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BARBARA GAJKOWSKA

ZMIANY MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE
JADRA NADWZROKOWEGO I JADRA PRZYKOMOROWEGO
PODWZGORZA MOZGU SZCZURA PO PODANIU ACTH

Pracownia Mikroskopii Elektronowej Centrum Medycyny Do§wiadczalnej
i Kilinicznej PAN
Kierownik Pracowni: doc. dr hab. J. W. Borowicz

e

( Obecny stan badan w zakresie uwalniania i regulacji ACTH oraz wptly-
' wu podwzgbrza na ten proces wskazuje, ze wynioslos¢ posrodkowa jest
| ostatnim ogniwem zlozonym z elementéw nerwowych kontrolujacym
Tbezpos’rednio plat nerwowy przysadki mozgowej. Wykazywany przez
wielu autoréw w wyniostosci posrodkowej w poblizu naczyn ukladu
wrotnego neurosekret Gomori — pozytywny jest najprawdopodobniej
réwniez zwigzany z mechanizmem uwalniania ACTH (Bock, Goslar, 1969;
Bock i wsp. 1969; Norstrom, Hansson, 1973; Stor, 1967; Vandesande
i wsp. 1974). Na podstawie wynikéw licznych badan doswiadczalnych
' mozna sgdzi¢, ze neurosekret wydzielany w jgdrach podwzgorza wplywa
na regulacje osi podwzgorzowo-przysadkowej.

Celem mojej pracy bylo przesledzenie zmian mikroskopowo-elektrono-
| wych w jadrze nadwzrokowym i jadrze przykomorowym po jednorazo-
PFw_vm podaniu ACTH zdrowym zwierzetom. Probowano takze okresli¢
- udzial obydwu badanych jgder w regulacji wydzielania ACTH przez
- przysadke.

i
i MATERIAL I METODA
:

Doswiadczenie wykonano na 35 szczurach szczepu Wistar, samcach 2
- miesigeznych o $redniej wadze 200 g. Zwierzeta podzielono na 2 grupy
doswiadczalne: 1 grupa — zwierzeta kontrolne, zdrowe (10 szczuréw),
2 grupa — zwierzeta zdrowe, ktorym podano jednorazowo, podskoérnie
1 jm. ACTH (25 szczuréw). Wycinki z jgdra nadwzrokowego i jadra przy-
komorowego, identyfikowane w lupie, pobierano w kropli utrwalacza
po 1, 6, 12, 24 i 48 godzinach po wstrzyknieciu ACTH. Material do badan
w mikroskopie elektronowym przygotowywano wediug metody standar-
Neuropatologia Polska — 1
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dowej. Wycinki' jadra nadwzrokowego i jadra przykomorowego utrwa-
lano w 1,5% aldehydzie glutarowym i 2% czterotlenku osmu, odwadniano
w alkoholach o wzrastajagcych stezeniach oraz zatapiano w Epon 812.
Preparaty ultracienkie kontrastowano nasyconym wodnym roztworem
octanu uranylu i odczynnikiem Reynoldsa. Zdjecia wykonywano w mik-
roskopie elektronowym JEM 7A, przy napieciu przyspieszajgcym 80 kV,
na plytkach fotograficznych ORWO EU 2. Wykonano réwniez kontrole
w mikroskopie swietlnym barwigc wycinki z jgdra nadwzrokowego i jad-
ra przykomorowego hematoksyling-eozyng oraz aldehydowa fuksyng
wediug Gomoriego.

WYNIKI
Badania w mikroskopie Swietlnym

W preparatach przeglagdowych z jagdra nadwzrokowego i jadra przyko-
morowego szczuréw po podaniu ACTH nie stwierdzono wyraznych réznic
w poréwnaniu z kontrolg. W preparatach barwionych aldehydowg fuksy-
ng mozna bylo zauwazy¢ ziarnistosci neurosekrecyjne w ilosciach takich
jak w normie.

Badania w mikroskopie elektronowym

Kontrola. Jgdro nadwzrokowe i jadro przykomorowe. Neurony jg-
dra nadwzrokowego i jadra przykomorowego wykazujg duze podobienstwo
morfologiczne. W obydwu tych jadrach komorki sg utozone blisko siebie.
Miedzy grupami komoérek widoczne sg liczne synapsy typu akso-soma-
tycznego i akso-dendrytycznego oraz liczne naczynia wlosowate. W neu-
ropilu spostrzega si¢ wldkna niezmielinizowane i nieliczne wi6kna zmie-
linizowane. Zaréwno neurony jadra nadwzrokowego jak i jadra przyko-
morowego posiadaja duze jadro komérkowe, owalne, okragle lub z nie-
wielkimi inwaginacjami, wypelnione do$¢ réwnomiernie chromatyng
jadrowg. Jadro komoérkowe jest otoczone podwoéjng blong jgdrows. Przy
wewnetrznej blonie jgdrowej czesto gromadzi sie chromatyna jgdrowa,
tworzgc skupienia, natomiast zewnetrzna blona jgdrowa moze by¢ po-
kryta pojedynczymi rybosomami, mozna réwniez zauwazyC jej ciggiosc
z blonami siatki $rdédplazmatycznej szorstkiej. W jadrach komoérkowych
widoczne sg czesto dwa lub jedno duze jaderko o duzej gestosci elektro-
nooptycznej.

Siatka $rodplazmatyczna szorstka jest dobrze rozwinieta i sklada sie
z licznych. wydtuzonych i waskich kanalow pokrytych duzg iloScig poje-
dynczych rybosomoéw. Pomiedzy tymi kanatami znajduja sig liczne poliry-
bosomy, W niektérych neuronach jadra nadwzrokowego i jadra przy-
komorowego gromadzi si¢ w kanalach szorstkiej siatki §rodplazmatycznej
‘bezpostaciowa substancja o malej gestosci elektronooptycznei. W sagsiedz-

http://rcin.org.pl



Nr 1 Zmiany w podwzgérzu po ACTH 3

twie jadra komérkowego znajduje sie zwykle aparat Golgiego dobrze
rozwiniety, zbudowany z licznych wydluzonych i waskich kanalow,
mniejszych kanalikéw i cystern. W strefie aparatu Golgiego obserwuje
sie duzg ilo$¢ pustych pecherzykow oraz tworéw okreslanych jako
,coated vesicles”, spotyka sie takze liczne ciala wielopgcherzykowe o wiel-
kosci od 0,4 do 0,8 n. Niektore z pecherzykéw aparatu Golgiego o $rednicy
800 A—1300 A sg wypelnione substancjg elektronowo-gesta i byé¢ moze
stanowig ziarnisto$ci neurosekrecyjne (Pawlikowski, 1967; Flamant-Du-
rand, Dustin, 1971; Cannata, Moris, 1973). W cytoplazmie neuronéw obu
badanych jader wystepujag czesto okragle i owalne mitochondria o jasnej
macierzy i licznych grzebieniach. Widoczne sg takze lizosomy oraz nie-
regularnie rozrzucone krotkie i dlugie mikrotubule.

Jgdro nadwzrokowe po podaniu ACTH. Po 1-szej godzi-
nie od wstrzykniecia 1 jm. ACTH w neuronach jgdra nadwzrokowego
spostrzega sie zmiany polegajace na wystepowaniu glebokich inwaginacji
blony jadrowej i gromadzeniu sie chromatyny w postaci wiekszych agre-
gatéw tuz przy blonie wewnetrznej (ryc. 1). Aparat Golgiego wydaje sie
niezmieniony, w jego okolicy spotyka si¢ pojedyncze ziarnisto$ci neuro-
sekrecyjne i liczne lizosomy. Mitochondria i inne elementy strukturalne
cytoplazmy sg prawidlowe.

Po 6-ciu godzinach od wstrzykniecia ACTH jadra komérkowe wykazuja
nadal glebokie inwaginacje. Widoczne sg réwniez poszerzenia miedzy ze-
wnetrzng i wewnetrzng blong jadrowa oraz do$é liczne pory. Siateczka
srodplazmatyczna szorstka w okolicy przyjadrowej wystepuje w postaci
krétkich nieregularnych kanaléw pokrytych rybosomami natomiast
w brzeznych partiach perikarionu kanaly siateczki $rédplazmatycznej
szorstkiej ulozone sg réwnolegle. Aparat Golgiego jest zbudowany z nie-
wielkiej ilosci rozdetych, optycznie pustych pecherzykéw (ryc. 2). W jego
okolicy spotyka sie pojedyncze ,.coated vesicles” i nieliczne drobne peche-
rzyki wypelnione substancjy o malej gestosci elektronowej. W cytoplazmie
zwraca jedynie uwage zwiekszona ilo§¢ twordéw lizosomalnych. Liczne
niezmielinizowane wlékna, w ktorych widoczne sg pojedyncze mitochon-
dria, mikrotubule oraz duza ilo$¢ synaps przylegaja bezposrednio do peri-
karion6w i wypustek neuronéw.

Po 12 godzinach od wstrzykniecia ACTH w neuronach jgdra nadwzro-
kowego zwraca jedynie uwage dobrze rozwiniety (w poréwnaniu z po-
przednimi grupami) aparat Golgiego, w ktérego okolicy spotyka sie duzg
ilos¢ ,,coated vesicles” i pecherzykow o elektronowo-gestym rdzeniu. Sg
to prawdopodobnie ziarnistosci neurosekrecyjne. W cytoplazmie widoczne
sg takze do$¢ liczne mikrotubule (ryc. 3).

Po 24 godzinach od podania ACTH, jadro komérkowe i ergastoplazma
nie wykazuja wigkszych odchylen od normy. W niektérych neuronach

http://rcin.org.pl



4 : B. Gajkowska Nr 1

zwraca jedynie uwage dobrze rozwiniety aparat Golgiego zbudowany
z nielicznych wydluzonych kanalikéw i duzej iloSci pecherzykéw i wa-
kuoli.

48 godzin po wstrzyknieciu ACTH, obrazy neuronow jadra nadwzroko-
wego sg podobne do'obrazéw neuronéw zwierzat kontrolnych.

Jadro przykomorowe po podaniu ACTH. Po 1 godzi-
nie od podania ACTH obserwuje sie zmiany, ktére polegajg na powsta-
waniu glebokich wglobien w otoczkach jader komoérkowych. Zmianom
ulega takze aparat Golgiego, ktorego niektére zbiorniki sg poszerzone
i puste. Siatka srodplazmatyczna szorstka, mitochondria i lizosomy nie wy-
kazujg odchylen od normy (ryc. 4). W nielicznych neuronach spotvkano
w cytoplazmie kuliste, nieoblonione skupiska ziarnistosci odpowiadajgce
1zw. cialom jgderkopodobnym (ryc. 5), opisanym po raz pierwszy przez
Shimizu i Ishii (1965).

6 godzin po wstrzyknieciu ACTH w wiekszosci neuronéw jadra przyko-
morowego zwraca uwage aparat Golgiego, ktérego nieliczne kanaly sg
rozdete i puste. Ilo§¢ ziarnisto$ci neurosekrecyjnych w komorce jest matla,

Ryc. 1. Jadro nadwzrokowe; 1 godz po podaniu ACTH. Fragment jgdra komorko-
wego, nieliczne kanaly aparatu Golgiego, w cytoplazmie liczne mitochondria, poliry-
bosomy i pojedyncze ziarnisto$ci neurosekrecyjne. Pow. 16.600 X
Fig. 1. Supraoptic nucleus 1 h after ACTH administration. Fragment of cell nuc-
leus and a few Golgi apparatus channels, in cytoplasm numerous mitochondria,
polyrybosomes and single neurosecretory granules. X 16.600.

» jadro komorki ciatko wielopecherzykowe

cell nucleus mvb — 1 ultivesicular body
R aparat Golgiego

Golgi apparatus g _ heurosecret

siatka §rédplazmatyczna neurosekret

szorstka :
ER — rough endoplasmic reticu- Mt — Mmikrotubule

ey microtubules
M — mitochondria v  becherzyki oplaszczone
', N 81:115{0 fgg;e " coated vesicles
nse
g lizosom g ciatko jgderko-podobne
lysosome nucleolus-like body

Ryec. 2. Jadro nadwzrokowe 6 godz. po podaniu ACTH. Aparat Golgiego poszerzony
i optycznie pusty. W jego okolicy widoczne pecherzyki oplaszezone i cialka geste.
Pow. 30.000 X.

Fig. 2. Supraoptic nucleus 6 h after ACTH administration. Golgi apparatus dilated
and optically empty. In its vicinity — coated vesicles and dense bodies. X 30.000.
Rye. 3. Jgdro nadwrokowe 12 godz. po podaniu ACTH. Aparat Golgiego dobrze roz-
winiely, duza ilo§é ,,coated vesicles” i pecherzykéw przypominajgcych ,niedojrzaty”
neurosekret (strzailki). W cytoplazmie widoczne mikrotubule i polirybosomy. Pow.
47.950 X.

Fig. 3. Supraoptic nucleus 12 h after ACTH administration. Well developed Golgi
apparatus, great number of ,coated vesicles” and vesicles resembling ,immature”
neurosecret (arrows). In cytoplasn: microtubules and polyrybosomes. X 47.950.
Ryc. 4. Jadro przykomorowe 1 godz. po podaniu ACTH. Jadro komoérkowe z giebo-
kimi inwaginacjami. Kanaly aparatu Golgiego poszerzone i optycznie puste. W cy-
toplazmie liczne mitochondria i lizosomy, Pow. 18.000 X.

Fig. 4. Paraventricular nucleus 1 h after ACTH administration, Cell nucleus with
deep invaginations. Channels of Golgi apparatus dilated and optically empty. In
cytoplasm numerous mitochondria and lysosomes. X 18.000.
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Nr 1 . Zmiany w podwzgérzu po ACTH 5

natomiast we wloknach aksonalnych zauwazy¢ mozna gromadzace sig
ziarnisto$ci neurosekrecyjne (ryc. 6). :

24 godziny po wstrzyknieciu ACTH, jadra neurondéw wykazuja jeszcze
duze wglobienia blony jadrowej. W okolicy aparatu Golgiego spostrzega
sie liczne pecherzyki przypominajace wielkoscig ziarnistosci neurosekre-
cyjne. Siateczka $rédplazmatyczna szorstka i mitochondria nie wykazujg
odchylen od normy (ryc. 7). Zwraca jednak uwage duza ilo$¢ réznych form
lizosoméw w cytoplazmie w postaci ciatek gestych i cial wielopecherzy-
kowych (ryc. 8). W niektérych neuronach obecne s takze pojedyncze
ciala jgderkopodobne. ;

48 godzin po wstrzyknieciu ACTH zwraca uwage aparat Golgiego skla-
dajacy sie z licznych wydtuzonych cystern, wakuoli i pecherzykéw. W jego
okolicy obserwuje sie duzg ilos¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych, lizosomow
(ryc. 9). Inne struktury znajdujgce sie w cytoplazmie nie wykazujg wigk-
szych odchylen od normy. W tym czasie spostrzega sie takze liczne ziar-
nistosci neurosekrecyjne we widknach aksonalnych.

OMOWIENIE

Praca miala na celu zbadanie ultrastruktury neuronéw sekrecyjnych
jgdra nadwzrokowego i jgdra przykomorowego podwzgoérza na modelu
krotkotrwatej nadczynnosci nadnerczy. Nadczynno$é kory nadnerczy spo-
wodowana podaniem ACTH wywotala stan zwany sprzezeniem zwrotnym

Ryc. 5. Jadro przykomorowe, 1 godz. po podaniu ACTH. W cytoplazmie kuliste
nieoblonione skupisko ziarnistoSci, tzw. cialo jaderko-podobne. Pow. 27.800 X.
Fig. 5. Paraventricular nucleus 1 h after ACTH administration. In cytoplasm sphe-
rical uncoated accumulation of granules, so called nucleolus-like body. X 27.800.
Ryc. 6. Jadro przykomorowe, 6 godz. po podaniu ACTH. Przekr6j wi6kna aksonal-
mnego z licznymi ziarnisto§ciami. Pow. 12.000 X.

Fig. 6. Paraventricular nucleus 6 h after ACTH administration. Cross-section of
axon with numerous granules. X 12.000.

Ryc. 7. Jadro przykomorowe, 24 godz. po podaniu ACTH. Fragmenty jader komoérko-
wych z giebokimi inwaginacjami w dwu sgsiadujgcych ze sobg komoérkach. W jed-
nej z nich widoczne ziarnisto§ci neurosekrecyjne (strzatka). Pow. 30.000 X.
Fig. 7. Paraventricular nucleus 24 h after ACTH administration. Fragments of cell
nuclei with deep invaginations in two neighbour cells. One of them contains neuro-
secretory granules (arrow). X 30.000.

Ryc. 8. Jadro przykomorowe, 24 godz. po podaniu ACTH. W cytoplazmie widoczna
duza ilo§¢é cial wielopecherzykowych, cialek gestych i wydluzone mitochondria.
Pow. 23.700 X.

Fig. 8. Paraventricular nucleus 24 h after ACTH administration. In cytoplasm
numerous multivesicular bodies, dense bodies and extended mitochondria. X 23.700.
Ryc. 9. Jadro przykomorowe, 48 godz. po podaniu ACTH. Aparat Golgiego dobrze
rozwiniety. ,,Odsznurowujacy sie” neurosekret (strzalki). Widoczna duza ilo§¢ ziar-
nisto§ci neurosekrecyjnych, cialek gestych i lizosoméw. Pow. 46.200 X
Fig. 9. Paraventricular nucleus 48 h after ACTH administration. Well developed
Golgi apparatus. ,,Unlacing” neurosecret (arrow) Numerous neurosecretory granules,
dense bodies and lysosomes. X 46.200.
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krotkim, lub wewnetrznym, polegajagcy na hamujgcym dzialaniu hormo-
néw przysadki na wydzielanie przez podwzgoérze tzw. czynnikéw uwal-
niajgcych, gtéwnie czynnika uwalniajgcego kortikotropine (CRF). Szczyt
dziatania farmakologicznego ACTH podanego podskérnie wystepuje 1
godzine po wstrzyknieciu (Borowicz 1965). W tym okresie czasu
powinno wystepowaé¢ najwieksze zahamowanie produkecji i wydziela-
nia CRF w jadrach sekrecyjnych podwzgérza. Nalezalo sie wiec spo-
dziewa¢ wiekszego nagromadzenia w aksonach szlaku podwzgérzowo-
-przysadkowego niewydzielonych ziarnistosci neurosekrecyjnych, ktoére
uwazane sg za no$niki nie tylko wazopresyny i oksytocyny, lecz takze
podwzgérzowych czynnikéw uwalniajgcych (Martini 1967, Pawlikowski
1967, Mietkiewski i Miskowiak 1970, Vandesande i wsp. 1974). W bada-
niach mikroskopowo-elektronowych jgdra nadwzrokowego i przykomoro-
wego obserwowalam zmiany zaréwno w obrebie perikarionéw jak i wy-
pustek aksonalnych neuronéw tych jader. Zmiany morfologiczne byty
bardziej nasilone w neuronach jgdra przykomorowego niz jgdra nadwzro-
kowego. Nie ograniczaly sie one tylko do okresu szczytu dzialania poda-
nego ACTH, lecz utrzymywaly sie przez okres calej doby po wstrzyk-
nieciu hormonu. Dopiero u szczuréw badanych po 48 godzinach obrazy
mikroskopowo-elektronowe neuronéw jgdra nadwzrokowego byly podob-
ne do obrazéw neuronéw ogladanych u zwierzgt kontrolnych. W neuro-
nach jagdra przykomorowego zmiany utrzymywaty sie dtuzej.

W obrebie perikarionu najwieksze zmiany dotyczyly aparatu Golgiego,
ktéry ma podstawowe znaczenie dla syntezy substancji neurohormonal-
nej w komorce. Po pierwszej godzinie po podaniu ACTH aparat Golgiego
nie wykazywal morfologicznych cech czynnosci, byl stabo rozwiniety,
o nielicznych pustych pecherzykach, a w jego okolicy prawie nie spoty-
kano ziarnistoSci neurosekrecyjnych. W pézniejszvch okresach czasu
po podaniu ACTH, w okolicy aparatu Golgiego moznpa bylo spotkaé ciata
wielopecherzykowe i wiekszg ilo§é lizosoméw. Interpretacja tych zmian
nie jest latwa. Opierajac sie na badaniach Novikoffa (1967) oraz Picarda
i wsp. (1972), mozna przypuszcza¢, ze w wyniku zmniejszonej, czy tez
zwolnionej produkcji ziarnistosci neurosekrecyjnych spowodowanej nad-
czynnoscig kory nadnerczy, neurony jadra przykomorowego mogg prze-
stawi¢ sie na produkcje lizosoméw uczynniajac tzw. strone ,,dojrzewania”
aparatu Golgiego. Znacznie wieksze niz w normie nagromadzenie ziar-
nisto$ci neurosekrecyjnych obserwowatam we wloknach aksonalnych,
poczawszy od pierwszej godziny po wstrzyknigeciu ACTH. Sugeruje to,
ze rownoczesnie ze zmniejszeniem syntezy ziarnistosci neurosekrecyjnych
w perikarionie komorki, wystepuje réwniez zwolniony przepltyw wzdluz
aksonow. Podobnie interpretujg wyniki swoich badan Holmes (1964),
Reinhardt i wsp. (1969) oraz Boudier i wsp. (1970).
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Nr 1 Zmiany w podwzgérzu po ACTH 7

Z przeprowadzonych badan wynika, ze podanie ACTH powoduje
zmniejszenie syntezy ziarnistosci neurosekrecyjnych w obrebie perikario-
nu oraz gromadzenie sie ich w aksonach szlaku podwzgérzowo-przysad-
kowego. Proces ten wydaje sie bardziej zaznaczony w neuronach jgdra
przykomorowego niz w neuronach jadra nadwzrokowego. Jednorazowe
podanie ACTH wywolato stan krétkotrwatej nadczynnosci nadnerczy po-
wodujgc réwniez zahamowanie wydzielania przez podwzgérzowe wielko-
komérkowe jgdra tzw. czynnikéw uwalniajacych, a gléwnie czynnika
uwalniajgcego kortikotropine.

WNIOSKI

1. Jednorazowe podskérne podanie ACTH prowadzi do powstania
zinian w strukturze neuronéw jadra nadwzrokowego i przykomorowego.

2. Jednorazowe podanie ACTH powoduje zmniejszenie syntezy ziar-
nistosci neurosekrecyjnych.

3. Zasadniczym elementem struktury cytoplazmy ulegajacym wyraz-
nym zmianom jest aparat Golgiego biorgcy udzial w syntezie ziarnistos-
ci neurosekrecyjnych.

4, Wyrazniej zaznaczone i wcze$niej obserwowane zmiany w ultra-
strukturze neuronéw jadra przykornorowego sugeruja, ze jadro przyko-
morowe ma wieksze znaczenie dla regulacji wydzielania ACTH.

B. T'ankoBCKa

SJIEKTPOHHO-M]/IKPOCKOIIM‘-IECKME U3MEHEHUS B CYIIPAOIITUYECKOM
U TTAPABEHTPUKVYJIAPHOM SAJIPAX TUIIOTAJIAMYCA MOS3TA KPBICHEI
IIOCJIE IIOJAYU AKTT

Pe3oMme

Bb1an uccnenoBaHbl M3MEHEHMA B yILTPACTPYKTYPE CYIIPAOITHMUYECKOro ¥ napaBeH-
TPUKYJIAPHOTO sfAJep TIuIoTajlaMyca KpbIChI IIPM TUMEPMYHKIMKM HAJIIOYEYHUKOB.
TunepdyHKUMIO HAAMNOYEYHMKOB BBI3BIBAJIM OJHOPA30BBIM BBEJIEHUEM IIOJIKOZKHO
1,0 me AKTT. )

IIpu runepyHKIUM HAAIIOYEYHMKOB HAOIIOJAaNMUCh JIeTKMe M3MEeHeHus B yJbTpa-
CTPYKTYPE HEMPOHOB IapaBeHTPUKYJIApPHOro saxpa. Beexenme AKTT cumkano wniau
NPUOCTAHABIAMBAJIO CHHTE3 HEMPOCEKPETOPHOM 3epPHMUCTOCTM B KJeTKe, a TaKkKe
u3MeHeHMsA B KapTuHe anmapara I'oabxyu. VM3amMeHenusa anmnapara I'onbkM ykasblBalu
Ha aKTUBTPOBaHME €ro MOBEPXHOCTM ,co3peBanua’. HabimionaeMbple B HEKOTODPBIX
AKCOHOBBIX BOJIOKHAX HAKOIJIEHMA HEMPOCEKPETOPHOM 3€PHMCTOCTM BO3HMKAIM B pe-
3yJbTaTe€ MX 3aMeIJIEHHOTO BblAeNeHusa. Te Ke M3MEHEHMA B CyNpPaoNTUMYIEeCKOM sjpe
6bpIM 3HAYMTENBHO cilabee BbIpazKeHbL BOJbIIME YEM B HEMPOHAX CyNPaoNTHYECKOro
Apa M3MEHEHMs B YJIbTPACTPYKTYPE HEMPOHOB NapaBeHTPUKYJIAPHOro sjpa, Bepo-
ATHO, yYKasbpIBAalOT HAa TO, 4YTO IIapaBEHTPUKYJAPHOe SAAPO wurpaer 60jee BaxKHYIO
poab B perynsauun Bbiaesnenusa AKTT.
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B. Gajkowska

ELECTRON MICROSCOPIC CHANGES IN SUPRAOPTIC AND PARAVENTRI-
CULAR NUCLEI OF RAT BRAIN HYPOTHALAMUS FOLLOWING ACTH
ADMINISTRATION ‘

Summary

The study deals with the ultrastructural changes in supraoptic.and paraventri-
cular nuclei of rat hypothalamus in adrenal hyperfunction induced by one-time
subcutaneous administration of 0.1 i. u. of ACTH.

Adrenal hyperfunction was demonstrated to produce marked changes in the
ultrastructure of neurons of paraventricular nucleus. Administration of ACTH
probably caused a decrease of the rate or complete inhibition of the synthesis
of neurosecretory granules and changes in the structure of Golgi apparatus
Changes within Golgi apparatus are indicative of activation of its ,maturation”
surface. Accumulation in a number of axons of neurosecretory granules resulted
from their inhibited secretion. Changes in the neurons of supraoptic nucleus were
much less pronounced, which may indicate the more important role of paraventri-
cular nucleus in the regulation of ACTH secretion.
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DZIAL KRONIKI I INFORMACJI

W dniu 21.II1.1975 r. odbylo si¢ Walne Zgromadzenie Stowarzyszenia Neuro-
patologéw Polskich.

W wyniku wyboréw do Zarzgdu Glownego weszli nastepujgcy koledzy: M. J.
Mossakowski (przewodniczacy), M. Wender (vice-przewodniczacey), M. Smiatek
(sekretarz), T. Majdecki (skarbnik), J. Kulezycki i J. Dymecki (czlonkowie Zarzadu)
oraz I. Zelman (naczelny redaktor Neuropatologii Polskiej.

Do Komisji Rewizyjnej wybrano kol. M. Dagmbska, kol. J. Katuze i kol. J. Alwa-
siaka.

W wyniku dlugotrwalych staran Zarzadu Gléwnego SNP neuropatologia zostata
podniesiona do rangi odrebnej podspecjalno$ci. Szczegblowy program specjalizacji
zostal opublikowany w broszurce ,,Programy specjalizacji” wydanej w r. 1973 przez
Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego (str. 174). Program ten przewiduje,
ze o dopuszczenie do egzaminu z neuropatologii mogg ubiegaé¢ sie osoby, ktére po-
siadajg II° specjalizacji z zakresu neurologii lub anatomii patologicznej oraz co
najmniej 3-letni staz w pracowni neuropatologicznej; staz ten moze by¢ odbywany
réwnoczeénie ze stazem na II° specjalizacji z neurologii lub anatomii patologicznej.

Pomimo usilnych staran Zarzadu Giownego SNP nie udalo sige uzyskaé zgody
Ministerstwa Zdrowia i Opieki Spoltecznej na nadanie praw specjalistow do$wiad-
czonym neuropatologom o wieloletnim stazu, na zasadzie weryfikacji, analogicznie
jak dokonalo tego MZiOS w stosunku do samodzielnych pracownikéw nauki, ktorzy
habilitowali sie z neuropatologii.

Uzyskano jedynie zgode na kwalifikowanie do egzaminu w drodze wyjatku ko-
legbéw, ktérzy nie posiadajg wymaganego przepisami II° specjalizacji z zakresu
neurologii lub anatomii patologicznej, ale legitymuja sie dlugoletnim stazem z za-
kresu neuropatologii oraz I° specjalizacji z wymienionych dyscyplin.

* * *

W wyniku pierwszego egzaminu tytuly specjalistbw w zakresie neuropatologii
vzyskaly kol. Borowska-Lehman z Gdanska i kol. Z. Stocka-Muszynska z Lublina.

W dniu 14 maja 1975 odbytl sie kolejny egzamin, ktory zdali pomy$lnie nastepu-
jacy koledzy: J. Alwasiak z Rodzi, L. Iwanowski z Warszawy, A. Jedrzejewska-
-lwanowska z Warszawy, B. Kurowska-Hoppe z Warszawy, S. Kasperek z Katowic,
T. Majdecki z Warszawy, D. Markiewiczowa z Warszawy, W. Papierz z Lodzi,
J. Rafalowska z Warszawy i E. Tarnowska-Dziduszko z Warszawy.

dok. ma str. 40
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EFFECT OF SHORT-LASTING ANOXIA ON IN VITRO CULTURE
OF CEREBELLUM

Department of Neuropathology, Medical Research Centre of Polish Academy
* of Sciences '
Head: Prof. M. J. Mossakowski, M. D., Ph. D.
Laboratory of Electron Microscopy, Medical Research Centre of Polish Academy
of Sciences
Head: Assoc. prof. J. W. Borowicz, M. D., Ph. D.

Morphological evaluation of the lesions of various structural elements
of the nerve tissue caused by oxygen deprivation in in vivo conditions
is difficult, owing to overlapping influences of various systemic and local
factors, which accompany anoxia or result from it. The tissue culture
conditions, despite their obvious limitations, resulting from methodologi-
cal problems create a convenient experimental model for studying the
effects of ,,pure” anoxia. -

In our previous studies (Krasnicka et al., 1974) the influence of short-
-lasting, transient anoxia on the cellular elements of the peripheral ner-
vous system were investigated in detail. It seemed interesting to compa-
re those results with observations concerning the effects of the same
type of anoxia on cellular elements originating from the tissues of the
central nervous system.

MATERIAL AND METHODS

Experiments were carried out on in vitro cultures of nerve tissue from
cerebellum of newborn rats (Krasnicka, Mossakowski, 1965).

Selected cultures 2, 3 and 4 week-old were kept for a period of 30
min in an atmosphere of 100 per cent nitrogen. The detailed description
of nitrogen administration was given in a previous paper of Krasnicka
et al. (1974). Following anoxia cultures were kept in standard conditions
for 1, 3 and 5 days and then elaborated technically for both light- and
electron-microscopic examination.
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For light-microscopic examination histological (Nissl and Bodian) and
histochemical (Sudan black B, PAS and PAS-dimedon) techniques were
used. In addition histoenzymatic reactions, revealing activities of UDPG-
-glycogen transferase, glycogen-phophorylase a, lactic-, succinate-, and
glucose-6-phosphate dehydrogenases were performed.

Cultures for electron-microscopic examination were prepared accor-
ding to the technique described by Borowicz and Krasnicka (1971). Ul-
trathin sections counterstained with uranyl acetate and lead citrate were
examined in a JEM 7A electron microscope. Pictures were taken on
ORWO EU 2 plates at an accelerating voltage of 80 KV.

Control material consisted of cultures of the same age as the experi-
mental ones, kept in standard conditions for the whole period of their
life.

RESULTS

Light microscopic studies

Two-week-old cultures

Obvious morphological abnormalities were noted as early as 24 hours
following anoxia. They differed in their intensity depending on the type
of cells and their location in the culture. Among the neuronal popula-
tion the most advanced changes concerned Purkinje cells (Fig. 1). Their
cytoplasm in Nissl staining was swollen and very often contained a num-
ber of small vacuoles. Tigrolysis was a very common feature in a great
number of Purkinje cells. On the contrary, the granular neurons were
much better preserved and the majority contained distinct tigroid gra-
nules distributed concentrically under the cell membrane. In Bodian’s
impregnation an abundant dense network of nerve fibres was visible
~ ‘Fig. 2). No abnormalities in their morphological picture were noted. In
some of the Purkinje cells intracvtoplasmic neurofibrils, normal in their
appearance were present. Sudan black B staining revealed significant
damage to myelin sheaths. Granules of sudanophilic material varying in
size and shape as well as larger ,fyelin halls” were irregularly distri-
buted along the nerve fibres (Fig. 3).

The glial cells within the explanted tissue showed moderate enlarge-
ment of their cytoplasm, its swelling and pallor. In some glial cells
small intracytoplasmic vacuoles were present. The most intensive changes
concerned large glial cells situated in close vicinity of the Purkinje cel-
Is: the seemed to correspond to Pergman’s glia. The morphological abno-
rmalities in the glial population from the outgrowth zone were much
more advanced, although their morphological pattern was essentially the
same as in the glia localized within explanted tissue. The pathological
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changes consisted in considerable swelling and pallor. of cellular cyto-
plasm, its vacuolar degeneration and generalized fragmentation of cell
processes. The glial nuclei were also enlarged and stained poorly with
thionine. The above presented morphological abnormalities concerning
both neuronal and glial populations, as well as myelin sheaths persisted
during the whole observation period, that is till the 5th day following
anoxia.

Throughout the entire period of observation the content of PAS-posi-
tive granular substances in all cellular elements of the cultures was
greatly increased as compared with normal conditions. This being most
pronounced in large astrocytes from the outgrowth zone. Granular gly-
cogen deposits in neurons, mostly Purkinje cells, were present already
24 hours after the anoxic episode. On the 3rd and 5th days following
anoxia the amount of glycogen granules in neurons decrease progressively.
On the contrary, in glial cells intensive glycogen deposition was present
during the whole observation period, although the polysaccharide ma-
terial was accumulated only in some glial cells, mostly astrocytes, of
both explanted tissue and the outgrowth zone.

The activity of glycogen-metabolizing enzymes was significantly hig-
her in cultures submitted to anoxia than in the control ones. High acti-
vity of both glycogen phosphorylase a and UDPG-glycogen transferase
persisted from the first till the last day of observation. Neurons mani-
fested higher activity than oligodendrocytes and astrocytes situated with-
in the explanted tissue. Glial cells in the outgrowth zone exhibited lo-
wer activity of both enzymes than the cellular population of the explant,
however, this activity was much more intensive than in the correspon-
ding cells in normal control cultures.

The nerve cells from the experimental cultures exhibited relatively
high activity of all dehydrogenases under study, except succinic dehy-
drogenase, the activity of which was slightly reduced, mostly in Purki-
nje cells (Fig. 4) The activity of all oxidative-reducing enzymes in glial
cells from the explanted tissue was lower than in neurons, however, it
was better preserved than in astrocytes and oligodendrocytes present
within the outgrowth zone.

Three- and four-week-old cultures

Older cultures showed less intensive morphological changes as compa-
red with 2 week-old ones. The appearance of nerve cells in cultures
stained by Nissl’s and Bodian’s methods did not essentially differ from
the normal picture. Only in some Purkinje cells there was a slight dec-
rease of Nissl’s substance content at the 24th hour following anoxia. In
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the 3rd and 5th day after anoxia even these changes became less evident.
However, in cultures stained with Sudan black B severe myelin damage
of various degree was observed; this involved almost all myelinated ner-
ve fibres, except a few fibres with preserved normal myelin sheaths.
Nerve cells still contained great amounts of PAS-positive substances.
Glycogen accumulation in the nerve cell cytoplasm was less than in
2 week-old cultures, but significantly greater as compared with normal
control cultures of appropriate age (Fig. 5). So was the activity of gly-
cogen-metabolizing enzymes. The activity of oxidative-reducing enzymes
seemed to be comparable with that observed in neurons from the control
cultures (Fig. 6). Only succinic dehydrogenase activity was slightly
weaker.

Oligodendrocytes and astrocytes situated within the explanted tissue
also revealed less advanced morphological change: as compared with
those from 2-week-old cultures. Only some large astrocytes from the
direct vicinity of Purkinje cells were swollen, whereas the remaining
glial population of the explant did not differ significantly from that
from the control cultures. On the other hand, in the cultures stained
with Sudan black B a great proportion of glial cells, mostly oligoden-
drocytes, contained in their cytoplasm numerous small sudanophilic gra-
nules. PAS-positive substances filled the cytoplasm of a great number
of glial cells, while glycogen granules were present in perikarya and
processes of only some astrocytes and oligodendrocytes. Glycogen meta-
bolizing enzymes activity was higher than in normal glial population
irom the control cultures. The activity of oxidative-reducing enzymes
was lower than in nerve cells, and only slightly reduced as compared
with that of normal glial cells in tissue cultures.

The morphological and histochemical abnormalities of the same type
involved also the glial population within the outgrowth zone, but here
they were more advanced than within the explanted tissue. Generally,
the pathological changes were more pronounced in cultures examined on
the first day following anoxia than in later stages of the postanoxic
period, with the exception of glycogen accumulation which increased in
later phases of observation.

Electron-microscopic studies
Two-week-old cultures

On the first day following anoxia the pathological changes were found
in all cellular elements of the cultures. In Purkinje cells, characterized
by large nuclei with typical deep invaginations (Fig. 7), the amount of
rough endoplasmic reticulum was distinctly reduced as compared with
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their normal electron-microscopic picture. The canals of rough endo-
plasmic reticulum did not form any more the characteristic parallel sys-
tems. RER consisted of short fragments covered with scanty ribosomes.
The number of polyribosomes was greatly reduced. Golgi apparatus
was swollen and its canals and cisterns were usually distinctly dilated.
Some of numerous round, oval or elongated mitochondria were swollen
and contained pale matrix and shortened cristae. In peripheral areas
of Purkinje cells cytoplasm numerous, irregularly distributed neurofi-
laments and neurotubules were present. In the cytoplasm of some Pur-
kinje cells glycogen particles were seen.

The neurons of the cerebellar granular layer (Fig. 8) showed. much
less advanced pathological changes than the Purkinje cells. The rough
 endoplasmic reticulum of granular cells was very well developed, for-
ming parallel systems typical for nerve cells. Slight abnormalities in
the ultrastructure of the Golgi apparatus were observed, they consisted
in widening of some of its canals and cisterns. Numerous mitochondria
were characterized by dark matrix.

Some myelinated axons were swollen and contained scanty glycogen
particles. Significant pathological changes were noted in the structure
of all myelin sheaths present within the cultures (Fig. 8). Myelin laminae
were split from each other at various depths of the myelin sheaths. In
some places, on the contrary, they coalesced. In many fibres the laminar
structure of the myelin sheaths become entirely obliterated.

Significant abnormalities were seen in the ultrastructure of the peri-
karya and processes of astrocytes (Figs 7, 8, 9). The pathological changes
consisted of swelling of the cellular cytoplasm, decrease of rough endo-
plasmic reticulum, reduction of mitochondria and widening of the canals
and cisterns of the Golgi apparatus. All these changes led to a watery
appearance of the astrocytic cytoplasm. Almost all astrocytes showed
a distinctly increased number of gliofibrils and various amounts of glyco-
gen rosettes as well in the perikarya as in the processes (Fig 7, 9).

The most prominent changes of oligedendrocytes consisted in the pre-
sence of numerous lysosome-like structures and other structures of vario-
us size and electron density (Fig. 9) in their cytoplasm. Remarkable dila-
tation of Golgi apparatus canals and cisterns was a very common fea-
ture, whereas mitochondria and other subcellular organelies seemed to
be unchanged. Noteworthy was the great amount of glycogen rosettes
in the cytoplasm of oligodendrocytes (Fig. 10).

Three and five days following anoxia pathological changes similar
to those described in the 24th hour of the postanoxic period were noted.
On the 5th day after anoxia rough endoplasmic reticulum in Purkm]e
cells was less changed.
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Three- and four-week-old cultures

In all cellular elements from older cultures the ultrastructural abnor-
malities were less intensive as compared with those described in 2-week-
-old cultures. Granular cells did not show any distinct abnormalities.
Rough endoplasmic reticulum and mitochondria were well preserved
and not damaged. Only in some Purkinje cells dilatation of canals and
cisterns of the Golgi apparatus was noted (Figs 11, 12), with slight re-
duction of rough endoplasmic reticulum and free polyribosomes. Nume-
rous myelinated axons were swollen, and characterized by watery ap-
pearance, reduction of subcellular organelles and slight swelling of their
mitochondria (Fig. 12). Other axons apparently not damaged contained
various amounts of glycogen particles (Fig. 13). Myelin sheaths showed

Fig. 1. Two-week-old culture, 3 days after anoxia. Purkinje cell with complete
tigrolysis. Granular cells well preserved. Swollen glia around Purkinje cell. Tolui-
dine blue. X 200.

Ryc. 1. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Komoérka Purkinjego z cail-
kowitg tigroliza. Komorki ziarniste dobrze zachowane. Woké6t komérki Purkinjego
obrzmialty glej. Blekit toluidyny. Pow. 200 X.

Fig. 2. Three-week-old culture, 3 days after anoxia. Nerve cells with well stained
processes, Bodian’s meth. X 400.

Ryec. 2. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Komérki nerwowe z wy-
pustkami dobrze wyimpregnowanymi. Met. Bodiana. Pow. 400 X.

Fig. 3. Four-week-old culture, 3 days after anoxia. Prominent damage of myelin
sheaths. Sudan black B. X 400.

Ryc. 3. Hodowla 4-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Znaczne uszkodzenie osto-
nek mielinowych. Sudan czarny B. Pow. 400 X.

Fig. 4. Two-week-old culture, 3 days after anoxia. Succinic dehydrogenase. Low
enzyme activity in glial cells, better maintained in neurocytes. X 200.

Ryc. 4. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Dehydrogenaza burszty-
nianowa. Aktywno§¢ enzymatyczna mniejsza w komoérkach glejowych, lepiej za-
chowana w neurocytach. Pow. 200 X.

Fig. 5. Three-week-old culture, 3 days after anoxia. Glycogen transferase. High
activity of the enzyme in neurocytes, lower in glia. X 400.

Ryc. 5. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Transferaza glikogenowa.
Wysoka aktywno§é enzymatyczna w neurocytach, mniejsza w gleju. Pow. 400 X.
Fig. 6. Three-week-old culture, 3 days after anoxia. Lactic dehydrogenase. Enzyme

activity close to the norm. X 200.
Ryc. 6. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Dehydrogenaza mleczanowa.
Aktywno$é zblizona do normy. Pow. 200 X.
Fig. 7. Two-week-old culture, 3 days after anoxia. Fragment of Purkinje cell.
Nucleus with deep invaginations. Well developed Golgi apparatus with dilated ca-
nals, some mitochondria are swollen. Rough endoplasmic reticulum fragmented.
Fragment of astrocyte with numerous glycogen granules.
Ryc. 7. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Fragment komoérki Pur-
kijnego. Jadro z glebokimi inwaginacjami. Rozbudowany aparat Golgiego z poszerzo-
nymi kanalami, niektére mitochondria obrzmiale. Siatka $roédplazmatyczna szorstka
zbudowana z krétkich odcinkéw. Powyzej fragment astrocyta z licznymi ziarnami
glikogenu.

Fig. 8. Two-week-old culture, 1 day after anoxia. Fragment of granular cell with
slightly dilated canals of the Golgi apparatus. Fragments of glial cells and nu-
merous myelinated fibers displayning various degree of damage
Ryc. 8. Hodowla 2-tygodniowa, 1 dzien po niedotlenieniu. Fragment komoérki ziar-
nistej z nieznacznie poszerzonymi kanalami aparatu Golgiego. Obok fragmenty
komoérek glejowych i liczne zmielinizowane wiékna o réznym stopniu uszkodzenia.
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also lesser degree of damage than those in younger cultures (Figs 12, 13).
Only a small number of fibres manifested disturbed laminar structure of
myelin sheaths, owing to splitting and/or condensation of myelin lami-
nae leading to abnormal shape of the fibres. Usually the myelinated
nerve fibres were of normal size and shape, and were coated by myelin
sheaths with regular, laminar structure.

Swelling of astrocytic cytoplasm was a very common feature, but its
degree changed from cell to cell. The most intensive swelling involved
cellular processes (Fig. 12). Astrocytes with less pronounced cytoplas-
mic swelling contained abundant glycogen granules (Fig. 11).

Oligodendrocytes from 3- and 4-week-old cultures reacted to anoxia
in an essentially similar way as those from 2-week-old culture. Accumu-
lation of various structures, characterized by varying electron density
and presence of numerous lysosome-like structures in their cytoplasm
was the leading ultrastructural abnormality. Various amounts of glyco-

Fig. 9. Two-week-old culture, 3 days after anoxia. Fragment of astrocyte cytoplasm

with numerous gliofibrills and glycogen rosettes. Oligodendrocyte with numerous

structures of various electron density and with a dilated canals of the Golgi
apparatus.

Ryc. 9. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Fragment cytoplazmy astro-
cyta z duzg iloScig gliofibryli i glikogenu, pozostale organelle nieliczne. Obok
oligodendrocyt z duzg iloScia tworow o roéznej gestoSci elektronooptycznej oraz
z poszerzonym aparatem Golgiego.
Fig. 10. Two-week-old culture, 3 days after anoxia. Fragment of oligodendrocyte
with numerous lysosome-like structures and structures containing lipids. Numerous
glycogen particles and gliofibrills are also seen.

Ryc. 10. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Fragment komoérki oligo-
dendrocyta z licznymi cialami lizosomopodobnymi i tworami z zawarto$cig lipi-
dowg; widoczne roéwniez liczne ziarna glikogenu i gliofibryle.

Fig. 11. Three-week-old culture, 3 days after anoxia. Fragment of neurocyte with
well developed rough endoplasmic reticulum. Some canals of the Golgi apparatus
are slightly dilated. Elongated and normal mitochondria, Fragment of glial cell
with great amount of glycogen.

Ryc. 11. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Fragment neurocyta z dob-
rze wyksztalcong siatkg §rédplazmatyczng szorstkg. Niektére kanaly aparatu
Golgiego nieznacznie poszerzone. Mitochondria wydluzone. Obok fragment komorki
glejowej z duzg iloscig glikogenu.

Fig. 12 Three-week-old culture, 3 days after anoxia. Fragment of swollen astro-
cytic process and fragments of nerve cells and axon with slightly damaged
myelin.

Ryc. 12. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Widoczny fragment obrz-
mialej wypustki astrocyta, oraz fragmenty komoérek nerwowych i akson z nieznacz-
nie uszkodzong mieling.

Fig. 13. Four-week-old culture, 3 days after anoxia. Fragments of 2 oligodendro-
cytes with numerous structures of various electron density. Glycogen roseties
are present in their cytoplasm. Slight degree of myelin damage. Glycogen in
cytoplasm in axon.

Ryc. 13. Hodowla 4-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Fragmenty 2 oligodendro-

cytow z widocznymi tworami o réznej gesto$ci elektronooptycznej. W ich cytoplaz-

mie obecny réwniez glikogen. Nieznaczny stopien uszkodzenia mieliny. W cytoplaz-
mie aksonu widoczny glikogen.

Neuropatologia Polska — 2
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gen granules, accumulated among unchanged subcellular cytoplasmic
organelles were also found (Fig. 13):

The above described changes in various types of cells in 3- and 4-week-
-old cultures were present in all the periods of observation. Their inten-
sity did not undergo essential changes in the 1st, 3rd and 5th day fol-
lowing anoxia.

DISCUSSION

On the basis of our observation it can be assumed that short-lasting,
transient anoxia causes structural and metabolic changes in all cellular
elements of the examined portion of the central nervous systems. The
character and the intensity of the described abonormalities depend or
the age of the culture, type of cells and their location within the cultures.

The greatest intensity of pathological changes in all types of cells in
2-week-old cultures indicates the higher sensitivity of maturing nerve
and glial cells to oxygen deficiency, than that of the mature ones. This
phenomenon has been already pointed out in our previous studies
concerning the reaction of glial cells to anoxia (Krasnicka, Renkawek,
1972; Krasnicka et al.,, 1973). The difference in the intensity of cellular
damage between less severely altered glial cells from the explanted
tissue and the more deeply impaired glial population from the
outgrowth zone, observed in the present studies once more confirms
this dependence. In interpretation of differences in the degree of structu-
ral and metabolic disturbances due to anoxia hetween nerve cells from
vounger and older cultures one additional factor has to be taken into
consideration. Krasnicka (1969) showed that neurons from the spinal root
ganglia, when cultured in wvitro, undergo during the two first weeks
axonal degeneration, owing to their damage at the time of starting
the cultures. This process finds its morphological expression in central
tigrolysis and abundant glycogen accumulation. The same phenomenon
may take place also when culturing tissue from the central nervous sy-
stem. In that case the abnormalities seen in neurons from 2 week-old
cultures may result from two superimposed processes — axonal reaction
and influence of anoxia, whereas in older cultures they indicate a re-
action of neurons to oxygen deficiency alone.

The pathological changes in neurons were generally less severe than
in glial cells of both astrocytic and oligodendrocytic lines. The same
pnenomenon indicating' lesser sensitivity of neurons as compared with
that of glial cells to oxygen deficiency has been already described by
Dolivo et al. (1967) and Rouiller et al. (1971) in-their in wvitro studies.
as well as by Hills (1964), Bakay and Lee (1968) and Brown and Brierley
(1971, 1973) in their experiments on'animals. Essentially the same diffe-
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rences in the reactivity of neurons, satellite cells and Schwann’s cells
were found in our previous studies on the influence of anoxia on root
ganglia cultured in vitro (Krasnicka et al., 1974).

The nature of the pathological changes varied to a great extent.
depending on the type of cells. Among neuronal population the most
prominent abnormalities concerned the Purkinje cells. They consisted
in swelling of mitochondria, decrease of rough endoplasmic reticulum,
reduction of the amount of free ribosomes and enlargement of canals and
cisterns of the Golgi apparatus. The above mentioned ultrastructural
abnormalities correspond well with the cellular alterations observed in
light microscopy. Their nature was similar to the changes, described by
numerous authors (Hager et al., 1960; Hager, 1963; Hills, 1964; Brown,
Brierley, 1968, 1973) in various types of experimental anoxia in in vivo
conditions. They were essentially the same, as neuronal impairments in
our previous experiments on the peripheral nervous system (Kragnicka
et al.,, 1974). On the other hand, the morphological and ultrastructural
picture of granular layer neurons does not differ from that in normal
conditions, except for the slight dilatation of the Golgi apparatus canals
in some of them.

Astrocytes displayed remarkable swelling of cytoplasm, involving
mostly cellular processes, and reduction of all subcellular cytoplasmic
organelles. Moreover, an increased amount of gliofibrils in the cytoplasm
of some of astroglial cells was noticed. The degree of damage to the
astrocytes okserved in the studied material was less than that described
in our previous papers (Krasnicka, Renkawek, 1972; Krasnicka et al.,
1973).

The significant changes observed . in oligodendrocytes consisted in
an excessive accumulation in the cytoplasm of lysosome-like structures
as well as structures, varying in electron density and containing lipid
substances. ’

The abnormality common for all cellular elements was an extensive
glycogen accumulation in the perikarya and processes, accompanied by
a significant increase of glycogen—metabolizing enzyme activity. This
phenomenon, indicating disturbances in intracellular glucose metabo-
lism was identical with that observed in various types of oxygen insuf-
ficiency in experimental animals (Mossakowski et al., 1968; Pronaszko
et al., 1972; Long et al., 1972) and ir tissue culture conditions (Krasnicka
et al., 1974). Noteworthy is the accumulation of glycogen in those cells
which showed less advanced structural impairment.

Comparison of the present observations, concerning cultures from the
central nervous system, with the results of our previous studies on the

http://rcin.org.pl



20 Z. Kra$nicka et al. Nr 1

influence of anoxia on cultures from the peripheral nervous system
(Krasnicka et al., 1974) points out the identity of pathological changes
involving oligodendrocytes and Schwann cells. It seems that short-lasting,
transient anoxia damages most severely the cells responsible for myelin
formation and maintenance. Concomitance of severe degenerative chan-
ges in oligodendroglia with prominent myelin sheaths abnormalities is
strongly suggestive that in conditions of anoxia myelin damage results
from the metabolic and structural alterations of the cells involved in
its formation.

CONCLUSIONS

1. Short-lasting, transient ancxia causes metabolic and structural chan-
ges in all the cellular elements of the cerebellum cultured in wvitro.
The nature and intensity of pathological changes depend on the degree

of tissue maturity and type of cells.
2. The impairment of glial cells is more intensive than that of neu-

rons. The most prominent pathological changes concern oligodendroglial
cells; this leading to damage of myelin sheats.

3. The nature of pathological changes due to anoxia tissue culture
conditions is essentially similar in tissues from the central and periphe-
ral nervous system.

Z. Kraénicka, B. Gajkowska, M. J. Mossakowski

WPLYW KROTKOTRWALEGO NIEDOTLENIENIA NA TKANKE NERWOWA
HODOWANA IN VITRO (OBSERWACJE MOZDZKU W MIKROSKOPIE
SWIETLNYM I ELEKTRONOWYM)

Streszczenie

Przebadano wplyw krétkotrwalej anoksji na elementy komoérkowe oSrodkowego
ukladu nerwowego. Badania prowadzono na tkance nerwowej pobieranej z moéz-
dzku noworodk6éw szczurzych i przetrzymywanej w warunkach hodowli tkankowej.
Hodowle w wieku 2, 3 i 4 tygodni poddawano dzialaniu anoksji przez 30 minut.
Okres obserwacji po niedotlenieniu wynosit od 1 do 5 dni.

Stwierdzono, ze krétkotrwale, przej§ciowe niedotlenienie powoduje zmiany mor-
fologiczne w neuronach i komoérkach glejowych, przy czym intensywno§é obserwowa-
nych zmian jest mniejsza w neuronach niz w gleju. Najwigksze zmiany zaobserwo-
wano w oligodendrocytach, wystepowaly one we wszystkich grupach wieku. W ho-
dowlach 2-tygodniowych stwierdzano znaczne i rozlegle uszkodzenie mieliny, nato-
miast w hodowlach starszych nie wszystkie wi6kna wykazywaly ten sam stopien
demielinizacji. We wszystkich komérkach mézdzku i we wszystkich badanych gru-
pach stwierdzono nadmierne gromadzenie sie glikogenu.
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3. Kpaceuunka, B. T'aitkoBcka, M. fI. MoccakoOBCKU

BIMSAHUE KPATKOBPEMEHHOM TUIIOKCUU
HA KVJbBTYPY HEPBHOJ TKAHU IN VITRO
(U3YYEHUE MO3ZXKEYKA B OIITUYECKOM
U DJEKTPOHHOM MUKPOCKOITAX)

Pes3wowme

Bb110 MccnenoBaHO BAMAHME KPAaTKOBPEMEHHOM aHOKCHMM HA KJETOYHBIE 9JIEMEHTHI
1eHTPAJIbHOM HEePBHOM CUCTEMBI JMccinenoBaHua IPOBOAMIMCHL Ha HEPBHOM TKaHM,
B3ATOM M3 MO3XKedyKa HOBOPOXKAEHHBIX KPBICAT M COAepIKalleica B yCJIOBMAX TKa-
HEeBOI KyJabTypbl. KyabTypel B BO3pacTe 2, 3 ¥ 4 HeJeau IOABEpPrajuch IEiCTBUIO
30 muuyTHOM aHOKcuu. Ilepmopxy HabiarogeHus IOcje TUIIOKCMM COCTaBJIAJI OT 1 10
5 nuen.

Be1o obnapyzkeHO, YTO KpaTKOBPEMEHHad, IIPeXOAAIlasd TUIIOKCUA BbI3LIBAET
MOp@OJOrMYecKMe M3MEHEHUA B HEMPOHAX M TIMAJBHBIX KJETKaX. VHTEHCUBHOCTH
HablojaeMbIX M3MEHeHMM B Helponax Obina Menblue, yeM B ramuu. Cambie Gonbiime
u3MeHenua 6bLIM 06HApy’KeHbl B OJMIOAEHJAPOLMTAX M BBICTYIIAJM BO BCEX rpynmax
KyJbTypbl. B 2 HeleJbHBIX KyJbTypax Obliy 3aMeTHBLI 3HAYMTENLHBIE M 06mIMpHBIE
NOBpeXXJeHUsA MMeJIMHA, B TO BpPeMA KaK B CTaplIMX KyJbTypaxXx He BCe BOJOKHa
NPOABJANM Ty ¥Ke CTelleHb JeMueauMHu3aumyu. Bo Bcex KieTKax MO3xedKa BCex
uccirenyemMbix rpynn 6buio o6HapyzXeHO 4Ype3MepHOe CKOIJIEHME TIJIMKOrena.
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WPLYW HIPOKSJI KRAZENIOWEJ NA ZACHOWANIE SIE AMIN
KATECHOLOWYCH W MOZGU KROLIKA.
BADANIA HISTOCHEMICZNO-FLUORESCENCYJNE

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

W bogatym piSmiennictwie poswieconym biochemicznym skutkgm nie-
dotlenienia osrodkowego ukladu nerwowego, zaledwie pojedyncze do-
niesienia dotyczg zachowania si¢ amin biogennych w tych warunkach,
mimo to, ze réwnoczesnie podkresla sie mozliwosé ich istotnego udziahu
w rozwoju szeregu nieprawidlowos$ci metabolicznych, stanowigcych na-
stepstwo niedostatku tlenowego (Hutny 1970). Stﬁpfel i Roffi (1961) wy-
kazali spadek poziomu noradrenaliny w mozgu szczuréw poddanych nie-
dotlenieniu. Podobne zmiany w podwzgérzu kotéw - opisali Debijadij
i wsp. (1969). W roku 1971 Hurwitz i wsp. stwierdzili, ze u szczuréw
poddanych 4-godzinnemu niedotlenieniu, obnizeniu poziomu noradrena-
liny w moézgu towarzyszy spadek zawarto$ci dopaminy. Chikvaidze i Me-
litauri (1974) wykazali w modelu hipoksji krazeniowej znaczny spadek
zawarto$ci noradrenaliny, adrenaliny, dopaminy i serotoniny w réznych
strukturach anatomicznych moézgu krolika, wystepujacy bezposrednio po
niedokrwieniu i ich przyrost w pozniejszych okresach poischemicznych.

W pracach wymlemonych autoréw ilosciowej ocenie zmian zawartosci
amin biogennych w moézgu, nie towarzyszyly badania morfologiczne, ktére
pozwolilyby na ocene ich lokalizacji w poszczegolnych elementach struk-
turalnych tkanki nerwowej.

Wydawalo sie przeto celowe przeprowadzenie serii badan nad zacho-
waniem sie katecholamin w nastepstwie niedotlenienia przy zastosowa-
niu techniki histochemiczno-fluoresceneyjnej, umozliwiajacej ocene loka-
lizacji zmian w warunkach tego samego modelu w ktéorym  Chikvaidze
i Melitauri (1974) wykazali iloSciowe zaburzenia w- stezeniu poszczegol-
nych amin biogennych.
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MATERTAL I METODY

Badania przeprowadzono na 20 dorostych krélikach wagi 2,5 do 3,5 kg,
u ktérych w ogélnym znieczuleniu nembutalowym wywolywano 15-minu-
towg hipoksje krazeniowg wg metody opisanej przez Mchedlishvili (1973).

Zwierzetom po podaniu heparyny (0,3 ml/kg wagi ciala) upuszczano
krew z prawej tetnicy szyjnej wspolnej do polgczonego z nig zbiornika
w objetosci powodujgcej obnizenie obwodowego cisnienia tetniczego krwi
do ok. 20 mm Hg. Réwnoczes$nie przerywano doptyw krwi do moézgu po-
przez tetnice szyjne wspdlne. Na lewg tetnice zakladano zacisk, a odci-
nek doglowowy prawej tetnicy podwigzywano na state. Zwierzetom wy-
konywano réwnoczesnie obustronne otwory trepanacyjne w koSciach
ciemieniowych czaszki i nakluwano opone twarda. Po uplywie 15 minut
zdejmowano zacisk z lewej tetnicy szyjnej, a poprzez dosercowy odcinek
tetnicy prawej wprowadzano ponownie upuszczong krew. Retransfuzja
krwi prowadzila do podwyzszenia cisnienia tetniczego do wartosci zbli-
zonych do prawidlowych.

Kroliki, po trzy w kazdej grupie czasowej, badano bezposrednio po
hipoksji (w czasie ,,0”), a nastepnie po uptywie 15 min,, 1, 2, 4 i 12 godzin
od zakonczenia doswiadczenia. Grupe kontrolng stanowily 2 kroélik,,
u ktérych podwiazywano wylacznie prawa tetnice szyjna wspélng bez
wykrwawiania.

Materiat do badan w mikroskopie fluorescencyjnym opracowywano wg
metody opisanej przez Lindvalla i Bjorklunda (1974). U zwierzat wyko-
nywano perfuzje 2% roztworem jednowodnego kwasu glioksalowego
w buforze dwuweglanowym Krebsa-Ringera o pH 7,0. Roztwoér ten przed
uzyciem nasycano mieszaning gazéw o skladzie: 95% O, 1 5% CO,.
a nastepnie ochtadzano do temperatury 0—4° C. Jeden litr przygotowy-
wanego w ten sposéb plynu perfuzyjnego podawano do lewej tetnicy
szyjnej wspoélnej domézgowo po podwigzaniu jej odcinka dosercowego
i po przecieciu prawej zyly jarzmowej. Z moézgéw wyjmowanych bezpos-
rednio po perfuzji pobierano bloki tkankowe grubosci okolo 2 mm obej-
mujgce kore moézgowsg, pole przegrodowe. prazkowie oraz podwzgorze
i wzgdrze wzrokowe. Bloczki tkanki zamrazano w suchym lodzie i krojo-
no w kriostacie na skrawki grubosci 10—20 w. Bezposrednio po skrojeniu
skrawki wysuszano w strumieniu cieplego powietrza przez okres 15 min.,
a nastepnie przenoszono je do zaciemnionego eksykatora zawierajgcego
pieciotlenek fosforu. Czas wysuszania w eksykatorze (in vacuo) wynosit
okolo 14 godzin. Nastepnie skrawki poddawano dzialaniu par kwasu
glioksalowego. Dla przeprowadzenia tej czeSci przygotowania materiatu
postugiwano sie zestawem zlozonym z dwoéch eksykatoréw prézniowych
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Ryc. 1. Kontrola. Fluorescencja neuronéw jgdra ogoniastego i przykomoérkowych
cze$ci wypustek nerwowych. Pow. 200X.

Fig. 1. Conrol. Fluorescence of neurons of nucleus caudatus and of proximal seg-
ments of their processes. X 200.

Ryc. 2. Kontrola. Fluorescencja w komorkach istoty czarnej i w neuropilu. Pow.
200 X.

Fig. 2.. Control. Fluorescence of cells of substantia nigra and of the neuropil. X 200.

Ryc. 3. Kontrola. Wzgorze wzrokowe. Silna fluorescencja we widknach osiowych.
Pow. 200 X.

Fig. 3. Control. Thalamus opticus. Strong fluorescence of axons. X 200.

Ryc. 4. Czas ,,0” (bezposrednio po hipoksji). Ostabienie fluorescencji we widéknach
osiowych wzgoérza wzrokowego w pordéwnaniu do kontroli (ryc. 3). Pow. 200 X.

Fig. 4. Time ,,0 (immediately after hypoxia). Decrease of fluorescence of axons in
thalamus opticus in comparison with that of control (Fig. 3). X 200.

Ryc. 5. Jedna godz. po hipoksji. Wzmozenie f[luorescencji w neuropilu i we wiok-
nach osiowych wzgoérza wzrokowego w poréwnaniu do czasu ,,0” (ryc. 4). Pow. 200 X.

Fig. 5. One hour after hypoxia. Increase of fluorescence of neuropil and axons in
thalamus opticus in comparison with that obtained in time ,,0” (Fig 4). X 200.

Ryc. 6. Jedna godz. po hipoksji. Oslabienie fluorescencji we widéknach osiowych ob-
szaru przykomorowego podwzgorza w porownaniu do 2 godz. po hipoksji (ryc. 7).
Pow. 200 X.

Fig. 6. One hour after hypoxia. Decrease of fluorescene of axons in periventricular
area of hypothalamus in comparison with that obtained 2 hours after hypoxia
(Flg 7). )% 200;

Ryc. 7. Dwie godz. po hipoksji. Obszar przykomorowy podwzgoérza. Wzrost 1aten-
sywnosci fluorescencji we widknach osiowych i w neuropilu. Intensywno$¢ fluores-
cencji podobna do obrazéw kontrolnych. Pow. 200 X.

Fig. 7. Two hours after hypoxia Periventricular area of hypothalamus. Increase
of fluorescence in axons and neuropil. Intensity of fluorescence similar to that
obtained in control. X 200.

Ryc. 8. Dwie godz. po hipoksji. Intensywna fluorescencja w polu przegrodowym
przypominajaca obraz kontrolny. Pow. 200 X.

Fig. 8. Two hours after hypoxia. Intensive fluorescence of area septalis, similar to
that of control. X' 200.
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o pojemnosci okoto 1,5 1 polgczonych wezem gumowym zamykanym
odpowiednio skonstruowanym zaworem. Zestaw ten umieszczano w ciep-
larce w temperaturze 100°C. Do jednego eksykatora wkladano 4 g kwasu
glioksalowego, uprzednio wysuszonego nad pieciotlenkiem fosforu. Na-
czynie szczelnie zamykano i pozostawiano w temp. 100°C na okres jednej
godziny. Po uplywie tego czasu do drugiego eksykatora wkladano skraw-
ki naciggniete na szkielka podstawowe i podiaczano ten eksykator do
pompy prozniowe]j. Nastepnie otwierano zawér umieszczony w przewodzie
gumowym, lgczagcym oba te naczynia, powodujgc tym sposobem przejs-
cie par kwasu glioksalowego do eksykatora zawierajgcego skrawki tkanki
mozgowej. Traktowanie parami kwasu glioksalowego przebiegalo w tem-
peraturze 100°C przez okres 2 minut.

Preparaty zamykano w Entallanie lub wodnym roztworze gliceryny
w stosunku 1:1 v/v i oglgdano w mikroskopie fluorescencyjnym f-my
Zeiss wyposazonym w wysokocisnieniowg lampe rteciowg HBO-200 oraz
filtry: BG-12 (wzbudzajgcy) i OG-1 (barierowy). Zielong fluorescencje
amin katecholowych utrwalono na filmie ORWO UT-16.

WYNIKI

U zwierzat kontrolnych zielong fluorescencje charakterystyczng dla
amin katecholowych*) obserwowano w perikariach komoérek nerwowych
jadra ogoniastego (ryc. 1), istoty czarnej (ryc. 2), podwzgorza oraz wzgo-
rza wzrokowego. W neuronach tych czesci mézgu ziarnista lub dyfuzyjna
fluorescencja byla zlokalizowana w cytoplazmie, a niekiedy réwniez
w przykomérkowych odcinkach wypustek nerwowych. W neuropilu wi-
doczne bylo s$wiecenie okraglych, niewielkich tworéw, ktére swoun
wygladem sugerowaly przekroje poprzeczne wiloknistych elementow
tkanki nerwowej. W podwzgérzu i wzgérzu wzrokowym byla widoczna
ponadto silna fluorescencja w postaci rézancowatych ziarnistosci ulozo-
nych wzdluz przebiegu pojedynczych widkien osiowych (ryc. 3). W korze
moézgowej zielona fluorescencja amin katecholowych wystepowala w po-
staci gesto utkanych siatkowatych tworéw oraz ziarnisto$ci rozmieszczo-
nych w oczkach tej siatki.

W materiale doswiadczalnym pobieranym bezposrednio po niedotle-
nieniu (czas ,,0”) lokalizacja oraz charakterystyczne rozmieszczenie swie-
cgcych elementéw przypominalo swoim wygladem obrazy obserwowane
u zwierzat kontrolnych. Zwracalo jednakze uwage wyrazne oslabienie

W zastosowanej technice badan odczyn fluorescencyjny ujawnia obecno$§é nora-
drenaliny i dopaminy.



. . R. Gadamski i wsp. Nr 1

intensywnosci fluorescencji. Stwierdzano wigksze rozczlonkowanie pacior-
kowato rozmieszczonych tworéw widocznych wzdiuz przebiegu wlokien
nerwowych, zmniejszenie ilosci fluoryzujgcych ziarnistosci w neuropilu
(ryc. 4) oraz mniejszg gestos¢ wiloknistej siatki w korze moébzgowej.
U zwierzat grupy drugiej (15 min. po hipoksji) obserwowano wyrazne
wzmozenie intensywnosci fluorescencji w stosunku do czasu ,,0”. W cy-
toplazmie neuronéw, zwlaszcza w jadrze ogoniastym, wzrastala liczba
swiecgcych ziarnisto$ci w zwigzku z czym materiat fluoryzujacy wypet-
nial calkowicie cytoplazme komérek, podobnie jak u zwierzat kontrol-
nych. Neurony i przykomoérkowe odcinki wypustek nerwowych w pod-
wzgbrzu, wzgérzu wzrokowym i polu przegrodowym byly wyraznie zary-
sowane. Widoczna byla réwniez silna fluorescencja proksymalnych odcin-
kow dendrytéw bez uwidocznienia ich drzewkowatych rozgalezien. We
wioknach osiowych stosunkowo stabsze $wiecenie obserwowano jedynie
w czeSciach przykomérkowych, podczas gdy ich odcinki obwodowe byly
wyraznie widoczne w obrazie mikroskopowym. Czesto mozna bylo ob-
serwowac¢ miejsca odejscia i przebieg ich bocznych odgalezien. W poje-
dynczych wioknach osiowych na miejsce obserwowanych w czasie ,,0”
drobnych rézancowato rozmieszczonych ziarnistosci pojawily sie krotkie,
przecinkowate twory, ktére czesto lgczac sie ze sobg wyznaczaly ciagly,
niepoprzerywany przebieg tych wildkien. U zwierzat, ktére przezyly jed-
ng, a zwlaszeza 2 godziny po hipoksji intensywnos¢ fluorescencji amin ka-
techolowych byla wyrazniejsza od spotykanej u krolikéw z 15-minuto-
wym przezyciem. Najwyrazniej bylo to widoczne we wiléknach osiowych
wzgbérza wzrokowego (ryc. 5) w obszarze przykomorowym podwzgorza
(1yc. 6, 7) oraz we wléknach pola przegrodowego (ryc. 8). U zwierzat
z 24-godzinnym przezyciem po hipoksji intensywno$¢ i rozmieszczenie
fluorescencji byty podobne, jak u zwierzat kontrolnych.

OMOWIENIE

Histochemiczne badania lokalizacji amin biogennych, przeprowadzo-
ne w oparciu o fluorescencyjne metody Ialcka (1962), Falcka i wsp.
(1962) craz Lindvalla i Bjorklunda (1974) wykazaty, ze komorki nerwowe
zawierajgce aminy katecholowe i serotonine sq umiejscowione w okres-
lTonych obszarach osrodkowego ukladu nerwowego. Neurony rnagazynu-
jace noradrenaline i serotonine spotyka sie najczesciej w rdzeniu prze-
dluzonym, mo$cie i $rédmoézgowiu, a rzadziej w podwzgérzu i wzgbrzu
wzrokowym (Bjorklund, Nobin 1973, Lindvall, Bjérklund 1974), mato-
miast komoérki nerwowe wykazujace obecno$¢ dopaminy sg umiejscowio-
ne gléwnie w prazkowaniu i istocie czarnej (Davis, Carlson 1973, Lind-
vall, Bjorklund 1974). Poza komorkami nerwowymi obecno$¢ amin kate-
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cholowych stwierdzono réwniez we wiéknach osiowych. W ich przebiegu
najintensywniejszg fluorescencje, sugerujgca wyzszg zawarto$¢ amin ka-
techolowych, wykazano w ich czeSciach preterminalnych. co wigze sie
prawdopodobnie z udzialem poszczegélnych amin w przekazywaniu
bodzcow na poziomie zakonczen nerwowych.

W przeprowadzonej przez nas serii badan, w materiale doswiadczal-
nym, obejmujacym niektére z opisanych powyzej obszaréw osrodkowego
ukladu nerwowego, takie jak prgzkowie, pole przegrodowe, podwzgorze,
istota czarna, wzgoérze wzrokowe i kora mézgowa obserwowano réznice
w intensywnos$ci i rozmieszczeniu fluorescencji stanowigce nastepstwo
hipoksji kragzeniowej.

Stabsza i ubozsza fluorescencja zaré6wno w perikariach komoérek ner-
wowych jak i na przebiegu wlékien nerwowych, wystepujgca w badanym
materiale bezposrednio po niedokrwieniu (czas ,,0”), nasilala sie bardzo
znacznie w okresie poischemicznym, osiggajac normalizacje obrazu histo-
chemicznego w 24 godzinie po zabiegu doswiadczalnym. Roznice w inten-.
sywnosci fluorescencji sugeruja zmiany w zawartosci ujawnianych przy
uzyciu zastosowanej metody amin katecholowych. Za taksg interpretacjg
obserwowanych zjawisk przemawiajag wyniki badan Chikvaidze i Melita-
uri (1974), ktérzy w tym samym modelu doswiadczalnym wykazali spa-
dek zawartosci katecholamin i serotoniny w czasie ,,0” oraz ich wzrost
w okresie do 2 godzin po niedokrwieniu. Nalezy jednakze zwro6ci¢ uwage
na fakt, ze Davis i Carlson (1973) nie stwierdzali istotnych zmian w za-
wartosci serotoniny, dopaminy i noradrenaliny w moézgach szczuréw
poddanych 2-godzinnemu niedotlenieniu, wykazujgc réwnoczesnie olbec-
nos¢ istotnych zaburzen w ich metabolizmie, a zwlaszcza w syntezie.
Wyniki badan Davisa i Carlsona (1973) stojg w pozornej sprzecznosci
z naszymi obserwacjami, jak réwniez z wynikami Chikvaidze i Melita-
uri (1974). Zrédet tej sprzecznosci nalezy szukaé zapewne w odmiennosci
stosowanych modeli doswiadczalnych — niedotlenienia w przypadku
Davisa i Carlsona (1973) i niedokrwienia w stosowanym przez nas nie-
dotlenieniu krgzeniowym, ktérych jedyng wspolng cechg jest ogranicze-
nie doptywu tlenu do osrodkowego ukladu nerwowego. Niedostatek tleno-
wy prowadzi do obnizenia aktywnosci hydroksylazy 1-tyrozyny i f-hydro-
ksylazy tryptofanu, ktére z kolei ogranicza synteze amin biogennych
(Davis, Carlson 1973).

Obserwowane przez nas zmniejszenie intensywnosci fluorescencji, sta-
nowigce prawdopodobnie wyktadnik obnizenia zawartosci dopaminy
i noradrenaliny nie jest zapewne wylgcznie nastepstwem niedotlenienia
oSrodkowego ukladu nerwowego, towarzyszgcego jego niedokrwieniu.
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Wigzaé je nalezy rowniez ze stosowanym upustem krwi i spadkiem ciénie-
nia tetniczego do wartosci okolo 20 mm Hg oraz ze zjawiskiem wstrzgsu
hypowolemicznego. Nastepstwem wstrzgsu hypowolemicznego jest zwigk-
szone wydzielanie amin katecholowych przez nadnercza i wzrost ich ste-
zenia w lozysku naczyniowym, prowadzacy do skurczu obwodowych
naczyn krwionosnych, ktéry zabezpiecza wlasciwy poziom ukladowego
ciSnienia krwi. Wstrzgs hypowolemiczny pobudza czynnos¢é nie tylko
obwodowego lecz prawdopodobnie rowniez i csrodkowego ukladu auto-
nomicznego, prowadzgc do zmniejszenia zawartosci amin katecholowych
zgromadzonych w cytoplazmie neuronéw i zakonczen nerwowych osrod-
kowego ukladu nerwowego. RoOwnoczesnie wspomniane uprzednio obnize-
nie aktywnosci hydroksylazy 1-tyrozyny i P-hydroksylazy tryptofanu,
spowodowane niedostatkiem tlenu, towarzyszacemu niedokrwieniu, pro-
wadzi do zahamowania biosyntezy amin biogennych, a tym samym unie-
mozliwia uzupelienie ich zasob6w. Wspoélistnieniu tych dwéch mecha-
nizméw nalezy przypisa¢ obserwowany przez nas spadek intensywnosci
fluorescencji bezposrednio po zabiegu doswiadczalnym.

Zapewne podobnie zlozony jest mechanizm wzrostu zawarto$ci amin
biogennych w mézgu, wyrazajacy sie w naszym materiale zwiekszeniem
intensywnosci fluorescencji w okresie poischemicznym. Retransfuzja krwi
po zakonczeniu do$wiadczenia, zwigzana z przejSciowym przekrwieniem
czynnym osrodkowego ukladu nerwowego (Mossakowski 1974) poprawia
doptyw tlenu do moézgu, uruchamiajgc w okresie poischemicznym, zaha-
mowang w czasie niedokrwienia synteze dopaminy i noradrenaliny. Wzrost
syntezy badanych amin katecholowych moze by¢ réwniez uwarunkowany
zwiekszeniem puli wolnych aminokwasow, stanowigcych metaboliczne
prekursory dopaminy i noradrenaliny (tyrozyna i tryptofan). Za tg moz-
liwoscig przemawia stwierdzone przez Albrechta (1974) zahamowanie bio-
syntezy bialek w mézgu w okresie poischemicznym hipoksji krgzeniowej,
jak réowniez podkreslany przez Davisa i Carlsona (1973) fakt uwalniania
aminokwaséw z polgczen albuminowych w osoczu krwi przy jej nieznacz-
nym nawet zakwaszeniu. Jest to tym bardziej mozliwe, ze hypowolemia
stanowigca istotny element stosowanego przez nas modelu doswiadczal-
nego prowadzi do szeregu ogélnoustrojowych zaburzen metabolicznych,
kiérych nastepstwem jest miedzy innymi kwasica.

W interpretacji naszych spostrzezen uwzgledni¢ nalezy roéwniez fakt
zwrotnej regulacji syntezy amin katecholowych w neuronach osrodkowe-
go i obwodowego ukladu nerwowego, jak réwniez w rdzeniu nadnerczy.
Zjawisko to moze odgrywa¢ istotng role w réznych procesach patologicz--
nych, w tym réwniez w niedotlenieniu.



Nr 1 Aminy katecholowe w hipoksji 29

P. T'agamckn, I'. lllymaubcka, M. Cukopcka

BIVTHUE IUPKVYJIAIUMOHHOM T'MIIOKCUU
HA TIOBEJEHUE KATEXOJAMMHOB B MO3I'E KPOJIMKA.
TUCTOXVMMUYECKU-PJIIOOPECHHEHTHBIE UCCIEJIOBAHUSA

PezwomMme

T'ucroxmmmyaecknu-gII00peCcleHTHRIE UCCIIeI0BaHUs, Kacaloluecss U3MEHEeHuI B JI0-
Kajam3anuuy M KOHIEHTPalMyM JOIaMMHA M HOpajApeHaauHA ObLIM IpoBeJeHBI HA MO3re
20 KpOJIMKOB, IIOJBepPraeMbIX 15 MKUHYTHOM LMPKYJIALMOHHOM TI'MIIOKCHMM, JKUBOTHBIE
ucclefoBaauchk BO BpeMeHu ,,0” (HenmocpeACTBEHHO MO OKOHYAHMUM TMIIOKCHUM), yepe3s
15 muuyT, 1, 2, 4, 12 1 24 yaca nocjie rurokcuyu. KOHTPOJBHYIO TPYIIIYy COCTABJIAIU
2 KpOJMKa, y KOTOPBIX NepeBA3bIBaJIM NpPaByI0 OOIyI0 COHHYIO apTepuio, HO He
BbI3bIBAJIM T'MIOKCHMIO. MaTepuas AJA MCCHeAOBaHMIA BO (DIIOOPECLEHTHOM MMKPO-
ckorre obpabareiBasica mo meroxy Lindvall m Bjorklund (1974). Beiio obuapyxeHo,
YTO MHTEHCMBHOCTH (DIIIOOPECLEHUMM MCJIeyeMbIX KaTeXOJaMMHOB M3MEHAeTCA B 3a-
BMCHMMOCTM OT BpPEMEHM IIepeXMBaHUA Iocje runokenmy. Camasa HMU3KasA MHTEHCUB-
HOCTh OblTa BO BpemMeHu ,,0” u Bo3pacrajia B Iiepuof OT 15 MuuyT f0 2 yacoB. Yepes
24 yaca MocJie TUIIOKCUMM MHTEHCUBHOCTHL (DJIIIOOPECLEeHUIMM KaTeXOJIaMMHOB HAIOMM-
HaeT KOHTPOJIbHbIE KapTuHBbL TunmuuyHasa A AONaMMHA M HOPAJpPEeHAJIMHA 3ejieHasd
chiroopecueHIMA BBICTyIIAja B TeJlaX HEPBHBIX KJETOK, B IPOKCUMAJEBHBIX YaCTAX
JIEHJIPUTOB, B OCEBBIX BOJIOKHAX M OCOOEHHO B MX NpPeTePMMHAJBHBIX YacTAX. Pio-
opeclieHUMA B Heyponuie Obljla 3€pHMUCTONM, YTO yKa3bIBaJio Obl Ha NOIEpPeYHBII cpe3
BOJIOKOH.

R. Gadamski, G. Szumanska, M. Sikorska

EFFECT OF CIRCULATORY HYPOXIA ON RABBIT BRAIN CATECHOLAMINES.
HISTOCHEMICAL AND FLUORESCENCE STUDY

Summary.

Histochemical and fluorescence study of changes in localization and concentrat-
ion of dopamine and noradrenaline was carried out on the brains of 20 rabbits
which were subjected to 15 min. circulatory hypoxia. Animals (3 in each group)
were examined in time ,0” ie. immediatelly after hypoxia, in 15 min.,, and in
1, 2, 4, 12, 24 h. after hypoxia. Control group comprised 2 rabbits with ligated
right common carotid artery, without hypoxia. Material for fluorescence microscope
was studied according to Lindvall and Bjorklund (1974).

Intensity of fluorescence of studied catecholamines changed depending on the
time of survival after hypoxia. The fluorescence was lowest in time ,,0” and increa-
sed in time since 15 min. up to 2 h. The intensity of fluorescence in 24 h. after
hypoxia was similar to control. Green fluorescence typical for dopamine and nor-
adrenaline was shown in perikarya of neurons, in proximal segments of dendrites,
and in axons, particularly in their preterminal segments. Neuropil exhibited granu-
lar fluorescence suggesting transversally sectioned axons.
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EUGENIA TARNOWSKA-DZIDUSZKO

OBRAZ MORFOLOGICZNY MOZDZKU W PRZEBIEGU PADACZKI

Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego
Kierownik Zaktadu: doc. dr med. hab. J. Dymecki

Zachowanie sie moézdzku w przebiegu padaczki bylo od dawna przed-
miotem badan szeregu uczonych. Na najlzejszy stopien uszkodzenia
mozdzku, wystepujacy w postaci schorzenia homogenizacy jnego komérek
Purkinjego, pierwszy zwrdcil uwage Spielmeyer (1920, 1927). Spielmey-
er, a takze pOzniejsi badacze (Liebers 1928, Scholz 1929, 1933, 1956,
1973, Zimmermann 1938, Peiffer 1963, Normann 1964) uwazali, ze wias-
nie moézdzek jest strukturg szczegdlnie podatng dla wystapienia zmian
ponapadowych i ze obok rogu Amona ulega najczesciej uszkodzeniu,
a czasami jego uszkodzenie wystepuje w sposob selektywny.

W wiekszo$ci prac z tego zakresu brak opracowania korelacji poniiedzy
charakterem napadoéw padaczkowych i czestoscia ich wystepowania
a strukturg i stopniem  natezenia zmian tkankowych. Zadaniem podjetej
pracy byla ocena zmian strukturalnych i topografii uszkodzen moézdzku
w przebiegu padaczki w celu ustalenia korelacji tych zmian z typern
i czestotliwoscig napadéw klinicznych. /

MATERIAL I METODA

Material obejmowat 30 przypadkéw, w' tym 20 kobiet i 10 mezczyzn,
w wieku od 22 do 81 lat. Sredni wiek dla calej grupy wynosil 46,7 lat.
U 9 chorych pierwszy napad padaczkowy wystgpit przed 20 rokiem zycia.
Czas. trwania choroby wahatl sie od roku do 39 lat ze s$rednig 16,6 lat.
U wszystkich chorych wystepowaly ataki typu ,,grand mal”; w 6 przy-
padkach o poczatku ogniskowym, u 4 chorych w polgczniu z napadami
»petit mal” a u 17 chorych ze stanami pomrocznymi. U 17 chorych wy-
stepowaly w przebiegu choroby stany padaczkowe. Czestos¢ napadow

Praca zrealizowana w ramach problemu wezlowego. Grupa tematyczna 09.4.1.35.
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wahatla sie od pojedynczych napadéw duzych co kilka miesiecy do 10
i wiecej w ciggu miesigca. W 9 przypadkach lgczono wystgpienie napa-
dow padaczkowych z ciezkim urazem czaszki, w 3 przypadkach z miaz-
dzycg moézgu, w 3 przypadkach z chorobg pasozytnicza.

W badaniach laboratoryjnych stwierdzono nastepujgce odchylenia:
w 3 przypadkach z 23 przebadanych obserwowano podwyzszony poziom
bialka w plynie mézgowo-rdzeniowym. Badanie EEG wykonane w 16
przypadkach u 15 chorych wykazywalo zmiany napadowe rozlane, ba-
danie PEG wykazalo w 4 z 7 przebadanych przypadkéw wodoglowie
wewnetrzne.

W przebadanej grupie 24 chorych zazywalo wzglednie systematycznie
leki (hydantoinal, luminal, misodine), 6 chorych leczenie okresowo
przerywalo. Najczestszg przyczyng zgonu byl stan padaczkowy (14 przy-
padkéw) oraz zapalenie pluc (8 przypadkow). W 3 przypadkach przyczy-
ny naglego zgonu nie udalo sie wyjasni¢ badaniem sekcyjnym.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki w plaszczyznie czoltowej
przez péltkule mézdzku z robakiem. Skrawki pobierano w serii nieciggtej.
Metody barwienia: fiolet krezylu, H.-E., van Gieson, Bielschowsky’ego,
Spielmeyera, Kanzler-Arendta oraz sudan czarny B.

WYNIKI

Badanie makroskopowe mézgowia w 12 przypadkach wykazato objawy
obrzeku moézgu z wklinowaniem migdatkéow moézdzku do otworu potylicz-

Ryc. 1. Rozlegle ubytki komoérek Purkinjego. Pobudzenie gleju Bergmanna. Nissl.
Pow. 60 X.

Fig. 1. Extensive loss of Purkinje cells. Proliferation of Bermanns glié. Nissl X 60.
Ryc. 2. Znaczne przerzedzenie warstwy ziarnistej. H—E. Pow. 60 X.
Fig. 2. Significanl rarefaction of granular layer. H—E. X 60.
Ryc. 3. Plackowate wylysienie w warstwie ziarnistej. Fiolet krezylu. Pow. 100 X.
Fig. 3. Patchy nerve cell loss in cerebellar granular layer. Cresyl violet. X 100.

Ryc. 4. Przemieszczenie komoérek Purkinjego do warstwy drobinowej. Bielschowsky.
Pow. 200 X.

Fig. 4. Displacement of Purkinje cells into granular layer. Bielschowsky. X 200.
Ryc. 5. Rozdete dendryty komérki Purkinjego. Bielschowsky. Pow. 400 X.
Fig. 5. Distended dendrites of Purkinje cell. Bielschowsky. X 400.

Ryc. 6. Kuliste i wrzecionowate rozdecia aksonéw komoérek Purkinjego, obrazy
pustych koszyczk6éw. Bielschowsky. Pow. 200 X,

Fig. 6. Spherical and fusiform distension of Purkinje cells axons. Picture of empty
baskets. Bielschowsky. X 200.

Rye. 7. Rozplem komoérek glejowych warstwy Bergmanna. Fiolet krezylu. Pow. 100 X.
Fig. 7. Proliferation of glia in Bergmanns cells layer. Cresyl violet. X 100.
Ryc. 8. Krzaczki glejowe w warstwie drobinowej. Nissl. Pow. 200X.

Fig. 8. Glial shrubs in cerebellar molecular layer. Nissl. X 200.
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nego. W 12 -przypadkach obserwowano zaniki moézgu, najbardziej nasilo-
ne w platach czolowych i ciemieniowych. W 3 przypadkach stwierdzono
zmniejszenie objetosci moézdzku ze skréceniem wysokosci placikow,
(gléwnie w obrebie czesci grzbietowej robaka) i zwezeniem istoty biatej.

W badaniu mikroskopowym mézdzku *) we wszystkich przypadkach
liczba komorek Purkinjego ulegla redukcji, stopien nasilenia ubytkow
byt jednak ro6zny. Spostrzegano zaniki pojedynczych komoérek Purkinjego,
niekiedy ubytki obejmowaly 1/3 ich liczby a czasami w obrebie po-
szczegblnych placikéw zachowane byly tylko pojedyncze komérki Purki-
njego. Te rozlegle ubytki obserwowano przede wszystkim na dnie row-
k6w i wokoél rowkow (18 przypadkéw) (rye. 1), a na wypukloscei listecz-
kow obserwowano je rzadko (7 przypadkéw). Ubytkom komoérek Purkin-
jego towarzyszylo z reguly przerzedzenie warstwy ziarnistej (ryc. 2)
(18 przypadkéw) lub plackowate ,wytysienie” (ryc. 3) (8 przypadkow),
zwlaszcza w obrebie dna rowkow. Zwezenie warstwy ziarnistej bylo
obecne w 13 przypadkach, a warstwy drobinowej w 5 przypadkach.
W 9 przypadkach obserwowano przemieszczenie komoérek Purkinjego do
warstwy drobinowej (ryc. 4), a w 3 przypadkach do warstwy ziarnistej.
Zachowane komoérki Purkinjego wykazywaly czesto zmiany wsteczne.
Najczesciej obserwowano schorzenie homogenizacyjne (27 przypadkéow),
bardzo rzadko stluszczenie (3 przypadki). Bardzo czesto obserwowano
rozdete dendryty, przypominajgce rogi renifera (ryc. 5), a w impregnacji
srebrem widoczne bylo pogrubienie widkienek nerwowych. W obrebie
aksonéw komoérek Purkinjego obecne byly kuliste i wrzecionowate roz-
decia tzw. torpedy (ryc. 6). W miejscu ubytkéw komoérek Purkinjego

Ryc. 9. Ogniskowe zggbczenia w warstwie komoérek Purkinjego, przechodzace na
warstwe ziarnistag. H—E. Pow. 100 X.

Fig. 9. Focal spongy changes in Purkinje cells layer extending into granular layer.
H—E. X 100.
Ryc. 10. Rozlegle ubytki komoérek nerwowych w jadrze zgbatym. Zggbezenia we
wnegce. Bielschowsky. Pow. 100 X.
Fig. 10. Extensive loss of nerve cells in dentate nucleus. In hilus spongy changes.
Bielschowsky. X 100.

Ryc. 11. Rozpad ostonek mielinowych w osiach listeczkéw moézdzku. Weil. Pow. 400 X.
Fig. 11. Disintegration of myelin sheaths in cerebellar folia. Weil. X 400.
Ryc. 12. Wzmozona glejoza wléknista podoponowa. Kanzler-Arendt. Pow. 200 X.
Fig. 12. Increased subpial fibrillary gliosis. Kanzler-Arendt. X 200.

Ryc. 13. Wzmozona glejoza wibknista okolonaczyniowa w istocie bialej placikow.
Kanzler-Arendt. Pow, 200 X.

Fig. 13. Increased fibrillary gliosis perivasculary in white mater of cerebellar folia.
Kanzler-Arendt. X 200.

Ryc. 14. Niezupelna martwica listeczkéw. H.—E. Pow. 60 X.
Fig. 14. Incomplete necrosis of cerebellar folia. H—E. X 200.

*) Szczegblowe badanie mézgbw wiekszosci przypadkéw tej grupy jest przed-
miotem doniesienia A, Jedrzejewskiej-Iwanowskiej.

Neuropatologia Polska — 3
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obserwowano obrazy ,pustych koszyczkéw”. W pojedynczych przypad-
kach liczba wildkien pngcych, kiciastych i réwnoleglych ulegla redukcji.
Komoérki warstwy ziarnistej tylko w 6 przypadkach byly zmienione — ob-
kurczone, nieréwnomiernie wybarwiajgce sie.

Nastepnym elementem w strukturze procesu chorobowego by! ognisko-
wy rozplem komoérek glejowych warstwy Bergmanna (ryc. 7) oraz rozsia-
ny rozplem i przerost mikrogleju. W 11 przypadkach obserwowano w war-
stwie drobinowej krzaczki glejowe (ryc. 8). Komoérki warstwy Bergmanna
ukladatly sie czesto w kilku rzedach i wybarwialy sie bardzo jasno. W war-
stwie komoérek Purkinjego i gleju Bergmanna wystepowalo w 17 przy-
padkach ogniskowe zggbczenie (ryc. 9), ktére w sposéb groniasty przecho-
dzilo na warstwe ziarnistg.

W obrebie jadra zebatego w 24 przypadkach obserwowano bardzo
znaczne ubytki komoérek nerwowych, a zachowane neurony byly obkur-
czone i wybitnie sttuszczale (ryc. 10). Zmianom tym towarzyszyl rozplem
astro- i mikrogleju.

W istocie bialej zaré6wno w osi poszczeg6lnych zawojow moézdzku jak
i we wnece jadra zebatego obserwowano splowienie i rozpad ostonek mie-
linowych (ryc. 11), gltéwnie okolonaczyniowo. Wzmozong glejoze wiok-
nistg w obrebie blon granicznych, podoponowo (ryc. 12), podwysciétkowo
i okolonaczyniowo (ryc. 13) stwierdzono w 16 przypadkach. Zmiany
stwardnieniowe w ukladzie tetnic mézdzkowych obserwowano jedynie
w 11 przypadkaich, nie przekraczaly one jednak III° zmian. Zmiany
okolonaczyniowe jak rozluznienie struktury tkanki oraz jamki, wystepo-
waly gléwnie w istocie bialej wokél tetnic o $rednicy powyzej 150 u
(w 21 przypadkach).

Podsumowujgc topografie zmian nalezy podkresli¢, ze w przewazajace]
liczbie przypadkéw nasilenie ubytkoéw i schorzen komorek Purkinjego
bylo jednakowe w robaku jak i poétkulach mézdzku, a tylko w 8
przypadkach zmiany w poétkulach byly bardziej nasilone niz w robaku.
Listeczki potozone glebiej, blizej istoty biatej ptacikéw, byly bardziej
uszkodzone niz listeczki obwodowe. Nie znaleziono wyraznych réznic
w nasileniu zmian na powierzchni grzbietowej i brzusznej mézdzku.

Z przeprowadzonej korelacji miedzy typem napadéw i czestoscig ich
wystepowania a opisanymi zmianami morfologicznymi wynika, Ze naj-
wieksze uszkodzenie tkanki bylo obecne w tych przypadkach, w ktorych
w czasie trwania schorzenia pojawily sie stany padaczkowe (17 przypad-
kow). W tych przypadkach, niezaleznie od czestosci wystepowania po-
jedynczych napadéw duzych, uszkodzenie parenchymy nerwowej bylo
ciezkie. W mozdzku obserwowano znaczne, czesto rozlegle ubytki ko-
morek Purkinjego oraz przerzedzenie warstwy ziarnistej z odcinkowyr
rozplemem gleju warstwy Bergmanna i gleju Hortegi oraz wystepowa-
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niem krzaczkéw glejowych. Czestc obserwowano schorzenia komérkowe
i jamki okolonaczyniowe, a brzezna glejoza wldknista byla znaczna. W tej
grupie pojawily sie tez obrazy niezupelnej martwicy poszczegéinych
placikéw (ryc. 14). Podobne nasilenie zmian obserwowano w 9 przy-
padkach z czestymi napadami duzymi, do 10 i wiecej w ciggu miesigca,
w ktérych nie wystepowaly stany padaczkowe. W obu tych grupach
wiecej niz w polowie przypadkéw obserwowano ogniska zggbczenia w ob-
rebie warstwy komoérek Pukinjego i gleju Bergmanna. Najmniejsze nasi-
lenie ubytkéw komoérek Purkinjego obserwowano w przypadkach, w kt6-
rych bardzo rzadko wystepowaly duze napady (3—5 co kilka miesiecy)
oraz w przypadkach, w ktérych czas trwania schorzenia by} stosunkowo
kroétki (do 4 lat). W miare trwania choroby zwiekszalo sie nasilenie uszko-
dzenia tkanki, zwlaszcza w przypadkach, w ktérych pierwszy napad pa-

daczkowy wystapil po 40 roku zycia. Nie znaleziono natomiast ro6znic
w nasileniu uszkodzenia mézdzku pomiedzy przypadkami ze wspélistnie-

niem napadéw duzych i stanéw pomrocznych oraz przypadkami, w kto-
rych obok duzych napadéw wystepowaly napady typu ,,petit mal”.

OMOWIENIE

Zarowno typ zmian komoérkowych jak i rozklad ubytkéw komérek
Purkinjego oraz charakter reakcji glejowej, obserwowane w naszym ma-
teriale, sugerujg podloze ischemiczne uszkodzen, jak podkreslata w swych
pracach szkola Spielmeyera. Wyjasnienia tego zjawiska nalezy szukaé po
pierwsze w specyfice unaczynienia kory moézdzku, po drugie — w od-
miennej wrazliwosci poszczegdlnych elementéw kory mézdzku na nie-
dotlenienie (Scholz 1973). Warstwa komoérek Purkinjego, jak wiadomao,
z badan Jakuba (1928) i Uchimury (1929), jest pozbawiona wlasnej sia-
teczki wldsniczek. W zwigzku z tym staje sie ona szczegdlnie wrazliwa
na zaklécenia w krgzeniu krwi w gléwnych pniach tetniczych, ktére wy-
stepuja zar6wno w czasie napadu jak i w okresie ponapadowym (Spiel-
meyer 1920, 1927). Uszkodzenie tej warstwy wyraza sie obrzekiem
wypustek Purkinjego, schorzeniem homogenizacyjnym czy przewleklym
a czasem zanikiem komorek Purkinjego. Pozostale warstwy, z ktérych
kazda oddzielnie posiada bardzo bogato rozwinietg siatke wlosniczek,
lepiej kompensujg te zaburzenia. Fakt ten tlumaczy, ze uszkodzenie tych
warstw bylo i w naszym materiale stabiej wyrazone. W grupie przypad-
kow ze stanem padaczkowym czy z czestymi napadami duzymi uszkodze-
nie parenchymy w. badanym materiale bylo bardziej nasilone w miarg
trwania schorzenia. Sumowanie sie dzialania czynnika szkodliwego do-
prowadzilo w koncu do znacznych uszkodzen ponapadowych i rozleglvch
ubytkéw komoérek: Purkinjego, stanu zggbczenia, przerzedzenia i zweze-
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nia warstwy ziarnistej, uszkodzenia ostonek mielinowych, wzmozenia
brzeznej glejozy wléknistej, a nawet czeSciowego zaniku placikéw, na co
zwrocili uwage w swoich badaniach doswiadczalnych Schrappe (1955},
Peiffer (1963, 1972), Scholz (1953, 1972), Dam (1972), Markiewicz i Ostrow-
ska (1976) i inni. Spielmeyer wyodrehnil placikowy zanik moézdzku jako
zesp6! morfologiczny, specyficzny dla chorych cierpigecych na padaczke
z dlugoletnim przezyciem. Ustalone w po6zniejszych badaniach, podtoze
naczyniowe tego zespolu tlumaczy lokalizacje zanikéw placikowych
moézdzku odnoszgc je do obszaré6w unaczynienia poszczegélnych tetnic.
Wigksze nasilenie uszkodzen w centralnie polozonych listeczkach w pe-
blizu istoty bialej, obserwowano rowniez w naszym materiale. Zastoj
krwi zylnej, wywotany uciskiem naczyn oponowych w czasie napadu jest
wiekszy w glebokich odcinkach mézdzku, stad tez uszkodzenie parenchy-
my osigga wieksze rozmiary w centralnie polozonych listeczkach i pla-
cikach.

Przesuniecie komoérek Purkinjego do warstwy drobinowej, obserwowa-
ne w naszym materiale, chociaz opisywane sporadycznie (Scherer 1933,
Meyer 1949, Scholz 1953) prawdopodobnie jest p6znym nastepstwem
obrzeku moézdzku, jak wykazal w swoich badaniach Jaburek (1936). Ob-
serwowane w tych przypadkach przesuniecie komoérek glejowych war-
stwy Bergmanna do warstwy drobinowej w innych czeSciach listeczkow,
rozdete wypustki komoérek Purkinjego, uszkodzenie ostonek mielinowych
i wzmozona okolonaczyniowa glejoza wléknista potwierdzaja wspomnia-
na hipoteze. Koncepcja heterotopii przy przesunieciu komoérek Purkinje-
go do warstwy drobinowej, wysuwana przez Vogta i Astwazaturowa (1912)

. nie znalazla potwierdzenia u pb6Zniejszych badaczy (Schob 1921, Gagel
1935, Meyer 1949), chociaz moze by¢ stuszna przy lokalizacji komoérek
Purkinjego w warstwie ziarnistej.

Uszkodzenie komoérek nerwowych jadra zebatego, opisywane w pis-
miennictwie (Peiffer 1963, Markiewicz, Dymecki 1968) wystepuje i w na-
szych przypadkach. W interpretacji tych zmian, poza udzialem zaklécen
w krazeniu krwi, nalezy wzigé¢ pod uwage mozliwo$¢ zwyrodnienia trans-
synaptycznego (degeneratio anterograda) w nastepstwie uszkodzenia i za-
niku komoérek Purkinjego. Wieksze nasilenie zmian morfologicznych przy
pozniejszym poczatku choroby nalezy lgczy¢é w naszym materiale z do-
sy¢ wysokg $rednig wieku tej grupy (65 lat) i dodatkowym nakladaniem
sie¢ zmian zwigzanych z fizjologicznym starzeniem sie tej struktury.

Uszkodzenie mézdzku w przebiegu padaczki i zwigzane z tym wypad-
‘nigcie jego funkcji hamujgcych na kore mézgu w trakcie napadu moze
z kolei prowadzi¢ do dalszego poglebienia sie uszkodzen. Zmiany,
a zwlaszcza ubytki komorek Purkinjego obserwowane w padaczce, pro-
bowano lgczy¢ réwniez z toksycznym wplywem stosowanych lekéw,
zwaszcza dwufenylohydantoiny (Livingstone 1957, Haberland 1962, Kar-
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kos 1972). Nie wszyscy autorzy zgadzajg sie z ta koncepcjg i tak Dam
(1970, 1972) nie znajdujac zmian strukturalnych w mozdzku zwierzat
dos$wiadczalnych w czasie stosowania w dawkach leczniczych dwufenylo-
hydantoiny, odrzuca jej wplyw toksyczny.

Zestawienie obrazu klinicznego z obrazem morfologicznym wykazuje
w naszych przypadkach uderzajacg rozbieznos¢ miedzy ciezkim uszko-
dzeniem struktur moézdzku a stosunkowo rzadko obserwowanym klinicz-
nie zespolem moézdzkowym (7 przypadkow). Spostrzegali to takze inni
autorzy (Scholz 1956, Peiffer 1963, Haberland 1962 i inni). Wyjasnienia
tego zjawiska nalezaloby szuka¢ w duzej zdolnosci kompensacyjnej moz-
dzku, zwlaszcza przy powoli rozwijajacych sie uszkodzeniach.

WNIOSKI

1. Mézdzek nalezy do struktur predylekcyjnie uszkodzonych w padacz-
ce. '

2. Proces chorobowy rozwija sie gléwnie w warstwie komérek Pur-
kinjego i w warstwie gleju Bergmanna. :

3. Zmiany chorobowe ksztaltujg sie w podobny sposéb w filogenetycz-
nie odrebnych czesciach mozdzku a ich topografia jest uzalezniona od
specyfiki angioarchitektoniki mézdzku.

4. Na nasilenie zmian morfologicznych w moézdzku najwiekszy wplyw
ma wystepowanie stanéw padaczkowych, czestotliwo$¢ napadéw typu
»grand mal”’ oraz czas trwania schorzenia.

E. TapuoBcka-/[Mayiko
MOP®OJIOI'NMYECKAA KAPTUHA MO3XKEYKA IIPU DITUJEIICUU
Pezwome

Lenpro paborsl ObLIa OLEHKA CTPYKTYPbI M TOnorpaduyu M3MEHEHUI IIPU IMM-
JIenCUM JJIA yCTAHOBJIEHUA KOPPeJNAUMM ITUX M3MEHEHMI C TUIIOM M YacTOTO Npu-
MagKOoB.

Marepuan oxsaTeiBas 30 caydyaeB B Bo3pacre ot 22 jyer no 81 roaa. Bpemsa mnpo-
NOJIXKUTENbHOCT Oone3um Koaebamoce or 1 mo 39 ser. YacroTa HPUCTYIIOB KOJe-
6anace OT OAMHOYHBIX OOJBIIMX MNPUCTYIIOB pa3 Ha HECKOJbKO Mecaues a0 10
n Gojsee B TeyeHue OJAHOTO MeCsLA.

Bruio obHapyiKeHO, YTO CTPYKTYPHbIE M3MEHEHUs pa3BUBAIOTCA, B OCHOBHOM,
B cjoe KJeToK IIypKuMHBE M KacalTcad KaK LIUTOIIa3Mbl, TaK ¥ OTPOCTKOB STUX
KJeTok. B 9 cayuaax nabmionanoch nepeMelnenye KiaeToK IIypKuHBE B 3€PHMCTLIN
CJIONM, 4YTO ABJIAETCH, NO-BUAMMOMY, GoJiee IO3AHMUM IIOCJIECTBMEM OTeKa. Y MEeHbIIeHUe
KoJMyecTBa KieTOoK IIypKuHbBE CONPOBOXKAAJOCH Pa3MHONKEHMEM TIJIMAJBHBIX KJIETOK
B cnoe Beprmana. Kpome Toro, HabiioAaoch NOBPEXKAEHME MMOJMHOBBLIX 000J10yeK
B Oenom BemecTBe, yBeIMYeHME BOJIOKHMCTOTO TIJIMO3a M OYaroBOTO pPa3pbIXJIEHUA
KOpbl MO3xkeuka. JacTto MOxKHO Op1s10 HabGmojAaTh 3HAYMTEIBHOE yMEHBblUeHMe Yucia
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KJIeTOK B 3ybuarom sazape. JloKanm3auusa M XapaKTep M3MEHEHMII B KODe MO3XKeuKa
YKa3bIBalOT Ha MX MIIEeMMUYeCKOe ITPOUCXORJAeHMe. Bo3uHukaoT ouu nopobuniM obpa-
30M B (DMJIOTEHETMHYECKM Pas3JIMYHBIX CTPYKTypaxX MO3XKeyKa M uX Tomnorpadus cBs-
3aHa, rIaBHbIM 00pa30M, C apXUTEKTOHMKO COCYAOB 9TOM CTPYKTYDLIL

Ha mHTeHCHMBHOCTBL MOP(OJIOTMYECKMX M3MeHEeHMi1 0OJbllle BCEr0 BIMSIOT SIIMJIEI-
TUYECKMEe COCTOAHMSA, YacTOTa IPUCTYNOB Tuna ,grand mal”, a Takxe AIANTEIBHOCTH
3abo0JsieBaHMA.

E. Tarnowska-Dziduszko
CEREBELLAR CHANGES IN THE COURSE OF. EPILEPSY
Summary

The aim of the present study was to evaluate the chzracter and topography
of changes in cerebellum caused by epilepsy and to establish the dependence of
structural abnormalities on the type and frequency of seizures. The material com-
prised 30 cases, 22-81 years of age. The duration of epilepsy was from 1 year up
to 39 years. Frequency of epileptic fits varies from single aitacks in several months
up to 10 and more fits monthly. g

1t was found that structural abnormalities in cerebellum of epileptic patients
develop especially in the Purkinje cells layer affecting cytoplasm and processes of
{hese cells. Dislocation of Purkinje cells into granular layer was observed in 9
cases being probably the late consequence of brain edema. Loss of Purkinje cells
was accompanied by proliferation of Bergmanns’ glia. Further observations included
damage of myelin sheaths in white matter, increase of physiological subpial,
subependymal and perivascular gliosis and focal spongy changes in cerebellar
cortex. Extensive losses of nerve cells were frequently noticed in dentate nucleus.

The character and localization of structural abnormalilies in cerebellar cortex
suggest their ischemic origin. The pathological changes develop in the like manner
in phylogenetically different structures. The topography of these changes is deter-
mined chiefly by the cerebellar angioarchitectonics. The intensity of changes
mainly depends on epileptic states, frequency of grand fits and the duration of
illness.
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dok. ze str. 10

W 1975 r. nastepujacy koledzy uzyskali nagrody i wyréinienia: — kol. J. Rafa-
towska z Kliniki Neurologicznej A. M. w Warszawie otrzymala nagrode Rady Na-
ukowej MZiOS za najlepszg prace drukowang w Neurologii i Neurochirurgii Pols-
kiej (wspblnie z K. Mrozkiem i A. Kaminsky);

— kol. A, Fidzianska-Dolot otrzymala I nagrode Polskiego Towarzystwa Neu-
rologicznego za cykl badan ultrastrukturalnych w chorobach migéni;

— kol. M. Ostenda otrzymala III nagrode PTN za prace nad histochemig wrze-
cion miesniowych (wspélnie z H. Strugalska).

* * *

W maju 1975 przebywal w Polsce prof. Rudolf Fankhauser, dyrektor Instytutu
Neurologii Por6wnawczej w Bernie (Szwajcaria). Na posiedzeniu Stowarzyszenia
Neuropatologbw Polskich w dniu 17 maja prof. Fankhauser wyglosit referat, do-
tyezacy aktualnych probleméw neurologii i neuropatologii poré6wnawczej ze szczego6l-
nym uwzglednieniem organizacji i programu badawczego Instytutu Neurologii Po-
réwnawczej w Bernie.

Jerzy Dymecki
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EFFECT OF AUDIOGENIC SEIZURES ON THE ACTIVITY OF SCME
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Head of Dept.: Doc. J. Dymecki M. D.
Department of Biochemistry, Institute of Biology, Copernicus University, Torun,
Head of Dept.: Prof. P. Maslowski, Ph. D.

An epileptic seizure is a stereotyped reaction of the central nervous
system (CNS) to various kinds of physical or chemical injuries and is
characterized by violent electrical discharges involving single neurons
or whole neuronal population. Morphological studies have revealed oc-
casional degenerative changes in the epileptogenic region of the cortex
(Dymecki, 1971). However, in spite of a great deal of morphological and
electrophysiological research, the molecular mechanism underlying con-
vulsive fits still remains virtually unknown. Also little is known of the
biochemical changes in the CNS resulting from isolated or repeated epi-
leptic fits. Many authors suggest that convulsive fits may be induced by
disturbances in the ionic equilibrium, or else by some disorders in the
metabolism of neurotransmitters of the CNS (Creutzfeldt, 1972; De Ro-
bertis, 1971; Donaldson et al., 1972; Wood and Peesker, 1972). Since the
ionic equilibrium and the metabolism of neurotransmitters in the brain
are controlled by appropriate enzyme systems, it is to be expected that
neurochemical changes in the CNS connected with the occurrence of
convulsive fits should concern these enzyme systems. On this assumption
we decided to investigate the effect of convulsive fits on the activity of
enzymes participating in the energy transformations of the CNS
(Mg**-ATPase, succinate decarboxylase), of those involved in meta-
bolizing the neurotransmitters (glutamate dehydrogenase, acetylcholin-
esterase and monoamine oxidase) and in maintaining the ionic equili-
brium (Nat-K*-ATPase). The studies were carried out on the model
of audiogenic epilepsy in mice, which resembles most closely reflexive
epilepsy in man.

*This work was carried out under project 09.4.1.3.3.6. supported by the
Poilish Academy of Sciences.
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MATERIAL AND METHODS

The mice used for study were 2—3-month-old males with an inborn
susceptibility to convulsive seizures in response to strong acoustic sti-
mulus. Each animal in turn was placed in a plexiglass vessel 20 cm in
diameter and 20 cm high, and exposed to the sound of an electric door-
-bell of about 100 dB intensity for 5—12 seconds. The experiments were
carried out on three groups of animals: a) control, in which no seizures
were evoked, b) subjected to a series of 12 seizures in one day (serial
seizures) and c¢) exposed to one seizure daily for 30 days (isolated
seizures). : ;

After the last fit the animals were decapitated in the clonic phase,
the brain (without the cerebellum) was removed and homogenized in
9 volumes of ice-cold distilled water (for determination of the activities
0! acetylcholinesterase and succinate dehydrogenase); 0.32 M sucrose so-
lution (for -assay of monoamine oxidase, Mgt*-ATPase and Na*-K*-
-ATPase activities), or of the medium for assay of glutamate decarboxy-
lase. Prior to assays the homogenates were diluted to the appropriate
concentration. The homogenates assigned for determination of Mg*t™*-
-Na*t-K*-ATPase activity were centrifuged by the modified method of
Kurokawa et al. (1965) in order to obtain a microsomal fraction and ner-
ve endings-enriched fraction (Diagram 1).

Protein in brain homogenates was determined by the biuret method
in the presence of 5% of sodium deoxycholate. Protein content in the sub-
cellular fraction was determined by the method of Lowry et al. (1951)
with crystalline bovine serum albumin as standard.

Total Mg**-Nat-K*-ATPase activity was determined in the incuba-
tion medium as described by Abdel-Latif et al. (1967). The samples were
incubated for 10 minutes at 37°, after which the released inorganic
phosphate (Pi) was determined according to Banerjee et al. (1970). Mg™**-
-ATPase activity was determined by the same procedure in a medium
containing additionally 0.4mM ouabain. Na*-K*-ATPase activity was
calculated from the difference between the total activity of Mg++-Na*t-
-K*-ATPase and that of Mg**-ATPase. g

Succinate dehydrogenase was assayed in an incubation medium conta-
ining 0.125 M succinate and 0.1% iodo-nitrotetrazolium chloride (INT)
in 0.1 M phosphate buffer of pH 7.4; 0.5% homogenates were used for
the assays; the samples were incubated for 10 minutes at 37%. The reac-
tion was stopped by adding a mixture of ethyl acetate: ethanol (1:1,
v/v) containing 5% TCA; after shaking the samples the extracted INT-
-formazan was determined spectrophotometrically at 470 nm.
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Diagram 1
Schemat 1
109% (w/v) homogenate of mouse brain in 0.32 M sucrose solution
10 min x 1000 x g
Sediment

rehomogenized in sucrose
and recentrifuged as before

Sediment — nuclear fraction
discarded

Supernatants

15 min x10000xg

Pellet

rehomogenized in sucrose solution and recen-
trifuged as before.

Supernatants

60 min x 100 000 x g
|

i

+
Supernatant Sediment

L

soluble fraction —
discarded

‘suspended in 40 ml
of water

microsomal

fraction 15

Pellet

rehomogenized in 0.32 M sucrose (3 ml per g
of tissue). 1.0 ml of suspension was layered on
discontinuous density gradient (2.0 ml of 13%
Ficoll in 0.32 M sucrose solution and 2.0 ml
of 39 Ficoll in 0.32 M sucrose

{
min x 20 000x g

Top myelin layer was discarded. Middle layer
between 3 and 139, Ficoll solutions was col-
lected with a Pasteur pipette and suspended
in 20 ml of redistilled water

nerve ending-enriched fraction

The activity of monoamine oxidase in the mitochondrial fraction of
hrain was determined from the amount of ammonia released. The mito-
chondrial fraction was obtained by centrifuging (30 min.>X20 000X g).
a 10% homogenate in 0.32 M sucrose, then the sediment was suspended
in water (osmotic shock) and used for assays. The incubation mixture
contained 2.5 mM tyramine solution in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.5,

the final volume of the samples

being 0.5 ml. After incubating the
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samples for 30 minutes at 37°, 0.5 ml of 2% sodium tungstate solutiomr
in 0.3 N sulphuric acid was added to each sample. The precipitated pro-

tein was centrifuged off and the ammonia content in the supernatant
was determined by Weatherburne’s method (1967).

L-Glutamate decarboxylase activity was determined by the manome-
tric method from the amount of CO, released. The enzyme was incubated
for 30 minutes at 37° under N, in the medium described by Sims and
Pitts (1970).

The activity of acetylcholinesterase was determined by the method of
Ellman et al. (1961). The samples were incubated for 5 minutes at 30°.
The amount of thiocholin released was determined spectrophotometrical-
ly at 412 nm.

Oxygen consumption by the cortex slices was determined respirome-
trically in a Warburg respirometer; the slices being incubated in a glu-
cose-containing medium (Mc Illwain 1963) in an oxygen atmosphere.

The results were analysed by Student t-test.

RESULTS

Four principal phases can be distinguished in an audiogenic convulsi-
ve seizure: the pretonic phase including wild running (0 to 6sec.), the
tonic phase (from 6th to 20th second from the mioment the stimulus
started to operate), the clonic phase (the following 10—12 seconds) and
the phase of gradual return to normal behaviour, whnich is attained after
3—4 minutes. The EEG patterns (electrocorticograms) were typical of
seizure discharges (Narebski, Tymicz, Waczynska — unpublished).

Neither isolated nor serial convulsive fits affected the brain weight or
protein content. The cortex slices of animal subjected to seizures showed
the same ability for oxygen consumption as those of the controls.

The activity of succinate dehydrogenase increases slightly after serial
and isolated fits repeated for 30 days. A comparison of the specific acti-
vity of this enzyme with the control shows no change (Table 1).

The acetylcholinesterase activity, which in the brain of control animals
amounts to 14.9 uwmoles per g of tissue per min., remains unchanged
after serial fits, and decreases: slightly after 30 daily fits (to 14.0 umoles
per g of tissue per min.). The decrease in activity of this enzyme to
0.119 wmoles per mg of protein per min. after this kind of seizures is
statistically significant when compared with the specific activity of the
enzyme in control animals, which amounts to 0.128 wmoles per mg of
protein per min (Table 2).

The activity of monoamine oxidase increases by 15% after serial fits;
a similar increase was observed after 30 isolated fits, but was not statisti-
caly significant.
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Table 1. Effect of audiogenie fits on succinate dehydrogenase and respiration of cortex slices from mouse brain

Tabela 1. Wplyw audiogennych napadéw drgawkowych na aktywnoéé dehydrogenazy bursztynianowej oraz na oddychanie skrawkéw kory
moézgu myszy

Succinate dehydrogenase activity

) O?yge = lfpt&ke i p Aktywnos$é dehydrogenazy bursztynianowe;j
Group of animals {emoles of Oy/min par-1 g o total activity specific activity
% cortex) 5 : 4 3
Grupa zwierzat o (umoles/min/g of tissue) (umoles/min/mg of protein)
Zuzycie tlenu Howi :
i Osfaisje kory) calkowita specyficzna
{pmol Og g y (umoli/min/g tkanki) (umoli/min/mg bialka)
Control, no seizures evoked 1.074+0.16 (14) 43.94-2.8 (12) 0.364+-0.03 (12)
Kontrolna, nie poddana napadom
Subjected to a series of 12 seizures in one day 1.064+0.19 (14) 47.44+3.6 (10) 0.344+0.01 (10)
Po jednej serii 12 napadéw, wywolanych w ciagu
dnia !
One seizure evoked daily during a one month 1.004+0.14 (4) 49,740.1 (4) 0.35+0.02 (4)

Poddawana 1 napadowi dziennie przez 30 dni

The results are expressed as the mean -+S.D. with the number of animals used in parenthesis
Wyniki sa warto$ciami érednimi -+ odchylenie standardowe, w nawiasach podano liczbe zwierzat uzytych w doswiadezeniu.
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Table 2. Effect of audiogenic seizures on neurotransmitter-metabolizing enzyme activities in mouse brain

Tabela 2. Wplyw audiogennych napadéw drgawkowych na aktywnosé enzyméw moézgu myszy, zwiazanych z przemianami neurotransmiteréw

Monoamine oxidase

L-Glutamate decarbo- Acetylcholinesterase activity: i
xylase activity (umoles total specific Siierily :
Group of animals of CO,/min/g of tissue) (umoles/min/g of tissue) (pumoles/min/mg of (pm <?les ot a.m.moma/
Aktywnosé dekarbo- protein) [min/g of Sane)
Grupa zwierzat ksylazy L-glutaminianu Aktywnosé acetylocholinesterazy : Akt}fwnoéc JaOmos
(umoli CO,/min/g tkan- calkowita specyficzna mm.OOksy d“’f
ki) (moli/min/g tkanki) (umoli/min/mg bialka) (Hmoli NH/min/g
tkanki)
Control, no seizures evoked 1,00+0,07 (10) 14,94-0,11 (7) 0,1284-0,003 (7) 0,1024-0,007 (11)
Kontrolne, nie poddane napadom
Subjected to a series of 12 seizures in one day 1,00+0,17 (15) 14,94-0,31 (4) 0,1314-0,006 (4) 0,1174+0,014 (9)
Poddana 1 serii 12 napadéw w ciggu dnia P<0,01
One seizure evoked daily during a month 1,034-0,12 (4) 14,040,21 (4) 0,1194-0,002 (4) 0,1184-0,036 (4)
. P<0,001

Poddawana 1 napadowi dziennie przez 30 dni

All results are expressed as the mean -+ standard deviation with the number of animals used in experiments in parenthesis.

Przedstawione wyniki sq warto$ciami érednimi + odchylenie standardowe; w nawiasach podano liczbe zwierzat uzytych w doswiadeczeniu.
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Table 3. Effect of audiogenic seizures on Mg++-ATPase and Na+-K+-ATPase activities in microsomal fraction of the mouse brain

Tabela 3. Wplyw audiogennych napadéw drgawkowych na aktywnosci Mg+ +-ATPazy i Na+-K+-ATPazy z mikrosomalnej frakeji mézgu myszy

> B g & -;
P P o . = = %
) F+ 5 SR S 5 2 g % e
£ £ JoaE L e ot as SR
g o~ s+ [ -] | = 3 B v s =
S g g s = §.6 & E E < < Ly ‘E 7 &
ISR < 0 P oo = 5} 7 g 4 ' © @ g g
= 2 ek + N
8 o =+ + B 32T <M 33 -3 £ i N RELE
@5 SH £+ =t £+ e OR B s =4 ©
EE ‘F; ] T3+ o EE + < + A 1 S G-
Group of animals .é ‘; g I R 24 z : ‘é 2 ,g = a S §"§
© ) =) 8 ° ) =
= e g g & > 2 ] g8 3 G s E z
Grupa zwierzat £ g tg g g gﬁ‘%g 5‘; 4+ 8 g8 : B.E g.g
g & 2 B <£ FEEE 85 afF §N % g E
- D<) L) N = Z E. ~ = § 2 8 81
e & + ¥4 + ¥ R - pE - z g8 &
g + + * =2 s S8 M= = sz X
eg b 3 2 -} §4 E E 8 Sd a7 E] 2 s s
g0 SR8 A sedel H ahed i Soag o3
£ 284 28 8 28 gg 4 g | S-S N
o 3 | = 1 b 22 2 = 2 & E 5]
Ed 2&% g3 8+08 22 63 B3 -8 4 83 8%
Control, no seizures evoked 7.524+0.81 4.581+0.43 2.17+0.24 —_ 2.4240.58 - 0.320+0.098 o
Kontrolna nie poddana napadom audio- (9) 9) 9) (9) (9)
gennym
Subjected to a series of 12 seizureg in one
day 9.23+0.85 5.054-0.25 2.4340.18 +12 2.5740.17 +6 0.2774-0.020 —14
Po serii 12 napadéw wywélanych jednora- (8) (8) (8) (8) (8)
zowo w ciagu dnia P<0.05 P<0.1
One geizure evoked daily during a one
month 6.4740.92 4.6940.29 2.35+0.11 +8 2.4040.27 —1 0.3304-0.033 +3
Poddana 1 napadowi dziennie przez okres (16) 7 7 7) (7
miesiaca P<O0.1

Total enzyme activity is expressed as nmoles of Pi released per minute, and specific activity as pmoles of Pi per minute, per mg of protein. Fhe results are means +8.D.

with the number of animals used in parenthesis.

Calkowite aktywnosci enzymatyczne w frakcji mikrosomalnej sa wyrazone w pmolach Pi/min., aktywnosci specyficzne — w pmolach Pi/min/mg bialka. Wyniki sq wartoSciami

Srednimi + odchylenie standardowe, w nawiasach podano liczbe zwierzat uzytych do doswiadezen.
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48 A, Leznicki et al. Nr 1

In the microsomal fraction a slight increase in protein content was
observed after 30 isolated daily fits; in either case the differences were
statistically non-significant. Mg**-ATPase activity in this fraction increa-
sed by 12% after serial fits, but showed no change after 30 isolated
fits. The total activity of Nat-K*-ATPase in the microsomal fraction
did not change significantly in any group of animals (Table 3).

In the synaptosomal fraction no change in protein content was obser-
ved in any group of animals (Table 4). Conversely to the corresponding
microsomal enzyme, the Mg**-ATPase of the nerve endings-enriched
fraction shows a decrease in activity by 29% after serial seizures. The
isolated 30 fits had no effect on the activity of the enzyme. The activity
of Nat-K*t-ATPase in this fraction shows a statistically non-significant
decrease after serial fits, the specific activity of the enzyme shows no
change (Table 4). After 30 isolated daily evoked convulsive fits there
followed a significant increase in the activity of Nat-K*-ATPase in the
whole fraction, from 3.30 umoles of Pi/min. fo 4.57 pmoles of Pi/min,
i.e. a 38% increase. A similar increase (+41%) was found in the specific
activity of the enzyme in animals of this group compared with the con-
trol group (Table 4).

DISCUSSION

Various models of experimental epilepsy are used to study the neuro-
chemical changes connected with the occurrence of a convulsive seizure.
Some of these models are obtained by mechanical or chemical irritation
of the cortex (after topical application of alumina paste, tungstic acid gel,
cobalt powder, penicillin, or oubain), others by i.v. or i.p. injection of
metrazol, hydrazides, allylglycine, mercaptopropionic acid, methionine
sulphoximine and a number of other chemical compounds. In this type
of models, however, artifacts are unavoidable because of the non-specific
effects of convulsants: thus e.g. hydrazides affect to a larger or smaller
extent all pyridoxal phosphate dependent enzymes; Co** ions may af-
fact the activity of enzymes containing — SH groups in their molecules
The model used in the present study was that of audiogenic epilepsy,
considered by some authors the most physiological and resembling ref-
lexive epilepsy (Simler et al., 1973). The electrocorticograms recorded
during seizure in our laboratory showed a typical seizure-like pattern
of the bioelectric discharges (Narebski, Tymicz, Waczynska — unpubli-
shed). An additional advantage of the model selected for study is the fact
that the seizure can be triggered at any time, which is essential for plan-
ning the experiment. Recovery after seizure proceeds at a relatively
quick rate (in 3—4 minutes) what agrees with earlier reports of other
authors (Ferrendelli, McDougal, 1971).

4
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Table 4. Effect of audiogenie seizures on Mg+ +-ATPase and Na_ -K T-ATPase activities in the synaptosome-enriched fraction of the mouse brain
Table 4. Wplyw audiogennych napadéw drgawkowych na aktywnosci Mg+ +-ATPazy i Nat-K+-ATPazy we wzbogaconej w zakonczenia nerwowe frakeji mézgu myszy

B E‘ & (o8
' = -~
P £ 3 Mg 4 E
a3 8 > © 5! = i s ]
8 =~ E= = I 54 o <2 T
2 3L . 8 §R LR + =g E»
< < & S B
. Ef + a8 - log ¢ 58 =2
S <48 + 3 Bl $ B o
. 2 2 § <4 & o '§ GF =S
Group of animale 4+ & 4+ 8 g = g = & G 2  §
R R s B e et TN RR SRR T Belbea i S
= g s 4 . & k- B < - Mo 2 g2 b S i 3 'E g 8
Grupa zwierzat & g é"E+ z §>‘ QEE: +' ES "'."i En > E‘§ ’33. EB
2 e 3 D= ] . S E = = 2 - - = xﬂ* g
e 2 + E % e + Z 2 a2 5 i Ad E P = & @ & § e &R
EE 2o S + 2 S g £ s s’ @ - 5 388 g = < a8 £43
5338 L3 48 L a3 ®8°¢, . a5 wvgdf 3 FL o= U
8o % 23 F+ 22 B+ g3 BB s EM $8 232 & EN.I °o3 <
32 §F 3f£ 5+ §Z 8+ gp 28 3 3£ g8 42 0§ >+ gh 44
aE S & < &% 2% &2 é’; N B 8 8% o383 N8 ® <5 5< SM
Control, no seizures evoked 16.7+2.75 6.48+1.50 3.1740.68 —_ 3.304+0.89 —_ 0.196 £:0.036 —
Kontrolna, nie poddana napadom drgaw- () () (8) (8) (W)
kowym
Subjected to a series of 12 seizures in one
day 14.7+1.056 5.124-0.40 2.264-0.14 —29 2.854-0.32 —14 0.194 40.010 —1
Po serii 12 napadéw wywolanych jeduora- (8) (8) (8) (8) (8)
zowp w ciagu dnia P<0.01
One seizure evoked daily during a one
month 15.6+£1.97 7.644-0.87 2.9440.74 -7 4.574+0.44 +38 0.276 +0.028 +41
Poddana 1 napadowi dziennie przez okres (16) (16) (16) (15) (15)
miesigca P <0.001 P<0.001

Total enzyme activity is expressed as pmoles of Pi released/min. per fraction, and specific activity as pmoles of Pi/min. per mg of protein. The results are means +8.D.
with the number of animals used in parenthesis.

Aktywnosci calkowite podano w pmolach Pi/min./frakcje, aktywnosci specyficzne w umolach Pi/min./mg bialka. Wyniki 83 warto§ciami §rednimi + odchylenie standardowe,
w nawiasach jest podana liczba zwierzat uzytych do doswiadczenia.
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Ultrastructural studies carried out by De Robertis et al. (1969, 1971)
have shown that during a seizure evoked by administering metrazol or
methionine sulphoximine, the astrocytes become considerably swollen
owing to intake of water and electrolytes released from neurons, the swel-
ling of the astrocytes results in constriction of the capillaries and transi-
tory hypoxia of neurons; ultrastructural changes have also been observed
in the nerve endings. No such investigations have been carried out as
regards audiogenic seizure, but it seems that in this model of epilepsy
changes in the CNS should ke less drastic. In the present study no dele-
terious effect of audiogenic seizures on respiration of brain slices was
found, which largely indicates normal metabolism (Table 1). The results
of Ferrendelli and McDougal (1971) show that the disturbance of aerobic
metabolism of the brain in an audiogenic seizure is of short duration.
In the tonic-clonic phase there is an increase in anaerobic glycolysis and
inhibition of aerobic metabolism. However, about 60 seconds after the
start of operation of the epileptogenic stimulus the concentration of alpha-
-oxoglutarate returns to normal, and even shows a slight increase. Such
temporary inhibition of aerobic metabolism has no effect on the activity
of succinate dehydrogenase (Table 1).

Many authors believe that an important factor controling the excitabili-
ty of the nervous system is gamma-aminobutyric acid (GABA) (De Ro-
bertis, 1971; Wood, Peesker, 1972; Simler et al., 1973). This compound
form as a result of irreversible decarboxylation of L-glutamic acid and
is further converted to succinate semialdehyde:

GAD GABA-T J
L-glutamate TO——) GABA «——— - — succinate semialdehyde

Inhibition of the activity of L-glutamate decarboxylase (GAD) following
the administration of hydrazides (Wood, Peesker 1972) results in a reduc-
tion of GABA concentration in the brain and leads to a release of convul-
sive seizure. The inhibition of the activity of GABA-alpha-oxoglutarate
transaminase (GABA-T) as a results of the competitive action of n-dipro-
pyl acetate seems, on the other hand, to protect the animals to a large
extent against convulsive seizure (Simler et. al 1973).

Direct evidence as to whether or not the activity of glutamate decar-
boxylase became actually inhibited while the acoustc stimulus is in
operation is impossible to obtain. The activity of this enzyme, as deter-
mined in the homogenates of the brains of animals subjected to seizures,
did not differ from that in controls (Table 2). It must be stressed that
GAD activity was assayed under standard conditions, in the presence of
pyridoxal phosphate. It cannot be excluded that in vivo GAD activity
may be controlled by the level of pyridoxal phosphate, which is loosely
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bound to the enzymic protein. This presumption is supported by the fact
that the administration of antivitamins Bs (reducing pyridoxal phosphate
level in the CNS) considerably increases the animal’s susceptibility to
convulsive seizures in spite of the apoenzyme GAD level remaining un-
changed (Tapia et al.,, 1969). In order to get more information on this
matter investigations are now being conducted on changes in the GABA
and pyridoxal phosphate levels in various phases of audiogenic seizures.

No changes in acetylcholinesterase activity were found after serial
fits, but after isolated daily fits repeated for 30 days the specific acti-
vity of the enzyme was found to be reduced by 7% (Table 2)- This
decline in activity may be connected with partial ultrastructural or
molecular injury of the acetylcholinergic endings due to repeated violent
discharges. Unlike the former enzyme, monoamine oxidase shows an
increase of activity in the mitochondrial fraction after serial fits from
0.102 wmole/g of tissue/min. to 0.117 pmole/g of tissue/min. i.e. by 15%
and a similar increase after repeated isolated fits (Table 2). The result
obtained by Glebov et. al. (1971) are different from ours: they found
a decrease in MAO activity in all subcellular fractions of rat brain after
an isolated electro-convulsive shock. It is difficult at present to ac-
count for this divergence, which may be due to the fact that the models
of epilepsy studied in each case were different.

It seems that the change which involves the most serious consequences,
is the disturbance of the ionic equilibrium in the CNS during seizure.
A number of experimental facts point to the part played by transport
Na*-K*-ATPase in maintaining this equilibrium. This enzyme pro-
bably constitutes an integral part of the ,,;sodium pump” (Skou, 1965;
Hokin, 1969); in the brain it is bound to the microsomal (Jarnefeldt, 1961)
and synaptosomal fraction (Kurokawa et al., 1965; Abdel-Latif et al.,
1967).

After serial fits the protein level in the microsomal fraction was
observed to increase by 22%, while the activity of Mg**-ATPase in-
creased by 12% (Table 3).

The total activity of Na*-K*-ATPase in this fraction increased. by
6%, while the specific activity of the enzyme decreased by 14%. Isolated
fits repeated for a month had no effect on the activity of either enzyme
(Table 3). The protein level in the synaptosomal fraction shows no chan-
ges in animals subjected to audiogenic fits (Table 4). Unlike in the
microsomal fraction, Mg**-ATPase in the synaptosomal fraction shows
a decline in activity after serial fits from 3,17 umoles of Pi/min to 2.26
umoles of Pi/min, i.e. — 29%. A similar decrease in the activity of this
enzyme was observed after electro-convulsive shocks by Glebov et al.
(1971); after a lethal dose of metrazol, on the other hand, the changes in
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activity were but slight (De Robertis et al., 1969). The differences may
be due to the different effects of various convulsants on the mitochon-
drial membrane, with which the enzyme is bound.

The total activity of Nat-K*-ATPase in the synaptosomal frac-
tion decreases after serial fits from 3.30 umols of Pi/min to 2.85 wmoles
of Pi/min, although the specific activity of the enzyme remains unaltered
{Table 4). Reports in the literature on the effects of convulsive fits (or
of convulsants) on the activity of this enzyme are contradictory. Brown
and Stone (1973) found no change in activity of Na®-K*-ATPase
of dog brain after administering in vivo methionine sulphoximine and
metrazol, while De Robertis et al. (1969) observed a significant increase
in the activity of the enzyme 5 minutes after administering a lethal dose
of metrazol. Hunt and Craing (1973) reported that at the site of cobalt
lesion a 60% decrease in transport ATPase activity was observed, while
.in the contralateral epileptogenic mirror focus the enzyme activity
remained unchanged. Since at the same time the nervous tissue in the
epileptogenic focus was destroyed, the above mentioned authors believe
that the decrease in Nat-K*-ATPase activity was due to nonspecific
destruction of the nervous tissue, and had nothing to do with the con-
vulsive fits the animals were subjected to.

The discrepancies in opinions as regards the effects of various convul-
sants on Nat-K*-ATPase activity may stem from the fact that it was
measured at various times after administering the drugs. On the whole,
it seems that after a longer lapse of time from the moment of administe-
ring the convulsant the transport ATPase activity enhanced. This pre-
sumption is supported by the results obtained by Bignami et al. (1966)
showing a 20% increase in the activity of the enzyme in question 16
hours after administering metrazol. Lewin and MeCrimmon (1967), who
induced the formation of an epileptogenic focus by freezing the cortex,
also noted an increase in Nat*K*-ATPase activity 18 hours after indu-
cing the lesion. In our studies a 41% increase in the specific activity of
Nat-K+-ATPase was found in the synaptosomal fraction after 30 days
of daily evoked isolated audiogenic seizures (Table 4). Since no increase
in the protein content of this fraction was observed, it may be supposed
that there occurs only a specific increase in the level of Na*-K+-ATPase.
Both in our case and in those of other authors mentioned above the
increase in the activity of this enzyme takes place only some time
after the convulsant has begun to act. It can, therefore, be suspec-
ted that the level of the synaptosomal Na*-K*-ATPase is under hor-
mone control. Walker et al. (1973) reported a considerable increase in
c-AMP concentration in the brain during convulsive seizures. It is not
unlikely that it is this compound that is responsible for the increase in
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Na*-K*-ATPase activity in the synaptosomal membrane. Consequently,
the increase in activity of this enzyme, which may result in an increased
stability of the nerve-endings membranes, and so hinder release of the
seizure, may be regarded as an adaptive response of the CNS to the con-
vulsant stimulus. This presumption is supported by observations pointing
to an increase in the resistance of mice to audiogenic seizure developed
in the course of the experiment: towards the end of the experiment it
was necessary to prolong the time of exposure to the stimulus from 8 to
12 seconds. This hypothesis, however, needs further studies to be con-
firmed.

A. Leznicki, M, Rézanska, J. Dymecki

WPLYW NAPADOW PADACZKI AUDIOGENNEJ NA AKTYWNOSC
NIEKTORYCH ENZYMOW MOZGU MYSZY

Streszczenie

Badano wplyw napadow padaczki audiogennej na aktywno§é enzyméw modzgu
myszy, zwigzanych z przemianami energetycznymi, z metabclizowaniem neurotrans-
miter6w oraz utrzymaniem réwnowagi jonowej. Do§wiadczenia przeprowadzono na
szczepie myszy genetycznie podatnych na audiogenne napady padaczkowe. Zwie-
rzeta podzielono na 3 grupy: pierwsza, u ktérej wywolywano serie¢ 12 napadoéw
w ciggu jednego dnia; drugg — u ktérej wywolywano po 1 napadzie dziennie przez
okres 30 dni oraz grupe kontrolng, u ktérej nie wywotywano napadéw.

Nie stwierdzono, by wywolane napady drgawkowe obnizaly zdolno§é skrawkow
kory do oddychania, powodowaly zmiany poziomu bialtka w moézgu lub wplywaty
na aktywno$§é dehydrogenazy bursztynianu i dekarboksylazy L-glutaminianu. Ak-
tywno$é specyficzna acetylocholinesterazy ulegla obnizeniu o /o, a aktywno§é spe-
cyficzna MAO zwigkszala sie o 16% po napadach wywolywanych przez miesigc.
Zwiekszala sie réwniez aktywno§é mikrosomalnej Mg++—ATPazy o 8%, natomiast
aktywno§é mikrosomalnej Nat—K+—ATPazy nie ulegala zmianom. We frakcji
synaptosomalnej aktywno§¢ Mg++—ATPazy zmniejszala sie po napadach o 7%.
Specyficzna aktywno$§é Nat—K+—ATPazy w tej frakcji nie zmieniala sie po serii
12 napad6w, wywolanych w ciggu jednego dnia, po napadach wywolywanych przez
miesigc wzrastala o 41%. Przedyskutowano mozliwe przyczyny wzrostu aktywnosci
tego enzymu.

o

A. Jle3punugyu, M. Poxaubcka, E. JIbiMengu

BIVSHUE ITPUITIAJTKOB AYJAUMOTEHHOM SIIUJENCUU
HA AKTUBHOCTH HEKOTOPBIX ®EPMEHTOB MO3TA MBILUIEM

Peszwome

Vicenef0BaJIOCh BAMAHME NPUIAAKOB ayAMOTEHHOM SIMJIENCUMM HA aKTUBHOCTHL (hep-
MEHTOB MO3ra MbIIlel, CBA3AaHHBIX C 9HEPreTM4Yeckum obmeHoM, ¢ OOMEHOM Heipo-
TPaHCMMUTEPOB, a TaKiXe COXPaHEHUeM MOHHOro paBHOBecus. ONBITHI NPOBOAMINCH
Ha JMHUYM MBILIEN, TeHeTUYECKY MOAATIMBBIX M ayAUOTEHHBIM SIWIEHTHYECKUM IpU-
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nanakaM. JKMBOTHBIX pas3fieluyiM Ha 3 IPYINbI: NEPBYIO, ¥ KOTOPO# BBI3BIBAJIM CEPUIO
12 npunagkoB B Te€4YE€HMEe OJHOTO IHf; BTOPYIO, ¥ KOTOPOJ) BBI3BIBAAM IO 1 npuUmaiky
B. JleHb Ha nporaxenuyn 30 AHENM, M KOHTPOJIbHYIO I'DYINTy, B KOTOPOJ HE BbI3BIBAJU
IIPUNaKOB.

~  Bobi3BanHble CyZOPOXKHbIE NPUNAAKM HE CHWJKAIM CHOCOOHOCTM CPE30B KOPBI
K JBIXaHMIO M He BIMAJNM Ha ypPOBEHbL GejlKa B MO3re ¥ Ha CHeludUYecKyl aKTUB-
HOCThb CYKUMHATAErMAporeHasbl M AeKapbokcmuiaspl L-riaTaMmMHOBOM KuCJIOTHL Crie-
uuduyeckas aKTUBHOCTb alleTWJIXOJMHICTEPas3bl CHUIKaNach Ha 7%, B TO 2Ke BpeMs
cneumcdnyeckas akTMBHOCTE MAO yBenmumsaiack Ha 16%°% mociie mpunajikoB, BbI3bI-
BaeMbIX B TeYeHMe MecAlld. YBeJIMYMBajacb TaKXKe aKTUBHOCTH MMKDPOCOMHOM
Mg++ — AT®-azer (8%), B TO BpeMsa Kak aKTMBHOCTH MMKpOcomHoit Na+t — K+ —
— AT®-a3el He wu3MeHsaJachb. ARTuMBHOCTL Mg+t — AT®-a3el B CUHATTOCOMHOM
dpakuuyu yMmenbluajiach mnocje npunazkos (7%); cnemmucuueckas akTuBHOoCcThL Nat —
— K+ — AT®-a3e1 B 97T0it (bpakuuM He  M3MEHAJACh I0Cjle OJHOKDPATHON cepum
NPUIIAJKOB, TOrjla KakK IIOCJieé NPUIIAAKOB, BBI3bIBAEMBIX Ha IIPOTAXKEHUU Mecaixa,
yBeanuyBasiack Ha 41%. OGcyxpaioTcs BO3MOXKHBIE NPUYMHBI POCTA AKTUBHOCTU
3Toro hepmeHTa. PR
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CEREBRAL CHOLESTERYL ESTER COMPOSITION
IN EXPERIMENTAL ALLERGIC ENCEPHALOMYELITIS *

Departament of Neurology, Institute of Diseases of the Nervous System and
Sensory Organs
Department of Biochemistry, Institute of Physiological Sciences
Medical Academy, Poznan, Poland

The appearance of cholesteryl esters (CE) in the brain during demy-
elination has commonly been acepted as one of the characteristic bio-
chemical events accompanying this pathological process. A comprehen-
sive review of this problem has been presented by Adams et al. (1965).
The accumulation of CE in the nervous tissue, which in normal condi-
tions contains only trace amounts of these compounds, has been regar-
ded as the final output of myelin lipid disintegration which is accomplis-
hed by the action of macrophages (Petrescu, 1969). The problem however
seems to be somewhat more complex, as would appear from the obser-
vations made on triethyl-tin sulfate (TET) induced myelinopathy (Wen-
der et al, 1973) and on experimental allergic encephalomyelitis (EAE),
where cholesteryl esters are accumulated in conditions where there is
no apparent myelin decomposition to be seen, where the lipomacrophage
reaction is negligible and where sudanophilic deposits are not detectable.

In TET induced encephalopathy, the pathomorphological picture is
essentially restricted to a cytotoxic edema in the white matter, rendering
excess hydration of the myelin lamellae, where the fluid collects within
the stratified myelin sheaths. In EAE instead, it is the inflammatory
reaction that dominates in the pathomorphological picture in almost all
animal species.

The mechanisms leading to esterification of cholesterol in the nervous
system as well as the role played by CE are still badly understood. Since
any more information about CE accumulation in the pathologically chan-

*) This investigation was supported by NIH PL. 480 Research Agreement
No. 05-027-1.
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ged nervous tissue may according to our believe contribute to a better
understanding of mechanism responsible for the disintegration of myelin
sheaths, we have undertaken a study on the CE composition of the brain
affected by EAE, using a chromatographic technique which enables the
separation of these esters according to the degree of unsaturation of their
fatty acyl residues. We do hope that the knowledge of the fatty
adid (FA) composition of CE appearing in the affected brain may,
indirectly though, by evidencing changes in the CE composition that
occur in the course of development of this experimental disease, improve
our understanding of mechanisms underlying the formation of CE in the
pathological brain.

MATERIAL AND METHODS

The experimental disease was evoked in guinea pigs by intradermal
injection of lyophilized whole brain tissue supplemented with the Fre-
und’s adjuvant, as described by Kies et al. (1957). The animals were
killed by decapitation at two different time intervals following injection
of the antigen i.e. 14 days after immunization (the preparalytic stage of
the illness) and 18—22 days after injection of the encephalitcgenic
mixture (the paralytic stage of EAE). The brains were instantly removed
from the cranial vaults and specimens of the white and grey matters
secured for chemical determinations. Macroscopic criteria for separation
of the cerebral grey and white matter were adopted. The grey matter
specimens consisted of all cerebral lobes and contained variable admix-
ture of nerve fibres. The white matter specimens were derived from
the corpus callosum, the radiate crown and portions of brain stem.

The experimental material from the paralytic stage of the illness was
divided into two subgroups according to the intensity of inflammatory
changes evidenced in histological slices derived from these specimens.
One of these subgroups contained cases which demonstrated only mo-
derate signs of inflammation i.e. either strong infiltrations in single brain
regions or weak infiltrates present in several brain sections. The other
group denoted as demonstrating strong inflammatory changes contained
specimens which displayed scattered or diffuse infiltrates present in all
or almost all brain regions, i.e. changes characteristic for this experimen-
tal disease.

Histological examination. Frozen brain sections were
stained with the method of Spielmeyer, with H+E, and with Su-
dan III. Sections embedded in celoidine were stained with the methods
of Woelcke, Nissl and with H+E, and those embedded in paraffine —-
with the methods of Nissl and Kliiver-Barrera.
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Table 1. Cholesteryl ester content and composition in the cerebral white matter of guinea pigs with EAE
Tabela 1. Zawartosé i sklad estréw cholesterolu istoty bialej moézgu $winek morskich z EAE

Total CE in g/100 g
Number of tissue dry weight

Percent composition of cholesteryl esters
Odsetkowy sklad estréw cholesterolu

of nimals. N zalwamﬁé Fraction I Fraction IT Fraction III  Fraction IV Fraction V Fraction VI
ks :“tﬁxoch;’k:t;“;t' Frakcja I Frakcja II  FrakejaIIl  FrakejalV  Frakcja V. Frakeja VI
: s (04) a4 (24) 34) (4 (5+64)
zwierzat chej
Normal animals 10 0.11+0.01 13.6+1.4 16.4+1.7 7.4+0.9 32.0+2.5 11.740.8 18.9+2.1
Norma
Preparalytic period of EAE 10 0.41+0.03* 14.5+1.7 23.31+1.5* 7.240.6 31.5+1.4 11.24+0.3 12.3+1.5*
Okres przedporazenny EAE .
Paralytic period of EAE (total) 10 0.68+0.08* 16.91+1.8 26.8+3.2* 5.0+£0.7* 34.3+3.1 9.3+1.4 7.7+£1.0*
Okres porazenny EAE (calosé)
Paralytic period of EAE (intensive
inflammatory changes) 5 0.3310.06 16.41+1.9 25.5+2.8 6.1+0.8 32.61+2.2 10.9+2.2 8.6+1.0
Okres porazenny EAE (silne zmiany za-
palne)
Paralytic period of EAE (weak inflam-
matory changes) 5 0.43+0.18 17.4+4.2 28.2+8.1 8.7+1.2 36.5+8.2 7.5+2.6 6.7£2.6
Okres porazenny EAE (slabe zmiany za- ;.
palne)
Mean + SE * statistically significant at the level P<0.05
Srednia + Sredni blad Sredniej * statystycznie znamienne na poziomie P<0.05
Fraction I— CE with saturated fatty acyl residues Fraction IV — CE with trienoic fatty acyl residues
Frakcja I — EC z nasyconymi resztami acylowymi Frakcja IV — EC z trzykrotnie nienasyconymi resztami acylowymi
Fraction II — CE with monoenoic fatty acyl residues Fraction V — CE with tetraenoic fatty acyl residues
Frakcja II — EC z jednokrotnie nienasyconymi resztami acylowymi Frakcja V — EC z czterokrotnie ni conymi resztami acylowymi
Fraction III — CE with dienoic fatty acyl residues Fraction VI — CE with penta- and hexaenoic fatty acyl residues
Frakcja III — EC z dwukrotnie nienasyconymi resztami acylowymi Frakcja VI — EC z pigcio- i szeSciokrotnie ni conymi r i acylowymi.
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Table 2. Cholesterol ester content and composition in the cerebral grey matter of guinea pigs with EAE
Tabela 2. Zawartosé i sklad estréw cholesterolu istoty szarej mézgu swinek morskich z EAE

Roprus Percent composition of cholesteryl esters (CE)
Total CE in g/100 g Odsetkowy sklad estréw cholesterolu (CE)
of tissue dry weight
Liczba E%gfv";‘l’m‘;ml Fraction I FractionIT  Fraction IIl  Fraction IV  Fraction V  Fraction VI
zwierzat L Frakcja I ¥rakcja II Frakcja ITI Frakcja IV Frakecja V Frakcja VI

(04) a4 @4 34 (44 (5+64)
Normal animals 10 0.1840.02 18.3+1.2 15.0£1.0 5.7+£0.2 27.8+1.6 18.1+1.3 156.1+1.2
Norma =2
Preparalytic period of EAE 10 0.56+£0.01* 20.3+2.2 22.1+1.1* 5.11+0.7 29.81+0.9 15.9+0.9 6.8 +1.0* p
Okres przedporazenny EAE S
Paralytic period of EAE (total) 10 0.61+0.12* 15.942.5 20.2+1.5* 5.1+0.6 32.5+1.9 15.9+1.5 10.4 2.7 g
Okres porazenny EAE (caloéé) g
Paralytic period of EAE (intensive inflam-
matory changes) 5 0.704+0.18 16.1+3.4 21.4+1.3 6.41+0.3 31.0+2.7 15.0+2.5 10.14+4.4 o
Okres porazenny EAE (silne zmiany za-
palne) g‘
Paralytic period of EAE (weak inflam-
matory changes) 5 0.52+0.19 15.445.4 18.5+3.9 3.6+1.2 34.313.9 17.412.6 10.8+5.2
Okres porazenny EAE (slabe zmiany za-
palne)
Mean + SE * statistically significant at the level P<0.05
Srednia + éredni blad Sredniej * statystycznie znamienne na poziomie P<0.05
Fraction I— CE with saturated fatty acyl residues Fraction IV — CE with trienoic fatty acyl residues
Frakcja I — EC z nasyconymi resztami acylowymi Frakcja IV — EC z trzykrotnie nienasyconymi resztami acylowymi
Fraction II— CE with monoenoic fatty acyl residues Fraction V — CE with tetraenoic fatty acyl residues
Frakcja II — EC z jednokrotnie nienasyconymi resztami acylowymi Frakcja V — EC z czterokrotnie nienasyconymi resztami acylowymi
Fraction TII — CE with dienoic fatty acyl residues Fraction VI — CE with penta- and hexaenoic fatty acyl residues
Frakcja III — EC z dwukrotnie nienasyconymi resztami acylowymi Frakeja VI — EC z pigelo- i szeSciokrotnie nienasyconymi resztami acylowymi.
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Chemical methods. The grey and white matter specimens
were dried to constant weight in a Nitrogen atmosphere in wvacuo at
34+2°C. About 0.2 g of the dry tissue was homogenized in a mortar
with quartz sand and extracted with chloroform: methanol 2:1 vol/vol.
The so obtained lipid extract was partitioned with 0.2 volumes of 0.05
M KCI according to Folch-Pi et al. (1957). After separation of phases, the
upper phase was discarded and the chloroform phase dried with anhy-
drous MgSO,, filtered and adjusted to a known volume. Aliquots of
these extracts (0.1 ml for free cholesterol, and 0.4 ml for total CE) were
tuken for quantitative determination of the free cholesterol and total
CE content after separation of these two components by means of TLC
on silica gel (Merck) coated plates using hexane: ethyl ether : glacial
acetic acid (80:20:1 and 90: 10 : 1 vol/vol respectively) as the developing
solvents. After elution of the cholesterol and of CE from the silica-gel
scrapings, the sterol content in the eluates was determined essentially
according to Sperry and Webb, as described by Vahouny et al. (1963).

The isolation and further separation of the individual CE according tc
the degree of unsaturation of the fatty acyl residues was accomplished
by means of combined column and thin-layer chromatography essentially
as described by Tichy (1971), except that the proportions at which from
individual esters contributed to the total CE amount were derived from
chemical determinations of the cholesterol content of individual ester
fractions. For details, the reader is referred to our previous publication
{Wender et al. 1973). To prevent autooxidation of the fatty acyl residues,
all solvents used in the extraction as well as chromatographic procedu-
res were flushed with Nitrogen and contained 1 mg% of butyryl-4-hydro-
xyanisol as an antioxidant.

RESULTS

The clinical and histopathological symptoms of the disease evoked by
immunization with the brain antigen were identical with those of EAE
displayed by guinea pigs described in our previous communication
{(Wender et al., 1972). The experimental animals immunized with the
encephalitogenic mixture demonstrated the first clinical symptoms, such
as loss of body weight and decrease of motility at the beginning of the
third week after administration of the antigen. During the consecutive
days they used to develop the full, typical paralytic syndrome with the
hind legs affected most severely, with tremor and loss of sphincter
control.

On microscopical examination, the characteristic picture of encephalo-
myelitis was revealed with monocyte infiltrates (predominantly) localized
in the perivascular and subependymal regions as well as in the choroid
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plexus. These inflammatory changes dominated in the cerebral white
matter, especially in the corpus callosum. Perivascular demyelination
with the presence of single phagocytes was observed only occasionally.
Sudanophilic depositis could not be detected.

From the obtained results listed in Tables 1 and 2 it may be seen that
the CE content increases almost fourfold as well in specimens from ani-
mals killed during the preparalytic phase of the illness as in those
obtained in the paralytic stage.

The most evidently altered CE species were the monoenoic CE which
contributed a significantly higher proportions to the total of CE present
in the white matter, whereas the proportions of polyenoic esters decre-
ased considerably as the pathological process developed.

Similar results were obtained in the grey matter specimens, where the
total CE content was three times that in control brains and where the
monoenoic esters were present at elevated, whereas the penta and hexa-
enoic one at declined percentages.

The changes in the CE spectrum as well as in the total CE content
could not be appreciably correlated with the intensity of histological
indices of the illness, i.e. with the intensity of inflammatory changes.
The only relationship which could be observed was the considerably
larger decrease of the penta and hexaenoic esters containing fraction in
the white matter of animals with marked inflammatory reaction.

DISCUSSION

In spite of the fact, that it is only the free cholesterol which is believed
to be present in myelinated nerve fibres, recent investigations have
revealed that CE can also be isolated from the myelin of normal cerebral
white matter (Fewster et al. 1970).

Tre metabolic role of the esterified form of cholestercl in the brain
however remains obscure so far, though thery may be found in the lite-
rature some indications suggesting that esterified cholesterol precursors
are synthesized de novo by the nervous tissue (Ramsey et al., 1972). This
could mean, that CE could function in the central nervous system as
a precursor pool of cholesterol, that after enzymic hydrolysis becomes
available for utilization by the cell, such as incorporation into cellular
membranes. A transitory increase in the CE content of brains has been
observed during the active myelination period (Eto and Suzuki, 1972).
This could suggest, that the esterified form of cholesterol may take part
in the process of myelinogenesis. Further observations of these authors
(1973) on the localization of sterol ester hydrolase activity showing that
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this enzyme is concentrated in the myelin fraction seem also to speak
for the metabolic relationship of CE with the myelin sheaths.

As demonstrated by the results of investigations of Fewster et al.
(1970), the increased amounts of CE found in demyelinated brain regions
of MS cases are located outside the myelin sheaths. Since in this disease
CE are found also in the apparently normal white matter (Wender et al.,
1973) it cannot be agreed upon that esterified cholesterol is exclusively
a product of action of esterifying enzymes of reactive macrophages. The
same conclusion emerges from the observations made in EAE, that unlike
in the normal white matter, in the experimental one, there are founa
appreciable, amounts of CE. Furthermore their FA composition differs
significantly from that found in control brains. It is of importance to
stress that this altered composition and content of CE was neither accorn-
panied by severe morphological changes in the myelin sheaths nor by
any appreciable macrophage reaction.

The observations showing a considerable increase in the CE content
and alterations in their FA composition in the cerekral grey matter, may
additionally support our view ,that the appearance of CE in the nervous
tissue is due to an overall alteration in the cholesterol metabolism and
is not only the result of myelin decomposition. The fact that in spite of
the much smaller amount of myelin components in the cerebral grey
matter — the CE content of this cerebral structure even exceeded that
of the white matter, clearly indicates that CE are an extramyelin com-
ponent.

It is interesting to peint out that the presence of considerable amounts
of CE in both, the grey and white cerebral matters could not be correla-
ted with the appearance of sudanophilic deposits in histological prepa-
rations of either the grey or white matter.

Sudanophilic deposits encountered very frequently in the course of
demyelinating processes in the nervous tissue have for long been consi-
dered as an exponent of CE (Petrescu, 1969, 1972), and this because so
far, no other neutral lipid material has been found to accumulate in the
central nervous system to an extent that would yield a positive staining
with Sudan dyes. In view of our findings this opinion would appear as
being not entirely correct, unless one would accept some limits as to the
minimal concentration of CE that would yield a visible staining. Other-
wise it should be assumed that sudanophilic deposits in addition to CE
contain free fatty acids or triglycerides that may appear in demyelinated
areas.

Our results demonstrating in EAE brains, not only significantly in-
creased CE contents, but also a considerably altered compositions of these
esters, i.e. changes in the proportions at which cholesterol is esterified
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with different FA, seems to indicate that the neuroallergic process indu-
ces some alterations in the turnover of cholesterol. This assumption
seems to be further supported by the already established disturbances
in the overall lipid metabolism in EAE, where the occurrence of hyperli-
pemia and hypercholesterolemia has been reported (Kies et al., 1956,
Wender, 1961). The exact mechanism however, involving the reaction
antigen-antibody is obscure.

M. Wender, H. Filipek-Wender, J. Stanistawska, A. Goncerzewicz

SKEAD ESTROW CHOLESTEROLU MOZGU W DOSWIADCZALNYM
ALERGICZNYM ZAPALENIU MOZGU I RDZENIA (EAE)

Streszczenie

Zawarto$§¢ i sklad estrow cholesterolu mézgu badano u $winek morskich z EAE.

W wyniku badan stwierdzono, ze doSwiadczalne alergiczne zapalenie mobzgu
1 rdzenia powoduje znaczny wzrost zawartosci estréw cholesterolu tak w istocie
bialej jak i szerej mozgu, czemu towarzyszg znaczne zmiany w skladzie tych
estrow. Estry z jednonienasyconymi resztami acylowymi wykazujg znaczny wzrost
przy roéwnoczesnym spadku odsetka estréw wielonienasyconych. To wzgledne ob-
nizenie zawarto$ci estrow wielonienasyconych znajduje sie w korelacji z postepem
cheroby.

Wzrostowi zawarto$ci estr6w cholesterolu w mézgu z EAE nie towarzyszy re-
akcja makrofagéw ani tez obecno§¢ w chorym moézgu uchwytnych iloSci zlogéw
sudanofilnych. Stwierdzone zmiany interpretuje sie jako wyraz ogélnych zaburzen
metabolizmu cholesterolu wywolanych przez reakcje neurcalergiczng.

M. Bengep, X. ®uauner-Bennep, Y. Crauucnascka, A. I'onnexeBuy

COCTAB 29UPOB XOJECTEPUHA MOSITA ITPUM 3KCIIEPMMEHTAJBHOM
AJITEPTUMECKOM BOCITAJIEHUY TOJJOBHOI'O M CIIMHHOI'O MOS3ITA (DAD)

Pe3woMme

UccnenoBanu copepzkaHue ¥ COCTAaB 9(MPOB XOJIecTEpMHA MO3ra y MOPCKMUX
CBMHOK Ipy DAD.

B pe3yabraTe uccaenoBaHW ObLIO yCTAHOBJIEHO, YTO SKCIIEPMMEHTAJIHOE ajliepru-
_ YecKOe BOCHAaJIeHue TOJIOBHOTO M CIMHHOTO MO3ra NpMBOIMT Kak B Oenom, Tak u B
CepoM BelecTBe MO3ra K 3HAYMUTEJBHOMY POCTY cOAepzRaHus 9(UPOB XO0JIECTEPHHA,
KOTOPBLII CONPOBOXKJAAETCA 3HAYUTENbHBIMM M3MEHEHMsIMM B COCTaBe 9TUX 9(UPOB.
OTrmeualics 3HAYUTENBHBII POCT 9(OMPOB C OXHMM HEHACBHILEHHBIM ALMIBHBIM OCTAT-
KOM NP OJHOBPEMEHHOM TMAJEHMM INPOIEHTA IOJIMHEHACBIIEHHbIX 9(hupos. 2TO
OTHOCUTEJIbHOE CHMIKEHMEe COAEpPKaHMUA IIOJIMHEHACBINEHHbIX 3(UPOB KOppeampyeT
¢ pazsuruem 6ose3HN.

Pocr cozmepxkanmua 3(pUMpPOB XoJiecTepuHa B Mo3re ¢ DAD He CONPOBOKJAAeTCA HU
peakuueir MakpodaroB, HM IIPUCYTCTBMEM B OOJILHOM MO3re 3aMETHBIX KOJIMYECTB
¢ynaHOMUIBHBIX OTJOXKeHMI. OOHapyXKeHHbIe M3MEHEHUSA MHTEePIPEeTUPYIOTCA Kak
npoAaBJeHue o6IMX HapylmeHwi Meraboiu3Mma XOJiecCTepMHA, BbI3BAHHBIX HEMPO-
ANNepruyecKoi peaxiumen.
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POROWNAWCZE BADANIE ZMIAN MORFOLOGICZNYCH
W MOZGACH ZWIERZAT LABORATORYJNYCH
ZAKAZONYCH SZCZEPEM USTALONEGO 1 ATENUOWANEGO
WIRUSA WSCIEKLIZNY

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr med. M. J. Mossakowski
Zaklad Epidemiologii Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie
Kierownik: prof. dr med. J, Kostrzewski

Zaadaptowanie i kolejne pasaze szczepow fixe i szczepu awianizowane-
go Flury wirusa wscieklizny do hodowli tkankowych dalo w wyniku
wysoce atenuowane szczepy (Aksjonowa i wsp. 1968, Koprowski 1966,
Crawley 1972, Wiktor 1973). Szybko postepujgcy, w miare liczby pasazy,
proces atenuacji wymaga sprawdzania stabilno$ci uzyskanych cech bio-
logicznych oraz opracowywania kryteriéw tej stabilno$ci, szczegblnie
w odniesieniu do szczepdéw przeznaczonych do produkeji szczepionki. Na-
lezy sadzi¢, ze jednym z kryteriow dla oceny stopnia patogennosci i cech
neurotropowych badanego szczepu wirusa wscieklizny moze by¢ charak-
ter i nasilenie zmian zapalnych w osrodkowym ukladzie nerwowym zaka-
zonych zwierzat laboratoryjnych. PiSmiennictwo rabiologiczne z tego za-
kresu stanowig przewaznie fragmenty badan nad patogenezy, wykony-
wanych zwykle na jednym modelu zwierzecym (Johnson, Mercer 1964;
Johnson 1965; Murphy i wsp. 1973; Prejbisch 1965; Zlotnik, Grant 1973).

W ramach prowadzonych badan poréwnawczych nad charakterystyka
biologiczng atenuowanego szczepu wscieklizny Wnukowo i szczepu fixe
przeprowadzono badanie morfologiczne moézgoéw roéznych zwierzat labo-
ratoryjnych zakazonych obu szczepami domoézgowo i podskérnie. Celem
podjetych badan byla ocena zmian morfologicznych w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym w zalezno$ci od szczepu wirusa, rodzaju uzytych zwie-
rzat oraz sposobu zakazenia. Poréwnanie zmian - w moézgach réznych zwie-
rzat zakazonych w taki sam spos6b tym samym szczepem wirusa mogloby
stanowi¢ réwnoczesnie podstawe dla okreslenia przydatnosci poszczegol-
nych rodzajow zwierzat dla kontroli morfologicznej przy ocenie szczepu
szczepionkowego.
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MATERIAL I METODY

Do badania uzyto szczep fixe wirusa wscieklizny pasazowany okclo
2200 razy przez mozg krdéliczy i namnazany do wszystkich badan w moz-
gu kroéliczym oraz szczep Wnukowo. Szczep ten, pochodzgcy od szczepu
Sad zostal uzyskany w Instytucie Poliomyelitis i Wirusowych Zapalen
Moézgu w Moskwie i stanowi 32--34 pasaz w temp. 32° przez pierwotne
hodowle komoérek nerki chomika syryjskiego (Aksjonowa i wsp. 1968).
Wirusy zawieszano w fizjologicznym roztworze NaCl zawierajacym 2%
normalnej inaktywowanej surowicy kroéliczej. Dawki obu wiruséw dla
wszystkich zwierzat byly jednakowe, obliczone na podstawie miana do-
mozgowego dla myszy o wadze 9—11 g.

Badania przeprowadzono na myszach (9—I11 g), szczurach biatych
120 g), chomikach syryjskich (4-—8 tyg.), swinkach morskich (250—300 g)
i krolikach (2,5 kg). Zwierzeta zakazano obu szczepami podskérnie i do-
miesniowo. Zwierzeta chore usmiercano w okresie porazen, a zwierzeta,
kiore nie zachorowaly — po miesigcu od momentu podania wirusa. Kon-
trole stanowily zwierzeta, ktorym wprowadzono w taki sam sposoéb rowng
objetos¢ fizjologicznego roztworu NaCl z dodatkiem inaktywowanej su-
rowicy kréliczej.

W momencie konczenia doswiadczenia, w plytkiej narkozie eterowej
skrwawiano zwierzeta przez przeciecie serca i natychmiast wyjmowano
z jamy czaszkowej moézg wraz z pniem i moézdzkiem oraz géornym odcin-
kiem rdzenia szyjnego. Material utrwalano w formalinie lub w ptynie
Zenkera. Bloczki z 5 pozioméw moézgowia przeprowadzano do parafiny,
skrawki barwiono hematoksyling-eozyng i fioletem krezylu oraz na obec-
nos¢ ciatek Negriego wg metody Manna.

Charakterystyke pobranego materialu pod wzgledem uzytych dawek
wiruséw, sposobu zakazenia, okresu wylegania oraz ilosci zwierzat
w poszczegolnych grupach podano w tabeli 1.

WYNIKI
Zwierzeta zakazone wirusem fire

Myszy. U wszystkich myszy zakazonych domézgowo wystapil zespét
objawéw chorobowych $wiadczacych o uszkodzeniu ukladu nerwowego.
Badanie mikroskopowe wykazalo u tych zwierzat proces zapalny oun
z towarzyszacym zajeciem opon, ktérego nasilenie wykazywato duze wa-
hania u poszczegblnych osobnikow. Proces charakteryzowaly roz!ane
i okolonaczyniowe nacieki w oponach moézgu i mézdzku (ryc. 1 i 2). Na-
cieki te, niezbyt obfite, sktadaly sie gléwnie z limfocytow, niekiedy z do-
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mieszkg histiocytow lub komoérek wielojgdrzastych. Podobny charakter
mialy okolonaczyniowe nacieki zlokalizowane $rédtkankowo, wystepu-
jgce glownie wokot drobnych i srednich zyl. Drugim elementem obrazu
morfologicznego byt odczyn mikrogleju z obecnoscig licznych pobudzonych
i pateczkowatych postaci wystepujgcych luzno w tkance i tworzacych
skupienia $rodtkankowe, lub zageszczenia okolonaczyniowe (ryc. 3 i 4).
Stosunkowo rzadko spotykano typowe grudki neuronofagiczne. Porozsu-
wane oligodendrocyty i rozluznienie podloza $wiadczylo o towarzyszacym
obrzeku. Spotykano pobudzone i obrzekle srédblonki naczyniowe, zatarcie
rysunku i rozluznienie struktury scian naczyn. :

Najwieksze zmiany stwierdzono w péikulach mézgu na poziomie wkiu-
cia, zwlaszcza w zawojach hipokampa. U niektorych zwierzat wystepowaty
one takze w strukturach podkorowych i w pniu w okolicy III i IV komo-
ry, w przykomorowej czesci oraz istocie biatej placikéw moézdzku, rza-
dziej w warstwie drobinowej.

Po zakazeniu podskérnym zachorowalo 7 myszy. Badanie mikroskopo-
we u 3 zwierzat, ktére przezyly nie wykazalo zmian zapalnych. U myszy,
ktore zachorowaly struktura procesu byla zasadniczo podobna, ale nasi-
lenie i rozleglos¢ zmian byly znacznie bardziej zréznicowane. U niekto-
rych zwierzgt dominowalo przekrwienie i obrzek a udzial komponenty
zapalnej byl minimalny. W niektérych przypadkach proces zapalny ogra-
niczal sie do rdzenia, pnia mézgowego i mézdzku (ryc. 5 i 6), w innych
obejmowal réwniez pélkule mozgu.

Szczury. Po szczepieniu domézgowym rozwingl sie u wszystkich
zakazonych zwierzat proces zapalny, najbardzej nasilony w potkulach
mozgu, ale szerzacy sie az do poziomu rdzenia szyjnego (ryc. 7 i 8). U nie-
ktérych zwirzat dominowaly w obrazie ckolonaczyniowe nacieki limfo-
cytarne, niekiedy z domieszka leukocytow. Spotykano przechodzenie
nacieku wzdluz naczyn lub bezposrednio przez cigglo$¢ do tkanki nerwo-
wej. Poza naciekami okolonaczyniowymi, obserwowano takze okolonaczy-
niowe zageszczenia gleju. Zaréwno w korze jak i strukturach podkorowych
stwierdzono liczne pateczki mikrogleju, rzadziej grudki neuronofagiczne
i zlokalizowane s$rodtkankowo pola rozplemu glejowego. U wszystkich
szczurow stwierdzono wyrazny obrzek tkanki, bardziej nasilony w poétku-
lach mozgu. Topografia zmian u szczuréw byla podobna do opisanej
u myszy, szczepionych domoézgowo tym samym szczepem wirusa wscie-
klizny. Rowniez i w tej grupie zwierzat najwieksze zmiany stwierdzano
na poziomie wklucia, z tym, ze udzial pnia moézgowego i mézdzku byt
wiekszy a roznice osobnicze w nasileniu procesu chorobowego bardziej
nasilone.

Szczury zakazone podskérnie okazaly sie klinicznie niewrazliwe na za-
kazenie wirusem fixe. Badanie morfologiczne tej grupy u 2 szczuréw
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nie wykazalto zmian, u 3 stwierdzono drobne rozsiane nacieki limfocytar-
ne w oponach i $rédtkankowo na pograniczu rdzenia szyjnego i opuszki
oraz nieznaczne zageszczenie gleju komoérkowego w tej okolicy.

Swinki morskie. Wszystkie §winki zakazone domézgowo zacho-
rowaly. W mézgach tych zwierzgt stwierdzono uogélnione zmiany zapal-
1e 0 bardzo duzym nasileniu z wyrazng predylekcjg do struktur szarych.
Przy akcentacji zmian na poziomie wklucia stwierdzono znaczne zmiany
w miejscach odleglych od urazu w pétkulach mézgu oraz w pniu moézgo-
wym. Obfite nacieki limfocytarne obserwowano takze woko6t duzych zyt
w rdzeniu szyjnym. Charakterystyczne byly znaczne réznice w nasileniu
procesu w poszczegblnych strukturach. Zmiany srodtkankowe w postaci
lawicowych zageszczen gleju i grudek neuronofagicznych wystepowaly
u $Swinek morskich czesto i w znacznej odleglosci od miejsca zakazenia.
W tej grupie zwierzgt zwracala réwniez uwage wyraznie nasilona kom-
ponenta krwotoczna, nie tylko z obecnoscia krwinkotokéw ale i wiekszych
okolonaczyniowych krwotoczkéw oraz znaczne uszkodzenie podloza tkan-
kowego. W naciekach S$rodtkankowych czesto spotykano znaczng ilosc
detrytu z rozpadlych granulocytéow.

W grupie $winek morskich zakazonych podskérnie zachorowaty
3, dwie byly klinicznie bezobjawowe. U $§winek morskich chorych stwier-
dzono duze r6znice osobnicze w nasileniu zmian: w jednym przypadku
(rye. 9 i 10), zmiany byly uogélnione z przewaga uszkodzen w obrebie
pnia, w jednym ograniczaly sie do $rédmoézgowia i opuszki, w trzecim
stwierdzono jedynie cechy przekrwienia i cbrzeku. Sposrod dwoch swinek,
u ktoérych zakazenie przebieglo bezobjawowo, u jednej nie stwierdzono
zmian morfologicznych, u drugiej znaleziono w pniu skape nacieki okoto-
naczyniowe i drobne ogniska rozplemu glejowego.

Chomiki syryjskie. U wszystkich chomikéw chorych po za-
kazeniu domoézgowym stwierdzono bardzo duze zmiany zapalne w opo-
nach migkkich i w mézgu w postaci obfitych kilkurzedowych naciekow
okolonaczyniowych, $rédtkankowych naciekéw glejowych lub glejowo-
-mezodermalnych oraz rozplemu mikrogleju paleczkowatego (ryc. 11 i 12).
Udzial komponenty obrzekowej i krwotocznej w procesie byl znaczny.

U chomikéw chorych po zakazeniu podskérnym wyraznie dominowaly
zmiany w nizszych strukturach (rdzen szyjny, opuszka —ryc. 13), zmniej-
szajgce sie w kierunku przodomoézgowia. Nacieki zapalne w oponach byty
dosy¢ obfite i szerzyly sie wzdluz naczyn lub bezposrednio do tkanki (ryc.
14). Proces oszczedzal calkowicie kore moézgowg lub byl w jej obrebie
ograniczony do zakretéw hipokampa. Natomiast w korze mézdzku, a
zwlaszcza w warstwie drobinowej spotkano ogniskowe odczyny glejowe
z obecnoscig komoérek pateczkowatych oraz nacieki wokél drobnych zyt
i naczyn przedwlosowatych.
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Kroliki. U krélikbw chorych po zakazeniu domézgowym zmiany
zapalne ograniczaly sie do naciekow limfocytarnych w oponach miekkich
oraz skapych naciekéw srodtkankowych, ztozonych z kilku — kilkunastu
limfocytow. Wystepowaly one gléwnie w strukturach szarych, zaréwno
w potkulach jak i w pniu moézgu. Srodtkankowy odczyn obserwowano
sporadycznie w postaci okolonaczyniowego zageszczenia gleju lub drob-
nych grudek srédtkankowych. U krolikéw chorych po zakazeniu podskor-
nym dominowal obrzek tkanki i przekrwienie, pobudzenie elementéw
$cian naczyniowych; skape nacieki limfocytarne obserwowano w oponach
i Srédtkankowo, a sporadycznie spotykano nieznaczne zageszczenie gleju
przy naczyniach.

II. Zwierzeta zakazone atenuowanym wirusem wscieklizny (Wnukowo)

Myszy. U myszy chorych po zakazeniu domézgowym zaréwno za-
sadniczy wzorzec zmian tkankowych jak i ich topografia byly podobne
do obserwowanych u myszy zakazonych wirusem fixe. Zmiany zapalne
stwierdzono u wszystkich chorych zwierzat z wyrazng przewagg uszko-
dzen w poélkulach moézgu. Nacieki zapalne okolonaczyniowe byly nieco
wigksze (ryc. 15), natomiast odczyny $rédtkankowe wystepowaly rzadziej
i w mniejszym nasileniu. Charakterystyczng cechg tej grupy byly wczes-
ne zmiany martwicze w zakretach hipokampa, symetryczne, o powtarza-
jacej sie lokalizacji (ryc. 17) z tawicowym naciekiem mikrogleju i gra-
nulocytéow w zewnetrznej warstwie tej struktury. Réwniez obrzek érod-
tkankowy byt u tych zwierzgt bardzo nasilony.

U myszy chorych po zakazeniu podskérnym stwierdzono zmiany za-
palne okolonaczyniowe i $Srédtkankowe w pniu, u jednej szerzace sie¢ réw-
niez w kierunku przodomoézgowia.

Szczury. W moézgach wszystkich szczuréw zakazonych domézgowo
stwierdzono uogoélnione zmiany zapalne z przewagg uszkodzen w pot-
kulach moézgu, ale u niektérych zwierzat réwniez z wyraznie rozwinietym
procesem w pniu i mézdzku (ryc. 18). Obraz zmian tkankowych byt zasad-
niczo podobny do stwierdzonego u szczuréw zakazonych domézgowo wi-
rusem fixe, z tym, ze u niektérych zwierzat przewazaly wyraznie nacieki
okolonaczyniowe nad $rédtkankowym odczynem mikrogleju.

Po zakazeniu podskérnym u 3 szczuréw nie stwierdzono zmian morfo-
logicznych, u 2 obecne byly pojedyncze rozproszone limfocyty w oponach
na pograniczu rdzenia szyjnego i opuszki.

Swinki morskie. W por6wnaniu ze szczepem fixe zmiany za-
palne u $winek morskich byly mniej nasilone po domézgowym zakazeniu
zwierzat (ryc. 19). Niekiedy ograniczaly sie jedynie do pétkul mézgowych
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z akcentacjg po stronie wklucia. Obrzek tkanki, zmiany obrzekowopo-
chodne i uszkodzenie naczyn bylo u tych zwierzgt réwniez bardzo nasi-
lone (ryc. 20).

U $winek morskich szczepionych podskérnie nie stwierdzono zmian
zapalnych.

Chomiki syryjskie. U chomikéw syryjskich po zakaze-
niu domoézgowym charakter i nasilenie zmian ksztaltowaly sie podobnie
jak u chomikéw zakazonych domoézgowo wirusem fixe. U chomikéw cho-
rych po zakazeniu podskérnym lokalizacja i nasilenie zmian zapalnych
ksztaltowaly sie réznie. Proces ograniczal sie wylacznie do pnia lub obej-
mowal réwniez struktury podkorowe, a nawet kore. Duze r6znice wyste-
powaly w zakresie naciekow Srodtkankowych, ktére wahaly sie od nie-
wielkich zageszczen komoérkowych az do rozlegltych stosunkowo obszarow
proliferacji komérkowej (ryc. 21 i 22). U chomikéw, ktére nie zachorowa-
ly zmian zapalnych nie stwierdzono.

Kroliki. U krolikéw, ktore zachorowaly stwierdzono nacieki zapalne
w oponach oraz skape nacieki $rédtkankowe, zlokalizowane gléwnie
w potkulach moézgu. Nieco wieksze nacieki obserwowano sporadycznie.
Nie towarzyszy! im odczyn srédtkankowy z wyjatkiem jednego krélika,
u ktorego wystepowalo zageszczenie gleju (naciek glejowy rozproszony)
wokol zapalnie zmienionych naczyn.

U krolikow zakazonych podskornie nie stwierdzono zmian zapalaych.

OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazaly, ze domoézgowe zakazenie zwierzat
zaréwno wirusem fixe jak i wirusem atenuowanym prowadzi do wysta-
pienia objawow klinicznych $wiadczgcych o uszkodzeniu osrodkowego
ukladu nerwowego.

Po okresie wylegania trwajacym w przypadku wirusa ustalonego od 4
do 7 dni, a w przypadku wirusa atenuowanego od 7 do 11 dni, rozwija sie
w ciggu kilku-, kilkunastu godzin ciezki zesp6! neurologiczny prowadzgcy
do zgonu czesto w okresie jednej doby od wystgpienia pierwszych obja-
wow chorobowych. Morfologicznym wykladnikiem uszkodzenia oun jest
zapalenie mozgu z towarzyszacym zajeciem opon miekkich. Proces cha-
rakteryzujg rozlane i okolonaczyniowe nacieki oponowe, nacieki $rod-
tkankowe, rozrost i rozplem gleju komoérkowego, glownie mikrogleju
z obecno$cig form pateczkowatych oraz obrzek i obrzekowopochodne
zmiany w obrebie tkanki moézgowej. Zasadniczy wzorzec zmian struktu-
ralnych byl jednakowy u wszystkich uzytych zwierzat i wspélny dla obu
szczepOw wirusa, przy istniejgcych wyraznych réznicach gatunkowych
i osobniczych w nasileniu procesu patologicznego. Roéwniez wzajemny
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stosunek poszczegélnych odczynoéw ukladal sie réznie u poszczegélnych
osobnikéw, ale przy ocenie grupowej mozna bylo dostrzec zaznaczajgce
sie réznice morfologiczne zalezne od rodzaju uzytych zwierzat i szczepu
wirusa. Nie udalo sie nam znalez¢ w badanym materiale ciatek Negriego.

W ocenie histologicznej naszego materialu pominieto zmiany komoérko-
we, stanowigce najwczesniejszy wykladnik strukturalny wirusowego za-
palenia mézgu (Osetowska 1974). Zmiany tego rodzaju majace charakter
niespecyficznego uszkodzenia komoérek nerwowych moga by¢ wlasciwie
interpretowane tylko w materiale perfundowanym i w okresie poprzedza-
jucym uformowanie sie wlasciwego odczynu zapalnego, w ktérym nakta-
daja sie wtorne zmiany na skutek miejscowych i ogélnoustrojowych za-
burzen (niedotlenienia, zaburzen metabolicznych itp). Johnson (1965) ba-
dajgc na myszach szczep CVS wirusa wscieklizny, przesledzil narastanie
zmian w okresie inkubacji choroby. Przez pierwsze trzy dni po zakaZeniu
domoézgowym nie stwierdzil on zadnych zmian morfologicznych, przy
cbecnosci antygenu w komoérkach nerwowych wykrywanego metodg
fluorescencji. Czwartego i pigtego dnia obecne byly zmiany kombrkowe,
zwlaszcza w neuronach hipokampa i jgdrach przegrody, pojedyncze
grudki neuronofagiczne i ogniska rozplemu mikroglejowego. Uderzajgcy
byl brak okolonaczyniowych naciekéw s$rodtkankowych i oponowych.
Komoérki nerwowe badane w mikroskopie elektronowym juz pe wysta-
pieniu zmian chorobowych nie wykazywaly uszkodzenia organelli, na-
tomiast widoczne bylo ich przemieszczenie przez skupienia czgsteczel: wi-
rusa w cytoplazmie. Tak widziany zwigzek wirus-komoérka nie rézni sie
od obrazu endosymbiotycznego zakazenia komoérek hodowli tkankowej,
gdzie zakazenie nie zaburza normalnego podzialu komoérek i nie zmienia
ich obrazu morfologicznego (Fernardez i wsp. 1964).

Ocena topografii zmian przy domoézgowym zakazeniu zwierzat jest ma-
}o miarodajna ze wzgledu na dodatkowe odczyny tkankowe zwigzane
bezposrednio z urazem tkanki (Osetowska 1966). U zwierzat zakazonych
domoézgowo obu szczepami wirusa z reguly obserwowano najwieksze na-
silenie odczynéw tkankowych na poziomie wklucia, w pétkulach moézgu,
zwlaszcza w zawojach hipokampa i we wzgérzu. Pomimo to w struktu-
rach podkorowych i w pniu zaznaczala sie wyrazna predyklecja procesu
do okreslonych struktur szarych a nawet poszczegbélnych ugrupowan
jadrowych.

Wsrod zwierzat chorych po domézgowym zakazeniu obu szczepami wi-
rusa najslabiej nasilone zmiany stwierdzono u kroélikéw, najwieksze u cho-
mikéw. W obu grupach zwierzat stwierdzono roéwniez mniejsze réznice
osobnicze niz u szczuréw, $winek morskich i myszy. Szczep atenuowany
powoduje u zwierzat zakazonych domoézgowo na ogél mniejsze zmiany
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zapalne, prowadzi natomiast do wiekszego uszkodzenia naczyn i wtoérnych
naczyniopochodnych uszkodzen tkanki. Tego typu charakter majg praw-
dopodobnie symetryczne martwice w zawojach hipckampa obserwowane
u myszy zakazonych domoézgowo szczepem Wnukowo. Zmiany nekro-
tyczne w komoérkach piramidowych tej okolicy stwierdzili rowniez Zlot-
nik i Grant (1973) u myszy zakazonych w podobny sposéb szczepem HEP.

Przy zakazeniu obwodowym zaznaczajg sie réznice w patogennosci obu
badanych szczepow w stosunku do tkanki mézgowej. Podczas gdy zaka-
zenie domoézgowe powodowalo praktycznie 100% zachorowalnosé zwierzat
doswiadczalnych niezaleznie od szczepu uzytego wirusa, po zakazeniu
podskérnym zesp6l kliniczny ujawnil sie tylko w nietkérych grupach
zwierzat i nie u wszystkich osobnikéow (tabela 1).

Tabela 1. Domézgowe i podskérne zakazenie zwierzat badanymi szezepami

Zakazenie domoézgowe Zakazenie podskérne
o szezep fixe szezep Wnuko- & szonep fixe szezep Wnuko-
El WO d wo
3 3
Zwierze % =] ’§' :g = ’§= '2 % = é’ 'g = 'g 'g
i F2s8 & F2s5 8 3 f25 8 Efs §
4 g8 & fE9 & 4 R L SEC E
B e e ey N
A B84k 48 29k 48 & B4t 43 29t 43
Krolik 0,2 5/5 5 5/5 1955:2:8,0 B18i 1T4ETTON B0 L
Szezur 0.05 ..~ BB Y51y .55 8 20 50 e Bl sy
Swinkam. 0,1 5/5 4 5/5 it 850 Y3 i L R, )
Chomik 0,05  5/5 5 5/5 s 0 5/6 6—8 5/3 8
Myszy 0,03  10/10 5  10/10 T8 00 A0f9. 0 D30 101811 10-04

1) Wirus fixe rozeiericzony 10—3
Wirus Wnukowo rozcieriezony 10—32

2) Wirus fixe rozcieficzony 10—1.3
Wirus Wnukowo nierozeiericzony

Obraz histologiczny u zwierzat szczepionych podskoérnie pod wzgledem
struktury procesu patologicznego nie réznil sie w spos6éb zasadniczy od
obrazow obserwowanych po zakazeniu domoézgowym. Na podkreslenie za-
sluguje natomiast wyrazne przesuniecie akcentu topograficznego procesu
w kierunku nizszych odcinkéw ukiadu nerwowego. Zesp6t patologiczny
mial wyrazny charakter wstepujgcego zapalenia i wykazywal najwieksze
nasilenie w nakrywce opuszki i srodmoézgowia bgdz to zajmujgc wylgcz-
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nie te struktury, badz tez szerzac si¢ rowniez na struktury podkorowe
a nawet pétkule moézgu.

Analogicznie do klinicznych wykladnikéw zajecia oun, réwniez badanie
mikroskopowe wykazalo przewage uszkodzen u zwierzat zaszczepionych
podskérnie wirusem fixe, wyrazajaca sie przede wszystkim wiekszg liczbg
osobnikéw, u ktérych stwierdzono obecno$¢ zmian zapalnych i czestokroé
wigkszym nasileniem uszkodzen tkankowych. Poronne zmiany zapalne,
pomimo braku objawéw klinicznych, obserwowano réwniez w tej grupie
zwierzat znacznie czesSciej niz w grupie zwierzat zakazonych obwodowo
szczepem Wnukowo. Ze wzgledu na stosunkowo odlegly okres pobierania
materialu od momentu zakazenia trudno przesadzi¢ czy zakazenie u zwie-
rzat, u ktérych nie stwierdzono zmian bylo rzeczywiscie morfologicznie
bezobjawowe czy tez nastgpilo pelne restitutio ad integrum, podobnic
jak w badaniach Nathanson i wsp. (1970) lub w badaniach Fischmana
i Strandberga (1973). Fischman i Strandberg przy bezobjawowym zakaze-
niu szczepem HEP z morfologicznym obrazem meningoencephalitis po
60 dniach od momentu zakazenia nie stwierdzili zmian patologicznych
w mozgach szczepionych zwierzat.

Wydaje sig, ze w naszym materiale warto rowniez zwro6ci¢ uwage na
zwierzeta, ktére pomimo w pelni rozwinietego zespotu klinicznego nie
wykazywaly wcale albo tylko minimalne zmiany zapalne. Wg Johnsona
{1965, 1967) choroba przy zakazeniu wirusem wscieklizny jest raczej wy-
nikiem fizjologicznej dysfunkcji komorek nerwowych niz cytopatogen-
nego dzialania wirusa. By¢ moze w poszczegolnych wypadkach stopien
tego zaburzenia jest tak znaczny, ze prowadzi do $mierci zwierzecia
wezesniej zanim zdazy sie wyksztalcic jakikolwiek odczyn zapalny.

W przeciwienstwie do wynikéw Johnsona, poréwnawcze badania morfo-
logéw japonskich Miyamoto i Matsumoto (1967) nad zmianami w moéz-
gach myszy wywolanymi przez wirus atenuowany Flury HEP i wirus
uliczny wykazaty bardzo ciezkie uszkodzenie cytoplazmy i jgder komor-
kowych przez szczep Flury HEP przewyzszajace zmiany spowodowane
przez wirus uliczny, chociaz szczep ten atenuowany poprzez pasaze na
zarodkach kurzych nie jest patogenny dla zwierzat po zakazeniu paren-
teralnym a dla wiekszosci zwierzat i po zakazeniu domoézgowym (Ko-
prowski 1966; Koprowski i wsp. 1954).

Uzupelnienie naszych obserwacji o badania ultrastrukturalne oraz prze-
$ledzenie dynamiki rozwoju zmian morfologicznych w okresie poprze-
dzajacym pelny rozw6j zmian Kklinicznych, przynajmniej u niektérych
zwierzat laboratoryjnych pozwoliloby na pelniejszg charakterystyke za-
réwno obu badanych szczepéw jak i wrazliwosci tych zwierzat.
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WNIOSKI

1. Domoézgowe zakazenie zwierzat laboratoryjnych szczepem ustalonym
wirusa wécieklizny oraz szczepem atenuowanym Wnukowo prowadzi do
rozwoju zmian zapalnych w oun, przy czym struktura i topografia pro-
cesu sg podobne u wszystkich zwierzat i wspoélne dla obu uzytych szcze-
pow.

2. Przy zakazeniu podskornym wystepuja réznice w patogenno$ci wi-
rusa fixe i wirusa atenuowanego na hodowli tkankowej w stosunku do
tkanki nerwowej, przy czym wirus fixe jest bardziej patogenny dla uzy-
tych zwierzat laboratoryjnych.

3. Przy zakazeniu obwodowym proces zapalny ma charakter zapaleria
wstepujgcego i wykazuje najwieksze nasilenie w obrebie pnia mézgu.

4. Brak objawoéw Kklinicznych nie wyklucza obecno$ci zmian zapalnych
w mozgach szczepionych zwierzat.

5. Ze wzgledow praktycznych nie nalezy uzywaé¢ krolikow do oceny
morfologicznej patogennosci szczepow szczepionkowych wscieklizny, po-
niewaz zmiany zapalne u tych zwierzagt nawet w przypadku w pelni roz-
winietego zespotu klinicznego sg mniej nasilone i najmniej charaktery-
styczne.

6. Ze wzgledu na znaczne roéznice indywidualne w odpowiedzi tkan-
kowej, wskazane jest aby grupy szczepionych zwierzat obejmowaly
wiekszg liczbe osobnikow.

U. B. Beabman, [I. CepokoBa

CPABHUTEJBHBIE UCCJIETOBAHUSA MOP®OJOIUYECKUX U3MEHEHUN
B MOSTE JABOPATOPHBIX KUBOTHBIX, 3APAKEHHBIX ®UKCUPOBAHHBIM
U OCJTABJEHHBIM IITAMMAMM BUPYCA BEUIEHCTBA

PeszwmMme

Ilensio paborel Obina ouLeHKa MOPMOJIOIMYECKMX M3MEHEHMM B Mo3re JjabopaTcp-
HBIX JKVBOTHBIX, 3apazKeHHbIX BHYTPUIEPEOPalIbHO M MOAKOMKHO (PMKCUMPOBAHHLIM
u ocnabieHHbIM lUTaMMaMyu Bupyca OemrencrBa. Jna mcciaefoBaHmii ObLIM MCIIONb-
30BaHbl: MBIIIY, KPBICHI, CUPMICKME XOMAKM, MOPCKME CBUHKM M KPOJIUKMU. JI03bI
000MX BUPYCOB JAJA BCEeX KMBOTHBIX ObIIM OAMHAKOBBIMM M paCYUMTAHHBIMU . HA
OCHOBe BHYTpuuepebpasbHOro TUTpa AJA Mblueir BecoM 9—I11 r. BoJbHbIe >XMBOTHBIE
3abuBanuck B IIepMoOj mapajmya; KUBOTHBIE, KOTOpble He 3abosienm — uepes MecHAl]
nocje BBeJeHMs Bupyca.

Buyrpunepebpanbuoe 3apaxenye BbI3biBasio 100% 3a6osieBaeMOCTH KMBOTHBIX,
HE3aHUCMMO OT IuTaMMa Bupyca. ITocjie IMOAKOIKHOIO 3apazKeHMUsa KIMHUYESCKMUIA CUH-
KPOM HIpPOABMJICS B HEKOTOPBLIX IPyNIaxX XKMBOTHBIX M He y Bcex ocobeir. Y KMBOT-
HBIX C BHyTpuuepebpaJbHbIM BEEJEHMEM CTPYKTypa ¥ Tomorpacdmsa npouecca Ob1imn
CXOAHBIMM BO BCEX MCCJIe[[yeMbIX rpynmnax. Pasaumumua KacajlucCh CTEIIeHM MHTEHCUB-
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HOCTU M3MEHEeHMI, UX OOIUMPHOCTM, a TAKIKe B3aMMOOTHOLUECHMA OTHAEJbHBIX pPeaKLVIA.
Camble 6oabinme wu3MeHeHus ObLIM OOHApPYXKEHBI y BCeX IKUBOTHBIX Ha YPOBHEe
ykoina. Ilociie mepudepnyecKoro 3apazKeHMUsA NPOABMUINCH Pa3JNYMA B INATOT€HHOCTHU
000X MCIOJN30BAHHBIX ILUITAMMOB C IPEMMYIIECTBOM IIOBPEIKAEHMIA IOCJE 3apazkeHUsd
(huKCcUpPOBaHHBIM BUPYCOM, a Tak>Xe 6Gojee 3naumrenbHad AuddepeHnUpOBKa MHTEH-
CUBHOCTM M OOMIMPHOCTM IIpolecca y OTAedbHBIX ocobeir B rpynnax. B cayuae
pa3BuUTUsS BOCIAJIeHUsA CTPYKTypa mpouecca 6bLIa 1Moxozka Ha TAaKOBYIO IIOCJIE BHYTPU-
nepebpasibHOro0 3apazkeHus, HO M3MEHEHMA KOHIEHTPMPOBAJMUChH TIJIaBHBIM 06pa3oM
B objacTM MO3roBOro cTBojia. HM y OZHOrO M3 MCCIAEAYEMBIX MMBOTHBLIX He ObLIN
Hauaens! Teabua Herpm.

I. B. Zelman, D. Serokowa

COMPARATIVE STUDIES ON PATHOMORPHOLOGICAL CHANGES IN
BRAINS OF VARIOUS LABORATORY ANIMALS INOCULATED WITH FIXED
AND ATTENUATED STRAINS OF RABIES VIRUS

Summary

The aim of the study was to investigate pathomorphological changes in brains
of various laboratory animals inoculated intracerebrally and subcutaneously with
fixed and attenuated strains of rabies virus. Adult mice, rats, guinea pigs, syrian
hamsters and rabbits were used. Dose of both virus strains was the same for all
experimental groups, calculated on the base of the intracerebral titre for mice
of 9—11 g of body weight. Animals which developed clinical symptoms of the
disease were sacrificed in the paralytic period and those which did not develop
symptoms — one months after inoculation.

The following results were obtained: intracerebral inoculation caused in ex-
perimental animals 100 per cent morbidity irrespective of virus strain used for
inoculation. After peripheral inoculation there were observed marked differences
in the morbidity of experimental groups and even of aniinals in the same group.
In animals inoculated intracerebrally the structure and topography of the inflam-
matory process was generally similar in all experimental groups Differences in
intensity and extent of inflammatory reaction i.e. perivascular infiltration, glia
proliferation and other, only were stated. Peripheral inoculation revealed that
fixed virus strain is more virulent for nerve tissue of experimental animals and
«caused more abnormalities than attenuated one. Negri bodies were not discovered.
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PODPISY POD RYCINY

Ryc. 1. Mysz szczepiona domézgowo wirusem fixe. Naciek limfocytarny w oponach
mozgu. H.-E. Pow. 200 X.

Fig. 1. Mouse infected intracerebrally with fixed virus. Lymphocytic infiltrate
in meningen. H.-E. X 200.

Ryc. 2. Mysz zakazona domoézgowo wirusem fixe. Nacieki w oponach mézdzku

i w warstwie drobinowej kory. H.-E. Pow. 100 X.
Fig. 2. Mouse infected intracerebrally with fixed virus. Inflammatory changes in
meninges and molecular layer of cerebellum. H.-E. X 100.

Ryc. 3. Mysz zakazona domoézgowo wirusem fixe. Rozplem gleju paleczkowatego
w korze. H.-E. Pow. 200 X.

Fig. 3. Mouse infected with fixed virus intracerebrally. Proliferation of microglia

in cerebral cortex. H.-E. X 200.

Ryc. 4. Mysz szczepiona domézgowo wirusem fixe. Okolonaczyniowy naciek §rod-
tkankowy. Odczyn gleju wok6l naczynia przedwlosowatego. H.-E. Pow. 200 X.
Fig. 4. Mouse infected intracerebrally with fixed virus. Perivascular infiltrate
in noninjected hemisphere. Proliferation of cells around precapillary vessel.
H.-E. X 200.

Ryc. 5. Mysz zakazona podskoérnie wirusem fixe, Odczyn zapalny w pniu moézgu
H.-E. Pow. 100 X,

Fig. 5. Mouse infected subcutaneously with fixed virus. Inflammatory infiltrates
in brain stem. H.-E. X 100.

Ryc. 6. Mysz zakazona podskérnie wirusem fixe., Naciek zapalny w oponie rdzenia
penetrujacy do tkanki. H.-E. Pow. 200 X,

Fig. 6. Mouse infected subcutaneously with fixed virus. Inflammatory infiltrate
in meninges of spinal cord penetrating into nerve tissue. H.-E, X 200.

Ryc. 7. Szczur zakazony domézgowo wirusem fixe. Odczyn zapalny w opuszce.
H.-E. Pow. 400 X,

Fig. 7. Rat infected intracerebrally with fixed virus. Inflammatory changes in .
medulla, H.-E. X 400.

Ryc. 8. Szczur zakazony domézgowo wirusem {ixe. Naciek zapalny wokél naczynia

"~ zylnego w rdzeniu szyjnym. H.-E. Pow 100 X.
Fig. 8, Rat infected intracerebrally with fixed virus. Inflammatory infiltrate
around venous vessel in spinal cord. H.-E. X 100.

Ryc. 9. Swinka morska szczepiona podskérnie. wirusem fixe. Naciek okolonaczy-
niowy, rozplem gleju i limfocytéw rozproszonych wok6t naczynia. Widoczne réw-
niez pojedyncze leukocyty i mikroglej pateczkowaty. H.-E. X 400,

Fig. 9. Guinea pig infected subcutaneously with fixed virus. Perivascular in-
filtrate. Inflammatory mesodermal . and glial elements scattered around vessel.
Multinuclear cells are seen also. H.-E. X 400.

Ryc. 10. Swinka morska szezepiona podskérnie wirusem fixe. Neuronofagia
w opuszce. H.-E. Pow. 400 X,

Fig. 10. Guinea pig infected subcutaneously with fixed virus. Neuronophagia in
medulla, H.-E. X 400.

Ryc. 11. Chomik syryjski zakazony domoézgowo wirusem fixe. Obfite nacieki okolo-
naczyniowe i Srédtkankowe w poétkuli moézgu. H.-E. Pow. 100 X,

Fig. 11. Syrian hamster infected intracerebrally with fixed wirus, Marked perivas-
cular infitrates and glia proliferation in cerebal cortex, on the level of inoculation
H.-E. X 100.

Ryc. 12. Okolonaczyniowe nacieki zapalne, §r6dtkankowe grudki glejowe. Widocz-
ny udzial leukocytéw w procesie zapalnym. Chomik syryjski szczepiony domoézgowe
wirusem fixe, H.-E. Pow, 400 X.

Fig. 12. Syrian hamster inoculated intracerebrally with fixed virus. Marked pe-
rivascular cuffs and interstitial glia nodules. Polynuclear cells in the tissue. H.-E.
X. 400,
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Ryc. 13. Chomik syryjski szczepiony podskoérnie wirusem fixe. Odczyn zapalny
w opuszce, H.-E. Pow. 400 X,
Fig. 13. Syrian hamster inoculated with fixed virus subcutaneously. Inflammatory
reaction in medulla. H.-E. X 400.
Ryc. 14. Chomik syryjski zakazony podskoérnie wirusem fixe. Naciek oponowy
penetrujgcy do tkanki w rdzeniu szyjnym. H.-E. Pow. 200 X.

Fig. 14. Syrian hamster inoculated with fixed virus subcutaneously. Menin-
-geal infiltrate penetrating nerve tissue of cervical spinal cord. H.-E. X 200.
Ryc. 15. Mysz zakazona domoézgowo wirusem atenuowanym. Nacieczone naczynie
oponowe. Rozplem pateczek glejowych w korze. H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 15. Mice inoculated with attenuated virus intracerebrally. Infiltrated meningeal
vessel. Proliferation of rod cells in cerebral cortex. H.-E. X 400.

Ryc. 16 Mysz szczepiona podskornie wirusem atenuowanym. Nacieki okolona-
czyniowe w istocie bialej moézdzku. H.-E. Pow. 100 X.

Fig. 16. Mouse inoculated subcutaneously with attenuated virus. Perivascular infiltra-
tes in white matter of cerebellum. H.-E. X 100.

Ryc. 17. Mysz zakazona domoézgowo wirusem atenuowanym. Zmiany martwicze
w roku amona., H.-E. Pow. 60 X.

Fig. 17. Mouse inoculated intracerebrally with attenuated virus. Early necrotic
changes in ammons horn. H.-E. X 60.

Ryc. 18. Szczur zakazony domoézgowo wirusem atenuowanym. Okolonaczyniowy
naciek i obrzek tkanki w opuszce. H.-E. Pow. 400 X,

Fig. 18. Rat inoculated intracerebrally with attenuated virus. Perivascular infil-
trate and edema in medulla. H.-E. X 400.

Ryc. 19. Swinka morska szczepiona domézgowo wirusem atenuowanym. Grudka
neuronofagiczna w opuszcze. H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 19. Guinea pig inoculated with attenuated virus intracerebrally. Glial nodule.
(neuronophagia) in medulla. H.-E. X 400.

Ryc. 20 Swinka morska zakazona domézgowo wirusem atenuowanym. Krwotoczek
okolonaczyniowy w zwojach podstawy. H.-E. Pow, 100 X.

Fig. 20. Guinea pig inoculated with attenuated virus. Perivascular blood extra-
vasation in basal ganglia. H.-E. X 100.

Ryc. 21. Chomik syryjski zakazony podskérnie wirusem atenuowanym. Rozpro-
szony naciek zapalny w warstwie drobinowej moézdzku. H.-E. Pow. 400 X.
Fig. 21. Syrian hamster inoculated with attenuated virus. Scattered inflammatory
infiltrate in molecular layer of cerebellum. H.-E. X 400.

Ryc. 22. Chomik syryjski szczepiony podskérnie wirusem atenuowanym. Odczyn
zapalny w nakrywce mostu. H.-E, Pow. 400 X,

Fig. 22. Syrian hamster inoculated subcutaneously with attenuated virus. Inflam-
matory reaction in tegmentum of brain stem. H.-E. X 400.
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SRODCIAZOWE ZAKAZENIE MYSZY WIRUSEM SINDBIS

Zesp6t Neuropatologii C.M.D. i K. PAN
Kierownik: prof. dr med. M. Mossakowski
Zaklad Wirusologii PZH
Kierownik: prof. dr med. M. Kantoch

W ostatnich latach pojawiaja sie doniesienia o $rédcigzowych zakaze-
niach przez coraz nowe rodzaje wirusow z grupy ARBO, a mianowicie
virus encephalitis Japonica B, St Louis ,Venezuelan equine (Anderson
i Hansen 1970, Sperzel i wsp. 1972). W przebiegu badan nad infekcjami
plodowymi i ich wplywu na niedojrzaly uklad nerwowy podjeliSmy prébe
srodcigzowego zakazenia myszy ARBO wirusem Sindbis nalezacym do
grupy A. Jest on uwazany za niepatogenny dla zwierzat dorostych,
a u noworodkéw powoduje zmiany zapalne w ukladzie nerwowym i w
migéniach (Johnson 1965).

Celem badan bytlo ustalenie czy wirus Sindbis moze by¢ przekazywany
drogg translozyskowa, a w przypadku zakazenia plodéw stwierdzenie
czy wywoluje on zmiany w ich ukladzie nerwowym.

MATERIAL I METODA

Doswiadczenia wykonano na 40 myszach rasy Swiss, ktére zakazano
miedzy 13 a 15 dniem cigzy podajac podskérnie 1000 dawek DLg, za-
wiesiny wirusa. Badanie wirusologiczne przeprowadzono na moézgach 75
noworodkéw z 34 miotéw bezposrednio po urodzeniu (6 myszy ciezarnych
padlo) oraz na moézgach i macicach 20 matek, spoéréd tych od ktérych po-
chodzitly badane noworodki. Dla izolacji wirusa przygotowywano z bada-
nych narzadéw zawiesiny 10%-owe, ktorymi zakazano noworodki mysie
w wieku 48-72 godziny lub hodowle fibroblastéw kurzych. Identyfikacje
wirusa przeprowadzano odczynem neutralizacji na wybranych losowo
oseskach mysich lub przy pomocy odczynu zahamowania hemaglutynacji
zakazonego plynu tkankowego z hodowli.

Neuropatologia Polska — 6
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Neuropatologicznie przebadano moézgi 44 noworodkéw z 25 miotow
(w pozostalych 9 miotach badania neuropatologicznego nie udato sie
przeprowadzi¢ ze wzgledow technicznych) i poréwnano je z grupa 5 no-
worodkéw zakazonych tym samym typem wirusa podskérnie dawkg
1000 DLj, drugiego dnia po urodzeniu oraz z grupg kontrolng 5 zdro-
wych noworodkéw. Material zatapiano w formalinie i barwiono ﬁoletem
krezylu i hematoksyling-eozyng.

WYNIKI

Obserwacje kliniczne wykazatly, ze zakazenie wirusem Sindbis wywo-
luje objawy chorobowe takie jak niedowlady konczyn a nawet upadki
samic ciezarnych. Zaréwno klinicznie zdrowe, jak chore samice rodzilty
w przewidzianym terminie zywe potomstwo.

Badania wirusologiczne pozwolily na wykrycie obecnosci wirusa w ma-
cicy i mézgu w 55% przypadkéw sposroéd przebadanych myszy —matek.
Byly to zwierzeta, ktoére przyzyciowo zdradzaly objawy chorobowe.
W mozgach noworodkéw stwierdzono obecno$¢ wirusa w 16 sposréd 75
by A

przebadanych, a wiec prawie w 20% przypadkéw. Pochodzity one z 7
sposrod 34 miotéw, czyli 20% miotéw okazalo sie zakazonymi.

Badanie neuropatologiczne. W 14 przypadkach sposréd przebadanych
44 stwierdzono zmiany zapalne w moézgach ptodéw po zakazeniu $rodeig-
zowym. Pochodzily one z miotéw, w ktérych stwierdzono przejscie zaka-
zenia na plody na podstawie badan wirusologicznych. W 7 przypadkach
nacieki obejmowaly opony, przechodzily wzdluz naczyn na tkanke méz-
gowa, widoczne byly w splotach naczyniastych komoér bocznych. Sklada-
ly sie w wigkszo$ci z komérek limfocytopodobnych, makrofagéw i du-
~ zych komoérek jednojadrzastych (ryc. 1, 2). Towarzyszyly im wybroczyny,
gléwnie w gniazdach macierzy okolokomorowej, w wechomoézgowiu (ryc. 3)
i w oponach (ryc. 4). W dwoéch przypadkach pochodzacych z tego samego
miotu nasilenie zmian naczyniopochodnych bylo szczegélnie duze. Na-
ciekom w tkance moézgowej towarzyszyly wtorne uszkodzenia i ubytki
neuronalne w pniu i w korze mézgu. W dalszych 7 przypadkach zriiany
zapalne ograniczaly si¢ do opon. W ich obrebie bylv réznie nasilone, od
niewielkiego pomnozenia komoérek jednojadrzastych do naciekéw o skla-
dzie podobnym jak w przypadkach rozwinietych zapalen oponowo-moézgo-
wych. Objawem towarzyszacym bylo w wiekszosci przypadkéw prze-
krwienie i wybroczyny w przestrzeni podpajeczynéwkowej.

W moézgach 5 noworodkéw zakazonych po urodzeniu i dekapitowanych
w 3 doby pézniej, stwierdzono zespdl zapalenia oponowo-mozgowego nieco
bardziej nasilony niz po infekcji srédcigzowej. Tylko w jednym przy-
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Ryc. 1. Naciek zapalny w oponie zlozony gléwnie z komoérek limfocytopodobnych.
Przyp. D 274/72. Fiolet krezylu Pow. 400 X.

Fig. 1. Inflammatory infiltrate in meninges mainly composed of lymphocyte-like
cells. Case D 274/72. Cresyl violet. X 400.

Ryc. 2. Niewielki naciek w oponie wnikajgcy wzdiuz naczynia do tkanki mézgo-
wej. Przyp. D 272/ 72. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 2. Small infiltrate in meninges penetrating along blood vessel into cerebral
tissue. Case D 272/72. Cresyl violet. X 400.

Ryc. 3. Wybroczyna do komoérek macierzy w okolicy amonalnej. Przyp. D 59/73.
Fiolet krezylu. Pow. 200 X.

Fig. 3. Ecchymosis into matrix cells in hippocampus region. Case D 59/73. Cresyl
violet, X 200,

Ryc. 4. Naciek i wynaczynienia oponowe. Przyp. D 34/73. Fiolet krezylu. Pow.

400 X.
Fig. 4. Meningeal infiltrate and extravasations. Case D 34/73, Cresyl violet, X 400.
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padku nacieki zawieraly domieszke leukocytéw podzielonych, w pozosta-
lych struktura naciekéw w obu grupach byla podobna-

W moézgach noworodkéw z grupy kontrolnej zmian zapalnych nie ob-
serwowano.

OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wirus Sindbis moze byé¢ prze-
kazywany u myszy drogg translozyskowg. Wzbogaca on duza grupe wi-
rusow, ktérych patogennosé dla ptodéw przy zakazeniach matek w roz-
nych okresach cigzy stwierdzono badz u ludzi badz u zwierzat doswiad-
czalnych (Horstmann 1969, Spertzel i wsp. 1972). Dazgc w naszych bada-
niach do uzyskania zywych, a zakazonych noworodkéw oparlismy sie na
doswiadczeniach z innymi $rédcigzowymi infekcjami wirusowymi (Ander-
son i Henson 1970, Dambska i wsp. 1974). WybraliSmy model zakazenia
podskérnego matek miedzy 13 a 15 dniem cigzy, pozwalajacy zwykle
na donoszenie potomstwa i objecie procesem chcrobowym licznych plo-
dow w kazdym z miotéw. Ze wzgledu na neurotropowe wilasciwosci
ARBO-wirusé6w ich obecnos$¢ badaliSmy w moézgach noworodkow.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnosi¢, ze wirus Sindbis
prowadzi do zakazen $rodcigzowych w 20% przypadkéw i w podobnym
procencie wywoluje zmiany o typie zapalenia oponowo-mézgowego. Cha-
rakter zmian zapalnych w moézgach noworodkéw byt podobny do obser-
wowanych w innych ptodowych infekcjach wirusowych m.in. wywolanych
przez wirus Coxsackie B z grupy Enterowiruséw (Dambska i wsp. 1974).
Na podkreglenie zastluguje nasilenie zmian krwotocznych towarzyszgcych
naciekowi po zakazeniu wirusem Sindbis. Mozna je wiaza¢ z kruchoscig
naczyn obserwowang w okresie ARBO-wiremii (Wroéblewska 1969). Po-
rownanie zmian u noworodkdéw po zakazeniu sSrédcigzowym i poporode-
wym nie wykazalo istotnych roéznic w strukturze naciekéw. Prawdopo-
dobnie od momentu zakazenia samicy na poczatku trzeciego tygodnia cig-
zy do momentu ksztaltowania sie naciekéw w ukladzie nerwowym plo-
dow uplywal okres wystarczajgco diugi, aby typ odczynéw zwigzany ze
stopniem dojrzatosci ,,zespolu zapalenia” byl w obu grupach podobny.
Nasilenie procesu bylo w grupie po zakazeniu noworodkowym wieksze,
ale roznica ta mogla zaleze¢ od momentu badania w okresie szczytowego
rozwoju zapalenia oponowo-mézgowego.

Przeprowadzone badania pozwolily ponadto na zaobserwowanie obja-
wow chorobowych u pewnej liczby zakazonych samic. Wskazuje to na
szczegblng podatnos¢ myszy w okresie cigzy na infekcje wirusem Sind-
bis, ktory jak to juz zaznaczono, zwykle nie jest patogenny dla myszy
dorostych. Dla wyjasnienia tego zjawiska konieczne bylyby dalsze bada-
nia wirusologiczne.
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M. Jomb6cka, ®P. Tamu-Kanyaeruu, 3. DepeHc
3APAZKEHUE MBIIIEV BUPYCOM SINDBIS BO BPEMA BEPEMEHHOCTU
Pe3smomMme

Bapaxenue mbmuer mMexay 13 u 15 aHeMm GepeMeHHOCTM IOAKCIKHBIM BBEJEHMEM
cycnen3uy Bupyca Sindbis Besi0 K NOsIBJI€HMIO NPU3HAKOB 0OJe3HM M paXke K IMajieXy
HEKOTOPBIX JXMBOTHBIX. IIpUCYTCTBME BMpPyCa B MaTKe M B MO3re 3apazKeHHbLIX MbIIIes
6b110 06HapyxeHo B 55% ciydyaeB. B MO3re HOBOPOXKAEHHBIX HajauM4due BUpyca 65110
obuapyxeno B 20% cayuaes, ¥ 14 u3 44 ucciefoBaHbIX HOBODPOXKJEHHBIX OT 3apa-
JKeHHBIX MaTepeyt Habmozanuch ABJIEHMA MeHMHroeHnedaaura. OTO CONMPOBOXAAJIOCH
runepeMuet u reMmopparueir o60sI09eK M ImapeHXuMbL Takum 06pa3oMm, McciefoBaHUA
noxkasany, 9To Bupyc Sindbis nepezaeTcsa y MbIllei mjaneHTapHO.

M. DAMBSKA, F. TAYTSCH-KAPULKIN, Z. FERENS
INFECTION OF MICE WITH SINDBIS VIRUS DURING PREGNANCY

Summary

Subcutaneous administration of Sindbis virus suspensions into mice between
the 13th and 15th day of pregnancy leads to the appearance of neurological sym-
ptoms and in some cases to death. The presence of the virus in the uterus and brain
of the infected mice was noted in 55% of cases and in the brain of newborns in
20% of cases. In 14 of 44 newborns from infected mothers meningo-cerebral inflam-
matory changes were observed, accompanied by hyperemia and extravasations into
meninges and brain parenchyma. These results provide evidence that Sindbis virus
may be transferred in mice transplacentally.
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V1. WYSTEPOWANIE ZWAPNIEN NEURONALNYCH U KROLIKA
,PT” W ZALEZNOSCI OD WIEKU I PRZEBIEGU KLINICZNEGO ¥*)

O$rodek Do$wiadczalny Neurologii Poréwnawczej Centrum Medycyny
Doé$wiadczalnej i Klinicznej PAN, Minsk Maz.
Kierownik: prof. dr E. Osetowska

Wystepowanie zwapnien neuronalnych jako jedng z cech charaktery-
stycznych obrazu morfologicznego krolika ,pt” sygnalizowano juz
w pierwszych doniesieniach, dotyczacych objawéw klinicznych i typu
dziedziczenia choroby (Osetowska 1967). Wstepne badania histochemiczne
(Osetowska i wsp. 1973), kontynuowane nadal w Oérodku jako rutynowe,
okreslily blizej charakter zlogéw neuronalnych.

Doniesienie niniejsze ma na celu: 1) korelacje wystepowania zwapnien
z przebiegiem chorobowym i grupami wieku; 2) Scislejsze okreslenie to-
pografii zwapnien oraz prébe interpretacji patogenetycznej tego objawu.

Analiza materiatu klinicznego i mézgowego krélika ,,pt” z tych punk-
tow widzenia zmierza do usciSlenia kryteriéw doboru materialu przyzy-
ciowego do badan zwapnien neuronalnych w ME.

MATERIAL I METODA

Prace wykonano na 363 przypadkach objawowych, reprezentujcych
10 pokolen kroélika ,,pt”. Wiek badanych kroélikow wynosit od 2 tygodni
do 5 lat. Weryfikacja neuropatologiczna objela ws7ystk1e odmiany prze-
biegu klinicznego.

Obserwacje kliniczne i analize genetyczng prowadzono opierajgc sie
na dokumentacji standardowej przedstawionej w doniesieniu V (Osetow-
ska i wsp. 1975).

Badania morfologiczne moézgu wykonano w technice parafinowej
i mrozikowej. Preparaty oceniano w mikroskopach $§wietlnych ,,Wild”
(Szwajcaria) i ,,Zeiss” (NRD).

* Problem wezlowy 09.4.1.3, temat 4. Praca wykonana z pomocg finansowg
Grant PL 480, USA, NHI, Agreement 05-035-1.
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Barwienia tkankowe: H-E, fiolet krezylu, metoda Heidenhaina lub
Spielmeyera, Holzera, van Gieson, impregnacja srebrowa wg Hol-
mes’a. Rutynowe barwienia histochemiczne: PAS z testami kontrolnymi,
PAS-Astra, blekit alcjanowy, czerwien Kongo, alizaryna red S, metody
Turnbulla von Kossa (wg receptury Romeis 1968).

W obliczeniach grupowwvch i procentowych postugiwano sie licznikiem
MINTRON (electronic calculator, Minsung Electronics, LDT, Seoul).

WYNIKI

51 przypadkéw przedstawialo lekki poronny przebieg Kkliniczny ze
skrocong fazg drzen. Neuropatologicznie przepadki te odpowiadaly gru-
pie IA, B i C doniesienia II (Osetowska i wsp. 1975). W zadnym przy-
padku nie znaleziono zwapnien. Na 312 przypadkéw z wyraznymi obja-
wami klinicznymi zwapnienia znaleziono w 141, co stanowi 45,19% catego
materialu. Wyniki dla poszczegbélnych grup w zaleznosci od objawow
zestawiono w tabelach 1 i 2.

Tabela 1. Cigzki przebieg kliniczny z faza drzeri i niedowladéw

Table 1. Severe clinical course with tremor and paralysis

Wiek — Age Przypadkéw / Przypadk.éw z Ca 9
Cases (total) Cases with Ca
Ponizej 2 miesigecy 80 35 43,75
Under 2 months .
2—6 miesiecy 127 75 59,06
2—6 months

Tabela 2. Przebieg stacjonarny z przewaga niedowladéw

Table 2. Subchronic course with paretic symptoms

Wiek - Age Przypadkéow Przypadkléw z Ca %
Cases (total) Cases with Ca
6—12 miesigey 39 9 23,0
6—12 months

Przebieg objawowy z popraws i przedluzonym przezyciem
Symptomatic clinical course with improvement and long survival
1—5 lat 66 22 33,3

1—5 years

Jak wida¢ z powyzszych danych najwyzszy procent przypadkéw ze
zwapnieniami wystepuje w grupie wieku powyzej dwoch miesiecy, z ciez-
kim pelnym przebiegiem klinicznym. Najwcze$niejsze zwapnienia spoty-
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kano u krolikow w wieku 19—21 dni, tj. w 10 i 12 dniu od wystgpienia
drzen. Nie zestawiono tabelarycznie zwapnien neuronalnych u samcéw
i samic. Procentowo przedstawiajg sie podobnie, ale na ogét we wszyst-
kich grupach uderza niemal dwukrotna przewaga samcéw, co do ilosci
bezwzglednej przypadkow. Zjawisko to by¢ moze wynika z ksztaltowa-
nia sie liczebnosci stada podstawowego, w ktéorym zachowuje sie prze-
cietnie 1 samca na 7 samic; poza tym w jednym z najchetniej stosowa-
nych kojarzen chorej genetycznie samicy ze zdrowym samcem otrzymuje
sie wylacznie chore samce i samice nosicielki. Te ostatnie sg ze stada
czesto eliminowane, natomiast samce z ciezkim przebiegiem Kklinicznym
powiekszajg odpowiednie dane liczbowe. Duza ilo$¢ zwierzat z poprawg
kliniczng i przezyciem przedluzonym znalazia hipotetyczne ale nader
prawdopodobne wyjasnienie w doniesieniu V (Osetowska i wsp. 1974).

Brak zwapnialych neuronéw w pozostalych przypadkach z bardzo
ciezkim przebiegiem klinicznym, szczegdlnie w najmlodszej grupie wieku
nalezaloby tlumaczy¢ bardzo szybko postepujgcym rozpadem neuro-
now.

Morfologia zwapnien

Struktura i stopien ,,dojrzatoéci” zlogéw wapniowych przedstawia sie
roznie w poszczegélnych przypadkach, na ogél mozna jednak znalezé
pewne odniesienia do czasu przezycia. U kroélikow bardzo mtodych z ost-
rym przebiegiem przewazajg zlogi ciemno-granatowe w barwieniu H-E
i fioletem krezylu (ryc. la). Jednak takie zlogi wybarwiajg sie na og6t
dodatnio (czarno) w metodzie von Kossa. Delikatne centralne przejasnie-
nie odpowiadajgce najpierw jgdru neuronu, a potem juz tylko jgderku
obserwuje sie w wiekszosci przypadkoéw, dotyczacych mlodych zwierzat.
W miare postepujacej mineralizacji komoérka ulega stopniowemu prze-
jasnieniu az do zupelnie przejrzystych zlogéw (ryc. 1b, c), przy czym
niekiedy proces ten ksztaltuje sie morfelogicznie odwrotnié: centrum
ulega przejasnieniu, podczas gdy obwod komorki pozostaje ciemny. Pre-
dylekcja zlogow wapniowych do komoérek ruchowych jest wyrazna, przy
czym uklad populacji neuronalnej w danym jgdrze i poréwnanie z roz-
miarami komorek niezwapnialych nie nasuwajg trudno$ci w odniesieniu
struktury zwapnialej do neuronu. Przypuszczalne zwapnienia komérek
glejowych spotykano stosunkowo rzadko w barwieniach komérkowych
i bardzo rzadko w barwieniach histochemicznych. Do$¢ wcze$nie i wy-
raznie ujawnia sie koncentryczna struktura zwapniatych neuronéw w im-
pregnacji metodg Holmesa (ryc. 1d). Tylko w 20 przypadkach, odznacza-
igcych sie bardzo duzg iloscig zwapnien na réznych poziomach, obserwo-
wano odkladanie si¢ zwigzkéw wapniowych w aksonach istoty biatej.
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Tabela 3. Topografia zwapnialych neuronéw
Table 3. Topographic distribution of calcified neurons
4 S. reticularis pontis : : : Thalamus, sub-
PI‘::‘Olln et medullae oblon- He o h : Pal:du.m, par? thalamus, hypo-
vel gatao mesencephali  med. gigantocel. AT A
Tloéé przypad. 112 78 55 48
Number of cases
%%*) 79,43 55,32 39,01 34,04
*) Obliczono od 141 przypadkéw ze zwapnieniami
Calculated from 141 cases with calcifications
Tabela 4. Topografie sporadyczne
Table 4. Sporadic topographies
S. alba paraneu- i : e
-n. nervi crgniales AR
Poziom  ronalis c. int. VI I;Ie.o Nl;clefﬁ
Level  ansa lent. tract. P RS s
b . I IV Vm VI VII Deit tum ° cerebelli
opticus bri
Tlosé
przypad. 20 9 6 21 1 2 3 18 3 5
Number
of cases
% 14,1 6,3 4 14 0,7 1,4 210297 21 3,65

Jednym z ciekawszych

obrazéw jest spotykane w niektérych przypad-
kach ,,halo” metachromatyczne, towarzyszace ztogom wybarwiajacym sie
fioletowo w fiolecie krezylu (ryc. 2a). Zlogi wybarwiajg sie ujemnie
w metodach na kwasne mukopolisacharydy (biekit alcjanu i PAS-Astra,
ryc. 2b), na zelazo (ryc. 2c), lipidy (sudan czarny. B — ryc. 2e) amyloid-
-czerwien Kongo. Natomiast daja silnie dodatnie odczyny w metcdach
van Kossy i czerwieni alizaryny. Jakkolwiek dwie ostatnie metody uwa-

Rye. 1. a) Przyp. z. 271/70. Wczesne zwapnienia w istocie siateczkowatej opuszki.
Fiolet krezylu. Pow. 200 X: b) Przyp. z. 47/68. Zwapnienia w neostriatum. H.-E.
Pow 200 X; ¢) Przyp. z. 212/72. Zwapniale neurony w wewnetrznym segmencie
pallidum. H.-E. Pow. 200 X; d) Przyp. z. 125/71. Koncentryczny uklad zwigzkéw
wapniowych w neuronie ruchowym istoty siateczkowatej $rédmoézgowia. Holmes.

Fig. 1. a) Case z. 271/70. Early calcifications in reticular formation in medulla.
Cresyl-viclet. X 200; b) Case z. 47/68. Calcified neurons in neostriatum. H.-E. X
200; c¢) Case z. 212/72. Calcified neurons in the internal segment of pallidum. H.-E.
X 200; d) Case z 125/71. Concentric arrangement of intraneuronal calcifications in

Pow. 400 X.

substantia reticularis mesencephali. Holmes meth. X 400
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Nr 1 Zwapnienia neuronalne u krélika ,,pt” 89

za sie za orientacyjne, przy ujemnych wynikach barwien wymienionych
wyzej mozna przyja¢ obecnos¢ w zwapniatych neuronach prostych zwigz-
kéw wapniowych (metoda von Kossa: weglany i fosforany wapniowe).
Zdaniem Romeisa (1968) alizaryna daje wynik dodatni tylko ze zlogami
zawierajgcymi stosunkowo obfitg ilos¢ zwigzkéw wapniowych i stosunko-
wo rzadko wybarwia sie pozytywnie w protoplazmie komoérkowej. Totez
obrazy widoczne na ryc. 2f (von Kossa) i 2g przesgdzajg rozpoznanie
»Zwapnien” nie za$ ,pseudo-zwapnien” w neuronach kroélika ,,pt”.
W przypadkach o przezyciu przedluzonym nie zmienia sie charakter che-
miczny zlogéw, natomiast sg one nieco odrebne morfologicznie: bardziej
»,dojrzate”, drobniejsze, obkurczone, niekiedy wida¢ pekniecia przebiega-
jace przez zwapnialy neuron. Na ogé! zwapnienia w najstarszej grupie wie-
ku sg stosunkowo mniej liczne w poszczegolnych przypadkach. Nie jest to
jednak reguly: w przypadku 36/68, z przezyciem 1 rok i 4 miesigce oh-
serwowano bardzo liczne zlogi nie tylko na poziomach ,konwencjonal-
nych” (por. nizej) ale nawet w tak rzadkich lokalizacjach jak kora pétkul
i jadra glebokie moézdzku.

Zaledwie w 6 przypadkach znaleziono pojedyncze zwapniale neurony
na jednym poziomie, przy czym tylko w przypadku 60/66 krajanym
w serii cigglej od bieguna czotowego do potylicznego, lgcznie z pniem
i mozdzkiem, mozemy przyjaé z cala pewnoscia, ze istotnie wystepowatl
w nim pojedynczy zwapnialy neuron w istocie siateczkowej $rodmozgo-
wia. Znacznie czeéciej spotyka sie od kilku do kilkudziesieciu neuronéw
na roéznych poziomach. W tabeli 3 i 4 zestawiono czesto$¢ wystepowania
zwapnien w poszczegbélnych strukturach anatomicznych.

DYSKUSJA

Zwapnienia neuronalne u krolika ,,pt” wystepuja najczesciej w przy-
padkach z pelnym, ciezkim zespotem klinicznym, w grupach wieku do

Rye. 2. a) Przyp. z. 47/68. Metachromatyczne ,halo” dookola zwapnialych neuro-
now. Fiolet krezylu. Pow. 200 X; b) Przyp. z. 93/70. Zwapnienia na poziomie opusz-
ki barwigce sie ujemnie na obecno§¢ kwasnych mukopolysacharydéw. PAS-Astra.
Pow. 200 X; c¢) i d) Przyp. z. 93/70. Ujemna reakcja na obecno§é¢ zelaza w zwapnia-
lych neuronach, dodatnia w przynaczyniowym mikrogleju. Turnbull. Pow. 200 X;
e) Przyp. z 300/70. Zwapnialy neuron w istocie siateczkowatej §rédmoézgowia, ne-
gatywna reakcja na obecnoéé lipidéw. Sudan czarny B, Pow. 400 X; f) i g)
Przyp. z. 93/71 i z 97/71. Dodatni odczyn na obecno$§¢ zwigzkéw wapnia. Von
Kossa i czerwien alizaryny S. Pow. 200 X.

Fig. 2. a) Case z. 47/68. Metachromatic ,halo” around early neuronal calcifications.
Cresyl-violet. X 200; b) Case z. 93/70. Calcified neurons with negative acid muco-
polysaccharide reaction. PAS-Astra X 200; ¢) and d) Case z. 93/70. Negative iron-
-reaction in the calcified neurons, positive in perivascular microglia. Turnbull
meth. X 200; e) Case z. 300/70. Calcified neuron in reticular formation of mesen-
cephalon, negative reaction with sudan black B. X 400; f) and g) Case z. 93/71
and z 97/71. Positive reaction after von Kossa and with alizarine red S. X 200.
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2 miesiecy i powyzej dwoch miesiecy (odpowiednic 43% i 59% przypad-
kow). Najrzadziej spotyka sie je u zwierzat z zespotem poronnym, w kto-
rym faza drzen jest slabo ujawniona lub w ogoéle zastgpiona przez weczes-
nie rozwijajace sie, stacjonarne niedowlady. Nie znaleziono nigdy zwap-
nien przed wystgpieniem drzen.

Po orientacyjnym wykluczeniu kroélika ,,pt” z kregu zaburzen prze-
miany purynowej oraz zaburzen biochemicznych pokrewnych chorobie
Wilsona, abetalipoproteinemii (Wald i wsp. 1976), jak réwniez lipidoz
spichrzajagcych (Czartoryska i wsp. 1976), obraz chorobowy dziedzicznej
drzgczki poraznej narzuca nieuchronnie skojarzenia z zakléconym meta-
bolizmem endogennych amin katecholowych. W jednym z poprzednich
doniesien (Taraszewska, Osetowska 1975) zwrécono uwage, ze drzenia
wystepujg i narastaja u krolika ,,pt” w tym samym czasie, w ktorym
wychwyt dopaminy osigga najwyzsze poziomy u krolika prawidiowego
(Tennyson i wsp. 1972). Jezeli jednak zespét ,,pt” oceni¢ per analogiam
z parkinsonizmem u czlowieka, bezposrednie zwigzki przyczynowe drzen
i ewentualnego obnizonego poziomu dopaminy wydajg sie wiecej niz wat-
pliwe. U parkinsonikéw podawanie L-Dopa eliminuje wyraznie faze
akinetyczno-hipertoniczna, ale znacznie rzadziej wpiywa dodatnio a na-
wet nasila drzenia spoczynkowe (Barbeau 1972, Lhermitte i wsp. 1973,
Tissot i Ajuriaguerra 1973). Patofizjologia tych ostatnich pozostaje nadal
praktycznie niewyjasniona (Fahn i wsp. 1971). Poszukiwanie rozwigzania
na drodze doswiadczalnej doprowadzito m.in. Abramsky’ego i wsp. (1971)
do przypomnienia zndcznie wczesniejszej pracy Constasa (1962). Constas
otrzymywat wybitne nasilenie drzen u parkinsonikéw przez podanie adre-
naliny. To spostrzezenie nawigzuje do watlego punktu wspoélnego po-
miedzy naruszong réwnowagg poziomu endogennych katecholamin adre-
nalinowych (Kadzielawa 1972) a wytepowaniem zwapnien §ré6dkomérko-
wych. Po jednorazowym podaniu dozylnym adrenaliny krélikom Cava-
llero i wsp. (1974) zaobserwowali w komoérkach miesni gladkich aorty wy-
stepowanie zwapnien mitochondrialnych, uchwytnych w ME juz w ciggu
pierwszych godzin do$wiadczenia. Zjawisku temu nie towarzyszylto ani
rownolegle, ani poézniejsze naruszenie prawidlowych pozioméw metabo-
litow przemiany wapniowej w surowicy krwi.

Przy uwzglednieniu wszelkich r6znic dzielgcych komérke miesni glad-
kich od neuronu, spostrzezenia Cavallero i wsp. przedstawiajg kilka inte-
resujgcych zbieznosci z naszymi obserwacjami. Po pierwsze wychwyt
i akumulacja jonu wapniowego przez komoérke ma charakter procesu
czynnego, w przeciwienstwie do biernej inkrustacji wapniowej tkanek
martwiczych. Na taki charakter zwapnien u krélika ,,pt” wskazujg za-
réwno wiek, jak i morfologia wapniejacych neuronéw. Po drugie u kré-
Jika ,,pt” réwniez nie ma morfologicznych wskaznikéw zaburzonej prze-
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miany wapniowej w surowicy krwi. Jon wapnia wigzany jest wybiorczo
przez neuron, przy braku zlogéw okolonaczyniowych, czy srodtkanko-
wych (Kahl-Kunstetter 1968). Po trzecie w populacji komérkowej sasied-
niej, w ktoérej cytowani wyzej autorzy nie stwierdzili zwapnien, wystepo-
waly wakuole autofagiczne, przerzedzenia cytoplazmiczne, homogenizacja
prowadzaca do postaci cieni komérkowych i tym podobne wykladniki
morfologiczne srédkomoérkowej dezorganizacji strukturalnej. Opisy te az
nazbyt zywo przypominajg uszkodzenia komoérkowe u krolika ,,pt”. Cava-
llero i wsp. stwierdzili, ze wystepowanie zwapnien poprzedzajg objawy
zwickszone] przepuszczalnosci hlon komorkowych, powodujgce groma-
dzenic sie plynu w przestrzeniach subendothelialnych i $rédwlékienko-
wych. Zwickszona przepuszezalnoscia nablonkow kanalikow nerkewych
tinmaczy takze pojawianie sie zwapnien w nerkach (kanalikach) kroli-
kéw doswiadezalnych. Pomijajae inne objawy zwiekszonej przepuszczal-
nosci barier komoérkowych u krélika .,pt”, od roku 1973, odkad wprowa-
dzilidmy regularne badanie mikroskopowe narzadéw spostrzegamy
u krélika ,,pt” czeste wystepowanie zwapnien w nablonkach kanalikow
i to zardwne u krélikéw cherych jak nickiedy i u nosicielek.

Bezcelowe byloby dalsze przytaczanie analogii, poniewaz w dotychcza-
sowych badaniach krélika ,,pt’ brakuje nam wlasnie owej ,,praprzyczyny”,
jaka w doswiadczeniach Cavallerc i wsp. bylo egzogenne podwyzszenie
we krwi krolikow poziomu adrenaliny. Moze tylko warto jeszcze wspom-
nie¢, ze zaburzenie przepuszczalnosci barier mézgowych w obrocie i wy-
chwycie katecholamin jest i postulowane i stwierdzane do$wiadczalnie
przez licznych autoréw (Issidorides 1971, Sachs 1973).

Wracajgc na teren empirycznie sprawdzony t.j. do skrawka neuropato-
logicznego krélika ,,pt” trzeba przypomnieé, ze lokalizacja zwapnien nie
jest zwigzana wybidérczo i nawet rzadko bezposrednio z ukladem nigro-
striatalnym. Pozostaje jednak do niego w takim stosunku topograficz-
nym w jakim pozostawaly do siebie, zdegrado.wane terminologicznie przez
Brodala (1963) i Mettlera (1968), ale jeszcze scislej powigzane fizjologicz-
nie, uklady piramidowy i pozapiramidowy. Topografia zwapnien odpo-
wada na og6l dos¢ wiernie okolicom moézgu, w ktoérych Fargalla (1973)
stwierdzil najbardziej intensywng wymiane jonéw wapniowych. Do wy-
jatkow w tej lokalizacji nalezy w naszym materiale stosunkowo czeste
i intensywne nagromadzenie zwapnien neuronalnych w przysrodkowym
wielkokomdérkowym jgdrze galki bladej. Rola tej ostaniej od czasu jej
detronizacji przez Martina (1965) i Mettlera (1968) w zespole parkinsc-
nizmu pozostaje niejasna. W niektérych przypadkach krélika ,,pt” z prze-
zyciem przedtuzonym lub stacjonarnymi niedowladami masowe zwapnie-
nia neuronalne w globus pallidus, przechodzgce az na aksony, w capsula
interna i ansa lenticularis nasuwajg skojarzenia z leczeniem operacyjnym
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parkinsonizmu: w pewnych obserwacjach zniszczenie polgczen pomiedzy
pellidum i nucleus ventro-medialis thalami eliminowalo drzenia na zasa-
dzie spowodowania niedowladu spastycznego (Kaada 1963). Nie ulega na-
tomiast watpliwosci, ze najwiekszg sklonno$¢ do wigzania jonéw wapnia
wykazujg neurony typu motorycznego. W warunkach prawidlowych jest
to wyjasnione rolg jonu Ca, jako ogniwa przelgcznikowego i Srédkomor-
kowego transmitera (Wolf i wsp. 1972, Simkiss 1974) w drodze ku efekto-
rowi obwodowemu. Niemniej wzmozone wigzanie jonu wapnia w zwigz-
kach proteino-fosfolipidowych, przeprowadzajgcych go wbrew gradiento-
wi stezenia poza- i srédkomérkowego (Simkiss 1974) musi by¢ znowu uwa-
runkowane podraznieniem komérki (Ozawa 1973, Okada 1973, Carafoli
i wsp. 1973), ktérego natury nie znamy. Z kolei w warunkach prawidio-
wych nie jest znany mechanizm opuszczania komoérki przez jon Ca, po-
niewaz jego ,,wyrzucanie”, czy to w pecherzyku pinocytarnym, czy w in-
nym mechanizmie, byloby znowu sprzeczne z réznicg gradientéw (Simkiss
1974). W tym miejscu latwiej przesledzi¢ jest losy samobbjczej ,,tezau-
ryzmozy” w neuronie u krolika ,,pt”. W komorce nastepuje wzmozona
koncentracja jonu wapnia dzieki funkcji mitochondriéw powodujgcych
fosforylacje ADP-azy do ATP-azy. Akumulcja Ca we frakcjach mito-
chodrialnej i mikrosomalnej neuronéw i gleju zostala niedawno potwier-
dzona w badaniach Lazarewicza i wsp. (1974). W pewnym jednak momen-
cie wigzanie wapnia przez neuron krélika ,,pt” przekracza mozliwosé
dalszego przekazywania go przez komorke, ktérej uszkodzenie tak jak
zainicjowalo wzmozong akumulacje jonu Ca ,tak nastepnie dezintegruje
mechanizm jego dalszych przemian. W ostatecznym efekcie neuron ulega
mineralizacji, w ktorej jego ksztalt i rozmiar zachowane sa mutatis mu-
tandis na podobienstwo skamielinowych amonitow.

Wszystkie powyzsze spostrzezenia i korelacje wydaja sie konwergowac
ku jakiej§ wspoélnej osi przyczynowej, brakuje im jednak nadal ogniwa
spajajgcego. W zestawieniu rozmiaréw objawoéw klinicznych i catoksztal-
tu uszkodzen morfologicznych mézgowych u kroélika ,,pt” zwapnialy neu-
ron jest z pewnoscig zjawiskiem ubocznym. Niemniej w zwigzku z cyto-
wanymi pracami wydaje sie, ze moze on odegra¢ role tkankowej strzalki
wskazujgcej kierunek poszukiwan biochemicznych i biofizycznych, wy-
jasniajgcych podloze dziedzicznej drzaczki poraznej krolika.

D. OceToBcka, A. TapameBcka, P. JlyumiaBcku

V1. OTJIOZKEHUSA KAJBIMS B HEMPOHAX ¥V KPOJMUKA ,nr”
B 3ABUCUMOCTU OT BO3PACTA M KIVMHUYECKON KAPTUHBEI BOJE3HU

Pes3womMme

OTnoxeHus KajlbUUA B HEMPOHAX IIOABJIAIOTCA dYalle BCEro y KpOJMKOB ,IT”
B cayuasax (59%) ¢ mpoanenHoit haz3oi NapKMHCOHOMOZOGHOrO Apoxkanmd. HejpoHs!

http://rcin.org.pl



Nr 1 Zwapnienia neuronalne u krélika ,pt” 93

¢ KallbLIMeBbIMM OTJOKEHMAMM He COoJZepIKaT KMUCJIbIX MYyKOIIOJMCaxapuiaOB, Kejesa,
aMuIouza M JMIOMAHBIX coeauHeHwW . IIpM OKpamIMBaHUM aJIU3apPUHOM KPacCHBIM ¥ II0
merony ¢hon Kocca OHM IPOABIAIT CWIBHYIO IIOJIORMUTENBHYIO peakiuuio. Tomorpa-
dUUecKM OTIOKEHMUA KaJIbIMA OTHOCATCA K ABUTATENIBHBIM HEMPOHAM DEeTUKYJIAPHOM
dopmManuum MO3roBOro CTBOJIA, MAJJMAyMa, Tajlamyca ¥u runoranamyca. CoorBeTcrBue
HaIM4YMUA OTJIOKEHMM KaJbIMfA C MHTEHCMBHOCTBIO (hpa3bl TpeMmMopa B IIOKOEe HaBOAUT
Ha MBICJIb O BO3MOJKHOCTM CyIIECTBOBaHMA oOuieit aaa oboux NpM3HAKOB OMOXMMM-
4ecKoi OCHOBBL. CpeayM KaTeXOJIaMMHOB aJip€HAJIMH, NPUMEHAEMbII SKCIIePUMEeHTab-
1O, IPUBOAUT K YCUJIIEHMIO APOXKaHMA y MapKuHCOHMKOB (Kancrac 1962) u K paHHeMy
IIOSABJIEHUI0 MUTOXOHPUAJBHBIX OTJIOREHMIT KajlbUuA B aopre KpoaukoB (Kasannepo
u ap. 1972). ABTOpPBI BBIABUTAIOT THUIIOTE3Y, YTO CXOJHBIA (DAaKTOpP, BHI3LIBAIONMIT pas-
JpaxeHue KIETOYHBIX MeMOpaH JBUraTelbHBIX HEMPOHOB, BbISBIBAET AKTUBHBIN
KallbLMeBbI1 IICeBAO-Te3aypucMo3. Hapacramomasa HeMpOHHAaA Ae3MHTEerpanus MNpendr-
crByer nepenave mona Cat+ nepucbepmueckomy 3dheKTOpy, IPUBOAA K MMUHepaan3a-
uuy HelpoHa. KoamyecTBeHHOe IPOABIIEHME KaJAbLMEBBIX OTJOXKEHMI B KIMHUYECKOM
¥ MOopdOJIOrMYecKoM Iipouecce ,,IIT”’ II03BOJIET PaCLeHMBATHL €ro JAMIIb Kak 1obou-
Hoe sBJeHue. OQHAKO, OHO MOrJIO0 6bI MrpaTh POJb TKaAHEBOrO NOKa3aTelids B IIOMCKaxX
OCHOBHBIX OMOXMMMYECKMX HapyILIEHMII B HACJEJCTBEHHOM JpPOIKATeJbHOM Napajludye
¥ KpOJMKa.

E. Osetowska, A. Taraszewska, F. Luszawski

VI. NEURONAL CALCIFICATION IN ,PT” RABBITS: DEPENDENCE ON AGE
AND CLINICAL COURSE

Summary

Neuronal calcifications in ,,pt” rabbits were found to occur most frequently
in cases with prolonged phase of Parkinson-like tremor (59%). The data concer-
ning different age groups and clinical courses are listed in Table 1 and 2. Calci-
fied neurons are characterized by the absence of acid mucopolysaccharides, iron,
amyloid and lipids. They give a strongly positive reaction with alizarine red
S and in von Kossa method. Topographically, the calcifications include motor ne-
urons of reticular formation of brain stem, pallidum, thalamus and hypothala-
rmus.

The frequency of occurrence in various localizations is illustrated in Tables
3 and 4. The coincidence of calcifications with intensification of the rest tremors’
phase prompted the authors to discuss the possibility that the two symptoms
might have a common biochemical background.

Among catecholamines, adrenaline applied experimentally causes both intensi-
fication of tremors’ in parkinsonic patients (Constas, 1962) and early appearence
of mitochondrial calcifications in rabbit aorta. (Cavallero et al.,, 1974). The authors
put forward the hypothesis that a similar factor evoking excitation of cell mem-
ranes of motor neurons causes active calcium pseudotesaurismosis. Progressing
neuronal desintegration hinders the transfer of Ca*+t+ ion into the peripheral
effector leading to neuronal mineralization. The frequency of calcifications in the
clinical and morphological process of ,pt” allows to consider them as a side effect
only. They could, however, play the role of a tissue indicator in search of funda-
mental biochemical disturbances in hereditary paralytic tremor in rabbit.
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VII. NIEKTORE WSKAZNIKI BIOCHEMICZNE W SUROWICY
KROLIKA ,,PT” **

Oérodek Do$wiadczalny Neurologii Poréwnawczej Centrum Medycyny Do$wiad-
czalnej i Klinicznej PAN, Minsk Mazowiecki
Kierownik O$rodka: prof. dr med. E. Osetowska
Zaklad Genetyki Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa
Kierownik Zakladu: doc. dr med. I. Wald

Doniesienie ponizsze stanowi kolejne ogniwo cyklu badawczego, kto-
rego plan oraz pierwsze prace z serii morfologiczno-klinicznej przedsta-
wiono uprzednio na lamach Neuropatologii Polskiej (Osetowska, Luszaw-
ski 1975, Osetowska i wsp. 1975 A, B). :

Podjete w latach 1973/1974 badania biochemiczne mialty na celu zdo-
bycie orientacyjnych danych o zaburzeniach metabolizmu wystepujacych
w dziedzicznej drzgczce poraznej krélika. Zgodnie z poréwnawczym cha-
rakterem catego cyklu oparto sie o analogie z metabolicznymi chorobami
dziedzicznymi OUN czlowieka o wzglednie znanej patogenezie i nieja-
kim podobienstwie obrazu klinicznego.

Wybrano wiec na poczatek do badan nastepujgce wskazniki:

a) ceruloplazmina w surowicy krwi — dla wylgczenia zaburzen o typie
choroby Wilsona (Bearn, 1972);

b) kwas moczowy w surowicy krwi — dla wykluczenia zaburzen o ty-
pie zespolu Lescha-Nyhana (Seegmiller, 1972).

c) lipidy catkowite i cholesterol oraz lipoproteidy w surowicy dla
wylgczenia zaburzen o typie abetalipoproteinemii (Levy i wsp. 1966) lub
innych znanych uogélnionych zaburzen przemiany ttuszczowej.

MATERIAL I METODY
Oznaczenia wykonano w surowicy 54 krélikow w wieku od 3 do 9 mie-
siecy, w tym: 10 zdrowych samic (grupa 1), 14 zdrowych samcéw (gru-

*Autorzy z Zakladu Genetyki Instytutu Psychoneurologicznego w Warszawie.
** Problem wezlowy 09.4.1.3, temat 4. Praca wykonana w oparciu o pomoc finan-
sowg Grant PL 480, USA, N.I.LH., agreement 05-035-1.
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pa 2), 10 samic nosicielek (heterozygoty) (grupa 3), 10 chorych samcow
(grupa 4), 10 chorych samic (homozygoty) (grupa 5).

Kroliki grupy 3—5 ze stada ,,pt” odpowiadajg fenotypowo krélikom
rasy duzych szynszyli (Herman 1973). Wobec braku wystarczajacej liczby
zwierzat genetycznie zdrowych w stadzie badanym do grupy 1—2 wy-
korzystano kroliki, odpowiadajace wiekiem i pokrojem, z Przedsigbior-
stwa Eksportowego Kroélikow w Nasielsku.

Krew pobierano z zyly usznej.

Ceruloplazmine oznaczano jako aktywnos¢é oksydazowg — metodsg
Ravina (1961).

Kwas moczowy oznaczano wedlug Eichhorna i wsp. (1961).

Lipidy catkowite oznaczano metoda sulfowanilinowg wedlug Wo-
odmana i Price’a (1972).

Cholesterol oznaczano metoda opartg na reakcji Liebermanna — Bur-
charda wedlug Blaszczyszyna (1970).

Elektroforeze lipoproteidow wykonywano wg IL.cesa i Hatcha (1963).

Do oceny wynikéw stosowano test ,.t” Studenta.

WYNIKI

Ceruloplazmina. Wyniki przedstawia tabela 1. Roéznic istotnych sta-
tystycznie miedzy poszczegélnymi grupami nie stwierdzono.

Kwas moczowy. Wyniki przedstawiono w tabeli 2. Nie wykazuja one
rowniez istotnych statystycznie réznic miedzy grupami.

Lipidy catkowite. Rezultaty podano w tabeli 3. Nie stwierdza sie istot-
nych roznic miedzy grupami.

Cholesterol. Dane zestawiono w tabeli 4. W analizie ich uderza r6znica
miedzy poziomem cholesterolu u nosicielek (76,9 = 13,20 mg/100 ml) a jego
poziomem zaréwno u zdrowych homo i hemizygot jak i chorych obojga
plci wahajacym sie w granicach 40—55 mg/100 ml. R6znice miedzy po-
zostalymi grupami sg nieistotne statystycznie.

Lipoproteidy. Elektroforeza surowicy krwi wykonana u 33 krolikow
nie wykazala réznic miedzy rozkladem lipoproteidéw u chorych i zdro-
wych.

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki nie wskazujg na to, by u krélika ,,pt” wystepowatly
zaburzenia przemiany biatkowo-miedziowej analogicznie do choroby
Wilsona. Wprawdzie w nielicznych przypadkach choroby Wilsona stwier-
dzono prawidlowy poziom ceruloplazminy (Gibbs, Walshe 1971), przy-
puszcza sie¢ jednak, ze wzrost taki wynika czesciowo z dekompensaciji
czynno$ci watroby i znika po leczeniu penicylaming. Stalo$é¢ wynikow
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Tabela 1. Poziom ceruloplazminy w surowicy krwi badanych zwierzat w jedn. Ravina

Srednia aryt- Analiza réznic miedzy $rednimi
Grupa n metyczna grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4 grupa 5
+8D t p b p t p 6 p t p

Zdrowe samice 10 14,34-4,0 XXXXX XXXXX XXXXX - XXXXX XXXXX

Zdrowe samce 14 15,44-4,1 0,422 <0,70 XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX

Nosicielki 10 18,64+-7,0 1,673 <0,30 1,281 <0,30 XXXXX XXXXX XXXXX

Chore samce 10 17,84-4,6 1,741 <0,10 0,922 <0,40 0,251 <0,90 XXXXX XXXXX
Chore samice 10 18,64-7,9 1,438 <0,20 1,183 <0,30 0,014 <0,99 0,221 <0,90 XXXXX w
8
:
E
3
:
Tabela 2. Poziom kwasu moczowego w surowicy krwi badanych zwierzat w mg/100 ml '%

Srednia aryt- Analiza réznic miedzy érednimi
Grupa n metyczna grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4 grupa 5
+8D t P t P t P t P t P
Zdrowe samice 10 1,440,4 XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX

Zdrowe samce 14 1,74+0,6 0,885 <0,40 XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX

Nosicielki 10 1,7+0,4 1,492 <0,20 0 <0,99 XXXXX XXXXX XXXXX

Chore samce 10 1,64-0,3 0,581 <0,60 0,548 <0,60 1,220 <0,30 XXXXX XXXXX

Chore samice 10 1,64-0,3 1,176 <0,30 0,488 <0,70 0,432 <0,70 0,592 <0,60 XXXXX
R - =
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Tabela 3. Poziom lipidéw calkowitych w surowicy krwi badanych zwierzat w mg/100 ml

00T

Srednia arytme- Analiza réznic miedzy érednimi
Grupa n tyczna grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4 grupa b
+8D t p t P t p & 9 t
Zdrowe samice 10 495,14-103,8 XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
Zdrowe samce 14 473,44+-140,4 0,277 <0,80 XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
Nosicielki 10 578,74197,7 1,129 <0,30 1,442 <0,20 XXXXX XXXXX XXXXX
Chore samce 10 449,24-86,4 1,025 <0,40 0,323 <0,80 1,810 <0,10 XXXXX XXXXX
Chore samice 10 453,84-115.1 0,804 < 0,50 0,356 <0,80 1,646 <0,20 0,096 <0,99 XXXXX

Tabela 4. Poziom cholesterolu w surowicy krwi badanych zwierzat w mg/100 ml

"dsm T plem ‘I

Srednia arytme- Analiza réznic miedzy srednimi
Grupa n tyczna grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4 grupa 5
+8D t P t P t P t P t
Zdrowe samice 10 55,3425,1 XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
Zdrowe samce 14 46,24 14,0 1,063 <0,30 XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
Nosicielki 10 76,9+13,2 2,288 <0,05 5,110 <0,001 XXXXX XXXXX XXXXX
Chore samce 10 44,1-4-14,7 1,148 <0,30 0,334 <0,80 4,964 <0,001 XXXXX XXXXX
Chore samice 10 50,94-17,1 0,434 <0,70 0,692 <0,50 3,616 <0,01 0,900 <0,40 XXXXX
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u badanych zwierzat sprawia wszakze, ze nader malo prawdopodobne
jest takie wytlumaczenie u nich prawidlowego poziomu tego zwigzku.

Poziom kwasu moczowego we wszystkich grupach badanych zwierzgt
byt prawidlowy i nie przewyzszal warto$ci podawanych w piSmiennictwie
{Ilarvey, 1962). Trudno sie wypowiedzie¢, czy wyniki wykluczajg obec-
nn$¢ zespolu analogicznego do zespolu Lescha-Nyhana u kroélika ,,pt”.
Szlak koncowy przemiany puryn u krélika jest odmienny niz u czlowieka
(u krolika obecna jest urikaza) i kwas moczowy nie jest produktem kon-
cowym lecz metabolitem posrednim. Niemniej wszakze prawidlowy po-
ziom kwasu moczowego w surowicy oraz niewystepowanie kamieni mo-
czanowych w materiale sekcyjnym sg argumentami posrednimi przeciw-
ko analogii z zespolem Lescha-Nyhana. Bezposrednim argumentem byloby
wykazanie prawidlowej aktywnosci fosforybozylotransferazy hipoksanty-
ny i guaniny.

Wyniki dotyczgce poziomu lipidéw catkowitych i lipoproteidéw nie
Swiadczg na korzys¢ hipotezy o uogélnionym zaburzeniu przemiany lipi-
dow w tym zespole. W szczegélnosci brak wyraznych réznic w rozkladzie
lipoproteidéw przemawia przeciw hipotezie o abetalipoproteinemii jako
podiozu metabolicznym choroby. Sredni poziom cholesterolu u wszystkich
badanych grup krélikéw miescit sie w granicach warto$ci prawidlowych
podawanych przez Boyda (1942), byt natomiast nizszy od przedstawionych
przez Zaorska (1974).

Nader niejasna jest jednakze roéznica wystepujgca pomiedzy grupa
nosicielek a wszystkimi innymi grupami. Nie mozZe ona by¢ wytiuma-
czona wplywami genetycznymi, tzn. efektem dawki genu. Watpliwe
jest rowniez tlumaczenie tych roéznic ewentualnymi wtérnymi efektami
patologicznymi, poniewaz nie stwierdzono u heterozygot ani objawow
klinicznych ani odchylen morfologicznych. Wydaje sie, ze mozna’ by
ttumaczy¢ obserwowane r6znice odmienno$cig diety. Kroliki stada ,,pt”
otrzymujg standardowy granulat ,LSK” ale ponadto sg okresowo dozy-
wiane mlekiem, warzywami oraz suszem wysokobiatkowej lucerny. Poz-
wala to przypuszcza¢ z duzym prawdopodobienstwem, ze zywienie
w Os$rodku w Minsku Mazowieckim jest wyzej kaloryczne (i cholestero-
tworcze) anizeli u hodowcéw indywidualnych dostarczajacych kroliki
dla Przedsiebiorstwa Eksportowego. To ttumaczytoby réznice ,,na korzysé¢”
nosicielek w poréwnaniu z kroélikami zdrowymi. Kroéliki chore natomiast
ze wzgledu na niedowlady sg uposledzone w czestym dostepie do karmi-
kow. Uposledzenia tego nie jest w stanie wyréwna¢ do poziomu nosicie-
lek dokarmianie kroélikow chorych przez personel pielegniarski. Tak
moglaby powstaé zbiezno$¢ wynikéw miedzy zdrowymi i chorymi osob-
nikami. Sprawa ta wymaga wszakze sprawdzenia na bardziej jednolitym
materiale grupy kontrolnej.
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Uzyskane wyniki sa negatywne, sadzimy wszakze, ze ich wartos¢ pole-
ga na dostarczeniu podstawowych informacji o wskaznikach biochemicz-
nych, wykluczajacych kolejno nasuwajgce sie hipotezy patogenetyczne
w interpretacji objawéw klinicznych i morfologicznych u krélika ,,pt”.

U. Baapa, X. Bep, E. Xapmaxk, f. CaBuiku

VII. HEKOTOPBIE BUOXMMMYECKUE ITIOKASBATEJU CBIBOPOTKU KPOBU
KPOJIMKA ,pt”

PesomMme

Pabora Onira BbimosHeHa Ha 20 GonbHBIX Kpoamkax (10 Gonbubix camioB u 10
6oabHBIX caMOK (romo3uroTsl)), 10 HOcuTenax, a TakxKe 10 370pOBBIX camkax u 14
3JI0POBBIX cCaMmiax. B ChBIBOPOTKE KPOBM ONpPEJENsM aKTUBHOCTH LEPYJIOIJa3MMHA,
YPOBEHbL MOYEBOM KMCJOTHI, OOt yPOBEHb JMIMAOB M XOJecTepuHa. JIMIOIpoTeuanI
4acTyu KPOJMKOB pa3fiesiaiau B 9JjIeKTpodopese Ha Gymare. Y

CyLIeCTBEHHBIX DPa3JIMYMii MEXKAY OTAEJbEBIMM IDPYINIaMy OTHOCUTEJIBHO YPOBHSA
LepyJIoIJIa3MMHa, MOYE€BOM KMUCJIOTHI M OOIIMX JMNMAOB CHIBOPOTKM He Obino o6Ha-
pyXeHo. DierTpodopes JUIONPOTEMUAOB TaKXkKe HEe BBIABUI pasnauuawmii. KonnenrTpaumsa
Xo0JiecTepMHa B CHIBOPOTKE OOJIBHBIX IXKMBOTHBIX HE OTAMYAJACH 3HAYMMO OT 3I0pO-
BbIX. I'pynmna caMOK-HOCHUTeJIeli XapaKTepu3oBajachk 0oJsiee BBICOKMM YPOBHEM XOJje-
cTepuHa, 4YeM Jpyrue rpynnel Ilpeamosaraercs, 4TO NPUYMHOM 93TOrO paKTa MOTyT
ObITH pa3nuyua B crocobe muTaHmA.

PesyanbTaThl paboThl yKa3bIBalOT Ha TO, YTO CHUMIITOMBI 0OJIe3HM, BBICTYHAOLIUE
¥ KpPOJMKOB ,pt’, He ABJAIOTCA CJEACTBMEM HapylIeHuit mMeTabosm3Ma, aHAJOTUYHBIX
reHeTu4ecKu o6ycaoBlIeHHBIM 00JIe3HAM, M3BECTHLIM B IATOJOTMM ueJjioBeKa: 6onesHmu
Bunbcona, cunapoma Jleur-Haen u abeTalunonpoTeMHeMUn.

I. Wald, H. Wehr, E. Harmak, K. Albert, J. Sawicki

VII. SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS IN BLOOD SERUM OF THE ,PT”
RABBIT

Summary

Material used for this study included 20 sick rabbits (10 ill males and 10 ill
females — homozygotes), 10 female carriers, 10 healthy females and 14 healthy
males. The activity of ceruloplasmin, uric acid level, cholesterol and total lipids
were determined. In some rabbits paper electrophoresis was performed.

The study did not revealed significant differences in the ceruloplasmin, uric
acid and total lipids levels in groups of investigated animals. The same was true
for paper electrophoresis results. Cholesterol concentration in the blood serum of
sick rabbits showed significant differences as compared with that which was obta-
ined in healthy animals. The group of female carriers had greater cholesterol level
than other rabbits. Probably this fact could be explained by the differences in
feeding.
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The results of this study indicate that clinical symptoms appearing in ,,pt”

rabbits are not caused by metabolic disturbance, analogous to such a genetically
determined human clinical syndroms as Wilson disease, Lesch-Nyhan syndrome
or abetalipoproteinaemia.
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TADEUSZ ORLOWSKI

BADANIA PATOMORFOLOGICZNE MOZGU PSOW PO STOSOWANIU
HEMODILUCJI I PELNEJ KRWI W KRAZENIU POZAUSTROJOWYM
W NORMOTERMII

Zaklad Anatomii Patologicznej WAM w Lodzi
Kierownik: doc. dr hab. med. A. Kulig
1I Klinika Chirurgiczna WAM w Lodzi
Kierownik: prof. dr hab. med. T. Orlowski

Stosowanie pelnej krwi do wypelnienia oksygenatora w aparacie do
krgzenia pozaustrojowego wywoluje szereg niekorzystnych nastepstw
w ustroju. Najczesciej wymienia sie wytrgcanie w Swietle naczyn agre-
gatow mechanicznie uszkodzonych elementéw upostaciowanych krwi,
ztogow zmienionych biatek osocza, zatory tluszczowe oraz powietrzne
powstajgce ze spienionej krwi w oksygenatorze lub z tlenu uwolnione-
go z czerwonych krwinek, nadmiernie utlenowanych w obnizonej tempe-
raturze (Brierley, 1963). Oprocz miejscowych zaburzen w krgzeniu zasto-
sowanie pelnej krwi moze wywota¢ niebezpieczne powiklania ogélne
w postaci odezynéw serologicznych oraz zakazen wirusowych i bakte-
ryjnych (Hegarty, Stahl, 1967).

Zastosowanie $rodkoéw krwiozastepczych do krazenia pozaustrOJowego
usuwa niebezpieczenstwa zwigzane z zastosowaniem pelnej krwi. Stwier-
dzono, ze rozcienczenie krwi roztworem dekstranu utatwia krazenie wlos-
niczkowe oraz w przypadku wstrzgsu zwieksza wymiane miedzy tkanka
a krwig (Fischer, 1973; Heiss, Harles 1973; Sunder-Plassman i wsp. 1973).
Stosowanie plynéw krwiozastepczych obniza réwniez koszty zabiegbw
operacyjnych wykonywanych z uzyciem krazenia pozaustrojowego. Po-
wstaje jednak problem, czy stosowanie hemodilucji oprécz niewagtpliwych
korzy$ci nie powoduje powazniejszych uszkodzen narzadowych, zwlaszcza
w wyniku niedotlenienia tkanek zwigzanego ze znacznym obnizeniem
liczby krwinek czerwonych. Istniejg takze trudnosci z przygotowaniem
plynéw krwiozastepczych, ktére mogg zapewni¢ odpowiednie ¢i$nienie
onkotyczne i osmotyczne rozcienczonej krwi. Coraz szersze stosowanie
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hemodilucji w klinice stwarza koniecznos¢ przeprowadzania wszechstron-
nych badan nad wplywem jej na ustréj. Szczegélne znaczenie majg bada-
nia poréwnawcze nastepstw stosowania krwi pelnej i $rodkéw krwio-
zastepczych w warunkach krgzenia pozaustrojowego. Tematem niniejszej
pracy sg badania morfologiczne mézgéw pséw po stosowaniu do krgzenia
pozaustrojowego hemodilucji i pelnej krwi.

MATERIAL I METODY

Do doswiadczen uzyto 12 pséw, mieszancow, wagi od 18-tu do 30-tu kg.
Zwierzeta podzielono na trzy grupy obejmujace po cztery psy. Rozcien-
czenie krwi do krazenia pozaustrojowego przeprowadzano przy pomocy
plynu wieloelektrolitowego o skladzie podanym przez Roe i wsp. (1965}
z dodatkiem 10% dekstranu (40.000) w 0,9% roztworze chlorku sodu
w ilosci 500 ml na kazde 2 litry ptynu. U zwierzat grupy I krew rozcien-
czono do wartosci 10% wskaznika hematokrytu, u zwierzat grupy II do
wartoséci 20%. Zwierzetom grupy III — nie wykonywano hemodilucji lecz
przeprowadzano perfuzje w krazeniu pozaustrojowym przy uzyciu pelnej
krwi pobranej na 2 godziny przed doSwiadczeniem od innego psa ,,dawcy”
po uprzednim wykonaniu préby krzyzowej z krwia psa ,,biorcy”. Po 2-go-
dzinnym stosowaniu kragzenia pozaustrojowego psy usmiercano. Mobzgi
utrwalano w 10% formalinie. Sekcje moézgu wykonywano metoda Spiel-
meyera pobierajac wycinki z kory i oSrodkéw podkorowych lewej poi-
kuli mézgu oraz z pnia moézgu, z robaka i lewej potkuli mézdzku. Zasto-
sowano technike parafinowg. Preparaty barwiono HE, met. PAS z kon-
trolnym trawieniem diastazg, biekitem trwalym luksolu w modyfikacji
Kliiver-Barrera oraz kwasng hematoksyling fosforowo-wolframowsg
(PTAH). W wybranych przypadkach sporzadzano preparaty mrozakowe
i barwiono je czerwienig oleistg O.

WYNIKI

U zwierzgt grupy I i II stwierdzano makroskopowo obrzek opon a na
przekrojach znaczng blado$é mézgu, natomiast u zwierzat po zastosowaniu
pelnej krwi moézgi byly dobrze ukrwione i nie wykazywaly wiegkszych
zmian.

Badanie mikroskopowe u zwierzat grupy I uwidocznilo znaczny obrzek
opon miekkich, najsilniej wyrazony w giebokich bruzdach. W tych oko-
licach mézgu widoczny by? takze obrzek warstwy drobinowej kory (ryc. 1).
Srédblonki naczyn kory byly obrzmiale i wpuklaly sie do $wiatta powo-
dujgc znaczne zwezenie lozyska wlo$niczkowego (ryc. 2 i 3). W cytoplaz-
mie komérek $rédblonka stwierdzano niekiedy wodniczki. Sciany naczyn
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wlosowatych i przedwlosowatych byly obrzmiale i posiadaly zatartg
strukture. Wokoél naczyn stwierdzano puste przestrzenie i rozsuniecie
okotonaczyniowego neuropilu (rye. 5, 6). Poszerzenie przestrzeni okolo-
naczyniowych bylo najwieksze w okolicach podkorowych i w strefie
olkolokomorowej istoty bialej. W korze stwierdzano ujednostajnienie pod-
loza, w ktéorym mozna bylo rozrézni¢ obrzmiate wypustki komérek ner-
wowych (ryc. 3). Neurony byly réwniez obrzmiale, o zatartych granicach
komoérkowych i obrysach jader oraz wykazywaly gorszg barwliwosc.
Stwierdzono takze rozpad tigroidu, najbardziej nasilony w czesciach
okolojagdrowych, w niektéorych komoérkach widoczna byta wakuolizacja
cytoplazmy (ryc. 4). Jadra komérkowe, przewaznie powiekszone, posiadaly
przerzedzong chromatyne. Opisane zmiany dotyczyly przewaznie malych
neuronéw III i V warstwy kory oraz zakretéow hipokampa. Widoczne
byly duze roznice w nasileniu zmian nawet w sasiadujgcych komérkach
tej samej warstwy kory. W duzych komorkach piramidowych stwierdza-
no jedynie nieznaczne obrzmienie oraz niewielkiego stopnia tigrolize.
Tylko wyjatkowo spotykano zmiany typu ischemicznego. W cytoplazmie
uszkodzonych komoérek znajdowano niekiedy ciala PAS-dodatnie dajgce
sie trawi¢ roztworem diastazy. W warstwie komoérek zwojowych kory
mézdzku widoczny byl znaczny obrzek, najbardziej nasilony wokoét wios-
niczek. W komoérkach Purkinjego stwierdzano uszkodzenie, ktére wyste-
powalo najczesciej w postaci obrzmienia lub homogenizacji, niekiedy
zmian wodniczkowych. Warstwa ziarnista kory moézdzku byla rozluz-
niona.

Oceniajgc elementy glejowe stwierdzano jedynie obrzmienie astro-
cytow i komoérek oligodendrogleju. Komoérki wysciotki byly obrzmiale,
stwierdzono réwniez obrzek istoty hialej, zwlaszcza w strefie okolokomo-
rowej. Barwienie na mieline nie wykazalo istotnych zmian, nawet w po-
lach bardziej nasilonego obrzeku. :

W moézgach pséw grupy II, u ktérych zastosowano mniejsze rozcien-
czenie krwi, charakter zmian byl podobny, stwierdzono jedynie mniejsze
nasilenie obrzeku w istocie bialej.

U zwierzat po stosowaniu pelej krwi widoczne byly ziarniste ziogi
wypelniajgce niektére naczynia wilosowate lub przedwlosowate (ryec. 7).
Spotykano takze wybitnie poszerzone puste wlosniczki, w ktérych nie
udalo sie ujawni¢ zatoréw tluszczowych. W tkance moézgowej sgsiadujgce]
z naczyniami zawierajacymi zlogi stwierdzono zmiany wyrazajgce sie
znacznym obrzekiem z obecnym niekiedy zgabczeniem podloza, oraz
towarzyszacym uszkodzeniem ischemicznym komoérek nerwowych. Opisa-
ne zmiany mialy charakter ogniskowy i dotyczyly najczesciej kory
mozgu i mézdzku, zwlaszcza na pograniczu istoty biatej, natomiast w jad-
rach podkorowych, we wzgérzu i w pniu mézgu spotykano je bardzo
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rzadko. W korze moézdzku stwierdzono ogniskowe przerzedzenie komérek
warstwy ziarnistej oraz zmiany ischemiczne komérek Purkinjego (ryc. 8).
Ostonki mielinowe w mozgach tej grupy zwierzat byly na ogét zachowa-
ne, jedynie w ogniskach najbardziej nasilonego obrzeku zaznaczaio sieg
oslabienie barwliwosci.

OMOWIENIE

Analiza opisanych zmian w mozgu w nastepstwie hemodilucji pozwala
wnosi¢, ze najwczesniejsze uszkodzenie dotyczy naczyn, prowadzac do
zmian w samej tkance moézgowej. Obrzmienie i zmiany wodniczkowe
w komorkach s$rédblonka naczyn, istotnej skladowej bariery krew-mozg,
rozwijajgce sie pod wplywem niedotlenienia, prowadzg do wzmozonej
przepuszczalnosci Scian (Baethmann, Van-Harreveld, 1973; Baethmann
i wsp. 1974; Brown, Brierley 1968; Griffiths, Miller, 1974; Hossmann,
Hossmann 1973). Obrzmienie $rédblonkéw i okolonaczyniowego neuropilu
powoduje dodatkowo zwezenie Swiatla naczyn wlosowatych, odpowie-
dzialnych w przypadku zageszczenia krwi i spadku ci$nienia towarzysza-
cych wstrzgsowi za zmiany w mikrokrazeniu (Feigin i wsp. 1973; Hoss-
mann, Hossmann 1973). Uniemozliwiajg one ponowne uruchomienie
przeptywu nawet po przywroéceniu prawidtowego ciSnienia krwi. Stan ten
okreslany przez Kowada ,non reflow phenomenon” prowadzi do nieod-
wracalnych zmian w mozgu (cyt. za Salford i wsp. 1973). Dzieki uspraw-
nieniu mikrokrgzenia, hemodiiucja daje korzystne efekty w leczeniu
wstrzgsow. :

Zmiany w $rédbtonku naczyn podczas hemodilucji sg prawdopodobnie
nastepstwem niedotlenienia w wyniku nadmiernego rozcienczenia krwi lub
nieodpowiedniej perfuzji, wzglednie skojarzenia obu tych czynnikow.

Ryc. 1. Obrzek opon migkkich i warstwy drobinowej kory moézgu w obrebie gigbo-
kiej bruzdy w mézgu psa po hemodilucji. H.-E. Pow. 80 X

Fig. 1. Edema of pia mater and molecular layer of cerebral cortex at the depth of
deep sulcus in dog brain after hemodilution. H.-E. X 80.

Ryc. 2. Obrzmialte $rodblonki wpuklajace sie do $§wiatla naczyn, obrzmienie ko-

moérek i homogenizacja podloza kory mézgowej po hemodilucji. H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 2. Swollen endothelia invaginating into vessel lumina, swelling of cells and

homogenization of structure in cerebral cortex after hemodilution. H.-E. X 400.

Ryc. 3. Obrzmiate $rédblonki zamykajg §wiatlo naczynia wlosowatego. Obrzmienie

i tigroliza neuronéw, homogenizacja podloza kory moézgowej po hemodilucji.
H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 3. Swollen endothelial cells close lumen of capillary vessel, swelling and

tigrolysis of neurons, homogenization of structure in cerebral cortex after hemo-
dilution. H.-E. X 400. 2

Ryc. 4. Zmiany wodniczkowe w neuronach jgder podkorowych po hemodilucji.
H.-E. Pow. 360 X.

Fig. 4. Vacuolar changes in neurons of subcortical nuclei after hemodilution. H.-
-E. X 360.
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Brak wyrazniejszych réznic w nasileniu zmian po stosowaniu hemodi-
lucji do wartosci hematokrytu 10 i 20% pozwala przypuszczaé, ze gtéwnag
przyczyna niedotlenienia jest nieodpowiednia perfuzja. Przemawiajg za
tym réwniez obserwacje innych autoréw (Sandersona i wsp. 1972 i Wri-
ghta 1972), ktérzy stwierdzili, ze przeplyw ciggly (stosowany w naszym
doswiadczeniu) w odréznieniu od pulsujgcego nie zapewnia wlasciwego
krazenia i prowadzi do zalegania ptynu w tkankach. Wyrazem wzmozcnej
przepuszczalno$ci naczyn w naszym materiale bylo poszerzenie prze-
strzeni okolonaczyniowych i rozluznienie podloza wokét naczyn. Zmiany
te obserwowano wybioérczo, zwlaszcza na pograniczu warstwy drobino-
wej kory moézdzku i kory zakretu hipokampa oraz w warstwie drobino-
wej glebokich rowkoéw kory mozgu. Obrzek ograniczony do pewnych
okolic jak np. warstwa ziarnista i zwojowa kory mézdzku wg Lahla’a
(1974) jest nastepstwem zaburzenia kurczliwos$ci naczyn i ich zwiekszonej
przepuszczalno$ci w tych obszarach. Podobny mechanizm obrzeku mogt
mie¢ miejsce w naszym materiale z tym jednak, ze obrzek warstwy dro-
binowej kory w glebokich rowkach nalezy odnies¢ do zaburzenia odpty-
wu krwi z naczyn opon miekkich ucisnietych przez obrzekle zakrety
kory moézgu.

Obrzmienie i centralng tigrolize neuronéw oraz niekiedy obserwowane
zwyrodnienie wodniczkowe nalezy uwaza¢ za wykladniki rozwijajgcego
si¢ niedotlenienia tkanki (Brown, Brierley, 1968; Dixon, 1965; Hossmann,
Hossmann, 1973; Lahl, 1974; O’Brien i wsp. 1974). Obrzmienie neuronéw
jest wezesnym odczynem na zmiany w otaczajacym S$rodowisku i na-
stepstwem przenikania wody do komérki (Baethmann, Van-Harreveld,
1973; Feigin, Popoff, 1962; Hossmann, Kleihues, 1973). Woda moze
przepaja¢ rownomiernie calg komoérke lub gromadzi sie tylko w niekt6-
rych strukturach cytoplazmy jak mitochondria lub ergastoplazma powo-

Ryc. 5. Znaczny obrzek okotonaczyniowy i okotokomérkowy w korze zakretu hipo-
kampa po hemodilucji. H.-E. Pow. 160 X.

Fig. 5. Marked perivascular and pericellular edema in cortex of gyrus hippocampi
after hemodilution. H.-E. X 160.
Ryc. 6. Obrzek okolonaczyniowy w strefie okolokomérkowej istoty bialej moézgu
po hemodilucji. H.-E. Pow. 360 X.
Fig. 6. Perivascular edema in periventricular region of white matter after hemodi-
lution. H.-E. X 360.

Ryc. 7. Naczynie krwiono$ne wypelnione przez agregaty z uszkodzonych elemen-
tow krwi w strefie podkorowej istoty bialej mézgu po perfuzji pelng krwia.
H.-E. Pow. 160 X.

Fig. 7. Blood vessel filled with aggregates of damaged blood elements-in-subcorti-
cal region of cerebral white matter after perfusion with blood. H.-E. X 160.
Ryc. 8. Ogniskowe przerzedzenie komérek warstwy ziarnistej kory moézdzku po
perfuzji pelng krwig. H.-E. Pow. 120. X.

Fig. 8. Focal rarefaction of cells in granular layer of cerebellar cortex after per-
fusion with blood. H.-E. X 120.
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dujgc powstanie wodniczek (Dixon 1965). W stanie niedotlenienia wzrasta
ciSnienie osmotyczne w komorce. Jest to nastepstwem gromadzenia sie
rmetabolitow i wiekszego stezenia elektrolitow w poréwnaniu z plynem
tkankowym, w ktérym pod wplywem dilucji dochodzi do obnizenia za-
wartosci sodu (Baethmann, Van-Harreveld, 1973; Dellasega, Grantham,
1973; Dixon, 1965). Niektore komoérki ssakéw, a wsréd nich takze neu-
rony posiadajag samoregulacyjny mechanizm ograniczajgcy nadmierny
wzrost objetosci. Pozwala to na wydalanie nadmiaru wody, jednak towa-
rzyszy temu utrata elektrolitow, a zwlaszcza potasu co prowadzi do za-
burzen polaryzacji blon i ciezkiego uszkodzenia komoérek (Dellasega,
Grantham, 1973).

Wedlug Cammermeyer’a (1973) rozpad tigroidu jest morfologicznym
wykladnikiem reakcji komoérki na niedotlenienie i nastepstwem procesow
katabolicznych prowadzgcych do rozpadu ukladéw polizomalnych komér-
ki (Drawes, Gilboe, 1973). Zmiany te podobnie jak obrzmienie i zwyrod-
nienie wodniczkowe, nie sg wyrazem ciezkiego uszkodzenia komoérki. Na-
silone zmiany w neuronach obserwowano tylko w tych okolicach mézgu,
w ktérych stwierdzano znaczne uszkodzenie naczyn i dotyczyly one nie-
ktérych typéw komoérek. Najwieksze zmiany notowano w komoérkach
Purkinjego oraz w malych komérkach piramidowych III i V warstwy
kory mézgowej. Nalezy podkreslié, ze réwniez u ludzi komérki te sg
bardzo wrazliwe na niedotlenienie, a uszkodzenie komérek Purkinjego
wystepuje nawet po przejSciowym obnizeniu cisnienia krwi (Brown,
Brierley, 1968). Nasilenie zmian w komoérkach nerwowych sgsiadujgcych
ze sobg nie bylo jednakowe, co mozna tlumaczy¢ roézng aktywnoscig
metaboliczng neuronéw, odlegloSciy od naczyn oraz odmiennym nasile-
niem i czasem trwania stressu (Brierley i wsp. 1973, Brown, Brierley
1969; Dixon, 1965; Wright, 1972). Grown i Brierley (1965) oraz Salford
(1973) wykazali, ze nasilenie stressu powoduje uszkodzenie wiekszej liczby
neuronéw. W neuronach jgder podkorowych i w pniu mézgu nie wyka-
zano wyrazniejszych zmian, prawdopodobnie w zwigzku z nieznacznym
uszkodzeniem naczyn tych cze$ci mézgu. Wynika z tego, iz sa to okolice
stosunkowo najmniej narazone na uszkodzenie spowodowane hemodilucja.
Neurony pnia, w odréznieniu od kory mézgu, wykazujg mniejsza wrazli-
wo$¢ na niedobor tlenu. Natomiast catkowity brak tlenu powoduje
wieksze zmiany w neuronach pnia moézgu, ale woéwczas zwierze ginie
zanim zdgzg sie rozwingé zmiany morfologiczne w neuronach kory
(Cantu, Ames 1969).

Ischemiczne uszkodzenie duzych komoérek piramidowych rowija sie sto-
sunkowo welnie) niz matych neuronéw (Salford i wsp. 1973). Potwier-
dzajg to réwniez nasze badania, chociaz w pojedynczych przypadkach
nawet w duzych neuronach spotykaliSmy ciezkie zmiany ischemiczne.
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Dotyczylo to niewielkiej liczby tych komorek, w ktorych cytoplazmie
stwierdziliSmy obecnos¢ glikogenu bedacej wyrazem zaburzenia glikoli-
zy, prawdopodobnie zwigzane ze zmiang zawarto$ci. potasu w komérce
(Dixon 1965).

W istocie bialej moézgu wykazano rozpoczynajgcy sie obrzek, ktéry
byl wyrazniej zaznaczony w bezposrednim sgsiedziwie naczyn. Wczesne
pojawienie sie obrzeku w istocie bialej zalezy od jej struktury histologicz-
nej. Wildknista struktura istoty bialej sprzyja réowniez rozprzestrzenianiu
sie plynu obrzekowego (Baethmann, Van-Harreveld 1973, Baethmann
i wsp. 1974, Feigin i wsp. 1973, O’Brien i wsp. 1974). Obrzek kory poja-
wia sie¢ w poréwnaniu z istotg bialg pozniej. Wynika to stad, ze prze-
strzenianie tkankowe w korze moézgu sg znacznie wieksze, a w przypadku
gromadzenia sie ptynu tkankowego dochodzi najpierw do obrzmienia wy-
pustek, ktore utrudnia rozprzestrzenianie sie obrzeku (Feigin i wsp.
1973). Utrzymanie prawidlowej struktury ostonek mielinowych wskazuje,
ze do$wiadczalna hemodilucja nie prowadzi do ciezkich zmian w moézgu.
Potwierdza to obserwacje innych autorow, ktorzy stwierdzili, ze w ostrym
obrzeku mozgu nie dochodzi do wyraznej destrukeji ostonek mielinowych
(Feigin, Popoff, 1962).

Poréwnanie zmian patomorfologicznych w moézgach psé6w po hemodi-
lucji do warto$ci hematokrytu 10 i 20% wykazalo, ze wieksze rozciencze-
nie krwi tylko w niewielkim stopniu wplywa na nasilenie obrzeku, z cze-
go wynika, ze sama hemodilucja nie jest czynnikiem decydujacym w pow-
stawaniu zmian. Stwierdzone przez nas zmiany w mozgu zalezg najpraw-
dopodobniej od zastosowanej do krgzenia pozaustrojowego aparatury wy-
wolujgce]j ciagla perfuzje, ktéra w odréznieniu od pulsujacej nie zapewnia
odpowiedniego krgzenia ptynu tkankowego i prowadzi do niedotlenienia
(Sanderson i wsp. 1972, Wright 1972).

Pod wplywem perfuzji pelng krwiag powstawaly bardziej nasilone
zmiany niz po hemodilucji. Zmiany te byly ogniskowe i wystepowaly
przewaznie w korze, co moze sugerowac ich mechanizm zatorowy (Baker,
Moore 1974). Przyczyng zatoréw mogly by¢ straty, ktére ujawniliSmy
w niektérych naczyniach oraz prawdopodobnie zatory powietrzne, na co
wskazuje obecno$¢ bardzo szerokich i pustych naczyn wlosowatych,
w ktérych nie udalo sie wykry¢ ciat ttuszezowych.

WNIOSKI

1. Stosowanie hemodilucji o wartosci hematokrytu 10 i 20% przez okres
2 godzin w warunkach krgzenia pozaustrojowego w normotermii powo-
duje wzmozong przepuszczalno$¢é naczyn wlosowatych z nastepowym
obrzmieniem neuronéw, zwlaszcza III i V warstwy kory moézgowej, za-
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kretu hipokampa i komoérek kory moézdzku oraz wczesnym obrzekiem
istoty bialej.

2. Stwierdzone zmiany zwigzane sg prawdopodobnie z niedotlenieniem,
do ktérego prowadzi nie tylko rozcienczenie krwi, ale rowniez (przede
wszystkim) stosowanie aparatury dajacej nieodpowiednig perfuzje tka-
nek.

3. Stosowanie pelnej krwi do krazenia pozaustrojowego powoduje pow-
stanie $rédnaczyniowych stragtow i nastepowych zatoréw powodujgcych
zmiany ogniskowe, umiejscowione gléwnie w korze moézdzku i na pogra-
niczu istoty biatej i kory moézgu.

C. Bepuar, A. Kymaur, P. Jlenepr, T. OpaoBCKMU

MTATOMOP®OJIOTUYECKOE UCCIEJOBAHUE MO3I'A COBAK IIOCIE
IIPYMEHEHUSA TEMOJMUJIOIIUMYU U TIOJHOIEHHOM KPOBU
B UCKYCCTBEHHOM KPOBOOBPAIIIEHUU ITPM HOPMOTEPMUU

Pe3woMme

ABTOpBI yCTAHOBMJIM, YTO II0[ BIMAHMEM TEeMOJMIIOLMM HACTyIlaeT OTEYHOCTH
INUTENNUSA U OTEK CTEHOK KaNMIJIAPHBIX ¥ INPEeKamMJUIAPHBIX cocynoB. Camele 3Ha-
YUTeNbHbIE TOBPeXAEHMSA COCyAOB HAOIIOAanuch B MO3re M MO3XKeduKe OCOOeHHO
Ha rpaHuie ¢ GeJIbIM BEIIECTBOM ¥ B M3BWJIMHE runmnokamna. CocyaucTbIM M3MeHe-
HUAM MO3ra COIYTCTBOBAaJI OKOJIOCOCYAMCTBHI OTEK. B HEDPBHBIX KJeTKax OOHapyXRu-
BajlaCch OTEYHOCTb, BaKyOJIbHbIE M3MEHEHMS M TUTrpOaudA, 0cOGEHHO B MaljibIX HEBPO-
HaxX KOpHL J3MeHeHM#d, HACTYNAIOI[Me B MO3re IIOCIEe IeMOAMIIoNMM ObLiM He3HAYM-
TeJbHBIMU M 00paTUMBIMM.

IIpuMmenenye TreMOAMIIONMM [0 Beauuud 10% remMaTOKpUTa BBISHIBAJIO JMIUb
HE3HAYUTEeNbHO OGOJIBIINMII OTEK IO CPaBHEHMIO C pasBezieHuMeM KpoBu a0 20% rema-
TOKpUTa. PAaKTOPOM, BBI3LIBAIOILMM IIOBPEXJACHMUA B MO3re IpU reMoauaouuy, 6euia,
BEPOATHO, I'MIIOKCHUsA, KOTOpas B OoJbluelt cTermeHM MOrja 3aBUCETH OT anmnaparypbl
AJNA MCCKYCTBEHHOTO KpOBoOOpameHus, YyeM OT CTelleHM pa3BeJleHUs KPOBMU.

IIpn ynorpebienyy IOJHOLIEHHOM KPOBM NP MCKYCCTBEHHOM KpPOBOOOpameHun
Habmonanuck TpoMObI M 3aKyNOpKa MeJKMX cOoCyaoB. OHM NPUBOAMIMU K THAKEIBLIM
0YaroBbIM TIOBPEKJEHUAM MO3ra, ocobeHHO B KOpe MO3zkedKa M Ha rpanuuge 6esoro
BelecTBa ¥ KOPbI MO3ra.

S. Biernat, A. Kulig, R. Lepert, T. Ortowski

PATHOMORPHOLOGICAL STUDIES OF DOG BRAIN AFTER APPLICATION
OF HEMODILUTION AND COMPLETE BLOOD IN EXTRACORPOREAL
CIRCULATION IN NORMOTHERMIA

Summary

The authors demonstrated that hemodilution caused in dogs’ brain swelling
of endothelial cells and edema of precapillary and capillary vessels. The most
severe impairment was present in cerebellar cortex, in particular at the border
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with white matter, and in gyrus hippocampi. The vascular changes were accom-
panied by perivascular edema. Nerve cells exhibited swelling, tigrolysis and vacuo-
lar changes. These changes were mot intersive in small cortical neurons. Generally
all brain abnormalities induced by hemodilution were slight.

Application of hemodilution to the hematocryt value of 10% produced cnly
slightly more intesive edema as compered to that after dilution of blood to 20%
hematocryt. The brain impairment after hemodilution was probably induced by
hypoxia, which rather depended on the applied apparatus (non-pulsatile blood
flow in intracorporeal circulation) than on the degree of hemodilution.

Application for extracorporeal circulation of complete blood produced emboli
and clotting in small vessels, leading to focal impairment of the tissue, most
intensive in cerebellar cortex and at the border of white matter and cerebral
cortex.
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DEMYELINATION IN THE MOUSE BRAiN AFTER
TRANSPLACENTAL ADMINISTRATION
OF N-ETHYL-N-NITROSOUREA (ENU)

PRELIMINARY REPORT

Department of Neuropathology, Medical Reséarch Centre, Polish Academy of
Sciences
Head: Prof. dr M. J. Mossakowski

Neurotropic action of ethyl-nitrosourea (ENU) and methyl-nitrosourea
(MNU) results in carcinogenic, teratogenic and cytotoxic effects. The
cytotoxic” action of both compounds is hardly known except for their
acute lethal effect on rat proliferating cells in the subependymal matrix
and the external granular layer of the cerebellar cortex at the perinatal
age (Bosch et al., 1972). ‘

In the CNS of mice in which the carcinogenic effect of ENU is not
apparent, previous investigations (Kroh, 1973) showed in the newborn
foci of necrosis in the periventricular matrix. In adult animals, besides
lung tumors, miérocephaly, malformations, loss of cortical cells and dis-
turbances in layer arrangement were observed. The changes mentioned
above were considered to be the result of direct damage of nondifferen-
tiated matrix cells and of migrating cells. In mice older than 100 days
we found in the central nervous system multiple demyelinating foci diffi-
cult to refer to the above changes.

The aim of this study is to analyse demyelinating foci and to follow
the course of events. leading to demyelinating lesions.

MATERIALS AND METHODS

The offspring of female Swiss noninbred mice which were given 80
mg/kg of body weight of ENU by single i.v. injection on the 15th day
of gestation were used in the study. ENU was dissolved in 0.9% NaCl,
adjusted to pH 4.2 with 1% NaH,PO, and injected immediately. The
controls were injected with buffered NaCl solution. The animals were
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sacrificed in.two groups: the early group between 7—56 days and the
late group — between 100—326 days of life. The animals were decapita-
ted, their brains fixed in formalin. For the study, 36 experimental brains
were chosen randomly from among 400 brains. Eight brains served as
controls. The brains embedded in paraffin were cut serially, the sections
were stained with cresyl violet, acc. to Heidenhain, Kliiver-Barrera and
with Schiff’s reagent. Some samples were additionally stained acc. to the
method of Bielschowsky, Holzer, with Sudan Black B, with PAS after
dimedone digestion. Histochemical reactions were performed on frozen
sections, shortly fixed in formalin, taken from the brains of other expe-
rimental and control mice. They were stained with Oil Red O, Sudan
Black B in propylene glycol, Nile Blue (Cain) and for cholesterol (Schultz).
Additionally they were examined in polarized light.

RESULTS

The weight of control brains by the 2lst day of life was over 400 mg.
At late age (200 days) they reached 450—470 mg. The weight of experi-
mental ones in the late period fluctuated between 250—440 mg.,

Up to 56 days of life there was no delay or disturbance of myelination
in all the observed experimental cases (9).

In the late experimental group, foci of demyelination appeared in 24
out of 27 serially cut brains.

Histological stainings for myelin revealed foci, more distinct in the
white than in the gray matter. They were localized at random in the
cerebrum and cerebellum (Fig. 1). They bore no relation to any particu-
lar structure or the vascular net. The foci differed in number, shape,
size and degree of destruction. The cellular reaction around or inside
them was not visible. 3

Some foci appeared as comparatively well-defined areas exhibiting
pronounced lack of staining of myelin sheaths. Inside these foci there
remained some well-myelinated fibres, some partly preserved and partly
fragmented. Demyelination did not follow the length of the fibre. In
foci less advanced, some bundles of myelinated fibres were undulated
and seemed to be distended by an invisible substance (Fig. 2).

The axons in both ,shadow” and in fully developed foci were intact
or affected to a various degree (Fig. 3). In some, only granular remnants
were visible. The damage to the axial fibres varied depending on the
destruction of the myelin sheaths, but they were rather less involved
than the myelin.

Histochemical reactions revealed accumulation of Oil Red and Sudan
Black B positive substances in small patches of the cortex and white
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100.

white matter. 222nd day of experiment. Heidenhain. X
mézdzku. 222 dni do$wiadczenia. Heidenhain. Pow. 100 X

Fig. 1. Multiple foci of demyelination in cerebellar
Ryc. 1. Mnogie ogniska demielinizacji w istocie bialej

Fig. 2. Two foci of demyelination in corpus callosum extending into cerebral cortex. 226th day of experiment. Kliiver-
-Barrera. X 400.
Ryc. 2. Dwa ogniska demielinizacji w spoidle wielkim przechodzace na kore moézgowa. 226 dni doS§wiadczenia. Kliiver-
-Barrera. Pow. 400 X.
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Fig. 3. Damaged axons in area of demyelination in corpus callosum. 280th day of experiment. Bielschowsky. X 400.
Ryc. 3. Uszkodzenie wibkien osiowych w ognisku demielinizacji w spoidle wielkim. 280 dni do§wiadczenia. Bielschowsky.
Pow. 400 X,

red O. X 200.

Fig. 4. Focal accumulation of neutral fat (arrows). 229th day of experiment. Oil
Czerwien oleista O. Pow.

Ryc. 4. Ogniskowe nagromadzenie tluszczéw obojetnych (strzatki). 229 dni do$wiadczenia.
200 X.
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Fig.

5. Lipid accumulation in perivascular macrophages in the first cortical layer. 131st day of experiment. Sudan black B

X 400
5. Lipidy w przynaczyniowych makrofagach w pierwszej warstwie kory. 131 dni do§wiadczenia. Sudan czarny B.

Ryec.
Pow. 400 X.

Fig.
Ryc

6. Accumulation of neutral fat in astrocytes of the Ist and IInd cortical layers. 278th day of experiment. Oil red. O
X 400.
. 6. Nagromadzenie tluszczOw obojetnych w astrocytach pierwszej i drugiej warstwy kory. 278 dni do§wiadczenia. Czer-
wien oleista O. Pow. 400 X,
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Fig. 7. Lipid containing macrophages along vessels of the cerebellar molecular layer. 131 st day of experiment. Sudan
black B X 200.
Ryc. 7. Makrofagi zawierajgce lipidy ulozone przynaczyniowo w warstwie drobinowej moézdzku.
Sudan czarny B. Pow. 200 X.

Fig. 8. Maltese cross birefringence in the white matter demyelinating focus. 229th day of experiment. Polarized
X 900.

Ryc. 8. Zjawisko krzyzy maltaniskich w ognisku demielinizacji w istocie bialej. 229 dni do$wiadczenia. Swiatto spolaryzo-
wane. Pow. 900 X.

131 dni do$wiadczenia.

light.
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matter, the morphological structure of which was rather indistinct
(Fig. 4). There were also unstained patches which often contained some
kind of fibrous substance tending to stain pink-gray with Nile Blue.

In 3 cases the cells containing neutral fat and lipids were dispersed
throughout the brain and grouped around the vessels (Fig. 5). The astro-
cytes, mainly in the Ist and Ilnd layer of the cerebral cortex, also con-
tained these substances (Fig. 6). In two of the mentioned brains, Oil Red-
and Sudan-positive and -negative foci were present.

In the brains of animals about 300-days-old, the fat-containing disper-
sed cells were not observed except single cells localized perivascularly.
At the time, along the vessels there accumulated substances exhibiting
more distinct Sudan Black B than Oil Red O reaction. The substances
were present mainly around the vessels of the Ist layer of the cerebral
and cerebellar cortex; in the latter they were arranged perpendicularly
to the surface of the gyri (Fig. 7). The same, but less advanced pheno-
menon, took place also in the brains of younger animals.

Cholesterol esters were visible in the foci showing diffuse staining
with Oil Red. Their presence in these fields was verified by the occurren-
ce of , maltese cross” birefringence in polarized light (Fig. 8).

There were no PAS-positive substances or glycogen accumulation in
the ,,shadow” foci or in the foci showing full tissue destruction.

DISCUSSION

The results indicate that under the conditions of our experiment
there occurs a dispersed demyelinating process, dominating over other
changes. The breakdown products of myelin sheaths converted to neutral
fat are removed by migrating macrophages and absorbed by astrocytes.
The absorption of disintegrating myelin by astrocytes was lately demon-
strated in EM by Lantos (1974). The manner of removal of the degenera-
ted myelin and the chemical character of the breakdown products point
at a rather typical demyelinating process.

Both the disseminated localization of demyelinating foci and lack of
other pathological changes suggest the primary character of the lesions.
The localization of the foci and their appearance, do not allow to refer
the demyelinating process to the evident loss of neurons in the cerebral
cortex, which resulted directly from damage to the matrix cells. The
normal course of myelination and lack of visible damage to oligoder-
droglia point also to the beginning of demyelination in the mature brain.

The most convincing evidence that demyelinating lesions are not con-
nected with a primary damage to the matrix cells was found in our
unpublished material in which identical demyelinating foci were present

It/ /vl ~ry i
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in the brains of the mother-mice of the offspring used in the present
study, the former being mature at the moment of ENU injection.
~ Studies of the brain ultrastructure after ENU application to mature
rats (Lantos, 1971) have demonstrated that the oligodendroglia undergoes
lethal and sublethal damage within a few hours after injection. In our
material, the normal course of myelination does not allow to admit such
an interpretation.

At the present stage of investigation of this (so far unknown) effect of
ENU administration, one cannot incline towards any conception concer-
ning the induced demyelination or exclude any.

H. Kroh

DEMIELINIZACJA W MOZGU MYSZY W NASTEPSTWIE PRZEZE.OZYSKOWEGO
DZIALANIA N-ETYLO-N-NITROZOMOCZNIKA (ENU)
DONIESIENIE WSTEPNE

Streszczenie

Badania przeprowadzono na mozgach potomstwa myszy Swiss, ktérym: podano
w 15 dniu cigzy jednorazowo ENU w dawce 80 mg/kg wagi ciala. W 24 mézgach
krojonych seryjnie (spoéréd 27 badanych) stwierdzono ogniska demielinizacji
w péznym okresie doSwiadczenia (100—300 dni zycia). Ogniska pelnej i czeSciowej
demielinizacji wystepowaly w mézgu i moé6zdzku, nie mialy stalej lokalizacji ani
zwigzku z naczyniami i nie wykazywaly odczynu komérkowego, Wi6kna osiowe
w obrebie ognisk byly niezmienione lub cze§ciowo uszkodzone. Produkty rozpadu
oslonek mielinowych w postaci tluszczéw obojetnych skupialy sie w tkance o za-
tartej budowie, w makrofagach migrujgcych i lezgcych przynaczyniowo oraz w astro-
cytach. {

Pierwotny charakter uszkodzenia, rozsiana lokalizacja zmian oraz ich struktura
wykluczajg zwigzek ognisk demielinizacji z opustoszeniami korowymi, powstalymi
wskutek bezpo$redniego uszkodzenia kormodrek macierzy okolokomorowej. Prawidlo-
wy przebieg mielinizacji do 56 dnia zycia i brak dostrzegalnego uszkodzenia oligo-
«dendrogleju wskazuje na pbézne rozpoczeeie procesu demielinizacji.

X. Kpox

JIPOLIECC JEMMUEJVMHUIAIIMM B MOSITE MBIIIEN IIOCJIE BO3JEVICTBUS
- YEPE3 IIJIAIEHTY N-3TMJI-N-HUTPO3OMOYEBMHEI (9HM)

Pe3momMme
UccnenoBaumsa Oblv NpOBeJEHLI HA MO3re IOTOMCTBA MBILIEN Swiss, KOTOPbIM Ha
15 nenb GepeMeHHOCTYM OJHOPA30BO ObuTa mojana DHM B gmo3e 80 mr/Kr Beca Tena.

Ha cepmitHbIX cpes3ax Mo3ra 24 u3 27 MCCIAeNOBAaHHBIX FKMBOTHBIX OblaM 0OHApyIKeHBI
.oyary JAEeMMEeJMHM3auMM B IIO3JHMe CPOKM SKcmepmuMmenTta (100—300 nued: RuU3HN).
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Ouary NOJIHOM M YaCTUYHOM JeMMeJMHM3auuMyu HabMiojanMuchk B MO3re M MO3Ke4YKe
0e3 ompenesieHHOM JIOKAJIM3alMM M CBA3M C COCyJaMM M HE NPOABJIAJNM KJIETOYHOM
peakiy. B ob6iacTu o4aroB akKCOHBI ObIIM HEM3MEHEHHBIMM JUO0 YACTUMYHO TOBPEXK-
JenubiMy. IIpOAYKTHI paclaja MMEJMHOBBIX 000JI0YEK B BMUJAE HENTPAJbHBLIX JKUPOB
CKONIANMCE B TKaHM C HEYETKON CTPYKTYpOM, B MWUTPUPYIOIINUX, JIeXaILMX OKOJIO
cocynoB Makpodarax M B acrpouurax. IlepBMYHBLIM XapakTep NOBPEXKAEHWA, pac-
cesHHadA JIOKANIM3alyMsA WM3MEHEHMII M MX BUA MCKJIOYAIOT CBA3bL 9TUX M3MEHEHW
C yMeHbIIeHMEeM IONyJAlMY HEMPOHOB KOPbI, BOBHMKIUVMMM B pe3yJIbTaTe HENoCpen-
CTBEHHOT'O IIOBPEXRAEHUA KJETOK INEePUBEHTPUKYJIAPHOrO MaTpukca. HopManabHO mpo-
TeKawmmii A0 56 AHA FKMU3HM NPOLECC MMEJIMHM3AIMU M OTCYTCTBME 3aMETHBIX IIO-
BPEeXKJEHUII B OJMIOJIEHAPOrJMM YKasbIBaloT Ha 0ojiee mo3zHee Havajo Iponecca
JieMyeIMHU3AIN. :
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BIOSYNTEZA BIALKA W MOZGU POTOMSTWA
PO PRZEZELOZYSKOWYM PODANIU ETYLONITROZOMOCZNIKA
(ENU) SAMICY SZCZURA

DONIESIENIE WSTEPNE

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

Dotychczasowe badania wykazaly, ze pochodne nitrozomocznika powo-
duja wybiércze dzialanie rakotworcze na uklad nerwowy szczura. Wsrod
tych zwigzkéw naczelne miejsce zajmuje etylonitrozomocznik, zwlaszcza
podany przezlozyskowo ciezarnym szczurzycom (Druckrey i wsp. 1966,
Ivankovic, Druckrey 1968).

W poprzednich badaniach stanéw przednowotworowych, wywolanych
miejscowym dzialaniem metylocholantrenu wszczepionego do pétkuli
moézgu myszy, przesledzono wigczanie *Se-selenometioniny do bialek frak-
cji postmitochondrialnej moézgu in vivo i in vitro oraz transport tego ami-
nokwasu przez bariere krew-moézg. Badania te nie wykazaly istotnych
roznic moggcych s$wiadczy¢ o zmianach w przebiegu tych procesow
w okresie utajenia (Kroh, Albrecht 1973). Sklonilo nas to do przeprowa-
dzenia badan na tkance moézgu poddanej dziataniu ENU jako $rodka
majgcego specjalne powinowactwo do ukladu nerwowego.

MATERIAL I METODY

Do badan biochemicznych uzyto 20 szczuréw obydwu plci bedgcych
potomstwem szczurzyc rasy Wistar, ktorym w 15 dniu cigzy podano
jednorazowo, dozylnie roztwor ENU w dawce 80 mg/kg wagi ciala.

Kontrole stanowily szczury w odpowiednim wieku, pochodzgce od ma-
tek, ktore otrzymaly w analogicznych warunkach so6l fizjologiczna.

Badania przeprowadzono w grupach 4, 6, 8, 12, i 16 tygodni po podaniu
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ENU. Kazda grupa skladala sie z 4 zwierzat doswiadczalnych i 3 kon-
trolnych, z wyjatkiem grupy 16-tygodniowej, kiéra cbejmowata 3 szczury.

Do kontroli histologicznej kazdej grupy doswiadczalnej i kontreclnej
uzyto dodatkowe szczury (razem 10}, pochodzgce od matki doswiadczalnej
lub od matki kontrolnej. Skrawki histologiczne barwiono fioletem kre-
zylu, hematoksyling-eozyng oraz metodg Heidenhaina. Przed badaniami
biochemicznymi i histologicznymi moézgi byly dokladnie wazone.

Szczurom przeznaczonym do badan biochemicznych wstrzykiwanc do
zyly udowej 75Se-selenometionine w dawce 10 uCi. Po 10 minutach od
chwili wstrzykniecia izotopu szczury dekapitowano, mierzono radioak-
tywnosc mozgu i krwi, a nastepnie izolowano frakcje biatkows, stracajgca
sie¢ TCA i rowniez dokonywano pomiaru jej radioaktywnosci w sposéb
opisany uprzednio (Albrecht 1972, Kroh, Albrecht 1973). Transport
aminokwasu w biosyntezie biatka oceniano dokonujgc obliczen w sposéb
opisany uprzednio (Kroh, Albrecht 1973).

WYNIKI

Waga mozgéw zwierzat doswiadczalnych w poréwnaniu z moézgami
zwierzat kontrolnych byla znacznie nizsza w poszczegblnych grupach
wieku, a krzywa wagi ustalala sie od 6 tygodnia, podobnie jak w grupie
kontrolnej. Makroskopowo mozgi wykazywaty cechy mikrocefalii.

Mikroskopowo na przekrojach moézgow zwierzat dcoswiadczalnych
stwierdzono zaburzenia warstwowosci kory plaszcza i przerzedzenia ko-
moérkowe, bez morfologicznych cech zaburzenia procesu mielinizacji.
Wspomniane zaburzenia morfologiczne zostaly szczegétowo opisane
poprzednio (Kroh 1973).

Wyniki badan biochemicznych przedstawiono w tabeli 1. O stopniu
wykorzystania aminokwasu do syntezy biatka $wiadczy stosunek radio-
aktywnosci biatek moézgu (Rb) do jego radioaktywnosci calkowitej wyra-
zony wielkoscig Rb: Rc. Za wykladnik transportu aminokwasu przyigto
stosunek radioaktywnosci wlasciwej mozgu (Rwm) do radioaktywnosci
wlasciwej krwi (Rwk) wyrazony wielkoscia Rwm : Rwk.

Najwyzsze wykorzystanie aminokwasu w syntezie biatka obserwowano
w grupie doswiadczalnej 4-tygodniowej. W nastepnych tygodniach wig-
czanie aminokwasu ustala sie na nizszym poziomie i ma podobnie jak
w grupach kontrolnych tendencje malejacg. Poza grupa 4-tygodniowg
wykorzystanie selenometioniny w syntezie bialek jest nizsze w grupach
do$wiadczalnych niz w odpowiednich grupach kontrolnych.

Transport aminokwasu poprzez bariere krew-moézg wykazuje w moz-
gach zwierzgt grupy 4-tygodniowej wartosci najwyzsze, nieomal dwukrot-
nie wyzsze w poréwnaniu z odpowiednimi mézgami zwierzat kontrolnych
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Tabela 1. Wykorzystanie 75Se-selenometioniny do syntezy bialka i transport aminokwasu
przez barier¢ krew-moézg
Table 1. Utilization of 75Se-selenomethionine for protein synthesis and transport of amino
acid through the blood-brain barrier

Rb : Re x 100 Rwm : Rwk x 100
O%as po KNU pR : tR x 100 sRe : sRb x 100
(tygodnie)
Time after doéwiadczalne kontrola doswiadeczalne kontrola
ENU (weeks)  experimental control experimental control
4 41.04+2.9 (4)*) 33.944.7 (3) 1.744-0.36 (4) 1.094+0.07 (3)
p<<0.05° p<<0.05
6 25.94-2.6 (4) 27.94+1.0 (3) 0:9740.23 (4) 0.99-4+0.06 (3)
p=0.05 p=0.05
8 31.4+1.5 (5) 32.5+3.0 (4) 0,854-0.06 (5) 0.8340.07 (4)
p=0.056 p=0.05
12 24.413.3 (4) 34.44-7.0 (3) 0.934-0.14 (4) 0.8140.19 (3)
p=0.05 p=0.05
16 22.241.7 (3) 24.142.7 (3) 0.824-0.17 (3) 0.834+0.10 (3)
p=0.05 p=0.05

Wyniki uwzgledniajg S$rednie arytmetyczne -- odchylenia standardowe. Opracowanie sta-
tystyczne testem t Studenta. W nawiasach — liczba zwierzat.
Mean arythmetic values 4 standard deviation. Statistic evaluation according to t — Student
test. In parentheses — number of animals.
Rb : Re wyraza stosunek radioaktywnosei bialek mézgu do radioaktywnosei calkowitej mézgu,
tj. wlgezanie aminokwasu do syntezy bialka
pR : tR indicates the ratio of cerebral protein radioactivity to the total radioactivity of the
cerebrum; i.e. the degree of amino acid utilization for protein synthesis
Rwm : Rwk wyraza stosunek radioaktywnosci wladciwej mézgu do radioaktywnosei wlasciwej
krwi, tj. wykladnik transportu poprzez bariere krew-moézg
sRe :sRb - indicates the ratio of specific radioactivity of the cerebrum to the specific radio-
activity of the blood; i.e. the degree of amino acid transport through blood-brain
barrier

i z moézgami szczuréw do$wiadczalnych w grupach nastepnych. W 6, 8,
12 i 16 tygodniu do$wiadczenia transport aminokwasu poprzez bariere
krew-moézg nie rézni sie w grupach doswiadczalnych i kontrolnych.

OMOWIENIE

W przedstawionych wynikach na szczeg6lne podkreslenie zasluguje
fakt najwyzszego wlgczania selenometioniny do bialek w najwcze$niej-
szym badanym okresie tj. w 4 tygodniu po wstrzyknieciu ENU, czyli w 3
tygodniu zycia pozaptodowego. Wczesniejsze badania nie zostaly przepro-
wadzone ze wzgledu na niemozliwo$é wstrzyknie¢ dozylnych. Wysoki
‘wskaznik wlgczania aminokwasu w' 4-tygodniowej grupie doswiadczalnej
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swiadczy prawdopodobnie o koncowym etapie nasilonego procesu meta-
bolicznego, zywszego niz w grupie kontrolnej.

W tej samej 4-tygodniowe]j grupie doswiadczalnej zjawisku wysokiego
wlgczania aminokwasu odpowiada wysoki wskaznik transportu, réwniez
wyzszy niz w odpowiedniej grupie kontrolnej. Wysoki wskaznik syntezy
bialka w tym okresie mozna by prawdopodobnie przypisa¢ wlasnie
zwiekszonemu transportowi aminokwasu. Nie istnieje jednak prosta
zalezno$§¢ pomiedzy transportem, a wlgczaniem 7’Se-selenometioniny.
Swiadczy o tym obnizenie wskaznika wlgczania aminokwasu od 6 tygod-
nia dos$wiadczenia w poréwnaniu z grupami kontrolnymi, podczas gdy
wskaznik transportu pomiedzy 6—16 tygodniem nie ulega zmianom
i utrzymuje sie na zblizonym poziomie w grupach doswiadczalnych
i kontrolnych.

Powyzsze dane wskazuja, ze istnieje korelacja pomiedzy wysokim
wskaznikiem transportu a wysokg syntezg biatka w 4 tygodniu doswiad-
czenia. W okresach pézniejszych transport aminokwasu nie ulega zmianie,
natomiast wyraznie obniza sie synteza bialka u zwierzat doswiadczalnych.

Obserwacje morfologiczne czeSciowo naswietlajg te wyniki. Wybitne
zmniejszenie wagi i wielkosci mézgéw, malformacje i obnizony przyrost
masy mozgu ustalajgcy sie od 6 tygodnia $wiadcza o zahamowaniu roz-
woju moézgéw zwierzat doswiadczalnych. Zmiany te mozna przypisa¢ dzia-
taniu ENU na moézgi plodow w okresie gestacji.

Najwyzsza synteza biatka obserwowana w 4 tygodniu do$wiadczenia
ustaje w okresie, w ktorym wg Mcllwaina (1955) nastepuje zakonczenie
pierwszego okresu mielinizacji u szczura. Nie stwierdzono jednak zabu-
rzen mielinizacji u szczuré6w w okresie od 1—50 dnia zycia (Kroh
1973), a wiec naglego obnizenia biosyntezy nie mozna wigzaé z zaburze-
niami mielinizacji.

Trudno przypuszcza¢ réwniez, ze istnieje zwigzek miedzy mikrocefalig
i zaburzeniami warstwowos$ci a wysoka biosynteza bialek do 4 tygodnia
doswiadczenia i nastepnym obnizeniem jej ponizej wartosci kontrolnych.
Wydaje sie watpliwe, aby zaburzenia syntezy bialek ujawnily sie w tak
poznym okresie, skoro czynnik uszkadzajacy dzialal w czasie migracji
komorek (Kroh 1973), podobnie jak to wykazano na przykladzie dzialania
metylonitrozomocznika (Kupfer, Kupfer 1971).

X. Kpox, f1. Ansb6pexT

BUOCUMHTE3 BEJIKA B MOSITE IIOTOMCTBA IIOCJE BBEJIEHUS
OTUJIHUTPOMOYEBUHBI (9HM) YEPE3 IITALIEHTY CAMKM KPBICBI

Pes3wowme

Ilenpio paboTer OBINO BBIACHUTH, M3MEHAETCA Jyu OuocuHTEe3 GeJKOB MO3ra mnoOx
Bauaavem OHM, coeayHeHus, OKa3bIBAIOMIEr0 M30MpaTeNbHOe KaHIEPOTeHHOe BIMAHME-
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Ha HEPBHYIO cucTeMy. BblIM npoBejileHbI OMOXMMMYECKMe McCleioBaHMsA C ONHOBpE-
MeHHBIM MOP@OJIOTUYECKMM KOHTPOJIEM HA MO3re IIOTOMCTBA KpbIC, KOTOPBIM Ha
15 nenbp 6GepPeMEHHOCTH OJHOKPATHO BBOAUMAM BHyTpuBenno DHM B poze 80 Mr/Kr
Beca Tejia. JVcele0Basioch BRJIOYEHME PSe-cejleHMeTMOHMHA B 0eJKyu ImOCTMUTOXOH-
ApUaiibHOV (PpaKIMM MO3ra KMBOTHBIX B nepuon oT 4—16 Hejgenb Iocje BBeAEHUA
DHM. OueHuBaiy TPAHCIOPT aMMHOKMCJIOTHI uYepe3 remarosunedanmyeckuii 6aprep
M CTeNeHb MCIOJBL30BaHuA ee B Gmocuurese Genka (Kpox, AnbbGpext 1973).

Vccanenyemble MO3ru OOHAPYzKMBAAM NPM3HAKM MUKponedanuy, HapyleHus B I0-
CJIOMHOM CTPOEHMM ¥ yMEHbILEHMe KOJMUYecTBa KJIETOK KOpbI, 6e3 napyluneHuit Muean-
ou3auuyu. Camoe GOJIBILIOE MCIOJNBL30BAaHME AMMHOKMUCIOTHI B cuHTe3e 6eaxoB ObuIO
©0bHapyeHo B 4 HeAeJbHO} Ipynne. B TeyeHue IOCHEAYIOUMX HEJedb BKJIOYEeHUe
AMMHOKMCJIIOTHI yMEHBIIAJNOCh U ObLIO HUIKE, YEM B COOTBETCTBYIOIIMX KOHTPOJBHEIX
rpynnax. TpaHCHIOPT aMMHOKMCJOTBI B MO3r ObII B ABa pasa BLIlle y IXUBOTHBIX
4 HeneJbHOJ SKCIIEPUMMEHTAJbHOM TIPYNIBI, YeM y KOHTPOJIBbHOI TPYINbI M 9KCIe-
PUMEHTANIbHBbIX KpbIC 060Jiee MO3AHMX TPynn. ¥ CTAPLIMX KMUBOTHBIX OTCYTCTBOBAaJa
3aBUCUMMOCTD MeXX/Jly TPaHCIIOPTOM M BKJIIOYeHMeM aMuHOKMcaoThl B ITHC. Koppenauus
Me3KJly II0OKasaTeJleM TpPaHCIIOPTa ¥ POCTOM CcHuHTe3a OeslKa MuMeeT MeCTO TOJBLKO
Ha 4 HejeJse SKCIIEPUMEHTA.

Bamaunme nHa m3Menenme OGmocuuTesa Geslka M TPAHCIOPT aMMHOKMUCIOTHI B Gosee
TI03AHME HEeJEeJM KMU3HM TPYAHO OTHECTH 3a cueT AedeKTa HEePBHOM CUCTEMbI, BOZHUK-
11ero B yTPOOHBI mepmo.

H. Kroh, J. Albrecht

PROTEIN BIOSYNTHESIS IN THE BRAIN OF THE OFFSPRING AFTER
TRANSPLACENTAL APPLICATION OF ETHYLNITRCSOUREA (ENU)
TO THE RAT

Summary

The aim of the study was the detection of changes in brain protein biosynthesis
after application of ENU, the compound known for its teratogenic and carcinogenic
effect on nervous system. Biochemical investigations were carried out on the brain
of the offspring of rat females which were given at 15th day of gestation a single
iv. injection of ENU (80 mg/kg of body weight). Control morphological investiga-
tions were performed. Incorporation of "Se-selenomethionine into proteins of the
postmitochondrial fraction isolated from rats brain at the period of 4—16 weeks
after application of ENU was studied. Amino acid transportation and the amino
acid utilization for the protein biosythesis was estimated according to previously
described method (Kroh, Albrecht, 1973).

Experimental brains showed microcephaly, cortical layers disturbances and loss
of neurons. Myelination process proceeded normally. The highest utilization of amino
acids to the protein biosynthesis was found in 4-weeks group. In following groups
the amino acid incorporation decreased and was lower than in corrésponding
control groups. Transport af amino acid to the brain was two-fold higher in the
animals of the 4th-week experimental group than in the control group and in the
older experimental rats. In older animals no relationship between the transportation
and incorporation of amino acid to the CNS was found. The correlation between
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N

the high transportation index and the increased protein bicsynthesis exists only i
the 4-week group. The changes in protein biosynthesis and in amino acid transpor-
tation in more advanced age is difficult to ascribe to the malformations of the
nervous system which were evoked during foetal life.
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HALINA KROH

CECHY MORFOLOGICZNE I HISTOCHEMICZNE
DOSWIADCZALNYCH GLEJAKOW MOZGU MYSZY

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Praca Seligmana i Sheara (1939) zapoczatkowala rozwo6j badan nad ra-
kotwoérczym dzialaniem weglowodoréw aromatycznych na o$rodkowy

uklad nerwowy (OUN). Zwigzki te okazaly sie dla niektérych gatunkow
zwierzat wysoce skutecznymi karcinogenami, przy czym najbardziej po-
wtarzalne wyniki otrzymano u myszy po zastosowaniu metylocholantre-
nu. Wzbudzone chemicznie guzy mozgu u myszy wykazuja szereg podo-
bienstw strukturalnych do nowotworéow OUN wystepujacych .u ludzi.
W zwigzku z powyzszym przeprowadzono serie badan, majacych na celu
rouzszerzenie i poglebienie charakterystyki tych nowotworow i ustalenie
blizszej korelacji z odpowiednimi cechami nowotworéw samoistnych. Po-
nadto podjeto probe znalezienia wykladnikéw nowotworzenia w okresie
utajenia.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na myszach niewsobnych CgH, R III
i DBA, ktérym domoézgowo wszczepiano ziarno metylocholantrenu (Mch).
Myszom kontrolnym wszczepiano grafit. Zwierzeta dekapitowano w od-
stepach 1—2 tygodniowych do 52 tygodnia do$wiadczenia, a myszy z no-
wotworami do 127 tygodnia. Badania przeprowadzono na mézgach i no-
wotworach in situ oraz tkance nowotworowej hodowanej in vitro, po-
stugujgc sie metodami histologicznymi, histochemicznymi, histoenzyma-
tycznymi i mikroskopig elektronowsg. Poza barwieniami rutynowymi
i specjalnymi wykonano na tkance odczyn PAS, oznaczanie mukopolisacha-
rydéw (Mps) obojetnych i kwasnych, uzupelnione trawieniem neuramini-
dazg, hialuronidazg bakteryjng i jgdrowa, oraz oznaczanie glikogenu.
Odczyny histoenzymatyczne obejmowaly badanie aktywnosci fosfatazy
kwasnej (FK) i zasadowej (FZ), esterazy nieswoistej (EN), beta-glukuro-
nidazy (BGl), aminopeptydazy (AP), oksydazy cytochromowej (O-cyt) oraz
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dehydrogenaz bursztynianowej (BDH), mleczanowej (MDH) i glukozo-6
-fosforanowej (G-6-FDH). Ilosciowe badania biochemiczne, dotyczace
aktywnosci metylaz przenoszacego RNA (t-RNA), przeprowadzono nz ho-
mogenatach moézgu po implantacji Mch i na homogenatach tkanki nowo-
tworowej przy zastosowaniu metod izotopowych z uzyciem 4C-adenozy-
lometioniny *).

Do badan zmian z okresu utajenia nowotworowego uzyto moézgi 208
myszy doswiadczalnych i 47 kontrolnych. Material nowotworowy obej-
mowal 164 przypadki.

Nowotwory klasyfikowano wg podziatu Ziilcha i Christensen (1956).
Dla pelniejszej charakterystyki nowotworéw kiasyfikacje powyzsza uzu-
peiniono kryteriami podzialéw Kernohana i Sayre’a (1952) i Gluszcza
{1972).

Wsréd nowotworéw stanowigcych przedmiot niniejszego opracowania
wyodrebniono dwie zasadnicze grupy — glejakow i glejako-migsakow.

WYNIKI
Zmiany w OUN w okresie utajenia nowotworowego

Niezaleznie od umiejscowienia i czasu trwania do$wiadczenia ziarno
Mch lub grafitu wywolywato staby, nieswoisty odczyn astrogleju, mikro-
gleju i komorek mezodermalnych. Typowym zjawiskiem bylo wytworze-
nie otoezki odczynowej wokol karcinogenu, skiadajacej sie z wymienic-
nych komoérek i wlokien srebrochtonnych. W bliskim otoczeniu implan-
tatu stwierdzano obrzek s$rédblonkéw wybitniejszy w grupie z Mch.
Srédblonki wlosniczek otaczajacych karcinogen wykazywaly obnizenie lub
brak aktywnosci EZ. Wzmozona aktywnos¢ FK, EN i AP oraz BGl wy-
stepowala w komoérkach otoczki wokét Mch, oraz w odezynowych astro-
cytach i makrofagach w moézgach zwierzat do$wiadezalnych i kontrolnych.
Substancje PAS-dodatnie i Mps obojetne obserwowano w cytoplazmie od-
czynowych astrocytéow woko6t otoczki. W polach obrzeku neuropil wyka-
zywal dodatni dyfuzyjny odczyn na Mps kwasne i obojetne.

Wczesne zmiany nowotworowe

Mikroguzy stwierdzono u 18 myszy pomiedzy 17—103 tygodniem do-
swiadczenia. Komoérki mikroguzow najczes$ciej nie miaty cech wskazuja-
cych jednoznacznie na ich pochodzenie. W dwéch przypadkach wrzecio-

*) Dane techniczne dotyczace poszczegblnych badan podano w pracach: Kroh
1969, 1970,; Kroh i wsp. 1973a, 1973b, 1975; Kroh Szumanska 1971; Kroh, Renkawek
1973; Renkawek i wsp. 1972; Szumanska, Kroh 1974, Kroh i wsp. 1976.
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nowaty ksztalt komorek sugerowal ich mezodermalne pochodzenie,
w dwoéch ogniska sktadaly sie z drobnych, anaplastycznych komorek Iuz-
no rozproszonych, porozdzielanych licznymi krwinkotokami; guzki te spra-
wialy wrazenie mikroglejakéw. Srédblonki naczyn znajdujacych sie
w ogniskach rozplemu nowotworowego nie wykazywaly aktywnosci FZ.
Aktywnos¢ FK w cytoplazmie wiekszosci komoérek byla umiarkowana
lub podwyzszona.

Glejaki

Gwiazdziaki I° II° III° i plodowe stanowity 23,78% guzow, gle-
jaki wielopostaciowe — 18,90%, skgpodrzewiaki — 10,36%, wysciotcza-
ki — 17,07%, glejaki zlozone i mieszane —17,31%, glejaki niezro6znicowa-
ne — 1,82%, glejaki niesklasyfikowane — 2,43%.

Gwiazdziaki. W grupie gwiazdziakéw przewazaly guzy nisko-
zréznicowane: gwiazdziak 1° — 1; gwiazdziak II° — 19; gwiazdziak
III° — 14; gwiazdziak ptodowy — 5. Przecietna przezycia myszy niedeka-
pitowanych wynosita w przypadku gwiazdziakéw II° — 50,7 tygodnia,
III° — 52,0, plodowych — 47,0.

Gwiazdziaki z wyjatkiem plodowych rosty naciekajgco, zajmowatly roz-
legle obszary mozgu, czesto szerzac si¢ wzdluz struktur anatomicznych.
Wyglad komoérek w poszczegélnych rodzajach tych guzéw jak réwniez
struktury pierwotne i wtoérne przypominaly gwiazdziaki wystepujace
u ludzi. Hodowane in vitro gwiazdziaki zachowywaly zasadnicze cechy
cytologiczne guzéw macierzystych, ale wykazywaty nasilony polimorfizm.
Badanie w mikroskopie elektronowym przeprowadzono tylko na ma-
teriale z hodowli in vitro. Cechg wspdlng wiekszosci komoérek byla obec-
no$¢ gliofibryli rozproszonych w cytoplazmie perikariow i ulozonych pas-
mowato w wypustkach. W cytoplazmie nielicznych komérek obserwowano
skupienia cial wirusopodobnych.

Substancje PAS-dodatnie i Mps obojetne wystepowaly jedynie w cyto-
plazmie gemistocytéw. Przestrzenie miedzykomoérkowe centralnych czes-
ci guzéw zawieraly Mps obojetne i kwasne, z przewaga tych ostatnich.
Trawienie neuraminidaza obnizalo odczyn na Mps kwasne i obojetne.
Trawienie hialuronidazg jadrowa znosilo, a bakteryjng obnizalo odczyn
na Mps kwasne. Metachromazja substancji $rédcytoplazmatycznej i mie-
dzykomoérkowej ujawniata sie w pH 5,8—7,4. Naczynia wszystkich gu-
z6w charakteryzowaly sie brakiem lub sladowg aktywnoscig FZ. Komor-
ki nowotworowe, niezaleznie od stopnia ich zréznicowania, wykazywaty
niska aktywnos$¢ FK i EN. Aktywnos¢ BGIl pojawiala sie tylko w poje-
dynczych komérkach nizej zréznicowanych guzéw. Aktywnos¢ MDH
byla wybitna, niezaleznie od typu gwazdziaka, G-6-FDH — niska, za$
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BDH, jak i O-cyt. — $ladowa. Aktywnos$¢ dehydrogenaz w komoérkach
hodowanych in vitro byla nieco wyzsza niz w tkance in situ.

Glejaki wielopostaciowe. Przecigtna przezycia — 52,9 ty-
godnia. Glejaki te w potowie przypadkéw naciekaly istote bialg w spo-
sob rozlany, w korze mozgu byly natomiast dobrze odgraniczone. W po-
lach korowych przewazalo utkanie zbite, polimorficzne lub dysplastyczne,
a w obszarze nacieczonej istoty bialej i w pobrzezu guza przewazaly
komorki anaplastyczne. Wyglad i uklady komoérek nowotworowych zale-
zaly w znacznym stopniu od budowy przerastanego podloza. Nowotwory
charakteryzowaly' sie typowymi strukturami wtérnymi. Ogniska krwo-
toczne obserwowano czesciej niz ogniska martwic. Przerost miesniéwki
naczyn, rozplem $rédblonkéw i przydanki stwierdzono tylko w 20% gu-
zéw. Badania w ME ujawnily liczne komorki o torbielowatc poszerzonych
przestrzeniach okolojadrowych i otwartych porach otoczki jadrowej przez
ktore wydobywala sie chromatyna do cytoplazmy. Komoérki z hodowli in
vitro charakteryzowaly sie bogatym pofaldowaniem otoczki jgdrowej
i wiekszg iloscia chromatyny.

Odczyny na Mps byly zblizone do obserwowanych w gwiazdziakach.
Miedzykomérkowo wystepowala substancja dajgca dodatnie odezyny na
Mps kwasne i obojetne. Sladowe ilo$ci Mps obojetnych stwierdzano w ko-
. morkach olbrzymich i wielojgdrzastych. Efekt trawienia enzymatycznego
Mps byl identyczny jak w gwiazdziakach. Metachromazja wystepowala
przy pH 3,5. Naczynia nowotworéw nie wykazywaly aktywnosci FZ.
Aktywnos¢ FK, BGl i MDH (najsilniejsza z 3 badanych dehydrogenaz)
byla najwyzsza w komorkach wielojagdrzastych i olbrzymich zaréwno
w tkance in situ jak i w komoérkach in vitro.

Skgpodrzewiaki. Przecietna przezycia — 53,3 tygodnia. Tylko
w 4 nowotworach przewazaly komorki izomorficzne o jasnym ,halo”
i o typowym ukladzie plastra miodu. Czesciej (5 guzéw) przewazaly ko-
morki polimorficzne.Trzy guzy skladaly sie z komorek globoidalnych,
dysplastycznych, dwa z komoérek anaplastycznych. Skgpodrzewiaki za-
wieraly pola o przewadze poszczegélnych rodzajéw komoérek. Skupienia
komérek polimorficznych wystepowaly zwykle w czeéci centralnej. Kie-
runek nacieku, tworzenie ukladéw histoformatywnych, sposéb wzrostu
byly w znacznym stopniu zalezne od struktury naciekanego podtoza. W po-
towie przypadkéw stwierdzano znaczny rozplem wlosniczek, a w ich utka-
niu niekiedy komoérki olbrzymie.

Wiekszos¢ komorek izo- i polimorficznych charakteryzowala sie obec-
noscig Mps obojetnych. Wystepowaly one obficie réwniez w przestrze-
niach miedzykomérkowych w postaci przynaczyniowych jeziorek. Przy-
naczyniowe skupienia substancji amorficznej wykazywaly silny odczyn
na Mps kwasne. Trawienie neuraminidazg nie zmienialo odczynu, a tra-
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wienie hialuronidaza jadrowg i bakteryjng obnizalo odczyn podobnie jak
w innych glejakach. Metachromatyczne zabarwienie substancji miedzy-
komorkowej wystepowalo w pH 3,5—7,4. W pH 7,4 pojawiala sie meta-
chromazja cytoplazmy komorek.

WysScidlczaki. Przecietny czas przezycia 38,3 tygodnia. Guzkowe
bujanie wys$cioétki komér wskazywato w 8 przypadkach na punkt wyjscia
nowotworu. W 9 przypadkach wysciélczaki byly dobrze odgraniczone,
w 12 rosty naciekajgco. Rozety i pseudorozety tworzyly sie w obszarach
komorek izomorficznych, podczas gdy czesciowo wyksztalcone uklady wy-
stepowaly w polach komoérek polimorficznych. Figury podzialu byly bar-
dzo liczne. WySciblczaki in vitro przypominaly material macierzysty za-
rowno wygladem komorek jak i obecnoscig ukladéw promienistych i bru-
kowych.

Cytoplazma komorek nowotworowych nie zawierala substancji PAS-
-dodatnich ani Mps. Mps kwasne, nagromadzone w przestrzeniach mie-
dzykomoérkowych, wytrawialy sie typowo neuraminidazg oraz hialuroni-
dazg bakteryjng i jadrowg. Metachromatyczne zabarwienie substanciji
miedzykomorkowej wystepowalo w pH 3,5. Srodblonki $cian naczyn nie
ujawnialy aktywnosci FZ lub tylko $ladowo. Inne enzymy poza wysokag
aktywnosciag MDH w komoérkach in vivo i in vitro mialy umiarkowang
aktywnosé.

Glejaki zlozone i mieszane. Przecietny czas przezycia
37,1 tygodnia. W guzach zlozonych z lezgcych obok siebie pdl komoérek
pochodzacych z réznych linii glejowych przewazalo utkanie gwiazdzia-
kéw. Obecnos¢ komponenty oligodendroglejowej lub wySciélczakowej
prowadzila do powstawania skapodrzewiako-gwiazdziakow (4 przyp.)
i wySciolczako-gwiazdziakow (4 przyp.). Poszczegolne skladowe glejakéw
ztozonych zachowywatly charakterystyczne cechy cytologiczne i histofor-
matywne. W trzech przypadkach mieszane utkanie glejakowe wystepo-
walo na pograniczu skgpodrzewiakéw ortoplastycznych z gwiazdziakiem
I1° i glejakiem wielopostaciowym. W pasmie przenikania sie glejakow
powstawaly mieszane populacje komérkowe.

Glejaki niezréznicowane. Przecigtny czas przezycia 41,0
tygodni. Guzy cechowaty sie naciekajgcym sposobem wzrostu i nieré6wno-
miernym zageszczeniem komorek o nadbarwliwych jadrach i skgpej cyto-
plazmie. Duza gestos¢ utkania powodowala znieksztaicenie komorek. Na-
czynia byly niezmienione. Badanie w ME potwierdzilo niestosunek jadra
do cytoplazmy, wykazalo obfito$¢ nieréwnomiernie skupionej chromatyny
i obecnos¢ gliofibryli, a w komoérkach in vitro silnie pofaldowang otoczke
jadrowa.

Glejaki niesklasyfikowane. W 2 przypadkach z powodu
matej iloSci materialu udalo sie wykonaé¢ jedynie impregnacje wg Ca-
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jala i na tej podstawie zaliczono je do glejakow. W 2 innych komérki
drobne, rozproszone nie tworzyly ukladéw, a pomiedzy nimi obecne byty
ogniska krwotoczne. W jednym z nich srédblonki nie wykazywaly ak-
tywnosci FZ, a aktywnos¢ FK w komoérkach nowotworowych byla umiar-
kowana. Wymienione cechy nie stanowily dostatecznej podstawy do Scis-
lego zakwalifikowania guzéw.

Glejako-miesaki

Zaleznie od przewagi lub réwnorzednej reprezentacji jednej z tkanek
podzielono je na trzy grupy: 1) glejaki z nowotworowym rozplemem ele-
mentéw naczyn (13 przyp.), 2) guzy o iloSciowo zblizonym udziale tkanki
z obu listkéw zarodkowych (12 przyp.) 3) miesaki z towarzyszacym roz-
rostem nowotworowym gleju (5 przyp.).

Grupa 1. Czas przezycia — 34,5 tygodnia. Utkanie podstawowe two-
rzyly gwiazdziaki II°, III°, glejaki wielopostaciowe i niezréznicowane.
Zrédiem rozplemu komérek mezodermalnych byly $ciany naczyn, zwlasz-
cza lezagcych w centralnych czesciach guzéw. Stopien rozplemu nie zale-
zal od typu glejaka, ani obecnosci zmian wstecznych w guzie. Proliferu-
jace naczynia tworzyly zbite pasma komoérek wrzecionowatych i olbrzy-
mich.

Grupa 2 — Czas przezycia — 47,5 tygodnia. W 10 moézgach utkanie
glejakoéw i wrzecionowatokomoérkowych miesakéw odoponowych stykato
sie¢ bez wzajemnego przenikania. W 4 gwiazdziakach dodatkowo prolife-
rowaly Sciany naczyn. Dwa nowotwory skladaly sie z catkowicie wymie-
szanych komoérek glejakowych i miesakowych bez komponenty miesaka
odoponowego.

Grupa 3. Czas przezycia — 48,5 tygodnia. Wszystkie guzy byly mie-
sakami wrzecionowatokomoérkowymi, dobrze odgraniczonymi od otocze-
nia. W polach tkanki otoczonych przez nowotwor lub znajdujgcych sie
miedzy jego zagonami, a czasem w komorach mézgu wystepowaly ko-
mérki polimorficzne, dysplastyczne, globoidalne, odczynowe astrocyty,
makrofagi, a miedzy nimi mate ogniska martwicy i krwotoczne.

W hodowli glejako-migsakéw in wvitro obserwowano dwa zasadnicze
typy komorek: wrzecionowate z silnie wybarwionym jadrem oraz ko-
morki o réznej ilosci wypustek i bladych ziarnistych jadrach. Badanie
w ME tkanki i komérek z hodowli potwierdzilo wystepowanie dwadch
rodzajow komorek. W komoérkach wiekszych, o jasniejszej cytoplazmie
obserwowano gliofibryle, a w pochodzgcych z hodowli niekiedy réwniez
skupienia cial wirusopodobnych, identycznych z opisanymi w gwiazdzia-
ku.

Komoérki wrzecionowate wykazywaly dodatnie odczyny na Mps obo-
jetne. Odczyn komorek glejakéw zalezal od ich rodzaju. W naczyniach
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niezaleznie od utkania guza aktywno$¢ FZ nie wystepowala lub bylta Sla-
dowa. Sladowa aktywnos&¢ AP widoczna byla w Scianach naczyn i w gnia-
zdach komoérek miesakéw. Komodrki wrzecionowate mialy wysoka, zroéz-
nicowang aktywnos$¢ FK, EN oraz MDH.

We wszystkich rodzajach glejakow i glejako-miesakéw czesci srod-
moézgowe wrastaly w opony i przez otwor trepanacyjny przechodzity na
sklepienie czaszki. W grupie 134 glejakow w 60 przypadkach wystepo-
wala komponenta zewngtrzczaszkowa. Wsréd 15 glejako-miesakéw — 12
guzow mialo komponente zewngtrzczaszkows.

Metylazy t-RNA w stanie utajenia mowotworowego i w guzach

Badania przeprowadzono wg metody podanej w pracy Kroh i wsp.
(1976) na moézgach 17 myszy ze wszczepionym metylcholantrenem, po-
branych miedzy 23—89 tygodniem doswiadczenia i na 17 moézgach zdro-
wych myszy, oraz na 7 guzach moézgu i odpowiednich mézgach kon-
trolnych. W prébach pochodzgcych od myszy w okresie utajenia stwier-
dzono w 8/9 przypadkéw podwyzszenie aktywnosci wlasciwej enzymu w
stosunku do moézgéw kontrolnych, w odniesieniu do niezmetylowanego
egzogennego t-RNA. W nowotworach (6 miesakéw, 1 wysScidtezak) w 6/7
przypadkéw aktywnos$¢é metylaz kilkakrotnie przewyzszala wartosci kon-
trolne.

OMOWIENIE

Okres utajenia po domézgowej implantacji karcinogenu u myszy trwa
ponad 200 dni i w tym czasie rozwija si¢ zwykle odczyn komoérkowy
w otoczeniu karcinogenu (Zimmerman 1955, 1957). W naszym materiale
stwierdzono stale tworzenie otoczki komoérkowej i brak lub obnizenie ak-
tywnosci FZ w $rodblonkach naczyn wokél Mch. Powtarzalno$¢ zjawiska
i jego brak w materiale kontrolnym pozwala na uznanie go za odczyn
swoisty zwigzany z obecnos$cig karcinogenu. Brak aktywnosci FZ w na-
czyniach nalezy przypisa¢ toksycznemu uszkodzeniu srédbtonkéw.

Wykladnikiem zmian zachodzgcych w tkance bylo réwniez podwyzsze-
nie aktywnosci metylaz t-RNA w okresie po wszczepieniu Mch. Stopien
metylacji egzogennego t-RNA nie zalezal od czasu dzialania karcinogenu.
Aktywnos¢ metylaz w okresie utajenia przewyzszala znacznie aktywnosé
w mozgach kontrolnych, byla jednak kilkakrotnie nizsza niz w tkance
nowotworowej. Uzyskane wyniki dotyczace metylaz t-RNA w nowotwo-
rach potwierdzaja obserwacje Viale i wsp. (1970, 1971) poczynione na
nowotworach mézgu u ludzi oraz innych autoréw na wzbudzonych nowo-
tworach narzadéw wewnegtrznych. Na specjalne podkreslenie zastuguje
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wystepowanie tego zjawiska w okresie utajenia wskazujgce na jego zwig-
zek z procesem nowotworzenia.

Wysoka liczba wzbudzonych nowotworéw potwierdza poglad, ze Mch
wywiera silne dzialanie rakotworcze na tkanki moézgu myszy. Na ogdlng
liczbe 408 zwierzat doswiadczalnych guzy wystgpity w 182 przypadkach,
co stanowi 44,85%; w tym glejakow — 30,63%. Liczac od najwczes$niej-
szego wystapienia glejaka, odsetek glejakow wynosi 37,43, a lgcznie
z glejako-miesakami 54,76.

Nasze obserwacje wskazujg na dluzszy czas przezycia myszy z gleja-
kami (49,9 tyg,) oraz z glejako-miesakami (43,5 tyg.) niz wynika z badan
innych autoréw. Nie stwierdzono réznic w czasie przezycia zwierzat z gle-
jakami ,tagodnymi” i ,,ztosliwymi”. Brak réznic najwyrazniej wystepujé
w gwiazdziakach II° (50,7 tyg.), skapodrzewiakach (53,2 tyg) i glejakach
wielopostaciowych (52,9 tyg.). Podobnie jak w statystykach ludzkich
gwiazdziaki i glejaki wielopostaciowe wystepowaly najczesciej. Nie udalo
sie ustali¢ zaleznosci pomiedzy miejscem wszczepienia Mch, a rodzajem
guza. Ustalenie pierwotnego polozenia karcinogenu jest po rozwinieciu
sie guza czesto niemozliwe, a sklad komoérkowy mikroguzéw nie daje
wskazowek co do kierunku rozwoju przysziego nowotworu. Wpltyw umiej-
scowienia Mch na powstanie poszczegélnych typow glejakow (Zimmer-
man 1957) znajduje jedynie potwierdzenie w przypadku wysciotczakow.

Obraz morfologiczny glejakéw mysich w poréwnaniu z glejakami ludz-
kimi jest bogatszy. Dzieki obserwacjom calych przekrojéw moézgu mozna
bylo stwierdzi¢ réznorodnos¢ typow komoérek (np. w skgpodrzewiakach),
réznorodno$é utkan lezgcych naprzemiennie (zlozone glejaki, glejako-
-miesaki) i r6znorodnos$¢ sposobu wzrostu w poszczegolnych strukturach,
a ponadto wplyw podloza na ksztaltowanie sie struktur pierwotnych.
Wydaje sie, ze wszystkie cechy glejakow ludzkich s3 w nowotworach
doswiadczalnych bardziej nasilone i ,karykaturalne”. Napotyka si¢ row-
niez zjawiska rzadkie w patologii glejakéw ludzkich np. ograniczony
wzrost glejaka wielopostaciowego w korze.

Komoérki guzoéw in vitro zachowywaly cechy komorek macierzystych
i tendencje do odtwarzania niektérych ukladéw strukturalnych, ale mia-
ly wiekszg domieszke komorek polimorficznych, a odczyny enzymatyczne
byly na ogét bardziej nasilone. Widoczne w ME pofaldowanie otoczek
jadrowych komoérek in vitro oraz poszerzenie przestrzeni okolojagdrowych
i wylewanie sie chromatyny przez pory otoczki obserwowane w komor-
kach glejaka wielopostaciowego in vivo mozna traktowa¢ jako wynik
przyspieszonej wymiany jadrowo-cytoplazmatyczrej (Cervos-Navarro
1962). Wystepowanie gliofibryli, stwierdzone w naszym materiale w wiek-
szoséci komérek glejakéw in vivo i in vitro, opisywano zaréwno w gleja-
kach ludzkich jak i do$wiadczalnych (Luse 1958, 1960, Koestner i wsp.
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1972). Gliofibryle wystepowaly we wszystkich przebadanych w ME gle-
jakach, niezaleznie od stopnia zréznicowania ich komoérek. Obecnos¢ ciat
wirusopodobnych w komoérkach hodowanych in vitro uwazamy za przy-
padkows.

We wszystkich rodzajach guzow obserwowano brak lub obnizenie ak-
tywnosci FZ w $cianach naczyn. Zjawisko to stwierdzono w glejakach
ludzkich i do$wiadczalnych u réznych zwierzat i wigze sie je (Samoraj-
ski, McCloud 1961) z uszkodzeniem bkariery krew-moézg znanym z pato-
logii glejakéow ludzkich. Wzmozone natezenie aktywnosci BGl wystepu-
jace w niektérych gwiazdziakach zwigzane bylo z nizszym stopniem zro6z-
nicowania tych guzéw. Zachowanie si¢ innych enzymoéw nie réznilo sie
w spos6b istotny od obserwowanych w guzach ludzkich i do$wiadczal-
nych u zwierzat. :

Obecnos¢ substancji o charakterze mukopolisacharydéw w przestrze-
niach miedzykomoérkowych i cytoplazmie niektérych komoérek w powig-
zaniu ze zmienionymi wlasciwosciami naczyn nasuwa przypuszczenie, ze
naczynia o zmienionej przepuszczainosci ulatwiaja przenikanie Mps do
migzszu glejakoéw. Ustalono, ze kwas sialowy jest skladnikiem Mps obo-
jetnych i kwasnych, ale jego zawarto$¢ zalezy od typu glejaka, a kwas
hialuronowy i siarczany chondroityny A i C wchodzg w sktad Mps kwas-
nych wszystkich glejakéw. Lokalizacja Mps upodabnia glejaki mysie do
takich samych guzow ludzkich (Gluszcz 1963).
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ANDRZEJ KAPUSCINSKI

BADANIA NAD ISCHEMICZNO-HIPOKSYJNYM OBRZEKIEM
MOZGU PRZY UZYCIU METOD IZOTOPOWYCH

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Zesp6él Neuropatologii Centrum Medycyny DoSwiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski

Szczegélna wrazliwo$¢ moézgu na niedotlenienie jest dobrze znana
i obszernie opisana zar6wno w aspekcie klinicznym jak i do$wiadczalnym.
Natomiast nie jest wyjasnione zagadnienie obrzeku moézgu towarzysza-
cego niedotlenieniu tkanki nerwowej. Wedlug niektérych autoréw nie-
dotlenienie proste nie prowadzi do obrzeku moézgu (Bakay 1967, Kapus-
cinski i Mossakowski 1973). Badania Bakaya i Lee wskazuja (1968), ze
obrzek moézgu rozwija sie dopiero po skojarzeniu niedotlenienia z hiper-
kapnig przy okre§lonym obnizeniu ci$nienia czgstkowego tlenu w krwi
tetniczej i obnizeniu pH tkanki nerwowej ponizej 6,75. Inni autorzy
uwazajg, ze zaburzenia hemodynamiczne krgzenia mozgowego podczas
niedotlenienia mézgu s istotng przyczyng rozwoju jego obrzeku (Hoff
i Jellinger 1967, Kapuscinski i wsp. 1972 b). Zmiany przepuszczalnosci
bariery krew-moézg i obrzek moézgu w modelu niedokrwienia skojarzo-
nego z niedotlenieniem (Lewin 1960) wystepowaly w réznym nasileniu
i tylko u niektérych zwierzat stwierdzano nieodwracalne uszkodzenia
tkanki nerwowej (Kapuscinski i wsp. 1972 a). W zwigzku z powyzszym
w badaniach nad rozwojem obrzeku mézgu w warunkach niedotlenienia
tkanki nerwowej zastosowano modyfikacje modelu Lewina polegajacg
na obustronnym zamknieciu tetnic szyjnych wspélnych u szczuréw
i przetrzymywania zwierzagt w warunkach niskotlenowych przez okres
20 minut. '

Celem pracy byla ocena wystepowania obrzeku moézgu u szczuréw
z obustronnym zamknieciem tetnic szyjnych wspélnych poddanych nie-
dotlenieniu oraz préba wyjasnienia mechanizmu jego powstawania.
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MATERIAEL I METODY

Badania wykonano na 162 dorostych szczurach rasy Sprague-Dagley
i Wistar. Dos$wiadczenia przeprowadzono w 3 grupach: 1. zwierzeta
z obustronnym zamknieciem tetnic szyjnych wspélnych przetrzymywane
w atmosferze niskotlenowej, 2. zwierzeta z obustronnym zamknieciem
tetnic szyjnych wspdlnych, 3. zwierzeta prawidlowe nie poddawane
zadnym zabiegom. Szczury pierwszej grupy po 3 godzinach od zabiegu
zamkniecia tetnic umieszczano pojedynczo na okres 20 minut w komorze
ze stalym przeplywem mieszaniny gazéw zlozonej z 5% tlenu i 95% azotu.
Po tym okresie szczury pierwszej grupy usmiercano w nastepujacych prze-
dziatach czasowych: 20 minut tj. bezposrednio po wyjeciu zwierzagt z ko-
mory i 40, 80, 140, 200 minut oraz 6 godzin od rozpoczecia niedotleniania.
U szczurdéw drugiej grupy badano moézgowy przeplyw krwi wedlug me-
tody Lassena i Ingwara (1961) wstrzykujgc do tetnicy szyjnej wewnetrz-
nej 133Xe w roztworze fizjologicznym soli. W celu oceny ukrwienia
mozgu i czynnego transportu zwigzkéw do mozgu, objetosci krwi w mézgu
oraz stanu bariery krew-moézg zastosowano nastepujgce zwigzki znako-
wane: Se-selenometionine, 5!Cr-albumine, 9%™TcO, i 131J-albumine. Za-
stosowanie albuminy znakowanej réznymi izotopami bylo spowodowane
odmienng charakterystyka widm energetycznych poszczeg6lnych radio-
nuklidéw i mozliwoscig ich pomiaru w jednej probce. Radioaktywno$é
moézgu i krwi mierzono w automatycznym liczniku scyntylacyjnym (ze-
staw firmy Nuclear Chicago) dla promieni gamma z krysztalem NaJ(Tl)
wspolpracujgcym z analizatorem energii promieniowania. Udzial kazdego
izotopu okreslano droga dyskryminacji wysokosci impulséw przy zasto-
sowaniu 50% szerokosci okna na gléownym szczycie energetycznym po-
szczeg6lnych radionuklidow. Uzyskare wyniki pomiaréw wyrazano jako
stezenie radionuklidow w mozgu obliczane dla jego ciezaru mokrego
i suchego. Zawartos¢ wody w moézgach obliczano z rdéznicy ciezaré6w mo-
krych i suchych. Badania histologiczne moézgéw przeprowadzono na
skrawkach parafinowych barwionych hematoksyling-eozyng, fioletem
krezylu oraz wg metody Heidenhaina. Ponadto oceniano stan mikrokraze-
nia moézgowego na skrawkach mrozonych przy zastosowaniu metody
benzydynowej Pickwortha. Badania mikroskopowo-elektronowe moézgow
przeprowadzono po ich utrwaleniu w 5% roztworze aldehydu glutarowe-
go i 2% roztworze czterotlenku osmu zatapiajgc skrawki w Eponie 812.
Ultracienkie skrawki podbarwiano octanem uranylu i winianem olowiu
wykonujgc ultrafotogramy przy uzyciu mikroskopu elektronowego
JEM-T-A na plytach ORWO E 42.

WYNIKI
Obustronne zamkniecie tetnic szyjnych wspélnych u szczuréw powo-
duje krétkotrwale zmniejszenie moézgowego przeptywu krwi srednio do
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wartosci 19,4 = 4,03% poziomu prawidlowego przeptywu. Mézgowy prze-
plyw krwi u tych zwierzat ulega poprawie osiggajac wartos¢ s$rednio
57,2+ 4,56% poziomu prawidlowego przeptywu po 1 godzinie od zamknie-
cia tetnic. Niedotlenienie zwierzat z obustronnym zamknieciem tetnic
szyjnych wspélnych powoduje ogdlne niedokrwienie moézgu, co wyraza
sie nizszym stezeniem 75Se-selenometioniny w moézgach zwierzat bez-
posrednio po wyjeciu z komory hipoksyjnej w poréwnaniu z poziomem
u zwierzat drugiej grupy. Po 20 minutach od wyjecia zwierzat z komory
hipoksyjnej, stezenie selenometioniny w moézgach szczuréw ulega zwie-
kszeniu osiggajac w 40 minucie od rozpoczecia niedotleniania wartosci
wyzsze niz u zwierzgt drugiej grupy. W poézniejszych czasach stezenie
selenometioniny w moézgach szczuréw poddanych niedotlenieniu utrzy-
muje sie¢ jeszcze na wyzszym poziomie w czasie 80 minut i powraca do
wartosci zblizonych do prawidlowych w czasie 140 minut od rozpoczecia
niedotleniania.

Bezpos$rednio po wyjeciu zwierzgt z komory hipoksyjnej wystepuje
zwiekszenie stezenia 5!Cr-albuminy w moézgu. W poézniejszych czasach
w okresie przebywania zwierzgt w warunkach atmosferycznych z pra-
widlowg zawarto$cig tlenu, stezenie Cr-albuminy w moézgach szczurow
poddanych niedotlenieniu ulega zmniejszeniu osiggajgc najnizsze wartosci
w 80 i 140 minucie od rozpoczecia niedotleniania.

Zawartos¢ wody w moézgach szczurow po obustronnym zamknieciu
tetnic szyjnych wspélnych nie rézni si¢ od zawarto$ci wody w mozgach
szezuréw prawidlowych. Natomiast u zwierzat ktoére po obustronnym
zamknieciu tetnic szyjnych wspélnych poddano niedotlenieniu rozwija
sie odwracalny obrzek moézgu z maksymalnym przyrostem wody w 80
minucie od rozpoczecia niedotleniania (15,6 + 4,7%). Obrzek ten zmniejsza
si¢ w 140 i 200 minucie, jednakze po 6 godzinach od wyjecia zwierzat
z komory hipoksyjnej, zawartos¢ wody w mozgach utrzymuje sie nadal
na wyzszym poziomie w poréwnaniu z poziomem u zwierzat 2 i 3 grupyv.

Stosunki radioaktywnosci wiasciwych mozg-krew po dozylnym
wstrzyknieciu 99mTcO, i !}1J-albuminy szczurom poddanym niedotlenie-
niu po obustronnym zamknieciu tetnic szyjnych wspélnych nie wyka-
zaly statystycznie znamiennych roznic w poréwnaniu z wynikami w po-
zostatych dwoch grupach.

Badania histologiczne i mikroskopowo-elektronowe u zwierzat z obu-
stronnym zamknieciem tetnic szyjnyvch wspoélnych poddanych niedotle-
nieniu wykazaly cechy cbrzeku moézgu z najwiekszym nasileniem zmian
w 80 minucie od poczatku doswiadczen. Zmiany ultrastrukturalne wy-
razaly sie obrzmieniem cytoplazmy i wypustek astrogleju oraz cyto-
plazmy oligodendrocytéw, nieprawidlowosciami w zakresie ich organelli
oraz rozwarstwieniem blaszek mielinowych.
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OMOWIENIE

Obustronne zamkniecie tetnic szyjnych wspolnych u szczura nie pro-
wadzi do nieodwracalnych zmian niedokrwiennych w moézgu. Zabieg ten
wyzwala odruch z zatoki szyjnej powodujacy podwyzszenie ciSnienia
tetniczego krwi $rednio o 15,8%, co wraz z mechanizmami regulacyjnvmi
krgzenia mézgowego zabezpiecza wystarczajgce ukrwienie mézgu (Kapus-
cinski, 1974). Poziom moézgowego przeplywu krwi po obustronnym zam-
kniecid tetnic szyjnych wspélnych u szczura jest wyzszy od poziomu
uwazanego za krytyczny dla wywetlania nieodwracalnych zmian w moézgu
(Brodersen. 1973; Kapuscinski 1974) i w pelni tlumaczy brak statystycz-
nie znamiennych réznic w odniesieniu do prawidlowych zwierzat w ba-
daniach przeprowadzonych uprzednio w tych samych warunkach do-
$Swiadczalnych z uzyciem innych zwigzkéw znakowanych (Kapuscinski,
Mossakowski, 1973). U szczuréw poddanych niedotlenieniu po obustron-
nym zamknieciu tetnic szyjnych wspélnych wystepuja zaburzenia hemo-
dynamiczne w krgzeniu mézgowym, ktérym towarzyszy rozwoéj obrzeku
mozgu. Podczas przebywania zwierzat w komorze hipoksyjnej zmniejsza
sie mézgowy przeplyw krwi natomiast zwigksza sie jej objetos¢ co od-
powiada stanowi przekrwienia biernego mézgu. W tym okresie zaczyna
rozwija¢ sie obrzek znajdujgcy wykladnik we wzroscie zawartosci wody
w mozgu. Po przeniesieniu zwierzat do warunkéw atmosferycznych
z prawidlowa zawartoscia tlenu wystepuje poischemiczne przekrwienie
tetnicze obserwowane réwniez przez innych autoréw na innych modelach
do$wiadczalnych (Sundt i Waltz, 1971; Baldy-Moulinier, 1974 i inni).
Okresowi przejScia ze stanu przekrwienia biernego do stanu przekrwie-
nia czynnego czyli poischemicznemu wzrostowi moézgowego przeplywu
krwi towarzyszy dalszy rozwoj obrzeku moézgu u badanych zwierzgt
doswiadczalnych, ktéry osigga szczyt w 80 minucie od rozpoczecia nie-
dotleniania zmniejszajac si¢ stopniowo w dalszych badanych czasach.
Objetos¢ krwi w moézgu zmniejsza sie proporcjonalnie do stopnia narasta-
nia obrzeku moézgu. Wyniki do$wiadczen przeprowadzonych z uzyciem
nadtechnetanu i znakowanej albuminy nie wykazaly wzmozonej prze-
puszczalno$ci naczyn moézgowych dla tych zwigzkéw, co wskazuje na
cytotoksyczny charakter obrzeku moézgu w tym modelu. Badania wy-
konane przez Mchedlishvili i wsp. (1975) i Kapuscinskiego i wsp. (1975)
wskazujg na istotng role ogélnoustrojowych zaburzen hemodynamicz-
nych w rozwoju poischemicznego obrzeku mézgu. Zmiany niedokrwienne
tkanki nerwowej mozna okresli¢ jako okres wstepny dla rozwoju obrzeku
moézgu. Natomiast zaburzenia pomiedzy doplywem i odplywem kwi
w moézgu sg istotnym czynnikiem patogenetycznym rozwoju obrzeku
moézgu. Z prac tych wynika, ze wzrost ukladowego i mézgowego ci$nie-
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nia zylnego na skutek niewydolnosci serca jest jedng z waznych przy-
czyn rozwoju poischemicznego obrzeku mézgu.

WNIOSKI

1. Obustronne zamkniecie tetnic szyjnych wspoélnych u szczuréw po-
woduje krotkotrwale zmniejszenie mézgowego przeplywu krwi s$rednio
do wartosci 19,4% poziomu prawidlowego przeptywu. Mechanizmy re-
gulacyjne krgzenia moézgowego i ukladowego powodujg kompensacje
ukrwienia mézgu zwiekszajgc po 1 godzinie od zamkniecia tetnic mézgo-
wy przeplyw krwi s$rednio do wartosci 57,2% poziomu prawidtowego
przeptywu. Zabieg ten nie prowadzi do powstania obrzeku moézgu i do
rozwoju nieodwracalnych uszkodzen tkanki nerwowej.

2. Niedotlenienie szczuréw z obustronnym zamknieciem tetnic szyj-
nych wspélnych powoduje uposledzenie ukrwienia mézgu charakteryzu-
jace sie nastepujaca dynamika:

a) W okresie niedotlenienia wystepuje znaczne zmniejszenie moézgowe-
go przepltywu krwi z towarzyszacym przekrwieniem biernym.

b) Po okresie niedotlenienia ukrwienie mézgu ulega poprawie osigga-
jac warto$ci wyzsze niz u zwierzat kontrolnych.

c¢) W pdzniejszym okresie po niedotlenieniu ukrwienie mézgu osigga
poziom ukrwienia mézgu u zwierzgt kontrolnych.

3. Niedotlenienie szczuréw z obustronnym zamknieciem tetnic szyj-
nych wspoélnych powoduje rozwoj obrzeku mézgu. Obrzek ten jest od-
wracalny i charakteryzuje go nastepujgca dynamika:

a) Powstaje juz w okresie niedotlenienia.

b). Narasta po okresie niedotlenienia osiggajgc szczyt pomiedzy 80 i 120
minutg od rozpoczecia niedotleniania po czym w dalszych badanych
czasach stopniowo zmniejsza sie.

4. Rozwo0j obrzeku moézgu w stosowanym modelu doswiadczalnym zwig-
zany jest z zaburzeniami hemodynamicznymi w krazeniu moézgowym
krwi.

5. Zwiekszeniu zawarto$ci wody w moézgu w warunkach tego modelu
towarzyszy zmniejszenie objeto$ci krwi w mozgu.

6. Bariera krew-moézg w powyzszym modelu nie wykazuje wzmozonej
przepuszczalnosci dla nadtechnetanu i znakowanej albuminy co wska-
zuje na cytotoksyczny charakter wywolanego obrzeku.
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OCENA KSIAZKI

Stanley A. Feldman: MUSCLE RELAXANTS. W. B. Saunders Comp. Ltd.
London 1973

Ksigzka ta zostala wydana jako pierwszy tom serii ,,Major Problems in An-
aestesia” (red. W. W. Mushin), jest ona jednak kierowana nie tylko do anestezjo-
logbw, ale rowniez neurologbw i neurofizjologéw. Literatura dotyczgca S$rodkdw
dzialajacych na plytke nerwowo-mieérniowg uzywanych we wspoOlczesnej anestezjo-
logii jest ogromna, na ogét jednak sg to prace cechujgce sie ujeciem wylgcznie kli-
nicznym lub tez przede wszystkim teoretycznym. Autcr omawianej ksigzki potrafil
polaczyé w przedstawieniu analizowanych zagadnien obie postawy: do$wiadczonego
klinicysty-anestezjologa i kompetentnego eksperymentatora.

Ksigzka sklada sie z 15 rozdzialdw (190 stron), w ktérej leki dzialajgce ra
rlytke nerwowo-mie$niowg omoéwiono od strony mechanizmu ich dziatania, farma-
kologii i kliniki.

Pierwszy rozdzial przedstawia wspbéiczesne poglady na transmisje nerwowo-
-migéniowg mieénia szkieletowego w warunkach prawidlowych z uwzglednieniem
badan morfologicznych mikroskopowo elektronowych zlgcza nerwowo-mie$niowego,
badan elektrofizjologicznych i biochemicznych. Stanowi on logiczny punkt wyjscia
do analizy rodzajéw blok6w nerwowo-mieéniowych, bedacych przedmiotem nastep-
nego rozdzialu. W tej czeSci ksigzki autor podaje podziat blokéw nerwowo-migs-
niowych z oméwieniem hipotezs co do ich patomechanizmu. Zwlaszcza przejrzyscie
przedstawione jest zagadnienie tzw. bloku podw6jnego (dual block), zwanego inaczej
faza II bloku nerwowo-migéniowego, szczegblnie istotnego w miastenii. Wiadomo, ze
cechg plytki nerwowo-mie$niowej w miastenii jest nie tylko jej nadmierna wraz-
liwo§¢é na leki kuraropodobne oraz wzgledna oporno§¢ na Srodki depolaryzujace,
ale réwniez oddzialywanie na leki depolaryzujace tzw. blokiem podwéjnym tj.
latwym przechodzeniem bloku depolaryzacyjnego (tzw. I faza bloku) w blok nie
depolaryzacyjny (tzw. II faza bloku). Zjawisko to ma istotne znaczenie zar6éwno
z punktu widzenia hipotez co do patomechanizmu miastenii, jak tez z punktu widze-
nia prawidlowego prowadzenia anestezji u chorych z miastenig lub z zespolem
miastenicznym.

Obszerna cze$§é¢ ksigzki poSwigcona jest lekom dzialajacym na plytke nerwowo-
-mie$niows, lekom z grupy $rodk6éw depolaryzujacych oraz $rodkéw kuraropodok-
nych. Autor na podstawie obszernej literatury omawia zagadnienie punktu uchwytu
tych §rodkéw, podkre§lajac obok klasycznie przyjetego pogladu o ich dziataniu na
blone postsynaptyczna, réwniez ich wplyw na cze§¢ presynaptyczng plytki, oraz
poSrednie dzialanie na o$rodkowy uklad nerwowy. '

Wnikliwie, w oparciu o nowoczesne prace do$§wiadczaine przedstawione jest
zagadnienie receptoré6w blony postsynaptycznej z punktu widzenia wigzania sig
omawianych lekéw z substancjy receptorowg blony postsynaptycznej. Autor podkres-
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la, ze stopien, a zwlaszcza dlugo$é ich dzialania zalezy nie tylko od ich stezenia
w surowicy, ale powinowactwa poszczegélnych $rodkéw do substancji receptorowej
plytki, wplywéw jonowych (Ca, Mg), temperatury, pH, czynnik6w hemodynamicz-
nych i inn, Réwniez rozpatrywane jest zagadnienie osobniczej wrazliwo$ci na
$§rodki depolaryzujgce i kuraropochodne.

Doé¢é istotnym problemem jest zagadnienie interakeji pomiedzy réznymi Srodkami
stosowanymi w anestezjologii. Wiadomo np., ze dziatanie §rodkéw kuraropodobnych
jest wybitniejsze przy jednoczesnym stosowaniu halotanu (Hughes 1970, Feldman,
Tyrrell 1969) czy narkozy eterowej (Katz 1966). Przykladéw takich autor przyta-
cza wiele, prbébujgc jednocze$nie przedstawié hipotezy co do mechanizmu tych
synergizmow.

Wyczerpujgco jest przedstawione zagadnienie rozkladu i wydalania $rodkéw
dzialajgcych na plytke nerwowo-mie$niowa, z podkre§leniem czynno$ci cholineste-
razy i pseudocholinesterazy w warunkach prawidlowych i patologicznych. Oméwio-
no réwniez zagadnienie wigzania sie omawianych lekow z poszczegdélnymi frakecjami
biatek surowicy, co ma istotny wplyw na aktywno$§é¢ tych $rodkéw, a wiec ich
dawkowanie (autorem tego rozdzialu jest M. A. Skivington).

Miastenia i zespoly miasteniczne, bedgce przedmiotem jednego z rozdzialow
omoOwione sg do§é pobieznie, niemniej jednak rozdzial ten zawiera wiele informacji
szczegblnie pozytecznych dla wyboru postepowania anestezjologicznego w tej grupie
chorych.

Ostatnie podsumowujgce rozdzialy pos§wiecone sg racjonalnemu uzywaniu $rod-
koéw dzialajacych na plytke nerwowo-mie$niowa, a wigee wyhorowi okre§lonego leku
i jego dawki w r6znych sytuacjach klinicznych.

Ksigzka oparta na bogatym i nowoczesnym pi$miennictwie i duzym do$wiadcze-
niu autora wnosi wiele cennych informacji, stanowigc podsumowanie wsp6tczesne-
go stanu wiedzy co do teoretycznych i praktycznych aspekléw farmakologii ptytki
nerwowo-mieg$niowej i jest niewgtpliwie wartosciowg i interesujacg pozycjg zardéwno
dla anestezjologéw, jak i neurologbéw.

doc. dr med. Barbara Emeryk
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KOMUNIKAT

Zgodnie z uchwalg Walnego Zgromadzenia Stowarzyszenia Neuropatologow
Polskich Redakcja Neuropatologii Polskiej postanowila wprowadzi¢ w czasopi§mie
Dzial Kroniki i Informacji. Redaktorem nowego Dzialu zostat doc. Jerzy Dymecki.

W Drziale Kroniki i Informacji bedg zamieszczane wiadomos$ci o kongresach
i zjazdach neuropatologicznych, neurologicznych i anatomopatologicznych oraz infor-
macje dotyczgce zycia naukowego i organizacyjnego Srodowiska neuropatologicznego
w naszym kraju (uzyskane stopnie naukowe i specjalizacje, wyr6znienia i nagrody,
informacje o dzialalno$ci Zarzadu Gié6wnego SNP, otwarcie nowych placéwek neuro-
patologicznych itd.).

Redakcja apeluje do wszystkich czlonkéw SNP o nadsylanie wiadomos$ci o waz-
niejszych wydarzeniach ze swojego terenu.

Informacje te nalezy kierowaé na adres Redaktora nowego Dzialu doc. J. Dy-
meckiego (Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Aleja Sobieskic-
go 1/9, 02-957 Warszawa).

Redakcja
Neuropatologii Polskiej
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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Neuropatologia Polska zamieszcza prace z zakresu reuropatologii klinicznej
i do$wiadczalnej oraz dziedzin pokrewnych (neuroonkologii, neurosnatomii, neuro-
chemii itp.).

Redakcja pisma przyjmuje do druku prace oryginalne i doniesienia kazuistyczne;
prace pogladowe — przygotowane wylgcznie na zaproszenie Redakcji.

Neuropatologia Polska przyjmuje do druku prace w jezyku polskim, angielskim,
francuskim i niemieckim.

Warunkiem przyjecia pracy jest o§wiadczenie autora, ze praca nie byla drukowa-
na w innym czasopi§mie oraz pisemna zgoda kierownika placowki/ek na jej opub-
likowanie,

Objeto$é pracy oryginalnej nie powinna przekracza¢ wraz z pelng dokumen-
tacjg (streszczenie, piSmiennictwo, tabele, wykresy, ryciny itp.) 20 stron, pracy
kazuistycznej — 10 stron.

Prace nalezy przesylaé¢é w 2 egzemplarzach w znormalizowanym maszynopisie
(4-cm margines z lewej strony, 30 wierszy na strone z zachowaniem podwéjnego od-
stepu, bez odrecznych poprawek i podkreslen).

Wykaz piSmiennictwa, ulozony alfabetycznie, powinien obejmowaé wylgcznie
pozycje cytowane w pracy. W wykazie piSmiennictwa podaje sie nazwiska i inicjaly
wszystkich autoréw, tytul pracy, nazwe czasopisma, rok, iom, pierwszg i ostatnig
strone publikacji. W przypadku Zrédel ksigzkowych — nazwisko(a) i inicjal(y) au-
toréw, tytul ksigzki (ew. rozdziatu), wydawce, miejsce i rok wydania. W tekScie
nalezy podaé nazwisko autora(éw) oraz rok publikacji. W przypadku, gdy autoréw
cytowanej pozycji jest wiecej niz dwoéch, nalezy podac¢ nazwisko pierwszego autora
ze skrétem ,,i wsp.”.

Ryciny ograniczone do niezbednych powinny byé oznaczone kolejnymi numera-
mi. Wskazane jest zestawianie rycin w tablice zbiorcze o wymiarach 12,5 X 19 cm.

Redakcja prosi o nadsylanie objanien i podpiséw do tabel, schematéw i rycin
oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Redakcja zastrzega sobie prawo wprowadzania koniecznych poprawek stylistycz-
nych i zmniejszania ilo§ci rycin bez porozumienia z autorem.

Redakcja nie zwraca maszynopisow nadestanych prac.

Redakcja prosi autor6w o dokladne sprawdzenie tekstéw apelujgc o zwigzlo$é,
przejrzysty uklad pracy oraz staranne przygolowanie materiatu ilustracyjnego.

Autorzy otrzymujg pierwszg korekte pracy. W korekcie Redakcja uwzglednia
jedynie bledy literowe oraz poprawki pomylek drukarskich.

Autorzy prac zamieszczonych w Neuropatologii Polskiej otrzymujg honorarium
wg ustalonych stawek oraz 25 odbitek na koszt autora.



Cena zt 25.—

WARUNKI PRENUMERATY

Cena prenumeraty krajowej:
rocznie — zi 100.—

poélrocznie —zt 50—

Prenumerate przyjmujg Oddzialy RSW ,Prasa-Ksigzka-Ruch” oraz urzedy
pocztowe i doreczyciele w terminach:

— do dnia 25 listopada na styczen, 1 kwartal, I péirocze i caly rok nastepny,
— do dnia 10 kazdego miesigca (z wyjatkiem grudnia) poprzedzajgcego okres
prenumeraty.

Jednostki gospodarki uspolecznionej, instytucje i organizacje spoleczno-poli-
tyczne oraz wszelkiego rodzaju inne zaklady pracy skladajg zaméwienia w miejs-
cowych Oddzialach RSW ,,Prasa-Ksigzka-Ruch”.

Zaklady pracy w miejscowoéciach, w ktérych nie ma Oddzialow RSW oraz
prenumeratorzy indywidualni zamawiajg prenumerate w urzedach pocztowych lub
u doreczycieli.

Prenumerate ze zleceniem wysylki za granice, ktéra jest drozsza o 50% od
prenumeraty krajowej, przyjmuje Biuro Kolportazu Wydawnictw Zagranicznych
RSW ,,Prasa-Ksigzka-Ruch” ul. Wronia 23, 00-958 Warszawa.

Quarterly ,,Neuropatologia Polska” appearing since 1963, as an official Journal
of Polish Association of Neuropathologists publishes papers in the field of: Clinical
and Experimental Neuropathology, Neurooncology, Neurochemistry and Neuroana=
tomy,

Yearly subscription US § 12— (prices in other currencies are the effective
exchange rates in relation to ‘he currency quoted above). Subscriptions from
abroad should be paid to Ars Polona-Ruch account No 1595-006-71000 through the
Bank Handlowy S.A. Warsaw, Poland.

Indeks 36668

Zakl. Graf. ,Tamka”. Z. 2. Zam. 352. Pap. druk. sat. kl. III. 80 g. Bl.
Naklad. 497 + 23 egz. Ark. druk. 9,25+ 2,25 + 0,5. B-34
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