- NEUROPATOLOGIA

POLSKA




NEUROPATOLOGIA POLSKA

KWARTALNIK

Tom XI Lipiec — Wrzesien 1973 NP

KOMITET REDAKCYJNY

Janusz Gronriowski (Warszawa), Hanna Jedrzejowska (Warszawa), Jerzy Kuleczycki
(Szezecin), Adam Kunicki (Warszawa), Tadeusz Majdecki (Warszawa), Danuta
Markiewicz (Pruszkéw), Mirostaw Mossakowski (Warszawa), Ewa Osetowska
(Minsk Mazowiecki), Mieczystaw Wender (Poznan), Irmina Zelman (Warszawa).

PRZY WSPOLPRACY

Ludo wvan Bogaert (Antwerpia), Igor Klatzo (Bethesda), Istvan Kornyey (Pecs),
William H. McMenemey (Londyn), Franz Seitelberger (Wieden), Istvan Tariska
(Budapeszt).

REDAKCJA SCISEA

Janusz Groniowski, Adam Kunicki, Mirosiaw Mossakowski, Ewa Osetowska,
Mieczystaw Wender

REDAKCJA

Redaktor Naczelny: Irmina Zelman
Sekretarz Redakeji: Tadeusz Majdecki
Sekretarz techniczny: Wtadystawa Smoliniska

ADRES REDAKCJI

Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk
ul. Dworkowa 3, 00-784 Warszawa, tel. 45-56-76

Wydawca

PANSTWOWY ZAKELAD WYDAWNICTW LEKARSKICH



NEUROPAT. POL., 1973, XI, 3

GEORGE I. MCHEDLISHVILT

EXPERIMENTAL MODEL OF CONTROLLABLE CIRCULATORY
HYPOXIA (ISCHEMIA) OF CEREBRAL HEMISPHERES

Department of Pathophysiology and Morphology, Institute of Physiology,
Georgian Academy of Sciences, Tbilisi, U.S.S.R.

The disturbance of blood circulation within the brain with ensuing
hypoxia of its tissue is the most common cause of neurologic disorders
and holds the third place (following heart diseases and cancer) in the
mortality rate; this is partly due to the extremely high sensitivity of
the brain tissue to oxygen deficiency Hence, a wide interest of resear-
chers in cerebral hypoxia can be easily understood. The main factor
limiting however investigations into the problem was the lack of ade-
quate experimental models.

PECULIARITIES OF CEREBRAL HYPOXIA CAUSED
BY CIRCULATORY DISORDERS

In contrast to other kinds of cerebral hypoxia, when deficient tissue
oxygenation is the result of lack of oxygen in the inhaled air (hypoxic
hypexia), of a considerable impairment of alveolar ventilation (asphy-
xja), or of a decrease in the blood ability of oxygen transportation
(anemia, carhbexyhemoglobinemia, etc.), circulatory hypoxia shows some
peculiarities. Since this condition is brought about by disorders of blood
flow in the cerebral microvascular bed, it might be caused both by
systemic and regional disturbances of blood circulation. Thus, under the
conditions of circulatory hypoxia there is a disturbance in supply to
the tissues not only of oxygen, but also of necessary nutritive and phy-
siologically active substances, and, on the other hand, there is an
impairment in the elimination of CO, and other metabolic products
from the tissues. For this reason the disturbances in tissue metabolism,
resulting from circulatory hypoxia, are much more complicated than
when the tissues suffer from any kind of hypoxia.
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250 G. 1. Mchedlishvili

REVIEW OF METHODS EMPLOYED FOR PRODUCING ISCHEMIA
(CIRCULATORY HYPOXIA) WITHIN THE ANIMAL'S BRAIN

For reduction of the blood supply to the whole brain or to some of
its parts various methods have been proposed previously. These me-
thods could be classified into the following groups:

1. Use of a pneumatic cuff constricting the major arteries of the
brain (Opitz and Kreuzer, 1955; Hirsch et al., 1957). This method may
have the following advantages: it does not require any preparatory sur-
gical procedure, and the circulatory changes inside the skull may be
reversible. However, the method has also some substantial limitations:
(a) it is difficult to occlude the vertebral arteries which are surrounded
by bones; therefore some authors advised a previous ligation of the
vertebral arteries before the use of the cuff (Boyd and Connoly, 1962;
Ames et al., 1968); (b) simultaneous compression of the neck veins
resulting in venous blood stagnation inside the skull, as well as of the
trachea with ensuing stoppage of respiration; (c) considerable irritation
of the neck tissues under the cuff; (d) difficulty of controlling the chan-
ges in cerebral blood flow, particularly because of simultaneous alter-
ations of systemic circulation.

2. Ligation of the major brain arteries in the neck region has been
used in the following variations: either only carotid arteries were li-
gated (Ruscak, 1962; Meyer et al., 1965; Symon, 1967; Wexler and Sa-
roff, 1970), or this was done simultaneously with occlusion of the ver-
tebral arteries (Liubomudrov, 1929; Andreyev, 1935; Symon 1967), or
even with ligation of the cranial vena cava (Vinogradov, 1967); ligation
of the vertebral arteries and an anastomotic connection between the
carotid artery and jugular vein has also been proposed (Anokhin and
Anokhina-Ivanova, 1930). The advantage of these methods over the use
of a pneumatic cuff surrounding the neck is that one knows which of
the blood vessels are excluded from the blood supply to the brain.
However, using these methods it is difficult to control the degree of
impairment of the cerebral blood flow because of the high ability of
the vasculature to provide collateral blood supply to the brain through
other pathways, as well as because of active responses of the systemic
circulation due to reflexes from the sino-carotid receptors under these
conditions.

3. Ligation (or clipping) of the larger arteries inside the skull, usually
of the middle cerebral arteries (Waltz and Sundt, 1967; Meyer, 1958:
Begli et al., 1970; Symon et al., 1971) or of the anterior cerebral arteries
(Kosmarskaya and Kapustina, 1953; Kuklina, 1957), results in a deficient
blood supply to the respective areas of the brain. However, in such cases
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it is also difficult to control the degree of the blood supply deficiency
to the cerebral tissues, because of nonsimilar capacity for collateral
circulation to the affected brain regions in different species. Another
limitation of the method is that because of ligation of the arteries, the
cerebral circulatory changes become usually irreversible.

4. Occlusion of all pial arteries surrounding some cortical area results
in the appearance of a focus of cerebral ischemia (Mchedlishvili and
Ormotsadze, 1963; Kometiani et al., 1969). The advantage of the methed
is that ischemic changes may be compared with the same parameters
in the contralateral brain area with a normal circulation. However, the
limitation of the method consists in the impossibility of controlling both
the degree and the duration of the circulatory changes which are more
or less irreversible.

5. Occlusion of the smaller arteries entering the cerebral tissue makes
it pessible to obtain a restricted area of cerebral ischemia. Since within
the brain tissue there are no interarterial anastomoses and the capillary
pathways cannot provide a collateral blood supply to the brain (Klo-
sovsky, 1951), such arterial occlusion alone is always effective (Vasil-
tchenko, 1956; Kukushkina, 1956; Gannoushkina, 1958). However, by
this method it is also impossible to control both the degree of the blood
supply deficiency, and the duration of ischemic changes which are
always irreversible. The same may be said of embolization of the
smaller cerebral arteries (Meyer et al., 1962) which has one more dis-
advantage: it is almost impossible to control the area of the brain sub-
jected to ischemization.

6. Drop of the systemic arterial pressure ensuing exsanguination from
a large artery was also used to cause a temporal stoppage of the blood
supply to the brain (Mchedlishvili, 1960; Kowada et al.,, 1968). It is
difficult however, to control the degree of decrease of cerebral blood
flow because of the perfect autoregulatory possibilities and compensatory
mechanisms which may be observed even during a complete drop of
systemic arterial pressure tw zero (Mchedlishvili, 1972). Some modifi-
cations of the method have also been suggested, e.g. exsanguination
(1/6 to 2/3 of the blood) together with suspending of the animal in
a head-up position (Petrov, 1929); however, the latter method has not
been accepted because of a certain abnormality of the animals position
and impossibility to control the degree of insufficiencv of blood supply
to the brain under these conditions.

7. Changes in blood supply to the isolated animal’s head permit a good
control of both the degree and duration of cerebral blood flow changes.
(Hirsch et al., 1957b); the same concerns the isolated brain (White, 1967).
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The limitations. of these methods are the extremely complicated pre-
paratory surgical procedures, preceding the experiments.

8. Rise in intracranial pressure has been also used to cause restriction
of blood supply to the brain (Harreveld, 1947; Zozulya, 1972). To obtain
a decrease in cerebral circulation a considerable intracranial hyper-
tension is necessary — the pressure inside the skull should almost reach
the level of the systemic arterial pressure. This, certainly, would have
an additional abnormal effect upon the brain and, probably for this
reason the method has not been used by many researchers.

PRINCIPLES OF THE NEW MODEL OF CONTROLLABLE CEREBR;\L
ISCHEMIA (CIRCULATORY HYPOXIA) AND ITS ADVANTAGES

To avoid the limitations of the previous experimental models of
ischemia (circulatory hypoxia) within the brain, the new one should be
characterized by the following features: (a) the degree of the circulatory
changes should be under control, ie. it should be possible to regulate
their extent, (b) the cerebral blocd flow c.hanges should be reversible,
i.e. it should be possible to reestablish the normal blood supply to the
brain after a desirable duration of circulatory disturbances, and (c)- the
negative effects of the preparatory surgical procedure, as well as of
anesthesia on the circulatory and the metabolic events within the brain
should be minimalized. ;

The most common method to produce a decrease in cerebral circu-
lation is the occlusion of the respective arteries supplying blood to the
brain. However, after such a procedure the main difficulty to control
the degree of impairment of cerebral blood flow is caused by collateral
blood supply which usually varies in different species and under dif-
ferent conditions. Thus, the problem is how to restrict the collateral
blood supply to the brain down to a desirable degree. The most con-
venient method is the lowering of systemic arterial pressure. If the
latter would be decreased down to a certain level, the degree of res-
triction of collateral circulation would be under control. The controllable
decrease of systemic arterial pressure can be easily achieved by means
of a pressurable reservoir system containing heparinized blood or some
substitutive fluid of dextrane type, which would be connected by a large
catheter with some branch of the aorta. : :

Consequently, the principle of the proposed method to cause controll-
able hypoxia (ischemia) within the brain involves two components:
firstly occlusion of certain arteries, supplying the brain with blood (in
this case of both carotids) and, secondly, restriction of the collateral
blood supply to the brain by way of a decrease of systemic arterial
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pressure down to desirable level. Thus, the degree of the circulatory
hypoxia would be under the experimenter’s control (Diagram 1). By
subsequent removal of the arterial occlusion and by increasing systemic
arterial pressure to the initial level the cerebral circulation could re-
cover after a desirable duration of circulatory hypoxia within the brain.
To abolish the negative effect of narcosis on the brain tissues and on

Hemispheric
ischemia

Collateral flow
under control

Diagram 1. Controllable ischemia (circulatory
hypoxia) in the cerebral hemispheres of expe-
rimental animals. Explanation in the text.

Schemat 1. Kontrolowane niedokrwienie (niedo-

tlenienie krazeniowe) w poétkulach moézgowych AC. \
zwierzat doSwiadczalnych. Wyjaénienia w tek- Main arteries
Scie. occluded

cerebral circulation (narcosis is necessary for most kinds of experimen-
tal animals) those species should be used in which circulatory hypoxia
can be studied without general narcosis. From this point of view rabbits
are very convenient, since it is possible to perform the preparatory
surgical procedure without general anesthetics and employing local
anesthetics only in the regions subjected to surgical manipulations.
Thus, the method proposed provides a controllable degree and duration
of the circulatory changes within the brain, as well as elimination of
the negative effects of narcosis.

The field of application of the proposed experimental model of cir-
culatory hypoxia within the brain is very wide. It might be used in the
following spheres of biomedical research to investigate disturbances
within the brain and the mechanisms of compensation during cerebral
hypoexia:

1) Circulatory physiology and pathophysiology,

2) Neurophysiology,

3) Biophysical studies with the use of different biosensors placed on
the brain surface or within the tissues,

4) Neurohistological, neurocytological and neuropathological studies
with light and electron microscopes,”

5) Histochemical studies,

6) Biochemical studies of brain homogenates.
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SURGICAL TECHNIQUES FOR ACHIEVING A CONTROLLABLE
CIRCULATORY DEFICIENCY WITHIN THE BRAIN

The preparatory surgical procedure for decreasing the cerebral blood
flow in experimental animals should be at least the following: (a) ex-
posure of both common carotid arteries to be occluded and (b) exposure
of a large artery to insert a polythene or glass cannula with a maxi-
mally large diameter for connecting it with the pressurized reservoir
system.

After immobilizing a rabbit on its back and infiltration of the tissues
subjected to surgical procedure with a local anesthetic (e.g. novocaine)
an incision is made along the sagital line of the neck and the common
carotid arteries are exposed. Thick threads are then put round each of
them and through glass or plastic tubes 3—4 cm long. The tubes are
fastened to the skin sewed around them. This makes possible occlusion
of the arteries at any necessary moment by pulling the ligatures out
and, thus, pressing the arteries to the ends of the tubes.

R B

Diagram 2. Pressurized reservoir sy-

stems of two types: A — for control of

systemic arterial pressure and B for

controllable infusion of fluid into the

cerebral vasculature. Explanation in
text.

_ Schemat 2. Dwa typy ukladu zbiornikow:

A — dla regulacji ci$nienia tetniczego

i B — dla regulowania wlewu plynu do

ukladu mnaczyniowego mobzgu. Wyjasnie-
nia w tekScie.

To connect the animal’s arterial system with a pressurized reservoir
set-up (Diagram 2-A) the external iliac artery (its extraperitoneal por-
tion) or the subclavian artery may be used. However, since the occlusion
of one of the common carotid arteries under conditions of arterial
normotension does not result in any changes in cerebral blood flow
(Caflyle and Grayson, 1956), it was possible to insert a catheter of the
pressurized reservoir system into one of the common carotid arteries
towards the aorta, the more so as in some cases the cranial end of the
artery had to be used for insertion of another catheter into it in cranial
direction. ’
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This made it possible to infuse any fluid, e.g. for fixation, into the
cerebral vascular system at any moment during cerebral ischemia or
in the postischemic period. In such cases a polythene or glass cannula
was inserted in cranial direction into the common carotid artery after
ligating all its branches, except the internal carotid artery. The injection
of the necessary fluid into the cerebral vascular system has to be done
with a pressurized reservoir system of another type (Diagram 2-B), but
not with a syringe (since with the latter it is impossible to control the
injecticn pressure). This makes it possible to perform the infusion under
constant and controlled pressure within a normal range of 100—
-—12¢ mm Hg. The preparatory surgical procedure, as well as the set-up

for producing cerebral ischemia (circulatory hypoxia) is schematically
shown in Diagram 3.

Diagram 3. Presentation of set-up for

producing controllable ischemia (circula-

tory hypoxia) within the cerebral he-
mispheres of rabbits.

Schemat 3. Urzadzenie umozliwiajgce wy-

wolanie kontrolowanego nriedckrwienia

(niedotlenienia krazeniowego) w pétku-
lach mézgowych krélika.

Since under normal conditions the carotid system is responsible for
blood supply mainly to the cerebral hemispheres, occlusion of both
common carotid arteries might cause ischemic changes in those parts
of the brain. The collateral blood flow to the cerebral hemispheres
could take place in this case only through the vertebral arterial system.
It would be controlled by a decrease of the systemic arterial pressurz
resulting from. exsanguination of the animal into the pressurized reser-
voir system. When infusion of a fixation fluid has to be done at any
moment of cerebral ischemia or of the postischemic period, there usually
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occurrs a sudden rise in the systemic arterial pressure preventing normal
infusion of the fluid from the reservoir into the cerebral vasculature.
To avoid this, the animal has to be completely exsanguinated simulta-
neously with the infusion. This could be done through the catheter
inserted into the same carotid artery towards the aorta, which pre-
viously was used for controlling the level of the systemic arterial
pressure.

When the cerebral surface has to be exposed either for investigation
of the functional behaviour of the pial arterial system, or for mounting
biosensors on the brain surface (electrodes recording the CBF, P,, P..,
pH, pNa, pK, etc.), or for intravital fixation of the cerebral tissue from
the brain surface and immediately after its excision, etc., a trepanation
of the skull in its parietal region has to be made also under local
anesthesia.

MONITORING OF SOME METABOLIC CHANGES CAUSED
BY ISCHEMIA WITHIN THE BRAIN

The extent of the circulatory changes within the brain caused by the
method described above might be monitored quantitatively by any
technique used for measuring the cerebral blood flow. As to the degree
of hypoxia of the cerebral tissue it could be detected with oxygen elec-
trodes (mounted on the brain surface) from which quantitative data as
to the P,, within the brain tissue can be obtained.

The highest degree of circulatory changes within the cerebral hemi-
spheres could be obtained when, together with occlusion of both commeon
carotid arteries, the blood flow through the vertebral arteries would
be minimalized. In such cases the blood flow within the cerebral hemi-
spheres becomes so small that the hydrogen (or any isotope) clearance
method cannot detect it. However spontaneous respiration might be
used as an index of minimum blood flow through the vertebral arteries:
i.e. when such a minimum is reached, the blood supply to the medulla
is still sufficient to maintain the spontaneous respiration, but the sub-
* sequent small drop of the systemic arterial pressure of about 1 or
2 mm Hg immediately results in disturbance of respiration.

When the cerebral ischemia reached such an extent, the following
metabolic changes were detected by selective electrodes mounted on the
brain surface (Mchedlishvili et al., 1972) in experiments carried out in
collaboration with Antia and Nikolaishvili. The P,, of the cerebral cor-
tex which initially was on the average 35 * 3 mm Hg, started to de-
crease after the beginning of cerebral hypoxia and within 1—1!2 mi-
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nutes reached its minimum value which in the majority of experiments
was zero (average 1.7 = 1 mm Hg). ;

The pH of the extracellular fluid of the cerebral cortex (the pH elec-
trodes were mounted on the brain surface in the parietal region), with
an initial value of 7.32 £ 0.06, started to decrease within some 40 se-
conds after the beginning of the drop of P, and gradually diminished
during the whole period of cerebral ischemia and continued to decrease
about 5—10 minutes after the recovery of cerebral blood flow. When
cerebral ischemia lasted 15 minutes, the extracellular fluid pH dropped
to its minimum value of 6.44% 0.1. Its recovery took place slowly and
even within one hour and one half after cerebral ischemia of a consider-
able degree it did not reach its initial level.

The pNa and pK measured by appropriate selective electrodes moun-
ted on the brain surface might be considered as indexes of respective
ion concentration in the extracellular fluid and, thus, of activity of the
sodium and potassium ,,pump” of the cellular membranes. After be-
ginning of the drop of the cortical P, the extracellular fluid pNa
increased regularly (within ca. 5 minutes of cerebral hypoxia of the
maximum degree). If the initial value of extracellular pNa was
0.80+0.04, during its maximum increase it reached 1.08%£0.19. The
pK electrode did not give quantitative data, but qualitatively the extra-
cellular fluid potassium ion activity decreased after the beginning of
cerebral ischemia. The decrease of pK (and hence an increase in po-
tassium ion concentration) in the extracellular fluid started even earlier
than the rise of pNa. After the end of cerebral ischemia there was
a slow return to the initial level of both pNa and pK of the extra-
cellular fluid of the cerebral cortex. However, even within one hour
and one half after ischemia they usually did not reach their initial
value.

The relatively slow reversal of the pH., pNa and pK in the extra-
cellular fluid of the cerebral cortex was probably due not only to hy-
poxic changes occurring in the cerebral cortex during the period of
ischemia, but also to the fact that after its end both the cercbral blood
flow and the cerebral P,, did not return quickly to the initial values.
Their changes during the postischemic period will be discussed below.

S;OME MICROCIRCULATORY EVENTS IN THE CEREBRAL CORTEX DURING
CIRCULATORY HYPOXIA AND THE POSTHYPOXIC PERIOD

The blood flow in the cortex of the cerebral hemispheres, evaluated
by the hydrogen-clearance method before ischemia reached an average
of 0.48 ml/g/min., and during the period of carotid occlusion and de-
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pressed systemic arterial pressure, decreased until it could not be de-
tected by the method. The responses of the pial arteries were studied
by means of their serial microphotography and subsequent measure-
ments of the vascular diameter on the frames of the film. After be-
ginning of the cerebral ischemia the smaller pial arteries (with diameter
smaller than 100 u) regularly dilated by about one third of their initial
size. This seems to be a compensatory vasodilator response at it is
usually also manifested under conditions of moderate arterial hypo-
tension resulting in a decreased blood supply to the cerebral cortex
(Mchedlishvili et al., 1971). However, the pial arteries of larger caliber
(more than 100 u in the diameter) showed no regular responses during
the ischemic period: either dilatation or constriction, or an unchanged
vascular diameter were detected in various cases. This was probably
due to a different relationship under ischemic conditions between the
considerably lowered intravascular pressure and the actively decreased
tension of the arterial walls. An evidence of the later was a consider-
able dilatation of both smaller and larger pial arteries, which appeared
immediately after the recovery of blood supply to the brain and res-
toration of the intravascular pressure.

After restoration of normal blood flow in the carotids and of the
initial level of the systemic arterial pressure, the blood flow in the
cerebral hemispheres increased and reached its maximum — 1.07%
+0.09 ml/g/min., i.e. it was more than twice the initial value. The pial
arteries became considerably dilated in this period — the smaller ones
(below 100 w in the diameter) by 60 £ 9.7% and the larger ones — by
34 £ 3.5% of their initial size before ischemia. That was certainly a ma-
nifestation of reactive (postischemic) hyperemia within the brain.

As may be seen in Fig. 4, reactive hyperemia was usually followed
in the postischemic period by a considerable decrease in cerebral blood
flow which reached an average value of 0.36*0.06 ml/g/min. within
30-——40 minutes, i.e. one third of its value during reactive hyperemia.
Later the cerebral blood flow increased again approximately to the
value found in the period prior to the cerebral ischemia. The dynamics
of P,, of the cerebral cortex almost followed the changes of the cere-
bral blood flow (Diagram 4) and seemed to be a result mainly of the
respective circulatory changes, as well as of changes in oxygen con-
sumption by the cerebral tissue.

Thus, it was necessary to assertain the causes of both circulatory
and oxygen deficiency of the cerebral cortex in the course of the post-
ischemic period. The dilatation of the pial arteries detected immediately
after cerebral ischemia disappeared gradually, and their diameter be-
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Diagram 4. Dynamics of blood flow measured by the hydrogen clearance method

(bars) and Po: determined quantitatively by a membrane-covered Liibbers electro-

de (solid line) in cerebral cortex (Mim) of rabbits during and after 15-minute
ischemia in the cerebral hemispheres.

Schemat 4. Dynamika przeplywu krwi mierzona metodg wydalania wodoru (ko-

lumny) i Poe oznaczane iloSciowo za pomocg elektrody Liibbersa pokrytej blong

(linia ciggla) w korze moézgowej (Mtm) krélika podczas i po 15-minutowym niedo-
krwieniu pétkul mézgowych.

came sometimes even smaller than the initial size. Within 30—40 mi-
nutes after the end of cerebral ischemia, i.e. when the cerebral blood
flow was at its minimum in the postischemic period, they became
most narrow. Besides, the wall: lumen ratio of the pial arteries in-
creased considerably.

Further studies of the functional behaviour of the pial arteries off-
shoots and of the precortical arteries (i.e. vascular segments between
the pial and radial arteries entering the cerebral cortex) were made on
total microscopic preparations of the pia mater including its vascula-
ture after supravital fixation of the tissue at certain moments of the
experiments (Mchedlishvili and Baramidze, 1971). The present studies
carried out in collaboration with Baramidze made it evident that, at
the time when there was a considerable cerebral blood flow decrease,
the pial arterial offshoots become 2—3 times smaller than during re-
active hyperemia. Simultaneously there was a tendency to constriction
of both precortical and cortical arteries. That seems to be in agreement
with the previous results concerning the postischemic circulation within
the brain (Mchedlishvili et al., 1965, Chiang et al., 1968).
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The reason for such a reaction of the active microvascular mecha-
nism resulting in a considerable decrease in blood supply to the cerebral
cortex (probably also to other parts of the brain) after reactive hypere-
mia in the postischemic period is as yet difficult to solve. Probably some
changes within the brain caused by ischemia may even be enhanced
during reactive hyperemia, and the mentioned microvascular events
"might be compensatory responses tending to normalize the changes
within the brain. But this problem needs further and detailed investi-
gation.

G. 1. Mchedlishvili

MODEL DOSWIADCZALNY
KONTROLOWANEGO NIEDOTLENIENIA KRAZENIOWEGO (NIEDOKRWIENIA)
POLKUL MOZGOWYCH

Streszczenie

W pracy poddano krytycznemu przegladowi metody stosowane dla wywolania
hipoksji krazeniowej moézgu zwierzat do$wiadczalnych. Autor opisuje nowy model
doéwiadczalrego niedokrwienia moézgu, pozwalajacy regulowaé nasilenie i czas
trwania ischemii.

Zasada tego modelu polega na zamknieciu obu tetnic szyjnych wsp6lnych
i ograniczeniu doplywu krwi do potkul moézgowych przez krazenie oboczne za po-
mocg obnizenia ci$nienia tetniczego krwi do okreélonego poziomu. Opisano nie-
ktére wskazniki metaboliczne oraz mikrokrazenie mézgowe podczas i po 15-minu-
towym niedokrwieniu p6tkul, badane przyzyciowo.

T'. 1. MuenammuBmin

OKCIIEPMMEHTAJIBHASI MOJEJIbE KOHTPCOJIMPYEMOWN IMUPKYJAPHOWM
TUIIOKCUM (MIIEMMUM) B IIOJYLUIAPUAX T'OJOBHOI'O MO3TA

PezmomMme

CraThsl COAEPHKUT KPUTUUYECKUIT 0630p CYLIECTBYIOIMX METONOB, NPUMEHSIONINXCS
B SKCHEPMMEeHTe A TNOJYYEeHMS UMPKYJSPHOM I'MIOKcuM B Mozre. Onmcana HoOBas
MOJleJIb SKCIEePUMMEHTAJJAbHOM TMIOKCUMM (MIUeMuM) B TOJAYLIAPUAX TIOJIOBHOTO MO3ra,
TO3BOJIAKLIAaA KOHTPOJMPOBAThH CTENEeHL M IIPOJNONZKUTeJLHOCTh I'Mnokcuu. ITpuHImMI
9TOTO METOJa 3aKJIOHAeTCA B CJEJYIOLIEM: a) OKKJIO3MM 060MX OBIIMX COIHBIX apre-
pwii u 6) orpaHMYeHMA KOJJIATEPAJbHOTO IPUTOKA KPOBM B MOJYILAPUSAX MoO3ra
TIIyTeM CHMXKeHus 0O0Iero apTepuasibHOTO JaBJIeHUA.

Onucanbl MZMEHEHMsI HEKOTOPbIX IloKazarejey MeTaboim3ma ¥ MUKDOUMPKY JIf-
MM, BLI3BAHHBIX AEVCTBMEM MILIEMMUM B TedeHue 15 MuH.
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LUBOMIRA DYDYK

KRWAWIENIA NARZADOWE
A NIEDOMOGA OSRODKOWEGO UKELADU NERWOWEGO

Osrodek Do$wiadczalny Neurologii Poré6wnawczej
Centrum Medycyny DosSwiadczalnej i Klinicznej PAN, Minsk Maz.
Kierownik: prof. dr E. Osetowska

Obserwacje kliniczne przypadkéw z przebytymi krwotokami, ktoére
koncza sie czesto zejSciem Smiertelnym z powodu niewielkiego spadku
ci$nienia krwi, lub stosunkowo nieduzej utraty krwi i negatywne wy-
niki badan sekcyjnych sklaniaja do poszukiwania przyczyny tych zgo-
néow w mozgu.

Pcdjecie badan morfologicznych dla wyjasnienia zmian moézgowych
u ludzi w przypadkach niedokrwienia wynika z braku obserwacji tego
typu w literaturze, natomiast liczne doniesienia na temat doswiadczal-
nego niedokrwienia moézgu u zwierzat, sklaniaja do poréwnania wyni-
kéw badan doswiadczalnych z wynikami badan materialu ludzkiego.

Wyodrebnienie niedokrwienia spo$réd innych rodzajéw niedotlenie-
nia wynika z réznicy miedzy ustaniem wszystkich funkcji krwi w nie-
dokrwieniu, a zniesieniem tylko niektérych jej funkeji w innych typach
niedotlenienia (Schneider (1969).

Courbier (1964) wyréznia dwie fazy w okresie poprzedzajacym bezpo-
$rednio zatrzymanie krgzenia: kompensacyjna (ktoéra nie istnieje w przy-
padkach cardiac arrest) i dekompensacyjna (przy spadku ci$nienia ogol-
nego krwi ponizej 70 mm Hg). Espagno (1952) wykazal, ze przy cisnie-
niu tetniczym krwi obwodowej powyzej 70 mm Hg, ciSnienie mézgowe
prawie nie ulega zmianie. Przeplyw moézgowy zmniejsza sie minimalnie,
poniewaz pojemno$¢ naczyniowa wzrasta o 25% wartosci poczatkowej.
Objawy niedotlenienia mézgu wystepuja dopiero przy spadku obwodo-
wego ci$nienia tetniczego krwi ponizej 70 mm Hg. Schneider (1963)
okreéla to ci$nienie mianem krytycznego ciSnienia moézgowego. Zdaniem
Schneidera powolne zmiany cisSnienia tetniczego krwi obwodowej wy-
zwalaja w moézgu autoregulacje przepltywu krwi podobng do stwierdza-
nej w nerkach. Gdy ci$nienie tetnicze krwi obwodowej spada powoli do
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wartosci powyzej 70 mm Hg, przeplyw mézgowy pozostaje niezmienio-
ny, natomiast spadek obwodowego ci$nienia tetniczego krwi ponizej
70 mm Hg oraz gwaltowny jego spadek poweoduja zmiany mézgowego
przeptywu krwi réwnoleglte do zmian ciSnienia obwodowego. Autoregu-
lacja w mozgu pozostaje pod wplywem bodzcow chemicznych i zmian
cisSnienia krwi. Wzrost preznosci dwutlenku wegla we krwi prowadzi
do zwiekszenia przeplywu moézgowego na skutek rozszerzenia tetnic
mézgowych przy réwnoczesnym skurczu pozostalych naczyn tetniczych.
Spadek ciSnienia tetniczego krwi pobudza czynnos¢é autonomicznego
ukladu rerwowego i powoduje zwiekszone wydzielanie amin katecho-
lowych przez nadnercza. U czlowieka istnieja dwa tyvpy receptordw,
ktére reaguja na dzialanie katecholamin — alfa i beta. W mozgu i sercu
nie ma receptorow alfa wrazliwych na dzialanie adrenaliny i dlatego
w nastepstwie pobudzenia ukladu wspélczulnego naczynia mozgow ¢
i wiencowe nie ulegaja skurczowi, co przyczynia sie do zachowania
prawidtowego krazenia krwi w tyvch narzadach.

Z badan Jacoba (1963) wynika, ze zmiany neuronalne zaréwno spe-
cvficzne jak i niespecyficzne dla niedotlenienia moga by¢ dostrzezone
juz po 30 minutach od wystapienia anoksji. Jednakze najwieksze zmia-
ny obserwuje sie dopiero po 10 godzinach przezycia. Pierwsze regre-
sywne zmiany gleju wystepuja po 3 godzinach, natomiast rozplem
astrocytéw i neuronofagia po 14 godzinach. Demielinizacja pojawia si=
po 18—24 godzinach, a glejoza wtoknista po uplywie 2—3 dni.

Problem, czy réznym etiologicznie postaciom niedotlenienia odpowia-
da okreslona topografia zmian morfologicznych w mozgu, jest nieroz-
strzygniety. Lindenberg (1963) uwaza, ze w obrazie morfologicznym
i klinicznym nie stwierdza sie réznic zaleznych od redzaju niedotle-
nienia. Wedlug Scholza i Boellarda (1959) zmiany umiejscowione w ko-
rze nowej, korze mo6zdzku, rogu Amona oraz we wzgbrzu i prazkowiu
sa typowe dla niedokrwienia, podczas gdy lokalizacja zmian w ga'ce
bladej, jadrze pcdwzgérzowym Luysa i jadrze zebatvm jest charakte-
rystyczna dla czystego niedotlenienia.

Celem podjetej pracy bylo przebadanie charakteru i lokalizacji zmian
w mozgach ludzi zmartych z powodu wykrwawienia craz proéba wycd-
rebnienia niedokrwienia moézgu u ludzi, sposréd innych typéw niedo-
tlenienia, w oparciu o ‘réznice w topografii uszkodzen.

MATERIAL I METODY

Badanie przeprowadzono na 25 mozgach pochodzacvceh od pacjentow,
ktérzy zmarli z powodu wykrwawienia. W materiale tym 18 mozgow
pochedzito z przypadkéw z jednorazowym krwawieniem, pozostale 7 —
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z przypadkéw z dwu lub kilkakrotnym krwawieniem. Czas przezycia
chorych-z jednorazowym krwawieniem wahal sie od 5 godzin do 8 dni.
u pozostalych chorych od kilku godzin do 7 dni po ostatnim krwa-
wieniu.

Dane dotyczace pici, wieku, przyczyny krwawienia i czasu przezycia
pacjentéw oraz towarzyszacych chorob zestawiono w tabeli 1 i 2.

Do badania otrzymano mozgi w cato$ci utrwalone w 10% roztworze
formaliny. Material sekcjonowano w plaszczyznie czolowej metodg
Spielmeyera. Do badania mikroskopowego pobierano trzy wycinki przez
pétkule: na poziomie wczesnych zwojow podstawy, wzgérza z rogiem
Amona oraz styku ciemieniowo-potylicznego, ponadto $rédmézgowie,
opuszke i moézdzek. Pobrany material przeprowadzono w sposdb stan-
dardowy do parafiny. Preparaty barwiono hematoksylina-eozyna, fiole-
tem krezylu, met. Heidenhaina, Holmesa, Kanzler-Arendta i van Gie-
son. Material opracowano w dwoch grupach. W grupie pierwszej ze-
brano przypadki z jednorazowym krwawieniem, w grupie drugiej przy-
padki z kilkakrotnymi krwawieniami.

WYNIKI

Sekcja moézgéw wykazala: w trzech przypadkach znacznie nasilone
zaniki, w czterech przypadkach s$lady po wklinowaniu do otworu poty-
licznego wielkiego i w dziewieciu — miazdzyce naczyn podstawy moézgu
0 roznym nasileniu. Mézgi na przekrcjach byly blade.

Grupa I — przypadki z jednorazowym krwawieniem.

Badaniem mikroskopowym we wszystkich przypadkach stwierdzono
rozsiane, miejscami warstwowe ubytki komoérek nerwowych w korz2
mozgu, liczne drobne pola opustoszen we wszystkich warstwach kory
i uszkodzenie neurocytéw, glownie o typie schorzenia ischemicznego
(ryc. 1). Odcinkowe ubytki warstwowe'najczeéciej w III, lub w III
i V warstwie kory stwierdzono w polowie przypadkéw. W dwoch przy-
padkach ubytki kcmoérkowe byly bardziej rozlegle i tworzyly ogniska
selektywnej martwicy, zajmujacej kilka warstw kory (ryc. 2).

Nie stwierdzono wyraznego powigzania topograficznego ubytkow
komérkowych z mnaczyniami. Pélka opustoszen neuronalnych wystepo-
waly zaréwno vrzynaczyniowo jak tez niezaleznie od naczyn. Jedynie
w trzech przypadkach z bardzo zaawansowanymi zmianami stwardnie-
niowymi S$cian naczyn stwierdzono wiekszg predylekcje opustoszen do
ukladu naczyniowego. Najwieksze nasilenie zmian obserwowano na po-
ziomie pogranicza ciemieniowo-potylicznego, zwtlaszcza w korze placi-
kéw ciemieniowych gornych i dolnych, w obrebie ktéorych kora bytla
zawsze znacznie przerzedzona, ubogokomoérkowa. W czterech przypad-
kach ubytki komoérkowe byly wyraznie wieksze w zawojach czotowych
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Tabela 1. Kliniczne dane przypadkéw z jednorazowym krwawieniem

Table 1. Clinical data of cases with one time hemorrhage

Choroby
. Przye ey
Lp. Nr przypadku Pleé Wiek wygywam towarzyszace Czas przezycia
No. Number of cases Sex Age Concommitant Time of survival
Cause of hemorrhage diseases
1 68/69 kobieta 56 Haemorrhagia e pulmone| Struma toxica 5 godzin
woman hrs
2 50/68 MeZCeZYZNA 62 Haemorrhagia post O v
| operationem aneurysmae
man myocardii
3 82/68 mezezyzna 45 Haemorrhagia ex ulcere i jESH
man ventriculi
4 78/69 MeZCZYZNa 21 Haemorrhagia e ventri-| Torsio mesenterii L+ FE e
man culo
5 69/69 mezezyzna 74 Haemorrhagia ex ulcere 9 e
man ventriculi
6 66/69 kobieta 77 | Haemorrhagia ex ane- [
woman urysma aortae abdoma-
nalis
7 61/69 kobieta 65 Haemorrhagia ex aneu- 12
| woman rysma aortae thoracalis
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

70/69

110/68

57/69
115/68
49/68
81/68
112/68
114/68

51/68

59/69

53/68

mezozyzna
man

mezZezyzna
man

mMezZezZyzna
man

meZezyzna
man

kabieta
woman

mezezyzna
man

kobieta
woman

mMeZCZyzZNa
man

mMeZezZyzna
man

mMeZeZyZNA
man

mezezyzna
man

1

48

46

60

82

59

81

70

36

72

53

Haemorrhagia ex ulcere
duodenii

Haemorrhagia subphre-

nica

Haemorrhagia ex ulcere
ventriculs

Haemorrhagia post
operationem modo Cril

Haemorrhagia ex
intestinis
Haemorrhagia e varici-
bus -oesophagii
Haemorrhagia ex ulcere
duodens

Haemorrhagia ex ulcere
ventriculi

Haemorrhagia ex ulcere
ventriculi
Haemorrhagia ex ulcere
veniriculi

Haemorrhagia ex ulcere
ventriculi
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Carcinoma et cirrhosss
hepatis. Diabetes mel-
litus

Tuberculosis pulmonum

Carcinoma laryngis

Cirrhosis hepatis
T'uberculosis pulmonum
Tuberculosis pulmonum

Cirrhosis hepatis.
Uraemia. Diabetes mel-
litus

~1
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Tabela 2. Kliniczne dane przypadkéw z kilkakrotnymi krwawieniami

Table 2. Clinical data of cases with several times hemorrhage

89%

jMApAQ 1

Lp. Nr przypadku Pleé Wiek Pray Py Choroby Czas przezycia
wykrwawienia towarzyszgce
No. | Number of cases Sex Age : 2 Time of survival
y Ceuse of hemorrhage. | Concommitant diseases
1 58/69 mMezZeZyzZha 42 Haemorrhagia e varici- | Cirrhosis hepatis 11 godz. po I krwewieniu,
: bus oesophagii Tuberculosis pulmonum | kilka godz. po II krwawieniu
man
11 hrs after Ist hemorrhage
several hrs after IInd hemor-
rhage
2 67/69 mezezyzna 66 Haemorrhagia e varicibus| Cirrhosis hepatis 1 rok po I krwawieniu,
oesophagyii Alcoholismus chronicus | 1 dzien po II krwawieniu
man
I year after Ist hemorrhage
1 day after IInd hemorrhage
3 11/68 mMeZCZyzZNna 68 Haemorrhagia ex ulcere 4 dni po I krwawieniu
duodeni 1 dzienn po II krwawieniu
man -
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54/68

55/68

83/68

80/68

mezezyzna
man

MeZCZYZNa
man

MeZeZyzZNa
man

kobieta
woman

45 Haemorrhagia e varici- | Cirrhosis hepatis
bus oesophagii

61 Haemorrhagia e varici- | Cirrhosis hepatis
bus oesophagii

44 Haemorrhagia e ventri-
culo

67 Haemorrhagia ex wulce- | Carcinoma vaginae
ratione neoplasmatica in | Diabetes mellitus
regione inguinale dextra
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5 dni po I krwawieniu,
kilkanascie godz. po IT krwa-
wioniu

"5 days after Ist hemorrhage

soeveral hrs after IInd hemor-
rhage ;

w ciggu 4 ostatnich lat 6 krwo-
tokdéw,
7 dni po ostatnim krwawieniu

during 4 last years 6 times
hemorrhage
7 days after last hemorrnage

7 dni po I krwawieniu,
10 godz. po IT krwawieniu

7 days after Ist hemorrhage
10 hrs after IInd hemorrhage

8 dni po I krwawieniu,
6 dpi po IT krwawieniu

8 days after Ist hemorrhage
6 days after IInd hemorrhage
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goérnych, w ich obrebie zlokalizowane byly réwniez wspomniane po-
przednio pola wybiérczych martwic. W platach skroniowych rozleglejsze
ubytki wystepowaly w zawojach skroniowych gérnych i w zawojach
hipokampa. W siedmiu przypadkach stwierdzono w korze stopy hipo-
kampa w sektorze Sommera odcinkowe ubytki komoérek nerwowych
(ryc. 3). W wigkszo$ci przypadkéw przerzedzenia i ubytki komérkowe
w placie potylicznym byly wyraznie mniejsze niz w przednich czes$ciach
mozgowia.

Zachowane komorki nerwowe kory wykazywaly uszkodzenia o réz-
nym stopniu nasilenia, na og6t proporcjonalnie do ubytkéw komoérko-
wych. Najczesciej obserwowano schorzenie ischemiczne komérek oraz
cienie zanikajgcych neuronéw, nastepnie zmiany ciezkie, od tigrolizy az
do catkowitego rozpadu (ryc. 4).

Ponadtc w czesci przypadkéw stwierdzono zwyrodnienie barwikowe
neurocytéw z gromadzeniem lipofuscyny.

Zmiany neuronalne w korze mialy charakter bezodczynowy, albo
towarzyszyl im rozplem gleju gléwnie astrocytow. W niektérych przy-
padkach obserwowano pomnozenie komoérek oligodendrogleju i zwiek-
szong satelitoze. W czesci przypadkéw zaznaczalo sie wyrazne nasilenie
glejozy podwysciétkowej i podoponowej.

W prazkowiu, podobnie jak w korze moézgowej dominowaly ubytki
i uszkodzenia neuronéw. Ubytki komoérkowe mialy charakter rozsiany
i dotyezyly w wiekszo$ci przypadkéw w réwnym stopniu matych i du-
zych neuronéw. W zachowanych neuronach prazkowia obserwowano
najczeSciej dwa rodzaje zmian: w komoérkach matych schorzenie ische-
miczne, w komorkach duzych zmiany ciezkie i rozplywanie sie. Sto-
sunkowo dobrze zachowane byly komoérki gatki bladej. We wzgoérzu,
w ktorym ubytki neuronéw byly na ogét niewielkie, prawie we wszyst-
kich przypadkach stwierdzano najwieksze nasilenie zmian w czesci
brzusznej jadra bocznego.

W istocie biatej stwierdzono rozlane splowienie mieliny zwtlaszcza
w osrodku pétowalnym, ktéremu towarzyszylo znaczne rozrzedzenie
struktury podloza (ryc. 5). Przestrzenie okolonaczyniowe byty poszerzo-
ne z widocznym obrzekowym rozluznieniem tkanki na pograniczu na-
czyniowo-tkankowym (ryc. 6). W kilku przypadkach wybitna glejoza
wloknista zaznaczala sie w placie skroniowym, zwlaszcza w zawoju
skroniowym dolnym (ryc. 7).

W $rédmézgowiu ubytki i uszkodzenia komoérkowe byly stosunkowo
malo nasilone, przy tym wieksze w jadrze czerwiennym, niz w istocie
czarnej. W opuszce w wiekszosci przypadkéw stwierdzono uszkodzenie
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istoty siateczkowatej (ryc. 8 i 9) i oliw dolnych. Czesto obserwowano
wybitnie nasilong glejoze wioknista we wnekach i jadrach oliw (ryc. 10).

W mézdzku wystepowaly odcinkowe lub rozsiane ubytki, badz to wy-
tacznie komoérek Purkinjego, badz tez z towarzyszacym przerzedzeniem
warstwy ziarnistej (ryc. 11). We wszystkich przypadkach zachowane
komorki Purkinjego wykazywaly mniej lub bardziej uogélnione zmiany
typu schorzenia homogenizacyjnego. W czesci przvpadkéw stwierdzono
duze opustoszenia komoérkowe i nasilone zmiany ischemiczne w mneuro-
nach jadra zebatego. Istota biala moézdzku wykazywala zmiany podobne
do stwierdzanych w istocie biatej pétkul mézgowych.

W Scianie tetnic zaréwno s$rédmoézgowych jak i oponowych obserwo-
wano zmiany wiékniste lub szkliste o réznym nasileniu.

Opony poza niewielkim obrzekiem stwierdzanym w czeSci przypad-
kéw nie wykazywaly zmian lub jedynie zwldéknienie tkanki lgcznej.
Grupa II — przypadki z kilkakrotnymi krwawieniami.

Charakter i lokalizacja uszkodzen byly takie same, jak w poprzedniej
grupie, stwierdzono natomiast wieksze nasilenie obserwowanych zmian.

W obu grupach w przypadkach powiklanych uszkodzeniem narzadéw
miazszowych obserwowano ponadto zmiany zwigzane z podstawowym
procesem chorobowym. W marskosci watroby stwierdzono obecnosé
komoérek Alzheimera typu II (ryc. 12), brak odczynu wldéknistego gleju
i ogniska stanu gabczastego w okolicach korowo-podkorowych, w skoru-
pie jadra soczewkowatego i w jadrze zebatym moézdzku. W mocznicy
tzw. rzekomej obserwowano w warstwie drobinowej kory mézgu liczne
paleczkowate formy mikrogleju.

OMOWIENIE

W uzyskanych wynikach przede wszystkim zwraca uwage powtarza-
jaca sie, jednakowa w obu grupach topografia zmian neuronalnych.
We wszystkich przypadkach uszkodzenie dotyczy kory mozgowej,
zwlaszcza pogranicza ciemieniowo-potylicznego, plata czolowego, zawoju
skroniowego gérnego i hipokampa oraz kory moézdzku, jadra zebatego,
wzgérza, skorupy i istoty siateczkowatej opuszki, w wiekszoSci przy-
padkéw rowniez oliw dolnych i sektora Sommera.

Lokalizacja zmian neuronalnych w opuszce i korze sugeruje uszko-
dzenie osrodkéw regulacji krazenia i oddychania w rdzeniu przediuzo-
nym, a takze ich oérodkéw nadrzednych w korze mézgu. Baker i wsp.
(1950), badajac wspélzaleznosé objawéw Kklinicznych i zmian neuropa-
tologicznych w przypadkach poliomyelitis bulbaris stwierdzili, ze obu-
stronne uszkodzenie neuronéw przysrodkowych istoty siateczkowatej
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opuszki dolnej prowadzi do zapa$ci krazeniowej, natomiast obustronne
uszkodzenie neuronéw bocznych istoty siateczkowatej cpuszki gérnej
wywoluje zaburzenia oddechu. Osrodki te pozostaja pod wplywem
impulséw korowych. Folkow (1955) wykazal, ze zmiany ci$nienia tetni-
czego krwi moga by¢ wywolane przez pobudzenie okolicy ruchowej
kory, powierzchni oczodolowej platas czolowego, okolicy skroniowej
przedniej i wyspy. Neurony tych okolic pelnig funkcje nadrzednych
osrodkéw regulacji krazenia. Badania prowadzone przez fizjologow
wykazaly obecno$¢ neuronéw zwiazanych z regulacja oddychania
w korze wyspy.

W badanych przypadkach wykluczono wplyw innych czynnikéw
chorobowych, mozna wiec przyja¢, ze obserwowane zmiany spowodo-
wane sg niedokrwieniem tkanki. Roéznice w topografii zmian anoksyj-
nych i ischemicznych uzasadnia Lampert (1961) zroznicowaniem bio-
chemicznym struktur mézgowych. Struktury bogate w enzymy uczest-
niczagce w glikolizie beztlenowej sa mmniej wrazliwe na niedotlenienic.
Poniewaz energia otrzymywana z glikolizy beztlenowej jest o wiele
mniejsza od otrzymywanej z glikolizy tlenowej, w niedotlenieniu
istnieje duze zapotrzebowanie energetyczne na glukoze. Zostalo to po-
twierdzone w pracach Hieslanda i Nelsona (1945), ktérzy wykazali, ze
hyperglikemia moze przedluzy¢ czas przezycia w przebiegu niedotle-
nienia. Niedokrwienie, w ktérym wystepuje nie tylko brak tlenu, lecz
réwniez brak glukozy, prowadzi do ciezszych zmian, niz niedotlenienie.

Charakterystycznym zjawiskiem w anoksyjnych uszkodzeniach mézgu
Jest wystepowanie zaburzen czynnosciowych i zmian morfologicznych
dopiero po uplywie pewnego czasu od momentu zadzialania niedotle-
nienia. Opdznione ujawnianie sie uszkodzen sugeruje badz to iloSciowe
narastanie zmian, badz tez istnienie !ancucha zaburzen. Cameron
i Abraham (1962) traktuja zmiany biochemiczne jako pierwotne zabu-
rzenie, prowadzace do powstania strukturalnych uszkodzen tkanki.

Nasilenie ubytkéw i uszkodzen komoérkowych wzrasta w przypad-
kach drugiej grupy, w ktérej na zmiany powstale podczas ponrzednich
krwotokéw nakladaja sie zmiany $wieze. Réznice w nasileniu zmian
w poszczegélnych strukturach moézgu, w tym samym przypadku, sa
uwarunkowane niejednakowg wrazliwoscig tych struktur na niedotle-
nienie.

Wrazliwos¢ poszczegdlnych struktur na niedotlenienie, miedzy inny-
mi, jest zalezna od unaczynienia. W badanym materiale zaleznos$¢ te
obserwuje sie przede wszystkim w korze moézgu, w ktorej zmiany neu-
ronalne sg najbardziej nasilone w pogranicznych strefach unaczynienia
tetnicy moézgu przedniej i Srodkowej oraz tetnicy moézgu s$rodkowej
i tylnej.
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Schneider (1951) poréwnuje uklad naczyniowy mézgu z systemem
kanaléw nawadniajacych, a Zilch (1955) umiejscawia pola tzw. ostat-
niej 1agki w strefach pogranicznych duzych pni tetniczych.

Uszkodzenia stwierdzane w obrebie istoty szarej ograniczone sg wy-
lgczrie do komoérek nerwowych, glej prawie we wszystkich przypad-
kach reaguje mniej lub bardziej nasilonym rozrostem i rozplemem.
Zmiany te okresla Spielmeyer (1927) jako wybiércza martwice migz-
szowa, ktéra wystepuje w etiologicznie réznych postaciach niedotlenie-
nia tkanki nerwowej. Nasilenie glejozy komérkowej i widknistej zwiek-
sza sie wraz z czasem przezycia pacjentéow, totez czesto$¢ wystepowania
tych odczynéw jest wieksza w przypadkach drugiej grupy. Obrzek cbser-
wowany we wszystkich przypadkach wystepuje najwyrazniej w istocie
bialej. W przypadkach z dluzszym przezyciem zaznaczone sg zmiany
demielinizacyjne, nasilajace sie proporcjonalnie do obrzeku, co wska-
zuje na ich obrzekowo-pochodny charakter.

Sposréd 25 opisanych przypadkow dodatkowego omdéwienia wymaga-
ja wykrwawienia w przebiegu schorzen, ktére powoduja wystepowanie
zmian w tkance nerwowej. Nalezy tu siedem przypadkéw marskosci
watroby, przypadek mocznicy pozanerkowej i przvpadek przewleklego
alkoholizmu. W przypadkach powiklanych marskoscig watroby, obser-
wowano cechy uszkodzenia gleju w postaci braku odczynu widknistego
oraz obe¢nosci tzw. nagich jader. Wedlug Mossakowskiego (1966) uszko-
dzeniu wildkien glejowych towarzyszy wyroéwnawczy rozplem i przerost
astrogleju oraz pojawienie si¢ komoérek Alzheimera typu II, ktore sa
wyrazem zwyrodnienia gleju. © uszkodzeniu gleju $wiadcza rdéwniez
opisane ogniska stanu gabczastego, ktoérych lokalizacja w okolicach
korowo-podkorowych, jadrze zebatym mozdzku i skorupie jadra soczew-
kowatego sugeruje wplyw czynnika naczyniowego. W oparciu o pracz
Lazorthesa i wsp. (1960) oraz van den Bergha (1961) okolice korowo-
~-podkorowe, jadro zebate i skorupe mozna zaliczy¢ do struktur posia-
dajacych ubozsze unaczynienie i mniejsze mozliwosci wyrdéwnania za-
burzen poprzez krazenie oboczne.

Przypadek mocznicy tzw. rzekomej, poza zmianami anoksyjnymi
i obrzekowymi oraz obecnoscia w warstwie drobinowej kory moézgu
licznych pateczek mikrogleju, spotykanych bardzo czesto w stanach
mocznicowych (Osetowska, Mossakowski (1963) nie wykazywal innych
zmian charakterystyceznych dla mocznicy pozanerkowej.

W do$wiadczalnym niedokrwieniu moézgu topografia stwierdzanych
zmian i czestos¢ ich wystepowania w poszczegélnych strukturach przed-
stawiaja sie nastepujaco: kora mozgu (przede wszystkim warstwa III,
lub II i III), kora moézdzku (zwlaszcza komoérki Purkinjego), wzgorze
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(szczegdlnie jadro przednie lub jadro brzuszne), hipokamp (sektor h,,
lub h, i hy), prazkowie i istota biala (Brierley, Excell 1966, Colmant
1965, Levine 1960, Lucas, Strangways 1963).

W materiale do$wiadczalnym Korthalsa (1969) topografia obserwowa-
nych zmian byla podobna do topografii zmian w materiale ludzkim.
Istniejace réznice w topografii, jak réwniez w czestosci wystepowania
zmian neuronalnych zwiekszalo sie w przypadkach z dwukrotnymi
i kroliczych, nalezy laczy¢ z réznicami w unaczynieniu i metabolizmie
tych struktur. W materiale doswiadczalnym Korthalsa (1969) nasilenie
zmian neuronalnych zwiekszalo sie w przypadkach z dwukrotnymi
upustami, podobnie jak u pacjentow z kilkakrotnymi krwawieniami.
Czas przezycia zaré6wno u ludzi jak i u krélikow wyraznie wplywa na
zwiekszenie odczynu glejowego.

WNIOSKI

1. Krwotoki narzadowe sg przyczyng powstawania w osrodkowym
ukladzie nerwowym zmian morfologicznych o charakterze ubytkow
i uszkodzen neuronalnych.

2. Topografia zmian jednakowa w wiekszosci przypadkéw sugeruje
mozliwo$¢ wyodrebnienia niedokrwienia sposréd innych rodzajéw nie-
dotlenienia.

3. W zabiegach chirurgicznych przeprowadzanych na chorych z prze-
bytymi duzymi krwawieniami nalezy sie liczy¢ z zaburzong regulacjg
krazenia i oddychania na skutek organicznych uszkodzen mézgu w na-
stepstwie krwotoku.

JI. IbIAbIK

KPOBOTEYEHUSA OPTAHOB UM HEJOCTATOYHOCTH ILIEHTPAJIBHOM
HEPBHOWM CUCTEMBI

Pe3wMme

ABTOp uceclezoBala Xapakiep M TOIOrpacduic MOpPMOJIOrMYeCKMX M3MeHEeHUMN
B MO3rax IalMeHTOB, yMepuumux Ha obeckpoBiuBanue. MaTepuaJ, OXBaTbIBAOLINIA
25 MO3roB, pa3jesieH Ha 2 rpynnsl. IlepBasa rpynmna HacuuTeiBaja 18 ciayuyaeB ¢ OJHO-
KpaTHbIM KPOBOTOKOM B ucTopuyu 0O0Je3HM, CO BpeMeHeM IPOXMUTUA OT 5 HacoB 0O
8 nHeit, BTOpasg — 7 ciyyaeB C ABYMSA MJIM HECKOJIBKMMM KPOBOTOKaMM, CO BPEMeHEehM
IpoxXuUTHUA OT 11 wyacoB 70 4 AHEN OT IIOCJieJHEr0 KPOBOTOKA.

B neHTpaJbHOM HEPBHOM CMUCTeMe YCTaHOBJIEHLI IIPOCTUPAIOIMEcHd MU3MEHEeHUSs
XapakTepa KJIEeTOYHBIX 060Jie3Hell M HEeMPOHHBLIX TOTePh (pPacCesHHBIX, JIOKANbHBIX U
MOCJIOMHBIX) Oe3peakKIMITHBIX M C COIPOBOKAAIOLIMM pellapaliOHHBIM peakKIMAM TJIMi
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pa3auyHOM MHTEHCMBHOCTHM. HapyuieHue KJleTOK 00'bABJIAJIOCH, B OCHOBHOM, B Buie
TAXKEeJIOTO M TOMOT€HMU3AUMOHHOI'0 MCXMMUYECKOro 3abos1eBaHMUA.

Bo Bcex ciyyasx yCTaHOBJIEHbI 4YE€PThI OTEKa M COINPOBOIKJAIOIME OTEK M3MeHe-
HUS B TKaHM, YyCMJIEHME KOTOPBLIX OblIO 00yClOEJIEHO BpeMEeHeM KM3HM ITalMeHTOL.
Hawubosee cuabHble wusMeHeHMsa Oblaym B Kope, 0C0OEHHO Ha TEeMEHHO-3aTBHIJIIOYHOM
rpanuue, B cepom Oyrpe, kietkax Ilypkuebe, B 3yOyaTom sfipe MO3>XKedyKa UM B HUK-
HMUX oJmBax. Tunorpacdus ¥ xapakTep M3MEeHEHMi ObLIM OQMHAKOBBI B JIBVX TPyNmnax,
a ux OoJsblllee ycuiaeHue HaOIIOAANOCH B CIydasdgX C HECKOJBKMMM KPOBOTOKaMM.
Mopdosiornyeckue M3MeHeHUs B ceTyaTou (popMaummu NPOJOJIrOBATOro Mo3ra, obHa-
pY¥eHHbIe BO BCeX M3y4aeMbIX CJydasX, MOTYT ObITb NPMuMHON (DYyHKUMOHAJILHOTO
pPaccTpPoOMCTBA AbiXaTeJbHOIO LIeHTPa M KpoBoobpanieHmsa. C OpraHMYeCKUM ITOBPEIK-
JOeHMeM STUX LEHTPOB CJeAyeT CYMTAThCS B ClIydae IIPOBEAEHUSA XUPYPrUYEeCKOoi
onepanum y NauMeHTOB C NePeHeCeHHbIMM DOJIBIIMMMU KPOBOTOKaMM.

COBOKYITHOCTL Ha0JI0aeMbIX M3MEHEHM), OCOOEHHO MX JIOKaaM3auymsa, yKas3bIBalOT
Ha HeKOTOpble Tonorpacduyeckue oCOOEHHOCTH, BbI3BAaHHbIE MILEMMEN, N0 CPABHEHUIO
¢ aApyruMu pOpMaMy TUIIOKCEMMM HEPBHOM CUCTEMELL

L. Dydyk

ORGAN HEMORRHAGES AND DYSFUNCTION
OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Summary

The author has examined the character and topography of morphological chan-
ges in the brains of patients who died for exsanguination. The material, compri-
sing 25 brains, has been divided into 2 groups. The first group included 18 cases
with one time hemorrhage and the survival ranging from 5 hrs to 8 days, the
second — 7 cases with two or several times hemorrhage and the survival after
last bleeding from several hrs to 7 days.

In the central nervous system, diffuse changes were found, characterized by
cellular damages and disseminated, focal and laminar neuronal losses, the changes
being either reaction-free or accompanied by glia proliferation of varying intensity.
The cell impairment was mainly manifested in the form of ischemic, severe and
homogenising disease. In all the cases, features of edema and edema induced
changes were stated in the tissue, their intensity being related to the time of
survival of the patient. The neuronal changes were more intensive in the cortex,
especially in the parieto-occipital region as well as in thalamus, Purkinje cells
and dentate nucleus of cerebellum and lower olives. The topography and charac-
ter of changes were identical in both groups, their intensity being higher in the
cases with repeated hemorrhages. The morphological changes in the reticular for-
mation of medulla oblongata observed in all the cases, might have been respon-
sible for the dysfunction of respiratory and circulatory centres. Organic impair-
ment of these centres has to be taken into account in cases when surgical opera-
tions are performed in patients who in the past suffered extensive hemorrhages.

The character of the observed changes and in particular their localization
suggests differences in ischemia as compared to other forms of hypoxia of the
nervous system.
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PODPISY POD RYCINY

LEGENDS FOR FIGURES

Ryc. 1. Przyp. 59/69. Ubytki komoérkowe i schorzenie ischemiczne neuronéw
w korze moézgu. Fiolet krezylu. Pow. 200X,

Fig. 1. Case No 59/69. Neuronal loss and ischemic changes in cerebral cortex.
Cresyl violet. X200.

Ryc. 2. Przyp. 57/69. Polka martwicy w korze mézgu. Fiolet krezylu. Pow. lupowe.

Fig. 2. Case No 57/69. Areas of necrosis in cercbral cortex. Cresyl violet. Magn.
glass.

Ryc. 3. Przyp. 70/69. Przerzedzenie neuronéw w sektorze Sommera. Fiolet krezylu.
Pow. lupowe.

Fig. 3. Case No 70/69. Rarefactions of neurons in Sommer’s sector. Cresyl violet.
Magn. glass.

Ryc. 4. Przyp. 59/69. Cienie komoérek nerwowych, tigroliza, zmiany ischemiczne
i rozpad neuronéw w korze moézgu. Widoczny r6éwniez rozplem gleju komoérko-
wego. Fiolet krezylu. Pow. 200X.

Fig. 4. Case No 59/69. Shadows of neurons, tigrolysis, ischemic changes and disin-
tegration of nerve cells with concomitant glia reaction. Cresyl violet. X200.

Ryc. 5. Przyp 53/68. Uszkodzenie mieliny w istocie bialej p6ikul mézgowych. Met.
Heidenhaina. Pow. 30X.

Fig. 5. Case No 53/68. Damage of myelin in cerebral white matter. Heidenhain
meth. X30.
Ryc. 6. Przyp. 69/69. Okolonaczyniowe splowienie mieliny w istocie bialej pétkul
moézgowych. Met. Heidenhaina. Pow. 30X
Fig. 6. Case No 69/69. Perivascular myelin pallor in cerebral white matter. Heiden-
hain meth. X30.
Ryc. 7. Przyp. 112/68. Glejoza wilOknista w istocie bialej plata skroniowego. Met.
Kanzler-Arendta. Pow. 200X.

Fig. 7. Case No 112/68. Fibrous gliosis in white matter of temporal gyrus. Kanzler-
-Arendt meth. X200.

Ryc. 8. Przyp. 66/69. Ubytki neuronéw w obrebie o$rodka oddechowego w istocie
siateczkowatej opuszki goérnej. Fiolet krezylu. Pow. lupowe.

Fig. 8 Case No 66/69. Loss of nerve cells in respiratory centre in reticular forma-
tion in upper part of medulla oblongata. Cresyl violet. Magn. galss.

Rye. 9. Przyp. 61/69. Ubytki neuronalne w obrebie oérodka regulacji krazenia
w istocie siateczkowatej opuszki dolnej. Fiolet krezylu. Pow. lupowe.

Fig. . Case No 61/69. Loss of nerve cells in respiratory centre in reticular forma-
tion in lower part of medulla oblongata. Cresyl violet. Magn glass.

Ryc. 10. Przyp. 53/68. Glejoza wlbknista w oliwach dolnych. Met. Kanzler-Arendta.
Pow. 30X.

Fig. 10. Case No 53/68. Fibrous gliosis in inferior olive. Kanzler-Arendt meth.
X 30.

Ryc. 11. Przyp. 83/68. Przerzedzenie warstwy ziarnistej i ubytki komérek Purkin-
jego w korze moézdzku. Fiolet krezylu. Pow. 100X.

Fig. 11. Case No 83/68. Rarefaction of granular layer and loss of Purkinje cells
in cerebellum. Cresyl violet. X100.

Ryc. 12. Przyp. 65/68. Nagie jadra w jadrze zebatym. Fiolet krezylu. Pow. 400X.
Fig. 12. Case No 65/68. Naked nuclei in dentate nucleus. Cresyl violet. X400.
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JAN KORTHALS, MIROSEAW J. MOSSAKOWSKI, M. SMIALEK

OBRAZ HISTOLOGICZNY I ULTRASTRUKTURALNY
OSTREJ DOSWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII
TLENKOWEGLOWEJ *

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PlAN'
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Tlenek wegla stanowi nadal czesta przyczyne ostrych zatrué zaréwno
przypadkowych jak i samobéjczych (Bour i wsp. 1967). Istotnego zna-
czenia nabiera réwniez problem przewleklych zatrué tlenkiem wegla
w zwigzku z postepujacym uprzemyslowieniem i rozwojem motoryzacji
(Goldsmith 1970, Preziosi i wsp. 1970). Mimo bogatego piSmiennictwa
poswieconego klinicznym, patofizjologicznym, biochemicznym i pato-
morfologicznym aspektom zatrucia tlenkiem wegla, caly szereg zasad-
niczych ogniw mechanizmu patogenetycznego uszkodzenia osrodkowego
ukladu nerwowego pozostaje nadal niejasnych lub nieznanych. Istotnym
niedostatkiem dotychczasowych badan patomorfologicznych jest brak
dostatecznie udokumentowanych i jednoznacznych interpretacyjnie da-
nych mikroskopowo-elektronowych (Lapresl, Fardau 1967). Przyczyng
tego stanu jest miedzy innymi brak odpowiedniego modelu doswiadczal-
nego. W dotychczasowych doswiadczeniach prowadzonych na matych
zwierzetach (myszy — Strassmann 1949, szczury — Lumsden 1950)
jedynie sporadycznie wywolywano drobne nietypowe uszkodzenia
osrodkowego ukladu nerwowego. Dos$wiadczalne zatrucie tlenkiem we-
gla wiekszych zwierzat (koty, psy — Meyer 1928, Preziosi i wsp. 1970)
prowadzilo wprawdzie w cze$ci przypadkéw do powstawania charakte-
rystycznych dla encefalopatii tlenkoweglowej zmian w strukturach sza-
rych i w istocie bialej mézgu, jednakze ze wzgledu na ich nieregularne
wystepowanie oraz niestalg lokalizacje i zwigzane z tym trudno$ci po-
brania odpowiednich wycinkéw tkankowych, nie mozna bylo przeprowa-
dzi¢ na tych modelach doswiadczalnych systematycznych badan mikro-
skopowo-elektronowych.

* Praca czeSciowo subsydiowana z umowy polsko-amerykafiskiej PL 480, Grant
Public Health Service USA, Agreement 05-004-1.
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Celem niniejszej pracy bylo uzyskanie powtarzalnego modelu do-
Swiadczalnej encefalopatii tlenkoweglowej i przedstawienie jego ogélnej
charakterystyki histologicznej i mikroskopcwo-elektronowej.

MATERIAEL I METODY

Badania prowadzono na szczurach bialych rasy Wistar, obu pici.
Zwierzeta doswiadczalne umieszczano w 60-litrowej komorze, przez
ktora przepuszczano mieszaning powietrza i tlenku wegla. Tlenek wegla
otrzymywano z rozkladu kwasu szczawiowego, w sposéb przedstawiony
na schemacie 1.

Wi S
o
o
A ARG SR

l
_.i % .? I

50%K dH nas.roz.
sat sol, NaCl
\ir774
/?OOH &S&»CO+COZ+H20 C0<— | pompa
/ COOH at : pump
(_
komora
camera
powietrze
air

Schemat 1. Generacja tlenku wegla oraz uklad modelu do$wiadeczalnego.
Diagram 1. Carbon monoxide genzration and the system of the experimental model.

W poszukiwaniu modelu doswiadczalnego badania przeprowadzono
w 5 grupach, przedstawionych w tabeli 1, réznigcych sie miedzy sobg
czasem zatrucia i jego stopniem, wyrazajacym sie procentowa zawar-
toScia hemoglobiny tlenkoweglowej we krwi zwierzat i ich stanem Kkli-
nicznym.- Stopien zatrucia regulowano za pomoca zmiany zawartosci
tlenku wegla w mieszaninie gazowej przepuszczanej przez komore.
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Zwierzeta grupy I przetrzymywano w mieszaninie gazowej zawiera-
jacej 1% tlenku wegla; byly one usuwane z komory po uplywie 15--
30 min., przy wystapieniu pierwszych objawéw S$pigczki, zwykle po
osiagnieciu poziomu 65% HbCO we krwi.

Zwierzeta grupy II i III zatruwano przy uzyciu mieszaniny gazowej
o stalej zawartosci CO, wynoszacej odpowiednio 0,1 i 0,25% przez okres
24 godzin. Poziom HbCO we krwi osiagal przy tym maksyvmalne war-
tosci 25% i 50%.

Zwierzeta grupy IV i V zatruwano w mieszaninie gazowej, zawiera-
jacej poczatkowo 1% tlenku wegla. Po wystapieniu pierwszych objawow
Spigczki pojawiajacej sie zazwyczaj przy 65% zawartosci HbCO we krwi,
stezenie w mieszaninie gazowej zmniejszano i nastepnie regulowano
w spos6b umozliwiajacy przezycie zwierzat w stanie $piaczki przez okres
15 min. (grupa IV) i 40 min. (grupa V). Nastepnie doplyw gazu zamy-
kano, zostawiajac nadal przeplyw powietrza, co prowadzilo do zmniej-
szania stezenia CO w mieszaninie gazowej. W mieszaninie o zmniejsza-
jacym sie stezeniu czadu przetrzymywano zwierzeta do pelnych 90 min.
od podczatku do$wiadczenia. W tym czasie poziom HbCO we krwi wy-
nosit u wiekszosci zwierzat okolo 50%. Zwierzeta grupy V poddawano
jedno-, trzy- i siedmiokrotnemu zatruciu w odstepach 24-godzinnych.

Poziom karboksyhemoglobiny we krwi okreslono u wiekszosci (62)
zwierzat z réznym stopniem zatrucia wg metody Witeheada i Worthing-
tona (1961). Poniewaz okreSlonemu stezeniu hemoglobiny tlenkoweglo-
wej we krwi odpowiadal charakterystyczny zespét Kkliniczny, u czesci
zwierzat w ocenie stopnia zatrucia kierowano sie obrazem Kklinicznym.
Badano zwierzeta w wieku 3 miesiecy, z wyjatkiem grupy IV, ktoérg
stanowily szczury 6-tygodniowe.

W grupie I i II badania ograniczono do histologicznej i histochemicznej
oceny moézgu zwierzat. W grupie III, IV i V przeprowadzono pelny cykl
badan, obejmujacy ocene histologiczng, histochemiczna (oznaczanie gli-
kogenu) i mikroskopowo-elektronowa.

Badania histologiczne i histochemiczne przeprowadzono na moézgach
5 zwierzat kontrolnych i 94 doswiadczalnych, u$miercanych w uspieniu
eterowym poprzez dosercowg perfuzje 10% roztworem formaliny w 0,9%
chlorku sodu, przygotowanym wg sposobu Cammermeyera (1961) Ilub
4% roztworem aldehydu glutarowego w buforze fosforanowym Milloni-
ga o pH 7,3, stosowanym w przypadku, jesli moézgi zwierzat przezna-
czone byly réwnocze$nie do badan mikroskopowo-elektronowych. Per-
fuzje wykonywano przez 30 min. przy ci$nieniu poczatkowym 110
mm Hg. W dwie godziny po zakonczeniu perfuzji wyjmowano moézgi
z jamy czaszki, dzielono je na bloki.w plaszczyznach czolowych, na wy-
sokosci skrzyzowania nerwéw wzrokowych i srodkowej czeSci wzgoérza
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oraz przez moézdzek z pniem moézgu. Bloki tkanki rutynowo przeprowa-
dzano do parafiny, skrawano na mikrotomie na skrawki grubosci 10 w.
Skrawki barwiono hematoksyling-eozyna, fioletem krezylu i wg metody
Heidenhaina na ostonki mielinowe. Glikogen oznaczano w skrawkach
przy pomocy odczynu PAS, z réwnoczesnym blokowaniem dimedonem
wg Bulmera (1959). Swoisto$¢ reakcji kontrolowano przez trawienie
diastaza.

Do badan mikroskopowo-elektronowych uzyto 4 szczury kontrolne
i po 2 szezury z grupy III i IV oraz 18 szczuréw z grupy V (po
6 z kazdej podgrupy). Pobierano wycinki tkanki z kory okolicy ciemie-
niowej i osrodkéw potowalnych obu po6tkul moézgu, z rogu Amona
i z plata spoidta wielkiego. Wycinki tkanki utrwalono dodatkowo w 1%
roztworze czterotlenku osmu przez 1 godzine, odwadniano w etanolu
o wzrastajgcym stezeniu i zatapiano w Eponie 812. Material skrawano
na ultramikrotomie f-my Reichert. Polcienkie skrawki o grubosci luw
barwiono blekitem toluidyny i ogladano w mikroskopie $wietlnym.
Ultracienkie skrawki kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem
olowiu i oglgdano w mikroskopie elektronowym JEM-7A.

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

Obraz kliniczny szczuréw zmienial sie w zalezno$ci od poziomu he-
moglobiny tlenkoweglowej we krwi. Przy 25% HbCo poza obnizong
ruchliwo$cig szczury nie wykazywaly odchylen od stanu prawidlowego.
Zmniejszenie ruchliwo$ci poglebialo sie i pojawialy sie zaburzenia
statyki zwierzat przy poziomie okolo 50% hemoglebiny tlenkoweglowej.
Przy przekroczeniu 65% HbCO zwierzeta stawaly sie zupelnie wiotkie,
zanikaly odruchy, czesto§¢ oddechéw spadala do 40/min. W miare dal-
szego wzrostu HbCO liczba oddechéw spadata do 20—40/min. Przy
zawarto$ci 80% HbCO we krwi zwierzeta padaly.

Po wyjeciu z komory wszystkie szczury z grupy I i IV oraz czes¢
z grupy V przybieraly prawidlowg postawe i zwykla ruchliwo$¢ po 5—
10 min. Tylko u cze$ci zwierzat z grupy V przez kilka godzin po za-
truciu obserwowano zmniejszenie ruchliwoéci, zaburzenia statyki
i drzenia.

Obserwacje morfologiczne

Grupa kontrolna. W barwieniach przegladowych i w bada-
niu mikroskopowo-elektronowym stwierdzono cechy dobrego utrwalenia
tkanki nerwowej. W barwieniu PAS-dimedon skape ziarniste zlogi
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glikogenu wystepowaly jedynie w splocie naczyniéwkowym, komérkach
wyéciotki komér, w warstwie podwysciétkowej i podoponowej oraz przy
pojedynczych naczyniach warstwy drobinowej kory mézgu. Obecne
byly réwniez w warstwie zwojowej kory moézdzku, gromadzac sie wokot
jader astrogleju i dokola komoérek Purkinjego, oraz w neuropilu szarych
struktur pnia mézgu, szczegélnie w poblizu komory IV i w jadrze
brzusznym nerwu VIII. Znaczne zlogi glikogenu wystepowaly w ko-
moérkach S$rédmézgowego jadra nerwu V.

Grupa I-III. U zwierzat grupy I i II nie stwierdzono histologicz-
nych uszkodzen mézgu. W grupie III, u dwu szczuréw uSpionych bez-
posrednio po wyjeciu z komory doswiadczalnej w obrazie mikroskopo-
wo-elektronowym bylo widoczne obrzmienie mitochondriéw w niekto-
rych komoérkach nerwowych i oligodendrocytach. Ponadto u jednego
z nich w mikroskopie S$wietlnym stwierdzono zmiany tigrolityczne
w czeSci komérek piramidowych odcinka h, rogu Amona.

Grupa IV. U szczuréw tej grupy obraz histologiczny moézgu nie
odbiegal w zasadzie od normy, natomiast zar6wno w mikroskopie
Swietlnym jak i elektronowym stwierdzono wybitne zwiekszenie zlogow
glikogenowych. Wystepowaly one szczegélnie obficie w rogu Amona
(ryc. 8), w korze moézgu, prazkowiu (ryc. 9), w warstwie komoérek
Purkinjego kory moézdzku oraz w szarych strukturach pnia. Najobfitsze
ztogi glikogenowe wystepowaly w okresie od 4—12 godz. po zatruciu.
W poétkulach moézgu juz po 24 godzinach spostrzegano jedynie nieznacz-
ne zlegi, a w pézniejszych okresach ich obraz histochemiczny nie odbie-
gal od spostrzeganego w materiale kontrolnym. W pniu moézgu
i w mozdzku spadek zawartosci glikogenu byt wyraznie wolniejszy,
a jego nieprawidlowe zlogi mozna bylo spotka¢ jeszcze w 5 dni po
zatruciu. Szczegétowy opis obrazu histochemicznego i mikroskopowo-
-elektronowego wraz z wynikami badan biochemicznych tej grupy zwie-
rzat przedstawiono w pracy Smiatka i wsp. (1973).

Grupa V. Przedmiotem szerokiej analizy- morfologicznej byly
zwierzeta grupy V. Nieodwracalne uszkodzenia tkankowe stwierdzono
u okolo 1/4 zwierzat z jednorazowym zatruciem, u 2/3 z trzykrotnym
i u wszystkich z zatruciem siedmiokrotnym. Na laczng liczbe 20 szczu-
réw, u ktérych stwierdzono nieodwracalne zmiany w mézgu, u 15 bylo
widoczne uszkodzenie kory zawoju hipokampa (tabela 2). NajczeSciej
zmiany wystepowaly w jego czeSci czolowej, polozonej nad wzgoérzem .
a tu przede wszystkim w odcinku h, i w plytce koncowej hss rogu
Amona (ryc. 1). W zadnym przypadku nie stwierdzono zmian w fascic
dentata. Rzadziej niz w hipokampie wystepowaly zmiany w neocortex,
gléwnie w dolnych i gérnych warstwach kory (ryc. 3) i w prazkowiu
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(ryc. 4). Dwoém przypadkom nieznacznego uszkodzenia gatki bladej
towarzyszyly zmiany w prazkowiu i w innych strukturach. Najczesciej
bowiem stwierdzano réwnoczesne uszkodzenie kilku struktur. W poje-
dynczych przypadkach, w ktérych zmiany byly ograniczone wybiéreczo
do jednej struktury, dotyczyly one badz rogu Amona, bgdZz tez istoty
bialej. 3

Zmiany spostrzegane w formacjach szarych mialy charakter zwyrod-
nien neuronalnych o typie schorzenia ischemicznego, przewleklego, lub
ciezkiego, badz tez zaniku komoérek nerwowych o cechach tzw. martwi-
cy selektywnej. W pojedynczych tylko przypadkach towarzyszylo im
rozrzedzenie utkania podloza. Zmianom neuronalnym towarzyszyl za-
zwyczaj wyrazny odczyn astrocytarno-mikroglejowy, szczegblnie wy-
razny u zwierzat, ktére usypiano po 5 dniach od zatrucia (ryc. 2, 4).
U szezuréw z 3- i T7-krotnym zatruciem obok wczesnych bezodczyno-
wych ognisk martwicy selektywnej, wystepowaly uszkodzenia z towa-
rzyszacym odczynem glejowym.

W istocie biatej uszkodzeniu ulegal najczeSciej plat spoidia wielkiego
moézgu i oSrodki pétowalne w okolicy ciemieniowej (ryc. 5). Przy bar-
dziej nasilonych uszkodzeniach rozlegta demielinizacja obejmowata
prawie calg istote bialg okolic ciemieniowych i potyliczaych, a ponadto
drobne ogniska demielinizacyjne wystepowaly w strzepku hipokampa,
drogach wzrokowych (ryc. 5) i w istocie biatej mézdzku. Wokét naczyn
stwierdzano zwykle zachowana strukture istoty biatej (ryc. 7). Cza-
sami .spotykano obraz plackowatej demielirizacji (ryc. 6). Uszkodzenie
istoty biatej czesto laczylo sie z obecnymi w niej cechami obrzeku,
jednakze spotykano réwniez liczne obszary demielinizacji bez znamion
obrzeku. W przypadkach z 5-dniowym przezyciem spostrzegano objawy
rozplemu oligodendrogleju.

U zwierzat z jedno- i trzykrotym zatruciem, u ktérych w barwie-
niach przegladowych nie stwierdzono uszkodzen tkankowych w mézgu,
obraz histochemiczny moézgu przedstawiat sie jak u szezuré6w w grupie
1V w odpowiednich okresach czasu tj. w 24 godziny i w 5 dni po za-
truciu. U zwierzat wszystkich podgrup, w ktérych mézgach stwierdzono
nieodwracalne uszkodzenia tkankowe, po uplywie 24 godzin od ostat-
niego zatrucia wystepowaly rowniez obfite zlogi glikogenowe. Groma-
dzity sie one wylacznie w strukturach szarych nie objetych procesem
martwicy i mialty charakter ziarnisto$ci luzno rozsianych w neuropilu,
zageszczajacych sie dookola naczyn, jader astrogleju, rzadziej na ze-
wnatrz komoérek nerwowych. Niekiedy wypelniaty cialo i wypustki
astrocytéw. Szczegblnie obfite zlogi glikogenu gromadzilty sie w sasiedz-
twie struktur wykazujacych zmiany o charakterze martwicy niezupelnej,
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i tak np. przy zaniku neuronéw w polu h, rogu Amona, obfite ziarni-
stosci wielocukru wystepowaly w pozostalych jego odcinkach, a nie-
kiedy réwniez i w warstwie drobinowej fascia dentata (ryc. 13). Nie-
rzadko miedzy ogniskami martwicy, a obszarem z widocznymi zlogami
glikogenowymi stwierdzano przejSciowy pas tkanki, ktéory w obrazie
histdchemicznym charakteryzowal sie brakiem ziarnistosci glikogenu,
a w obrazie histologicznym tigrolitycznymi zmianami neuronéw.

W moézdzku, ktéry poza dwoma przypadkami, nie wykazywal nieod-
wracalnych zmian tkankowych, zlogi glikogenu znajdowano gléwnie
w warstwie zwojowej kory (ryc. 10), rzadziej w warstwie drobinowej
i w jadrach glebokich. W pojedynczych przypadkach, zwlaszcza po kil-
kakrotnym zatruciu, ziarnistoSci wielocukru gromadzily sie réwniez
w perikariach komérek Purkinjego (ryc. 11). W pniu moézgu obfite zlogi
glikogenu stwierdzano w tych strukturach, w ktérych wystepowaly one
u zwierzat kontrolnych, z tym jednak ze u szczuréw doswiadczalnych
byly one znacznie obfitsze. Byly one réwniez widoczne w pojedynczych
neuronach jader nerwoéow czaszkowych (ryc. 12).

W 5 dniu po ostatnim zatruciu zlogi glikogenu w poéltkulach moézgu
wystepowaly jedynie w otoczeniu ognisk martwicy. Utrzymywatly sie
one nadal w strukturach pnia mozgu, z tym jednak, ze byly znacznie
mniej obfite niz w 24 godziny po zatruciu.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym formacji szarych potkul
mozgu, w 24 godziny po jednokrotnym lub kilkakrotnym zatruciu mozna

Tabelv 2. Topografia uszkodzen osrodkowego. ukladu nerwowego
Table 2. Topogrephy of the central nervous system lesions

Struktura Liczba zwierzat
Structure Number of animals
Rég Amona 15
Ammon’s horn
Istota biala mézgu 11
Cerebral white matter
Kora mézgu 8
Cerebral cortex
Prazkowie 7
Striatum j
Galka blada 2
Pallidum
Moézdzek s
Cerebellum
Wazgérze 1
Thalamus
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byio wyrézni¢ trzy stopnie uszkodzenia tkanki nerwowej. Najlzejsze
zmiany charakteryzowaly sie jedynie obecnoscig obfitych ziaren gliko-
genowych w cytoplazmie astrocytow glownie w ich wypustkach przy-
naczyniowych. Przy bardziej zaawansowanym uszkodzeniu tkanki ner-
wowej byly widoczne zmiany w komérkach nerwowych, wykazujgce
zwykle znaczng rozpietos¢ nasilenia: od obrzeku pojedynczych mito-
chondriow w czesci perikarialnej lub wypustkach neuronu (ryc. 14) do
obrzmienia wszystkich mitochondriéw, wystepujacego lgcznie z zagesz-
czeniem cytoplazmy i obrzmieniem siatki S$rédplazmatycznej (ryc. 15).
Zmianom w neuronach towarzyszylo zwykle zwiekszenie iloSci ziaren
glikogenu w otaczajacych je astrocytach.

W najciezszym stopniu uszkodzenia stwierdzano zmiany martwicze
komoérek nerwowych, cechujace sie catkowita destrukejg ich cytoplazmy
(rye. 19). Zmianom tym towarzyszylo niekiedy rozluznienie otaczaja-
cych je struktur. W obszarach tych réwniez nie stwierdzano ziarnistosci
glikogenu ani w perikariach, ani w wypustkach astrocytow. W otoczeniu
martwiczo zmienionych neuronéw spotvkano rézne formy zwyrodniatych
wypustek nerwowych, charakteryzujacych sie najczesciej zageszczeniem
ich cytoplazmy (ryc. 16). W czesci wypustek stwierdzano zageszczenie
mitochondriow i ciat gestych (ryc. 17).. Niekiedy wypustki wypelnione
byty licznymi rozgalezionymi tworami tubularnymi (ryc. 18).

Najcigezsze zmiany mikroskopowo-elektronowe przewazaly w moézgach
zwierzat kilkakrotnie zatruwanych, jakkolwiek wystepowaly one row-
niez u zwierzat z jednokrotnym zatruciem.

W 5 dni po ostatnim zatruciu do zmian opisanych powyzej dolgczalo
sie wystepowanie komodrek o ultrastrukturalnych cechach makrofagéw
oraz licznych postaci gleju odczynowego, zwlaszcza astrocytéow wiokien-
kowych, przy czym nieprawidlowe ziarnistosci glikogenu wystepowaly
zarowno w astrocytach protoplazmatycznych jak 1 wlékienkowych
(ryc. 19, 20). W obu postaciach astrogleju wystepowaly réwniez liczne
ciala lipidowe.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym istoty bialej u czesci zwierzat
spotykano znaczne poszerzenie przestrzeni miedzykomérkowych (ryc. 21,
22). Widoczne bylo réwniez obrzmienie cytoplazmy astrocytéow (ryc. 22)
przy prawie niezmienionej strukturze mitochondriéw, podczas gdy mito-
chondria gleju skapowypustkowego, wykazywaly znacznego stopnia
obrzmienie (ryc. 22), a w niektérych uszkodzonych mitochondriach spo-
strzegano struktury mielinopodobne. W wypustkach nerwowych réwniez
bylo widoczne obrzmienie pojedynczych mitochondriéow (ryc. 23) lub
zwiekszenie ich liczby i cialek gestych. W czeSci wypustek stwierdzano
cageszczenie cytoplazmy aksonu (ryc. 24), wzglednie ziarnisty rozpad

http://rcin.org.pl



288 J. Korthals i wsp.

wlékienek i tubuli. Przy bardziej nasilonych zmianach w aksonie do-
chodzilo réwniez do uszkodzenia oslonek mielinowych (ryc. 24). Czesto
jednak stwierdzano uszkodzenie oslonki mielinowej przy nieznacznych
jedyvnie zmianach wypustek osiowych. Spostrzegano poszerzenie odle-
glosci miedzy blaszkami mielinowymi, rozszczepienie blaszek mielino-
wych lub przerwanie ich ciaglosci (ryc. 25, 26, 27). Resztki ostonek mie-
linowych zupelnie zdezorganizowanych, wzglednie z zachowanym jeszcze
okresowym ukladem blaszek znajdowano zaré6wno w przestrzeni miedzy-
komoérkowej jak i w makrofagach. Niekiedy w cytoplazmie makrofagoéw
byly widoczne struktury mielinopodobne, wykazujace mniejsza gestosc
elektronowg niz normalne ostonki mielinowe (ryc. 28).

Czesto spostrzegano réwniez obrazy rozbudowanej znacznie zewnetrz-
nej wypustki cytoplazmatycznej ostonki mielinowej, zawierajacej liczne
organelle w postaci tubul, mitochondriéw lub pecherzykow (ryc. 30, 32).
Niekiedy przero$nieta wypustka otaczala catkowicie oslonke mielinowsa
o znacznej gestosci (ryc. 32). Czasami stwierdzano bezposrednia lgcznosé
miedzy ostatnig blaszka mieliny a cytoplazma oligodendrocytu (ryc. 31).
Spotykano réwniez drobne aksony otoczone catkowicie przez cytoplaz-
me komoérki skgpowypustkowej (ryc. 29). Stwierdzono ponadto, 7e
z ciata oligodendrocytu biora poczatek zaréwno wypustki o normalnej
gesto$ci cytoplazmy, jak i wypustki z cytoplazma wykazujacg niska
gestos$¢ elektronowa (ryc. 33).

W mniej uszkodzonych obszarach istoty biatej obserwowano pomno-
zenie ilosci oligodendrocytéw, a w niektérych przerost cytoplazmy. Pro-
liferacja oligodendrogleju i obrazy sugerujace mielinizacje wypustek
osiowych byly widoczne juz po 24 godzinach u zwierzat z 3- i 7-krotnym
zatruciem. Najwyrazniejsze byly jednak u szczuréw z 5-dniowym prze-
zyciem po doswiadczeniu.

OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazaly, ze dla uzyskania nieodwracalnych
uszkodzen osrodkowego ukladu nerwowego o typie encefalopatii tlenko-
weglowe]j niezbedne jest zachowanie okres$lonych warunkéw doswiad-
czalnych, dotyczacych zaréwno stopnia zatrucia jak i czasu jego trwa-
nia. Strukturalne uszkodzenia tkanki nerwowej obserwowano jedynie
u tych zwierzat, u ktérych ,s$piaczkowy” poziom hemoglobiny tlenko-
weglowej wynoszacy od 65%—80% HbCO utrzymywano przez okres
40 min. Kilkakrotne powtérzenie tego samego zatrucia w 24-godzinnych
odstepach zwiekszalo czesto$¢ i nasilenie uszkodzen tkankowych. Prze-
trzymywanie zwierzat w tych samych warunkach, przy skréconym do
15 min. okresie $piaczki, prowadzac do glebokich zaburzen metabolicz-
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nych (Albrecht 1973, Smiatek i wsp. 1973, Szumanska 1973) nie wywo-
lywalo zmian morfologicznych w ukladzie nerwowym.

Badanie histologiczne moézgéw szczuréw zatrutych tlenkiem wegla
wykazalo typowa i powtarzalng lokalizacje i charakter uszkodzen tkan-
kowych. Najczesciej dotyczyly one rogu Amona i istoty bialej, rzadziej
wystepowaly w meocortex i w skorupie; zmiany w galce bladej nalezaly
do wyjatkow. Stwierdzane w naszym materiale umiejscowienie uszko-
dzen bylo podobne do opisywanego u zwierzat do$wiadczalnych przez
innych autoréw (Meyer 1928, Romanowa 1959, Preziosi i wsp. 197C).
Zblizone bylo roéwniez do lokalizacji zmian w przypadkach zatru¢ CO
u ludzi (Lapresle, Fardau 1967, Brucher 1967).

Zasadnicze réznice pomiedzy wynikami poszczegélnych autorow,
w tym réwniez naszym., dotyczyly czestosci wystepowania uszkodzen
w galce bladej. Meyer (1928) stwierdzal czesto zmiany w galce bladej
u pséw i kotéw, natomiast nie spostrzegal ich u krélikéw i Swinek
morskich, co moglo wskazywaé¢ na gatunkowe réznice w reagowaniu na
zatrucie CO. Z drugiej jednak strony Preziosi i wsp. (1970) w doswiad-
czeniach na psach nie stwierdzili w ogoéle uszkodzen galki bladej, a w ma-
teriale doSwiadczalnym Romanowej (1959) obecne byly wylacznie w jed-
nym przpadku. Wydaje sie, ze réznice wynikéw badan, prowadzonych
na tym samym gatunku zwierzat przez réznych autoréw, odnie$¢ nalezy
do odmiennych warunkéw doswiadczalnych. Czesto stwierdzane uszko-
dzenie galki bladej w materiale ludzkim w poréwnaniu z naszym mate-
rialem do$wiadczalnym wydaje sie by¢ wlasciwoscia uwarunkowana
réznicami gatunkowymi, jakkolwiek nalezy rowniez uwzglednia¢ zasad-
nicze réznice warunkoéw zatrucia.

Wyniki badan mikroskopowo-elektronowvch naszego materialu réznia
sie znacznie od spostrzezen Miyagishi i Suwa (1969) w doswiadczalnym
zatruciu tlenkiem wegla szczuréw. Miyagishi i Suwa (1969) stwierdzali-
jedynie nieznaczne uszkodzenia tkanki nerwowej. Zasadnicze réznice
miedzy spostrzezeniami wyzej wymienionych autoréw i naszymi dotyczg
obrazu mikroskopowo-elektronowego formacji szarych mozgu. Wydaje
sie, ze na odmienno$¢ wynikéw badan mogly wplynaé réznice warun-
kéw doswiadczalnych, miejsca i sposobu pobierania materialu do badan
oraz techniki utrwalania. Miyagashi i Suwa (1969) przetrzymywali zwie-
rzeta w mieszaninie o nizszej zawartos$ci tlenku wegla i doprowadzali je
do stanu $piaczkowego trwajacego tylko przez 15 min. Z naszych spo-
strzezen wynika, ze jest to okres niewystarczajacy do uzyskania nie-
odwracalnych uszkodzen tkanki nerwowej. Pobierany przez nich ma-
terial do badan obejmowat jedynie okolice ciemieniowa, a wiec formacje
neocortex, ktéra jak wynika z naszych obserwacji nie stanowi miejsca
najczestszych i najciezszych uszkodzen tkankowych. Stwierdzone w na-
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szym materiale ultrastrukturalne zmiany w komérkach nerwowych,
z dominujgcym uszkodzeniem mitochondriow odpowiadaja obrazom pa-
tologicznie zmienionych neuronéw opisywanych w niedotlenieniu pro-
stym przez Hagera (1963), w niedotlenieniu z hyperkapnig przez Bakaya
i Lee (1968) oraz w doswiadczalnym zespole anoksyjno-ischemicznym
(Brown, Brierley 1972). Przypominaja one nieco réwniez wczesne zmia-
ny stwierdzane w przewleklym niedotlenieniu (Yu i wsp. 1972). Po-
dobnie zblizone do obrazéw opisanych przez powyzszych autoréow byly
zmiany dotyczace astro- i oligodendrogleju. Charakterystyczna byla
obecno$¢ astrocytarnych zlogow glikogenu, copisywanych uprzednio
w roznych typach niedotlenienia (Mossakowski i wsp. 1968, Ibrahim
i wsp. 1970, Mossakowski i wsp. 1973). Zlogi glikogenowe stwierdzano
zarOwno u zwierzat, u ktérych nie obserwowano poza tym zadnych
strukturalnych wuszkodzen w o$rodkowym ukladzie nerwowym, jak
i u tych, u ktérych wystepowaly rdéznego nasilenia zmiany tkankowe,
z tym tylko, ze w tym ostatnim przypadku byly ograniczone do nie
uszkodzonych obszaréw mézgu.

Zmiany w istocie bialej, polegajace na uszkodzeniu ostonek mielino-
wych wspoélprzebiegajacym ze zmianami patologicznymi we wiéknach
osiowych lub wystepujacym niezaleznie od nich byvly zblizone do obra-
zOw opisanych przez Miyagashi i Suwa (1969), wykazujac jednak znacz-
nie wieksze nasilenie. Od obrazéw opisanych przez wyzej wymienio-
nych autoréw roéznily sie obecnoscig niestalego i na og6ét nieuogélnio-
nego poszerzenia przestrzeni miedzykemoérkowych oraz obecnoscia
i zréznicowaniem nieprawidlowosci ultrastrukturalnych astro- i oligo-
dendrocytow.

Zgodnie z powszechnie panujaca opinig zasadniczy mechanizm szkod-
liwego dziatania tlenku wegla wiaze sie z jego wysokim powinowactwen
do hemoglobiny, wielokrotnie przewyzszajacym powinowactwo tlenu.
Zastgpienie tlenu w zwigzku z hemoglobing przez tlenek wegla pro-
wadzi do niedotlenienia typu hipoksyjnego. Samo jednak zjawisko hi-
poksji nie tlumaczy wybiorczej lokalizacji uszkodzen moézgu. Dla jej
wyjasnienia niezbedne jest przyjecie udzialu dodatkowych czynnikéw
patogenetycznych, wsroéd ktérych na plan pierwszy wysuwaja sie ogolno-
ustrojowe zaburzenia hemodynamiczne, towarzyszace zatruciu tlenkieim
wegla prowadzgce do zastoju i niedokrwienia osrodkowego ukladu ner-
wowego. Zaréwno obserwacje u ludzi jak i badania do$wiadczalne (Ro-
manowa 1959, Bour i wsp. 1967, Preziosi i wsp. 1970) wskazujg, ze
w zatruciu tlenkiem wegla dochodzi czesto do znacznego uszkodzenia
miesnia sercowego, zwlaszcza komory prawej. Obserwuje sie spadek
tetniczego ciSnienia krwi i wzrost zylnego. Wedlug Lindenberga (1963)
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i Preziosi i wsp. (1970) zaburzenia w krazeniu zylnym w mézgu sprzy-
jaja uszkodzeniu istoty biatej. Ogolnoustrojowe zaburzenia hemodyna-
miczne prowadzg do umiejscowienia zmian w pogranicznych strefach
unaczynienia moézgu, do ktorych naleza najczesciej w naszym materiale
uszkodzone okolice czolowe zawoju hipokampa (Korthals 1969), osrodek
poélowalny okolicy ciemieniowej moézgu (Lindenberg 1963) i plat spoidia
wielkiego (Levine 1967). Nalezy przy tym zwrodci¢ uwage na podkre-
Slany przez Kowada i wsp. (1968) fakt, ze zaburzenia niedokrwienne
moézgu mogg prowadzi¢ do zastoju naczyniowego trwajacego przez diuz-
szy okres czasu nawet po ustaniu dzialania czynnika szkodliwego i unor-
mowaniu sie ogoélnoustrojowego ci$nienia krwi.

Szereg autorow podkresla role zakrzepéw naczyniowych w patogenezie
uszkodzen osrodkowego ukladu nerwowego w zatruciu tlenkiem wegla
(Courville 1957, Pentschew 1958, Meyer 1963). W naszym materiale nie
stwierdzilismy ich obecnosci, co oczywiscie nie wyklucza mozliwosci
ich wystepowania. Przetrwaly zastéj zylny moze bowiem sprzyja¢ ich
powstawaniu. Stanowilyby one jednak zjawisko wtérne w stosunku do
zaburzen hemodynamicznych. Przeciwko ich istotnej roli w patogenezie
uszkodzen tkanki nerwowej, przemawiaja czesto obserwowane obrazy
prawidtowo zachowanej struktury tkanki wokél naczyn wséréd uszko-
dzonej istoty biatej (Brucher 1967). To samo zjawisko obserwowaliSmy
w naszym materiale.

Hipoksemia i zaburzenia hemodynamiczne moga oddzialywaé¢ uszka-
dzajgco na drodze bezposredniej poprzez niedotlenienie i niedokrwienie
tkanki, lub posrednio poprzez jej obrzek. Uszkodzeniom bariery krew-
-moézg i obrzekowi przypisywano szczegoélna role w patogenezie zmian
demielinizacyjnych w istocie biatej, zwlaszeza w przypadkach remisyjnej
leukoencefalopatii tlenkoweglowej (Jacob i wsp. 1958, 1962, Osetow-
ska 1964). Nasze obserwacje na materiale doswiadczalnym nie wskazuja
na zasadnicza role obrzeku w zlozonym patomechanizmie uszkodzen
tkanki nerwowej w zatruciu CO. W istocie szarej stwierdzaliSmy jedy-
nie nieznaczne cechy obrzeku, a w istocie bialej objawy ciezkiego uszko-
dzenia oslonek mielinowych wystepowaly w obszarach nie wykazuja-
cvch catkowicie zmian obrzekowych. Badania mikroskopowo-elektronowe
Hirano i wsp. (1968) i Lamperta (1968) wykazaly, ze w przypadkach
obrzeku mézgu z gromadzeniem sie plynu w przestrzeniach miedzy-
komérkowych, nie stwierdza sie zasadniczych zmian w strukturze osto-
nek mielinowych. Podobnie Adams (1965) w oparciu o zréznicowanie
odczynéw histochemicznych w przypadkach obrzeku mézgu i w demie-
linizacji sklonny jest nie przypisywaé¢ obrzekowi istotnej roli w rozwoju
demielinizacyjnych uszkodzen istoty biatej.

Zdaniem Schwedenberga (1959) i szeregu innych autoréw przyczyng
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demielinizacji moze by¢ bezposrednie toksyczne dzialanie tlenku wegla
rozpuszczonego w plynie obrzekowym. Brak jest jednak dotad niewat-
. pliwych danych potwierdzajacych te teoretyczna mozliwos¢é w warun-
kach in vivo, mimo stwierdzenia niewatpliwego uszkadzajacego dziala-
nia CO na tkanke nerwowg i glejowa in vitro (Hoppe-Kurowska 1973,
Korthals i wsp. 1973). W naszym materiale zwracal uwage bogaty
obraz mikroskopowo-elektronowych zmian w istocie bialej, a w szcze-
golnosci zréznicowanie reakeji astro- i oligodendrogleju, polegajace na
obecnosci bardzo znacznego obrzmienia cytoplazmy astrocytéw przy
stosunkowo niezmienionej ultrastrukturze mitochondriéw, podczas gdy
w oligodendrogleju przewazaly uszkodzenia mitochondriéw. Jednakze
pelna interpretacja wzajemnych powiazan zmian patologicznych w ko-
moérkach astrogleju, oligodendrogleju, ostonkach mielinowych i w sa-
mych wypustkach osiowych wymaga przeprowadzenia dodatkowych ba-
dan na zwierzetach z przezyciem dluzszym niz 5 dni i krétszym niz
24 godziny.

Wydaje sie uzasadnione przyjecie, ze skojarzone dzialanie niedotle-
nienia i niedokrwienia jest gléwna przyczyna powstawania uszkodzen
mézgu w zatruciu tlenkiem wegla. Zréznicowanie obrazu uszkodzen
uwarunkowane jest stopniem niedotlenienia i niedokrwienia. Wydaje
sie przy tym prawdopodoktue, Zze samo niedotlenienie, wzglednie niedo-
tlenienie skojarzone z nieznacznego stopnia niedokrwieniem prowadzi je-
dynie do odkladania sie glikogenu w astrocytach. Przy bardziej nasilo-
nych zaburzeniach ischemicznych powstaja uszkodzenia komérkowe pod
postacia przede wszystkim obrzmienia mitochondriow w neuronach
i oligodendrocytach. Nalozenie sie przetrwalego ciezkiego niedokrwienia
prowadzi wreszcie do powstania nieodwracalnych zmian tkankowych
skladajacych sie na obraz rozwinietej encefalopatii tlenkoweglowej. Bez-
posrednie cytotoksyczne dzialanie tlenku wegla na elementy parenchy-
malne o$rodkowego ukladu nerwowego pozostaje nadal zagadnieniem
otwartym.

WNIOSKI

1. Uzyskanie doswiadczalnej encefalopatii tlenkoweglowej u szczu-
row wymaga zachowania okreslonych warunkéw doswiadczalnych, do-
tyczacych stopnia zatrucia i czasu jego trwania. Dla otrzymania struk-
turalnych uszkodzen tkanki nerwowej niezbedne jest uzyskanie ponad
65% zawartosci HbCO we krwi i jej utrzymanie przez okres okolo
40 min.

2. Zmiany morfologiczne w o$rodkowym ukladzie nerwowym zlokali-
zowane sa W SposOb powtarzalny w czes$ci czolowej zawoju hipokampa,
w ofrodkach pélowalnych okolicy ciemieniowej poétkul moézgu oraz
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]

w placie spoidla wielkiego, rzadziej obejmuja meocortexr i skorupe, do
wyjatkéw nalezy zajecie gatki bladej.

3. W formacjach szarych przewaza zwyrodnienie komoérek nerwowych
i ich ubytki w postaci ognisk martwicy selektywnej, w istocie bialej
dominuje obraz demielinizacji.

4. W obrazie mikroskopowo-elektronowym formacji szarych przewaza
uszkodzenie mitochondriéw neurocytéw i oligodendrogleju oraz nie-
znaczne obrzmienie wypustek astrocytéw i gromadzenie sie w nich zlo-
gow glikogenowych. W istocie biatej dominuje uszkodzenie ostonek mie-
linowych, az do ich calkowitego rozpadu, wspéttowarzyszace lub nie
uszkodzeniom wilokien osiowych. Ponadto wystepuje niestale poszerzenie
przestrzeni miedzykomoérkowych, obrzmienie cytoplazmy astrocytow
i znacznego stopnia uszkodzenie mitochondriéw oligodendrogleju.

5. U podloza zmian w oSrodkowym ukladzie nerwowym lezy niedo-
tlenienie typu hipoksyjnego, z nakladajagcym sie zespolern niedokrwie-
nia, stanowigcym nastepstwo ogélnoustrojowych zaburzen hemodyna-
micznych.

. Koprxanc, M. fI. Moccarorcky, M. Cmsanek

TUCTOJOTUMYECKAA U BJIEKTPOHHO-MUKPOCKOIIHASA KAPTUHA
OKCIEPMMEHTAJBHOM OKCUYTJEPOIHOW DHIE®DAJIOIIATUU Y KPBIC

Pe3mowMme

IIpoBeieHbI I'MCTOJIOTUYECKME, TUCTOXUMMUYECKME (onpejesieHUd TJIMKOTeHa) U 9JeK-
TDOHHO-MMKPOCKOIIHbIE MCCJIEIOBAHMSA MO3ra KpPbIC, II0JIBEPrHYTBIX JIEMCTBUIO OKMUCHU
yriepoza.

OneITel NOCTaBJieHbI Ha 94 B3POCIBIX KpbiCax, Pa3fleJIeHHbIX Ha 5 3KCIepuMeH-
TajlbHBIX TPYIN, Pa3aUYaOIMCA IO NPOJOJIZKUTEJIBHOCTUM M CTEIleHM OTPaBJIEHM:,
YTO BBIPAXKaJjioCh NPOLEHTHBLIM coaepxaHueM KapbckcuremorjobuHa B KPOBUM U K-
HUYECKMUM COCTOSAHMEM JKMBOTHBIX.

Y XMBOTHBIX C IPOJAOJIZKUTEJHLHOCTHIO OTpaByenus 30 MMH. ¢ ypoBHEeM KapbOokcu-
remorjobuna go 659, (I rpynma), a TakKe y IXMBOTHBIX, KOTOPbIE COJEPXKaIUCh B
aTMocepe OKMCHM yriiepojla B Te4yeHMe 24 YaCOB M y KOTOPBIX YPOBEHb xkapbokcu-
remorsiobuua He npeBbuuatd 259, (II rpynma) He yCTAHOBJIEHO HECOPAaTUMMBIX Hapyllie-
HMII HEePBHOM TKaHM. HesHauuTe/bHbIe, HENOCTOAHIble pPacCeAHHbIEe TOBPEXKICHUSA
HEMPOLMTOB M OJIMIOJEHAPOTJMs ODHAPY KEeHb! B MO3re IKMBOTHBIX, MOABEPTHYTBIX
nevictBuio CO B TeyeHMe 24 4acCOB M y KOTOPBIX YpOBeHb KapboxkcuremorjgobmHa J0-
cturan 50% (III rpynma). Y KpbIC, COflepRalmMXcsA B aTMocdepe ¢ OKMUCLbIO yriiepoja
B TeyeHMe 1,5 4acoB, y KOTOPbIX ypoBeHhL Kapborcuremoriiobuua aocturan 70—80%o
1 KOTOpBIE BO BPeMsA OTPaBJEHUA JOBOAMIMUCH JO COCTOAHMA CHAYKM, IJISIUENACS IO
15 muu. (IV rpynna) KOHCTaTMPOBAJIOCh KakK ITOCTOSHHOe siBjieHue obpa3opaHue Ha-
KOTIJIEHMI T'JIMKOreHa B HEPBHOM TKaHM B NEPMOJ IIOCJIE€ OTPABJIEHUS IIPH OTCY'TCTBUM
NIPU3HAKOB TI'MCTOJIOTMYECKOI0 M 3JEeKTPOHHO-MMUKPOCKOITHOTO IIOBPEXKJAEHUS TKAHU.
Haubonplme HaKONJIeHUsA TIMKOTeHA BBICTYIAJM MEXKAY 4 u 12 yacoMm Iocjie OTpas-
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Jenuss. Ha 5-ble CyTKM 9KCIIEpMMEHTa TIJIMKOT€HHble HaKOIJeHusa, OoOHapy:iKeHHble
B HEPBHOM TKaHM, He OTJAMYAJMCh HM KOJMYECTBOM HM TOomorpadmeit OT TaKOBHIX,
HabJ0jlaeMbIX Yy KOHTPOJLHBIX XMBOTHBIX.

HeobpaTumble HapymieHusi TKaHM HaOMI0JaluCh y JRMBOTHBIX, ¥ KOTOPBIX IIpPU
nTpaBJeHuM B TedeHue 1,5 yaca ypoBeHb KapOokcuremorsobmua pocruran 70—=809,
A BpeMs CHAYKM NpoTArMBajoch A0 40 muu. (V rpynmna).

Tucrosormyeckmue mM3MEHeHUsl 4Yallle BCEro BBICTYIIaiM B NepeAHei 4YacTu TUIOo-
kamna (yuacroxk H, u H,—5), a TakzKe B 6esiom BelnecTBe MOJIyLIapuii TOJIOBHOTO MO3-
ra U B KoMuccype. MCKIIOYMTENHHO PEJKO IOBpexXJAeHMe Habiiozasiock B OJeaHoM
urape.

B yabTpacTpyKTypPHOM KapTUMHE KOPbI MO3ra B 24 yaca Iiocjie OTPaBJIEHMSA MOIKHO
pa3nauuuTh 3 creneHu noBpexjeHus. Camblie HebGoJblIMe M3MEHEHUA XapaKTepuso-
BaJMCh YBEJIMYEHHBIM KOJMYECTBOM 3€PH IJMKOTeHa B LMUTONJIa3Me aCTPOLIUTOB,
IIpexXjie BCEero B MX IPUCOCYAMUCTHIX OTPOCTKAX.

‘TIpu Gonee CMIBLHOM IOBPEeXAeHMM TKaHM 3aMeTHa Oblla OMyXOJb MMTOXOHAPUEB
B HEMPOLMTAX ¥ OJMUTOAEHTPOLMTAX, a B OTPOCTKAX ACTPOUMTOB, CGKPYZKAWIMX IO-
BpeXJeHHbIe HePOLUMTHI, cobupanuch HaAKOIJEeHU:A TJIMKOTeHa.

Hawubonee cuabHOe NOBpeXJeHMWE XapPaKTePU30BAJOCh HAJMYMEM Je31MHTerpalMOH-
HBIX M3MEHEeHMI1 KJIETOYHBIX 9JIEMEHTOB. B 9TMX cCJyyasX HAKOINIEHMS TJIMKOTEeHa
He BBICTyIaJIN.

B 6esoM BeliecTBe HabiIofalioch pacHIMpEeHMe MEeXKKJEeTOYHOr0 IIPOCTPAHCTBA,
OIyXO0Jb aCTPOrJMsfA, OIYXOJb MMUTOXOHAPMEB, IIPEXKIE BCETO OJUTOAEHAPOIMUTOB M Je-
reHepaTUBHbIE M3MEHEHMsl HEPBHBIX OTPOCTKOB, OXBAaTHIBAKOIIME dYallle BCEro Kak
¥ aKCOH, TaK M €ro MMOJIMHOBYI 000Ji0uky. Hacro 3aMeyanyu runeptpoduio HapyX-
HOI0 LMTOIIJIa3MaTUYECKOr0 OTPOCTKA MM3JMHOBOM 000JI0uKM. MHOrja MOXKHO Ob1I0
3aMETUTH MeJIKMe AKCOHBI JIOJIHOCTBIO OKPYIKEHHbIe IMUTONIJIa3MaTUYeCKUMM OTPOCT-
KaMyM OJIMI'OeHAPOLIMTOB.

B o6cyxaeHun mnaToreHesmuca ONMCAHHBIX M3MEHEHMII aBTOpPbI obpamiaror BHUMAa-
HYe Ha OCHOBHYIO POJb TMIIOKCEMMM M IeMOAMHAMUYECKUX DPACCTPOMCTB (yBeIudeHMme
BEHO3HOTO JaBJIEHMs, 3aCTOM) B ONpeJieJIeHMM TKAHEBbIX NOBpexXJeHuit. B To Bpems
KaK BTOPOCTENEHHYI0 POJIb MOTYyT UIpaTh Takue (pakTbl KaK OTEK, HEIIOCPEACTBEHHOE
JeCTBME OKMCHM YrJjepoja Ha TKaHb, a Tak¥Ke PeJIKO BCTpevalolllMecs BeHO3HbIEe
TpoMObI. HakoniieHue IIMKOIeHa ABJISAETCH PAaHHMM M 4YYBCTBMUTEJbHBIM IOKa3zaTeleM
TIOBPEeKAeHUs Ceporo BellleCTBa MO3ra.

J. Korthals, M. J. Mossakowski, M. Smiatek

HISTOLOGICAL AND ELECTRON MICROSCOPIC PICTURE
OF EXPERIMENTAL CARBON MONOXIDE ENCEPHALOPATHY

Summary

Histological, histochemical (glycogen determination) and electron microscopic
studies were carried out on the brains of 94 adult rats exposed to carbon mono-
xide. The rats were divided into 5 groups of different time and degrer of into-
xicaticn, the latter finding expression in the blood carbeoxyhemoglobin level and
clinical conditions of the animals.

In the animals intoxicated for 30 minutes at the carboxyhemoglobin level of
up to 65% (group I), as well as in those exposed to carbon monoxide for 24 hrs
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where the carboxyhemoglobin level did not exceed 25% (group II), no irreversible
impairment of the nervous tissue was found. Insignificant and irregular dissemi-
nated lesions of neurocytes and oligodendroglia were being observed in the brains
of animals treated with CO for 24 hrs, where the carboxyhymoglobine level
reached the value of 50% (group III). In the rats subjected to CO for 1.5 hr and
brought during intoxication to 15 min. coma, with the carboxyhemoglobin level
reaching values of 65—80% (group IV), accumulation of glycogen deposits in the
nervous tissue in the period following intoxication was observed to be a perma-
nent phenomenon, whereby neither histological nor electron microscopic features
of the tissue damage were present at that time. The most abundant glycogen
deposits have appeared between the 4th and 12th hour after intoxication. At the
5th day of experiment, both the quantity and topography of glycogen deposits
were identical to those observed in the control animals.

Irreversible tissue lesions were stated in animals in which during 1.5 hr into-
xication the carboxyhemoglobin level reached the values of 65—80% and duration
of coma — 40 minutes (group V).

Histological changes most frequently were being observed in the frontal part
of Ammon’s horn (segments hy and hy ), in the white matter of cerebral hemi-
spheres and in the splenium of corpus callosum. The pallidal lesions were very
rare.

In the ultrastructural picture of brain cortex at 24 hrs after intoxication, 3 de-
grees of tissue lesions could have been distinguished. The mildest changes were
characterized by the increased number of glycogen grains in the cytoplasm of
astrocytes, ifi particular in their perivascular processes. More intensive tissue
impairment was fanifested by swelling of mitochondria in neurocytes and oligo-
dendrocytes. In the astrocytes processes surrounding the impaired neurocytes, gly-
cogen deposits accumulated. The most severe degree was characterized by the
occurrence of desintegrative changes in the cellular elements. In the latter cases
the glycogen deposits were absent.

In the white matter, the following changes were being observed: extension of
intracellular spaces, swelling of astroglia, swelling of mitochondria, mostly oligo-
dendrocytic and degenerative changes in nerve processes, usually involving both
the axon and its myelin sheath.

Discussing the pathogenesis of the described changes, the authors poirt at the
crucial role of hypoxemia and hemodynamic disturbances (increase of venous
blood pressure, stasis) in the formation of tissue lesions. Factors like edema, di-
rect effect of CO on the tissue and rarely occuring venous thrombi play a secon-
dary role. Accumulation of glycogen constitutes an early and sensitive indication
of the impairment of grey matter.
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PODPISY POD RYCINY
LEGENDS FOR FIGURES

Ryc. 1. Martwica komoérek piramidowych w czeéci odcinka he i hsy rogu Amona.
Pow. 36 X.

Fig. 1. Necrosis of pyramidal cells in a part of hy; and hs segments of Amon horn.
X 36.

Ryc. 2. Martwica komoérek piramidowych rogu Amona z wtérnym rozplemem gle-
Jowym w odpowiadajacym odcinku warstwy piramidowej i striatum radiationis.
Pow. 120 X.

Fig. 2. Necrosis of pyramidal cells of Amon horn with secondary glial proliferation
in the corresponding segment of pyramidal layer and striatum radiationis. X120.

Ryc. 3. Ognisko martwicy komérek nerwowych w meocortex ze zgabczeniem
tkanki. Pow. 240 X.

Fig 3. Necrotic focus of nerve cells in neocortex with spongiosis of the tissue.
X 240.

Ryc. 4. Ognisko wybiérczej martwicy neuroné6w w prazkowiu z odczynem glejo-
wym. Pow. 120 X,
Fig. 4. Focus of selective necrosis of neurons in striatum with glial reaction. X120.

Ryc. 5. Cze§ciowa demielinizacja ciala modzelowatego, osrodkow pé6lowalnych i le-
wego strzepka hipokampa. Drobne ogniska demielinizacji w drogach wzrokowych.
Pow. 10 X.

Fig. 5. Partial demyelination of corpus callosum, semioval centres and left hippo-
campal fimbria. Small demyelination foci in optic tracts. X 10.

Ryc. 6. Odcinek istoty bialej z plackowatg demielinizacia. Pow. 480 X.

Fig. 6. Cerebral white matter with patchy demyelination. X 480.

Ryc. 7. Zachowanie normalnej struktury tkanki woké! naczyh potozonych w obre-
bie uszkodzonej istoty biatej. Pow. 120 X.

Fig. 7. Preservation of normal tissue structure around vessels situated within the
damaged white matter. X 120,

Ryc. 8. Ziogi glikogenu w odcinku hy rogu Amona. Pow. 240 X,
Fig. 8. Glycogen deposits in segment h, of Amon horn. X 240.

Ryc. 9. Zlogi glikogenu w istocie szarej prgzkowia (jadro ogoniaste). Pow. 480 X.
Fig. 9. Glycogen deposits in striatal grey matter (caudal nucleus). X 480.
Ryc. 10. Zlogi glikogenu w warstwie zwojowej kory mézdzku umiejscowione przy-
' naczyniowo i wok6t komoérek Purkinjego. Pow. 1000 X.
Fig. 10. Glycogen deposits in the nerve cells layer of cerebellar cortex localized
around the vessels and Purkinje cells. X 1000.
Rye. 11. Ztogi glikogenu w perikariach komoérek Purkinjego. Pow. 480 X.
Fig. 11. Glycogen deposits in perikarya of Purkinje cells. X 480.
Rye. 12. Zlogi glikogenu w perikariach i wypustkach komérek nerwowych jadra
nerwu VII. Pow. 480 X.

Fig. 12. Glycogen deposits in the perikarya and processes of nerve cells of facial
nerve nucleus. X 480.
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Ryc. 13. Martwica odcinka hy rogu Amona polgczona z caltkowitym brakiem gliko-
genu. Zlogi glikogenu sg widoczne w warstwie drobinowej fascia dentata. Ko-
moérki piramidowe fascia dentata nie wykazujg zmian. Pow. 120X.

Fig. 13. Necrosis of hy segment of Amon horn with complete absence of glycogen.
Glycogen deposits visible in the molecular layer of fascia dentata. Pyramidal cells
of fascia dentata show no changes. X 120.

Ryc. 14. Obrzmienie mitochondribw w wypustce protoplazmatycznej neuronu. s —
synapsa. Pow. 14000 X,

Fig. 14. Swelling of mitochondria in dendritic process of a neuron. s — synapse.
X 14 000.

Ryc. 15. Wycinek z perikarionu komérki nerwowej z zageszczong cytoplazma.
Obrzmienie mitochondriéw (m) i siatki $rédplazmatycznej (se). Wypustka gle-
jowa — wg Pow. 18000 X,

Fig. 15. Fragment of nerve cell perikaryon with condensed cytoplasm. Swelling
of mitochondria (m) and endoplasmic reticulum (se). Astrocytic process — wg
X 18 000.

Ryc. 16 Martwiczo zmieniona komérka nerwowa i otaczajace ja zwyrodnienie
gabcezaste tkanki. Jadro — J, perikarion — P, jamka — Jm, ciemny profil wy-
pustki — cp. Pow. 21 000 X.

Fig. 16. Necrotic nerve cell. Around spongy degeneration of the tissue. Nucleus —J,
perikaryon — P, cavitation — Jm, dark profile of the process — cp. X 21 000.

Ryc. 17. Nagromadzenie mitochondriéw i cialek gestych w wypustce nerwowej
Glikogen — G. Pow. 37000 X.

Fig. 17. Accumulation of mitochondria and dense bodies in a nerve process. Gly-
cogen — G. X 37000.

Ryc. 18, Wypustka merwowa z licznymi rozgalezionymi strukturami tubularnymi.
Pow. 19000 X.
Fig. 18. Nerve procerss with numerous branched tubular structures. X 19 000.

Ryc. 19. Ciala lipidowe i liczne ziarna glikogenu w przynaczyniowej wypustce
astrocytu protoplazmatycznego. Pow. 15000 X.

Fig. 19. Lipid bodies and numerous glycogen grains in a perivascular process of
protoplasmatic astrocyte. X 15 000.

Ryc. 20. Cialo lipidowe i liczne ziarna glikogenu w wypustce astrocytu wibkien-
kowego. Pow. 42000 X.

Fig. 20. Lipid body and numerous glycogen grains in a process of fibrillar astro-
cyte. X 42000.

Ryc. 21. Poszerzenie przestrzeni miedzy wibknami nerwowymi. Pow. 14000 X.
Fig. 21. Extension of the extracellular space between nerve fibres. X 14 000.

Ryc. 22. Poszerzenie przestrzeni (pm) miedzy astrocytami i oligodendrocytem.

W obrzmialym mitochondrium oligodendrocytu widoczna struktura mielinopodobna

(strzatka). W komoérce astrocytarnej widoczne obrzmicnie cytoplazmy i odcinkowe
poszerzenie przestrzeni miedzy blonami jadrowymi. Pow. 18000 X.

Fig. 22. Extension of the extracellular space (pm) between astrocyte and oligo-

dendrocyte. Myelin-like structure visible in a swollen oligodendrocyte mitochon-

drium (arrow). Swelling of cytoplasm and segmental extension of the space be-
tween nuclear membranes visible in astrocyte. X 18 000.
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Ryc. 23. Obrzmienie pojedynczych mitochondribw w wypustkach ﬁerwowych.
Pow. 13000 X.

Fig. 23. Swelling of some mitochondria in nerve cell processes. X 13 000.

Ryc. 24. Zwyrodnienie wypustki nerwowej pod postacia zageszczenia cytoplazmy
aksonu i zatarcia lub rozluZnienia struktury ostonki mielinowej. Pow. 30000 X

Fig. 24. Axonal degeneration in the form of condensation of its cytoplasm with
blurred and loosened structure of myelin sheath. X30000.

Ryc. 25. Oddzielenie sie blaszek mielinowych powstale na skutek rozszczepienia
linii po$rednich ostonki mielinowej (strzatki). Pow. 90 000 X.
Fig. 25. Separation of myelin lamellae due to splitting of intermediate lines of
myelin sheath (arrows). X90 000.

Ryc. 26. Oddzielenie sie¢ zewnetrznych blaszek mielinowych. Pow. 90 000 X.
Fig. 26. Separation of two outher myelin lamellae. X 90 000.

Ryc. 27. Rozszczepienie blaszek oustonki mielinowej wypustki nerwowej widocznej
po prawej stronie ryciny (A). Rozluznienie struktury ostonki mielinowej wypustki
nerwowej po lewej stronie ryciny (B). U géry ryciny widoczny wycinek prawidlo-
wej oslonki mielinowej (C). Pow. 70000 X.
Fig. 27. Splitting of myelin sheath around nerve process on the right side of [i-
gure (A) and loosening of myelin sheath structure around axon visible on the
left side (B). In the upper part of figure the fragment of normal myelin sheath (C)
is seen. x 70 000.

Ryc. 28. Struktury mielinopodobne (pojedyncze strzalki) w cytoplazmie makrofaga
wykazujace mniejsza gesto§¢ elektronowg niz normalna ostonka mielinowa (po-
dwoéjne strzatki). Pow. 29 000 X.

Fig. 28. Myelin-like structures (arrows) in macrophage cytoplasm showing a lower
electron density than normal myelin sheath (double arrows). X29 000.

Ryc. 29. Drobny akson (strzatka) otoczony przez cytoplazme oligodendrocytu. Pow.
30 000 X. L

Fig. 29. Fine axon (arrow) surrounded by oligodendrocyte cytoplasm. X 30 000.

Ryc. 30. Ostonka mielinowa z poszerzong zewnetrzng wypustka cytoplazmatycz-
ng. Pow. 50 000 X.

Fig. 30. Myelin sheath with extended external cytoplasmic process. X 50 000.

Ryc. 31. Ostonka mielinowa polgczona z cytoplazmg oligodendrocytu poprzez ostat-
nig blaszke mielinowsq (strzatki). Jadro — J, cytoplazma — C. Pow. 81 000X.
Fig. 31. Mpyelin sheath connected with oligodendrocyte cytoplasm by the last
myelin lamella (arrows). Nucleus — J, cytoplasm — C. X 81 000.

Ryc. 32. Oslonka mielinowa duzego aksonu otoczona w calo§ci przez rozbudowang
zewnetrzng wypustke cytoplazmatyczng. W wypustce widoczne liczne poprzecznie
przeciete tubule. Pow. 14 000 X.

Fig. 32. Myelin sheath of large axon entirely surrounded by enlarged external
cytoplasmic process. In the process numerous transversely sectioned tubuli are
visible. X 14 000.

Ryc. 33. Wypustka o matlej gestosSci elektronowej polaczona z cialem komoérkowym
oligodendrocytu wykazujgcym normalng gestos¢é elektronowg (strzalka wyznacza
miejsce potgczenia). Pow. 50 000 x.
Fig. 33. Cell process of a low electron density connected with oligodendrocyte
perikaryon showing normal electron density (arrow indicates point of junction).
X 50 000.
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GRAZYNA SZUMANSKA

OBRAZ HISTOCHEMICZNY MOZGU SZCZURA
W OSTRYM ZATRUCIU TLENKIEM WEGLA *)

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

Strukturalnym uszkodzeniom os$rodkowego ukladu nerwowego stano-
wigcym nastepstwo zatrucia tlenkiem wegla, zaréwno u ludzi, jak
i u zwierzat do$wiadczalnych, poswiecone jest obszerne piSmiennictwo
neurcpatologiczne. W dostepnym piS$miennictwie nie spotkaliSmy nato-
miast badan poswieconych zmianom histochemicznym w o$rodkowym
ukladzie nerwowym, poza praca Hoppe-Kurowskiej (1973), w ktoérej
autorka omawia caltoksztalt uszkodzen histologicznych i histochemicznych
wystepujacych w hodowanej w warunkach pozaustrojowych tkance ner-
wowej i glejowej, poddanej dzialaniu tlenku wegla.

Smialek i wsp. (1973) w badaniach biochemicznych wykazali, ze w od-
powiednio dobranym modelu do$wiadczalnym zatrucia CO dochodzi do
przejSciowego gromadzenia sie w osrodkowym ukladzie nerwowym gli-
kogenu, wspolistniejacego z zaburzeniami w aktywnos$ci UDPG-g trans-
ferazy, fosforylaz i oksydazy cytochromowej w przypadkach, w ktérych
nie stwierdzano zadnych strukturalnych uszkodzen tkankowych mézgu.
W tych samych warunkach Albrecht (1973) wykazal obecno$¢ odwra-
calnych zaburzen biosyntezy biatka w moézgu. Wyniki wyzej wymienio-
nych badan wskazujg, ze w nastepstwie ostrego zatrucia tlenkiem we-
gla dochodzi do zaburzen metabolizmu o$rodkowego ukladu nerwowego,
nie znajdujgcych wykladnika w jego obrazie morfologicznym.

Celem niniejszej pracy byla histochemiczna ocena aktywnos$ci wybra-
nych grup enzymatycznych w mozgu zwierzat poddanych jednorazo-
wemu zatruciu tlenkiem wegla, u ktérych nie stwierdzano struktural-
nych uszkodzen osrodkowego ukladu merwowego. Ewentualne zmiany
w aktywnosci histoenzymatycznej moglyby stanowi¢ wykladnik zabu-
rzen metabolicznych, wyprzedzajacych uszkodzenia strukturalne.

*) Praca cze§ciowo subsydiowana z umowy polsko-amerykanskiej PL 480, Grant
Public Health Service USA. Agreement 05-004-1.
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MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 30 6-tygodniowych szczurach, rasy
Wistar, samcach, wagi okolo 150 g. Material kontrolny stanowilo 18
szezurow. Zwierzeta doswiadczalne umieszczano na okres 90 min. w ko-
morze o pojemnosci 60 1, przez ktorg przez 60 min. przepuszczano w spo-
s6b ciagly powietrze (1 1/min.), zawierajace 1% objetosciowy tlenku we-
gla. Przez pozostale 30 min. szczury pozostawaly w komorze o zmniej-
szajacej sie zawartosci CO, w wyniku przepuszczania przez nia w tym
czasie czystego powietrza. W okresie zatruwania zwierzeta doprowa-
dzano do stanu $pigczkowego, trwajacego 15 min. W tym czasie poziom
hemoglobiny tenkoweglowej, oznaczanej wg metody Witehaeda i War-
thingtona (1961) osiagat wartosci 65—80%. Zastosowane warunki do-
Swiadczenia odpowiadaly grupie IV w serii Korthalsa i wsp. (1973),
w ktérej badaniem w mikroskopie swietlnym i elektronowym nie stwier-
dzono zmian patologicznych w os$rodkowym ukladzie nerwowym szczu-
réw, poza nadmiernym gromadzeniem sie zlogow glikogenu. Warunki te
byly identyczne z warunkami do$wiadczalnymi stosowanymi przez
Smiatka i wsp. (1973) oraz Albrechta (1973) w przypadku badan bioche-
micznych.

Po zatruciu zwierzeta przenoszono do atmosfery czystego powietrza,
a nastepnie dekapitowano bez narkozy w grupach po uplywie 0, 2, 4, 6,
12, 24, 48, 72 i 120 godzin od zakonczenia doswiadczenia. Kazda grupa
czasowa obejmowala po 3 zwierzeta do$wiadczalne i uzupelniana byta
2 szczurami kontrolnymi, analogicznego wieku i wagi, nie poddanymi
zadnym zabiegom.

Mozgi cieto na bloki w plaszczyznie czolowej przechodzacej na wy-
soko$ci skrzyzowania wzrokowego, rozwinietych jader podstawy oraz
mozdzku z opuszka. Pobierane do badan bloki tkanki zamrazano na su-
chym lodzie w M-1 embedding matrix for frozen sectioning f-my Lip-
shaw i skrawano w kriostacie w temp. —15° na skrawki grubosci 14 w«.
Badanie histochemiczne obejmowalo reakcje PAS wg Mc Mannusa
i Mowry (1958) oraz oznaczanie glikogenu metoda PAS-dimedon wg
Bulmera (1959). Swoisto$¢ odczynu kontrolowano trawieniem diastaza.
Badanie histoenzymatyczne obejmowalo okre$lenie aktyvwno$ci enzymoéow
zestawionych w tabeli 1. Dla oceny ewentualnych uszkodzen tkankowych
oraz lepszego okreslenia topografii odczynéw histochemicznych wyko-
nano uzupelniajgce badania histologiczne na ,blizniaczych” skrawkach
kriostatowych barwionych fioletem krezylu.

Obraz histologiczny oceniany w barwieniu przeglagdowym nie wyka-
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Tabela 1. Wykaz wykonanych odezynéw histochemicznych

Enzym Metoda
Fosforylaza a Takeuchi, Kuriaki (1955)
Fosforylaza a-+b (niezaleznie) modyf. Godlewski (1963)

Fosforylaza calkowita
Urydyno-dwufosfc-glukozo-glikogen-transferaza Takeuchi, Glener (1961)

Oksydaza cytochromowa Burston (1962)

Dehydrogenaza glukozo-6-fesforanu Hess i wsp. (1958)

Dehydrogenaza bursztynianowa Novikoff (1963)

Dehydrogenaza mleczanowa Hess 1 wsp. (1958)

Fosfataza kwasdna Barka (1963)

Fosfataza zasadowa Gomori (1946)
WYNIKI

zywal zmian patologicznych w osrodkowym ukladzie nerwowym w zad-
nej grupie zwierzat doswiadczalnych.

Glikogen. U zwierzat kontrolnych drobne ziarniste zlogi gliko-
genowe wystepowaly jedynie w komdrkach splotu naczyniéwkowego,
wySscidlce komér, podoponowo oraz w niektéorych neuronach formacji
siateczkowatej pnia moézgu.

U zwierzat do$wiadczalnych ziarnistosci glikogenu pojawialy sie po-
nadto we wszystkich formacjach szarych moézgu, zwlaszcza w korze méz-
gowej (ryc. 1), z wyraznym nasileniem w rogu Amona, w strukturach
szarych pnia moézgu oraz w warstwie komoérek Purkinjego kory moézdz-
ku (ryc. 2). Wystepowaly one w postaci drobnych ziarnistosci rozsia-
nych w neuropilu, zageszczajacych sie dookola naczyn oraz jader ko-
moérek glejowych, a rzadziej wokét komérek nerwowych. Najobfitsze
zlogi glikogenowe obserwowano w grupie zwierzat 4-godzinnych, choé
utrzvmywaty sie one do 72 godziny po doswiadczeniu. W 5 dni po do-
$wiadczeniu ilos¢ i lokalizacja zlogéw glikogenowych nie odbiegaly od
obrazéw stwierdzanych u zwierzat kontrolnych.

UDPG-g transferaza. Aktywnos¢ enzymu w moézgach zwierzat
kontrolnych byla niska i ograniczona wylacznie do tych obszarow, w kto-
rych stwierdzono zlogi glikogenu. Ta sama zalezno$¢ lokalizacyjna utrzy-
mywala sie rowniez u zwierzat do$swiadczalnych. Ztogi produktu konco-
wego reakcji stwierdzano w tych samych strukturach moézgu i moézdzku
i w tym samym czasie co ziarnistosci glikogenowe (ryc. 3, 4). W niekto-
ryvch jednak okolicach mézgowia aktywnos$¢ enzymu pojawiala sie wcze-
$niej niz zlogi glikogenu. Nalezala do nich miedzy innymi kora mézgu
(ryc. 2), w ktérej aktywno$é enzymatyczna UDPG-g transferazy stwier-
dzano juz w 2-giej godzinie po zatruciu, podobnie jak w niektérych neu-
ronach pnia mézgu, np. w jadrze bocznym nerwu przedsionkowego.
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W okresie miedzy 4 a 48 godzina po zatruciu odeczyn enzymatvczny na-
silal sie, wykazujac znaczne zréznicowanie nasilenia w réznych okoli-
cach moézgowia. Szczegblnie wyraznie wystepowal w neuronach jadra
bocznego formacji siatkowatej pnia mézgu i w niektérych jadrach ner-
wow czaszkowych oraz w komérkach Purkinjego (ryc. 5). W 5 dniu po
doswiadczeniu aktywnos¢ UDPG-g transferazy nie rdznila sie od stwier-
dzanej w materiale kontrolnym.

Fosforylazy. U zwierzat kontrolnych stwierdzono bardzo znaczne
zréznicowanie natezenia i lokalizacji odczynu histochemicznego w po-
szczegblnych reakcjach. Aktywnosé fosforylazy a byta sladowa w wiek-
szosci formacji szarych i bialych mozgu, nieco silniejsza jedynie w spo-
idle wielkim (ryc. 6), w torebce wewnetrznej i peczkach wlékien
w jadrach podstawy. Aktywnos¢ fosforylazy a+b byla znacznie silniej-
sza w formacjach szarych, zwlaszcza w korze moézgu w pordéwnaniu
z aktywnoscig fosforylazy a. Zréznicowanie to wskazuje na to, ze struk-
tury szare zawieraja enzym w postaci nieczynnej b, uczynnianej przez
adenozyno-mono-fosforan.

Odczyn na fosforylaze calkowita, stanowiacy wykladnik czynnosci
fosforylazo-b-kinazy, byl bardzo silny w istocie szarej jak i biatej
moézgu (ryc. 7) i zlokalizowany w komérkach nerwowych kory i w jej
neuropilu oraz we wloknach nerwowych i w gleju. Szczegélne nasilenie
reakcji histoenzymatycznej obserwowano w neuronach rogu Amona i we
wloéknach spoidia wielkiego.

U zwierzat do$wiadczalnych w najwczesniejszych grupach czasowyeh,
od 0—4 godz. po zatruciu, nie stwierdzono zmian w aktywnosci fosfo-
rylaz. Natomiast w okresie od 6 do 48 godz. po doswiadczeniu obserwo-
wano stopniowe wybitne nasilanie sie odczynu na fosforylaze a-b,
fosforylaze b i fosforylaze calkowitg (fosforylazo-b-kinaza) (ryc. 8). Na-
silenie odczynu barwnego dotyczylo zaréwno struktur istoty bialej, jak
i szarej, zwlaszcza kory moézgu, a w niej komoérek nerwowych giebokich
warstw (ryc. 9).

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu. Aktywno$¢ tego enzymu
u zwierzat kontrolnych byla niska i wyrazala sie delikatnym dyfuzyj-
nym odczynem w korze moézgu i jeszcze slabszym w istocie bialej,
zwiazanym zazwyczaj z komoérkami glejowymi (ryc. 10). Podobng reak-
cje enzymatyczng obserwowano w korze i w istocie biatej moézdzku.
Znacznie silniejszy odczyn stwierdzano w jadrach podstawy.

U zwierzat poddanych zatruciu, juz w czasie ,,0”, obserwowano wy-
datny wzrost aktywnosci tego enzymu, przede wszystkim w istocie
biatej, cho¢ wyrazny réwniez w strukturach szarych mézdzku i mézgu.
W dalszych grupach czasowych od 2 do 48 godziny obserwowano obfite
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zlogi dwuformazanu w cytoplazmie i wypustkach komérek glejowych,
glownie astrocytow istoty bialtej oraz komoérek nerwowych kory mozgu
(ryc. 11) i mézdzku. Wysoka, wyraznie podwyzszona w stosunku do
zwierzat kontrolnych aktywnos$¢ enzymu utrzymywala sie az do 5 dnia
po zatruciu.

Dehydrogenaza bursztynianowa. U zwierzat kontrolnych wy-
soka aktywnos$¢ enzymu obserwowano we wszystkich formacjach sza-
rych mézgowia. Przy czym dodatni odczyn histochemiczny wystepowat
zar6wno w neuropilu jak i w czes$ci perikarialnej neuronéw. Szczegoblnie
nasilong reakcje stwierdzano w komoérkach nerwowych giebokich warstw
kory (ryc. 12) oraz w niektérych neuronach okolicy podwzgérzowej
(ryc. 14), pnia moézgu i komoérkach Purkinjego moézdzku. W grupie
zwierzat do$wiadczalnych, juz w czasie ,0” i w pozostalych czasach,
az do 72 godzin po zatruciu stwierdzono rozlany wybitny spadek aktyw-
nosci enzymu zaréwno w neuropilu jak i w perikariach neuronéow
(ryc. 13 i 15) we wszystkich formacjach szarych. Obraz aktywnosci
enzymatycznej po 5 dniach nie odbiegal natomiast od obrazu stwier-
dzanego u zwierzat kontrolnych.

Dehydrogenaza mleczanowa. Wysoka aktywnos$¢é enzymatyczna,
wystepujaca we wszystkich formacjach szarych mézgowia oraz w ko-
morkach glejowych istoty biatej, gtéwnie w oligodendrocytach nie wy-
kazywala réznic intensywnosci i lokalizacji u zwierzat doswiadczalnych
w poréwnaniu z materialem kontrolnym.

Oksydaza cytochromowa. Aktywno$¢ enzymatyczna oksydazy
cytochromowej u zwierzat kontrolnych wykazywala identyczna lokali-
zacje jak aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej. Zjawiskiem cha-
rakterystycznym dla oksydazy cytochromowej byla przewaga nasilenia
odezynu histochemicznego w neuropilu w poréwnaniu z perikariami
komérek nerwowych. Wiaze sie to z wysoka aktywnoscig enzymatyczng
w dendrytach, aksonach i zakonczeniach synaptycznych. Najsilniejszy
odczyn histoenzymatyczny u zwierzat kontrolnych wystepowat w istocie
szarej jader podstawy.

U szczuréw do$wiadczalnych, juz w najwcze$niejszych grupach czaso-
wych stwierdzano wybitny, stopniowo nasilajacy sie spadek aktywnosci
enzymu we wszystkich strukturach mézgowia (ryc. 17). Przy czym na-
silenie reakcji histoenzymatycznej nawet w 5 dnili po zatruciu jest nizsze
niz w grupie kontrolnej.

Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej i zasadowej. W obrazie histo-
~hemicznym nie stwierdzono réznic nasilenia i lokalizacji aktywnosci
obu enzyméw miedzy grupa zwierzat doswiadczalnych i kontrolnych.
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OMOWIENIE

Wyniki naszych badan wskazuja, ze ostre zatrucie tlenkiem wegla nie
prowadzace do strukturalnych uszkodzen osrodkowego ukladu mnerwo-
wego, powoduje zaburzenia w szeregu ognisk metabolizmu tkanki ner-
wowej, ktorych wykladnikiem sg stwierdzane zmiany histochemiczne.

Zasadniczy wzorzec nieprawidlowosci histochemicznych byl zblizony
do opisywanych w réznych modelach do$wiadczalnych niedotlenienia
tkanki nerwowej (Shimizu, Hamuro 1958, Becker, Barron 1961, Spector
1963a, 1963b, Atkinson, Spector 1964, Mossakowski i wsp. 1968, 1973,
Ibrabim i wsp. 1970, Domanska-Janik 1972). Nasze wyniki réznity sie
jednak od wiekszosci obserwacji wyzej wymienionych autoré6w odwra-
calno$cig i dynamika narastania. Przedstawione zmiany histochemiczne
‘wykazywaly istotne zréznicowanie w zaleznosci od badanego enzymu.
Enzymy metabolizujgce glikogen wykazywaly wzrost aktywnosci towa-
rzyszacy pojawieniu sie zlogéw wielocukru. Podwyzszenie aktywnosci
charakteryzowalo réwniez dehydrogenaze glukozo-6-fosforanu, repre-
zentujaca pierwsze ogniwo cyklu pentozowego, podczas gdy oba enzy-
my mitochondrialne: oksydaza cytochromowa i dehydrogenaza burszty-
nianowa wykazywaly bardzo wczesny spadek aktywnosci. Cytoplazma-
tyczna dehydrogenaza mleczanowa reprezentujaca cigg glikolityczny nie
wykazywala natomiast zadnym zmian aktywnosci, podobnie jak lizoso-
malne enzymy hydrolityczne: fosfataza kwasna i zasadowa.

Najbardziej znamienne i wykazujace najwieksze podobienstwo do
obrazéw stwierdzanych w réznych typach niedotlenienia bylo groma-
dzenie sie glikogenu i wzrost aktywnos$ci enzyméw metabolizujacych
glikogen.

Odwracalne gromadzenie sie glikogenu w o$rodkowym ukladzie ner-
wowym w nastepstwie réznego tyPu niedotlenienia i/lub niedokrwienia
tkanki nerwowej stwierdzili Mossakowski i wsp. (1968, 1973). Ibrahim
i wsp. (1970), Long i wsp. (1972). Cecha wsp6lna obrazéw stwierdzanych
przez wyzej wymienionych autoréw bylo odkladanie sie zlogéw polisa-
charydu po zakonczeniu dzialania czynnika uszkadzajacego i ich wyste-
powanie wylacznie w tych obszarach osrodkowego ukladu nerwowego,
ktére nie wykazywaly cech histologicznego uszkodzenia. Topografia zio-
géw wykazywala przy tym wyrazna zaleznos¢ od typu doswiadczenia
i wieku zwierzat, a dynamika ich gromadzenia i zanikania byla uwa-
runkowana rodzajem niedotlenienia.

W zatruciu tlenkiem wegla, zar6wno w serii do$wiadczen, przedsta-
wionych w niniejszej pracy, jak i w doswiadczeniach Korthalsa i wsp.
(1973) (grupa IV), zlogi glikogenowe pojawialy sie i osiagaly najwieksze
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nasilenie znacznie wcze$niej niz w innych typach doswiadczalnej hipo-
ksji i ischemii.

Wazrost aktywnosci UDPG-g transferazy (syntetazy glikogenowej) wy-
przedzal w czasie pojawianie sie zltogéw glikogenu, podobnie jak w ba-
daniach Mossakowskiego i wsp. (1968) nad okoloporodowa asfiksja no-
worodkéw, wykazujac przy tym pelna zgodnos$¢ topograficzna w odkia-
daniu sie polisacharydu. Dynamika gromadzenia sie glikogenu i wzrostu
aktywno$ci UDPG-g transferazy sg réwniez zgodne z biochemicznymi
obserwacjami Smiatka i wsp. (1971, 1973) i mogg wskazywa¢, ze w za-
truciu tlenkiem wegla, podobnie jak w niedokrwieniu moézgu, nieprawi-
dlowe gromadzenie sie glikogenu jest zwiazane ze wzrostem jego syn-
tezy, uwarunkowanej podwyzszong aktywnoscig syntetazy glikogenowej.
Mechanizm stymulacji aktywno$ci UDPG-g transferazy jest niewatpli-
wie zlozony i wieloogniskowy. Zwraca jednak uwage fakt, ze w nastep-
stwie niedotlenienia dochodzi do trwajacego przez kilka godzin uposle-
dzenia zuzytkowania glukozy (Atkinson, Spector 1964)). Nie zuzytkowana
glukoza, zwlaszcza w jej formie ufosforylowanej moze stanowi¢ w tym
przypadku czynnik stymulujgcy aktywnos$¢ syntezy glikogenu (Brecken-
ridge, Crawford (1961). Nie wylgcza to oczywiscie innych mechanizméw
stymulacji aktywnosci enzymu.

W przeciwienstwie do syntetazy glikogenu, wzrost aktywnosci fosfo-
rylaz przypadal na okres pOzniejszy, pojawiajac sie¢ w czasie znacznego
nagromadzenia zlogow wielocukru. Wydaje sie, ze glikogen gromadzacy
sie w zwiekszonej ilosci moze stanowi¢, zgodnie z sugestiami Nelsona
i wsp. (1968) czynnik stymulujacy aktywnos¢ fosforylaz. W naszym
materiale zwracalo uwage zrdéznicowanie natezenia aktywnosci enzyma-
tycznej w trzech odczynach histochemicznych na fosforylazy, wskazu-
jace przede wszystkim na wzrost aktywnosci fosforylazy b, zaleznej od
AMP, oraz fosforylazo-b-kinazy. Zmiany w puli nukleotydéw adenino-
wych, w tkance nerwowej w nastepstwie zatrucia tlenkiem wegla, z2
wzrostem poziomu AMP wykazane przez Sikorskg i wsp. (1973) moga
z kolei stanowi¢ czynnik stymulujacy ten uklad enzymatyczny.

Drugim elementem obserwowanych zmian histochemicznych byt
znaczny i wcezesny spadek aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej
i oksydazy cytochromowej. Wydaje sie, ze obnizenie aktywnoSci obu
enzymoOw, spostrzegane réwniez przez Spectora (1963a, 1963b) w przy-
padkach niedotlenienia prostego i ischemiczno-anoksyjnego, stanowi
wykiadnik zaburzen czynno$ciowych w mitochondriach, jakkolwiek
Korthals i wsp. (1973) w analogicznej grupie do$wiadczalnej (grupa IV)
nie stwierdzali w obrazie mikroskopowo-elektronowym zmian w ich
strukturze. Z drugiej strony jednak ci sami autorzy podkreslali wrazli-
wo§é mitochondriébw komoérek nerwowych i oligodendrocytéw na dzia-
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lanie tlenku wegla (grupa V). Wobec nie wyjasnionego zagadnienia
mozliwosci przechodzenia CO do tkanek osrodkowego ukladu nerwo-
wego, trudno jest przesadzi¢c w jakiej mierze obnizenie aktywnos$ci
oksydazy cytochromowej jest nastepstwem hipoksji anoksyjnej, zwig-
zanej z wytworzeniem hemoglobiny tlenkoweglowej, a w jakiej efektem
bezposredniego blokowania oksydazy cytochromowej przez CO. Zakla-
dajgc mozliwo$¢ przechodzenia CO do tkanek osrodkowego ukladu ner-
wowego wraz z plynem obrzekowym (Schwedenberg 1959), nalezy
zwréci¢ uwage, ze w analogicznej do naszej grupie doswiadczalnej,
Korthals i wsp. (1973) nie stwierdzili zadnych cech obrzeku moézgu.

Analogiczny do obserwowanego w naszym materiale wzrost aktyw-
nosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu opisata Domanska-Janik (1972)
u zwierzat w prostym i ischemiczno-hipoksyjnym niedotlenieniu mozgu.
Zmiany histochemiczne, wystepujace wybidrczo w gleju, przede wszyst-
kim astrocytarnym moga by¢ wyrazem aktywizacji metabolicznej cyklu
pentozowego. By¢ moze zwiekszenie aktywnos$ci G-6-P DH jest zwia-
zane z aktywacjg procesow bioracych udzial w biosyntezie biatka w ko-
moérkach glejowych, ktoérej wzrost w nastepstwie zatrucia tlenkiem
wegla, ograniczony wylacznie do frakecji glejowej, przy wydatnym spad-
ku w neuronach stwierdzili Albrecht i Smialek (1973). Zgodnie z panu-
jacymi pogladami cykl pentozowy jest zwiazany z procesami biosyntezy
bialek w osSrodkowym ukladzie nerwowym (Burt, Wenger 1961).

Brak zmian w aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej, przy ich
stwierdzaniu przez innych autoréw (Domanska-Janik 1972) moze byc¢
uwarunkowany stopniem uszkodzenia tkanki nerwowej. W materiale
Domanskiej-Janik (1972), obnizenie aktywnosci LDH podobnie zresztg
jak G-6-P DH dotyczylo bowiem tylko nieodwracalnie uszkodzonych
obszaréw mozgu. Niezmieniona aktywno$s¢ LDH w obrazie histochemicz-
nym nie moze by¢ )jednoznacznie traktowana jako wyvraz rzeczywistego
braku zmian w tym ukladzie enzymatycznym. Zréznicowanie reakeji
poszczegélnych izoenzyméw LDH na niedotlenienie moze byé odpowie-
dzialne za brak uchwytnych zmian w obrazie globalnej aktywnosci
enzymatycznej uzyskiwanym w preparacie histochemicznym (Latner,
Skillen 1968).

Brak zaburzen w aktywnosci enzymoéw hydrolitycznych nalezy za-
pewne wigza¢ z natezeniem uszkodzenia tkanki. Becker i Berron (1961)
podkreslali, ze wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej w tkance nerwo-
wej wiaze sie z wystepowaniem zmian zwyrodnieniowych w neuronach,
a jej spadek z ubytkami komoérek. W naszym materiale nie obserwowano
tego typu zmian.

Podsumowujgc nasze obserwacje nalezy Podkres$li¢, ze stwierdzane
przez nas nieprawidlowos$ci histochemiczne odpowiadaja zmianom opi-
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sywanym jako nastepstwo niedotlenienia. Réznice obrazu histochemicz-
nego w naszej serii doswiadczalnej w poréwnaniu z obserwacjami innych
autoréw na innych modelach niedotlenienia nalezy odnie$¢ zapewne do
odrebnosci warunkéw doswiadczalnych, dotyczacych przede wszystkim
stopnia i czasu trwania niedotlenienia. Ze wzgledu na wspomniang po-
wyzej niejasnos$¢, co do przechodzenia CO do osrodkowego ukladu ner-
wego trudno oceni¢ jaki jest udzial cytotoksycznego dziatania tlenku
wegla, zwigzanego z jego powinowactwem do komdrkowych ukladow
oddechowych, w patogenezie opisanych zmian histochemicznych. Jego
mozliwos¢ sugeruja nieprawidlowosci aktywno$ci oksydazy cytochromo-
wej oraz biochemiczne obserwacje Smialtka i wsp. (1973), ktérzy stwier-
dzili ca 25% spadek aktywnoSci tego enzymu w mitochondriach mézgu
juz w czasie zatruwania zwierzat.

WNIOSKI

1. Ostre zatrucie tlenkiem wegla, nie powodujace trwalych uszkodzen
osrodkowego ukladu nerwowego, prowadzi do przejsciowych, odwracal-
nych w wiekszosci zmian histochemicznych, wyrazajacych sie groma-
dzeniem sie glikogenu, wzrostem aktywnosci enzymow metabolizujacych
glikogen i dehydrogenazy glikozo-6-fosforanu, oraz spadkiem aktywnosci
dehydrogenazy bursztynianowej i oksydazy cytochromowej.

2. Obserwowane zmiany histochemiczne maja charakter identyczny
z zaburzeniami opisywanymi w innych typach doswiadczalnego niedo-
tlenienia.

3. Brak jest danych pozwalajacych na okreslenie patogenetycznej roli
cytotoksycznego dzialania tlenku wegla.

T'. IIlymaHcka

I'MCTOXMMUYECKAA KAPTUHA MO3TA KPbICHI B SKCIIEPYMMEHTAJIGHON
OCTPOM OKCUYI'JEPOJIHOMN MHTOKCUKALIMU

PeszomMme

IIpoBeAeHbI I'MCTOXMMMYECKHME MCCIENOBAHMA MO3ra KpPbIC, INOABEPIHYTHIX OCTPC-
My OTPaBJIEHMIO OKMCBLIO yrJjepona. 2KMBOTHBIe NoMeljajamMch Ha 1.5 yaca B KaMmepy,
Yyepe3 KOTOPYIO NPOIyCKajay ra3oByI0 CMeCb, cozepIkallyio 19/, OKuCM yrJiepoja.

YpoBens KapbokcureMorjiobyHa B KPOBUM KMBOTHBIX COCTaBNIAd 65—80°/,. Bo Bpems
OTpPaBJIeHUsI KpPbIChI B Te4yeHMe 15 MMHYT ObIIM B COCTOAHMM CHAYKM. 2JKMBOTHBIX
ymeptBsau B 0, 2, 4, 6, 12, 24 u 48 yacoB, a TakxKe 3 M 5 AHENM IOCJEe OTPABICHUSA.
VccneioBaHue OXBAThIBAJIO OLIEHKY HAKOIJIEHUSA TIJIMKOT€Ha M aKTMBHCCTH CJIEAyH-
mux 2H3uMOB: Y[ PI'-r-tpaHcdepassl, docdopnias, UMTOXPOMOKCUAASKI, AeIUAPOTe-
Ha3: IJI0K030-6-hocchara, CyKUMHATA M MOJIOYHOM KMCJIOTHI, @ TaKyKe IIeJIOYHOM
u Kucaoi ocdoraspl. IlapaniesbHO NPOBEAEH TUCTOJOTMYECKMM KOHTPOJAbL MaTe-
puana.
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Hu B oAHOM ciyuyae He YCTAHOBJIEHbI BMAVMbIE IMCTOJIOIMYECKME IICEPEeKIeHVis
IIeHTPAJbHOM HEPBHOM CUMCTEMBlL. B TO BpeMs Kak B LMTOXMMMYECKOM KapTHHE MO3ra
JKMBOTHBIX, IIOJIBEPTHYTBIX OTPaBJEHMIO OKMCHIO YTJEPOJa, YCTAHOBJIEHO HaJMuue
HaKOMJIEHUI TJMKOTeHa, NOBBIIIEHMEe AKTMBHOCTM SH3MMOB MeTab0nuM3MpYIOIIMX TJIM-
xoreH (YI®I'-r-tpaHcdepassl 1 Gocdopuias), a Takme IAeTrMAPOreHasbl TII0K030-6-
-dacdara TpyM OAHOBPEMEHHOM YMEHBIIEHMM AKTUBHOCTM AerUMAPOreHasbl CyKUMHATA
M IOUTOXPOMOKCHJA3bl. AKTMBHOCTL JIETMAPOTeHA3bi MOJIOYHOM KMCJIOTBI, a TaKKe
KMCJION M IIeJIOYHOM pocdaTasbl HE3aBUCHMMO OT BPeMeHM II0CJie OTPaBJEeHUs He
OTJIMYAJIOCh OT aKTMBHOCTM, HabJI0/1laeMOii y KOHTPOJIbHBIX KUBOTHBIX.

BrnnenpejcraBiieHHbIE TUCTOXUMMMYECKMe Ipeobpaxkenus Obiau obpaTumbiMu 1
TOJIHOCTEI0 MCYEe3JIM 4Yepe3 5 JHey IIocjie OTpaBJieHUs. fBJASAIOTCSA OHM TOKa3aTesieM
HapymeHusa Meraboiu3Ma HePBHOJ TKaHM B pesyibrare AeyctBus CO, HaXOAAIIMXCs
HUZKe Iopora ee Heob6paTVMMOro MOBPEXKA€HMUS.

G. Szumanska

HISTOCHEMICAL PICTURE OF RAT BRAIN IN EXPERIMENTAL ACUTE
CARBON MONOXIDE INTOXICATION

Summary

Histochemical studies were carried out on 30 rats subjected to acute intoxica-
tion with carbon monoxide. The animals were group ventilated with a gas mixture
containing 1% carbon monoxide for 1.5 hr in a chamber. The blood carboxy-
hemoglobin level was 65—80%. During intoxication the animals were in comatous
state for a period of 15 min. The rats were sacrificed at 0, 2, 4, 6, 12, 24 and 48
hrs and 3 and 5 days after intoxication. The studies included the evaluation of
glycogen accumulation and of the activity of the following enzymes: UDPG-
-transferase, phosphorylases, cytochrome oxidase, glucose-6-phosphate, succinate-
-and lactate dehydrogenases and acid and alkaline phosphatases. Parallel, a histo-
logical examination of the material was performed.

No histologically detectable changes in the central nervous system were found
in any of the examined cases. Histochemical examination of the brains of rats
subjected to carbon monoxide intoxication revealed accumulation of glycogen
deposits and an increase of the activity of glycogen-metabolizing enzymes (UDPG-
~-transferase and phosphorylases) and glucose-6-phosphate dehydrogenase with
a concomitant drop in the succinic dehydrogenase and cytochrome oxidase activity.
The activities of lactate dehydrogenase and acid- and alkaline phosphatases were
in all times after intoxication identical to the control values. The above histo-
chemical changes were reversible and retreated completely within 5 days after
intoxication. These changes form a manifestation of metabolic disturbances of
the nervous tissue following CO intoxication, which do not exceed the threshold
of its irreversible impairment.
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PODPISY POD RYCINY
LEGENDS FOR FIGURES

Ryc. 1. Kora mobzgu, warstwa drobinowa. Ziarniste zlogi glikogenu w neuropilu
i wok6l naczyn (4 godz. po zatruciu). PAS-dimedon. Pow. 200X,
Fig. 1. Granular glycogen deposits in neuropile and around the vessels in the
molecular layer of cerebral cortex (4 hrs after intoxication). PAS-dimedone.,
X 200.

Ryc. 2. Aktywno$§¢ UDPG transferazy w warstwie drobinowej kory moézgu (2 godz.
po zatruciu). Pow. 200X.

Fig. 2. UDPG-transferase activity in the molecular layer of cerebral cortex (2 hrs
after intoxication). X<200.

Ryc. 3. Ziarnisto$ci glikogenu w neuropilu w warstwie drobinowej kory moézgu
(24 godz. po zatruciu). PAS-dimedon. Pow. 400X.

Fig. 3. Glycogen granulations in the neuropile in the molecular layer of cerebral
cortex (24 hrs after intoxication). PAS-dimedone. X400.

Ryc. 4. Aktywno$é UDPG transferazy w warstwie drobinowej kory moézgu (24 godz.
po zatruciu). Pow. 400X.

Fig. 4 UDPG-transferase activity in the molecular layer of cerebral cortex (24 hrs
after intoxication). X400.

Ryc. 5. Aktywno§¢ UDPG transferazy w komoérkach Purkinjego (4 godz. po za-
truciu). Pow. 400X,

Fig. 5. UDPG-transferase actiyity in Purkinje cells (4 hrs after intoxication). X400.

Rye. 6. Aktywno§é fosforylazy a w spoidle wielkim i korze mézgu u zwierzgcia
kontrolnego. Pow. 100X,

Fig. 6. Phosphorylase a activity in corpus callosum and cerebral cortex in a control
animal. X100.

Ryc. 7. Aktywno$é fosforylazy catkowitej w spoidle wielkim i w korze mézgu
u zwierzecia kontrolnego. Pow. 100X,

Fig. 7. Total phosphorylase activity in corpus callosum and cerebral cortex in
a control animal. X100,

Ryc. 8. Wzrost aktywnoéci fosforylazy calkowitej w spoidle wielkim i korze
(6 godz. po zatruciu). Pow. 100X.

Fig. 8. Increase of total phosphorylase activity in corpus callosum and cerebral
cortex (6 hrs after intoxication). X100.

Ryc. 9. Silny ziarnisty odczyn na fosforylaze calkowita w neuronach kory mézgu
(12 godz. po zatruciu). Pow. 400X.

Fig. 9. Strong granular total phosphorylase reaction in cerebral cortex neurons
(12 hrs after intoxication). X400.

Ryc. 10. Staba dyfuzyjna aktywno§é G-6-P dehydrogenazy w spoidle wielkim i ko-
rze mobzgu u zwierzecia kontrolnego. Pow. 200X.

Fig. 10. Weak diffuse G-6-P dehydrogenase activity in the corpus callosum and
cerebral cortex in a control animal. X200.

Ryc. 11. Zwiekszenie intensywno$ci odczynu G-6-P dehydrogenazy w astrocytach

istoty biatej i neuronach kory mézgowej (4 godz. po zatruciu). Pow. 200X.

Fig. 11. Increase in intensity of G-6-P dehydrogenase reaction in white matter
astrocytes and cerebral cortex neurons (4 hrs after intoxication). X200.
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Ryc. 12. Silna, nier6wnomierna aktywno§é dehydrogenazy bursztynianowej w neu-

ropilu i neuronach w IV warstwie kory mézgu, zwierze kontrolne. Pow. 200X.

Fig. 12. Strong irregular succinic dehydrogenase activity in neuropile and neurons
in the IVth cerebral cortex layer, control animal. X200.

Ryc. 13. Obnizenie aktywno$ci dehydrogenazy bursztynianowej w warstwie komo-
rek réznoksztattnych kory moézgu (2 godz. po zatruciu). Pow. 200X.
Fig. 13. Decrease of succinic dehydrogenase activity in the layer of multiform
cells in cerebral cortex (2 hrs after intoxication). X200.

Ryc. 14. Duze neurony pola przedwzrokowego z silnie zaznaczong aktywnoscig
dehydrogenazy bursztynianowej w cytoplazmie, zwierze kontrolne. Pow. 100X.
Fig. 14. Large neurons of preoptic area with strong succinic dehydrogenase acti-
vity in the cytoplasm, control animal. X100.

Ryc. 15. Rozlane obnizenie aktywnos$ci dehydrogenazy bursztynianowej w neuro-
pilu jadra przedsionkowego i zanik aktywno$ci w neuronach (2 godz. po zatruciu).
Pow. 100X.

Fig. 15. Diffuse decrease of succinic dehydrogenase activity in neuropile of vesti-
bular nucleus and lack of activity in neurons (2 hrs after intoxication). X100.

Ryc. 16. Silna ziarnista aktywno§¢ oksydazy cytochromowej w jadrach podstawy,
zwierze kontrolne. Pow. 200X.

Fig. 16. Strong, granular cytochrome oxidase activity in basal ganglia, control
animal. X200.

Ryc. 17. Znaczny spadek aktywnos$ci oksydazy cytochromowej w obrebie jadei‘
podstawy (6 godz. po zatruciu). Pow. 200X,

Fig. 17. Marked decrease of cytochrome oxidase activity within basal ganglia
(6 hrs after intoxication). X200.
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JAN KORTHALS, BARBARA HOPPE, HANNA KARWACKA

BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE
NAD TOKSYCZNYM WPLYWEM TLENKU WEGLA
NA TKANKE GLEJOWA HODOWANA IN VITRO *

Zesp6l Neuropatolegii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Wplyw tlenku wegla na zywe organizmy stanowi przedmiot licznych
wielokierunkowych badan. Powszechnie panuje zgodna opinia, ze za-
sadniczy mechanizm szkodliwego dzialania tlenku wegla wiaze sie z jego
wysckim powinowactwem do hemoglobiny, w przypadku czlowieka prze-
wyzszajacym 240 krotnie powinowactwo tlenu (Forbes 1970). Tlenek
wegla poprzez zastapienie tlenu w zwigzku z hemoglobing prowadzi do
niedotlenienia organizmu o typie ,hipoksji anoksyjnej”. Znacznie mniej
jednoznaczne sg poglady co do mozliwosci bezposredniego cytotoksycz-
nego dzialania tlenku na komoérke poprzez blokowanie enzyméw odde-
chowych, mimo stwierdzenia niewatpliwego hamujacego dzialania CO
na oddychanie komérkowe (Wartburg, Kubowitz 1927, Bander, Kiese
1955). Wyniki do$wiadczen z tlenkiem wegla na istotach nizszych, nie
postugujacych sie hemoglobing w transporcie tlenu sg kontrowersyjne.
Cze$¢ autor6w nie stwierdzila zahamowania czynnos$ci i rozwoju tych
organizméw nawet pod wplywem wysokich stezen tlenku wegla (80%)
(Puchowski 1949). Nie wylgcza to oczywiscie wysoce prawdopodobnego
dzialania cytotoksycznego tlenku wegla w stosunku do organizmoéw
wyzszych.

W przedstawionej pracy, w oparciu o badania mikroskopowo-elektro-
nowe starano sie odpowiedzie¢ na pytanie, czy tlenek wegla wywiera
dzialanie toksyczne na tkanke glejowa hodowang in vitro i jaki jest
obraz ultrastrukturalny wystepujacych uszkodzen komoérkowych.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na hodowli tkanki glejowej z moézdzku 6—
24-godzinnych noworodkéw szczurzych szczepu Wistar. Hodowle pro-

* Praca cze§ciowo subsydiowana z umoﬁry polsko-amerykanskiej PL 480, Grant
Public Health Service USA. Agreement 05-004-1.
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wadzono wg standardowej metody opisanej przez Krasnickg i Mossa-
kowskiego (1965). Do badan uzywano hodowle 1 i 3-tygodniowe, prze-
trzymywane bezposrednio przed utrwaleniem przez okres 1 i 24 godzin
w zmodyfikowanych dwuszyjkowych flaszkach Carrela w atmosferze
mieszaniny gazowej o skladzie: 20% O,, 70% N, i 10% CO. Tlenek wegla
otrzymywano metoda laboratoryjng przez rozklad kwasu szczawiowego,
pH medium hodowlanego kontrolowane przed i po do$wiadczeniu wy-
nosilo 7,2—7 4.

Badanie histologiczne hodowli przeprowadzono na materiale bar-
wionym blekitem toluidyny i impregnowanym wg metody Gallyasa, po
jego uprzednim utrwaleniu w plynie Carnoya.

Badania mikroskopowo-elektronowe przeprowadzono na 15 hodowlach
jednotygodniowych i 60 trzytygodniowych poddanych dzialaniu CO.
W kazdej z kilkunastu serii doswiadczalnych badano réwniez po kilka
hodowli kontrolnych.

Hodowle utrwalano na szkietkach w 3% roztworze aldehydu glutaro-
wego w buforze fosforanowym Milloniga o pH 7.3 przez 1 godzine, na-
stepnie w 1% OsO, w buforze Milloniga przez 1 godzine. Utrwalone
hodowle zdejmowano ze szkielek, odwadniano w alkoholu i tlenku pro-
pylenu, po czym zatapiano w Eponie 812. Cze$¢ hodowli przygotowano
do badania mikroskopowo-elektronowego na plytkach pokrytych spoli-
meryzowanym Eponem wg metody opisanej przez Borowicza i Krasnicka
(1971). Ultracienkie skrawki krojono z wyselekcjonowanych p6l ze
Srodkowej czeSci pasa wzrostu hodowli. Skrawki barwione octanem
uranylu i cytrynianem olowiu oglagdano w mikroskopie elektronowym
JEM-TA.

WYNIKI
O'braz histologiczny

Zmiany morfologiczne obejmowaly caly pas wzrostu hodowli 6—8-
-dniowych i cze$¢ obwodowa strefy wzrostu hodowli 3-tygodniowych.
Wyrazaly sie one znacznym obrzmieniem wszystkich komoérek glejo-
wych, szczegélnie astrocytéw, znacznego stopnia obnizeniem ich barw-
liwosci oraz zanikiem i uszkodzeniem wypustek komoérkowych (rye. 1).
Astroeyty wykazywaly zatarcie blony cytoplazmatycznej, powiekszenie
i zbledniecie jader komoérkowych oraz zwyrodnienie wodniczkowe
w cytoplazmie i w wypustkach. W oligodendrocytach najbardziej istotng
zmiang bylo zwyrodnienie wodniczkowe cytoplazmy (ryc. 2). Zwracata
przy tym uwage wyraznie mniejsza w poréwnaniu z kontrolg ilos¢ tych
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komoérek. Mikroglej wystepujacy w postaci form paleczkowatych i nie-
licznych makrofagéw byl nieznacznie Powiekszony i wykazywal umiar-
kowane zmiany wodniczkowe.

Obraz mikroskopowo-elektronowy

Obraz ultrastrukturalny hodowli kontrolnych nie odbiegal zasadniczo
od obrazu prawidlowej tkanki glejowej hodowanej in vitro, przedstawio-
nego przez Krasnickg i wsp. (1972). W naszym materiale stwierdzono
wiekszy polimorfizm mitochondriéw, wyrazajacy sie zwlaszcza zmienng
liczbg réznie wyksztalconych grzebieni mitochondrialnych przy zwykle
jednak gestej elektronowo macierzy. W niektérych hodowlach 3-tygo-
dniowych mozna bylo poza tym wyro6zni¢ liczne astrocyty o wybitnym
charakterze wi6knistym.

Zmiany patologiczne po dzialaniu tlenku wegla czeSciej spotykano
w hodowlach 1-tygodniowych, niz w 3-tygodniowych. Charakter zmian
byt jednak podobny w obu grupach. Nie stwierdzono réwniez réznicy
w patologicznym obrazie mikroskopowo-elektronowym hodowli na szkle
w poréwnaniu z hodowlami w Eponie.

Po 1-godzinnym przetrzymywaniu hodowli w atmosferze tienku we-
gla w komoérkach glejowych znajdowano liczne drobne wakuole. W oli-
godendrocytach mialy one charakter pecherzykéw wyraznie odgraniczo-
nych od otaczajacej je cytoplazmy o niezmienionej gestosci elektrono-
wej (ryc. 3). W astrocytach wakuolom towarzyszylo zwykle ogdlne roz-
luznienie struktury cytoplazmy i powiekszenie jej rozmiaréw. Czesc
wakuoli byla otoczona pojedyncza blona, w czesci natomiast nie stwier-
dzono ograniczenia blonami. Niekiedy w $wietle tych ostatnich znaj-
dowano prawdopodobnie artefaktycznie obkurczone blony. Czesto bytla
widoczna wyrazna ciaglos¢é miedzy wakuolami, a S$wiatlem kanalow
szorstkiej siatki endoplazmatycznej (ryc. 4). Czes¢ wakuoli powstala
prawdopodobnie na skutek obrzmienia ukladu Golgiego. Wskazywala na
to ich przyjadrowa lokalizacja (ryc. 5) i niekiedy widoczna 1acznosé
wakuoli z charakterystycznymi dla struktury Golgiego réwnolegle ulo-
zonymi splaszczonymi cysternami. W czesSci mitochondriéw stwierdzono
ich obrzmienie.

W hodowlach poddanych dzialaniu CO przez 24 godziny stwierdzono
wigksze nasilenie zmian niz w hodowlach z 1-godzinng ekspozycja.
Znacznie zwakuolizowana cytoplazma komoérek glejowych upodobniata
sie do plastra miodu (ryc. 6). Niekiedy powstawaly duze wakuole. Czesciej
niz w grupie poprzedniej bylo widoczne obrzmienie mitochondriow
i zanik grzebieni mitochondrialnych (rye. 7).
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Zmianom wodniczkowym czesto towarzyszylo zmniejszenie ilosci
szorstkiej siatki endoplazmatycznej. W pojedynczych astrocytach
stwierdzono obecno$¢ licznych centrioli i rzesek. Réwniez dokladnie
byly widoczne puncta adhaerentia miedzy blonami komérkowymi.
W astrocytach obserwowano niekiedy zwiekszenie liczby cial lizosomo-
podobnych, zawierajgcych rézng ilo$¢ materialu o znacznej gestoSci
elektronowej (ryc. 10).

Ponadto spotykano komorki zmienione martwiczo, charakteryzujgce
sie calkowitg destrukcjg cytoplazmy wypelnionej ziarnistym materia-
tem i resztkami reticulum w postaci kolistych elementéw (ryc. 11).
Chromatyna jadrowa byla bardziej zageszczona, lub wylgcznie skupiona
przy blonie jgdrowej.

OMOWIENIE

Zastosowanie do badan modelu hodowli tkankowej pozwolilo na ocene
bezposredniego dzialania tlenku wegla na komérke. Pod jego wplywem
w tkance glejowej hodowanej in wvitro wystepuja charakterystyczne
zmiany komoérkowe, polegajgce na obrzmieniu, przede wszystkim siatki
Srodplazmatycznej, a nieco rzadziej aparatu Golgiego i mitochondriéw.
Swoim charakterem sg one zblizone do uszkodzen tkanki nerwowej
w innych typach niedotlenienia. W badaniach mikroskopowo-elektrono-
wych Webstera i Amesa (1961), Ronillera i wsp. (1971), Browna i Brier-
leya (1972) oraz Yu i wsp. (1972a, 1972b) prowadzonych zaréwno
w warunkach in vivo jak i imn vitro stwierdzano roéwniez dominujgce
obrzmienie elementéw bloniastych komoérki. W pracach tych, dotycza-
cych przede wszystkim komérek nerwowych, autorzy zwracajg uwage
na wysuwajace sie¢ na pierwszy plan, zwlaszcza w do$wiadczeniach in
vivo, zmiany w mitochondriach, a w dalszej dopiero kolejnosci na
obrzmienie siatki s$rédplazmatycznej. Jedynie Yu i wsp. (1972b), opi-
sujac zmiany w tkance glejowej w nastepstwie przediuzonego dzialania
hipoksji zwracaja uwage na obrzmienie siatki Srodplazmatycznej jako
jedyny wykladnik uszkodzen pohipoksyjnych gleju i to przede wszyst-
kim astrocytow.

W naszych badaniach nad wplywem tlenku wegla in vivo stwierdzi-
liSmy dominowanie obrzmienia mitochondriéw w neurocytach i komor-
kach gleju skapowypustkowego, podczas gdy w astrogleju przewazaio
obrzmienie cytoplazmy bez wyraznych zmian w mitochondriach (Kort-
hals i wsp. 1973). W warunkach hodowli tkankowej natomiast, nieza-
leznie od typu komorek glejowych, na pierwszy plan wysuwaly sie
zmiany w siatce s$rédplazmatycznej, zblizajace sie¢ swoim charakterem
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do uszkodzen w astrocytach, opisanych we weczesnych okresach niedo-
tlenienia (24 godz.) przez Yu i wsp. (1972b). Zmiany mitochondrialne
mialy mniejsze nasilenie i jedynie w hodowlach przetrzymywanych
przez 24 godziny w atmosferze tlenku wegla byly nieco wyrazniej za-
znaczone przede wszystkim w oligodendrocytach. Przewage zmian ultra-
struktury siatki $rédplazmatycznej nad zmianami mitochondrialnymi
w naszym materiale, w zestawieniu z obserwacjami wymienionych
wyzej autoréw, dotyczgcymi komoérek nerwowych mozna zapewne od-
nie§¢ do odrebnosci funkcjonalnej mitochondriéw gleju, postulowanej
przez Ybata i wsp. (1971). Autorzy ci w doswiadczeniach, polegajacych
na inkubacji skrawkéw kory moézgu w roztworach NaCl, stwierdzili
obrzmienie mitochondriéw neuronéw, przy braku zmian w mitochon-
driach astrogleju. Poréwnanie naszych obserwacji nad wplywem tlenku
wegla w warunkach in vive i in wvitro winno uwzglednia¢é odmiennos¢
mechanizmu toksycznego dziatania tlenku wegla in wvitro oraz réznice
tkanki hodowanej pozaustrojowo od tej samej tkanki w warunkach
n situ.

W S$wietle naszych obserwacji toksyczne dzialanie tlenku wegla na
tkanke glejowg w hodowli pozaustrojowej wydaje sie bezsporne, otwar-
te jednak pozostaje nadal zagadnienie mozliwosci bezposredniego dzia-
tania CO na tkanke nerwowa w zywym organizmie. Wobec wysokiego
powinowactwa tlenku wegla do hemoglobiny i jego niskiej rozpuszczal-
nosci w surowicy krwi (Coburn 1970) nieznane sg mozliwosci przedo-
stania si¢ wolnego tlenku wegla do tkanki nerwowej. Graziani i Gua-
riano (1956) nie stwierdzali wzrostu tlenku wegla w tkance nerwowej
u krolikow, ktére doprowadzono do $mierci w wyniku poélgodzinnego
przetrzymywania w atmosferze tlenku wegla. Zakladajac jednak, ze
wolny tlenek wegla moze przedostawaé¢ sie do tkanki nerwowej z ply-
nem obrzekowym (Schwedenberg 1959) wydaje sie, ze znacznie wiecej
informacji dostarczylyby badania tlenku wegla w modzgu zwierzat pod-
danych dzialaniu CO przez okres dtuzszy niz 30 minut, przeprowadzone
oddzielnie na istocie szarej i bialej mézgu. Obrzek mézgu, jak wynika
z badan doswiadczalnych Miyagishi i Suwa (1969) nie jest zjawiskiem
stalym w zatruciu tlenkiem wegla, a jesli wystepuje dotyczy przede
wszystkim istoty biatej (Korthals i wsp. 1973).

Innym argumentem wysuwanym przeciwko mozliwosci bezposrednie-
go dzialania tlenku wegla na tkanke nerwowa w warunkach in vivo
jest fakt, ze wzgledne powinowactwo tlenku wegla do oksydazy cyto-
chromowe]j jest 9,2 razy mniejsze niz tlenu (Ball i wsp. 1951). Trzeba
jednak pamieta¢, ze zatrucie tlenkiem wegla prowadzi w nastepstwie
wigzania hemoglobiny z CO do znacznego spadku zawartosci tlenu
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w tkance, co stwarza dogodniejsze warunki do wigzania CO z enzy-
mami oddechowymi. Uzasadnia to teoretycznie mozliwos¢ wspoéldziata-
nia hypoksydozy anemicznej i metabolicznej (Bander, Kiese 1955).

fI. Koprxaxnc, B. Xonne, B. KapBanka

SJIEKTPOHHO-MUKPOCKOITHBIE MCCJEJOBAHMS TOKCUYECKOTO JIEVi-
CTBUS OKUCU YTIJEPOJIA (CO) HA TIMAJIbHYI) TKAHB IN VITRO

Pe3ziwome

JInss OLIEHKM HEINOCPEACTBEHHOTO TOKCMYECKCro [AeMCTBMA OKMCHU yrjepoja Ha
KJETKM LIeHTPAJIbHOM HEPBHOM CHUCTEeMbl BBIPAILLCHHYIO I'JIMAJbHYIO TKaHb MO3KedKa
HOBOPOIKJEHHBIX KDPbIC IIOMEIaJuCh Ha nepmoxa 1 yaca M 24 4acoB B ras30BYIO CMeECh,
cocrosyo u3 209, kucaopona, 10% okucu yraepoxa u 70° aszora.

B yabTpacTPyKTYpPHOM KapTUHE IAMAJbHBIX KJETOK, IOABEPTHYTBIX J€11CTBUIO OKMU-
cu yrijiepoja, JOMMHMPOBAJa ONYyXOJb 9HAOMJA3MaTUYEeCKOM CeTKM u annapara I'oib-
I¥, a B MEHbIE CTelleHM TaK¥Ke M MUTOXOUAPMI. 3aMeTHb! ObIIM TaK¥Ke B LIUTO-
njIasMe KJEeTOK He OrpaHu4YeHHbIe 000JI09KaMy BaKyOJIN.

Hapyumenusa kiaeTok ObLim 60Jiee OTYETIAMBBI B MOJIOABIX KyuoiypPax, cozepzKallux
3HAYUTEJIbHYIO IONMyJALMI0O MaloaunddepeHIMPOBAHEBIX KJEeTOK. Camble TaAMKeble
HapyLIeHMUs KacaJMCh OJIMIOAEHAPOIJINSA.

IlpencraBieHHbIe pPE3yJbTaThl YKa3bIBAIOT Ha MOBPEKAAOIlee IMTOTOKCHUECKOoe
ZleJiCTBMe OKMCHU yIJjepoja Ha TAMAaJbHBIC KJIETKY IIPU BBIKJIOYEHMM AeMCTEMS aHeMMU-
YeCKOJM TMIIOKCMM, CBA3aHHOM ¢ 0J0KaJ0i1 TpaHCIIOPTa KMCJIOPOJa B pAeldysbTaTe of-
paszoBanusa kapbokcuremorsobuua. OTKPBITBIM OCTaeTCs, OJHAKO, BOIIPOC: BBICTYI@eT
JM 9TOT MEeXaHMU3M B yCJIOBMAX OTPABJIEHMUS 11€JI0I0 OPraHuM3Ma.

J. Korthals, B. Hoppe, H. Karwacka

ELECTRON MICROSCOPIC STUDIES ON THE TOXIC EFFECT
OF CARBON MONOXIDE ON THE GLIAL TISSUE CULTURED IN VITRO

Summary

To evaluate directly the toxic effect of carbon monoxide on the central
nervous system cells, cultures of glial derived from newborn rat cerebellum were
placed for 1 and 24 hrs in a gas mixture consisting of 20°% oxygen, 10% carbon
monoxide and 70% nitrogen.

In the ultrastructural picture of glial cells subjected to CO treatment predo-
minated swelling of endoplasmic reticulum and Golgi apparatus and to a lesser
degree of mitochondria. In addition, vacuoles not surroundea with membranes
were being observed in cytoplasm.

Cell lesions were more pronounced in young cultures containing a larger po-
pulation of poorly differentiated cells. The most severe lesions concerned oligo-
dendroglia.

The present results demonstrate the cytotoxic effect of carbon monoxide on
the glial cells with exclusion of anemic hypoxidosis related to the block of oxygen
transport following the formation of carboxyhemoglobin. The question, however,
whether this mechanism is also operative under conditions of intoxication of the
whole organism, remains to be elucidated.
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PODPISY POD RYCINY
LEGENDS FOR FIGURES

Rye. 1. Liczne wodniczki w cytoplazmie i wypustkach astrogleju i oligodendrogleju
poddanego dziataniu CO przez 1 godz. Pow. 200X.

Fig. 2. Numerous vacuoles in the cytoplasm and processes of astroglia and oligo-
dendroglia subjected to CO for 1 hr. X200.

Ryc. 2. Zwyrodnienie wodniczkowe astrocytu i oligodendrocytu po 24 godz. dzia-
tania CO. Pow. 400X.

Fig. 2. Vacuolar degeneration of astrocyte and oligodendrocyte following subjec-
tion to CO for 24 hrs. X400.

Ryc. 3. Liczne drobne wakuole w cytoplazmie oligodendrocytu. Pow. 18.000X .
Fig. 3. Numerous small vacuoles in oligodendrocyte cytoplasm. X 18.000.

Ryc. 4. Obrzmienie szorstkiej siatki endoplazmatycznej astrocytu. Widoczne przejs-

cie miedzy wakuolami i $§wiatlem kanaléw siatki endoplazmatycznej. Pow. 12.000X.

Fig. 4 Swelling of rough endoplasmic reticulum of astrocyte. Visible transition
between vacuoles and the lumen of endoplasmic reticulum channels. X12.000.

Ryec. 5. Obrzmienie ukladu Golgiego i umiarkowany obrzek pojedynczych mito-
chondriéw w cytoplazmie oligodendrocytu. Pow. 12.000X.

Fig. 5. Swelling of Golgi apparatus and moderate swelling of some mitochondria in
oligodendrocyte cytoplasm. X12.000.

Ryc. 6. Liczne drobne wakuole upodabniajace cytoplazme astrocytu do plastra
miodu. Pow. 30.000X.

Fig. 6. Numerous small vacuoles making the astrocyte cytoplasm similar to
a honey comb. X30.000.

Ryc. 7. Obrzmienie mitochondriéw w cytoplazmie astrocytu wiékienkowego. Pow.
20.000X.

Fig. 7. Swelling of mitochondria in the cytoplasm of fibrillary astrocyte. X20.000.

Ryc. 8 i 9. Liczne centriole (C) i rzeski (R) w komoérce astrocytarnej. Sciste potg-
czenia puncta adhaerentia miedzy blonami komoérkowymi (strzalki). Ryc. 8 — Pow.
12.000X; Ryc. 9 — Pow. 18.000X.

Fig. 8 and 9. Numerous centrioles (C) and cilia (R) in astrocyte. Thight junctions
puncta adherentia between the cell membranes (arrows). Fig. 8 X12.000; Fig. 9
X 18.000.

Ryc. 10. Liczne lizosomy (cienkie strzalki) czeSciowo wypelnione materialem
o znacznej gestoSci elektronowej (grube strzatki). W cytoplazmie astrocytu wi-
doczne obrzmiale mitochondria (M) i drobne wakuole (W). Pow. 9000X.
Fig. 10. Numerous lysosomes (thin arrows), partially filled with a material of
marked electron density (thick arrows). In astrocyte cytoplasm — swollen mito-
chondria (M) and fine vacuoles (W). X9000.

Ryc. 11. Zaawansowane zwyrodnienie komorki glejowej, prawdopodobnie oligoden-
drocytu. Zageszczenie chromatyny przy blonie jadrowej. Cytoplazma zawiera reszt-
ki siatki S$réplazmatycznej w postaci elementéw kolistych, ziarnisty materiat
i struktury mielinopodobne. Pow. 12.000X.
Fig. 11. Advanced degeneration of a glial cell, probably oligodendrocyte. Chroma-
tine condensation at the nuclear membrane. Cytoplasm . containing fragments of
endoplasmic reticulum in a form of circular elements, granular material and
myelin-like structures. X12.000.
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M. WENDER, M. KOZIK, A. PIECHOWSKI

EFFECT OF CHRONIC TRIETHYL TIN INTOXICATION
ON THE MORPHOLOGICAL AND HISTOENZYMIC PATTERN
OF RAT BRAIN *

Institute of Neurology and Sensory Organs, Medical Academy, Poznan

Our previous investigations (Wender et al., 1971) performed during
acute experimental triethyl tin (TET) poisoning have revealed that in
the early period of TET-induced acute brain edema, there appears
a weak acid phosphatase activity in the cytoplasm of interfascicular
oligodendroglia and the hypertrophic astrocytes develop increased
ATP-ase and TPP-ase activities. The observed changes in ATP-ase
activity of the astroglia in the course of acute TET poisoning seem to
indicate some deviations in the processes of active transport across bio-
logical membranes, e.g. across the blood-brain barrier. It also appeared
that the histoenzymic spectrum of the oligodendroglia remained essen-
tially unaffected by TET-induced acute brain edema. This observation
might eventually explain the fact, that this type of edema, despite of
the initial heavy impairment seen in the myelin sheaths, does not lead
to demyelination proper.

In 1971 Eto and coworkers provided evidence, according to which
there exist obvious differences in the biochemistry of myelin between
acute and chronic TET intoxication. It thus seemed useful to reinve-
stigate the histoenzymic reactions under conditions of repeatedly applied
small doses of TET, and to extend the investigated spectrum of enzy-
mes by including oxidoreductases.

Alterations in ATP-ase and dehydrogenase activities have been clai-
med to constitute the most important enzymic contribution to the pato-
mechanism of toxic encephalopathy of this type (Ibrahim, 1965).

* The work was performed on behalf of the Polish Academy of Sciences
(No. 09.4.1.3).
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MATERIAL AND METHODS

Experiments were performed on two groups of white Wistar rats of
either sex, of approximatelly 200 g of body weight, consisting of 6 ani-
mals each. TET (1 mg/kg of body weight) was administered intraperi-
toneally in 6 and 9 daily doses, respectively. The investigations were
made on brain specimens taken 14 days after the last injection of TET.
The animals were sacrificed by decapitation, the brains removed from
the cranial vaults and instantly subjected to histochemical examination.

Routine histology was performed using the staining procedures with
hematoxylin + eosin, sudan IV, and those following to the methods of
Nissl, Kliiver-Barrera, Cajal, Bodian, Kanzler-Arendt and Spielmeyer.

The material assigned for esterase and phosphatase assays was fixed
in 10% calcium formaline at 4 °C for 18 hrs, and the incubations were
performed on frozen sections, 15 u thick.

Acetylcholinesterase (AChE) and unspecific cholinesterase (ChE) were
assayed according to the method of Koelle as modified by Gerebtzoff
(1953), and the activity of unspecific esterase was determined according
to the method of Barnett and Seligman (1951) as modified by Holt
(1956).

Acid and alkaline phosphatase activities were studied using the
method of Gomori (1953), that of thiaminepyrophosphatase (TPP-ase) ——
according to the method of Novikoff and Goldfischer (1961), and that
of adenosine triphosphatase (ATP-ase) — with the method of Wachstein
and Meisel (1957).

The reactions for oxidoreductases activity were performed on un-
fixed sections cut by means of a cryostat.

Activities of the following oxidoreductases were studied: glycerol-3-
-phosphate dehydrogenase (E.C. 1.1.1.8) — incubation time 20 min.,,
lactate dehydrogenase (E.C. 1.1.1.27) — incubation time 50 min., 3-hy-
droxybutyrate dehydrogenase (E.C. 1.1.1.30) — incubation time 60 min.,
glucose-6-phosphate dehydrogenase (E.C. 1.1.1.49) — incubation time
30 min,, succinate dehydrogenase (E.C. 1.3.99.1) — incubation time
30 min., isocitrate: NAD oxidoreductase (E.C. 1.1.1.41) — incubation
time 35 min., reduced NADP: tetrazolium oxidoreductase (E.C.
1.6.96.1) — incubation time 30 min., reduced NAD: tetrazolium (E.C.
1.6.99.3) — incubation time 35 min.

The incubation for the individual enzyme assays were performed
with the basal medium prepared according to Pearse (1960), containing
Nitro BT tetrazolium salt and the appropriate substrate, as recommended
by Niwelinski (1963).
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RESULTS

As the histoenzymic pattern of the two experimental groups (animals
which received TET for either 6 or 9 successive days) did not differ
significantly, the results for both groups will be presented jointly.

Clinical observations. The experimental animals did not develop any
characteristic clinical symptoms, showing only a somewhat decreased
mobility and progressing general inanition as the illness advanced.

Histological findings. In the whole white brain matter, especially in
the corpus callosum (Fig. 1), in the bundles of fibres of the internal
capsule (Fig. 2), in the base of brain peduncles, in the optic chiasm
(Fig. 3) — diffuse spongious changes can be seen with sharply outlined
empty spaces of variable size.

The myelin, when specifically stained, revealed a somewhat faded
appearance only in a part of the experimental animals. This hypocolo-
ration was seen mainly in the corpus callosum, whereas distinct de-
myelination within its central part was observed only exceptionally.
Preparations from the remaining animals did not show any fading or
decomposition of myelin. Nome of the studied cases revealed the pre-
sence of sudanophilic deposits.

Cytological staining revealed in the grey structures multiform dege-
nerative changes of many neurocytes especially in the brain cortex.
These changes could be identified either as chronic cell degeneration
or as severe cellular disease. They were partially diffusely distributed,
and partially covered some larger areas of the cortex, however, without
notable preference for any special cortical layers. When stained accor-
ding to the method of Bodian the nerve fibres had a normal appearance.

Apart from a moderate increase of satellite glia around the cortical
changes, a distinct glial or mesenchymal reaction was nowhere discer-
nible. Not even within the edematous parts of the white matter, was
there a hypertrophy or proliferation of the glia.

Histoenzymic findings: In brains with experimental, TET-induced
edema, apparently normal activities of the various esterases were obser-
ved (AChE, ChE, nonspecific esterase). All the more so, the neuropil
of the basal nuclei did not show any evident changes in AChE activity
(Fig. 4), and only single oligodendroglial cells adjacent to the edematous
areas exhibited considerable enzymic activity.

When tested for acid phosphatase activity, no enzymic reaction pro-
ducts were found in the interfascicular oligodendroglia of edematous
white matter. On the contrary neurocytes affected by all sorts of dege-
nerative changes, mainly by chronic cell degeneration, showed a mar-
kedly increased acid phosphatase activity.
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The reaction for alkaline phosphatase seemed considerably weakened
in white matter bundles, corresponding closely to areas of faded myelin.

Control and experimental specimens showed an equally intensive
enzymic reaction for TPP-ase within the capillary network, and the
astroglial vapcular feet (Fig. 5), as well as in the neuropil of basal
nuclei. The oligodendroglia was free of any TPP-ase activity in either
of the specimens.

ATP-ase activity too, showed a normal distribution and intensity
within the perivascular feet of the astroglia (Fig. 6) and particularly
in the meuropil of subcortical structures.

The pattern of activity of all investigated oxidoreductases in animals
subjected to chronic TET intoxication was essentially comparable to
that observed in control animals. Intracytoplasmic oxidoreductase acti-
vity was revealed by a part of interfascicular oligodendroglial cells of
the white matter. In the grey matter — it was the neuropil which
exhibited considerable activity of oxidoreductases, with definitely accen-
tuated intensity of enzymic reaction in the basal nuclei.

DISCUSSION

The morphology of changes observed in chronic TET poisoning
corresponds closely to those defined as spongious degeneration. They
were restricted to the white matter exclusively.

The explanation of this very specific localization of toxic changes,
found in both acute and chronic TET poisoning is not easy. Hirano et al.
(1968) have shown that, contrary to other types of brain edema, in
which swelling of astrocytes plays an important role, TET-induced
edema is characterized by the appearance of numerous vacuoles inter-
spacing the myelin lamina.

Contrary to Ibrahim (1965) and Torack (1965), who observed a decline
of ATP-ase activity in the brain, we have found in our previous studies
of acute TET poisoning, increased activity of this enzyme in the white
matter hypertrophic astroglia and its perivascular feet. However, in the
chronic experiment, we were unable, similarly as Katzman et al. (1963),
to detect any noticeable changes in the ATP-ase activity of astrocytes.
Thus, it cannot be assumed, that the observed changes in ATP-ase
activity in the acute stage of poisoning are relevantly involved in the
pathomechanism of spongious degeneration observed in the chronic
stage of TET poisoning. Our observations are also at variance with the
hypothesis of Ibrahim (1965) who believed that inhibition of some
oxidoreductases of the brain plays a significant role in the pathogenesis
of TET-induced morphological changes.

http://rcin.org.pl



Histochemistry of TET-intoxication I

According to our observations in both experimental stages, i.e. in
acute and chronic TET intoxication, the interfascicular oligodendroglia,
which is inherently related to the myelin sheaths, did not show any
morphological or histoenzymic changes. .

These findings would indicate, that it is not the oligodendroglia, but
the myelin sheath which is affected primarily in TET poisoning. Histo-
enzymic investigations, however, are incapable of solving the question,
whether, and which, metabolic disturbances or physicochemical factors
initiate the spongious changes of myelin sheaths.

The exclusively degenerative nature of the processes involved in the
tin-induced encephalopathy, without any accompanying inflammatory
reactions (either of primary or secondary character), and without any
signs of glial decomposition should also be pointed out. In this context
the lack of any notable histoenzymatic changes, so characteristic for
any increased biological activity of the neuroglia, is not a confusing
observation. In this respect tin-induced brain edema may be clearly
distinguished from many other types of toxic encephalopathies, although
the markedly reduced myelin lipid content in chrenic TET poisoning, as
determined by Eto et al. (1971) with the aid of chemical techniques, does
not entirely fit into this picture. Marked reduction of myelin lipids,
observed in other kinds of nerve fiber degeneration, was always
accompanied by a vivid glial-mesenchymal reaction, which was not
the case in TET poisoning, either in acute or chronic experiments.

M. Wender, M. Kozik, A. Piechowski

WPLYW PRZEWLEKLEGO ZATRUCIA TROJETYLKIEM CYNY NA OBRAZ
MORFOLOGICZNY I HISTOCHEMICZNY MOZGU SZCZURA

Streszczenie

Przeprowadzono badania morfologiczne oraz histoenzymatyczne w przewleklym
do§wiadczalnym obrzeku moézgu u szczuréw, wywolanym siarczanem tréjetylku
cyny, podawanym dootrzewnowo w dawce 1 mg/kg wagi ciala przez 6 lub 9 ko-
lejnych dni. Wyniki badafh doprowadzily do nastepujacych wnioskéw:

1. Przewlekle zatrucie tréjetylkiem cyny prowadzi do powstania stanu gabcza-
stego ograniczonego wylgcznie do istoty bialej moézgu, bez odczynu zapalnego pier-
wotnego i wtérnego oraz bez rozbiérki glejowej.

2. W przewleklej encefalopatii cynowej nie stwierdza sie¢ zmian histoenzyma-
tycznych, znamiennych dla wzrostu aktywnos$ci biologicznej neurogleju i to za-
réwno astrocytéow jak i oligodendrogleju miedzywiékienkowego.

3. Zmiany w ostonkach mielinowyvch prowadzgce do powstania stanu ggbcza-
stego wydajg sie zalezeé w przewleklej encefalopatii cynowej od pierwotnego
uszkodzenia mieliny.
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M. Benuep, M. Koz3uk, A. IlexoBcku

BIVAHUE 3ATAZKHOI'O OTPABJIEHUA TPUOTUJIOJOBOM HA MOPDOJO-
TUYECKYIO UM TUCTOXUMMMYECKYIO KAPTUHY MO3I'A KPEIC

PeszwmMme

IIpoBeneHbl MOPAOJIOTHMYECKME M TUCTOSH3MMATUYECKME MCCIIEJOBAHUS B SKCIIe-
PUMEHTAJIbHCM 3aTAXKHOM OTEKe MO3ra y KpbIC, BbBI3BAHHOM CyJIbaToOM TPUITUII-
0JIOBa, BBEAEHHOM BHYTPUMOPIOUIMHHO B J03e¢ 1 MI/KI Beca Tejla eXeJHEBHO B Teue-
Hue 6 uam 9 aHei. :

PesyanbpTaThl MCCIeZOBAHUA IIO3BOJMIIM NPUIATH K 3aKJIHOYEHUIO:

1. BaraxHoe OTpaBJIeHMEe TPUITUIIONOBOM IPUBOAUT K 0Opa3oeaHmio ryoyaToro
COCTOSTHUS, OTPAHUYMBAIOLIETOCH TOJBKO 6eabiM BelecTBOM Mo3ra, 6e3 mnepeuyHOI
¥ BTOPMYHOM BOCIAJMUTEJBHOM peaklmM, a Takke 0e3 IJMO3HOro pacrnaja.

2. B 3aATAXKHOM SHUedaJONaTuM, BHI3BAHHON O0JIOBOM, He Habyi0JaecTss T'MCTOSH-
3MMaTUYECKUX M3MEHEHMIt, XaPaKTePHBbIX MAJIsI NOBBILEHMUS OMOJOTMYECKON aKTUB-
HOCTb HEMPOIJMs KaK aCTPOLMTOB TaK ¥ MEXBOJOKHMCTOIC OJMUTOACHIDPOTJIMA.

3. V3aMeHeHMsA B MMOJMHOBBIX 000JI04YKax, BeAyue K obpa3zoBaHuio rybyaToro
COCTOAAHMSA B 3aTAXKHONM 9SHUedaJonaTuM, BbIZBAHHOM OJIOBOM, 3aBMUCUT, BUIMMO, OT
[IEPBUYHOIO0 HAPYILIEHUSA MUSJIMHBI.
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PODPISY POD RYCINY
LEGENDS FOR FIGURES

Fig. 1. Severe spongy changes in rat corpus callosum in the course of chronic TET
intoxication. Kliiver-Barrera staining, X 35.

Rye. 1. Ciezkie zmiany gabczaste w spoidle wielkim mézgu szczura w przewleklym
zatruciu TET. Barwienie met Kliiver-Barrera. Pow. 35 X.

Fig. 2. TET-induced edema in bundles of fibres of the internal capsule. Kliiver-
-Barrera staining, X 32.

Ryc. 2. Obrzek w peczkach wibkien torebki wewnetrznej wywotany TET. Bar-
wienie met. Kliiver-Barrera. Pow. 32 X.

Fig. 3. Diffuse spongy changes in the optic tract of rat induced by chronic TET
intoxication. Spielmeyer staining, X 32.

Rye. 3. Rozlane zmiany gabczaste w pa§mie wzrokowym mézgu szczura wywolane
przewleklym zatruciem TET. Barwienie met. Spielmeyera. Pow. 32 X.

Fig. 4. Normal activity of AChE in the neuropil of rat striatum in the course of
chronic TET intoxication, X 32.

Ryc. 4. Prawidlowa aktywno§¢ AChE w neuropilu prgzkowia u szczura w prze-
wleklym zatruciu TET. Pow. 32 X,

Fig. 5. TET intoxication in rat. Normal intensive reaction for TPP-ase within
capillaries and astroglial vascular feet, X 80.

Ryc. 5. Zatrucie TET u szczura. Prawidlowy intensywny odczyn na TPPaze we
wlo$niczkach i przynaczyniowych wypustkach astrogleju. Pow. 80 X.

Fig. 6. Normal distribution of ATP-ase activity within the capillary network in
rat brain with chronic tin-induced brain edema, X 32.

Ryc. 6. Prawidlowy rozklad aktywno§ci ATPazy w sieci wlo$niczkowej mébzgu
szczura w przewleklym obrzeku moézgu wywolanym TET. Pow. 32 X.
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CEREBRAL PROTEINS IN EXPERIMENTAL
ALLERGIC ENCEPHALOMYELITIS *

Department of Neurology, Institute of Diseases of theé Nervous System
and Sensory Organs, Medical Academy Poznah

The inflammatory syndzome of the early stage of experimental
allergic encephalomyelitis (EAE), characterized by the hematocytes
moving out of the vascular lumen into the adjacent nervous tissue com-
prises also some alterations in the endothelial permeability for serum
proteins (Vulpe et al., 1960). However, according to later observations
of this authcr, only a part of the blood vessels showed such a change in
physicochemical properties of the vascular endothelium, and only in the
acute phase of the illness, whereas — in the chronic state of EAE —
the vascular endothelium seemed unimpaired.

The investigations of Wajgt (1972) performed by the immunofluo-
rescent- method revealed some leakage of serum albumins, y-G and
B, C globulins, limited to perivascular exudates. The latter technique
cannot provide complete evidence as to the state of cerebral proteins in
this experimental’ disease, especially regards the existence of protein
alterations provoked by brain edema. It is for these reasons that we
have undertaken chemical studies of the soluble cerebral proteins in
EAE by means of disc electrophoresis on polvacrylamide gel, introduced
by Ornstein (1964) and Davis (1964).. By this method an accurate ana-
lysis of the pattern of tissue proteins is rendered possible.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed with white Wistar rats, of either
sex, 200—300 g of body weight.

Immunization of animals yielding experimental allergic encephalo-
myelitis (EAE). The experimental animals were immunized by single

* This investigation was supported by NIH PL 480 Research Agreement
No. 05-027-1.
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intradermal injections of 0.1 ml of the encephalitogenic mixture
(according to Paterson, 1960) applied into the pads of the animals’ hind
legs. The encephalitogenic mixture was prepared as follows: 40% fresh
homogenate of guinea pig spinal cord was emulsified with the same
volume of complete adjuvant, containing 85 parts of Bayol F, 1.5 parts
of Arlacel A and a solution of Mycobacterium tuberculosis H 37 RV
(4 mg/ml). g

The experiments were performed with groups of 10 animals each at
two different stages of the evoked illness. 10 days after administration
of the pathogenic mixture, i.e. at the preparalytic stage, and 12—16 days
after immunization, i.e. at the time of fully developed pathological
symptoms.

In the latter group, the material was collected on the day of appearance
of clinical symptoms, and was then further subdivided into two groups,
according to the intensity of the pathological process. In order to detect
eventual differences, only animals which exhibited either weak or strong
inflammatory changes were taken for examination, while those with
intermediate symptoms were excluded from the experiment.

The term ,weak inflammatory reaction” was adopted for samples
showing only a few delicate areas of infiltration (Fig. 1 and 2) or 1—2
more pronounced ones. For the second group, with a ,strong inflamma-
tory reaction” such animals were selected, which showed numerous
fields of infiltravion as well as those which had a disseminated or diffuse
inflammatory reaction in each field of vision even at small magnifi-
cation.

Biochemical methods. The cerebral samples were prepared according
to the method of Karcher et al. (1959). The protein content of the final
supernatant was estimated by the method of Exton as modified by Ger-
nard and Hajek (1966). Polyacrylamide gel disc electrophoresis was
performed as described by Davis (1964). The proteinograms were eva-
luated by means of the Vitatron microdensitometer and quantitated
gravimetrically according to the method of Jackman (1959). For a more
detailed description of the chemical methods employed, the reader is
referred to our previous publication (Wender et al., 1972).

Histological procedures. Routine histologv was performed with the
use of the following staining procedures: H + E, Nissl, Spielmeyer,
Woelcke, and Kliiver-Barrera.

RESULTS

Clinical observations. Animals immunized with brain antigen deve-
loped a typical neurological syndrome of diffuse encephalomyelitis be-
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tween the 12th and 16th day, usually on the 13—14th day after sensi-
tization.

Morphological studies. Histological slides demonstrated inflammatory
changes localized mainly in perivascular and subependymal regions,
with distinet preference of the pathological process to the brain stem
(Fig. 3). Marked inflammatory changes were seen in the choroid plexus.
Perivascular demyelination however was only occasionally observed
(Fig. 4).

Bicchemical findings. The total soluble protein content in brains from
the experimental animals is listed in Table 1. These data indicate the

Table 1. Content of total brain soluble proteins in EAE expressed as 9%, dry weight

Tabela 1. Calkowita zawartosé rozpuszezalnych bialek mézgu w EAE wyrazona jako 9,
suchej wagi

Experimental material White matter | Grey matter
Material doswiadczalny Istota biala Istota szara

Control animals

Zwierzeta kontrolne 2.7164+0.16 3.7440.23
Preparalytic stage of EAE
Okres przedporazenny EAE 4.424+0.55 5.9340.63

Paralytic stage of EAE
(weak pathclogical reaction)
Okres porazenny
(nieznaczne objawy patologiczne) 3.4140.32 5.00+0.36
Paralytic stage of EAE.
(strong pathological reaction)
Okres porazenny

(nasilone objawy patologiczne) 3.7240.21 4.384-0.26

Results ere given as mean - standard error

Wyniki podano jako érednia -+ éredni blad éredniej

Number of animals in each group: 10

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 10

apparently increased content of total soluble proteins in the white and
grey matter derived from animals with EAE. However, owing to wide
variations of individual results within the experimental groups, these
differences are statistically insignificant.

The electrophoretic pattern of soluble brain proteins in EAE is shown
in Tables 2 and 3. From these figures it appears that the albumin frac-
tion as a whole remained quantitatively unchanged in EAE. Some alter-
ations however in its electrophoretic mobility were evident, as com-
pared with the control animals. The globulin fractions showed some
changes only at the preparalytic stage of EAE. When compared with
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Table 2. Electrophoretic pattern of soluble white matter proteins in EAE (in rel. 9)
Tabela 2. Obraz elektroforetyczny rozpuszezalnych biatek istoty bialej mézgu w EAE

W %)
Paralytic stage
ol Okres porazenny

Control stage Weak Strong
Protein fraction animals Oktés pathological pathological

Frakeja biatka Zwierzeta przedporaien- 1.'eactlon reac'tlon

kontrolne Gk Nieznaczne Nasilone

i objawy objawy
patologiczne patologiczne
Prealbumins 1 1.384+0.16 1.484+0.17 1.284-0.22 1.134-0.17
Prealbuminy 2 3.9540.13 4.54+0.21 4.40+0.32 4.304-0.25
Albumins 3 8.2440.50 11.964-0.79 11.734-1.24 12.224-1.10
Albuminy 3a 2.784-0.95 0.5440.54 0.00-+0.00 0.004-0.00
Postalbumins [4 5.1740.45 3.74+0.37 3.114-0.28 4.294-0.63
Postalbuminy {5 9.284-0.32 10.884+0.55 11.084+0.81 11.034-0.46
6 6.694-0.41 6.404-0.27 6.98+1.01 7.584-0.62
Globulins 7 17.184-0.41 12.114-1.68 14.634-0.89 | 13.194-0.45
Globuliny 8 10.244-0.35 12.1140.61 11.8740.49 12.764-0.52
9 22.0240.78 22.2741.66 22.6140.56 22.784-0.96
r—Globulins (10 12.204-0.83 6.934+0.97 10 334-0.94 10.724-0.84
r-Globuliny {11 0.874-0.47 7.064+0.74 2.0041.07 0.004-0.00

Results are given as mean -+ standard error
Wyniki podano jako érednia + $redni blad éredniej
Number of animals in each group: 10

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 10

normal brains, a significant increase of the second y-globulin fraction
(fraction 11) was noted. Proteinograms obtained from animals with the
developed syndrome of EAE were again quite normal in respect to their
globulin composition.

DISCUSSION

Cerebral proteins are inevitably involved in the mechanisms leading
to brain edema, which is the result of reaction against agents noxious
to the nervous tissue, to the cerebral white matter in particular.

Kaps (1954) who performed paper electrophoresis of proteins, reported
that in. the white matter of edematous human brains, the appearance
of albumins could be observed. The brain cortex, on the other hand was
not affected in this instance. Basing on results of investigations of the
soluble protein prophile performed with the aid of paper electrophoresis,
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Table 3. Electrophoretic pattern of soluble grey matter proteirs in EAE (in rel. %)
Tabela 3. Obraz elektroforetyczny rozpuszezalnych bialek istoty szarej mézgu w EAE

W %)
| Paralytic stage

Pooibiditts Okres porazenny

Control stage Weak | Strong
Protein fraction animals ! Okros pathological pathological

Frakcja biatkowa Zwierzeta przedporagen- {'eactlon reaqtlon

kontrolne ny Nieznaczne Nasilone

objawy objawy
patologiczne | patologiczue
Prealbumins 1 1.234-0.24 1.3140.05 1.374+0.15 1.134+0.17
Prealbuminy 2 4.754-0.10 4.7940.21 5.784-0.44 4.304-0.25
Albumins 3 7.574-0.43 9.694 0.54 11.7740.59 12.224-1.10
Albuminy 3a| 3.43+0.77 0.980.65 0.004+0.00 | - 0.004-0.00
Pcstalbumins (4 5.1540.64 4.4640.36 4.4440.66 4.2940.63
Postalbuminy {5 9.56+0.79 11.604-0.36 | 12.644-0.54 11.03+0.46
6 7.304+0.74 5.7564+0.23 5.054+0.17 7.5840.62
Globulins i 17.39+1.08 13.2741.28 14.62+0.15 13.1940.45
Globuliny 8 10.0940.94 12.10+40.86 11.5240.62 12.7640.52
9 22.004-0.96 20.15+0.80 21.024-0.66 22.784-0.96
r-Globulins [10 8.6840.40 8.474+1.44 10.06+1.00 10.72 00.84
r-Globuliny {ll 2.8540.83 7.4340.66 1.744-1.02 0,004-0.00

Results are given as mean - standard error
Wyniki podano jako érednia -+ éredni blad éreduiej
Number of animals in each group: 10

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 10

Kiyota (1959) suggested, that from the point of view of brain protein
behaviour two different forms of brain edema should be postulated,
a simple and a complicated one.

Simple brain edema is characterized by a normal soluble brain pro-
tein pattern, whereas in the complicated one — the protein composition
of the brain is altered by the emergence of additional protein fractionrs
corresponding by virtue of their electrophoretic mobility to serum albu-
mins. These observations have been confirmed by Cumings (1961, 1962),
who employed starch gel electrophoresis to investigate the protein com-
position of edematous brain regions in the immediate surroundings of
a brain tumor, and who found markedly increased albumin contents in
the white matter adjacent to the tumor.

In the opinion' of Cumings, these results confirm the assumption that
there exist two biochemically different types of brain edema. These
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results however, could not be fully corroborated by Lowenthal (1964)
who using agar electrophoresis was in fact able to demonstrate some
increase in the level of a fast. migrating brain protein fraction, but this
fraction showed all characteristics specific for a-globulins and not for
albumins. :

Hauser and coll. (1963) employed a different experimental model of
brain edema, which was induced in dogs by means of inplanting Psyl-
lium seeds into -the brain. Using paper electrophoresis of brain proteins
these authors demonstrated a markedly increased albumin content (band
2 in the proteinogram) but only in those brain specimens which showed
morphological signs of swelling. This correlation seemed so obvious that
an increased content of albumins was not only regarded as beeing indi-
cative of brain edema but also as an accurate measure of its intensity.

In our study of the composition of cerebral proteins in EAE — in
a pathological process which produces inflammatory edema we were
unable to find any significant increase of either prealbumins or albu-
mins. Only with the aid of immunohistochemical methods some extra-
vascular deposits of serum albumins and B; C globulins could be de-
tected (Wajgt, 1972). The observations in EAE seem to indicate that
brain edema in this experimental disease does not affect the cerebral
soluble protein pattern, and thus should be recorded as the simple
edema.

The factor, which is decisively responsible for alterations in the ce-
rebral protein pattern is the antigen — antibody reaction, by virtue oi
which an intensive production of immunoglobulins is set up in the early
period of the illness. In the electrophoretic pattern this is reflected by
the increased proportion of the second y-globulin fraction. The transient
nature of this change excludes the other possible explanation, that it
is myelin membrane proteins which become solubilized by the patholo-
gical demyelinating process and which migrate in electrophoresis to-
gether with cerebral globulins.

CONCLUSIONS

1. The inflammatory brain edema in experimental allergic encepha-
lomyelitis is not associated with alterations in the electrophoretic cere-
bral protein pattern thus indicating that from a biochemical point of
view it constitutes a simple type of edema.

2. The rather small alterations of the y-globulin pattern in the early
period of EAE (increase of second y-globulin fraction — fraction 11) are
the result of an induced immunoblobulin production in the nervous
tissue.
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3. The impairment of myelin membranes in EAE is not reflected in
the electrophoretic pattern of soluble brain proteins.

M. Wender, A. Piechowski, A. Wajgt

BIALKA MOZGU
W DOSWIADCZALNYM ALERGICZNYM ZAPALENIU MOZGU
I RDZENTA (EAE)

Streszczenie

Autorzy przeprowadzili badania biochemiczne rozpuszczalnych bialek moézgu
u szczuré6w z alergicznym zapaleniem moézgu i rdzenia, wywolanym jednorazowym
$§rodskérnym wstrzyknieciem mieszaniny encefalitogennej. Badania przeprowadzono
w 2 r6znych okresach rozwoju procesu chorobowego: w okresie przedporazennym
i w okresie w pelni rozwinietego zespolu klinirznego. Na podstawie uzyskanych
wynik6w autorzy wyciggaja nastepujgce wnioski:

1. W obrzeku moézgu w do$§wiadczalnym alergicznym zapaleniu mézgu i rdzeania
nie stwierdzono zmian w elektroforetycznym obrazie bialek moézgu. Z biochemicz-
nego punktu widzenia wskazuje to na prosty typ obrzeku.

2. Stosunkowo niewielkie zmiany w obrazie elektroforetycznym gamma-globulin
(frakcja 11) sg nastepstwem wytwarzania immunoglobulin w tkance nerwowej.

3. Uszkodzenie ostonek mielinowych w EAE nie powoduje zmian w obrazie
elektroforetycznym rozpuszczalnych biatek moézgu.

M. Bengep, A. IlexoBckyu, A. Baurrt

BEJIKM B MOITE ITPU OKCIIEPMMEHTAJBHOM AJIJEPTUYECKOM
BOCIIAJEHUU TOJOBHOI'O U CIIMHHOI'O MO3TrA (9AD)

Pe3oMe

ABTOpBI npuBeayu OGMOXMMMYECKMEe MCCJIEA0BAHMA pPACTBOPUMBIX 6eJIKOB MO3ra
y KpblaCc C ajUlepTMyYecKyM BOCIAJEeHMEM I'OJIOBHOIO M CITMHHOTO MO3ra, BbI3BAHHOM
OJIHOKPATHBIM INOAKOMKHBIM BBeJeHMEM ISHIedaIMTOTeHHOM CMeCH.

VcenenoBaHuA NPOBEJIEHBI B ABYX Pa3HbIX NMepuoAax pa3BuTusa O0JN3HKU: B Nepuoxn
nepes nopazKeHMeM UM BO BPEeMs TOJHOTO Pa3BUTUA KIMHUYECKOIO KOMILIEKCA.

Ha ocHOBaHMM IOJIyYEHHBIX PE3yJbTAaTOB aBTOPbLI NPUIIJIM K CJieIyIOLUMM 3aKJIO-
YEeHUAM:

1. B oTeke MO3ra NIpy SKCIEPUMEHTANbHOM aJlJIePIMYe€CKOM BOCI(QJIEHUM TOJIOBHOTO
M CIMHHOTO MO3ra He OOHapy’KeHO M3MEHEHMII B 9JIekTPO(Ope3HOi KapTuHe OeJKOR
MO3ra, YTO YKas3bIBaeT Ha HECJOMKHBIA TUI OTEKa.

2. OrHOCMTENBHO HeboJblIMEe M3MEHEHUs B 2JIEKTPO(OPE3HO) KapTuHe IaMMa-
-ra06ynuH ¢ yBeamyeHueM BTOpoi (pakummu ramma-riaobynus (dppakumusa II) B paH-
HeM nepuojie DAD ABJIAITCA Pe3yJbTAaTOM 00pa30BAHUSA MMMYHO-TJIOOYJIMH B HepB-
HOJ TKaHMU.

3. TloBpexJaeHMe MMIIMHOBBIX 000704ek mpu DAD He BbIZLIBAET U3MEHEHUMIA B
9JIeKTPO(POPE3HOI KapTUHE PacTBOPUMBIX GeJIKOB MoO3ra.

http://rcin.org.pl



338

10.
11

12.

13.

14.

15.

M. Wender et al.

REFERENCES

Cumings J.: Soluble cerebral proteins in normal and oedematous brain. J. clin.
Path., 1961, 14, 289—298.

. Cumings J.: Water soluble proteins and enzymes in normal and in oedematous

brain tissue. IV Intern. Congress Neuropath. Ed. H. Jacob, vol. I, Thieme,
Stuttgart 1962, pp. 157—161.

Davis B.: Disc electrophoresis — II Method and application to human serum
proteins. Annals N. York Acad. Sci., 1964, 121, 404—427.

Gernard K., and E. Hajek: Vergleichende Untersuchungen zur quantitativen
Liquor (und Harn) Eiweissbestimmung mit einem modifizierten F.xton-Reagens.
Dtsch. Gesundheitwesen, 1966, 11, 510—513.

. Hauser H., Sven H., McKenzie B., Mc Guckin W, and Goldstein N.: A study

of cerebral protein and polysaccharide in the dog. III. , Albumin” changes in
experimental cerebral edema. Neurology (Minneap.), 1963, 13, 945—952.
Jackman L.: Application of nuclear magnetic resonance spectroscopy in organic
chemistry, Pergamon Press, London, 1959.

Kaps G.: Uber elektrophoretische Untersuchungen an Hirngewebe, insbeson-
dere aus der Umgebung von Tumoren-zugleich ein Beitrag zur Pathogenese
von Hirnschwellung und Hirnédem. Arch. Psychiat. Nervenkr. 1954, 192,
115—128.

Karcher D., van Sande M. and Lowenthal A.: Micro-electrophoresis in agar
gel of proteins of the cerebrospinal fluid and central nervous system. J. Neuro-
chem., 1959, 4, 135—140.

Kiyota K.: Electrophoretic protein fractions and the hydrophilic property of
brain tissue. I. The proteins of normal brain. II. The proteins of braingwith
oedema. J. Neurochem., 1959, 4, 202—208 and 209—216.

Lowenthal A.: Agar gel electrophoresis in neurology, Elsevier, Amsterdam 1964.
Ornstein L.: Disc electrophoresis. I. Background and theory. Annals N. York
Acad. Sci., 1964, 121, 321—349.

Paterson P.: Transfer of experimental allergic encephalomyelitis in rats by
means of lymph node cells, J. Exp. Med., 1960, 111, 119—136.

Vulpe M. Hawkins A. and Rozdilsky B.: Permeability of cerebral blood
vessels in experimental allergic encephalomyelitis studied by radioactive
iodinated bovine albumin. Neurology (Minneap.), 1960, 10, 171—177.

Wajgt A.: Immunohistochemical study of experimental allergic encephalo-
myelitis. Ann. Immunol., 1972, 4, 183—194.

Wender M., Piechowski A., Wajgt A.: Cerebral proteins in experimental cyanide
encephalopathy. Neuropat. Pol., 1972, 10, 519—527.

Authors’ address: Department of Neurology, Medical Academy, Poznan, Poland,
49 Przybyszewskiego Str.

http://rcin.org.pl



Fig. - 1.

Ryc. 'k

Fig. 2

Ryey 2,

Fig. 3.
Ryc. 3.
Fig. 4.

Ryec. 4.

Cerebral proteins in EAE 339

PODPISY POD RYCINY
LEGENDS FOR FIGURES

Delicate infiltrate in venous wall. Medulla oblongata — 12 days after
immunization. H+E, X480.
Delikatny naciek w $§cianie naczynia zylnego. Rdzen przediuzony — 12 dni
: po immunizacji.
Weak perivascular reaction in spinal cord — 12 days after immunization.
H+E, X240.

Staby odczyn okolonaczyniowy w rdzeniu kregowym — 12 dni po immuni-
zacji.

Large perivenous infiltration in pons — 14 days after immunization. H+E,
X 480.

Duzy naciek okolozylny w moécie — 14 dni po immunizacji.

Diffuse demyelination in cerebellar white matter. 14 days after immuni-
zation., Kliiver-Barrera staining, X240.

Rozlana demielinizacja w istocie bialej mézdzku — 14 po immunizacji.
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MARIA OSTENDA, HALINA STRUGALSKA

HISTOCHEMICZNE ZMIANY
WE WRZECIONACH MIESNIOWYCH
W PRZYPADKACH CHOROB MIESNI *

Klinika Neurologiczna AM, w Warszawie
Kierownik: prof. dr I. Hausmanowa-Petrusewicz

Wrzeciona miesniowe uwazane byly przez dlugi czas za twory oporne
na procesy chorobowe toczace sie w ukladzie mieSniowym. Z badan
doswiadczalnych wynika, ze jedynym pewnym czynnikiem prowadzg-
cym do uszkodzenia wrzecion jest uszkodzenie neuronu (Tower 1932,
Adal 1969, Bourne 1960, Bravo-Rey i wsp. 1969). Wydaje sie wiec, ze
w jednostkach chorobowych, w ktorych napotyka sie uszkodzenia neu-
ronu, mozna by oczewiwa¢ zmian we wrzecionach mie$niowych. Ostatnio
ukazaly sie prace donoszace o zmianach we wrzecionach, w niektorych
przypadkach chor6b miesni (Lapresle, Milhaud 1964, Jedrzejewska, Fi-
dzianska 1966, Cazzato, Walton 1968, Adams i wsp. 1962, d’Agostino
i wsp. 1968).

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie aktywnosci niektérych enzy-

méw we wrzecionach mieSniowych w przebiegu choréb pierwotnie
mieSniowych i neurogennych.

MATERIAEL I METODY

Material obejmuje 39 przypadkéw wybranych z 450 przypadkow
choréb miesniowych badanych w Klinice Neurologicznej AM w War-
szawie, w latach 1965—1969.

Dwa przypadki rozpoznane jako schorzenia niemiesniowe (Spina bi-
fida oraz dzieciece porazenie moézgowe), w ktérych badania kliniczne,
histopatologiczne, biochemiczne oraz elektromiograficzne nie wykazaly

* Praca wykonana i subsydiowana z umowy polsko-amerykanhskiej PL 480,
Grant Public Health Service USA. Agreement Nr 05-002-1.
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zmian w tkance mie$niowej, traktowano jako material poréwnawczy
przy ocenie patologii wrzecion.

Podzial materiatlu wedlug rozpoznan, z uwzglednieniem mie$ni, z kto-
rych pobierano wycinki, jest przedstawiony w tabeli 1.

Tabela 1. Przypadki choréb miegéni, w ktérych w pobranym wyecinku migéniowym
znajdowano wrzeciona

Table 1. Cases of muscle diseases in which in muscla biopsy spiidles were found

Lp. Rozpoznanie | Liczba Miggin} ~— Muscle
-{ ... Przyp.
No Piagnosms i biceps | quadr. delt. glut. tib.
of cases

1 Dystrophia musc.

progressiva

a) Facio-scapulo-

-humeralis 85 + 1

b) Duchenne iy . 14 1
2 Myopathia 8 5 2 1
3 Dystrophie myoto-

‘- nica 1 1
4 Myotonia 1 1
5 Atrophia spinalis 4 4
6 M. Kugelberg-We-

lander 2 ' 1 1
7 M. Charcot-Marie

Tooth -, ot 1 2
8 Spina bifida 1 1
9 Paralysis cerebr. inf. 3 1

Razem — Total | 41 g R A T g S W

Wycinki miesniowe pobierano w znieczuleniu miéjscowym 2% roz-
tworem nowokainy. Pobrany, nieutrwalony wycinek zamrazano natych-
miast w cieklym azocie lub suchym lodzie i skrawano na kriostacie
w temperaturze —18 °C. W skrawkach badano aktywnos$¢ dehydroge-
nazy bursztynianowej (SDH), dehydrogenazy mleczanowej (L.DH), dehy-
drogenazy alfa-glicerofosforanowej (alfa-GDH), dehydrogenazy- glicero-
-6-fosforanowej (G-6-PDH) wedlug Barka (1965), UDPG-transferazy,
fosforylazy a, b oraz a+b (Pla, Plb, Pla+b) wedlug Guha i Wegmana
w modyfikacji Godlewskiego (1963), adenozynotrdjfosfatazy miofibry-
larnej (ATP-aza) wedlug Padykuli i Hermanna (1955), acetylocholines-
terazy (ACHE) wedlug Koelle w modyfikacji Gerebtzoffa (1959). We
wszystkich metodach przeprowadzano kontrole, inkubujac ~skrawek
w ,$lepym” substracie. ’ ;
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WYNIKI

Wrzeciona mie$niowe pochodzace z przypadkow, w ktorych nie
stwierdzono zmian w mie$niach, byly otoczone torebka, w ktérej odeczyn
na fosforylaze byl ujemny, a na ATP-aze i dehydrogenazy stabo do-
datni. Aktywnos¢ enzyméw we widknach intrafuzalnych byta zréznico-
wana, we wi6knach waskich wysoka dla fosforylazy i ATP, zas we
wléknach szerokich aktywno$¢ ATP byla nizsza, fosforylazy dos¢ wy-
soka (ryc. 1, 2). Aktywnos$¢ enzyméw oddechowych byla wyréwnana,
wysoka zaréwno we wioknach szerokich jak i waskich (ryc. 3). W prze-
strzeni wewnatrztorebkowej odczyny barwne nie wystepowaly.

Dystrophia musculorum progressiva

Typ obreczowo-konczynowy. W niektérych przypadkach wystepowalo
nieznaczne pogrubienie torebki lacznotkankowej, przegréd wewnatrzto-
rebkowych oraz rozwarstwienie blaszek torebki. Niekiedy stwierdzano
zmniejszenie rozmiaréw wilokien intrafuzalnych oraz: obnizenie aktyw-
nosci enzymow.

Typ Duchenne’a. W tej postaci dystrofii mie$niowej zmiany o réznym
nasileniu wystepowaly we wszystkich badanych przypadkach, obejmu-
jac torebke, wil6kna intrafuzalne i przestrzen wewnatrztorebkowa.
W torebce stwierdzono pogrubienie i rozwarstwienie blaszek (ryc. 5).
W przestrzeni wewnatrztorebkowej pojawial sie material stabo barwiacy
sie przy reakcji na ATP-aze i dehydrogenazy (ryc. 8, 9). Aktywnos¢
ATP-azy réznicowala typy metaboliczne wilékien intrafuzalnych (ryc. 4),
czasem wystepowaly wyrazne ubytki aktywnoéci tego enzymu (ryc. 5).
W badaniu aktywnosci dehydrogenaz réwniez stwierdzono wystepowanie
ubytkéw we wi6knach intrafuzalnych. Przypominaly one opisywane
w przerostych wiloknach ekstrafuzalnych ,blebs” (ryc. 12, 13, 14).
W niektérych wiéknach lub catych ich grupach obserwowano ubytki
aktywnosci fosforylaz (ryc. 10). Byly to zwykle wlékna bardzo matych
rozmiaréw, umieszczone ekscentrycznie w poszerzonej (pozornie?) prze-
strzeni limfatycznej otoczonej cienka torebks. W niektérych przypad-
kach reciprokalno§¢ odezynéw na enzymy cyklu glikolitycznego i oksy-
doredukcyjne wydawala sie zatarta (ryc. 15, 16, 17, 18). Mozaikowy
uklad odczynéw enzymatycznych we wildknach ekstrafuzalnych sgsiadu-
jacych z wrzecionami byl zachowany.

W przypadkach 2z zaawansowanymi zmianami tkanki miesniowe]j
stwierdzano obecno$¢é wrzecion mieSniowych o prawidlowej strukturze.
Aktywnos$¢ enzyméw we wibknach intrafuzalnych byla jednak nieco
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zmieniona: wyzsza we wszystkich wloéknach, niezaleznie od ich rozmia-
réow (ryc. 6).

Mvyopathia. W tej grupie choréb mie$niowych, zmiany we wrzecio-
nach wystepowaly w sposéb niestaly. W pojedynczych wldéknach intra-
fuzalnych stwierdzono ubytki aktywnosci enzymatycznej przypominajace
opisane poprzednio ,,blebs”. W niektoérych widknach aktywno$é¢ enzymow
byla nieco obnizona. W przypadku myopathia myotubularis znaleziono
niezmienione wrzeciono w skrawku mie$nia, w ktoérym liczne wlokna
ekstrafuzalne byly w stadium miotuby.

W przypadkach: memaline myopathia, glicogenosis, dystrophia myo-
tonica i myotonia nie stwierdzono zmian we wrzecionach.

Atrophia spinalis

We wrzecionach obok niezmienionych wilékien wystepowaly wildékna
bardzo male o obnizonej aktywnosci fosforylaz, a zachowanej dehydro-
genaz — oceniane przez nas jako zanikowe (ryc. 21, 22, 23). W niekto6-
rych przypadkach wrzeciona wykazywaly wzgledna odporno$¢ na pro-
ces chorobowy, utrzymujac sie w polach typowo neurogennego zaniku
wlokien ekstrafuzalnych (ryc. 24).

Morbus Kugelberg-Welander

W dwu badanych przypadkach wrzeciona pozostawaly w granicach
normy.

Morbus Charcot-Marie-Tooth

W badanych przypadkach stwierdzono, w znacznie zmienionej tkance
mie$niowej, wrzeciona o zachowanej strukturze i wyréwnanej aktyw-
nosci enzymatycznej we wioknach intrafuzalnych, niezaleznie od ich
rozmiarow (ryc. 20). W jednym przvpadku stwierdzono zmniejszenie
ilosci wlokien intrafuzalnych we wrzecionie: 1—2 wiokna znajdowaty
sie w szerokiej przestrzeni wewnatrztorebkowej (ryc. 19).

OMOWIENIE

Jako material poréwnawczy w stosunku do wrzecion pochodzacych
z przypadkéw choréb mieg$niowych potraktowano wrzeciona miesniowe
z przypadkéw, w ktorych nie stwierdzono chordb mies$ni. Liczba wio-
kien intrafuzalnych we wrzecionie waha sie w granicach cd 4 do 18.
We wszystkich badanych wrzecionach wystepowaly zaréwno wiokna
szerokie jak i waskie. Wydaje sie, ze wildkna szerokie odpowiadaja
wedtug klasycznego Podzialu wiéknom ,bag”, a waskie ,,chain” (Ruffini
1892 cyt. wg Adamsa i wsp. 1962). W badanym materiale stwierdzono
zréznicowanie typéw metabolicznych widkien intrafuzalnych: aktywnosc
ATP-azy miofibrylarnej i fosforylaz byla wysoka we wiloknach waskich
(podobnie jak w II typie metabolicznym wlékien ekstrafuzalnych),
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a niska we wib6knach szerokich (typ I). Obok dwu zréznicowanych ty-
péw widkien wystepowaly wlékna s$redniej wielkosci, o umiarkowanej
aktywnos$ci ATP-azy i fosforylazy Pl, ktére moga odpowiada¢ wiéknom
posrednim (ryc. 1, 2). Do typu II nalezg, jak sie wydaje ,chain”, za$
,bag” nalezg do typu I i posredniego, jezeli przyjmie sie za wskaznik
aktywnos¢ ATP-azy i fosforylaz. Aktywnos¢ enzyméw oksydoredukeyj-
nych bywa we wiéknach intrafuzalnych wyréwnana, niezaleznie od ich
rozmiaréw (ryc. 1). Widkna intrafuzalne sg otoczone torebka tacznotkan-
kows, w ktérej aktywnos¢ fosforylaz jest nieobecna, dehydrogenaz
i ATP-azy mierna. W warunkach prawidlowych grubos$¢ torebki, oraz
szeroko$¢ przestrzeni wewnatrztorebkowej zmienia sie wzdluz osi diu-
giej wrzeciona.

W  rozpatrywanych przypadkach choréb miesni zmiany dotyczyly
w roznym stopniu wszystkich elementéw wrzeciona miesniowego: to-
rebki lacznotkankowej, przestrzeni wewnatrztorebkowej i widkien intra-
fuzalnych. Pogrubienie torebki wrzeciona stwierdzono w kilku przypad-
kach zaréwno choréb pierwotnie miesniowych jak i neurogennych,
przewaznie w postaciach o ostrym przebiegu klinicznym (M. Werdniga-
-Hoffmanna, M. Duchenne’a). Blaszki pogrubiatej torebki byly zwykle
rozwarstwione, towarzyszyly im zmiany we wloknach intrafuzalnych.
Zmiany te mogly odpowiada¢ histopatologicznemu obrazowi ,,oedema-
tous swelling” (Cazzato, Walton 1968). Poszerzenie przestrzeni wewnatrz-
torebkowej wystepujace w szeregu Przypadkéw powinno by¢ rozpozna-
wane ostroznie ze wzgledu na zmiany jej rozmiaré6w w warunkach
fizjologicznych, zalezne od poziomu przekroju. Przy zaniku wl6kien
intrafuzalnych poszerzenie przestrzeni moze by¢ pozorne (ryc. 7, 8, Y,
10, 22). W niektorych przypadkach w poszerzonej przestrzeni wewnatrz-
torebkowej wystepowala bezstrukturalna masa ze stabym odczynem
barwnym, nie bedacym odczynem enzymatycznym. Interpretacja tego
zjawiska jest trudna, dopdki nie zostanie w pelni wyjasniona rola fizjo-
logiczna przestrzeni i jej zawartosci (Brzezinski 1961). Najistotniejsze
zmiany dotycza wlékien intrafuzalnych. W niektérych przypadkach
udalo sie stwierdzi¢ niewgtpliwe zmniejszenie liczby wlékien intrafu-
zalnych, ktérych niewielkie grupy byly umieszczone ekscentrycznie
w szerokiej przestrzeni wewnatrztorebkowej, otoczonej niezmieniong
torebka (ryc. 8, 9, 10, 21). Obraz ten przypominal zanik opisywany
w miopatiach, prowadzacy do calkowitego opustoszenia torebki wrze-
ciona (Cazzato, Walton 1968, Martin, Resnier 1968). Zmiany tego rodzaju
w naszym materiale wystepowaly jedynie w przypadkach zaniku migsni
- pochodzenia neuralnego. W przetrwalych wiéknach aktywno$¢ enzyma-
tyczna byla zachowana, jednakze fosforylazy nieco obnizona, a dehydro-
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genazy wysoka niezaleznie od rozmiaréw klokien. W niektérych przy-
padkach w neuralnym zaniku mie$ni udalo sie stwierdzi¢ zmniejszenie
rozmiaréw niektoérych widkien intrafuzalnych (ryc. 19, 20). Widkna te
o obnizonej aktywnosci fosforylazy i zachowanej aktywnos$ci ATP-azy
wystepowaly obok widékien obu typéw metabolicznych o prawidlowych
odczynach.

Wewnatrz wldkien intrafuzalnych stwierdzono zmiany w lokalizacji
aktywnosci niektéorych enzyméw. W kilku przypadkach byly to drobne
ubytki aktywnos$ci dehydrogenaz, nadajace cytoplazmie wyglad pianko-
waty (ryc. 12, 13, 14), o obrazie identycznym z ,blebs” opisywanymi
w przerostych wiléknach ekstrafuzalnych. W niektérych przypadkach
stwierdzono we wldéknach intrafuzalnych ubytki aktywnosci ATP i Pl
(ryc. 5, 6, 11). Opisane zmiany dotyczyly przewaznie wtdkien szerokich
typu I, tzn. , bag”.

W wiekszosci przypadkéw udato sie stwierdzi¢ podzial wiékien intra-
fuzalnych na typy metaboliczne, zwlaszcza gdy jako kryterium oceny
przyjmowano aktywnos¢ ATP-azy (ryc. 4), w niektérych przypadkach
jednakze aktywnos¢é we wszystkich widoknach pozostawala mierna (ryc.
5). Aktywnos¢ dehydrogenaz we wloknach intrafuzalnych byla w wielu
przypadkach wyréwnana, nie wykazujac reciprokalno$ci w stosunku do
aktywnosci Pl, opisywanej w miesniach zwierzat (Corvaja i wsp. 1969,
Yellin 1969a, 1969b, Wirsen 1964, Rebollo, de Anda 1967, Edgerton,
Simpson 1969, Nakajima i wsp. 1968, Spiro, Beilin 1969a). Badania pro-
wadzone na prawidlowej tkance miesniowej czlowieka nie wykazywatly
takiej reciprokalnosci (Spiro, Beilin 1969b), traktowaliSmy wiec wyréw-
nang aktywnos$¢ Pl i DHaz we wldéknach intrafuzalnych jako ich ceche
prawidlowsg.

Mechanizm powstawania zmian we wrzecionach opisywany jest dos¢
skapo: pewnym jest jedynie wystepowanie zmian we wrzecionach przy
uszkedzeniu korzonkéw (Tower 1932). W przebiegu zatrucia Vincristine,
lekiem uszkadzajacym pierwotnie wrzeciona mie$niowe, zmiany znaj-
dowano zarowno w tkance mie$niowej jak i nerwowej (Sandler i wsp.
1969). Autorzy badajacy wrzeciona w przebiegu choréb miesniowych
znajdowali w nich zmiany zaré6wno w przypadkach uwazanych za pier-
wotnie miesniowe jak i neuralne (Lapresle, Milhaud 1964, Jedrzejow-
ska, Fidzianska 1966, Cazzato, Walton 1968, Conen, Bell 1970, Cooper,
Daniel 1963). Na podstawie naszego materialu, wydaje si¢ jednak, ze
charakter zmian wystepujgcych w tych dwéch grupach schorzen jest
odrebny: zaniki- wibkien intrafuzalnych stwierdzono jedynie w przy-
padkach neurogennych, za§ miejscowe ubytki aktywnosci enzymoéw
wystepowaly przewaznie w zespolach miogennych, najczeSciej w poste-
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pujacym zaniku mies$ni typu Duchenne’a. Wi6kna intrafuzalne wykazu-
ja, jak sie wydaje, sklonno$¢ do okreslonego rodzaju zmian zaleznie od
ich typu metabolicznego; miejscowe ubytki aktywnosci enzymatycznej
wystepujg raczej we wioknach typu I, zas§ typ II wykazuje wiekszy
sklonno$¢ do ogdlnego obnizenia aktywnosci i do zanikoéow.

Zmiany wystepujace w naszym materiale byly opisywane w przebiegu
chor6b miesniowych we wléknach ekstrafuzalnych. Nasuwa to przy-
puszczenie, ze mimo réznic histologicznych i fizjologicznych miedzy
wiléknami ekstrafuzalnymi i intrafuzalnymi mechanizm ksztaltowania
zmian chorobowych jest w nich zasadniczo podobny. Zmiany enzyma-
tyczne nie wystepuja jednak réwnolegle w obu rodzajach wiékien; zmie-
nione wrzeciona leza niejednokrotnie w niezmienionej tkance migsnio-
wej, i odwrotnie, w prawie calkowicie rozpadiej tkance mig$niowej
znajdowaliSmy nie uszkodzone wrzeciona.

Wystepowanie zmian we wrzecionach mie$niowych wydaje sie uza-
leznione od przebiegu procesu chorobowego: w jednostkach chorobo-
wych o ciezszym przebiegu klinicznym wystepuja one czeSciej.

WNIOSKI

1. We wrzecionach mie$niowych czlowieka w warunkach prawidlo-
wych wystepuja trzy typy metaboliczne widkien intrafuzalnych. ,,.Chains”
wydaja sie odpowiada¢ II, a ,bags” I i poSredniemu typowi.

2. W przebiegu choréb miesniowych, we wrzecionach wystepuja
zmiany dotyczace torebki, przestrzeni wewnatrztorebkcwej i wlokien
intrafuzalnych. Rodzaj zmian w tych ostatnich jest taki sam, jak we
wléknach ekstrafuzalnych (zanik widkien, obnizenie w nich aktywnosci
enzymatycznej, miejscowe ubytki typu ,blebs”), sugerujac podobien-
stwo metabolizmu.

3. W przypadkach choréb pierwotnie mig$niowych czeSciej obserwo-
wanc zmiany miejscowe widkien intrafuzalnych, za§ w chorobach
neuralnych — zanik. Zmiany we wrzecionach czeséciej spotykano w jed-
nostkach chorobowych o ostrzejszym przebiegu.

M. Ocrenpa, X. Crpyraancka

I'MCTOXUMMMUYECKUE UBMEHEHUA B MDLIIIEYHBIX BEPETEHAX
TP BOJIESHAX MBbIIIIT

Peszwome
MseleuHble BepeTeHa 6bliM uccjeZoBanbl B 41 cayyae MblredHbIx Gosesnn. Ycra-

HOBJIEHbI U3MEHEHUA B CyMKe, BHYTPMCYMOYHOTO IIDOCTPAHCTBA M B MHTpady3albHbIX
BrilokHax. Tunm u3MeHeHMiI B MHTpPacdy3aJbHBIX BOJIOKHAX OJMHAKOB C TaKOBBIM
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B SKCTpadys3albHBIX (MCYe3HOBEHME, YMEHbIEeHUEe 9H3MMATUYECKON aKTMBHOCTH, JIO-
XaJbHble IIOTepM axKTMBHOCTM Tuna ,blebs”), BHymas cxomcrBo MeTabonusma.
JlokanbHble M3MeHeHMs MHTpady3aJbHBIX BOJOKOH Habiiojaimch walle B Clydasx
boJle3HE) TNEPBMYHOMBILIEYHBIX, & aTpodMs NIPM HEeBPaJbHBIX OoJde3HAX. B ciay-
yagx OCTPOro TeueHusa 00Jie3HM M3MEHEHus BhICTynaJju 6ojee wyacro.

M. Ostenda, H. Strugalska

HISTOCHEMICAL CHANGES IN MUSCLE SPINDLES
IN MUSCLE DISEASES

Summary

Muscle spidles in 41 cases of muscle diseases were studied. The changes
found involved capsule, intracapsular space and intrafusal fibres. The changes in
intrafusal fibres were of the same type as in the extrafusal ones (atrophy, de-
crease of enzymatic activity, local activity loss of the ,blebs” type) suggesting
a close similarity with respect to the metabolism. Local changes in intrafusal
fibres were more frequently observed in cases of primarily musclar diseases,
whereas atrophies in neural diseases. The changes occured mor frequently in
disease units of a more acute course.

10.

11

PISMIENNICTWO

Adal M. N.: The fine structure of the sensory region of cat Muscle spindles.
J. Ultrastr. Res., 1969, 26/3—4, 332—352.

Adams R. D.,, Denny-Brown D. Pearson C. M.; Diseases of Muscle. Hoeber,
New York 1962.

D’Agostino A. N., Ziter F. A, Rollison M. L. Bray P. F.: Familial myopathy
with abnormal muscle mitochondria. Arch. Neurol., 1968, 18, 388—401.

Barka T., Anderson P.: Histochemistry. Theory, practice and bibliography.
Hoeber, New York 1965.

Bourne G. H.: The Structure and Function of Muscles. Vol. I. Acad. Press.
London 1960.

Bravo-Rey M. O., Yamazaki J. N. Eldred E. Maier A.: Ionizing Irradiation
on development of the Muscle Spindles. Exp. Neurol.,, 1969, 25/4, 595—602.
Brzezinski D. K.: Untersuchungen zur Histochemie der Muskelspindeln. II. Zur
Topochemie und Function des Spindelraumes und der Spindelkapsel. Acta
Histochem. (Jena), 1961, 12, 277—288.

Cazzato G., Walton J. N.:' The Pathology of the Muscle Spindle (A Study of
Biopsy Material in Various Muscular and Neuromuscular Diseases). J. Neurol.
Sci., 1968, 7, 15—170.

Conen P. E. Bell C. D.: Histochemical fibre , Types” in Duchenne Muscular
Dystrophy. J. Neurol. Sci., 1970, 10/2, 163—170.

Cooper S., Daniel P. M.: Muscle Spindles in Man: their Morphology in the
Lumbricals and the Deep Muscles of the Neck. Brain, 1963, 86, 563—586.
Corvaja N., Marinozzi V. Pompeiano O.: Muscle Spindles in the Lumbrical
Muscles of the Adult Cat. Arch. Ital. Biol,, 1969, 107/4, 365—543.

http://rcin.org.pl



12.

13.
14.

15.

iy 4

18.

19.

20.

21.

27.

Histochemia wrzecion migSniowych 349

Edgerton V. R. Simpson D. R.: The intermediate muscle fibres of rats and
guinea pigs. J. Histochem. Cytochem., 1969, 17/12, 828—838.

Gerebtzoff M. A.: Cholinesterases. Pergamon Press, London 1959.

Godlewski H. G.: Are active and inactive phosphorylases histochemically
distinguishable? J. Histochem. Cytochem., 1963, 11, 198—112.

Jedrzejowska H., Fidzifiska A.: Zmiany we wrzecionach mig$niowych w cho-
robach mieéni. Neuropat. Pol., 1966, 4/2, 217—230. '

Lapresle J., Milhaud M.: Pathologie du fuseau neuromusculaire. Rev. Neurol.,
1964, 110/2, 97—122.

Martin L., Resnier J.: Nemaline Mpyopathy. I. Histochemical Study. Acta
neuropath. (Berlin), 1968, 11, 282—293.

Nakajima Y. Shantha T. R., Bourne G. H.: Enzyme-Histochemical Studies on
the Muscle Spindle. Histochemie, 1968, 16, 1—8.

Padykula H. A. Herman E.. The Specificity of the histochemical method for
adenosine triphosphate. J. Histochem. Cytochem., 1955, 3, 170—195.

Rebollo M. A, de Anda G.: The neuromuscular Spindles in the Adult Chicken.
I1. Histochemistry. Acta Anatom., 1967, 67, 595—608.

Sandler S. G. ,Tobin W. Henderson E. S.: Vincristine induced neuropathy.
Neurology (Minneap.), 1969, 19, 367—374.

. Spiro A. J., Beilin R. L.: Histochemical Duality of Rabbit Intrafusal Fibres.

J. Histochem. Cytochem., 1969a, 17/5, 348—349.

. Spiro A. J,, Beilin R. L.: Human Muscle Spindle Histochemistry. Arch. Neurol.,

1969b, 20, 271—275.

. Tower S. S.: Atrophy and degeneration in the muscle spindles. Brain, 1932, 55,

77—90.

. Wirsen C.: Histochemical Heterogenity of Muscle Spindle Fibers. J. Histochem.

Cytochem., 1964, 12, 308—309.

. Yellin H.: A Histochemical Study of Muscle Spindles and their Relationship

to Extrafusal Fiber Types in the Rat. Amer. J. Anat., 1969a, 121/1, 31—46.
Yellin H.: Unique intrafusal and Extraocular Muscle Fibres. Exhibiting Dual
Actomyosin ATP-ase activity. Exp. Neurol, 1969b, 25, 153—163.

Adres autorek: Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Kli-

nicznej PAN, Warszawa, ul. Dworkowa 3.

http://rcin.org.pl



350 M. Ostenda, H. Strugalska

PODPISY POD RYCINY

LEGENDS FOR FIGURES

Ryc. 1 Miesien niezmieniony. Wrzeciono mie$niowe wykazuje trzy typy wewnagtrz-

wrzecionowych wibkien: szerokie z niska aktywnoéciag ATP-azy, waskie z wysoka

aktywnos$cia i cze$¢ szerokich z poSrednig aktywno$cig tego enzymu. ATP-aza.
Pow. 200X.

Fig. 1 Unchanged muscle. Muscle spindle shows three types of intrafusal fibres:
wide with low ATP-ase activity, small with high and wide with medium activity
of this enzyme. ATP-ase. X200.

Ryc. 2. Migsien niezmieniony. Fosforylaza a wykazuje reciprokalng aktywnosé
w stosunku do aktywno$ci ATP-azy. Fosforylaza a. Pow. 200X.

Fig. 2 Uncharged muscle. Phosphorylase activity is reciprocal to that of ATP-ase.
Phosphorylase a, X200.

Ryc. 3. Miesienn niezmieniony. Stabo zréznicowana aktywno$¢é SDH we widknach
wewnatrzwrzecionowych. Reciprokalne zachowanie sie aktywnoéci enzymu miedzy
wibknami wewnatrz- i zewnatrzwrzecionowymi. SDH. Pow. 400X.

Fig 3. Unchanged muscle. SDH activity is poorly differentiated in intrafusal fibres.
The reciprocity of activity between intrafusal and extrafusal fibres in visible.
SDH. X400.

Ryc. 4. Dystrophia musculorum progressiva, typ Duchenne’a. Aktywno$¢é ATP-azy

wyzsza w malych wewnatrzwrzecionowych wléknach (prawdopodobnie ,,chains”),

w szerszych (prawdopodobnie ,bags”) — nizsza. Aktywnoé§é enzymatyczna wiékien
wewnatrzwrzecionowych niezmieniona. ATP-aza. Pow. 200X.

Fig. 4. Dystrophia musculorum progressiva, of Duchenne type. In small intrafusal

fibres (probably chains) the ATP’ase activity is high, in wide fibres (probably

bags) it is low. The structure and enzyme activity in muscle spindle is relatively
unchanged. ATP’ase. X200.

Ryc. 5. Dystrophia musculorum progressiva, typ Duchenne’a. Niska aktywno$é
ATP-azy w obu typach wil6kien wewnatrzwrzecionewych. W obwodowej czeSci
wibékien widoczne ubytki aktywnos$ci. ATP-aza. Pow. 200X.

Fig. 5. Dystrophia musculorum progressiva of Duchenne type. Low ATP’ase activity
in both types of intrafusal fibres. The lack of enzyme activity at the periphery of
the fibres is visible. ATP’ase. X200.

Ryc. 6. Dystrophia musculorum progressiva, typ Duchenne’a. Waski peczek wlokien
mieéniowych w szerokiej przestrzeni wewngtrztorebkowej. Zréznicowana aktywno§¢
ATP-azy, w niektérych wibéknach nizsza na obwodzie. ATP-aza. Pow. 200X.
Fig. 6. Dystrophia musculorum progressiva of Duchenne type. The bundle of
intrafusal fibres is narrow in relation te wide intracapsular space. Differentiated
ATPase activity, in some fibres decreased at the periphery. ATP’ase. X200.

Ryc. 7. Dystrophia musculorum progressiva, typ Duchenne’a. Niezmienione wrze-
ciono w tkance mie$niowej wykazujgcej zmiany zwyrodnieniowe. LDH. Pow. 200X.

Rig 7. Dystrophia musculorum progressiva of Duchenne type. Unchanged muscle
spindle in almost fully degenerated muscle tissue. LDH. X200.

Ryc. 8, 9, 10. Dystrophia musculorum progressiva, typ Duchenne’a. Zachowanie sig
aktywno$ci enzymatycznej réznych enzyméw w tym samym wrzecionie. Ryc. 8 —
LDH; Ryc. 9 — G-6-PDH; Ryc. 10 — Fosforylaza a+b. Aktywno$é fosforylaz jest
wyraznie niska we wibknach zewnatrzwrzecionowych. Przestrzen wewngtrztoreb-
kowa poszerzona w stosunku do wilékien wewnatrzwrzecionowych. Pow. 200X.
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Fig. 8, 9, 10, Dystrofia musculorum progressiva of Duchenne type. The activities
of different enzymes in the same muscle spindle. Fig. 8. — LDH; Fig. 9 — G-6-PDH:

Fig. 10 — Phosphorylase a+b. Very low phosphorylase activity in extrafusal
fibres. The intracapsular space is widened in relation to the bundle of intrafusal
fibres. X200.

Ryec. 11, Dystrophia musculorum progressiva, typu Duchenne’a. Wyisza aktywnosé
fosforylaz widoczna w centralnej czeSci widkna. Fosforylaza. Pow. 200X.
Fig. 11. Dystrophia musculorum progressiva of Duchenne type. Phosphorylase acti-
vity is decreased in the central part of certain fibres. Phosphorylase. X200.

Ryc. 12. Dystrophia musculorum progressiva, typu Duchenne’a. Aktywnosé dehy-
drogenazy bursztynianowej rozlozona nieregularnie tworzy ,blebs” we wi6knach
wewnatrzwrzecionowych. SDH. Pow. 100X.

Fig. 12, Dystrophia musculorum progressiva of Duchenne type. The activity of
succinic dehydrogenase locally decreasing, forms the blebs in intrafusal fibres.
SDH. X100.

Ryc. 13. Dystrophia musculorum progressiva, typu Duchenne’a. Aktywno§¢ SDH
ogniskowo oObnizona tworzy ,blebs” we wi6knach wewnatrzwrzecionowych. SDH.
Pow. 100X.

Fig. 13. Dystrophia musculorum progressiva of Duchenne type. SDH activity. The
blebs are visible in wide intrafusal fibres. SDH. X100.

Ryc. 14. Dystrophia musculorum progressiva, typu Duchenne’a. Aktywno$§¢ SDH.
Wycinek z ryc. 13. Pow. 200X.

Fig. 14. Dystrophia musculorum progressiva of Duchenne type. SDH activity. An
inset from Fig. 13. X200.

Rye. 15, 16, 17, 18. Dystrophia musculorum progressiva, typu Duchenne’a. Wibkna
wewnatrzwrzecionowe wykazujg slabo zaznaczone zréznicowanie aktywno$ci enzy-
matycznej na trzy typy. Aktywno§¢ SDH nie wykazuje reciprokalno$ci do fosfo-
rylaz, wzglednie wysoka we wi6knach szerokich i tylko zaznaczona we wi6knach

waskich. Rye. 15 — fosforylaza a+b. Pow. 200X; Ryc. 16 — fosforylaza
b. Pow. 200X; Ryc. 17 — SDH. Pow. 200X; Ryc. 18 — UDPG-transferaza. Pow.
200X.

Fig. 15, 16, 17, 18. Dystrophia musculorum progressiva of Duchenne type. Enzymes
activity is poorly differentiated in three types intrafusal fibres. SDH activity is
not exactly reciprocal to that cf phosphorylase: relatively high in wide fibres,
slightly lower in the small ones. Fig. 15 — phosphorylase a+b. X200; Fig. 16 —
phosphorylase b. X200; Fig. 17 — SDH. X200; Fig. 18 — UDPG-transferase. X200.

Ryc. 19. Morbus Charcot-Marie-Tooth. W szerokiej przestrzeni torebkowej widocz-
ne dwa wibkna o wysokiej aktywno$ci enzymatycznej, sugeruje to zanik wibkien
intrafuzalnych. SDH. Pow. 200X.

Fig. 19. Charcot-Marie-Tooth disease. Two fibres of high enzymatic activity are
visible in wide intracapsular space. It suggests the atrophy of intrafusal fibres.
SDH. X200.

Ryc. 20. Morbus Charcot-Marie-Tooth. Dwa wrzeciona mieéniowe ws§réd zaniklej
tkanki mie§niowej. LDH. Pow. 100X.

Fig. 20. Charcot-Marie-Tooth disease. Two muscle spindles in completely degene-
rated muscle tissue. LDH. X100.
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Rye. 21, 22, 23, 24. Atrophia spinalis. Wibkna wewnatrzwrzecionowe wykazuja stabe
zréznicowanie aktywnoSci dehydrogenaz na trzy typy, przy dobrze zachowanym
podziale w aktywnosci fosforylaz. Kilka waskich wl6kien (zaniklych) pozbawionych
aktywnos$ci fosforylaz (ryc. 23). Niezmienione wrzeciono w obszarze typowo neuro-
gennego zaniku (ryc. 24). Ryc. 21 — LDH. Pow. 400X; Ryc. 22 — alfa-G DH. Pow.
400X; Ryc. 23 — fosforylaza a+b. Pow. 400X; Ryc. 24. ATP-aza. Pow. 100X.

Fig. 21, 22, 23, 24. Atrophia spinalis. The dehydrogenases activities are poorly

differentiated in three metabolic types of intrafusal fibres. The phosphorylase

activity is well-differentiated. Narrow intrafusal fibres (atrophied) deprived of

phosphorylase activity (Fig. 23). Unchanged muscle spindle in an area of typical

neurogenic atrophy (Fig. 24). Fig. 21 — LDH. X400; Fig. 22 — alpha-G DH. X 400;
Fig. 23 — phosphorylase a+b. X400; Fig. 24 — ATP’ase. X100,
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TADEUSZ MAJDECKI, ANDRZEJ RENSKI

ZASTOSOWANIE SPECJALNEJ TECHNIKI FOTOGRAFICZNEJ
PRZY INTERPRETACJI ULTRASTRUKTURY
MATERIALU BIOLOGICZNEGO *

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Dazenie do uzyskania optymalnych efektéw w badaniach materiatu
biologicznego, przy uzyciu mikroskopii elektronowej, koncentruje sie na
ulepszeniach aparatury i modyfikacjach w opracowywaniu pobranego
materialu. Po uzyskaniu obrazu na kliszy niezmiennie stosuje sie ogél-
nie przyjetg standardowa obrébke negatywu, ktoérej wynikiem konco-
wym jest odpowiednio powiekszone zdjecie fotograficzne. Proponowana
w niniejszej pracy metoda stanowi probe wykorzystania zmodyfikowa-
nej techniki fotograficznej w stosunku do uzyskanego negatywu, przy
interpretacji obrazu ultrastruktury. Stwarza ona mozliwo$¢ pelniejszej
i bardziej wnikliwej interpretacji zdje¢ mikroskopowo-elektronowych
materiatu biologicznego.

W przeprowadzonych prébach postuzono sie specjalnymi technikami
fotograficznymi, polegajacymi na opracowaniu na papierach $wiatloczu-
tych pozytywo6éw, zmieniajgcych charakter obrazu osigganego przy zwy-
klym systemie prowadzenia procesu pozytywowego (Sommer 1956).
Dzieki metodom takim jak ,solaryzacja”, ,relief” i ,anaglif” (Cyprian
1970) mozna miedzy innymi otrzymaé¢ specjalne efekty zmieniajace cha-
rakter obrazu. Omawiane techniki stosuje sie w fotografice przede
wszystkim w celu uplastycznienia szczegélow w $wiatlach i cieniach
obrazu, kosztem partii péitonowych.

W zastosowanei technice fotograficznej przyjeto nastepujacy schemat
postepowania: 1) otrzymywanie z oryginalnego negatywu diapozytywu
,cieni”, 2) otrzymywanie z oryginalnegc negatywu diapozytywu ,$wia-
tel”, 3) sporzadzanie z diapozytywu ,Swiatel” negatywu ,Swiatel”,
4) sporzadzanie z diapozytywu ,cieni” negatywu ,cieni”, 5) otrzymy-
wanie ostatecznego obrazu przez rzutowanie na papier $wiatloczuly

natozonych dwoéch negatywow ,,cieni” i ,Swiatel”, przesunietych w sto-
£ d

* Praca czeSciowo subsydiowana z umowy polsko-amerykanskiej PL 480, Grant
Public Health Service USA. Agreement 05-004-1.
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sunku do siebie w taki sposéb, aby mozna byto uzyskaé¢ efekt stereo-
skopowy.

W prébach zastosowania opisanej techniki fotograficznej poshuzono sie
negatywami zdje¢ pochodzacych z réznorodnego materiatu biologicznego.
Najlepsze efekty uzyskiwano ze zdje¢ wykonywanych przy stosunkowo
duzych powiekszeniach (pierwotne powiekszenie obrazu na kliszy
10.000—15.000X) elementéw bogatych w struktury bloniaste. Wyko-
rzystano klisze negatywowe zdje¢ mikroskopowo-elektronowych wyko-
nanych w mikroskopie JEM-7A z obrazem tkanki moézgu, pochodzgcej
od pacjenta z neurolipidoza (material biopsyjny). Na tvch kliszach byty
utrwalone typowe dla pewnych postaci lipidoz ciala wtretowe, wyste-
pujace w cytoplazmie neurocytow, skladajgce sie gldwnie z nagroma-
dzonych struktur bloniastych.

Poréwnawcze zestawienie fotogramoéw wykonanych metoda tradycyj-
na i z zastosowaniem wyzej opisanej techniki fotograficznej przedsta-
wiono na ryc. 1, 2, 3, 4. Na przedstawionych rycinach obraz ultrastruk-
tury tkanki zyskal cechy obrazu tréjwymiarowego, plastycznego.

Opisana metoda ze wzgledu na jej pracochlonno$¢ i czasochlonnosé
nie znajduje zastosowania w pracy rutynowej. Jednak dodatkowe po-
réwnanie zdje¢ wykonanych technika tradycyjng ze zdjeciami wykona-
nymi opisang technikg fotograficzng jest przydatne w przypadkach,
w ktérych zachodzi konieczno$¢ wnikliwej analizy cech ultrastruktury,
waznych diagnostycznie fragmentéw materiatlu biologicznego. Zastoso-
wana metoda poszerza mozliwosci interpretacyjne obrazu dzigki ,upla-
stycznieniu”, mogacych uj$¢ uwadze, niektérych drobnych elementow
zdjecia mikroskopowo-elektronowego. Stwarza ona poza tym mozliwosé
odmiennego spojrzenia na badany material, ktéry bez utraty ostrosci
nabiera cech tréjwymiarowosci.

T. Manaeukn, A. PeHCKM

TIPMMEHEHVE CIIEIIMAJBHOV SOTOTPAPUYECKON TEXHUKMU IIPU
VIHTEPIIPETAIIMY YJIBTPACTPYKTYPBI BUOJIOTUYECKOTO MATEPMUAJIA

Pe3woMme

B craTbe npejcCTaBjieHa BO3MOIKHOCTHL IIPMMEHEHMs TOHOpasAesUTeNbHOI ¢OoTo-
rpaduyecKO TeXHMKM A MoJydeHus OoJiee moaHoM M 6ojee BAYMYMBOM MHTepPIpe-
TauUM 9JEKTPOHHO-MMKDPCCKOIIHBIX CHMMKOB OMCJIOrM4YeCKOro maTepuaJia.

ITonyyena peabedHas KapTHMHA C YepTaMyM TPEXMEPHOCTHM, Jalolljasd BO3MO2KHOCTH
HabiroAaTh MeJKMe SJIEMEHTHI, KOTOPble B HOPMaJbHBIX YCJIOBMAX MOTYT yWUTHM BHM-
MaHMIO.

IlpeanaraemMbli METQH SABJAETCA ITPOOOJ MCIOJIb30BaHMA JJIs MHTEpHNpeTaumu
yILTPACTPYKTYPHOM KapTuHbl (poTorpachmyeckoir TEeXHMKM II0 CTHOIUEHMM K He-
TaTuBy.
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T. Majdecki, A. Renski

APPLICATION OF A NEW PHOTOGRAPHIC TECHNIQUE
FOR INTERPRETING THE ULTRASTRUCTURE OF BIOLOGICAL MATERIAL

Summary

The authors present the possibility of application of a tone-differentiating
photographic technique for obtaining a more complete and discriminating inter-
pretation of electron-microscopic pictures of the biological material.

A plastic picture of three-dimensional features was obtained, enabling obser-
vation of fine elements, which under routine conditions might escape detection.

The present method forms an aftempt to utilize a photographic technique
relative to the negative, for the interpretation of ultrastructural pictures.
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PODPISY POD RYCINY
LEGENDS FOR FIGURES

Ryc. 1. Bloniaste cialo cytoplazmatyczne (MCB) w przypadku neurolipidozy. Zdjgcie
wykonane metodg standardowsg. Pow. 45.300X.

Fig. 1. Membraneous cytoplasmic body (MCB) in case of neurolipidosis. Picture
made with a standard method. X45.300.

Ryc. 2. Zdjecie, jak na rycinie 1 wykonane opisang w tekécie specjalng technika
fotograficzng. Pow. 45.300X.

Fig 2. Picture as in Figure 1 made with special photographic technique described
in text. X45.300.

Ryc. 3. Wtret cytoplazmy neurocytu zawierajacy materiat bloniasty w przypadku
neurolipidozy. Zdjecie wykonane metoda standardowa. Pow. 45.300X.

Fig. 3. Inclusion body of neurocyte cytoplasm containing membraneous material
in case of neurolipidosis. Picture made with a standard method. X45.300.

Ryc. 4. Zdjecie Jak na rycinie 3 wykonane opisang w tekScie specjalng technikg
fotograficzng. ‘Pow. 45.300X.

Fig. 4. Picture as in Figure 3 made with the special photographic technique descri-
bed in text. X45,300.
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