
le viral cause of MND, associated with cancer, is further favoured by the
discovery in wild mice of a spontaneous MND caused by type C-retrovi-
rus, which is also responsible for malignant lymphoma in these wild
mice (Gardner et al. 1973). Further elaboration of this model (Oldstone
et al. 1977; Gardner et al. 1979) has led to the establishment of a poten-
tially useful model for ALS, but a real parallel between this model and
the human disease, particularly ALS associated with cancer, is still
conjectural.

Acknowlédgements: The authors thank dr H. Fraser, Neuropatho-
genetic Unit, Edinburgh, U.K. for helpful language assistance.

CHOROBA NEURONU RUCHOWEGO WSPORISTNIEJACA Z RAKIEM PLUC

Streszczenie

"Opisano przypadek 72-letniego mezezyzny, z objawami choroby neuronu rucho-
wego w przebiegu raka pluca. Badanie neuropatologiczne wykazalo zmiany zwyrod-
nieniowo-zapalne ograniczone do rogéw przednich rdzenia kregowego, szeregu jader
ruchowych pnia moézgu i oliwki dolnej. Obraz przypominal poliomyelitis anterior,
W dyskusji przedstawiono dane kliniczne i do$wiadczalne dotyczgce powigzania
choroby neuronu ruchowego z procesami nowotworowymi.

BOJIE3Hb IBUI'ATEJIBHOI'O HEBPOHA B XOJIE PAKA JIETKUX

Pe3zome

OmnmceiBaeTcs ciy4yail 72-neTHero GOJBHOTO ¢ CHMIITOMaMH GOJIE3HU JIBUTATEILHOIO HEBPOHA
(manomunaromeir SLA) B xozme paka nérkux. [Ipy HEBPONATONOrHYECKOM MCCIEHOBAHMM ObLTH
OoOHapyXeHbI 1eTCHEPATUBHBIE U3MEHEHHS, HO JIMIIb TOJBKO B NEPEAHHX POrax CIMHHOTO MO3ra,
B psANY NBHraTeIbHBIX SE€P MO3TOBOIO CTBOJA M HWKHEH onuBe. B menoM kapruHa HamoMMHAIIA
poliomyelitis anterior. B AHCKYCCHM TIpeNCTaBIEHBI KIMHAYECKHE M IKCIEPUMEHTAJILHBIE JaHHbIE,
B KOTOPBIX YYHMTBLIBAIOTCS CBA3H OOJIE3HM IBMraTe]bHOrO HEBPOHA C PAKOBHIMH MPOIECCAMH.
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MORPHOMETRIC STUDIES OF THE DEVELOPING
OPTIC NERVE IN WISTAR RATS *

Department of Neurology, Academy of Medicine, Poznan, Poland

Studies on the development of the optic nerve may help in elucida-
tion of maturation events in the central nervous system as viewed by
general biology. However, despite some studies published up till now
(Bishop et al. 1969; Moore et al. 1976; Vaney, Hughes 1976; Stone,
Champion 1978; Guillery et al. 1982; Kirby et al. 1982), several ques-
tions concerning the interrelationship between axon and myelin in the
course of development still remain open. Their importance ensues addi-
tionally from the particular susceptibility of this nerve to various pa-
thogenic factors, exceeding that of other structures of the central ner-
vous system. The problem is of great importance as regards Wistar
rats, which often serve as experimental model for studying the effect
of exogenous factors on myelination and other developmental events.
Bearing this in mind, we have undertaken morphometric studies of the
developing optic nerve in Wistar rats.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on Wistar rats at 12, 21, 30 and
60 days of extrauterine life, four animals from each group were per-
fused through the aorta with a mixture of 2.0°% glutaraldehyde and
3.4%0 paraformaldehyde buffered to pH 7.4 with 0.1 M sodium cacody-
late. Short pieces of the intracranial part of optic nerves were kept in
cold fixative for additional 3 hours, washed overnight in cacodylate buf-
fer and then postfixed for 1 hour in 1% osmium tetroxide. Properly
oriented pieces were embedded in Epon and subsequently the resin blocks
were angled so that the cutting plane was parallel to the transverse

* Investigations supported by the Research Agreement No 10.4.06.3.2. from the
Polish Academy of Sciences.
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section of the nerve. After this adjustment, gold ultrathin sections were
cut on Reichert’s Ultratome, collected on coated grids, stained with ura-
nium and lead salts and photographed with an Opton electron microscope.

The areas sampled for photography were randomly selected across
the whole nerve face. However, the marginal part of the nerve, where
axons of smaller caliber predominated, was excluded from this study.
The bundles of axons situated near medium size capillaries in areas de-
void of glial cell bodies were preferred for photography. Usually six
adjacent non-overlapping micrographs with strict reference to the grid
bars were taken from each area at the primary magnification X 10 000.
Four to six of these areas were enough to obtain the appropriate num-
ber of axons for counting. Only axons whose entire profiles lay fully
within the micrograph area were counted.

The final measurements were performed on prints magnified photo-
graphically to X 35000 with Reichert’s Multioperational Planimeter.
Thus, such values as axonal diameter, circumference and thickness of
its myelin sheath were computed automatically, and subsequently they
were recounted and estimated in micrometers (um). In addition, the num-
ber of myelin lamellae for every measured axon was counted manually.

Moreover, in the search for possible relationships between the above
mentioned values, the following ratios were estimated for each axon:

1. Ratio of myelin thickness (in um) to the number of myelin la-
mellae (the compaction index).

2. Ratio of the axon area (in um %) to the number of myelin lamellae.

3. Ratio of the difference between the actual diameter of the measur-
ed axon and the mean diameter of not yet myelinated axons to the num-
ber of myelin lamellae.

4. Ratio of the axon area (in pm ?) to the length of its myelin sheath,
estimated from the equation L. = 2aRM, where R is the sum of one
half of the myelin thickness and one half of axon diameter, and M is
the number of myelin lamellae (Webster 1971).

More directly, the axon-myelin interrelationship was analyzed in two
ways. First, all results concerning myelin were divided into three clas-
ses according to the axon diameter. For more details of this division see
legends in Tables 9—12. Also a correlation was studied between the
number of myelin' lamellae and axon diameter. All these data were sta-
tistically analyzed.

RESULTS

The results of morphometric studies of the developing optic nerve
are presented in Tables 1—8. The following observations should be
stressed. The mean thickness of myelin increased gradually in the period
of observations (up to the 60th day). However, the growth of axon
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Table 1. Developing optic nerve of the rat. Thickness of myelin (in pm)

111

Tabela 1. Rozwijajacy si¢ nerw wzrokowy szczura. Grubo$¢ mieliny (w pm)
.

Period of Number of

Maxi- Standard
Ne development estimations Mean Minimum mum deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Minimum Maksi- Odchylenie ..t wartosci
rozwoju oznaczen mum  standardowe
1 12 days 167 0.13 0.00 0.79 0.22
dni
2 21 days 177 0.22 0.00 0.69 0.20 412%% 7 JO1ee
dni (1-2) 2-3)
3 30 days 259 0.29 0.02 0.57 0.09 10.36**  10.34**
dni (1-3) 2—4)
4 60 days 131 0,41 0.15 0.95 0.16 12:59%%, - §.By%*
dni (1—4) 3—4
to.os o= ]96
foior =258

* statistically significant
istotne statystycznie

** highly statistically significant
wysoce istotne statystycznie

Table 2. Developing optic nerve of the rat. Axon diameter (in pwm)
Tabela 2. Rozwijajacy si¢ nerw wzrokowy szczura. Przekroj aksonu (w pm)

Period of Number of Maxi-

Standard

Ne development estimations Mean Minimum mum deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Minimum Maksi- Odchylenie ,,t”" wartosci
rozwoju oznaczen mum  standardowe
1 12 days 167 0.52 0.15 1.81 0.27
dni
2 21 days 177 0.69 0.28 1.92 0.29 LV s 1.00
dni a1-2 2-3)
3 30 days 259 0.71 0.26 197 0.24 7.40%* 1.90
dni (1-3) 2—4)
4 60 days 131 0.76 0.19 244 0.37 6.22%* 1.45
dni (1—-4 (3—4)
to.og, = ] .96
Tocor =—=2:58

* statistically significant
istotne statystycznie
** highly statistically significant
wysoce istotne statystycznie
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Table 3. Developing optic nerve of the rat. Number of myelin lamellae
Tabela 3. Rozwijajacy sie¢ nerw wzrokowy szczura. Liczba blaszek mieliny

Period of Number of

Maxi- Standard
Ne  development estimations Mean Minimum mum deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Minimum Maksi- Odchylenie ,»t” wartosci
rozwoju oznaczen mum  standardowe
1 12 days 167 1.79 0.00 11.50 2.89
dni
2 21 days 177 3.94 0.00 13.50 3.26 6.39*%% | T.82%%
dni (1-2) 2-3)
3 30 days 259 6.07 0.50 12.50 2.39 16.44%% "' B2
dni (1-3) 2—49
4 60 days 131 6.73 2.00 16.50 2.63 15:128%,. 2 81#
dni (1—4) (3—4)
to.os = 1.96
1501 — 2.8

* statistically significant
istotne statystycznie
** highly statistically significant
wysoce istotne statystycznie

Table 4. Developing optic nerve of the rat. Ratio of axon area to the number of myelin lamellae
Tabela 4. Rozwijajacy si¢ nerw wzrokowy szczura. Stosunek pola aksonu do liczby blaszek mieliny

Period of = Number of Maxi- Standard
Ne development estimations Mean Minimum mum deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Minimum Maksi- Odchylenie ,,t” wartosci
ToZWOoju oznaczen mum  standardowe
1 12 days 167 22749 14.29 695.20 143.40
dni
2 21 days 177 185.51 10.59  1304.00 202.92 2.17* 7.40%*
dni (1=2). ° 5 (=S
3 30 days 259 81.73 6.72 813.60 80.14 13.34%* 7.40%*
dni (1—-3 = 2=d)
4 60 days 131 53.06 - - 12,94 151.02 24.93 13.70%* +#3.98%*
dni (-3 *@3=9)
to.os 5= 1.96
to.ol = 2.58

* statistically significant
istotne statystycznie
** highly statistically significant
wysoce istotne statystycznie
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Morphometry of optic nerve 113

diameter ended earlier (the difference between the mean axon diameter
of 30- and 60-day-old animals was already insignificant). The increase
in number of myelin lamellae was noticed in the course of the whole
period of observation, however, after the 30th day of life, it was very
slow (the mean difference between 30- and 60-day-old rats is only
0.66). Similar observations concern the ratio of myelin thickness to the
number of myelin lamellae (compaction index). The regression equa-
tion of the number of myelin lamellae to the axon diameter in the de-
veloping optic nerve of the rat was linear in all experimental groups.

Thickness of myelin, number of myelin lamellae and the ratio of
myelin thickness to the number of myelin lamellae were related with
the axon diameter in all age classes, however, the greatest differences
were found in the youngest group — 12 days of postnatal life (Tab. 9,
10 and 11). The positive correlation between the number of myelin la-

mellae and the diameter of the axon was also highly significant (Tab.
12).

DISCUSSION

The understanding of the basic mechanism of myelination of nerve
fibres depends on the solution of the following question: does the diffe-
rentiation of neuroglia of the oligo line transform inactive cells into
myelinating ones, being also the trigger of the impulse to the onset of

Table 5. Ratio of myelin thickness to the number of myelin lamellae
Tabela 5. Stosunek grubo$ci mieliny do liczby blaszek mieliny

Period of Number of Maxi- Standard

Ne development estimations Mean Minimum mum deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Minimum Maksi- Odchylenie ,,t"7 wartosci
rozwoju oznaczen mum  standardowe
1 12 days 167 0.77 0.00 4.06 1213
dni
2 21 days 177 1.29 0.00 5.80 0.97 4.55%% " 5.65%%
dni 1-=2)"(2=3)
3 30 days 259 1.70 0.97 7.20 0.53 11.33¢* T22%"
dni (1-3) 2-4)
4 60 days 131 1.92 0.95 2.80 0.29 11:32¢%% - 4428*
dni (1—4) (3—-4)
to-0s = 1.96
toibi—2.58

* statistically significant
istotne statystycznie
** highly statistically significant
wysoce istotne statystycznie
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-

myelinogenesis depending on the information present in the genome of
these cells or/and conditioned by signals deriving from the axons to be
myelinated, and being generated in the perikaryon (Tennekoon et al. 1977).

The briefly presented problem was studied by one of us in collabora-
tion with other coworkers in three consecutive works. In the first one
concerning normal myelination of the rabbit optic nerve (Wender et al.
1979) we noticed that larger axons were the first to acquire the myelin
sheath, this seeming to suggest that axons must reach a definite thick-
ness before they can be myelinated. This fact speaks in favour of the hy-
pothesis that the onset of myelinogenesis is triggered by mechanical
axonal signals. In our further studies (Wender et al. 1980) we examined
the effect of unilateral enucleation performed in 8-day-old rabbits on the
myelination process. We found that disconnection of axons from their
parental perikarya caused a considerable delay and reduction of diffe-

Table 6. Developing optic nerve of the rat

Dx—Dm

Ritioy oy e B
number of myzlin lamellae

Tabela 6. Rozwijajacy si¢ nerw wzrokowy szczura

Dx—Dm
Stosunek: TR S
liczba blaszek mieliny
Period of Number of Maxi- Standard
Ne development estimations Mean Minimum mum deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Minimum Maksi-  Odchylenie ..t wartosci
TroZWOoju oznaczen mum  standardowe
1 12 days 167 0.58 —17.81 36.39 9.78
dni
2 21 days 177 096 —14.69 2991 4.94 0.46 1.32
dni (1-2) 2-3)
3 30 days 259 142 —1290 15.10 2.16 1.33 2i07*
dni (1-3) 2-4
4 60 days 131 1.89 —0.66 711 1.56 1.51 2.19*
dni (1-4) 349
Dx — axon diameter

przekroj aksonu
Dm — mean diameter of nonmyelinated axon
sredni przekrdj niezmielinizowanego aksonu
to.o5 o< ].96
to.ox = 258
* statistically significant
istotne statystycznie
** highly statistically significant
wysoce istotne statystycznie
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rentiation of the immature neuroglia cells into oligodendrocytes and that
these cells when maturing in contact with degenerating immature ax-
ons are incapable of promoting myelinogenesis. However, in our last
work of this series (Wender et al. 1981), when we were producing
central Wallerian degeneration in the mature optic nerve, we found
that an intact functional connection between the perikaryon, axon and
myelin' sheaths is not necessary in the mature optic nerve for initiation
of remyelination in the form of topographically aberrant myelin sheaths.

In the present morphometric studies of the developing optic nerve in
Wistar rats we have found a well pronounced dependence between the
thickness of myelin, number of myelin lamellae and axon diameter in
the course of myelination. These facts speak in favour of the concep-
tion of a close interrelationship between axon and myelin, at least in the
period of myelinogenesis.

The nature of the neuronal factor(s) which mediate in the ability of
the axon for stimulation of myelin production is yet unknown. Several
possible mechanisms may be considered. One possibility is that the sti-
mulation of myelinogenesis is controlled by a mechanical factor such as
an expanding axon. Despite that fact that our studies have indicated
a positive correlation between axon diameter, myelin thickness and the
number of myelin lamellae, the view that the mechanical factor should

Table 7. Developing optic nerve of the rat. Ratio of axon area to the length of myelin sheath
- Tabela 7. Rozwijajacy si¢ nerw wzrokowy szczura. Stosunek pola aksonu do dlugosci ostonki mie=

linowej
Period of Number of Maxi- Standard
Ne development estimations Mean Minimum mum deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Minimum Maksi- Odchylenie L.t wartosci
rozwoju oznaczen mum  standardowe
1 12 days 167 5.36 0.12 17.02 4.09
dni
2 21 days 177 2.79 0.15 13.19 333 22.70** 0.15
dni (=2 2-3)
3 30 days 259 0.88 0.15 8.51 1.03 32.14** 2.08*
dni (1-3) (1—-4)
4 60 days 131 0.46 0.15 1.50 0.22 % 4 2.24*
dni (1—-4 3-9
to.os = 1.96
to-01 = 2.58

* statistically significant
istotne statystycznie

** highly statistically significant
wysoce istotne statystycznie
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be the exclusive and decisive one cannot be accepted without some re-
servation, basing on our studies of the Wallerian degeneration in the -
mature and developing optic nerve.

Another hypothesis was advanced by Brady and Quarles (1973) who
basing on the presumed role of membrane glycoprotein in cellular re-
cognition believed that the control of myelinogenesis might involve a gly-
coprotein mediated interaction between the axon and the myelinating
cell. The latter problem was widely developed by Quarles et al. (1973),
who examined in detail the myelin associated glycoprotein (MAG), a sub-
stance present between the proteolipid lamellae of myelin and the axo-
nal proteins.

According to some suppositions, the neuron produces chemical signals
which, after being transferred by the mechanism of axonal transport,
are able to stimulate myelination (Singer, Steinberg 1972; Giorgi et al.

Table 8. Regression equation of the number of myelin lamellae to the axon diameter (mean) in
the developing optic nerve of the rat
Tabela 8. Réwnanie regresji liczby blaszek mieliny do przekroju aksonu (Srednia) rozwijajacego si¢
nerwu wzrokowego szczura

12 days of postnatal life 21 days of postnatal life 30 days of postnatal life 60 days of postnatal life
12 dzien zycia 21 dzien zycia 30 dzien zycia 60 dzief zycia
pozaplodowego pozaplodowego pozaptodowego pozaplodowego

Number Axon Number Axon Number Axon Number Axon
of myelin diameter of myelin diameter of myelin diameter of myelin diameter

lamellae (mean) lamellae (mean) lamellae (mean) lamellae (mean)
Liczba Przekroj Liczba Przekroj Liczba Przekroj Liczba Przekroj
blaszek aksonu blaszek aksonu blaszek aksonu blaszek aksonu
mieliny (Srednia) mieliny ($rednia) mieliny (Srednia) mieliny (Srednia)
(x) ) x) ) x) ) x) )
0.0 0.42 0.0 0.48 0.0 0.46
1.0 0.47 1.0 0.53 1.0 0.50
2.0 0.52 2.0 0.58 2.0 0.54 20 0.35
3.0 0.59 3.0 0.63 3.0 0.59 3.0 0.44
4.0 0.64 4.0 0.67 4.0 0.63 4.0 0.54
5.0 0.70 5.0 0.72 5.0 0.67 5.0 0.75
6.0 0.75 6.0 0:77 6.0 0.71 6.0 0.76
7.0 0.81 7.0 0.82 7.0 0.75 7.0 0.81
8.0 0.86 8.0 0.87 8.0 0.79 8.0 0.91
9.0 0.92 9.0 0.91 9.0 0.83 9.0 1.01
10.0 0.97 10.0 0.96 10.0 0.87 10.0 1.10
11.0 1.09 11.0 1.06 11.0 0.91 11.0 1.19
12.0 0.96 12.0 1.29
13.0 1.00 13.0 1.38
y = 0.4240.66 y = 0.48+4-0.05 y = 0.464-0.04 y = 0.354-0.08
Linear relation Linear relation Linear relation Linear relation
Stosunek liniowy Stosunek liniowy Stosunek liniowy Stosunek liniowy
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Table 9. Axon-myelin interrelationship in the developing optic nerve of the rat. Division into classes
according to Dx (diameter of axon). Thickness of myelin (in pwm)

Tabela 9. Stosunek akson-mielina w rozwijajacym si¢ nerwie wzrokowym szczura. Podzial na klasy

stosownie do Dx (przekr6j aksonu). Grubo$¢ mieliny (w pm)

Period of Number of Mean Mini- Maxi- Standard
Ne development estimations Srednia mum  mum deviation “” value
2 Okres Liczba Mini- Maksi- Odchylenie Vg
rozwoju oznaczen mum mum standardowe
1 12 days
dni
Class 1 82 0.03 0.00 0.72 0.11 4.83** 10.88** 4.86**
Klasa I (1-2) (1-3) (2-3)
Class II 59 0.16 0.00 0.75 0.20
Klasa 11
Class 11T 22 0.43 0.00 0.80 0.26
Klasa IIT
2 21 days
dni
Class 1 38 0.09 0.00 0.38 0.13 3.78%% " 7.08%%.6.01%*
Klasa I 1-2) (1-3 2-3)
Class 11 97 0.20 0.00 0.50 0.15
Klasa II
Class III 42 0.36 0.00 0.63 0.13
Klasa 111
3 30 days
dni -
Class 1 36 0.22 0.03 0.34 0.07 3.90** 6.98%** 4.43**
Klasa I 1a-2 a-3 (-3
Class 11 134 0.28 0.02 0.59 0.09
Klasa II
Class 11T 53 0.35 0.16 0.56 0.09
Klasa 11T
4 60 days
dni
Class I 28 0.35 0.15 0.60 0.11 2.00%* 4.03%% 2.78%+
Klasa I 1-2 (1-3) (2-3)
Class 11 55 0.40 0.15 0.74 0.14
Klasa II
Class 11T 48 0.45 0.16 0.95 0.17
Klasa IIT
* statistically significant to.os = 1.96 Mean Dx = 0.654-0.28
istotne statystycznie to-01 = 2.58 Srednia Dx

*

*

highly statistically significant

wysoce istotne statystycznie

Class I = Dx < 0.46 (25%)

Klasa I

Class II = 0.46 < Dx < 0.83 (50%)

Klasa II

Class III = Dx > 0.83 (25%)
: Klasa III
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Table 10. Axon-myelin interrelationship in the developing optic nerve of the rat. Division into clas-
ses according to Dx (diameter of axon). Number of myelin lamellae

Tabela 10. Stosunek akson-mielina w rozwijajagcym si¢ nerwie wzrokowym szczura. Podzial na
klasy stosownie do Dx (przekroj aksonu). Liczba blaszek mieliny

Period of Number of Mini- Maxi- Standard
Ne development estimations Mean mum mum  deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Mini- Maksi- Odchylenie ,»t” wartos§é
rozwoju oznaczen mum mum standardowe
1 12 days
dni
Class 1 82 0.45 0.00 10.00 1.45 4.70** 10.72** 5.04**
Klasa I (1-2) (1-3) (2-3)
Class II 59 2.14 0.00 8.50 2.62
Klasa 1I
Class 111 22 5.82 0.00 11.50 3.61
Klasa I1T
2 21 days
dni
Class I 38 1.72 0.00 8.00 2.70 3.47%% 8.38%% 5.35%*
Klasa I -2 (13 @=3)
Class 11 97 3.62 0.00 9.50 2.92
Klasa II
Class 111 42 6.68 0.00 13.50 2.58
Klasa III
3 30 days
dni
Class I 36 4.58 0.00 9.00 2.19 2.98%+. 533%* 4 01°*Y
Klasa 1 1-2 (-3 2-3
Class II 134 5.84 0.00 12.00 2.25
Klasa II
Class 111 53 7.36 2.50 12.00 2.54
Klasa III
4 60 days
dni
Class I 28 5.31 2.00 10.00 1.89 2.26** 4.25%* 3.00**
Klasa I 1-2) a-3 2-3
Class II 55 6.41 3.00 11.00 2.21
Klasa II
Class III 48 7.94 4.00 16.50 2.94
Klasa IIT
* statistically significant to.0os = 1.96 Mean Dx = 0.65+0.28
istotne statystycznie forny =258 Srednia Dx
** highly statistically significant Class I = Dx < 0.46 (25%)
wysoce istotne statystycznie Klasa I
Class II = 0.46 < Dx < 0.83 (50%)
Klasa II
Class III = Dx > 0.83 25%)
Klasa III
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Table 11. Axon-myelin. interrelationship in the developing optic nerve of the rat. Division into
classes according to Dx (diameter of axon). Rate thickness of myelin to the number of myelin
lamellae

Tabela 11. Stosunek akson-mielina w rozwijajacym si¢ nerwie wzrokowym szczura. Podzial na
klasy stosownie do Dx (przekrdj aksonu). Stosunek grubosci mieliny do liczby blaszek mieliny

Period of Number of Mini- Maxi- Standard
Ne development estimations Mean mum mum  deviation “t” value
Nr Okres Liczba Srednia Mini- Maksi- Odchylenie ,,t"" wartosé
roZwoju oznaczen mum mum standardowe
1 12 days
dni
Class 1 82 0.30 0.00 4.45 0.80 A.74%% 8.87¢% . 329%%
Klasa I (1-2 (1-3) 2-3
Class 1I 59 1.16 0.00 4.13 1.34
Klasa II
Class IIT 22 2.24 0.00 4.73 1.25
Klasa III
= 21 days
dni
Class I 38 0.99 0.00 5.80 1.47 1.91 3.39%%. 2.48*
Klasa I 1-2 1-3) (-3
Class 1I 97 1.42 0.00 4.50 0.99
Klasa II
Class III 42 1.82 0.00 2.98 0.50
Klasa III
3 30 days 7
dni
Class 1 36 1.79 1.14 4.20 0.65 1.10 3.8t 0.86
Klasa I 1-2) (-3 2-3)
Class 1I 134 1.69 1.02 4.80 0.42
Klasa II
Class 111 53 1.64 0.97 2.35 0.31
Klasa III
4 60 days
dni
Class 1 28 2.15 1.49 2.90 0.33 1.08 1.24 0.26
Klasa I (1-2) (1-3) (2-3
Class 11 55 2.07 1.36 3.20 0.32
Klasa II
Class 111 48 2.05 1.04 3:1% 0.34
Klasa III
* statistically significant to.0os = 1.96 Mean Dx = 0.654-0.28
istotne statystycznie to.01 = 2.58 Srednia Dx
** highly statistically significant Class I = Dx < 0.46 (25%)
wysoce istotne statystycznie Klasa I
Class II = 0.46 < Dx < 0.83 (50%)
Klasa II
Class III = Dx > 0.83 25%)
Klasa IIT
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Table 12. Axon-myelin interrelationship in the developing optic nerve of the rat. Division into clyzé-
ses according to Dx (diameter of axon). Rate axon area to the number of myelin lamella¢

Tabela 12. Stosunek akson-mielina w rozwijajacym si¢ nerwie wzrokowym szczura. Podzial na klasy

stosownie do Dx (przekroj aksonu). Stosunek pola aksonu do liczby blaszek mielin;
. . [
Period of Number of Mini- Maxi-  Standard )

/

Ne development estimations Mean mum  mum deviation “t” value /
Nr Okres Liczba  Srednia Mini- Maksi- Odchylenie .t wartosd
r rozwoju oznaczen mum mum standardowe
1 12 days
y dni
Class I 82 256.67 15.01 514.80 103.36 0.63 4.40**% | 2.2] **
Klasa I (1-2) (1-3)/ (2-3)
Class II 59 241.04 31.86 695.20 183.67
Klasa IT
Class III 22 150.40 53.78 304.47 88.38
Klasa III
2 21 days
dni
Class I 38 182.43 11.25 438.00 128.08 0.58 0.27 0.81
Klasa I (1-2) (1-3): (2-3)
Class II 97 205.22 2543 1042.20 227.04 i
Klasa II
Class IIT 42 172.41 48.39 1304.00 193.35
Klasa III
3 30 days
dni
Class I 36 4149 6.72  200.80 44.58 1.88 6.03%% 2 638«
Klasa I (1-2) (1-3) (2-3)
Class II 134 7131 1247 813.60 92.09
Klasa II
Class III 53 106.79 37.65 295.20 53.47
Klasa I1I
4 60 days
dni
Class 1 28 37.43 13.59 100.80 17.24 3.69%* 5.74%% 3.90°%*
Klasa 1 1-2 (1-3) (2-3)
Class II 55 5411 26,67 12727 20.45
Klasa II
Class III 48 74.10 28.77 163.60 31.06
Klasa III
* statistically significant to.0s = 1.96 Mean Dx = 0.65+-0.28
istotne statystycznie to.01 = 2.58 Srednia Dx
** highly statistically significant Class I =Dx< 046 25%)
wysoce istotne statystycznie Klasa I
Class I = 0.46 < Dx < 0.83 (50%)
Klasa II
Class III = Dx > 0.83 (25%)
Klasa III
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Morphometry of optic nerve
1973; Elam 1974; Weinberg, Spencer 1976). Such a mechanism may work
together with the membrane interaction, involving a glycoprotein, most
probably myelin-associated glycoprotein. It remains to be determined
whether different signals are involved in the initiation of myelinoge-
nesis in the course of development and remyelination, and how far these
chemical interactions between neurons, myelin and neuroglia are simi-
lar to those involved in the induction of cell differentiation in the course
of the development of other tissues.

CONCLUSIONS

1. The thickness of myelin, number of myelin lamellae and the thick-

' ness ratio of myelin to the number of myelin lamellae are related with
| the axon diameter in the course of the development process of the optic
- nerve of Wistar rats.

2. There exists a positive correlation between the number of myelin
lamellae and the axon diameter during myelinogenesis of the optic nerve
of Wistar rats.

3. The development of myelin in the optic nerve of Wistar rats is
closely related with the maturation of the axon, however, the nature of
this interrelationship has not been solved yet.

Table 13. Axon-myelin interrelationship in the developing optic nerve of the rat. Correlation bet-
; ween the number of myelin lamellae and axon diameter
Tabela 13. Stosunck akson-mielina w rozwijajacym si¢ nerwie wzrokowym szczura. Korelacja
pomiedzy liczba blaszek mieliny a przekrojem aksonu

12 days of 21 days of 30 days of 60 days of
postnatal life postnatal life postnatal life postnatal life
Mean + S.D. Mean + S.D. Mean + S.D. Mean + S.D.
12 dzien zycia 21 dzien zycia 30 dzien zycia 60 dzien zyca
pozaplodowego  pozaplodowego  pozaplodowego pozapltodowego
Srednia + S.D.  Srednia + S.D.  Srednia + S.D.  Srednia + S.D.
Number of myelin
lamellae 1.794-2.89 3.94+3.26 5.994+2.47 6.73+2.63
Liczba blaszek
mieliny
~ Axon diameter 0.524-0.27 0.69+0.29 0.70+0.25 0.76+-0.37
Przekroj aksonu
Correlation coefficient 0.65** 057 041%% 0.51¢*
Wsp6lczynnik ko- .
relacji
* statistically significant to-0s = 1.96
istotne statystycznie
** highly statistically significant to.01 = 238

wysoce istotne statystycznie
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BADANIA MORFOLOGICZNE ROZWIJAJACEGO SIE NERWU
WZROKOWEGO SZCZURA WISTAR

Streszczenie

Przeprowadzono badania morfometryczne nerwu wzrokowego u 12, 21, 30 i 60-
dniowych szczuréw Wistar. 3

Wyniki badan doprowadzily do nastepujgcych wnioskow:

1. W przebiegu rozwoju nerwu wzrokowego grubos$é mieliny, liczba blaszek
mieliny i stosunek grubos$ci mieliny do liczby blaszek mieliny wykazuja zwigzek
ze $rednicg aksonu.

2. W czasie mielinogenezy nerwu wzrokowego istnieje dodatnia korelacja po-
miedzy liczbg blaszek mieliny i $rednicg aksonu.

3. Rozwdj mieliny w nerwie wzrokowym szczura jest $ci§le zwigzany z dojrze-
waniem aksondéw, jednakze istota tego wzajemnego powigzania dotychczas mie jest
wyjasniona.

MOP®OMETPHUYECKHUE MCCIEOOBAHUA PA3BUBAIOIUIEIOCA 3PUTEJIBHOI'O
HEPBA KPBICBI BUCTAP

Pe3ome

ITpoBomuuck MOpHOMETPAYECKHE HCCIIEIOBAHAA 3PHTENBHOTO HepBa 12-, 21-, 30- u 60-aues-
HBIX Kpbic Bucrap. Peay:inan.: TNPHBEIA K CJIEOYIOIIHM BBIBOJAM:

1. B xozme pa3BHTHA 3DHTEJBHOTO HEpBA KPHICHI BHCTap TonIMHA MHETHHA, YACIO IUIACTH=-
HOK M COOTHOIIEHHE TOJIIWHBI MHEJIMHA K YHCIY IUIACTHHOK MHEIHHA 3aBHCAT OT JAHaMeTpa ak-
‘COHOB.

2. TIpn MHETMHOTEHe3e 3PHTENILHOTO HepBa KPBIC OOHAPYXKHBAETCA IOJIOKHTE/IbHAsA KOppe-
JIAIASA MEX/ly YMCIIOM MHEMHHBIX IUIACTHHOK B 000JI0YKax M JHAMETPOM aKCOHOB.

3. Pa3BATHe MHeIHHA 3PHTEJIBHOTO HEpBa KPHIC BHCTap TECHO CBA3aHO C CO3PEBAHHEM aK-
COHOB HO CYLIHOCTb 3TOTO B3aHMOOTHOIIEHHS JO CHX MOpP HE BHIABJICHA.
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ZABURZENIA METABOLIZMU GLUKOZY W ENERGETYCZNIE
WYROWNANYM NIEDOTLENIENIU MOZGU SZCZURA
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Zaklad Neurochemii Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej PAN,
' Warszawa

W chwili podjecia przedstawionych w pracy badan nad oceng zmian
metabolicznych moézgu, towarzyszacych umiarkowanym postaciom hipok-
sji, problem jej odrebnosci jakosciowej od ostrych form niedotlenienia
byt slabo rozrézniany. W polowie lat 70-tych pojawily sie pierwsze dane
w pismiennictwie, wskazujgce wyraznie na odrebny mechanizm tych
zaburzen wyprzedzajagcy pojawienie sie deficytu energetycznego. Zalo-
zono wstepnie, ze ich wystepowanie moze by¢ zwigzane z czasowym og-
raniczeniem zuzycia ATP w procesach biochemicznych istotnych dla
funkcji lecz nie dla utrzymania integralnosci (r;rzezycia) komoérek OUN.
Reorientacja podstawowego metabolizmu OUN moglaby stanowié podlo-
ze biochemiczne zaburzen patofizjologicznych typowych dla umiarkowa-
nego niedotlenienia. Dlatego tez, w badaniach prowadzonych w kontrolo-
wanym modelu skompensowanego energetycznie niedotlenienia, skoncen-
trowano sie na ocenie podstawowych przemian metabolicznych wytwa-
rzajgcych i zuzywajgcych ATP, ze szczegélnym uwzglednieniem proce-
séw syntez makromolekularnych. Ze wzgledu na znaczenie przemiany
nymi komorki okreslono jej aktywnos¢é w moézgu w normie i w niedo-
tlenieniu. Cze$é zagadnien, dotyczgcych regulacji wewngtrzkomoérkowego
metabolizmu glukozy, a szczegdlnie jej wykorzystania w procesach syn-
tezy zwigzkéw makromolekularnych oraz w przemianie prowadzacej do
- powstania pentoz opracowano w ukladach modelowych in vitro. Ocene
uszkodzen biochemicznych, bedgcych skutkiem umiarkowanego niedotle-
nienia, przeprowadzono na podstawie analizy metabolizmu lipidéw moz-
gu. Otrzymane wyniki pozwolily na podjecie préoby wyjasnienia mecha-
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nizmu powstawania zaburzen metabolicznych i funkcjonalnych moézgu,
wystepujacych w umiarkowanym niedotlenieniu pomimo braku oznak za-
burzonej homeostazy energetycznej.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na samcach szczuréw rasy Wistar o masie ciala
200—250 gramow.

Model niedotlenienia

Niedotlenienie wywolywano umieszczajge szczury w komorze herme-
tycznej, przez ktoérg przepuszczano mieszanine gazowa zawierajacg 7%
O, w N,. W wiekszosci doswiadczen niedotlenienie trwalo 2 godz. Cieplo-
te ciala szczuréw utrzymywano na stalym poziomie réwnym kontroli
przez nagrzewanie komory lampa lub poduszkg elektryczng. W czasie
niedotlenienia okreslano charakterystyczne zmienne krwi tetniczej: paOs,,
paCO,, pH, poziom glukozy, pirogronianu i mleczanu oraz warto$é cis-
nienia tetniczego (tab. 1).

Tabela 1. Parametry krwi tetniczej charakteryzujace stopien niedotlenienia szczuréw
Table 1. Arterial blood parameters in mild hypoxia

mleczan
pa0, paCO, pH HCO] pirogronian
mmHg mmol/l Lactate
Pyruvate
ratio
Kontrola 88,0+-3,54 39,9--0,90 7,3940,04 240 7,9
Control
Niedotlenienie 2454278 20,1+1,04 7,7140,03 16,5 21,4
Hypoxia

Material doSwiadczalny

Moézg do badan pobierano w réznych czasach trwania niedotlenienia
i do 24 godzin po niedotlenieniu. Zwierzeta dekapitowano, przy czym w
czesci doswiadczen glowy zamrazano w cieklym azocie. Dalszy podzial,
wazenie i ekstrakcje przeprowadzano wedlug typowych metod prepa-
ratywnych. Material do$wiadczalny stanowily skrawki tkankowe, homo-
genaty oraz subfrakcje komoérkowe.

Badania podstawowej przemiany glukozy przeprowadzano zaréwno in
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vivo jak i in vitro, gléwnie za pomocg znakowanych *C i *H izotopow
glukozy. Pomiar szybkosci pojawiania sie znacznika w produktach kon-
cowych przemiany glukozy stuzyt do oceny szybkosci jej metabolizmu
w badanych ukladach doswiadczalnych.

Sposob ekstrakeji i analizy badanych zwigzkéw w moézgu oparto na
. rutynowych metodach opisanych w licznych pracach:

a) Lipidy ekstrahowano wedlug metody Folcha (1957) i oznaczano ilos-
ciowo gangliozydy i cerebrozydy wg metody Svennerholma (1957) oraz
fosfolipidy wedlug metody Bartletta i wsp. (1959). Szczegblowy analize
skladu przeprowadzano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej.

b) Frakcje kwaséw tluszczowych po suponifikacji ekstraktow lipido-
wych, izolowano wedlug metody Kates’a (1972).

c¢) Kwasy nukleinowe ekstrahowano wg metody Glazera i Webera
i oznaczano ilosciowo wedlug metody Logana i wsp. (1969).

d) Bialka ekstrahowano rowniez w oparciu o metode opisang przez
Glazera i Webera (1971) i oznaczano metoda Lowry’ego (1964).

e) Stezenie zwigzkéw posrednich przemiany podstawowej glukozy, jak
i metabolizmu energetycznego w mozgu oznaczano spektro- lub fluoro-
metrycznie. Jedynie poziom cAMP oznaczano metoda radioizotopows.

Badania aktywnosci enzymoéw zwigzanych z cyklem pentozowym prze-
prowadzano wedlug typowych metod spektrofotometrycznych.

Badanie aktywnosci przemiany glukozy w cyklu pentozowym (C.P.)

a) in vitro — oznaczono poprzez poréwnanie aktywnosci dwutlenku
wegla, powstajacego w trakcie spalania glukozy znakowanej !* C na we-
glu 1 i 6 tancucha cukrowca

b) in wvivo — poprzez uzycie swoistego inhibitora drugiej reakecji
C.P. — dehydrogenazy kwasu 6-fosfoglukonowego (DH-6PGA) i pomiar
szybko$ci akumulacji kwasu 6-fosfoglukonowego (6PGA) w mézgu szczu-
row w tych warunkach.

WYNIKI I DYSKUSJA

W prowadzonej serii badan wykazano, ze wczesng reakcja metabo-
liczng moézgu na narastajgce niedotlenienie, wyprzedzajaca zalamanie sie
metabolizmu energetycznego, jest reorientacja przemiany glukozy w kie-
runku glikolizy z zahamowaniem C.P. oraz uogélnione ograniczenie syn-
tez zwigzkéw makromolekularnych. Na podstawie przeprowadzonych ba-
dan in vitro oraz danych z piSmiennictwa wydaje sie, ze lokalne zmia-
ny stezenia jonéw w s$rodowisku, zwigzane z pobudzeniem aktywnosci
neuronéw, stajg sie sygnalem zwiekszajacym zuzycie energii w proce-
sach- transportu blonowego. Powoduje to kompensacyjne uaktywnienie
metabolizmu energetycznego komoérek. Jednoczesnie ze wzrostem zapo-
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trzebowania energetycznego, zwigzanego z aktywacja energozaleznych
ukladéw enzymatycznych transportu jonowego zostajg ograniczone wew-
natrzkomorkowe procesy syntez, zuzywajgce energie. Zahamowanie syn-
tez zwigzkow makromolekularnych obserwowano w badanym niedotle-
nieniu in vivo, jako inhibicje wbudowywania uniwersalnego substratu
U-1C-glukozy do frakcji bialek, lipidow i kwaséw nukleinowych. Podob-
ne zahamowanie wbudowywania znacznika !*C-glukozy do zwigzkow
makromolekularnych obserwowano rowniez w modelu depolaryzacji
skrawkow mozgu in vitro. Moze to wskazywa¢ na wspdlny mechanizm
lezacy u podstaw obserwowanego zjawiska.

Ograniczenie aktywnosci anabolicznej mozgu w umiarkowanym nie-
dotlenieniu ma charakter uogélniony i zasadniczo odwracalny w krot-
kim czasie po przywroéceniu prawidlowego utlenowania. Jedyny wyjatek
stanowi zaburzenie metabolizmu frakcji lipidowej, do ktérej wbudowy-
wanie wegla *C-glukozy w skrawkach kory moézgu pozostaje ograni-
czone do 24 godz. po przebytym 2 godzinnym, umiarkowanym niedotle-
nieniu.

Na zahamowanie proceséw anabolicznych, wykorzystujacych energie
do syntez komoérkowych, wskazywalo roéwniez obnizenie szybkosci zu-
zycia rezerw zwigzkow wysokoenergetycznych (A ~ P) w mozgu szczu-

réw dekapitowanych po przebytym niedotlenieniu. Mézg szczuréw zuzy--

wa wiekszo$¢ ~ P w pierwszej minucie skrajnych warunkéw niedokrwien-
nych wywolanych dekapitacja. U zwierzat poddanych uprzednio niedo-
tlenieniu szybkos$¢ tego procesu ulega wyraznemu zwolnieniu z wartosci
A~P 16,8 + 1,08 mmol/kg/min do 11,6 * 2,2 mmol/kg/min. Wykazano
réwniez, ze po niedotlenieniu poziom cyklicznego AMP w mozgach szczu-
row. nie zmienia sie po dekapitacji. Stanowi to wyrazng réznice z reak-
cja szczuréow kontrolnych, u ktérych obserwowano znamienny wzrost ste-
zenia tego metabolitu w 30 s po dekapitacji.

Z wyniké6w wlasnych badan oraz danych z pismiennictwa wynika, ze
akumulacja cAMP w mozgu pod wplywem dekapitacji zalezna jest od
pobudzenia f-receptoréw adrenergicznych. Obnizenie ich wrazliwosci w
umiarkowanym niedotlenieniu znosi poniedokrwienng akumulacje cAMP
W mozgu szczura.

Stymulacja glikolizy i zahamowanie syntez zwigzkéw makromoleku-
larnych w umiarkowanym niedotlenieniu lgczy sie ze znacznym ograni-
czeniem aktywnosci utleniania glukozy w C.P. Wykazano, ze po podaniu
6-aminoamidu kwasu nikotynowego (6-AN), przyrost substratu zaha-
mowane]j drugiej reakcji C.P. — DH-6PGA, jest skorelowany z aktyw-
noscig utleniania glukozy w tym szlaku jej przemiany w moézgu in vivo.,

Opierajac sie na wynikach otrzymanych za pomoca zastosowanej me-
tody oznaczono, ze przemiana pentozowa zuzywa 0,4 mmol/kg/godz. czyli
okolo 1,5% calej spalanej przez mozg glukozy w korze mézgu i 0,8 mmola/
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/kg/godz., czyli okolo 3% metabolizowanej glukozy w pniu moézgu. W
czasie umiarkowanego niedotlenienia aktywnos$¢ C.P. spada do okolo 30%

wartosci kontrolnych. Natomiast po przerwaniu niedotlenienia szybkosc¢
akumulacji 6PGA w potkulach moézgu szczura wzrasta dwukrotnie w sto-
sunku do kontroli. Stymulacja ta jest przejSciowa i zanika po 3 godzinach

| od zakonczenia niedotlenienia.

Stymulacje przemiany pentozowej glukozy po niedotlenieniu wyka-

 zano roéwniez w serii badan prowadzonych na skrawkach kory mozgu

in vitro, poprzez poréwnanie wlgczania znacznika ¥ C-glukozy znakowa-
nej na roéznych weglach lancucha do frakeji kwaséw ttuszczowych i dwu-
tlenku wegla. Oznaczano rowniez aktywnosci zwigzanych z C.P. enzy-
moéow — DH-G6P i DH-6PGA, ktoére wzrastaly znamiennie zaréwno w
trakcie, jak i po niedotlenieniu.

W badaniach nad regulacjg przemiany glukozy w C.P. przeprowa-
dzanych in vitro, wykazano, ze szybkos¢ obrotu aktywnego wodoru w uk-
ladzie oksydoredukeyjnym NADP+/NADPH, wplywa bezposrednio na in-
tensywno$¢ przemiany glukozy w C.P. w tkance, natomiast aktywnosc¢
kluezowych enzymoéw ma drugorzedne znaczenie regulacyjne.

Wykazane zmiany aktywnosci C.P. w czasie trwania niedotlenienia i po
jego ustapieniu, wskazujg na zmiane zaopatrzenia tkanki w NADPH i pen-
tozy — dwa podstawowe produkty zwigzane z tg drogg przemiany glu-
kozy. To $cisle powigzanie metaboliczne moze stanowié¢ przyczyne row-
noleglo$ci zahamowania proceséw syntez makromolekularnych i obnize-
nia aktywnosci C.P. w umiarkowanym niedotlenieniu. Natomiast za sty-

mulacje przemiany pentozowej glukozy po przebytym niedotlenieniu mo-

ze by¢ odpowiedzialny proces odwrotny tzn. zwiekszenie zuzycia NADPH
i pentoz, zwigzane badz z okresowg stymulacjg syntez komorkowych,

. badz tez z pobudzeniem reakcji zwiekszajacych potencjal antyoksyda-

cyjny tkanki, a szczegblnie zapobiegajacych utlenianiu wolnorodnikowe-
mu lipidéw moébzgu.

W zwigzku z opisana reorientacjg przemiany podstawowe]j glukozy
w moézgu szczur6w! w niedotlenieniu, oznaczono dynamike jej transportu
przez bariere krew-mozg. Szybkosé transportu glukozy z krwi do mézgu
w normoksji wynosila, zgodnie z wiekszoscia danych pi$miennictwa,
0,44 mmola/kg/min. W umiarkowanym niedotlenieniu transport glukozy
do moézgu ulegal przyspieszeniu do 0,73 mmola/kg/min. Za przyspieszenie
transportu glukozy w niedotlenieniu odpowiedzialny jest prawdopodobnie
wzrost réznicy stezen tego substratu pomiedzy krwig a moézgiem.

Wykazano, ze przestrzen pozakomoérkowa wraz z glejem o funkecji
transportujacej glukoze (astroglej), wzrasta w niedotlenieniu, zajmujgc
5690, podczas gdy w warunkach kontrolnych zajmuje jedynie 32% og6l-
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nej masy tkanki. Stwarza to dodatkowa przyczyne utrudnienia dyfuzji
substratow do komoérek OUN.

W ostatnich latach poglad na stabilno$¢ strukturalng i metaboliczng
blon komérkowych ulegl zasadniczej zmianie. Istnieje coraz wiecej do-
wodow, ze liczne jej skladniki wykazujg znaczng dynamike przemian bio-
chemicznych, ktorych zaklocenia powoduja zasadniczg zmiane reagowa-
nia blony jako caloscii W przedstawionych badaniach wykazano, ze
frakcja lipidowa, gléwny skladnik struktur blonowych komorki, jest
(w poréwnaniu z innymi frakcjami zwigzkéw makromolekularnych)
szczegblnie wrazliwa na niedotlenienie. Poza znamiennym spadkiem ste-
zenia fosfolipidow i gangliozydow w modzgu szczuréw niedotlenionych,
obserwowano obnizenie wbudowywania wegla U-1*C-glukozy do frakecji
lipidowej, utrzymujgce sie do 24 godz. po zakonczeniu niedotlenienia.
Najglebsze zaburzenia po niedotlenieniu wykazywala frakcja fosfolipidow
kwasnych, w ktorej przewage stanowig glicerofosfolipidy inozytolowe.
Réwniez wbudowywanie glukozy w czasie trwania niedotlenienia obni-
zalo sie wyraznie w tej wlasnie frakcji lipidowej. Obnizenie syntezy fos-
folipidow kwasnych wydaje sie charakterystyczne dla umiarkowanego
niedotlenienia i nie zostalo stwierdzone w stanach glebokiej hipoksji oraz
ischemii. Obserwowane obnizenie stezenia gangliozydéw w mozgu o 25%
w stosunku do kontroli bylo réowniez typowe dla przewleklego, umiar-
kowanego niedotlenienia.

Z pi$miennictwa i prac wlasnych wiadomo, ze zarowno glicerofosfo—
lipidy inozytolowe jak i gangliozydy, stanowig zwigzki o szczegélnej
aktywnosci i znaczeniu dla receptorowej funkcji bton komoérkowych. Za-
burzenie tej funkcji w stosunku do B-receptoré6w adrenergicznych, odpo-
wiedzialnych za akumulacje cAMP u szczuréw po dekapitacji, obserwo-
wano w badanym modelu niedotlenienia. Na podstawie przeprowadzo-
nych badan wydaje sie, ze szczegélna wrazliwos¢ komponentu lipidowe-
go blon komérkowych na zmiany $rodowiska towarzyszace niedotlenieniu
(kwasica mleczanowa, aktywacja fosfolipaz, neuraminidazy, peroksyda-
cja lipidéw oraz obnizenie potencjalu antyoksydacyjnego tkanki zwigzane
z zahamowaniem C.P.) moze sta¢ sie podlozem zaburzen prawidlowej
czynnosci blony. Zachodzgce procesy destrukcyjne sg poglebione uogol-
nionym obnizeniem aktywnosci anabolicznej mozgu towarzyszacej nie-
dotlenieniu.

WNIOSKI

1. W umiarkowanym niedotlenieniu, w ktérym nie dochodzi do spad-
ku poziomu zwigzkéw wysokoenergetycznych -w mozgu, przyczyng wy-
stepujacych zaburzen sa uszkodzenia komponentu lipidowego blon cyto-
plazmatycznych z wtérnym uposledzeniem ich funkcji receptorowej.
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2. Do istotnych czynnikow przyczynowych uszkodzenia blon cyto-
plazmatycznych w umiarkowanym niedotlenieniu nalezy zaliczy¢:

a) wczesne wystgpienie kwasicy metabolicznej, poglebione wzrostem
transportu glukozy z krwi do mozgu,

b) uogdlnione ograniczenie syntez zwigzkéow makromolekularnych
w czasie trwania niedotlenienia, a w przypadku frakcji lipidowej row-
niez w okresie 24 godz. po ustgpieniu hipoksji,

¢) zahamowanie przemiany glukozy w cyklu pentozowym, a tym sa-
mym obnizenie potencjalu antyoksydacyjnego tkanki.

Pismiennictwo u autorki.

Adres autorki: Zesp6t Neurochemii, Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Kli-
nicznej PAN, ul. Dworkowa 3, 00-784 Warszawa.
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