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PAWEŁ P. LIBERSKI

PRZE K A Z Y W A L N A  EN CEFA LO PA TIA  GĄBCZASTA.
CHOROBY N A TU RA LNE I BADAN IA EK SPERY M EN TA LN E *

Katedra i Klinika Neurologii AM, Łódź

P odostra  p rzekazyw alna  encefalopatia  gąbczasta obejm uje  grupę cho
rób ośrodkowego uk ładu  nerw ow ego, do k tó rej  należą: k u ru  (Gajdusek 
i wsp. 1966) i choroba C reu tzfe ld ta-Jakoba  (CJD) u człowieka (Gibbs 
i wsp. 1968), a scrapie u owiec i kóz (Dickinson 1976), p rzekazyw alna en 
cefalopatia  no rek  (Marsh, Hanson 1979), p rzew lekłe choroby neurologicz
ne  u  je len i i łosi północnoam erykańskich  (Wiliams, Young 1980) oraz 
u b iałych  tyg rysów  (Kelly i wsp. 1980) **. Choroby te cha rak te ryzu je  
długi okres inkubacji  trw a jący  od miesięcy do dziesiątków lat i p rze
w lek ły  przebieg, zawsze p row adzący  do zejścia śm iertelnego, a z neuro- 
patologicznego p u n k tu  widzenia należą do g rupy  procesów zw yrodnie
n iow ych (G ajdusek 1977).

Są one w yw ołane  przez czynnik infekcyjny, o nie ustalonej s t ru k tu 
rze fizykochemicznej. Dla podkreślen ia  jego odrębności od w irusów  
„konw encjonalnych” , w iroidów i plazmidów, zaproponowano ostatnio 
dw a neologizmy, tj. w irino (Dickinson, O u tram  1979) i prion (P rusiner 
1982). W ydaje  się obecnie bardziej uzasadnione używ anie nazw y „czyn
n ik ” , k tó ra  nie posiada odniesień do nie znanej s t ru k tu ry  fizykoche
micznej.

NEUROPATOLOGIA

G rupę p rzekazyw alnych  encefalopatii gąbczastych ch a rak teryzu je  
tr iada  objawów: u b y tk i  neuronalne, zm iany gąbczaste lub s tan  gąbczasty 
oraz przerost  i rozplem  astrocytów . W ostatn ich  la tach  wyróżniono 
jeszcze jeden e lem ent —  tw orzenie p ły tek  am yloidow ych (plak).

* Praca częściowo finansowana przez Ministerstwo Zdrowia i Opieki Społecznej 
(Program nr 5).

** Istnieją dane o pozytywnym wyniku przeniesienia choroby z inokulum 
otrzymanego od chorych jeleni (P. Brown — informacja własna).
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432 P. P. Liberski

U bytki neu ronalne  dotyczą różnych układów  czynnościowych ośrodko- 
kowego uk ładu  nerwowego, np. w  k u ru  typow e jest zajęcie paleocerebbel- 
lum  i jego połączeń (Beck, Daniel 1979). Zarów no w  chorobach n a tu ra l 
nych, jak  i eksperym en ta lnych  właściwie wszystkie  s t ru k tu ry  mogą być 
zajęte, chociaż w  różnym  stopniu. W ydaje  się, że zróżnicowanie topogra
ficzne u by tków  neuronalnych  jest na  tyle znaczne, iż w yróżn ian ie  po
szczególnych podtypów, np. w CJD (K irschbaum  1968), jest n ieuzasad
nione.

Z m iany gąbczaste związane są obecnością w akuoli u tw orzonych  
w  obrębie perikarionów  lub w ypustek  neu ronów  i astrocytów  (Fraser 
1979a— с, Tate ishi 1983). C harak te rys tyczne  jest „pączkow anie” wakuoli. 
W obrazie m ikroskopow o-e lek tronow ym  w akuole są zlokalizowane we- 
w nątrzkom órkow o i zawsze otoczone błoną (Kim, M anuelidis 1983). Ty
powe jest tw orzenie w akuoli w tórnych . W edług Becka i wsp. (1982) w a 
kuole pow stają  poprzez odsznurow yw anie  z błon w ie low arstw ow ych 
(m ultilam inated  m em branes), u tw orzonych  z pom nożenia w a rs tw y  typo
w ej błony podstawowej. Doniesienie to jes t k ry tykow ane ,  ze w zględu n a  
m ożliwy a re tefak tyczny  ch a rak te r  zmian. Liczba w akuoli w  zależności 
od ich lokalizacji w OUN sta ła  się podstaw ą do opracow ania system u 
num erycznego, służącego do iden tyfikac ji  danego szczepu czynnika scra
pie replikowanego poprzez dany  genotyp gospodarza (F raser 1979b). Так 
zw any „przekrój uszkodzenia” jest s ta ły  dla dużego rozrzu tu  daw ki in 
fekcyjnej inokulum , jednak  jego stabilność w  trakcie naras tan ia  zmian 
nie jest całkowicie pew na (Masters i wsp. 1984).

P rzeros t  i rozplem astrocytów  w ys tępu ją  w e w szystkich  encefalopa- 
tiach gąbczastych. W niek tó rych  p rzypadkach  n a tu ra ln e j  scrapie, p rzy  
nieobecności zmian gąbczastych, rozrost astrocytów  w jądrach  pn ia  móz
gu jest t rak to w an y  jako zjawisko znam ienne diagnostycznie (Hadlow 
i wsp. 1979).

P rzerost  i rozplem astrocytów , w raz  z rozrostem  m ikrogleju , nosi 
nazwę gliocytozy lub s tw ardn ien ia  (sclerosis) (Fraser 1979а, с). Tego typu  
zm iany w y s tęp u ją  głównie we wzgórzu oraz w  pniu  mózgu i w  form acji 
hipokam pa, s tanowiąc sk ra jną  formę reakcji gospodarza w stosunku do 
czynnika infekcyjnego (Liberski, A lwasiak 1983).

P ły tk i  (plaki) am yloidowe w y s tęp u ją  we wszystkich encefalopatiach 
gąbczastych, aczkolwiek w różnym  procencie przypadków . S tanow ią one 
pomost neuropatologiczny w  k ie ru n k u  choroby Alzheimera, pomimo 
kw estionow ania  doniesienia o p rzekazaniu  choroby A lzheim era na n a 
czelne (Goudsmit i wsp. 1980). T rzy  zasadnicze e lem en ty  s t ru k tu ra ln e  
p ły tk i s tanow ią dystroficzne (wyrodniejące) neu ry ty ,  amyloid i kom órki 
glejowe (Wiśniewski, T erry  1973). P ły tk a  u tw orzona wyłącznie z dystro- 
ficznych n eu ry tó w  nosi nazwę plaki neu ry tycznej,  na tom iast p ły tkę  
z domieszką am yloidu nazw ano p ły tk ą  p rym ityw ną. C en trum  u tw orzone 
z przep la ta jących  się w łókienek amyloidu, otoczone obrzeżem w yrodn ie -
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Przekazywalna encefalopatia gąbczasta 433

jących neu ry tó w  stanow i tzw. p ły tkę  amyloidową (gwiaździstą), n a to 
m iast samo cen trum  arnyloidowe określa się jako plakę w ypaloną (bum  
out). Większość p ły tek  w encefalopatiach gąbczastych stanow ią p ły tk i 
gwiaździste, ale w ystępu ją  także inne postacie am yloidu (Bruce, F rase r  
1975). P ły tk i  arnyloidowe w chorobie Alzheim era różnią się głównie 
obfitszym  odczynem glejowym, natom iast plaki w  również p rzekazyw al- 
nym  zespole G erstm anna-S trausslera  m ają  w ygląd pośredni (Masters 
i wsp. 1981). Ostatnio opisano także p ły tk i arnyloidowe w eksperym en
ta lnej CJD  u  myszy (Tateishi i wsp. 1984).

P ro d u k c ja  p ły tek  jest pod częściową kontro lą  genom u gospodarza, 
jes t  także zależna od szczepu czynnika infekcyjnego (izolatu). Liczba 
p lak  w zras ta  w raz z wydłużeniem  okresu inkubacji choroby. P lak i po ja
w iają  się jako pierw sza zmiana neuropatologiczna, mniej więcej w poło
wie okresu  inkubacji. Być może stanowią one obszar replikacji czynnika 
zakaźnego (Bolton i wsp. 1984).

O dkrycie w  1980 r. przez Merza i wsp. w łókienek tow arzyszących 
scrapie (scrapie associated fibrils —  SAFs) otworzyło praw dopodobnie 
now y rozdział w badaniach nad encefalopatiami gąbczastymi. SAFs w y 
s tępu ją  w  dwóch odmianach — utworzone z podjednostek  ułożonych he- 
likalnie, bądź w ystępujących  równolegle. Długość SAFs w ynosi od 100 
do 300 nm. Poza scrapie, SAFs w ystępu ją  także w  n a tu ra ln e j  i ekspery
m en ta lne j C JD  (Merz i wsp. 1983). W ykazano korelację  pom iędzy liczbą 
SA Fs i m ianem  infekcyjności w mózgu, lecz nie w śledzionie. Pow iązanie 
SA Fs z patogenezą scrapie, czy naw et sam ym  czynnikiem  scrapie n ie  
jes t  dotychczas w yjaśnione (patrz niżej).

PATOGENEZA

Replikacja czynnika infekcyjnego scrapie odbywa się pod ścisłą kon
tro lą  genom u gospodarza (Dickinson, F rase r  1979; Dickinson, O u tram  
1979). U owiec operu je gen SIP (od scrapie incubation period), u m yszy 
Sine (od sh a r te r  incubation period). Gen Sine posiadający dwa allele 
S incs7 (od shorter) i S incp7 (od prolonged) praw dopodobnie kon tro lu je  
fazę „zero ' okresu inkubacji (K imberlin 1979). Allel S incs7 jest odpowie
dzialny za k ró tszy  okres inkubacji g rupy  szczepów ME7 w homozygotach 
S incs's7, natom iast dłuższy okres inkubacji cha rak te ryzu je  grupę szcze
pów 22A. W przypadku homozygot Sincp7p7 odnotow uje się zjawisko 
odw rotne (szczepy z g rupy  22A w ykazują  kró tszy  okres inkubacji). Gen 
S IP  u owiec jest prawdopodobnie powiązany z genem  H-2 uk ładu  HLA.

Poza w ym ienionym i istnieją niezależne od uk ładu  Sine efekty  gene
tyczne, odpowiedzialne za różnice w długości inkubacji,  sięgające do 
dwóch procent. Na szczególną uwagę zasługuje gen Dh. Heterozygoty  
(Dh/-)-) pozbawiony śledziony w ykazu ją  przedłużenie okresu  inkubacji,., 
ale tylko p rzy  obwodowej drodze zakażenia.
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43 4  P. P. Liberski

Czynniki dziedziczne nie w y w ie ra ją  w p ły w u  na  klin iczną ekspresję  
k u ru  (Gajdusek 1977), natom iast  szereg przypadków  CJD  to przypadk i 
rodzinne (Asher i wsp. 1983); p rzy  czym w  n iek tó rych  rodzinach w ystę 
p u ją  także inne choroby zw yrodnieniow e OUN, np. choroba Alzheimera. 
Dziedziczenie jes t autosomalne, dom inujące, p rzy  czym poprzez analogię 
do eksperym entalnej scrapie należy  przypuszczać, iż dziedziczy się k o m 
pleks bliżej nieokreślonej „w rażliwości” na  zakażenie (infectability). N a
leży podkreślić, że przypadk i rodzinne są także przekazyw alne.

O kres wylęgania ekspe rym en ta lne j CJD  (szczepu K. Fu) również po
zostaje pod kon tro lą  genotypu  gospodarza z efek tem  naddom inacji.  W y
sunięto  hipotezę, iż gen n azyw any  PID  (od prion incubation de term inan t)  
je s t  zlokalizowany w subregionie D (H-2) 17 chrom osom u myszy. Allel 
d koduje  dłuższy okres inkubacji,  allel g krótszy, na tom ias t  allele b, s, p, 
ki by łyby  odpowiedzialne za okresy  inkubacji o długości pośredniej.

Po wniknięciu  czynnika infekcyjnego drogą obwodową (domózgowa 
droga podania, najczęściej stosow ana w  eksperym encie  jest też n a jb a r 
dziej „n ien a tu ra ln a”, ponieważ om ija fazę pozanerw ow ą) n as tępu je  jego 
nam nażan ie  w  węzłach chłonnych d renu jących  daną okolicę (K im berlin  
1979). Początkowo miano infekcyjności (tj. ilość daw ek in fekcy jnych  
w  jednostce objętości czy m asy  mózgu) spada, co odzwierciedla p raw d o 
podobnie degradację  czynnika infekcyjnego z p ierw otnego inokulum , po 
czym nie udaje  się wykazać infekcyjności. Okres ten, noszący nazw ę 
fazy „zero” , pozostaje pod kon tro lą  genu  Sine. Po zakończeniu fazy 
„zero” nas tępu je  pow olny i osiągający p la teau  w zrost m iana  in fek cy j
ności w śledzionie. P raw dopodobnie  drogą nerw’ôw trzew n y ch  czynnik  
in fekcy jny  osiąga rdzeń k ręgow y w  środkow ym  odcinku piersiowym , sze
rząc się następnie  ku  górze, tj. domózgowo, i ku  dołowi, tj. w  k ie ru n k u  
lędźw iow ych i k rzyżow ych segmentów" rdzenia kręgowego. W obrębie 
OUN miano infekcyjności n a ras ta  stale, osiągając najw yższe w artości 
p rzed  zgonem zwierzęcia. Należy podkreślić fak t k ró tk ie j fazy „w irem ii” 
zarów no w eksperym enta lne j scrapie, jak  i CJD. Droga rozprzestrzen ia
nia się czynnika infekcyjnego w  w aru n k ach  n a tu ra ln y ch  nie jest znana.

W obrębie OUN czynnik in fekcy jny  szerzy się w zdłuż szlaków n e r 
wowych, p rzy  czym szybkość jego rozprzestrzenian ia się, w ynosząca od 
0,5 do 1 m m  na dobę, odpowiada szybkości wolnego p rzep ływ u aksonal- 
nego. Podanie inokulum  wybiórczo do gałki ocznej w yw ołu je  p ierw sze 
ob jaw y zgąbczenia w hom ola tera lnym  nerw ie  w zrokow ym , a następn ie  
w  he te ro la te ra ln y m  w zgórku górnym , hom ola te ra lnym  w zgórku gó rnym  
i h e te ro la te ra ln y m  nerw ie  wzrokowym .

D la patogenezy p rzekazyw alnej encefalopatii gąbczastej is to tny  jes t 
stan  dojrzałości uk ładu  immunologicznego, chociaż b rak  jest danych, 
k tó ry  z jego podukładów  jes t  w łączony w  proces zakażenia (O u tram  
1976; F rase r  1979; K im berlin  1979). U osesków myszy, u k tó ry ch  uk ład  
im m unologiczny jest niedojrzały, okres inkubacji jes t  dłuższy niż u  zw ie
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Przekazywalna encefalopatia gąbczasta 43 5

rząt  dorosłych. S tym ulac ja  f i tohem aglu tyniną, po lisacharydam i b a k te ry j 
nym i lub  eks trak tam i BCG zwiększa podatność na  zakażenie i skraca 
okres inkubacji eksperym entalnej scrapie. Efekt p rzeciw ny, tj. w ydłuże
nie okresu  inkubacji z tow arzyszącym  w zrostem  odporności, odnotow uje  
się po podaniu p repara tów  sterydow ych  i o leju  arachidonowego. W iado
mo, że śledziona jest is to tnym  m iejscem  początkowej rep likacji czynnika 
zakaźnego i u zw ierząt pozbawionych śledziony w  sposób n a tu ra ln y ,  jak 
np. w  p rzypadku  heterozygot D h / +  lub pozbaw ionych śledziony eks
perym enta ln ie ,  obserw uje się p rzedłużony okres inkubacji.  Wiadomo 
jednak, że u chomików syry jsk ich  zakażanych szczepem 263K sp lenekto- 
m ia n ie  w p ływ a na długość okresu inkubacji, z czego w ynika, że opisane 
uprzednio  zjaw iska mogą nie być tak  powszechne jak  do n iedaw na u w a
żano.

Szereg środków blokujących m akrofagi uk ładu  siateczkowo-śródbłon- 
kowego, np. dekstran  500, ham u je  nam nażanie  czynnika infekcyjnego. 
Także szereg polianionów, takich  jak: H PA  23, 57 i 39, czy h ep a ry n a  
pow oduje spadek m iana infekcyjności, p raw dopodobnie na drodze sek- 
w estrac ji  czynnika. W podsum ow aniu  tej części p racy  należy raz jeszcze 
podkreślić, że układ siateczkowo-śródbłonkow y s tanow i p ierw o tny  obszar 
rep likacji  czynnika infekcyjnego, a stan  fu nkc jona lny  tego uk ładu  bez
pośrednio w pływ a na następne e tapy  patogenetyczne.

STRUKTURA FIZYKOCHEMICZNA CZYNNIKA INFEKCYJNEGO

S tru k tu ra  fizykochemiczna czynnika infekcyjnego scrapie  nie została 
dotychczas poznana, nie udało się też wyosobnić go ani oczyścić do ho- 
mogenności. Od połowy la t pięćdziesiątych wiadomo, że czynnik in fek 
cy jny  scrapie, a następnie czynniki k u ru  i CJD są n iezw ykle  oporne na 
ru tynow e techniki dekontam inacyjne, działanie fo rm aliny  i podwyższonej 
tem p e ra tu ry  (Gajdusek 1977). Bardziej współczesne dane w skazują  jed
nak, iż oporna subpopulacja  stanow i jedynie niew ielki odsetek, tj. około 
0,05% całej populacji czynnika infekcyjnego (Rohw er 1984), natom iast 
pozostała jej część, tj. około 99,5°/o, w ykazu je  w rażliw ość porów nyw alną  
z wrażliwością bardziej „konw encjonalnych” w irusów. W yda je  się zatem 
w ątpliw e, czy na  podstawie właściwości tak  znikomej f rakc ji  czynnika 
infekcyjnego można wyciągać daleko idące wnioski dotyczące jego s t ru k 
tu ry  fizykochemicznej.

Zbliżone rozumow anie jest praw dopodobnie rów nież uzasadnione 
p rzy  analizie w yników  badań  rad iacy jnych  (L a ta r je t  1979), k tó re  in te r 
pre tow ane  na podstawie tzw. „teorii ta rc zy ” us ta liły  rozm iar genom u 
czynnika scrapie na około 50— 70 000 daltonów  oraz po rów nyw alne  pod 
w zględem  wielkości rozm iary  genom ów czynników  in fekcy jnych  k u ru  
i CJD. Z jednej s trony  czynnik  scrapie w ykazu je  w y b itn ą  zdolność do 
agregacji, zarówno pomiędzy sobą, iak i do e lem entów  subkom órkow ych,
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zwłaszcza błon kom órkowych, co pow inno  zaniżać w y n ik i  o trzym ane 
w  badaniach rad iacy jnych  (Brown 1984; R ohw er 1984), z drugie j s trony  
należy wziąć pod uwagę znaczny rozrzu t odporności w irusów  ,,konw en
cjonalnych” na radiację. Ponow na analiza cy tow anych  badań, op iera ją
cych się na zm ienionych założeniach, ustaliła  rozm iar genom u czynnika 
infekcyjnego scrapie porów nyw alny  z genom em  w irusów  polyom a (Brown 
1984; Rohw er 1984).

M ały rozm iar genomu, określony n a  podstaw ie teorii tarczy, oraz 
n ietypow e spek trum  inak tyw acji  prom ieniow aniem  jon izu jącym  (tj. 
wzrost stopnia aktyw ności inak tyw ujące j p rzy  przechodzeniu  w  k ie ru n k u  
niższych długości fali), p rzy  jednoczesnym  b rak u  wrażliwości na  działa
nie dezoksynukleaz i rybonukleaz  (Millson i wsp. 1976; G a jdusek  1977) 
skłaniało do przyjęcia  n ieortodoksyjnych  hipotez opartych  o założenie 
b rak u  kw asu  nukleinow ego (DNA lub RNA) specyficznego dla czynnika 
infekcyjnego. Także nowsze dane, uzyskane na podstawie zastosowania 
,,n ick-translacji” o czułości detekcji do DNA wielkości 10 p a r  zasad, oka
zały się nega tyw ne (Manuelidis, M anuelidis 1981). Podobnie nega tyw ne, 
w  sensie detekcji kw asu  nukleinowego, okazało się zastosowanie szeregu 
psoralenów  o różnym  stopniu hydrofobowości, k tó re  są zdolne do tw o 
rzenia fotoadduktów  z kw asam i nuk le inow ym i (P rus iner  1982). I n te r 
pre tacja ,  w skrócie przytoczonych danych  eksperym enta lnych , może być 
w  zasadzie dw ojaka —  albo czynnik infekcy jny  scrapie rzeczywiście nie 
posiada kw asu  nukleinowego, albo też kw as ten jest n iedostępny  dla 
dotychczas zastosowanych m etod służących jego inak tyw ac ji  i pośred
nio wykryciu .

W odróżnieniu od nega tyw nych  w yników  badań, zm ierzających do 
w ykryc ia  potencjalnego DNA czy RNA, dane dotyczące b iałka w yda ją  
się obiecujące (P rusiner 1982). Wiadomo, że czynnik scrapie jes t w ra ż 
liwy na działanie szeregu proteinaz oraz dena tu ru jących  de te rgen tów  jo 
now ych (Millson i wsp. 1976; P ru s in e r  1982) silnych jonów  chaotropo- 
wych, jak  jony cy jankow e czy guanidynow e, fenolu czy D E P  (pirowę- 
glan dietylowy), p rzy  czym działanie tego ostatniego związku jest 
odw racalne pod w pływ em  hydroksyalan iny . Dane powyższe m ożna in 
terpretow ać, p rzy jm ując  założenie, iż w spólną tarczą wszystkich  w y m ie 
nionych metod inak tyw ujących  jest białko.

Zastosowanie pom iaru  poziomu infekcyjności przez analizę długości 
okresu inkubacji pozwoliło opracować w y d a jn y  schem at oczyszczania 
czynnika scrapie (P rusiner 1982; P ru s in e r  i wsp. 1983). Składa się om 
z szeregu w irow ań przy  w zrasta jących  przyspieszeniach, działaniu  zw iąz
ków powierzchniowo czynnych, enzym ów  pro teolitycznych i nukleo li-  
tycznych oraz w ostatn iej fazie, e lek troforezy  na  żelu po liakry loam ido- 
wym . Metoda ta pozwoliła na wydzielenie frakcji E6, zaw ierającej białko 
swoiste dla scrapie, k tó re  nazw ano P r P  (od prion protein) (Mc K in ley  
i wsp. 1983), o ciężarze cząsteczkowym około 36 000 daltonów  i w spół-
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oczyszczane z infekcyjnością. W ydaje się, że istnieje ścisła kore lacja  po
m iędzy poziomem P r P  a obecnością SAFs (Mc K in ley  i wsp. 1983; M erz 
i  wsp. 1983). W arto  zaznaczyć, że w nom enkla tu rze  przy ję te j  przez grupę 
P ru s in e ra  SAFs noszą nazw ę spłaszczonych pałeczek (fla tten rods). D ane 
te sugeru ją ,  że SAFs są agregatem  P rP ,  p rzy  czym na jeden SAF p rz y 
padałoby  1000 cząsteczek P rP ,  zaś na jedną ID 50 (ID —  daw ka in fekcy j
na) p rzypadałoby  około 10 do 100 SAFs lub 104-105 cząsteczek P r P  
(McKinley i wsp. 1983). Najnow sze dane w yda ją  się w skazyw ać na  is tn ie
nie bliżej nieokreślonej zależności pomiędzy SAFs a am yloidem  tw orzą
cym płytki, sugeru jącej,  że agregujące SAFs tw orzą p ły tk i  am yloidowe 
(P rus iner  i wsp. 1983). Być może encefalopatie gąbczaste stanow ią szcze
gólną postać amyloidozy OUN.

Dalszych danych  na  tem at zależności SAFs i P rP  a czynnikiem  in 
fekcy jnym  scrapie dostarczyły badania, k tó re  w ykazały  morfologiczną 
zmienność szczepową SAFs oraz P rP  (zmienność liczby p rążków  o trzy 
m yw anych  po elektroforezie na żelach) w zależności od szczepu czynnika 
infekcyjnego. Wiadomo, że czynnik in fekcy jny  scrapie w ystępu je  w  po
staci szczepów izolatów w ykazu jących  ustalony  okres inkubacji w  ho- 
m ozygotach m ysich pod względem  genu Sine, s ta ły  „przekrój uszkodze
n ia ” , określoną k lasę stabilności oraz stopień produkc ji  am yloidu (Dic
kinson, F rase r  1979; Dickinson, O u tram  1979). Is tn ienie s tab ilnych  
genetycznie szczepów czynnika scrapie oraz zdolność do in terfe renc ji  
pomiędzy tym i szczepami (Bruce, Dickinson 1979) skłoniły do wysunięcia  
h ipo tezy  tzw. m iejsc rep likacy jnych  (replicating site hypothesis) (Dic
kinson, O u tram  1979). Hipoteza ta opiera się na  założeniu, iż czynnik  in 
fekcy jny  scrapie, posiadający sam odzielny genom, jest rep likow any  na 
ograniczonej liczbie tzw. miejsc rep likacyjnych , będących p roduk tem  
lub pozostających dostatecznie blisko p ro d u k tu  genu Sine. Do n iedaw na 
po jęcia  ,.szczepu” czy „miejsca rep likacy jnego” by ły  pojęciami pozba
wionym i ściśle określonego podłoża m aterialnego. Obecnie jednak  w y k a 
zano, że SAFs pochodzący z różnych szczepów scrapie w ykazu ją  różną 
liczbę prążków  uzyskanych  w  w yn iku  elektroforezy na żelach. J e s t  to 
p ierw szy  dowód istn ienia  heterogenności biologicznej czynnika scrapie 
(Merz i wsp. 1984).

Problem , czy czynnik in fekcy jny  scrapie (a także czynnik in fekcy jny  
k u ru  i CJD) jes t tylko białkiem, a więc prionem , m a znacznie szersze 
im plikacje  ogólnobiologiczne. O tw iera  bowiem  dyskusję  nad  m echaniz
m am i powielania prionu, n iem ożliwym i w  chwili obecnej do w yjaśn ien ia  
bez podważania centralnego dogm atu biologii m oleku larne j,  tj. tw ierdze
n ia  o przepływ ie inform acji genetycznej od DNA (czy RNA plus w p rz y 
padku  n iek tó rych  w irusów  RNA) poprzez m RN A  aż do b iałka (Kimberlin 
1982). Nie is tn ie ją  żadne dane pozwalające na rozróżnienie pomiędzy 

hipotezami w ysun ię tym i przez P ru s in e ra  (1982), tj. odw ro tne j translac ji  
z białka p rionu  lub  ak tyw acji  p reegzystu jących  w  genomie gospodarza
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sekwencji kom plem entarnych , do sekw encji mRNA, na k tó ry m  odbyw ała
by  się translac ja  prionu. Trudno jest także pogodzić hipotezę is tn ien ia  
czynnika infekcyjnego w postaci prionu z danym i św iadczącym i o w zglę
dnie stabilnym , ale podlegającym  m utac jom  genomie czynnika. Nie w y 
daje  się, żeby w  chwili obecnej m ożna było się spodziewać szybkiego 
rozwiązania tych podstaw ow ych kwestii.

W podsum ow aniu  można stwierdzić, że opracow anie m etod  pozw ala
jących uzyskiwać bardziej oczyszczone frakcje , zaw iera jące  czynnik 
scrapie, oraz w ydzielenie SAFs może pozwolić na włączenie się w  pracę 
ru tynow ych  laboratoriów  biologii m olekularne j oraz uzyskanie  ostatecz
nej odpowiedzi n a  podstawowe pytanie , jaka  jest istota czynnika in fek -  
cyjnego scrapie?

TRANSMISSIBLE SPONGIFORM ENCEPHALOPATHY.
NATURAL DISEASES AND EXPERIMENTAL STUDIES

S u m m a r y

Present day state of investigations on pathomorphology and pathogenesis of 
transmissible spongiform encephalopathies is presented.

ПЕРЕДАВАЕМАЯ СПОНГИОТИЧЕСКАЯ ЭНЦЕФАЛОПАТИЯ.
НАТУРАЛЬНЫЕ БОЛЕЗНИ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Резюме

Описаны современные достижения в исследованиях патоморфслоп.и и патогенеза груп
пы подострых спонгиотн’ еских энцефалопатии.
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DZIAŁ KRONIKI I INFORMACJI

25 czerwca 1986 r. w Poznańskiej Akademii Medycznej im. K. Marcinkow
skiego odbyło się uroczyste otwarcie sali wykładowej i nadanie jej imienia Miro
sława B. Kozika.

Sala ta mieści się w budynku wzniesionym staraniem przedwcześnie zmarłego 
Profesora, twórcy nowoczesnego ośrodka neuropatologii klinicznej i doświadczal
nej, wybitnego badacza, organizatora i nauczyciela akademickiego. Tablicę pa
miątkową odsłoniła małżonka Profesora — dr med. Monika Znamierowska-Kozi- 
kowa. Sala wykładowa im. M. B. Kozika wyposażona w nowoczesny sprzęt audio
wizualny będzie służyła licznym rzeszom młodzieży studiującej.

Inicjatywę upamiętnienia Jego imienia podjęła doc. dr hab. med. Bożena 
Galas-Zgorzalewicz, która w części budynku przeznaczonej na cele kliniczne pro
wadzi Klinikę Neurologii Rozwojowej.

*

4 września 1985 r. przy okazji XIII Światowego Kongresu Neurologów w  Ham
burgu został dokonany wybór władz Światowej Federacji Neurologii w  następu
jącym składzie:

przewodniczący — R. L. Masland,
pierwszy zastępca przewodniczącego — Sir J. Walton, 
sekretarz i skarbnik generalny — J. F. Toole, 
zastępca sekretarza i skarbnika generalnego — A. Lowenthal, 

zastępcy przewodniczącego:
I. Hausmanowa-Petrusewicz,
E. Herskovits,
J. M. Martinez-Lage,
H. Narabayashi.

A. Lowenthal został ponadto sekretarzem Komitetu Naukowego. Delegatem  
Polski w Radzie SFN została prof. Irena Hausmanowa-Petrusewicz.

Ustalono że następny, XIV Światowy Kongres Neurologii odbędzie się w  Delhi 
(Indie) w okresie od 22 do 27 października 1989 r.

*

Na podstawie decyzji Ministra Zdrowia i Opieki Społecznej z 30 maja 1986 r. 
Instytut Psychoneurologiczny został przemianowany na Instytut Psychiatrii i Neu
rologii.

Jerzy  D ym eck i
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M ORFOM ETRYCZNA OCENA PRO CESU  M IE L IN IZ A C JI 
W M ÓZGU K R Ó LIK A  pt. II. SPO ID ŁO  W IELK IE.

Ośrodek Doświadczalny Neurologii Porównawczej Centrum Medycyny Doświad
czalnej i Klinicznej PAN, Mińsk Mazowiecki

U kró lika  p t  z hipomielinizacją ośrodkowego uk ładu  nerw ow ego k o 
lejność mielinizowania się poszczególnych s t ru k tu r  is to ty  białej jes t taka  
sam a jak  u norm alnych  królików, ale rozwój osłonek m ielinow ych jes t  
opóźniony i osłabiony (Taraszewska, Zelm an 1981). Różnice w  obrazie 
m ie liny  m iędzy królikam i p t  i zdrow ym i zm niejszają  się w raz  z w iekiem , 
ale n ie u legają pełnem u w yrów naniu . Nasilenie zmian jes t  zróżnicowane 
w  poszczególnych s t ru k tu rac h  istoty białej, a także u poszczególnych k ró 
lików p t  w  zależności od ciężkości przebiegu klinicznego (Zelman, T a ra 
szew ska 1984).

Badania  m orfom etryczne przeprow adzone na  nerw ie  w zrokow ym  
w  okresie tworzenia osłonek m ielinow ych w ykazały , że zaburzen ia  m ie- 
linizacji u  m u tan ta  p t wiążą się z wielkością włókien, a zmniejszenie 
liczby zm ielinizowanych włókien dotyczy przede w szystk im  aksonów 
o średn icy  poniżej 1 (xm. A ksony te m ielin izują  się później niż w łókna 
większego kalibru, k tóre  już u 14- i 28-dniowych kró lików  p t są p raw ie  
całkowicie zmielinizowane, podobnie jak  u królików  zdrow ych  (T ara
szewska, Zelm an 1985).

W niniejszej p racy  przedstaw iono badania  m orfom etryczne spoidła 
w ielkiego, w  k tó ry m  m ielinizacja odbyw a się znacznie później niż w  n e r 
w ie wzrokowym . U kró lika  spoidło wielkie zaczyna mielinizować się pod 
koniec drugiej dekady pierwszego miesiąca życia (Dąmbska, D an ie - 
lewicz-Kotowicz 1978) i u zw ierząt w  w ieku  2 miesięcy proces ten n ie  
je s t  jeszcze zakończony. Celem pod jętych  badań  by ła  ilościowa ocena 
zm ian w  mielinizacji spoidła wielkiego w  zależności od wielkości akso
nów, z uwzględnieniem  okresu  prem ielin izacyjnego i wczesnej oraz za
aw ansow ane j mielinizacji, a także zmian u trzy m u jący ch  się po zakończe
n iu  m ielinogenezy u  m u tan ta  pt.
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MATERIAŁ I METODY

M ateria ł stanowiło 8 kró lików  p t z typow ym i ob jaw am i k lin icznym i 
oraz 7 królików  zdrow ych spoza s tada pt. B adania przeprow adzono w  14, 
28 i 90 dniu życia oraz u dorosłych królików. K rólik i p t  i kon tro lne  zdro
we by ły  hodowane w takich sam ych w arunkach . Do bad ań  pobierano 
w ycinki z przedniego odcinka spoidła wielkiego przeciętego w  linii po- 
środkowej. M ateria ł u trw alano  i p rzygotow yw ano do badań  w  m ikrosko
pie elek tronow ym  w tak i sam sposób, jak  uprzednio  do badania  nerw^u 
wzrokowego (Taraszewska, Zelm an 1985). Zdjęcia w ykonyw ano  w  m ikro
skopie elek tronow ym  JE M  100B. Do obliczeń przygo tow yw ano  z każdego 
p rzypadku  10 e lek tronogram ów  w pow. 18 ООО X, na  k tó ry ch  liczono w łók
na  zmielinizowane i n iezm ielinizowane oraz określano ich wielkości w e
dług średnicy aksonu, i 12 e lek tronogram ów  w  pow. 40 000 X , n a  k tó ry ch  
liczono blaszki m ielinow e w osłonkach w łókien zmielinizowanych, okreś
la jąc  również wielkość tych włókien. Dla określenia w ielkości w łókien 
posługiwano się przezroczystą kliszą z naniesionym i p rofilam i aksonów 
o średnicy 0,3, 0,5, 0,7, i 1,0 fim, k lasyfiku jąc  w szystkie liczone w łókna do 
odpowiedniego przedziału  wielkości. O dsetki obliczano oddzielnie dla każ
dej g rupy  włókien od liczb uzyskanych  z całego m ate r ia łu  w  danym  w ie
ku. Analizę sta tystyczną  o trzym anych  w yników  przeprow adzono przy  
użyciu tes tu  „ u ” (Sawicki 1974), porów nując  odsetki w łókien tej samej 
wielkości u królików  p t  i u k o n tro lnych  w  tym  sam ym  wieku.

WYNIKI

Większość włókien w  spoidle w ielkim  kró lików  14- i 28-dniowych 
stanow ią drobne aksony o średnicy  do 0,3 ц т  i od 0,3 do 0,5 ц т  (tab. 1). 
U królików  w w ieku 14 dni nie s tw ierdzono s ta tystycznie  znam iennych  
różnic między odsetkam i w łókien w poszczególnych g rupach  ich w iel
kości pomiędzy m ate r ia łem  p t i kon tro lnym . N atom iast u k ró lików  p t  
w  w ieku  28 i 90 dni oraz u dorosłych w ykazano  znacznie wyższe niż 
w  kontro li odsetki w łókien na jd robn ie jszych  o średnicy  do 0,3 ц т .  R ów 
nocześnie u kró lików  p t  w  w ieku 28 i 90 dni obserw uje  się obniżenie 
odsetków włókien większych o średnicy  od 0,3 ц т  do 0,5 ц т  i od 0,5 um  
do 0,7 ijm, a w w ieku  90 dni również od 0,7— 1,0 um, w po rów nan iu  z m a
teria łem  kontro lnym . P ostępu jący  w raz  z w iekiem  w zrost odsetków  
w łókien większych o średnicy powyżej 0,5 ц т  i zm niejszanie się odsetka 
włókien najd robn ie jszych  o średnicy  do 0,3 ;дт jes t  w yraźn ie  widoczne 
u królików  kon tro lnych  tylko pomiędzy 28 i 90 dniem  życia, podczas gdy 
u królików  p t w ystępu je  również po 90 dniu  życia i różnice odsetków 
tych  włókien są widoczne w w ieku  dorosłym.

Aksony spoidła wielkiego u 14-dniowych kró lików  obu g rup  są n ie
zmielinizowane, z w y ją tk iem  pojedynczych włókien o ś rednicy  powyżej
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Tabela 1. Rozkład odsetkowy włókien według średnicy aksonów w spoidle wielkim królików pt i w kontroli 
Table 1. Percentage distribution ol fibres according to axon diameters in corpus callosum of pt and control rabbits

Królik Wiek
Liczba

zwierząt
Średnica aksonów (jxm) 

Axon diameter (y.m)

Liczba liczonych 
włókien

Rabbit Age No. of 
animals <  0,3 >  0 ,3-0,5 >  0 ,5-0,7 >  0,7-1 ,0 >  1,0

Number of counted 
fibres

14 dni
days

1 54,2 39,3 6,1 0,3 0,1 1165

Pt
28 dni 

days
2 73,2* 22,6* 2,5* 1,0 0,6 9765

90 dni
days

2 42,8* 33,3* 11,3* 8,8* 3,8 4434

dorosłe
adults

3 23,5* 28,9 24,9 14,8 7,9 3689

14 dni 
days

1 49,6 44,8 7,8 0,5 0,2 998

kontrola
control

28 dni 
days

2 59,3 29,3 5,6 3,7 2,1 7425

90 dni 
days

2 10,1 42,5 22,3 17,1 8,0 2982

' dorosłe
adults

2 14,8 28,2 29,3 17,2 10,5 2062

* Statystycznie istotna różnica w porównaniu z kontrolą w teście ,,u” (a =  0,05)
* Significant difference in comparison with control according to ,,u” test (a =  0.05)
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Tabela 2. Odsetki zmielinizowanych włókien w spoidle wielkim królika pt i w kontroli 
Table 2. Percentage of myelinated axons in corpus callosum of pt and control rabbits

Królik
Rabbit

Wiek
Age

Liczba
zwierząt

Średnica aksonów (^m) 
Axon diameter (;a.m)

Odsetek włókien 
Percent of fibres

niezmielini- 
zmielinizo- ,No. of 

animals <  0,3 >  0,3-0 ,5  >  0 ,5-0,7 >  0 ,7-1,0 >  1,0
wanych

myelinated

zowanycn
unmyelina

ted

14 dni 
days

1 0,0 0,0 1,4 0,0 0,0 0,09 99,91

Pt
28 dni 

days
2 0,1 3,7* 42,1* 76,5* 100,0 3,3* 96,7

90 dni 
days

2 0,5* 22,7* 67,4* 88,5* 98,2 27,0* 73,0*

dorosłe
adults

3 18,2* 75,0* 95,2* 100,0 100,0 74,4* 27,6*

14 dni
days

1 0,0 0,0 1,3 12,5 50,0 0,3 99,7

kontrola
control

28 dni 
days

2 0,0 9,2 60,3 93,4 100,0 11,6 88,4

90 dni 
days

2 48,5 95,3 99,5 100,0 100,0 92,7 7,3

dorosłe
adults

2 55,2 91,6 98,3 100,0 100,0 90,5 9,5

* Statystycznie istotna różnica w porównaniu z kontrolą w teście ,,u” (a =  0,05)
* Significant difference in comparison with control according to “u” test (a =  0.05)
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Tabela 3. Średnia liczba blaszek mielinowych w osłonkach włókien zmielinizowanych w spoidle wielkim królika pt i w kontroli 
Table 3. Average number of myelin lamellae per sheath in the myelinated axons in corpus callosum of pt and control rabbits

Królik
Rabbit

Wiek
Liczba

zwierząt
Średnica aksonów ([J.m) 
Axon diameter (|xm)

Liczba badanych 
włókien

Age No. of 
animals <  0,3 >  0,3-0 ,5  >  0,5-0,7 >  0 ,7-1,0 >  1.0

Number of fibres 
examined

28 dni 
days

2 5,0 5,1 5,8 6,5 6,5 135

Pt 90 dni
days

2 — 4,2 4,5 5,1 6,5 167

dorosłe
adults

3 6,3 6,5 7,6 9,1 10,2 716

kontrola
28 dni 

days
2 — 6,0 6,6 7,5 7,3 267

control 90 dni 
days

2 6,5 6,3 6,7 7,8 9,7 322

dorosłe
adults

2 6,0 6,8 7,6 9,2 12,6 493
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Tabela 4. Odsetki zmielinizowanych włókien z bardzo cienkimi osłonkami (<  5 blaszek) w spoidle wielkim królika pt i w kontroli 
Table 4. Percentage of myelinated fibres with extremely thin myelin sheaths (<  5 lamellae) in corpus callosum of pt and control rabbits

Królik Wiek
Liczba

zwierząt

Średnica aksonów (um) 
Axon diameter ([am)

Odsetek włókien 
z liczbą blaszek 

Percent of fibres with 
number of myelin lamellae 

< 5  > 5
Rabbit Age No. of 

animals <  0,3 > 0 ,3 - 0 ,5  > 0 ,5 - 0 ,7 >  0,7-1 ,0 >  1,0

28 dni 2 50,0 48,0* 39,5* 16,2 26,9* 32,6* 67,4*

Pt
days 

90 dni 2 _ 66,7* 60,0* 37,7* 28,6* 38,9* 61,1*
days

dorosłe 3 26,7* 15,4* 7,1* 3,5* 9,1* 10,1* 89,9*
adults
28 dni 2 — 11,1 13,5 8,0 5,9 9,7 90,3

kontrola
days 

90 dni 2 12,5 19,0 4,6 0,9 0,0 4,0 96,0
control days

dorosłe 2 7,3 8,0 1,4 0,0 0,0 2,8 97,2
adults

* Statystycznie istotna różnica w porównaniu z kontrolą w teście ,,u” (a =  0,05)
* Significant difference in comparison with control according to “u” test (a =  0.05)
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Rye. la. Dorosły królik kontrolny w wieku 3 lat. Zmielinizowane włókna różnego 
kalibru i nieliczne drobne aksony niezmielinizowane. Osłonki mielinowe regularnej

grubości. Pow. 33350 X 
Fig. la. Adult control rabbit aged 3 years. Myelinated fibres of various caliber and 
a few unmyelinated small axons. Regular thickness of the myelin sheaths. X 33350 
Rye. lb. Dorosły królik pt w wieku 3 lat. Grubość osłonek mielinowych zróżnico
wana we wrłóknach tego samego kalibru. Widoczne włókno z nieprawidłowo grubą 

osłonką mielinową i liczne niezmielinizowane aksony. Pow. 33350 X 
Fig. lb. Adult pt rabbit aged 3 years. Various thickness of the myelin sheaths in 
fibres of the same caliber. Among nerve fibres one with abnormally thick myelin 

sheath. Numerous axons are unmyelinated. X 33350
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0,5 |лш (tab. 2). W 28 dniu życia m ielin izacja aksonów o średnicy  powyżej 
0,5 |um jest już zaaw ansow ana, w  tym  w szystkie w łókna powyżej 1,0 цш 
są zmielinizowane u królików pt, podobnie jak  w kontroli, na tom iast 
w  pozostałych grupach  wielkości aksonów odsetki zm ielinizowanych w łó
kien u królików  p t są znacznie niższe. U kon tro lnych  k ró lików  w  w ieku 
90 dni wysokości odsetków zm ielinizowanych włókien są podobne jak  
u dorosłych. Dane te w skazują, że u 3-miesięcznych kró lików  mielinizacja 
spoidła wielkiego jest p raw ie  zakończona, ale około 45%  drobnych  akso
nów o średnicy do 0,3 urn pozostaje niezm ielin izow anych w wieku do
rosłym. U kró lików  pt w w ieku  90 dni i u dorosłych odsetki zmielinizo
w anych  włókien są niższe niż w kontroli, z w y ją tk iem  włókien powyżej 
1,0 jam (u dorosłych również od 0,7— 1,0 [xm), przy czym najw iększe róż
nice dotyczą grup  aksonów o średnicy 0,3 i od 0,3 do 0,5 ,um. W m a
teriale 90-dniowych królików  pt odsetek  zm ielinizowanych włókien 
o średnicy ^  0,3 iim wynosi zaledwie 0,5%, a w łókien o średnicy  od 0,3 
do 0,5 |im —  22,7%, podczas gdy w  kontro li  odsetki te wynoszą odpo
wiednio 48,5 i 95,3%>. Ogólne odsetki w łókien zm ielinizowanych są niższe, 
a n iezm ielinizow anych wyższe u kró lików  pt niż w kontroli  we w szyst
kich grupach  w ieku i różnice te są s ta tystycznie  istotne.

Średnie liczby blaszek m ielinow ych dla włókien wszystkich  kalib rów  
są niższe u królików  p t niż u k o n tro lnych  w w ieku  28 i 90 dni, p rzy  
czym większe różnice są widoczne w 90 dniu życia (tab. 3). U dorosłych 
królików pt i kontro lnych  średnie liczby blaszek m ielinow ych są podob
ne, z w y ją tk iem  g rupy  włókien o średnicy  powyżej 1,0 [im z nieco n iż
szą średnią liczbą blaszek w m ater ia le  pt.

Osłonki mielinowe, w k tó rych  liczba blaszek m ielinow ych jest m n ie j
sza niż 5, w ys tępu ją  częściej w m ater ia le  królików  p t niż w k on tro lnym  
(tab. 4). Najw yższe odsetki włókien z tak  cienkimi osłonkam i stw ierdzono 
u 3-miesięcznych królików  pt. Również u dorosłych kró lików  p t włókien 
tych jest znacznie więcej niż w kontroli,  mimo że średnie liczby blaszek 
m ielinow ych są podobne. Rozbieżność ta w ynika  z dużego zróżnicowania 
grubości osłonek mielinow ych we w łóknach  tego samego ka lib ru  u k ró 
lików p t (ryc. la - lb ) ,  co powoduje, że pojedyncze w łókna z bardzo g ru 
bym i osłonkami w pływ ają  na podwyższenie średnie j liczby blaszek m ie 
linowych u m utan ta .

OMÓWIENIE

Wielkość aksonów odgryw a isto tną  rolę w procesie mielinizacji, za
równo w ośrodkowym, jak  i w obw odow ym  układzie n e rw o w y m  (M at
thew s 1968; F riede 1972; Rem ahl, H ildebrand  1982). W badaniach na  
różnych ga tunkach  zw ierząt wykazano, że duże aksony m ielin izują  się 
najw cześniej, po czym nas tępu je  okres in tensyw nej m ielinizacji aksonów  
o coraz m niejszych średnicach aż do tzw. k ry tyczne j wielkości, k tó rą
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aksony muszą osiągnąć przed zapoczątkow aniem  ich mielinizacji. W edług  
W ax m an a  i Swadlowa (1976) oraz Wigginsa i wsp. (1985) na jm nie jsza  
średn ica  zmielinizowanych aksonów w spoidle w ielk im  wynosi około 
0,3 [im i dane te są zgodne z naszym i obserwacjami.

Z badań  przeprow adzonych na spoidle wielkim  w ynika, że u m u tan ta  
p t  kolejność m ielinizowania się aksonów w zależności od ich wielkości 
jest zachowana. Wczesne s tad ium  mielinizacji dużych aksonów jest n a j 
m niej zaburzone, na tom iast najw iększe zmiany w y s tęp u ją  w przebiegu 
m ielinizacji drobnych aksonów o średnicy poniżej 0,5 ц т .  W porów nan iu  
z poprzednio badanym  nerw em  w zrokow ym  (Taraszewska, Zelman 1985), 
zaburzenia  mielinizacji w spoidle w ielkim  są bardziej nasilone, co łączy 
się z różnicą wielkości włókien w obydw u s tru k tu rach .  W spoidle w ie l
k im  w ystępu je  więcej włókien małego kalib ru  i no rm aln ie  pew na ilość 
d robnych  aksonów pozostaje niezmielinizowana.

U ko ta  odsetek niezm ielinizowanych aksonów w  części przedniej spo
idła wielkiego wynosi około 15— 20°/o (Remahl, H ildebrand  1982). W  p ła 
cie spoidła wielkiego u kró lika  niezmielinizowajie aksony stanow ią około 
45%  wszystkich  włókien, a ich średnica waha się od 0,08 do 0,6 ц т ,  pod 
czas gdy średnica włókien zm ielinizowanych wynosi od 0,3 do 1,85 ц т  
(W axm an, Swadlow 1976). W naszym  m ateria le  u dorosłych kró lików  
kon tro ln y ch  aksony o średnicy ^  0,3 um stanowią około 15°/o w szystkich  
włókien i praw ie połowa ich jest niezmielinizowana. Znacznie wyższe 
odsetki aksonów o średnicy ^  0,3 ц т  w ystępu ją  natom iast  u kró lików  pt, 
u k tó ry ch  równocześnie odsetki w łókien większych są obniżone w  po
rów nan iu  z kontrolą  we w szystkich  grupach  wieku, z w y ją tk iem  k ró li
ków  14-dniowych.

W yniki te wskazują na  opóźnienie i zaham owanie w zrostu  aksonów 
w  spoidle wielkim  u m u tan ta  pt. Z aburzenia w e wzroście aksonów w y 
s tęp u ją  równolegle z zaburzeniam i mielinizacji, natom iast  nie są widocz
ne w  okresie prem ielin izacyjnym . Mielinizacja m ałych  aksonów przebie
ga u m u tan ta  p t z w yb itn y m  opóźnieniem. Najw iększe różnice w odset
kach  zmielinizowanych aksonów między k ró likam i p t  i k o n tro lnym i 
obserw uje  się w wieku 90 dni i dorosłym  w grupie aksonów o ś rednicy  
poniżej 0,5 ц т .  U dorosłych królików  p t w ystępu je  znam iennie mniej 
w łókien zm ielinizowanych w porów naniu  z kontrolą. W yniki te św iad
czą o zaham ow aniu  procesu mielinizacji, szczególnie d robnych  włókien 
w  spoidle w ielkim  u m u tan ta  pt.

U innych m utan tów  z hipomielinizacją ośrodkowego uk ładu  n e rw o 
wego n iek tóre  obserwacje w skazują na podobne zróżnicowanie nasilenia 
zm ian w zależności od s tru k tu ry .  U m yszy Q uaking badanych  w  wieku 
dorosłym  stwierdzono znacznie m niejszy stopień mielinizacji w spoidle 
przedn im  i w  spoidle w ielkim  niż w nerw ie  w zrokow ym  i rdzeniu  k rę 
gow ym  (Friedrich  i 974). U m yszy J im p y  obserwowano opóźnienie w zro
stu  aksonów i gorszą mielinizację m ałych  aksonów w nerw ie  w zrokow ym
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(W ebster i wsp. 1976) oraz w spoidle w ielkim  (Robain, M andel 1974). 
W ym ienieni au torzy  zw raca ją  również uwagę n a  większe nasilenie zmian 
w później m ielin izu jącym  się spoidle w ielkim  niż w rdzeniu.

S tw ierdzona w naszych badaniach zależność pomiędzy zaburzeniam i 
mielinizacji a wielkością aksonów przem aw ia za udziałem  aksonów w  pa- 
tomechanizmie tych zaburzeń  u m u tan ta  pt. W ielu  au torów  jest zgodnych 
co do tego, że same w y m ia ry  aksonu nie są decydującym  czynnikiem  dla 
zapoczątkowania procesu tw orzenia osłonki m ielinow ej (Friede 1972; 
Rehmal, H ildebrand  1982), ale inne czynniki w iążące się ze s tanem  doj
rzałości aksonu i s t ru k tu ra ln y m i i chem icznym i właściwościami b łony 
aksonalnej s tanow ią wTłaściwy sygnał do rozpoczęcia mielinizacji dla 
kom órek oligodendrogleju. Wcześniejsze badania  w  m ikroskopie św ietlnym  
w skazują, że u m u ta n ta  p t  w ystępu ją  nieswoiste zm iany w  neu ronach  
ośrodkowego uk ładu  nerwowego, polegające m.in. na zm niejszeniu  ilości 
tigroidu w cytoplazmie kom órek  nerw ow ych  w e wczesnym  okresie roz
woju (Taraszewska, Osetowska 1975; Taraszewska, Zelm an 1981). 
Uwzględniając w yn ik i  dotychczasowych badań  m ożna przypuszczać, że 
h ipomielinizacja u  k ró lików  p t  jest nie tylko w ynik iem  niewydolności 
kom órek oligodendrogleju i niedostatecznego w y tw arzan ia  przez nie m ie
lm y (Taraszewska 1983), ale wiąże się praw dopodobnie ze zm ianam i do
tyczącymi również aksonów.

Przeprow adzone badania  m orfom etryczne w ykazały , że ilość tw orzo
nej m ieliny jest u m u ta n ta  p t  zmniejszona. W yn ika  to zarówno ze zm niej
szenia ogólnej ilości zm ielin izow anych włókien, jak  i ze zm niejszenia g ru 
bości osłonek m ielinow ych i n iew ątp liw ie  świadczy o n iepraw id łow ej czyn
ności kom órek oligodendrogleju. W spoidle w ielk im  kró lika  p t  około 
40%  osłonek w  okresie t rw an ia  m ielinizacji i około 10% po jej zakończe
niu  (u dorosłych m utan tów ) zaw iera zaledwie 2— 4 blaszki mielinowe. 
We w łóknach z tak  cienkimi osłonkam i w ys tępu je  zaburzenie p raw id ło 
wej relacji pom iędzy grubością osłonki m ielinow ej a wielkością aksonu 
(Hildebrand, H ahn  1978), k tó re  może wiązać się z is tn ieniem  n iep raw id ło 
wości w sam ym  aksonie jako czynniku k o n tro lu jący m  grubość osłonki 
mielinowej. W yniki dotychczasow ych badań nie pozw alają na  rozstrzyg
nięcie, w  jak im  stopniu  za hipomielinizację u m u ta n ta  p t  jes t  odpow ie
dzialne upośledzenie funkcji kom órek  oligodendrogleju w  tw orzen iu  osło
nek  m ielinowych, a w jak im  stopniu  zaburzenia ze s trony  sam ych akso
nów w kon tro low aniu  procesu mielinogenezy.

MORPHOMETRIC STUDIES ON MYELIN DEVELOPMENT IN PT RABBITS
II. CORPUS CALLOSUM

S u m m a r y

The studies were performed on the anterior part of the corpus callosum in 
developing (14-, 28-, and 90-day-old) and adult pt as well as control rabbits. 
Distribution of fibres according to the axons’ diameters, numbers of myelinated
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fibres, average numbers of myelin lamellae and numbers of fibres with myelin  
sheaths cotaining less than 5 lamellae were counted on electron micrographs.

It was found that in the premyelination stage (14-day-old rabbits) distribu
tion of axons according to the diameter is similar in the corpus callosum of pt 
and control rabbits. In the myelination period significantly higher percentages 
of axons with the diameter of ^  0.3 um and slower increase of larger size axons 
were found in pt rabbit indicating the disturbed axonal growth. Sequence of 
myelination depending on the axons’ size is similar in both animals groups. In 
pt rabbits progress of myelination is markedly slowed, its duration prolonged and 
percentages of myelinated fibres are significantly decreased. These abnormalities 
concern mostly of axons with the diameter less than 0.5 um, which become 
myelinating at latest stage. Decreased percentages of myelinated axons in adult 
pt rabbits indicate an arrest of myelination of small axons, whereas the num
bers of myelinated larger axons do not show essential differences between pt and 
control rabbits. But in pt rabbits, in all groups of axons sizes numbers of fibres 
with very thin myelin sheaths (2—4 lamellae) were markedly increased.

The obtained results indicate the relationship between disturbed myelin de
velopment and the axons size in pt rabbit and the possible participation of axon 
in the pathomechanism of these disturbances.

МОРФОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ПРОЦЕССА МИЕЛИНИЗАЦИИ 
В МОЗГУ КРОЛИКА „пт” II. МОЗОЛИСТОЕ ТЕЛО

Резюме

Электронномикроскопически исследовалась передняя часть мозолистого тела у кроли
ков ,,пт” и контрольных в возрасте 14, 28 и 90 дней, а также у взрослых кроликов. У кроли
ков „пт” и контрольных в том же возрасте сравнивался процентный спектр диаметра во
локон и процент миелинизированных волокон, среднее количество млелиновых бляшек 
и процентный состав волокон с тонкими миелиновыми оболочками (образованными менее 
чем 5 бляшками). В премиелинизационном периоде у кроликов в возрасте 14 дней нет раз
ницы в величине аксонов мозолистого тела кроликов „пт” и контрольных. В миелинизацион- 
ном периоде и после его окончания у кроликов „пт” наблюдался знаменательно высший 
процент мелких аксонов с диаметром <  0,5 мм и меньшее увеличение процента более круп
ных волокон по сравнению с контрольным материалом. Эти изменения свидетельствуют 
о нарушении возрастания аксонов у кроликов „пт”. Последовательность миелинизации 
аксонов в зависимости от их диаметра похожая у мутанта „пт” и в контрольных случаях, 
но прогресс миелинизации замедленный, её течение продленное, а процент миелинизирован- 
ных аксонов знаменательно низший у кроликов „пт”, чем у контрольных кроликов.

Самая большая интенсивность этих изменений найдена в группе мелких аксонов с диа
метром < 0,5 мм, которые миелинизируются позже всего. У взрослых мутантов „пт” удер
живалось значительное понижение процента миелинизированных волокон с диаметром 
< 0 ,5  мм, свидетельствующие о замедлении миелинизации мелких аксонов. Наоборот, 
количество миелинизированных крупных аксонов у взрослых кроликов „пт” почти правиль
ное. Вместо того, во всех группах величины аксонов у мутанта „пт” наблюдается значительно 
больше волокон с очень тонкими оболочками (2—4 миелиновые бляшки). Полученные ре
зультаты свидетельствуют о зависимости расстройствия миелинизации и величины диа
метра аксонов и, возможно, роли аксонов в патомеханизме этих нарушений у мутанта „пт”.
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One of the  most controversial question in the field of dem yelinating  
disease involves the en tire  problem  of cerebral diffuse sclerosis. The 
designation of diffuse sclerosis was confusing just  at the beginning o f 
its h is to ry  owing to the fact, that  in the original papers  of Schilder 
(1912, 1913, 1924) th ree  d ifferen t morbid entities w ere  described u n d er  
the n am e of diffuse periaxonal encephalitis. They included: diffuse m y -  
elinoclastic sclerosis —  tru e  Schilder’s cerebral sclerosis, subacute  scle
rosing panencephalitis  of Van Bogaert type and the case of a not s tr ic t ly  
classified leukodystrophy. For this reason m any  au thors  have continued 
to use erroneously  the designation of diffuse sclerosis and Sch ilder’s 
disease as synonym s.

The situation  has recently  become still more com plex af te r  descrip
tion of adrenoleukodystrophy, which cannot be easily d iffe ren tia ted  
clinically and  morphologically  from  a condition represen ting  Sch ilder’s 
m yelinoclastic diffuse sclerosis (Poser 1985). Thus, according to the la t te r  
au thor,  several cases described in the l i te ra tu re  as S ch ilder’s disease 
rep resen t  in fact typical cases of adrenoleukodystrophy , w ith  the p re 
sence of “need le - like” inclusions w ithin b ra in  macrophages.

An o th er  problem  rep resen ts  w ha t is called transit ional sclerosis, 
being pathologically  in in te rm edia te  position betw een typical dissem ina
ted m ultip le  sclerosis and myelinoclastic diffuse sclerosis. Discussing 
there fore  the  above p resented  question, we report two d iffe ren t cases of 
diffuse sclerosis, s tudied by light and electron microscopy, as well as by 
chemical m ethods.

Description of cases

Case 1. A 8-year-old boy was adm itted  to the hospital for evaluation 
of regressive behaviour and epileptic fits. His ea rly  developm ent w as  
norm al, bu t a f te r  the age of 7 years educational handicap become evident

http://rcin.org.pl



456 M. Wender et al.

and generalized m otor seizures occurred. Results  of tests of visual func
tion showed severe loss of vision. R ight-sided m otor abnorm alities  w ith  
spasticity  and Babiński sign w ere  noted. The total pro te in  level in the 
cerebrospinal flu id  was slightly  elevated  w ith  IgG level of 12 mg/di. 
Measles t i tre  in se rum  was 1:8. EEG show ed diffuse slowing into the 
the ta  and delta  range. D uring  the n ex t  12 m onths  he developed spastic 
ataxia, he ceased to speak b u t  cried spontaneously  and  in term itten tly . 
Pneum onia  and  sepsis developed and the p a t ien t  died. There w as no 
fam ily h is tory  of neurologic o r psychiatric  disease. Details of clinical and 
labora to ry  findings are p resen ted  e lsew here (P ruchn ik -G rabow ska  et 
al. 1984).

Case 2. A 10-year-old boy developed no rm ally  un ti l  the age of 9 years, 
despite of m ild r ig h t  hemiparesis, observed from  birth . In the las t th ree  
years  he sporadically  show ed generalized m otor seizures. D uring  the 
last few  m onths some visual im pairm en t and  gait d is turbances developed. 
There  w as no fam ily  h is to ry  of neurologic diseases or developm ental 
disturbances. Physical exam ination  showed severe loss of vision, r igh t-  
-sided spastic hemiplegia, and  m arked  gait disturbances. T here w ere  no 
indications of adrena l involvem ent. The cerebrospinal flu id  showed slight 
e levation of the total p ro te in  level. Measles t i te r  in the serum  w as 1:16. 
EEG showed b ila te ra l  diffuse slowing into the delta  range. In the sub 
sequent 13 m on ths  the pa t ien t  de ter io ra ted  progressively  into the apallic 
syndrom e and died w ith  sym ptom s of sepsis.

F indings in com puter-assis ted  tom ography

Case. 1. C ereb ra l  w hite  m a t te r  hypodensity  was no ted  sym m etrica lly  
in both parie ta l  lobes in p a rav en tr icu la r  region. CT-scan repea ted  af te r  
two m onths revealed  developm ent of hypodensic lesions in the occipital 
lobes.

Case 2. In bo th  hem ispheres C T-scanning dem onstra ted  hypodensic 
areas 24-26 H.u. in the w hite  m a t te r  of occipital, p ar ie ta l  and tem poral 
lobes (Fig. 1). Focal area of decreased a ttenua tion  w as ev ident in the  
region of the left  in te rna l capsula.

Pathological findings

Case 1. Im p o rtan t  findings a t general au topsy  included p u ru len t  t ra -  
cheobronchiolitis and  p u ru len t  in flam m ation  of the u r in a ry  tract.

In the brain, m ark ed  softening of the w hite  m a t te r  w as no ted  in both  
hem ispheres, ex tend ing  posteriorly  from  the an ter io r  pole of the caudate 
nucleus to the occipital lobes. In the  occipital pole the  w hite  m a t te r  was 
grey and  firm.

Case. 2. A utopsy  was lim ited  to the brain. Serial coronal sections of 
the b ra in  showed an im mense a rea  of decoloration of the en tire  w hite
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Fig. 1. CT-scan demonstrating hypodensic areas in the white matter of both he
mispheres in a case of adrenoleukodystrophy 

Rye. 1. Badania KT wykazujące ogniska hypodensyjne w  istocie białej obu półkul 
mózgu w przypadku adrenoleukodystrofii

m atte r ,  sparing only  the n a r ro w  subcortical bands, s ta r t ing  from  the 
p os terio r  p a r t  of the fronta l lobes and ex tend ing  into parie ta l,  tem poral 
and occipital lobes. In the infer ior p a r t  of the pons and in the an ter io r  
p a r t  of the oblongate m edulla  a t r in g u la r  grey ish  area  was observed.

L ight microscopy

The following par ts  of the  brain: parie tal,  tem pora l and  occipital 
lobes, cerebellum , pons and  oblongate m edulla  w ere  studied.

Case 1. L ight microscopic exam ination  revealed  in parie ta l,  tem pora l 
and occipital lobes the progressing dem yelination  of the w hite  m a t te r  
(Fig. 2), sparing  “U ” fibers. The dem yelination  was associated w ith  dense 
p er ivascu la r  lym phocytic infiltra tes. Among these cells, some p lasm a 
cells and  large distended m acrophages containing sudan-positive deposits 
w ere  observed. In areas undergoing dem yelination  m an y  reactive  as tro 
cytes w ere  seen showing nuc lea r  p leom orphism  and  ab u n d an t  eosino
philic cytoplasm. The m arg ina l glial w all was only m od era te ly  p ronoun
ced. In the  occipital lobes some f ib r il la ry  gliosis was visible. Secondary  
degenera tion  of pyram idal trac ts  w as disclosed. Some cortical neurocytes  
exh ib ited  signs of chronic or ischemic degeneration.

Case 2. Microscopic sections showed ex tensive  progressing dem yelina
tion  th roughou t the w hite  m a t te r  of the b ra in  (Fig. 3). A separa te  de-
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Fig. 2. Diffuse demyelination of cerebral white matter in a case of Schilder’s
disease. X 3

Ryc.  2. Rozlana demielinizacja mózgowej istoty białej w przypadku choroby Schil-
dera. Pow. 3 X

Fig. 3. Extensive demyelination in the cerebral white matter in a case of adreno-
leukodystrophy

Ryc.  3. Rozległa demielinizacja mózgowej istoty białej w przypadku adrenoleuko-
dystrofii
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Fig. 4. 

Ryc.  4. 

Fig. 5. 

Ryc. 5.

Demyelination plaque in the pons in a case of adrenoleukodystrophy.
X 15

Ognisko demielinizacji w moście w przypadku adrenoleukodystrofii. Pow.
15 X

Perivascular infiltrates at the border line of demyelination occurring in 
a case of adrenoleukodystrophy. Nissl 

Nacieki okołonaczyniowe na granicy pola demielinizacji w przypadku adre
noleukodystrofii. Nissl
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m yelination  plaque was noticed in the pons (Fig. 4). In regions of active 
dem yelination (Fig. 5), s trik ing  per ivascu lar  in f i l tra tes  of m ononuclears  
w ere  seen as well as ab u n d an t  m acrophages contain ing sudan-positive 
m ater ia l  and pro lifera ting  astrocytes. Several cortical neu rocy tes  de
generated.

E lectron microscopy

In both  two cases electron microscopy studies w ere  perfo rm ed  on 
w hite  m a t te r  specimens obtained at au topsy  from  all above m entioned 
p a r ts  of the brains. The dea th -au topsy  in terva l was 6 hours  in both  ca
ses; the first two hours  the bodies w ere  k ep t  in room  tem p era tu re ,  then 
w ere  tran sfe rred  into cold storage. The sam ples obta ined  a t  au topsy 
w ere  im m edia te ly  im m ersed  into cold p ara fo rm a ld eh y d e-g lu ta ra ld eh y d e  
pH  7.4, K arnovsky  fixing solution for 6 hours, and  then  w ashed  over
n igh t  in cold cacodylate buffer  at pH 7.4. This w as followed by  1 hour 
fixation in 1% buffered  osmium te trox ide , dehydration  and  embedding 
in Epon. The u l t ra th in  sections w ere  s tained  w ith  u ran y l  aceta te  and 
lead  c itra te  and  exam ined  in a 7A JE M  electron microscope.

Case 1. Sch ilder’s disease:
The w hite  m a t te r  taken  from  the m ost severely  affected areas of the

Fig. 6. Overview of the border of the demyelination area in a case of Schilder’s 
disease. Variations of myelin thickness are visible. Extracellular spaces are wide

ned in some places (ES). X 2100 
Rye.  6. Obrzeża pola demielinizacji w  przypadku choroby Schildera. Widoczna jest 
różna grubość zachowanych osłonek mielinowych, miejscami powiększenie prze

strzeni pozakomórkowych (ES). Pow. 2100 X
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bra in  as alm ost completely devoid of myelin sheaths, axons and  oligo- 
dendroglia cells. The rem ain ing  m yelin shea ths  dem onstra ted  vacuolar 
changes and dissociation of m yelin  lamellae. The ex trace l lu la r  spaces 
w ere w idened (Fig. 6). A xonal degenera tion  consisting of g ran u la r  disin
tegra tion  of the  axoplasm and some aggregation of m itochondria  and 
electron-dense bodies was also visible (Figs 6, 7, 8). A strocytes w ere

Fig. 7. Case of Schilder’s disease. Hypertrophied perivascular astrocyte with cyto
plasm filled with dense bodies and gliofibrils. Astrocytic processes penetrate mas

ses of degenerating myelin. Naked axons (A) are also visible. X 5700 
Rye.  7. Przypadek choroby Schildera. W cytoplazmie hipertroficznego okołonaczy- 
niowego astrocyta widoczne są liczne gęste ciałka i filamenty glejowe. Wypustki 
astrocytarne widoczne są pośród skupisk rozpadającej się mieliny oraz pojedyn

czych aksonów pozbawionych osłonki (A). Pow. 5700 X

h yper troph ied  (Fig. 7) and contained num erous  m itochondria  and ribo
somes in per icarya  as well as ab u n d an t  in te rm ed ia te  filam ents  in cell 
processes (Figs 7, 8). Lipid droplets  (Fig. 8) and  m yelin  debris  (Fig. 9) 
w ere  often spotted w ith in  cytoplasm  of these cells. The dem yelinated  
areas  were searched  for the presence of cytoplasmic needle-like  inclu
sions in m acrophages, bu t  such s t ru c tu re s  w ere no t  found.

Case 2. Adrenoleukodystrophy:
The white  m a t te r  was almost com pletely  devoid of m yelin  shea ths  and 
contained a b u n d a n t  m yelin debris. The produc t of m yelin  breakdow n 
w ere  often seen in astroglial cytoplasm  between bundles  of in term ediate  
filam ents (Fig. 10). M any m acrophages w ere  seen (Fig. 12) containing
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Fig.  8. Case of Schilder’s disease. Hypertrophied astrocyte. Cytoplasm contains 
bundles of intermediate filaments (f), dense bodies (d) and lipid droplet (1). Diffe

rent stages of myelin degeneration are visible. X 12800 
Rye.  8. Przypadek choroby Schildera. Przerosły astrocyt. W cytoplazmie obecne są 
wiązki filamentów glejowych (f), ciałka gęste (d) i kropla lipidowa (1). Rozpad 

mieliny o różnym stopniu zaawansowania. Pow. X 12800
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Fig. 10. Within astrocytic cytoplasm in between distended endoplasmic reticulum  
(ER) and numerous bundles of intermediate filaments (GF) osmophilic myelin 
debris are visible. Inclusion consisting of two leaflets separated by an electron- 
-lucent space is better visible on a magnified inset (arrow). Two similar structures 
in close neighbourhood marked by asterisk. Case of adrenoleukodystrophy. X 21000,

inset X 44000
Rye.  10. W cytoplazmie astrocyta pomiędzy rozdętymi kanałami siateczki śród- 
plazmatycznej (ER) i licznymi włóknami glejowymi (GF) widoczne osmofilne pro
dukty rozpadu mieliny. Powiększony fragment uwidacznia wtręt w postaci parzy
stych blaszek ograniczających elektronooptycznie jasną przestrzeń (strzałka). Znaj
dujące się w  pobliżu dwie podobne struktury oznaczone gwiazdką. Przypadek 

adrenoleukodystrofii. Pow. X 21000, fragment — pow. 44000 X

osmiophilic f ragm en ts  of degenera ted  myelin  and  variab le  n u m b er  of 
needle-like  inclusions composed of paired  e lec tron-dense leaflets. These 
profiles  w ere  sca tte red  o r occasionally aggregated into sheaves (Figs 11, 
12, 13). Some of them  w ere  su rrounded  by an e lec tron-lucen t spaces 
(Fig. 13). R are ly  these inclusions w ere  seen in the astrocytic  cytoplasm  
(Fig. 10), b u t  none w ere found in oligodendroglia cells.

Fig. 9. Within cytoplasm containing bundle of intermediate filaments an accumula
tion of osmiophilic material is visible. Although most of it has an amorphous ap
pearance, the lamellar structure is partly retained (arrow). Case of Schilder’s

disease. X 27000
Rye.  9. W cytoplazmie obok wiązki filamentów glejowych zawarte jest skupisko 
materiału osmofilnego. Jakkolwiek większość materiału ma wygląd bezpostaciowy, 
jednak jego część zachowała budowę warstwową (strzałka). Przypadek choroby

Schildera. Pow. 2700 X
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Fig. 11. Case of adrenoleukodystrophy. Cytoplasm of macrophage. The sheaves 
of lamellae run parallelly (asterisks), or exhibit curvilinear profiles (arrows).

Artifactual lipid clefts. X 21000 
Rye. 11. Przypadek adrenoleukodystrofii. Wiązki parzystych blaszek w cytoplazmie 
makrofaga ułożone równolegle (gwiazdki), bądź tworzące struktury o profilu skrę- 

tnolinijnym (strzałki). Pow. 21000 X

http://rcin.org.pl



Cerebral diffuse sclerosis 465

Fig. 13. Case of adrenoleukodystrophy. Needle-like inclusions within cytoplasm of 
macrophage are randomly dispersed among osmophilic myelin debris. Detailed 
structure of the inclusion is visible on inset — each profile is composed of ele- 
ctron-lucent space bordered by two parallel dense leaflets. X 18000, inset X 36000 
Rye. 13. Przypadek adrenoleukodystrofii. W cytoplazmie makrofaga widoczne iglaste 
wtręty rozproszone między osmofilnymi złogami. Powiększony fragment po stronie 
lewej obrazuje ich budowę — elektronooptycznie jasna przestrzeń jest ograniczo
na przez dwie równoległe elektronowo gęste blaszki. Pow. 18000 X. Fragment ■—

pow. 36000 X

Biochemistry

Lipids of the w hite  m a t te r  w ere  separa ted  and q u an t i ta ted  as descri
bed in our  prev ious paper (W ender et ai. 1983).

Case 1. Cholesterol conten t w as m arked ly  decreased as compared to 
the control case, w hereas  cholesterol esters con ten t was norm al. The 
contents  of cerebrosides and  sulfatides w ere  norm al.  Am ong individual 
phospholipid fractions of the w hite  m atter ,  most severely  effected was 
plasmalogen. The contents  of phosphatidylcholine, phosphatidy lserine 
plus phosphatidylinositide and phosphatidy le thano lam ine  w ere  v e ry  low. 
No increase of lysophosphatidylcholine level was detected.

Fig. 12. Ballooned macrophage in the brain of adrenoleukodystrophy case. Its cy
toplasm is filled with osmophilic myelin debris and numerous curvilinear inclusions

(arrows). X 9000
Rye. 12. Makrofag w  mózgu w przypadku adrenoleukodystrofii z balonowato roz
dętą cytoplazmą wypełnioną osmofilnymi produktami rozpadu mieliny oraz znacz
ną ilością linijnych wtrętów o mniej lub bardziej zaokrąglonych profilach (strzałki).

Pow. 9000 X
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Case 2. Cholesterol conten t va r ied  in the s tud ied  lobes from  norm al 
to decreased values. The conten t of cholesterol esters  w as low in the  
severely  affected occipital lobe and  in tensively  augm ented  in parie ta l  
and tem pora l lobes. Cerebroside and  sulfatide contents  w ere  m ark ed ly  
decreased w ith  the exception of the  fron ta l  lobe. The con ten t of p a r t i 
cu lar  phospholipid fractions was decreased only in some of the studied  
samples. The lysophosphatidylcholine level was enhanced  only in one of 
the stud ied  bra in  lobes.

The detailed  results  of chemical studies are presen ted  in Table 1.

DISCUSSION

Despite the  g reat  progress in paraclinical m ethods of investigation, 
m an y  cases of cerebral  diffuse sclerosis are  still incorrectly  diagnosed 
during  the p a t ie n t ’s life. The associated pathology, including light m icro
scopic and histochemical studies, m ay  also be v e ry  confusing. Therefore, 
in both  our cases electron microscopy has for the  first t im e given th e  
possibility of distinguishing betw een  S ch ilder’s disease and  adreno leuko- 
dystrophy.

According to Poser (1985) the following definition of S ch ilder’s disease 
is offered. The disease is a subacute  or chronic m yelinoclastic d iso rder 
resu lt ing  in the formation of one o r  more, com m only two, rough ly  sy m 
m etrica l  p laques m easuring  at least 2 X 3  cm in two of the  th ree  d im en 
sions, involving the cen trum  semiovale of the cerebral hem ispheres. The 
lack of invo lvem ent of the pe r iphe ra l  nervous sys tem  and  ad renal  fu n c 
tion as well as the absence of cytoplasmic needle-like inclusions in m a 
crophages allow to exclude the  v e ry  sim ilar in m an y  aspects m etabolic  
disease —  adreno leukodystrophy  (Powell e t  al. 1975; Pa lm ucc i  et al. 
1982). F o r  some au tho rs  the la t te r  disease resem bled m yelinoclastic  
diffuse sclerosis so closely th a t  th ey  called adreno leukodystrophy  e r ro 
neously  a sex-linked S ch ilder’s disease (Schaum burg  et al. 1974).

The value  of com puter-ass is ted  tom ography in d iffe ren tia l  diagnosis 
of ce rebra l  diffuse sclerosis is l im ited  by the fact, th a t  diffuse, la rge  
hypodensic  lesions are found in S ch ilder’s disease and in m etabolic  v a 
r ian ts  of diffuse sclerosis as well. In both  our cases CT-scan w as v e ry  
s im ilar ,  despite  of the distinct cause of cerebral  lesions. Additionally , 
it  should  be noted  th a t  in ou r  case of S ch ilder’s disease the  firs t  changes 
in CT-scan w ere  visible in the par ie ta l  lobe and  appeared  only la te r  in 
the  occipital lobe. In pathological studies on autoptic  bra in , m ore p ro 
nounced  changes w ere  visible in the occipital lobe, w here  the m yelin  of 
the  w h ite  m a t te r  was almost completely  lost, w hereas  in the p a r ie ta l  
lobe the  changes w ere  not so pronounced  and  seemed m ore fresh  from  
the  morphological point of view. This m ight m ean  th a t  m yelin  d es tru c -
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Table 1. Lipids of white matter in cases o f  cerebral diffuse sclerosis in mM/100 g o f  fresh tissue  

Tabela 1. Lipidy istoty białej mózgu w przypadkach mózgowego stwardnienia rozlanego w mM/100 g świeżej tkanki

Lipids

Case 1. Schilder disease 

(8 years old)

Przyp. 1. Choroba Schildera 

(8 lat)

Case 2. Adrenoleukodystrophy 

(10 years old)

Przyp. 2. Adrenoleukodystrofia 

(10 lat)

Control case 

(10 years old) 
Renal insufficiency

Lipidy parietal
lobe
płat

ciemieniowy

occipital
lobe
płat

potyliczny

frontal
lobe
płat

czołowy

parietal
lobe
płat

ciemieniowy

temporal
lobe
płat

skroniowy

occipital
lobe
płat

potyliczny

Przypadek kontrol

ny (10 lat) 
niewydolność nerek

Cholesterol
Cholesterol

1.8 1.1 9.7 2.1 7.9 5.3 6.9

Cholesterol esters 

Ef try cholesterolu
0.1 0.2 0,1 1.4 1.0 0.1 0.1

Cerebrosides
Cerebrozydy

2.9 2.7 4.5 0.7 0.8 1.0 2,4

Sulfatides
Sulfatydy

1.1 0.3 0.6 0.2 0.2 0,2 0.8

Total galactolipids 

Całkowite galaktolipidy
4.0 2.9 5.1 0.9 1.0 1.2 3.1

Sphingomyelins

Sfingomieliny
0.2 0.2 0.6 1.0 0.4 0.6 0.7

Phosphatidylcholine 

Fosfatyd> locholina
0.4 0.5 1.1 3.1 1.1 1.2 1.5

Lysophosphatidylcholine 

Lizofosfatydy locholina

0.05 0.1 0.1 1.0 0.3 0,2 0.2

Phosphatidylserine+phosphatidylinositide

Fosfatydyloseryna+fosfatydyloinozytol

0.1 0.1 0 1.3 0.1 0.02 0.7

Phosphatidylethanolamine

Fosfatydyloetanoloamina

0.1 0.1 1.2 1.4 0.4 0.4 0.4

Plasmalogens
Plazmalogeny

0.2 0.1 0.6 1.1 0,7 0.6 1.6

Total phospholipids 

Całkowite fosfo lipidy

1.1 1.2 3.7 8.9 3.0 3.0 5.1

C
erebral 

diffuse 
sclerosis 
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tion in S ch ilder’s disease m ay proceed at variable  ra tes  in d iffe ren t parts  
of the bra in  and m ay  even stop tem porarily .

The presen ted  electron-microscopic and chemical findings in the case 
of Sch ilder’s disease are identical to those described in the disseminated 
form  of m ultip le  sclerosis. It should be em phasized that, despite the 
rap id  progress of m yelin  destructon, as determ ined  by  the clinical course 
and changes in CT-scan, only m inu te  am ounts  of cholesterol esters  and 
lysophosphatidylcholine have been noticed. The fo rm er m ay be perphaps  
explained by the rapid  mobile t ran sp o r t  of all catabolic p roduc ts  of 
m yelin by the v e ry  num erous  macrophages, visible in all microscopical 
fields of the cerebral  w hite  m atte r .

R eturn ing  to the problem  of the position of Sch ilder’s disease in the 
whole group of dem yelinating  diseases, backed by our own observations 
and by the vast l i te ra tu re  of the subject (Poser, Van Bogaert 1956; Iw a
nowski et al. 1972; F e r re r  et al. 1981 and others) we have to emphasize 
some points. F irs t  of all, it should be stressed th a t  the pathology of the 
diffuse or diffuse-dissem inated sclerosis does not differ subs tan tia lly  in 
its light and electronmicroscopic aspects from  the typical dissem inated  
form  of m ultip le  sclerosis. The only difference involves dimensions of 
the dem yelinating  lesions and rapid  progression of the process, only 
seldom observed in the d issem inated form  of sclerosis en plaque. T h ere 
fore, we should be inclined to stress once m ore th a t  m ultip le  sclerosis 
(sclerosis en plaque) has two m ain  subtypes: the typical d issem inated  
form  and the m ore  ra re ly  occurring diffuse one (Schilder’s disease). 
The reason w hy  in some cases the  cerebral changes a re  dissem inated  
and  in others, m ain ly  in children, diffuse has not ye t been clarified, 
and  the solution should be searched for in immunological studies.

A drenoleukodystrophy is a know n for several years  h e red i ta ry  cere
bra l  disorder, occurring  most often in children. However, the disease was 
not precisely defined since the findings of cytoplasmic inclusions (Po
wers, Schaum burg  1974) and biochemical abnorm alities  (Igarashi et al. 
1976) have been published. The chemical changes are specific, being 
characterized by  the presence of unusually  long-chain fa t ty  acids in 
cholesterol esters of the bra in  and adrenal tissue. However, up  till now 
the  underly ing  enzymatic  defect has no t been pin-pointed. In typical 
cases the disease is characterized by progressive cerebral diffuse sclero
sis, adrenocortical fa ilure w ith  m elanoderm a and involvem ent of the 
per iphera l  nervous system. A drenocortical insufficiency and  sym ptom s 
indicating lesions of the per iphe ra l  nervous system  m ay  be clinically 
undetectable, as they  have been in our case of adrenoleukodystrophy. 
F o r  this reason several cases once described as represen ting  Sch ilder’s 
disease should be p roperly  reclassified as ad reno leukodystrophy  (Poser 
1985). Therefore, it should be stressed th a t  the only possibility to dis
tinguish  the two m orbid  entities from each o th e r  is provided  by  electron
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m icroscopy of the brain and /o r adrenal cortex, or by dem onstration  of 
u n u su a lly  long-chain fa tty  acids in cholesterol esters in chemical studies 
of the  fresh  brain.

The peculiar finding in our case of adreno leukodystrophy  involved 
the presence of a separate  dem yelination p laque in the pons, often visible 
in transit ional forms of m ultip le  sclerosis (diffuse-dissem inated  variant). 
Thus, even a metabolic disease of the cen tra l  nervous system  m ay occa
sionally  p resen t such pathomoi*phologically observed lesions.

PRZYCZYNEK DO ZAGADNIEŃ DIAGNOSTYCZNYCH 
W STWARDNIENIU ROZLANYM MÓZGU

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

Opisano dwa przypadki stwardnienia rozlanego mózgu, w  których badanie 
mikroskopowo-elektronowe wykazało, iż jeden z nich odpowiada klasycznej choro
bie Schildera, drugi natomiast adrenoleukodystrofii. Przypadki te wskazują, że 
wobec zbliżonego obrazu klinicznego i histopatologicznego dopiero badanie ultra- 
strukturalne, wykazujące w przypadkach adrenoleukodystrofii obecność charakte
rystycznych wtrętów w makrofagach w zdemielinizowanej istocie białej mózgu, 
umożliwia prawidłowe rozpoznanie.

К ВОПРОСУ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ТРУДНОСТЕЙ 
В ДИФФУЗНОМ СКЛЕРОЗЕ МОЗГА

Резю ме

Описаны 2 случая диффузного склероза мозга, в которых электронномикроскопичес
кое исследование обнаружило, что один из этих случаев соответствует классической болезни 
Шильдера, а второй — адренолейкодистрофии. Эти случаи показывают, что при сходной 
клинической и гистопатологической картине, только ультраструктурное обследование, 
обнаруживающее в адренолейкодистрофии характерные включения в макрофагах, делает 
возможным правильный диагноз.
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OCENA ZMIAN M ORFOLOGICZNYCH 
W OŚRODKOW YM  U K ŁA D ZIE NERW OW YM  

W DOŚW IADCZALNYM  ZESPO LE PO REA N IM A CY JN Y M  
D ON IESIEN IE W STĘPN E

Zakład Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Większość badań dośw iadczalnych nad  patomorfologią ośrodkowego 
uk ładu  nerw ow ego w przypadkach  jego pełnego n iedokrw ienia dotyczy 
w czesnych okresów  procesu patologicznego, co wiąże się z t rudnością  
uzyskania  odpowiedniego m odelu doświadczalnego pozwalającego n a  do
wolnie d ługo trw ałe  przeżycie zw ierząt po incydencie n iedokrw iennym . 
Współcześnie stosowane modele zwierzęce w ym agają  bądź w ykonan ia  
rozległego zabiegu operacyjnego, związanego z o tw arciem  k la tk i  piersio
wej dla podwiązania domózgowych pni tę tn iczych (Hossmann i wsp. 
1973; Hossm ann, Z im m erm ann  1974) i uszkodzenia uk ładu  naczyniowego 
w celu w ykrw aw ien ia  zwierząt (Pluta, Kapuściński 1980), bądź też d ra 
stycznego wkroczenia do przestrzeni p łynow ych mózgu w p rzypadku  do
świadczeń ze w zmożonym  ciśnieniem w ew nątrzczaszkow ym  (P lu ta  i wsp. 
1980). We wszystkich  typach  doświadczeń niezbędne jest również w y 
konanie tracheostom ii do prowadzenia kontrolow anej w en ty lac ji  płuc 
u farmakologicznie zwiotczonych zwierząt. W szystkie te czynniki ogra
niczają możliwość przeżycia zwierząt, a tym  sam ym  śledzenie dynam ik i  
rozw oju  zmian poniedokrw iennych.

Z b ad ań  na  zróżnicowanych modelach niedokrw ienia  mózgu wiadomo, 
iż w yzw ala  ono głębokie n ieprawidłowości m etaboliczne oraz zaburzenia 
m ikrokrążen ia  mózgu, u trzym ujące  się przez szereg godzin po p rz eb y 
ty m  incydencie n iedokrw iennym , k tó re  same przez się odgryw ają  rolę 
istotnego czynnika uszkadzającego tkankę  nerw ow ą (Klatzo 1975, 1985). 
D odatkow ym  czynnikiem  jest zjawisko dojrzew ania procesu patologicz
nego, p rowadzące do u jaw nian ia  się n ieprawidłowości tkankow ych  w  róż
n y m  czasie po n iedokrw ieniu , odwrotnie  p roporc jonalnym  do czasu za
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t rzym ania  mózgowego k rążen ia  k rw i (Klatzo 1975). U chw ycenie cało
ksz ta łtu  zmian patomorfologicznych, ich charak teru ,  topografii, a przede 
w szystkim  dynam iki w ym aga przedłużonego okresu obserwacji.  Nie 
g w aran tu je  go w w aru n k ach  całkowitego n iedokrw ienia  mózgu stosowa
nie osłony farmakologicznej, k tó ra  zresztą sam a przez się kom plikuje  
obraz zmian patomorfologicznych (Kapuściński, Mossakowski 1985).

W poszukiwaniu  modelu  odpowiedniego dla oceny dynam ik i  ponie- 
dokrw iennej encefalopatii, zapewniającego s tandaryzac ję  w a ru n k ó w  do
świadczalnych, uniknięcie rozległej ingerencji chirurgicznej i stosowania 
środków  farm akologicznych z jednej strony, a dowolnie długą przeży- 
walność zwierząt z drugiej, sięgnięto do m odelu  opisanego w  1982 r. 
p rzez  Korpaczewa i współautorów . Polega on na  pe łnym  za trzym aniu  
krążenia  k rw i  u szczurów, uzysk iw anym  przez zaciśnięcie pęczka n a 
czyniowego serca za pomocą specja lnie skonstruow anego urządzenia 
w prow adzanego do k la tk i  piersiowej drogą w kłucia bez konieczności jej 
o tw ieran ia  i prow adzenia  kontro low anej w en ty lac j i  płuc. Uwolnienie 
ucisku pęczka naczyniowego oraz zastosowanie zewnętrznego m asażu 
serca pozwala na  przyw rócenie  czynności uk ładu  k rążen ia  w  okresie 
1— 3 min. Jego długość zależy od czasu za trzym ania  akcji serca. W  o k re 
sie reanim acji s tosuje  się ponadto sztuczną w enty lac ję  płuc p rzy  użyciu 
cienkiej ru rk i  poliety lenow ej w prow adzonej dotchawiczo w  końcow ym  
okresie n iedokrw ienia  i resp ira to ra  dla m ałych  zw ierząt doświadczalnych, 
prowadzoną aż do pow ro tu  pe łnospraw nej spontanicznej czynności od
dechowej. K ontro la  przep ływ u k rw i  w mózgu i w  innych  narządach  
w skazu je  na jego pełne za trzym anie  w okresie ucisku pęczka naczynio
wego. Ograniczoność ingerencji chirurgicznej i łatwość rean im acji  po
zwala na  dowolnie długie przeżycie zw ierząt po doświadczeniu.

Ograniczoność przedstawionego m odelu  doświadczalnego w  p o rów na
n iu  z omówionymi powyżej typam i całkowitego n iedokrw ienia  mózgu 
polega na tym , iż m am y  tu do czynienia z za trzym aniem  krążen ia  k rw i 
w  całym organizmie, a za trzym aniu  akcji serca tow arzyszy  ustan ie  
czynności oddechowej. Je s t  on więc w większym  stopniu  doświadczal
nym  modelem śmierci klinicznej niż pełnego niedokrw ienia  ośrodkowego 
uk ładu  nerwowego, k tó rem u  w praw dzie  tow arzyszy  za trzym anie  czyn
ności uk ładu  oddechowego, jest ono jednak  kom pensow ane przez cały 
czas sztuczną w en ty lac ją  płuc. P a ra m e try  gazom etryczne k rw i  podaw a
ne przez au torów  m odelu nie p rzekracza ją  jednak  wartości spo tykanych  
w  innych typach  całkowitego niedokrw ienia  m ózgu (P luta  1982).

P rzedstaw iony model doświadczalny został szczegółowo s c h a rak te ry 
zowany pod względem fizjopatologicznym i sta ł się podstaw ą rozległych 
badań  neurofizjologicznych, dotyczących w  pierwszej kolejności upośle
dzenia wyższych czynności nerw ow ych  (Korpaczew i wsp. 1982). Nie 
spotkaliśm y na tom ias t  jego analizy patomorfologicznej. Skłoniło to, przed
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jego ew en tu a ln y m  w ykorzystan iem  do dalszych badań  nad  patom echa- 
n izm em  encefalopatii poresuscytacyjnej,  do przeprow adzenia  pa tom or- 
fologicznej ch a rak te rys tyk i  zmian w ośrodkow ym  układzie nerw ow ym  
i ich dynam iki.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na  dorosłych szczurach samcach rasy  W istar 
z hodowli losowej o masie ciała około 180 g. Zwierzętom  w lekkiej n a r 
kozie eterow ej w prow adzano do k la tk i piersiowej skonstruow any  przez 
K orpaczew a i wsp. (1982) igłowy zacisk i uciskano pęczek naczyniow y 
serca  przez okres 3 min. Prowadziło  to w  czasie 1,5— 2 min do us tan ia  
czynności serca i oddechu, u trzym ującego  się mimo usunięcia zacisku do 
m om en tu  rozpoczęcia czynności rean im acy jnych , k tó re  podejm ow ano po 
upływ ie  10 min. Z ew nętrzny  m asaż serca stosowano do przyw rócenia  
jego spontanicznej czynności. K ontro low aną w enty lac ję  płuc pow ietrzem
o n o rm alnym  składzie gazowym prowadzono p rzy  użyciu resp ira to ra  dla 
m ałych  zw ierząt labo ra to ry jnych  poprzez cienką ru rk ę  polietylenową, 
w prow adzoną do tchaw icy w końcow ym  okresie za trzym ania  akcji serca. 
P rze ry w an o  ją przy  uzyskaniu  pełnospraw nej własnej czynności odde
chowej.

Ze względu na dokładną fizjopatologiczną cha rak te ry s ty k ę  m odelu 
opisaną przez jego autorów, ocenę s tanu  zw ierząt ograniczano do obser
w acji czasu pow ro tu  czynności serca i oddechu i po jaw iania się odruchu  
rogówkowego, a także zachowania się zw ierząt i ich reakcji  na  bodźce 
bólowe, dźwiękowe i świetlne. W małej w ydzielonej g rupie zwierząt 
w ykonano zapis czynności b ioelektrycznej mózgu i serca.

Z atrzym anie  akcji serca i oddechu prowadziło  w okresie 10— 15 sek 
do ustania  czynności b ioelektrycznej mózgu, p rzy jm ujące j w  zapisie ele- 
k trokortykogra ficznym  postać linii izoelektrycznej u trzym ujące j  się przez 
ca ły  okres n iedokrw ienia oraz około 32— 35 min po reanim acji.  Pod k o 
niec tego okresu  pojaw iały  się w ykładn ik i nieciągłej czynności bioele
k trycznej ,  porozdzielane okresam i ciszy bioelektrycznej. Ciągły zapis 
czynności b ioelektrycznej pow racał po około 45— 50 m in po p rzyw róce
n iu  krążenia  (rye. 1). Zwraca uw agę fakt, iż mimo ustan ia  m echanicz
ne j  czynności serca w zapisie elek trokard iograficznym  obserwowało się 
jego bardzo zwolnioną czynność b ioelektryczną (rye. 1). Zjawisko to 
stwierdzili  również K orpaczew i wsp. (1982) u zwierząt, u k tó rych  okres 
śmierci k linicznej nie przekraczał 10 min.

Zastosowanie czynności rean im acy jnych  p rzyw racało  czynność serca 
w  okresie 1— 3 min. Średni czas u 23 zw ierząt uży tych  do badań  m orfo
logicznych wynosił  1 min 30 s. Spontaniczna czynność oddechowa w ra 
ca ła  m iędzy 1,5 min a 17 m in (średnia 6 m in  36s), z tym , że ty lko
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Rye. 1. Zapis czynności bioelektrycznej mózgu i serca w czasie niedokrwienia i po 
reanimacji. 1 — Okres przed uciśnięciem pęczka naczyniowego serca, 2 — Okres 
bezpośrednio po uciśnięciu pęczka naczyniowego serca, 3 — 50 sekunda ucisku, 

4 — 35 min po reanimacji, 5 — 45 min po reanimacji.
Fr-Сз ]
F3—P3 J Odprowadzenia zapisu elektrokortykograficznego
Рз—Сз )
Fig. 1. Record of bioelectric activity of the brain and hearth during ischemia and 
after réanimation. 1 — Period before compression of, 2 — Period directly after 
compression of, 3 — 50th second of compression, 4 — 35 min of postreanimation 

period, 5 — 45 min of postreanimation period.
F 3 - C 3  I

F3—Рз \ Leads of ECoG recording
Рз—C3 I

u 3 szczurów pojaw iała  się ona w  czasie d łuższym  niż 10 min. P o w ró t  
odruchu  rogówkowego s tw ierdzano w przedziale czasowym 17— 54 min 
(ś re d n ia .—  29 m in 30 s).

Po reanim acji zwierzęta w ykazyw ały  prężenie kończyn oraz znacz
nie wzmożone napięcie mięśniowe. Leżały z w ypros tow anym i kończyna
mi w ysun ię tym i poza tułów. Nie reagow ały  na  bodźce bólowe i dźwię
kowe. W ciągu p ierw szych 6 godz. zaczynały w ykonyw ać spontaniczne 
ruchy  i przybierać  p raw idłow ą postawę. P ow racały  reakcje  na bodźce 
zewnętrzne. Po 12 godz. ich zachowanie się było identyczne jak  szczurów 
niepoddanych  żadnym  zabiegom doświadczalnym.

Zabieg charak teryzow ał się wysoką śm iertelnością zwierząt. Około 
40°/o ich ginęło w okresie za trzym ania  czynności serca i oddechu. Po 
reanim acji  padały  jedynie pojedyncze szczury.

Zw ierzęta  zabijano w  grupach  po 3 do 5 po upływ ie  24 i 72 godz. 
oraz 7, 14, 21 i 24 dni po doświadczeniu, w ykonu jąc  przezsercową per-  
fuzję 10°/o zbuforow aną formaliną. Mózgowie w raz z k ró tk im  frag m en 
tem  szyjnego odcinka rdzenia p rze trzym yw ano  następnie  w płynie p e r -  
fuzy jnym  przez okres 4 tygodni. W ycinki tkankow e pobierane z dwóch 
poziomów półkul mózgu, śródmózgowia, móżdżku z mostem, rdzenia 
przedłużonego oraz szyjnego odcinka rdzenia kręgowego p rzeprow adza
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no w sposób ru tynow y do parafiny . Sk raw ki parafinow e o grubości 
10 urn barwie, o hematoksyiir. eozyi oraz według m etody  K lü v e-  
ra— B arrery .

V* KI

Nieprawidłości s t ru k tu ra ln e  ośrodi ywego uk ładu  nerwow ego s tw ie r 
dzono we w szystkich  przypadkach. Miały one zróżnicowany ch a rak te r  
w zależności od czasu przeżycia po incydencie n iedokrw iennym . W y stę 
powały  w postaci zmian rozsianych o różnej intensyw ności w  poszczegól
nych  form acjach mózgowia, jakkolw iek żadna z n ich nie była  całkowicie 
zaoszczędzona. W żadnym  też p rzypadku  nie s twierdzono pełnego ognis
kowego rozpadu tkanki. Cechą znam ienną całego m ate r ia łu  było znacz
ne zróżnicowanie intensywności uszkodzeń u poszczególnych zwierząt.

W najw cześnie jszym  okresie, to jes t po 24 godz. przeżycia, n iep raw id 
łowości tkankow e m iały  ch a rak te r  rozsianych, n ieswoistych zmian zw y
rodnieniowych kom órek nerw ow ych. P rzew aża ły  wśród n ich  uszkodze
n ia  typu  ostrego obrzmienia neuronów  (ryc. 2), zmian n iedokrw iennych  
(ryc. 3), hom ogenizacyjnych (ryc. 4) oraz obwodowej lub cen tra lnej ti-  
grolizy (ryc. 5). W ystępow ały  również kom órki z cechami zw yrodn ie
nia wodniczkowego, dwojakiego typu. P ie rw szy  z n ich charak teryzow ał 
się obecnością pojedynczych, większych na ogół wodniczek, położonych 
w  przy jądrow ej części cytoplazmy, drug i —  zagęszczeniem wodniczek 
skupionych w ianuszkow ato na  obwodzie ciała komórkowego. Zm iany  
zw yrodnieniowe dotyczyły zazwyczaj pojedynczych neuronów  lub ich

, *

щ

Ryc .  2. Ostre obrzmienie neuronu kory mózgu. 24 godz. po reanimacji H—E. Pow.
1000 X

Fig. 2. Acute swelling of a cortical neuron. 24-h after réanimation. H—E. X 1000
Ryc.  3. Zmiany niedokrwienne neuronów kory mózgu. 24 godz. po reanimacji H—E.

Pow. 400 X
Fig. 3. Ischemic changes of cortical neurons. 24-h postreanimation period. H—E.

X 400
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Ryc. 4. Zmiany homogenizacyjne komórek Purkinjego na szczycie zakrętu kory 
móżdżku. 24 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 400 X 

Fig. 4. Homogenization of Purkinje cells. 24-h postreanimation period. H—E. X 400
Ryc. 5. Tigroliza komórki nerwowej jądra olbrzymiokomórkowego mostu. 24 godz.

po reanimacji. H—E. Pow\ 400 X 
Fig. 5. Tigrolysis of neuron from gigantocellular nucleus of the pons. 24-h post

reanimation period. H—E. X 400

Ryc. 6. Rozrzedzenie utkania podkorowej istoty białej półkul mózgu. 24 godz. po
reanimacji. H—E. Pow. 200 X 

Fig. 6. Rarefaction of subcortical white matter from the cerebral hemisphere. 24-h 
postreanirnation period. H—E. X 200

Ryc.  7. Rozluźnienie istoty białej oraz oligodendrocyty wykazujące cechy ostrego 
obrzmienia. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 400 X 

Fig. 7. Rarefaction of subcortical white matter with oligodendrocytes showing fea
tures of acute swelling. 72-h postreanimation period. H—E. X 400

niewielkich ugrupow ań  położonych wśród całkowicie n iezm ienionej po
pulacji kom órek nerw ow ych. W ystępow ały  one p raw ie  we w szystk ich  
form acjach  szarych ośrodkowego układu nerwowego, jednakże już w ty m  
okresie zaznaczała się predy lekcja  do n iek tó rych  spośród nich. Była ona
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znacznie w yraźnie jsza  przy dłuższym przeżyciu po reanim acji.  Z m iany 
patologiczne najpospoliciej w ystępow ały  w korze mózgu, przede w szyst
k im  w  jej II i III w arstw ie  kom órkowej, w skorupie, gdzie częściej do
tyczy ły  neuronów  dużych niż m ałych, w  istocie czarnej, za jm ując  głów
nie jej odcinek przyśrodkowy, w korze móżdżku, niem al wyłącznie na 
szczycie zakrętów, w jądrach  tw oru  s iatkowatego pnia mózgu, zwłaszcza 
w jąd rze  o lbrzym iokom órkow ym  mostu, w  oliwkach dolnych i jądrze 
g rzb ie tow ym  n e rw u  błędnego. W okresie tym  zwracało uwagę bardzo 
dobre zachowanie s t ru k tu r  rogu Amona, gałki bladej i wzgórza, znanych  
z w ybiórczej wrażliwości na n iedokrw ienie. D rug im  e lem entem  obrazu 
neuropatologicznego tej fazy okresu poresuscytacyjnego było uogólnio
ne rozrzedzenie u tkan ia  istoty białej półkul mózgu związane z porozsu- 
w an iem  pasm  zmielinizowanych włókien n erw ow ych  i os trym  obrzm ie
n iem  kom órek  gleju skąpowypustkow ego (ryc. 6). Form acje  białe móżdż
ku, pn ia  mózgu i rdzenia kręgowego były  niezmienione.

4, 'i  ^
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Ryc. 8. Grupa komórek z cechami zmian niedokrwiennych w jądrze zębatym móż

dżku. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 200 >
Fig. 8. Group of ischemic neurons in dentate nucleus. 72-h postreanimation period.

H—E. X 200
Ryc.  9. Obkurczone neurony warstwy ziarnistej kory mózgu. 72 godz. po reanimacji.

H—E. Pow. 400 X
Fig. 9. Shrunken neurons of external granular cortical layer. 72-h postreanimation

period. H—E X 400

Z m iany  patologiczne w istocie białej by ły  jeszcze bardziej nasilone 
w  3 dniu  po rean im acji  (ryc. 7). W ty m  czasie w istocie białej m óżdżku 
s tw ierdzono pojawienie się drobnych  jam ek, k tó re  przy znacznym  za
gęszczeniu prowadziły  do obrazu zgąbczenia tkanki. Zm iany  kom órkow e 
w fo rm acjach  szarych m iały  podobny ch a rak te r  jak  w poprzednim  o k re 
sie, by ły  tylko bardziej nasilone i obejm ow ały  dodatkowe s t ru k tu ry ,  t a 
k ie  jak: jąd ro  zębate móżdżku (ryc. 8), wzgórze, w tym  przede wszyst-
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Ryc.  10. Piramidowe neurony kory mózgu z cechami zwyrodnienia niedokrwien
nego. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 200 X 

Fig. 10. Ischemic pyramidal neurons from cerebral cortex. 72-h postreanimation
period. H—E. X 200

Ryc. 11. Warstwowe uszkodzenie kory mózgu (III warstwy). Widoczne zwyrodniałe 
neurony oraz ubytki komórkowe. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 100 X 

Fig. 11. Diffuse lesion of third cortical layer. Damaged neurons and neuronal loss. 
72-h postreanimation period. H—E. X 100

Rye. 12. Ubytki neuronów sektora CAi rogu Amona ograniczone do jego przy
środkowej części. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 200 X

Fig. 12. Neuronal loss in the CAi sector of Ammon’s horn, limited to its medial
part. 72-h postreanimation period. H—E. X 200

Rye.  13. Ubytek i zwyrodnienie neuronów sektora CAj rogu Amona w 7 dniu po
reanimacji. H—E. Pow. 200 X 

Fig. 13. Neuronal loss and degeneration in CAj sector of Amon’s horn. 7 days
after réanimation. H—E. X 200

k im  jego jąd ra  siatkowate , gałkę bladą, a n aw e t  rogi przednie  rdzenia 
kręgowego. W yraźniej zaznaczała się p redy lekcja  uszkodzeń do pow ierz
chow nych w ars tw  kory  mózgu (ryc. 9) i jej w a rs tw y  III, w  k tó re j  n a j 
bardziej zmienione były  duże kom órki p iram idow e (ryc. 10). Z jaw iskiem
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nowym , pojaw iającym  się w tym  okresie, by ły  cechy rozpadu kom órek 
nerw ow ych  oraz ich ubytki, w ystępujące przede wszystkim  w  III w a r 
stwie ko ry  (ryc. 11), a w m niejszym  stopniu w  form acjach rogu Amona 
(ryc. 12). W tym  ostatnim  m iały one bardzo niewielkie nasilenie i ogra
niczone były  do najbardziej p rzyśrodkowej części sektora CA^ Cechą 
znam ienną ubytków  kom órkow ych w tym  czasie był ca łkow ity  b rak  to
warzyszącego odczynu glejowego.

Późniejsze okresy obserwacji, obejm ujące 7 i 14 dni po reanim acji,  
cha rak teryzow ały  się zmienioną form ułą zmian patologicznych, w y raża
jącą się przew agą ubytków  kom órkow ych nad  zm ianami zw yrodnienio
wymi. Wśród tych ostatnich dom inow ały  nadal cechy tzw. schorzenia 
niedokrw iennego. Pojaw iały  się cienie kom órkow e oraz obkurczone n eu 
rony, k lasyfikow ane zazwyczaj jako tzw. schorzenie przewlekłe. Nie spo
tykano natom iast  kom órek nerw ow ych  z cechami zw yrodnienia wodnicz- 
kowego i ostrego obrzmienia. E lem entem  dom inu jącym  obrazu neuropa-  
tologicznego były  ciężkie uszkodzenia kom órek p iram idow ych rogu Amo
na, obejm ujące  w sposób w ybiórczy cały jego sektor CAx. Obok znacz
nej redukcji  populacji kom órek nerw ow ych  s tw ierdzano tu  liczne ko
m órki z cechami zw yrodnienia kwasochłonnego oraz w ykładn ik i wczesnej 
reakcji g leju  gwiaździstego (ryc. 13, 14). U bytk i kom órkow e w  korze 
mózgu by ły  szczególnie zaakcentow ane w  w ars tw ie  III (ryc. 15) oraz 
w obszarach pogranicza unaczynienia przez duże pnie tętnicze, przede 
w szystk im  tętnice przednią i środkową mózgu (ryc. 16). I tu  podobnie 
jak w rogu Amona uby tkom  kom órkow ym  towarzyszył rozplem kom ó
rek gïeju  gwiaździstego; n iek tóre  spośród nich p rzypom inały  kom órki 
A lzheim era typu  II (ryc. 15). Odczyn ze s trony  gleju  B ergm anna tow a
rzyszył również ubytkom  kom órek Purk in jego , w ystępu jącym  w yłącz
nie na szczycie zakrętów kory  móżdżku, przy  całkowicie niezmienionej 
ich populacji  w  głębi row ków  (ryc. 17). Z w raca ł uwagę praw id łow y 
obraz istoty białej we wszystkich częściach mózgowia.

W 3 i 4 tygodniu po reanim acji obraz kom órkow y s t ru k tu r  szarych 
nie odbiegał istotnie od stwierdzonego w 2 tygodniu. Zdecydowanie mniej 
było kom órek z cechami nieswoistego zwyrodnienia, wśród k tó rych  p rze
w ażały  obkurczone neurony  oraz nadal u trzy m u jące  się zm iany niedo
krw ienne. Obok zwierząt z w yraźnym i u b y tk am i neuronów  w ystępow ały  
i takie, u k tó rych  nieprawidłowości s t ru k tu ra ln e  m iały bardzo małe n a 
silenie. Z jaw iskiem  zasługującym  na odnotowanie była obecność w y 
raźnego odczynu glejowego, przy jm ującego  postać bądź rozplem u rozla
nego, towarzyszącego zwyrodnieniom  i uby tk o m  kom órek nerw ow ych  
(ryc. 18), bądź grudkowego (ryc. 19). W jednym  i drugim  przypadku  astro- 
cytom  tow arzyszyły  pobudzone kom órki m ikrogleju. In nym  elem entem  
obrazu neuropatologicznego tej fazy okresu poreanim acyjnego  były  d rob
ne, ograniczone ogniska rozluźnienia u tkan ia  i zblednięcia osłonek mie-
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R у с .  14. Róg Amona w 14 dniu po reanimacji. Zmiany zwyrodnieniowe i ubytki 
komórkowe sektora CAi są bardziej nasilone i towarzyszy im rozplem komórek

glejowych. H—E. Pow. 100 X 
Fig. 14. Ammon’s horn on 14lh day after réanimation. Neuronal loss and degene
ration are more advanced and accompanied by glial proliferation. H—E. X Ю01
Rye. 15. Ubytek neuronów w warstwie III kory mózgu z towarzyszącym namnoże
niem gleju. Niektóre komórki glejowe przypominają nagie jądra. 14 dni po reani

macji. H—E. Pow. 400 X 
Fig. 15. Neuronal loss in 3rd cortical layer accompanied by increased number of 
glial cells, some of them resemble naked nuclei. 14 days of postreanimation period.

H—E. X 400
Rye. 16. Zwyrodnienie i ubytki komórek nerwowych w obszarze pogranicza una- 
czynienia tętnicy przedniej i środkowej mózgu. 14 dni po reanimacji. H—E. Pow.

100 X
Fig. 16. Degeneration and neuronal loss in the borderline zone of vascularization 
by anterior and middle cerebral arteries. 14 days of postreanimation period. H—E.

X 100
Rye.  17. Ubytek komórek Purkinjego na szczycie zakrqtu móżdżku. 14 dni po re

animacji. H—E. Pow. 200 X 
Fig. 17. Loss of Purkinje cells at the top of cerebellar gyrus. 14 days of post

reanimation period. H—E. X 200
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Rye. 18. Rozlany rozplem astrocytów i mikrogleju towarzyszący zwyrodnieniu ko
mórek nerwowych w bocznej części wzgórza. 21 dni po reanimacji. H—E. Pow.

400 X
Fig. 18. Diffuse astrocytic and microglial proliferation accompanying neuronal de

generation on 21st day of postreanimation period. H—E. X 400
Rye. 19. Grudkowy rozplem gleju w śródmózgowiu w 28 dniu po reanimacji. H—E.

Pow. 200 X
Fig. 19. Nodular glial proliferation in the substantia nigra. 28 days of postreanima-

tion period. H—E. X 200

linowych, w ystępu jące  na tle nie zmienionej skądinąd  isto ty  białej p ó ł
kul mózgu.

W żadnym  okresie obserw acji nie stwierdzono nacieków  złożonych 
z kom órek krwiopochodnych.

OMÓWIENIE

Przedstaw iony  obraz s t ru k tu ra ln y c h  uszkodzeń ośrodkowego uk ładu  
nerwowego jes t  ubogi w  s tosunku  do 10-minutowego pełnego za trzym a
nia akcji serca i oddechu w  w aru n k ach  norm oterm icznych, wydłużonego 
zresztą o okres  reanimacji,  k tó ry  obejm ow ał średnio 1,5 min, a w  po
jedynczych p rzypadkach  3 min do pełnospraw nego pow ro tu  krążenia  
krw i. W ydaje  się, że późniejszy na  ogół powrót czynności oddechowej 
odgryw ał w  tym  p rzypadku  rolę drugorzędną, ze względu n a  stosowanie 
w  tym  czasie kontro low anej w en ty lac ji  płuc. Zastosowane w aru n k i  do
świadczalnej śmierci klinicznej prow adziły  przy ty m  do głębokiego upo
śledzenia funkc ji  ośrodkowego uk ładu  nerwowego, w yrażającego  się u s ta -  
n iem  czynności b ioelektrycznej mózgu, do res ty tucji ,  k tórej n iezbędny 
by ł okres około 45 min, oraz zaburzeniam i zachowania i m otoryki zwie
rząt, porów nyw alnym i co do czasu t rw an ia  z obserw acjam i innych  au to 
rów  w p e łn y m  n iedokrw ieniu  m ózgowia (Hossmann i wsp. 1973; Hoss- 
m ann , Z im m erm ann  1974; P lu ta ,  K apuściński 1980; P lu ta  i wsp. 1980; 
Kapuściński, Mossakowski 1983, 1985). N ieporów nyw alne są natom iast
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charakter ,  rozległość i topografia uszkodzeń tkankow ych  ze w zględu na 
czas, zarówno niedokrw ienia, jak  i przeżycia po n iedokrw ieniu . Jak  
wspom niano uprzednio, większość doświadczeń z pe łnym  n iedokrw ie
niem  ośrodkowego uk ładu  nerw ow ego m a ch a rak te r  doświadczeń ostrych 
ze względu na  trudność u trzy m an ia  zw ierząt przy  życiu.

Wysoki próg nieodw racalności uszkodzeń tkankow ych  ośrodkowego 
uk ładu  nerw owego u szczurów w  w aru n k ach  n iedotlenienia i n iedokrw ie
nia jest z jaw iskiem znanym. Dla uzyskania ich Levine (1960) w p ro w a
dził model skojarzonego niedotlen ien ia  i n iedokrw ienia. Oporność tę 
K apuściński (1983) tłum aczy w ysoką czynnościową wydolnością tę tn i
czego pierścienia podstaw y mózgu. Koncepcja ta w yda je  się o tyle n ie
pełna, iż w  w aru n k ach  obustronnego podwiązania tętnic szy jnych  w spól
nych, a na tak im  m odelu  prow adził on swoje badania, p rzy  b ra k u  u ch w y t
nych  zaburzeń p rzep ływ u k rw i  i uszkodzeń s t ru k tu ra ln y c h  tkank i  w y 
s tępują głębokie nieprawidłowości metaboliczne (Mossakowski i wsp. 
1973; Śmiałek i wsp. 1971; S ikorska 1978). W ydaje  się więc, że is to tnym  
czynnikiem, w ym aga jącym  zresztą wyjaśnienia , są ga tunkow e odrębności 
metaboliczne podwyższające próg wrażliwości na n iedokrw ienie  (Ames, 
N esbett 1983; Hass 1981). P rzem aw ia ją  za tym  obok obecnych spostrze
żeń, obserwacje przeprow adzone na  szczurach z odciętym dopływ em  k rw i 
do mózgu przez obie tętnice szyjne w ew nętrzne  i obie tętnice kręgow e 
(Kapuściński, Mossakowski —  dane niepublikowane). Dodatkow o zw raca 
uwagę fak t osobniczego zróżnicowania wrażliwości na  n iedokrw ienie,  
w yrażającego się różnicami stopnia  uszkodzeń tkankow ych  u  poszczegól
nych  zwierząt, s tw ierdzonym i w  naszym  materia le . P ró b a  ich skore low a
nia ze skutecznością zabiegów reanim acyjnych , w yraża jącą  się czasem 
pow rotu  czynności serca i oddechu, dała w ynik  u jem ny.

Zastosowane w aru n k i  doświadczalne pozwoliły na prześledzenie ewo
lucji zmian patologicznych, postępujących  w czasie pomimo norm alizacji 
w ykładników  czynności b ioelektrycznej mózgu oraz pow ro tu  do n o rm y  
podstaw owych funkcji  ustro ju , umożliwiającego dowolnie długie p rzeży 
cie zwierząt bez stosowania jakichkolw iek środków leczniczych. To o s ta t 
nie spostrzeżenie potw ierdza nasze poprzednie obserw acje w innych  ty 
pach n iedokrw ienia mózgu (Kapuściński, Mossakowski 1983, 1985). J e d 
nakże w poprzednich doświadczeniach, przy  znacznie d łuższym  okresie 
n iedokrw ienia i stale pogłębiających się uszkodzeniach m ózgu dochodzi
ło do wtórnego załam ania się jego czynności i śmierci zwierząt. O becny 
model pozwala na  uzyskanie uszkodzeń s t ru k tu ra ln y c h  w ośrodkow ym  
układzie nerw ow ym  przy  rów noczesnym  u trzym an iu  zw ierząt p rzy  życiu.

Nieprawidłowości tkankow e w  mózgu, p rzypom inające w  swoim ogól
nym  wzorcu zm iany towarzyszące cardiac a r res t  (Brierley i wsp. 1971), 
w ykazyw ały  charak terys tyczne  sekwencje czasowe rozwoju i topografię. 
Ich pierwszą, wcześniejszą fazą były  nieswoiste zw yrodnien ia  kom órek  
nerw ow ych, a nas tępną  ich rozpad i zanik z towarzyszącym , u m ia rk o 
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w a n y m  zresztą odczynem glejowym. Z m iany zw yrodnieniowe neuronów  
w ystępow ały  również w drugiej „zanikow ej” fazie uszkodzeń, zmieniał 
się jednak  ich profil. Na ile bowiem we w czesnym  okresie dom inow ały  
nieprawidłowości typu  n iedokrw iennego i homogenizacyjnego (te o s ta t 
nie s tanow ią  zresztą jedynie lokalną odmianę zmian n iedokrw iennych) 
oraz różnego typu  tigroliza i zw yrodnienie wodniczkowe, na  tyle w  póź
nym  u trzy m y w a ły  się jedynie zm iany n iedokrw ienne i po jaw iały  się 
n eu ro n y  z cechami tzw. schorzenia przewlekłego, zwanego rów nież  
s tw ard n ien iem  kom órek nerwow ych. Taka kolejność zmian jest z jaw i
skiem znanym  i po tw ierdzonym  w licznych doświadczeniach prow adzo
nych  na  różnych modelach n iedokrw ienia mózgu u różnych zw ierząt 
(Brown, B rierley  1966, 1973; Brierley  i wsp. 1969).

Na podkreślenie zasługuje natom iast szereg odrębności naszego m a 
teriału .

Uszkodzenie n iedokrw ienne neuronów , zwane również zw yrodn ie
n iem  n iedokrw iennym , uw ażane jest powszechnie za wczesne zjaw isko 
patologiczne, pojaw iające się już po upływie k ilku  godzin od za trzy m a
nia lub ograniczenia mózgowego przepływ u krwi. Są one poprzedzone 
drobnowodniczkow ym i zm ianami cytoplazmy kom órek nerw ow ych, od
pow iadającym i w obrazie m ikroskopow o-e lek tronow ym  obrzmieniu m i-  
tochondriów  (Brierley i wsp. 1971; Brown, Brierley  1973). O bserw acje  
nasze, po tw ierdzając  w czesny ch a rak te r  zw yrodnienia ischemicznego, 
w skazu ją  równocześnie na  możliwość jego opóźnionego w ystąp ien ia  w  
zależności od zajętej s t ru k tu ry  ośrodkowego uk ładu  nerwowego. W rogu 
Amona, form acji uznanej za szczególnie w rażliw ą na  n iedokrw ienie, po
jaw ia ły  się one dopiero w  3— 7 dnia po reanim acji.  Nie obserw ow ano 
natom iast  w  ogóle m ikrow akuolizacji  cytoplazm y o typie op isanym  przez 
B row na i B rierleya 1966, co może wiązać się ze stosunkowo późnym  
okresem  najwcześniejszego pobierania m ater ia łu .  W ystępowało natom iast,  
zresztą jako zjawisko przejściowe tylko i k ró tko trw ałe ,  wodniczkowe 
zw yrodnien ie  cytoplazmy neuronów  uznane przez A gardha i wsp. (1980), 
i Kalim o i wsp. (1980) za typow e wyłącznie dla s tanu  hipoglikemii, od
m ienne od w ystępu jących  jako następstw o niedokrw ienia i n iedotlen ie
nia. W świetle naszych spostrzeżeń swoistość tej g rupy  uszkodzeń k o 
m órkow ych w yda je  się wątpliwa.

Topografia zmian patologicznych była na  ogół typow a dla n iedo tle 
n ienia i n iedokrw ienia ośrodkowego uk ładu  nerwowego. Dotyczyło to 
przede w szystk im  rozkładu uszkodzeń w  korze mózgu i móżdżku. W arto  
jednakże podkreślić, że typowość ta kszta łtow ała  się dopiero w m ia rę  
ewolucji procesu patologicznego. W najw cześnie jszym  okresie n iep ra 
widłowości komórkowe, um iarkow ane w  swoim nasileniu, by ły  uogól
nione i z t ru d em  udaw ało się uchw ycić ich topograficzną predylekcję.  
Uszkodzenia neuronów  w n iek tó rych  s t ru k tu rac h  mózgowia, uznanych  
za se lektyw nie wrażliwe na n iedokrw ienie, w ykazyw ały  bardzo n ieznacz-
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ne  nasilenie lub po jaw iały  się z k ilkudn iow ym  opóźnieniem, przeciw nie 
niż w okolicach t rak to w an y ch  jako mniej wrażliwe. Gałka b lada była 
rzadko i jedynie nieznacznie zajęta, w  prążkow iu  zm iany  dotyczyły  b a r 
dziej dużych niż m ałych  neuronów , we wzgórzu w ystępow ały  one spo
radycznie i ograniczne były  wyłącznie do jego bocznych obszarów. Po
w tarza ln e  i częste uszkodzenia kom órkowe obecne były  na tom ias t  w  isto
cie czarnej, tworze s ia tk o w aty m  pnia mózgu, przede w szystk im  w  jądrze 
o lbrzym iokom órkow ym  i jąd rach  szwu oraz w  jądrze grzb ie tow ym  n erw u  
błędnego. Ten rozkład  zmian patologicznych może mieć oczywiste n a 
s tępstw a czynnościowe, nie dostrzeżone zresztą w  naszych  obserw acjach  
klinicznych.

W rozkładzie topograficznym  nieprawidłowości s t ru k tu ra ln y ch ,  obok 
zróżnicowanej w rażliwości poszczególnych u g rupow ań  kom órkowych, 
zna jdow ała swoje odzwierciedlenie patogenetyczna rola czynnika naczy
niowego. W yrażało  się to przede w szystkim  w  częstym i po w tarza ln y m  
uszkodzeniu neuronów  położonych w  obszarze pogranicza unaczynien ia  
dużych  pn i tętniczych mózgu, przede w szystk im  tę tn icy  przednie j i ś rod
kowej. Okolice te zw ane od czasu k lasycznych  opisów Zülcha (1953) ob
szaram i ostatniej łąki cha rak te ry zu ją  się głębokimi zaburzeniam i hem o
dynam icznym i w  okresie re s ty tu c j i  k rążenia  k rw i  w  m ózgu (Mossakow
ski 1978; Mossakowski, K w ia tk o w sk a-P a tze r  1983).

Odrębnego kom en ta rza  w y m ag a ją  uszkodzenia s t ru k tu r  rogu Amona. 
Były one obok niepraw idłow ości w  II i III w ars tw ie  k o ry  nowej i w  k o 
rze móżdżku najpospolitszym  zjaw iskiem  patologicznym  i do tyczyły  w y 
biórczo kom órek p iram idow ych  sektora CAj, p rzy  całkowicie nie zm ie
nionych  jego pozostałych odcinkach. Na specja lną uw agę zasługuje  ich 
opóźnione pojawianie się w s tosunku do zmian w  innych  obszarach m óz
gowia, rep rezen tu jące  tzw. zjawisko dojrzew ania  procesu patologicznego, 
opisane w n iedokrw ien iu  mózgu u chomików mongolskich (Klatzo 1975; 
Suzuki i wsp. 1983a; Mossakowski, Gadam ski 1985). W edług koncepcji 
K latzo  (1985) wybiórcza wrażliwość neuronów  sektora  CAx zw iązana m o
że być w  m niejszym  stopniu z w pływ em  samego niedokrw ienia, a w w ięk 
szym z ich h iperak tyw nością  w okresie poniedokrw iennym , zaobserw o
w aną  przez Suzuki i wsp. (1983b). P raw dziw ość tego poglądu w  s tosunku  
do zastosowanego przez nas  m odelu  u szczurów w ym aga oddzielnego po
tw ierdzenia doświadczalnego, jakkolw iek  sugerow ać ją może opóźnienie 
uszkodzeń kom órkow ych w  sektorze САХ rogu Am ona w stosunku  do 
innych  okolic mózgu.

Morfologiczne w yk ładn ik i  obrzęku  mózgu w ystępow ały  jedynie  we 
w czesnym  okresie obserwacji.  Ich lokalizacja ograniczona do isto ty  białej 
o raz  ch a rak te r  morfologiczny sugeru ją  naczyniopochodny m echanizm  pa- 
togenetyczny obrzęku (Klatzo 1967). Nie stwierdzono na tom ias t  h is topa
tologicznych znamion obrzęku cytotoksycznego, s tanowiącego typow e n a 
stępstwo niedokrw ienia  mózgu, w ystępu jące  bądź jako faza w stępna , bądź
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jak o  jed y n a  postać obrzęku (Klatzo 1975). B rak  jego w ykładn ików  w y 
raża jących  się przede w szystkim  drobnowodniczkowym  zw yrodnieniem  
n eu ro p ilu  może być znów zw iązany ze stosunkowo późnym  okresem  n a 
szych  obserw acji  i w ym aga odrębnego w yjaśnienia . Na podkreślenie  za
s łu g u je  na tom ias t  zwiewność objaw ów  obrzękowych, u trzym ujących  się 
zazwyczaj znacznie dłużej, zwłaszcza przy nie stosowaniu leczenia prze- 
ciwobrzękowego. Być może nas tęps tw em  obrzęku były  późne ogniska 
rozrzedzenia  isto ty  białej i zblednięcia osłonek m ielinow ych w ykazujące 
zw iązek  z większymi naczyniam i żylnymi. U m iarkow ana reakcja  glejo
w a  stanow iła  zjawisko późne towarzyszące w y raźn y m  już uby tkom  n eu 
ronów . Na podkreślenie zasługuje jej mieszany as trocytarno-m ikrogle jo- 
w y  c h a ra k te r  oraz k ie runek  ew olucji astrogleju  do kom órek  A lzheim era 
ty p u  II. Możliwość tego ch a rak te ru  przeobrażeń gleju  gwiaździstego w 
w a ru n k a c h  głębokiego niedokrw ienia  mózgu podnoszona była m iędzy 
in n y m i  przez M aślińską i Oniszczyk (1970). W ydaje  się to zrozumiałe w  
św ie tle  obrazu m ikroskopowo-elektronowego nagich jąd er  i faktu , iż 
n iedokrw ien iu  m ózgu towarzyszy znaczne obrzmienie as trocytów  (Mos
sakow ski,  G a jkow ska  1984).

U m iarkow ane nasilenie uszkodzeń tkankow ych mózgowia oraz moż
liwość d ługotrw ałego  przeżycia zw ierząt spraw iają , iż model doświadczal
n y  op racow any  przez K orpaczew a i wsp. (1982) jes t  dogodny nie tylko 
do bad ań  neurofizjologicznych, lecz również do analizy m echanizm ów
i dynam ik i  encefalopatii  n iedokrw iennej.

MORPHOLOGICAL ABNORMALITIES IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM 
OF RATS IN EXPERIMENTAL POSTRESUSCITATION PERIOD

S u m m a r y

The paper presents morphological analysis of the central nervous system of 
rats in which 10 min. clinical death w'as experimentally induced according to 
the method described by Korpaczew et al. (1932). Cardiac arrest resulting from 
compressing the cardiac vessels bundle lead in the course of 10—15 sec. to total 
cessation of the cerebral bioelectric activity. Its return was observed in ± 32 min 
after cardiac function was restored by external thoracic massage. Brain ischemia 
was followed by stop of spontaneous respiration. Animals were artificially ven
tilated but only after cardiac function recovery. Spontaneous respiration appea
red in average 6 min. after the end of cardiac arrest. Resuscitated animals were 
kept in laboratory conditions for the period ranging from 24 h to' 28 days and 
then they were sacrificed in groups by transcardiac perfusion with buffered 10% 
formaldehyde.

Light microscope studies revealed structural abnormalities of the central 
nervous system in all examined animals. They were moderate in their severity 
and showed great individual variability. Typical evolution of the pathological 
process was the most characteristic feature. In the earliest period of observations 
morphological tissue alterations were generalized and did not show topographic 
predilection. Nonspecific neuronal degeneration prevailed, among which cytoplasmic
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microvacuolization and ischemic and homogeneous changes of neurons were most 
common. White matter structures showed slight rarefaction. In the later stage, 
including 3rd and 7th days following resuscitation neuronal changes showed some 
regional prevalency albeit to areas considered to be less vulnerable to cerebral 
ischemia. Neuronal degeneration prevailed, however, loss of nerve cells was also pre
sent. The latter was mostly limited to the cerebral neocortex, CAX sector of Ammon’s 
horn, cerebellar cortex, striatum, substantia nigra and reticular formation of the 
brain stem, first of all its gigantocellular nuclei. Severe tissue alteration in the 
cortical borderline zones was very typical. General pattern of tissue impairment 
was changing after 7 days of survival. The number of neurons with degenerative 
features was remarkably reduced, neuronal loss in above mentioned localization 
was more accentuated, this being accompanied by glial proliferation. In the final 
period of observation foci of tissue breakdown in the white matter were present.

The observations revealed typical evolution of pathological process in various, 
stages of postresuscitation period, pointing to the features of maturation pheno
menon and the role of circulatory disturbances in the development of brain pa
thology. These observations indicate the applied experimental model to be well 
suited for further studies on the mechanism of postresuscitation encephalopathy.

ОЦЕНКА МОРФОЛОГИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ 
В ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ 

В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ПОСТРЕАНИМАЦИОННОМ СИНДРОМЕ.
ПРЕДВАРИТЕЛЬНОЕ СООБЩЕНИЕ.

Резюме

ГІровелась оценка морфологических изменений центральной нервной системы крыс, 
у которых по методу Корпачева и сошр.(1982), был вызван в эксперименте на 10 минут син
дром клинической смерти. Задержка сердечной деятельности после компрессии сосудистого 
пучка вела к полному приостановлению биоэлектрической активности коры мозга в течение 
10—15 сек. Возвращение биоэлектрической деятельности коры наблюдалась с 32 минуты 
после возвращения сердечной деятельности. Артифициальное дыхание проводилось до воз
вращения спонтанного дыхания, которое появлялось в среднем после 6 минут и 36 секунд. 
После ресусцитации животные были задержаны в впвариуме с 24 часоь по 28 дней.

Патоморфологическое исследование показало структурные нарушения в центральной 
нервной системе всех исследованных животных. В общем эти нарушения были умеренно 
насиленные и характеризовались отчетливой индивидуальной изменчивостью. Типическим 
феноменом была характеристическая эволюция патологического процесса. В ранний период 
патологические изменения были обобщенные, без отчетливой топографической склонности. 
Они характеризовались неспецифической дегенерацией нейронов, в которой преобладала 
микровакуолизация цитоплазма и исхемические и гомогенизационные изменения. В это 
время наблюдалось легкое разрежение белого вещества. В более поздний период, охваты
вающий 3 и 7 день после ресусцитации Топографическая склонность структурных нарушений 
была более выразительная, хотя эти нарушения были найдены также в структурах признан
ных стойкими по отношению к исхемии. Все ещё преобладали дегенерационные изменения 
невронов, хотя появлялось также уменьшение количества нервных клеток, локализированное, 
прежде всего, в новой коре мозга, в секторе САі аммониева рога, в коре мозжечка, в поло
сатом теле, черном веществе и сетевидном образовании, прежде всего в гигантоцеллюляр- 
ном ядре.

Наблюдались характерные значительные тканевые нарушения в смежных зонах крово
снабжения, связанных с большими артериальными стволами. Картина структурных нару- 
шнеий изменялась с 7-ого дня после ресусцитации. Количество нервных клеток с признака
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ми дегенерации уменьшалось, увеличивались тканевые убытки в в/у локализации и появи
лись показатели прогрессивной глиозной реакции. Эти изменения появились во время оче
редных недель наблюдения. В его концевом периоде обнаружились очаги распада в белом 
веществе.

Проведенные исследования показали характерную эволюцию патологического процесса 
в послересусцитационном периоде, а также его созревание. Эти наблюдения показывают, 
что примененная экспериментальная модель пригодна для наблюдения послересусцитац- 
ионной энцефалопатии.
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Term ina l vessel m orphom etry  is one of the m ethods of investigation 
w hich  can be used for the ind irec t evaluation of exchange betw een  
blood and  tissue su rround ing  blood vessels. The v ar ie ty  of m orphom etric  
m ethods  applied and the increasing use of a wide range of autom atic  
eq u ip m en t has  given rise to a n u m b er  of methodological s tudies con
cerned  w ith  this subject (Weibel, Bolender 1973; Schm id-Schoenbein  et 
al. 1977; W illiams 1977; Bär 1980; Chen, Diana 1984; P rada l  e t al. 1984).

The use of au tom atic  and sem i-au tom atic  m ethods has  not comple
te ly  elim inated  the use of tradit ional methods. The studies of Schm id- 
-Schoenbein  et al. (1977) show th a t  the  coherent square  lattice is used 
for m orphom etr ic  m easurem ents  in spite of the p resen t  developm ent 
of technology. An advantage of this m ethod  is the  low cost and easy 
availab il i ty  w ith o u t  the  need for ex tra  equipm ent. H owever, a more 
w ork  and  time inpu t  are  requ ired  of the operators.

In our s tudies we evalua ted  m orphom etrica lly  the te rm inal vessels 
o f  the motor, limbic and visual cortex  of the cat and ra t  (Wrzołkowa 
et al. 1984) as well as the term inal vessels of par ticu la r  nuclei of the cat 
am ygdaloid  body (Kraszpulski et al. 1985). In the fo rm er the coherent 
square  lattice was used to collect data, w ith  concentration  m ain ly  on 
vascularization  density . The la t te r  s tudy  was based on sem iautom atic  
analysis  using a com puter. Here th ree  o th er  pa ram étrés  w ere  m easured  
in addition to vascularization  density; the  ratio of vessel cross-sectional 
area  to tissue cross-sectional area  —  representing  the  area  of perfusion, 
th e  ratio  of vessel circum ference to tissue area —  represen ting  the 
a rea  of exchange, and  the m ean cross-sectional area of a single term inal 
vessel of a section.

* Supported  by P o lish  A ca d em y  of Sc ien ces ,  Grant 10.4.05.1.4.
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In the p resen t s tu d y  we w an ted  to com pare the resu lts  ob ta ined  w ith  
the  use of both  methods. Hence, the  sam e sam ples of p a r t ic u la r  nuclei 
w ere  used in both  m ethods of s tudy  estim ating  the a rea  of perfusion, 
the  area of exchange, the  vascularization  density, the  m ean  cross-sec
tional area  of a single term inal vessel. Comparison of the  resu lts  ob ta
ined  by both  m ethods should answ er the question: can the two m ethods  
give comparable results?

MATERIAL AND METHODS

Studies w ere  perfo rm ed  on m ater ia l  from  23 ad u lt  cats. The object 
of the  studies w ere  96 specimens taken  from  5 nuclei of the  cat am y g 
daloid body (the lateral,  basal, cortical, cen tra l  and  m edial nuclei). 
F rom  each individual 1— 10 specimens w ere  examined.

In both m ethods the projection microscope P IC TO V A L (CARL 
ZEISS JENA) was used, analysing the image on the screen m agnified  
700 X. Each time w ork  was commenced, the m agnification  was con
tro lled  by  m easur ing  vertical and  horizonta l sections of the image o f  
the  Thom m  cham ber la ttice placed in the microscope. The position o f  
the  screen o r  the microscope was a lte red  if required . Each of the sections 
was in the same position for both  m ethods of study. If a section was 
la rge r  than  the field of vision of the microscope the sam e f ragm en t of 
the section was studied. All data  w ere  collected by  the  same opera to r .

The firs t m ethod  m ade use a square  coherent lattice the  p a ram é tré s  
of which w ere as follows: d =  7 mm, P  =  1225, L — P x d  =  8575 m m , 
A =  P x d 2 =  60025 m m 2 (d —  distance betw een  two neighbouring  lines 
on the lattice, P  — n u m b er  of points on the lattice, L —  total leng th  
of the horizontal lines on the lattice, A —  total surface area  of the lattice). 
Taking into account the m agnification of the microscope, the  ac tual v a 
lues of the la ttice pa ram étrés  for the sections s tudied  w ere  as follows: 
d =  10 um, P  =  1225, L =  24500 [im, A =  122500 ц т 2. The p a ram é tré s  
and form ulae used w ere  selected according to Weibel, B olender (1973) 
allowing a 5°/o risk of error.

The area of perfusion was calculated using the form ula: n /P  (n — 
n u m b er  of points on the  la ttice w ith in  the circum ference of the  p a r t i 
cu lar  te rm inal vessels).

The area of exchange w as calculated  according to th e  fo rm ula : 
лхІ/2хЬ  (I — n u m b er  of in tersections of the  test lines w ith  the te rm in a l  
vessel circumferences).

Vascularization density  was calculated  using the  formula: Q/A (Q —  
n u m b e r  of te rm ina l  vessel sections in the  area  of the  lattice).
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The m ean  cross-sectional area  of a single te rm inal  vessel w as calcula-
area  of perfusion

ted using the formula: -------- :— :— —    —
vascularization  density.

In the  second m ethod  the W ANG 2200 VP com puter equipped  w ith  
digitizer, graphic m onitor and p r in te r  was used to analyse the m icro
scope image. The microscopic image of the section was pro jec ted  onto the 
digitizer (screen) connected to the com puter. Outlin ing  the image of the 
section on the screen resu lted  in its image being reg is tered  in the com
p u te r  m em ory. On this basis the com puter calculated cross-sectional 
areas and  circum ferences of the vessels and of the en tire  sections, the  
vascularization  density  and  the  re la tions betw een  areas  and  c ircum 
ferences.

The results  obtained using both  m ethods w ere  com pared by  th e  p a 
ired  S tu d e n t ’s t  test, assuming a significance level of p ^ 0 , 0 1 .  A com
parison w as m ade of the values obta ined  for pa ram é tré s  in p a r t ic u la r  
nuclei and  in all the analysed sections taken  collectively.

RESULTS

The obtained resu lts  are  presen ted  in Table 1 and  Fig. 1. F rom  these  
it can be seen th a t  the  calculated  values  of vascularization  density  
and  the  area  of perfusion do not v a ry  s ign ifican tly  in the two m ethods  
used e i th e r  for the  par ticu la r  nuclei or for  the  en tire  am ygdaloid body. 
The values  for th e  m ean  cross-sectional areas  of single te rm inal  vessels 
v a ry  s ignificantly  only in the en t ire  am ygdaloid  body. V alues for the  
perfusion area revea l a significant difference depending on the m ethod  
used in the  m edial nucleus and in the en tire  am ygdaloid body.

In all cases w h e re  significant differences w ere  found depending on 
the  m ethod  used, h igher  values w ere  obtained w hen  using the  cohe ren t  
square lattice and  lower ones w hen  using the sem i-au tom atic  method.

For all the re su lts  s tandard  deviations w ere  low er in the  sem i-au to 
m atic  m ethod  and  h igher  w hen the coherent square  la ttice was used.

DISCUSSION

The influence of various factors on the resu lts  obtained in m orpho- 
m etric  studies is a sub jec t  often discussed in the l i te ra tu re .  P ublications 
stress the  im portance of: sam pling (Weibel, Bolender 1973; Bär 1980), 
section p repara tion  (Williams 1977; P rad a l  et al. 1984), microscopic m a
gnification and photographic  en la rgem en t (Williams 1977; P rad a l  e t aL
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Table 1. Morphological measures o f  blood brain exchange in the cat amygdaloid body. Comparison o f  methods 

Tabela I. Morfologiczne wykładniki wymiany k r e w -m ó z g  w ciele migdałowatym kota. Porównanie metod

Mean area o f  a single vessel
Area of exchange Vascularization density , Area o f  perfusion

Średnia powierzchnia
Powierzchnia wymiany Gęstość unaczynienia - ,  , Powierzchnia przepływu
* ± S D  [X 10“3[j.m/jj.m2] x ± S D  [l/m m 2] J [fjm2] x ± S D  [x 10_3pim2/[i.m2]

Jadro JL

Computer square Computer square Computer square computer square

lattice lattice lattice lattice
komputer siatka t komputer siatka t komputer siatka t komputer siatka t

kwadratowa kwadratowa kwadratowa kwadratowa

Lateral 24 8.07+1.81 8.04 ±2.21 0 . 1 0 213 ± 4 2 215± 49 0.27 85 ± 1 2 91 ± 2 2 1.77 18.26±4.53 19 .52±  5.63 1.69
Boczne
Basal 28 7.70±  1.55 7 .34±  1,75 1.75 210± 42 210± 47 0.08 81 ± 1 5 8 4 ±  16 1 . 0 1 17.01 ± 3 .9 0 17.65±4.40 1.13
Podstawnc i

Central 2 0 6.33±1.10 6.75 ±  1.89 1.34 168 ± 3 5 177 ±51 1 . 2 2 8 9± 23 98 ± 3 0 2.39 14 .5 6 ±  3.15 16.64±4.78 2.62
Centralne
Cortical 12 6.05±0.85 5.92 ± 1.28 0.40 163 ± 3 2 163 ± 4 7 0.14 83 ± 2 3 94 ± 3 2 1.69 13.19±2.87 14.58±4.00 1.61
Korowe
Medial 12 5.70±1.00 6.51 ± 1 .84 2.28 153 ±  28 167 ± 4 0 2.84 83 ±21 8 4± 23 0.62 12.45 ± 2 .8 0 13.71 ± 3 .28 5.09*
Przyśrodkowe

Total
Łącznie

96 7.05±1.66 7.11 ± 1 .96 0.48 189 ± 4 5 193 ±51 1.36 8 4 ±  18 90 ± 2 4 3.50* 15.76±4.21 17.03 ± 4 .97 3.99*

a statistically significant difference in the paired Student’s t test (p <  0,01)

* — statystycznie istotna różnica w sparowanym teście t Studenta (p <  0,01)
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Fig. 1. Graphic comparison of results obtained by two morphometric methods: a — 
area of exchange, b — vascularization density, с — mean area of a single vessel, 
d — area of perfusion. White diagrams — computer, black — square lattice. Nuclei 
of amygdaloid body: L — lateral, В — basal, С — central, CO — cortical, M — 
medial, T — total. * — statistically significant difference in the paired Student’s

t  test (p ^  0.01)
Rye.  1. Graficzne zestawienie wyników uzyskanych przy zastosowaniu dwóch róż
nych metod morfometrycznych: a — powierzchnia wymiany, b — gęstość unaczy- 
nienia, с — średnia powierzchnia jednego naczynia, d — powierzchnia przepływu. 
Białe diagramy — komputer, czarne — siatka kwadratowa. Jądra ciała migdałowa
tego: L — boczne, В — podstawne, С — centralne, CO — korowe, M — przyśrod
kowe, T — łącznie. * — różnica statystycznie znamienna w sparowanym teście

t-Studenta (p 0,01)
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1984), operator (Pradal et al. 1984) and m athem atica l  analysis of the 
obtained data  (Weibel, Bolender 1973; Williams 1977; Chen, D iana 1984).

In our studies two d iffe ren t m ethods of data  collecting w ere  com pa
red. Hence, the rem ain ing  factors w ere  left unchanged. In both  m ethods 
the same sections w ere  used to elim inate d ifferences due to sectioning 
and sampling.

Sections w ere  always placed in the microscope in the same position, 
so th a t  the problem  of possible uneven term inal vessel d is tribution could 
be ignored. The image on the  screen was s tudied  at constan t m agnif i
cation of X 700, checked each time w ork  w as commenced, hence the 
g rea tes t  possibility of e r ro r  due to an inaccurate  de term ina tion  of m a 
gnification was avoided (Pradal et al. 1984). W ork was done by the same 
operator. The m athem atica l  p a r t  of the w ork  was calculated by  the com
p u te r  w ith  the use of the form ulae  listed above.

The resu lts  we obtained enable us to d raw  the conclusion th a t  the 
vascularization  density  and  area  of exchange do no t differ s ta tis tically  
in dependence on the m ethod  of study, and so m ay  be considered as 
comparable.

The values of the area  of perfusion w ere  g rea te r  in the m ethod w h e re  
the  coherent square lattice was used for all cases studied. This suggests  
a systemic e r ro r  —  counting too m an y  points on the vessel c ircum 
ference. This e r ro r  could be avoided by more careful collection of data. 
In two cases (the m edial nucleus and  the en tire  am ygdaloid body) diffe
rences in the resu lts  exceeded the level of s ta tistical significance w hen  
using th e  paired S tu d e n t’s t test. In the case of the  to ta l for the en t i re  
amygdaloid body the e r ro r  could be the resu lt  of sum m ation  of sy s tem a
tic e r ro r  for a large n u m b er  of specimens (96). In the  p a r ticu la r  nuclei 
taken  separately , despite the existence of the same system atic  error, th e  
small n u m b er  of specimens did not resu lt  in a significant d ifference in 
the values obtained for the perfusion areas. The only  exception is the  
medial nucleus w here, despite a small n u m b er  of specimens (12), large 
individual d ifferences betw een results  for p ar ticu la r  specimens b ro u g h t  
about s tatistically  significant differences in the paired  S tu d e n t’s t test.

A s im ilar situation exists for the m ean cross-sectional a rea  of a s in 
gle te rm inal  vessel. The values of this p a ram é tré  w ere  calculated  using 

area  of perfusion
the  formula: -  , . and  hence are g rea t ly  dependen tv rscu lan za tio n  density  0 J ^
on the values of the num era to r.  Consequently  these resu lts  are also h ig
h e r  w here  the coherent square  lattice was used. The differences are  
however, Siightly sm alle r  than before, w ith  statistical significance ex is
ting only in the case of the en tire  amygdaloid body. The reason for this 
is probably  again the small n u m b er of studied  specimens in the p a r t ic u la r  
nuclei.

Hence, we m ay conclude th a t  the resu lts  of the studies m ade w ith
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the use of both m ethods are comparable taking into account the possi
bility  of a system ic e r ro r  for the area  of perfusion and the m ean  cross- 
-sectional area  of a single term inal vessel. As our studies using the 
coherent square  lattice (Wrzołkowa et al. 1984) dealt w ith  vasculariza
tion density, they  m ay  be considered as com parable w ith  those pe r fo r
med by the sem i-au tom atic  m ethod  (Kraszpulski et al. 1985).

L ow er values of the s tan d a rd  deviation in the sem i-autom atic  method 
im ply its g rea te r  precision. This is confirmed by o ther investigators  
(Weibel, B o lender 1973; Williams 1977). Weibel and Bolender consider 
the sem i-au tom atic  m ethods to be m ore precise than to tally  autom atic  
ones, w here  in the case of poor contrast  a machine can cause errors, 
w hereas  in the sem i-autom atic  method a hum an  operator can m ake the 
decisions. It  does seem, however, th a t  a sufficient quality  of specimen 
prepara tion , combined w ith  a new  generation  of equ ipm ent for au tom a
tic image analysis, should m ake possible avoidance of such errors , and 
open (Jordan et al. 1985) new  possibilities for collecting and analysing 
data.

A C K N OW L E DG E M E NT : The authors wish to thank Dr. Piotr Mierzewski for 
his advice concerning the statistics.

MORFOMETRYCZNA OCENA NACZYŃ TERMINALNYCH MÓZGU.
BADANIA METODOLOGICZNE

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

Porównano wyniki badań morfometrycznych naczyń terminalnych centralnego 
układu nerwowego, uzyskanych dwiema stosowanymi przez nas wcześniej meto
dami; w odniesieniu do 4 parametrów: powierzchni wymiany, gęstości unaczynienia, 
średniej powierzchni jednego naczynia i powierzchni przepływu. Celem pracy było 
stwierdzenie, czy wyniki prac prowadzonych tymi metodami są ze sobą porówny
walne? Badania przeprowadzono na 96 wycinkach z 5 jąder ciała migdałowatego 
mózgu 23 kotów. Preparaty badano za pomocą: 1) siatki kwadratowej, 2) kom
putera WANG 2200 VP. Wyniki oceniano statystycznie sparowanym testem t 
Studenta.

Stwierdzono, że wyniki prac prowadzonych badanymi dwiema metodami ana
lizy morfometrycznej są ze sobą porównywalne, przy uwzględnieniu poprawki na 
ewentualny błąd systematyczny. Odchylenie standardowe we wszystkich przypad
kach było niższe przy użyciu komputera, wykazując nieco większą precyzję tej 
metody.

МОРФОМЕТРИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА ТЕРМИНАЛЬНЫХ СОСУДОВ МОЗГА

Резюме

Были сравнены результаты морфометрических исследований терминальных сосудов 
центральной нервной системы, проведенных двумя методами употребляемыми раньше 
авторами. Авторы рассматривали 4 параметра: поверхность обмена, плотность васкуля-
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ризации, среднюю поверхность одного сосуда и поверхность кровотока. Задачей исследо
ваний было подтверждение, сравниваемые ли результаты исследований, проведенных этими 
двумя методами. Исследования были проведены на 96 срезах из 5 ядер миндалевидного 
тела мозга 23 кошек. Препараты были исследованы при помощи: 1) квадратной сетки 2) ком- 
пютера WANG 22Э0ѴР. Результаты оценивались статистически парным тестом t- Studenta.

Проведенные исследования показали, что результаты проведенного двумя методами 
анализа, сравниваемые между собой, учитивая поправку возможной систематической ошиб
ки. Стандартное отклонение было во всех случаях ниже при употреблении компютера, ука
зывая на немного большую точность этого метода.
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O u r previous studies of the relation betw een  axon te rm inals  and 
capil lary  vessels in the cen tra l  nervous system  w ere perfo rm ed  on areas 
w ith  a b lood-brain  b a r r ie r  (Lukaszyk et al. 1984; Łukaszyk  1985). The 
resu lts  of these studies m ay  suggest the existence of some m utua l  fu n 
ctional dependence betw een  the axon term inal and the te rm inal vessel 
wall.

In the bra in  the re  are a n u m b er  of areas w ithou t  a b lood-brain  b a r 
r ier. Term inal vessels devoid of the  b a r r ie r  are often separated  from  the 
su rround ing  nervous tissue by a perivascu lar  space. This space m ay  
contain various e lem ents of connective tissue or nervous endings. The 
presence of this space m ay  enable an easier exam ination  of the relation 
betw een  the  n e rv e  ending and  the  te rm in a l  vessel wall in the  cen tra l  
nervous  system.

The aim of the p resen ted  w ork was the s tu d y  of the rela tion  betw een  
the  nerve endings and the term inal vessel wall in the subfornical organ, 
the  capillary  vessels of which  are separa ted  from the nervous tissue by 
a perivascu lar  space. A n u m b er  of s tudies w ere  u n d er tak en  concerning 
aspects of the  s t ru c tu re  and function of this organ (Rohr 1966; R ohr 
1966a; Czewżyk 1970; George, Penrose 1975; Simpson, R onttenberg  1975; 
T suneki et al. 1978; Miselis 1981; W illoughby 1981).

MATERIAL AND METHODS

The subfornical organ of 4 cats and 6 rats, f ixed by perfusion and  
p rep ared  for s tu d y  according to the prev iously  published m ethod  was 
investigated  (Łukaszyk et al. 1984). In two ra ts  the subfornical organ 
w as  fixed by diffusion. The correct selection of a p a r ticu la r  sample of 
the  subfornical organ was verif ied in Epon sem ithin  sections, a f te r  to- 
lu id ine blue staining.

* Su pp orted  by  P olish  A c a d e m y  of Sc ien ces ,  G rant 10.4.05.1.4.
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RESULTS

Electron microscopic studies revealed th a t  the u l t ra s t ru c tu re  of the 
subfornical organ and in p ar ticu la r  the capillary  vessels are  identical in 
the  cat and ra t  and hence the resu lts  are p resen ted  jointly.

There exist two types of endothelium  in the cap illary  vessels of the 
subfornical organ —  endothelium  forming a continuous layer  (Figs 1, 4) 
and  endothelium  w ith  fenestra tions  (Figs 2, 5). Both types of endothelium

Fig. 1. Part of capillary vessel lumen lined with continuous endothelium. A peri
cyte process (p) melts into the basement membrane adhering to the endotheliuin. 
The narrow perivascular space is filled with collagen fibres (c) and is limited by 
a continuous basement rr.embrane (bm) that adheres to the glial processes. X 39 000 
Rye.  1. Fragment światła naczynia włosowatego wysłany śródbłonkiem o przebiegu 
ciągłym. W przylegającą do śródbłonka błonę podstawną wtopiona jest wypustka 
pericyta (p). Wąska przestrzeń okolonaczyniowa wypełniona jest włóknami kolage
nowymi (c) i ogianiczona hnijnie ciągłą błoną podstawną (bm) przylegającą do 

wypustek komórek glejowych. Pow. 39 000 X
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Fig. 2. Capillary vessel lumen lined with fenestrated endothelium. The fenestrations 
are sectioned at varying angles. Under the endothelium and parallel to it a glial 
cell process (g) surrounded by 3 basement membrane laminae. The perivascular 
space contains a connective tissue cell process and a few fibrills. Amongst the 
glial barrier processes there are two fibres containing neurosecretory granulations 
(ns) partly separated from the glia, covered by the external basement membrane.

X 39 000
Rye.  2. Światło naczynia włosowatego wysłane śródbłonkiem z fenestracjami prze
ciętymi w różnych płaszczyznach. Pod śródbłonkiem równolegle przebiegająca, 
ograniczona trzema blaszkami błony podstawnej wypustka komórki glejowej (g). 
W przestrzeni okołonaczyniowej wypustka komórki tkanki łącznej i pojedyncze 
włókienka. Fomiędzy wypustkami bariery glejowej dwa włókna z ziarnistościami 
neurosekrecyjnymi (ns), częściowo odsunięte od gleju, pokryte błoną podstawną

zewnętrzną. Pow. 39 000 X

m ay  be p resen t  w ith in  the same capillary  vessel (Fig. 5), bu t term inal 
vessels w ith  on ly  a single type of endothelium  predominate .

The basem ent m em brane  adhering  closely to the endothelium  and
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Fig. 3. Process containing neurosecretory granules (ns) invaginates into the peri
vascular space tegether with an astroglial process vg). Both processes are surrounded 

by a common basement membrane. X 38 000 
Rye.  3. W przestrzeń okolonaczyniową wrpuklają się wypustka z ziarnistościarm 
neurosekrecyjnymi (ns) i przylegająca do niej wypustka astrogleju (g). Obie w y

pustki otoczone są wspólną błoną podstawną. Pow. 38 000 X
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Fig. 4. Capillary vessel made up of continuous endothelium and a wide pericyte 
process (p). The perivascular space is electron-transparent. The external basement 
membrane covers the closely packed adhering glial processes. Amongst them 

is a small process contaning neurosecretory granulations (ns). X 25 000 
Rye.  4. Naczynie włosowate utworzone przez śródbłonek o przebiegu ciągłym i przez, 
szeroką wypustkę pericyta (p). Przestrzeń okołonaczyniowa jest elektronowo prze- 
zierna. Błona podstawna zewnętrzna pokrywa ciasno ułożone, ściśle do siebie przy
legające wypustki gleju. Wśród nich jest mała wypustka z ziarnistościami neuro-

sekrecyjnymi (ns). Pow. 25 000 X 
Fig. 4a. Higher magnification of the process containing neurosecretory granules

seen in Fig. 4. X 56 000 
R y e . 4a. Większe powiększenie wypustki z ziarnistościami neurosekrecyjnymi

z Ryc. 4. Pow. 56 000 X
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per icy te  separates  the vessel from  the perivascu lar space w hich  varies 
in width. An ex te rna l  basem ent m em brane, resting on glial processes 
separates  this space from  the nervous tissue. The p er ivascu la r  space 
l im ited  by two basem ent m em branes  is e i ther  em p ty  (Fig. 4) or it  con
ta ins  collagen fibres (Figs 1, 3, 5), connective tissue cell processes (Fig. 2) 
and  nerve  term inals  (Figs 3, 5, 6, 6a).

The ex terna l basem ent m em brane  forms a s tra igh t  or m eandering  
lay er  over the glial processes (Figs 1, 3). Below the ex te rn a l  m em b ran e  
n e rv e  processes and  term inals  containing neurosecre to ry  g ranu les  as 
w ell as term inals  containing spherical or m ixed  granu les  a re  visible.

Fig. 5. In the perivascular space close to a capillary vessel a cell process with  
dense lamellar bodies and neurosecretory granules (ns). X 55 000 

Rye.  5. W przestrzeni okolonaczyniowej skupienie gęstych cial błoniastych i ziar
nistości neurosekrecyjnych (ns). Pow. 55 000 X
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Fig. 6. Terminal vessel with continuous endothelium and a pericyte process (p) 
between the basement membrane lamelae. In the perivascular space between the 
internal and external basement membrane are accumulations of fibres and boutons 
with neurosecretory vesicles (ns), nerve terminals with spherical vesicles (sv) and

collagen fibres (c). X 39 000 
Rye. 6. Naczynie terminalne o śródbłonku ciągłym z wypustką pericytu (p) po
między blaszkami błony podstawnej. W szerokiej przestrzeni okołonaczyniowej, 
pomiędzy błoną podstawną wewnętrzną i zewnętrzną skupienie włókien i kolbek 
z  pęcherzykami neurosekrecyjnymi (ns), zakończenie nerwowe z pęcherzykami 

kulistymi (sv) oraz włókna kolagenowe (c). Pow. 39 ООО X
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Fig. 6a. Axon terminal with spherical vesicles (sv) in the perivascular space close  
to the capillary vessel wall. X 34 000 

Rye.  6a. Zakończenie nerwowe z pęcherzykami kulistymi (sv) w przestrzeni około- 
naczyniowej, tuż przy ścianie naczynia. Pow. 34 ООО X
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Squeezing in betw een the glial cells, limiting the perivascular  space there  
are  ne rve  processes and term inals  containing large vesicles w ith  a core 
of a vary ing  degree of e lectronoptical density  (Fig. 4) and  few nerve  
te rm in a ls  w ith  spherical or f la t tened  vessicles.

Occasionally the processes containing neurosecre to ry  g ranules  appear 
in be tw een  the  glial cell processes, form ing together  a palisade b a r r ie r  
l im iting the per ivascu lar space (Figs 2, 4). Both in the cat and  ra t  n eu ro 
secre tory  cell processes in the perivascu lar  space occasionally appear  in 
close contact w ith  the capillary  vessel w all (Figs 3, 5, 6). These proces
ses a re  usually  su rro u n d ed  by  the basem ent m em brane. This gives the 
impression th a t  the neurosecre to ry  processes bulging from  in betw een  
the glial cells tow ards the vessel w all ca rry  the basem ent m em brane  
w ith  them. The phases of this gradual bulging are visible in Figs 2— 5.

On few occasions the perivascu lar  space was seen to contain sy n ap 
tic boutons w ith  spherical (Fig. 6, 6a) o r  m ixed vesicles. These nerve 
te rm inals  w ere  w ithou t a basem ent m em brane  or only p a r t ly  su rrounded  
b y  it.

We did no t observe any  differences in the nerve  term inals  and  ele
m en ts  of connective tissue in the perivascu lar space su rround ing  capil
la ry  vessels w ith  a vary ing  type of endothelium .

DISCUSSION

The resu lts  of electron microscope studies p resen ted  here  confirm  the 
observations of o ther  au thors  th a t  the subfornical organs of the cat and 
ra t  contain cap illary  vessels w ith  a fenes tra ted  endothelium  as in an 
endocrine organ and w ith  a continuous endothelium  as in a reas  w ith  
a blood-brain  b a r r ie r  (Rohr 1966V

The perivascu lar  space of the subfornical organ contains m an y  fu n 
ctional nerve processes w ith  neurosecre to ry  granules. Their invag ina
tion from the neuropil  into the perivascu lar  space m ay  be considered to 
be a phase of secretion. Moreover, ne rv e  term inals  w ith  spherical and 
m ixed  vesicles can be found in the vicin ity  of capillary  vessels in this 
organ. The tw o types of te rm inals  in the perivascu lar  space of the sub
fornical organ d iffer not only in the ir  type, bu t  also in the ir  re la tion  to 
the  ex terna l basem ent m em brane. The neurosecre to ry  processes are  a l
w ays su rrounded  by the basem ent m em brane, bu t the  te rm ina ls  w ith  
spherical and f la t tened  vesicles have no m em brane  a t all or the  dense 
lam ina of the  basem ent m em brane  adheres  to th em  only along a small 
length.

Nerve fibres innerva ting  large vessels of the bra in  down to the p re 
capillaries have th e ir  neurons  in the super io r  cervical ganglion from  
w hich  they  en te r  the  brain along the perivascu lar  spaces (I takura  et al.
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1977; Kobayashi et al. 1981; Madison et al. 1981). N erve  fibres  deriving 
from  the cen tra l  nervous system  functionally  connected w ith  vessels 
have the ir  neu rons  e.g. in the  locus coeruleus and reach  the  vessel wall 
th rough  the neuropil (Rennels, Nelson 1975; Edvinsson et al. 1979).

The absence of a basem ent m em brane  su rround ing  the n e rv e  te rm i
nals  (Fig. 6) could suggest th a t  the term inals  in the per ivascu lar  space 
of the subfornical organ en te r  from  the subarachnoid  space, the same 
w ay  as nerve processes innerva ting  ar te ria l  vessels down to p recap il la 
ries. On the o ther hand, the possibility th a t  the te rm inals  en te r  from  the 
neuropil,  b reak ing  the ex terna l basem ent m em brane  m ust be taken  into 
account. This could be suggested by the fact, th a t  a f rag m en t  of th e  
basem ent m em brane  adheres  to the nerve  te rm inal (Fig. 6a).

The studies we perform ed previously  on the re la tion  be tw een  th e  
axon term inals  and the term inal vessel in the CNS w ere  based on areas 
w ith  a blood-brain b a r r ie r  (Łukaszyk et al. 1984; Ł ukaszyk  1985). The 
results  of these studies on the basis of m orphom etric  eva lua tion  sugges
ted a possible functional re lation betw een the nerve  te rm inal and the 
term inal vessel. The p resen t studies perfo rm ed  on an area  of the CNS 
w ithou t  a b lood-brain barrier ,  possessing a d istinct per ivascu lar space 
seem  to confirm  this expectation  concerning the innerva tion  of the te r 
m inal vessels of the brain, regardless of w here  the te rm inals  visible in 
the perivascular space are derived from.

NACZYNIA WŁOSOWATE I ZAKOŃCZENIA NERWOWE 
OKOŁONACZYNIOWE NARZĄDU PODSKLEPIENIOWEGO

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

W narządzie podsklepieniowym szczura i kota zbadano w mikroskopie elektro
nowym naczynia terminalne oraz zakończenia nerwowe okołonaczyniowe. Stwier
dzono, że w przestrzeni okołonaczyniowej istnieją liczne wypustki z ziarnistościami 
neurosekrecyjnymi oraz pojedyncze zakończenia nerwowe z pęcherzykami synap
tycznymi. Obecność tych ostatnich może sugerować relację czynnościową między 
zakończeniem nerwowym a ścianą naczynia terminalnego w narządzie podsklepie~ 
niowym szczura i kota.

КАПИЛЯРНЫЕ СОСУДЫ И ОКОЛОСОСУДИСТЫЕ НЕРВНЫЕ 
ОКОНЧАНИЯ ПОДСВОДНОГО ОРГАНА

Резюме

В электронной микроскопии были исследованы концевые сосуды и околососудистые 
нервные окончания подсводного органа крысы и кошки. Оказалось, что в околососудистом 
пространстве существуют многочисленные отростки с невросекреционными гранулами 
и отдельные нервные окончания с синаптическими пузырками. Присутствие этих последних 
может внушать функциональную связь между нервным окончанием а стенкой терминаль
ного концевого сосуда в подсводном органе крысы и кошки.
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R ELATIO N OF M ENINGIOM AS 
TO THEIR NEAREST ENVIRONM ENT AND 

ITS SIGN IFICA N CE FOR RECURRENCE OF THE TUMOR

Medical Research Centre, Polish Academy of Sciences, Warszawa

From  the surgical po in t of view it is v e ry  im portan t  to know  the 
relation of the tum or surface to its nea res t  environm ent.  Most m en in 
giomas are well c ircum scribed tumors, respecting the anatomical borders  
of the brain, b u t  it is no t a t  all unusual,  even for m eningiom as w ithou t  
morphological signs of m alignancy, to grow into and th rough  the d u ra  
m ater ,  par tia lly  or com pletely fill a venous sinus of the dura, in fi l tra te  
the overly ing bone, the tem pora l muscle and seldom even the aponevro- 
tic galea. Som etim es we m eet w ith  a tu m o r  w hich af te r  having brocken 
the pia m a te r  in fil tra tes  the bra in  in the form  of microscopic clusters 
of neoplastic cells (Fig. la,b). According to S im pson’s estimation (1957), 
in fi ltra tion of bra in  takes place in 3.7°/o of cases. The re la tionship b e t 
w een  meningioma and the overly ing du ra  m ay  v ary  from  simple con
tigu ity  s t reng thned  by the vessels coming from  the du ra  and pene tra t ing  
the  tumor, to deep infi ltra tion  of the dura  (Fig. 2). The rela tion  of the 
tu m o r  to the pia m a te r  resu lts  from the fact th a t  most m eningiomas are 
s i tuated  betw een  the du ra  m a te r  and the arachnoidea, th a t  is subarach-  
nodally, giving in consequence im m edia te  contact of the surface of the 
tum or w ith  the pia m ater.  F rom  case to case this surface relation differs 
in m any  respects. In some cases a thin m esenchym al layer  of the pia 
m a te r  is the on ly  s t ru c tu re  separating  the  surface of the bra in  from the 
tu m o r  (Fig. 3a,b). In o ther cases there  exists betw een  the tum or and the 
b ra in  a m esenchym al lam ellar  s tru c tu re  of d iffe ren t thickness (Figs 4— 8). 
The pia m a te r  incorporated  in this s t ru c tu re  has lost appearance of a se
p ara te  unit. It  is only the pia m a te r  or the p ia-arachnoidea which can 
be responsible for the origin of this s t ru c tu re  composed of reticulin , 
collagenised fibers, blood vessels and occasionally in fil tra ted  w ith  p lasm a 
cells  and lym phocy te  (Fig. 9). Owing to the increased tissue p ressure  
in the v icinity  of the tum or some degree of ischemia takes place, sti-
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Fig. la.  Microscopic clusters of neoplastic cells infiltrating the brain B. T — tumor. 
H—E. X 200. Fig. lb.  Microscopic clusters of neoplastic cells invaginated into the 

brain (infiltration?) T — tumor, В — brain. H—E. X 400 
Rye.  la.  Mikroskopowe gniazda komórek nowotworowych naciekające mózg (B). 
T — guz. H—E. Pow. 200 X. Ryc. Ib. Domózgowe wgłobienie komórek nowotwo

rowych (infiltracja?). В — mózg, T — guz. H—E. Pow. 400 X

m ulating  proliferation  of the connective tissue. In some places f i rm  
connections of the lam ellar s tru c tu re  w ith  the tum or form  bridges, w hich  
eneble pene tra tion  of the blood vessels from the pia to the tum or 
(Fig. 10). In this w ay  the tu m o r provided w ith  blood m ain ly  th rough  th e  
system  of the ex te rn a l  carotid a r te ry  receives a su p p lem en ta ry  blood 
supp ly  from  branches of the in terna l carotid a r te ry .  In some places th e
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^£0. 2. A t ta c h e m en t  o f  the  tumor. In filtrat ion  o f  the dura. H — E. X  100 

R yc. 2. P rzyczep  guza, n a c iek  opon y  tw ardej .  I i— E. Pow. 100 X

Fig. 3. The tumor (T) is separated from the brain (В) by the pia mater only.
Fig. 3a. H—E. X 200. Fig. 3b. Perdrau. X 200

Ryc.  3. Tylko opona miękka odgradza guza (T) od mózgu (B). Ryc. З а .  H—E. Pow.
200 X. Ryc.  3b. Impregnacja met. Perdraua. Pow. 200 X
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Fig. 4. Mesenchymal lamellar structure between the tumor (T) and the brain (B).
Perdrau. X 200

Rye.  4. Przegroda łącznotkankowa pomiędzy guzem (T) a mózgiem (B). Perdrau.
Pow. 200 X

Fig. 5. Mesenchymal structure separating the brain (B) from the tumor (T). Per
drau. X 200

Rye.  5. Przegroda łącznotkankowa odgradza mózg (В) od guza (T) Perdrau. Pow.
200 X

surface of the tum or is so tigh tly  connected w ith  the above described 
lam ella r  s tru c tu re  th a t  during  removal of the tum or microscopical p a r t i 
cles of the bra in  m ay  be torn aw ay  and  can be found on the  su rface  
of the rem oved tum or (Figs 4— 8). It is easy to im agine th a t  also tu m o r
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Fig. 6. Mesenchymal structure separating the brain (B) from tumor (T) is infiltra
ted with lymphatic cells. H—E. X 200 

Rye.  6. Drobnokomórkowy naciek przegrody łącznotkankowej oddzielającej guz (T)
od mózgu (B). H—E. Pow. 200 X

Fig. 7. Broad structure separating the brain (В) from the tumor (T) infiltrated
profusely with small cells. H—E. X 200 

Rye.  7. Szerokie pasmo łącznotkankowe pomiędzy guzem (T) a mózgiem (B) obficie 
nacieczone drobnymi komórkami. H—E. Pow. 200 X

particles can be detached from  the tu m o r mass and remain in connection
w ith  the brain rep resen ting  a potential source of recurrence. The m e
senchymal s tru c tu re  sepa ra t ing  the b ra in  from  the tu m o r is usually- 
regarded  as the capsule of the tum or and the tu m o r itself is considered 
to be encapsulated. In connection w ith  the prob lem  of encapsulation the
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Fig. 8.

Rye.  8.

Fig. 9.

Rye.  9.

question  of origin and biological significance of this “capsu le” arises. Is 
it  the product of the tum or itself or does it rep resen t  a defense reaction 
of the bra in  against the tumor? In the l i te ra tu re  of the sub jec t  I w as 
able to find two opinions concerning this question. Züîch (1967) deals 
w i th  the question in the following sta tm ent:  “Die M eningiom en haben

іЧіикіѵлтіЖ.

Broad brain-tumor gate abounding in blood vessels and infiltrated with 
small cells. T — tumor, В — brain. H—E. X 200 

Szeroka przegroda między guzem (T) a mózgiem (В) zawiera liczne naczy
nia i naciek drobnokomórkowy. H—E. Pow. 200 X

Infiltration of the brain-tumor gate with lymphoid and plasma cells. H—E.
X 600

Przegroda między guzem a mózgiem nacieczona komórkami limfatycznymi 
i plazmatycznymi. H—E. Pow. 600 X
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Fig. 10. Blood vessels coming from the pia mater penetrate the tumor (T). В
brain. Perdrau. X 200 

Rye.  10. Naczynia krwionośne z opony miękkiej wnikają do nowotworu (T). В •—
mózg. H—E. Pow. 200 X

Fig. 11. Capsule of meningioma, which after all probability had developed between 
the external and internal lamina of the dura. Perdrau. X 200 

Rye.  11. Torebka oponiaka, który prawdopodobnie rozwinął się pomiędzy zewnętrz
ną i wewnętrzną blaszką opony twardej. Perdrau. Pow. 200 X

ein verd rängendes  W achstum  gegen neuroek toderm ale  Gewebe. Das v e r 
d rängende  W achstum  ist auf die B ildung e iner m eh r  oder m inder dicken 
Kapsel zu rückzufuhren .  Sie ist verschieden dick, k ann  in der Dicke und  
B au  der D ura  ähne ln  w äh ren d  sie bei gelapten  Tum oren  nich t viel m ehr 
als die Dicke der P ia -arachnoidea zeigt und  oft von dieser n ich t zu u n te r 
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scheiden is t-’. (Meningiomas are  tum ors  growing expansive ly  aga inst  
neuroectoderm al s tructures .  It  is the formation of a capsule of var ious  
thickness which is responsible for the expansive growth. The capsule is 
of various thickness and is s im ilar to the dura  m ater .  The th ickness  of 
the capsule of lobulated  tum ors can be m ore or less like th a t  of the 
pia-arachnoidea and  very  often cannot be distinguished from  it) —  n o t
hing about the origin and biological significance of this s tru c tu re .  N oet-  
zel (1951) distinguishes tum ors  which had  developed in trad u ra l ly ,  th a t  
is betw een the in terna l and ex te rna l  lam ina of the dura. This ra re  k ind 
of tum or is ac tually  encapsulated  and its surface is com pletely  sm ooth  
(Fig. 11). In the second group of tum ors  p resen ted  by Notzel (1951) th is  
k ind  of capsule is absent. “Die weichen H äute  sind h ierbe i m e h r  oder 
m inder  s ta rk  ausgepräg t in die Randzone des Tum ors  einbezogen” (P ia- 
-a rachnoidea is in these cases m ore or less s trong ly  developed and  in 
corporated  in the  superficial pa r t  of the tumor). Both quo ted  au th o rs  do 
not touch the problem  of origin and biological significance of the m esen
chym al s truc tu re  separa ting  the tum or from  the brain. I am  inclined to 
regard  this s tru c tu re  as the resu lt  of a defense reaction provided  b y  
proliferation  of m esenchym al tissue of the pia m a te r  or p ia-arachnoidea. 
As all defense reactions of the body this reaction is also variab le  in 
intensity , this being reflected in a d iffe ren t th ickness of the m esenchy
mal s truc tu re  separating  the tum or from  the brain. The occasionally 
observed infiltra tion of this b ra in - tu m o r  gate by  plasm a and lym phoida l 
cells is in favor of regard ing  the capsule as p a r t  of the defense reaction  
and expression of the tum or-host  relation (Fig. 9).

W hat is the clinical significance of morphological fea tu res  p resen ted  
here? The m esenchym al sep tum  separating  the tum or from  the  bra in  
forms an anatomical junction between both  structures .  It was a lread y  
m entioned  th a t  in some places the junction is so tight, th a t  du ring  the  
removal of the tum or it happens th a t  b ra in  partic les  are torn aw ay  and 
can be discovered on the surface of the removed tum or. It  is possible 
th a t  in a s im ilar  w ay  tum or partic les m ay  rem ain  in the bed of th e  
tu m o r and become a potential source of recurrence. This is m ade easier 
by  the roughness, num erous  fissures and grooves p resen t  on the s u r 
face of the tumor. Small tum or rem n an ts  in the a t tachem en t or in the 
bed of the tum or a f te r  s.c. radical operation rep resen t  a microscopical 
collection of neoplastic cells unrecognisable w ith  the unaided  eye. The 
fa te of these cells depends very  m uch on the ir  n u m b er  and  quality . 
Indispensable for reg row th  of the tum or is the presence of cyclic cells 
сараЫе of dividing and local conditions favourable  for the ir  p ro l ife ra 
tion (blood supply). There is also a general conjucture  on the im portance 
of the defense reaction against tum ors, w hich  can be responsible for the  
fa te  of these cells. The an tigenicity  of brain  tum ors  is w eak  and can be 
effective against a small n u m b er  of cells only. Because of insuffic iency
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of the  im m une response to destroy a g rea te r  tum or mass, the firs t step  
in the  t re a tm e n t  of the tu m o r should be d im inution of the n u m b er  o f  
neoplastic cells as m uch as possible. If the tum or infi l tra tes  the nervous 
tissue like all gliomas do, this can be achieved by extensive resection 
of the  in f il tra ted  tissue. In these cases eventua l rem nan ts  of neoplastic 
cells remain in the tissue of the involved organ. The situation is diffe
ren t  w ith  parace reb ra l  tumors, presenting  expansive growth. In these 
cases even, if in the operators  opinion, the tum or was completely  rem o
ved, we ought to take into consideration the possibility of existence o f  
microscopical rem n an ts  of neoplastic cells in the a t tachem en t o r in the 
bed of the tum or. These cells can be killed by immunological forces or 
can be lost because of local unfavourab le  life conditions (blood supply). 
In these cases recurrence does not occur. If the im m une reaction is in 
suffic ient for killing the microscopical cell clusters, the cells have th e  
ab ility  of dividing and the local conditions are favourable  for their  de
velopm ent, the possibility of recurrence is v e ry  high. Keeping this in  
m ind  it could be logical for safety  reasons to s tim ulate  the im m une re 
sponse in all cases in which, according to clinical experiences and fol
low -up studies, recurrence  can be expected  even if the surgeon expres
ses the opinion th a t  the tum or has been com pletely removed. Stim ulation  
of im m unity  can be done w ith  BCG or o ther m eans recom m ended by  
oncology, w ithou t  doing any  h a rm  to the patient,  bu t  w ith  the p rospec t  
of p reven ting  recu rrence  of the tumor.

STOSUNEK OPONIAKÓW DO NAJBLIŻSZEGO OTOCZENIA 
ORAZ JEGO ZNACZENIE DLA POWSTAWANIA ODROSTÓW GUZA

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

Większość oponiaków, rozwijając się podpajęczynówkowo na dużej przestrzeni,, 
styka się z oponą naczyniową. Powierzchnia guza bywa odgraniczona od mózgu 
cienką blaszką opony naczyniowej lub wielowarstwową błoną składającą się z włó
kien retikulinowych, skolagenizowanych oraz z naczyń. Błona ta tworzy zespolenie 
powierzchni guza z powierzchnią mózgu, a wnikające z niej naczynia krwionośne 
do guza dostarczają mu dodatkowego ukrwienia z tętnicy szyjnej wewnętrznej. 
Miejscami silne zespolenie guza z błoną odgraniczającą go od mózgu sprawia, że 
w czasie usuwania guza mikroskopowe cząstki guza odrywają się i mogą być od
nalezione na powierzchni usuniętego guza. Jest możliwe, że w  podobny sposób 
mogą się odrywać mikroskopowe cząstki guza i pozostając w łączności z mózgiem 
stają się przyczyną nawrotu. Mikroskopowych rozmiarów pozostałości doszczętnie 
usuniętego guza w ścianie zatoki żylnej, w łożysku guza, w przyczapie lub w tkan
ce narządu dają początek nawrotowi, jeśli wśród pozostałych komórek jest dosta
teczna liczba komórek zdolnych do rozplemu, jeśli warunki miejscowe (ukrwienie) 
są dla rozplemu dostateczne i jeżeli odporność przeciwnowotworowa jest słaba. 
Mając to na uwadze proponuje się, aby tzw. doszczętne usunięcie guza uzupełnić 
wzmacnianiem odporności za pomocą BCG lub innych środków zalecanych przez 
onkologię celem zniszczenia mikroskopowych gniazd komórek nowotworowych, 
które umknęły działalności operatora.
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ОТНОШЕНИЕ МЕНИНГИОМ К БЛИЖАЙШЕЙ СРЕДЕ 
И ЕГО ЗНАЧЕНИЕ В ВОЗНИКНОВЕНИИ РЕЦИДИВА ОПУХОЛИ

Резюме

Большинство менингиом, развиваясь в подпаутинном пространстве, на большой поверх
ности контактируется с сосудистой оболочкой. Поверхность опухоли отделена от мозга 
тонким слоем сосудистой оболочки или многослойной пленкой, составленной из ретику
линовых и коллагеновых волокон, а также сосудов. Эта пленка соединяет поверхность опу
холи с поверхностью мозга, а благодаря её кровеносным сосудам пенетрирующим в опу
холь, опухоль получает добавочное кровоснабжение из системы внутренней сонной артерии. 
В некоторых местах крепкое соединение опухоли с пленкой отделяющей её от мозга, причи
няется к тому, что во время удаления опухоли, микроскопические части опухоли отрываются. 
Можно их найти на поверхности удаленной опухоли. Возможно, что подобным образом 
могут оторваться микроскопические части менингиомы, которые, соединенные с мозгом, 
являются причиной рецидива опухоли. Микроскопические остатки удалённой опухоли в стен
ке венозного синуса, в ложе опухоли, в прикреплении или в ткани органа являются источ
ником рецидива, если среди оставшихся клеток достаточное количество способных к раз
множению клеток, если местные условия (кровоснабжение) для размножения достаточные 
и если иммунитет против опухоли слабый. Принимая это во внимание, рекомендуется, чтобы 
после радикального удаления опухоли укреплять иммунитет при употреблении BCG или 
других средств указанных онкологией, чтобы разрушить микроскопические группы клеток, 
которые не были подвергнуты действию оператора.
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V ASCULAR ABNORM ALITIES IN THE CENTRAL FORM OF 
NEUROFIBROM ATOSIS
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N eurofibrom atosis  (NF) von R eck linghausen’s disease is a d isorder 
involving the cen tra l  and per iphera l  nervous system  in a wide varie ty  
of ways. Neuropathological m anifesta tions  of the disease generally  resu lt  
from  p ro lifera tive  changes of neu ra l  supporting  s tru c tu re s  represen ting  
neoplasia, hyperp las ia  and dysplasia. In most cases in the  nervous system  
th ere  w ere  tum ors  like acoustic schwannom a, m eningiom a and optic 
glioma as w ell as ham artom atous  lesions and  developm enta l  anomalies 
(Rubinstein e t al. 1981).

In the broad  spec trum  of pathological changes described in NF, v as 
cu lar  lesions have  been also included. However, the invo lvem ent of sy 
stemic vascu la tu re  has been well docum ented (Reubi 1945; F ey r te r  1949; 
Salyer,  S a lyer  1974), vascu la r  abnorm alit ies  in the  nervous system  w ere  
sporadically  described (Gluszcz 1956; Pearce  1967; Tomsick et al. 1976).

The p resen ted  case of N F showed w idespread  s tru c tu ra l  a l tera tions  
of the blood vessels w hich predom ina ted  in the neuropathological p ic ture  
reflecting the clinical course of the disease.

CASE REPORT

A 72-year-old  m an  was adm itted  to the Neurological Clinic (Head: 
prof. H. Jędrzejow ska) because of slowly progressing w eakness  of the 
low er ex trem it ies  and  u r in a ry  dysfunction. F irs t  sym ptom s of the dise
ase appeared  about one y ea r  before hospitalization. He had  no o ther  
noticeable disease except t rans ien t  hyperg lycem ia regu la ted  by  oral 
drugs, and  chronic bronchitis . The fam ily  h is to ry  w as negative.

On general exam ination  m ultip le , small, sometimes fused hyperp ig -  
m ented  nodules and  café-au-la it  spots on the skin of the t ru n k  and all 
ex trem ities  w ere  found.
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Neurological exam ination  revealed spastic paresis of the low er ex
trem ities . The u pper  extrem ities,  cranial nerves and all types of sensa
tion w ere  intact. Blood p ressure  was norm al, rou tine  lab o ra to ry  tests 
showed no abnormalities. Cerebro-spinal fluid (CSF) revealed  pro te in  
con ten t  elevated to 85 mg°/o w ithou t  cytosis. X -ray  exam ina tion  of the 
v e r te b ra l  column showed advanced spondyloarthrosis  and spina bifida 
of S l

The clinical p ic ture  and CSF exam ination suggested a tu m o r in the 
spinal cord of the pa t ien t  suffering from  von R eck linghausen’s disease, 
a l though  m yelography  did not reveal any  pathological s truc tu re .

One y ea r  la te r  t rans ien t  m otor aphasia, re ten tion  of u r ine  and  severe 
progress  of disorders in the neurological s ta te  appeared. The r igh t  low er 
ex t re m ity  became plegic and  left deeply paretic. R ight knee  jerk, both 
ankle  and  r igh t p lan ta r  reflexes w ere absent. Touch, pain and position 
sensation w ere  d im inished in the righ t foot. CSF exam ination  revealed  
93 mg°/o of protein, cytosis 5. EEG showed m odera te  generalized ab n o r
malities, slightly  accentuated  in the left  hem isphere . D uring  the  n ex t  
5 m on ths  severe cardiac insufficiency and massive swelling of the low er 
ex trem it ies  developed. Neurological exam ination disclosed parap legy  of 
the low er extrem ities,  loss of abdominal reflexes, absence of bo th  ank le  
and  p lan ta r  reflexes and decrease of all types of sensation below the  
umbilica l level. In the CSF there  was 121 mg°/n of pro tein  and cytosis 2.

In the final period of the disease pneum onia  and  deep bedsores ap 
peared . The pa t ien t  died 3 years  from the onset of the disease, clinically 
d iagnosed as parap legy  in the course of R eck linghausen’s disease.

General autopsy revealed generalized, advanced arteriosclerosis and 
typical changes of neurofibromatosis.

NEUROPATHOLOGICAL EXAMINATION

The brain  w eight a f te r  formalin  fixation was 1410 g. The m eninges 
w ere  unchanged except for focal thickenings. There w ere  advanced  at- 
he rom atic  changes of the a r te ries  of the base of the brain.

Coronal sections of the bra in  w ere  commonplace. Exam ination of 
the  spinal cord revealed  conglomerates of thin, to rtuous vessels s i tuated  
in the subarachnoid  space of the thoracic level. On transversa l  sections 
m id-thorac ic  segm ents exhibited  obliteration of the no rm al arch itec tu re  
and  tissue softening.

P ara ff in  sections of the frontal, temporal, and parie ta l  cortex, basal 
ganglia, m idbrain , pons, m edulla, cerebellum  and  from  the cervical, tho 
racic and  lu m b ar  regions of the spinal cord w ere  stained w ith  h em ato 
xylin  and eosin (H-E), cresyl violet and  by the van Gieson, PAS, H olzer 
and  K lü v e r -B a rre ra  methods.

Microscopical findings. The leptom eninges showed in some areas p ro -
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m inen t ,  m u lti lay e r  s t ru c tu re  of pro lifera ting  collagen fibres and  fib ro 
blasts (Fig. 1). All the meningeal vessels w ere  paten t,  a l though some of 
th em  exh ib ited  distinct fibrosis and  in tensive proliferation of spindle 
cells th ro u g h o u t  the vessel wall (Fig. 2).

S lide exam ination  of the bra in  hem isphere , cerebellum, and brain  
s tem  did no t reveal any  m ajo r  pathological changes. Some of the vessels 
show ed  hyalin ization or proliferation of the endothelium  occluding the ir  
lum en. P erivascu la r  spaces w ere often en larged containing single glial 
o r  m ononuclear  cells. A round the vessels and  in the ad jacen t tissue n u 
m erous am ylacea bodies and fibri l lar  gliosis w ere seen.

Fig. 1. Focal overgrowth of fibres and fibroblasts in the leptomeninges of the
cerebral hemisphere. H—E. X 60 

Rye. 1. Ogniskowy rozplem włókien łącznotkankowych oraz fibroblastów w oponach 
miękkich sklepistości mózgu. К—E. Pow. 60 X

Fiog. 2. Proliferation of spindle cells and fibroblasts in the wall of a large, menin- 
gel artery of the spinal cord. H—E. X 100 

R ye . 2. Rozplem wrzecionowatych komórek oraz fibroblastów w ścianie dużej tętni
cy opony rdzenia kręgowego. H—E. Pow. 100 X

The m ost in tensive and  generalized pathological changes w ere  found 
in the g rey  and w hite  m a t te r  of the spinal cord. A t the cervical level 
sy m m etr ica l  spongy degeneration  of the dorsal columns was p rom inen t  
(Fig. 3). In th is  area all small vessels showed fibrotic wall thickening. 
T hey  s ta ined  in tensively  in the van  Gieson and PA S methods. The n e u 
rons, especially  in the an ter io r  horns, exhib ited  pronounced  degenera tive  
changes  and  reduction  in num ber. Especially severe and  w idespread  de-
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Fig. 3. Intensive spongy degeneration of the Goll fascicle at the cervical level of
the spinal cord. H—E. X 60

Rye. 3. Zmiany zwyrodnieniowe pęczka Golla na poziomie szyjnym rdzenia kręgo
wego. H—E. Pow. 60 X

Fig. 4. Severe degeneration of the anterior horn of the spinal cord at the thoracic 
level with cell destruction, gliosis and spongy degeneration of the tissue. Hyaliniza- 

tion of the small vessels. H—E. X 60 
Rye. 4. Zmiany zwyrodnieniowe rogów przednich rdzenia kręgowego w odcinku 
piersiowym z uszkodzeniem neurocytów, glejozą oraz zgąbczeniem tkanki. Szkliwie

nie drobnych naczyń krwionośnych. H—E. Pow. 60 X

struc t ion  of the tissue was found at the thoracic level of the spinal corcL
T here  was heavy  loss of neurons  or some left cells showed fa t ty  degene
ration, tigrolysis, acidophilic properties  and  sh rinkage  of the ir  cytoplasm. 
A m ong the neurons, cells debris and  glial cells w ere  p resen t  (Fig. 4). 
Vessels of small and  la rger size showed advanced fibrosis and h ya lin iza -  
tion (Fig. 5). Sometim es the re  was significant n a rrow ing  of the vessel 
lum en (Fig. 6). A round small and some la rge r  vessels the re  w ere  wide- 
per ivascu la r  spaces w ith  slight m ononuclear per ivascu lar  infiltrations. 
Occasionally, there  w ere m inu te  foci of tissue necrosis w ith  n u m e ro u s  
histocytes, epithelioid cells and fibroblasts. These cells w ere  accum ulated  
around  the vessels or they p en e tra ted  the su rround ing  tissue. Som eti
mes the  vessels together w ith  ab u n d an t  epithelioid cells and  collagen 
fibres form ed a nodule-like s t ru c tu re  (Fig. 7).

In the  la tera l  column of the m id-thorac ic  segm ents of the spinal cord 
and  ad jacen t  subarachnoid  space a vascular  m alform ation  was found. 
I t  consisted of num erous  small and  larger vessels, both  ar te ries  and veins.  
Most of the vessels, especially small arteries , showed distinct h y a l in iza -
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Fig. 5. Prominent collagen overbuild of the small and large vessels of the spinal
cord. Van Gieson. X 200 

Rye. 5. Rozplem włókien kolagenowych w ścianie drobnych i dużych naczyń krwio
nośnych rdzenia kręgowego. Van Gieson. Pow. 200 X 

Fig. 6. Small vessel of the spinal cord with prominent thickening of the wall and 
obliteration of the lumen. PAS. X 200 

Rye. 6. Drobne naczynia krwionośne rdzenia kręgowego z wybitnie pogrubiałą 
ścianą naczyniową oraz zaciśniętym świetle. PAS. X 200 

Fig. 7. Accumulation of small and larger vessels surrounded by infiltrates in the 
spinal cord at the thoracic level. H—E. X 400 

Rye. 7. Zgrupowanie drobnych i większych naczyń krwionośnych otoczonych przez.
naciek w segmentach piersiowych rdzenia kręgowego. H—E. Pow. 400 X 

Fig. 8. Arterio-venous malformation in the thoracic segments of the spinal cord.
H—E. X 100

Rye. 8. Malformacja tętniczo-żylna w segmentach piersiowych rdzenia kręgowego.
H—E. Pow. 100 Xhttp://rcin.org.pl
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Fig. 9. Fragment of white matter of the spinal cord at the thoracic level with 
spongy degeneration of the tissue, vascular changes and nodule formation. H—E. 
X 60. a, b, c. Higher magnification of Fig. 9 fragments. H—E. X 400. a. interstitial 
accumulation of cells with slightly oval or elongated nuclei; b. nodule composed 
of cells with oval, elongated or round nuclei; c. outgrowth of similar cells from the

vessel wall
Rye. 9. Fragment istoty białej rdzenia kręgowego w odcinku piersiowym ze zgąb- 
czeniem tkanki, zmianami naczyniowymi oraz tworzeniem guzka. H—E. Pow. 
€0 X. a, b, c. Większe powiększenie fragmentów z ryciny 9. H—E. Pow. 400 X. 
■a. śródtkankowe skupienie komórek z owalnymi lub nieco wydłużonymi jądrami;.
b. guzek utworzony przez komórki o owalnych, wydłużonych lub okrągłych jądrach;
c. komórki o podobnych cechach widoczne przy ścianie naczynia krwionośnego
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tion, fibrotic th ickening  of the wall and closed lumen. Betw een the ve
ssels collagen bundles w ere  densely packed (Fig. 8).

In the  n ex t  thoracic segm ents small, isolated and sharp ly  outlined, 
m ore or less developed, single nodules w ere seen. They w ere  composed 
of single m ononuclea r cells, num erous  fibroblasts, epithelioid and no
n iden tif ied  cells, often elongated in shape, containing scanty  cytoplasm 
and  a dark, hyperchrom atic  nucleus (Fig. 9a— c). In some areas direct 
o u tg ro w th  of these cells from the vessel wall could be traced.

L u m b ar  segm ents of the spinal cord w ere  not affected. O nly  m o
dera te  hyalin ization  of the vessels w as visible. The spinal ganglia sho 
w ed no abnormalities. Spinal nerve  roots presen ted  a slight pallor of the 
m yelin  sheaths.

F o r microscopical exam ination  the thyro id  gland was taken  as an 
exam ple  of in te rna l  organs. In tim ai fibrosis was advanced, so was focal 
destruc tion  of the in te rn a l  elastic lam ina and  th ickening of the media 
in the vessels of the thyro id  stroma. In the o ther arte ries  p ro liferation  of 
endo the lium  was found.

DISCUSSION

O u r case p resen ted  a peculia r  p ic tu re  of NF, d iffe ren t in m an y  as
pects from  the o ther cases described, even from  those of the  cen tra l  
form. Typical skin changes allowed for case diagnosis as NF. The n eu ro 
logical p ic ture  of the disease pointed to focal dam age of the spinal cord 
as a complication of NF, large ly  reflected in vascular  and tissue changes 
as it w as visualized in the neuropathological examination. The reason 
w h y  these changes w ere  only confined to the spinal cord rem ained  u n 
clear.

The clinical course of the disease resu lted  from  the dam aged p e r 
m eab ili ty  of the vessels as well as from  local anoxic changes induced by 
ar te rio -venous m alform ation. A lthough, both  fibrosis and hyalin ization 
m ay  have  also resu lted  from  aging and  arteriosclerosis of the 72-year- 
-old patien t,  the  in tensity  of vascular changes, collagen overproduction, 
lack of these changes in the bra in  hem ispheres  and ham artom atous  le
sion exceeded b y  fa r  the cr ite ria  of aging and arteriosclerosis (Je llin- 
ger 1967).

S tru c tu ra l  changes of the blood vessels in the organs belong to the 
p ic tu re  of N F and, even in some cases the ir  enhancem ent allowed to dis
t inguish  a vascular form of N F (Reubi 1945; F ey r te r  1949; Salyer, Salyer 
1974). In the CNS vascu la r abnorm alities  are ra re ly  described. In the 
th ree  cases aneu rysm  and a r te r ia l  wall defect (Pearce 1967) o r  in t ra c ra 
nial a r te ries  occlusive diseases (Tomsick et al. 1976) w ere  noted. In NF,
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in the  spinal cord, vascular  changes w ere not docum ented excep t for 
the Głuszcz case (1965) describing them  as coresponding to the  Reubi 
description. A lthough they  w ere  observed together w ith  CNS tum ors, 
he concluded th a t  vascu la r  changes expressed collagen disease no t  neces
sar ily  connected w ith  malignancy.

All the  above described changes of the vessels w ere  clearly  visible 
in our case in the absence of a CNS tumor. Thus, postu la ted  by  M ikuz 
e t al. (1975) a theory  of a dysplasia of small vessels, no t re la ted  to neural  
m alignancy  agreed w ith  our neuropathological p ic ture  p e rm it t in g  to 
ascertain  vessel changes as a p r im ary  altera tion  induced by an unknow n 
factor(s).

Besides the vascular changes, in ters titia l nodules form ed by p ro l ife ra
ting  m esoderm al cells w ere  seen. The composition of the nodules, the 
following steps of the ir  evolution and the ir  derivation from  th e  vessel’s 
w alls  p resen ted  the mesodermal tissue response to a dam aging factor. 
In N F  disease m étastasés  of skin nodules to the CNS have no t  been 
docum ented, bu t  the tum ors  of non -neura l  crest origin w ere  found in 
o th e r  organs (Hope, Mulvihill 1981). It seems th a t  in ou r  case, the chan
ges observed in the spinal cord, both concerning the vessels and  cell p ro 
lifera tion  ju s t  m anifested  m esoderm al dysplasia, suggesting a genetic 
defect of the cell of non-neura l  crest origin. This could agree w ith  the 
im plica ted  general defect of fibroblasts w hich has been observed in 
tissue cu ltu re  as enhanced cells transfo rm ation  a f te r  oncogenic v irus  
(Bidot-Lopez, F ranke l  1983).

In o u r  case the coexistence of vascular m alform ation  w ith  N F m ay  
add itionally  suggest a possibility of NF rela tion  to phakom atoses  like 
S tu rg e -W eb er  disease or Cobb’s syndrom e (Russel, R ubinste in  1977). 
Those facts implicate NF as a dysontogenetic, genetically  in h eri ted  defect 
of the  m esoderm al tissue.

ZMIANY NACZYNIOWE W OŚRODKOWYM UKŁADZIE NERWOWYM 
W NERWIAKOWŁÓKNIAKOWATOSCI

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

Opisano przypadek 72-letniego chorego z powoli postępującym niedowładem  
kończyn dolnych w przebiegu nerwiakowłókniakowatości. Badanie neuropatologicz- 
ne wykazało nasilone uszkodzenia istoty białej i szarej rdzenia kręgowego w od
cinku piersiowym oraz znaczne zmiany strukturalne naczyń krwionośnych rdzenia 
kręgowego. Stwierdzono ponadto w odcinku piersiowym rdzenia kręgowego malfor- 
mację tętniczo-żylną oraz pojedyncze drobne guzki złożone z komórek pochodzenia 
mezenchymalnego. Przedyskutowano patogenezę zmian naczyniowych, będących 
przypuszczalnie wynikiem dysplazji o charakterze dysontogenetycznym.
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СОСУДИСТЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ В ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ 
В НЕВРОФИБРОМАТОЗЕ

Резюме

Описан случай 72-летнего больного с неврофиброматозом, у которого медленно про
грессировал парез нижних конечностей. Патоморфологическое исследование обнаружило 
выразительное повреждение белого и серого вещества грудного отдела спинного мозга 
и значительные структурные изменения кровеносных сосудов спинного мозга. В его груд
ном отделе авторы обнаружили также мальформацию артерио-взнозную и немногочислен
ные мелкие узелки, составленные из клеток мезенхимального происхождения. Продискути- 
рован патогенез сосудистых изменений являющихся, вероятно, результатом дисплазии свя- 
зянной с дефектом в развитии.
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Mózg w y k azu je  dużą wrażliwość na przegrzanie, p rzejaw iającą  się 
w  p rzy p ad k u  u d a ru  cieplnego zaburzeniam i orientacji,  d rgaw kam i 
i śpiączką oraz n ieodw raca lnym  uszkodzeniem neuronów  (Gwóźdź i wsp. 
1978; Siesjö 1978; Milian i wsp. 1979; Dydyk, P lu ta  1984). Nasze poprzed
nie badania nie w ykazały  jednak  is to tnych  zaburzeń  czynnościowych 
w  izolowanych zakończeniach synaptycznych  mózgu królików  poddanych  
3 godz. p rzeg rzan iu  w tem p era tu rze  40— 41°C (Łazarewicz i wsp. 1986). 
W ykazano tylko wzmożone pobieranie  w apnia  w  synaptosom ach przy  
obniżonym  nagrom adzen iu  tego ka tionu  w m itochondriach  i m ikroso- 
mach mózgu (Łazarewicz, Gordon-M ajszak 1986). W badaniach w pływ u  
przegrzania n a  m etabolizm  lipidów mózgu w ykazano na tom ias t  pobu
dzenie przem ian  gangliozydów, wzrost poziomu wolnych kw asów  tłusz
czowych, a także zaburzenia w olnorodnikowego u tlen ian ia  lipidów: obn i
żenie zawartości końcow ych p roduk tów  peroksydacji oraz spadek pozio
m u  lipofilnych an tyoksydan tów  (D om ańska-Jan ik  i wsp. 1986). Obniżenie 
poziomu p ro d u k tó w  peroksydacji w ykazano także we frakcji  synaptoso- 
mów izolowanych po h ip er te rm ii  (Łazarewicz, Gordon-M ajszak 1986).

Mechanizm zaburzenia peroksydacji w mózgu podczas h iperte rm ii  
nie jest znany, a w yjaśn ien ie  jego istoty w yda je  się celowe ze względu na 
możliwość udziału procesów w olnorodnikow ych w patogenezie uszko
dzeń ośrodkowego uk ładu  nerw ow ego (Demopoulos 1973; M ajew ska 
i wsp. 1978). R ozpatru jąc  m odyfikac ję  procesów peroksydacji  w  ośrodko
w ym  układzie nerw ow ym , należy  uwzględnić zarówno m echanizm y tk a n 
kowe, jak i ogólnoustro jow ą odpowiedź n a  przegrzanie organizmu. O bni
żenie stężeń n iek tó rych  p roduk tów  peroksydacji może w ynikać  ze zm niej

* Praca finansowana przez PAN w ramach tematu T-7.
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szonej podatności tkanek  na w olnorodnikowe utlenianie, choć może za
chodzić także p rzy  pobudzeniu  peroksydacji ze wzmożonym  usuw aniem  
lub  rozkładem  jej końcow ych produktów. Na te procesy z kolei może 
mieć w p ływ  wiele czynników m iejscowych i ogólnoustrojowych, takich 
jak: poziom antyoksydantów , szybkość przem ian metabolicznych, pH, 
p rzep ływ  mózgowy.

P raca  zmierzała do w yjaśnienia ,  w jak im  stopniu zaburzenia rów 
nowagi kw asow o-zasadowej mogły w płynąć na wolnorodnikow e u tlen ia
nie lipidów mózgu oraz czy w w yn iku  przegrzania zmienia się podatność 
tkanek  ośrodkowego uk ładu  nerwow ego na peroksydację. P rzedm io tem  
analizy był w p ływ  h iperte rm ii  na równow agę kwasow o-zasadową u k ró 
lika oraz aktyw ność procesów w olnorodnikow ych in vitro przy  różnej 
kwasowości środowiska. Jednocześnie zbadano w p ływ  egzogennego ukła
du indukującego wTolnorodnikowe u tlen ian ie  na nagrom adzanie  p roduk
tów peroksydacji w hom ogenatach mózgu królików poddanych  h ip e r
termii.

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na 26 królikach, albinosach, obu płci,
0 masie ciała 2,5— 3,5 kg. Zwierzęta umieszczano na t rzy  godziny w ko
m orze term icznej o tem pera tu rze  powietrza 38— 40°C i wilgotności 
względnej w ahające j się od 60 do 45%  (P lu ta  1984). P rzed  umieszczeniem 
zwTierząt w  komorze termicznej, w narkozie eterowej cewnikowano przez 
tętnicę udow ą w celu pobrania  próbek k rw i  do badań  gazometrycznych, 
hem ato k ry tu ,  h e m o g ^ b in y  (Hb) i liczby erytrocytów .

Poziom p 0 2, p C 0 2, HCO~3, OoCT, 0 2SAT i pH oznaczano w  próbkach 
k rw i pobranych  z tętn icy  udowej po 1, 2 i 3 godzinach przebyw ania  zwie
rząt  w  w a ru n k ach  h iperte rm ii  oraz 0,5 godz. po doświadczeniu. Oznacze
nia w ykonyw ano  za pomocą apa ra tu  175 au tom atic  pH/blood gas system  
(CORNING). Obliczeń całkowitego C 0 2/T C 0 ,  dokonyw ano opierając się 
na tab licach S igga?rda-A ndersena (1964).

H em atokry t,  Hb i liczbę ery trocy tów  oznaczano w próbkach  k rw i  bez
pośrednio po wyjęciu  zwierząt z kom ory  term icznej. W celu oceny h em a
to k ry tu  k rew  tętniczą pobierano do heparynizow7anych k ap ila r  i w irow a
no w wirówce m ik rohem atokry tow ej (Janetzki TH 11). Hemoglobinę
1 liczbę e ry trocy tów  w k rw i tętniczej oceniano m etodą opisaną przez 
M aja (1977).

W szystkie doświadczenia danej serii przenrow adzano w tej samej po
rze dnia i roku, pojedynczo na zw ierzętach kontrolnych. Po zakończeniu 
doświadczeń u w szystkich królików  przeprowadzono badanie  sekcyjne.

M ater ia ł  do oznaczeń in vitro pobierano na tychm ias t  po zakończeniu 
3 godz. h iperte rm ii  lub od zwierząt kontro lnych . Królik i uśmiercano 
przez za trzym yw anie  akcji serca w s trzy k n ię ty m  doży lr ie  20°/o roz tw orem  
M g S 0 4 i dosercową perfuz ją  200 ml ochłodzonego roz tw oru  Ringera.
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P obierano  mózgi i izolowano istotę szarą półkul, k tó rą  poddaw ano ho
m ogenizacji w 9 objętościach 150 mM KC1. Niezhomogenizowane f rag 
m en ty  tkanek  usuw ano  przez w irow anie  w ciągu 3 min przy  1000 g. 
P róbk i  hom ogenatu  (0,2 mg białka) inkubow ano przez okres od 0 do 
30 m in (rye. 1— 3) w tem p era tu rze  37°C w  środowisku zaw iera jącym  
150 mM KC1, 100 mM bufor Tris-Cl, pH 7,5. W części doświadczeń m ie
szanina in kubacy jna  zawierała ponadto 12 jjM Fe(NH 4)(S 04)2 oraz 200 |iM 
kw as askorbinowy, dodane w celu indukow ania  peroksydacji,  a bufor 
Tris-Cl o pH 7,5 był zastąpiony 100 mM buforam i Tris-m ale inow ym  
(pH 5,5), Tris-Cl (pH 6,5 i 8,5) lub buforem  boranow ym  o pH 9,5.

Substancje  reagu jące  z kw asem  tiobarb itu row ym  w  badanych  p ró b 
kach  oznaczano m etodą podaną przez K ogure  i wsp. (1982). W ynik i w y 
rażano  w w artościach  absorbcji odczytyw anej przy  532 n m  na sp ek tro 
fotom etrze P ay-U n icam  SP-500.

Znam ienność s ta tys tyczną  uzyskanych  w yników  oceniano p rzy  za
stosow aniu  testu t s tuden ta .

WYNIKI

Zm iany hem ato k ry tu ,  poziomu hem oglobiny i liczba e ry trocy tów  
w obwodowej k rw i  tętniczej

W yniki p rzeprow adzonych  badań  zestawiono w  tabeli 1. H em a to k ry t  
u królików  przed doświadczeniem wynosił od 40,0 do 46,2%. Po trzech 
godzinach p rzebyw ania  zw ierząt w  komorze term icznej obniżał się on do

Tabela 1. Zmiany wybranych parametrów obwodowej krwi tętniczej pod wpływem wysokiej

temperatury otoczenia

Table 1. Changes o f selected parameters in peripheral arterial blood under high ambient

temperature

Badane parametry 

Values measured

Kontrola

Control

Po 3 godz. hipertermii 

After 3 h hyperthermia

Hemoglobina
Hemoglobin 14,4±0,5 13,1±0,5*

CT 0/  
о  /0 (22) (22)

Hematokryt
Hematocrit 42 ,2 ± 1 ,4 38,6±1 ,5*

°/ /о (22) (22)

Krwinki czerwone
Erythrocytes 4432 ± 142 4051 ±157*

X 107[ЛІ (22) (22)

Wartości średnie±SD. * p >  0,001 

The means ± S D
W nawiasach podano liczbę zwierząt 
In parenthese number of animals is given
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35,5 do 4Q,9°/o. Po trzech godzinach p rzebyw ania  zw ierząt w  tem p era 
turze otoczenia 38— 40°C, spadek h em ato k ry tu  wynosił od 1,9 do 5,7%, 
przy średnie j  wartości wynoszącej 3,6 ±1 ,4% .

Poziom hem oglobiny u królików  przed umieszczeniem ich w  kom o
rze term icznej mieścił się w zakresie 13,6— 15,7g%. Po doświadczeniu 
poziom Hb wynosił od 12,1 do 13,9g%. Spadek hem oglobiny po 3 godz. 
h ip erte rm ii  wynosił od 0,6 do l ,9g%  (średnio l ,2 ± 0 ,5 g % ).

Liczba ery trocy tów  w k rw i obwodowej u zw ierząt przed umieszcze
niem  w  komorze term icznej w ahała  się od 4200 X  103 do 4851 X 103/ul. 
W trakc ie  doświadczenia obserwowano zmniejszenie się liczby e ry tro cy 
tów o wartości od 199 500 do 598 500, średnio o 380 864 ± 142 325/u.l. Po 
doświadczeniu liczba k rw inek  czerwonych była w granicach od 3727 X 
X 103 do 4294 X 103/ц1.

Zm iany  gazometryczne w obwodowej k rw i tętniczej

W ynik i p rzeprow adzonych  badań  zestawiono w tabeli 2. P rzed  hi-  
p e r te rm ią  kontrolow ano w krw i tętniczej p 0 2, p C 0 2, H C 0 3~, T C 0 2, 0 2CT, 
0 2SAT i pH. Prężność t lenu u swobodnych królików  w ahała  się od 73,9 
do 84,6 m m  Hg, na tom iast  p C 0 2 od 30,9 do 37,6 m m  Hg. W artości H C 0 3-  
i T C 0 2 były  zaw arte  odpowiednio w granicach od 18,7 do 25,7 m Eq/l 
oraz od 20,7 do 26,6 mMol/1. Zaw artość 0 2 we k rw i w ynosiła od 20,0 do

Tabela 2. Zmiany prężności gazów i pH w tętniczej krwi królików pod wpływem wysokiej
temperatury otoczenia

Table 2. Changes o f  arterial blood gases and pH in rabbits submitted to high ambient temperature

Badane
parametry

Values
measured

Kontrola

Control

Hipertermia 0,5 godz. po 

hipertermii 

0,5 h after 

hyperthermia

1 godz. 

1 h

2 godz. 
Hyperthermia 

2 h

3 godz. 

3 h

'S

Оо. 78,6±5,1 76 ,3±9 ,4 85,6 ±  13,4 85 ,6±8 ,0 83 ,0±4 ,3

(mm Hg) (n =  8) (n -  8) (n =- 8) (n =  6) (n =  4)

о2ст 20,2±0,1 18,9±0,4* 18,3±0,6* 17,7±0,3* 16,6±0,8*

ml/dl) (n =  8) (n =  8 (n =  8) (« =  6) (n =  4)

o 2s a t 9 4 ,8±1 ,2 93,4 ± 1 ,7 93,5±3,1 94 ,0±1 ,7 90 ,7±4 ,4*

(%) (n =  8) (n =  8) (n =  8) (n = 6) (n =  4)

pco2 33 ,4±2 ,7 38,5±3,9* 37 ,2±2 ,9* 32 ,8±4 ,4 38 ,4±7 ,9

(mm Hg) (n =  8) (n =  6) (n =  6) (n =  6) (n =  4)

H C 0 7 24 ,2±1 ,8 20,7±3,1* I8 ,6±4 ,2* 18,2±3,5* 16,9±  1,8*

(mEq/l ) (n =  7) (n =  8) (n =  8) (n =  6) (n =  4)

t c o 2 25,5 ±  1,8 2 I,9 ± 3 ,4 * 19,9±4,6* 19,8 +  3,9* 18,4±2,1*

(mMol/1) (n =  7) (n =  8) (n =  8) (n =  6) (n =  4)

pH 7,459±0,073 7,389±0,022* 7,379±0,063* 7,366±0,041 * 7,276±  0,044*

(n =  8) (n =  8) (n =  8) (n =  6) (n =  4)

W artości średnie±SD. W nawiasach liczba zwierząt * p <  0,05. 

The m eans± SD . Number of animals in parentheses
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20,3 ml/dl, a wysycenie hem oglobiny t lenem  było od 95,1 do 96,7°/o. 
W artości pH zaw iera ły  się w granicach od 7,345 do 7,520.

W  czasie p rzebyw an ia  zw ierząt w  tem pera tu rze  otoczenia 38— 40°C 
stwierdzono n iew ielki wzrost prężności t lenu  w  k rw i  tętniczej — do
85,6 m m  Hg w  3 godzinie doświadczenia. W 30 min po w yjęciu  zw ierząt 
z kom ory  term icznej p 0 2 nieznacznie obniżało się. Prężność C 0 2 w 1 
i 2 godz. doświadczenia była  znam iennie podwyższona, na tom ias t  H C 0 3-  
i T C 0 2 obniżały się znamiennie od 1 godz. h iperte rm ii .  P rzez  cały czas 
h ip e r te rm ii  s tw ierdzano  znam ienne s ta tystycznie zmniejszenie zaw artoś
ci t lenu  we krw i, natom iast  wysycenie hem oglobiny t lenem  obniżało się 
znam iennie w  0,5 godz. po h iperte rm ii.  W trakcie doświadczenia p i l  
k rw i  tętniczej ulegało znam iennem u sta tystycznie  obniżeniu.

0.150- pH=5.5

0 .100-

■« pH=6.5 
« pH=750.050-

pH=8.5 
pH=95

5 10 3020 min

Rye. 1. Wpływ pH na spontaniczne nagromadzanie substancji reagujących z kwa
sem tiobarbiturowym w homogenacie kory mózgu królika in vitro. Homogenaty 
przygotowywano i inkubowano przy różnych wartościach pH, jak opisano w Ma
teriale i Metodach. Wyniki wyrażono w jednostkach ekstynkcji w przeliczeniu na 
próbkę zawierającą 0,2 mg białka. Punkty stanowią średnie z 4—6 doświadczeń, 

S. D. nie przekraczało 10% wartości średniej 
Fig. 1. Effect of pH on in vi tro  spontaneous accumulation of thiobarbituric acid 
reactive material in rabbit brain cortex homogenate. Homogenates were prepared 
and incubated at different pH as described in Material and Methods. Results are 
expressed in extinction units per sample containing 0.2 mg protein. Points repre
sent means from 4—6 experiments, S. D. did not exceed 10% of the mean value
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0.350
pH=5.5

0.300- pH=6.5

0.250-

pH=75

0.200-

0.150- pH=8.5

0.100-

0.050

pH=9.5

5 10 20

Ryc. 2. Wpîyw pH na nagromadzanie substancji reagujących z kwasem tiobarbitu- 
rowym w homogenatach kory mózgu królika w czasie inkubacji in v i tro  z  Fe8+  
i kwasem askorbinowym. Homogenaty inkubowano przy różnych wartościach pH 

w obecności 12 uM Fe*+ i 200 uM kwasu askorbinowego. Opis jak dla ryc. 1

Fig. 2. Effect of pH on in v i tro  accumulation of thiobarbituric acid reactive ma
terial in rabbit brain cortex homogenates upon incubation with Fe8+ and ascorbic 
acid. Homogenates were incubated at different pH with 12 |лМ Fe®+ and 200 цМ 

ascorbic acid. Explanations as for Fig. 1
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\

0.300

0.2G0-

0.150-

0 .100-

0050- -o

Ryc. 3. Wpływ hipertermii na spontaniczne oraz indukowane przez Fe*+ i askor- 
binian nagromadzanie substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym w homo- 
genatach kory mózgu królików. Warunki hipertermii in v ivo  oraz przygotowania 
i inkubacji homogenatów kory mózgu, jak podano w Materiale i Metodach oraz

w opisach do ryc. 1 i 2 
Fig. 3. Effects of hiperthermia on spontaneous and Fe*+ ascorbate-induced accu- 
lation of thiobarbituric acid-reactive material in brain cortex homogenates. Con
ditions of in v ivo  hyperthermia, preparation and incubation of brain cortex homo
genates as described in Material and Methods. Explanations as for Figs 1 and 2
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W pływ  pH  na wolnorodnikow e u tlen ian ie  lipidów 
kory  mózgu kró lika  in vitro

Badano spontaniczne oraz indukow ane dodaniem  jonów F e3+ i k w a
su askorbinowego nagrom adzanie  w  homogenacie ko ry  mózgu królików 
kon tro lnych  końcow ych produk tów  peroksydacji  lipidów —  substancji  
reagu jących  z kw asem  t iobarb itu row ym  (TBAR). Spontaniczna p ro d u k 
cja TBAR (rye. 1) była zaham ow ana w pH  8,5 i pH  9,5, w  środowisku
o fizjologicznym pH  7,5 zachodziła w yłącznie w czasie początkowych 
10 min inkubacji,  na tom iast  w  k w aśn y m  pH  6,6, a zwłaszcza 5,5, obserwo
wano w y ra źn y  w zrost re tencji  p roduk tów  peroksydacji u t rzy m u jący  się 
aż do 30 min inkubacji.  Po tym  czasie p rzy ros t  zawartości TBAR przy 
pH  5,5 wynosił ok. 400% wartości obserw ow anej dla pH  7,5. K rzyw e 
przyros tu  TBAR w  zakresie pH 7,5 do pH  5,5 m iały  tró jfazowy, sigmo- 
idalny  przebieg.

Peroksydacja  indukow ana dodaniem  jonów Fe3+ i k w asu  askorbino
wego znacznie przewyższała spontaniczne u tlen ian ie  wolnorodnikow e 
(ryc. 2). N agrom adzanie TBAR było zupełnie zaham ow ane p rzy  pH  9,5, 
na tom iast  p rzy  niższych w artościach pH, w raz  ze w zrostem  stężeń jonów 
wodorow ych obserw ow ano znaczne pobudzenie nagrom adzania  TBAR, 
p rzy  czym indukow any  przyrost  p roduk tów  peroksydacji nie m iał p rze
biegu sigmoidalnego.

Tak więc zarówno w przypadku  peroksydacji  spontanicznej (ryc. 1),. 
jak  i w yw ołanej inkubacją  z uk ładem  F e3+ +  askorbinian (ryc. 2) s tw ie r
dzono w y raźn y  w p ływ  pH środowiska: pobudzenie procesów w olnorodni- 
kowego u tlen ian ia  lipidów w  czasie inkubacji w kw aśn y m  pH  oraz jego 
zaham owanie w środowisku alkalicznym.

W pływ  h ip erte rm ii  p rzebyte j  in vivo  na  peroksydację 
lipidów kory  mózgu kró lika  in vitro

Spontaniczne nagrom adzanie p roduk tów  peroksydacji lipidów w  h o -  
m ogenatach  ko ry  mózgu królików  kon tro lnych  w pH 7,5 miało przebieg 
s igm oidalny ze skokowym  przyros tem  poziomu TBAR m iędzy 7,5 
a 10 min inkubacji  (ryc. 1, 3). W m ater ia le  pobranym  od królików  h iper-  
term icznych  po 30 min inkubacji  obserwowano 30°/o obniżenie zaw arto 
ści p roduk tów  peroksydacji,  na co miał w p ływ  niższy poziom w yjściow y 
TBAR oraz b rak  szybkiej fazy wolnorodnikowego u tlen ian ia  l ip idów  
(ryc. 3).

P rzy ro s t  TBAR podczas 30 min inkubacji hom ogenatów  kory  mózgu 
w  obecności 12 |a.M F e3+ i 200 jiM kw asu  askorbinowego był po h ip e r te r 
mii o 1/3 wyższy od kontroli. Zastosowany tu n ieenzym atyczny  uk ład  
in d uku jący  peroksydację  pobudzał p rodukcję  TBAR w  kontro li  ponad 
sześciokrotnie, a w m ater ia le  po h iperte rm ii  —  dw unastokro tn ie .  S tw ie r
dzono więc obniżoną podatność hom ogenatów  kory  mózgu królików pod
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danych  3 godz. h iperte rm ii  na spontaniczną peroksydację  in vitro, n a 
tom iast indukow ane u tlen ian ia  wolnorodnikow e były  w tym  m ater ia le  
znacznie pobudzone.

OMÓWIENIE

W ynik i przedstaw ionych badań  w skazują  na  obniżenie w artości h e -  
m ato k ry tu ,  spadek liczby k rw inek  czerwonych oraz zawartości hem oglo
biny we k rw i tętniczej królików  przebyw ających  przez 3 godz. w  pod
wyższonej tem pera tu rze  otoczenia. M echanizm tego zjawiska nie jes t ja s 
ny, na tom ias t  jego rola w patogenezie zaburzeń w yw ołanych  przez 
h ip e r te rm ię  w yda je  się znacząca, ty m  bardziej, że zmianom param etrów , 
obwodowej k rw i tętniczej towarzyszył spadek zawartości t lenu  w e krw i,  
obniżenie pH, spadek stężenia H C 0 3~ oraz całkowitego C 0 2. Jednocześ
nie prężność tlenu  pozostawała bez zmian, a prężność C 0 2 znam iennie 
w zras ta ła  w  1 i 2 godz. h iperte rm ii.  W ykazane zaburzenia p a ram etró w  
gazom etrycznych k rw i  tętniczej w h iperte rm ii  są zgodne z obserw acjam i 
Carlssona i wsp. (1976), uzyskanym i na zwierzętach poddanych  n a rk o 
zie ogólnej. S tw ierdzony w przedstaw ionej pracy  spadek zawartości 
t lenu  w  k rw i  tętniczej poniżej wartości kon tro lnych  korelow ał z obniże
n iem  ilości hem oglobiny i spadkiem  pH  oraz w ykazanym  poprzednio 
w zrostem  tem p e ra tu ry  ciała i mózgu k ró lika  (P luta  1984). W zrost tem 
p e ra tu ry  tkanek  zgodnie z p raw em  V an ’t Hoffa pow oduje pobudzenie 
m etabolizm u i prowadzi do zwiększonego zapotrzebow ania i zużycia t lenu  
przez mózg (Carlsson i wsp. 1976). W zrost zapotrzebow ania na  tlen p rzy  
obniżonej zdolności k rw i  do jego t ran sp o r tu  może prowadzić do n iedo
boru  t lenu  w tkankach. W ydaje  się więc, że p rzebyw anie  kró lików  
przez 3 godz. w podwyższonej tem pera tu rze  otoczenia może doprowadzić 
do ostrego lub podostrego niedotlenienia anemicznego.

W ynik iem  zasługującym  na podkreślenie było stwierdzenie, że mimo 
towarzyszącej przegrzaniu  h iperw en ty lac j i  (P luta  1984) nie ty lko nie 
s tw ierdza się hipokapnii i alkalozy, ale n aw e t  dochodzi do znamiennego 
s ta tystycznie  obniżenia pH. Efekt ten, zgodny z obserw acjam i poczynio
nym i przez innych au to rów  na różnych modelach doświadczalnych 
(Bouverot i wsp. 1974; Carlsson i wsp. 1976) jest p raw dopodobnie zw ią
zany z pobudzeniem  m etabolizm u, ze wzmożoną konsum pcją  glikogenu 
i glukozy, a co za tym  idzie w zrostem  produkc ji  C 0 2, pobudzeniem  gli
kolizy i podwyższeniem zawartości kw asu  mlekowego we k rw i  (Samek 
1966; Sam ek i wsp. 1970, 1971; Szulc 1972; Carlsson i wsp. 1976). W zrost 
produkcji  m leczanu może dodatkowo świadczyć o względnym  niedoborze 
t lenowym  w  tkankach  organizm u poddanego przegrzaniu. Ponadto  zw ią
zana z h iperte rm ią  um iarkow ana  kwasica w skazu je  na celowość badan ia  
w pływ u pH  na szybkość procesów w olnorodnikow ych w  mózgu.
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W tej p racy  badano zarówno peroksydację spontaniczną, jak  i in d u 
kow aną przez dodanie Fe34 i kwasu askorbinowego. S igm oidalny cha
ra k te r  k rzyw ej spontanicznego nagrom adzania  p roduk tów  peroksyda-  
cji —  substancji  reagujących  z kw asem  t iobarb iturow ym , można t łu m a
czyć znanym, law inow ym  przebiegiem fazy propagacji w olnorodnikowego 
u tlen ian ia  (Mead 1984). Świadczy o tym  także zmiana przebiegu k rzyw ej,  
gdy peroksydację  indukow ano przez dodanie F e3+ i kw asu askorb inow e
go, gdzie na tychm ias t  dochodziło do pełnej ak tyw acji  procesu. W yniki 
uzyskane w tej p racy  w yraźn ie  w skazują  na  ak tyw ację  spontanicznej 
i indukow anej peroksydacji lipidów w k w aśnym  środowisku (pH 6,5 do 
5,5). P roces ten był zaham ow any w alkalicznym  pH. Pobudzający  w pływ  
wyższego stężenia pro tonów  na wolnorodnikow e utlen ian ie  lipidów móz
gu został ostatnio, już po w ykonan iu  naszych badań, opisany przez 
Siesjö i wsp. (1985). Mechanizm tego efektu  nie jes t jasny: sugerow ano 
m.in. możliwość zwiększonego pow staw ania  w k w aśn y m  środowisku 
lipofilnego i silnie u tleniającego rodnika • ООН (Gąbicki, Bielski 1981) 
lub uw aln ian ie  w środowisku kw aśnym  endogennego żelaza z tkanek  
(Siesjö i wsp. 1985). To ostatn ie  w yjaśn ien ie  nie w yda je  się p rzekony
w ające zważywszy, że obniżenie pH szczególnie pobudza peroksydację  
w obecności dodaw anych  w naszych doświadczeniach jonów F e3 f .

Uwzględniając w ykazane w tej p racy  przesunięcie rów now agi k w a-  
sowo-zasadowej we k rw i  zwierząt poddanych  h iperte rm ii  w  k ie ru n k u  
k w aśn y m  można stwierdzić, że zachodzące w p rzegrzanym  organizm ie 
zm iany pH sp rzy ja ją  pobudzeniu peroksydacji.  O możliwości pobudzenia 
w olnorodnikowego u tlen ian ia  lipidów w czasie h iperte rm ii  świadczy ta k 
że w ykazane  poprzednio w naszej pracow ni obniżenie się w tych w a 
ru n k ach  poziomu lipofilnych an tyoksydan tów  w mózgu (D om ańska-Jan ik  
i wsp. 1986). Badanie wTpływ u przebyte j  h iperte rm ii  na podatność tkanek  
mózgu na  wolnorodnikow e u tlen ian ie  lipidów dało w ynik i świadczące
o złożonym mechanizm ie regulacji tego procesu. W zrost peroksydacji 
w  układzie indukow anym  przez jony F e3f i askorbinian  zna jdu je  w y t łu 
maczenie w w ykazanym  w h iperte rm ii  obniżeniu poziomu lipofilnych 
an tyoksydan tów  oraz we wzroście zawartości wolnych kw asów  t łusz
czowych w mózgu, świadczącym  o naruszeniu  s t ru k tu ry  błon (D om ańska- 
- Jan ik  i wsp. 1986). Zaobserw ow ane w tej pracy, a także poprzednio 
(D om ańska-Janik  1986), obniżenie spontanicznej re tenc ji  TBAR w hom o- 
genacie mózgu kró lika  poddanego h iperte rm ii  może z kolei świadczyć
o w yczerpan iu  się w tym  materia le , już w czasie h iperte rm ii  in vivo,  
puli subs tra tów  najbardzie j  podatnych  na peroksydację, m.in. w ielo- 
n ienasyconych kw asów  tłuszczowych. W efekcie nie dochodzi do law i
nowego nagrom adzania  się wolnych rodników i sam opowielania się p ro 
cesu, za czym przem aw ia obserw ow any brak  sigmoidalnego przebiegu 
spontanicznej akum ulac ji  TBAR w hom ogenatach z mózgów zw ierząt 
poddanych  hiperterm ii.
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W ynik i tej p racy  zgodne są więc z koncepcją zakładającą, że w  prze
biegu h ip er te rm ii  dochodzi do ak tyw acji  wolnorodnikowego u tlen ian ia  
lipidów mózgu. Pojaw ia  się jednak  pytanie, dlaczego tem u  procesowi to 
w arzyszy  obniżone, a nie zwiększone nagrom adzanie  końcow ych p ro d u k 
tów peroksydacji  (D om ańska-Janik  i wsp. 1986; Łazarewicz, G ordon- 
-M ajszak 1986). W ydaje  się, że efekt ten zna jduje  w yjaśn ien ie  w zgod
n y m  z p raw em  V a n ’t Hoffa pobudzeniu m etabolizm u w podwyższonej 
tem pera tu rze ,  a więc i degradacji  a ldehydu  m alonylowego i innych  sub
s tancji  reagu jących  z kw asem  tiobarb iturow ym , będących p roduk tam i 
w olnorodnikow ego u tlen ian ia  lipidów. Należałoby założyć, że po 3 godz. 
h ip e r te rm ii  i związanej z nią peroksydacji lipidów dochodzi do w y czerp a
n ia pu li  subs tra tów  szczególnie podatnych  na wolnorodnikowe u t len ia 
nie. Niezależnie od tego obniżenie zawartości TBAR w mózgu po 3 godz. 
h ip erte rm ii  może być spowodowane zwiększonym usuw aniem  tych p ro 
duk tów  z m ózgu na  skutek  znacznego w zrostu  mózgowego p rzep ływ u 
k rw i (Carlsson i wsp. 1976).

Postu low ane pobudzenie wolnorodnikowego u tlen ian ia  lipidów, obok 
w ykazanego w  tej p racy  względnego niedotlenienia anemicznego, mogą 
stanowić e lem en ty  patom echanizm u odwracalnych  zmian u l t ra s t ru k tu -  
ra lnych  obserw ow anych w badaniach m ikroskopow o-e lek tronow ych (Dy- 
dyk, P lu ta  1984; G ajkow ska i wsp. 1985; Loesch i wsp. 1985), a n aw et 
mogą prowadzić do nieodw racalnych  uszkodzeń neuronów  (Gwóźdź 
i wsp. 1978).

WNIOSKI

1. W h ip erte rm ii  trw ającej 3 godz. dochodzi do zaburzeń składu m or- 
fotycznego i gazowego obwodowej krw i tętniczej, świadczących o upo
śledzeniu t ran sp o r tu  do tkanek.

2. W h iperte rm ii  dochodzi do przesunięcia równow agi kw asow o-za- 
sadowej w k ie ru n k u  kw aśnym , co pobudza procesy wolnorodnikowego 
u tlen ian ia  lipidów. Tkanki mózgu kró lika poddanego h iperte rm ii  w y k a 
zują zwiększoną podatność na indukow aną peroksydację  lipidów.

3. Niedotlenienie anemiczne oraz pobudzenie peroksydacji mogą s ta 
nowić e lem en ty  m echanizm u prowadzącego do rozwoju zmian s t ru k tu ra l 
nych  neuronów  mózgu w h iperterm ii.

EFFECT OF HYPERTHERMIA ON BASIC PARAMETERS 
OF PERIPHERAL ARTERIAL BLOOD AND BRAIN CORTEX 

LIPID PEROXIDATION IN RABBIT

S u m m a r y

Rabbits were subjected to 3 h hyperthermia at ambient temperature of 38°—  
40°C. Selected physiological parameters of arterial blood were determined as well 
as the susceptibility of brain cortex homogenates to in vi tro  peroxidation and the
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effect of pH on free radical lipid oxidation. It was found that hyperthermia leads 
to a significant decrease in hematocrit, number of erythrocytes and hemoglobin 
content in the blood. Hyperthermia also induced drop of oxygen content, an increa
se of pC02 (with decreased H C 03~ concentration and total C 0 2 content) and decre
ase of pH in the arterial blood. In v i tro  peroxidation of brain lipids was activated 
in acidic pH and inhibited at elevated pH values. Hyperthermia increased suscep
tibility of brain tissues to Fe8+ +  ascorbate-induced in v i tro  lipid peroxidation, 
whereas the spontaneous process was inhibited. The presented results point to the 
possible participation of anemic hypoxia and elevated peroxidation in the patho- 
mechanism of hyperthermia-induced structural changes in the brain.

ВЛИЯНИЕ ПОВЫШЕННОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ СРЕДЫ НА ОСНОВНЫЕ 
ПАРАМЕТРЫ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ АРТЕРИАЛЬНОЙ КРОВИ И ПЕРОКСИДАЦИЮ 

ЛИПИДОВ КОРЫ МОЗГА КРОЛИКА.

Резюме

Кролики подвергались 3-часовой гипертермии в температуре среды 38 — 40°С. Исследо
вались основные физиологические параметры периферической артериальной крови, а также 
влияние pH на окисление свободными радикалами липидов мозга кролика in vitro и влияние 
гипертермии на восприимчивость гомогенатов коры мозга на пероксидацию. Обнаружено, 
что гипертермия ведёт к понижению гематокрита, количества эритроцитов и количества 
гемоглобина в крози, к понижению содержания кислорода, понижению pH и повышению 
напражеиия С 02. Понижается и концентрация НС03 и полное содержание С 02 в артериальной 
крови. Пероксидация липидов мозга in \itro возбуждалась в низком pH, а тормозилась в ще
лочной среде. Гипертермия вела к повышению восприимчивости тканей мозга к окисле
ние липидов свободными радикалами индукцированному, системой Fe3 + c аскорбатам; вместо 
этого спонтанная пероксидация была в том материале понижена. Полученные результаты 
показывают возможность участия анемической гипоксии и увеличенных процессов перо- 
ксидации в патомеханизме структурных изменений мозга, вызванных перегреванием.
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W P Ł Y W  H IPER TER M II NA TR A N SPO RT W APN IA
I ZAW ARTOŚĆ PRO D U K TÓ W  PERO K SY D A C JI LIPID Ó W  

WE F R A K C JA C H  SUBKOM ÔRKOW YCH KORY M ÓZGU K R Ó LIK A  *

Zakład Neurochemii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

O bserw acje  k liniczne oraz dane patofizjologiczne dostarczają  dowo
dów n a  szczególną wrażliw ość uk ładu  nerwow ego na przegrzanie. O bja
w am i u d a ru  cieplnego są drgaw ki i śpiączka, a prowadzące do śmierci 
za łam anie k rążen ia  i oddychania wiąże się przyczynowo z wrażliwością 
na p rzegrzanie  odpow iednich ośrodków w  pniu  mózgu (Shibolet i wsp. 
1967; Sam ek, Szulc 1972; Shapiro  i wsp. 1973; Siesjö 1978; P lu ta  1984). 
Są podstaw y do przypuszczenia, że funkc ja  zakończeń synaptycznych  
może być wybiórczo zaburzona w czasie h iperte rm ii  (Peterson, P rosser 
1972). J e d n y m  z w ażnych  e lem entów  m echanizm u neuro transm isj i  jest 
w ew nątrzkom órkow a homoeostaza wapnia.

O rganizm  ssaków, a zwłaszcza mózg, jest chroniony przed p rzegrza
niem dzięki licznym m echanizm om  zabezpieczającym, jednak  prosty  m o
del h iperte rm ii ,  polegający na k ilkugodzinnej ekspozycji zwierzęcia na 
tem p e ra tu rę  otoczenia około 40°C, prowadzi do podwyższenia tem p e ra 
tu ry  w  różnych obszarach mózgu do 40— 42°C (P luta  1984). Jednakże, 
jak wykazano poprzednio (Łazarewicz i wsp. 1986), zakończenia synap
tyczne k o ry  mózgu cechują  się względną odpornością na  przegrzanie 
in situ, a zaburzenia funkc jona lne  obserw ow ane w ty m  m odelu doświad
czalnym  sprow adzają  się do wzmożonego spoczynkowego pobierania 45Ca 
przez synaptosom y. Z drugiej  s trony  w ynik i badań  D om ańsk ie j-Jan ik
i wsp. (1986) sugeru ją ,  że w czasie h iperte rm ii  dochodzi do zaburzenia 
w olnorodnikowego u t len ian ia  lipidów mózgu.

Ponieważ przegrzanie  mózgu prow adzi do inhibicji ATPaz błon sy- 
nap top lazm atycznych  (Bowler, T irr i  1974), rozprzężenia oksydacyjnej 
fosforylacji i uszkodzenia s t ru k tu ry  m itochondriów  (Gwóźdź i wsp. 1970),

* Praca finansowana przez PAN w ramach tematu T-7.
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uznano za celowe zbadanie w pływ u  h iperte rm ii  na nagrom adzanie  i uw a l
nianie w apnia  w różnych frakc jach  subkom órkow ych mózgu. Podję to  
także badanie w y b ran y ch  p aram etró w  ch a rak te ryzu jących  procesy  pe- 
roksydacji lipidów w e frakcjach  subkom órkow ych mózgu, m ające  na  celu 
w yjaśn ien ie  udziału poszczególnych s t ru k tu r  w obserw ow anych  w  h ip e r 
term ii zaburzeniach wolnorodnikowego u tlen ian ia  lipidów.

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na  kró likach  albinotycznych  obu płci,
0 masie ciała około 3 kg. P rzed  doświadczeniem zw ierzęta głodzono przez 
12 godz.

H iper te rm ię  w yw oływ ano przez p rze trzym yw an ie  zw ierząt w  kom o
rze term icznej o objętości ok. 0,15 m 3 z tem p era tu rą  w n ę trza  u t rz y m y 
w aną w  zakresie 40,5 ±1°C , a wilgotnością w zględną ok. 60°/o. Zw ierzęta  
by ły  poddaw ane przegrzaniu  przez okres 3 godzin.

Preparatyk a frakcji subkomórkowych.  N a tychm ias t po doświadczeniu 
kró lik i  uśm iercano przez za trzym anie  akcji serca w yw ołane  dożylnym  
w strzykn ięc iem  20%  roz tw oru  M g S 0 4 i perfuzję  dosercową ochłodzonym  
roz tw orem  Ringera. Pobierano  mózgi do roz tw oru  (temp. 0°C), izolowano 
korę mózgu, k tó rą  poddaw ano homogenizacji w 9 objętościach 0,3 M 
sacharozy  z 10 mM buforem  tris-Cl pH 7,4 i 0,5 mM  EDTA. H om ogenat 
dzielono na dwie rów ne objętości służące do izolacji m itochondriów
1 synaptosomów. M itochondria izolowano m etodą C larka i N icklasa 
(1970), na tom iast  synaptosom y wg Hajosa (1975). F rak c je  m ikrosom ów  
mózgu uzyskiwano przez w irow anie  połączonych su p e rn a tan tó w  (S2), 
uzyskanych  po osadzeniu nie oczyszczonych frakcji  m itochondriów  i sy 
naptosom ów  (P2), przez 1 godz. przy  105 000 g.

Pobieranie 45Ca przez frakcje subkomórkowe.  W yizolowane frakc je  
subkom órkow e mózgu inkubow ano w środowiskach zaw iera jących  
45CaCl2, jak opisano w legendach do tabel 1— 3. Inkubację  m itochondriów
i m ikrosom ów przeryw ano  przez dodanie pięciokrotnej objętości 
0,15 M KC1, do zawiesiny zawierającej synaptosom y dodaw ano 
0,15 M NaCl, po czym próby  sączono pod ciśnieniem przez sączki W h a t
m an GF/B, k tó re  p rzem yw ano  20 ml w.w. roztw orów  NaCl i KC1. R adio
ak tyw ność  pozostająca na  sączku była oznaczana w  m ieszaninie  scy n 
ty lacy jne j  B ray ’a za pomocą licznika scynty lacyjnego Beckm an LS 9000.

Fluorescencja chlorotetracykliny. Wiązanie w apnia  do e lem entów  h y 
drofobow ych badanych  s t ru k tu r  b łonowych badano przy  użyciu chloro
te t racy k l in y  (CTC) —  hydrofobowej sondy chela tu jącej ka t iony  d w u -  
w artościow e (Caswell 1972; Łazarewicz i wsp. 1981). F luorescencję  m ie 
rzono p rzy  525 nm  (długość fali św iatła  w zbudzającego 380 nm ) na spek-  
t ro f luo rym etrze  Aminco-Bowman. P rzy  obliczaniu w yn ików  uw zględ-
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Tabela /. Wpływ hipertermii na fluorescencję chlorotctracykliny (CTC) i nagromadzanie 45Ca w mitochondriach kory mózgu królika 
Table 1. Effect of hyperthermia on chlorotetracycline (CTC) fluorescence and 45Ca accumulation in rabbit bran cortex mitochondria

Fluorescencja CTC 
CTC Fluorescence Nagromadzanie 45Ca

Substraty i inhibitory
Szybkość zmian 
Rate of changes

Poziom w stanie równowagi 
Steady state level

45Ca accumulation

Substrates and inhibitors jedn./mg białka/min 
units/mg prot./min 

Kontrola Hipertermia 
Control Hyperthermia

jedn./mg białka 
units/mg prot. 

Kontrola Hipertermia 
Control Hyperthermia

nmole/mg białka/2 min 
nmoles/mg prot./2 min 

Kontrola Hipertermia 
Control Hyperthermia

Glutaminian i-jabłezan 
G lutamate +  m- late 
(7,5 X 10-3)

+  75,9+5.3 +  50,0±3,42 123,6+7,4 95,3 +  6,7l 5,52+0,12 4,75+0,131

Bursztynian+rotenon 
Succinate+rotenone 
(10-2- 5 x  10- 6)

+  126,0+9,4 +  86,1 ±7 ,91 179,1+7,5 151,9+6,0' 17,86+0,06 18,30+0,49

Bursztynian +  rotenon+antymycyna A 
Succinate +  rotenone+antymycin A 
(2 X 10~6)

тГ44so1 — 72,8 +  2,6 24,8 +  1,9 22,0+ 2,0 2,15 +  0,05 2,03 +  0,20

Mitochondria (! mg białka na próbę) były zawieszane w 3 ml środowiska zawierającego 250 mM sacharozę, 10 mM Tris-Cl, pH 7,4, 25 mM octan 
trisu pH 7,4, 10 (І.М CaCl2. W równolegle prowadzonych badanLch nagromadzania 45Ca w środowisku inkubacyjnym obecne były 10 piM 45CaCl2 
(0,1 piCi na próbę) oraz 1 mM fosforanu potasu pH 7,4. Po 2 min inkubacji w temp. 30°C i filtracji oznaczano 45Ca w mitochondriach. Wyniki stanowią
średnie+ standardowy błąd średniej obliczone z 4 doświadczeń. 1 p <  0,05, 2 p <  0,01 wg testu t Studenta

Mitochondria (1 mg prot. per sample) were suspended in 3 ml of 250 mM sucrose, 10 mM Tris-Cl, pH 7.4, 25 mM Tris-acetate, pH 7.4, 10 jjlM

CaCI2 and 10 ^M CTC. In parallel experiments with 4SCa uptake, incubation system contained also 10 jj.M 45CaCl2 (0.1 (iCi per sample) and 1 mM
potassium phosphate, pH 7.4. 45Ca accumulated in mitochondria was estimated after 2 min incubation at 30°C and subsequent filtration. The results 
are means+SEM from 4 experiments. 1 p <  0.05, 2 p <  0.01 by Student’s t test
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niano korektę  na rozcieńczenie p róby  i na  zm iany fluorescencji w  ślepej 
próbie —  nie zawierającej białka.

Zawartość aldehydu malonylowego (MDA). Oznaczanie substancji  re
agujących  z kw asem  t iobarb itu row ym  w  badanych  próbach  w ykonyw ano  
m etodą S la tera  i S aw yera  (1971) zm odyfikowaną przez Rehncronę i wsp. 
(1980). W yniki w yrażano  w nm olach MDA na mg białka, uw zględnia jąc  
m olowy współczynnik ekstynkcji  MDA.

Zawartość grup sulfhy dry Iowy ch. Badanie zw iązanych i nie zw iąza
nych  z białkam i g rup  su lfhydry low ych  we frakcjach  subkom órkow ych 
mózgu prowadzono m etodą Sedlaka i L indsay ’a (1968). Oznaczano całko
w itą  zawartość g ru p  -SH  oraz g ru p y  niebiałkowe, a zawartość g ru p  sulf
hydry low ych  zw iązanych z białkami obliczano z różnicy ich stężeń.

Białko oznaczano m etodą L ow ry  z a lbum iną bydlęcą jako s tandardem .

WYNIKI

Nagrom adzanie 45Ca w m itochondriach  i m ikrosom ach mózgu

Zdolność frakcji  subkom órkow ych do pobierania w apnia  badano m e
todą radioizotopową. J a k  w ynika  z danych przedstaw ionych  w  tabeli  1, 
g lu tam inian  i jabłczan nie by ły  op tym alnym i subs tra tam i oddechow ym i 
dla sprzężonego z t ran sp o r tem  elek tronów  nagrom adzan ia  w apn ia  w  mi-

Tabela 2. Wpływ hipertermii na fluorescencję chlorotetracykliny (CTC) i nagromadzanie 45Ca
w mikrosomach mózgu królika 

Table 2. Effect of hyperthermia on chlorotetracycline (CTC) fluorescence and 45Ca accumulation
in rabbit brain microsomes

Szybkość zmian 
fluorescencji 

Rate of changes in 
fluorescence 

jedn./mg białka/min 
units/mg prot./min

Szybkość 
nagromadzania 45Ca 
Rate of 45Ca uptake 
nmole/mg białka/min 
nmoles/mg prot./min

Maksymalne 
nagromadzanie 4SCa 

Maximal 4SCa uptake 
nmole/mg białka 

nmoles/mg prot.

Kontrola +  3.30±0.24 0. 12± 0.01 1.38±0.07
Control
Hipertermia +  3.13±0.34 0.11 ± 0.01 1.08±0.07‘
Hyperthermia

Mikrosomy (1 mg białka na próbę) zawieszano w 3 ml 100 mM KCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7.4, 
0.5 mM MgCl2, 0.5 mM ATP oraz 10 цМ CaCl2 i 10 цМ CTC lub 10 (J.M 45CaCl2 (0.1 fzCi na 
próbę) i inkubowano przez 10 min w temp. 30°C.2

Wyniki stanowią średnie ±  standardowy błąd średniej, obliczone z 4 doświadczeń. 1 p <  0.05 
wg testu t Studenta

Microsomes (1 mg per sample) were suspended in 3 ml of 100 mM KC1, 10 mM Tris-Cl, 
pH 7.4, 0.5 mM MgCl2 and 10 fzM CaCl2 with 10 piM CTC or 10 (i.M 45CaCl2 (0.1 {xCi per 2 sam
ple) and incubated for 10 min at 30°C. The results are means ±  SEM from 4 experiments.1 p <  0.05 
by Student’s t test
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tochondriach mózgu. W tych w aru n k ach  doświadczalnych m itochondria  
izolowane po h iperte rm ii  nagrom adzały  mniej w apnia  niż m itochondria  
kontro lne . T ransport  45Ca w  m itochondriach sprzężony z u t len ian iem  
b u rsz ty n ian u  (w obecności rotenonu) był wyższy iż w  obecności g lu ta 
m in ianu  i jabłczanu, a h ip erte rm ia  nie miała w pływ u  na ten  proces. In 
hibicja  łańcucha oddechowego przez an tym ycynę  A prowadziła do 
zupełnego n iem al zaham ow ania  nagrom adzania  wapnia.

Badanie pobieran ia  w apnia  przez m ikrosom y mózgu (tab. 2) nie w y 
kazało  istotnego w pływ u  h iperte rm ii  na szybkość nagrom adzania  45Ca, 
stwierdzono na tom iast  znaczne obniżenie pojemności dla w apnia  we f r a k 
cjach  m ikrosom ów izolowanych po h iperterm ii.

F luorescencja CTC w  m itochondriach i m ikrosom ach mózgu

C hloro te tracyklina , che la tu jąca  jony  dw uwartościow e sonda fluores
cencyjna, była stosowana do m onitorow ania względnej szybkości n ag ro 
m adzan ia  lub uw aln ian ia  Ca oraz oceny m aksym alnej pojemności h y d ro 
fobow ych re jonów  błon m itochondria lnych  dla wapnia.

J a k  przedstaw iono w tabeli 1 przyrost  fluorescencji CTC (tworzenie 
kom pleksu  CTC-Ca w błonie) tow arzyszy nagrom adzaniu  w apnia , n a to 
m iast  spadek fluorescencji towarzyszy uw a ln ian iu  w apnia  z m itochon- 
drićw . P rzeb y ta  h ip erte rm ia  upośledzała, zarówno szybkość p rzyrostu  
fluorescencji,  jak  i m aksym alną  fluorescencję osiąganą w stanie rów no
wagi, p rzy  czym efekt ten obserwowano zarówno w  obecności g lu ta 
m in ianu  i jabłczanu, jak  i z bursz tynianem , i rotenonem . H iper te rm ia  
nie m iała  na tom ias t  istotnego w p ływ u  na szybkość obniżenia f luorescen
cji po zaham ow aniu  łańcucha oddechowego przez an tym ycynę  A, ani na 
osiągany m in im alny  poziom fluorescencji. Szybkość naras tan ia  f luores
cencji CTC w m ikrosom ach mózgu nie by ła  znamiennie zmieniona po 
przeby te j  h iperte rm ii.

T ransport  45Ca w synaptosom ach mózgu

Badano nagrom adzanie  i uw aln ian ie  45Ca we frakcji  synaptosom ów 
k o ry  mózgu. Synaptosom y inkubow ano w typow ym  niskopotasow ym  
środowisku jonowym, stąd  też pobieranie 45Ca odzwierciedla b ierną  p rze 
puszczalność błon sy n ap to p ^ zm a ty czn y ch  dla tego kationu. S tw ierdzono 
(tab. 3), że synaptosom y izolowane po h iperte rm ii  nagrom adzały  w  tych 
spoczynkow ych w aru n k ach  o 72%  więcej w apnia  niż kontrolne. Z kolei 
uw aln ian ie  uprzednio  nagromadzonego 45Ca badano w  środowisku bez- 
w apn iow ym  w  obecności EGTA, a więc p rzy  w y ró w n an y m  lub n aw et 
odw róconym  gradiencie stężeń w apn ia  w ew nątrz  i na zew nątrz  synap to
somów. W ykazano, że większość dodatkowo nagrom adzonej puli w apnia  
zostaje uw olniona z h iperte rm icznej frakc ji  synaptosom ów już w czasie 
p ierw szych  trzech m in u t  inkubacji,  na tom ias t  dynam ika  zaniku rad ioak
tywności w  późniejszym  okresie nie różniła się od kontroli.
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Tabela 3. Wpływ hipertermii na nagromadzanie i uwalnianie 45Ca z synaptosomów kory mózgu
królika

Table 3. Effect o f  hyperthermia on 45Ca accumulation and efflux from rabbit brain cortex
synaptosomes

45Ca w synaptcscmach po 10 min preinkubacji z 45Ca, podczas inkubacji
w środowisku bezwapniowym przez:

45Ca in synaptosomes after 10 min preincubation with 45Ca upon incubation
in Ca-free medium for:

0 min 3 min 5 min 

nmole/mg białka 

nmoles/mg protein

10 min

Kontrola 5.40±0.15 3 .14±0.04 2 .54±0.03 1.42 ± 0 .0 3
Control
Hipertermia 9 .3 2 ± 0 .3 0 ‘ 3 .75±0 .29  2 .39±0.07 1.52±0.04
Hyperthermia

Synaptosomy kontrolne i hipertermiczne (6 mg białka) zawieszano w 3,6 ml 124 mM NaCl, 
5 mM KCl, 1.24 mM K H 2P 0 4, pH 7.4, 20 mM Tris-ClpH 7.4, z 10 mM glukozą oraz 1.3 mM  

45CaCl2 (3 fiCi na próbę) i preinkubowano przez 10 min w temp. 30°C. Po osadzeniu synaptoso
m ów przez wirowanie osad zawieszano w środowisku inkubacyjnym bez Ca zawierającym 0.25 

mM EGTA i inkubowano przy 30°C jak, przedstawiono w tabeli. Zawartość 45Ca w synaptoso- 

mach oznaczano po filtracji. Wyniki stanowią średnie ±  standardowy błąd średniej obliczone 

z 4 doświadczeń. ' p <  0.001 wg testu t Studenta

Control and hyperthermie synaptosomes (6 mg prot.) were suspended in 3.6 ml o f  124 mM  

NaCl, 5 mM KC1, 1.24 mM K H 2P 0 4, pH 7.4, 20 mM Т г і ь -Cl, pH 7.4, 10 mM glucose and 1. 
mM CaCI2 (3 | л С і  per sample) and preincubated at 30°C for 10 min. Synaptosomes were pelete 

by centrifugation, resuspended in Ca-free medium with 0.25 mM EGTA and incubated at 30°C 

as indicated. 45Ca content in synaptosomes was estimated after filtration. Results are means ±  

SEM from 4 experiments. 1 p <  0.001 by Student’s t test

Zaw artość MDA i -SH  we frakcjach  subkom órkow ych m ózgu

Dla ogólnej oceny aktyw ności procesów wolnorodnikowego u t len ia 
nia lipidów we frakcjach  subkom órkow ych mózgu oznaczano zaw artość 
substancji  reagujących  z kw asem  t iobarb itu row ym  (głównie a ldehydu  
malonylowego), będących końcow ymi p roduk tam i peroksydacji lipidów. 
Ponadto  oznaczano zawartość endogennych an tyoksydan tów  n ielip ido- 
wych: grup  su lfhydry low ych  białkowych i niebiałkowych.

Jak  przedstawiono w tabeli 4 poziom endogenny MDA różnił się dość 
znacznie w badanych, kon tro lnych  frakcjach  subkom órkowych, n a jn iż 
sze stężenie w ykazano w m itochondriach, a najwyższe w synaptosom ach.

S ta tystycznie znam ienny w pływ  h iperte rm ii  na zawartość MDA 
stwierdzono tylko w synaptosomach, w postaci około 15% obniżenia 
poziomu aldehydu  malonylowego. Tendencja  do obniżenia zawartości 
MDA w m ikrosom ach h iperte rm icznych  oraz jego p rzy ros tu  w  m ito 
chondriach nie była znam ienna statystycznie. P rzeb y ta  h ip e r te rm ia  nie 
m iała  również istotnego w p ływ u  na zawartość grup  tiolowych rozpusz
czalnych (niebiałkowych) i b iałkowych we wszystkich badanych  f r a k 
cjach subkom órkow ych mózgu (tab. 5).
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Tabela 4. Wpływ hipertermii na zawartość substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

(TBAR) we frakcjach subkomórkowych kory mózgu królika 

Table 4. Effect o f  hyperthermia on thiobarbituric acid reactive (TBAR) material in rabbit brain
cortex subcellular fractions

Zawartość TBAR  

TBAR content
Frakcja

Fraction

Ilość dośw. 

N o o f  expr.
Kontrola 

Control 
nmole/mg białka 

nmoles/mg prot.

%

Hipertermia 

Hyperthermia 

% kontroli 

% of control

Mitochondria
Mitochondria

5 0.25 ± 0 .06 100 169.0±39.0

Mikrosomy
Microsomes

6 0.46 ±0 .06 100 90.1 ±6.1

Synaptosomy
Synaptosomes

4 0.62±0.14 100 85.8 ±  1.41

Przed oznaczaniem TBAR mitochondria i mikrosomy były zawieszane w 0.15 M KCl a sy- 

naptosomy w środowisku inkubacyjnym opisanym w tabeli 3, nie zawierającym glukozy. Wyniki 
stanowią średnie ±  standardowy błąd średniej. 1 p <  0.001 wg testu t Studenta dla sparowanych 

prób

Before TBAR determination mitochondria and microsomes were suspended in 0.15 M KCl, 
for synaptosomes the medium described in Tab. 3 (glucose free) was used. Results are means±SEM .  
1 p <  0.001 by Student’s t test for paired samples

Tabela 5. Wpływ hipertermii na zawartość grup sulfhydrylowych ( —SH) we frakcjach subko
mórkowych kory mózgu królika 

Table 5. Effect o f  hyperthermia on thiol ( —SH) group content in subcellular fractions of rabbit
brain cortex

Zawartość grup —SH (nmole/mg białka)

— SH group content (nmoles/mg prot.)

Frakcja Całkowite Niebiałkowe Białkowe

Fractions Total Non-protein Protein

Kontrola Hipertermia Kontrola Hipertermia Kontrola Hipertermia

Control Hyperthermia Control Hyperthermia Control Hyperthermia

Mitochondria 61 .1+10 .2  74 .3±7 .0  5 .2 ± 0 .8  6 .1 ± 0 .5  55 .9±9 .5  68 .2±6 .8

Mitochondria
Mikrosomy 7 7 .2± 2 .7  78 .3±3.7  6 .9±0 .5  7 .4± 0 .6  7 0 .3± 2 .7  70.9±3.8
Microsomes
Synaptosomy 73 .3±3 .4  74.4±4.1 7 .5±0 .7  8 .8± 1 .7  65 .8±3 .2  65 .6±2 .7
Synaptosomes

Frakcje subkomórkowe po izolacji były zawieszane jak opisano w tabeli 4 i natychmiast 

oznaczano zawartość grup — SH. Wyniki stanowią średnie ±  standardowy błąd średniej z 5 do
świadczeń. Wyniki uzyskane na materiale hipertermicznym nie różnią się znamiennie od odpo
wiednich kontroli (p >  0.05 wg testu r-Studenta)

Subcellular fractions after isolation were suspended as described in Table 4 and thiol groups 

were detected immediately. Results are means ±  SEM from 5 experiments. Results from hyper
thermic samples do not differ significantly from corresponding controls (p >  0.05 by Student’s.
1 test)
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OMÓWIENIE

W obecnej pracy  zastosowano w ypróbow any  w poprzednich badaniach 
model doświadczalny hiperte rm ii ,  opisany szczegółowo przez P lu tę  (1984), 
zapew niający  wzrost tem p e ra tu ry  kory  mózgu do około 40°C. F rakc je  
subkom órkow e mózgu były  izolowane z użyciem metod zapew niających  
wysoki stopień oczyszczenia przy  zachowaniu integralności metabolicznej 
i funkcjonalnej uzyskanych s t ru k tu r .  J a k  w ykazano poprzednio (Łazare
wicz i wsp. 1986), h ip e r te rm ia  nie m iała w p ły w u  na  rozkład  b iałka i czy
stość uzyskanych  frakcji  subkom órkowych.

Badanie nagrom adzania  w apnia  w m itochondriach  i m ikrosom ach 
m ózgu przeprowadzono z użyciem izotopu w apnia  45Ca oraz wrażliwej 
n a  w apń  sondy fluorescencyjnej —  chlorote tracykliny. Metoda izotopowa 
zapewnia możliwość obiektyw nego pom iaru  t ran sp o r tu  w apn ia  w b ad a
nych  s t ru k tu rac h  subkom órkowych, jej m an k am en tem  jest natom iast 
niemożność śledzenia w  sposób ciągły dynam iki t ran sp o r tu  i duże zużycie 
białka. Z tego względu zastosowano chlorote tracyklinę, k tó re j  fluores- 
cencja jest p roporcjonalna do zawartości w apnia  w  hydrofobow ych do
m enach  błon (Caswell, Hutchison 1971). Mimo ograniczeń tej metody, 
jak im i są m.in. kom pleksow anie z innym i jonam i dw uw artościowym i, 
zwłaszcza Mg2+, oraz in te rfe renc ja  fosforanu, by ła ona z powodzeniem  
stosowana p rzy  badan iu  t ran sp o r tu  w apnia  w mitochondriach, m ikroso
m ach i synoptosomach (Caswell 1972; Caswell, W arren  1972; Ł azare 
wicz i wsp. 1981).

W yniki badania  w p ływ u  przegrzania  na  zdolność m itochondriów  
i m ikrosom ów mózgu do nagrom adzania  w apnia  w skazują  na upośledze
n ie t ran sp o r tu  Ca w tych s truk tu rach .  Pobieran ie  45Ca przez m itochon
dria  przy  u t len ian iu  g lu tam in ianu  i jabłczanu było znacznie słabsze niż 
w  obecności bu rsz tyn ianu  i ro tenonu. J e s t  to zgodne z naszym i poprzed
n im i obserw acjam i (Łazarewicz, H am b erg er  1977). H iper te rm ia  powodo
w ała  ham owanie nagrom adzania  45Ca tylko przy  m etabolizowaniu  su b 
s tra tó w  związanych z NAD. In teresu jące , że fluorescencja CTC-Ca w  m i
tochondriach h iperte rm icznych  nagrom adzających  w apń  była znam ien
nie niższa, zarówno w obecności g lu tam in ianu  i jabłczanu, jak  i przy u t le 
n ian iu  bursz tynianu . W yniki te mogłyby świadczyć o w ybiórczym  za
burzen iu  w h iperte rm ii  wiązania w apnia  przez hydrofobow e dom eny 
błon mitochondrialnych.

Ze względów m etodycznych  p rzy  badaniu  fluorescencji CTC-Ca w 
m itochondriach  konieczne było pominięcie fosforanu w  m edium  in k u -  
b acy jn y m  (Caswell 1972). P rzy  nieobecności fosforanu pojemność m ito 
chondriów  dla nagrom adzanego w apnia  jes t de term inow ana przez endo
genne miejsca wiążące Ca n a  w ew nętrzne j pow ierzchni w ew nętrznych  
błon mitochondrialnych. B rak  w p ływ u  h iperte rm ii  na  uw aln ian ie  w apn ia  
z m itochondriów  po zaham ow aniu  łańcucha oddechowego an ty m y cy n ą
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A może świadczyć o tym , że mechanizm  zaburzenia nagrom adzania  w a
pnia w m itochondriach  polega nie na pobudzeniu  w y p ły w u  Ca, ale raczej 
na  p ie rw o tnym  zaburzeniu  energizacji m itochondriów  w  hiperte rm ii.  
Jest  to zgodne z w ykazanym  przez Gwoździa i wsp. (1970) rozprzężeniem 
oksydacyjne j fosforylacji i uszkodzeniem s t ru k tu ry  m itochondriów  móz
gu w hiperte rm ii.

Zaburzenia  nagrom adzania  w apnia  w m ikrosom ach h iperte rm icznych  
ograniczało się do obniżenia m aksym alnej pojemności tych  s t ru k tu r  dla 
45Ca, na tom iast  szybkość nagrom adzania  w apnia  m ierzona m etodą izo
topową lub f luorym etryczną  była nie zmieniona.

Zgodnie z poprzednim i w ynikam i (Łazarewicz i wsp. 1986) stw ierdzo
no w tej p racy  znaczne pobudzenie nagrom adzania  w apnia  w  synaptoso- 
m ach h iperte rm icznych . Efekt ten może świadczyć o zwiększonej biernej 
przepuszczalności błon synap toplazm atycznych  dla wapnia . P rzem aw ia  
za ty m  także szybki w yp ływ  w apnia  z synaptosom ów  h iperte rm icznych  
poddanych inkubacji w  środowisku bezw apniow ym  w  obecności EGTA. 
Uzyskane w ynik i w skazu ją  na  obniżenie zdolności m itochondriów  i mi- 
krosom ów mózgu izolowanych po h iperte rm ii  do nagrom adzania  w apnia 
oraz na wzrost przepuszczalności błon plazm atycznych  dla wapnia . Może 
to być odbiciem upośledzenia hom eostazy w apnia  w  kom órkach  OUN 
w hiperte rm ii.  O bserw owane zaburzenia t ran sp o r tu  Ca mogą być także 
w tó rn y m  efektem  uszkodzenia błon badanych  s t ru k tu r  subkom órkow ych 
mózgu w czasie ich p repara tyk i ,  jeśli subfrakcje  izolowane po h ip e r te r 
mii cechowałyby się bardziej labilną s t ru k tu rą .  J a k  w ykaza ły  badania  
D om ańskie j-Jan ik  i wsp. (1986), w  czasie h ip e r te rm ii  dochodzi do w zro
stu zawartości w olnych kw asów  tłuszczowych w błonach oraz do zmian 
w  metabolizmie glikolipidów w  mózgu, co może m odyfikować fizykoche
miczne właściwości błon.

Innym  efektem  h iperte rm ii ,  s tw ierdzonym  uprzednio  na hom ogena- 
tach  całego mózgu (D om ańska-Jan ik  i wsp. 1986), było obniżenie zaw ar
tości a ’dedydu m alonylowego oraz spadek an tyoksydan tów  w  mózgu. 
Oznaczenia zawartości MDA i grup  tiolowych w różnych frakc jach  sub 
kom órkow ych mózgu dały  w ynik i korespondujące z danym i uzyskanym i 
na  nie frakcjonow anych  hom ogenatach. Spadek  poziomu MDA w  synap- 
tosomach h iperte rm icznych  był znam ienny statystycznie, a w  mikroso
m ach po h iperte rm ii  s tw ierdzono tendencję  do obniżenia MDA. W m ito
chondriach po h ip erte rm ii  zaobserwow ano tendencję do nagrom adzania  
MDA, w ydaje  się jednak, że ten ostatn i w ynik  może być, p rzynajm nie j  
częściowo, spowodowany w tó rn y m i efek tam i p repara tyk i .  Zgodnie 
z wcześniejszymi danym i D om ańsk ie j-Jan ik  i wsp. (1986), nie s tw ierdzo
no  związanych z h ip erte rm ia  zmian zawartości g rup  -SH we wszystkich 
b adanych  frakcjach. Zaburzenia  peroksydacji w  h iperte rm ii  m ożna także 
wiązać ze stressem  nieuchronn ie  kom pliku jącym  przegrzanie zwierzęcia 
i w yrzu tem  katecholam in.
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Uzyskane w yniki, rozpatryw ane  w powiązaniu z poprzednim i bada
niam i (Łazarewicz i wsp. 1986; D om ańska-Jan ik  i wsp. 1986), w skazują  
na  is tnienie zmian w s tru k tu rze  i funkcji  błon biologicznych k o ry  mózgu 
w hiperte rm ii ,  obejm ujących  zarówno błony plazm atyczne, jak  i s t ru k 
tu ry  w ew nątrzkom órkow e. Jednakże  zm iany te m ają  ch a rak te r  ograni
czony i szybko us tępu ją  po przyw róceniu  norm oterm ii.

CALCIUM TRANSPORT AND PRODUCTS OF LIPID PEROXIDATION 
IN BRAIN CORTEX SUBCELLULAR FRACTIONS 
OF RABBITS SUBMITTED TO HYPERTHERMIA

S u m m a r y

The effect of hyperthermia on calcium transport and the content of thiobar- 
bituric acid-reactive material (TBAR) and thiol groups (-SH) in brain cortex sub- 
cellular fractions was studied in rabbits exposed for 3 h to ambient temperature 
of 40°C. Mitochondria isolated after hyperthermia exhibited a significant drop 
in ŝCa accumulation linked to oxidation of glutamate and malate, whereas 45Ca 
uptake with succinate +  rotenone was not changed. Calcium accumulation was 
accompanied by an increase of chlorotetracycline (CTC) fluorescence, which was 
significantly lower in hyperthermic mitochondria. Hyperthermia exerted no effect 
on the rate of calcium efflux from deenergized mitochondria. A 20% drop in the 
capacity of hyperthermic microsomes for 45Ca was noted. The uptake of 45Ca by 
synaptosomes isolated from the brain cortex of rabbits submitted to hyperthermia 
was stimulated by 72%. This additionally accumulated pool of calcium was rapidly 
released from hyperthermic synaptosomes to Ca-free medium. A significant drop 
of TBAR content in hyperthermic synaptosomes was noted, whereas there was 
no change in TBAR in mitochondria and microsomes as well as in the level of 
-SH groups in all fractions tested. The results point to the modification of in
tracellular Ca homeostasis and diverse changes in lipid peroxidation in different 
brain subcellular fractions in hyperthermia.

ВЛИЯНИЕ ГИПЕРТЕРМИИ НА ТРАНСПОРТ КАЛЬЦИЯ 
И СОДЕРЖАНИЕ ЛИПИДОВ В СУБКЛЕТОЧНЫХ ФРАКЦИЯХ КОРЫ

МОЗГА КРОЛИКА

Резюме

Исследовалось влияние перегревания, вызванного 3-часовьгм пребыванием кроликов 
в температуре 40 °С на транспорт кальция и содержание субстанции реагирующих с тиобар- 
битуровой кислотой (TBAR) и тиоловых групп ( SH) в субклеточных фракциях коры мозга 
in vitro. В митоходриях изолированных после гипертермии, выявлено статистически значи
мое понижение скопления 45Са во время окисления глютамината и малоната, зато 
отбор 45Са в присутствии сусцината и роѵенона не изменилось. Накоплению кальция сопут
ствовало повышение флуоресценции хлортетрациклина (СТС) значительно более низкое 
в митохондриях после гипертермии. Перегревание не влияло на скорость выхождения каль
ция из деэнергизированных митохондрии. Обнаружено 20% понижение для гипертермиче- 
ских микросом аккумуляци45Са. Синаптозомы изолированные из коры мозга кроликов, под-
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вергиутъгх гипертермии, проявляли 72% пову^сение накопления 45С а  в  условиях покоя- 
Пул добавочно накопленного кдльция освобождался быстро из гипертермических си- 
наптозомов в бескальциевую среду. Обнаружено статистически значимое понижгние со
держания TBAR. в фракции синаптозомов изолированных после гипертермии. Не было 
значительных изменений содержания TBAR в митохондриях и микросомах и уровня — SH 
во всех исследованных фракциях. Полученные результаты показызают модификацию вну
триклеточного гомеостаза кальция и разнообразные изменения в процессах пероксидации 
лмпидов в разных субклеточных структурах мозга в гипертермии.
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H IPE R T E R M IA  A W ŁAŚCIW OŚCI IZOLOW ANYCH 
ZAK O ŃCZEŃ NERW OW YCH K ORY M ÓZGU K R Ó LIK A  *

Zakład Neurochemii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

E ksperym en ta lne  przegrzanie zarówno u człowieka, jak i u  zw ierząt 
doświadczalnych, p rzyb iera  postać u d aru  cieplnego charak teryzu jącego  się 
d rgaw kam i i śpiączką oraz może prowadzić do śmierci w śród objaw ów  
załam ania k rążen ia  i oddychania (F rankel i wsp. 1963; Shibolet i wsp. 
1967; Siesjö 1978). Obecnie przeważa pogląd, że bezpośrednia p rzyczyna 
zaburzeń oddechow o-krążeniow ych nie jes t pochodzenia obwodowego, 
ale wiąże się ze szczególną wrażliwością na  przegrzanie  odpowiednich 
ośrodków w  pniu  m ózgu (Krause 1960; Samek, Szulc 1972; P lu ta  1984). 
Już  um iarkow ana  h ip e r te rm ia  jest zw iązana z w ystąp ien iem  szeregu 
objawów mózgowych, k tó rych  nasilenie jest proporcjonalne  do w zrostu  
tem pera tu ry .  P rzy  tem p era tu rach  ciała przew yższających 40°C po jaw ia
ją się nudności, zaburzenia orientacji,  apatia  i delirium, a powyżej 42°C 
dochodzi do bezpośredniego termicznego uszkodzenia neuronów , k tórego  
nasilenie zależy od stopnia i czasu trw an ia  h iperte rm ii  (Shapiro i wsp. 
1973; Siesjö 1979).

W zrost tem p e ra tu ry  powyżej 40°C prowadzi do zaburzenia m etab o 
lizmu mózgu in vivo  i in vitro (Siesjö 1978). Zużycie glukozy i t lenu  
przez mózg ulega gw ałtow nem u załam aniu  przy  tem pera tu rze  ciała po
wyżej 42°C (Samek 1966; Nemoto i wsp. 1970). H iper te rm ii  tow arzyszy  
w zrost poziomu glukozy, G-6-P, F -6-P  i g lu tam in ianu  w  mózgu (Carlsson 
i wsp. 1976). P rzegrzanie  prow adzi do rozpadu polisomów i zaham ow ania  
b iosyntezy białka w mózgu (Murdock i wsp. 1978; Heikkila, Brow n 1979; 
Milian i wsp. 1979), inhibic ji  A TPaz błon synaptoplazm atycznych  (Bow
ler, T irri 1974), rozprzężenia oksydacyjne j fosforylacji oraz uszkodzenia 
s t ru k tu ry  m itochondriów  (Gwóźdź i wsp. 1970). Są dane w skazujące  na 
szczególną wrażliwość transm isji  synaptycznej n a  tem p era tu rę  otoczenia

* Praca finansowana przez PAN w ramach tematu T-7.
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{Peterson, P rosser 1972) oraz na  term olabilność izolowanych zakończeń 
syn ap ty czn y ch  mózgu in vitro (W hittaker 1969). Dane te, podobnie jak 
w ystępow anie  w  stanach  przegrzania mózgu objaw ów  upośledzenia fu n k 
cji ośrodkowego uk ładu  nerwowego, mogą sugerować udział zaburzeń 
transm is j i  synaptycznej w  patom echanizm ie termicznego uszkodzenia 
mózgu.

Z aburzenia  tem p e ra tu ry  otoczenia są zarazem jed n y m  z podstaw o
w ych  czynników fizjologicznych w yw ołu jących  odpowiedź adap tacy jną  
organizm u. Zdolność organizm u do adaptacji  jes t w  głównej m ierze u w a
ru n k o w an a  zm ianami adap tacy jnym i w  ośrodkowym  układzie  n e rw o 
w ym , a zwłaszcza w zakończeniach synaptycznych. Są dane w skazujące 
na  udział fosfolipidów i gangliozydów błon synaptycznych  w  adaptacji  
do zmian tem p e ra tu ry  (Rahm ann i wsp. 1982).

Celem badań  przeprow adzonych na  frakc ji  wzbogaconej w  izolowane 
zakończenia synaptyczne ko ry  mózgu kró lika  było określenie w p ły w u  
przegrzania  in vivo  na  w y brane  p a ram e try  metaboliczne i czynnościowe 
synaptosom ów  związane z m echanizm em  neu ro tran sm is j i  lub  ch a rak 
te ryzu jące  ogólnie stan m etaboliczny tej frakcji.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na  dojrzałych kró likach  albinotycznych, obu 
płci, o masie ciała około 3 kg.

H iper te rm ię  w yw oływ ano w komorze term icznej o objętości 0,144 m 3, 
z czego połowę stanowiła p rzestrzeń  pozostawiona zwierzęciu do swobod
nego poruszania się. K om ora była wyposażona w regulację  te m p e ra tu ry  
pow ie trza  w  zakresie do 60°C i wilgotności w zględnej od 25 do 100%. 
P o k ry w a  z pleksiglasu umożliwiała obserwację zwierzęcia i pom iary  
tem p era tu ry .  T em pera tu rę  mierzono przy  użyciu te rm om etrów  rtęc io
w ych  w  niedostępnej dla zwierzęcia części kom ory  tuż p rzy  naw iew ie  
ogrzanego pow ietrza oraz w najdalszej części k la tk i  za jm ow anej przez 
królika. H igrom etr  w łosowy umieszczony był w pobliżu w lo tu  powietrza. 
Po us ta len iu  się tem p e ra tu ry  w  komorze różnica w  odczytach obu t e r 
m om etrów  kon tro lnych  nie przekracza ła  2°C. T em p era tu rę  kom ory  do
prow adzano  na 1 godz. przed doświadczeniem do stabilnego poziomu 
około 40°C, po czym umieszczano w niej k ró lika  i u trzym yw ano  tem p era -  
ra tu rę  n a  poziomie 4 0 ± 1 ° C  p rzy  wilgotności względnej 55— 60%  przez 
okres  3 godzin.

G ru p y  doświadczalne obejmowały: a) zwierzęta kon tro lne  nie p rze 
grzewane; b) królik i poddane 3 godz. h iperte rm ii;  c) zwierzęta, k tó re  po 
3 godz. okresie przegrzew ania p rze trzym yw ano  przez n as tępne  3 godz. 
w  w a ru n k ach  norm oterm ii  ( tem pera tu ra  pokojowa).

Izolacja frakcji subkomórkowych.  Jednoczesne w ydzielenie z tkank i 
szeregu frakc ji  subkom órkow ych —  do badania  rozkładu białka i a k ty w 
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ności IDH N A D P —  przeprow adzano m etodą w irow ania  różnicowego 
w edług  W h it tak era  i B urkera  (1972), stosując jako m ater ia ł  w yjściow y 
10% hom ogenat półkul mózgu w 0,32 M sacharozie z 10 mM bufo rem  
Tris-HCl, pH  7,4 i 1 mM  EDTA. F rakc ja  zaw ierająca jąd ra  i re sztk i  
tkank i (PO była  osadzana przez w irow anie p rzy  1000 g przez 11 min, 
nie oczyszczoną frakcję  m itochondriów  (P2) i f rakcję  postm itochondria lną  
(S2) o trzym yw ano  w iru jąc  nadsącz (Si) p rzy  12 000 g przez 30 min, f r a k 
cję m ikrosom ów  (M) i cytosol (S3) o trzym yw ano  przez w irow anie  nadsą- 
czu S2 przez 1 godz. przy  105 000 g. Dalsze frakcjonow anie osadu P 2 p ro 
wadzono zgodnie z opisaną niżej procedurą  Bootha i C larka (1978).

F rakc ję  wzbogaconą w zakończenia synaptyczne (synaptosomy) izo
lowano z półkul mózgu k ró lika  m etodą flo tacy jną  Bootha i C larka  (1978) 
n a  gradiencie Ficollu. P rocedura  obejm ow ała ręczną homogenizację tk a n 
ki w środowisku zaw iera jącym  0,32 M sacharozę, 1 mM EDTA z 10 mM 
buforem  Tris-HCl, pH 7,4, izolację nie oczyszczonej frakcji  P 2 przez ko
lejne w irow ania  przez 3 min p rzy  1 300 g i przez 10 min p rzy  17 000 g, 
oczyszczenie frakcji  przez w irow anie przez 30 min przy  98 000 g na  g ra 
diencie 7 %  i 12°/o Ficollu w  m edium  izolacyjnym  i ostateczne osadzenie 
uzyskanych frakcji  wzbogaconych w mielinę (A), synaptosom y (B) i m i
tochondria  (С) p rzy  17 000 g przez 10 min.

Środowisko inkubacyjne.  O trzym aną frakcję  synaptosom ów inkubo- 
wano w  standardow ym  środowisku jonow ym  zaw iera jącym  120 mM 
NaCl, 5 mM KC1, 1,2 mM CaCl2 1,2 m M  MgCl2, 1,0 mM  bufor fosfora
n ow y  pH 7,4, 10 mM bufor Tris-HCl, pH 7,4 i 10 mM  glukozę.

Oddychanie synaptosom ów mierzono w te rm osta tow anym  szczelnym 
naczyniu  polarograficznym  wyposażonym  w  mieszadło m agnetyczne, 
p rzy  użyciu e lek trody  tlenowej typu  C larka z tlenom ierzem  N-5221 
M era-Elwro. E lektrodę kalibrow ano i ak tyw ność oddechową określano 
wg Estabrooka (1967).

Nagrom adzanie w apnia  oznaczano m etodą radioizotopową przez po
m iar pobierania 45Ca przez synaptosom y inkubow ane w tem p era tu rze  
30°C w  podanym  wyżej środowisku kon tro lnym  lub w  m edium  depola- 
ryzu jącym  wysokopotasowym  zaw iera jącym  75 mM KC1 i 50 mM  NaCl. 
P ró b y  ślepe zaw ierały  synaptosom y inkubow ane w  tem pera tu rze  0°C. 
Po zakończeniu inkubacji  synaptosom y oddzielano od środowiska jono
wego przez f iltrac ję  przez kolum nę 0,5 X 10 cm w ypełnioną D owex 
AG50 W-X8 20-50 m esh  —  w edług m etody  Gąsko i wsp. (1976) i ozna
czano rad ioaktyw ność nagromadzonego 45Ca.

Nagromadzanie neurotransmiterów.  Pobieran ie  noradrena liny ,  dopa- 
m iny  i serotoniny oznaczano m etodą radioizotopową szczegółowo opisaną 
przez Pastuszko i wsp. (1982). Synaptosom y zawieszone w  s tan d a rd o 
w ym , jonow ym  środowisku in k ubacy jnym  w  stężeniu około 2 m g/m l 
inkubowano przez 5 min w tem pera tu rze  30°C w obecności znakow anych  
t ry tem  neu ro tran sm ite ró w  o stężeniu 0,4 цМ przy  aktywności specyficz-
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nej 15— 50 mCi/umo!. Po inkubacji synaptosom y oddzielano od środowis
ka jonowego przez w irow anie poprzez w ars tw ę oleju silikonowego. Mie
rzono następnie  radioaktyw ność w nadsączu i osadzie, uprzednio  zsolu- 
b ilizowanym  za pomocą NCS. N agrom adzanie kw asu  gam m a-am inom a- 
słowego (GABA) mierzono przez inkubację  synaptosom ów w tem p era tu 
rze 30°C przez 2 min w  obecności 2,4 uM 3H-G ABA 80 цСі/(дто1 i 10 uM 
kw asu  aminooksyoctowego, zakończaną sączeniem przez sączki W ha tm an  
GF/B.

Uwalnianie 3H-GABA.  W pływ  i zależny od depolaryzacji  w yrzu t  
GABA z synaptosom ów mierzono m etodą superfuzji  —  jak opisano po
przednio (Łazarewicz i wsp. 1977). Endogenną pulę GABA w y znakow y- 
wano przez inkubację  synaptosom ów  w temp. 30°C przez 15 min w  obec
ności 10 (.iM 3H-GABA 15 (iCi/^imol i 10 uM kwasu aminooksyoctowego. 
Po inkubacji  synaptosom y osadzano przez w irowanie w ciągu 5 min przy 
1000 g na sączek W ha tm an  GF/B i umieszczano w komorze sup erfu zy j-  
nej, przez k tó rą  tłoczono środowisko jonowe zawierające 10 цМ kw as  
am inooksyoctowy z szybkością 1,2 ml/min. Synaptosom y depolaryzow ano 
podając przez okres 10 min środowisko inkubacy jne zaw iera jące  75 mM  
KC1. P róbk i m edium  superfuzyjnego  zbierano co 1 min i mierzono r a 
dioaktywność w scynty la torze  Braya. Wyliczono szybkość uw aln ian ia  
3H-G ABA  z synaptosom ów  w procentach  radioaktywności pozostającej 
w  preparacie  na m inutę , a w pływ  h iperte rm ii  w yrażono w procentach  
kontroli.

A ktyw ność dehydrogenazy  izocytrynianowej NAD P-zależnej oznacza
no m etodą spektrofo tom etryczną w edług  Ochoa (1955) przez pom iar re 
dukcji  N AD P przy  340 nm. M ieszanina inkubacy jna  zaw ierała  w 3 ml 
końcowej objętości 40 nmoli Tris-HCl, pH 6,7; 18 |jmoli MgCl2, 0,6 umoli 
izocytrynianu  sodu, 0,5 ^imola NADP, białko od 0,8 do 1,5 mg. Czas po
m iaru  5 min.

Oznaczanie zawartości białka. Białko oznaczano m etodą L o w ry  i wsp. 
(1951), stosując jako s tandard  a lbum inę  surowiczą k rw i bydlęcej (F rak 
cja V).

P o m ia ry  rad ioaktyw ności prób znakow anych  3H i 45Ca by ły  dokony
w ane w  liczniku scyn ty lacy jnym  Beckman 9000 z użyciem scy n ty la to ra  
Braya.

Analiza statystyczna wyników.  W yniki w yrażono jako średnie ± S D . 
Liczbę doświadczeń (n) podano w naw iasach  lub w legendach do tabel. 
Znam iennośc s ta tystyczną poszczególnych różnic obliczano na podstaw ie 
te s 'u  t s tudenta,  jako znam ienne sta tystyczne  przyję to  wartości p <C 0,05.

Odczynniki.  A lbum ina bydlęca, f rakc ja  V, dopamina, EDTA, EGTA, 
GABA, kw as aminooksyoctowy, noradrena lina ,  serotonina by ły  p ro d u k 
cji Sigma; Ficoll był produkcji P harm ac ja .  Z nakow ane t ry te m  neu ro -  
t ran sm ite ry  były  produkcji  A m ersham , 45CaCl2 —  IBJ, Świerk.
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W Y N IK I

Badanie rozkładu białka w poszczególnych frakcjach  subkom órko- 
w ych  mózgu królika (rye. 1) nie wykazało  istotnego w pływ u przegrzania 
na właściwości sedym entacy jne  izolowanych frakcji.  Zw raca uwagę zu
pe łny  b rak  różnic w rozkładzie białka w podstaw ow ych frakcjach  izolo
w anych  metodą w irow ania  różnicowego (rye. 1A). Także procentowa za
w artość  białka we frakc jach  synaptosom alnej (B) i m itochondrialnej (C) 
oczyszczonych na gradiencie Ficollu (rye. IB) zmieniała się zaledwie w  
gran icach  1— 2%, a stw ierdzone różnice w zawartości b iałka we f rakc ji  
mielinowej (A) nie by ły  znam ienne statystycznie.

W yniki tabeli 1 p rzeds taw ia ją  w p ływ  przegrzania  na aktyw ność spe
cyficzną dehydrogenazy  izocytrynianow ej NAD P-zależnej w nie oczysz
czonej frakcji  m itochondrialnej (P2), oczyszczonej frakcji  synaptosom ów

Tabela 1. Wpływ przegrzania na aktywność dehydrogenezy izocytrynianowej NADP-zależnej
we frakcjach subkomórkowych mózgu królika 

Table /. Effect o f  hyperthermia on the activity o f  NADP-dependent isocitrate dehydrogenase in
rabbit brain subcellular fractions

Nr dośw. 

N o o f  
expr.

Grupa doświadczalna 

Experimental group

Aktywność ID H -N ADP  

1DH -NADP activity 

nmole/mg białka/min 

nmoles/mg prot./min

frakcja P2 

P2 fraction

cytosol synaptosomy 

cytosol synaptosomes

1. Kontrola
Control

7,50 2,10 2,00

Hipertermia
Hyperthermia

7,80 2,00 2,00

3 godz. po hipertermii 
3 h after hyperthermia

7,60 2,10 2,00

2, Kontrola

Control

9,21 3,07 5,40

Hipertermia
Hyperthermia

9,75 2,47 5,29

3 godz. po hipertermii 
3 h after hyperthermia

10,39 2,41 5,18

3. Kontrola
Control

8,21 2,40 2,62

Hipertermia
Hyperthermia

8,20 2,42 2,68

3 godz. po hipertermii 8,18 2,46 2,71
3 h after hyperthermia

Dane z 3 indywidualnych doświadczeń. Każdy wynik stanowi średnią z 3 równoległych 
ozna czeń

Data from 3 individual experiments. Each result is a mean from 3 parallel determinations
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Ryc. 1. Wpływ przegrzania na rozkład białka (%) we frakcjach subkomórkowych 
mózgu królika. Frakcje subkomórkowe otrzymywano zgodnie z opisem w  Materiale
1 Metodach. Odzysk białek przy wirowaniu różnicowym (rye. 1A) był równy 96%,
a. przy rozdziale na gradiencie Ficollu (ryc. IB) wynosił ok. 90°/o. Zawartość białka 
odnoszono do całkowitej ilości białka w wyjściowym homogenacie (ryc. 1A) lub 
we frakcji P2 (ryc. IB). P x ■— jądra, resztki tkanki, P2 — nie oczyszczona frakcja 
mitochondrialna, S3 — cytosol, M •— mikrosomy, A — mielina, В -— synaptosomy, 
С — mitochondria. 1 — kontrola, 2 — hipertermia, 3 •— normotermia 3 godz. po 
hipertermii. Średnie z 3 doświadczeń. SD nie przekraczało 10% wartości średniej.

Różnice między średnimi nie są znamienne statystycznie 
Fig. 1. Effect of hyperthermia on protein distribution (%) in rabbit brain sub- 
cellular fractions. Subcellular fractons were isolated as described in Material and 
Methods. Protein recovery after differential centrifugation (Fig. 1A) was 96% 
and after Ficoll gradient separation reached 90% (Fig. IB) The protein content 
was related to the total protein of the homogenate (Fig. 1A) or of the P2 fraction 
(Fig. IB) Pi — nuclei, cell debris, P2 — crude mitochondrial fraction, S3 — cytosol, 
M — microsomes. A — myelin, В — synaptosomes, С — mitochondria. 1 — control,
2 — hyperthermia, 3 — normothermia 3 h after hyperthermia. Means from 3 ex
periments. SD did not exceed 10% of the mean. Differences between means are

not statistically significant

http://rcin.org.pl



Hipertermia otoczenia a mózg 5 0 3

oraz w  cytosolu mózgu królika. Aktywności wyjściowe badanego enzym u 
w  homogenacie i frakcji  P 2 były różne w  poszczególnych doświadcze
niach, jednakże analiza w yników  indyw idualnych  doświadczeń w yraźn ie  
w skazuje  na b rak  w pływ u przegrzania na  aktyw ność tego enzym u w b a 
danych  frakcjach. Również ak tyw ność całkowita IDH N AD P nie ulega 
zmianie.

Dalsze badania prowadzono wyłącznie na oczyszczonej frakcji  synap- 
tosomów mózgu. W pływ przegrzania na zużycie t lenu  przez frakcję  sy- 
naptosom ów  badano in vitro w środowisku nie zaw iera jącym  egzogen
nych  substra tów  (oddychanie endogenne) oraz w obecności 10 mM  glu
kozy lub 10 mM glukozy i 4 mM bursz tyn ianu  (tab. 2). Uzyskane frakcje 
w ykazyw ały  dość wysoką ak tyw ność oddechową kosztem substra tów  en
dogennych, k tó ra  ulegała n ieznacznem u tylko pobudzeniu w obecności 
glukozy. Po dodaniu bursz tyn ianu  oddychanie synaptosom ów w zrastało  
ponad dwukrotnie . A ktyw ność oddechowa synaptosom ów w nieobecności 
subs tra tów  oddechowych oraz kosztem bursz tyn ianu  i glukozy w obu 
badanych  g rupach  doświadczalnych —  bezpośrednio i w  3 godz. po 3 go
dzinnej h iperte rm ii  —  nie różniła się od wartości kontro lnych . N atom iast 
zużycie t lenu w obecności glukozy jako jedynego subs tra tu  metabolicz-

Tabela 2. Wpływ przegrzania na oddychanie frakcji synaptosomów mózgu królika 

Tubie 2. Effect o f  hyperthermia on the respiration o f  rabbit brain synaptosomal fraction

Normotermia 3 godz.
Substrat oddechowy Kontrola Hipertermia po przegrzaniu

Respiratory substrate Control Hyperthermia Normothermia 3 h
after hyperthermia

(zużycie tlenu — jj.g 0 2/mg białka/min)
(oxygen consumption — pig 0 2/mg prot./min)

Endogenne 7 ,50±1,60 8,99±1,71 8,46±1,77
Endogenous (4) (5) (5)

Glukoza 10 mM 7,70±0,48 9 ,99±2,20* 11,19±3,16*
10 mM glucose (5) (6) (5)

Glukoza 10 mM +  bursztynian 4 mM 20,08 ± 2 ,9 6 20,53±2,75 18,86+2,50
10 mM glucose+ 4 mM succinate (4) (4) (4)

Synaptosomy (4 mg białka) zawieszano w standardowym środowisku jonowym bez glukozy, 
po oznaczeniu szybkości oddychania endogennego kolejno dodawano substraty oddechowe. 
Objętość końcowa próby — 3,6 ml. Średnie ± S D  z ilości doświadczeń podanej w nawiasach.
* Różnice między średnimi znamienne statystycznie (p <  0,05)

Synaptosomes (4 mg prot.) were suspended in the standard ionic medium withour glucose. 
After determination o f  endogenous respiration, the respiratory substrates were added consecuti
vely. The final volume of sample was 3.6 ml. Means ± S D  from the number of experiments given 

in pare ithesis. * Statistically significant differences between means (p <  0.05)

http://rcin.org.pl



564 J. W. Łazarewicz i wsp.

nego było pobudzone w 30% w synaptosom ach inkubow anych  n a ty c h 
miast po zakończeniu h iperte rm ii  i w 45°/o w synaptosom ach izolowa
nych w 3 godz. po zakończeniu przegrzania.

J a k  przedstaw iono w tabeli 3, w  w yn iku  3 godz. h iperte rm ii  dochodzi 
do znamiennego sta tystycznie  40%  pobudzenia nagrom adzania  43Ca w 
synaptoscm ach inkubow anych  w w aru n k ach  kontrolnych. N a tom iast  n a 
grom adzanie w apnia  w środowisku depolaryzującym  —  wysokopotaso- 
w ym  nie różniło się w sposób znam ienny statystycznie  od wartości kon
tro lnych. Opisane zaburzenia t ran sp o r tu  wapnia  dotyczą jed n ak  w yłącz
nie synaptosom ów  izolowanych z mózgu kró lika  po 3 godz. h iperte rm ii  
i są całkowicie odw racalne po następnych  3 godzinach.

Tabela 3. Wpływ przegrzania na nagromadzanie 45Ca w synaptosomach mózgu królika 

Table 3. Effect o f hyperthermia on 45Ca uptake in rabbit brain synaptosomes

Środowisko inkubacyjne 

Incubation medium

Kontrola

Control

Hipertermia

Hyperthermia

Normotermia 3 godz.
po przegrzaniu 

Normothermia 3 h 

after hyperthermia

nmole/mg białka/l,5 min 

nmoles/mg prot./l,5 min

Kontrolne

Control
(120 mM Na+, 5 mM K+)

8,41 ± 0 ,2 2 11,90±1,00* 8,87±0,91

Depolaryzujące
Depalarizing
(50 mM Na+, 75 mM K+)

15,22±0,80 14,47+1,96 15,89±0,88

Frakcję synaptosomów inkubowano w medium jonowym kontrolnym lub wysokopjtasowym  

przez 1,5 min w temp. 30°C w obecności 1,2 mM 45Ca (0,1 mCi/mmol), po czym oddzielano na 

kolumnie 0 ,5 x 1 0  cm wypełnionej Dowex AG-50 W-X8, 20—50 mesh. Średnie z 4 doświadczeń 

:£SD. * Różnice między średnimi znamienne statystycznie (p <  0,05)

Synaptosomal fraction was incubated in the ionic medium, control or high potassium, for 

1.5 min at 30°C ill the presence of 1.2 mM 45Ca (0.1 mCi/mmol), then synaptosomes were sepa
rated on Dowex AG-50 W-X8, 2 0 -  50 mesh column, 0.5 x 10 cm. Means ±  SD from 4 experi
ments. * Statistically significant différences between means (p <  0.05)

W yniki tabeli 4 przedstaw iają  w ypływ  oraz zależne od depolaryzacji 
uw aln ian ie  3H-GABA z synaptosomów, a także zdolność izolowanych za
kończeń synaptycznych  mózgu królika do pobierania tego neu rop rzekaź-  
nika. Nie stwierdzono znamiennego s ta tystycznie  w pływ u  przegrzania  
na dynam ikę  spontanicznego w yp ływ u  oraz zależnego od depolaryzacji  
uw aln ian ia  3H-GABA z synaptosomów, choć zarysowała się tendenc ja  do
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■obniżenia spontanicznego w yp ływ u  3H-GABA po 3 godz. h iperte rm ii  oraz 
do u trzy m y w an ia  się wzmożonego w yp ływ u  GABA po zaprzestaniu  de
polaryzacji,  zarówno po 3 godz. przegrzaniu, jak i w 3 godz. po p rzy w ró 
ceniu norm oterm ii. J ak  w ynika  z tabeli 4, zdolność synaptosom ów  do

Tabela 4. Wpływ przegrzania na transport 3H —GABA w synaptosomach mózgu królika 

Table 4. EfTxt o f hyperthermia on 3H GABA transport in rabbit brain synaptosomss

Normotermia 

3 godz. po 

Hipertermia przegrzaniu 

Hyperthermia Normothermia
3 h after 

hyperthermia

Uwalnianie 3H —GABA (w % kontroli, n =  7)
3H — GABA release %/min (°0 o f  control, n =  7)

Środowisko niskopotasowe, stan 

równowagi przed depolaryzacją 

Low potassium medium, steady 

state level before depolarization

Środowisko depolaryzujące, wysoko- 

potasowe

High potassium, depolarizing medium

Środowisko niskopotasowe, stan 

równowagi po depolaryzacji 
Low potassium medium, steady 

•state level after depolarization
Nagromadzanie 3H —GABA (nmole/mg białka/2 min)

3H —GABA uptake (nmoles/mg prot./2 min)

0 ,2 1 6 i  0,049 100 99 ,5±13 ,4  86,1 ± 1 9 ,0
n =  6 n =  5 n =  5

Nagromadzanie i uwalnianie 3H-GABA badano — jak opisano w Materiale i Metodach. 
Wyniki stanowią średnie i  SD  z ilości djświadczsń podanej w nawiasach. *Różnice średnich są 

znamienne statystyczne (p <  0,05) (test t dla wartości sparowanych)

3H-GABA uptake and release were studied as described in Material and Methods. Results 

are means ±  SD from the number o f  experiments given i.i parenthèse?. “"Statistically significant 

differences between means (p <  0.05) by thï /-test for paired value ;

nagrom adzania  3H-G ABA nje była zmieniona w obu g rupach  doświad
czalnych w porów naniu  z kontrolą. Nie stwierdzono także w pływ u  prze
grzania na  pobieranie przez synaptosom y innych neuro transm ite rów : 
•dopaminy, n o rad rena liny  i serotoniny (tab. 5).

1,55±0,34 100 86 ,4±9 ,0  104,7±8,3*

19,52±2,15 100 107,2±2,8 92 ,6±14 ,2

2 ,5 0 ±  0,62 100 109,7±6,2 121,1 ±14 ,3*

Kontrola

Control
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ч
Tabela 5. Wpływ przegrzania na pobieranie dopaminy (DA), noradrenaliny (NE) i serotoniny 

(5-HT) w synaptosomach mózgu królika 

Table 5. Effect o f  hyperthermia on dopamine (DA), norepinephrine (NE) and serotonine (5-HT)
uptake in rabbit brain synaptosomes

Normotermia 3 godz.
Hipertermia po hipertermii

Hyperthermia Normothermia 3 h 

after hyperthermia

pobieranie (% kontroli)

uptake (% of control)

DA 109,2 ±  8,1 (5) 104,3±6,2  (5)
NE 102,1 ± 4 ,8  (4) 103,7±4,2 (5)
5-HT 98,6 ±10,1 (5) 106,1 ± 7 ,0  (5)

Synaptosomy inkubowane przez 5 min w temp. 30°C w środowisku jonowym w obecnośc
0,4 [ л М  neurotransmiterów znakowanych 3H. Średnie ±  SD z ilości doświadczeń podanej w na-i 
wiasach. Różnice między średnimi nie są znamienne statystycznie (p >  0,05)

Synaptosomes were incubated for 5 min at 30°C in the ionic medium in the presence o f  0.4 [aM 

neurotransmitters labeled with 3H. Means ±  SD from the number o f  experiments given in paren- 
heses. Differences between means are not statistically significant (p >  0.05)

O M ÓW IENIE

Zastosowany w tej p racy model doświadczalny h iperte rm ii  po legają
cy na  p rze trzy m y w an iu  królików  przez 3 godz. w komorze term icznej
0 tem p era tu rze  powietrza około 40°C jest zgodny z w a ru n k am i doświad
czeń prow adzonych  przez P lu tę  (1984). A utor  ten wykazał, że tem p era 
tu ra  w  mózgowiu kró lika  w zrasta  w czasie 3 godz. ekspozycji n a  p rze
grzanie z 37,6°C do 39,4°C w korze mózgu i do 41,9°C w podwzgórzu
1 nie ulega pełnej norm alizacji  w 4 godz. po przyw róceniu  praw idłow ej 
te m p e ra tu ry  otoczenia.

W ybór izolowanej frakcji zakończeń synaptycznych  (synaptosomów) 
mózgu jako przedm iotu  badań w ynika z faktu, że frakc ja  ta zachowuje 
liczne morfologiczne, metaboliczne i funkcjonalne  właściwości, ch a rak te 
ryzujące zakończenia synaptyczne in situ (W hittaker 1969; B radford  
1973; Levi, R aiteri 1976). Właściwości uzyskanej frakcji  synaptosom ów 
w dużej mierze zależą od m etody p repara tyk i.  S tosow ana w  tej p racy  
zm odyfikowana m etoda Bootha i C larka (1978) pozwala na izolację sy
naptosom ów  przew yższających homogennością i zachowaniem in teg ra l
ności metabolicznej frakcje  synaptosom alne uzyskiwane innym i m etoda
mi (Deutsch, Rafałowska 1979; Rafałow ska i wsp. 1980; D eutsch i wsp. 
1981).

P rzy  in te rp re tac j i  w yników  badań prow adzonych na frakcjach  ko 
m órkow ych  izolowanych w różnych stanach  patologicznych należy 
uwzględnić możliwość zm iany właściwości sedym entacy jnych  tych f rak 

Neurotransmiter

Neurotransmitter
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cji i zmniejszonego ich odzysku lub zanieczyszczenia innym i frakcjam i. 
Efekt ten  obserw ow ano w w arunkach  n iedokrw ienia mózgu (Rossowska, 
Z alew ska 1979; Py lova i wsp. 1986). W yniki uzyskane w  tej p racy  nie 
w ykaza ły  żadnych zmian w rozkładzie białka między różnymi frakc jam i 
mózgu w  hiperte rm ii,  co w skazuje na b rak  uchw ytnych  zaburzeń w e 
właściwościach fizykochemicznych białek tych frakcji.

Ocenę w p ły w u  h iperte rm ii  na ak tyw ność enzymów przeprowadzono 
przez oznaczenia aktyw ności izocytrynianow ej dehydrogenazy  N A D P-za- 
leżnej. Enzym  ten w ybrano  do badań  głównie dlatego, że lokalizowany 
on jest zarówno we frakcji  rozpuszczalnej, jak i p a r ty k u la rn e j  mózgu 
(Rafałowska, Księżak 1976) i odgryw a kluczową rolę w  przem ianach  pod
s taw owego su b s tra tu  metabolicznego, cy trynianu , jak również w t ra n s 
porcie rów now ażników  redukcy jnych  przez b łony m itochondria lne  (Ra
fałow ska 1976). B rak  zmian w aktywności specyficznej i całkowitej tego 
enzym u w  w aru n k ach  h iperte rm ii  w skazuje na dużą jego te rm ostab il-  
ność. Również b rak  przemieszczenia IDH NAD P z m itochondriów  do 
cytosolu, k tó re  obserwow ano np. w  w aru n k ach  hipoksji (Rafałowska, 
G rom ek  1975), świadczy o b raku  is to tnych  zmian w przepuszczalności 
błony  m itochondria lnej.

Badania prow adzone in vitro na  izolowanych zakończeniach sy n ap 
tycznych  dotyczące oddychania, nagrom adzania  w apnia  oraz uw aln ian ia  
i nagrom adzan ia  n eu ro transm ite rów  podjęte  zostały z m yślą o sch a rak 
te ryzow aniu  n iek tó rych  procesów w aru n k u jący ch  p raw id łow y przebieg 
n eu ro tran sm is j i  chemicznej. W yniki badania  w pływ u h iperte rm ii  na  od
dychanie synaptosom ów mózgu kró lika  w skazują  na  pobudzenie zużycia 
t lenu  w  obecności glukozy jako substra tu  metabolicznego. Przyspieszenie 
oddychan ia  może być związane albo z rozprzężeniem oksydacyjnej fos
forylacji  albo też p rzy  zachowaniu sprzężeń m etabolicznych ze zw ięk
szonym zapotrzebow aniem  na ATP. Za pierwszą ewentualnością  p rze
m aw ia ją  dane z p iśm iennictwa, sugeru jące rozprzężenie oksydacyjne j 
fosforylacji w  m itochondriach mózgu w h iperte rm ii  (Gwóźdź i wsp. 1970), 
na tom ias t  b rak  w pływ u  przegrzania na zużycie t lenu  w obecności b u r -  
sz tyn ianu  jako su b s tra tu  oddechowego w yda je  się świadczyć o zachow a
n y m  sprzężeniu  m itochondriów  w ew nątrzsynaptosom alnych . Zwiększone 
zapotrzebow anie h iperte rm icznych  synaptosom ów na A T P  mogłoby się 
wiązać ze w zrostem  przepuszczalności błon dla jonów, zwłaszcza dla so
du, wapnia , i z ak tyw ac ją  w tych w a ru n k ach  odpowiednich ATPaz. 
H ydroliza ATP i zwiększona produkc ja  ADP oraz nagrom adzanie w apnia  
w  m itochondriach synaptosom alnych  może z kolei s tym ulow ać oddycha
nie. Efekt ten może się nie u jaw nić  p rzy  m aksym alnym  pobudzeniu  od
dychania  i produkcji  A TP w  obecności glukozy oraz bursz tyn ianu  jako 
subs tra tów  oddechowych.

W ykazane w tej p racy  40% pobudzenie spoczynkowego n ap ływ u  w a 
pnia do synaptosom ów  w h iperte rm ii  w yda je  się przem aw iać za zabu-
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rżeniem barierow ej funkcji błon synaptoplazm atycznych, b ie rn y m  n a 
p ływ em  jonów i ak tyw acją  ATPaz jako przyczyną pobudzenia oddycha
nia. Zw raca jednak  uwagę fakt, . że pobudzenie spoczynkowego w y 
chw ytu  45Ca w ystępu je  tylko w synaptosom ach izolowanych z mózgu 
królika po 3 godz. h iperte rm ii  i jest całkowicie odwracalne po n as tęp 
nych 3 godz. norm oterm ii. Nagrom adzanie w apnia  w środowisku wysoko- 
potasowym, obrazujące zależny od depolaryzacji  nap ływ  w apnia  do sy- 
naptcsomów, nie ulega zmianie w h iperterm ii.  Zgodnie z tą obserw acją 
nie stwierdzono także w p ływ u  przegrzania na  zależne od depolaryzacji 
i w apnia  uw alnianie  3H-GABA z synaptosomów. Spontan iczny  w ypływ  
GABA z synaptosom ów h iperte rm icznych nie był także w is to tny  sposób 
zmieniony. Na podstawie zwiększonej dyfuz ji  45Ca do synaptosom ów 
można było raczej oczekiwać pobudzenia uw aln ian ia  GABA w  tych  w a
runkach  doświadczalnych. W ydaje  się jednak , że w ew nątrzsynap toso- 
malne m echanizm y wiążące w apń  mogą skutecznie zapobiegać wzrostowi 
aktyw ności tego jonu w cytoplazmie, gdy pobudzenie b ierne j dyfuzji 
w apnia do kom órek nie jest zbyt wielkie (Blaustein, Rasgado-Flores 
1901). Sądzić należy, że mimo zwiększonego spoczynkowego w nikania  
w apnia  do synaptosom ów hiperte rm icznych  poziom tego ka t ionu  w  sy- 
naptoplazm ie nie osiąga wartości n iezbędnej do pobudzenia uw alniania  
neuro transm ite rów .

W obecnej p racy  nie s twierdzono w p ływ u  h iperte rm ii  na  zdolność 
frakcji  synaptosom ów do nagrom adzania neu ro transm ite rów : GABA, do- 
paminy, norad rena liny  i serotoniny. O bserw acja  ta może świadczyć
0 b rak u  głębszych zaburzeń w  metabolizmie energetycznym  oraz rów no
wadze e lektrolitow ej w badanej frakcji. Wiadomo, że zw ro tny  w y ch w y t 
n eu ro transm ite rów  jest procesem zależnym od energii, po tencja łu  błono
wego i g rad ien tu  stężeń sodu (Pastuszko i wsp. 1982).

Uzyskane w ynik i w skazują  na ograniczony ch a rak te r  zmian czynno
ściowych synaptosom ów izolowanych z ko ry  mózgu królików  poddanych  
hiperte rm ii.  Zaobserwowano jedynie pobudzenie odychania i w zrost b ie r
nego n ap ływ u  w apnia  do synaptosomów. W yniki te świadczą o pew nym  
upośledzeniu barierowej funkcji  błon synaptoplazm atycznych , k tóre  nie 
rzu tu je  jednak  na zdolność synaptosom ów  do uw aln ian ia  i zwrotnego 
pobieran ia  neuro transm ite rów . W pływ  3 godz. przegrzania na  właści
wości frakc ji  synaptosom ów kory  mózgu królika był więc mało istotny. 
W yniki te nie świadczą o szczególnej termolabilności zakończeń sy n ap 
tycznych  in vivo. Jes t  to sprzeczne z opisaną przez W hit tak e ra  (1969)
1 obserw ow aną także wT naszej pracowni dużą wrażliwością izolowanych 
frakc ji  synaptosom ów na przegrzanie in vitro. Sądzić można, że izolo
w ane frakcje  są bardziej labilne, podatniejsze na uszkadzające działanie 
czynników  zewnętrznych, podczas gdy in vivo  rozw ija ją  się m echanizm y 
adap tacy jne  i kom pensacyjne, chroniące korę przed n ad m ie rn y m  p rze
grzaniem  skuteczniej niż inne obszary mózgu (Samek, Szulc 1972; P lu ta
1984).
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PROPERTIES OF BRAIN CORTEX NERVE ENDINGS ISOLATED 
FROM RABBITS EXPOSED TO HYPERTHERMIA

S u m m a r y

The effect of hyperthermia in v ivo  on the synaptosomal fraction isolated from 
the brain cortex was studied in rabbits exposed to 40°C for 3 h and after 3 h of 
subsequent normothermia.

Hyperthermia appeared to be ineffective as regards protein distribution and the 
specific activity of IDH NADP in synaptosomes and other brain subcellular frac
tions. Hyperthermia did not change the respiration of synaptosomes with succinate, 
whereas oxygen uptake in the presence of glucose was stimulated in both ex 
perimental groups by 30 or 40ft/'n respectively. There was a 40"/o stimulation of 
45Ca uptake by hyperthermic synaptosomes incubated in control conditions, but 
their uptake of 45Ca in depolarizing media did not differ from the control. Hy
perthermia did not modify either spontaneous or depolarization-dependent ®H-GABA 
release and the uptake of SH-GABA, 3H-dopamine, 8H-norepinephrine and sH-sero- 
tonine. Therefore, the results suggest a relative thermostability of the nerve end
ings of rabbit brain cortex in situ. The mild functional disturbances observed 
here did not affect processes basic for chemical transmission.

Г И П Е Р Т Е Р М И Я  И  С В О Й С Т В А  И З О Л И Р О В А Н Н Ы Х  Н Е Р В Н Ы Х  О К О Н Ч А Н И Й  
К О Р Ы  М О З Г А  К Р О Л И К А

Р е з ю м е

И с с л е д о в а л о с ь  в л и я н и е  г и п е р т е р м и и  in vivo н а  с в о й с т в а  ф р а к ц и и  с и н а п т о з о м о в  к о р ы  
м о з г а  к р о л и к а  н е п о с р е д с т в е н н о  п о с л е  3 - ч а с о в о г о  п е р е г р е в а н и я  ж и в о т н ы х  в  т е м п е р а т у р е  
4 0 ° С  и  3 ч а с а  п о с л е  о к о н ч а н и я  п е р е г р е в а н и я .  П о к а з а н о ,  ч т о  г и п е р т е р м и я  н е  и з м е н я е т  р а с 
п р е д е л е н и я  б е л к а  и  с п е ц и ф и ч е с к о й  а к т и в н о с т и  IDH NADP в  с и н а п т о з о м а х  и  д р у г и х  с у б 
к л е т о ч н ы х  ф р а к ц и я х  м о з г а .  П е р е г р е в а н и е  н е  в л и я л о  н а  д ы х а н и е  с и н а п т о з о м о в  з а  с ч ё т  с у к -  
ц и н а т а ,  в м е с т о  э т о г о  у п о т р е б л е н и е  к и с л о р о д а  в  п р и с у т с т в и и  г л ю к о з а  в  о б е и х  э к с п е р и м е н 
т а л ь н ы х  г р у п п а х  б ы л о  в о з б у ж д е н о  о  30 и  45% с о о т в е т с т в е н н о .  П е р е г р е в а н и е  в ы з ы в а е т  40% 
п о в ы ш е н и е  с к о п л е н и я  45С а  с и н а п т о з о м а м и ,  и н к у б и р о в а н н ы м и  в  к о н т р о л ь н о й  с р е д е ,  т о г д а  
к а к  н а г р у з к а  45С а  в  у с л о в и я х  д е п о л я р и з а ц и и  н е  б ы л о  м о д и ф и ц и р о в а н а  г и п е р т е р м и е й .  
Н е  о б н а р у ж е н о  т а к ж е  в л и я н и я  п е р е г р е в а н и я  н а  с п о н т а н н о е  и  з а в и с и м о е  о т  д е п о л я р и 
з а ц и и  о с в о б о ж д е н и е  3Н  — GABA, а  т а к ж е  н а  н а к о п л е н и е  с и н а п т о з о м а м и  3Н  — GABA, 
3Н  — д о п а м и н а ,  3Н  - н о р а д р е н а л и н а  и  3Н  —с е р о т о н и н а .  П о л у ч е н н ы е  р е з у л ь т а т ы  с в и д е 
т е л ь с т в у ю т  о б  о т н о с и т е л ь н о й  т е р м о с т а б и л ь н о с т и  н е р в н ы х  о к о н ч а н и й  к о р ы  м о з г а  
к р о л и к а  in situ. Н а б л ю д а е м ы е  у  э к с п е р и м е н т а л ь н ы х  ж и в о т н ы х  н е з н а ч и т е л ь н ы е  ф у н к ц и о 
н а л ь н ы е  н а р у ш е н и я  н е  в л и я л и  н а  а к т и в н о с т ь  п р о ц е с с о в ,  я в л я ю щ и х с я  о с н о в о й  х и м и ч е с к о й  
н е в р о т р а н с м и с с и и .
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A P P R A ISA L  OF BLOOD VESSELS IN THE RAT BRAIN 
FO LLO W IN G  ADM INISTRATION OF NITROSOUREA 

DERIVATIVES *

Laboratory of Neuropathology, Department of Neurology School of Medicine,
Poznań, Poland

Alkyl deriva tives  of n itrosourea  (BCNU, CCNU, MeCCNU) used in 
oncologic chem othe rapy  are  generally  though t  to be free of toxic effects 
on the  cen tra l  nervous system, w hen applied in therapeu tic  doses (Young, 
P osner  1979; S tr ian , M aurach  1981; Goldberg et al. 1982; Ilsen, Heiss
1985).

O ur ea rl ie r  studies have dem onstra ted  th a t  adm inistration of BCNU 
and CCNU to rats, in doses corresponding to those used in clinical p ra c 
tice, resu lts  in several morphological a ltera tions  in the bra in  (Maziarz, 
Szczech 1984; Szczech, Godlewski 1986), precip ita ted  most probably  by 
in ju ry  to cerebral blood vessels.

The observed altera tions  have provided grounds for under tak ing  the 
p resen t s tudy , involving a t tem pts  to appraise a ltera tions in cerebral 
blood vessels of the ra t  which appear as a resu lt  of m ultip le  adm in is tra 
tion of alkyl n itrosourea  derivatives.

MATERIAL AND METHODS

Studies w ere  perform ed on adu lt  W istar ra ts  of e i ther  sex, 260 to 
400 g in body weight. Cytostatic drugs w ere given four times, at w eek ly  
intervals , in doses resem bling average doses used in oncologic chemo
therapy . BCNU (Nitrumon, Simes, Italy) was given in traperitonea lly  in 
doses of 7.5 mg, CCNU (CECENU, Bellon, France) was adm inistered  in- 
tragastr ically , in oil suspension, in doses of 2.5 mg and 5 mg (the last 
dose). The expe rim en ta l  anim als w ere  divided into two groups; of which 
one was used for s tudies on perm eab ility  of the b lood-brain barrier ,  
while  the o th e r  for estimation of histoenzym atic  activ ity  in cerebral

* Work supported by Polish Academy of Sciences (Grant No. 10.4.05.3.3).
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blood vessels. Control groups consisted of ra ts  w hich  received four one- 
-w eek spaced in tragastr ic  doses of 1 m l cooking oil or in trape ri tonea l  
in jections of 0.5 ml saline.

Studies on perm eab ility  of blood-brain  b a r r ie r

Seven days a f te r  adm inis te ring  the las t dose of a cytostatic  d rug  to 
expe rim en ta l  ra ts  and placebo to control rats, 1 m l of 2°/o Evans b lue in 
saline w as  in jected  into the femoral vein. A no ther  group  of expe rim en ta l  
and  control anim als received an injection into the femoral vein  of 1 ml 
bovine album in (Sigma) labelled w ith  fluorescein iso thiocyanate (FITC, 
Chemapol) according to the C lark  and  S hepard  (1963) dialysis technique. 
The solution contained 42.6 mg album in p e r  1 ml and  the fluorescein- 
-a lbum in  ratio, de term ined  spec trophotom etrically , was 1.2.

The anim als w ere  sacrificed 30 m in  a f te r  injection of the  labels. The 
b ra ins  w ere  fixed in B ak er’s solution at room tem p era tu re  and em bedded 
in paraffin . The deparaffina ted  sections w ere  m ounted  in glycerogel and 
exam ined  u n d e r  a F luoval fluorescence microscope (Carl Zeiss, Jena) 
using an excitation fi l ter  B224g and res tr ic ting  fi l ter  G249.

Histoenzym atic studies w ith  application 
of com puter analysis of microscope images

The b ra ins  of experim enta l  and  control animals w ere  fixed in B ak e r’s 
so lu tion  for 16 h  a t  4°C. Enzym atic  activ ity  of Cholinesterase (ChE, E.L. 
3.1.1.8) w as determ ined  according th  the technique of Koelle in th e  
modification of Gerebtzoff (1953). D ura tion  of incubation  a t  37°C w as 
180 min. The sections w ere m ounted  in glycerogel and  the re la tive  area  
occupied by  blood vessels showing positive reaction for ChE was es t im a
ted  in the parie ta l  cortex, la te ra l-dorsa l p a r t  of the tha lam us  and  in 
corpus callosum.

M easurem ents  w ere perfo rm ed  using the au tom atic  microscope im age 
ana lyzer M orphoquan t (Carl Zeiss, Jena) coupled to a  K SR  4100 com 
p u te r  (Agadshanian et al. 1977; Voss et al. 1979), u n d er  w h ite  light, 
a t 50 fields. The area  of a single m easuring  field was 4200 ц т 2. T he  
resu lts  obta ined  in control and  experim enta l  sections w ere  com pared 
using the  n o n-pa ram etr ic  test of K olm ogorov-Sm irnov (Greń 1982).

RESULTS

Studies  on perm eab il ity  of b lood-brain  b a r r ie r
In sections orig inating from  bra ins  of control an im als  given su p ra -  

v ita lly  Evans blue or a lbum in -БТТС complex, in tense  fluorescence w as 
no ted  m ain ly  in the blood vessel lum en and was re la ted  to m orpho tic  
blood elem ents. F a in t  fluorescence was observed in the w alls  of la rg e r  
blood vessels (Fig. la) b u t  th e ir  elastic m em b ran e  show ed no f luorés-
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Fig. la. Nonspecific weak fluorescence of basal artery wall in the rat brain from
control group. Evans blue. X 240 

Rye. la. Słaba nieswoista fluorescencja ściany tętnicy podstawnej mózgu szczura 
grupy kontrolnej. Błękit Evansa. Pow. 240 X 

Fig. lb. Fluorescence of basal artery wTall in the rat brain after administering
BCNU. Evans blue. X 240 

Rye. lb.  Fluorescencja ściany tętnicy podstawnej mózgu szczura po podawaniu 
BCNU. Błękit Evansa. Pow. 240 X
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Fig. 2. Flurescence of nerve cells in the dorsal pons region. Intense fluorescence 
of erythrocytes in a small hemorrhagic focus and in the lumen of the 4th ventricle.

Rat given CCNU. FITC-albumin. X 240 
Rye. 2. Fluorescencja komórek nerwowych grzbietowej części mostu. Intensywna 
fluorescencja erytrocytów w niewielkim ognisku krwotocznym i w świetle IV ko

mory. Szczur po CCNU. FITC-albumina. Pow. 240 X

Fig. 3. Fluorochrome passage to blood vessel surroundings. Parietal cortex. Rat 
given BCNU. FITC-albumin. X 120 

Rye. 3. Przechodzenie fluorochromu do otoczenia naczyń krwionośnych. Kora cie
mieniowa. Szczur po BCNU. FITC-albumina. Pow. 120 Xhttp://rcin.org.pl
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Fig. 4. Fluorescence of nervous cell cytoplasm in gyrus cinguli cortex. Rat given
BCNU. FITC-albumin. X 240 

Rye. 4. Fluorescencja komórek nerwowych kory zakrętu obręczy. Szczur po BCNU.
FITC-albumina. Pow. 240 X

Fig. 5. Choroid plexus of the lateral ventricle. Fluorescence of epithelial cells.
Rat given BCNU. FITC-albumin. X 120 

Rye.  5. Splot naczyniówkowy komory bocznej mózgu. Fluorescencja komórek na
błonkowych. Szczur po BCNU. FITC-albumina. Pow. 12U X
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cence. Occasionally the fluorescence was seen in the cy toplasm  of in 
dividual neurocytes, m ain ly  in the olfactory cortex  and  in hypo thalam ic 
neurocytes,  in the v icin ity  of the 3rd ventricle . In the cerebellum  of 
control ra ts  fa in t fluorescence was seen in some P u rk in je  and  g ra n u la r  
cells. In the choroid plexus, s im ilar ly  to blood vessels, fluorescence ex
h ib ited  m orphotic  blood elements.

In both experim enta l  groups, i.e. a f te r  adm inis tra tion  of e i ther  BCNU 
o r CCNU, visible fluorochrom e passage was noted beyond the  vascular  
bed into the su rround ing  nervous tissue. In large blood vessels, delicate 
fluorescence encompassed the w’hole th ickness of vascu la r  walls  and  
was noticeable in the elastic m em brane  (Fig. lb). In several regions of 
the  bra in  and  bra in  ventricles, ex travascu la r  ery th rocy tes ,  s trongly  label
led w ith  fluorochrom es w ere  noted  (Fig. 2). P en e tra t io n  of F ITC -labelled  
album in  is i l lu s tra ted  in Fig. 3 while fluorescence of neu rocy te  cy toplasm  
is exem plified  in Fig. 4. S im ilarly  to in trace reb ra l  blood vessels, the  
choroid p lexus in bra in  ventric les  of ex p e rim en ta l  an im als showed di
stinctly  increased perm eab ility  of the applied  m arkers .  The vascu la r  
p lexus  of the 3rd ventric le  a f te r  adm in is tra t ing  Evans blue to ex p e r im en 
ta l  an im als  and staining w ith  the label of the  p lexus ep ithe lium  cells and 
of th e ir  connective tissue sub layer are  shown in Fig. 5. A sim ilar pheno
m enon w as noted af te r  injecting  labelled album in. In some expe rim en ta l  
animals, Evans blue passage to the w hite  m a t te r  was noted  w ith  visible 
fluorescence of transve rse  nerve  fibers of the  s t r ia tu m  and  pons. No 
differences w ere  noted  in a ltera tions  which  w ould  reflect the type of 
the  applied cytostatic drug.

Histoenzym atic  s tudies w ith  the use 
of com puter analysis of microscope images

In the  control group the  enzym atic  reaction  for Cholinesterase w as 
presen t  exclusively  in the basal m em brane  of blood vessels. The en zy m a
tic reaction varied  betw een  d iffe ren t sites: the strongest  reaction for 
ChE was seen in blood vessels of subcortical s tructures .  A less in tense  
reaction was observed in the corpus callosum, the pons, w h ite  m a t te r  of 
the  cerebellum  and re la tive ly  last in tense one, in the cerebral and ce re 
be l la r  cortex.

In the two experim enta l  groups, localization of the enzym atic  reaction 
for ChE corresponded to th a t  of control animals. In comparison w i th  
b ra in  sections of control anim als (Fig. 6), however, a g rea te r  n u m b er  of 
blood vessels show ed a positive enzym atic  reaction. In the tha lam us  
(Fig. 7), sub tha lam us,  amygdaloid body and in the bra in  cortex, a m ore  
dense n e tw ork  of blood vessels was seen and, in m an y  of them , the  
lum en  w as distended.

Results  of es tim ating the re la tive  area of blood vessels, show ing po
sitive h istoenzym atic  reaction for ChE are p resen ted  in Table 1. M ulti-
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Fig. 6. Enzymatic reaction for ChE. Thalamus. Rat of control group. X 320 
Rye. 6. Reakcja enzymatyczna dla ChE. Wzgórze. Szczur kontrolny. Pow. X 320

Fig. 7 .  Enzymatic reaction for ChE. Thalamus.. Rat given CCNU. Enzymatic reac
tion is more intense and present in a higher number of blood vessels. X 320 

Rye. 7. Reakcja enzymatyczna dla ChE. Wzgórze. Szczur po CCNU. Odczyn enzy
matyczny intensywniejszy i obecny w większej liczbie naczyń krwionośnych. Pow.

3?0 X
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ple  adm inis tra tion  of smal], therapeu tic-l ike  doses of e i th e r  BCNU or 
CCNU induced an increase in re la tive area  of blood vessels in all ex am i
ned  s truc tu res .  In the cerebral cortex  of the control group, blood vessels 
occupied, on the average, an area  of 10.6%, a f te r  adm in is tra ting  BCNU 
—  14.9% and a f te r  CCNU —  13.9%. In the tha lam us of control animals, 
blood vessels w ith  positive reaction for ChE occupied 9 %  of the exam i
ned  fields, in the corpus callosum —  4.7%. A dm inis tra tion  of cytostatic 
d rugs caused a significant increase in the fraction (Table 1). The highest 
increase in the re la tive  area of blood vessels was observed in the th a 
lam us of ra ts  given BCNU. The area  was m ore  than  twofold la rger than  
th a t  in the control group.

Table 1. Relative surface area o f  blood vessels showing positive reaction for ChE, expressed in 

percent o f  the а г г а  o f  total measuring field 

Tabela 1. Względna powierzchnia naczyń krwionośnych o dodatniej reakcji dla ChE, wyrażona 

jako procent powierzchni całego pola pomiarowego

Control

Kontrola
B C N U C C N U

X SD X SD P X SD P

parietal cortex 

kora ciemieniowa
10.6% 4.0 14.9% 3.5 ns 13.9% 3.2 ns

thalamus
wzgórze

9.0% 2.9 19.8% 6.5 0.001 15.3% 4.5 0.001

corpus callosum 

spoidło wielkie
4.7% 2.5 7.9% 2.5 0.001 8.0% 2.4 0.001

X — arithmetical mean for measurements made on 50 fields o f  4200 [ л т 2 each,
X — średnia arytmetyczna pomiarów 50 pól o powierzchni 4200 [i.m2 każde,

SD  — standard deviation,
SD  — odchylenie standardowe, 

p — level o f  statistical significance for differences between control and experimental groups, 
p — poziom istotności statystycznej różnic pomiędzy grupą kontrolną a doświadczalną, 

ns — insignificant alteration, 
ns — zmiany nieistotne,

D ISC U S S IO N

The h istoenzym atic  reaction for ChE is though t to rep resen t  the s ta 
tus of the  b lood-brain  b a r r ie r  (Joó, V arkonyi 1969). An increase in the  
reaction has been observed in several experim en ta l  models (Kozik et al. 
1978; Kozik, W igow ska-Sow ińska 1980) and  in te rp re ted  as dem onstra ting  
dam age to the blood-brain barrier .  In ou r  studies, a s ignificant increase 
in the re la tive  area  occupied by blood vessels w ith  positive reaction fo r  
ChE points, m oreover, to a distended vascular bed in the bra in , stasis in 
ce reb ra l  blood vessels and  passive hyperem ia  in the  brain. All th ese  
p henom ena worsen significantly  the hem odynam ic conditions of cerebral
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circulation. The process is not un iform ly  expressed in various b ra in  
regions. The cerebral cortex, as com pared w ith  o ther  exam ined  s t ru c 
tu re s  (thalam us, corpus callosum), seems to be the least affected s t ru c 
tures. D is turbances  in cerebral circulation have been confirmed by  the 
presence of num erous  ex travascu la r  e ry throcytes ,  frequen tly  p en e tra t in g  
fa r  from  the  vessels.

The applied  f luorochrom e-prote in  complex (Evans b lue-a lbum in  com
p lex  form ed in vivo and  the adm iniste red  FITC -album in  complex) do 
n o t  p en e tra te  in norm al conditions th rough  the b lcod-brain  barr ie r .  In 
s ituations  in ju r in g  norm al function of the blood-brain barrier ,  like ex 
per im en ta l  ischemia (Ito et al. 1976), carbon monoxide intoxication (Rap 
e t  al. 1974), acute experim enta l  a r te r ia l  hypertension  (Johansson 1974; 
Johansson , L inder  1974; B lom strand  et al. 1975) the labels p en e tra te  to 
per ivascu lar  spaces and accum ulate  in the cytoplasm  of nerve  cells.

However, the  perfo rm ed  studies do not perm it to establish the  cha
ra c te r  of m etabolic changes provoked by adm inistration  of n itrosourea  
deriva tives  w hich  lead to lesions of the cerebral  vascular  system  and to 
increased  p erm eab ility  of the b lood-brain barr ie r .  The p a t te rn  of n i t ro 
sourea deriva tives  action is complex and m ultid irectional. The com 
pounds affect nucleic acid synthesis, m ain ly  th rough  nuc’eotide alkylation 
(Cheng et al. 1972; Goth, R ajew sky  1972; Jensen , Reed 1978), b u t  also 
ow ing to the  increased frequency  of e rro rs  in DNA replication and tran s
crip tion (Lowley et al. 1972), increased s tab il ity  of DNA double he lix  
due  to form ation of transverse  alkyl bridges linking nucleotide pairs  
(G om bar et al. 1979). N itrosourea derivatives a lte r  also the protein  s t ru c 
tu re ,  causing carbam oylation  of its amino acids (W einkam, Deen 1982). 
The effects of the com pounds on the hem atopoietic system  and serum  
pro te in  synthesis, m anifested  clinically by  bone m arro w  depletion, an e
mia, granulocytopenia  and clotting d isturbances (Carter, N ew m an 1968) 
should also be kep t in mind.

The resu lts  of studies here  presen ted  confirm  earlier observations 
(Godlewski, Szczech 1985; Szczech, Godlewski 1986) th a t  blood vessel 
lesion w ith  accom panying dysfunction of the blood-brain b a r r ie r  is 
a p r im ary  a lteration , p recip ita ting  fu r th e r  changes in the cen tra l nervous 
system  af te r  adm inis te ring  n itsosourea derivatives. It is w orth  stressing 
th a t  the two exam ined  cytostatic drugs affect cerebral blood vesse’s to 
the  sam e ex ten t.

C O N C L U SIO N S

1. A dm inis tra tion  of cytostatic drugs of the n itrosourea  deriva tives  
group induces increased perm eab ility  of the blood-brain barrier ,  as m an i
fested  by the  passage of fluorochrom e-a lbum in  complex to the e x t ra -  
vascu la r  space.
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2. BCNU and  CCNU induce a topographically  variab le  increase in 
Cholinesterase activ ity  in blood vessel walls.

3. H istoenzym atic a ltera tions are m ore in tense in ’subcbrtical s tru c
tu res  than  in the cerebral cortex. No significant differences have been
disclosed w hich w ould reflect the type of the  applied cytostatic drug.

)

OCENA STANU NACZYŃ KRWIONOŚNYCH MÓZGU SZCZURA 
PO PODAWANIU POCHODNYCH NITROZOMOCZNIKA

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

Badania przeprowadzono na dorosłych szczurach Wistar, którym podano czte
rokrotnie w odstępach siedmiodniowych pochodne nitrozomocznika: BCNU (do- 
otrzewnowo, jednorazowa dawka 7,5 mg) i CCNU (dożołądkowo od 2,5 do 5 mg 
jednorazowo). Zwierzęta uśmiercano po tygodniu od podania ostatniej dawki leku. 
Dla oceny stanu naczyń krwionośnych podawano zwierzętom przyżyciowo wodny 
roztwór błękitu Evansa lub izotiocyjanin fluoresceiny sprzężony z albuminą. Po
nadto na skrawkach z mózgowia wykonano odczyn histoenzymatyczny dla choli- 
nesterazy (ChE). Intensywność reakcji histoenzymatycznej oceniano ilościowo przy 
użyciu automatycznej analizy obrazu mikroskopowego.

U szczurów doświadczalnych stwierdzono znamienny statystycznie wzrost 
względnej powierzchni naczyń krwionośnych o dodatnim odczynie histoenzymatycz- 
nym dla ChE we wzgórzu i spoidle wielkim. W mózgowiu zwierząt doświadczalnych 
zaobserwowano1 ponadto zmiany świadczące o zwiększonej przepuszczalności ścian 
naczyń krwionośnych w postaci przenikania fluorochromów poza ścianę naczyń 
krwionośnych, fluorescencji włókien nerwowych i neurocytów. Zmiany były takie 
same u zwierząt otrzymujących BCNU, jak i CCNU.

Uzyskane wyniki mogą przemawiać za istotną rolą zaburzeń w ścianie naczy
niowej w powstawaniu zmian patologicznych w OUN pod wpływem cytostatyków, 
pochodnych nitrozomocznika.

ОЦЕНКА СОСТОЯНИЯ КРОВЕНОСНЫХ СОСУДОВ МОЗГА КРЫСЫ 
ПОСЛЕ ПОДАВАНМЯ ДЕРИВАТОВ НИТРОЗОМОЧЕВИНЫ

Резюме

Исследования были прозедены у взрослых крыс Wistar, которые получили 4 раза, каждые 
7 дней, дериваты нитрозомочевины: BCNU (внутриперитонеальная разовая доза 7,5 мг) 
и CCNU (в желудок, разовая доза 2,5 — 5 мг). Животные были убиты в неделю после по
следней дозы лекарства. Прижизненно был поданный водный раствор Эвансблау или изо
цианата флуоросцеина, соединенный с альбумином. На мозговых срезах была также произ
ведена гистоэнзиматическая реакция на холинэстеразу (ChE). Интенсивность гистоэнзима- 
тической реакции оценивалась количественным методом, при употреблении автоматичес
кого анализа микроскопической картины.

У эхспериментальных крыс было обнарухсено статистически знаменательное повыше
ние относительной поверхности кровеносных сосудов с положительной гистоэнзиматичес- 
кой реакцией на ChE в зрительном бугре и в мозолистом теле. В мозгу животных наблюда
лись также изменения, свидетельствующие о повышенной проницаемости стен кровенос
ных сосудов, проявляющейся проникновением флюорохромов через стену кровеносных со
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судов, флюоресценцией нервных волокон и клеток. Изменения были один .'ковые у живот
ных, которые получі ли ECMJ или CCMJ.

Получёмные результаты могут указывать существенную роль нарушений сосудистой 
стеМы в возникновении в центральной нервной системе патологических изменений вызван
ных цнтостатьчегкими дериватами нитрозомочевнна.
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PO ZIO M  K W A SU  HOM O W A N ILIN O W EG O  (HVA) I K W A SU  
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Z aburzenia  układów  neuroprzekaźn ikow ych  odgryw a ją  is to tną  rolę 
w  patogenezie wielu chorób ośrodkowego uk ładu  nerw ow ego (OUN). 
Liczne badan ia  neurochem iczne w ykazały , że w chorobach uk ładu  poza- 
piram idowego dochodzi do znaczących zmian stężeń różnych substancji  
neuroprzekaźn ikow ych  i ich m etabolitów  w OUN, zróżnicowanych w  za
leżności od ch a rak te ru  zespołu klinicznego (Bird 1978; Pycock 1978). 
Wiadomo, że w chorobie P a rk in so n a  spada w  mózgowiu zaw artość do- 
pam iny  (Hornykiewicz 1966), a w  pląsaw icy H un ting tona  obniża się po
ziom GABA (P erry  i wsp. 1973). P rzy ję ty  jest pogląd, że poziom HVA 
w  płynie m ózgow o-rdzeniow ym  w skazuje  na zawartość dopam iny 
w  mózgowiu (Gottfries i wsp. 1971), a stężenie GABA w  płynie mózgo- 
w o-rdzen iow ym  w skazuje na ak tyw ność uk ładu  GABAergicznego w  OUN 
(Manyam, H are  1983). Badania doświadczalne nad  pa tom echan izm em  
pow staw ania  zespołu pozapiram idow ego w ykazały , że w ażnym  czynni
k iem  w p ły w a jący m  na obecność ob jaw ów  neurologicznych jest zm iana 
s to su n k u  stężeń dopam iny (DA) i GABA w mózgowiu (Kosicka i wsp. 
1986).

Celem pod ję tych  badań  było us ta len ie  zależności pomiędzy poziomem 
GABA i HVA w płynie m ózgow o-rdzeniow ym  a obrazem  k lin icznym  
w  n iek tó rych  zespołach pozapiram idow ych, z uw zględnieniem  płci i w ie
k u  chorych, w spółistn ie jących zmian m iażdżycowych i leczenia.
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MATERIAŁ I METODY

Badania przeprow adzono u  81 chorych  hospitalizow anych w  la tach  
1981— 1985 w  Klinice Neurologicznej II W ydziału Lekarskiego AM 
w  Warszawie, w  tym  u 12 pac jen tów  z chorobą P ark insona  bez innych  
objaw ów  uszkodzenia OUN lub  z współistn ie jącą m iażdżycą mózgu, u 34 
chorych z zespołem park insonow skim  w przebiegu m iażdżycy mózgu 
(tzw. parkinsonizm  miażdżycowy), u 16 chorych z m iażdżycą m ózgu bez 
zaburzeń piram idow ych, u 6 chorych z pląsaw icą H un ting tona  oraz u 3 
chorych z łagodnym  drżeniem  sam oistnym . G rupa chorych z miażdżycą 
mózgu bez objaw ów  pozapiram idow ych s tanow iła  kontro lę  d la pac jen 
tów z miażdżycą mózgu i tow arzyszącym  zespołem park insonow skim  
oraz m ater ia ł porów naw czy dla badań  n ad  zależnością pomiędzy pozio
m em  GABA i HVA a w iekiem  chorych. Ponadto  kontro lę  dla w szystk ich  
g rup  chorych stanowiło 10 pac jen tów  nie w ykazu jących  organicznego 
uszkodzenia OUN, t rak to w an y ch  jako norm a.

Wszyscy chorzy byli badan i w edług jednolitego schem atu  (tzw. k a r ty  
ogólnomiażdżycowej), uwzględniającego dokładny w yw iad, badanie in te r 
nistyczne, neurologiczne i psychologiczne. Rozpoznanie choroby P a rk in 
sona, pląsaw icy H unting tona  i łagodnego drżenia samoistnego opierało 
się na  ogólnie p rzy ję ty ch  k ry te r ia ch  klinicznych.

Ustalono następu jące  k ry te r ia  dla oceny zmian m iażdżycowych 
w  OUN:

a) naczyniowe chrom anie mózgowe w  w yw iadzie i / lub  obecność dys
k re tn y c h  objaw ów  rozsianych neurologicznych, dla k tó rych  w ystępow a
n ia nie znaleziono innej przyczyny  niż miażdżyca. Nasilenie tych zmian 
oceniano w  skali p unk tów  od 1 do 3 (miażdżyca m ała —  1 punk t,  ś red 
nia —  2 p u n k ty  i duża —  3 punkty);

b) zmiany na dnie oczu o cha rak te rze  angiopatii miażdżycowej, okre
ślane pod względem zaaw ansow ania od 1 do 3 punktów ;

c) zespół psychoorganiczny o cechach otępienia miażdżycowego lu b  
starczego (brak możliwości zróżnicowania lub zastosowania innych  m e
tod badań) —  stopień nasilenia punk tow ano  od 1 do 3;

d) ocena na podstaw ie badania  sekcyjnego, jako jedyna pew na m e
toda określająca stopień zaaw ansow ania  zmian miażdżycowych: m a łe  
zm iany  —  3 punk ty ,  średnie —  6 p u n k tó w  i duże —  9 punktów .

O bjaw y parkinsonow skie oceniano za pomocą k a r ty  opracow ane j 
przez grupę badawczą chorób pozapiram idow ych Św iatow ej F ederac ji  
Neurologii (1978). K a r ta  ta obejm ow ała  ocenę niespraw ności s tanu  p sy 
chicznego oraz tzw. profilu  ruchu, określającego w cz teropunktow ej skali 
stopień  nasilenia objawów pozapiram idow ych (napięcie mięśni i d rżen ie  
głowy oraz kończyn, spowolnienie i ubóstwo ruchów, zaburzenia chodu 
i postawy, m ow y i m imiki oraz obecność objaw ów  w egetatyw nych). M ak
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sym alna  liczba p unk tów  w ynosiła 49. Dla ujednolicenia oceny badan ia  
b y ły  prow adzone przez jedną osobę (dr med. M. Skrobisz).

W p ląsaw icy  H unting tona  oceniano rozkład i nasilenie ruchów  m im o
w olnych  oraz nasilenie zespołu psychoorganicznego. P ac jen tów  k lasyfi
kow ano w edług  pięciopunktowej skali Shoulsona i F ahna  (1978), okreś
lającej s top ień  sprawności zawodowej i zaangażowania w  życiu codzien
nym .

B adania zależności pomiędzy poziomem GABA i HVA w p łynie  m óz
gow o-rdzeniow ym  a zespołem pozapiram idow ym  przeprow adzono jedynie 
w  grup ie  chorych  nie leczonych (68 przypadków  z chorobą lub zespołem 
Park insona).

Oznaczanie GABA i HVA w  płynie m ózgowo-rdzeniow ym

P ły n  m ózgow o-rdzeniow y pobierano o stałej porze (godz. 1000) w  po
zycji leżącej na  boku, z nak łuc ia  p rzestrzeni L 4 —  L 5 rdzenia kręgowego, 
po 12-godzinnym unieruchom ieniu . Do badania  pobierano 7 ml płynu' 
(z p ie rw szych  10 ml). N a tychm ias t  po pobran iu  p łyn zamrażano w m ie 
szaninie suchego lodu z m etanolem , a następnie  poddaw ano liofilizacji.

Oznaczanie poziomu GABA w ykonano  m etodą Lovego w  m odyfikacji 
S u ttona  i S im m ondsa (1974). F luorescencję  uzyskaną w reakcji n in h y d ry -  
nowej odczytyw ano w spek tro f luo rym etrze  Aminco— B ow m ana p rzy  
długościach fal 380 i 450 nm.

Oznaczanie stężenia HVA w ykonano  m etodą Corrodi i W erd in iusa  
w  m odyfikac ji Farleya i wsp. (1977). F lurescencję  w yw ołaną za pomocą 
że lazicy janku potasu odczytyw ano w  spek tro f luo rym etrze  Aminco— Bow 
m an a  p rzy  długościach fal 318 i 420 nm.

Do każdej serii badań  GABA i HVA w ykonano k rzyw ą s tandardow ą 
oraz oznaczono s tandard  w ew n ę trzn y  oraz ślepą próbę. Poziom GABA 
i HVA obliczano w  nmolach/1. O trzym ane w ynik i analizowano s ta ty s 
tycznie za pomocą tes tu  t S tuden ta .

WYNIKI

Dane dotyczące wieku badanych  g rup  chorych z zespołami pozapira- 
m idow ym i oraz w  norm ie  zestawiono w tabeli 1. W iek chorych  z m iaż
dżycą mózgu w  porów naniu  z w iekiem  pac jen tów  z ob jaw am i pozapira- 
m idow ym i choroba Park insona, p ląsaw ica H untingtona, łagodne drżenie 
sam oistne i parkinsonizm  m iażdżycow y był znam iennie wyższy w  porów 
n an iu  z g rupą  p rzy ję tą  za norm ę. G ru p y  pac jen tów  z chorobą P a rk in so 
na, pląsaw icą H un ting tona  i z łagodnym  drżeniem  sam oistnym  by ły  r e 
p rezen tow ane przez ludzi m łodszych zarówno w  s tosunku do chorych 
z m iażdżycą mózgu, jak  rów nież do chorych z zespołem park insonow skim  
w  przebiegu  miażdżycy.
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Tabela 1. Wiek chorych w poszczególnych grupach 

Table 1. Age o f  patients in particular groups

Liczba chorych Wiek
Lp. Grupa chorych Number o f patients Age

Pn Pb
No Group o f  patients Ogółem

Total

Nie leczeni 

Nontreated
x ± S E M

1. Norma
Norm

10 10 3 7 ,2± 2 ,4 1:2, 3, 4, 5, 6  

<  0,01
a) mężczyźni 6 6 3 7 ,7± 4 ,0 la :  lb

men >  0,05
b) kobiety 4 4 48,3 ±  1,2

women

2. Miażdżyca mózgu 

Cerebral arterioscler.
16 16 73 ,6±2 ,3 <  0,001 2:3 , 5 ,6  

<  0,01
a) mężczyźni 9 9 70,8 ± 3 ,5 2:4

men >  0,05
b) kobiety 7 7 77,1 ± 1 ,9 2a :2b

women >  0,05

3. Zespół parkinsonowski

choroba Parkinsona 7 5 54 ,6±2 ,6 <  0,001 3:2 ,4
Parkinsonian syndrome

Parkinson’s disease <  0,01 

3:5,6  

>  0,05

4. Zespół parkinsonowski
z miażdżycą mózgu 39 28 7 1 ,9±1 ,9 <  0,001 4 :2

Parkinsonian syndrome >  0,05
with arteriosclerosis 4 : 3 ,5 ,  6

a) mężczyźni 15 12 6 9 .3 ± 2 ,6 <  0,01
men 4a :4b

b) kobiety 24 16 73 ,5±2 ,7 >  0,05

women

5. Pląsawica Huntingtona 
Huntington’s chorea

6 6 5 1 ,3± 5 ,9 <  0,01 5 :2 ,4  

<  0,01 

5:3,6  

>  0,05

6. Łagodne drżenie samoistne 

Essential tremor
Razem
Total

3

81

3

68

5 2 ,7±5 ,9 <  0,01

p n — prawdopodobieństwo obliczone wg testu /-Studenta w porównaniu z normą

— probability between the norm and patient group calculated according to Student’s /  test 

Pb — prawdopodobieństwo obliczone wg testu /-Studenta pomiędzy grupami badanych chorych

— probability between the groups o f  patients calculated according to Student’s / test
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W celu dokonania analizy  s ta tystycznej w p ływ u  miażdżycy n a  po
w staw anie  zespołu parkinsonow skiego i badania  różnicowego choroby 
P ark insona  z park inson izm em  m iażdżycow ym  i innym i badanym i jed 
nostkam i chorobow ym i uk ład u  pozapiramidowego przy ję to  nas tępu jący  
podział m ate r ia łu  klinicznego: g rupa  A (bez w yodrębnien ia  jednostek  
chorobowych) obejm ow ała  zespół park insonow ski bez miażdżycy mózgu 
i innych  objaw ów  uszkodzenia OUN, zespół parkinsonow ski z to w arzy 
szącą m iażdżycą mózgu i miażdżycę mózgu bez zaburzeń  p iram idow ych  
oraz g rupa  В —  choroba P ark insona  bez w spółistniejącej m iażdżycy 
mózgu i u chorych z cecham i zmian miażdżycowych, m iażdżyca z to
w arzyszącym  zespołem park insonow skim  (parkinsonizm  miażdżycowy), 
miażdżyca m ózgu bez innych  objawTów towarzyszących, p ląsaw ica H u n 
ting tona  i łagodne drżenie samoistne.

Analiza s ta ty s tyczna  w p ły w u  miażdżycy na  pow staw anie zespołu 
parkinsonow skiego i badan ia  różnicowego choroby P ark insona  z p a rk in 
sonizmem m iażdżycow ym  oraz z innym i badanym i jednostkam i chorobo
w ym i uk ładu  pozapiram idow ego została przedstaw iona w tabelach  2a 
i 2b. J a k  w yn ika  z przedstaw ionej tabeli 2a stw ierdzono sta tystyczn ie  
znam ienne obniżenie stężenia GABA w  płynie m ózgow o-rdzeniow ym  
u pac jen tów  z zespołem park insonow skim  zarówno z obecnością m iaż
dżycy mózgu, jak  i bez cech m iażdżycowych oraz w  grupie chorych  
z miażdżycą mózgu bez ob jaw ów  pozapiram idow ych w porów naniu  z n o r 
mą: w  grupie z miażdżycą m ózgu około 28,3°/o, w  zespole park insonow 
skim  bez m iażdżycy o 22,5%, w  pląsaw icy H unting tona o 42,2%, a w 
grupie  z łagodnym  drżeniem  sam oistnym  około 32,4%. Jedyn ie  u chorych 
z zespołem park insonow skim  z m iażdżycą nie uzyskano znaczącej róż
nicy, chociaż w  podgrupie kobiet obniżenie poziomu GABA około 22,9% 
było statystycznie znam ienne. Zanotowano, że stężenie tego n eu ro p rze -  
kaźn ika  u chorych z pląsaw icą H unting tona  w porów naniu  z grupą  cho
rych  z zespołem park insonow skim  i współistn ie jącą miażdżycą było zna
m iennie  (ok. 30,7%). We w szystkich  grupach  i podgrupach  s tw ierdzono 
s ta tystycznie  znam ienne obniżenie poziomu HVA w płynie mózgowo- 
-rdzeniow ym . W zględny stosunek  GABA/HV A p rzy ję ty  w  norm ie  za 1, 
nie odbiegał znacznie od jedności w  grupie chorych z miażdżycą mózgu 
i w  zespole park insonow skim  bez miażdżycy, na tom ias t  u chorych z ze
społem  park insonow skim  i m iażdżycą mózgu w ynosił 1,29.

W tab e’i 2b, uw zględniającej podział chorych w edług jednostek  cho
robow ych i jako kontro lę  grupę  chorych z miażdżycą mózgu bez innych  
współistn ie jących objawów, w ykazano, że poziom GABA w  płynie m óz
gow o-rdzeniow ym  był is to tn ie  obniżony w porów nan iu  z no rm ą w e 
wszystkich  g rupach  chorych, z w y ją tk iem  g ru p y  pac jen tów  z park in so 
nizm em  miażdżycowym. W tej grupie spadek stężenia GABA o 8,1% 
by ł n ie znaczący. Poziom HVA w  płynie m ózgow o-rdzeniow ym  nie różnił
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Tabela 2a. Poziom GABA i HVA (nmole/1) w płynis mózgowo-rdzeniowym w poszczególnych grupach chorych klasyfikowanych wg podziału A

Table 2a. GABA and HVA concentrations (nmoles/1) in CSF in various groups o f  patients according to classification A

Lp. Grupa chorych
Liczba

chorych
GABA HVA

GABA

N o Group o f patients Number 
o f patients x ± S E M Pn Pb * ± S E M Pn

HVA
Pb

1. Norma
Norm

a) mężczyźni 
men

b) kobiety 

women

10

6

4

244,3 ± 10 ,9  

2 4 l,5 ± 1 5 ,5  

24S,0±14,2

la: 1 b 

>  0,05

421,5±16 ,8

4 25 ,2± 21 ,7

4 15 ,9±26 ,2

1

1

1

2. Miażdżyca mózgu 

Cerebral arteriosclerosis
a) mężczyźni 

men
b) kobiety 

women

16

9

7

175,2±18,4  

185,4±26,5  

160,8 rb 25,1

<  0,02 

<  0,02 

<  0,01

2 :3 ,4 ,  5
>  0,05 

2a :2b
>  0,05

311,1 ± 2 7 ,9  

277,5±38,4  

335,2±33,1

<  0,02 

<  0,001 

<  0,05

0,96

1,17

0,80

3. Zespół parkinsonowski bez 

miażdżycy 

Parkinsonian syndrome without 
arterioscler.

5 189,3 zt 18,7 <  0,02 3:2, 4, 5, 6 

>  0,05
311,4 ±  32,4 <  0,01 1,05

4. Zespół parkinsonowski 
z miażdżycą mózgu 

Parkinsonian syndrome 

with arteriosclerosis

28 203,5±13,9 >  0,05 4:5  

<  0,001 

4:2, 3 ,6  

>  0,05

271,9 ±  17,7 1,29
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Neuropatologła 
Pol. 

4/8в

a) mężczyźni 12 218,2±19,1
men

b) kobiety 16 191,6 ±19,2
women

5. Pląsawica Huntingtona 6 141,0±26,2
Huntington’s chorea

6. Łagodne drżenie samoistne 3 164,0±3,4
Essential tremor

Pb, Pn ~  objaśnienia w tabeli 1. 
Pb, Pn — explanation in Table 1.

>  0,05 4a :4b 
>  0,05

285,0±24,3 <  0,001 1,35

<  0,05 261,5 ±24,9 <  0,001 1,22

<  0,001 5:4 
<  0,001

269,2 ±47,4 <  0,01 0,90

<  0,001 6:2, 3, 4, 5 
>  0,05

262,9±71,3 < 0,01 1,09

GABA — w stosunku do normy =  1 
HVA — in relation to the norm =  1

HVA 
i 

GABA 
w 

zespołach 
pozapiram

idow
ych 

5
9^
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Tabela 2 b .  Poziom G A B A  i  HVA (nmole/1) w p ł y n i e  m ó z g o w o - r d z e n i o w y m  w  p o s z c z e g ó l n y c h  g r u p a c h  chorych klasyfikowanych wg podziału В  

Table 2b. G A B A  and HVA concentrations (nmoles/1) i n  CSF i n  v a r i o u s  g r o u p s  o f  patients according to classification В

L p . Grupa chorych

Liczba
chorych

GABA HVA
GABA

N o Group of patients Number 

o f  patients Jt±SEM Pn P b Jc±SEM Pn
HVA

Pb

1. Norma
Norm

10 244,3 ± 1 0 ,9 421,5±16 ,8 1

2. Miażdżyca mózgu 
Cerebral arteriosclerosis

16 175,2±18,4 <  0,02 311,1±27,9 <  0,02 0,96

3. Choroba Parkinsona 

Parkinson’s disease

12 173,2±15,7 <  0,01 283,8±24,3 <  0,01 1,05

4 . Miażdżyca mózgu z zespołem 

parkinsonowskim 

Cerebral arteriosclerosis with 

parkinsonian syndrome

21 224,4 ±  16,2 >  0,05 4:5  

< 0  ,001

268,1 ± 2 0 ,9 <  0,001 1,43

5. Pląsawica Huntingtona 

Huntington’s chorea

6 141,1±26,2 <  0,001 269,2±47,4 <  0,01 0,9

6. Łagodne drżenie samoistne 

Essential tremor

3 164,0±3,4 <  0,001 262,9 ±71 ,3 <  0,01 1,09

Objaśnienia w tabeli 2a. 
Explanations in Table 2a.
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HVA i G ABA w  zespołach pozapiram idowych 593

się znam iennie  w  stosunku do n o rm y  w  żadnej z badanych  grup. W zględ
n y  w skaźnik  GABA/HVA u trzy m y w a ł się na  poziomie zbliżonym do 1, 
z w y ją tk iem  g ru p y  chorych z zespołem park insonow skim  w  przebiegu 
m iażdżycy  ze w skaźnik iem  1,43.

Z aw arte  w  tabeli 3 dane dotyczące s tężeń GABA i HVA w płynie 
m ózgow o-rdzeniow ym  u chorych z m iażdżycą m ózgu w  zależności od 
stopnia zmian m iażdżycowych (mała, średn ia  i duża miażdżyca) nie w y 
kaza ły  is to tnych  różnic w  stężeniu  tych substancji,  a w zględny wskaźnik  
G A BA /H V A  był zbliżony do norm y.

Tabela 3. Stężenie GABA i HVA (nmole/1) w płynie mózgowo-rdzeniowym u chorych z miażdżycą 
mózgu w zależności od nasilenia zmian miażdżycowych 

Table 3. GABA and HVA concentrations (nmoles/1) in CSF of patients with cerebral arterio
sclerosis according to intensity of arteriosclerotic changes

Lp.
No

! ' ' 

Miażdżyca mózgu 
Cerebral 

arteriosclerosis

Wiek 
chorych 

Age 
of patients 

jf±SEM

n
GABA

Jć±SEM
!

HVA
P Jć±SEM p

5 ! 
i

i

GABA
HVA

1. Mała (1—3 punkty) 
Mild (1 — 3 points)

76,5 ±1,9 4 140,2±38,6 285,7±23,8 0,81

2 Średnia (4—6 punktów) 
Moderate (4—6 points)

63,9±7,0 8 190,7±22,5 301,5±25,2 1,09

3. Duża (7—9 punktów) 
Severe (7—9 points)

71,3±3,9 4 179,2±38,1 324,2±  83,8 0,95

p — różnice pomiędzy grupami statystycznie nieznamienne
The differences between the groups of patients are statistically insignificant.

P rzedstaw iona  w  tabeli 4 analiza s ta tys tyczna  stężeń. GABA i HVA 
w  płyn ie  m ózgow o-rdzeniow ym  u chorych z zespołem park insonow skim  
z m iażdżycą i bez m iażdżycy mózgu (wg podziału A) i różnicowania cho
roby  P ark insona  z park insonizm em  m iażdżycow ym  (wg podziału B), 
z uw zględnien iem  nasilenia  objaw ów  pozapiram idow ych, nie w ykazał 
is to tnych  różnic. S tw ierdzono na tom ias t  w yższy w zględny wskaźnik  s tę 
żeń GABA/HV A w  grupie chorych z m iażdżycą i ob jaw am i park insonow - 
skim i w  po rów nan iu  z g rupą chorych z zespołem park insonow skim  bez 
m iażdżycy (wg podziału  A) i wyższy u chorych z park inson izm em  m iaż
dżycow ym  niż u chorych  z chorobą Park insona.

Dane dotyczące stężeń GABA i HVA w  płynie m ózgow o-rdzeniow ym  
u  chorych z zespołem park insonow skim  i m iażdżycą m ózgu w  zależności 
od s topnia  zmian m iażdżycow ych z uw zględnien iem  nasilenia  objaw ów  
pozapiram idow ych, zaw arte  w  tabeli 5, n ie  w y k azu ją  sta tystyczn ie  is to t
n y ch  różnic pom iędzy bad an y m i grupam i. Zaobserw ow ano na tom ias t

http://rcin.org.pl



Tabela 4. Poziom GABA i HVA (nmole/1) w płynie mózgowo-rdzeniowym u chorych z objawami parkinsonowskimi w zależności od nasilenia zespołu
pozapiramidowego (wg podziału A i B)

Table 4. GABA and HVA concentrations (nmoles’/l) in CSF of patients with parkinsonian syndrome according to intensity of extrapyramidal symptoms

Stopień nasilenia

Grupa chorych 
Groups of patients

Wiek
Age

objawów neurol. 
Degree of neurol. 

symptoms

n GABA HVA GABA
HVA

^±SEM JE±SEM Jt±SEM P Jc±SEM P

A.
Zespół parkinsonowski bez innych objawów 
Parkinsonian syndrome only 54,6±2,6 14,2±0,9 5 189,3±18,7 311,4±32,3 1,05

Miażdżyca mózgu z objawami 
parkinsonowskimi 71.9±1,9 17,8±1,3 28 203,5±13,9

>  0,05
271,9 ±  17,7

>  0,05
1,29

Cerebral arteriosclerisis with parkinsonian
syndrome

B.
Choroba Parkinsona 61,2±3,1 17,4±1,6 12 173,19±15,7 283,8±24,3 1,0

Parkinsons’ disease >  0,05 >  0,05

Zespół parkinsonowski z miażdżycą 73,7±2,0 17,1 dr 1,5 21 224,4 ±  16,2 168 1 ±20 9 1,43
Parkinsonian syndrome with arteriosclerosis _______
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Tabela 5. Stężenie GABA i HVA (nmole/l) w płynie mózgowo-rdzeniowym u chorych z zespołem 
parkinsonowskim i miażdżycą mózgu w zależności od stopnia zmian miażdżycowych 

Table 5. GABA and HVA concentration (nmoles/l) in CSF of patients with parkinsonian syndrome 
and cerebral arteriosclerosis according to intensity of arteriosclerotic changes

Lp.
Miażdżyca mózgu 

Cerebral 
arteriosclerosis

Wiek 
chorych 

Age 
of patients’

JćiSEM

Stopień nasilenia 
obj. pozapirami

dowych 
Intensity of 

extrapyramidal 
symptoms 
Ä:±SEM

GABA HVA GABA
No.

x±SEM jt±SEM

HVA

1. Mała (1—3 punkty) 
Mild (1 — 3 points)

69,6±2,8 
n =  12

17,2±21 181,1 ±18,6 284,2±22,2 1,10

2. Średnia (4 — 6 punktów) 
Moderate (4—6 points)

68,3±2,9 
n =  8

16,4±1,7 211,1 ± 20,1 272,0±35,8 1,34

3. Duża (7 — 9 punktów) 
Severe (7—9 points)

77,8 ±3,1 
n =  8

20,0±2,3 233,1 ±32,6 254,8±35,8 1,57

Zespół pozapiramidowy : słabo nasilony — poniżej 15 punktów
umiarkowanie nasilony 16—25 punktów 
bardzo nasilony — powyżej 25 punktów

Extrapyramidal syndrome: mild — below 15 points
moderate — 16—25 points 
severe — above 25 points 

p — statystycznie nieznamienne
— without statistical significance.

stopniowe n a ras tan ie  s tosunku s tężeń GABA/HVA w  porów naniu  z n o r
m ą od 1,1 u chorych  z m iażdżycą małą, do 1,34 w grupie  chorych z m iaż
dżycą średniego stopnia i 1,57 u chorych z dużym i zm ianam i m iażdży
cowymi.

Analiza zmian stężeń GABA i HVA w  płynie m ózgowo-rdzeniow ym  
u chorych z zespołem  park insonow skim  i miażdżycą mózgu w  zależności 
od nasilen ia  ob jaw ów  pozapiram idow ych (tab. 6) nie w ykazała  pomiędzy 
badanym i g rupam i s ta tystycznie  is to tnych różnic. Nie zaobserwowano 
również zależności pomiędzy wysokością w skaźnika GABA/HV A a n a 
sileniem  ob jaw ów  pozapiram idowych.

W tabeli 7 zestawiono w ynik i stężeń GABA i HVA w  płynie móz- 
gow o-rdzeniow ym  w  grupie chorych nie leczonych i leczonych. U cho
rych  leczonych stwierdzono s ta tystycznie  znam ienny spadek poziomu 
GABA (20,1%) w  porów naniu  do g rupy  chorych nie leczonych. P rzy rost  
stężenia HVA (o 9,2%) był n ieznam ienny. W zględny wskaźnik  GABA/ 
/НѴА w ynosił w grupie chorych leczonych i nie leczonych odpowiednio 
1,26 i 0,91.
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Tabela 6. Stężenie GABA i HVA (nmole/l) w płynie mózgowo-rdzeniowym u chorych z zespołem parkinsonowskim i miażdżycą mózgu w zależności od
nasilenia objawów pozapiramidowych

Table 6. GABA and HVA concentrations (nmoles/1) in CSF of patients with parkinsonian* syndrome and cerebral arteriosclerosis according to intensity
of extrapyramidal symptoms

Nasilenie zespołu 
pozapiramidowego 

Intensity of 
extrapyramidal syndrome

Wiek chorych 
Age of patients

Jf±SEM

Stopień zmian 
miażdżycowych 

Degree of 
arteriosclerosis 

Jc±SEM

n
GABA

Jt±SEM P

HVA

Jf±SEM P

GAGA
HVA

1 — 15 punktów 71,3±2,5 3,9±0,4 14 211,8±19,1 259,5±26,8 1,41
points

16—25 punktów 74,3 ±3,0 5,4±0,9 10 177,7±21,0 >0,05 233,0±32,0 > 0,05 1,31
points

powyżej 25 punktów 68,0± 6,2 5,5±1,7 4 232,2±33,3 297,0±38,0 1,34
above 25 points
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Tabela 7. Poziom GABA i HVA (nmole/1) w płynie mózgowo-rdzeniowym u chorych z zespołem 
parkinsonowskim nie leczonych i leczonych 

Table 7. GABA and HVA concentrations (nmoles/1) in CSF of non treated and treated patients
with parkinsonian syndrome

Grupa chorych 
Group 

of patients

Wiek
Age

*±SEM
n

GABA

x±SEM

HVA
P P 

x±SEM

GABA
HVA

Nie leczeni 69,3±2,0 33 201,2± 12,1 276,0±15,8 1,26
Non treated <  0,05 >  0,05
Leczeni 67,8±2,3 12 160,7±16,3 302,0 ±  33,3 0,91
Treated

OMÓWIENIE

Mimo przyję tego  poglądu, że poziomy GABA i HVA w  płynie mózgo
w o-rdzeniow ym  odzw ierciedla ją  zawartość tych substancji w  mózgowiu 
odnosi się wrażenie, że w  badanych  p rzypadkach  stw ierdzone w  p łynie 
m ózgow o-rdzeniow ym  stężenia GABA i HVA nie obrazu ją  w  pełni is t
n iejących  zmian w  układzie GABA- i dopam inergicznym  w  mózgowiu. 
W przeprow adzonych badan iach  s tw ierdziliśm y spadek zawartości GABA 
i HVA zarówno w  zespołach parkinsonow skich, jak  i w  p ląsaw icy H u n 
tingtona oraz u  osób w  podeszłym  w ieku  z ob jaw am i miażdżycy.

Wiadomo, że w  chorobie lub zespole Park insona, w  w y n ik u  zm ian 
w obrębie szlaków dopam inergicznych, a przede w szystk im  w  w arstw ie  
zbitej is to ty  czarnej, dochodzi do obniżenia zawartości dopam iny na 
skutek  zaham ow ania jej syn tezy  bądź nadm iernego rozpadu (H ornykie- 
wicz 1966; Mc G eer 1973). Uważa się, że w  pląsaw icy H untingtona, 
w  której proces uszkadzający  obejm uje  przede w szystk im  jądro  ogonias
te i receptory  GABA —  dopam inergiczne w a rs tw y  siateczkowatej is to ty  
czarnej, n iedobór dotyczy głównie GABA w  w y n ik u  obniżenia jego bio
syntezy  na  etapie ka ta lizow anym  przez dekarboksylazę g lu tam inianow ą 
(GAD) (P erry  i wsp. 1973; S tahl, Swanson 1974; B ird 1978). Dane z p iś
m iennictw a na tem a t zachowania się poziomów GABA i HVA w  płynie 
m ózgowo-rdzeniow ym  w zespołach park insonow skich  oraz w  pląsaw icy 
H unting tona  są na  ogół zgodne co do obniżenia poziomu HVA i GABA 
w parkinsoniźm ie, a samego GABA w  pląsaw icy H unting tona  (Johansson, 
Roos 1965, 1967; Glaeser, H are  1975; M anyam  i wsp. 1978; Enna i wsp. 
1977; M anyam  1983), chociaż odm ienne obserw acje nie należą do rzad 
kości. K uroda i wsp. (1982) stw ierdzili  np. is to tny  spadek poziomu GABA 
w chorobie Park insona, n a tom ias t  w pląsaw icy H unting tona  jego stężenie 
było obniżone nieznam iennie . Z kolei Schm idt i L öschner (1982) nie zna
leźli obniżenia poziomu GABA w chorobie P ark insona. S tw ierdzono ta k 
że spadek HVA w  p ląsaw icy H un ting tona  (Curzon i wsp. 1972). W yniki
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dotyczące poziomu HVA i/lub GABA w innych  chorobach OUN są rów 
nież rozbieżne.

Częstość w ystępow ania obniżonego poziomu GABA i HVA w różnych 
chorobach uk ładu  nerw ow ego oraz rozbieżność w yników  badań  sk łan ia
ją do rozważenia, czy stężenia badanych  neuroprzekaźn ików  i ich m e ta 
bolitów w  płynie m ózgowo-rdzeniow ym  istotnie odzw ierciedla ją  zmiany 
s t ru k tu ra ln e  i czynnościowe związane z ocenianą chorobą. Wiadomo, że 
na stężenie tych związków w pływ a wiele czynników, do k tó ry ch  między 
innym i należy płeć i wiek chorych. Tak np. G ottfries  i wsp. (1971) s tw ie r 
dzili wzrost poziomu HVA w raz z wiekiem, podczas gdy inni (Andersson, 
Roos 1969) nie znajdow ali różnic w stężeniu tego związku zależnych od 
wieku, bądź naw et s tw ierdzali jego obniżenie w w ieku s ta rszym  (Gott
fries i wsp. 1969). P rzew aża  pogląd, że GABA w  płynie m ózgow o-rdze
n iow ym  nie ulega zmianom zależnym  od płci i w ieku (Schmidt, L öschner 
1982, K uroda  i wsp. 1982), n iem niej n iek tórzy  au torzy  tw ierdzą, że obni
ża się jego stężenie w m iarę  starzenia  się, szczególnie u kobiet (Hare 
i wsp. 1982, M anyam  i wsp. 1983). Jak  w ykazały  nasze badania , w  grupie 
osób w średnim  wieku, bez objaw ów  uszkodzenia OUN, poziomy GABA 
i HVA nie różniły  się u kobiet i mężczyzn. U ludzi s ta rszych  z objaw am i 
m iażdżycy OUN poziom obu tych związków był obniżony, niezależnie od 
płci.

B rak  zależności pomiędzy stopniem  nasilenia  zmian m iażdżycow ych 
a w artościam i poziomów GABA i HVA mogą sugerow ać rolę innego, nie 
naczyniopochodnego czynnika w obniżeniu stężenia tych substancji,  np. 
proces zanikow y mózgu (Ashcroft, S harm an  I960) bądź obecności choro
by  w spółistniejącej, jak nadciśnienie tętnicze lub cukrzyca. Is tn ie je  po
gląd, że w m iażdżycy mózgu z zespołem park insonow skim  niekonieczna 
jest obecność ognisk naczyniopochodnych i zmian w  ścianach naczyń 
w obrębie istoty czarnej, a n aw e t  p rzy jm u je  się, że okołonaczyniowe 
uszkodzenie tkanki, a w szczególności szlaków dopam inergicznych, może 
zachodzić na  sku tek  zaburzeń w przepuszczalności m ałych naczyń  k rw io 
nośnych, stanowiąc wczesne s tad ium  uszkodzenia zwojów podstaw y (Den- 
ny -B row n 1962).

Jes t  powszechnie wiadomo, że jednym  z podstaw ow ych w aru n k ó w  
wiarygodności w yników  poziomu neuroprzekaźników  w p łynie  mózgowo- 
-rdzen iow ym  jest ścisłe przestrzeganie szeregu zaleceń m etodycznych. 
D otyczy to przede w szystkim  stałego czasu pobierania  p róbk i p łynu  móz
gowo-rdzeniowego ze względu na  dobowy ry tm  w ydzielania substancji  
przekaźnikow ych, określonej porcji p łynu  (w różnych częściach uk ładu  
płynowego są odm ienne stężenia substancji neuroprzekaźnikow ych), u s ta 
lonej pozycji chorego podczas pobierania płynu, uprzedniego u n ie ru ch o 
mienia pac jen ta  na  okres k ilku  godzin oraz odstaw ienia leków (Johans
son, Roos 1967, 1975; Anderson i wsp. 1981). W prow adzonych  badan iach  
s ta ra liśm y  się zachować odpowiednie w aru n k i  pobierania p łynu. M ateria ł
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nasz może być jednak obciążony błędem  w yn ika jącym  z pobieran ia  przez 
pac jen tów  leków odw adniających, nasercow ych czy przeciw cukrzyco
w ych  oraz ze względu na  w spółistniejące choroby, jak nadciśnienie tę 
tnicze i cukrzyca.

Ocena względnego w skaźnika stężeń GABA/HV A we w szystkich  b a 
d anych  g rupach  nie w ykazała  w yraźnych  zmian w  porów naniu  z norm ą, 
z w y ją tk iem  g rupy  z park insonizm em  miażdżycowym, w  k tó rej  w ykry to  
p rzew agę uk ładu  GABAergicznego nad  dopam inergicznym . W grupie 
tej stw ierdzono również, że w m iarę nasilenia  stopnia miażdżycy n a ra 
s tała p rzew aga układu  GABAergicznego. Znalezione różnice m iędzy cho
robą P ark in so n a  a zespołem park insonow skim  w spółistn ie jącym  z m iaż
dżycą m ózgu mogą w skazyw ać na  odrębność tych  zespołów, być może 
zw iązaną z różną topografią i rozległością uszkodzeń szlaków dopami- 
nergicznych. O bserw acje morfologiczne w skazują, że w  zespole p a rk in 
sonowskim  z miażdżycą mózgu zm iany okołonaczyniowe (stan zatoko- 
w a ty  i sitow aty) nie w ykazu ją  predy lekcji  do is to ty  czarnej, lecz dotyczą 
g łównie sko rupy  i gałki bladej. S tw ierdzono również, że zm iany  stężeń 
n europrzekaźn ików  zależą również od stopnia uszkodzenia odpowiedniej 
s t r u k tu ry  mózgowia (B ernheim er i wsp. 1973). Można przypuszczać, że 
n a ras tan ie  zmian miażdżycowych prowadzi do nasilenia  zaburzeń w  prze
puszczalności naczyń  i pow odując większe uszkodzenie tkank i okołona
czyniowe j mózgu, może prowadzić jako dodatkow y czynnik do rozwoju 
zespołu parkinsonow skiego (D enny-B row n 1962).

Porów nan ie  g ru p y  chorych z zespołem park insonow skim  nie leczo
nych  z g rupą  chorych o trzym ujących  leki antycholinergiczne i pochodne 
L-D O PA  w ykazało  u tych ostatn ich  znaczące obniżenie poziomu GABA, 
niew ielki p rzyros t  HVA oraz norm alizację  względnego w skaźnika GABA/ 
/НѴА w płynie mózgowo-rdzeniow ym. O bserw acje  te zgodne są z w y 
nikam i innych  au to rów  (Abbot i wsp. 1982).

WNIOSKI

1. S tężenia GABA i HVA w płynie m ózgow o-rdzeniow ym  są zna
m iennie niższe u  ludzi w s ta rszym  w ieku  z ob jaw am i m iażdżycy mózgu 
w  porów nan iu  do osób w wieku średnim.

2. W chorobie Park insona, w pląsaw icy H unting tona  i w  łagodnym  
drżeniu  sam oistnym  stw ierdzono znam ienne obniżenie poziomu GABA 
i HVA w płynie m ózgow o-rdzeniow ym  chorych. W miażdżycy ze w spół
is tn ie jącym  zespołem parkinsonow skim  obniżenie poziomu GABA i HVA 
było n ieznam ienne.

3. W grupie chorych z miażdżycą i w spółistn ie jącym  zespołem p a r 
kinsonow skim  stw ierdzono przesunięcie p roporcji stężeń GABA/HV A 
w  k ie ru n k u  przew agi uk ładu  GABAergicznego, w  pozostałych grupach 
chorych w skaźnik  stężeń G A BA/IIVA był zbliżony do norm y.
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4. Różnice w  s topniu  obniżenia poziomu GABA i HVA i ich w zajem 
n ych  proporcji pomiędzy chorobą P ark insona  i miażdżycą mózgu z zespo
łem  parkinsonow skim  mogą w skazyw ać na  odm ienną topografię uszko
dzeń w  szlakach dopam inergicznych i różnice w ich nasileniu.

5. Nie stw ierdzono zależności pomiędzy nasilen iem  ob jaw ów  p ark in -  
sonowskich a zawartością GABA i HVA w płynie m ózgowo-rdzeniow ym.

6. U chorych z ob jaw am i park insonow skim i leczonym i p rep a ra tam i 
an tycholinergicznym i lub pochodnym i L-D opa stw ierdzono znaczące 
obniżenie poziomu GABA, n iew ielki p rzyrost HVA oraz norm alizację  
s tosunku GABA/HVA w płynie m ózgowo-rdzeniowym.

HOMOVANILIC ACID (HVA) AND GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID (GABA) 
LEVELS IN CSF OF PATIENTS WITH EXTRAPYRAMIDAL SYNDROMES

S u m m a r y

GABA and HVA concentrations were measured in CSF of 12 patients with 
and without cerebral arteriosclerosis, in 34 patients with cerebral arteriosclerosis 
and parkinsonian syndrome, in 16 patients with cerebral arteriosclerosis without 
extrapyramidal symptoms, in 6 patients with Huntington’s chorea and in 3 pa
tients with essential tremor as well as in 10 patients without signs of organic 
brain damage serving as a norm.

Clinical studies comprised internal, neurological, and psychological evaluation 
of the patients and presence of signs of cerebral arteriosclerosis.

Statistically significant decrease of the GABA and HVA concentrations in the 
CSF were found in all groups of the patients with extrapyramidal syndromes with 
an exception of parkinsonian syndrome accompanied by cerebral arteriosclerosis. 
In the latter the decrease of the HVA level and the change of GABA/HVA ratio 
in direction of GABAergic system prevalence were stated. In the remaining patients 
the GABA/HVA ratio was similar to the norm. The differences of the GABA and 
HVA concentrations in the CSF between the patients with Parkinson’s disease 
and the patients with arteriosclerotic parkinsonian syndrome may be connected 
with different topography and various intensity of lesions in both pathological 
entities.

Most pronounced decrease of the GABA concentration was found in Hunting
ton’s chorea, in which the level of HVA was decreased and the ratio of GABA/HVA 
was unchanged. No dependence was established between the intensity of extra- 
pyramidal signs and the GABA and HVA concentration. Treatment with anti
parkinsonian drugs lead to significant decrease of the GABA concentration, to 
slight increase of the HVA level and to normalization of the GABA/HVA ratio.

ОЦЕНКА УРОВНЯ ГОМОВАНИЛИНОВОЙ КИСЛОТЫ (HVA)
И ГАММА-АМИНОМАСЛОВОЙ КИСЛОТЫ (GABA)

В СПИННО-МОЗГОВОЙ ЖИДКОСТИ У БОЛЬНЫХ С ЭКСТРАПИРАМИДНЫМ
СИНДРОМОМ

Резю ме

Обозначался уровень GABA и НѴА в спинно-мозговой жидкости (с.-м. ж.) у больных 
с болезню Паркинсона (7 случаев), с артериосклеротическим паркинсоновьтм синдромом 
(39 случаев), с артериосклерозом мозга (16 случаев), хореей Гунтингтона (6 случаев), с само
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бытным доброкачественным дрожанием (3 случая) и в группе т. наз. нормы, то есть у боль
ных без органического нарушения центральной нервной системы (10 случаев). Клинические 
обследования обнимали состояние внутренних органов, невропатологические и психологи
ческие исследования.

У больных с артериосклерозом мозга и во всех исследованных группах больных с экс- 
трапирамидными расстройствами, за исключением паркинсоновского синдрома с артерио
склерозом мозга, было обнаружено знаменательное статистическое понижение уровня GABA 
и НѴА в с.-м. ж. В паркинсоновском синдроме с артериосклерозом понижается уровень 
НѴА в cm-м. ж. и коэффициент GABAHVA передвигается по направлении превосходства 
габа-эргической системы. В остальных группах больных отношение концентрации GABA/ 
НѴА приближается к норм. Разница в степени понижения уровня GABA и НѴА и всоотно- 
шении их концентрации в болезнии Паркинсона и артериосклеротическом паркинсоновском 
синдроме могут возникать из другой топографии и разного насиления тканевых поврежде
ний в этих болезнях. Самое большое понижение уровня GABA было обнаружено в хорее 
Гунтингтона. Понижению уровня GABA сопутствовало понижение концентрации НѴА; 
отношение концеёнтрации GABA/HVA не изменилось. Не было зависимости между наси- 
лением пирамидных расстройств а содержанием GABA и НѴА в с.-м. ж. Противопаркин- 
соновские лекарственные средства ведут к значительному понижению уровня G AB А, неболь
шому увеличению НѴА и нормализации отношения GABA/HVA в спинно-мозговой жид
кости.
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