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BARBARA GAJKOWSKA

ZMIANY MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE 
JĄDRA NADWZROKOWEGO I JĄDRA PRZYKOMOROWEGO 

PODWZGÓRZA MÓZGU SZCZURA PO PODANIU ACTH

Pracow nia Mikroskopii Elektronowej Centrum  Medycyny Doświadczalnej
i Klinicznej PAN 

Kierownik Pracowni: doc. dr hab. J. W. Borowicz

Obecny stan badań w zakresie uwalniania i regulacji ACTH oraz wpły­
wu podwzgórza na ten proces wskazuje, że wyniosłość pośrodkowa jest 
ostatnim ogniwem złożonym z elementów nerwowych kontrolującym 
bezpośrednio płat nerwowy przysadki mózgowej. Wykazywany przez 
wielu autorów w wyniosłości pośrodkowej w pobliżu naczyń układu 
wrotnego neurosekret Gomori — pozytywny jest najprawdopodobniej 
również związany z mechanizmem uwalniania ACTH (Bock, Goslar, 1969; 
Bock i wsp. 1969; Norstrom, Hansson, 1973; Stör, 1967; Vandesande
1 wsp. 1974). Na podstawie wyników licznych badań doświadczalnych 
można sądzić, że neurosekret wydzielany w jądrach podwzgórza wpływa 
na regulację osi podwzgórzowo-przysadkowej,

Celem mojej pracy było prześledzenie zmian mikroskopowo-elektrono- 
vvych w jądrze nadwzrokowym i jądrze przykomorowym po jednorazo­
wym podaniu ACTH zdrowym zwierzętom. Próbowano także określić 
udział obydwu badanych jąder w regulacji wydzielania ACTH przez 
przysadkę.

MATERIAŁ I METODA

Doświadczenie wykonano na 35 szczurach szczepu Wistar, samcach 2 
miesięcznych o średniej wadze 200 g. Zwierzęta podzielono na 2 grupy 
doświadczalne: 1 grupa — zwierzęta kontrolne, zdrowe (10 szczurów),
2 grupa — zwierzęta zdrowe, którym podano jednorazowo, podskórnie 
1 jm. ACTH (25 szczurów). Wycinki z jądra nadwzrokowego i jądra przy- 
komorowego, identyfikowane w lupie, pobierano w kropli utrwalacza 
po 1, 6, 12, 24 i 48 godzinach po wstrzyknięciu ACTH. Materiał do badań 
w mikroskopie elektronowym przygotowywano według metody standar-
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2 B. Gajkowska Nr 1

dowej. Wycinki jądra nadwzrokowego i jądra przykomorowego utrwa­
lano w 1,5% aldehydzie glutarowym i 2% czterotlenku osmu, odwadniano 
w alkoholach o wzrastających stężeniach oraz zatapiano w Epon 812. 
Preparaty ultracienkie kontrastowano nasyconym wodnym roztworem 
octanu uranylu i odczynnikiem Reynoldsa. Zdjęcia wykonywano w mik­
roskopie elektronowym JEM 7A, przy napięciu przyśpieszającym 80 kV, 
na płytkach fotograficznych OR WO EU 2. Wykonano również kontrolę 
w mikroskopie świetlnym barwiąc wycinki z jądra nadwzrokowego i jąd­
ra przykomorowego hematoksyliną-eozyną oraz aldehydową fuksyną 
według Gomoriego.

WYNIKI

Badania w mikroskopie świetlnym

W preparatach przeglądowych z jądra nadwzrokowego i jądra przyko­
morowego szczurów po podaniu ACTH nie stwierdzono wyraźnych różnic 
w porównaniu z kontrolą. W preparatach barwionych aldehydową fuksy­
ną można było zauważyć ziarnistości neurosekrecyjne w ilościach takich 
jak w normie.

Badania w mikroskopie elektronowym

K o n t r o l a .  Jądro nadwzrokowe i jądro przykomorowe. Neurony ją­
dra nadwzrokowego i jądra przykomorowego wykazują duże podobieństwo 
morfologiczne. W obydwu tych jądrach komórki są ułożone blisko siebie. 
Między grupami komórek widoczne są liczne synapsy typu akso-soma- 
tycznego i akso-dendrytycznego oraz liczne naczynia włosowate. W neu- 
ropilu spostrzega się włókna niezmielinizowane i nieliczne włókna zmie- 
linizowane. Zarówno neurony jądra nadwzrokowego jak i jądra przyko­
morowego posiadają duże jądro komórkowe, owalne, okrągłe lub z nie­
wielkimi inwaginacjami, wypełnione dość równomiernie chromatyną 
jądrową. Jądro komórkowe jest otoczone podwójną błoną jądrową. Przy 
wewnętrznej błonie jądrowej często gromadzi się chromatyna jądrowa, 
tworząc skupienia, natomiast zewnętrzna błona jądrowa może być po­
kryta pojedynczymi rybosomami, można również zauważyć jej ciągłość 
z błonami siatki śródplazmatycznej szorstkiej. W jądrach komórkowych 
widoczne są często dwa lub jedno duże jąderko o dużej gęstości elektro- 
nooptycznej.

Siatka śródplazmatyczna szorstka jest dobrze rozwinięta i składa się 
z licznych wydłużonych i wąskich kanałów pokrytych dużą ilością poje­
dynczych rybosomów. Pomiędzy tymi kanałami znajdują się liczne poliry- 
bosomy. W niektórych neuronach jądra nadwzrokowego i jądra przy­
komorowego gromadzi się w kanałach szorstkiej siatki śródplazmatycznej 
bezpostaciowa substancja o małej gęstości elektronooptycznei. W sąsiedz-
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Nr 1 Zmiany w podwzgórzu po ACTH 3

lwie jądra komórkowego znajduje się zwykle aparat Golgiego dobrze 
rozwinięty, zbudowany z licznych wydłużonych i wąskich kanałów, 
mniejszych kanalików i cystern. W strefie aparatu Golgiego obserwuje 
się dużą ilość pustych pęcherzyków oraz tworów określanych jako 
,,coated vesicles”, spotyka się także liczne ciała wielopęcherzykowe o wiel­
kości od 0,4 do 0,8 m-. Niektóre z pęcherzyków aparatu Golgiego o średnicy 
800 Ä—1300 Ä są wypełnione substancją elektronowo-gęstą i być może 
stanowią ziarnistości neurosekrecyjne (Pawlikowski, 1967; Flamant-Du- 
rand, Dustin, 1971; Cannata, Moris, 1973). W cytoplazmie neuronów obu 
badanych jąder występują często okrągłe i owalne mitochondria o jasnej 
macierzy i licznych grzebieniach. Widoczne są także lizosomy oraz nie­
regularnie rozrzucone krótkie i długie mikrotubule.

J ą d r o  n a d w z r o k o w e  p o  p o d a n i u  A C T H .  Po 1-szej godzi­
nie od wstrzyknięcia 1 j.m. ACTH w neuronach jądra nadwzrokowego 
spostrzega się zmiany polegające na występowaniu głębokich inwaginacji 
błony jądrowej i gromadzeniu się chromatyny w postaci większych agre­
gatów tuż przy błonie wewnętrznej (rye. 1). Aparat Golgiego wydaje się 
niezmieniony, w jego okolicy spotyka się pojedyncze ziarnistości neuro­
sekrecyjne i liczne lizosomy. Mitochondria i inne elementy strukturalne 
cytoplazmy są prawidłowe.

Po 6-ciu godzinach od wstrzyknięcia ACTH jądra komórkowe wykazują 
nadal głębokie inwaginacje. Widoczne są również poszerzenia między ze­
wnętrzną i wewnętrzną błoną jądrową oraz dość liczne pory. Siateczka 
śródplazmatyczna szorstka w okolicy przyjądrowej występuje w postaci 
krótkich nieregularnych kanałów pokrytych rybosomami natomiast 
w brzeżnych partiach perikarionu kanały siateczki śródplazmatycznej 
szorstkiej ułożone są równolegle. Aparat Golgiego jest zbudowany z nie­
wielkiej ilości rozdętych, optycznie pustych pęcherzyków (ryc. 2). W jego 
okolicy spotyka się pojedyncze ,,coated vesicles” i nieliczne drobne pęche­
rzyki wypełnione substancją o małej gęstości elektronowej. W cytoplazmie 
zwraca jedynie uwagę zwiększona ilość tworów lizosomalnych. liczne 
niezmielinizowane włókna, w których widoczne są pojedyncze mitochon­
dria, mikrotubule oraz duża ilość synaps przylegają bezpośrednio do peri- 
karionów i wypustek neuronów.

Po 12 godzinach od wstrzyknięcia ACTH w neuronach jądra nadwzro­
kowego zwraca jedynie uwagę dobrze rozwinięty (w porównaniu z po­
przednimi grupami) aparat Golgiego, w którego okolicy spotyka się dużą 
ilość „coated vesicles” i pęcherzyków o elektronowo-gęstym rdzeniu. Są 
to prawdopodobnie ziarnistości neurosekrecyjne. W cytoplazmie widoczne 
są także dość liczne mikrotubule (ryc. 3).

Po 24 godzinach od podania ACTH, jądro komórkowe i ergastoplazma 
nie wykazują większych odchyleń od normy. W niektórych neuronach
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4 B. Gajkowska Nr 1

zwraca jedynie uwagę dobrze rozwinięty aparat Golgiego zbudowany 
z nielicznych wydłużonych kanalików i dużej ilości pęcherzyków i wa- 
kuoli.

48 godzin po wstrzyknięciu ACTH, obrazy neuronów jądra nadwzroko- 
wego są podobne do obrazów neuronów zwierząt kontrolnych.

J ą d r o  p r z y k o m o r o w e  p o  p o d a n i u  A C T H .  P o l  godzi­
nie od podania ACTH obserwuje się zmiany, które polegają na powsta­
waniu głębokich wgłobień w otoczkach jąder komórkowych. Zmianom 
ulega także aparat Golgiego, którego niektóre zbiorniki są poszerzone 
i puste. Siatka śródplazmatyczna szorstka, mitochondria i lizosomy nie wy­
kazują odchyleń od normy (ryc. 4). W nielicznych neuronach spotykano 
w cytoplazmie kuliste, nieobłonione skupiska ziarnistości odpowiadające 
izw. ciałom jąderkopodobnym (ryc. 5), opisanym po raz pierwszy przez 
Shimizu i Ishii (1965).

6 godzin po wstrzyknięciu ACTH w większości neuronów jądra przyko- 
morowego zwraca uwagę aparat Golgiego, którego nieliczne kanały są 
rozdęte i puste. Ilość ziarnistości neurosekrecyjnych w komórce jest mała,

Ryc. 1. Jądro  nadwzrokowe; 1 godz po podaniu ACTH. F ragm ent jąd ra  kom órko­
wego, nieliczne kanały apara tu  Golgiego, w cytoplazmie liczne mitochondria, poliry- 

bosomy i pojedyncze ziarnistości neurosekrecyjne. Pow. 16.600 X 
Fig. 1. Supraoptic nucleus 1 h after ACTH adm inistration. F ragm ent of cell nuc­
leus and a few Golgi apparatus channels, in cytoplasm num erous mitochondria, 

polyrybosomes and single neurosecretory granules. X 16.600.
N   jądro komórki .  ciałko wielopęcherzykowe

cell nucleus m ultivesicular body
\ r  — aparat Golgiego

Golgi apparatus E   neurosecret
siatka śródplazmatyczna neurosekret
szorstkaER _  . m ikrotubule
rough endoplasmic reticu- Mt -  microtubules

M — mitochondria  ̂ pęcherzyki opłaszczone
U h   ciałko gęste % coated vesicles

dense body
T _  lizosom NT _  ciałko jąderko-podobne

lysosome nucleolus-like body
Ryc. 2. Jądro  nadwzrokowe 6 godz. po podaniu ACTH. A parat Golgiego poszerzony 
i optycznie pusty. W jego okolicy widoczne pęcherzyki opłaszczone i ciałka gęste.

Pow. 30.000 X.
Fig. 2. Supraoptic nucleus 6 h a f te r  ACTH adm inistration. Golgi apparatus  dilated 
an d  optically empty. In its vicinity — coated vesicles and dense bodies. X 30.000. 
Ryc. 3. Jąd ro  nadwrokowe 12 godz. po podaniu ACTH. A parat Golgiego dobrze roz­
winięty, duża ilość „coated vesicles” i pęcherzyków przypom inających „niedojrzały” 
neurosekre t (strzałki). W cytoplazmie widoczne m ikrotubule i polirybosomy. Pow.

47.950 X.
Fig. 3. Supraoptic nucleus 12 h a fte r ACTH adm inistration. Well developed Golgi 
apparatus, great num ber of „coated vesicles” and vesicles resem bling „ im m ature” 

neurosecret (arrows). In  cytoplasm microtubules and polyrybosomes. X 47.950. 
Ryc. 4. Jąd ro  przykomorowe 1 godz. po podaniu ACTH. Jąd ro  komórkowe z głębo­
k im i inwaginacjami. K anały apara tu  Golgiego poszerzone i optycznie puste. W cy­

toplazmie liczne mitochondria i lizosomy. Pow. 18.000 X.
Fig. 4. P araven tricu lar nucleus 1 h a fte r  ACTH adm inistration. Cell nucleus w ith  
deep invaginations. Channels of Golgi apparatus dilated and optically empty. In  

cytoplasm num erous mitochondria and lysosomes. X 18.000.
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Nr 1 Zmiany w  podwzgórzu po ACTH 5

natomiast we włóknach aksonainych zauważyć można gromadzące się 
ziarnistości neurosekrecyjne (ryc. 6).

24 godziny po wstrzyknięciu ACTH, jądra neuronów wykazują jeszcze 
duże wgłobienia błony jądrowej. W okolicy aparatu Golgiego spostrzega 
się liczne pęcherzyki przypominające wielkością ziarnistości neurosekre­
cyjne. Siateczka śródplazmatyczna szorstka i mitochondria nie wykazują 
odchyleń od normy (ryc. 7). Zwraca jednak uwagę duża ilość różnych form 
lizosomów w cytoplazmie w postaci ciałek gęstych i ciał wielopęcherzy- 
kowych (ryc. 8). W niektórych neuronach obecne są także pojedyncze 
ciała jąderkopodobne.

48 godzin po wstrzyknięciu ACTH zwraca uwagę aparat Golgiego skła­
dający się z licznych wydłużonych cystern, wakuoli i pęcherzyków. W jego 
okolicy obserwuje się dużą ilość ziarnistości neurosekrecyjnych, lizosomów 
(ryc. 9). Inne struktury znajdujące się w cytoplazmie nie wykazują więk­
szych odchyleń od normy. W tym czasie spostrzega się także liczne ziar­
nistości neurosekrecyjne we włóknach aksonainych.

OMÓWIENIE

Praca miała na celu zbadanie ultrastruktury neuronów sekrecyjnych 
jądra nadwzrokowego i jądra przykomorowego podwzgórza na modelu 
krótkotrwałej nadczynności nadnerczy. Nadczynność kory nadnerczy spo­
wodowana podaniem ACTH wywołała stan zwany sprzężeniem zwrotnym

Ryc. 5. Jądro  przykomorowe, 1 godz. po podaniu ACTH. W cytoplazmie kuliste 
nieobłonione skupisko ziarnistości, tzw. ciało jąderko-podobne. Pow. 27.300 X. 

Fig. 5. P araventricu lar nucleus 1 h after  ACTH adm inistration. In  cytoplasm sphe­
rical uncoated accum ulation of granules, so called nucleolus-like body. X 27.800.
Ryc. 6. Jądro przykomorowe, 6 godz. po podaniu ACTH. Przekrój włókna aksonal-

nego z licznymi ziarnistościami. Pow. 12.000 X.
Fig. 6. Paraventricu lar nucleus 6 h after  ACTH adm inistration. Cross-section of 

axon w ith  num erous granules. X 12.000.
Ryc. 7. Jądro  przykomorowe, 24 godz. po podaniu ACTH. F ragm enty jąder kom órko­
wych z głębokimi inw aginacjam i w  dwu sąsiadujących ze sobą komórkach. W jed ­

nej z nich widoczne ziarnistości neurosekrecyjne (strzałka). Pow. 30.000 X.
Fig. 7. P araventricular nucleus 24 h a fte r ACTH adm inistration. F ragm ents of cell 
nuclei with deep invaginations in  two neighbour cells. One of them  contains neuro ­

secretory granules (arrow). X 30.000.
Ryc. 8. Jądro przykomorowe, 24 godz. po podaniu ACTH. W cytoplazmie widoczna
duża ilość ciał wielopęcherzykowych, ciałek gęstych i wydłużone mitochondria.

Pow. 23.700 X.
Fig. 8. Paraventricular nucleus 24 h af te r  ACTH adm inistration. In cytoplasm 
numerous multivesicular bodies, dense bodies and extended mitochondria. X 23.700. 
Ryc. 9. Jądro przykomorowe, 48 godz. po podaniu ACTH. A parat Golgiego dobrze 
rozwinięty. „Odsznurowujący się” neu.rosekret (strzałki). Widoczna duża ilość z iar­

nistości neurosekrecyjnych, ciałek gęstych i lizosomów. Pow. 46.200 X 
Fig. 9. Paraventricular nucleus 48 h after ACTH adm inistration. Well developed 
Golgi apparatus. „Unlacing” neurosecret (arrow) Numerous neurosecretory granules, 

dense bodies and lysosomes. X 46.200.
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6 B. Gajkowska Nr 1

krótkim, lub wewnętrznym, polegający na hamującym działaniu hormo­
nów przysadki na wydzielanie przez podwzgórze tzw. czynników uwal­
niających, głównie czynnika uwalniającego kortikotropinę (CRF). Szczyt 
działania farmakologicznego ACTH podanego podskórnie występuje 1 
godzinę po wstrzyknięciu (Borowicz 1965). W tym okresie czasu 
powinno występować największe zahamowanie produkcji i wydziela­
nia CRF w jądrach sekrecyjnych podwzgórza. Należało się więc spo­
dziewać większego nagromadzenia w aksonach szlaku podwzgórzowo- 
-przysadkowego niewydzielonych ziarnistości neurosekrecyjnych, które 
uważane są za nośniki nie tylko wazopresyny i oksytocyny, lecz także 
podwzgórzowych czynników uwalniających (Martini 1967, Pawlikowski 
1967, Miętkiewski i Miśkowiak 1970, Vandesande i wsp. 1974). W bada­
niach mikroskopowo-elektronowych jądra nadwzrokowego i przykomoro- 
wego obserwowałam zmiany zarówno w obrębie perikarionów jak i wy­
pustek aksonalnych neuronów tych jąder. Zmiany morfologiczne były 
bardziej nasilone w neuronach jądra przykomorowego niż jądra nadwzro­
kowego. Nie ograniczały się one tylko do okresu szczytu działania poda­
nego ACTH, lecz utrzymywały się przez okres całej doby po wstrzyk­
nięciu hormonu. Dopiero u szczurów badanych po 48 godzinach obrazy 
mikroskopowo-elektronowe neuronów jądra nadwzrokowego były podob­
ne do obrazów neuronów oglądanych u zwierząt kontrolnych. W neuro­
nach jądra przykomorowego zmiany utrzymywały się dłużej.

W obrębie perikarionu największe zmiany dotyczyły aparatu Golgiego, 
który ma podstawowe znaczenie dla syntezy substancji neurohormonal­
nej w komórce. Po pierwszej godzinie po podaniu ACTH aparat Golgiego 
nie wykazywał morfologicznych cech czynności, był słabo rozwinięty,
0 nielicznych pustych pęcherzykach, a w jego okolicy prawie nie spoty­
kano ziarnistości neurosekrecyjnych. W późniejszych okresach czasu 
po podaniu ACTH, w okolicy aparatu Golgiego możpa było spotkać ciała 
w ielopęcherzykowe i większą ilość lizosomów. Interpretacja tych zmian 
nie jest łatwa. Opierając się na badaniach Novikoffa (1967) oraz Picarda
1 wsp. (1972), można przypuszczać, że w wyniku zmniejszonej, czy też 
zwolnionej produkcji ziarnistości neurosekrecyjnych spowodowanej nad­
czynnością kory nadnerczy, neurony jądra przykomorowego mogą prze­
stawić się na produkcję lizosomów uczynniając tzw. stronę „dojrzewania” 
aparatu Golgiego. Znacznie większe niż w normie nagromadzenie ziar­
nistości neurosekrecyjnych obserwowałam we włóknach aksonalnych, 
począwszy od pierwszej godziny po wstrzyknięciu ACTH. Sugeruje to, 
że równocześnie ze zmniejszeniem syntezy ziarnistości neurosekrecyjnych 
w perikarionie komórki, występuje również zwolniony przepływ wzdłuż 
aksonów. Podobnie interpretują wyniki swoich badań Holmes (1964), 
Reinhardt i wsp. (1969) oraz Boudier i wsp. (1970).
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Z przeprowadzonych badań wynika, że podanie ACTH powoduje 
zmniejszenie syntezy ziarnistości neurosekrecyjnych w obrębie perikario- 
nu oraz gromadzenie się ich w aksonach szlaku podwzgórzowo-przysad- 
kowego. Proces ten wydaje się bardziej zaznaczony w neuronach jądra 
przykomorowego niż w neuronach jądra nadwzrokowego. Jednorazowe 
podanie ACTH wywołało stan krótkotrwałej nadczynności nadnerczy po­
wodując również zahamowanie wydzielania przez podwzgórzowe wielko- 
komórkowe jądra tzw. czynników uwalniających, a głównie czynnika 
uwalniającego kortikotropinę.

WNIOSKI

1. Jednorazowe podskórne podanie ACTH prowadzi do powstania 
zmian w strukturze neuronów jądra nadwzrokowego i przykomorowego.

2. Jednorazowe podanie ACTH powoduje zmniejszenie syntezy ziar­
nistości neurosekrecyjnych.

3. Zasadniczym elementem struktury cytoplazmy ulegającym wyraź­
nym zmianom jest aparat Golgiego biorący udział w syntezie ziarnistoś­
ci neurosekrecyjnych.

4. Wyraźniej zaznaczone i wcześniej obserwowane zmiany w ultra- 
strukturze neuronów jądra przykomorowego sugerują, ,że jądro przyko- 
morowe ma większe znaczenie dla regulacji wydzielania ACTH.

B. TawKOBCKa

3JIEKTPOHHO-MMKPOCKOIIMHECKME M3MEHEHMH B CynPAOITTMHECKOM
M IIAPABEHTPHKyjIHPHOM H ßPA X  rwnOTAJIAMYCA M 03rA  KPblCBI

nOCJIE IIOßAHM AKTr

P e 3 io M e

E b i j iH  w ccjie f lO B aH b i n3M eH eH H H  b  y j i b T p a c T p y K T y p e  c y n p a o n T M n e c K o r o  u  n a p a B C H -  

T p M K y jif lp H o ro  H,zjep m n O T a j i a M y c a  K p b ic b i  n p w  rrniepcfciyHKijM M  HaflnOHeHHMKOB. 

rw n e p c J jy H K i^ m o  iia^ n O H en H iiK O B  B b i3 b iB a j in  0 f lH 0 p a 3 0 B b iM  B B eßeH w eM  n o ^ K o a c H O  

1,0 Me AKTr.
npM rnnep<f)yHKi;MM Ha^noneHHHKOB Ha6jiioAajmcb jierKwe M3MeHenMfl b yjibTpa- 

cTpyKType HefłponoB napaBeHTpMKyjiapHOro a,npa. BBe^enwe AKTP CHHHcajio mjih 

npwocTaHaBJiMBajio cmhtc3 HeüpoceKpeTopHOM 3epHMCTOCTw B KjieTKe, a TaKsce 

M3MeHeHMH B KapTMHe annapaTa rojibJKM. M3MeHenMH annapaTa TojibJKM yKa3biBajin 
Ha aKTMBTpoBaHMe ero noBepxHOCTH „co3peBaHMH”. Ha6jnoaaeM bie b HeKOTOpbix 

aKCOHOBbIX BOJIOKHaX HaKOnjieHMfl HewpOCeKpeTOpHOM 3epHMCT0CTM B03HMKajIM B p e -  

3yjibTaTe h x  3aMe,n;jieHHoro BbiflejieHHH. T e xce n3MeHeHMH b| ęynpaonTH^ecKOM n ap e  

6mjim 3HaHMTejibHO cjiaöee Bbipa?KeHbi. B ojib iim e neM b HeüpoHax cynpaonTMMecKoro 

HApa M3MeneHMa b yjibTpacTpyKType HeßpoHOB napaBeHTpwKyjiflpHoro H^pa, Bepo-  

HTHO, yKa3biBaioT Ha to ,  h to  napaBeHTpMKyjiHpHoe n^po wrpaeT 6ojiee BaxsHyio 

pojib B peryjiflUMM Bbi^eJienMH AKTr.
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B. Gajkowska

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

ADMINISTRATION

S u m m a r y

The study deals w ith the u ltrastruc tu ra l changes in supraoptic and p a ra v en tr i ­
cular nuclei of ra t  hypothalam us in adrenal hyperfunction induced by one-tim e 
subcutaneous adm inistration of 0.1 i. u. of ACTH.

Adrenal hyperfunction was dem onstrated to produce m arked changes in the 
u ltrastructu re  of neurons of paraventricular nucleus. A dm inistration of ACTH 
probably caused a decrease of the ra te  or complete inhibition of the synthesis 
of neurosecretory granules and changes in the s tructure of Golgi apparatus 
Changes w ithin Golgi apparatus are indicative of activation of its „m aturation” 
surface. Accumulation in  a num ber 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 im portant role of pa rav en tr i ­
cular nucleus in the regulation of ACTH secretion.
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DZIAŁ KRONIKI I INFORMACJI

W dniu 21.III .1975 r. odbyło się W alne Zgromadzenie Stowarzyszenia Neuro- 
patologów Polskich.

W w yniku wyborów do Zarządu Głównego weszli następujący koledzy: M. J. 
Mossakowski (przewodniczący), M. W ender (vice-przewodniczący), M. Śmiałek 
(sekretarz), T. Majdecki (skarbnik), J. Kulczycki i J. Dymecki (członkowie Zarządu) 
oraz I. Zelman (naczelny redaktor Neuropatologii Polskiej.

Do Komisji Rewizyjnej w ybrano kol. M. Dąmbską, kol. J. Kałużę i kol. J. Alwa- 
siaka.

*  *  *

W wyniku długotrwałych s ta rań  Zarządu Głównego SNP neuropatologia została 
podniesiona do rangi odrębnej podspecjalności. Szczegółowy program  specjalizacji 
został opublikowany w broszurce „Program y specjalizacji” wydanej w  r. 1973 przez 
C entrum  Medyczne Kształcenia Podyplomowego (str. 174). P rogram  ten przewiduje, 
że o dopuszczenie do egzaminu z neuropatologii mogą ubiegać się osoby, k tóre po ­
siadają 11° specjalizacji z zakresu neurologii lub anatom ii patologicznej oraz co 
najm niej 3-letni staż w pracowni neuropatologicznej; staż ten może być odbywany 
równocześnie ze stażem na 11° specjalizacji z neurologii lub anatom ii patologicznej.

Pomimo usilnych s ta rań  Zarządu Głównego SNP nie udało się uzyskać zgody 
M inisterstwa Zdrowia i Opieki Społecznej na nadanie praw  specjalistów doświad­
czonym neuropatologom o wieloletnim stażu, na zasadzie weryfikacji, analogicznie 
jak  dokonało tego MZiOS w stosunku do samodzielnych pracowników nauki, którzy 
habilitowali się z neuropatologii.

Uzyskano jedynie zgodę na kwalifikowanie do egzaminu w drodze w yjątku ko ­
legów, którzy nie posiadają wymaganego przepisam i 11° specjalizacji z zakresu 
neurologii lub anatomii patologicznej, ale legitym ują się długoletnim stażem z za­
kresu  neuropatologii oraz 1° specjalizacji z wymienionych dyscyplin.

*  *  1«

W wyniku pierwszego egzaminu ty tuły specjalistów w  zakresie neuropatologii 
uzyskały kol. Borow ska-Lehm an z G dańska i kol. Z. Stocka-M uszyńska z Lublina.

W dniu 14 m aja 1975 odbył się kolejny egzamin, k tóry  zdali pomyślnie następu ­
jący koledzy: J. A lwasiak z Łodzi, L. Iwanow ski z Warszawy, A. Jędrzejew ska- 
-Iw anow ska z Warszawy, B. Kurow ska-H oppe z Warszawy, S. K asperek z Katowic, 
T. Majdecki z Warszawy, D. Markiewiczowa z Warszawy, W. Papierz z Łodzi, 
J . Rafałowska z W arszawy i E. Tarnowska-Dziduszko z Warszawy.

dok. na str. 40
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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 (Kraśnicka 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 (Kraśnicka, 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 Kraśnicka 
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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12 Z. Kraśnicka et al. Nr 1

For light-microscopic examination histological (Nissl and Bodian) and 
histochemical (Sudan black B, PAS and PAS-dimedon) techniques were 
used. In addition histoenzvmatic 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 Kraśnicka (1971). Ul­
tra thin 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. Tigrolvsis wras 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 wTere 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
ls: 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 NissPs 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 changes 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 
from 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 zonfe, 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 sw'ollen 
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 oligodendrocytes 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 organelles 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 Purkinje 
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. P urk in je  cell w ith  complete 
tigrolysis. G ranular cells well preserved. Swollen glia around P u rk in je  cell. Tolui-

dine blue. X 200.
Rye. 1. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Kom órka Purkinjego z cał­
kow itą tigrolizą. Komórki ziarniste dobrze zachowane. Wokół kom órki Purkinjego 

obrzmiały glej. Błękit toluidyny. Pow. 200 X.
Fig. 2. Three-week-old culture, 3 days after anoxia. Nerve cells w ith  well stained 

processes. Bodian’s meth. X 400.
Rye. 2. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Komórki nerw owe z w y­

pustkam i dobrze wyimpregnowanymi. Met. Bodiana. Pow. 400 X.
Fig. 3. Four-w eek-old culture, 3 days after anoxia. P rom inent dam age of myelin

sheaths. Sudan black B. X 400.
Rye. 3. Hodowla 4-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Znaczne uszkodzenie osło­

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 m aintained in neurocytes. X 200.
Rye. 4. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Dehydrogenaza burszty- 
nianowa. Aktywność enzymatyczna mniejsza w  komórkach glejowych, lepiej za­

chowana w  neurocytach. Pow. 200 X.
Fig. 5. Three-w eek-old culture, 3 days after anoxia. Glycogen transferase. High 

activity of the enzyme in neurocytes, lower in glia. X 400.
Rye. 5. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. T ransferaza glikogenowa. 
Wysoka aktywność enzymatyczna w  neurocytach, mniejsza w gleju. Pow. 400 X. 
Fig. 6. Three-w eek-old culture, 3 days after anoxia. Lactic dehydrogenase. Enzyme 

activity close to the norm. X 200.
Rye. 6. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Dehydrogenaza mleczanowa.

Aktywność zbliżona do normy. Pow. 200 X.
Fig. 7. Two-week-old culture, 3 days after anoxia. F ragm ent of Purk in je  cell. 
Nucleus with deep invaginations. Well developed Golgi apparatus w ith dilated ca­
nals, some mitochondria are swollen. Rough endoplasmic reticulum  fragmented.

F ragm ent of astrocyte w ith numerous glycogen granules.
Rye. 7. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. F ragm ent kom órki P ur- 
kijnego. Jądro  z głębokimi inwaginacjami. Rozbudowany apara t Golgiego z poszerzo­
nym i kanałam i, niektóre m itochondria obrzmiałe. Siatka śródplazmatyczna szorstka 
zbudowana z krótkich odcinków. Powyżej fragm ent astrocyta z licznymi ziarnam i

glikogenu.
Fig. 8. Two-week-old culture, 1 day afte r anoxia. F ragm ent of g ranu la r cell with 

sligh tly  dilated canals of the  Golgi apparatus. F ragm ents of glial cells and n u ­
merous m yelinated fibers displayning various degree of dam age 

Rye. 8. Hodowla 2-tygodniowa, 1 dzień po niedotlenieniu. F ragm ent komórki z ia r ­
nistej z nieznacznie poszerzonymi kanałam i aparatu  Golgiego. Obok fragm enty  
kom órek glejowych i liczne zmielinizowane włókna o różnym 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 glvco-

Fig. 9. Two-week-old culture, 3 days after anoxia. F ragm ent of astrocyte cytoplasm 
w ith numerous gliofibrills and glycogen rosettes. Oligodendrocyte w ith numerous 
structures of various electron density and w ith a dilated canals of the Golgi

apparatus.
Rye. 9. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. F ragm ent cytoplazmy astro- 
cyta z dużą ilością gliofibryli i glikogenu, pozostałe organelle nieliczne. Obok 
oligodendrocyt z dużą ilością tworów o różnej gęstości elektronooptycznej oraz 

z poszerzonym aparatem  Golgiego.
Fig. 10. Two-week-old culture, 3 days after anoxia. F ragm ent Gf oligodendrocyte 
w ith numerous lysosome-like structures and structures containing lipids. Numerous 

glycogen particles and gliofibrills are  also seen.
Rye. 10. Hodowla 2-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Fragm ent komórki oligo- 
dendrocyta z licznymi ciałami lizosomopodobnymi i tw oram i z zawartością lip i­

dową; widoczne również liczne ziarna glikogenu i gliofibryle.
Fig. 11. Three-w eek-old  culture, 3 days after anoxia. F ragm ent of neurocyte w ith 
well developed rough endoplasmic reticulum. Some canals of the Golgi apparatus 
a re  slightly dilated. Elongated and normal mitochondria. Fragm ent of glial cell

w ith great am ount of glycogen.
Rye. 11. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. F ragm ent neurocyta z dob­
rze wykształconą siatką śródplazmatyczną szorstką. N iektóre kanały aparatu  
Golgiego nieznacznie poszerzone. Mitochondria wydłużone. Obok fragm ent komórki 

glejowej z dużą ilością glikogenu.
Fig. 12 Three-w eek-old culture, 3 days after anoxia. F ragm ent of swollen as tro ­
cytic process and fragm ents of nerve cells and axon w ith slightly damaged

myelin.
Rye. 12. Hodowla 3-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. Widoczny fragm ent obrz­
miałej w ypustki astrocyta, oraz fragm enty komórek nerwowych i akson z nieznacz­

nie uszkodzoną mieliną.
Fig. 13. Four-w eek-old  culture, 3 days after anoxia. Fragm ents of 2 oligodendro­
cytes w ith num erous structures of various electron density. Glycogen rosettes 
are present in their  cytoplasm. Slight degree of myelin damage. Glycogen in

cytoplasm in axon.
Rye. 13. Hodowla 4-tygodniowa, 3 dni po niedotlenieniu. F ragm enty 2 oligodendro- 
cytów z widocznymi tw oram i o różnej gęstości elektronooptycznej. W ich cytoplaz- 
mie obecny również glikogen. Nieznaczny stopień uszkodzenia mieliny. W cytoplaz-

mie aksonu widoczny glikogen.
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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 on 
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 (Kraśnicka, Renkawek, 
1972; Kraśnicka 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 between nerve cells from 
younger and older cultures one additional factor has to be taken into 
consideration. Kraśnicka (1969) showed that neurons from the spinal root 
ganglia, when cultured in vitro, 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-oid 
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 
phenomenon 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 vitro 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 (Kraśnicka 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 ultrastruotural 
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 (Kraśnicka 
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 observed in the studied material was less than that described 
in our previous papers (Kraśnicka, Renkawek, 1972; Kraśnicka 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 in tissue culture conditions (Kraśnicka 
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
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influence of anoxia on cultures from the peripheral nervous system 
(Kraśnicka 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 anoxia causes metabolic and structural chan­
ges in all the cellular elements of the cerebellum cultured in vitro. 
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. Kraśnicka, B. Gajkowska, M. J. Mossakowski

WPŁYW KRÓTKOTRWAŁEGO NIEDOTLENIENIA NA TKANKĘ NERWOWĄ 
HODOWANĄ IN  VITRO  (OBSERWACJE MÓŻDŻKU W MIKROSKOPIE 

ŚWIETLNYM I ELEKTRONOWYM)

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

Przebadano wpływ krótkotrw ałej anoksji na elementy komórkowe ośrodkowego 
uk ładu  nerwowego. Badania prowadzono na tkance nerwowej pobieranej z móż­
dżku noworodków szczurzych i przetrzymywanej w  w arunkach hodowli tkankowej. 
Hodowle w wieku 2, 3 i 4 tygodni poddawano działaniu anoksji przez 30 minut. 
Okres obserwacji po niedotlenieniu wynosił od 1 do 5 dni.

Stwierdzono, że krótkotrwałe, przejściowe niedotlenienie powoduje zmiany m or­
fologiczne w neuronach i komórkach glejowych, przy czym intensywność obserw ow a­
nych zmian jest mniejsza w neuronach niż w  gleju. Największe zmiany zaobserwo­
w ano w oligodendrocytach, występowały one- we wszystkich grupach wieku. W ho ­
dowlach 2-tygodniowych stwierdzano znaczne i rozległe uszkodzenie mieliny, na to ­
m iast w hodowlach starszych nie wszystkie włókna wykazywały ten sam stopień 
demielinizacji. We wszystkich komórkach móżdżku i we wszystkich badanych g ru ­
pach stwierdzono nadm ierne gromadzenie się glikogenu.
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3. KpacbHMijKa, B. TaMKOBCKa, M. H. MoccaKOBCKM

BJIMHHME KPATKOBPEM EHHOtt TMIIOKCMM 
HA K YJIbTypy HEPBHOÜ TKAHM IN VITRO  

(M3YHEHME M032KEHKA B OIITMHECKOM 
M 3JIEKTPOHHOM MMKPOCKOIIAX)

P e 3 k> M e

E b i j i o  M c c j ie f lO B a H O  B J i n a H n e  K p a T K O B p e M e H H O ü  a H O K C w n  H a  K Jie T O H H b ie  3 J ie M e H T b i  

n e H T p a J I b H O M  H ep B H O M  C H CTeM bl. M C C JieflO B aH M H  npO BOA M JIM Cb H a  H epB H O M  T K 3 H K , 

B3H T0M  H 3 M 0 3 J K e H K a  H O B O p O JK ß eH H b lX  K p b IC H T  H C O f le p jR a i l je M C H  B yCJIOBM HX T K a -  

HeBOM  K y j i b T y p b i .  K y j i b T y p b i  b  B 0 3 p a c T e  2 ,  3  m 4  H e f le j iM  n o f l B e p r a j m c b  f le w c T B M io  

3 0  MMHyTHOH aHOKCMM. n e p n o ; j  H a6 jiK )A eH M H  n o c j i e  m n o K C H M  c o c T a B j i n j i  o t  1 ; j o  

5 flHefi.
Bbijio oÖHapyjKeHO, h to  KpaTKOBpeMeHHaa, npexo^H m an runoKCMH Bbi3biBaeT 

Mop<i>ojiornHecKMe M3MeHeHnn b HeiipOHax m rjiwajibHbix KJieTKax. HHTeHCMBHOCTb 

Ha6jiK»AaeMbix n3MeHeHHw b Hewponax 6bijia MeHbiue, HeM b rjinn. CaMbie 6ojibinne  

M3MeHeHMH 6bijim o6H apy*eH bi b ojiwrofleHApouJiTax u  BbicTynajin bo B cex r p y n n a x  

KyjibTypbi. B  2 HesejibHbix x y j iv ry p a x  6bijin 3aMeTHbi 3HaHMTejibHbie m oÖmupHbie 

noBpe*AeHMH MwejiMHa, b t o  BpeMH x a x  b CTapumx KyjibTypax He Bee BOjiOKHa 

npoHBjiHJiM Ty see CTeneHb fleMnejiMHH3aunn. B o  Bcex K jiencax M033KenKa Bcex  

Mccjie^yeMbix rp y n n  6bijio 06Hapy»ceH0 npe3MepHoe oconjieH ne rjimcorena.
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ROMAN GADAMSKI, GRAŻYNA SZUMAŃSKA, MARIANNA SIKORSKA

WPŁYW HIPOKSJI KRĄŻENIOWEJ NA ZACHOWANIE SIĘ AMIN 

KATECHOLOWYCH W MÓZGU KRÓLIKA.

BADANIA HISTOCHEMICZNO-FLUORESCENGYJNE

Zespół Neuropatologii Centrum  Medycyny Doświadczalnej i K lin icznej, PAN 
Kierownik: prof, dr M. J. Mossakowski

W bogatym piśmiennictwie poświęconym biochemicznym skutkcvm nie­
dotlenienia ośrodkowego układu nerwowego, zaledwie pojedyncze do­
niesienia dotyczą zachowania się amin biogennych w tych warunkach, 
mimo to, że równocześnie podkreśla się możliwość ich istotnego udziału 
w rozwoju szeregu nieprawidłowości metabolicznych, stanowiących na­
stępstwo niedostatku tlenowego (Hutny 1970). Stupfel i Roffi (1961) wy­
kazali spadek poziomu noradrenaliny w mózgu szczurów poddanych nie­
dotlenieniu. Podobne zmiany w podwzgórzu kotów opisali Debijadij 
i wsp. (1969). W roku 1971 Hurwitz i wsp. stwierdzili, że u szczurów 
poddanych 4-godzinnemu niedotlenieniu, obniżeniu poziomu noradrena­
liny w mózgu towarzyszy spadek zawartości dopaminy. Chikvaidze i Me- 
litauri (1974) wykazali w modelu hipoksji krążeniowej znaczny spadek 
zawartości noradrenaliny, adrenaliny, dopaminy i serotoniny w różnych 
strukturach anatomicznych mózgu królika, występujący bezpośrednio po 
niedokrwieniu i ich przyrost w późniejszych okresach poischemicznych.

W pracach wymienionych autorów ilościowej ocenie zmian zawartości 
amin biogennych w mózgu, nie towarzyszyły badania morfologiczne, które 
pozwoliłyby na ocenę ich lokalizacji w poszczególnych elementach struk­
turalnych tkanki nerwowej.

Wydawało się przeto celowe przeprowadzenie serii badań nad zacho­
waniem się katecholamin w następstwie niedotlenienia przy zastosowa­
niu techniki histochemiczno-fluorescencyjnej, umożliwiającej ocenę loka­
lizacji zmian w warunkach tego samego modelu w którym Chikvaidze 
i Melitauri (1974) wykazali ilościowe zaburzenia w stężeniu poszczegól­
nych amin biogennych. . . . .  V  J
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MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 20 dorosłych królikach wagi 2,5 do 3,5 kg, 
u których w ogólnym znieczuleniu nembutalowym wywoływano 15-minu- 
tową hipoksję krążeniową wg metody opisanej przez Mchedlishvili (1973).

Zwierzętom po podaniu heparyny (0,3 ml/kg wagi ciała) upuszczano 
krew z prawej tętnicy szyjnej wspólnej do połączonego z nią zbiornika 
w objętości powodującej obniżenie obwodowego ciśnienia tętniczego krwi 
do ok. 20 mm Hg. Równocześnie przerywano dopływ krwi do mózgu po­
przez tętnice szyjne wspólne. Na lewą tętnicę zakładano zacisk, a odci­
nek dogłowowy prawej tętnicy podwiązywano na stałe. Zwierzętom wy­
konywano równocześnie obustronne otwory trepanacyjne w kościach 
ciemieniowych czaszki i nakłuwano oponę twardą. Po upływie 15 minut 
zdejmowano zacisk z lewej tętnicy szyjnej, a poprzez dosercowy odcinek 
tętnicy prawej wprowadzano ponownie upuszczoną krew. Retransfuzja 
krwi prowadziła do podwyższenia ciśnienia tętniczego do wartości zbli­
żonych do prawidłowych.

Króliki, po trzy w każdej grupie czasowej, badano bezpośrednio po 
hipoksji (w czasie „0”), a następnie po upływie 15 min., 1, 2, 4 i 12 godzin 
od zakończenia doświadczenia. Grupę kontrolną stanowiły 2 króliki, 
u których podwiązywano wyłącznie prawą tętnicę szyjną wspólną bez 
wykrwawiania.

Materiał do badań w mikroskopie fluorescencyjnym opracowywano wg 
metody opisanej przez Lindvalla i Björklunda (1974). U zwierząt wyko­
nywano perfuzję 2% roztworem jednowodnego kwasu glioksalowego 
w buforze dwuwęglanowym Krebsa-Ringera o pH 7,0. Roztwór ten przed 
użyciem nasycano mieszaniną gazów o składzie: 95% 0 2 i 5% C 02. 
a następnie ochładzano do temperatury 0—4° C. Jeden litr przygotowy­
wanego w ten sposób płynu perfuzyjnego podawano do lewej tętnicy 
szyjnej wspólnej domózgowo po podwiązaniu jej odcinka dosercowego 
i po przecięciu prawej żyły jarzmowej. Z mózgów wyjmowanych bezpoś­
rednio po perfuzji pobierano bloki tkankowe grubości około 2 mm obej­
mujące korę mózgową, pole przegrodowe, prążkowie oraz podwzgórze 
i wzgórze wzrokowe. Bloczki tkanki zamrażano w suchym Jodzie i krojo­
no w kriostacie na skrawki grubości 10—20 Bezpośrednio po skrojeniu
skrawki wysuszano w strumieniu ciepłego powietrza przez okres 15 min., 
a następnie przenoszono je do zaciemnionego eksykatora zawierającego 
pięciotlenek fosforu. Czas wysuszania w eksykatorze (in vacuo) wynosił 
około 14 godzin. Następnie skrawki poddawano działaniu par kwasu 
glioksalowego. Dla przeprowadzenia tej części przygotowania materiału 
posługiwano się zestawem złożonym z dwóch eksykatorów próżniowych
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Ryc. 1. Kontrola. Fluorescencja neuronów jądra ogoniastego i przykomórkowych 
części 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. P^luorescencja w komórkach 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. Wzgórze wzrokowe. Silna fluorescencja we włóknach osiowych.
Pow. 200 X.

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

Ryc. 4. Czas „0” (bezpośrednio po hipoksji). Osłabienie fluorescencji we włóknach 
osiowych wzgórza wzrokowego w porównaniu 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. Wzmożenie fluorescencji w neuropilu i we w łók­
nach osiowych wzgórza wzrokowego w porównaniu 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 w ith tha t obtained in time ,,0’’ (Fig 4). X 200.

Ryc. 6. Jedna godz. po hipoksji. Osłabienie fluorescencji we włóknach osiowych ob­
szaru przykomorowego podwzgórza w porównaniu 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 hypothalam us in comparison with that obtained 2 hours after hypoxia

(Fig. 7). X 200.

Ryc. 7. Dwie godz. po hipoksji. Obszar przykomorowy podwzgórza. Wzrost in ten ­
sywności fluorescencji we włóknach osiowych i w neuropilu. Intensywność fluores­

cencji podobna do obrazów 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. Intensyw na fluorescencja w polu przegrodowym 
przypominająca 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 pojemności około 1,5 1 połączonych wężem gumowym zamykanym 
odpowiednio skonstruowanym zaworem. Zestaw ten umieszczano w ciep- 
larce w temperaturze 100°C. Do jednego eksykatora wkładano 4 g kwasu 
giioksalowego, uprzednio wysuszonego nad pięciotlenkiem fosforu. Na­
czynie szczelnie zamykano i pozostawiano w temp. 100°C na okres jednej 
godziny. Po upływie tego czasu do drugiego eksykatora wkładano skraw­
ki naciągnięte na szkiełka podstawowe i podłączano ten eksykatoi do 
pompy próżniowej. Następnie otwierano zawór umieszczony w przewodzie 
gumowym, łączącym oba te naczynia, powodując tym sposobem przejś­
cie par kwasu giioksalowego do eksykatora zawierającego skrawki tkanki 
mózgowej. Traktowanie parami kwasu giioksalowego przebiegało w tem­
peraturze 100°C przez okres 2 minut.

Preparaty zamykano w Entallanie lub wodnym roztworze gliceryny 
w stosunku 1 : 1 v/v i oglądano w mikroskopie fluorescencyjnym f-my 
Zeiss wyposażonym w wysokociśnieniową lampę rtęciową HBO-200 oraz 
filtry: BG-12 (wzbudzający) i OG-1 (barierowy). Zieloną fluorescencję 
amin katecholowych utrwalono na filmie ORWO UT-16.

WYNIKI

U zwierząt kontrolnych zieloną fluorescencję charakterystyczną dla 
amin katecholowych*) obserwowano w perikariach komórek nerwowych 
jądra ogoniastego (rye. 1), istoty czarnej (ryc. 2), podwzgórza oraz wzgó­
rza wzrokowego. W neuronach tych części mózgu ziarnista lub dyfuzyjna 
fluorescencja była zlokalizowana w cytoplazmie, a niekiedy również 
w przykomórkowych odcinkach wypustek nerwowych. W neuropilu wi­
doczne było świecenie okrągłych, niewielkich tworów, które swoim 
wyglądem sugerowały przekroje poprzeczne włóknistych elementów 
tkanki nerwowej. W podwzgórzu i wzgórzu wzrokowym była widoczna 
ponadto silna fluorescencja w postaci różańcowatych ziarnistości ułożo­
nych wzdłuż przebiegu pojedynczych włókien osiowych (ryc. 3). W korze 
mózgowej zielona fluorescencja amin katecholowych występowała w po­
staci gęsto utkanych siatkowatych tworów oraz ziarnistości rozmieszczo­
nych w oczkach tej siatki.

W materiale doświadczalnym pobieranym bezpośrednio po niedotle­
nieniu (czas „0”) lokalizacja oraz charakterystyczne rozmieszczenie świe­
cących elementów przypominało swoim wyglądem obrazy obserwowane 
u zwierząt kontrolnych. Zwracało jednakże uwagę wyraźne osłabienie

W zastosowanej technice badań odczyn fluorescencyjny ujaw nia obecność nora­
drenaliny i dopaminy.
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intensywności fluorescencji. Stwierdzano większe rozczłonkowanie pacior- 
kowato rozmieszczonych tworów widocznych wzdłuż przebiegu włókien 
nerwowych, zmniejszenie ilości fluoryzujących ziarnistości w neuropilu 
(ryc. 4) oraz mniejszą gęstość włóknistej siatki w korze mózgowej. 
U zwierząt grupy drugiej (15 min. po hipoksji) obserwowano wyraźne 
wzmożenie intensywności fluorescencji w stosunku do czasu „0”. W cy- 
toplazmie neuronów, zwłaszcza w jądrze ogoniastym, wzrastała liczba 
świecących ziarnistości w związku z czym materiał fluoryzujący wypeł­
niał całkowicie cytoplazmę komórek, podobnie jak u zwierząt kontrol­
nych. Neurony i przykomórkowe odcinki wypustek nerwowych w pod­
wzgórzu, wzgórzu wzrokowym i polu przegrodowym były wyraźnie zary­
sowane. Widoczna była również silna fluorescencja proksymalnych odcin­
ków dendrytów bez uwidocznienia ich drzewkowatych rozgałęzień. We 
włóknach osiowych stosunkowo słabsze świecenie obserwowano jedynie 
w częściach przykomórkowych, podczas gdy ich odcinki obwodowe były 
wyraźnie widoczne w obrazie mikroskopowym. Często można było ob­
serwować miejsca odejścia i przebieg ich bocznych odgałęzień. W poje­
dynczych włóknach osiowych na miejsce obserwowanych w czasie „0” 
drobnych różańcowato rozmieszczonych ziarnistości pojawiły się krótkie, 
przecinkowate twory, które często łącząc się ze sobą wyznaczały ciągły, 
mepoprzerywany przebieg tych włókien. U zwierząt, które przeżyły jed­
ną, a zwłaszcza 2 godziny po hipoksji intensywność fluorescencji amin ka- 
techolowych była wyraźniejsza od spotykanej u królików z 15-minuto- 
wym przeżyciem. Najwyraźniej było to widoczne we włóknach osiowych 
wzgórza wzrokowego (ryc. 5) w obszarze przykomorowym podwzgórza 
(ryc. 6, 7) oraz we włóknach pola przegrodowego (ryc. 8). U zwierząt 
z 24-godzinnym przeżyciem po hipoksji intensywność i rozmieszczenie 
fluorescencji były podobne, jak u zwierząt kontrolnych.

OMÓWIENIE

Histochemiczne badania lokalizacji amin biogennych, przeprowadzo­
ne w oparciu o fluorescencyjne metody Falcka (1962), Falcka i wsp. 
(1962) oraz Lindvalla i Bjorklunda (1974) wykazały, że komórki nerwowe 
zawierające aminy katecholowe i serotoninę są umiejscowione w okreś­
lonych obszarach ośrodkowego układu nerwowego. Neurony magazynu­
jące noradrenalinę i serotoninę spotyka się najczęściej w rdzeniu prze­
dłużonym, moście i śródmózgowiu, a rzadziej w podwzgórzu i wzgórzu 
wzrokowym (Björklund, Nobin 1973, Lindvall, Björklund 1974), nato­
miast komórki nerwowe wykazujące obecność dopaminy są umiejscowio­
ne głównie w prążkowaniu i istocie czarnej (Davis, Carlson 1973, Lind­
vall, Björklund 1974). Poza komórkami nerwowymi obecność amin kate-
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cholowych stwierdzono również we włóknach osiowych. W ich przebiegu 
najintensywniejszą fluorescencję, sugerującą wyższą zawartość amin ka- 
techolowych, wykazano w ich częściach preterminalnych. co wiąże się 
prawdopodobnie z udziałem poszczególnych amin w przekazywaniu 

bodźców na poziomie zakończeń nerwowych.

W przeprowadzonej przez nas serii badań, w materiale doświadczal­
nym, obejmującym niektóre z opisanych powyżej obszarów ośrodkowego 
układu nerwowego, takie jak prążkowie, pole przegrodowe, podwzgórze, 
istota czarna, wzgórze wzrokowe i kora mózgowa obserwowano różnice 
w intensywności i rozmieszczeniu fluorescencji stanowiące następstwo 
hipoksji krążeniowej.

Słabsza i uboższa fluorescencja zarówno w perikariach komórek ner­
wowych jak i na przebiegu włókien nerwowych, występująca w badanym 
materiale bezpośrednio po niedokrwieniu (czas ,,0”), nasilała się bardzo 
znacznie w okresie poischemicznym, osiągając normalizację obrazu histo- 
ehemicznego w 24 godzinie po zabiegu doświadczalnym. Różnice w inten­
sywności fluorescencji sugerują zmiany w zawartości ujawnianych przy 
użyciu zastosowanej metody amin katecholowych. Za taką interpretacją 
obserwowanych zjawisk przemawiają wyniki badań Chikvaidze i Melita- 
uri (1974), którzy w tym samym modelu doświadczalnym wykazali spa­
dek zawartości katecholamin i serotoniny w czasie ,,0” oraz ich wzrost 
w okresie do 2 godzin po niedokrwieniu. Należy jednakże zwrócić uwagę 
na fakt, że Davis i Carlson (1973) nie stwierdzali istotnych zmian w za­
wartości serotoniny, dopaminy i noradrenaliny w mózgach szczurów 
poddanych 2-godzinnemu niedotlenieniu, wykazując równocześnie obec­
ność istotnych zaburzeń w ich metabolizmie, a zwłaszcza w syntezie. 
Wyniki badań Davisa i Carlsona (1973) stoją w pozornej sprzeczności 
z naszymi obserwacjami, jak również z wynikami Chikvaidze i Melita- 
uri (1974). Źródeł tej sprzeczności należy szukać zapewne w odmienności 
stosowanych modeli doświadczalnych — niedotlenienia w przypadku 
Davisa i Carlsona (1973) i niedokrwienia w stosowanym przez nas nie­
dotlenieniu krążeniowym, których jedyną wspólną cechą jest ogranicze­
nie dopływu tlenu do ośrodkowego układu nerwowego. Niedostatek tleno­
wy prowadzi do obniżenia aktywności hydroksylazy l-tyrozyny i ß-hydro- 
ksylazy tryptofanu, które z kolei ogranicza syntezę amin biogennych 
(Davis, Carlson 1973).

Obserwowane przez nas zmniejszenie intensywności fluorescencji, sta­
nowiące prawdopodobnie wykładnik obniżenia zawartości dopaminy 
i noradrenaliny nie jest zapewne wyłącznie następstwem niedotlenienia 
ośrodkowego układu nerwrowego, towarzyszącego jego niedokrwieniu.

http://rcin.org.pl



28 R. Gadamski i wsp. Nr 1

Wiązać je należy również ze stosowanym upustem krwi i spadkiem ciśnie­
nia tętniczego do wartości około 20 mm Hg oraz ze zjawiskiem wstrząsu 
hypowolemicznego. Następstwem wstrząsu hypowolemicznego jest zwięk­
szone wydzielanie amin katecholowych przez nadnercza i wzrost ich stę­
żenia w łożysku naczyniowym, prowadzący do skurczu obwodowych 
naczyń krwionośnych, który zabezpiecza właściwy poziom układowego 
ciśnienia krwi. Wstrząs hypowolemiczny pobudza czynność nie tylko 
obwodowego lecz prawdopodobnie również i ośrodkowego układu auto­
nomicznego, prowadząc do zmniejszenia zawartości amin katecholowych 
zgromadzonych w cytoplazmie neuronów i zakończeń nerwowych ośrod­
kowego układu nerwowego. Równocześnie wspomniane uprzednio obniże­
nie aktywności hydroksylazy l-tyrozyny i ß-hydroksylazy tryptofanu, 
spowodowane niedostatkiem tlenu, towarzyszącemu niedokrwieniu, pro­
wadzi do zahamowania biosyntezy amin biogennych, a tym samym unie­
możliwia uzupełnienie ich zasobów. Współistnieniu tych dwóch mecha­
nizmów należy przypisać obserwowany przez nas spadek intensywności 
fluorescencji bezpośrednio po zabiegu doświadczalnym.

Zapewne podobnie złożony jest mechanizm wzrostu zawartości amin 
biogennych w mózgu, wyrażający się w naszym materiale zwiększeniem 
intensywności fluorescencji w okresie poischemicznym. Retransfuzja krwi 
po zakończeniu doświadczenia, związana z przejściowym przekrwieniem 
czynnym ośrodkowego układu nerwowego (Mossakowski 1974) poprawia 
dopływ tlenu do mózgu, uruchamiając w okresie poischemicznym, zaha­
mowaną w czasie niedokrwienia syntezę dopaminy i noradrenaliny. Wzrost 
syntezy badanych amin katecholowych może być również uwarunkowany 
zwiększeniem puli wolnych aminokwasów, stanowiących metaboliczne 
prekursory dopaminy i noradrenaliny (tyrozyna i tryptofan). Za tą moż­
liwością przemawia stwierdzone przez Albrechta (1974) zahamowanie bio­
syntezy białek w mózgu w okresie poischemicznym hipoksji krążeniowej, 
jak również podkreślany przez Davisa i Carlsona (1973) fakt uwalniania 
aminokwasów z połączeń albuminowych w osoczu krwi przy jej nieznacz­
nym nawet zakwaszeniu. Jest to tym bardziej możliwe, że hypowolemia 
stanowiąca istotny element stosowanego przez nas modelu doświadczal­
nego prowadzi do szeregu ogólnoustrojowych zaburzeń metabolicznych, 
których następstwem jest między innymi kwasica.

W interpretacji naszych spostrzeżeń uwzględnić należy również fakt 
zwrotnej regulacji syntezy amin katecholowych w neuronach ośrodkowe­
go i obwodowego układu nerwowego, jak również w rdzeniu nadnerczy. 
Zjawisko to może odgrywać istotną rolę w różnych procesach patologicz­
nych, w tym również w niedotlenieniu.
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R. Gadamski, G. Szumańska, M. Sikorska

EFFECT OF CIRCULATORY HYPOXIA ON RABBIT BRAIN CATECHOLAMINES.

HISTOCHEMICAL AND FLUORESCENCE STUDY

S u m m a r y

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 w ere subjected to 15 min. circulatory hypoxia. Animals (3 in each group) 
were examined in tim e „0” i.e. immediatelly after hypoxia, in 15 min., and in
1, 2, 4, 12, 24 h. after hypoxia. Control group comprised 2 rabbits w ith ligated 
right common carotid artery, w ithout hypoxia. M aterial for fluorescence microscope 
was studied according to Lindvall and Björklund (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. G reen fluorescence typical for dopamine and nor­
adrenaline was shown in perikarya of neurons, in proxim al segments of dendrites, 
and in axons, particularly  in their p reterm inal segments. Neuropil exhibited g ranu ­
lar fluorescence suggesting transversally  sectioned axons.
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EUGENIA TARNOWSKA-DZIDUSZKO

OBRAZ MORFOLOGICZNY MÓŻDŻKU W PRZEBIEGU PADACZKI

Zakład Neuropatologii Insty tutu  Psychoneurologicznego 
Kierownik Zakładu: doc. dr med. hab. J. Dymecki

Zachowanie się móżdżku w przebiegu padaczki było od dawna przed­
miotem badań szeregu uczonych. Na najlżejszy stopień uszkodzenia 
móżdżku, występujący w postaci schorzenia homogenizacyjnego komórek 
Purkinjego, pierwszy zwrócił uwagę Spielmeyer (1920, 1927). Spielmey- 
er, a także późniejsi badacze (Liebers 1928, Scholz 1929, 1933, 1956, 
1973, Zimmermann 1938, Peiffer 1963, Normann 1964) uważali, że właś­
nie móżdżek jest strukturą szczególnie podatną dla wystąpienia zmian 
ponapadowych i że obok rogu Amona ulega najczęściej uszkodzeniu, 
a czasami jego uszkodzenie występuje w sposób selektywny.

W większości prac z tego zakresu brak opracowania korelacji pomiędzy 
charakterem napadów padaczkowych i częstością ich występowania 

a strukturą i stopniem natężenia zmian tkankowych. Zadaniem podjętej 
pracy była ocena zmian strukturalnych i topografii uszkodzeń móżdżku 
V/ przebiegu padaczki w celu ustalenia korelacji tych zmian z typem 
i częstotliwością napadów klinicznych.

MATERIAŁ I METODA

Materiał obejmował 30 przypadków, w tym 20 kobiet i 10 mężczyzn, 
w wieku od 22 do 81 lat. Średni wiek dla całej grupy wynosił 46,7 lat. 
U 9 chorych pierwszy napad padaczkowy wystąpił przed 20 rokiem życia. 
Czas. trwania choroby wahał się od roku do 39 lat ze średnią 16,6 lat. 
U wszystkich chorych występowały ataki typu „grand mai”; w 6 przy­
padkach o początku ogniskowym, u 4 chorych w połączniu z napadami 
„petit mai” a u 17 chorych ze stanami pomrocznymi. U 17 chorych wy­
stępowały w przebiegu choroby stany padaczkowe. Częstość napadów

Praca zrealizowana w ram ach problem u węzłowego. G rupa tematyczna 09. 4.1. S.
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wahała się od pojedynczych napadów dużych co kilka miesięcy do 10
i więcej w ciągu miesiąca. W 9 przypadkach łączono wystąpienie napa­
dów padaczkowych z ciężkim urazem czaszki, w 3 przypadkach z miaż­
dżycą mózgu, w 3 przypadkach z chorobą pasożytniczą.

W badaniach laboratoryjnych stwierdzono następujące odchylenia: 
w 3 przypadkach z 23 przebadanych obserwowano podwyższony poziom 
białka w płynie mózgowo-rdzeniowym. Badanie EEG wykonane w 16 
przypadkach u 15 chorych wykazywało zmiany napadowe rozlane, ba­
danie PEG wykazało w 4 z 7 przebadanych przypadków wodogłowie 
wewnętrzne.

W przebadanej grupie 24 chorych zażywało względnie systematycznie 
leki (hydantoinal, luminal, misodinę), 6 chorych leczenie okresowo 
przerywało. Najczęstszą przyczyną zgonu był stan padaczkowy (14 przy­
padków) oraz zapalenie płuc (8 przypadków). W 3 przypadkach przyczy­
ny nagłego zgonu nie udało się wyjaśnić badaniem sekcyjnym.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki w płaszczyźnie czołowej 
przez półkule móżdżku z robakiem. Skrawki pobierano w serii nieciągłej. 
Metody barwienia: fiolet krezylu, H.-E., van Gieson, Bielschowsky’ego, 
Spielmeyera, Kanzler-Arendta oraz sudan czarny B.

WYNIKI

Badanie makroskopowe mózgowia w 12 przypadkach wykazało objawy 
obrzęku mózgu z wklinowaniem migdałków móżdżku do otworu potylicz-

Ryc. 1. Rozległe ubytki komórek Purkinjego. Pobudzenie gleju Bergmanna. Nissl.
Pow. 60 X.

Fig. 1. Extensive loss of P u rk in je  cells. P roliferation of Berm anns glia. Nissl X 60. 

Rye. 2. Znaczne przerzedzenie w arstw y ziarnistej. H.—E. Pow. 60 X.
Fig. 2. Significant rarefaction of granular layer. H.—E. X 60.

Rye. 3. P lackowate wyłysienie w w arstw ie ziarnistej. Fiolet krezylu. Pow. 100 X. 
Fig. 3. Patchy nerve cell loss in cerebellar g ranular layer. Cresyl violet. X 100.

Rye. 4. Przemieszczenie komórek Purkinjego do w arstw y drobinowej. Bielschowsky.
Pow. 200 X.

Fig. 4. Displacement of P urk in je  cells into granular layer. Bielschowsky. X 200. 

Rye. 5. Rozdęte dendryty komórki Purkinjego. Bielschowsky. Pow. 400 X.
Fig. 5. Distended dendrites of P urk in je  cell. Bielschowsky. X 400.

Rye. 6. Kuliste i wrzecionowate rozdęcia aksonów kom órek Purkinjego, obrazy 
pustych koszyczków. Bielschowsky. Pow. 200 X.

Fig. 6. Spherical and fusiform distension of P urk in je  cells axons. P icture of empty
baskets. Bielschowsky. X 200.

Rye. 7. Rozplem komórek glejowych w arstw y Bergmanna. Fiolet krezylu. Pow. 100 X. 
Fig. 7. Proliferation of glia in Bergmanns cells layer. Cresyl violet. X 100. 

Rye. 8. Krzaczki glejowe w w arstw ie 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 mózgu, najbardziej nasilo­
ne w płatach czołowych i ciemieniowych. W 3 przypadkach stwierdzono 
zmniejszenie objętości móżdżku ze skróceniem wysokości płacików, 

(głównie w obrębie części grzbietowej robaka) i zwężeniem istoty białej.
W badaniu mikroskopowym móżdżku *) we wszystkich przypadkach 

liczba komórek Purkinjego uległa redukcji, stopień nasilenia ubytków 
był jednak różny. Spostrzegano zaniki pojedynczych komórek Purkinjego, 
niekiedy ubytki obejmowały 1/3 ich liczby a czasami w obrębie po­
szczególnych płacików zachowane były tylko pojedyncze komórki Purki­
njego. Te rozległe ubytki obserwowano przede wszystkim na dnie row­
ków i wokół rowków (18 przypadków) (rye. 1), a na wypukłości listecz­
ków obserwowano je rzadko (7 przypadków). Ubytkom komórek Purkin­
jego towarzyszyło z reguły przerzedzenie warstwy ziarnistej (ryc. 2) 
(18 przypadków) lub plackowate „wyłysienie” (ryc. 3) (8 przypadków), 
zwłaszcza w obrębie dna rowków. Zwężenie warstwy ziarnistej było 
obectne w 13 przypadkach, a warstwy drobinowej w 5 przypadkach. 
W 9 przypadkach obserwowano przemieszczenie komórek Purkinjego do 
warstwy drobinowej (ryc. 4), a w 3 przypadkach do warstwy ziarnistej. 
Zachowane komórki Purkinjego wykazywały często zmiany wsteczne. 
Najczęściej obserwowano schorzenie homogenizacyjne (27 przypadków), 
bardzo rzadko stłuszczenie (3 przypadki). Bardzo często obserwowano 
rozdęte dendryty, przypominające rogi renifera (ryc. 5), a w impregnacji 
srebrem widoczne było pogrubienie włókienek nerwowych. W obrębie 
aksonów komórek Purkinjego obecne były kuliste i wrzecionowate roz­
dęcia tzw. torpedy (ryc. 6). W miejscu ubytków komórek Purkinjego

Ryc. 9. Ogniskowe zgąbczenia w  w arstw ie kom órek Purkinjego, przechodzące na 
w arstw ę ziarnistą. H.—E. Po w. 100 X.

Fig. 9. Focal spongy changes in P u rk in je  cells layer extending into granu lar layer.
H.—E. X 100.

Ryc. 10. Rozległe ubytki komórek nerwowych w jądrze zębatym. Zgąbczenia we 
wnęce. Bielschowsky. Pow. 100 X.

Fig. 10. Extensive loss of nerve cells in dentate  nucleus. In  hilus spongy changes.
Bielschowsky. X 100.

Ryc. 11. Rozpad osłonek mielinowych w  osiach listeczków móżdżku. Weil. Pow. 400 X. 
Fig. 11. D isintegration of myelin sheaths in cerebellar folia. Weil. X 400.

Ryc. 12. Wzmożona glejoza w łóknista podoponowa. K anzler-A rendt. Pow. 200 X. 
Fig. 12. Increased subpial fibrillary  gliosis. K anzler-A rendt. X 200.

Ryc. 13. Wzmożona glejoza w łóknista okołonaczyniowa w  istocie białej płacików.
K anzler-Arendt. Pow. 200 X.

Fig. 13. Increased fibrillary  gliosis perivasculary in w hite m ater of cerebellar folia.
K anzler-A rendt. X 200.

Ryc. 14. Niezupełna m artw ica listeczków. H.—E. Pow. 60 X.
Fig. 14. Incomplete necrosis of cerebellar folia. H.—E. X 200.

*) Szczegółowe badanie mózgów większości przypadków  tej grupy jest przed­
miotem doniesienia A. Jędrzejew skiej-Iw anow skiej.
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obserwowano obrazy „pustych koszyczków”. W pojedynczych przypad­
kach liczba włókien pnących, kiciastych i równoległych uległa redukcji. 
Komórki warstwy ziarnistej tylko w 6 przypadkach były zmienione — ob- 
kurczone, nierównomiernie wybarwiające się.

Następnym elementem w strukturze procesu chorobowego był ognisko­
wy rozplem komórek glejowych warstwy Bergmanna (ryc. 7) oraz rozsia­
ny rozplem i przerost mikrogleju. W 11 przypadkach obserwowano w war­
stwie drobinowej krzaczki glejowe (ryc. 8). Komórki warstwy Bergmanna 
układały się często w kilku rzędach i wybarwiały się bardzo jasno. W war­
stwie komórek Purkinjego i gleju Bergmanna występowało w 17 przy­
padkach ogniskowe zgąbczenie (ryc. 9), które w sposób groniasty przecho­
dziło na warstwę ziarnistą.

W obrębie jądra zębatego w 24 przypadkach obserwowano bardzo 
znaczne ubytki komórek nerwowych, a zachowane neurony były obkur- 
czone i wybitnie stłuszczałe (ryc. 10). Zmianom tym towarzyszył rozplem 
astro- i mikrogleju.

W istocie białej zarówno w osi poszczególnych zawojów móżdżku jak 
i we wnęce jądra zębatego obserwowano spłowienie i rozpad osłonek mie- 
linowych (ryc. 11), głównie okołonaczyniowo. Wzmożoną glejozę włók­
nistą w obrębie błon granicznych, podoponowo (ryc. 12), podwyściółkowo 
i okołonaczyniowo (ryc. 13) stwierdzono w 16 przypadkach. Zmiany 
stwardnieniowe w układzie tętnic móżdżkowych obserwowano jedynie 
w 11 przypadkach, nie przekraczały one jednak 111° zmian. Zmiany 
okołonaczyniowe jak rozluźnienie struktury tkanki oraz jamki, występo­
wały głównie w istocie białej wokół tętnic o średnicy powyżej 150 u 
(w 21 przypadkach).

Podsumowując topografię zmian należy podkreślić, że w przeważającej 
liczbie przypadków nasilenie ubytków i schorzeń komórek Purkinjego 
było jednakowe w robaku jak i półkulach móżdżku, a tylko w 8 
przypadkach zmiany w półkulach były bardziej nasilone niż w robaku. 
Listeczki położone głębiej, bliżej istoty białej płacików, były bardziej 
uszkodzone niż listeczki obwodowe. Nie znaleziono wyraźnych różnic 
w nasileniu zmian na powierzchni grzbietowej i brzusznej móżdżku.

Z przeprowadzonej korelacji między typem napadów i częstością ich 
występowania a opisanymi zmianami morfologicznymi wynika, że naj­
większe uszkodzenie tkanki było obecne w tych przypadkach, w których 
w czasie trwania schorzenia pojawiły się stany padaczkowe (17 przypad­
ków). W tych przypadkach, niezależnie od częstości występowania po­
jedynczych napadów dużych, uszkodzenie parenchymy nerwowej było 
ciężkie. W móżdżku obserwowano znaczne, często rozległe ubytki ko­
mórek Purkinjego oraz przerzedzenie warstwy ziarnistej z odcinkowym 
rozplemem gleju warstwy Bergmanna i gleju Hortegi oraz występowa­

http://rcin.org.pl



Nr 1 Móżdżek w padaczce 35

niem krzaczków glejowych. Często obserwowano schorzenia komórkowe 
i jamki okołonaczyniowe, a brzeżna glejoza włóknista była znaczna. W tej 
grupie pojawiły się też obrazy niezupełnej martwicy poszczególnych 
płacików (ryc. 14). Podobne nasilenie zmian obserwowano w 9 przy­
padkach z częstymi napadami dużymi, do 10 i więcej w ciągu miesiąca, 
w których nie występowały stany padaczkowe. W obu tych grupach 
więcej niż w połowie przypadków obserwowano ogniska zgąbczenia w ob­
rębie warstwy komórek Pukinjego i gleju Bergmanna. Najmniejsze nasi­
lenie ubytków komórek Purkinjego obserwowano w przypadkach, w któ­
rych bardzo rzadko występowały duże napady (3—5 co kilka miesięcy) 
oraz w przypadkach, w których czas trwania schorzenia był stosunkowo 
krótki (do 4 lat). W miarę trwania choroby zwiększało się nasilenie uszko­
dzenia tkanki, zwłaszcza w przypadkach, w których pierwszy napad pa­
daczkowy wystąpił po 40 roku życia. Nie znaleziono natomiast różnic 
w nasileniu uszkodzenia móżdżku pomiędzy przypadkami ze współistnie­
niem napadów dużych i stanów pomrocznych oraz przypadkami, w któ­
rych obok dużych napadów występowały napady typu „petit mai”.

OMÓWIENIE

Zarówno typ zmian komórkowych jak i rozkład ubytków komórek 
Purkinjego oraz charakter reakcji glejowej, obserwowane w naszym ma­
teriale, sugerują podłoże ischemiczne uszkodzeń, jak podkreślała w swych 
pracach szkoła Spielmeyera. Wyjaśnienia tego zjawiska należy szukać po 
pierwsze w specyfice unaczynienia kory móżdżku, po drugie — w od­
miennej wrażliwości poszczególnych elementów kory móżdżku na nie­
dotlenienie (Scholz 1973). Warstwa komórek Purkinjego, jak wiadomo, 
z badań Jakuba (1928) i Uchimury (1929), jest pozbawiona własnej sia­
teczki włóśniczek. W związku z tym staje się ona szczególnie wrażliwa 
na zakłócenia w krążeniu krwi w głównych pniach tętniczych, które wy­
stępują zarówno w czasie napadu jak i w okresie ponapadowym (Spiel- 
meyer 1920, 1927). Uszkodzenie tej warstwy wyraża się obrzękiem 
wypustek Purkinjego, schorzeniem homogenizacyjnym czy przewlekłym 
a czasem zanikiem komórek Purkinjego. Pozostałe warstwy, z których 
każda oddzielnie posiada bardzo bogato rozwiniętą siatkę włóśniczek, 
lepiej kompensują te zaburzenia. Fakt ten tłumaczy, że uszkodzenie tych 
warstw było i w naszym materiale słabiej wyrażone. W grupie przypad­
ków ze stanem padaczkowym czy z częstymi napadami dużymi uszkodze­
nie parenchymy w badanym materiale było bardziej nasilone w miarę 
trwania schorzenia. Sumowanie się działania czynnika szkodliwego do­
prowadziło w końcu do znacznych uszkodzeń ponapadowych i rozległych 
ubytków komórek Purkinjego, stanu zgąbczenia, przerzedzenia i zwężę-
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nia warstwy ziarnistej, uszkodzenia osłonek mielinowych, wzmożenia 
brzeżnej glejozy włóknistej, a nawet częściowego zaniku płacików, na co 
zwrócili uwagę w swoich badaniach doświadczalnych Schrappe (1955), 
Peiffer (1963, 1972), Scholz (1953, 1972), Dam (1972), Markiewicz i Ostrow­
ska (1976) i inni. Spielmeyer wyodrębnił płacikowy zanik móżdżku jako 
zespół morfologiczny, specyficzny dla chorych cierpiących na padaczkę 
z długoletnim przeżyciem. Ustalone w późniejszych badaniach, podłoże 
naczyniowe tego zespołu tłumaczy lokalizację zaników płacikowych 
móżdżku odnosząc je do obszarów unaczynienia poszczególnych tętnic. 
Większe nasilenie uszkodzeń w centralnie położonych listeczkach w po­
bliżu istoty białej, obserwowano również w naszym materiale. Zastój 
krwi żylnej, wywołany uciskiem naczyń oponowych w czasie napadu jest 
większy w głębokich odcinkach móżdżku, stąd też uszkodzenie parenchy- 
my osiąga większe rozmiary w centralnie położonych listeczkach i pła- 
cikach.

Przesunięcie komórek Purkinjego do warstwy drobinowej, obserwowa­
ne w naszym materiale, chociaż opisywane sporadycznie (Scherer 1933, 
Meyer 1949, Scholz 1953) prawdopodobnie jest późnym następstwem 
obrzęku móżdżku, jak wykazał w swoich badaniach Jaburek (1936). Ob­
serwowane w tych przypadkach przesunięcie komórek glejowych war­
stwy Bergmanna do warstwy drobinowej w innych częściach listeczków, 
rozdęte wypustki komórek Purkinjego, uszkodzenie osłonek mielinowych 
i wzmożona okołonaczyniowa glejoza włóknista potwierdzają wspomnia­
ną hipotezę. Koncepcja heterotopii przy przesunięciu komórek Purkinje- 
gio do warstwy drobinowej, wysuwana przez Vogta i Astwazaturowa (1912) 
nie znalazła potwierdzenia u późniejszych badaczy (Schob 1921, Gagel 
1935, Meyer 1949), chociaż może być słuszna przy lokalizacji komórek 
Purkinjego w warstwie ziarnistej.

Uszkodzenie komórek nerwowych jądra zębatego, opisywane w piś­
miennictwie (Peiffer 1963, Markiewicz, Dymecki 1968) występuje i w na­
szych przypadkach. W interpretacji tych zmian, poza udziałem zakłóceń 
w krążeniu krwi, należy wziąć pod uwagę możliwość zwyrodnienia trans- 
synaptycznego (degeneratio anterograda) w następstwie uszkodzenia i za­
niku komórek Purkinjego. Większe nasilenie zmian morfologicznych przy 
późniejszym początku choroby należy łączyć w naszym materiale z do­
syć wysoką średnią wieku tej grupy (65 lat) i dodatkowym nakładaniem 
się zmian związanych z fizjologicznym starzeniem się tej struktury.

Uszkodzenie móżdżku w przebiegu padaczki i związane z tym wypad­
nięcie jego funkcji hamujących na korę mózgu w trakcie napadu może 
z kolei prowadzić do dalszego pogłębienia się uszkodzeń. Zmiany, 
a  zwłaszcza ubytki komórek Purkinjego obserwowane w padaczce, pró­
bowano łączyć również z toksycznym wpływem stosowanych leków, 
zwaszcza dwufenylohydantoiny (Livingstone 1957, Haberland 1962, Kar-
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kos 1972). Nie wszyscy autorzy zgadzają się z tą koncepcją i tak Dam 
(1970, 1972) nie znajdując zmian strukturalnych w móżdżku zwierząt 
doświadczalnych w czasie stosowania w dawkach leczniczych dwufenylo- 
liydantoiny, odrzuca jej wpływ toksyczny.

Zestawienie obrazu klinicznego z obrazem morfologicznym wykazuje 
w naszych przypadkach uderzającą rozbieżność między ciężkim uszko­
dzeniem struktur móżdżku a stosunkowo rzadko obserwowanym klinicz­
nie zespołem móżdżkowym (7 przypadków). Spostrzegali to także inni 
autorzy (Scholz 1956, Peiffer 1963, Haberland 1962 i inni). Wyjaśnienia 
tego zjawiska należałoby szukać w dużej zdolności kompensacyjnej móż­
dżku, zwłaszcza przy powoli rozwijających się uszkodzeniach.

WNIOSKI

1. Móżdżek należy do struktur predylekcyjnie uszkodzonych w padacz­
ce.

2. Proces chorobowy rozwija się głównie w warstwie komórek Pur- 
kinjego i w warstwie gleju Bergmanna.

3. Zmiany chorobowe kształtują się w podobny sposób w filogenetycz­
nie odrębnych częściach móżdżku a ich topografia jest uzależniona od 
specyfiki angioarchitektoniki móżdżku.

4. Na nasilenie zmian morfologicznych w móżdżku największy wpływ 
ma występowanie stanów padaczkowych, częstotliwość napadów typu 
„grand mai” oraz czas trwania schorzenia.

E. TapHOBCKa-JlMflyiuKO 

MOP^OJIOrMHECKAH KAPTMHA M032KEHKA IIPM 3ITMJIEIICM11

P e 3 k> M e

IlejibK) paöoTbi Gbijia oijeHKa CTpyKTypbi m TonorpacJjMM M3MeHenMM ripw 3nn-  

JienCMM flJIH yCTaiłOBJieHMH KOppejIHIJMH 3TMX M3MeHeHMM C TMIIOM M HaCTOTOH n p n -  

na^KOB.

MaTepnaji oxBaTbraaji 30 cjiynaeB a B03pacTe ot 22 JieT ^o 81 ro^a. BpeMH np o-  

7jojijKMTejibHocTM 6ojie3HM Kojieöajiocb ot 1 #0 39 JieT. HacTOTa npMCTynoB kojic-  

Gajiacb ot o^mhohhmx öojibniMx npMCTynoB pa3 Ha HecKOjibKo MecHijeB ^o 10 
m 6ojiee B TeneHMe o^Horo MecHua.

Ebrao oÖHapyJKeno, hto CTpyKTypHbie M3MeneHHH pa3BMBaiOTCH, b  ochobhom, 
b cjioe KjieTOK IlypKMHbe m KacaioTca KaK ijMTOnjia3Mbi, TaK m otpoctkob stmx 

KJieTOK. B 9 cjiynaHx HaSjiio^ajiocb nepeMemeHMe KjieTOK IlypKMHbe b 3epHMCTbiM 

cjiom, hto HBjiHeTCH, no-BM^MMOMy, 6ojiee n03flHMM nocjieACTBueM oieK a. yMeHbineHMe 

KOJIMHeCTBa KJieTOK IlypKMHbe COnpOBOJKflaJIOCb pa3MH0JKeHMCM rJIMHJIbHbIX KJieTOK 

B cjioe EeprM ana. KpoMe Toro, Ha6jnoflajiocb nOBpe?KAeHMe MMOJTMHOBbix o6ojioneK  

B 6ejioM BemecTBe, yBejiMneHMe BOJiOKHMCToro rjiM03a m onaroBoro pa3pbixjieHMH 

K o p b i  M 0 3JK eH K a. H a c T O  MOJKHO 6 b i j i o  H a G jiio A a T b  3 H a H M re j ib H O e y M e H b u ie H M e  HMCJia
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KjieTOK B 3y6naTOM H#pe. JIoKajiM3aunH m x a p a K T e p  H 3M eH eH H ü b  Kope M03?KeHK:a 

y K a 3 b iB a iO T  H a  m x  r a n e M M H e c K o e  n p o M C x o jK ^ e H n e .  B o3H M K aioT  o h h  n o f lo Ö H b iM  o 6 p a -  

3 0 M  B CjDMJIOreHeTMHeCKM pa3JIM HHbIX C T p y K T y p a X  M03JKGHKa H MX T O nO rpac |)M H  C B H - 

3 a H a ,  r j i a B H b iM  0 6 p a 3 0 M , c  apx irreK T O H U K O M  cocyzjO B  3 t o m  C T p y K T y p w .

Ha MHTeHCMBHOCTb MOp^X)JIOrMHeCKKX M3MeHeHMM 6ojIbHie B cero  BJIMHK5T sraijien- 
TMMecKwe COCTOHHMH, nacTOTa n p u c T y n o B  Tuna „grand m ai”, a TaitjKe ßjiHTejibHOCTb 
3a6ojieBaHwa.

E. Tarnowska-Dziduszko 

CEREBELLAR CHANGES IN THE COURSE OF EPILEPSY 

S u m m a r y

The aim of the present study was to evaluate the character and topography 
of changes in cerebellum caused by epilepsy and to establish the dependence of 
structura l abnormalities on the type and frequency of seizures. The m ateria l 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 attacks in several m onths 
up to 10 and more fits monthly.

I t  was found tha t s tructu ra l abnorm alities in cerebellum of epileptic patients 
develop especially in the Purk in je  cells layer affecting cytoplasm and processes of 
these cells. Dislocation of Purk in je  cells into granular layer was observed in 9 
cases being probably the late consequence of brain  edema. Loss of P u rk in je  cells 
was accompanied by proliferation of Bergm anns’ glia. F urther observations included 
dam age of myelin sheaths in white m atter, increase of physiological subpial, 
subependym al and perivascular gliosis and focal spongy changes in cerebellar 
cortex. Extensive losses of nerve cells w ere frequently  noticed in den ta te  nucleus.

The character and localization of s truc tu ra l abnormalities in cerebellar cortex 
suggest their ischemic origin. The pathological changes develop in the like m anner 
in phylogenetically d ifferent structures. The topography of these changes is de te r ­
mined chiefly by the cerebellar angioarchitectonics. The intensity of changes 
m ainly depends on epileptic states, frequency of grand fits and the duration  of 
illness.
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dok. ze str. 10

W 1975 r. następujący koledzy uzyskali nagrody i wyróżnienia: — kol. J. Rafa- 
łowska z Kliniki Neurologicznej A. M. w  Warszawie otrzym ała nagrodę Rady Na­
ukowej MZiOS za najlepszą pracę drukow aną w Neurologii i Neurochirurgii Pols­
kiej (wspólnie z K. Mrożkiem i A. Kamińską);

— kol. A. Fidziańska-Dolot otrzym ała I nagrodę Polskiego Towarzystwa N eu­
rologicznego za cykl badań u ltrastruk tu ra lnych  w  chorobach mięśni;

— kol. M. Ostenda otrzym ała III nagrodę PTN za pracę nad histochemią w rze­
cion mięśniowych (wspólnie z H. Strugalską).

*  *  *

W m aju  1975 przebywał w Polsce prof. Rudolf Fankhauser, dyrektor Insty tu tu  
Neurologii Porównawczej w Bernie (Szwajcaria). Na posiedzeniu Stowarzyszenia 
Neuropatologów Polskich w dniu 17 m aja prof. Fankhauser wygłosił referat, do­
tyczący aktualnych problemów neurologii i neuropatologii porównawczej ze szczegól­
nym uwzględnieniem organizacji i program u badawczego Insty tu tu  Neurologii Po­
równawczej w Bernie.

Jerzy D ym ecki
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ANTONI LEŻNICKI, MARIA RÓŻAŃSKA, JERZY DYMECKI

EFFECT OF AUDIOGENIC SEIZURES ON THE ACTIVITY OF SOME 
ENZYMES OF THE MOUSE BRAIN- *)

Departm ent of Neuropathology, Psychoneurological Institute, W arsaw 
Head of Dept.: Doc. J. Dymecki M. D.

D epartm ent of Biochemistry, Institu te of Biology, Copernicus University, Toruń, 
Head of Dept.: Prof. P. Masłowski, 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
bertas, 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 (Na+-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 
Polish 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 
of acetylcholinesterase and succinate dehydrogenase); 0.32 M sucrose so­
lution (for assay of monoamine oxidase, Mg++-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++- 
-Na+-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++-Na+-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++-N a+- 
-K +-ATPase and that of Mg++-ATPase.

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

10% (w/v) homogenate of mouse brain in 0.32 M sucrose solution 

10 min x 1000 x g

Sediment
rehomogenized in sucrose 
an d  recentrifuged as before

I---------------------
Sediment —  nuclear fraction
discarded

Supernatants

60 min x 100 000 x g

S u p e r n a t a n t

I
soluble fraction 
discarded

Sediment

I
suspended in 40 ml 
of w ater

microsomal
fraction

Supernatants

15 min x lOOOOxg

 1
Pellet

rehomogenized in sucrose solution and recen­
trifuged as before.

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 3%  Ficoll in 0.32 M sucrose

15 min x 20 000 x g

Top myelin layer was discarded. Middle layer 
between 3 and l3%  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 
brain was determined from the amount of ammonia released, The mito­
chondrial fraction was obtained by centrifuging (30 min.X20 OOOXg). 
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 solution 
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 W eatherburne’s method (1967).

L-Glutamate decarboxylase activity was determined by the manome­
trie method from the amount of C 02 released. The enzyme was incubated 
for 30 minutes at 37° under N2 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 (Me lllwain 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 moment the stimulus 
started to operate), the clonic phase (the following 10— 12 seconds) and 
the phase of gradual return to normal behaviour, wnich is attained after 
3—4 minutes. The EEG patterns (electrocorticograms) were typical of 
seizure discharges (Narębski, Tymicz, Waczyńska — 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 nmoles per g of tissue per min., remains unchanged 
after serial fits, and decreases slightly after 30 daily fits (to 14.0 nmoles 
per g of tissue per min.). The decrease in activity of this enzyme to
0.119 nmoles 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 nmoles 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 audiogenic fits on succinate dehydrogenase and respiration of cortex slices from mouse brain 

Tabela 1. Wpływ audiogennych napadów drgawkowych na aktywność dehydrogenazy bursztynianowej oraz na oddychanie skrawków kory
mózgu myszy

Group of animals 
Grupa zwierząt

Oxygen uptake 
(jimoles of 0 2/min per 1 g of 

cortex)
Zużycie tlenu 

(Umoli 0 2/min/g kory)

Succinate dehydrogenase activity  
Aktywność dehydrogenazy bursztynianowej 
to tal activity  specific activity  

(jimoles/min/g of tissue) (jimoles/min/mg of protein) 
całkowita specyficzna 

(jamoli/min/g tkanki) ((jmoli/min/mg białka)

Control, no seizures evoked 
K ontrolna, nie poddana napadom

1.07±0.16 (14) 43.9±2.8 (12) 0.36±0.03 (12)

Subjected to a  series of 12 seizures in one day 
Po jednej serii 12 napadów, wywołanych w ciągu 

dnia

1.06±0.19 (14) 47.4±3.ö (io) 0.34±0.01 (10)

One seizure evoked daily during a one month 
Poddawana 1 napadowi dziennie przez 30 dni

1.00±0.14 (4) 49,7±0.1 (4) 0.35±0.02 (4)

The results are expressed as the mean S.D. with the num ber of animals used in parenthesis
Wyniki są wartościami średnimi ±  odchylenie standardowe, w nawiasach podano liczbę zwierząt użytych w doświadczeniu.

4*.Ul

Nr 
1 

B
rain 

enzym
es 

after 
audiogetniic 

seizu
res
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Table 2. Effect of audiogenic seizures on neurotransmitter-metabolizing enzyme activities in mouse brain 

Tabela 2. Wpływ audiogennych napadów drgawkowych na aktywność enzymów mózgu myszy, związanych z przemianami neurotransmiterów

Group of animals 

Grupa zwierząt

L-Glutamate decarbo- Acetylcholinesterase activ ity :
xylase activity  (jarnoles to ta l specific
of C 02/min/g of tissue) (jamoles/min/g of tissue) (jimoles/min/mg of 
Aktywność dekarbo- protein)

ksylazy L -glutaminianu Aktywność acetylocholinesterazy:
(jimoli C 02/min/g tkan- całkowita specyficzna

ki) (nmoli/min/g tkanki) (jamoli/min/mg białka)

Monoamine oxidase 
activity  

(jmioles of ammonia/ 
/min/g of tissue) 

Aktywność monoa- 
minooksydazy 

(jimoli NH+/min/g 
tkanki)

Control, no seizures evoked 
Kontrolne, nie poddane napadom

1,00±0,07 (10) 14,9±0,11 (7) 0,128±0,003 (7) 0,102±0,007 (11)

Subjected to a  series of 12 seizures in one day 
Poddana 1 serii 12 napadów w ciągu dnia

1,00±0,17 (15) 14,9±0,31 (4) 0,131 ±0,006 (4) 0,117±0,014
P < 0 ,0 1

(9)

One seizure evoked daily during a month 
Poddaw ana 1 napadowi dziennie przez 30 dni

1,03±0,12 (4) 14,0±0,21 (4) 0,119±0,002 (4) 
P <0,001

0,118 i  0,036 (4)

All results are expressed as the mean ±  standard  deviation with the number of animals used in experiments in parenthesis. 
Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ±  odchylenie standardowe; w nawiasach podano liczbę zwierząt użytych w doświadczeniu.

L
eźnicki 

et 
al. 

N
r 

1http://rcin.org.pl



Table 3. Effect of audiogenic seizures on M g++-ATPase and N a + -K + -ATPase activities in microsomal fraction of the mouse brain 

Tabela 3. Wpływ audiogennych napadów drgawkowych na aktywności Mg+ + -ATPazy i N a+-K +-A TPazy z mikrosomalnej frakcji mózgu myszy
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Control, no seizures evoked 
Kontrolna nie poddana napadom audio- 
gennym

7.52 ±0.81  

(9)
4.58±0.43

(9)
2.17±0.24

(9)
- 2.42 ±0.58  

(9)
— 0.320±0.098

(9)
—

Subjected to a series of 12 seizures in one
day 9.23 ±0.85 5.05±0.25 2.43 ±0.18 +  12 2.57±0.17 +  6 0.277 ±0.020 — 14
Po serii 12 napadów wy wólanych jednora­ (8) (8) (8) (8) (8)
zowo w ciągu dnia P < 0.05 PC0.1
One seizure evoked daily during a one
month 6.47±0.92 4.69±0.29 2.35±0.11 +  8 2.40±0.27 — 1 0.330±0.033 +  3
Poddana 1 napadowi dziennie przez okres (16) (7) (7) (7) (7)
miesiąca P < 0.1

Total enzyme activity is expressed as mmoles of Pi released per minute, and specific activity as nmoles of Pi per minute, per mg of protein. Fbe results are means ±S.D . 
with the number of animals used in parenthesis.

Całkowite aktywności enzymatyczne w frakcji mikrosomalnej są wyrażone w nmolach Pi/min., aktywności specyficzne — w nmolach Pi/min/mg białka. Wyniki są wartościami 
średnimi ±  odchylenie standardowe, w nawiasach podano liczbę zwierząt użytych do doświadczeń.
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48 A, Leźnicki dt 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 Na+-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 Na+-K +-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 Na+-K +-ATPase in the 
whole fraction, from 3.30 mmoles of Pi/min. to 4.57 mmoles 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, ailylglycine, mercaptopropioni.c 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 (Narębski, Tymiicz, Waczyńska — 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).
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Table 4. Effect of audiogenie seizures on M g++-ATPase and N a ^ - K -ATPase activities in the synaptosome-enriched fraction of the mouse brain 

Table 4. Wpływ audiogennych napadów drgawkowych na aktywności M g+ +  -ATPazy i N a+ -K + -A T P azy  we wzbogaconej w zakończenia nerwowe frakcji mózgu myszy
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Control, no seizures evoked 
Kontrolna, nie poddana napadom drgaw­
kowym
Subjected to a series of 12 seizures in one 
day
Po serii 12 napadów wywołanych jednora-
zowp w ciągu dnia
One seizure evoked daily during a one
month
Poddana 1 napadowi dziennie przez okres 
miesiąca

15.7 ±2.75  
(7)

14.7±1.05
(8)

15.6±1.97
(16)

6.48+1.50
(7)

5 .1 2 i0 .4 0
(8)

7 .5 4 i0 .8 7
(16)

3.17 i0 .6 8  
(8)

2 .2 6 i0 .1 4
(8)

P< 0.01

2 .9 4 i0 .7 4
(16)

—29

— 7

3.30 i  0.89 
(8)

2.85 i  0.32 
(8)

4 .5 7 i0 .4 4
(15)

P <0.001

0 .196 i0 .036
(7)

— 14 0.194 i  0.010 — 1
(8)

+  38 0 .276 i0 .028  + 41
(15)

P<0.001

Total enzyme activity is expressed as nmoles of Pi released/min. per fraction, and specific activity as nmoles ol'Pi/min. per mg of protein. The results are means iS . D .  
with the number o f animals used in parenthesis.

Aktywności całkowite podano w nmolach Pi/min./frakcję, aktywności specyficzne w nmolach Pi/min./mg białka. Wyniki są wartościami średnimi i  odchylenie standardowe, 
w nawiasach jest podana liczba zwierząt użytych do doświadczeni».
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50 A. Leźnicki et al. Nr 1

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 be 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). I  his compound 
form as a result of irreversible decarboxylation of L-glutamic acid and 
is further converted to succinate semialdehyde:

GAD GABA-T
L-glutamate ---------->• GABA <-------------> succinate semialdehyde

—c o 2

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

http://rcin.org.pl



Nr 1 Brain enzymes after audiogeindc seizures 51

bound to the enzymic protein. This presumption is supported by the fact 
that the administration of antivitamins B6 (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 M-mole/g of tissue/min. to 0.117 nmole/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 ail 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 w^hich 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., 
1067).

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 n-moles of Pi/min to 2.26 
nmoles 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 Na+-K +-ATPase in the synaptosomal frac­
tion decreases after serial fits from 3.30 mnols of Pi/min to 2.85 inmoles 
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 Na+-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 Na+-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 McCrimmon (1967), who 
induced the formation of an epileptogenic focus by freezing the cortex, 
also noted an increase in Na+K +-ATPase activity 18 hours after indu­
cing the lesion. In our studies a 41% increase in the specific activity of 
Na+-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. Leźnicki, M. Różańska, J. Dymecki

WPŁYW NAPADÓW PADACZKI AUDIOGENNEJ NA AKTYWNOŚĆ 
NIEKTÓRYCH ENZYMÓW MÓZGU MYSZY

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

Badano wpływ napadów  padaczki audiogennej na aktywność enzymów mózgu 
myszy, związanych z przem ianam i energetycznymi, z metabolizowaniem neurotrans- 
miterów oraz utrzym aniem  równowagi jonowej. Doświadczenia przeprowadzono na 
szczepie myszy genetycznie podatnych na audiogenne napady padaczkowe. Zw ie­
rzęta podzielono na 3 grupy: pierwszą, u której wywoływano serię 12 napadów 
w ciągu jednego dnia; drugą — u której wywoływano po 1 napadzie dziennie przez 
okres 30 dni oraz grupę kontrolną, u której nie wywoływano napadów.

Nie stwierdzono, by wywołane napady drgaw kow e obniżały zdolność skrawków 
kory do oddychania, powodowały zmiany poziomu białka w  mózgu lub wpływały 
na aktywność dehydrogenazy bursztynianu i dekarboksylazy L-glutam inianu. A k­
tywność specyficzna acetylocholinesterazy uległa obniżeniu o 7%, a aktywność spe­
cyficzna MAO zwiększała się o 16% po napadach wywoływanych przez miesiąc. 
Zwiększała się również aktywność m ikrosom alnej M g++—ATPazy o 8%, natom iast 
aktywność mikrosomalnej N a+—K + —ATPazy nie ulegała zmianom. We frakcji 
synaptosomalnej aktywność M g++—ATPazy zmniejszała się po napadach o 7°/o. 
Specyficzna aktywność N a+—K +—ATPazy w  tej frakcji nie zmieniała się po serii 
12 napadów, wywołanych w  ciągu jednego dnia, po napadach wywoływanych przez 
miesiąc w zrastała o 41%. Przedyskutow ano możiiwe przyczyny wzrostu aktywności 
tego enzymu.

*

A. JIe3bHMUKM, M. PojKaHbCKa, E. ßbiMeuKM

BJMHHME riPMnAflKOB AYflHOrEHHOft OIIMJIEUCMM 
HA AKTMBHOCTb HEKOTOPbIX <Ł>EPMEHTOB M0317A MbHIIEft

P e 3 io M e

Mccjiefloßajiocb b j i h h h h c  n p n n a ^ K O B  a y f l n o r e H H O i i  anmiencmi H a  aK TM BH O CT b c£>ep- 

M eH TO B M0 3 r a  M b lH ie i f ,  CBH3 a H H b I X  C 3 H ep reT M H eC K M M  OÖM eHOM, c o 6 m c h o m  newpo- 
T p a H C M M T e p o B , a  T a K x c e  c o x p a H e H H e M  H O H H O ro  p a B H O B e c H H .  O n b i T b i  n p o s o f l m i M C b  

H a  jiMHHM M b i m e i i ,  r e H e n n e c K H  n o f l a T J iM B b ix  n  a y f l w o r e H H b i M  a n m i e n T J r i e c K M M  n p w -
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na^KaM. ^Kmbothbix pa3Ae.JiMJiM Ha 3 rpynnti: nepßyio, y Kotopom Bbi3bmajiM ceprao 
12 npnnaflKOB b TeneHwe 0^H0r0 ahh; BTOpyio, y kotopom Bbi3biBajiM no 1 npnna^Ky 
B aeHb Ha npoTHJKeuHM 30 flueü, m KOHTpojibHyio rpynny, b  kotopom He Bbi3biBajiM 
npwnaAKOB.

Bbi3BaHHbie cyflopo2KHbie npwnaflKM He CHHJKajiM cnocoÖHOCTH cpe30B Kopbi 
K ALixanHK) m He bjimhjim na ypoBeHb 6ejiKa b M03re m Ha cneijMcjDHHecKyio aKTMB- 
HOCTb cyKHMHaT,ąerM^poreHa3bi m  ,zjeKap6oKCHJia3bi L-rjiiOTaMHHOBOM KMCJiOTbi. Cne- 
HM^HHecKaH aKTMBHOCTb aHeTMjixojiMH3CTepa3bi CHuacajiacb Ha 7°/o, b to  5Ke BpeMH 
cneunc£>HHecKaH aKTHBHOCTb MAO yßejiMHMBajiacb Ha 16°/o nocjie npnnaßKOB, Bbi3bi- 
BaeMbix B TeneHwe MecHija. yßejiMHMBajiacb TaKrae aKTHBHOCTb mmkpocomhom 
M g++ — AT<E>-a3bi (8°/o), b to  BpeMH KaK aKTMBHOCTb mmkpocomhom N a + — K+  —
— AT<E>-a3bi He M3MeHHJiacb. A ktmbhoctb Mg"!‘+ — AT<3>-a3bi b CMHanTOcoMHOü 
(JipaKHMM yMeHbuiajiacb nocjie npHna^KOB (7°/o); cneqM(|jMHecKaH aKTMBHOCTb N a+ —
— K+ — AT<£-a3bi B 3TOM (JjpaKijMM He M3MenHjiacb nocjie OflHOKpaTiiOM cepMM 
npMna^KOB, TOr^a KaK n o c j ie  npMnaflKOB, Bbi3biBaeMbix Ha npOTaxceHMM MecHija, 

yßejiMHMBajiacb Ha 41%. 06cy2KflaiOTCH B03M07KHbie npMHHHbl pOCTa aKTMBHOCTM 
3Toro cJ)epMeHTa.
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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 Agreem ent 
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 
a did (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 encephalitogenic 
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.

H i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n .  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 Klüver-Barrera.
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Table 1. Cholesteryl ester content and composition in the cerebral white m atte r of guinea pigs with EAE 

Tabela 1. Zawartość i skład estrów cholesterolu istoty białej mózgu świnek morskich z EAE

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

Percent composition of cholesteryl esters 
Odsetkowy skład estrów cholesterolu

of animals

Liczba
zwierząt

Ogólna zawartość 
estrów cholesterolu 
w g/100 g tkanki su­

chej

Fraction I 
Frakcja I 

(0^)

Fraction II 
Frakcja II  

(1J )

Fraction III  
Frakcja III 

(24 )

Fraction IV  
Frakcja IV 

(3^)

Fraction V 
Frakcja V 

(4^)

Fraction VI 
Frakcja VI 

(5 +  6^)

Normal animals 
Norma

10 O .lliO .O l 13.6 ± 1 .4 16.4±1.7 7 .4±0.9 32.0±2.5 11.7±0.8 18.9±2.1

Preparalytic period of EAE 
Okres przedporażenny EAE

10 0.41 ±0.03* 14.5±1.7 23.3±1.5* 7 .2±0.6 31.5±1.4 11.2±0.3 12.3±1.5*

Paralytic period of EAE (total) 
Okres porażenny EAE (całość) 
Paralytic period of EAE (intensive

10 0.68±0.08* 16.9±1.8 26.8±3.2* 5.0±0.7* 34.3±3.1 9 .3±1.4 7.7 ±1.0*

inflammatory changes)
Okres porażenny EAE (silne zmiany za­
palne)
Paralytic period of EAE (weak inflam­

5 0.33 ±0.06 16.4±1.9 25.5±2.8 6 .1±0 .8 32.6±2.2 10.9±2.2 8 .5±1 .0

matory changes)
Okres porażenny EAE (słabe zmiany za­
palne)

5 0.43 ±0.18 17.4±4.2 28.2±8.1 3 .7±1.2 36.5±8.2 7 .5±2.5 6 .7±2.5

Mean ±  SE * statistically significant at the level P < 0 .05
Średnia ±  średni błąd średniej * 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 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 pięcio- i sześciokrotnie nienasyconymi resztami acylowymi.
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Table 2. Cholesterol ester content and composition in the cerebral grey m atte r of guinea pigs w ith EAE 

Tabela 2. Zawartość i skład estrów cholesterolu istoty szarej mózgu świnek morskich z EAE

Number 
of animals

Total CE in g/100 g
Percent composition of cholesteryl esters (CE) 

Odsetkowy skład estrów cholesterolu (CE)

Liczba
zwierząt

Ogólna zawartość 
EC w g/100 g tkanki 

suchej

Fraction I 
Frakcja I 

(0^)

Fraction II 
Frakcja II 

( l 4 )

Fraction III 
Frakcja III 

(2^)

Fraction IV 
Frakcja IV 

(3J )

Fraction V 
Frakcja V 

(4^)

Fraction VI 
Frakcja VI 

(5 +  6^)

Normal animals 
Norma

10 0.18±0.02 18.3 ±1 .2 15.0±1.0 5.7 ±0 .2 27.8±1.6 18.1±1.3 15.1 ±1 .2

Preparalytic period of EAE  
Okres przedporażenny EAE

10 0.56 ±0.01» 20.3±2.2 22.1 ±1.1* 5.1 ±0.7 29.8±0.9 15.9±0.9 6.8 ±1.0*

Paralytic period of EAE (total)
Okres porażenny EAE (całość)
Paralytic period of EAE (intensive inflam­

10 0.61 ±0.12» 15.9±2.5 20.2±1.5* 5.1 ±0 .6 32.5±1.9 15.9±1.5 10.4 ±2.7

matory changes)
Okres porażenny EAE (silne zmiany za­
palne)
Paralytic period of EAE (weak inflam­

5 0.70±0.18 16.1±3.4 21.4±1.3 6.4 ±0.3 31.0±2.7 15.0±2.5 10.1 ± 4.4

matory changes)
Okres porażenny EAE (słabe zmiany za­
palne)

5 0.52±0.19 15.4 ± 5.4 18.5 ±3 .9 3 .6±1.2 34.3±3.9 17.4±2.6 10.8±5.2

Mean ±  SE * statistically significant at the level P < 0 .05
Średnia ±  średni błąd średniej * 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 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 pięcio- i sześciokrotnie nienasyconymi resztami acylowymi.
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Nr 1 Cholesteryl esters in EAE 61

C h e m i c a l  m e t h o d s .  The grey and white matter specimens 
were dried to constant weight in a Nitrogen atmosphere in vacuo 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 KC1 according to Folch-Pi et al. (1957). After separation of phases, the 
upper phase was discarded and the chloroform phase dried with anhy­
drous MgS04) 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 
taken 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°/o 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 cholesterol 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 found 
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 accom­
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 cerebral 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 point 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-W ender, J. Stanisławska, A. Goncerzewicz

SKŁAD ESTRÓW CHOLESTEROLU MÓZGU W DOŚWIADCZALNYM 
ALERGICZNYM ZAPALENIU MÓZGU I RDZENIA (EAE)

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

Zawartość i skład estrów cholesterolu mózgu badano u świnek morskich z EAE.
W wyniku badań stwierdzono, że doświadczalne alergiczne zapalenie mózgu 

i rdzenia powoduje znaczny wzrost zawartości estrów  cholesterolu tak  w  istocie 
białej jak i szerej mózgu, czemu towarzyszą znaczne zmiany w składzie tych 
estrów. Estry z jednonienasyconymi resztam i acylowymi w ykazują znaczny wzrost 
przy równoczesnym spadku odsetka estrów wielonienasyconych. To względne ob­
niżenie zawartości estrów wielonienasyconych znajduje się w korelacji z postępem 
choroby.

Wzrostowi zawartości estrów  cholesterolu w mózgu z EAE nie towarzyszy r e ­
akcja makrofagów ani też obecność w chorym mózgu uchw ytnych ilości złogów 
sudanofilnych. Stwierdzone zmiany in terp re tu je  się jako wyraz ogólnych zaburzeń 
metabolizmu cholesterolu wywołanych przez reakcję neuroalergiczną.

M. BeH^ep, X. <£njimieK-BeHflep, M. ÓTaHMCJiaBCKa, A. roHijejKeBMH

COCTAB 33>MPOB XOJIECTEPMHA M 03rA  IIPM 3KCIIEPMMEHTAJIt»HOM 
AJIJIEPrMHECKOM BOCIIAJIEH11M TOJIOBHOrO M CIIMHHOrO M03I\A. (3A3)

P e 3 io M e

MccjieAOBajiw co^epjKaHMe m cocTaß 3<J>npoB xojiecTepMHa M03ra y mopckmx 
cbmhok npw 3A 3.

B pe3yjibTaTe MCCJieflOBaHMM 6bijio ycTaHOBjieHO, h to  SKcnepMMeHTajmoe ajuieprw- 
necKoe BocnajieHMe rojiOBHoro m ciiHHHOro M03ra npnBO#nr KaK b óejiOM, TaK m b 
cepoM BemecTBe M03ra k  3HaHMTeJibH0My pocTy coaepjKanMH 3c£>wpoB xojiecTepMHa, 
KOTOPSIM COripOBOÄflaeTCH 3HaHMTejIbHbIMM M3MeHeHHflMM B COCTaBe 3TMX 3(J)MpOB. 
OTMenaJICH 3HaHMTeJIbHbIM pOCT 3C|)MpOB C OflHMM HeHaCbni^eHHblM aUMJIbHbIM OCTaT- 
KOM npM OAHOBpeMeHHOM na,n;eHMM npoijeHTa nojiMHeHacbimeHHbix 3<t>npoB. 3 to  
OTHOCMTejibHoe CHMJKeHMe co^epHcaHMH nojiMHeHacbimeHHbix 3(J)npoB KoppejiMpyeT 
C pa3BMTMeM 6ojie3HM.

P oct co^epjKaHMH scjDiipoB xojiecTepMHa B M03re c 3 A 3  He conpoBOJK^aeTca hm 
peaKHiieM MaKpoc£>aroB, hm npMcyrcTBMeM b  öojibhom M 0 3 re  3aMeTHbix kojimhcctb 
cyflanocbMJibHbix OTJiojKeHMM. OÖHapyHceHHbie M3MeHeHMH MHTepnpeTMpyiOTCH KaK 
npoHBjieHMe o6ih;mx HapyineHMM MeTa6ojiH3Ma xojiecTepMHa, Bbi3BaHHbix Heüpo- 
aji^eprMnecKOM peaKijMeił.
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Zaadaptowanie i kolejne pasaże szczepów fixe i szczepu awianizowane- 
go Flury wirusa wścieklizny do hodowli tkankowych dało w wyniku 
wysoce atenuowane szczepy (Aksjonowa i wsp. 1968, Koprowski 1966, 
Crawley 1972, Wiktor 1973). Szybko postępujący, w miarę liczby pasaży, 
proces atenuacji wymaga sprawdzania stabilności uzyskanych cech bio­
logicznych oraz opracowywania kryteriów tej stabilności, szczególnie 
w odniesieniu do szczepów przeznaczonych do produkcji szczepionki. Na­
leży sądzić, że jednym z kryteriów dla oceny stopnia patogenności i cech 
neurotropowych badanego szczepu wirusa wścieklizny może być charak­
ter i nasilenie zmian zapalnych w ośrodkowym układzie nerwowym zaka­
żonych zwierząt laboratoryjnych. Piśmiennictwo rabiologiczne z tego za­
kresu stanowią przeważnie fragmenty badań nad patogenezą, wykony­
wanych zwykle na jednym modelu zwierzęcym (Johnson, Mercer 1964; 
Johnson 1965; Murphy i wsp. 1973'; Prejbisch 1965; Złotnik, Grant 1973).

W ramach prowadzonych badań porównawczych nad charakterystyką 
biologiczną atenuowanego szczepu wścieklizny Wnukowo i szczepu fixe 
przeprowadzono badanie morfologiczne mózgów różnych zwierząt labo­
ratoryjnych zakażonych obu szczepami domózgowo i podskórnie. Celem 
podjętych badań była ocena zmian morfologicznych w ośrodkowym ukła­
dzie nerwowym w zależności od szczepu wirusa, rodzaju użytych zwie­
rząt oraz sposobu zakażenia. Porównanie zmian w mózgach różnych zwie­
rząt zakażonych w taki sam sposób tym samym szczepem wirusa mogłoby 
stanowić równocześnie podstawę dla określenia przydatności poszczegól­
nych rodzajów zwierząt dla kontroli morfologicznej przy ocenie szczepu 
szczepionkowego. . >
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MATERIAŁ I METODY

Do badania użyto szczep fixe wirusa wścieklizny pasażowany około 
2200 razy przez mózg króliczy i namnażany do wszystkich badań w móz­
gu króliczym oraz szczep Wnukowo. Szczep ten, pochodzący od szczepu 
Sad został uzyskany w Instytucie Poliomyelitis i Wirusowych Zapaleń 
Mózgu w Moskwie i stanowi 32—34 pasaż w temp. 32° przez pierwotne 
hodowle komórek nerki chomika syryjskiego (Aksjonowa i wsp. 1968). 
Wirusy zawieszano w fizjologicznym roztworze NaCl zawierającym 2% 
normalnej inaktywowanej surowicy króliczej. Dawki obu wirusów dla 
wszystkich zwierząt były jednakowe, obliczone na podstawie miana do- 
mózgowego dla myszy o wadze 9—11 g.

Badania przeprowadzono na myszach (9—11 g), szczurach białych 
(120 g), chomikach syryjskich (4—8 tyg.), świnkach morskich (250—300 g) 
i królikach (2,5 kg). Zwierzęta zakażano obu szczepami podskórnie i do­
mięśniowo. Zwierzęta chore uśmiercano w okresie porażeń, a zwierzęta, 
które nie zachorowały — po miesiącu od momentu podania wirusa. Kon­
trolę stanowiły zwierzęta, którym wprowadzono w taki sam sposób równą 
objętość fizjologicznego roztworu NaCl z dodatkiem inaktywowanej su­
rowicy króliczej.

W momencie kończenia doświadczenia, w płytkiej narkozie eterowej 
skrwawiano zwierzęta przez przecięcie serca i natychmiast wyjmowano 
z jamy czaszkowej mózg wraz z pniem i móżdżkiem oraz górnym odcin­
kiem rdzenia szyjnego. Materiał utrwalano w formalinie lub w płynie 
Zenkera. Bloczki z 5 poziomów móżgowia przeprowadzano do parafiny, 
skrawki barwiono hematoksyliną-eozyną i fioletem krezylu oraz na obec­
ność ciałek Negriego wg metody Manna.

Charakterystykę pobranego materiału pod względem użytych dawek 
wirusów, sposobu zakażenia, okresu wylęgania oraz ilości zwierząt 

w poszczególnych grupach podano w tabeli 1.

WYNIKI

Zwierzęta zakażone wirusem fixe

M y s z y .  U wszystkich myszy zakażonych domózgowo wystąpił zespół 
objawów chorobowych świadczących o uszkodzeniu układu nerwowego. 
Badanie mikroskopowe wykazało u tych zwierząt proces zapalny oun 
z towarzyszącym zajęciem opon, którego nasilenie wykazywało duże wa­
hania u poszczególnych osobników. Proces charakteryzowały roz-ane 
i okołonaczyniowe nacieki w oponach mózgu i móżdżku (rye. 1 i 2). Na­
cieki te, niezbyt obfite, składały się głównie z limfocytów, niekiedy z do­
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mieszką histiocytów lub komórek wielojądrzastych. Podobny charakter 
miały okołonaczyniowe nacieki zlokalizowane śródtkankowo, występu­
jące głównie wokół drobnych i średnich żył. Drugim elementem obrazu 
morfologicznego był odczyn mikrogleju z obecnością licznych pobudzonych 
i pałeczkowatych postaci występujących luźno w tkance i tworzących 
skupienia śródtkankowe, lub zagęszczenia okołonaczyniowe (ryc. 3 i 4). 
Stosunkowo rzadko spotykano typowe grudki neuronofagiczne. Porozsu- 
wane oligodendrocyty i rozluźnienie podłoża świadczyło o towarzyszącym 
obrzęku. Spotykano pobudzone i obrzękłe śródbłonki naczyniowe, zatarcie 
rysunku i rozluźnienie struktury ścian naczyń.

Największe zmiany stwierdzono w półkulach mózgu na poziomie wkłu­
cia, zwłaszcza w zawojach hipokampa. U niektórych zwierząt występowały 
one także w strukturach podkorowych i w pniu w okolicy III i IV komo­
ry, w przykomorowej części oraz istocie białej płacików móżdżku, rza­
dziej w warstwie drobinowej.

Po zakażeniu podskórnym zachorowało 7 myszy. Badanie mikroskopo­
we u 3 zwierząt, które przeżyły nie wykazało zmian zapalnych. U myszy, 
które zachorowały struktura procesu była zasadniczo podobna, ale nasi­
lenie i rozległość zmian były znacznie bardziej zróżnicowane. U niektó­
rych zwierząt dominowało przekrwienie i obrzęk a udział komponenty 
zapalnej był minimalny. W niektórych przypadkach proces zapalny ogra­
niczał się do rdzenia, pnia mózgowego i móżdżku (ryc. 5 i 6), w innych 
obejmował również półkule mózgu.

S z c z u r y .  Po szczepieniu domózgowym rozwinął się u wszystkich 
zakażonych zwierząt proces zapalny, najbardzej nasilony w półkulach 
mózgu, ale szerzący się aż do poziomu rdzenia szyjnego (ryc. 7 i 8). U nie­
których zwirząt dominowały w obrazie okołonaczyniowe nacieki limfo- 
cytarne, niekiedy z domieszką leukocytów. Spotykano przechodzenie 
nacieku wzdłuż naczyń lub bezpośrednio przez ciągłość do tkanki nerwo­
wej. Poza naciekami okołonaczyniowymi, obserwowano także okołonaczy­
niowe zagęszczenia gleju. Zarówno w korze jak i strukturach podkorowych 
stwierdzono liczne pałeczki mikrogleju, rzadziej grudki neuronofagiczne 
i zlokalizowane śródtkankowo pola rozplemu glejowego. U wszystkich 
szczurów stwierdzono wyraźny obrzęk tkanki, bardziej nasilony w półku­
lach mózgu. Topografia zmian u szczurów była podobna do opisanej 
u myszy, szczepionych domózgowo tym samym szczepem wirusa wście­
klizny. Również i w tej grupie zwierząt największe zmiany stwierdzano 
na poziomie wkłucia, z tym, że udział pnia mózgowego i móżdżku był 
większy a różnice osobnicze w nasileniu procesu chorobowego bardziej 
nasilone.

Szczury zakażone podskórnie okazały się klinicznie niewrażliwe na za­
każenie wirusem fixe. Badanie morfologiczne tej grupy u 2 szczurów
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nie wykazało zmian, u 3 stwierdzono drobne rozsiane nacieki limfocytar­
ne w oponach i śródtkankowo na pograniczu rdzenia szyjnego i opuszki 
oraz nieznaczne zagęszczenie gleju komórkowego w tej okolicy.

Ś w i n k i  m o r s k i e .  Wszystkie świnki zakażone domózgowo zacho­
rowały. W mózgach tych zwierząt stwierdzono uogólnione zmiany zapal­
ne o bardzo dużym nasileniu z wyraźną predylekcją do struktur szarych. 
Przy akcentacji zmian na poziomie wkłucia stwierdzono znaczne zmiany 
w miejscach odległych od urazu w półkulach mózgu oraz w pniu mózgo­
wym. Obfite nacieki limfocytarne obserwowano także wokół dużych żył 
w rdzeniu szyjnym. Charakterystyczne były znaczne różnice w nasileniu 
procesu w poszczególnych strukturach. Zmiany śródtkankowe w postaci 
ławicowych zagęszczeń gleju i grudek neuronofagicznych występowały 
u świnek morskich często i w znacznej odległości od miejsca zakażenia. 
W tej grupie zwierząt zwracała również uwagę wyraźnie nasilona kom­
ponenta krwotoczna, nie tylko z obecnością krwinkotoków ale i większych 
okołonaczyniowych krwotoczków oraz znaczne uszkodzenie podłoża tkan­
kowego. W naciekach śródtkankowych często spotykano znaczną ilość 
detrytu z rozpadłych granulocytów.

W grupie świnek morskich zakażonych podskórnie zachorowały
3, dwie były klinicznie bezobjawowe. U świnek morskich chorych stwier­
dzono duże różnice osobnicze w nasileniu zmian: w jednym przypadku 
(ryc. 9 i 10), zmiany były uogólnione z przewagą uszkodzeń w obrębie 
pnia, w jednym ograniczały się do śródmózgowia i opuszki, w trzecim 
stwierdzono jedynie cechy przekrwienia i obrzęku. Spośród dwóch świnek, 
u których zakażenie przebiegło bezobjawowo, u jednej nie stwierdzono 
zmian morfologicznych, u drugiej znaleziono w pniu skąpe nacieki około- 
naczyniowe i drobne ogniska rozplemu glejowego.

C h o m i k i  s y r y j s k i e .  U wszystkich chomików chorych po za­
każeniu domózgowym stwierdzono bardzo duże zmiany zapalne w opo­
nach miękkich i w mózgu w postaci obfitych kilkurzędowych nacieków 
okołonaczyniowych, śródtkankowych nacieków glejowych lub glejowo- 
-mezodermalnych oraz rozplemu mikrogleju pałeczkowatego (ryc. 11 i 12). 
Udział komponenty obrzękowej i krwotocznej w procesie był znaczny.

U chomików chorych po zakażeniu podskórnym wyraźnie dominowały 
zmiany w niższych strukturach (rdzeń szyjny, opuszka — ryc. 13), zmniej­
szające się w kierunku przodomózgowia. Nacieki zapalne w oponach były 
dosyć obfite i szerzyły się wzdłuż naczyń lub bezpośrednio do tkanki (ryc. 
14). Proces oszczędzał całkowicie korę mózgową lub był w jej obrębie 
ograniczony do zakrętów hipokampa. Natomiast w korze móżdżku, a 
zwłaszcza w warstwie drobinowej spotkano ogniskowe odczyny glejowe 
z obecnością komórek pałeczkowatych oraz nacieki wokół drobnych żył 
i naczyń przedwłosowatych.
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K r ó l i k i .  U królików chorych po zakażeniu domózgowym zmiany 
zapalne ograniczały się do nacieków limfocytarnych w oponach miękkich 
oraz skąpych nacieków śródtkankowych, złożonych z kilku — kilkunastu 
limfocytów. Występowały one głównie w strukturach szarych, zarówno 
w półkulach jak i w pniu mózgu. Sródtkankowy odczyn obserwowano 
sporadycznie w postaci okołonaczyniowego zagęszczenia gleju lub drob­
nych grudek śródtkankowych. U królików chorych po zakażeniu podskór­
nym dominował obrzęk tkanki i przekrwienie, pobudzenie elementów 
ścian naczyniowych; skąpe nacieki limfocytarne obserwowano w oponach 
i śródtkankowo, a sporadycznie spotykano nieznaczne zagęszczenie gleju 
przy naczyniach.

II. Zwierzęta zakażone atenuowanym wirusem wścieklizny (Wnukowo)

M y s z y .  U myszy chorych po zakażeniu domózgowym zarówno za­
sadniczy wzorzec zmian tkankowych jak i ich topografia były podobne 
do obserwowanych u myszy zakażonych wirusem fixe. Zmiany zapalne 
stwierdzono u wszystkich chorych zwierząt z wyraźną przewagą uszko­
dzeń w półkulach mózgu. Nacieki zapalne okołonaczyniowe hyfy  nieco 
większe (ryc. 15), natomiast odczyny śródtkankowe występowały rzadziej 
i w mniejszym nasileniu. Charakterystyczną cechą tej grupy były wczes­
ne zmiany martwicze w zakrętach hipokampa, symetryczne, o powtarza­
jącej się lokalizacji (ryc. 17) z ławicowym naciekiem mikrogleju i gra- 
nulocytów w zewnętrznej warstwie tej struktury. Również obrzęk śród- 
tkankowy był u tych zwierząt bardzo nasilony.

U myszy chorych po zakażeniu podskórnym stwierdzono zmiany za­
palne okołonaczyniowe i śródtkankowe w pniu, u jednej szerzące się rów­
nież w kierunku przodomózgowia.

S z c z u r y .  W mózgach wszystkich szczurów zakażonych domózgowo 
stwierdzono uogólnione zmiany zapalne z przewagą uszkodzeń w pół­
kulach mózgu, ale u niektórych zwierząt również z wyraźnie rozwiniętym 
procesem w pniu i móżdżku (ryc. 18). Obraz zmian tkankowych był zasad­
niczo podobny do stwierdzonego u szczurów zakażonych domózgowo wi­
rusem fixe, z tym, że u niektórych zwierząt przeważały wyraźnie nacieki 
okołonaczyniowe nad śródtkankowym odczynem mikrogleju.

Po zakażeniu podskórnym u 3 szczurów nie stwierdzono zmian morfo­
logicznych, u 2 obecne były pojedyncze rozproszone limfocyty w oponach 
na pograniczu rdzenia szyjnego i opuszki.

Ś w i n k i  m o r s k i e .  W porównaniu ze szczepem fixe zmiany za­
palne u świnek morskich były mniej nasilone po domózgowym zakażeniu 
zwierząt (ryc. 19). Niekiedy ograniczały się jedynie do półkul mózgowych
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z akcentacją po stronie wkłucia. Obrzęk tkanki, zmiany obrzękowopo- 
chodne i uszkodzenie naczyń było u tych zwierząt również bardzo nasi­
lone (ryc. 20).

U świnek morskich szczepionych podskórnie nie stwierdzono zmian 
zapalnych.

C h o m i k i  s y r y j s k i e .  U chomików syryjskich po zakaże­
niu domózgowym charakter i nasilenie zmian kształtowały się podobnie 
jak u chomików zakażonych domózgowo wirusem fixe. U chomików cho­
rych po zakażeniu podskórnym lokalizacja i nasilenie zmian zapalnych 
kształtowały się różnie Proces ograniczał się wyłącznie do pnia lub obej­
mował również struktury pod korowe, a nawet korę. Duże różnice wystę­
powały w zakresie nacieków śródtkankowych, które wahały się od nie ­
wielkich zagęszczeń komórkowych aż do rozległych stosunkowo obszarów 
proliferacji komórkowej (ryc. 21 i 22). U chomików, które nie zachorowa­
ły zmian zapalnych nie stwierdzono.

K r ó l i k i .  U królików, które zachorowały stwierdzono nacieki zapalne 
w oponach oraz skąpe nacieki śródtkankowe, zlokalizowane głównie 
w półkulach mózgu. Nieco większe nacieki obserwowano sporadycznie. 
Nie towarzyszył im odczyn śródtkankowy z wyjątkiem jednego królika, 
u którego występowało zagęszczenie gleju (naciek glejowy rozproszony) 
wokół zapalnie zmienionych naczyń.

U królików zakażonych podskórnie nie stwierdzono zmian zapalnych.

OMÓWIENIE

Przeprowadzone badania wykazały, ze domózgowe zakażenie zwierząt 
zarówno wirusem fixe jak i wirusem atenuowanym prowadzi do wystą­
pienia objawów klinicznych świadczących o uszkodzeniu ośrodkowego 
układu nerwowego.

Po okresie wylęgania trwającym w przypadku wirusa ustalonego od 4 
do 7 dni, a w przypadku wirusa atenuowanego od 7 do 11 dni, rozwija się 
w ciągu kilku-, kilkunastu godzin ciężki zespół neurologiczny prowadzący 
do zgonu często w okresie jednej doby od wystąpienia pierwszych obja­
wów chorobowych. Morfologicznym wykładnikiem uszkodzenia oun jest 
zapalenie mózgu z towarzyszącym zajęciem opon miękkich. Proces cha­
rakteryzują rozlane i okołonaczyniowe nacieki oponowe, nacieki śród­
tkankowe, rozrost i rozplem gleju komórkowego, głównie mikrogleju 
z obecnością form pałeczkowatych oraz obrzęk i obrzękowopochodne 
zmiany w obrębie tkanki mózgowej. Zasadniczy wzorzec zmian struktu ­
ralnych był jednakowy u wszystkich użytych zwierząt i wspólny dla obu 
szczepów wirusa, przy istniejących wyraźnych różnicach gatunkowych 
i osobniczych w nasileniu procesu patologicznego. Również wzajemny
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stosunek poszczególnych odczynów układał się różnie u poszczególnych 
osobników, ale przy ocenie grupowej można było dostrzec zaznaczające 
się różnice morfologiczne zależne od rodzaju użytych zwierząt i szczepu 
wirusa. Nie udało się nam znaleźć w badanym materiale ciałek Negriego.

W ocenie histologicznej naszego materiału pominięto zmiany komórko­
we, stanowiące najwcześniejszy wykładnik strukturalny wirusowego za­
palenia mózgu (Osetowska 1974). Zmiany tego rodzaju mające charakter 
niespecyficznego uszkodzenia komórek nerwowych mogą być właściwie 
interpretowane tylko w materiale perfundowanym i w okresie poprzedza­
jącym uformowanie się właściwego odczynu zapalnego, w którym nakła­
dają się wtórne zmiany na skutek miejscowych i ogólnoustrojowych za­
burzeń (niedotlenienia, zaburzeń metabolicznych itp). Johnson (1965) ba­
dając na myszach szczep CVS wirusa wścieklizny, prześledził narastanie 
zmian w okresie inkubacji choroby. Przez pierwsze trzy dni po zakażeniu 
domózgowym nie stwierdził on żadnych zmian morfologicznych, przy 
obecności antygenu w komórkach nerwowych wykrywanego metodą 
fluorescencji. Czwartego i piątego dnia obecne były zmiany komórkowe, 
zwłaszcza w neuronach hipokampa i jądrach przegrody, pojedyncze 
grudki neuronofagiczne i ogniska rozplemu mikroglejowego. Uderzający 
był brak okołonaczyniowych nacieków śródtkankowych i oponowych. 
Komórki nerwowe badane w mikroskopie elektronowym już po wystą­
pieniu zmian chorobowych nie wykazywały uszkodzenia organelli, na­
tomiast widoczne było ich przemieszczenie przez skupienia cząsteczek wi­
rusa w cytoplazmie. Tak widziany związek wirus-komórka nie różni się 
od obrazu endosymbiotycznego zakażenia komórek hodowli tkankowej, 
gdzie zakażenie nie zaburza normalnego podziału komórek i nie zmienia 
ich obrazu morfologicznego (Fernardez i wsp. 1964).

Ocena topografii zmian przy domózgowym zakażeniu zwierząt jest ma­
ło miarodajna ze względu na dodatkowe odczyny tkankowe związane 
bezpośrednio z urazem tkanki (Osetowska 1966). U zwierząt zakażonych 
domózgowo obu szczepami wirusa z reguły obserwowano największe na­
silenie odczynów tkankowych na poziomie wkłucia, w półkulach mózgu, 
zwłaszcza w zawojach hipokampa i we wzgórzu. Pomimo to w struktu­
rach podkorowych i w pniu zaznaczała się wyraźna predyklecja procesu 
do określonych struktur szarych a nawet poszczególnych ugrupowań 
jądrowych.

Wśród zwierząt chorych po domózgowym zakażeniu obu szczepami wi­
rusa najsłabiej nasilone zmiany stwierdzono u królików, największe u cho­
mików. W obu grupach zwierząt stwierdzono również mniejsze różnice 
osobnicze niż u szczurów, świnek morskich i myszy. Szczep atenuowany 
powoduje u zwierząt zakażonych domózgowo na ogół mniejsze zmiany
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zapalne, prowadzi natomiast do większego uszkodzenia naczyń i wtórnych 
naczyniopochodnych uszkodzeń tkanki. Tego typu charakter mają praw­
dopodobnie symetryczne martwice w zawojach hipokampa obserwowane 
u myszy zakażonych domózgowo szczepem Wnukowo. Zmiany nekro­
tyczne w komórkach piramidowych tej okolicy stwierdzili również Złot­
nik i Grant (1973) u myszy zakażonych w podobny sposób szczepem HEP.

Przy zakażeniu obwodowym zaznaczają się różnice w patogenności obu 
badanych szczepów w stosunku do tkanki mózgowej. Podczas gdy zaka­
żenie domózgowe powodowało praktycznie 100% zachorowalność zwierząt 
doświadczalnych niezależnie od szczepu użytego wirusa, po zakażeniu 
podskórnym zespół kliniczny ujawnił się tylko w nietkórych grupach 
zwierząt i nie u wszystkich osobników (tabela 1).

Tabela 1. Domózgowe i podskórne zakażenie zwierząt badanymi szczepami

Zakażenie domózgowe Zakażenie podskórne

.. szczep Wnuko- szczep Wnuko-szczep iixe r  ^  szczep nxe r
wo a wo

.2^ O 08 -o 03 .2^ _ "o c3 HŚ 03

Zwierzę « f  s  ^  a 8* « £* g .g f  <s t g g  «3 fc* gN n O «  ^  o  cö N o O Ö ^ o  O£ fe N i* $ i  S ' S - CM g -g M
es • »  o  o  Jłr • r - o o . S f  a  -S o  o  „SfN £ ^ £ X >, s £ a  >» £ a  >»
a N ^  N £  £ * * ^  s' * N ^  £
^ S "2  ̂ 00 ^ 5 '3 03£ jj CD $ m > fD 03 o © rQCö©<D
q I  ä ? ^  S 8 ü  ̂ i2 2 ^ 8 15  ̂ i2 2 S i s j s . ä ö
f—) r t N N  O 'u pZ J n n  O T3 W  I 5 N N  O T3 J  N N O ’S

Królik 0,2 5/5 5 5/5 11 5,0 5/3 14— 19 5/0
Szczur 0,05 5/5 5— 7 5/5 8 2,0 5/0 — 5/0
Świnka m. 0,1 5/5 4 5/5 7 3,0 5/3 6— 11 5/0
Chomik 0,05 5/5 5 5/5 7 1,0 5/5 6—8 5/3
Myszy 0,03 10/10 5 10/10 7 0,1 10/7 9— 10 10/3

1) Wirus fixe rozcieńczony 10—3 
Wirus Wnukowo rozcieńczony 10—2

2) Wirus fixe rozcieńczony 10—1»3 
Wirus Wnukowo nierozcieńczony

Obraz histologiczny u zwierząt szczepionych podskórnie pod względem 
struktury procesu patologicznego nie różnił się w sposób zasadniczy od 
obrazów obserwowanych po zakażeniu domózgowym. Na podkreślenie za­
sługuje natomiast wyraźne przesunięcie akcentu topograficznego procesu 
w kierunku niższych odcinków układu nerwowego. Zespół patologiczny 
miał wyraźny charakter wstępującego zapalenia i wykazywał największe 
nasilenie w nakryw*ce opuszki i śródmózgowia bądź to zajmując wyłącz­
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nie te struktury, bądź też szerząc się również na struktury podkorowe 
a nawet półkule mózgu.

Analogicznie do klinicznych wykładników zajęcia oun, również badanie 
mikroskopowe wykazało przewagę uszkodzeń u zwierząt zaszczepionych 
podskórnie wirusem fixe, wyrażającą się przede wszystkim większą liczbą 
osobników, u których stwierdzono obecność zmian zapalnych i częstokroć 
większym nasileniem uszkodzeń tkankowych. Poronne zmiany zapalne, 
pomimo braku objawów klinicznych, obserwowano również w tej grupie 
zwierząt znacznie częściej niż w grupie zwierząt zakażonych obwodowo 
szczepem Wnukowo. Ze względu na stosunkowo odległy okres pobierania 
materiału od momentu zakażenia trudno przesądzić czy zakażenie u zwie­
rząt, u których nie stwierdzono zmian było rzeczywiście morfologicznie 
bezobjawowe czy też nastąpiło pełne restitutio ad, integrum, podobnie 
jak w badaniach Nathanson i wsp. (1970) lub w badaniach Fischmana 
i Strandberga (1973). Fischman i Strandberg przy bezobjawOwym zakaże­
niu szczepem HEP z morfologicznym obrazem meningoencephalitis po 
60 dniach od momentu zakażenia nie stwierdzili zmian patologicznych 
w mózgach szczepionych zwierząt.

Wydaje się, że w naszym materiale warto również zwrócić uwagę na 
zwierzęta, które pomimo w pełni rozwiniętego zespołu klinicznego nie 
wykazywały wcale albo tylko minimalne zmiany zapalne. Wg Johnsona 
(1965, 1967) choroba przy zakażeniu wirusem wścieklizny jest raczej wy­
nikiem fizjologicznej dysfunkcji komórek nerwowych niż cytopatogen- 
nego działania wirusa. Być może w poszczególnych wypadkach stopień 
tego zaburzenia jest tak znaczny, że prowadzi do śmierci zwierzęcia 
wcześniej zanim zdąży się wykształcić jakikolwiek odczyn zapalny.

W przeciwieństwie do wyników Johnsona, porównawcze badania morfo­
logów japońskich Miyamoto i Matsumoto (1967) nad zmianami w móz­
gach myszy wywołanymi przez wirus atenuowany Flury HEP i wirus 
uliczny wykazały bardzo ciężkie uszkodzenie cytoplazmy i jąder komór­
kowych przez szczep Flury HEP przewyższające zmiany spowodowane 
przez wirus uliczny, chociaż szczep ten atenuowany poprzez pasaże na 
zarodkach kurzych nie jest patogenny dla zwierząt po zakażeniu paren- 
teralnym a dla większości zwierząt i po zakażeniu domózgowym (Ko­
prowski 1966; Koprowski i wsp. 1954).

Uzupełnienie naszych obserwacji o badania ultrastrukturalne oraz prze­
śledzenie dynamiki rozwoju zmian morfologicznych w okresie poprze­
dzającym pełny rozwój zmian klinicznych, przynajmniej u niektórych 
zwierząt laboratoryjnych pozwoliłoby na pełniejszą charakterystykę za­
równo obu badanych szczepów jak i wrażliwości tych zwierząt.
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WNIOSKI

1. Domózgowe zakażenie zwierząt laboratoryjnych szczepem ustalonym 
wirusa wścieklizny oraz szczepem atenuowanym Wnukowo prowadzi do 
rozwoju zmian zapalnych w oun, przy czym struktura i topografia pro­
cesu są podobne u wszystkich zwierząt i wspólne dla obu użytych szcze­
pów.

2. Przy zakażeniu podskórnym występują różnice w patogenności wi­
rusa fixe i wirusa atenuowanego na hodowli tkankowej w stosunku do 
tkanki nerwowej, przy czym wirus fixe jest bardziej patogenny dla uży­
tych zwierząt laboratoryjnych.

3. Przy zakażeniu obwodowym proces zapalny ma charakter zapalenia 
wstępującego i wykazuje największe nasilenie w obrębie pnia mózgu.

4. Brak objawów klinicznych nie wyklucza obecności zmian zapalnych 
w mózgach szczepionych zwierząt.

5. Ze względów praktycznych nie należy używać królików do oceny 
morfologicznej patogenności szczepów szczepionkowych wścieklizny, po­
nieważ zmiany zapalne u tych zwierząt nawet w przypadku w pełni roz­
winiętego zespołu klinicznego są mniej nasilone i najmniej charaktery­
styczne.

6. Ze względu na znaczne różnice indywidualne w odpowiedzi tkan­
kowej, wskazane jest aby grupy szczepionych zwierząt obejmowTały 
większą liczbę osobników.

M. B. 3ejibMaH, R. CepoKOBa

CPABHMTEJIhHblE MCCJIEflOBAHMH MOPOOJIOrMHECKMX M3MEHEHWtf 
B M03rE JIAEOPATOPHBIX 2KMBOTHBIX, 3APA2KEHHBIX <£>MKCMPOBAHHBIM 

M OCJIAEJIEHHBIM IHTAMMAMM BMPYCA EEIIIEHCTBA

P e 3  io M e

I ^ e J i b i o  p a ö o T b i  6 b i J i a  O L jeH K a M o p c J jo j i o r M H e c K M x  n 3 M eH eH M Ü  b  M0 3 r e  j i a 6 o p a T o p -  

H b lX  JKMBOTHblX , 3 a p a ? K e H H b I X  B H y T p i m e p e Ö p a j I b H O  M nOflKOJKHO 4 )M K C M pO B aH H bIM  

M o c j i a 6 j i e H H b iM  u iT a M M a M H  B M p y c a  6 e m e H C T B a .  .ZIjih M C C Jie f lO B a im ś i  6 b i j i i i  w c n o j i b -  

3 0 B a H b i :  MblLUM, K p b I C b l ,  CMpMMCKMe XOMHKM, M OpC K M e CBHHKM M K p O JW K M . ,Zl0 3 bI

060MX BM pyC O B  flJIH B c e x  JKM BOTHblX SbIJIM  O flH H aK O B bIM M  M p a C H H T a H H b l M H  n a  

o c n o B e  B iH y T p M u e p e 6 p a j i b H O r o  T M T p a  a j i h  M b i m e f i  BecoM 9 — 11 r. B o j i b H b i e  >KM BOTHbie 

3 a 6 n B a j iM C b  B n e p n o f l  n a p a j i n n a ;  jK M B O T H bie ,  K 0 T0 p b i e  H e  3 a 6 o j i e j i w  — nepe3 Mecnn 
nocjie BBeAeHMH B n p y c a .

B H yT p m ;ep e6p ajib H 0e  3apajK eHne Bbi3biBaJio 100°/o 3aÖ0JieBaeM0CTb ä m b o t h b ix ,  

He3aBMCMMo o t  iiiTaMMa BMpyca. I lo c j ie  noßKOacHOro 3apaJKeHMH kjim hhhsckm m  cmh-  

KpoM npoHBMJiCH B HeKOTopbix r p y n n a x  jKMBOTHbix m He y  B c e x  o c o 6 e ü .  Y jkm bot- 

Hbix c  BHyTpmjepeöpajibHbiM  BBe^eHweM CTpyKTypa v. Tonorpac£>HH n p o n e c c a  6bijiM 

cxo^HbiMH bo B c ex  nccjie ,ayeM bix r p y n n a x .  Pa3JiwHHH K acajincb  cTeneHM miTeHCWB-
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HOCTM M3MeHeHHM, MX 06lHMpH0CTM, a  TaKJKe B3aHMOOTHOUieHHH OT,Zie.JIbHbIX peaKUMM. 
CaMbie 6ojibuine M3MeHeHHH ÖbijiM oSHapysceHbi y Bcex jkmbothbix n a  ypOBHe 
y K O J i a .  Ilocjie nepMcjaepMHecKoro 3apajKeHMH npoHBMJiMCb pa3JiMHMH b naTOreHHOCTM 

o ö o m x  Mcn0Ji30BaHHbix uiTaMMOB c npeMMymecTBOM noBpejKfleimM nocjie 3apajKenMH 
<J)MKcnpoBaHHbiM BMpycoM, a  TaK?Ke 6ojiee 3HaHMTejibHaa AMcbcbepenuMpoBKa MHTeH- 
c m b i i o c t m  m 06mnpH0CTM npouecca y OT^eJibHbix oco6eM b rpynnax. B cjiynae 
p a jB M T M H  B O c n a J i e u M H  CTpyKTypa npouecca 6bijia noxo?Ka Ha TaKOByio nocjie BHyTpw- 
uepe6pajibHoro 3apa?KeHMfl, ho M3MeHeHHH KOHi^eHTppipoBajiMCb rjiaBHbiM o6pa30M 
B o ö J i a c T M  M03roBoro CTBOjia. H m  y 0^H0r0 M3 MCCjieAyeMbix mmbothbix He 6bijin 
HaM^enbi Tejibi^a HerpM.

I. B. Zelman, D. Serokowa

COMPARATIVE STUDIES ON PATHOMORPHOLOGICAL CHANGES IN 
BRAINS OF VARIOUS LABORATORY ANIMĄLS INOCULATED WITH FIXED 

AND ATTENUATED STRAINS OF RABIES VIRUS

S u m m a r y

The aim of the study was to investigate pathomorphological changes in brains 
•of various laboratory anim als inoculated in tracerebrally  and subcutaneously with 
fixed and a ttenuated strains of rabies virus. Adult mice, rats, guinea pigs, syrian 
ham sters and rabbits were used. Dose of both virus strains was the same for all 
experim ental groups, calculated on the base of the in trscerebral t i tre  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 

sym ptom s — one months after inoculation.

The following results were obtained: in tracerebral inoculation caused in ex ­
perim ental animals 100 per cent m orbidity irrespective of virus strain  used for 
inoculation. After peripheral inoculation there  were observed m arked differences 
in the morbidity of experim ental groups and even of animals in the same group. 
In  animals inoculated in tracerebrally  the s tructu re  and topography of the in flam ­
m atory process was generally sim ilar in all experim ental groups Differences in 
intensity and ex ten t of inflam m atory reaction i.e. perivascular infiltration, glia 
proliferation and other, only were stated. P eripheral inoculation revealed tha t 
fixed virus strain is more v irulent for nerve tissue of experim ental animals and 
caused more abnorm alities than  a ttenuated  one. Negri bodies were not discovered
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PODPISY POD RYCINY

Rye. 1. Mysz szczepiona domózgowo wirusem  fixe. Naciek limfocytarny w oponach
mózgu. H.-E. Pow. 200 X.

Fig. 1. Mouse infected in tracerebrally  w ith fixed virus. Lymphocytic infiltrate
in meningen. H.-E. X 200.

Rye. 2. Mysz zakażona domózgowo w irusem  fixe. Nacieki w  oponach móżdżku
i w  w arstw ie drobinowej kory. H.-E. Pow. 100 X.

Fig. 2. Mouse infected in tracerebrally  w ith fixed virus. Inflam m atory changes in 
m eninges and molecular layer of cerebellum. H.-E. X 100.

Rye. 3. Mysz zakażona domózgowo w irusem  fixe. Rozplem gleju pałeczkowatego
w  korze. H.-E. Pow. 200 X.

Fig. 3. Mouse infected w ith fixed virus intracerebrally . Proliferation of microglia 
in cerebral cortex. H.-E. X 200.

Rye. 4. Mysz szczepiona domózgowo wirusem  fixe. Okołonaczyniowy naciek śród- 
tkankowy. Odczyn gleju wokół naczynia przedwłosowatego. H.-E. Pow. 200 X. 

Fig. 4. Mouse infected in tracerebrally  with fixed virus. Perivascular infiltrate 
in noninjected hem isphere. P roliferation of cells around precapillary vessel.

H.-E. X 200.
Rye. 5. Mysz zakażona podskórnie w irusem fixe. Odczyn zapalny w pniu mózgu

H.-E. Pow. 100 X.
Fig. 5. Mouse infected subcutaneously with fixed virus. Inflam m atory infiltrates

in b ra in  stem. H.-E. X 100.
Rye. 6. Mysz zakażona podskórnie w irusem fixe. Naciek zapalny w oponie rdzenia 

penetru jący do tkanki. H.-E. Pow. 200 X.
Fig. 6. Mouse infected subcutaneously w ith fixed virus. Inflam m atory  infiltrate 

in m eninges of spinal cord penetrating  into nerve tissue. H.-E. X 200.
Rye. 7. Szczur zakażony domózgowo wirusem  fixe. Odczyn zapalny w opuszce.

H.-E. Pow. 400 X.
Fig. 7. R at infected in tracerebrally  with fixed virus. Inflam m atory changes in

medulla. H.-E. X 400.
Rye. 8. Szczur zakażony domózgowo wirusem fixe. Naciek zapalny wokół naczynia 

żylnego w  rdzeniu szyjnym. H.-E. Pow 100 X.
Fig. 8. Rat infected in tracerebrally  w ith fixed virus. Inflam m atory infiltrate 

around venous vessel in spinal cord. H.-E. X 100,
Rye. 9. Świnka m orska szczepiona podskórnie, wirusem  fixe. Naciek okołonaczy­
niowy, rozplem gleju i limfocytów rozproszonych wokół naczynia. Widoczne rów ­

nież pojedyncze leukocyty i mikroglej pałeczkowaty. H.-E. X 400.
Fig. 9. G uinea pig infected subcutaneously with fixed virus. Perivascular in ­
filtrate. In flam m atory  m eso d erm a l. and glial elements scattered around vessel.

M ultinuclear cells are  seen also. H.-E. X 400.
Rye. 10. Świnka m orska szezepiona podskórnie wirusem fixe. Neuronofagia

w  opuszce. H.-E. Pow. 400 X.
Fig. 10. Guinea pig infected subcutaneously with fixed virus. Neuronophagia in

m edulla. H.-E. X 400.
Rye. 11. Chomik syryjski zakażony domózgowo wirusem fixe. Obfite nacieki około- 

naczyniowe i śródtkankow e w półkuli mózgu. H.-E. Pow. 100 X.
Fig. 11. Syrian  ham ster infected in tracerebrally  w ith  fixed wirus. M arked perivas­
cular in fitrates and glia proliferation in cerebal cortex, on the level of inoculation

H.-E. X 100.
Rye. 12. Okołonaczyniowe nacieki zapalne, śródtkankow e grudki glejowe. Widocz­
ny udział leukocytów  w procesie zapalnym. Chomik syryjski szczepiony domózgowc 

w irusem  fixe. H.-E. Pow. 400 X.
Fig. 12. Syrian  ham ster inoculated intracerebrally  with fixed virus. M arked pe­
rivascular cuffs and in terstitia l glia nodules. Polynuclear cells in the tissue. H.-E.

X 4tf0.
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Rye. 13. Chomik syryjski szczepiony podskórnie w irusem  fixe. Odczyn zapalny
w opuszce. H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 13. Syrian  ham ster inoculated with fixed virus subcutaneously. Inflam m atory 
reaction in medulla. H.-E. X 400.

Rye. 14. Chomik syryjski zakażony podskórnie wirusem  fixe. Naciek oponowy 
penetrujący do tkanki w rdzeniu szyjnym. H.-E. Pow. 200 X.

Fig. 14. Syrian ham ster inoculated with fixed virus subcutaneously. Menin- 
-geal in filtra te  penetrating  nerve tissue of cervical spinal cord. H.-E. X 200. 

Rye. 15. Mysz zakażona domózgowo wirusem atenuowanym . Nacieczone naczynie 
oponowe. Rozplem pałeczek glejowych w korze. H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 15. Mice inoculated w ith attenuated virus in tracerebrally . In filtra ted  meningeal 
vessel. Proliferation of rod cells in cerebral cortex. H.-E. X 400.

Rye. 16 Mysz szczepiona podskórnie wirusem atenuow anym . Nacieki okołona- 
czyniowe w istocie białej móżdżka. H.-E. Pow. 100 X.

Fig. 16. Mouse inoculated subcutaneously with a ttenuated  virus. Perivascular in filtra ­
tes in white m atte r of cerebellum. H.-E. X 100.

Rye. 17. Mysz zakażona domózgowo wirusem  atenuow anym . Zmiany martwicze 
w roku amona. H.-E. Pow. 60 X.

Fig. 17. Mouse inoculated in tracerebrally  with a ttenuated  virus. Early necrotic 
changes in ammons horn. H.-E. X 60.

Rye. 18. Szczur zakażony domózgowo wirusem  atenuowanym . Okołonaczyniowy 
naciek i obrzęk tkanki w opuszce. H.-E. Pow. 400 X.

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

Rye. 19. Świnka m orska szczepiona domózgowo w irusem  atenuowanym . G rudka 
neuronofagiczna w opuszczę. H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 19. Guinea pig inoculated w ith  a ttenuated  virus intracerebrally . Glial nodule.
(neuronophagia) in medulla. H.-E. X 400.

Rye. 20 Świnka morska zakażona domózgowo w irusem  atenuowanym . Krwotoczek 
okołonaczyniowy w  zwojach podstawy. H.-E. Pow. 100 X.

Fig. 20. Guinea pig inoculated with a ttenuated  virus. Perivascu lar blood ex tra ­
vasation in basal ganglia. H.-E. X 100.

Rye. 21. Chomik syryjski zakażony podskórnie w irusem  atenuowanym . Rozpro­
szony naciek zapalny w w arstw ie drobinowej móżdżku. H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 21. Syrian ham ster inoculated with attenuated virus. Scattered inflam m atory 
in filtra te  in molecular layer of cerebellum. H.-E. X 400.

Rye. 22. Chomik syryjski szczepiony podskórnie w irusem  atenuowanym . Odczyn 
zapalny w  nakryw ce mostu. H.-E. Pow. 400 X.

Fig. 22. Syrian ham ster inoculated subcutaneously with a ttenua ted  virus. In flam ­
matory reaction in tegmentum of brain  stem. H.-E. X 400.
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M. DĄMBSKA, F. TAYTSCH-KAPULKIN, Z. FERENS

SRÓDCIĄŻOWE ZAKAŻENIE MYSZY WIRUSEM SINDBIS

Zespół Neuropatologii C.M.D. i K. PAN 
Kierownik: prof, dr med. M. Mossakowski 

Zakład Wirusologii PZH 
Kierownik: prof, dr med. M. Kańtoch

W ostatnich latach pojawiają się doniesienia o śródciążowych zakaże­
niach przez coraz nowe rodzaje wirusów z grupy ARBO, a mianowicie 
virus encephalitis Japonica B, St Louis ,Venezuelan equine (Anderson 
i Hansen 1970, Sperzel i wsp. 1972). W przebiegu badań nad infekcjami 
płodowymi i ich wpływu na niedojrzały układ nerwowy podjęliśmy próbę 
śródciążowego zakażenia myszy ARBO wirusem Sindbis należącym do 
grupy A. Jest on uważany za niepatogenny dla zwierząt dorosłych, 
a u noworodków powoduje zmiany zapalne w układzie nerwowym i w 
mięśniach (Johnson 1965).

Celem badań było ustalenie czy wirus Sindbis może być przekazywany 
drogą transłożyskową, a w przypadku zakażenia płodów stwierdzenie 
czy wywołuje on zmiany w ich układzie nerwowym.

MATERIAŁ I METODA

Doświadczenia wykonano na 40 myszach rasy Swiss, które zakażano 
między 13 a 15 dniem ciąży podając podskórnie 1 000 dawek DL50 za­
wiesiny wirusa. Badanie wirusologiczne przeprowadzono na mózgach 75 
noworodków z 34 miotów bezpośrednio po urodzeniu (6 myszy ciężarnych 
padło) oraz na mózgach i macicach 20 matek, spośród tych od których po­
chodziły badane noworodki. Dla izolacji wirusa przygotowywano z bada­
nych narządów zawiesiny 10%-owe, którymi zakażano noworodki mysie 
w wieku 48-72 godziny lub hodowle fibroblastów kurzych. Identyfikację 
wirusa przeprowadzano odczynem neutralizacji na wybranych losowo 
oseskach mysich lub przy pomocy odczynu zahamowania hemaglutynacji 
zakażonego płynu tkankowego z hodowli.

Neuropatologia Polska — 6
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Neuropatologicznie przebadano mózgi 44 noworodków z 25 miotów 
(w pozostałych 9 miotach badania neuropatologicznego nie udało się 
przeprowadzić ze względów technicznych) i porównano je z grupą 5 no­
worodków zakażonych tym samym typem wirusa podskórnie dawką 
1 000 DL50 drugiego dnia po urodzeniu oraz z grupą kontrolną 5 zdro­
wych noworodków. Materiał zatapiano w formalinie i barwiono fioletem 
krezylu i hematoksyliną-eozyną.

WYNIKI

Obserwacje kliniczne wykazały, że zakażenie wirusem Sindbis wywo­
łuje objawy chorobowe takie jak niedowłady kończyn a nawet upadki 
samic ciężarnych. Zarówno klinicznie zdrowe, jak chore samice rodziły 
w przewidzianym terminie żywe potomstwo.

Badania wirusologiczne pozwoliły na wykrycie obecności wirusa w ma­
cicy i mózgu w 55% przypadków spośród przebadanych myszy —matek. 
Były to zwierzęta, które przyżyciowo zdradzały objawy chorobowe. 
W mózgach noworodków stwierdzono obecność wirusa w 16 spośród 75 
przebadanych, a więc prawie w 20% przypadków. Pochodziły one z 7 
spośród 34 miotów, czyli 20% miotów okazało się zakażonymi.

Badanie neuropatologiczne. W 14 przypadkach spośród przebadanych 
44 stwierdzono zmiany zapalne w mózgach płodów po zakażeniu śródcią- 
żowym. Pochodziły one z miotów, w których stwierdzono przejście zaka­
żenia na płody na podstawie badań wirusologicznych. W 7 przypadkach 
nacieki obejmowały opony, przechodziły wzdłuż naczyń na tkankę móz­
gową, widoczne były w splotach naczyniastych komór bocznych. Składa­
ły się w większości z komórek limfocytopodobnych, makrofagów i du­
żych komórek jednojądrzastych (rye. 1, 2). Towarzyszyły im wybroczyny, 
głównie w gniazdach macierzy okołokomorowej, w węchomózgowiu (ryc. 3) 
i w oponach (ryc. 4). W dwóch przypadkach pochodzących z tego samego 
miotu nasilenie zmian naczyniopochodnych było szczególnie duże. Na­
ciekom w tkance mózgowej towarzyszyły wtórne uszkodzenia i ubytki 
neuronalne w pniu i w korze mózgu. W dalszych 7 przypadkach zmiany 
zapalne ograniczały się do opon. W ich obrębie były różnie nasilone, od 
niewielkiego pomnożenia komórek jednojadrzastych do nacieków o skła­
dzie podobnym jak w przypadkach rozwiniętych zapaleń oponowo-mózgo- 
wych. Objawem towarzyszącym było w większości przypadków prze­
krwienie i wybroczyny w przestrzeni podpajęczynówkowej.

W mózgach 5 noworodków zakażonych po urodzeniu i dekapitowanych 
w 3 doby później, stwierdzono zespół zapalenia oponowo-mózgowego nieco 
bardziej nasilony niż po infekcji śródciążowej. Tylko w jednym przy-
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Rye. 1. Naciek zapalny w oponie złożony głównie z komórek limfocytopodobnych 
Przyp. D 274/72. Fiolet krezylu Pow. 400 X.

Fig. 1. Inflam m atory  in filtra te  in meninges mainly composed of lym phocyte-like 
cells. Case D 274/72. Cresyl violet. X 400.

Rye. 2. Niewielki naciek w oponie wnikający wzdłuż naczynia do tkanki mózgo­
wej. Przyp. D 272/ 72. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

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

Rye. 3. W ybroczyna do komórek macierzy w okolicy amonalnej. Przyp. D 59/73.
Fiolet krezylu. Pow. 200 X.

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

Rye. 4. Naciek i w ynaczynienia oponowe. Przyp. D 34/73. Fiolet krezylu. Pow.
400 X.

Fig. 4. Meningeal in filtra te  and extravasations. Case D 34/73. Cresyl violet. X 400.
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padku nacieki zawierały domieszkę leukocytów podzielonych, w pozosta­
łych struktura nacieków w obu grupach była podobna-

W mózgach noworodków z grupy kontrolnej zmian zapalnych nie ob­
serwowano.

OMÓWIENIE

Przeprowadzone badania wykazały, że wirus Sindbis może być prze­
kazywany u myszy drogą transłożyskową. Wzbogaca on duża. grupę wi­
rusów, których patogenność dla płodów przy zakażeniach matek w róż­
nych okresach ciąży stwierdzono bądź u ludzi bądź u zwierząt doświad­
czalnych (Horstmann 1969, Spertzel i wsp. 1972). Dążąc w naszych bada­
niach do uzyskania żywych, a zakażonych noworodków oparliśmy się na 
doświadczeniach z innymi śródciążowymi infekcjami wirusowymi (Ander­
son i Henson 1970, Dąmbska i wsp. 1974). Wybraliśmy model zakażenia 
podskórnego matek między 13 a 15 dniem ciąży, pozwalający zwykle 
na donoszenie potomstwa i objęcie procesem chorobowym licznych pło­
dów w każdym z miotów. Ze względu na neurotropowe właściwości 
ARBO-wirusów ich obecność badaliśmy w mózgach noworodków.

Na podstawie uzyskanych wyników można wnosić, że wirus Sindbis 
prowadzi do zakażeń śródciążowych w 20% przypadków i w podobnym 
procencie wywołuje zmiany o typie zapalenia oponowo-mózgowego. Cha­
rakter zmian zapalnych w mózgach noworodków był podobny do obser­
wowanych w innych płodowych infekcjach wirusowych m.in. wywołanych 
przez wirus Coxsackie B z grupy Enterowirusów (Dąmbska i wsp. 1974). 
Na podkreślenie zasługuje nasilenie zmian krwotocznych towarzyszących 
naciekowi po zakażeniu wirusem Sindbis. Można je wiązać z kruchością 
naczyń obserwowaną w okresie ARBO-wiremii (Wróblewska 1969). Po­
równanie zmian u noworodków po zakażeniu śródciążowym i poporodo­
wym nie wykazało istotnych różnic w strukturze nacieków. Prawdopo­
dobnie od momentu zakażenia samicy na początku trzeciego tygodnia cią­
ży do momentu kształtowania się nacieków w układzie nerwowym pło­
dów upływał okres wystarczająco długi, aby typ odczynów związany ze 
stopniem dojrzałości ,,zespołu zapalenia” był w obu grupach podobny. 
Nasilenie procesu było w grupie po zakażeniu noworodkowym większe, 
ale różnica ta mogła zależeć od momentu badania w okresie szczytowego 
rozwoju zapalenia oponowo-mózgowego.

Przeprowadzone badania pozwoliły ponadto na zaobserwowanie obja- 
wow chorobowych u pewnej liczby zakażonych samic. Wskazuje to na 
szczególną podatność myszy w okresie ciąży na infekcję wirusem Sind­
bis, który jak to już zaznaczono, zwykle nie jest patogenny dla myszy 
dorosłych. Dla wyjaśnienia tego zjawiska konieczne byłyby dalsze bada­
nia wirusologiczne.
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M. ßoMÖCKa, <I>. TaMH-KanyjibKMH, 3. <I>epeHC 

3APA2KEHME MBIIHEtt BMPYCOM SINDBIS BO BPEMH BEPEMEHHOCTM

P e  3 K> M e

3apaxceHne Mbmieił Meac/jy 13 h  15 A«eM SepeMeHHOCTw noflKCJKHsiM BBefletmeM 
cycneH3MM Bwpyca Sindbi® Bejio k noHBjieHmo npM3HaKOB 6ojie3HW h .ąa^e k  n a a e x y  
H eK O Topbix JKKBOTHbix. IIpMcyTCTBMe BKpyca B MaTKe M B M 03re 3apa?K eH H b ix  Mbixneß 
Gbijio 06napyjKeH0 b 55% CJiynaeB. B M03re HOBopojKflenHbix HajiHHHe Bupyca SbiJio 
06Hapy?KeH0 b 20% cjiynaeB, y  14 M3 44 uccjieflOBaHbix HOBopojKfleHHbix o t  3apa- 
HceHHbix MaTepew Haöjnoflajmcb hbjichhh MeHHHroeHne<i)ajiHTa. 3 to  conpoBO»c,qajiocb 
mnepeMMeń u  reMopparweił 060Ji0HeK h  napeHXHMbi. TaicuM o6pa30M, MCCJie^OBaHun 
noKa3ajin, h to  Bupyc Sindbis nepesaeTCH y Mbimefł miaijeHTapHO.

M. DĄMBSKA, F. TAYTSCH-KAPULKIN, Z. FERENS 

INFECTION OF MICE W ITH SINDBIS VIRUS DURING PREGNANCY

S u m m a r y

Subcutaneous adm inistration 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 u terus 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 m eningo-cerebral in flam ­
m atory changes were observed, accompanied by hyperem ia and extravasations into 
meninges and brain  parenchym a. These results provide evidence th a t  Sindbis v irus 
may be transferred  in mice transplacentally.
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EWA OSETOWSKA, ANNA TARASZEWSKA, FELIKS LUSZAWSKI

VI. WYSTĘPOWANIE ZWAPNIEŃ NEURONALNYCH U KRÓLIKA 
„PT” W ZALEŻNOŚCI OD WIEKU I PRZEBIEGU KLINICZNEGO *)

Ośrodek Doświadczalny Neurologii Porównawczej Centrum  Medycyny 
Doświadczalnej i Klinicznej PAN, Mińsk Maz.

Kierownik: prof. dr E. Osetowska

Występowanie zwapnień neuronalnych jako jedną z cech charaktery­
stycznych obrazu morfologicznego królika „pt” sygnalizowano już 
w pierwszych doniesieniach, dotyczących objawów klinicznych i typu 
dziedziczenia choroby (Osetowska 1967). Wstępne badania histochemiczne 
(Osetowska i wsp. 1973), kontynuowane nadal w Ośrodku jako rutynowe, 
określiły bliżej charakter złogów neuronalnych.

Doniesienie niniejsze ma na celu: 1) korelację występowania zwapnień 
z przebiegiem chorobowym i grupami wieku; 2) ściślejsze określenie to­
pografii zwapnień oraz próbę interpretacji patogenetycznej tego objawu.

Analiza materiału klinicznego i mózgowego królika „pt” z tych punk­
tów widzenia zmierza do uściślenia kryteriów doboru materiału przyży­
ciowego do badań zwapnień neuronalnych w ME.

MATERIAŁ I METODA

Pracę wykonano na 363 przypadkach objawowych, reprezentujących 
10 pokoleń królika „pt”. Wiek badanych królików wynosił od 2 tygodni 
do 5 lat. Weryfikacja neuropatologiczna objęła wszystkie odmiany prze­
biegu klinicznego.

Obserwacje kliniczne i analizę genetyczną prowadzono opierając się 
na dokumentacji standardowej przedstawionej w doniesieniu V (Osetow­
ska i wsp. 1975).

Badania morfologiczne mózgu wykonano w technice parafinowej 
i mrozikowej. Preparaty oceniano w mikroskopach świetlnych „Wild” 
(Szwajcaria) i „Zeiss” (NRD).

* Problem  węzłowy 09.4.1.3, tem at 4. P raca w ykonana z pomocą finansową 
G ran t PL 480, USA, NHI, Agreem ent 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, błękit alcjanowy, czerwień Kongo, alizaryna red S, metody 
Turnbulla von Kossa (wg receptury Romeis 1968).

W obliczeniach grupowych i procentowych posługiwano się licznikiem 
MINTRON (electronic calculator, Minsung Electronics, LDT, Seoul).

WYNIKI

51 przypadków przedstawiało lekki poronny przebieg kliniczny ze 
skróconą fazą drżeń. Neuropatologicznie przepadki te odpowiadały gru­
pie IA, B i C doniesienia II (Osetowska i wsp. 1975). W żadnym przy­
padku nie znaleziono zwapnień. Na 312 przypadków z wyraźnymi obja­
wami klinicznymi zwapnienia znaleziono w 141, co stanowi 45,19% całego 
materiału. Wyniki dla poszczególnych grup w zależności od objawów 
zestawiono w tabelach 1 i 2.

Tabela 1. Ciężki przebieg kliniczny z fazą drżeń i niedowładów 

Table 1. Severe clinical course with tremor and paralysis

W ie k - A g o  Przypadków , 
Cases (total)

Przypadków z Ca 
Cases with Ca

°//o

Poniżej 2 miesięcy 80 35 43,75
U nder 2 months
2—6 miesięcy 127 75 59,06
2— 6 months

Tabela 2. Przebieg stacjonarny z przewagą niedowładów

Table 2. Subchronic course with paretic symptoms

W i e k - A g e  Przypadków Przypadków z Ca
%

Cases (total) Cases with Ca

6— 12 miesięcy 39 9 23,0
6— 12 months

Przebieg objawowy z poprawą i przedłużonym przeżyciem
Symptomatic clinical course with improvement and long survival

1—5 lat 66 22 33,3
1— 5 years

Jak widać z powyższych danych najwyższy procent przypadków ze 
zwapnieniami występuje w grupie wieku powyżej dwóch miesięcy, z cięż­
kim pełnym przebiegiem klinicznym. Najwcześniejsze zwapnienia spoty­
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kano u królików w wieku 19—21 dni, tj. w 10 i 12 dniu od wystąpienia 
drżeń. Nie zestawiono tabelarycznie zwapnień neuronalnych u samców 
i samic. Procentowo przedstawiają się podobnie, ale na ogół we wszyst­
kich grupach uderza niemal dwukrotna przewaga samców, co do ilości 
bezwzględnej przypadków. Zjawisko to być może wynika z kształtowa­
nia się liczebności stada podstawowego, w którym zachowuje się prze­
ciętnie 1 samca na 7 samic; poza tym w jednym z najchętniej stosowa­
nych kojarzeń chorej genetycznie samicy ze zdrowym samcem otrzymuje 
się wyłącznie chore samce i samice nosicielki. Te ostatnie są ze stada 
często eliminowane, natomiast samce z ciężkim przebiegiem klinicznym 
powiększają odpowiednie dane liczbowe. Duża ilość zwierząt z poprawą 
kliniczną i przeżyciem przedłużonym znalazła hipotetyczne ale nader 
prawdopodobne wyjaśnienie w doniesieniu V (Osetowska i wsp. 1974).

Brak zwapniałych neuronów w pozostałych przypadkach z bardzo 
ciężkim przebiegiem klinicznym, szczególnie w najmłodszej grupie wieku 
należałoby tłumaczyć bardzo szybko postępującym rozpadem neuro­
nów.

Morfologia zwapnień

Struktura i stopień „dojrzałości” złogów wapniowych przedstawia się 
różnie w poszczególnych przypadkach, na ogół można jednak znaleźć 
pewne odniesienia do czasu przeżycia. U królików bardzo młodych z ost­
rym przebiegiem przeważają złogi ciemno-granatowe w barwieniu H-E 
i fioletem krezylu (ryc. la). Jednak takie złogi wybarwiają się na ogół 
dodatnio (czarno) w metodzie von Kossa. Delikatne centralne przejaśnie­
nie odpowiadające najpierw jądru neuronu, a potem już tylko jąderku 
obserwuje się w większości przypadków, dotyczących młodych zwierząt. 
W miarę postępującej mineralizacji komórka ulega stopniowemu prze­
jaśnieniu aż do zupełnie przejrzystych złogów (ryc. Ib, c), przy czym 
niekiedy proces ten kształtuje się morfologicznie odwrotnie: centrum 
ulega przejaśnieniu, podczas gdy obwód komórki pozostaje ciemny. Pre- 
dylekcja złogów wapniowych do komórek ruchowych jest wyraźna, przy 
czym układ populacji neuronalnej w danym jądrze i porównanie z roz­
miarami komórek niezwapniałych nie nasuwają trudności w odniesieniu 
struktury zwapniałej do neuronu. Przypuszczalne zwapnienia komórek 
glejowych spotykano stosunkowo rzadko w barwieniach komórkowych 
i bardzo rzadko w barwieniach histochemicznych. Dość wcześnie i wy­
raźnie ujawnia się koncentryczna struktura zwapniałych neuronów w im­
pregnacji metodą Holmesa (ryc. Id). Tylko w 20 przypadkach, odznacza­
jących się bardzo dużą ilością zwapnień na różnych poziomach, obserwo­
wano odkładanie się związków wapniowych w aksonach istoty białej.
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Tabela 3. Topografia zwapniałych neuronów 
Table 3. Topographic distribution of calcified neurons

S. reticularis pontis Thalamus, sub-
P°“om et medullas oblon. S' PalMum, pars thalanm8 hyp0.
Level gatae mesencephali med. gigantocel. thalamus

Ilość przypad. 112 78 05 48
Number of cases
<%*) 79,43 55,32 39,01 34,04

*) Obliczono od 141 przypadków ze zwapnieniami 
Calculated from 141 cases with calcifications

Tabela 4. Topografie sporadyczne 

Table 4. Sporadic topographies

Poziom
Level

S. alba paraneu- 
ronalis c. int. 
ansa lent, tract, 

opticus
III

-n. nervi craniales 

IV Vm VI VII
VIII
Deit

Neo­
stria­
tum

Cor­
tex
cere­
bri

Nuclei
profundi
cerebelli

Ilość
przypad. 20 9 6 21 1 2 3 18 3 5
Number 
of cases
0//o 14,1 6,3 4 14 0,7 1,4 2,1 12,77 2,1 3,55

Jednym z ciekawszych obrazów jest spotykane w niektórych przypad­
kach ,,halo” metachromatyczne, towarzyszące złogom wybarwiającym się 
fioletowo w fiolecie krezylu (ryc. 2a). Złogi wybarwiają się ujemnie 
w metodach na kwaśne mukopolisacharydy (błękit alcjanu i PAS-Astra, 
ryc. 2b), na żelazo (ryc. 2c), lipidy (sudan czarny. B — ryc. 2e) amyloid- 
-czerwień Kongo. Natomiast dają silnie dodatnie odczyny w metodach 
van Kossy i czerwieni alizaryny. Jakkolwiek dwie ostatnie metody uwa-

Ryc. 1. a) Przyp. z. 271/70. Wczesne zwapnienia w istocie siateczkowatej opuszki. 
Fiolet krezylu. Pow. 200 X : b) Przyp. z. 47/68. Zw apnienia w neostriatum. H.-E. 
Pow 200 X; c) Przyp. z. 212/72. Zwapniałe neurony w  w ew nętrznym  segmencie 
pallidum. H.-E. Pow. 200 X; d) Przyp. z. 125/71. K oncentryczny układ związków 
wapniowych w neuronie ruchow ym  istoty siateczkowatej śródmózgowia. Holmes.

Pow. 400 X.
Fig. 1. a) Case z. 271/70. Early calcifications in reticu lar form ation in medulla. 
Cresyl-violet. X  200; b) Case z. 47/68. Calcified neurons in neostriatum. H.-E. X  
200; c) Case z. 212/72. Calcified neurons in the in ternal segment of pallidum. H.-E. 
X 200; d) Case z 125/71. Concentric arrangem ent of in traneuronal calcifications in 

substantia reticularis mesencephali. Holmes meth. X 400
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ża się za orientacyjne, przy ujemnych wynikach barwień wymienionych 
wyżej można przyjąć obecność w zwapniałych neuronach prostych związ­
ków wapniowych (metoda von Kossa: węglany i fosforany wapniowe). 
Zdaniem Romeisa (1968) alizaryna daje wynik dodatni tylko ze złogami 
zawierającymi stosunkowo obfitą ilość związków wapniowych i stosunko­
wo rzadko wybarwia się pozytywnie w protoplazmie komórkowej. Toteż 
obrazy widoczne na ryc. 2f (von Kossa) i 2g przesądzają rozpoznanie 
„zwapnień” nie zaś „pseudo-zwapnień” w neuronach królika „pt”. 
W przypadkach o przeżyciu przedłużonym nie zmienia się charakter che­
miczny złogów, natomiast są one nieco odrębne morfologicznie: bardziej 
„dojrzałe”, drobniejsze, obkurczone, niekiedy widać pęknięcia przebiega­
jące przez zwapniały neuron. Na ogół zwapnienia w najstarszej grupie wie­
ku są stosunkowo mniej liczne w poszczególnych przypadkach. Nie jest to 
jednak regułą: w przypadku 36/68, z przeżyciem 1 rok i 4 miesiące ob­
serwowano bardzo liczne złogi nie tylko na poziomach „konwencjonal­
nych” (por. niżej) ale nawet w tak rzadkich lokalizacjach jak kora półkul 
i jądra głębokie móżdżku.

Zaledwie w 6 przypadkach znaleziono pojedyncze zwapniałe neurony 
na jednym poziomie, przy czym tylko w przypadku 60/66 krajanym 
w serii ciągłej od bieguna czołowego do potylicznego, łącznie z pniem
i móżdżkiem, możemy przyjąć z całą pewnością, że istotnie występował 
w nim pojedynczy zwapniały neuron w istocie siateczkowej śródmózgo- 
wia. Znacznie częściej spotyka się od kilku do kilkudziesięciu neuronów 
na różnych poziomach. W tabeli 3 i 4 zestawiono częstość występowania 
zwapnień w poszczególnych strukturach anatomicznych.

DYSKUSJA

Zwapnienia neuronalne u królika „pt” występują najczęściej w przy­
padkach z pełnym, ciężkim zespołem klinicznym, w grupach wieku do

Ryc. 2. a) Przyp. z. 47/68. M etachrom atyczne „halo” dookoła zwapniałych neuro ­
nów. Fiolet krezylu. Pow. 200 X; b) Przyp. z. 93/70. Zwapnienia na poziomie opusz­
ki barwiące się u jem nie na obecność kwaśnych mukopolysacharydów. PAS-A stra. 
Pow. 200 X; c) i d) Przyp. z. 93/70. U jem na reakcja na obecność żelaza w  zw apnia­
łych neuronach, dodatnia w  przynaczyniowym mikrogleju. Turnbull. Pow. 200 X ; 
e) Przyp. z 300/70. Zwapniały neuron w  istocie siateczkowatej śródmózgowia, ne ­
gatywna reakcja na obecność lipidów. Sudan czarny B, Pow. 400 X; f) i g) 
Przyp. z. 93/71 i z 97/71. Dodatni odczyn na obecność związków wapnia. Von 

Kossa i czerwień alizaryny S. Pow. 200 X.

Fig. 2. a) Case z. 47/68. M etachrom atic „halo” around early neuronal calcifications. 
Cresyl-violet. X 200; b) Case z. 93/70. Calcified neurons w ith negative acid m uco­
polysaccharide reaction. PA S-A stra X 200; c) 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 form ation of m esen­
cephalon, negative reaction w ith  sudan  black B. X 400; /) and g) Case z. 93/71 
and z 97/71. Positive reaction afte r von Kossa and  w ith  alizarine red S. X 200.
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2 miesięcy i powyżej dwóch miesięcy (odpowiednio 43% i 59% przypad­
ków). Najrzadziej spotyka się je u zwierząt z zespołem poronnym, w któ­
rym faza drżeń jest słabo ujawniona lub w ogóle zastąpiona przez wcześ­
nie rozwijające się, stacjonarne niedowłady. Nie znaleziono nigdy zwap­
nień przed wystąpieniem drżeń.

Po orientacyjnym wykluczeniu królika ,,pt” z kręgu zaburzeń prze­
miany purynowej oraz zaburzeń biochemicznych pokrewnych chorobie 
Wilsona, abetalipoproteinemii (Wald i wsp. 1976), jak również lipidoz 
spichrzających (Czartoryska i wsp. 1976), obraz chorobowy dziedzicznej 
drżączki poraźnej narzuca nieuchronnie skojarzenia z zakłóconym meta­
bolizmem endogennych amin katecholowych. W jednym z poprzednich 
doniesień (Taraszewska, Osetowska 1975) zwrócono uwagę, że drżenia 
występują i narastają u królika ,,pt” w tym samym czasie, w którym 
wychwyt dopaminy osiąga najwyższe poziomy u królika prawidłowego 
(Tennyson i wsp. 1972). Jeżeli jednak zespół ,,pt” ocenić per analogiam 
z parkinsonizmem u człowieka, bezpośrednie związki przyczynowe drżeń 
i ewentualnego obniżonego poziomu dopaminy wydają się więcej niż w ąt­
pliwe. U parkinsoników podawanie L-Dopa eliminuje wyraźnie fazę 
akinetyczno-hipertoniczną, ale znacznie rzadziej wpływa dodatnio a na­
wet nasila drżenia spoczynkowe (Barbeau 1972, Lhermitte i wsp. 1973, 
Tissot i Ajuriaguerra 1973). Patofizjologia tych ostatnich pozostaje nadal 
praktycznie niewyjaśniona (Fahn i wsp. 1971). Poszukiwanie rozwiązania 
na drodze doświadczalnej doprowadziło m.in. Abramsky’ego i wsp. (1971) 
do przypomnienia znacznie wcześniejszej pracy Constasa (1962). Constas 
otrzymywał wybitne nasilenie drżeń u parkinsoników przez podanie adre­
naliny. To spostrzeżenie nawiązuje do wątłego punktu wspólnego po­
między naruszoną równowagą poziomu endogennych katecholamin adre- 
nalinowych (Kądzielawa 1972) a wytępowaniem zwapnień śródkomórko- 
wych. Po jednorazowym podaniu dożylnym adrenaliny królikom Cava- 
llero i wsp. (1974) zaobserwowali w komórkach mięśni gładkich aorty wy­
stępowanie zwapnień mitochondrialnych, uchwytnych w ME już w ciągu 
pierwszych godzin doświadczenia. Zjawisku temu nie towarzyszyło ani 
równoległe, ani późniejsze naruszenie prawidłowych poziomów metabo­
litów przemiany wapniowej w surowicy krwi.

Przy uwzględnieniu wszelkich różnic dzielących komórkę mięśni gład­
kich od neuronu, spostrzeżenia Cavallero i wsp. przedstawiają kilka inte­
resujących zbieżności z naszymi obserwacjami. Po pierwsze wychwyt 
i akumulacja jonu wapniowego przez komórkę ma charakter procesu 
czynnego, w przeciwieństwie do biernej inkrustacji wapniowej tkanek 
.martwiczych. Na taki charakter zwapnień u królika ,,pt” wskazują za­
równo wiek, jak i morfologia wapniejących neuronów. Po drugie u kró­
lika ,,pt” również nie ma morfologicznych wskaźników zaburzonej prze­
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miany wapniowej w surowicy krwi. Jon wapnia wiązany jest wybiórczo 
przez neuron, przy braku złogów okołonaczyniowych, czy śródtkanko- 
wych (Kahl-Kunstetter 1968). Po trzecie w populacji komórkowej sąsied­
niej, w której cytowani wyżej autorzy nie stwierdzili zwapnień, występo­
wały wakuole autofagiczne, przerzedzenia cytoplazmiczne, homogenizacja 
prowadząca do postaci cieni komórkowych i tym podobne wykładniki 
morfologiczne śródkomórkowej dezorganizacji strukturalnej. Opisy te aż 
nazbyt żywo przypominają uszkodzenia komórkowe u królika ,.pt”. Cava- 
llero i wsp. stwierdzili, że występowanie zwapnień poprzedzają objawy 
zwiększonej przepuszczalności Won komórkowych, powodujące groma­
dzenie się płynu w przestrzeniach subendothelialnych i śródwłókienko- 
wych. Zwiększoną przepuszczalnością nabłonkow kanalików nerkowych 
tłumaczą także pojawianie się zwapnień w nerkach (kanalikach) króli­
ków doświadczalnych. Pomijając inne objawy zwiększonej pi zepuszczal- 
ności barier komórkowych u królika ;,pt”, od roku 1973, odkąd wprowa­
dziliśmy regularne badanie mikroskopowe narządów spostrzegamy 
u królika ,,pt” częste występowanie zwapnień w nabłonkach kanalików 
i to zarówno u królików chorych jak niekiedy i u nosicielek.

Bezcelowe byłoby dalsze przytaczanie analogii, ponieważ w dotychcza­
sowych badaniach królika ,,pt” brakuje nam właśnie owej „praprzyczyny”, 
jaką wt doświadczeniach Cavallero i wsp. było egzogenne podwyższenie 
we krwi królików7 poziomu adrenaliny. Może tylko warto jeszcze wspom­
nieć, że zaburzenie przepuszczalności barier mózgowych w obrocie i wy­
chwycie katecholamin jest i postulowane i stwierdzane doświadczalnie 
przez licznych autorów' (Issidorides 1971, Sachs 1973).

Wracając na teren empirycznie sprawdzony t.j. do skrawka neuropato- 
logicznego królika „pt” trzeba przypomnieć, że lokalizacja zwapnień nie 
jest związana wybiórczo i nawet rzadko bezpośrednio z układem nigro- 
striatalnym. Pozostaje jednak do niego w taicim stosunku topograficz­
nym w jakim pozostawały do siebie, zdegradowane terminologicznie przez 
Brodala (1963) i Mettlera (1968), ale jeszcze ściślej powiązane fizjologicz­
nie, układy piramidowy i pozapiramidowy. Topografia zwapnień odpo- 
wada na ogół dość wiernie okolicom mózgu, w których Fargalla (1973) 
stwierdził najbardziej intensywną wymianę jonów wapniowych. Do wy­
jątków w tej lokalizacji należy w naszym materiale stosunkowo częste 
i intensywne nagromadzenie zwapnień neuronalnych w przyśrodkowym 
wielkokomórkowym jądrze gałki bladej. Rola tej ostaniej od czasu jej 
detronizacji przez Martina (1965) i Mettlera (1968) w zespole parkinso- 
nizmu pozostaje niejasna. W niektórych przypadkach królika ,,pt” z prze­
życiem przedłużonym lub stacjonarnymi niedowładami masowe zwapnie­
nia neuronalne w globus pallidus, przechodzące aż na aksony, w capsul/i 
interna i ansa lenticularis nasuwają skojarzenia z leczeniem operacyjnym
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parkinsonizmu: w pewnych obserwacjach zniszczenie połączeń pomiędzy 
•pallidum i nucleus ventro-medialis thalami eliminowało drżenia na zasa­
dzie spowodowania niedowładu spastycznego (Kaada 1963). Nie ulega na­
tomiast wątpliwości, że największą skłonność do wiązania jonów wapnia 
wykazują neurony typu motorycznego. W warunkach prawidłowych jest 
to wyjaśnione rolą jonu Ca, jako ogniwa przełącznikowego i śródkomór- 
kowego transmitera (Wolf i wsp. 1972, Simkiss 1974) w drodze ku efekto- 
rowi obwodowemu. Niemniej wzmożone wiązanie jonu wapnia w związ­
kach proteino-fosfolipidowych, przeprowadzających go wbrew gradiento­
wi stężenia poza- i śródkomórkowego (Simkiss 1974) musi być znowu uwa­
runkowane podrażnieniem komórki (Ozawa 1973, Okada 1973, Carafoli 
i wsp. 1973), którego natury nie znamy. Z kolei w warunkach prawidło­
wych nie jest znany mechanizm opuszczania komórki przez jon Ca, po­
nieważ jego „wyrzucanie”, czy to w pęcherzyku pinocytarnym, czy w in­
nym mechanizmie, byłoby znowu sprzeczne z różnicą gradientów (Simkiss 
1974). W tym miejscu łatwiej prześledzić jest losy samobójczej „tezau- 
ryzmozy” w neuronie u królika „pt”. W komórce następuje wzmożona 
koncentracja jonu wapnia dzięki funkcji mitochondriów powodujących 
fosforylację ADP-azy do ATP-azy. Akumulcja Ca we frakcjach mito- 
chodrialnej i mikrosomalnej neuronów i gleju została niedawno potwier­
dzona w badaniach Łazarewicza i wsp. (1974). W pewnym jednak momen­
cie wiązanie wapnia przez neuron królika ,,pt” przekracza możliwość 
dalszego przekazywania go przez komórkę, której uszkodzenie tak jak 
zainicjowało wzmożoną akumulację jonu Ca ,tak następnie dezintegruje 
mechanizm jego dalszych przemian. W ostatecznym efekcie neuron ulega 
mineralizacji, w której jego kształt i rozmiar zachowane są mutatis mu­
tandis na podobieństwo skamielin owych amonitów.

Wszystkie powyższe spostrzeżenia i korelacje wydają się konwergować 
ku jakiejś wspólnej osi przyczynowej, brakuje im jednak nadal ogniwa 
spajającego. W zestawieniu rozmiarów objawów klinicznych i całokształ­
tu uszkodzeń morfologicznych mózgowych u królika „pt” zwapniały neu­
ron jest z pewnością zjawiskiem ubocznym. Niemniej w związku z cyto­
wanymi pracami wydaje się, że może on odegrać rolę tkankowej strzałki 
wskazującej kierunek poszukiwań biochemicznych i biofizycznych, wy­
jaśniających podłoże dziedzicznej drżączki poraźnej królika.

3. OceTOBCKa, A. Tapam eBC K a, <£. JlyinaBCKH

VI. OTJIOJKEHMH KAJIblJUH B HEtfPOHAX Y  KPOJIMKA „n-r”
B 3ABMCMMOCTM OT B 03PA C TA  M KJIMHMHECKOPł KAPTMHbl EOJIE3HM

P e 3  io M e

O T jiojK eH M H  K a jib ijH H  B H e f t p c m a x  noHBJiHiOTCH n a m e  B c e r o  y  k p o j i m k o b  „ i i t ”  

b cjiynaax ( 5 9 % )  c npoflJieHHOfł c})a30ił napKMHC0H0n0,ą06H0r0 flposcaHHH. HewpoHbi
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c  K a j i b i jH e B b i M w  O T jio jK eH M H M M  H e  c o a e p j K a T  K H C J ib ix  M y K o n o j iM c a x a p M f l O B ,  3 K e j i e 3 a ,  

aMMJioM^a M jiMnw^Hbix coe^MHeHMM. IIpM OKpauiMBaHMM ajiM3apHH0M KpacHbiM u no 
MeTOAy 4>oh Kocca ohh npoHBjiHiOT cmitHyio nojiojKMTejibHyio peaKumo. Tonorpa-
4>HHeCKH OTJIOJKeHMH KaJIbLJM H OTHOCHTCH K  f lB M r a T e jI b H b I M  HeiłpOHaM  peTMKyjIHpHOM 

45opMaqnn M03roBoro CTBOJia, naJiJiw^yM a, T a j ia M y c a  u  r u n O T a jia M y c a . CooTBeTCTBwe  

HajIMHMH OTJIOHCeHMM K aJIb lJM H  C MHTeHCMBHOCTbK) c£>a3bl TpeM O pa B| nOKOe HaBOflKT 

na Mbicjib o B03M0JKH0CTH cyHjecTBOBaHMH o 6 m eił fljia o6omx npM3HaK0B Qmoxmmm- 
MecKOM ocH O B b i.  C p e ^ M  K a T e x o j ia M M H O B  a f lp e H a J iH H , n p M M e n H e M b if ł  S K c n e p m i e H T a j i b -  

HO, n pM B O flM T K yCMJieHMK) flpOJKaHHH y  napKMHCOHMKOB (KaHCTaC 1962) M K paHHeMy 
noHBjieHM io M M TOxoH^pM ajibHbix OTJiojKeHMii Kajibi^MH B a o p T e  KpojiMKOB (K a B a j u ie p o  

M flp. 1972). ABTOpbl B blf lB M raK JT  rnnOTe3y, HTO CXOflHblH (JiaKTOp, BbI3bIBaK>mMŚi p a 3 -  

Apa^eHMe KJieTOHHbix MeMÖpaH ^BHraTejibHbix HeüpoHOB, BbiSbiBaeT aKTHBHbrä 
KajibHMeBbiM n ceB A O -T e 3 a y p n cM 0 3 . H a p a c T a io m a «  HewpoH H aH  fle3MHTerpaijMH npenaT- 
CTByeT n e p e ^ a n e  MOHa C a++ nepwcJjepM HecKOMy 3(|>(i>eKTopy, npHBOßH k  MM>iepajiM3a- 

HMM nenpoHa. KojiMnecTBeHHoe npoHBJieHwe K a j i b i j M e B b i x  OTJIOJKeHM H b  KJiHHHHecKOM 
H M0p(jK)Ji0rMHecK0M n p o i j e c c e  „ n T ”  n 0 3 B 0 J ia e T  p a c i j e H H B a T b  e r o  j i m u b  x a i c  n o ö o n -  

Hoe HBjieHMe. OflHaKO, o h o  M orjio  6bi urpaTb p o j ib  T K aH eB oro n o K a 3 a T e j ia  b  nowcKax 

o c u o B H b ix  6noxM MMHecKM x H apym eH H M  B HacJießCTBeHHOM flpoH caiejibH O M  n a p a j iM n e  

y KpojiMKa.

E. Osetowska, A. Taraszewska, F. Luszawski

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

S u m  m a r y

N euronal calcifications in „pt” rabbits were found to occur most frequently  
in cases w ith prolonged phase of Park inson-like trem or (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 w ith alizarine red 
S and in von Kossa method. Topographically, the  calcifications include motor ne­
urons of reticular form ation of b rain  stem, pallidum, thalam us and hypothala­
mus.

The frequency of occurrence in various localizations is illustrated in TaWes 
3 and 4. The coincidence of calcifications with intensification of the rest trem ors’
phase prompted the authors to discuss the possibility th a t the two symptoms
m ight have a common biochemical background.

Among catecholamines, adrenaline applied experim entally  causes both intensi­
fication of trem ors’ in parkinsonic patients (Constas, 1962) and early appearence 
of mitochondrial calcifications in rabbit aorta. (Cavallero et al., 1974). The authors 
pu t forw ard the hypothesis tha t a sim ilar factor evoking excitation of cell m em ­
branes of motor neurons causes active calcium pseudotesaurismosis. Progressing 
neuronal desintegration hinders the transfer of Ca+ + 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
m ental biochemical disturbances in hereditary  paralytic trem or in rabbit.
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VII. NIEKTÓRE WSKAŹNIKI BIOCHEMICZNE W SUROWICY
KRÓLIKA „PT” **

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

K ierow nik Ośrodka: prof, dr med. E. Osetowska 
Zakład G enetyki Insty tu tu  Psychoneurologicznego, Warszawa 

K ierow nik Zakładu: doc. dr med. I. Wald

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

Podjęte w latach 1973/1974 badania biochemiczne miały na celu zdo­
bycie orientacyjnych danych o zaburzeniach metabolizmu występujących 
w dziedzicznej drżączce poraźnej królika. Zgodnie z porównawczym cha­
rakterem całego cyklu oparto się o analogie z metabolicznymi chorobami 
dziedzicznymi OUN człowieka o względnie znanej patogenezie i nieja­
kim podobieństwie obrazu klinicznego.

Wybrano więc na początek do badań następujące wskaźniki:
a) ceruloplazmina w surowicy krwi — dla wyłączenia zaburzeń o typie 

choroby Wilsona (Bearn, 1972);
b) kwas moczowy w surowicy krwi — dla wykluczenia zaburzeń o ty ­

pie zespołu Lescha-Nyhana (Seegmiller, 1972).
c) lipidy całkowite i cholesterol oraz lipoproteidy w surowicy dla 

wyłączenia zaburzeń o typie abetalipoproteinemii (Levy i wsp. 1966) lub 
innych znanych uogólnionych zaburzeń przemiany tłuszczowej.

MATERIAŁ I METODY

Oznaczenia wykonano w surowicy 54 królików w wieku od 3 do 9 mie­
sięcy, w tym: 10 zdrowych samic (grupa 1), 14 zdrowych samców (gru­

*Autorzy z Zakładu Genetyki Insty tu tu  Psychoneurologicznego w Warszawie.
** Problem  węzłowy 09.4.1.3, tem at 4. P raca  w ykonana w oparciu o pomoc finan ­

sową G rant PL  480, USA, N.I.H., agreem ent 05-035-1.

Neuropatologia Polska — 7
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pa 2), 10 samic nosicielek (heterozygoty) (grupa 3), 10 chorych samców 
(grupa 4), 10 chorych samic (homozygoty) (grupa 5).

Króliki grupy 3—5 ze stada „pt” odpowiadają fenotypowo królikom 
rasy dużych szynszyli (Herman 1973). Wobec braku wystarczającej liczby 
zwierząt genetycznie zdrowych w stadzie badanym do grupy 1—2 wy­
korzystano króliki, odpowiadające wiekiem i pokrojem, z Przedsiębior­
stwa Eksportowego Królików w Nasielsku.

Krew pobierano z żyły usznej.
Ceruloplazminę oznaczano jako aktywność oksydazową — metodą 

Ravina (1961).
Kwas moczowy oznaczano według Eichhorna i wsp. (1961).
Lipidy całkowite oznaczano metodą sulfowanilinową według Wo- 

odmana i Price’a (1972).
Cholesterol oznaczano metodą opartą na reakcji Liebermanna — Bur­

charda według Błaszczyszyna (1970).
Elektroforezę lipoproteidów wykonywano wg Leesa i Hatcha (1963).
Do oceny wyników stosowano test ,.t” Studenta.

WYNIKI

Ceruloplazmina. Wyniki przedstawia tabela 1. Różnic istotnych sta­
tystycznie między poszczególnymi grupami nie stwierdzono.

Kwas moczowy. Wyniki przedstawiono w tabeli 2. Nie wykazują one 
również istotnych statystycznie różnic między grupami.

Lipidy całkowite. Rezultaty podano w tabeli 3. Nie stwierdza się istot­
nych różnic między grupami.

Cholesterol. Dane zestawiono w tabeli 4. W analizie ich uderza różnica 
między poziomem cholesterolu u nosicielek (76,9 ± 13,20 mg/100 ml) a jego 
poziomem zarówno u zdrowych homo i hemizygot jak i chorych obojga 
płci wahającym się w granicach 40—55 mg/100 ml. Różnice między po­
zostałymi grupami są nieistotne statystycznie.

Lipoproteidy. Elektroforeza surowicy krwi wykonana u 33 królików 
nie wykazała różnic między rozkładem lipoproteidów u chorych i zdro­
wych.

OMÓWIENIE

Uzyskane wyniki nie wskazują na to, by u królika „pt” występowały 
zaburzenia przemiany białkowo-miedziowej analogicznie do choroby 
Wilsona. Wprawdzie w nielicznych przypadkach choroby Wilsona stwier­
dzono prawidłowy poziom ceruloplazminy (Gibbs, Walshe 1971), przy­
puszcza się jednak, że wzrost taki wynika częściowo z dekompensacji 
czynności wątroby i znika po leczeniu penicylaminą. Stałość wyników
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Tabela 1. Poziom ceruloplazminy w surowicy krwi badanych zwierząt w jedn. Ravina

Grupa n
Średnia a ry t ­

metyczna 
± S D

Analiza różnic między średnimi

grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4 grupa 5

t P t P t  p t P t  p

Zdrowe samice 10 14,3±4,0 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Zdrowe samce 14 15,4±4,1 0,422 <0,70 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Nosicielki 10 18,5±7,0 1,673 <0,30 1,281 <0,30 X X X X X X X X X X X X X X X
Chore samce 10 17,8±4,6 1,741 <0,10 0,922 <0,40 0,251 <0,90 X X X X X X X X X X
Chore samice 10 18,6±7,9 1,438 <0,20 1,183 <0,30 0,014 <0,99 0,221 <0,90 X X X X X

Tabela 2. Poziom kwasu moczowego w surowicy krwi badanych zwierząt w m g/100 ml

Grupa n
Średnia a ry t ­

metyczna 
± S D

Analiza różnic między średnimi

grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4 grupa 5

t P t p  t  p t  p t  p

Zdrowe samice 10 1,4±0,4 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Zdrowe samce 14 1,7±0,6 0,885 <0,40 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Nosicielki 10 1,7±0,4 1,492 <0,20 0 <0,99 X X X X X X X X X X X X X X X

Chore samce 10 1,5±0,3 0,581 <0,60 0,548 <0,60  1,220 <0,30 X X X X X X X X X X
Chore samice 10 1,6±0,3 1,176 <0,30 0,488 <0,70  0,432 <0,70 0,592 <0,60 X X X X X
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Tabela 3. Poziom lipidów całkowitych w surowicy krwi badanych zwierząt w m g /100 ml

Średnia arytme- Analizai różnic między średnimi

Grupa n tyczna grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4 grupa 5
± S D t P t P t P t P t  p

Zdrowe samice 
Zdrowe samce 
Nosicielki 
Chore samce 
Chore samice

10 495,1 ±103,8 
14 473,4 ±  140,4 
10 578,7 ±  197,7 
10 449,2±86,4 
10 453,8 ±  115,1

X X X X X
0,277
1,129
1,025
0,804

<0,80
<0,30
<0,40
<0,50

xxxxx
xxxxx

1,442
0,323
0,356

<0,20
<0,80
<0,80

X X X X X
X X X X X
X X X X X

1,810
1,646

<0,10
<0,20

X X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X

0,096 <0,99

X X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X

Tabela 4. Poziom cholesterolu w surowicy krwi badanych zwierząt w m g/100 ml

Średnia ary tm e­ Analiza różnic między średnimi

Grupa n tyczna grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4 grupa 5
± S D t P t P t P t  p t  p

Zdrowe samice 10 55,3±25,1 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Zdrowe samce 14 46,2 ±  14,0 1,063 <0,30 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Nosicielki 10 76,9 ±  13,2 2,288 <0,05 5,110 <0,001 X X X X X X X X X X X X X X X

Chore samce 10 44,1 ±14,7 1,148 <0,30 0,334 <0,80 4,964 <0,001 X X X X X X X X X X

Chore samice 10 50,9 ±  17,1 0,434 <0,70 0,692 <0,50 3,616 <0,01 0,900 <0,40 X X X X X

W
ald 

i 
w

sp. 
N

r 
ihttp://rcin.org.pl



N r  1 Biochemia królika „pt” 101

u badanych zwierząt sprawia wszakże, że nader mało prawdopodobne 
jest takie wytłumaczenie u nich prawidłowego poziomu tego związku.

Poziom kwasu moczowego we wszystkich grupach badanych zwierząt 
był prawidłowy i nie przewyższał wartości podawanych w piśmiennictwie 
(Harvey, 1962). Trudno się wypowiedzieć, czy wyniki wykluczają obec­
ność zespołu analogicznego do zespołu Lescha-Nyhana u królika „pt”. 
Szlak końcowy przemiany puryn u królika jest odmienny niż u człowieka 
(u królika obecna jest urikaza) i kwas moczowy nie jest produktem koń­
cowym lecz metabolitem pośrednim. Niemniej wszakże prawidłowy po­
ziom kwasu moczowego w surowicy oraz niewystępowanie kamieni mo­
czanowych w materiale sekcyjnym są argumentami pośrednimi przeciw­
ko analogii z zespołem Lescha-Nyhana. Bezpośrednim argumentem byłoby 
wykazanie prawidłowej aktywności fosforybozylotransferazy hipoksanty- 
ny i guaniny.

Wyniki dotyczące poziomu lipidów całkowitych i lipoproteidów nie 
świadczą na korzyść hipotezy o uogólnionym zaburzeniu przemiany lipi­
dów w tym zespole. W szczególności brak wyraźnych różnic w rozkładzie 
lipoproteidów przemawia przeciw hipotezie o abetalipoproteinemii jako 
podłożu metabolicznym choroby. Średni poziom cholesterolu u wszystkich 
badanych grup królików mieścił się w granicach wartości prawidłowych 
podawanych przez Boyda (1942), był natomiast niższy od przedstawionych 
przez Zaorską (1974).

Nader niejasna jest jednakże różnica występująca pomiędzy grupą 
nosicielek a wszystkimi innymi grupami. Nie może ona być wytłuma­
czona wpływami genetycznymi, tzn. efektem dawki genu. Wątpliwe 
jest również tłumaczenie tych różnic ewentualnymi wtórnymi efektami 
patologicznymi, ponieważ nie stwierdzono u heterozygot ani objawów 
klinicznych ani odchyleń morfologicznych. Wydaje się, że można by 
tłumaczyć obserwowane różnice odmiennością diety. Króliki stada ,,pt” 
otrzymują standardowy granulat ,,LSK” ale ponadto są okresowo doży­
wiane mlekiem, warzywami oraz suszem wysokobiałkowej lucerny. Poz­
wala to przypuszczać z dużym prawdopodobieństwem, że żywienie 
w Ośrodku w Mińsku Mazowieckim jest wyżej kaloryczne (i cholestero- 
twórcze) aniżeli u hodowców indywidualnych dostarczających króliki 
dla Przedsiębiorstwa Eksportowego. To tłumaczyłoby różnicę ,,na korzyść” 
nosicielek w porównaniu z królikami zdrowymi. Króliki chore natomiast 
ze względu na niedowłady są upośledzone w częstym dostępie do karmi- 
ków. Upośledzenia tego nie jest w stanie wyrównać do poziomu nosicie­
lek dokarmianie królików chorych przez personel pielęgniarski. Tak 
mogłaby powstać zbieżność wyników między zdrowymi i chorymi osob­
nikami. Sprawa ta wymaga wszakże sprawdzenia na bardziej jednolitym 
materiale grupy kontrolnej.
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Uzyskane wyniki są negatywne, sądzimy wszakże., że ich wartość pole­
ga na dostarczeniu podstawowych informacji o wskaźnikach biochemicz­
nych, wykluczających kolejno nasuwające się hipotezy patogenetyczne 
w interpretacji objawów klinicznych i morfologicznych u królika „pt” .

M. Bajibfl, X. Bep, E. XapMaic, fl. CaBmjKM

VII. HEKOTOPLIE EMOXMMMHECK14E ITOKA3ATEJIM CbIBOPOTKM K PO B ll
KPOJIMKA „pt”

P e 3 io M e

Pa6oTa 6bijia BbinojmeHa Ha 20 ßojibHbix Kpojiratax (10 6ojibHbix caMijoB m 10 
6ojibHbix caMOK (r0M 03M T0T bi)), 10 HOCirrejiHX, a Taxxte 10 3flopoBbix caMKax u  14 
3flopoBbix caMi^ax. B CbiBopoTKe kpobh onpeaejiHJiii aKTMBHOCTb ijepyjionjia3MHHa, 
ypoBenb MoneBOił kmcjiotbi, o6mnÄ ypoBeHb juotm^ob m xojiecTepHHa. JlnnonpoTeHflbi 
HacTM KpojiHKOB pa3«ejiHJiM B sjieKTpotJłopese Ha SyMare.

CymecTBeHHbix pa3JiHHKw M e x ^ y  OTfleJibRbiMw rpynnaM H  OTHOCWTejibHO ypoBHH 
Hepyjionjia3MMHa, mohcboh kmcjiotbi h o6m nx jmniiflOB cbibopotkh He 6buio o6Ha- 
pyjKeno. 3jieKTpo<J>ope3 jmnonpoTeMflOB TaKJRe He BbiaBUJi pa3JiMHHM. KoHueHTpaijMH 
xojiecTepMHa b CbiBopoTKe 6ojibHbix jkhbothbix He O Tjinnajiacb 3HaHMM0 o t  3flopo- 
Bbix. T p y n n a  caMOK-HOCirrejietf x a p aK T ep n 30B ajiacb  öojiee bbicokhm ypoB neM  x o j ie -  

CTepMHa, neM A pyrw e r p y n n t i .  npe^nojiaraeTCH, h to  npHHWHOił 3Toro <t»aKTa MoryT 
S biT t pa3JinHHH b  c n o c o 6 e  nuraHHH.

P e 3 y j ib T a T b i p a ö o T b i yK a3biBaiO T  Ha t o ,  h t o  cm m iito m b i 6ojie3H M , B b icT y n a io in M e  

y KpojiHKOB „pt’, He HBJiHioTCH cjieflCTBHeM HapymeHMił MeTa6ojin3Ma, aHajiorMHHbix 
reHeTMHecKM 06ycJi0BJieHHbiM  6ojie3H H M , M3BecTHbiM B n a T O jio rm i nejiO B eica: 6o.ne3HM 

B m ib c o H a ,  cMH^poMa J l e m - H a e H  m a 6 eT a jm n o n p o T en H eM H M .

I. Wald, H. Wehr, E. Harm ak, K. Albert, J. Sawicki

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

S u m m a r y

M aterial 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  to tal lipids 
w ere determined. In  some rabbits paper electrophoresis was perform ed.

The study did not revealed significant differences in the  ceruloplasmin, uric 
acid and total lipids levels in groups of investigated animals. The sam e wyas true 
for paper electrophoresis results. Cholesterol concentration in the blood serum  of 
sick rabbits showed significant differences as compared w ith  th a t which was o b ta ­
ined in healthy animals. The group of female carriers had grea ter 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 tha t clinical symptoms appearing in ,,pt” 
rabbits are not caused by metabolic disturbance, analogous to such a genetically 
determ ined hum an clinical syndroms as Wilson disease, Lesch-Nyhan syndrom e 
o r  abetalipoproteinaemia.
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BADANIA PATOMORFOLOGICZNE MÓZGU PSÓW PO STOSOWANIU 
HEMODILUCJI I PEŁNEJ KRWI W KRĄŻENIU POZAUSTROJOWYM

W NORMOTERMII

Zakład Anatomii Patologicznej WAM w Łodzi 
Kierownik: doc. dr hab. med. A. Kulig 
II Klinika Chirurgiczna WAM w Łodzi 

Kierownik: prof. dr hab. med. T. Orłowski

Stosowanie pełnej krwi do wypełnienia oksygenatora w aparacie do 
krążenia pozaustrojowego wywołuje szereg niekorzystnych następstw 
w ustroju. Najczęściej wymienia się wytrącanie w świetle naczyń agre­
gatów mechanicznie uszkodzonych elementów upostaciowanych krwi, 
złogów zmienionych białek osocza, zatory tłuszczowe oraz powietrzne 
powstające ze spienionej krwi w oksygenatorze lub z tlenu uwolnione­
go z czerwonych krwinek, nadmiernie utlenowanych w obniżonej tempe­
raturze (Brierley, 1963). Oprócz miejscowych zaburzeń w krążeniu zasto­
sowanie pełnej krwi może wywołać niebezpieczne powikłania ogólne 
w postaci odczynów serologicznych oraz zakażeń wirusowych i bakte­
ryjnych (Hegarty, Stahl, 1967).

Zastosowanie środków krwiozastępczych do krążenia pozaustrojowego 
usuwa niebezpieczeństwa związane z zastosowaniem pełnej krwi. Stwier­
dzono, że rozcieńczenie krwi roztworem dekstranu ułatwia krążenie włoś- 
niczkowe oraz w przypadku wstrząsu zwiększa wymianę między tkanką 
a krwią (Fischer, 1973; Heiss, Harles 1973; Sunder-Plassman i wsp. 1973). 
Stosowanie płynów krwiozastępczych obniża również koszty zabiegów 
operacyjnych wykonywanych z użyciem krążenia pozaustrojowego. Po­
wstaje jednak problem, czy stosowanie hemodilucji oprócz niewątpliwych 
korzyści nie powoduje poważniejszych uszkodzeń narządowych, zwłaszcza 
w wyniku niedotlenienia tkanek związanego ze znacznym obniżeniem 
liczby krwinek czerwonych. Istnieją także trudności z przygotowaniem 
płynów krwiozastępczych, które mogą zapewnić odpowiednie ciśnienie 
onkotyczne i osmotyczne rozcieńczonej krwi. Coraz szersze stosowanie
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hemodilucji w klinice stwarza konieczność przeprowadzania wszechstron­
nych badań nad wpływem jej na ustrój. Szczególne znaczenie mają bada­
nia porównawcze następstw stosowania krwi pełnej i środków krwio­
zastępczych w warunkach krążenia pozaustrojowego. Tematem niniejszej 
pracy są badania morfologiczne mózgów psów po stosowaniu do krążenia 
pozaustrojowego hemodilucji i pełnej krwi.

MATERIAŁ I METODY

Do doświadczeń użyto 12 psów, mieszańców, wagi od 18-tu do 30-tu kg. 
Zwierzęta podzielono na trzy grupy obejmujące po cztery psy. Rozcień­
czenie krwi do krążenia pozaustrojowego przeprowadzano przy pomocy 
płynu wieloelektrolitowego o składzie podanym przez Roe i wsp. (1965) 
z dodatkiem 10% dekstranu (40.000) w 0,9% roztworze chlorku sodu 
w ilości 500 ml na każde 2 litry płynu. U zwierząt grupy I krew rozcień­
czono do wartości 10% wskaźnika hematokrytu, u zwierząt grupy II do 
wartości 20%. Zwierzętom grupy III — nie wykonywano hemodilucji lecz 
przeprowadzano perfuzję w krążeniu pozaustrojowym przy użyciu pełnej 
krwi pobranej na 2 godziny przed doświadczeniem od innego psa „dawcy” 
po uprzednim wykonaniu próby krzyżowej z krwią psa „biorcy”. Po 2-go- 
dzinnym stosowaniu krążenia pozaustrojowego psy uśmiercano. Mózgi 
utrwalano w 10% formalinie. Sekcję mózgu wykonywano metodą Spiel - 
meyera pobierając wycinki z kory i ośrodków podkorowych lewej pół­
kuli mózgu oraz z pnia mózgu, z robaka i lewej półkuli móżdżku. Zasto­
sowano technikę parafinową. Preparaty barwiono HE, met. PAS z kon­
trolnym trawieniem diastazą, błękitem trwałym luksolu w modyfikacji 
Klüver-Barrera oraz kwaśną hematoksyliną fosforowo-wolf ramową 
(PTAH). W wybranych przypadkach sporządzano preparaty mrożakowe 
i barwiono je czerwienią oleistą O.

WYNIKI

U zwierząt grupy I i II stwierdzano makroskopowo obrzęk opon a na 
przekrojach znaczną bladość mózgu, natomiast u zwierząt po zastosowaniu 
pełnej krwi mózgi były dobrze ukrwione i nie wykazywały większych 
zmian.

Badanie mikroskopowe u zwierząt grupy I uwidoczniło znaczny obrzęk 
opon miękkich, najsilniej wyrażony w głębokich bruzdach. W tych oko­
licach mózgu widoczny był także obrzęk warstwy drobinowej kory (rye. 1). 
Sródbłonki naczyń kory były obrzmiałe i wpuklały się do światła powo­
dując znaczne zwężenie łożyska włośniczkowego (ryc. 2 i 3). W cytoplaz- 
mie komórek śródbłonka stwierdzano niekiedy wodniczki. Ściany naczy ń
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włosowatych i przedwłosowatych były obrzmiałe i posiadały zatartą 
strukturę. Wokół naczyń stwierdzano puste przestrzenie i rozsunięcie 
okołonaczyniowego neuropilu (ryc. 5, 6). Poszerzenie przestrzeni około- 
naczyniowych było największe w okolicach podkorowych i w strefie 
okołokomorowej istoty białej. W korze stwierdzano ujednostajnienie pod­
łoża, w którym można było rozróżnić obrzmiałe wypustki komórek ner­
wowych (ryc. 3). Neurony były również obrzmiałe, o zatartych granicach 
komórkowych i obrysach jąder oraz wykazywały gorszą barwliwość. 
Stwierdzono także rozpad tigroidu, najbardziej nasilony w częściach 
okołojądrowych, w niektórych komórkach widoczna była wakuolizacja 
cytoplazmy (ryc. 4). Jądra komórkowe, przeważnie powiększone, posiadały 
przerzedzoną chromatynę. Opisane zmiany dotyczyły przeważnie małych 
neuronów III i V warstwy kory oraz zakrętów hipokampa. Widoczne 
były duże różnice w nasileniu zmian nawet w sąsiadujących komórkach 
tej samej warstwy kory. W dużych komórkach piramidowych stwierdza­
no jedynie nieznaczne obrzmienie oraz niewielkiego stopnia tigrolizę. 
Tylko wyjątkowo spotykano zmiany typu ischemicznego. W cytoplazmie 
uszkodzonych komórek znajdowano niekiedy ciała PAS-dodatnie dające 
się trawić roztworem diastazy. W warstwie komórek zwojowych kory 
móżdżku widoczny był znaczny obrzęk, najbardziej nasilony wokół włoś- 
niczek. W komórkach Pur kin jego stwierdzano uszkodzenie, które wystę­
powało najczęściej w postaci obrzmienia lub homogenizacji, niekiedy 
zmian wodniczkowych. Warstwa ziarnista kory móżdżku była rozluź­
niona.

Oceniając elementy glejowe stwierdzano jedynie obrzmienie astro- 
cytów i komórek oligodendrogleju. Komórki wyściółki były obrzmiałe, 
stwierdzono również obrzęk istoty białej, zwłaszcza w strefie okołokomo­
rowej. Barwienie na mielinę nie wykazało istotnych zmian, nawet w po­
lach bardziej nasilonego obrzęku.

W mózgach psów grupy II, u których zastosowano mniejsze rozcień­
czenie krwi, charakter zmian był podobny, stwierdzono jedynie mniejsze 
nasilenie obrzęku w istocie białej.

U zwierząt po stosowaniu pełnej krwi widoczne były ziarniste złogi 
wypełniające niektóre naczynia włosowate lub przedwłosowate (ryc. 7). 
Spotykano także wybitnie poszerzone puste włośniczki, w których nie 
udało się ujawnić zatorów tłuszczowych. W tkance mózgowej sąsiadującej 
z naczyniami zawierającymi złogi stwierdzono zmiany wyrażające się 
znacznym obrzękiem z obecnym niekiedy zgąbczeniem podłoża, oraz 
towarzyszącym uszkodzeniem ischemicznym komórek nerwowych. Opisa­
ne zmiany miały charakter ogniskowy i dotyczyły najczęściej kory 
mózgu i móżdżku, zwłaszcza na pograniczu istoty białej, natomiast w jąd­
rach podkorowych, we wzgórzu i w pniu mózgu spotykano je bardzo
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rzadko. W korze móżdżku stwierdzono ogniskowe przerzedzenie komórek 
warstwy ziarnistej oraz zmiany ischemiczne komórek Purkinjego (ryc. 8). 
Osłonki mielinowe w mózgach tej grupy zwierząt były na ogół zachowa­
ne, jedynie w ogniskach najbardziej nasilonego obrzęku zaznaczało się 
osłabienie barwliwości.

OMÓWIENIE

Analiza opisanych zmian w mózgu w następstwie hemodilucji pozwala 
wnosić, że najwcześniejsze uszkodzenie dotyczy naczyń, prowadząc do 
zmian w samej tkance mózgowej. Obrzmienie i zmiany wodniczkowe 
w komórkach śródbłonka naczyń, istotnej składowej bariery krew-mozg, 
rozwijające się pod wpływem niedotlenienia, prowadzą do wzmożonej 
przepuszczalności ścian (Baethmann, Van-Harreveld, 1973; Baethmann
i wsp. 1974; Brown, Brierley 1968; Griffiths, Miller, 1974; Hossmann, 
Hossmann 1973). Obrzmienie śródbłonków i okołonaczyniowego neuropilu 
powoduje dodatkowo zwężenie światła naczyń włosowatych, odpowie­
dzialnych w przypadku zagęszczenia krwi i spadku ciśnienia towarzyszą­
cych wstrząsowi za zmiaijy w mikrokrążeniu (Feigin i wsp. 1973; Hoss­
mann, Hossmann 1973). Uniemożliwiają one ponowne uruchomienie 
przepływu nawet po przywróceniu prawidłowego ciśnienia krwi. Stan ten 
określany przez Kowada „non reflow phenomenon” prowadzi do nieod­
wracalnych zmian w mózgu (cyt. za Salford i wsp. 1973). Dzięki uspraw­
nieniu mikrokrążenia, hemodiiucja daje korzystne efekty w leczeniu 
wstrząsów.

Zmiany w śródbłonku naczyń podczas hemodilucji są prawdopodobnie 
następstwem niedotlenienia w wyniku nadmiernego rozcieńczenia krwi lub 
nieodpowiedniej perfuzji, względnie skojarzenia obu tych czynników.

Ryc. 1. Obrzęk opon miękkich i w arstw y drobinowej kory mózgu w obrębie głębo­
kiej bruzdy w mózgu psa po hemodilucji. H.-E. Pow. 80 X  

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

Ryc. 2. Obrzmiałe śródbłonki w puklające się do św iatła naczyń, obrzmienie ko­
mórek i homogenizacja podłoża kory mózgowej po hemodilucji. H.-E. Pow. 400 X .  

Fig. 2. Swollen endothelia invaginating into vessel lum ina, swelling of cells and 
homogenization of structu re  in cerebral cortex a fte r hemodilution. H.-E. X 400.

Ryc. 3. Obrzmiałe śródbłonki zam ykają światło naczynia włosowatego. Obrzmienie 
i tigroliza neuronów, homogenizacja podłoża kory mózgowej po hemodilucji.

H.-E. Pow. 400 X .

Fig. 3. Swollen endothelial cells close lum en of capillary vessel, swelling and 
tigrolysis of neurons, homogenization of s tructure in cerebral cortex afte r hemo­

dilution. H.-E. X  400.

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

Fig. 4. Vacuolar changes in neurons of subcortical nuclei a fte r hemodilution. H.-
-E. X  360.
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Brak wyraźniejszych różnic w nasileniu zmian po stosowaniu hemodi­
lucji do wartości hematokrytu 10 i 20% pozwala przypuszczać, że główną 
przyczyną niedotlenienia jest nieodpowiednia perfuzja. Przemawiają za 
tym również obserwacje innych autorów (Sandersona i wsp. 1972 i Wri­
ghta 1972), którzy stwierdzili, że przepływ ciągły (stosowany w naszym 
doświadczeniu) w odróżnieniu od pulsującego nie zapewnia właściwego 
krążenia i prowadzi do zalegania płynu w tkankach. Wyrazem wzmożonej 
przepuszczalności naczyń w naszym materiale było poszerzenie prze­
strzeni okołonaczyniowych i rozluźnienie podłoża wokół naczyń. Zmiany 
te obserwowano wybiórczo, zwłaszcza na pograniczu warstwy drobino­
wej kory móżdżku i kory zakrętu hipokampa oraz w warstwie drobino­
wej głębokich rowków kory mózgu. Obrzęk ograniczony do pewnych 
okolic jak np. warstwa ziarnista i zwojowa kory móżdżku wg LahJa’a 
(1974) jest następstwem zaburzenia kurczliwości naczyń i ich zwiększonej 
przepuszczalności w tych obszarach. Podobny mechanizm obrzęku mógł 
mieć miejsce w naszym materiale z tym jednak, że obrzęk warstwy dro­
binowej kory w głębokich rowkach należy odnieść do zaburzenia odpły­
wu krwi z naczyń opon miękkich uciśniętych przez obrzękłe zakręty 
kory mózgu.

Obrzmienie i centralną tigrolizę neuronów oraz niekiedy obserwowane 
zwyrodnienie wodniczkowe należy uważać za wykładniki rozwijającego 
się niedotlenienia tkanki (Brown, Brierley, 1968; Dixon, 1965; Hossmann, 
Hossmann, 1973; Lahl, 1974; O’Brien i wsp. 1974). Obrzmienie neuronów 
jest wczesnym odczynem na zmiany w otaczającym środowisku i na­
stępstwem przenikania wody do komórki (Baethmann, Van-Harreveld, 
1973; Feigin, Popoff, 1962; Hossmann, Kleihues, 1973). Woda może 
przepajać równomiernie całą komórkę lub gromadzi się tylko w niektó­
rych strukturach cytoplazmy jak mitochondria lub ergastoplazma powo-

Ryc. 5. Znaczny obrzęk okołonaczyniowy i okołokomórkowy w korze zakrętu hipo­
kam pa po hemodilucji. H.-E. Pow. 160 X .

Fig. 5. M arked perivascular and pericellular edema in cortex of gyrus hippocampi 
after hemodilution. H.-E. X  160.

Rye 6. Obrzęk okołonaczyniowy w strefie okołokomórkowej istoty białej mózgu 
po hemodilucji. H.-E. Pow. 360 X .

Fig. 6. Perivascular edema in periven tricu lar region of w hite m atte r after hem odi­
lution. H.-E. X  360.

Rye. 7. Naczynie krwionośne wypełnione przez agregaty z uszkodzonych elemen­
tów krw i w strefie podkorowej istoty białej mózgu po perfuzji pełną krwią.

H.-E. Pow. 160 X .
Fig. 7. Blood vessel filled w ith  aggregates of dam aged blood elements in subcorti- 
cal region of cerebral w hite m atte r  a fte r perfusion w ith blood. H.-E. X  160. 
Rye 8. Ogniskowe przerzedzenie komórek w arstw y ziarnistej kory móżdżku po 

perfuzji pełną krwią. H.-E. Pow. 120. X.
Fig. 8. Focal rarefac tion  of cells in granular layer of cerebellar cortex after p e r ­

fusion w ith  blood. H.-E. X  120.
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dując powstanie wodniczek (Dixon 1965). W stanie niedotlenienia wzrasta 
ciśnienie osmotyczne w komórce. Jest to następstwem gromadzenia się 
metabolitów i większego stężenia elektrolitów w porównaniu z płynem 
tkankowym, w którym pod wpływem dilucji dochodzi do obniżenia za­
wartości sodu (Baethmann, Van-Harreveld, 1973; Dellasega, Grantham, 
1973; Dixon, 1965). Niektóre komórki ssaków, a wśród nich także neu­
rony posiadają samoregulacyjny mechanizm ograniczający nadmierny 
wzrost objętości. Pozwala to na wydalanie nadmiaru wody, jednak towa­
rzyszy temu utrata elektrolitów, a zwłaszcza potasu co prowadzi do za­
burzeń polaryzacji błon i ciężkiego uszkodzenia komórek (Dellasega, 
Grantham, 1973).

Według Cammermeyer’a (1973) rozpad tigroidu jest morfologicznym 
wykładnikiem reakcji komórki na niedotlenienie i następstwem procesów 
katabolicznych prowadzących do rozpadu układów polizomalnych komór­
ki (Drawes, Gilboe, 1973). Zmiany te podobnie jak obrzmienie i zwyrod­
nienie wodniczkowe, nie są wyrazem ciężkiego uszkodzenia komórki. Na­
silone zmiany w neuronach obserwowano tylko w tych okolicach mózgu, 
V / których stwierdzano znaczne uszkodzenie naczyń i dotyczyły one nie­
których typów komórek. Największe zmiany notowano w komórkach 
Purkinjego oraz w małych komórkach piramidowych III i V warstwy 
kory mózgowej. Należy podkreślić, że również u ludzi komórki te są 
bardzo wrażliwe na niedotlenienie, a uszkodzenie komórek Purkinjego 
występuje nawet po przejściowym obniżeniu ciśnienia krwi (Brown, 
Brierley, 1968). Nasilenie zmian w komórkach nerwowych sąsiadujących 
ze sobą nie było jednakowe, co można tłumaczyć różną aktywnością 
metaboliczną neuronów, odległością od naczyń 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, że nasilenie stressu powoduje uszkodzenie większej liczby 
neuronów. W neuronach jąder podkorowych i w pniu mózgu nie wyka­
zano wyraźniejszych zmian, prawdopodobnie w związku z nieznacznym 
uszkodzeniem naczyń tych części mózgu. Wynika z tego, iż są to okolice 
stosunkowo najmniej narażone na uszkodzenie spowodowane hemodilucją. 
Neurony pnia, w odróżnieniu od kory mózgu, wykazują mniejszą wrażli­
wość na niedobór tlenu. Natomiast całkowity brak tlenu powoduje 
większe zmiany w neuronach pnia mózgu, ale wówczas zwierzę ginie 
zanim zdążą się rozwinąć zmiany morfologiczne w neuronach kory 
(Cantu, Ames 1969).

Tschemiczne uszkodzenie dużych komórek piramidowych rowija sie sto­
sunkowo wolnie,; niż małych niuronów (Salford i wsp. 1973). Potwier­
dzają to również nasze badania, chociaż w pojedynczych przypadkach 
nawet w dużych neuronach spotykaliśmy ciężkie zmiany ischemtczne.
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Dotyczyło to niewielkiej liczby tych komórek, w których cytoplazmie 
stwierdziliśmy obecność glikogenu będącej wyrazem zaburzenia glikoli­
zy, prawdopodobnie związane ze zmianą zawartości potasu w komórce 
(Dixon 1965).

W istocie białej mózgu wykazano rozpoczynający się obrzęk, który 
był wyraźniej zaznaczony w bezpośrednim sąsiedztwie naczyń. Wczesne 
pojawienie się obrzęku w istocie białej zależy od jej struktury histologicz­
nej. Włóknista struktura istoty białej sprzyja również rozprzestrzenianiu 
się płynu obrzękowego (Baethmann, Van-Harreveld 1973, Baethmann
1 wsp. 1974, Feigin i wsp. 1973, O’Brien i wsp. 1974). Obrzęk kory poja­
wia się w porównaniu z istotą białą później. Wynika to stąd, że prze- 
strzenianie tkankowe w korze mózgu są znacznie większe, a w przypadku 
gromadzenia się płynu tkankowego dochodzi najpierw do obrzmienia wy­
pustek, które utrudnia rozprzestrzenianie się obrzęku (Feigin i wsp. 
1973). Utrzymanie prawidłowej struktury osłonek mielinowych wskazuje, 
że doświadczalna hemodilucja nie prowadzi do ciężkich zmian w mózgu. 
Potwierdza to obserwacje innych autorów, którzy stwierdzili, że w ostrym 
obrzęku mózgu nie dochodzi do wyraźnej destrukcji osłonek mielinowych 
(Feigin, Popoff, 1962).

Porównanie zmian patomorfologicznych w mózgach psów po hemodi­
lucji do wartości hematokrytu 10 i 20% wykazało, że większe rozcieńcze­
nie krwi tylko w niewielkim stopniu wpływa na nasilenie obrzęku, z cze­
go wynika, że sama hemodilucja nie jest czynnikiem decydującym w pow­
stawaniu zmian. Stwierdzone przez nas zmiany w mózgu zależą najpraw­
dopodobniej od zastosowanej do krążenia pozaustrojowego aparatury wy­
wołującej ciągłą perfuzję, która w odróżnieniu od pulsującej nie zapewnia 
odpowiedniego krążenia płynu tkankowego i prowadzi do niedotlenienia 
(Sanderson i wsp. 1972, Wright 1972).

Pod wpływem perfuzji pełną krwią powstawały bardziej nasilone 
zmiany niż po hemodilucji. Zmiany te były ogniskowe i występowały 
przeważnie w korze, co może sugerować ich mechanizm zatorowy (Baker, 
Moore 1974). Przyczyną zatorów mogły być strąty, które ujawniliśmy 
w niektórych naczyniach oraz prawdopodobnie zatory powietrzne, na co 
wskazuje obecność bardzo szerokich i pustych naczyń włosowatych, 
w których nie udało się wykryć ciał tłuszczowych.

W N IO SK I

1. Stosowanie hemodilucji o wartości hematokrytu 10 i 20% przez okres
2 godzin w warunkach krążenia pozaustrojowego w normotermii powo­
duje wzmożoną przepuszczalność naczyń włosowatych z następowym 
obrzmieniem neuronów, zwłaszcza III i V warstwy kory mózgowej, za­
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krętu hipokampa i komórek kory móżdżku oraz wczesnym obrzękiem 
istoty białej.

2. Stwierdzone zmiany związane są prawdopodobnie z niedotlenieniem, 
do którego prowadzi nie tylko rozcieńczenie krwi, ale również (przede 
wszystkim) stosowanie aparatury dającej nieodpowiednią perfuzję tka­
nek.

3. Stosowanie pełnej krwi do krążenia pozaustrojowego powoduje pow­
stanie śródnaczyniowych strątów i następowych zatorów powodujących 
zmiany ogniskowe, umiejscowione głównie w korze móżdżku i na pogra­
niczu istoty białej i kory mózgu.

C. EepHaT, A. Kyjinr, P. JlenepT, T. Opjiobckm

nATOMOP<E>OJIOrMHECKOE MCCJIEflOBAHME M03rA COEAK nOCJJE 
nPMMEHEHMH rEMO/JMJIIOIJMM M IIOJIHOIJEHHOll KPOBM 

B MCKYCCTBEHHOM KPOBOOBPAIIJEHMM nPM HOPMOTEPMMM

P e 3 K) M e

A ßTopbi ycTaHOBMJiH, HTO n o a  BJiMHHMeM reMOflMjnoiyiM H acTynaeT OTenHOCTb 

onMTejiMH m otck CTCHOK K a n M j u ia p H b ix  M n p e K a m w u i n p H b i x  cocyflOB. CaMbie 3Ha- 

HMrejibHbie noBpeacffeHMH cocy^OB Ha6jiioflajiHCb b  M 03re m M03JKenKe 0C06eHH0 

Ha rpaHMue c 6ejibiM BenjecTBOM m b M3BMjiMHe rrainoK aM na. CocyflMCTbiM M3MeHe- 

hmhm M03ra conyrcTBOBaji OKOjiococyflMCTbiü OTeK. B HepBHbix Kjiencax o6HapyJKM- 
B ajiacb  OTeHHOCTb, BaKyOJIbHbie M 3M eneH M H  W TMTpOJIMH, OCOÖCHHO B M ajIb IX  H eB po-

nax Kopbi. M3MeHeHMH, HacTynaiomwe b M03re nocjie reMOßMJiionHM 6bijm ne3HaHH-
T e jIb H b lM M  M o6 paT M M b IM M .

TIpuMeHeiiMe reMÔ MJiioijMM ,ąo bcjim^mh 10°/o reMaTOKpMTa Bbi3biBajio Jiraub 
ne3HaHMTejibH0 6ojibniMM OTeK no cpaBHeHmo c pa3Be^eHMeM kpobm ao  20#/o reMa- 

TOKpnTa. <I>aKTopoM, Bbi3biBaiomMM noBpexcaeHMH b M03re npH reMÔ MJiioî MM, 6biJia, 
BepoHTHO, rnnoKCMH, KOTopaH B 6ojibineM CTeneHM Morjia 3aBMceTb ot annapaTypbi 
fljiH MCCKycTBeiiHoro KpoBoo6pameHHH, neM ot CTeneHM pa3BeaeHMH kpobm.

IIpM ynoTpe6jieHMM noJiHOneHHOM kpobm npM MCKyccTBeHHOM Kp0B006pameHMM 
HaöjnoflajiMCb TpoM6bi m 3aKynopKa MejncMx cocyflOB. Ohm iipmboämjim k THxcejibiM 
onaroBbiM noapejK̂ eHMaM M03ra, 0C06eHH0 b Kope M033KenKa m Ha rpaHMije ßejioro 
semecTBa m Kopbi M03ra.

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

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

CIRCULATION IN NORMOTHERMIA

S u m m a r y

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 w hite m atter, and in gyrus hippocampi. The vascular changes were accom­
panied  by perivascular edema. N erve cells exhibited swelling, tigrolysis and vacuo­
lar changes. These changes w ere mot intersive in small cortical neurons. Generally 
all b ra in  abnorm alities induced by hemodilution were slight.

Application of hem odilution to the hem atocryt value of 10% produced cnly 
slightly more intesive edema as compared to tha t after dilution of blood to 20% 
hem atocryt. The b rain  im pairm ent after hem odilution was probably induced by 
hypoxia, which ra th e r  depended on the applied apparatus (non-pulsatile blood 
flow in in tracorporeal circulation) than on the  degree of hemodilution.

Application for extracorporeal circulation of complete blood produced emboli 
and clotting in sm all vessels, leading to focal im pairm ent of the  tissue, most 
intensive in cerebellar cortex and at the border of w hite m atte r  and cerebral 
cortex.
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Head: Prof. dr M. J. Mossakowski

Neurotropic action of ethyl-nitrosourea (ENU) and methy 1-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, mićrocephaly, 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% NaH2P 0 4 and injected immediately. The 
controls were injected with buffered NaCl solution. The animals were
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sacrificed in .tw o 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, Klüver-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 21st 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.

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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Fig. 1. M ultiple foci of demyelination in cerebellar white m atter. 222nd day of experiment. Heidenhain. X 100.
Rye. 1. Mnogie ogniska demielinizacji w istocie białej móżdżku. 222 dni doświadczenia. Heidenhain. Pow. 100 X

Fig. 2. Two foci of demyelination in corpus callosum  extending into cerebral cortex. 226th day of experiment. K lüver-
-B arrera. X 400.

Rye. 2. Dwa ogniska demielinizacji w spoidle wielkim przechodzące na korę mózgową. 226 dni doświadczenia. K lüver-
-B arrera. 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.
Rye. 3. Uszkodzenie włókien osiowych w ognisku demielinizacji w spoidle wielkim. 280 dni doświadczenia. Bielschowsky.

Pow. 400 X.

Fig. 4. Focal accumulation of neutra l fat (arrows). 229th day of experim ent. Oil red O. X 200.
Rye. 4. Ogniskowe nagromadzenie tłuszczów obojętnych (strzałki). 229 dni doświadczenia. Czerwień oleista O. Pow.

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.

Rye. 5. Lipidy w przynaczyniowych makrofagach w pierwszej w arstw ie kory. 131 dni doświadczenia. Sudan czarny B.
Pow. 400 X.

Fig. 6. Accumulation of neutral fat in astrocytes of the 1st and Und cortical layers. 278th day of experiment. Oil red. O
X 400.

Rye. 6. Nagromadzenie tłuszczów obojętnych w astrocytach pierwszej i drugiej w arstw y kory. 278 dni doświadczenia. Czer­
wień 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.

Rye. 7. M akrofagi zawierające lipidy ułożone przynaczyniowo w w arstw ie drobinowej móżdżku. 131 dni doświadczenia.
Sudan czarny B. Pow. 200 X.

Fig. 8. Maltese cross birefringence in the white m atte r dem yelinating focus. 229th day of experim ent. Polarized light.
X 900.

Rye. 8. Zjawisko krzyży maltańskich w ognisku demielinizacji w istocie białej. 229 dni doświadczenia. Światło spolaryzo­
wane. Pow. 900 X.
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N r i  Demyelination after ethylnitrosourea 117

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 1st 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 1st 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 oligoden- 
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
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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. Kron

DEMIELINIZACJA W MÖZGU MYSZY W NASTĘPSTWIE PRZEZŁOŻYSKOWEGO 
DZIAŁANIA N-ETYLO-N-NITROZOMOCZNIKA (ENU) 

DONIESIENIE WSTĘPNE

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

Badania przeprowadzono na mózgach potomstwa myszy Swiss, którym  podano 
w 15 dniu ciąży jednorazowo ENU w  dawce 80 mg/kg wagi ciała. W 24 mózgach 
krojonych seryjn ie  (spośród 27 badanych) stwierdzono ogniska demielinizacji 
w  późnym okresie doświadczenia (100—300 dni życia). Ogniska pełnej i częściowej 
demielinizacji występowały w  mózgu i móżdżku, nie miały stałej lokalizacji ani 
związku z naczyniami i nie w ykazywały odczynu komórkowego. W łókna osiowe 
w  obrębie ognisk były niezmienione lub częściowo uszkodzone. Produkty  rozpadu 
osłonek m ielinowych w postaci tłuszczów obojętnych skupiały się w  tkance o za­
ta rte j budowie, w  m akrofagach m igrujących i leżących przynaczyniowo oraz w  astro- 
cytach.

Pierw otny charak ter uszkodzenia, rozsiana lokalizacja zmian oraz ich s tru k tu ra  
wykluczają związek ognisk demielinizacji z opustoszeniami korowymi, pow stałym i 
wskutek bezpośredniego uszkodzenia komórek macierzy okołokomorowej. P raw id ło ­
wy przebieg mielinizacji do 56 dnia życia i brak  dostrzegalnego uszkodzenia oligo- 
■dendrogleju w skazuje na późne rozpoczęcie procesu demielinizacji.

X. Kpox

nPOUECC #EMMEJIMHM3AI];J111 B M03rE MLUHEtt IIOCJIE B03,KEttCTBMH 
HEPE3 ITJIAIJEHTy N-3TMJI-N-HMTP030M0HEBMHBI (3HM)

P e 3 io M e

M cc jie^ o B a n H H  6 łj j im  npoBefleiibi H a M 03re  noTOMCTBa Mbimeił S w i s s ,  KOTopbiM Ha  

15 fleH b öepeMeHHOCTM oflH op aaoB O  6biJia n o ^ a H a  3  HM b  fl03e 80 u t / k t  B e c a  TeJia. 
H a  c ep n M H b ix  c p e 3 a x  M 03ra  24 M3 27 MCCJieflOBaHHbix HCMBOTHbix 6biJiH o Ö H a p y sceH b i  

‘Onarn ^,eMnejiHHM3aunM b  no3flHMe cpoKM 3KcnepnMeHTa (100—300 flHeił k h 3hm).
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Onarw nojiHOM m nacTMHHoii fleMwejmmi3aijmi Ha6jiK>aajmcb b M03re w M03xceHKe 
6e3 onpe^ejieHHOii JiOKajiH3aunn m cbh3m c cocy/jaMM m He iipohbjihjim KjieTOHHOfi 
peaKUMM. B o6jiacTM OHarOB axcoHbi 6bijin Hen3MeHeHHbiMH jih6o HacTHHHO noBpejK- 
^eHHbiMM. TIpoAyKTbi pacna^a MMejiKHOBbix oÖojioneK b BM,qe HewTpajibHbix jKwpoB
C K O njIH JIM C b B TK3HM C HeHeTKOÜ CTpyKTypOÜ, B MWTpjipyK>mMX, Jie3Kail^IiX OKOJIO
cocy^OB MaxpocjDarax m b  acTpoijHTax. IlepBHHHbm xapax rep  noBpeJK,zieHMü, pac- 
c e H H u a H  j io K a j iM 3 a i^ M f l  M 3 M e H e H H ü  m  m x  b m ^  M C KjiiO H aiO T c b h 3 b  s t h x  M 3 M e H e H M ü  

c yMeHbineHiieM nonyjinijMM HewpoHOB K o p b i ,  b 0 3 h m k i h w m j i  b  pe3yjibTaxe nenocpefl- 
CTBeHHoro nOBpejKßeHHH k j i c t o k  nepMBeHTpMKyjinpHoro MaTpmcca. HopMajibHO npo- 
TeKaiomMM flo 56 j k m 3 h m  npoijecc MMejiMHM3au;MM m OTcyTCTBwe 3aMCTHbix no-
Bpe^^eHMM B ojiMTOfleHflporjiMM yKa3biBaiOT Ha 6ojiee no3flHee Hanajio npoijecca
fleMwejiMHM3ai;MM.

REFERENCES

1. Bosch, D. A., Gerrits, O. P., Ebels, E. J.: The cytotoxic effect of ethylnitrosourea 
and m ethylnitrosourea on the nervous system of the ra t  a t d ifferent stages of

development. Z. Krebsforsch. 1972, 77, 308'—318.
2. Kroh, H.: E thylnitrosourea-induced, microcephaly in Swiss mice and W istar rats. 

A usgewahlte Beiträge 4. Donausymposium für Neuropathologie, „A ktuelle P ro b ­
leme der Neuropathologie”. Ed. K. Jellinger, Facultas Verlag, Wien, 1973, 
29—35.

3. Lantos, P. L.: The effect of a single dose of N -ethy l-N -n itrosourea on the fine 
s tructure of the brain of the rat. Experientia, 1971, 27, 1322—1323.

4. Lantos, P. L.: An electron microscope study of reacting astrocytes in gliomas 
induced by N -e thyl-N -nitrosourea in  rats. Acta neuropath. 1974, 30, 175—181.

A uthor’s address: D epartm ent of Neuropathology, Medical Research Centre, 
Polish Academy of Sciences, 00-784 Warszawa, Dworkowa 3.

http://rcin.org.pl



NE UR O P A T . POL., 1078, X IV , 1

HALINA KROH, JA N ALBRECHT

BIOSYNTEZA BIAŁKA W MÓZGU POTOMSTWA 
PO PRZEZŁOŻYSKOWYM PODANIU ETYLONITROZOMOCZNIKA

(ENU) SAMICY SZCZURA

DONIESIENIE WSTĘPNE
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Dotychczasowe badania wykazały, że pochodne nitrozomocznika powo­
dują wybiórcze działanie rakotwórcze na układ nerwowy szczura. Wśród 
tych związków naczelne miejsce zajmuje etylonitrozomocznik, zwłaszcza 
podany przezłożyskowo ciężarnym szczurzy com (Druckrey i wsp. 1966, 
Ivankovic, Druckrey 1968).

W poprzednich badaniach stanów przednowotworowych, wywołanych 
miejscowym działaniem metylocholantrenu wszczepionego do półkuli 
mózgu myszy, prześledzono włączanie 75Se-selenometioniny do białek frak­
cji postmitochondrialnej mózgu in vivo i in vitro oraz transport tego ami­
nokwasu przez barierę krew-mózg. Badania te nie wykazały istotnych 
rożnie mogących świadczyć o zmianach w przebiegu tych procesów 
w okresie utajenia (Kroh, Albrecht 1973). Skłoniło nas to do przeprowa­
dzenia badań na tkance mózgu poddanej działaniu ENU jako środka 
mającego specjalne powinowactwo do układu nerwowego.

MATERIAŁ I METODY

Do badań biochemicznych użyto 20 szczurów obydwu płci będących 
potomstwem szczurzyc rasy Wistar, którym w 15 dniu ciąży podano 
jednorazowo, dożylnie roztwór ENU w dawce 80 mg/kg wagi ciała.

Kontrolę stanowiły szczury w odpowiednim wieku, pochodzące od ma­
tek, które otrzymały w analogicznych warunkach sól fizjologiczną.

Badania przeprowadzono w grupach 4, 6, 8, 12, i 16 tygodni po podaniu
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ENU. Każda grupa składała się z 4 zwierząt doświadczalnych i 3 kon­
trolnych, z wyjątkiem grupy 16-tygodniowej, która obejmowała 3 szczury.

Do kontroli histologicznej każdej grupy doświadczalnej i kontrolnej 
użyto dodatkowe szczury (razem 10), pochodzące od matki doświadczalnej 
lub od matki kontrolnej. Skrawki histologiczne barwiono fioletem kre- 
zylu, hematoksyliną-eozyną oraz metodą Heidenhaina. Przed badaniami 
biochemicznymi i histologicznymi mózgi były dokładnie ważone.

Szczurom przeznaczonym do badań biochemicznych wstrzykiwano do 
żyły udowej 75Se-selenometioninę w dawce 10 M-Ci. Po 10 minutach od 
chwili wstrzyknięcia izotopu szczury dekapitowano, mierzono radioak­
tywność mózgu i krwi, a następnie izolowano frakcję białkową, strącającą 
się TC A i również dokonywano pomiaru jej radioaktywności w sposób 
opisany uprzednio (Albrecht 1972, Kroh, Albrecht 1973). Transport 
aminokwasu w biosyntezie białka oceniano dokonując obliczeń w sposób 
opisany uprzednio (Kroh, Albrecht 1973).

WYNIKI

Waga mózgów zwierząt doświadczalnych w porównaniu z mózgami 
zwierząt kontrolnych była znacznie niższa w poszczególnych grupach 
wieku, a krzywa wagi ustalała się od 6 tygodnia, podobnie jak w grupie 
kontrolnej. Makroskopowo mózgi wykazywały cechy mikrocefalii.

Mikroskopowo na przekrojach mózgów zwierząt doświadczalnych 
stwierdzono zaburzenia warstwowości kory płaszcza i przerzedzenia ko­
mórkowe, bez morfologicznych cech zaburzenia procesu mielinizacji. 
Wspomniane zaburzenia morfologiczne zostały szczegółowo opisane 
poprzednio (Kroh 1973).

Wyniki badań biochemicznych przedstawiono w tabeli 1. O stopniu 
wykorzystania aminokwasu do syntezy białka świadczy stosunek radio­
aktywności białek mózgu (Rb) do jego radioaktywności całkowitej wyra­
żony wielkością Rb : Rc. Za wykładnik transportu aminokwasu przyjęto 
stosunek radioaktywności właściwej mózgu (Rwm) do radioaktywności 
właściwej krwi (Rwk) wyrażony wielkością Rwm : Rwk.

Najwyższe wykorzystanie aminokwasu w syntezie białka obserwowano 
w grupie doświadczalnej 4-tygodniowej. W następnych tygodniach włą­
czanie aminokwasu ustala się na niższym poziomie i ma podobnie jak 
w grupach kontrolnych tendencję malejącą. Poza grupą 4-tygodniową 
wykorzystanie selenometioniny w syntezie białek jest niższe w grupach 
doświadczalnych niż w odpowiednich grupach kontrolnych.

Transport aminokwasu poprzez barierę krew-mózg wykazuje w móz­
gach zwierząt grupy 4-tygodniowej wartości najwyższe, nieomal dwukrot­
nie wyższe w porównaniu z odpowiednimi mózgami zwierząt kontrolnych
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Tabela 1. W ykorzystanie 75Se-selenometioniny do syntezy białka i transport aminokwasu
przez barierę ltrew-mózg 

Table 1. Utilization of 75Se-selenomethionine for protein synthesis and transport of amino
acid through the blood-brain barrier

R b : Rc x 100 Rwm : Rwk x 100
€zas po ENU  pR  : tR  x 100 sRc : sRb x 100

(tygodnie) ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Time after 

ENU (weeks)
doświadczalne
experimental

kontrola
control

doświadczalne
experimental

kontrola
control

4 41.0±2.9 (4)*) 33.9 ±4 .7 (3) 1.74±0.36 (4) 1.09±0.07 (3)
p < 0 .0 5 p < 0 .0 5

6 25.9±2.6 (4) 27.9±1.0 (3) 0.97±0.23 (4) 0.99±0.06 (3)
p > 0 .0 5 p > 0 .0 5

8 31.4±1.5 (5) 32.5±3.0 (4) 0,85±0.06 (5) 0.83±0.07 (4)
p > 0 .0 5 p > 0 .0 5

12 24.4±3.3 (4) 34.4±7.0 (3) 0.93±0.14 (4) 0.81 ±0 .19 (3)
p > 0 .0 5 p > 0 .0 5

16 22.2±1.7 (3) 24.1 ±2.7 (3) 0.82±0.17 (3) 0.83±0.10 (3)
p > 0 .0 5 p > 0 .0 5

Wyniki uwzględniają średnie arytmetyczne ±  odchylenia standardowe. Opracowanie s ta ­
tystyczne testem t  S tudenta. W  nawiasach — liczba zwierząt.

Mean arythmetic values ±  standard deviation. Statistic evaluation according to t  — Student 
test. In  parentheses — number of animals.
R b  : Rc wyraża stosunek radioaktywności białek mózgu do radioaktywności całkowitej mózgu, 

tj. włączanie aminokwasu do syntezy białka 
p R  : tR  indicates the ratio of cerebral protein radioactivity to the to tal radioactivity of the 

cerebrum; i.e. the degree of amino acid utilization for protein synthesis 
Rwm : Rwk wyraża stosunek radioaktywności właściwej mózgu do radioaktywności właściwej 

krwi, tj. wykładnik transportu  poprzez barierę krew-mózg 
sR c : 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 mózgami szczurów doświadczalnych w grupach następnych. W 6, 8, 
12 i 16 tygodniu doświadczenia transport aminokwasu poprzez barierę 
krew-mózg nie różni się w grupach doświadczalnych i kontrolnych.

OMÓWIENIE

W przedstawionych wynikach na szczególne podkreślenie zasługuje 
fakt najwyższego włączania selenometioniny do białek w najwcześniej­
szym badanym okresie tj. w 4 tygodniu po wstrzyknięciu ENU, czyli w 3 
tygodniu życia pozapłodowego. Wcześniejsze badania nie zostały przepro­
wadzone ze względu na niemożliwość wstrzyknięć dożylnych. Wysoki 
wskaźnik włączania aminokwasu w 4-tygodniowej grupie doświadczalnej
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świadczy prawdopodobnie o końcowym etapie nasilonego procesu meta­
bolicznego, żywszego niż w grupie kontrolnej.

W tej samej 4-tygodniowej grupie doświadczalnej zjawisku wysokiego 
włączania aminokwasu odpowiada wysoki wskaźnik transportu, również 
wyższy niż w odpowiedniej grupie kontrolnej. Wysoki wskaźnik syntezy 
białka w tym okresie można by prawdopodobnie przypisać właśnie 
zwiększonemu transportowi aminokwasu. Nie istnieje jednak prosta 
zależność pomiędzy transportem, a włączaniem 75Se-selenometioniny. 
Świadczy o tym obniżenie wskaźnika włączania aminokwasu od 6 tygod­
nia doświadczenia w porównaniu z grupami kontrolnymi, podczas gdy 
wskaźnik transportu pomiędzy 6—16 tygodniem nie ulega zmianom 
i utrzymuje się na zbliżonym poziomie w grupach doświadczalnych 
i kontrolnych.

Powyższe dane wskazują, że istnieje korelacja pomiędzy wysokim 
wskaźnikiem transportu a wysoką syntezą białka w 4 tygodniu doświad­
czenia. W okresach późniejszych transport aminokwasu nie ulega zmianie, 
natomiast wyraźnie obniża się synteza białka u zwierząt doświadczalnych.

Obserwacje morfologiczne częściowo naświetlają te wyniki. Wybitne 
zmniejszenie wagi i wielkości mózgów, malformacje i obniżony przyrost 
masy mózgu ustalający się od 6 tygodnia świadczą o zahamowaniu roz­
woju mózgów zwierząt doświadczalnych. Zmiany te można przypisać dzia­
łaniu ENU na mózgi płodów w okresie gestacji.

Najwyższa synteza białka obserwowana w 4 tygodniu doświadczenia 
ustaje w okresie, w którym wg Mcllwaina (1955) następuje zakończenie 
pierwszego okresu mielinizacji u szczura. Nie stwierdzono jednak zabu­
rzeń mielinizacji u szczurów w okresie od 1—50 dnia życia (Kroh 
1973), a więc nagłego obniżenia biosyntezy nie można wiązać z zaburze­
niami mielinizacji.

Trudno przypuszczać również, że istnieje związek między mikrocefalią 
i zaburzeniami warstwowości a wysoką biosyntezą białek do 4 tygodnia 
doświadczenia i następnym obniżeniem jej poniżej wartości kontrolnych. 
Wydaje się wątpliwe, aby zaburzenia syntezy białek ujawniły się w tak 
późnym okresie, skoro czynnik uszkadzający działał w czasie migracji 
komórek (Kroh 1973), podobnie jak to wykazano na przykładzie działania 
metylonitrozomocznika (Kupfer, Kupfer 1971).

X. Kpox, H. Ajib6pexT

EMOCMHTE3 EEJIKA B M 0 3 rE  ÜOTOMCTBA IIOCJIE BBE^EHMH 
3TMJIHMTPOMOHEBMHBI OHM ) HEPE3 IIJIAIJEHTy CAMKM KPBICBI

P e 3 io M e

IJejibK) paöOTbi 6bijio bbihchmtb, M3MeHHeTCH jim 6nocMHTe3 6ejiKOB M03ra nofl 

BJiMHHueM 3HM, coeAHHeHMH, OKa3BiBaiomero H36npaTejibHOe KamjeporeHHoe BjiMHHne
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Ha HepBHyio cwcTeMy. Błijim npoBe^eHBi 6M0XMMMHecKMe wccJieflOBaniiH c 0HH0Bpe- 
MCHHblM MOp<J)OJIOrMHeCKMM KOHTpOJieM Ha M03re nOTOMCTBa KpbIC, KOTOpbIM Ha 

15 Aenb 6epeMeHHOCTM o^HOKpaTHO bboahjih BHyTpwBeHHO 3H M  b a03e 80 m t/k t  
Beca Tejia. Mccjieflcmajiocb BKJiiOHeHwe 75Se-cejieHMeTMOHMHa b 6ejiKH nocTMMTOxoH- 
flpwajibHOM «JipaKi^MM M03ra jkmbothbix b nepwofl o t  4—16 He^ejib nocjie BBeAeHMH 
3H M . OqenMBajiH TpaHcnopT aMMHOKMCjiOTbi nepe3 reMaT03Hi^ecJ)ajiiiHecKMfł 6apbep 
u CTeneHb wcn0jib30BaHHH ee b 6n0CHHTe3e öejiKa (Kpox, AjiböpexT 1973).

MccjieAyeMbie M03rn o6HapyjKHBajin npn3HaKM MMKpoijecbajiiiH, HapymeHwa b no- 
CJIOMHOM cTpoeHMH M yMeHbineHiie KOjiMHecTBa KjieTOK Kopbi, 6e3 napymeHHM Mnejin- 
HH3ai^MM. CaMoe Bojibmoe Mcn0Jib30BaHne aMMHOKMCJiOTbi b CMHTe3e 6ejiKOB 6bijio 
oSnapyjKeno b 4 HeflejibHOü rpynne. B Tenem-ie nocjieflyK>mnx He^ejib BKjiioneHMe
aMMHOKMCJIOTbl yMeHbtUaJIOCb M 6bIJIO HHJKe, MCM B COOTBeTCTByXOIIJMX KOHTpOJIbHbIX 
rpynnax. TpaHcnopT aMMHOKMCJIOTbl b M03r 6biji b ^Ba pa3a Bbime y jxmbothmx 
4 He,zjejibHOM 3KcnepnMeHTajibHOH rpynnbi, neM y KOHTpojibHOM rpynnbi m SKcne- 
pwMeHTajibHbix Kpbic 6ojiee n03^Hwx rpynn. Y  CTapmwx JKMBOTHbix oTcyTCTBOBajia 
3aBMCMM0CTb MeTKRy TpaHCnOpTOM M BKJIIOHeHMeM aMHHOKHCJIOTbl B IJHC. KoppejIHIJMH 
MejK^y noKa3aTejieM TpaHcnopTa m poctom CMHTe3a 6ejiKa MMeeT MecTo TOjibKO 
na 4 He^ejie SKcnepMMeHTa.

BjiMHHMe Ha M3MeHeHMe 6MOCHHTe3a 6ejixa w TpaHcnopT aMMHOKMCJIOTbl b 6ojiee 
no3AHMe He^ejiM jkm3hh TpyflHO othcctm 3a cneT ;ąe(£>eKTa HepBHOii CHCTeMbi, bo3hmk- 
rnero B yTpo6HbiM nepHOfl.

H. Kroh, J. A lbrecht

PROTEIN BIOSYNTHESIS IN THE BRAIN OF THE OFFSPRING AFTER 
TRANSPLACENTAL APPLICATION OF ETHYLNITROSOUREA (ENU)

TO THE RAT

S u m m a r y

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 w ere carried out on the brain  
of the offspring of ra t  females which w ere given at 15th day of gestation a single
i.v. injection of ENU (80 mg/kg of body weight). Control morphological investiga­
tions w ere perform ed. Incorporation of 75Se-selenomethionine into proteins of the 
postmitochondrial fraction isolated from rats  b ra in  at the  period of 4—16 weeks 
a fte r application of ENU was studied. Amino acid transporta tion  and the amino 
acid utilization for the  protein biosythesis was estimated according to previously 
described method (Kroh, Albrecht, 1973).

Experim ental 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 corresponding 
control groups. T ransport af amino acid to the brain was two-fold higher in the 
anim als of the 4th-week experim ental group than in the control group and in the 
older experim ental rats. In older animals no relationship between the transporta tion  
and incorporation of amino acid to the CNS was found. The correlation between
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the high transportation index and the increased protein biosynthesis exists only in 
the 4-week group. The changes in protein biosynthesis and in amino acid transpo r­
tation in more advanced age is difficult to ascribe to the m alformations of th e  
nervous system which were evoked during foetal life.
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HALINA KROH

CECHY MORFOLOGICZNE I HISTOCHEMICZNE 
DOŚWIADCZALNYCH GLEJAKÓW MÓZGU MYSZY

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Praca Seligmana i Sheara (1939) zapoczątkowała rozwój badań nad ra­
kotwórczym działaniem węglowodorów aromatycznych na ośrodkowy 
układ nerwowy (OUN). Związki te okazały się dla niektórych gatunków 
zwierząt wysoce skutecznymi karcinogenami, przy czym najbardziej po­
wtarzalne wyniki otrzymano u myszy po zastosowaniu metylocholantre- 
nu. Wzbudzone chemicznie guzy mózgu u myszy wykazu ją szereg podo­
bieństw strukturalnych do nowotworów OUN występujących u ludzi. 
W związku z powyższym przeprowadzono serię badań, mających na celu 
rozszerzenie i pogłębienie charakterystyki tych nowotworów i ustalenie 
bliższej korelacji z odpowiednimi cechami nowotworów samoistnych. Po­
nadto podjęto próbę znalezienia wykładników nowotworzenia w okresie 
utajenia.

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na myszach niewsobnych C3H, R III 
i DBA, którym domózgowo wszczepiano ziarno metylocholantrenu (Mch), 
Myszom kontrolnym wszczepiano grafit. Zwierzęta dekapitowano w od­
stępach 1—2 tygodniowych do 52 tygodnia doświadczenia, a myszy z no­
wotworami do 127 tygodnia. Badania przeprowadzono na mózgach i no­
wotworach in situ oraz tkance nowotworowej hodowanej in vitro, po­
sługując się metodami histologicznymi, histochemicznymi, histoenzyma- 
tycznymi i mikroskopią elektronową. Poza barwieniami rutynowymi 
i specjalnymi wykonano na tkance odczyn PAS, oznaczanie mukopolisacha- 
rydów (Mps) obojętnych i kwaśnych, uzupełnione trawieniem neuramini- 
dazą, hialuronidazą bakteryjną i jądrową, oraz oznaczanie glikogenu. 
Odczyny histoenzymatyczne obejmowały badanie aktywności fosfatazy 
kwaśnej (FK) i zasadowej (FZ), esterazy nieswoistej (EN), beta-glukuro- 
nidazy (BG1), aminopeptydazy (AP), oksydazy cytochromowej (O-cyt) oraz
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dehydrogenaz bursztynianowej (BDH), mleczanowej (MDH) i glukozo-6 
-fosforanowej (G-6-FDH). Ilościowe badania biochemiczne, dotyczące 
aktywności metylaz przenoszącego RNA (t-RNA), przeprowadzono na ho- 
mogenatach mózgu po implantacji Mch i na homogenatach tkanki nowo­
tworowej przy zastosowaniu metod izotopowych z użyciem 14C-adenozy- 
lometioniny *).

Do badań zmian z okresu utajenia nowotworowego użyto mózgi 208 
myszy doświadczalnych i 47 kontrolnych. Materiał nowotworowy obej­
mował 164 przypadki.

Nowotwory klasyfikowano wg podziału Zülcha i Christensen (1956). 
Dla pełniejszej charakterystyki nowotworów klasyfikację powyższą uzu­
pełniono kryteriami podziałów Kernohana i Savre’a (1952) i Głuszcza 
(1972).

Wśród nowotworów stanowiących przedmiot niniejszego opracowania 
wyodrębniono dwie zasadnicze grupy — glejaków i glejako-mięsaków.

WYNIKI

Zmiany w OUN w okresie utajenia nowotworowego

Niezależnie od umiejscowienia i czasu trwania doświadczenia ziarno 
Mch lub grafitu wywoływało słaby, nieswoisty odczyn astrogleju, mikro- 
gleju i komórek mezodermalnych. Typowym zjawiskiem było wytworze­
nie otoczki odczynowej wokół karcinogenu, składającej się z wymienio­
nych komórek i włókien srebrochłonnych. W bliskim otoczeniu implan- 
tatu stwierdzano obrzęk śródbłonków wybitniejszy w grupie z Mch. 
Sródbłonki włośniczek otaczających karcinogen wykazywały obniżenie lub 
brak aktywności EZ. Wzmożona aktywność FK, EN i AP oraz BG1 wy­
stępowała w komórkach otoczki wokół Mch, oraz w odczynowych astro- 
cytach i makrofagach w mózgach zwierząt doświadczalnych i kontrolnych. 
Substancje PAS-dodatnie i Mps obojętne obserwowano w cytoplazmie od­
czynowych astrocytów wokół otoczki. W polach obrzęku neuropil wyka­
zywał dodatni dyfuzyjny odczyn na Mps kwaśne i obojętne.

Wczesne zmiany nowotworowe

Mikroguzy stwierdzono u 18 myszy pomiędzy 17—103 tygodniem do­
świadczenia. Komórki mikroguzów najczęściej nie miały cech wskazują­
cych jednoznacznie na ich pochodzenie. W dwóch przypadkach wrzecio­

*) Dane techniczne dotyczące poszczególnych badań podano w pracach: K roh
1969, 1970,; Kroh i wsp. 1973a, 1973b, 1975; Kroh Szumańska 1971; Kroh, R enkaw ek 
1973; Renkawek i wsp. 1972; Szumańska, Kroh 1974, Kroh i wsp. 1976.
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nowaty kształt komórek sugerował ich ,mezodermalne pochodzenie, 
w dwóch ogniska składały się z drobnych, anaplastycznych komórek luź­
no rozproszonych, porozdzielanych licznymi krwinkotokami; guzki te spra­
wiały wrażenie mikroglejaków. Sródbłonki naczyń znajdujących się 
w ogniskach rozplemu nowotworowego nie wykazywały aktywności F Z .  

Aktywność F K  w cytoplazmie większości komórek była umiarkowana 
lub podwyższona.

Glejaki

G w i a ź d z i a k i  1°, II& III0 i płodowe stanowiły 23,78% guzów, gle­
jaki wielopostaciowe — 18,90%, skąpodrzewiaki — 10,36%, wyściółcza- 
ki — 17,07%, glejaki złożone i mieszane —7,31%, glejaki niezróżnicowa- 
ne — 1,82%, glejaki niesklasyfikowane — 2,43%.

G w i a ź d z i a k i .  W  grupie gwiaździaków przeważały guzy nisko- 
zróżnicowane: gwiaździak 1° — 1; gwiaździak 11° — 19; gwiazd ziak
111° — 14; gwiaździak płodowy — 5. Przeciętna przeżycia myszy niedeka- 
pitowanych wynosiła w przypadku gwiaździaków 11° — 50,7 tygodnia, 
111° — 52,0, płodowych — 47,0.

Gwiaździaki z wyjątkiem płodowych rosły naciekająco, zajmowały roz­
ległe obszary mózgu, często szerząc się wzdłuż struktur anatomicznych. 
Wygląd komórek w poszczególnych rodzajach tych guzów jak również 
struktury pierwotne i wtórne przypominały gwiaździaki występujące 
u ludzi. Hodowane in vitro gwiaździaki zachowywały zasadnicze cechy 
cytologiczne guzów macierzystych, ale wykazywały nasilony polimorfizm. 
Badanie w mikroskopie elektronowym przeprowadzono tylko na ma­
teriale z hodowli in vitro. Cechą wspólną większości komórek była obec­
ność gliofibryli rozproszonych w cytoplazmie perikariów i ułożonych pas- 
mowato w wypustkach. W cytoplazmie nielicznych komórek obserwowano 
skupienia ciał wirusopodobnych.

Substancje PAS-dodatnie i Mps obojętne występowały jedynie w cyto­
plazmie gemistocytów. Przestrzenie międzykomórkowe centralnych częś­
ci guzów zawierały Mps obojętne i kwaśne, z przewagą tych ostatnich. 
Trawienie neuraminidazą obniżało odczyn na Mps kwaśne i obojętne. 
Trawienie hialuronidazą jądrową znosiło, a bakteryjną obniżało odczyn 
na Mps kwaśne. Metachromazja substancji śródcytoplazmatycznej i mię­
dzykomórkowej ujawniała się w pH 5,8—7,4. Naczynia wszystkich gu­
zów charakteryzowały się brakiem lub śladową aktywnością FZ. Komór­
ki nowotworowe, niezależnie od stopnia ich zróżnicowania, wykazywały 
niską aktywność FK i EN. Aktywność BG1 pojawiała się tylko w poje­
dynczych komórkach niżej zróżnicowanych guzów. Aktywność MDH 
była wybitna, niezależnie od typu gwaździaka, G-6-FDH — niska, zaś
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BDH, jak i O-cyt. — śladowa. Aktywność dehydrogenaz w komórkach 
hodowanych in vitro była nieco wyższa niż w tkance in situ.

G l e j a k i  w i e l o p o s t a c i o w e .  Przeciętna przeżycia — 52,9 ty ­
godnia. Glejaki te w połowie przypadków naciekały istotę białą w spo­
sób rozlany, w korze mózgu były natomiast dobrze odgraniczone. W po­
lach korowych przeważało utkanie zbite, polimorficzne lub dysplastyczne, 
a w obszarze nacieczonej istoty białej i w pobrzeżu guza przeważały 
komórki anaplastyczne. Wygląd i układy komórek nowotworowych zale­
żały w znacznym stopniu od budowy przerastanego podłoża. N o w o tw o r y  

charakteryzowały się typowymi strukturami wtórnymi. Ogniska krwo­
toczne obserwowano częściej niż ogniska martwic. Przerost mięśniówki 
naczyń, rozplem śródbłonków i przydanki stwierdzono tylko w 20% gu­
zów. Badania w ME ujawniły liczne komórki o torbielowato poszerzonych 
przestrzeniach okołojądrowych i otwartych porach otoczki jądrowej przez 
które wydobywała się chromatyna do cytoplazmy. Komórki z hodowli in 
vitro charakteryzowały się bogatym pofałdowaniem otoczki jądrowej 
i większą ilością chromatyny.

Odczyny na Mps były zbliżone do obserwowanych w gwiaździakach. 
Międzykomórkowo występowała substancja dająca dodatnie odczyny na 
Mps kwaśne i obojętne. Siadowe ilości Mps obojętnych stwierdzano w ko­
mórkach olbrzymich i wielojądrzastych. Efekt trawienia enzymatycznego 
Mps był identyczny jak w gwiaździakach. Metachromazja występowała 
przy pH 3,5. Naczynia nowotworów nie wykazywały aktywności FZ. 
Aktywność FK, BG1 i MDH (najsilniejsza z 3 badanych dehydrogenaz) 
była najwyższa w komórkach wielojądrzastych i olbrzymich zarówno 
w tkance in situ jak i w komórkach in vitro.

S k ą p o d r z e w i a k i .  Przeciętna przeżycia — 53,3 tygodnia. Tylko 
w 4 nowotworach przeważały komórki izomorficzne o jasnym ,,halo” 
i o typowym układzie plastra miodu. Częściej (5 guzów) przeważały ko­
mórki polimorficzne.Trzy guzy składały się z komórek globoidalnych, 
dysplastycznych, dwa z komórek anaplastycznych. Skąpodrzewiaki za­
wierały pola o przewadze poszczególnych rodzajów komórek. Skupienia 
komórek polimorficznych występowały zwykle w części centralnej. Kie­
runek nacieku, tworzenie układów histoformatywnych, sposób wzrostu 
były w znacznym stopniu zależne od struktury naciekanego podłoża. W po­
łowie przypadków stwierdzano znaczny rozplem włośniczek, a w ich utka­
niu niekiedy komórki olbrzymie.

Większość komórek izo- i polimorficznych charakteryzowała się obec­
nością Mps obojętnych. Występowały one obficie również w przestrze­
niach międzykomórkowych w postaci przynaczyniowych jeziorek. Przy- 
naczyniowe skupienia substancji amorficznej wykazywały silny odczyn 
na Mps kwaśne. Trawienie neuraminidazą nie zmieniało odczynu, a tra-
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wienie hialuronidazą jądrową i bakteryjną obniżało odczyn podobnie jak 
w innych glejakach. Metachromatyczne zabarwienie substancji między­
komórkowej występowało w pH 3,5—7,4. W pH 7,4 pojawiała się meta- 
chromazja cytoplazmy komórek.

W y ś c i ó ł c z a k i .  Przeciętny czas przeżycia 38,3 tygodnia. Guzkowe 
bujanie wyściółki komór wskazywało w 8 przypadkach na punkt wyjścia 
nowotworu. W 9 przypadkach wyściółczaki były dobrze odgraniczone, 
w 12 rosły naciekająco. Rozety i pseudorozety tworzyły się w obszarach 
komórek izomorficznych, podczas gdy częściowo wykształcone układy w y ­

stępowały w polach komórek polimorficznych. Figury podziału były bar­
dzo liczne. Wyściółczaki in vitro przypominały materiał macierzysty za­
równo wyglądem komórek jak i obecnością układów promienistych i bru­
kowych.

Cytoplazma komórek nowotworowych nie zawierała substancji PAS- 
-dodatnich ani Mps. Mps kwaśne, nagromadzone w przestrzeniach mię­
dzykomórkowych, wytrawiały się typowo neuraminidazą oraz hialuroni­
dazą bakteryjną i jądrową. Metachromatyczne zabarwienie substancji 
międzykomórkowej występowało w pH 3,5. Sródbłonki ścian naczyń nie 
ujawniały aktywności FZ lub tylko śladowo. Inne enzymy poza wysoką 
aktywnością MDH w komórkach in vivo i in vitro miały umiarkowaną 
aktywność.

G l e j a k i  z ł o ż o n e  i m i e s z a n e .  Przeciętny czas przeżycia
37,1 tygodnia. W guzach złożonych z leżących obok siebie pól komórek 
pochodzących z różnych linii glejowych przeważało utkanie gwiaździa- 
ków. Obecność komponenty oligodendroglejowej lub wyściółczakowej 
prowadziła do powstawania skąpodrzewiako-gwiaździaków (4 przyp.) 
i wyściółczako-gwiaździaków (4 przyp.). Poszczególne składowe glejaków 
złożonych zachowywały charakterystyczne cechy cytologiczne i histofor- 
matywne. W trzech przypadkach mieszane utkanie glejakowe występo­
wało na pograniczu skąpodrzewiaków ortoplastycznych z gwiażdziakiem 
11° i glejakiem wielopostaciowym. W paśmie przenikania się glejakow 
powstawały mieszane populacje komórkowe.

G l e j a k i  n i e z r ó ż n i c o w a n e .  Przeciętny czas przeżycia 41,0 
tygodni. Guzy cechowały się naciekającym sposobem wzrostu i nierówno­
miernym zagęszczeniem komórek o nadbarwliwych jądrach i skąpej cyto- 
plazmie. Duża gęstość utkania powodowała zniekształcenie komórek. Na­
czynia były niezmienione. Badanie w ME potwierdziło niestosunek jądra 
do cytoplazmy, wykazało obfitość nierównomiernie skupionej chromatyny 
i obecność gliofibryli, a w komórkach in vitro silnie pofałdowaną otoczkę 
jądrową.

G l e j a k i  n i e s k l a s y f i k o w a n e .  W 2 przypadkach z powodu 
małej ilości materiału udało się wykonać jedynie impregnację wg Ca-
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jala i na tej podstawie zaliczono je do glejaków. W 2 innych komórki 
drobne, rozproszone nie tworzyły układów, a pomiędzy nimi obecne były 
ogniska krwotoczne. W jednym z nich śródbłonki nie wykazywały ak­
tywności FZ, a aktywność FK w komórkach nowotworowych była umiar­
kowana. Wymienione cechy nie stanowiły dostatecznej podstawy do ścis­
łego zakwalifikowania guzów.

Glejako-mięsaki

Zależnie od przewagi lub równorzędnej reprezentacji jednej z tkanek 
podzielono je na trzy grupy: 1) glejaki z nowotworowym rozplemem ele­
mentów naczyń (13 przyp.), 2) guzy o ilościowo zbliżonym udziale tkanki 
z obu listków zarodkowych (12 przyp.) 3) mięsaki z towarzyszącym roz­
rostem nowotworowym gleju (5 przyp.).

G r u p a  1. Czas przeżycia — 34,5 tygodnia. Utkanie podstawowe two­
rzyły gwiaździaki 11°, III0, glejaki wielopostaciowe i niezróżnicowane. 
Źródłem rozplemu komórek mezodermalnych były ściany naczyń, zwłasz­
cza leżących w centralnych częściach guzów. Stopień rozplemu nie zale­
żał od typu glejaka, ani obecności zmian wstecznych w guzie. Proliferu- 
jące naczynia tworzyły zbite pasma komórek wrzecionowatych i olbrzy­
mich.

Grupa 2 — Czas przeżycia — 47,5 tygodnia. W 10 mózgach utkanie 
glejaków i wrzecionowatokomórkowych mięsaków odoponowych stykało 
się bez wzajemnego przenikania. W 4 gwiaździakach dodatkowo prolife- 
rowały ściany naczyń. Dwa nowotwory składały się z całkowicie wymie­
szanych komórek glejakowych i mięsakowych bez komponenty mięsaka 
odoponowego.

G r u p a  3. Czas przeżycia — 48:5 tygodnia. Wszystkie guzy były mię­
sakami wrzecionowatokomórkowymi, dobrze odgraniczonymi od otocze­
nia. W polach tkanki otoczonych przez nowotwór lub znajdujących się 
między jego zagonami, a czasem w komorach mózgu występowały ko­
mórki polimorficzne, dysplastyczne, globoidalne, odczynowe astrocyty, 
makrofagi, a między nimi małe ogniska martwicy i krwotoczne.

W hodowli glejako-mięsaków in vitro obserwowano dwa zasadnicze 
typy komórek: wrzecionowate z silnie wybarwionym jądrem oraz ko­
mórki o różnej ilości wypustek i bladych ziarnistych jądrach. Badanie 
w ME tkanki i komórek z hodowli potwierdziło występowanie dwóch 
rodzajów komórek. W komórkach większych, o jaśniejszej cytoplazmie 
obserwowano gliofibryle, a w pochodzących z hodowli niekiedy również 
skupienia ciał wirusopodobnych, identycznych z opisanymi w gwiaździa- 
ku.

Komórki wrzecionowate wykazywały dodatnie odczyny na Mps obo­
jętne. Odczyn komórek glejaków zależał od ich rodzaju. W naczyniach
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niezależnie od utkania guza aktywność FZ nie występowała lub była śla­
dowa. Siadowa aktywność AP widoczna była w ścianach naczyń i w gnia­
zdach komórek mięsaków. Komórki wrzecionowate miały wysoką, zróż­
nicowaną aktywność FK, EN oraz MDH.

We wszystkich rodzajach glejaków i glejako-mięsaków części śród- 
mózgowe wrastały w opony i przez otwór trepanacyjny przechodziły na 
sklepienie czaszki. W grupie 134 glejaków w 60 przypadkach występo­
wała komponenta zewnątrzczaszkowa. Wśród 15 glejako-mięsaków — 12 
guzów miało komponentę zewnątrzczaszkową.

•

Metylazy t-RNA w stanie utajenia nowotworowego i w guzach

Badania przeprowadzono wg metody podanej w pracy Kroh i wsp. 
(1976) na mózgach 17 myszy ze wszczepionym metylcholantrenem, po­
branych między 23—89 tygodniem doświadczenia i na 17 mózgach zdro­
wych myszy, oraz na 7 guzach mózgu i odpowiednich mózgach kon­
trolnych. W próbach pochodzących od myszy w okresie utajenia stwier­
dzono w 8/9 przypadków podwyższenie aktywności właściwej enzymu w 
stosunku do mózgów kontrolnych, w odniesieniu do niezmetylowanego 
egzogennego t-RNA. W nowotworach (6 mięsaków, 1 wyściółczak) w 6/7 
przypadków aktywność metylaz kilkakrotnie przewyższała wartości kon­
trolne.

OMÖWIENIE

Okres utajenia po domózgowej implantacji karcinogenu u myszy trwa 
ponad 200 dni i w tym czasie rozwija się zwykle odczyn komórkowy 
w otoczeniu karcinogenu (Zimmerman 1955, 1957). W naszym materiale 
stwierdzono stałe tworzenie otoczki komórkowej i brak lub obniżenie ak­
tywności FZ w śródbłonkach naczyń wokół Mch. Powtarzalność zjawiska 
i jego brak w materiale kontrolnym pozwala na uznanie go za odczyn 
swoisty związany z obecnością karcinogenu. Brak aktywności FZ w na­
czyniach należy przypisać toksycznemu uszkodzeniu śródbłonków.

Wykładnikiem zmian zachodzących w tkance było również podwyższe­
nie aktywności metylaz t-RNA w okresie po wszczepieniu Mch. Stopień 
metylacji egzogennego t-RNA nie zależał od czasu działania karcinogenu. 
Aktywność metylaz w okresie utajenia przewyższała znacznie aktywność 
w mózgach kontrolnych, była jednak kilkakrotnie niższa niż w tkance 
nowotworowej. Uzyskane wyniki dotyczące metylaz t-RNA w nowotwo­
rach potwierdzają obserwacje Viale i wsp. (1970, 1971) poczynione na 
nowotworach mózgu u ludzi oraz innych autorów na wzbudzonych nowo­
tworach narządów wewnętrznych. Na specjalne podkreślenie zasługuje
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występowanie tego zjawiska w okresie utajenia wskazujące na jego zwią­
zek z procesem nowotworzenia.

Wysoka liczba wzbudzonych nowotworów potwierdza pogląd, że Mch 
wywiera silne działanie rakotwórcze na tkanki mózgu myszy. Na ogólną 
liczbę 408 zwierząt doświadczalnych guzy wystąpiły w 182 przypadkach, 
co stanowi 44,85%; w tym glejaków — 30,63%. Licząc od najwcześniej­
szego wystąpienia glejaka, odsetek glejaków wynosi 37,43, a łącznie 
z glejako-mięsakami 54,76.

Nasze obserwacje wskazują na dłuższy czas przeżycia myszy z gleja­
kami (49,9 tyg,) oraz z glejako-mięsakami (43,5 tyg.) niż wynika z badan 
innych autorów. Nie stwierdzono różnic w czasie przeżycia zwierząt z gle- 
jakami „łagodnymi” i „złośliwymi”. Brak różnic najwyraźniej występuje 
w gwiaździakach 11° (50,7 tyg.), skąpodrzewiakach (53,2 tyg) i glejakach 
wielopostaciowych (52,9 tyg.). Podobnie jak w statystykach ludzkich 
gwiaździaki i gle jaki wielopostaciowe występowały najczęściej. Nie udało 
się ustalić zależności pomiędzy miejscem wszczepienia Mch, a rodzajem 
guza. Ustalenie pierwotnego położenia karcinogenu jest po rozwinięciu 
się guza często niemożliwe, a skład komórkowy mikroguzów nie daje 
wskazówek co do kierunku rozwoju przyszłego nowotworu. Wpływ umiej­
scowienia Mch na powstanie poszczególnych typów glejaków (Zimmer­
man 1957) znajduje jedynie potwierdzenie w przypadku wyściółczaków.

Obraz morfologiczny glejaków mysich w porównaniu z glejakami ludz­
kimi jest bogatszy. Dzięki obserwacjom całych przekrojów mózgu można 
było stwierdzić różnorodność typów komórek (np. w skąpodrzewiakach), 
różnorodność utkań leżących naprzemiennie (złożone glejaki, glejako- 
-mięsaki) i różnorodność sposobu wzrostu w poszczególnych strukturach, 
a ponadto wpływ podłoża na kształtowanie się struktur pierwotnych. 
Wydaje się, że wszystkie cechy glejaków ludzkich są w nowotworach 
doświadczalnych bardziej nasilone i „karykaturalne”. Napotyka się rów­
nież zjawiska rzadkie w patologii glejaków ludzkich np. ograniczony 
wzrost glejaka wielopostaciowego w korze.

Komórki guzów in vitro zachowywały cechy komórek macierzystych 
i tendencje do odtwarzania niektórych układów strukturalnych, ale mia­
ły większą domieszkę komórek polimorficznych, a odczyny enzymatyczne 
były na ogół bardziej nasilone. Widoczne w ME pofałdowanie otoczek 
jądrowych komórek in vitro oraz poszerzenie przestrzeni okołojądrowych 
i wylewanie się chromatyny przez pory otoczki obserwowane w komór­
kach glejaka wielopostaciowego in vivo można traktować jako wynik 
przyspieszonej wymiany jądrowo-cytoplazma tycznej (Cervos-Navarro 
1962). Występowanie gliofibryli, stwierdzone w naszym materiale w więk­
szości komórek glejaków in vivo i in vitro, opisywano zarówno w gleja­
kach ludzkich jak i doświadczalnych (Luse 1958, I960, Koestner i wsp.
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1972). Gliofibryle występowały we wszystkich przebadanych w ME gle- 
jakach, niezależnie od stopnia zróżnicowania ich komórek. Obecność ciał 
wirusopodobnych w komórkach hodowanych in vitro uważamy za przy­
padkową.

We wszystkich rodzajach guzów obserwowano brak lub obniżenie ak­
tywności FZ w ścianach naczyń. Zjawisko to stwierdzono w glejakach 
ludzkich i doświadczalnych u różnych zwierząt i wiąże się je (Samoraj- 
ski, McCloud 1961) z uszkodzeniem bariery krew-mózg znanym z pato­
logii glejaków ludzkich. Wzmożone natężenie aktywności BG1 występu­
jące w niektórych gwiaździakach związane było z niższym stopniem zróż­
nicowania tych guzów. Zachowanie się innych enzymów nie różniło się 
w sposób istotny od obserwowanych w guzach ludzkich i doświadczal­
nych u zwierząt.

Obecność substancji o charakterze mukopolisacharydów w przestrze­
niach międzykomórkowych i cytoplazmie niektórych komórek w powią­
zaniu ze zmienionymi właściwościami naczyń nasuwa przypuszczenie, że 
naczynia o zmienionej przepuszczalności ułatwiają przenikanie Mps do 
miąższu glejaków. Ustalono, że kwas siajowy jest składnikiem Mps obo­
jętnych i kwaśnych, ale jego zawartość zależy od typu glejaka, a kwas 
hialuronowy i siarczany chondroityny A i C wchodzą w skład Mps kwaś­
nych wszystkich glejaków. Lokalizacja Mps upodabnia glejaki mysie do 
takich samych guzów ludzkich (Głuszcz 1963).
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ANDRZEJ KAPUSCINSKI

BADANIA NAD ISCHEMICZNO-HIPOKSYJNYM OBRZĘKIEM 

MÓZGU PRZY UŻYCIU METOD IZOTOPOWYCH

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Zespół Neuropatologii C entrum  Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN 
K ierow nik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

Szczególna wrażliwość mózgu na niedotlenienie jest dobrze znana 
i obszernie opisana zarówno w aspekcie klinicznym jak i doświadczalnym. 
Natomiast nie jest wyjaśnione zagadnienie obrzęku mózgu towarzyszą­
cego niedotlenieniu tkanki nerwowej. Według niektórych autorów nie­
dotlenienie proste nie prowadzi do obrzęku mózgu (Bakay 1967, Kapuś­
ciński i Mossakowski 1973). Badania Bakaya i Lee wskazują (1968), że 
obrzęk mózgu rozwija się dopiero po skojarzeniu niedotlenienia z hiper- 
kapnią przy określonym obniżeniu ciśnienia cząstkowego tlenu w krwi 
tętniczej i obniżeniu pH tkanki nerwowej poniżej 6,75. Inni autorzy 
uważają, że zaburzenia hemodynamiczne krążenia mózgowego podczas 
niedotlenienia mózgu są istotną przyczyną rozwoju jego obrzęku (Hoff 
i Jellinger 1967, Kapuściński i wsp. 1972 b). Zmiany przepuszczalności 
bariery krew-mózg i obrzęk mózgu w modelu niedokrwienia skojarzo­
nego z niedotlenieniem (Lewin 1960) występowały w różnym nasileniu 
i tylko u niektórych zwierząt stwierdzano nieodwracalne uszkodzenia 
tkanki nerwowej (Kapuściński i wsp. 1972 a). W związku z powyższym 
w badaniach nad rozwojem obrzęku mózgu w warunkach niedotlenienia 
tkanki nerwowej zastosowano modyfikację modelu Lewina polegającą 
na obustronnym zamknięciu tętnic szyjnych wspólnych u szczurów 
i przetrzymywania zwierząt w warunkach niskotlenowych przez okres 
20 minut.

Celem pracy była ocena występowania obrzęku mózgu u szczurów 
z obustronnym zamknięciem tętnic szyjnych wspólnych poddanych nie­
dotlenieniu oraz próba wyjaśnienia mechanizmu jego powstawania.
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MATERIAŁ I METODY

Badania wykonano na 162 dorosłych szczurach rasy Sprague-Dagley 
i Wistar. Doświadczenia przeprowadzono w 3 grupach: 1. zwierzęta 
z obustronnym zamknięciem tętnic szyjnych wspólnych przetrzymywane 
w atmosferze niskotlenowej, 2. zwierzęta z obustronnym zamknięciem 
tętnic szyjnych wspólnych, 3. zwierzęta prawidłowe nie poddawane 
żadnym zabiegom. Szczury pierwszej grupy po 3 godzinach od zabiegu 
zamknięcia tętnic umieszczano pojedynczo na okres 20 minut w komorze 
ze stałym przepływem mieszaniny gazów żłożonej z 5% tlenu i 95% azotu. 
Po tym okresie szczury pierwszej grupy uśmiercano w następujących prze­
działach czasowych: 20 minut tj. bezpośrednio po wyjęciu zwierząt z ko­
mory i 40, 80, 140, 200 minut oraz 6 godzin od rozpoczęcia niedotleniania. 
U szczurów drugiej grupy badano mózgowy przepływ krwi według me­
tody Lassena i Ingwara (1961) wstrzykując do tętnicy szyjnej wewnętrz­
nej 133Xe w roztworze fizjologicznym soli. W celu oceny ukrwienia 
mózgu i czynnego transportu związków do mózgu, objętości krwi w mózgu 
oraz stanu bariery krew-mózg zastosowano następujące związki znako­
wane: 75Se-selenometioninę, 51Cr-albuminę, 99mTc04 i 131J-albuminę. Za­
stosowanie albuminy znakowanej różnymi izotopami było spowodowane 
odmienną charakterystyką widm energetycznych poszczególnych radio­
nuklidów i możliwością ich pomiaru w jednej próbce. Radioaktywność 
mózgu i krwi mierzono w automatycznym liczniku scyntylacyjnym (ze­
staw firmy Nuclear Chicago) dla promieni gamma z kryształem NaJ(Tl) 
współpracującym z analizatorem energii promieniowania. Udział każdego 
izotopu określano drogą dyskryminacji wysokości impulsów przy zasto­
sowaniu 50% szerokości okna na głównym szczycie energetycznym po­
szczególnych radionuklidów. Uzyskare wyniki pomiarów wyrażano jako 
stężenie radionuklidów w mózgu obliczane dla jego ciężaru mokrego 
i suchego. Zawartość wody w mózgach obliczano z różnicy ciężarów mo­
krych i suchych. Badania histologiczne mózgów przeprowadzono na 
skrawkach parafinowych barwionych hematoksyliną-eozyną, fioletem 
krezylu oraz wg metody Heidenhaina. Ponadto oceniano stan mikrokrąże- 
nia mózgowego na skrawkach mrożonych przy zastosowaniu metody 
benzydynowej Pickwortha. Badania mikroskopowo-elektronowe mózgów 
przeprowadzono po ich utrwaleniu w 5% roztworze aldehydu glutarowe- 
go i 2% roztworze czterotlenku osmu zatapiając skrawki w Eponie 812. 
Ultracienkie skrawki podbarwiano octanem uranylu i winianem ołowiu 
wykonując ultrafotogramy przy użyciu mikroskopu elektronowego 
JEM-7-A na płytach ORWO E 42.

WYNIKI

Obustronne zamknięcie tętnic szyjnych wspólnych u szczurów powo­
duje krótkotrwałe zmniejszenie mózgowego przepływu krwi średnio do
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wartości 19,4 ± 4,03% poziomu prawidłowego przepływu. Mózgowy prze­
pływ krwi u tych zwierząt ulega poprawie osiągając wartość średnio
57,2 ±4,56% poziomu prawidłowego przepływu po 1 godzinie od zamknię­
cia tętnic. Niedotlenienie zwierząt z obustronnym zamknięciem tętnic 
szyjnych wspólnych powoduje ogólne niedokrwienie mózgu, co wyraża 
się niższym stężeniem 75Se-selenometioniny w mózgach zwierząt bez­
pośrednio po wyjęciu z komory hipoksyjnej w porównaniu z poziomem 
u zwierząt drugiej grupy. Po 20 minutach od wyjęcia zwierząt z komory 
hipoksyjnej, stężenie selenometioniny w mózgach szczurów ulega zwię­
kszeniu osiągając w 40 minucie od rozpoczęcia niedotleniania wartości 
wyższe niż u zwierząt drugiej grupy. W późniejszych czasach stężenie 
selenometioniny w mózgach szczurów poddanych niedotlenieniu utrzy­
muje się jeszcze na wyższym poziomie w czasie 80 minut i powraca do 
wartości zbliżonych do prawidłowych w czasie 140 minut od rozpoczęcia 
niedotleniania.

Bezpośrednio po wyjęciu zwierząt z komory hipoksyjnej występuje 
zwiększenie stężenia 51Cr-albuminy w mózgu. W późniejszych czasach 
w okresie przebywania zwierząt w warunkach atmosferycznych z pra­
widłową zawartością tlenu, stężenie 15Cr-albuminy w mózgach szczurów 
poddanych niedotlenieniu ulega zmniejszeniu osiągając najniższe wartości 
w 80 i 140 minucie od rozpoczęcia niedotleniania.

Zawartość wody w mózgach szczurów po obustronnym zamknięciu 
tętnic szyjnych wspólnych nie różni się od zawartości wody w mózgach 
szczurów prawidłowych. Natomiast u zwierząt które po obustronnym 
zamknięciu tętnic szyjnych wspólnych poddano niedotlenieniu rozwija 
się odwracalny obrzęk mózgu z maksymalnym przyrostem wody w 80 
minucie od rozpoczęcia niedotleniania (15,6 ±4,7%). Obrzęk ten zmniejsza 
się w 140 i 200 minucie, jednakże po 6 godzinach od wyjęcia zwierząt 
z komory hipoksyjnej, zawartość wody w mózgach utrzymuje się nadal 
na wyższym poziomie w porównaniu z poziomem u zwierząt 2 i 3 grupy.

Stosunki radioaktywności właściwych mózg-krew po dożylnym 
wstrzyknięciu " mTc04 i 131J-albuminy szczurom poddanym niedotlenie­
niu po obustronnym zamknięciu tętnic szyjnych wspólnych nie wyka­
zały statystycznie znamiennych różnic w porównaniu z wynikami w po­
zostałych dwóch grupach.

Badania histologiczne i mikroskopowo-elektronowe u zwierząt z obu­
stronnym zamknięciem tętnic szyjnych wspólnych poddanych niedotle­
nieniu wykazały cechy obrzęku mózgu z największym nasileniem zmian 
w 80 minucie od początku doświadczeń. Zmiany ultrastrukturalne wy­
rażały się obrzmieniem cytoplazmy i wypustek astrogleju oraz cyto- 
plazmy oligodendrocytów, nieprawidłowościami w zakresie ich organelli 
oraz rozwarstwieniem blaszek mielinowych.
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OMÓWIENIE

Obustronne zamknięcie tętnic szyjnych wspólnych u szczura nie pro­
wadzi do nieodwracalnych zmian niedokrwiennych w mózgu. Zabieg ten 
wyzwala odruch z zatoki szyjnej powodujący podwyższenie ciśnienia 
tętniczego krwi średnio o 15,8%, co wraz z mechanizmami regulacyjnymi 
krążenia mózgowego zabezpiecza wystarczające ukrwienie mózgu (Kapuś­
ciński, 1974). Poziom mózgowego przepływu krwi po obustronnym zam­
knięciu tętnic szyjnych wspólnych u szczura jest wyższy od poziomu 
uważanego za krytyczny dla wywołania nieodwracalnych zmian w mózgu 
(Brodersen. 1973; Kapuściński 1974) i w pełni tłumaczy brak statystycz­
nie znamiennych różnic w odniesieniu do prawidłowych zwierząt w ba­
daniach przeprowadzonych uprzednio w tych samych warunkach do­
świadczalnych z użyciem innych związków znakowanych (Kapuściński, 
Mossakowski, 1973). U szczurów poddanych niedotlenieniu po obustron­
nym zamknięciu tętnic szyjnych wspólnych występują zaburzenia hemo­
dynamiczne w krążeniu mózgowym, którym towarzyszy rozwój obrzęku 
mózgu. Podczas przebywania zwierząt w komorze hipoksyjnej zmniejsza 
się mózgowy przepływ krwi natomiast zwiększa się jej objętość co od­
powiada ptanowi przekrwienia biernego mózgu. W tym okresie zaczyna 
rozwijać się obrzęk znajdujący wykładnik we wzroście zawartości wody 
w mózgu. Po przeniesieniu zwierząt do warunków atmosferycznych 
z prawidłową zawartością tlenu występuje poischemiczne przekrwienie 
tętnicze obserwowane również przez innych autorów na innych modelach 
doświadczalnych (Sundt i Waltz, 1971; Baldy-Moulinier, 1974 i inni). 
Okresowi przejścia ze stanu przekrwienia biernego do stanu przekrwie­
nia czynnego czyli poischemicznemu wzrostowi mózgowego przepływu 
krwi towarzyszy dalszy rozwój obrzęku mózgu u badanych zwierząt 
doświadczalnych, który osiąga szczyt w 80 minucie od rozpoczęcia nie- 
dotleniania zmniejszając się stopniowo w dalszych badanych czasach. 
Objętość krwi w mózgu zmniejsza się proporcjonalnie do stopnia narasta­
nia obrzęku mózgu. Wyniki doświadczeń przeprowadzonych z użyciem 
nadtechnetanu i znakowanej albuminy nie wykazały wzmożonej prze­
puszczalności naczyń mózgowych dla tych związków, co wskazuje na 
cytotoksyczny charakter obrzęku mózgu w tym modelu. Badania wy­
konane przez Mchedlishvili i wsp. (1975) i Kapuścińskiego i wsp. (1975) 
wskazują na istotną rolę ogólnoustrojowych zaburzeń hemodynamicz­
nych w rozwoju poischemicznego obrzęku mózgu. Zmiany niedokrwienne 
tkanki nerwowej można określić jako okres wstępny dla rozwoju obrzęku 
mózgu. Natomiast zaburzenia pomiędzy dopływem i odpływem kwi 
w mózgu są istotnym czynnikiem patogenetycznym rozwoju obrzęku 
mózgu. Z prac tych wynika, że wzrost układowego i mózgowego ciśnie­
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nia żylnego na skutek niewydolności serca jest jedną z ważnych przy­
czyn rozwoju poischemicznego obrzęku mózgu.

WNIOSKI

1. Obustronne zamknięcie tętnic szyjnych wspólnych u szczurów po­
woduje krótkotrwałe zmniejszenie mózgowego przepływu krwi średnio 
do wartości 19,4% poziomu prawidłowego przepływu. Mechanizmy re­
gulacyjne krążenia mózgowego i układowego powodują kompensację 
ukrwienia mózgu zwiększając po 1 godzinie od zamknięcia tętnic mózgo­
wy przepływ krwi średnio do wartości 57,2% poziomu prawidłowego 
przepływu. Zabieg ten nie prowadzi do powstania obrzęku mózgu i do 
rozwoju nieodwracalnych uszkodzeń tkanki nerwowej.

2. Niedotlenienie szczurów z obustronnym zamknięciem tętnic szyj­
nych wspólnych powoduje upośledzenie ukrwienia mózgu charakteryzu­
jące się następującą dynamiką:

a) W okresie niedotlenienia występuje znaczne zmniejszenie mózgowe­
go przepływu krwi z towarzyszącym przekrwieniem biernym.

b) Po okresie niedotlenienia ukrwienie mózgu ulega poprawie osiąga­
jąc wartości wyższe niż u zwierząt kontrolnych.

c) W późniejszym okresie po niedotlenieniu ukrwienie mózgu osiąga 
poziom ukrwienia mózgu u zwierząt kontrolnych.

3. Niedotlenienie szczurów z obustronnym zamknięciem tętnic szyj­
nych wspólnych powoduje rozwój obrzęku mózgu. Obrzęk ten jest od­
wracalny i charakteryzuje go następująca dynamika:

a) Powstaje już w okresie niedotlenienia.
b). Narasta po okresie niedotlenienia osiągając szczyt pomiędzy 80 i 120 

minutą od rozpoczęcia niedotleniania po czym w dalszych badanych 
czasach stopniowo zmniejsza się.

4. Rozwój obrzęku mózgu w stosowanym modelu doświadczalnym zwią­
zany jest z zaburzeniami hemodynamicznymi w krążeniu mózgowym 
krwi.

5. Zwiększeniu zawartości wody w mózgu w warunkach tego modelu 
towarzyszy zmniejszenie objętości krwi w mózgu.

6. Bariera krew-mózg w powyższym modelu nie wykazuje wzmożonej 
przepuszczalności dla nadtechnetanu i znakowanej albuminy co wska­
zuje na cytotoksyczny charakter wywołanego obrzęku.
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Stanley A. Feldm an: MUSCLE RELAX ANTS., W. B. Saunders Comp. Ltd.
London 1973

Książka ta została w ydana jako pierwszy tom serii „Major Problems in An- 
aestesia” (red. W. W. Mushin), jest ona jednak kierowana nie tylko do anestezjo­
logów, ale również neurologów i neurofizjologów. L ite ra tu ra  dotycząca środków 
działających na płytkę nerwowo-mięśr.iową używanych we współczesnej anestezjo­
logii jest ogromna, na ogół jednak są to prace cechujące się ujęciem wyłącznie k li­
nicznym lub też przede wszystkim teoretycznym. Autor omawianej książki potrafił 
połączyć w przedstawieniu analizowanych zagadnień obie postawy:, doświadczonego 
klinicysty-anestezjologa i kompetentnego eksperymentatora.

Książka składa się z 15 rozdziałów (190 stron), w której leki działające r a 
płytkę nerwowo-mięśniową omówiono od strony mechanizmu ich działania, fa r .n i-  
kologii i kliniki.

Pierwszy rozdział przedstawia współczesne poglądy na transm isję nerwowo- 
-mięśniową mięśnia szkieletowego w w arunkach prawidłowych z uwzględnieniem 
badań morfologicznych mikroskopowo elektronowych złącza nerwowo-mięśniowego, 
badań elektrofizjologicznych i biochemicznych. Stanowi on logiczny punkt wyjścia 
do analizy rodzajów bloków nerwowo-mięśniowych, będących przedmiotem następ ­
nego rozdziału. W tej części książki autor podaje podział bloków nerwowo-mięś- 
niowych z omówieniem hipotez* co do ich patomechanizmu. Zwłaszcza przejrzyście 
przedstawione jest zagadnienie tzw. bloku podwójnego (dual block), zwanego inaczej 
fazą II bloku nerwowo-mięśniowego, szczególnie istotnego w miastenii. Wiadomo, że 
cechą płytki nerwowo-mięśniowej w miastenii jest nie tylko jej nadm ierna w raż­
liwość na leki kuraropodobne oraz względna oporność na środki depolaryżujące, 
ale również oddziaływanie na leki depolaryzujące tzw. blokiem podwójnym tj. 
łatwym przechodzeniem bloku depolaryzacyjnego (tzw. I faza bloku) w blok nie 
depolaryzacyjny (tzw. II faza bloku). Zjawisko to ma istotne znaczenie zarówno 
z punktu  widzenia hipotez co do patomechanizmu miastenii, jak  też z punktu  widze­
nia prawidłowego prowadzenia anestezji u chorych z miastenią lub z zespołem 
miastenicznym.

Obszerna część książki poświęcona jest lekom działającym na płytkę nerwowo- 
-mięśniową, lekom z grupy środków depolaryzujących ora: środków kuraropodob- 
nych. Autor na podstawie obszernej literatury  omawia zagadnienie punktu  uchw> tu 
tych środków, podkreślając obok klasycznie przyjętego poglądu o ich działaniu na 
błonę postsynaptyczną, również ich wpływ na część presynaptyczną płytki, oraz 
pośrednie działanie na ośrodkowy układ nerwowy.

Wnikliwie, w oparciu o nowoczesne prace doświadczalne przedstawione jest 
zagadnienie receptorów błony postsynaptycznej z punk tu  widzenia wiązania się 
omawianych leków z substancją receptorową błony postsynaptycznej. Autor podkreś­
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la, że stopień, a zwłaszcza długość ich działania zależy nie tylko od ich stężenia' 
w  surowicy, ale powinowactwa poszczególnych środków do substancji receptorowej 
płytki, wpływów jonowych (Ca, Mg), tem peratury, pH, czynników hem odynamicz­
nych i inn. Również rozpatryw ane jest zagadnienie osobniczej wrażliwości na 
środki depolaryzujące i kuraropochodne.

Dość istotnym problem em jest zagadnienie interakcji pomiędzy różnymi środkam i 
stosowanymi w anestezjologii. Wiadomo np., że działanie środków kuraropodobnych 
jest wybitniejsze przy jednoczesnym stosowaniu halotanu (Hughes 1970, Feldman, 
Tyrre ll 1969) czy narkozy eterowej (Katz 1966). P rzykładów  takich autor p rzy ta ­
cza wiele, próbując jednocześnie przedstawić hipotezy cc do mechanizmu tych 
synergizmów.

Wyczerpująco jest przedstawione zagadnienie rozkładu i w ydalania środków 
działającj^ch na płytkę nerwowo-mięśniową, z podkreśleniem czynności cholineste- 
razy i pseudocholinesterazy w  w arunkach  prawidłowych i patologicznych. Omówio­
no również zagadnienie wiązania się omawianych leków z poszczególnymi frakcjam i 
białek surowicy, co m a istotny wpływ na aktywność tych środków, a więc ich 
daw kow anie (autorem tego rozdziału jest M. A. Skivington).

Miastenia i zespoły miasteniczne, będące przedmiotem jednego z rozdziałów 
omówione są dość pobieżnie, niemniej jednak rozdział ten zawiera wiele informacji 
szczególnie pożytecznych dla wyboru postępowania anestezjologicznego w  tej grupie 
chorych.

O statnie podsumowujące rozdziały poświęcone są racjonalnem u używaniu środ­
ków działających na płytkę nerwowo-mięśniową, a więc wyborowi określonego leku 
i jego dawki w  różnych sytuacjach klinicznych.

Książka oparta na bogatym i nowoczesnym piśmiennictwie i dużym doświadcze­
niu autora wnosi wiele cennych informacji, stanowiąc podsumowanie współczesne­
go s tanu  wiedzy co do teoretycznych i praktycznych aspektów farmakologii płytki 
nerwowo-mięśniowej i jest niewątpliwie wartościową i interesującą pozycją zarówno 
dla anestezjologów, jak  i neurologów.

doc. dr med. Barbara E m eryk
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KOMUNIKAT

Zgodnie z uchwałą Walnego Zgromadzenia Stowarzyszenia Neuropatologow 
Polskich Redakcja Neuropatologii Polskiej postanowiła wprowadzić w czasopiśmie 
Dział Kroniki i Inform acji. Redaktorem  nowego Działu został doc. Jerzy Dymecki.

W Dziale Kroniki i Inform acji będą zamieszczane wiadomości o kongresach 
i zjazdach neuropatologicznych, neurologicznych i anatomopatologicznych oraz in for­
macje dotyczące życia naukowego i organizacyjnego środowiska neuropatologicznego 
w naszym k ra ju  (uzyskane stopnie naukowe i specjalizacje, wyróżnienia i nagrody, 
informacje o działalności Zarządu Głównego SNP, otwarcie nowych placówek neuro ­
patologicznych itd.).

Redakcja apeluje do wszystkich członków SNP o nadsyłanie wiadomości o w aż­
niejszych wydarzeniach ze swojego terenu.

Inform acje te  należy kierować na adres Redaktora nowego Działu doc. J. Dy- 
meckiego (Zakład Neuropatologii Insty tu tu  Psychoneurologicznego, Aleja Sobieskie­
go 1/9, 02-957 Warszawa).

Redakcja 
Neuropatologii Polskiej

N eu ropato log ia  P o lsk a  — 10
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