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MIROSEAW J. MOSSAKOWSKI, ALICJA PRONASZKO-KURCZYNSKA,
JACEK ROZGA, RAFAL PALUSZKIEWICZ

WPLYW «¢-OKSOGLUTARANU NA ROZWOJ GLIOPATII
WATROBOWEJ U SZCZUROW Z ZESPOLENIEM
WROTNO-UKEADOWYM

DONIESIENIE WSTEPNE

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespolu: prof. dr med. M. J. Mossakowski

W cyklu prac poswieconych gliopatii watrobowej wykazano, ze pato-
logiczne postaci gleju astrocytarnego, charakterystyczne dla choroby
Wilsona i encefalopatii pochodzenia watrobowego rozwijajg sie w poza-
ustrojowej hodowli tkanki nerwowej zaré6wno pod wplywem egzogen-
nych soli miedzi i amoniaku jak i srodkéw hamujacych aktywnos¢ enzy-
mow cyklu kwasoéw tréjkarboksylowych (Mossakowski i wsp. 1970a, Ren-
kawek i wsp. 1973). Réwnocze$nie stwierdzono, ze penicylamina, $rodek
stosowany w leczeniu choroby Wilsona, hamuje rozwdj gliopatii wywo-
lanej przez zastosowanie surowic od chorych ze zwyrodnieniem watrobo-
wo-soczewkowym i egzogennych soli miedzi, pozostajgc bez wplywu na
gliopatie, stanowigce nastepstwo dzialania egzogennych soli amonu (Mos-
sakowski i wsp. 1976). Glutaminian ostabial wprawdzie efekt dzialania
wszystkich stosowanych czynnikéw uszkadzajacych, jednakze dzialanie
jego bylo niekompletne (Mossakowski i wsp. 1975). Pelny efekt hamu-
jacy rozwoj gliopatii watrobowej in vitro uzyskano jedynie przy stoso-
waniu a-oksoglutaranu (Renkawek i wsp. 1973). W oparciu o powyzsze
obserwacje wysunieto hipoteze, ze u podstaw metabolicznego uszkodze-
nia gleju, niezaleznie od rodzaju bezposredniego czynnika patogenetycz-
nego lezy upo$ledzenie detoksykacji amoniaku, zwigzane ze wzglednym
lub bezwzglednym niedoborem endogennego c-oksoglutaranu, stanowig-

cego wyjsciowe ogniwo metabolizmu amoniaku do glutaminy (Mossakow-
ski 1974).

Celem podjetych badan bylo sprawdzenie powyzszej hipotezy, opartej
0 spostrzezenia in vitro, na do$wiadczalnym materiale in vivo. Badania
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218 M. Mossakowski i wsp. Nr 3

przeprowadzono na modelu doswiadczalnej encefalopatii wywolanej przez
wytworzenie przetoki miedzy zyla wrotng i zylg gléwng dolng, stano-
wigcej odpowiednik wystepujacej u ludzi encefalopatii wrotno-ukladowej
(Mc Dermotte, Adams 1954). Model ten opracowany i scharakteryzowany
przez Kyu i Cavanagha (1970) wydawal sie szczegélnie uzyteczny, po-
niewaz wystepujgce w nim strukturalne nieprawidlowosci w osrodkowym
ukladzie nerwowym, ograniczajg sie do zmian gleju astrocytarnego, wy-
razajgcych sie wystepowaniem komoérek Alzheimera typu II (Cavanagh,
Kyu 1971a).

MATERIAEL I METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar, 2,5-mie-
siecznych samcach o ciezarze ciata okolo 300 g.

U wszystkich zwierzat doswiadczalnych, w glebokiej narkozie eterowej
wykonywano zespolenie zyly wrotnej z zyla gléwng dolng w sposéb
opisany szczegélowo w pracy Roézgi i Paluszkiewicza (w przygotowaniu).

Zwierzeta do$wiadczalne podzielono na dwie grupy — wilasciwag gru-
pe do$wiadczalng (grupa I) i grupe kontrolng (grupa II). Grupa I obej-
mowala 6 zwierzat, ktére od 3 dnia po zabiegu operacyjnym, przez okres
7 tygodni, otrzymywaly dootrzewnowe injekcje u-oksoglutaranu w daw-
ce 14,1 mg/100 g ciezaru ciala, rozpuszczonego w 0,5 ml wody destylo-
wanej. Dawke «@-oksoglutaranu opracowano w oparciu o réwnanie
reakcji chemicznej glutaminian-a-oksoglutaran (Caughey i wsp. 1957)
oraz o dane dotyczgce stezenia c-oksoglutaranu w moézgu zdrowych
szezuréow (Shorey i wsp. 1967). Injekcje podawano codziennie. Grupa II
skladala sie z 7 zwierzat, ktére przez ten sam okres czasu otrzymywaty
dootrzewnowe injekcje samego rozpuszczalnika. Wszystkim zwierzetom
grupy I oraz 4 zwierzetom grupy II po uplywie 7 tygodni wykonano
przezsercowg perfuzje 10% roztworem formaliny, poprzedzong krotko-
trwala perfuzjg roztworem fizjologicznym soli. Trzy zwierzeta grupy II
uspiono w sposéb analogiczny po uplywie 10 tygodni od zabiegu opera-
cyjnego. Przedluzenie czasu przezycia mialo na celu ocene réznicy w na-
sileniu zmian patologicznych w o$rodkowym ukladzie nerwowym, uwa-
runkowanej dluzszym okresem funkcjonowania przetoki zylnej.

U wiekszosci zwierzat grupy I i II bezposrednio przed perfuzjg pobie-
rano probki krwi, w celu oznaczenia poziomu amoniaku. Krew pobierano
wprost z serca, przy uzyciu heparynizowanej strzykawki i natychmiast
wirowano. Poziom amoniaku w surowicy krwi oznaczano metodg kolo-
rymetryczng w oparciu o testowy zestaw odczynnikéow firmy Hyland
(Hyland Blood Ammonia Test — Mondzac i wsp. 1965). Prébki odczy-
tywano na kolorymetrze Specol przy dlugosci fali 630 nm, a wyniki po-
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Nr 3 a-oksoglutaran a gliopatia watrobowa 319

rownywano z krzywa wzorcowy. Stezenie amoniaku we krwi wyrazano
w rg/100 ml surowicy.

Material doswiadczalny uzupelniono 3 zwierzetami, u ktérych nie wy-
konywano zadnego zabiegu, poza codziennym podawaniem przez okres
7 tygodni dootrzewnowych injekcji 0,5 mi wody/100 g ciezaru ciala.
U zwierzat tej grupy, zabijanych w sposéb identyczny jak w grupach
doswiadczalnych wykonywano réwniez oznaczenie poziomu amoniaku we
krwi i badanie histopatologiczne osrodkowego ukladu nerwowego.

Utrwalone droga perfuzji moézgi krojono na bloki. obejmujgce kore
mozgu, istote bialg podkorows oraz rézne poziomy jader podstawy, a po-
nadto rdzen przedluzony i moézdzek. Parafinowe skrawki tkankowe bar-
wiono hematoksyling-eozyng i fioletem krezylu oraz na ostonki mielino-
we wg metody Heidenhaina.

WYNIKI

Stezenie amoniaku we krwi u szczuréw nie poddanych zabiegowi ope-
racyjnemu wynosilo ponizej 100 ug/100 ml surowicy. Obraz morfologicz-
ny moézgu nie wykazywat zadnych nieprawidlowosci.

Stezenie amoniaku we krwi zwierzgt z wykonang przetoka zylna,
ktore przez okres 7 tygodni otrzymywaly dootrzewnowe injekcje wody
destylowanej wynosilo $rednio 325,5 ug/100 ml surowicy, a u zwierzgt
z 10-tygodniowym przezyciem zamykalo sie w granicach od 113,5—155,0
ug/100 ml surowicy.

W obrazie histopatologicznym mozgu zwracalo uwage nieznaczne
zwiekszenie liczby jader komorek glejowych, ktére w oparciu o ich
strukture morfologiczng identyfikowano jako jadra astrocytéw. Liczne
sposrod nich, zwiaszcza w prazkowiu, wzgdrzu, jadrze zebatym moézdzku
oraz w jadrach ruchowych opuszki byly znacznie powiekszone i calkowi-
cie lub prawie calkowicie pozbawione ziarnistosci chromatynowych (ryc.
1). Swojg strukturg odpowiadaly one obrazowi komérek Alzheimera ty-
pu II. Znaczna cze$¢ patologicznych jgder glejowych miala nieregularny
ksztalt i obrysy (ryc. 2), do rzadkosci jednak nalezalo pofaldowanie blo-
ny jadrowej, uznane przez Cavanagha i Kyu (1971) za zjawisko charakte-
rystyczne dla doswiadczainej encefalopatii watrobowej uzyskanej przez
zespolenie zyly wrotnej z zylg gléwna dolna. Mniej nasilone zmiany w
obrazie jader astrocytéw stwierdzono ponadto w korze moézgu i w za-
woju hipokampa. Nieprawidlowosciom w obrazie jader astrocytarnych
towarzyszyly delikatne, rozsiane zmiany zwyrodnieniowe komoérek ner-
wowych, wyrazajace si¢ chromatoliza cytoplazmy duzych neuronéw
prazkowia i wzgoérza, oraz komérek piramidowych kory mézgu. Ostonki
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mielinowe i jgdra oligodendrogleju nie wykazywaly nieprawidlowosci
strukturalnych.

W mozgach zwierzat usypianych po uplywie 10 tygodni od zabiegu
operacyjnego, zmiany morfologiczne mialy identyczny charakter, byty
jednak bardziej nasilone. Nieprawidlowe jadra astrocytarne (ryc. 3) wy-
stepowaly obficie nie tylko w prazkowiu, wzgoérzu, jadrze zebatym
i jadrach ruchowych opuszki, lecz takze w glebokich warstwach kory,
a nawet w podkorowej istocie bialej. W przyblizeniu ponad polowe po-
pulacji komoérek glejowych w wymienionych strukturach mézgu stano-
wily ich nieprawidlowe postaci, o obrazie komoérek Alzheimera typu IL
lub form do nich zblizonych, podczas gdy u zwierzat z 7-tygodniowym
przezyciem pooperacyjnym dochodzily one jedynie de-okolo 30%. Jadra
astrocytarne z charakterystycznym pofaldowaniem blony jadrowej,
aczkolwiek liczniejsze niz w grupie zwierzat z T-tygodniowym przezy-
ciem (ryc. 4) nie stanowily zjawiska dominujacego w obrazie neuropato-
logicznym.

W jednym przypadku, w otoczeniu ogniskowego uszkodzenia mézgu
pochodzenia prawdopodobnie urazowego, stwierdzono pojedyncze ko-

Ryc. 1. Liczne komorki Alzheimera typu II w jadrze ruchowym opuszki. Szczur
z T-tygodniowym przezyciem po zespoleniu wrotno-ukladowym. Fiolet krezylu
Pow. 400 X.

Fig. 1. Numerous type II Alzheimer cells in bulbar motor nucleus. Rat’s survival

7 weeks after porto-systemic anastomosis. Cresyl violet. X 400.

Ryc. 2. Pofaldowanie jader gleju Alzheimera typu II (strzalki). Szczur z 7-tygodnio-

wym przezyciem po zespoleniu wrotno-ukiadowym. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 2. Foldings of nuclear membranes in Alzheimer type II cells (arrows). Rat’s
survival 7 weeks after porto-systemic anastomosis. Cresyl violet. X 400.

Ryc. 3. Liczne nagie jadra we wzg6rzu. Szczur z 10-tygodniowym przezyciem po
zespoleniu wrotno-ukladowym. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.
Fig. 3. Numerous nacked nuclei in thalamus. Rat’s survival 10 weeks after porto-
-systemic anastomosis. Cresyi violet. X 400.

Ryc. 4. Znaczne pofaldowanie blon jgdrowych komoérek Alzheimera typu II w
1adrze zebatym mozdzku. Szczur z 10-tygodniowym przezyciem po zespoleniu wrot-
no-ukladowym. Fiolet krezylu. Pow. 1200 X.

Fiy. 4. Marked foldings of nuclear membranes in Alzheimer type II cells in the
dentate nucleus. Rat’s survival 10 weeks after porto-sytemic anastomosis. Cresyl
violet. X 1200.

Ryc. 5. Komoérka Alzheimera typu I w bliznie glejowej. Szczur z 10-tygodniowym
przezyciem po zespoleniu wrotno-ukladowym. Krezyl fiolet. Pow. 400 X.
Fig. 5. Alzheimer cell type I in glial scar. Survival of rat 10 weeks after porto-
-systemic anastomosis. Cresyl violet. X 400.
Ryc. 6. Pojedyncze komérki Alzheimera typu IT w jadrze zebalym moézdzku. Szczur
z T-tygodniowym podawaniem a-oksoglutaranu. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 6. A few Alzheimer type II cells in dentate nucleus. Administration of
a-oxoglutarate for 7 weeks. Cresyl violet. X 400.
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moérki o duzej, jasnej, homogennej, nieregularnej cytoplazmie z obwodo-
wo polozonym, pojedynczym jadrem, przypominajace komorki Alzhei-
mera typu I (ryc. 5).

Stezenie amoniaku we krwi zwierzat z zespoleniem zyinym, ktére przez
okres 7 tygodni otrzymywaly dootrzewnowe injekcje a-oksoglutaranu
wahalo sie w granicach od 327,0 ug% do 199,0 ug%. U jednego szczura
wynosilo 119,0 ng/100 ml surowicy.

W obrazie morfologicznym osrodkowego ukladu nerwowego stwier-
dzono réwniez wystepowanie nieprawidlowosci w strukturze jgder astro-
gleju. Byly one jednak ograniczone wylacznie do prazkowia, wzgoérza,
jader ruchowych opuszki i jadra zebatego moézdzku. Ilos¢ typowych ko-
morek Alzheimera typu II byla znacznie mniejsza (ryc. 6). Na ogél wy-
stepowaly one w pojedynczych egzemplarzach. Przy najwiekszym nawet
nasileniu zmian nie przekraczaly okolo 5 — 7% populacji glejowej zaje-
tych formacji osrodkowego ukiadu nerwowego. Pozostale elementy struk-
turalne tkanki nerwowej byly niezmienione.

DYSKUSJA

Przedstawione wyniki badan, ze wzgledu na szczuplo$¢ materialu do-
Swiadczalnego, ograniczenie obserwacji do jednej wylacznie grupy cza-
sowej i brak dokladnej analizy iloSciowej nie pozwalaja na wycigganie
jednoznacznych wnioskéw co do hamujacego wplywu a-oksoglutaranu na
rozwol gliopatii watrobowej w warunkach in situ. Mogg one by¢ jedy-
nie traktowane jako spostrzezenia wstepne, okreslajgce kierunek dal-
szych badan.

Wskazujg one jednakze w sposob niewatpliwy, ze operacyjne wytwo-
rzenie przetoki miedzy zyla wrotng i glowng dolng prowadzi do rozwoju
zespolu encefalopatii watrobowej, w ktorej obrazie morfologicznym do-
minuje uszkodzenie gleju astrocytarnego. Potwierdza to poprzednie spo-
strzezenia uzyskane zaréwno na materiale klinicznym jak i w modelach
doswiadczalnych (Mossakowski 1966 a, 1966b, Mossakowski i wsp. 1970b),
wskazujgce ze u podioza zespotu encefalopatii pochodzenia watrobowego
lezy pierwotne uszkodzenie astrocytéow, a zmiany patologiczne innych
elementéw strukturalnych osrodkowego ukiadu nerwowego majg cha-
rakter wtorny.

Uzyskany obraz morfologiczny nieprawidlowosci strukturalnych jader
astrocytarnych stanowi potwierdzenie spostrzezen Cavanagha i Kyu
(1971a) mimo pewnych odrebnosci dotyczacych, zaré6wno charakteru
zmian jak i ich rozmieszczenia w osrodkowym ukladzie nerwowym.
Cavanagh i Kyu (1971a) w oparciu o bardzo dokladne badania planime-

http://rcin.org.pl



Nr 3 a-oksoglutaran a gliopatia watrobowa 323

tryczne podkreslaja, ze najistotniejszym wykladnikiem nieprawidlowo-
$ci jader astrocytarnych obok powiekszenia ich rozmiaréw sg zmiany
ksztaltu, wyrazajace sie policyklicznymi zarysami blony jadrowej i ich
platowatoscig. Obrazy te wystepujace réwniez w naszym materiale nie
stanowily elementu dominujacego. Przewazalo natomiast powiekszenie
jader, ich réznoksztaltnos¢ oraz zanik chromatyny jadrowej. Zrédlo tych
roznic jest niejasne, nie wydaje sie jednak, ze nalezy je odnies¢ wy-
lacznie do odmiennosci gatunkowej uzytych w doswiadczeniu zwierzat.
Stwierdzany u zwierzat doswiadczalnych wzrost zawartosci amoniaku we
krwi osiggal w naszym materiale wartosci tego samego rzedu co w do-
$wiadczeniach Cavanagha i Kyu (1971a), ograniczony byl natomiast czas
przezycia zwierzat po zabiegu operacyjnym. Nie mozna wiec wykluczy¢,
ze skrécenie czasu obserwacji, wynikajace z zalozenia pracy, moze by¢
odpowiedzialne za niewyksztalcenie sie zmian o nasileniu i charakterze,
opisanym przez Cavanagha i Kyu (1971a). W materiale naszym nie po-
twierdzila sie bezposrednia zalezno$¢ miedzy nasileniem zmian morfolo-
gicznych gleju, a stezeniem amoniaku we krwi. U zwierzat z 10-tygod-
niowym przezyciem po zabiegu operacyjnym mimo nizszego poziomu
amoniaku niz u zwierzgt z 7-tygodriowym przezyciem nasilenie niepra-
widlowosci strukturalnych astrogleju bylo wieksze. Na podkreslenie za-
stluguje natomiast zbieznos¢ naszych obserwacji z innymi spostrzezeniami
Cavanagha i Kyu (1971b), dotyczacymi powstawania komoérek glejowych
przypominajacych glej Alzheimera typu I. Zjawiska tego nie obserwo-
wano w zadnym innym doswiadczalnym modelu encefalopatii watrobo-
wej (Mossakowski 1966b, Mossakowski i wsp. 1970b). Nalezalo ono réow-
niez do rzadkosci w doswiadczeniach in vitro (Mossakowski i wsp. 1970a).

Mimo wyrazonych na wstepie zastrzezen co do wyciggania jednoznacz-
nych wnioskéw z przedstawionych spostrzezen, wydaje sig, ze wskazuja
one na fakt, ze a-oksoglutaran stosowany w doswiadczeniu in vivo, mo-
ze podobnie jak w warunkach in wvitro, wywiera¢ dziatanie hamujgce na
rozwo6]j gliopatii watrobowej. Przemawiaja za tym réznice obrazu mor-
fologicznego zwierzat grupy I i II. Brak pelnego efektu oslaniajgcego
by¢ moze nalezy odnie$¢ do zbyt niskiej dawki substancji. Zagadnienie
to rozstrzygng doswiadczenia ze zréznicowanym dawkowaniem a-okso-
glutaranu. Na podkreslenie zasluguje rowniez fakt, ze przy stosowaniu
a-oksoglutaranu, zmiany patologiczne gleju byly wyraznie mniejsze niz
w grupie zwierzagt kontrolnych, przy jednakowym zasadniczo poziomie
amoniaku we krwi. Sugeruje to, ze oslaniajacy wplyw a-oksoglutaranu
moze wynika¢ z jego uczestnictwa w metabolizmie amoniaku w tkance
nerwowej. W tym tez zakresie przedstawione obserwacje mogg potwier-
dza¢ wysunieta poprzednio hipoteze o mechanizmie uszkodzen tkanko-
wych w encefalopatiach pochodzenia watrobowego.
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M. A. MoccakoBcky, A. Ilponamko-Kypuunbcka, f. Py3sra, P. ITamoimkeBuy

BIUAHMUE o-OKCOTJIYTAPATA HA PA3BUTUE 'EITATOTEHHOM TI'JIMOIIATUU
Y KPBIC C BOPOTHO-CUCTEMHBIM AHACTOMO3OM

Peszwome

IlpoBenena npejBapuTelibHasg OLEHKa BIMSHMA (-OKCOTJiyTapaTa Ha pa3BUTHE
TenaToreHHOM TIJAMONATUM y KpPbIC ¢ (PUCTYJION MeKJAY BOPOTHOM M HMIKHEN I10JI0M
BeHaMMU.

YcTaHOBIEHO, YTO SKCIEepMMeHTalbHOe OOpa3oBanue BOPOTHO-CUCTEMHOJ (PUCTYJIbI
npuBOAUT B Teuenme 7—10 Heneab K pa3BUTMIO TE€NATOTEHHOM 9SHIledasonaTuu, Bbipa-
KEeHHOM B MOPM@OJIOrMYeCcKO) KapTMHe MO3ra HaJMYMEeM MHOTOYMUCIEHHBIX KJIETOK
Anpurenmepa tvna II, noaBnAUIMXCA B IIOJOCATOM TeJjle, 3pPUTEJIbLHOM byrpe, 3yb-
YaTCM AJpe MO33KedyKa M B JBUTaTeJbHBIX fAApaxX JYKCBUIbI, a B MEHBIIEN CTENeHU
— B KOLe MO3ra M IIOJJKOPKOBOM 0eJjioM BeulecTBe. YpPOBeHb aMMuaka B KpOBU
nccerurad B cpeaneM 325 MrrYo. Ilpu 7-ueesibHOM Aade o -OKcorjiyrapara B a03e 14,1 mr
Ha 100 r eeca Tera M3MEeHEHMUA B MO3Ty ObLIM 3HAUMUTEJLHO MEHEEe CUJIbHBIMM M Orpa-
HUYUBAJLU. b [CJCCATBIM TENOM, 9PUTEJBLHBIM OYrpoM 3 JBUTATEJBLHBLIMM SAAPaMu
JIYKOEMIbI. YLCEEHb aMMMakKa B KPOBM Haxojauiica B rpanunax 199.0—327.0 mkrY%o.
CHuzKenye MHTEHCHMEHOCTMA IHATOJOTMYECKUX M3MEHEI MM acCTPOIMTAPHOM TIMM IIPU
MCLONB3CBAaHUM (-OKCOTJyTapaTa yKa3blBaeT Ha TO, HYTO OH MOXKeT OKa3blBaTh
33MINTHCOE LEMCTEYE NPU Pa3sBUTMM TENATOTEHHOM SHIedaaonaTum B yCJIOBUAX in VIVO.
OTCyTCTBME EJMAHMUA HAa YPOBEHb aMMMaKa B KPOBM IO3BOJIAET INPEAINOJIOXKMUTb, YTO
3alliMTHOS LE€MCTBME ¢-CKCOTJyTapaTa MOzKeT ObITh CJeJCTBMEM ero yJacTus B MeTa-
Bonmcme amMmuaia B HEPBHOM TKaHMU,

M. J. NMcssakcwski, A. Pronaszko-Kurczynska, J. Roézga, R. Paluszkiewicz

EFFECT OF ¢-OXCGLUTARATE ON THE DEVELOPMENT OF HEPATOGENIC
GLIOPATHY IN RATS WITH PORTO-CAVAL SHUNT

Preliminary report
Summary

Prelminary est.mation of the effect of a-oxoglutarate on the development of
hepatogenic gliopathy in rats with porto-caval shunt was performed.

It was found that experimentally produced porto-systemic anastomosis of 7—10
weeks duration results in the development of hepatogenic encephalopathy expressed
morphologically in the brain by the appearance of numerous, type II Alzheimer
cells in striatum, thalamus, cerebellar dentate nucleus and in the bulbar motor
nuclei, and t> a lesser degree in cerebral cortex and in subcortical white matter.
Ammonia level in the blood reached mean values 325 1g%. When a-oxoglutarate
was administered for 7 weeks in a dose 14.1 mg/100 g of body weight, the cere-
bral changes were less marked and were limited to striatum, thalamus, bulbar
motor nuclei and dentate nucleus. In blood — ammonia level was 327.0 u% —
— 199.0 ugo. Reduced intensity cf pathological changes in astroglia after a-oxoglu-
tarate application points to the possible protective action of the compound against
the development cf hepatogenic encephalopathy in in vivo conditions. Lack of the
effects of the drug on the ammonia level in the blood may suggest that the
protective effect of a-oxoglutarate can result frecm its participation in ammonia
metabolism in the nerve tissue.
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KOMUNIKAT

Stowarzyszenie Neuropatologow Pclskich uprzejmie zawiadamia, ze Towarzy-
stwo Neuropatologbw NRD organizuje Sympozjum na temat:

JATROGENNE USZKODZENIA UKEADU NERWOWEGO.

Sympozjum odbedzie sie 1—3 czerwca 1978 w Schwerin. Zgloszenia udzialu
w Sympozjum i 10-minutowych referatébw w jezyku niemieckim, angielskim lub
rosyjskim sg przyjmowane do 15 pazdziernika 1977. Nalezy je nadsyla¢ na adres
organizatora:

Dr med. P. Hackenberg,

Abteilung fiir Neuropathologie der Bezirknervenklinik Schwerin.

DDR-27, Schwerin,

Wismarsche Str. 393-395.
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ZUZANNA KRASNICKA

WPLYW SUROWICY OD CHORYCH Z ZESPOLEM MOCZNICOWYM,
MOCZNIKA I KREATYNINY NA ORGANOTYPOWA HODOWLE
TKANKI NERWOWEJ

I. BADANIA W MIKROSKOPIE SWIETLNYM

Zesp6l Neuropatologii, Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespoiu: prof. dr hab. med. M. J. Mossakowski

Zmiany patologiczne wystepujace w o$rodkowym i obwodowym ukla-
dzie nerwowym w przebiegu mocznicy sa znane od dawna (Bodechtel,
Erbsloh 1958). Wiadomo, ze u ich podstaw lezg zlozone zaburzenia me-
tabolizmu komoérkowego, stanowigce nastepstwo ogélnoustrojowych nie-
prawidlowosci metabolicznych, zwiazanych z uposledzeniem czynnosci ne-
rek. Podstawowe zaburzenia metaholiczne w mocznicy dotyczg przemia-
ny bialkowej. Na skutek wypadniecia czynnosci nerek dochodzi do za-
trzymywania w ustroju szeregu produktéw przemiany bialkowej. Wyste-
puje retencja mocznika i pochodnych guanidyny, do ktérych nalezy krea-
tynina. Zmiany ich zawartosci w surowicy krwi chorych z niewydolno-
Scig nerek uwazane sg za wykladnik nasilenia zespolu mocznicowego.
Nie wyjasniono jednak dotychczas zalezno$ci miedzy retencjg mocznika
i kreatyniny a zespolem mocznicowym (Wilson 1971). Jeszcze mniej po-
znany jest zwigzek miedzy ich gromadzeniem sie w ustroju a wystepo-
waniem i charakterem strukturalnych uszkodzen ukladu nerwowego.

Zmiany morfologiczne w oSrodkowym ukladzie nerwowym w mocz-
nicy sg nieswoiste, a czeste wspolistnienie nieprawidlowosci ukladu na-
czyniowego i uszkodzen naczyniopochodnych utrudnia ocene wplywu
zwiekszonej zawartosci cial azotowych na stan tkanki nerwowej (Olsen
1961; Osetowska, Mossakowski 1963). Z tego lez wzgledu wydawatlo sie
uzasadnione zastosowanie modelu hodowli tkankowej, wykluczajace udzial
czynnikow zwigzanych z uszkodzeniem naczyn krwionosnych i ich funk-
cjag barierowa dla badania wplywu czynnikéw zawartych w surowicy krwi
chorych z zespolem mocznicowym na obraz morfologiczny tkanki ner-
wowej.
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Bezposrednim celem badan byla ocena wplywu surowicy od chorych
z zespolem mocznicowym na poszczegbélne elementy komoérkowe tkanki
nerwowej, utrzymywanej w hodowli in vitro. Badania te uzupeiniono

oceng bezposredniego dzialania mocznika i kreatyniny, podawanych do
standardowego medium hodowlanego w dawkach odpowiadajacych ich

sredniej zawartosci w surowicy u chorych z mocznica.

MATERIAEL I METODY

Badania prowadzono na organotypowych hodowlach mézdzku nowo-
rodkéw szczurzych, ktére prowadzono wg standardowej metody opisa-
nej przez Krasnickg i Mossakowskiego (1965). Uklad grup doswiadczal-
nych przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Schemat doswiadezenia

Table 1. Scheme of experiment

Grupa Czynnik uszkadzajacy Tlosé¢é w medium
Group Damaging factor Content in medium
I Surowica chorych z moeznicg 50%
Serum from uremic patients
10 Mocznik 100 mg%,, 200 mg9%,
Urea
IIT Kreatynina 5 mg9%, 10 mg9%,
Creatinine
Iv Surowica od zdrowych daweéw 509,
Serum from healthy donors
Kontrola
Control

We wszystkich grupach do$wiadczalnych stosowano hodowle po 3 ty-
godniach przezycia in witro. Czas przetrzymywania hodowli doswiad-
czalnych w Srodowisku odzywczym zawierajacym czynnik(i) o przypusz-
czalnym dzialaniu uszkadzajgcym wynosil 3 doby.

Surowice patologiczne stosowane w I grupie do$wiadczalnej otrzymy-
wano od chorych, przebywajacvch w I Klinice Choréb Wewnetrznych
AM w Warszawie (kierownik: prof. dr hab. A. Sicinski). Pochodzily one
od chorych na przewlekle kiebkowe zapalenie nerek, z wyjatkiem jed-
nej (surowica nr 3) otrzymanej od pacjenta z zespolem Goodpasture’a.
Wszyscy chorzy poddawani byli okresowej dializie pozaustrojowej.
Prébki krwi do hodowli pobierano przed dializg, w okresie wzrostu za-
warto$ci mocznika i kreatyniny w surowicy. Charakterystyke stosowa-
nych surowic przedstawia tabela 2.
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Tabela 2 Charakterystyka surowic pobranych od pacjentéw

Table 2. Characteristics of sera obtained from patients

Poziom w surowicy

Lp. Pleé¢ pacjenta Wiek pacjenta Level in serum
No. Patient’s sex Patient’s age mocznika kreatyniny
urea creatinine
1 Z|F 25 210 mg9%, 15 mg%
2 Z|F 30 270 mg%, 14 mg9%,
3 M/M 32 294 mgY%, 20,5 mg 9%,
4 M/M 25 381 mg9% 12,4 mg9%,
5 M/M 32 366 mg%, 14,2 mg%,
6 M/M 32 307 mg9, 12,4 mgY%,

W grupie II, w ktérej do standardowego medium odzywczego doda-
wano egzogenny mocznik, wyodrebniono dwie podgrupy, roznigce sie
jego stezeniem, wynoszacym odpowiednio 100 i 200 mg%.

Podobnie zréznicowano grupe III, z dodatkiem egzogennej kreatyniny
(Sigma). W podgrupie pierwszej stezenie kreatyniny wynosilo 5 mgh,
w drugiej — 10 mg%.

Hodowle grupy IV, kontrolnej, prowadzono w standardowym medium
odzywezym, rownolegle do kazdej z trzech grup doswiadczalnych.

Hodowle wszystkich trzech grup utrwalano i barwiono blekitem to-
luidyny. Na materiale utrwalonym wykonano ponadto odczyn PAS oraz
barwienie Sudanem czarnym. Na materiale nieutrwalonym wykonano
odczyny histochemiczne, ujawniajace aktywnos$¢ dehydrogenazy bursz-
tynianowej, glutaminianowej i glukozo-6-fosforanowej wg metod omo-
wionych w pracy Mossakowskiego i wsp. (1970).

WYNIKI

Grupa I. Hodowle poddane dzialaniu surowic od chorych z zespo-
lem mocznicowym, w barwieniu przegladowym wykazuja wyrazne nie-
prawidlowosci strukturalne w poréwnaniu z hodowlami grupy kontrol-
nej. Nie stwierdza si¢ jednak uchwytnej zalezno$ci miedzy intensyw-
noscig zmian patologicznych i ich charakterem, a zawartoscig moczni-
ka i kreatyniny w zastosowanych surowicach. "

Najbardziej uchwytng nieprawidlowoscia morfologiczng wystepujacg
we wszystkich komoérkach glejowych i nerwowych jest obrzmienie ich
cytoplazmy. Wymiary komoérek sa powigkszone, a ich profile zaokrgglo-
ne. Wypustki komérek nerwowych i glejowych sa pogrubiate. Neurony
wykazujg cechy tigrolizy. Znaczne obrzmienie komoérek glejowych utrud-
nia niejednokrotnie ich zréznicowanie morfologiczne. Najwieksze obrz-
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mienie wystepuje jednakze w astrocytach, w ich cytoplazmie stwierdzo-
no liczne wodniczki (ryc. 1). Astrocyty i oligodendrocyty, polozone w
obwodowej strefie wzrostu wykazuja wieksze nasilenie zmian niz
w eksplantacie i w jego kezposrednim otoczeniu. Wystepuja liczne prze-
roste komoérki mikrogleju, uwidaczniajace sie dzigki intensywnemu za-
barwieniu ich cytoplazmy. Illo§¢ podzialéw komérkowych w populacji
glejowej strefy wzrostu jest wyraznie mniejsza niz w hodowlach kon-
trolnych. W hodowlach barwionych Sudanem czarnym B stwierdza sie
cechy uszkodzenia ostonek mielinowych wiékien nerwowych. Wyrazajg
sie one obrzmieniem ostonek, prowadzgcym niekiedy do ich rozpadu
i tworzenia kul mielinowych wzdluz przebiegu wibékien nerwowych
(ryc. 2). Zmianom w strukturze mieliny towarzyszy nadmierne groma-
dzenie sie substancji sudanofilnych w cytoplazmie neuronéw i komorek
glejowych. Zaréwno komoérki nerwowe jak i oba typy makrogleju
gromadzg w cytoplazmie perikarialnej obfite ziarnistosci substancji
PAS-dodatnich, znacznie liczniejsze niz w odpowiednich hodowlach kon-
trolnych.

Aktywno$¢ badanych dehydrogenaz wykazuje réwniez znaczne nie-
prawidlowo$ci w poréwnaniu z materialem kontrolnym. Uderzajgco sta-
by, a czesto wrecz ujemny jest odczyn histochemiczny ujawniajgcy
aktywnos¢ hehydrogenazy bursztynianowej. W licznych hodowlach ujaw-

Ryc. 1. Zwyrodnienie wodniczkowe i obrzmienie komérek hodowanych z surowica
mocznicowg. Nissl. Pow. 400 X.

Fig. 1. Vacuolar degeneration anca swelling of cellular elements cultured with
uremic serum. Nissl > 400.
Ryc. 2. Obrzmienie i fragmentacja oslonki mielinowej. Hodowla z surowicg mo-
cznicowg. Sudan czarny B. Pow. 400 X.
Fig. 2. Swelling and fragmentation of myelin sheath. Culture with uremic serum.
Sudan black B. X 400.
Ryc. 3. Sladowa aktywnos$é dehydrogenazy bursztynianowej w komoérkach tkanki
nerwowej hodowanej z surowicg mocznicowg. Pow. 200 X.
Fig. 3. Trace succinic dehydrogenase activity in the cells of nervous tissue cultu-
red with uremic serum. X 200.
Ryc. 4. Zwyrodnienie wodniczkowe w komorkach hodowli pod wplywem mocznika
(200 mg%). Sudan czarny B. Pow. 400 X.
Fig. 4. Vacuolar degeneration in cells cultured with urea (200 mg%). Sudan black
B. X 400.
Rye. 5. Obrzmiale wlékna mielinowe w hodowli z mocznikiem (200 mg%).
Pow. 400 X.
Fig. 5. Swollen myelin fibres cultured with urea (200 mg%). X 400.
Ryc. 6. Ostabienie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej w komérkach tkanki
nerwowej hodowanej z mocznikiem (200 mg%). Pow. 400 X.

Fig. 6. Decrease of succinic dehydrogenase activity in the cells of nervous tissue
cuitured with urea (200 mg%). X 400,
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nia sie jedynie $ladowg aktywnos$¢ tego enzymu zaréwno w calej po-
pulacji komoérek glejowych jak i w neuronach (ryc. 3). Podobnie slaby
jest odczyn histochemiczny ujawniajacy aktywnosé dehydrogenazy glu-
taminianowej. Obfitsze gromadzenie produktéw odczynu histoenzyma-
tycznego obserwuje sie tylko w pojedynczych komérkach glejowych.
Aktywnos¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej jest nieznacznie osta-
biona. Obrzmiale komorki glejowe wykazujg slabszy odczyn niz ko-
morki nerwowe.

Grupa II. Hodowle poddane dzialaniu egzogennego mocznika w ste-
zeniu 100 mg% wykazuja niewielkie zmiany morfologiczne w stosunku
do hodowli kontrolnych. W preparatach barwionych metodg przegls-
dowg obserwowano tylko nieznaczne obrzmienie komoérek, ograniczone
niemal wylgcznie do astrocytéw. Nagromadzenie ziarnistosci PAS-dodat-
nich w cytoplazmie komoérek glejowych jest znacznie mniejsze niz w
grupie I, jakkolwiek wieksze niz w hodowlach kontrolnych. Barwienie
Sudanem czarnym B nie wykazuje nieprawidlowosci w strukturze zmie-
linizowanych wioékien nerwowych. Badanie histochemiczne wykazuje
oslabienie odczynéw ujawniajacych aktywnosé dehydrogenazy burszty-
nianowej i glutaminianowej zaré6wno w neuronach jak i w gleju. Od-
czyn na aktywno$é dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej nie wyka-
zuje zmian w stosunku do hodowli kontrolnych.

W hodowlach, w ktérych medium stezenie egzogennego mocznika wy-
nosilo 200 mg% zmiany strukturalne sa bardziej nasilone. Wykazujg one
podobienstwo do nieprawidlowosci opisanych w grupie I. Poza obrzmie-
niem cytoplazmy komoérek nerwowych i glejowych stwierdza sig liczne
komoérki ze zwyrodnieniem wodniczkowym. Cbfite wodniczki wystepu-
ja przede wszystkim w cytoplazmie astrocytéw (ryc. 4). Bardzo obfite
jest rowniez gromadzenie ziarnistosci PAS-dodatnich w cytoplazmie ko-
moérek nerwowych i glejowych. Liczne oslonki mielinowe sa odcinkowo
obrzmiale. Czesto stwierdza sie cechy ich rozpadu (ryc. 5).

Odczyny histochemiczne ujawniajgce akiywnos$¢ dehydrogenazy bursz-
tyniancwej i glutaminowej sg bardzo slabe (ryc. 6). Nieco zywszy od-
czyn wykazuje aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. In-
tensywno$¢ odczynéw histoenzymatycznych wydaje si¢ jednak wyzsza
niz w grupie z surowicg od chorych z zespolem mocznicowym.

Grupa III. Kreatynina podana do medium hodowlanego w stezeniu
5 mg% wywoluje zmiany patologiczne w obrazie morfologicznym hodowli
zblizonym w swoim charakterze i intensywno$ci do nieprawidlowosci
rozwijajacych sie pod wplywem mocznika w stezeniu 100 mg%. Stwier-
dza sie obrzmienie cytoplazmy komoérek glejowych, gléwnie astrocytow,
nieznaczne zwiekszenie cytoplazmatycznych ziarnisto$ci PAS-dodatnich,
oraz oslabienie intensywnosci odczynéw histochemicznych ujawniajg-
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cych aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminianowej.
Obraz ostonek mielinowych i aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fos-
foranowej nie wykazuje zmian w stosunku do hodowli kontrolnych.

Przy zastosowaniu kreatyniny w stezeniu 10 mg% zmiany patologicz-
ne sa bardziej nasilone i zblizone do nieprawidlowosci wystepujacych
pod wplywem mocznika w stezeniu 200 mg%. W barwieniu przeglado-
wym stwierdza sie znaczne obrzmienie cytoplazmy komérek nerwowych
i glejowych. Cechy zwyrodnienia wodniczkowego wystepujg we wszyst-
kich komérkach, zarbwno w gleju (ryc. 7), jak i w neuronach. Ilos¢ cy-
toplazmatycznych ziarnistosci PAS-dodatnich jest wigksza niz w hodow-
lach z kreatyning w stezeniu 5 mg%. Wyrazne jest rowniez uszkodzenie
(obrzmienie i rozpad) oslonek mielinowych. Komérki glejowe gromadzg
obfite ziarnistosci sudanofilne (ryc. 8). Aktywnos¢ dehydrogenazy bursz-
tynianowej i glutaminianowej jest wybitnie oslabiona (ryc. 9), podczas
gdy odczyn na aktywnos¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej jest
tylko nieznacznie stabszy w poréwnaniu do kontroli.

Grupa IV. Obraz histologiczny i histochemiczny hodowli kontrol-
nych nie odbiega od typowego dla organotypowych hodowli pozaustro-
jowych mozdzku noworodkéw szczurzych (ryc. 10—12).

OMOWIENIE

Przedstawione obserwacje wskazuja, ze zaréwno surowica od cho-
rych z zespolem mocznicowym jak i egzogenny mocznik i kreatynina,
podane do standardowego medium odzywczego, prcwadza do struktu-
ralnych uszkodzen wszystkich elementéw komorkowych pozaustrojowej
hodowli tkanki nerwowej. Zwraca uwage wspdlny wzorzec zmian mor-
fologicznych we wszystkich grupach doswiadczalnych, przy wyraznym
zréznicowaniu ich nasilenia. Identyczno$¢ zmian patologicznych w ho-
dowlach z-egzogennym amoniakiem i kreatyning i nieprawidlowosciami
w przypadku stosowania surowic od chorych z zespolem mocznicowym
sugeruje patogenetyczng role tych wtlasnie czynnikéw w ksztaltowaniu
uszkodzen tkanki nerwowej. Najwieksze nasilenie zmian patologicznych
w grupie hodowli prcwadzonych w surowicach od chorych z mocznicg
(stezenie mocznika w medium hodowlanym od 105 mg% do 190 mgf%,
a kreatyniny 6,2 mg% — 10,2 mg%) moze zaleze¢ zaréwno od sumujaee-
go sig dzialania mocznika i kreatyniny, jak réwniez od uszkadzajgcego
dzialania innych produktéw metabolizmu, wystepujgeych w podwyzszo-
nym stezeniu w surowicy chorych z mocznicg. Nalezg do nich w pierw-
szej kolejnosci aminy alifatyczne i aromatyczne, p’eptydy, ‘kwasy orga-
niczne, indole i fenole (Hicks i wsp. 1962; M_(jfting, Dishuk 1967;
Fishman 1970; Gulyassy i wsp. 1970). Na te mozliwos¢ wskazuje brak
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zréznicowania nasilenia uszkodzen tkanki przy stosowaniu surowic o roéz-
nej zawartosci mocznika i kreatyniny, przy jego obecnosci w przypad-
ku podawania roznych stezen samego mocznika lub kreatyniny.

Stwierdzone zmiany patologiczne nie maja charakteru swoistego. Spro-
wadzajg sie one do obrzmienia cytoplazmy komoérek nerwowych i gle-
jowych, zwyrodnienia wodniczkowego, gltéwnie astrocytéw, nadmiernego
gromadzenia ziarnisto$ci PAS-dodatnich oraz czeSciowego rozpadu osto-
nek mielinowych. Towarzyszy im znaczny spadek aktywnosci dehydro-
genazy bursztynianowej i glutaminowej oraz mniej nasilone obnizenie
aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. Charakter zmian
strukturadaych, a przede wszystkim obrzmienie komoérek oraz wzmozo-
ne gromadzenie ziarnistoSci PAS-dodatnich w ich cytoplazmie wskazuje
na uposledzenie przepuszczalnosci blon komoérkowych (Renkawek 1972;
Mossakowski, Gajkowska 1976). Spadek aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej i glutaminowej, przy stosunkowo malym upos$ledzeniu
aktywnos$ci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej moze z kolei byé
uznany za wykladnik uszkodzenia mitochondriow.

Nieprawidlowosci strukturalne dotyczag wszystkich rodzajow komoérek
wystepujacych w hodowli. O ile jednak zmiany patologiczne w komor-
kach nerwowych i neurogleju maja charakter zmian wstecznych, o tyle
komérki mikrogleju reagowaly na dzialanie zastosowanych czynnikéw
uszkadzajacych transformacja typu progresywnego — przerostem ko-
moérkowym. Ta odmiennos$¢ reakcji mikrogleju znana jest rowniez z neu-

Ryc. 7. Zwyrodnienie wodniczkowe w ro6znych typach kom(_Srek hodowli tkanki
nerwowej po podaniu do medium kreatyniny (10 mg®o). Nissl. Pow. 400 X.

Fig. 7. Vacuolar degeneration in various types of cells of nervous tissue cultured in
medium with creatinine (10 mgY). Nissl. X 400.
Ryc. 8. Obrzmienie oslonki mielinowej w tkance nerwowej hodowanej z kreatyning
(10 mg%). Sudan czarny B. Pow. 400 X.
Fig. 8. Swelling of myelin sheath of nervous tissue cultured with creatinine (10
mg%). Sudan black B. X 400.
Ryc. 9. Oslabiona aktywno$¢é dehydrogenazy bursztynianowej w tkance nerwowej
po dodaniu do medium kreatyniny (10 mg%). Pow. 200 X.
Fig. 9. Decreased succinic dehydrogenase activity in nervous tissue cultured in
creatinine containing medium (10 mg%). X 200.
Ryc. 10. Hodowla kontrolna. Nissl. Pow. 400 X.
Fig. 10. Control culture. Nissl X 400.
Ryc. 11. Hodowla kontrolna. Sudan czarny B. Pow. 400 X.
Fig. 11. Control culture. Sudan black B. X 400.

Ryc. 12. Aktywnosé dehydrogenazy bursztynianowej w komorkach tkanki nerwo-
wej hodowanej w warunkach standardowych. Pow. 200 X.

Fig. 12. Succinic dehydrogenase activity in the cellular elements of nervous tissue
cultured in standard condition. X 200.
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ropatologii klinicznej i innych modeli doswiadczalnych in wvitro, takich
jak miedzy innymi niedotlenienie lub nadtlenienie (Krasnicka, Renka-
wek 1969). Obserwacje dotyczace zr6znicowania nasilenia zmian w za-
leznosci od stezenia mocznika i kreatyniny w II i w III grupie doswiad-
czalnej wskazujg, ze komorki neurogleju — astrocyty i oligodendrocyty
s3 uszkodzone wczesniej i glebiej niz komérki nerwowe. Wydaje sie
przeto uzasadnione wigza¢ uszkodzenia oslonek mielinowych z pierwot-
nym uszkodzeniem oligodendrocytéw, komoérek o wysokim metabolizmie
tlenowym. Wybitny spadek aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej]
moze by¢ natomiast uznany za wskaznik uposledzenia glikolizy tleno-
wej. Rownoczesnos¢ uszkodzen komdrek nerwowych kaze jednakze wzig¢
pod uwage mozliwos¢ wtéornego w stosunku do nich rozpadu mieliny.
Zagadnienie to powinny rozstrzyga¢ badania mikroskopoewc-elektrcno-
we. Na podkreslenie zastuguje jednakze fakt, ze zmiany morfologiczne
i histochemiczne stwierdzone w przedstawionym materiale s3 w swoim
ogbélnym wzorcu zblizone do nieprawidlowosci rozwijajacych sie w ho-
dowli tkanki nerwowej w warunkach niedotlenienia (Krasnicka, Renka-
wek 1972; Krasnicka i wsp. 1976) i w zatruciu cyjankami (Mcssakow-
ski, Gajkowska 1976).

Mozna réwniez przeprowadzi¢ pewne analogie miedzy uszkodzeniem
stwierdzonym w hodowli tkankowei a zmianami w osrodkowym ukla-
dzie nerwowym, wystepujacymi u chorych z mocznicg. Do najczestszych
nieprawidlowos$ci neuropatologicznych w mocznicy zalicza sie obrzek
mozgu, glejoze, nieswoiste zwyrodnienie neurondéw oraz demielinizacje,
wystepujaca w przypadkach o przebiegu przewleklym (Knutson, Baker
1945; Olsen 1961; Osetowska, Mossakowski 1963). Ich odpowiednikami
in vitro jest uogolnione obrzmienie komoérek oraz uszkodzenie oslonek
mielinowych. Zwyrodnienie wodniczkowe, charakterystyczne dla ma-
terialu in wvitro, w przypadkach klinicznych opisywano jedynie w ko-
morkach nablonka splotéw naczyniastych (Monakow 1923, cyt. za Bo-
dcchtelem i Erbsloh’em 1958). W hodowli pozaustrojowej natezenie
uszkodzen komorkowych jest ogélnie wieksze niz w materiale klinicz-
nym, co odnies¢ nalezy zapewne w pierwszej kolejnosci do bezposred-
miej ekspozycji elementéw komoérkowych in vitro na dzialanie czynni-
kow uszkadzajgcych.

W Swietle przedstawionych danych mozna uznaé¢, ze czynnik lub czyn-
niki odpowiedzialne za uszkodzenie tkanek osrodkowego ukladu ner-
wowego w mocznicy znajduja sie w surowicy krwi. Ich role mogg spet-
mia¢ zaréwno mocznik jak i kreatynina. Pocglady na ich patogenetycz-
ne znaczenie w mocznicy sg zréznicowane. Gilboe i Javid (1964) wigza
wystepowanie objawoéw toksycznych w mocznicy z retencjg mocznika.
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Wykazali oni, ze mocznik ulega przemianie w cyjaniany oraz, ze za—
réwno mocznik jak i cyjaniany poglebiajg objawy mocznicowe i przy—
spieszajg zejscie $miertelne u zwierzat do$wiadczalnych. Mocznik oka-
zal sie inhibitorem szeregu ukiadéw enzymatycznych, miedzy innymi
oksydazy monoaminowej i oksydazy ksyntynowej (Rajagapalan i wsp.
1961; Giordano 1963). Giovannetti i wsp. (1970) oraz Balestri i wsp.
(1970) wykazali zaleznos¢ przyczynowg miedzy stezeniem mocznika a za-
hamowaniem zuzycia glukozy w mocznicy.

W chwili obecnej wiekszo$¢ autoréw podstawowe znaczenie patogene—
tyczne przypisuje dzialaniu pochodnych guanidyny, do ktéorych nalezy
kreatynina. Wykazano niewatpliwg korelacje miedzy wysokim steze-
niem kreatyniny w surowicy krwi a nasileniem objaw6éw mocznicowych
(Olsen 1961; Giordano 1963; Giovannetti i wsp. 1969). Wydaje sie prze-
to uzasadnione przyjecie roli patogenetycznej mocznika i kreatyniny w
uszkodzeniach tkanki osrodkowego ukladu nerwowego w mocznicy, na
co wskazujg przedstawione badania, pomimo ze mechanizm dzialania
obu zwigzkow pozostaje nadal nie wyjasniony.

Autorka sklada wyrazy podzigkowania st. technikowi p. Janinie Zak za pomoc
przy technicznym opracowywaniu materiatu do$wiadczalnego.

3. Kpacbuunga

BIUAHUE CBIBOPOTKU BOJBHBIX
C YPEMUYECKMM CUHAPOMOM, MOYEBUHEI M KPEATUHUHA
HA OPTAHOTBIIIMYECKYIO KYJIBTYPY HEPBHOM TKAHU

Pe3mome

UcnenoBanme BIMAHNME CBIBOPOTKM OOJIBHBIX € YPEMMUYECKMM CHHAPOMOM H@&
HEePBHYIO TKaHb B KyJbType in vitro. B rapaijenbHbiX 9KCIEPUMEHTAIbHbIX Ipyniax:
MCCJIeI0BAIM HENOCPeJICTBeHHOe JeliCTBMe MOUeBMHbI M KpeaTuHuHa, A06aBlleHHBIX
K CTaHJapTHONM cpejie B [103aX, OTBEUAIOIIMX MX CPEAHEMY COJAECPIKAHUIO B CHIBOPOTKE
B0JIBHBIX ypeMuet.

BriaBaena obmas kaptuHa MOPQOJIOTUMYECKUX UM (DEePMEHTATUBEBIX U3MEHCHUIA BO»
BCeX 9KCHEPMMEHTAJbHBIX TPyINNax I0J JEeMCTBUEM CHIBOPOTKU OOIBHBIX € ypeMu—
YEeCKMM CMHKPOMOM, IIOJI AEeMCTBMEM MOYEBMHBI M KpeaTupmia. Hambonbliad MHTEH—
CUBHOCTb M3MEHEHM) YCTaHOBJIEHA B TpyNIle KyJIbTYDP, BBIPAIMBAEMBIX B CpeEJE,
cojiepIkalleil ChbIBOPOTKY OOJBbHBIX ypemueit. IlaTojormuecKkue M3MEHEHUS 3aKJIH04Ya—
JIMCh, TJIaBHBIM 00pa3oM, B HaOyXaHMM M BaKyOJM3alMM HEPBHBLIX ¥ IJIMEBbIX KJETOK,
Ype3MEPHOM CKOIIeHuyu PAS-NOJIOKUTENbHBEIX 3€PHUCTOCTEN, a TaKiKe B YaCTUIHOM
pacnaze MuejauHa. ¥ CTAHOBJEHO TaKiKe 3Ha4duTelbHOe ocyiablienvie akKTUBHOCTM MC—
CclIeJIOBaHHBIX (PEePMEHTOB, 0cODEHHO CYKIMHAT- M TJyTamarzaerujaporesHasbt. Mopdo—
JOTHMYPCKME M TUCTOXMMMUYECKME M3MEeHEeHMsI, BbI3BaHHbIE YPEMMUUYECKVMMU TOKCHMHaMIN,
noaobiibl TEM aHOMAJIMAM, KOTOPble Pa3BUBAIOTCA B KYyJbTYPEe HEPBHOM TKAHU B yCJIQ—
BUAX TUIIOKCUM M IIPY OTPABJIEHUM LIMAHUAOM.
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Z. Krasnicka

EFFECT OF HUMAN UREMIC SERUM AND UREA OR CREATININE
CONTAINING SERUM ON ORGANOTYPIC NERVOUS TISSUE CULTURE

Summary

The study on the effect of serum from patients with uremia on the nervous
tissue cultured in wvitro was performed. Parallel experimental groups concerned
immediate action of urea and creatinine added do standard medium at the doses
corresponding to their mean content in the blood of patients affected with uremia.

Common pattern of morphologic and enzymatic alterations resulting from the
action of uremic patients serum and from the addition of urea or creatinine was
established. Most intense changes were found in the group of cultures with added
human uremic serum. Pathological changes were expressed mainly by the swelling
and vacuolar degeneration of neurons and glial cells, excessive accumulation of
PAS-positive granules and by partial myelin degeneration. Marked decrease of
enzyme activities, in particular of succinic and glutaminic dehydrogenases was
also demonstrated. Morphological and histochemical changes caused by wuremic
toxins are closely related to abnormalities found in the nervous tissue cultured in
hypoxic condition and during cyanide intoxication.
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KRYSTYNA RENKAWEK

SYNTEZA DNA W PROCESIE DOJRZEWANIA I WZROSTU
KOMOREK GLEJOWYCH W HODOWLI ORGANOTYPOWEJ
MOZDZKU SZCZURA IN VITRO

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN *)
Kierownik Zespolu: prof. dr med. M. J. Mossakowski

W dojrzewajgcym ukladzie nerwowym wystepuje znaczna prolifera-
cja komoérek glejowych, ktorej wskaznikiem moze by¢ oznaczenie wbu-
dowywania radioaktywnych prekursorow DNA do jader komérkowych.
W pierwszym okresie po urodzeniu synteza DNA w komorkach glejo-
wych jest znacznie nasilona do 20 dnia zycia, po czym liczba komoérek
dzielgcych sie gwaltownie maleje, co mogloby swiadczy¢ o uzyskaniu
przez nie pelnej dojrzatosci (Dalton i wsp. 1968; Gilmore 1971).

Synteze DNA w komodrkach glejowych obserwowano réwniez w doj-
rzalym ukladzie nerwowym w procesie odnowy komoérkowej oraz w gle-
ju reaktywnym wystepujacym w roéznorodnych warunkach patologicz-
nych (Hain i wsp. 1960; Altman 1962; Korr i wsp. 1973; Kraus-Ruppert
1975).

Badanie wbudowywania znakowanej tymidyny przez komérki w orga-
notypowej hodowli tkanki nerwowej in vitro daje mozliwo$¢ obserwa-
cji intensywnos$ci podzialdow komérkowych, ktére sg charakterystyczne
zarowno dla gleju dojrzewajacego jak i dla gleju odczynowego.

Celem pracy byla ocena syntezy DNA w komoérkach glejowych w za-
leznosci od wieku hodowli oraz poréwnanie nasilenia podzialow komor-
kowych w eksplantacie i w strefie wzrostu hodowli.

MATERIAL I METODY

Hodowle tkankowe zakladano z moézdzkéw noworodkéw szczurzych
w komorach Maximova wedlug techniki podanej w pracy Allerand,
Murray (1968). Plyn hodowlany skladat sie z réwnych czeSci surowicy
cielecej, ekstraktu embrionalnego z 9-dniowych zarodkéw kurzych, ply-
nu wieloelektrolitowego Earle’a i 20% glukozy w stezeniu koncowym

*) Badania autoradiograficzne wykonano w Department of Neuropai:hology and
Neuromorphological Sciences NINDS, NIH, Bethesda, USA.
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w medium 600 mg%. Hodowle inkubowano w temperaturze 36°C i obser-
wowano codziennie od 1 do 35 dnia wzrostu. Medium hodowlane zmie-
niane bylo 2 razy w tygodniu po uprzednim wyplukaniu hodowli w ply-
nie wieloelektrolitowym.

Badania autoradiograficzne prowadzone byly na hodowlach od 3 dnia
do -5 tygodnia wzrostu. Hodowle plukano dwukrotnie w ciggu 10 minut
w plynie wieloelektrolitowym (bez dodatku fenolu), a nastepnie do me-
dium hodowlanego dodano *H-tymidyne w stezeniu 1 uCi/ml medium
(aktywnos¢ wilasciwa — 5000 mCi/mM). Hodowle inkubowano w me-
dium z tymidyng przez 8 godzin w temperaturze 36°C, nastepnie plu-
kano 5 minut w plynie wieloelektrolitowym i utrwalano w mieszaninie
alkoholu etylowego, kwasu octowego lodowatego i formaliny w stosun-
ku 85:5:10 przez 30 minut. Utrwalone hodowle byly pokrywane plyn-
ng emulsjg (Ilford L4) i po wysuszeniu eksponowane w ciemnoSci w
temperaturze 4°C przez 7 dni. Autoradiogramy wywolywano uzywajac
roztworu Kodak K-19, a nastepnie po 5-minutowym plukaniu w wodzie
destylowanej preparaty utrwalano w 30% tiosiarczanie sodu. Autoradio-
gramy barwiono hematoksyling-eozyng.

W kazdej hodowli w eksplantacie i w strefie wzrostu obliczano od-
setek komoérek nad jadrami ktérych znajdowaly sie w emulsji fotogra-
ficznej ziarna srebra. W kazdej hodowli oceniano 400 komoérek glejo-
wych zaréwno w eksplantacie jak i rosnacych na obwodzie.

WYNIKI

Zestawienie poréwnawcze otrzymanych wynikéw wbudowania *H-ty-
midyny do jgder komoérek glejowych w czasie 8-godzinnej inkubacji
hodowli z izotopem zamieszczono w tabeli zbiorczej (tabela 1).

W hodowlach 3-dniowych i 1-tygodniowych kamoérki glejowe w eks-
plantacie SciSle przylegaly do siebie tworzac mniejsze lub wieksze sku-
pienia miedzy neuronami. Zaré6wno w eksplantacie jak i w komoérkach
wyrastajgcych z eksplantowanej tkanki ziarna srebra byly obecne wy-
lgcznie nad jgdrami komorek glejowych. Odsetek znakowanych komo-
rek glejowych w eksplantacie byl niski i wynosil odpowiednio 8% i 7%.
W strefie wzrostu hodowli liczba znakowanych jader glejowych byla
znacznie wyzsza i wynosita 22% oraz 27% (ryc. 1).

W hodowlach 2-tygodniowych proporcja znakowanych komodrek gle-
jowych w eksplantacie byla podobna jak w hodowlach mtlodszych, wy-
noszac 8% wszystkich liczonych komoérek glejowych (ryc. 2). W strefie
wzrostu zaréwno w bezposrednim sgsiedztwie eksplantatu jak i w znacz-
nej odleglosci od niego ilo$¢ radioaktywnych jader glejowych byla znacz-
nie wyzsza (51%). Liczba znakowanych komoérek glejowych znajdujg-
cych sie w strefie wzrostu byla niemal dwukrotnie wigksza niz w ho-
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Tabela 1. Synteza DNA w komoérkach glejowyeh w hodowli organotypowej moézdzku szezura
in vitro.

Table 1. DNA synthesis in glial cells in organotypie rat cerebellar tissue culture

Odsetek komérek znakowanych po 8 godz. inkubacji z *H tymidyna

Wiek hodowli 9, of labelled cells with 3H thymidine after 8 h incubation
Age of culture Eksplantat Strefa wzrostu
Explant Outgrowth

3 dni 8 22

3 days

1 tydzien 7 27

1 week

2 tygodnie 8 51

2 weeks

3 tygodnie 9 50

3 weeks

4 tygodnie 21 48

4 weeks

5 tygodni 18 56

5 weeks

dowlach 1-tygodniowych. Nie obserwowano istotnych roéznic miedzy
wbudowywaniem tymidyny do jader astrogleju i oligodendrogleju. Roz-
proszone ziarna srebra byly rowniez widoczne nad jadrami fibrobla-
stow.

W hodowlach 3-tygodniowych ilos¢ znakowanych komorek glejowych
w eksplantacie byla réwniez niewielka (9%), natomiast w calej strefie
wzrostu wbudowywanie tymidyny do jader glejowych stwierdzono w
50% populacji komoérek glejowych. Wydaje sie, ze komorki oligodendro-
gleju w wiekszym stopniu wbudowywaty izotop do DNA jadrowego,
o czym S$wiadczy wieksze nagromadzenie ziaren srebra w poréwnaniu
z komoérkami astrogleju (ryc. 3 i 4).

Hodowle starsze, 4-tygodniowe charakteryzujgce si¢ mniejszym za-
geszczeniem w eksplantacie zaréwno komérek nerwowych jak i komo-
rek glejowych wykazywaly znacznie wyzszy odsetek znakowania °H-ty-
midyng (21%), niz w hodowlach mlodszych, natomiast nie bylo istotnych
réoznic w poréwnaniu z hodowlami 2- i 3-tygodniowymi w strefie wzro-
stu hodowli (48%). Podobne wartosci znakowanych komérek stwierdzo-
no w hodowlach 5-tygodniowych — w eksplantacie 18% i w strefie wzro-
stu 56%.

OMOWIENIE WYNIKOW

Wbudowywanie radioaktywnej tymidyny do jader komoérkowych zo-
stalo stwierdzone w hodowlach zaréwno w eksplantacie, jak i w bez-
posrednio otaczajgcej go strefie wzrostu oraz w znacznej odleglosci od
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Ryc. 1. Autoradiogram 1 tyg. hodowli po 8 godz. inkubacji z *H tymidyng. W strefie
wzrostu hodowli niezréznicowane komorki glejowe wykazujg nasilong synteze
DNA -w por6wnaniu z Komoérkami w eksplantacie. H. E. Pow. 350 X.

Fig. 1. Autoradiogram of 1 week old culture. Eight hours incubation with 3H
thymidine. Extensive DNA synthesis in poorly differentiated glial cells in the
outgrowth in comparison to glial cells in the explant. H. E. X 350.

% w® =+ &
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Ryc. 2. Autoradiogram 2 tyg. hodowli po 8 godz. inkubacji z *H tymidyna. Ziarna
srebra nad wigkszosScia kcmorek astrogleju i oligodendrogleju w strefie wzrostu
hedowli. H. E. Pow. 350 X.

Fig. 2. Autoradiogram of 2 week old culture. Eight hours incubation with 3H
thymidine. Numerous labelied astroglial and oligodendroglial cells in the outgrowth.
H. E. X 350.
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Ryc. 3. Autoradiogram 3 tyg. hodewli po 8 godz. mkubac;x z ‘H tymidyng. Liczne
nieznakowane komérki nerwowe w eksplantacie, pojedyncze komoérki glejowe
z ziarnami srebra nad jadrami komoérkowymi. H. E. Pow. 160 X.

Fig. 3. Autoradiogram of 3 week old culture. Eight hours incubation with 3H
thymidine. Numerous unlakelled neurons and a few glial cells labelled with thy-
midine in the explant. H. E. X 160.

Ryc. 4. Autoradiogram 3 tyg. hodowli po 8 godz. inkubacji z 3H tymidyna. Znako-
wana plytka metafazowa w komorce glejowej; liczne ziarna srebra nad jadrami
komorek gleju, bardziej rozproszone nad jgdrami fibroblastow. H. E. Pow. 350 X.
Fig. 4. Autoradiogram of 3 week old culture. Eight hours incubation with 3H
thymidine. Glial cell in metaphase stadium labelled with thymidine; abundant
silver grains above glial nuclei, more dispersed above fibroblasts nuclei. H. E. X 350.
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eksplantatu. Ziarna srebra byly widoczne nad jadrami komérek glejo-
wych, pojedynczymi fibroblastami i makrofagami. W zadnym typie ko-
moérek nerwowych (komoérki Purkinjego, komoérki warstwy ziarnistej) nie
stwierdzono wbudowywania tymidyny bez wzgiedu na stopien dojrza-
tosci hodowli (3 dni—5 tygodni). Brak znakowania komoérek nerwo-
wych przemawia za ukonczona neuronogeneza mézdzku noworodka
szczura przy postepujgcym dalej procesie dojrzewania neurondéw in
vitro. Komorki glejowe wykazuja od pierwszych dni wzrostu w hodowli
intensywng synteze DNA. Ilos¢ znakowanych jader glejowych rézni sie
znacznie w eksplantacie i w strefie wzrostu hodowli. W eksplantatach
do 3 tygodnia wzrostu in vitro liczba znakowanych komoérek glejowych
jest niska, natomiast w hodowlach starszych w ktérych ulozenie komo-
rek jest znacznie luzniejsze odsetek komorek znakowanych wzrasta dwu-
krotnie.

Podobng zalezno$¢ liczby znakowanych jader glejowych od zageszcze-
nia komérek obserwuje sie w strefie wzrostu. W hodowlach mézdzku
prowadzonych do 7 dnia strefa wzrostu jest stosunkowo waska; komor-
ki glejowe wzrastajgce ku obwodowi dos¢ S$cisle przylegaja do siebie.
Odsetek komoérek glejowych syntetyzujacych DNA w tych hodowlach
byl w przyblizeniu dwukrotnie nizszy niz w hodowlach 2- do 5-tygod-
niowych, w ktorych komorki glejowe lezg w pojedynczej warstwie w
duzym rozproszeniu, lgczac sie jedynie wypustkami. Powigzanie po-
miedzy stopniem syntezy DNA przez komoérki w hodowli, a ich za-
geszczeniem moze odpowiada¢ obserwowanemu w hodowlach jednowar-
stwowych zjawisku ,,contact inhibition”. Zmniejszenie syntezy DNA
przez komorki glejowe in vitro w miare wzrostu zageszczania komoérek
zaobserwowal Lindgren i Westermark (1976) w hodowanym gleju ludz-
kim.

Przedstawione obserwacje wskazujg na bardzo znaczng zdolno$¢ ko-
morek glejowych do syntezy DNA i podzialéw komoérkowych, dotyczg-
cg zaréwno astrogleju jak i oligodendrogleju. Jednakze nasilenie syn-
tezy DNA w komoérkach w hodowlach 1-tygodniowych i w hodowlach
po 5 tygodniach wzrostu nasuwa pytanie, czy glej w warunkach in vitro
ulega stopniowemu dojrzewaniu, czy tez utrzymuje cechy gleju nie-
zréznicowanego w ciggu calego okresu obserwacji in wvitro.

Z prac prowadzonych nad rozwojem histogenetycznym mézdzku in
vivo wynika, ze intensywna synteza DNA jest charakterystyczna dla
dojrzewajacych komoérek glejowych jak réwniez zwigzana jest z mieli-
nizacjg ukladu nerwowego (Fujita i wsp. 1966; Biesold i wsp. 1976).
W wigkszosci struktur moézgowych réznicowanie gleju zostaje zakonczo-
ne w pierwszych 3 tygodniach po urodzeniu zwierzat (Dalton i wsp

http://rcin.org.pl



Nr 3 Synteza DNA w hodowli moézdzku 347

1968; Gilmore 1971). Szereg autoré6w obserwowal jednak odnowe gleju
rowniez u dorostych zwierzat w moézdzku i w okolicy podwysciotkowej
komér bocznych, wigzgce stwierdzang proliferacje gleju z przetrwaniem
komérek macierzy w dojrzalym mézgu lub z zachowaniem prekursorow
komoérek glejowych (Altman 1966; Korr i wsp. 1973; Kraus-Ruppert
i wsp. 1975). Duzg zdolnos¢ do syntezy DNA i proliferacji ma réwniez
glej reaktywny w uszkodzonym ukladzie nerwowym (Altman 1962).

Przedstawione obserwacje wskazuja, ze synteza DNA jest bardzo na-
silona réwniez w hodowlach po 3 tygodniach wzrostu hodowli, a wigc
w tym okresie, w ktéorym dojrzewanie gleju in situ jest ukonczone. Po-
dzialy komorek glejowych sg liczne zaréwno w eksplantacie jak i w
strefie wzrostu. Na podstawie badan autoradiograficznych nie mozna
jednoznacznie rozstrzygna¢, czy glej in vitro jest glejem niedojrzatym,
czy tez ma jedynie cechy gleju reaktywnego. Z uprzednio prowadzo-
nych badan wynika, ze tkanka glejowa hodowana in vitro ma morfo-
logiczne i histoenzymatyczne wiasciwosci gleju reaktywnego (Krasnicka,
Mossakowski 1965; Renkawek 1972). Podzial komoérek glejowych i syn-
teza DNA mogag w warunkach in vitro by¢ zwigzane zaréwno z dojrze-
waniem komorek glejowych z ich pierwotnych prekursoréw w eksplan-
towanej tkance, jak i z nabywaniem przez nie wlasciwosci gleju reak-
tywnego.

K. PenkaBek

CUHTE3 JHK B IIPOLIECCE CO3PEBAHUSI UM POCTA TJIMEBBIX KJETOK
B OPTAHOTBIIIMYECKOM KVJIBbBTYPE MO3KEYKA KPBICHI IN VITRO

Pe3womMme

UccanenoBanmu cunurte3d JHK B opraHoTonuuecKux KyJjbTypaxX MC3iKedKa, jgaBas
TUMUAMH, MEYEHbI)i TPUTHEM B KOHIEHTpauum 1 MKKIOPW/MJ cpeabl. Bkiarouenme muso-
TONAa B KJIETOYHBbIe fAApa TIJauy ObLJIO OTMEUeHO KakK B 9KcriaHrate (7—21%), Tak
M B 30He pocTa KyJabTypbl (22—56%). Ycranosiena 3aBucumocTb cunresa JHK
OT BO3pacTa KyJbTYypPbl M CTEIleHM KOHUEHTpauuu KJIEeTOK B 30He pocTa. Pe3yJibTaTh!
paboTbl yKa3bIBAalOT HA 3HAYUTEJbHYIO CHOCODHOCTH TIJIMEBBIX KJIETOK K CUHTe3y
JAHK, cBMAETEJNbCTBYIOIUIYI0 KakK O CO3PeBaHMM TJIMM, TaK M O PEaKTUMBHCM Xapak-
Tepe ramu in vitro.

K. Renkawek

DNA SYNTHESIS DURING DEVELOPMENT AND PROLIFERATION OF GLIAL
CELLS IN ORGANOTYPIC RAT CEREBELLAR CULTURE

Summary

DNA synthesis was investigated in glial cells in vitro with 3H thymidine in
concentration 1 uCi/ml medium. Incorporation of isotope into the glial nuclei has
been found both in the explant (7—=21%) and in the ouigrowth (22—56%). DNA
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synthesis was dependent on the age of culture and due to the contact inhibition
in the outgrowth. Results point out that marked DNA synthesis is a characteristic
feature of glia differentiation and of reactive character of glial cells in wvitro.
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MIROSEAW MADEJ, PRZEMYSEAW NOWACKI, KRYSTYNA HONCZARENKO

ILOSC DNA W KOMORKACH NERWOWYCH I GLEJOWYCH
MOZGU CZLOWIEKA OZNACZANA METODA
CYTOFOTOMETRYCZNA

DONIESIENIE WSTEPNE

Pracownia Patologii Komorki Zakladu Anatomii Patologicznej
Instytutu Biostruktury Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin 3
Praccwnia Neuropatologii Kliniki Neurologii Instytutu Choréb Ukladu Nerwowego”
i Narzadéw Zmyslow Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin

W ciggu ostatnich 10 lat zwrécono uwage na pojawianie sie poliploi-
dalnej ilosci DNA w jadrach komoérek niektorych narzgdow ludzi i zwie-
rzgt. Uprzednio znano wystepowanie komorek o poliploidalrej ilosci
DNA w tkance watroby (Sandritter i wsp. 1963). Inng tkankg, w kro-
rej stwierdzono wystepowanie poliploidalnych jgder komoérkowych jest
miegsien sercowy czlowieka (Adler, 1971; Sandritter i Scomazzoni, 1964).
Ciekawym spostrzezeniem jest, ze poliploidia pojawia sie jako zjawisko
fizjologiczne zwigzane z wiekiem.

W ostatnich latach pajawily sie rowniez doniesienia o wystepowaniu
poliploidii w neuronach osrodkowego ukladu nerwowego szczuréw, ko-
tow i ludzi (Bregnard i wsp., 1975; Lentz i Lapham 1970; Novakova
i wsp. 1970; Sandritter i wsp. 1967). Badania te dotyczyly glownie zmian
w ilesci DNA w jadrach komoérek Purkinjego w okresie perinatalnym.
Takze Bregnard i wsp. (1975) w krétkim doniesieniu stwierdzili na pad-
stawie badan przy uzyciu fluorymetrii przeplywowej i cytofotometrii
absorbcyjnej w UV, ze neurony posiadaja zdwojong ilos¢ DNA w po-
ro6wnania z komoérkami glejowymi. Autor ten przyznaje jednak, ze ba-
dania te winny by¢ zweryfikowane.

Ze wzgledu na istniejgce nadal watpliwosci co do ilosci DNA w ja-
drach réznych typéw komorek osrodkowego ukiadu nerwowego posta-

Praca wykonana w ramach planu weziowego Nr 10.4.2.62.1.4.

Neurcopatologia Folska — 3
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nowiliémy zaja¢ sie tym problemem. Ponadto uwazamy, ze istnieje po-
trzeba przeprowadzenia tego rodzaju badan na moézgach ludzkich z réz-
nych grup wieku.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto 4 moézgi ludzkie, z ktérych dwa pochodzily od dzie-
ci (5,5 1 6,5 mies.), a dwa od os6b starych (71 i 73 lat). W zadnym z tych
przypadkéw nie stwierdzono klinicznie ani sekcyjnie przewleklych scho-
rzen badz proceséw rozrostowych w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Material do badan cytochemiczno-ilosciowych pobrano w ciggu pierw-
szych 6 godzin po zgonie z: zakretu przedsrodkowego, jadra ogoniaste-
go, wzgorza wzrokowego, kory rogu Amona i z kory mézdzku.

Kazdy wycinek natychmiast po pobraniu homogenizowano recznie w
0,02 M roztworze EDTA w plynie Ringera. Homogenat sgczono przez
gaze i wirowano przez 3 minuty przy 800 X g. Z osadu wykonywano
rozmazy, ktére utrwalano na mokro w mieszaninie 96% etanolu z 40%
formaling w stosunku 9:1. Utrwalone preparaty barwiono metoda
Feulgena przy uzyciu pararozaniliny. Zastosowano nastepujgce czasy
hydrolizy w 1 N HCl w temperaturze 60°C: 2 minuty, 5 minut, 8 minut,
11 minut, 14 minut, 17 minut, 20 minut.

Pomiary cytofotometryczne dotyczyly neuronéw, astrogleju i oligo-
dendrogleju. Z uzyskanych wartosci pomiaréw wykreslono krzywe hy-
drolizy oraz nukleinogramy (histogramy). Pomiary wykonywano uzy-
wajgc mikrodensytometru integrujgcego F-my Barr and Stroud,
Glasgow.

Po pobraniu materialu moézgi utrwalano w formalinie, a nastepnie
dokonywano badan histologicznych duzych skrawkéw parafinowych
barwionych H-E, fioletem krezylu, czerwieniag Kongo, wg nastepujg-
cych metod: Holzera w modyfikacji Kanzlera-Arendta, Heidenhaina, van
Gieson i Holmesa.

W badaniach szczegbélna uwage zwrdcono na cechy zuzycia tkanki
nerwowej (lipofuscyna, zmiany zanikowe, zmiany barwnikowe gleju)
oraz na pojawieniu sie¢ zmian starczych.

WYNIKI

Wykonujgc pomiary nasilenia reakcji Feulgena zaré6wno w neuronach
jak i w komoérkach glejowych moézgu stwierdziliSmy, ze nasilenie to jest
najwyzsze po zastosowaniu czasu hydrolizy 11—14 minut, wobec tego
wykonali$Smy wykresy obrazujgce zachowanie sie ilosci DNA po doko-
naniu pomiaré6w w preparatach hydrolizowanych przez 14 minut. W moéz-
gach cbu niemowlgt wartosci pomiaréw cytofotonietrycznych dla neuro-
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néw byly wyzsze niz dla komérek oligodendrogleju od 0—5 jednostek
roboczych, przy czym nie zawsze roznica ta byla statystycznie istotna.
Nie stwierdzono natomiast réznic ilosciowych pomiedzy komoérkami
astrogleju i neuronami. W przypadku zmartego M.S., lat 71, roznice w
uzyskanych $rednich wartosciach pomiaréw przedstawialy sie podobnie
jak w mozgach niemowlat, byly jednak nieznacznie wyzsze. Roznice te
wynosily dla oligodendrogleju i neuronéw od 4 do 7 jednostek i byly
zawsze statystycznie istotne. Pordwnujac pomiary neuronéw i astrogle-
ju uzyskano roznice wahajgce sie miedzy 1 a 5 jednostkami roboczymi,
przy czym nie byly one zawsze statystycznie istotne. Zupelnie inny
wynik uzyskaliSmy w przypadku M.E., lat 73, w ktérym neurony wyka-
zywaly zdecydowanie wyzsze wartosci pomiarow niz komoérki oligoden-
drogleju (roznica od 9 do 18 jednostek roboczych) i astrogleju (réznica
od 3 do 9 jednostek roboczych). Srednie warto$ci pomiaréw, uzyskane
dla komorek oligodendrogleju odpowiadaly diploidalnej ilosci DNA. Na
tej podstawie stwierdziliSmy, ze jadra komorek oligodendrogleju méz-
géw niemowlecych zawierajg w okolo 95% diploidalne wartosci DNA,
natomiast tylko w okolo 5% hiperdiploidalne ilosci tego skladnika (ryc.
1). Komorki astrogleju w 100% posiadaty diploidalng ilo$¢ DNA.

W przypadku zmarlego w podesztym wieku M.S. 90% neuronéw wy-
kazywalo diploidalng ilos¢ DNA, a 10% hiperdiploidalng (ryc. 2). W tym
jednak przypadku komorki zakretu przedsrodkowego zachowywaly sie
inaczej, a mianowicie: 65% neuronéw posiadato diploidalng, 30% hiper-
diploidalng, a 5% nawet hipertetraploidalng ilo§¢ DNA (ryc. 3). Komoér-
ki astrogleju az w okolo 85—95% zawieraly diploidalng ilos¢ DNA,
a jedynie w 5—15% hiperdiploidalna ilos¢ tego skiadnika (ryc. 2 i 3).
Znacznie wieksze réznice odnotowano w przypadku N.E. 1. 73, w kto-
rym jedynie 5% neuronéw jadra ogoniastego zawieralo diploidalng ilose
DNA, natomiast az 80% jader tych komoérek znajdowalo sie w przedzia-
le dla hiperploidii, a 15% dla tetraploidii (ryc. 4). Komoérki astrogleju
w tym przypadku posiadaly w 40% diploidalng ilos¢ DNA.

Wykreslone przez nas krzywe hydrolizy nie réznig sie ksztaltem, jesli
poréwnujemy poszczegélne rodzaje badanych komoérek. Roznice dotycza
jedynie $rednich wartosci pomiaréw (ryc. 1, 2, 3). Krzywe te charak-
teryzuja sie dos¢ lagodnym wzrostem warto$ci pomiaréw do 8 minut
kwasnej hydrolizy, w ktéorym to okresie zaznacza sie wzrost nasilenia
reakcji Feulgena. Nasilenie to utrzymuje sie po zastosowaniu 20 minut
hydrolizy. Taki przebieg krzywej hydrolizy moze przemawiaé¢ za dosé
duzg iloScig chromatyny malo wrazliwej na kwasng hydrolize, a wiec
chromatyny zbitej, utozsamianej z chromatyng malo czynng genetycz-
nie (Mittermayer i wsp., 1971). Jedynie w czeSci pomiaréw, dotyczacych:
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Ryc. 1. Przypadek K. L., wiek 5.5 mies. Strona lewa: krzywe hydrolizy jader wu-
moérek moézgu w 1 N HCl w temp. 60°C. J. R.: jednostki robocze wartosci pomiaréow
cytofotometrycznych .odpowiadajgce ilosci leukofuksyny zwigzanej z DNA. Strona
prawa: nukleinogram. 2n: diploidalna ilos¢é DNA, 4n: tetraploidalna ilos¢ DNA.

Fig. 1. Case K. L., age 5.5 mths. Left side: hydrolysis curves of cerebral cells

nuclei in 1 N HCI in temp. 60°C. J. R.: assay entities cf cytophotometric values

corresponding to the amount of leukofuchsin bound to DNA. Right side: nucleino-
gram. 2n: diploid content of DNA, 4n: tetraploid content of DNA.
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Ryc. 2. Przypadek M. S., wiek 71 lat. Objasnienia jak pod ryc. 1.
Fig. 2. Case M. S., age 71 yrs. Explanation as under Fig. 1.

neuronéw moézgéw o0s6b starych, stwierdzano wzrost wartosci pomia-
row juz po 5 minutach kwasnej hydrolizy (ryc. 2).

Badanie neuropatologiczne dwu moézgéw dzieciecych wykazalo obrazy
typowe dla wieku nieniowlecego, jak obecnoi¢ cienkiej warstwy ziar-
nistej zewnetrznej w korze mézdzku, pozostalosci komoérek macierzy
przykomorowej oraz neurony o specyficznej morfologii dla wieku dzie-
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Rye. 3. Przypadek M. S., wiek 71 lat. Objasnienie jak pod ryc. 1.
Fig. 3. Case M. S., age 71 yrs. Explanation as under Fig. 1.
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Ryc. 4. Przypadek N. E., wiek 73 lat. Objasnienie jak pod ryc. 1.
Fig. 4. Case N. E., age 73 yrs. Explanation as under Fig. 1.

ciecego. Poza tym w obu przypadkach zaznaczone byly zmiany ische-
miczne, w jednym z nich z towarzyszgcymi wyrazZnymi cechami obrzeku
tkanki nerwowej. Lipofuscyny w neuronach nie znaieziono poza nie-
ktéorymi komoérkami wzgoérza wzrokowego w jednym przypadku.

W dwu moézgach starczych dominowatly zmiany aterosklerotyczne oraz
rozsiane uszkodzenia pochodzenia naczyniowego z drobnymi ogniskami
rozmigkania, opustoszeniami neuronalnymi i homogenizacjg komorek
Furkinjego.
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W moézgu zmarlej N.E, lat 73 zwracalo uwage maksymalne nagro-
madzenie barwika zuzycia w neuronach wszystkich lipofilnych jader,
a réwniez jego obecno$¢ w strukturach uwazanych za wzglednie lipo-
filne (np. male komérki jgdra ogoniastego, griseum centrale pontis).
W przypadku zmartej M.S., lat 71 zlogi lipofuscyny byly znacznie mniej
obfite. Nie wypelnialy one cytoplazmy neuronéw nawet w tak lipofil-
nych strukturach jak jgdro zebate. W obu przypadkach w warstwie dro-
binowej kory moézgu znajdowano dos¢ liczne cialka skrobiowate, a nie
stwierdzono natomiast obecno$ci plytek starczych ani zmian wiékienko-
wych typu Alzheimera.

DYSKUSJA

Uzyskane przez nas wyniki badan ilosciowych wskazujg na wyzsze
wartosci DNA w neuronach moézgéw starczych oséb. Niemniej réwniez
u badanych niemowlagt stwierdziliSmy nieliczne neurony z hiperdiploi-
dalng ilosciag DNA. W naszych badaniach nie udalo sie uzyskat we
wszystkich przypadkach dostatecznej liczby komérek Purkinjego, dla-
tego tez nie wypowiadamy sie obecnie co do zawartosci DNA w tych
komoérkach. Warto jednak podkresli¢, ze znalezione przez nas komorki
Purkinjego, zaro6wno u niemowlat jak i u osob starszych, posiadaly zaw-
sze hiperdiploidalng lub tetraploidalng ilos¢ DNA. Obserwacja ta bylaby
zatem zgodna z wynikami Bregnarda i wsp. (1975), Mittermayera i wsp.
(1971) i Sandritter i wsp. (1963). W odréznieniu od danych uzyskanych
przez Bregnarda i wsp. (1975) w naszych badaniach zwigkszona zawar-
tos¢ DNA w neuronach odpowiadala hiperdiploidalnej ilosci, a nie tetra-
ploidalnej. Nie uzyskaliSmy zatem komoérek o cechach tzw. poliploidii,
natomiast wykazaliSmy niewgtpliwie wigekszg zawartos¢ DNA w neurc-
nach niz w komoérkach glejowych.

Wsréd astrocytéw odnotowaliSmy komorki posiadajgce hiperdiploidal-
ng ilos¢ DNA. Zjawisko to mozna tlumaczy¢ zdolnoscig komoérek astro-
gleju do rozplemu, a zatem do syntezy DNA. Obecnos¢ komérek o hi-
perdiploidalnej ilosci DNA, pecijawiajacej sie zresztg w nieduzym odset-
ku, moze przemawia¢ za syntezg DNA. Nie mozemy jednak wykluczy¢
mozliwosci blednego zaszeregowania jader do typéw komorek klasyfi-
kowanych na podstawie morfologicznych cech jader barwionych metodg
Feulgena. W tych warunkach czes¢ jader nalezgcych do neuronéw mo-
gliSmy rozpozna¢ jako jgdra astrogleju.

Ilos¢ DNA w jadrach komoérek oligodendrogleju odpowiadata zawsze
wartosciom diploidalnym. Mozliwe, ze komoérki te, podobnie jak inne
elementy glejowe majg zdolno$¢ do rozplemu a wiec i do syntezy DNA.
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W naszych badaniach nie stwierdziliSmy jednak cech tej syntezy w ko-
moérkach oligodendrogleju. Byé moze jest to wynikiem doboru jader
do pomiaréw i eliminowania wszystkich wiekszych jader ws$réd ktérych
mogly znalez¢ sie komorki syntetyzujace DNA.

Przyczyna i mechanizm pojawienia sie zwigkszonej ilosci DNA w so-
matycznych, a nie dzielgcych sie komorkach nie s wyjasnione. Poza
wspomniang juz korelacjg tego zjawiska z wiekiem badanych osobnikéw
nalezaloby zwréci¢é uwage na zwigzek z obcigzeniem funkcjonalnym
tkanki, a nawet ze stopniem jej fizjologicznego zuzycia. Przypominamy, ze
zwiekszong ilos¢ DNA stwierdza sie zawsze w starszym wieku w ko-
moérkach narzadéw o bardzo duzym obcigzeniu czynnosciowym, a mia-
nowicie w watrobie i w sercu (Adler, 1971, Sandritter i wsp., 1967).
Nasz material jest zbyt maly aby mozna bylo wycigga¢ dalej idgce
wnioski. Pragniemy jednak zwrdci¢ uwage na roznice iloSciowe DNA
neuronéw w badanych dwdéch moézgach osoéb starszych. Mozg wykazujgcy
morfologicznie mniej zaawansowane cechy zuzycia (M.S., lat 71) w po-
staci uderzajgco matej ilosci lipofuscyny w neuronach, zawieral nie-
wielki odsetek neuronéow o hiperdiploidalnej i-tetraploidalnej ilosci DNA.
Pod tym wzgledem byl on bardziej podobny do mézgéw badanych przez
nas niemowlat.

Wykonane krzywe dynamiki kwasnej hydrolizy stosowanej w reakcji
Feulgena przebiegajg prawie jednakowo dla wszystkich typéw komorek.
Roéznice jakkolwiek nieduze, uzyskaliSmy w przebiegu tych krzywych
wykonanych dla neuronéw moézgu oséb starszych, otrzymujac niekiedy
wyzsze wartoSci pomiarowe juz po uplywie 5 minut hydrolizy (ryc. 2).
Wskazuje to na wiekszg wrazliwo$¢ chromatyny badanych komorek na
kwasng hydrolize, a posrednio na obecnos¢ wiekszej iloSci chromatyny
luznej zwanej rowniez czynng (Krygier-Stojalowska 1 wsp., 1972, Mit-
termayer i wsp. 1971).

A. Kpeirep-Crosanoscka, E. Kyasubmigyu, M. Magern, II. Hopaukyu, K. XonuapeHko

KOJUYECTBO JHK B HEPBHBIX U I'JIMEBBIX KJETKAX MO3TA YEJOBEKA,
OMMPEJEJAEMOE IIUTOPOTOMETPUYECKUM METOJOM

IipeasapurensHoe coobieHue

Peszwome

ABTOpBI MccIefoBaM UMTOMOTOMETPUYECKMM METOJO0M, OKpaumyBasg no dPdensrexy,
conepxkaume JHK B Aapax HEPBUHBIX M IJIMEBBIX KJIETOK 4YeJOBEYECKOTro Mo3ra
(2 mo3ra geTcKkuMx M 2 JMI TOXKMIOro Bo3pacra). KieTKu OJUTOAEHAPOrauyu BO BCEX
Mo3rax oOHapyxXuBaau auriongHoe koiaudecrBo JHK, Torja Kak B AApax HeMUpo-
HOB y CcTapbIxX Jwojei cojaepzxkanme JHK Ob1s10 uaine BCEro runeprnyionjaHbIM, a MHOTrAA
TEeTPaIJIOUAHBIM.
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cf

A. Krygier-Stojalowska, J. Kulezycki, M. Madej, P. Nowacki, K. Honczarenko

DNA CONTENT IN NEURONS AND GLIAL CELLS OF HUMAN
BRAIN ASSAYED WITH CYTOPHOTOMETRIC METHOD

Preliminary report
Summary

Content ¢f DNA in ruclei of neurcns and of glial cells of human brains (2 brains
infants and 2 senile brains) was investizated by the cytophotometric method with

use cf Feulgen staining.

Olig.dendroglial cells exhibited diplcid content of DNA in all studied brains

whereas the content of DNA in nuclei ¢f nerve cells in senile brains was most
freytvently hyperplcid and sometimes tetraploid.

ne
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HALINA KROH

AKTYWNOSC FOSFATAZY ZASADOWEJ W MOZGU MYSZY
W ROZNYCH OKRESACH ZYCIA POZAPLODOWEGO
I PO ZASTOSOWANIU ETYLONITROZOMOCZNIKA (ENU)
W OKRESIE PLODOWYM

Zespol Neuropatslogii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr med. M. J. Mossakowski

Friede (1966) podaje, ze w osrodkowym ukladzie nerwowym fcsfataza
zasadowa wystepuje w naczyniach i w tkance mézgu, a szczegdlnie w
neuropilu istoty szarej i w utkaniu zewnetrznych i wewnetrznych po-
wierzchni narzadu oraz w splocie naczyniowkowym i w oponach. Po-
rownawcze badania Schimizu (1950) wyvkazaly, Ze rozmieszczenie fcsfa-
tazy zasadowej w mozgu myszy jest zgodne z ogbélnym wzorcem lckali-
zacji tego enzymu u innych zwierzat. Badanie dojrzewajgcego moézgu
myszy dotyczylo tyvlko krotkiego okresu pomiedzy 1 — 20 dniem zycia
pozaplodowego (Lierse 1963).

Wielu autoréw wigzalo obecnos$¢ fosfatazy zasadowej w Scianach na-
czyn mozgu z ich czynnoscig barierowg. Badania nad aktywnoseig-enzy-
mu w polach obrzeku mézgu i w stanach przednowotworowych wskazy-
waly na S$cislg lgcznos¢é pomiedzy zmianami w przepuszczalnosci ukiadu
naczyniowego a zmianami w nasileniu aktywnosci enzymu w S$cianach
naczyn (Kroh 1969; 1976 b).

Celem badan bylo uzupelnienie danych dotyczacych aktywno$ci fosfa-
tazy zasadowej w okresie mielinizacji trwajgcej w mozgu myszy ckolo
8 tygodni i w moézgu dojrzalym craz ustalenie wplywu ENU na aktyw-
nos¢ wymienionego enzymu w $cianach naczyn mozgu. W poprzedni-h
pracach stwierdzono wystepowanie ognisk demielinizacji pod wplywem
ENU (Kroh 1976 b, c). Niejasny patomechanizm tego zjawiska sklania
do poszukiwan jego przyczynowego zwigzku z ukladem naczyniowym.

MATERIAL I METODA

Do doswiadczenia uzyto 12 myszy zdrowych i 12 myszy potomnych
samic Swiss, ktorym w 15 dniu ciazy wstrzyknieto jednorazowo, dozyl-
nie roztwoér ENU w dawce 80 mg/kg wagi ciala. Dokladne dane dotyczace

http://rcin.org.pl



358 H. Kroh Nr 3

metodyki podano w poprzedniej pracy (Kroh 1976 a). Myszy dekapito-
wano w 7, 14, 21, 28, 50, 60, 70, 80, 100, 200 i w 300 dniu po urodzeniu.
Na skrawkach z moézgu i z mézdzku, o grubosci 12u, krojonych w krio-
stacie, przeprowadzono odczyn na fosfataze zasadowa wg metody Bursto-
ne (1961). Ponadto skrawki barwiono hematoksyling-eozyng oraz wg me-
tody Kliver-Barrera.

WYNIKI

W mozgowiu myszy w 7 dni zycia wystepowal silny, dyfuzyjny od-
czyn na fosfataze zasadowa, zwlaszcza w neuropilu rdzenia przedluzone-
go. Szczegélnie wyrazny odczyn o charakterze rozlanych plam odpowia-
dal lokalizacyjnie poszczegélnym jadrom opuszki, przy czym neurony
byly nieaktywne. Nieco slabsze nasilenie odczynu wykazywal neuropil
jader wzgérza wzrokowego i innych jader miedzy- i $rédmozgowia. W
neuropilu kory mézgu obserwowano natomiast siad dyfuzyjnej reakcji
enzymatycznej. Istota biala mézgu i moézdzku nie wykazywala odczynu,
podobnie jak cala kora moézdzku (ryc. 1, 2).

Ryc. 1. Mysz 7-dniowa, zdrowa. Mo6zdzek. Wysoka aktywnosé fosfatazy zasadowej

w splocie naczyni6wkowym komory IV (strzatka) oraz dyfuzyjny odczyn enzyma-

tyczny w neuropilu wzgorka stuchowego (dwie strzalki). Naczynia w korze niewi-
doczne. Pow. 60 X.

Fig. 1. Normal, 7-day old mouse. Cerebellum. High alkaline phosphatase activity
in choroid plexus of IV ventricle (arrow) and diffuse enzymatic activity in neuropil
of tuberculum acusticum (two arrows). Cortical vessels invisible. X 60.
Ryc. 2. Mysz T-dniowa, doswiadczalna. Moézdzek. Wysoka aktywnosé¢ fosfatazy za-
sadowej w splocie komory IV oraz dyfuzyjny odczyn enzymatyczny w neuropilu
jadra przedsionkowego (strzalka) i jadra zebatego (dwie strzalki). Naczynia nie-

widoczne. Pow. 60 X.
Fig. 2. Experimental, 7-day old mouse. Cerebellum. High alkaline phosphatase
activity in choroid plexus of IV ventricle and diffuse enzymatic reaction in neuro-
pil of nucleus vestibularis (arrow) and nucleus dentatus (two arrows). Blood vessels
invisible. X 60.
Ryc. 3. Mysz 14-dniowa, zdrowa. Wiekszo$¢ naczyn kory moézgu nie ujawnia aktyw-
nosci fosfatazy zasadowej. Pow. 100 X.
'ig. 3. Normal, 14-day old mouse. Majority of cortical, cerebral vessels without
any alkaline phosphatase activity. X 100.
Ryc. 4. Mysz 14-dniowa, doswiadczalna. Kora mozgu. Wigkszos¢ naczyn nie ujaw-
nia aktywnosci enzymatycznej. Pow. 100 X.
Fig. 4. Experimental, 14-day old mouse. Cerebral cortex. Majority of vascular walls
without any alkaline phosphatase activity. X 100.
Ryc. 5. Mysz 80-dniowa, do$wiadczalna. Kora moé6zgu. Skupienia makrcfagéw w po-
) blizu naczyn. Skrawek z kriostatu, Kliiver-Barrera. Pow. 200 X.

Fig. 5. Experimental, 80-day old mouse. Cerebral cortex. Accumulation of mac-
rophages in vicinity of blood vessels. Cryostat section, Kliiver-Barrera. X 200.
Ryc. 6. Mysz 80-dniowa, doswiadczalna. Kora mo6zgu. Wysoka aktywnosé fosfatazy
zasadowej w Scianach naczyn wlosowatych. Obok naczyn skupienia makrofagéow.

! Pow. 200 X.
Fig. 6. Experimental, 80-day old mouse. Cerebral cortex. High alkaline phosphatase
activity in the walls of blood vessels. Nearby accumulation of macrophages. X 200.
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W s$cianach nielicznych naczyh w rdzeniu przedluzonym i w glebo-
kich szarych strukturach mozgu obserwowano dodatni odczyn, a w ko-
rze mozgu tylko pojedyncze wiosniczki wnikajace z powierzchni moézgu
wykazywaly wyrazng aktywnos¢ enzymu. Naczynia kory moézdzku nie
ujawnialy odczynu enzymatycznego, chciaz w barwieniach przeglado-
wych byly widoczne nieliczne naczynia, zwlaszcza w warstwie drobino-
wej. Najwybitniejsza aktywnos¢ fosfatazy zasadowe] wystepowala w
poscielisku splotu naczyniowkowego, natomiast nablonek splotu poso-
stawal nieaklywny. W niektéorvch komoérkach okolokomorowej warstwy
rozrodczej oraz w niektorych komoérkach wys$cidiki komoér i wodociggu
mozgu stwierdzono odczyn enzymatyczny o charakterze ziarnistym. Na-
czynia opon miekkich a miejscami réwniez opony wykazywaly dodatni
odczyn.

W 14 dniu zycia liczniejsze wlosniczki w istocie szarej opuszki, $rod-
moézgowia i miedzymoézgowia wykazywaly aktywnosé¢ enzymu. W korze
mozgu ujawniala sie ona rowniez w wiekszej liczbie naczyn niz w po-
przednim okresie. Obserwowano lezgce obok siebie naczynia o podobnym
wygladzie i $rednicy albo z odczynem dodatnim albo tez nie wykazujg-
ce odczynu (ryc. 3, 4). W Scianach wilosniczek w spoidle wielkim i w
istocie biatej placikéw mézdzku nie obserwowano aktywnos:i enzyma-
tycznej. Silny dyfuzyiny odczyn utrzymywal sie w formach szarych tak
jak w poprzednim okresie.

U myszy 3 tygodniowej w wiekszosci wlosniczek mozgu wystepowal

silny odczyn enzymatyczny, o do$¢ rownomiernym nasileniu. W struk-
turach szarych sie¢ naczyn wykazujacych dodatni cdczyn byla znacznie

bogatsza niz u zwierzat 14-dniowych. Wyjatek stanowila warstwa ziar-
nista wewnetrzna mézdzku, w ktérej byly widoczne tylko pojedyncze
aktywne naczynia, w przeciwienstwie do licznych, aktywnych naczyn
w warstwie drobinowej. W istocie bialej mézgu i mdzdzku podobnie jak
w poprzednim okresie tylko $ciany nielicznych naczyn ujawnialy aktyw-
nos¢ enzymatyczng.

W neuropilu struktur szarych wystepowal umiarkowany, dyfuzyjny
odczyn enzymatyczny, o stabszym nasileniu w jadrach podstawy niz w
rdzeniu przedluzonym, nieco nizszy niz w poprzednim okresie obser-
wacji.

Od 4 tygodnia zycia myszy dyfuzyjna reakcia enzymatyczna w neuro-
pilu mézgu i rdzenia przedtuzonego znacznie zmalala, a od 8 tygodnia
przejawiala sie jedynie w s$ladowej postaci. Wlo$niczki istoty szarej
i bialej od 4 tygodnia wykazywaly silng, réwnomierng aktywnosé enzy-
matyczna, natomiast w warstwie ziarnistej mézdzku naczynia wlosowate
osiggaly pelng aktywnos¢ enzymatyczng dopiero po ésmym tygodniu
zycia.
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Opisany powyzej obraz enzymatyczny fosfatazy zasadowej w moézgu
myszy zdrowej utrzymywal sie do konca badanego okresu.

U myszy, ktore otrzymaly karcinogen w okresie pdiodowym, prze-

bieg i obraz dojrzewania enzymatycznego wilosniczek i tkanki mézgu
przebiegal tak samo jak u myszy zdrowych.
- U myszy 70, 80, 100 i 200 dniowych stwierdzano liczne makrofagi roz-
proszone w tkance lub skupione przynaczyniowo (ryc. 5). Aktywnos¢ po-
bliskich naczyn wlosowatych, ani sladowy odczyn dyfuzyjny w struktu-
rach szarych nie ulegaly zmianie (ryc. 6). U zwierzat w wieku 300 dni
aktywno$¢ enzymatyczna fosfatazy zasadowej we wlosniczkach w neuro-
pilu nie réznila sie w moézgach myszy zdrowych i poddanych dzialaniu
ENU. W tych ostatnich makrofagi byly niewidoczne.

Barwienia przeglgdowe nie wykazaly ognisk demielinizacji w moézgach
zwierzat doswiadczalnych.

OMOWIENIE

Z przedstawionych badan histoenzyvmatycznych wynika, ze aktyw-
nos¢ fosfatazy zasadowej w $cianach naczyn moézgu myszy osigga po 4
tygodniach zycia pozaplodowego stopien nasilenia obserwowany u zwie-
rzat dojrzalych. Pojawienie sie aktywnos$ci w S$cianach naczyn w rdze-
niu przedluzonym obserwowano w 7 dniu zycia. Lierse (1963) przy po-
mocy metody Gomoriego stwierdzatl dodatni odezyn w naczyniach struk-
tur rdzenia przediluzonego juz w pierwszym dniu zycia, podczas gdy na-
czynia innych czeSci mozgowia nie uwidocznialy sie. W okresie zycia
plodowego myszy aktywnos¢ fosfatazy zasadowej ogranicza sie jedynie
do tkanki nerwowej i obniza sie¢ w miare jej dojrzewania (Chiquoine
1954). Proces ten postepuje w czasie dojrzewania moézgu i wg opinii
Friedego (1966) aktywnoS¢ fosfatazy zasadowej w neuropilu pozostaje
w odwrotnym stosunku do aktywnosci w $cianach wilosniczek, co mozna
prawdopodobnie wiaza¢ ze spostrzeganym przez Gyllenstena (1959) szyb-
kim rozwojem sieci naczyn wlosowatych w mézgu myszy miedzy 10—20
dniem po urodzeniu. Podobnie w moézgach szczuré6w Cohn i Richter
(1956) stwierdzili biochemicznie i hislochemicznie dwukrotnie wyzszy po-
ziom enzymu pomiedzy 10—15 dniem zycia niz w wieku 40 dni. Autorzy
ci zwroécili réwniez uwage na weczesniejszy wzrost aktywnosci enzyma-
tycznej w jadrach podstawy mézgu niz w korze moézgu. W obu tych
strukturach nasilenie aktywnosci wyréwnywalo sie w wieku 40 dni.
Shimizu (1950) przypisywal wyzszg aktywnos¢ istoty szarej jej bogate-
mu unaczynieniu. Obserwacje wtasne popieraja poglad o nieré6wnomier-
nym dojrzewaniu enzymatycznym poszczegélnych czesci moézgowia w
miare jego rozwoju. Aktywno$¢ neuropilu ulega zmniejszeniu w miare
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wzmagania sie aktywnosci w Scianach naczyn wiosowatych. Aktywnos¢
fosfatazy zasadowej w neuropilu istoty szarej jej wyzsza niz w istocie
bialej, a nasilenie aktywnosci zmniejsza sie w kierunku doglowowym.
Dojrzewanie enzymatyczne naczyn poszczegélnych cze$ci mozgowia row-
niez podlega tym zasadom z pewnymi wyjatkami jak np. znacznie wczes-
niejsze pojawienie sie aktywno$ci enzymatycznej w warstwie drobino-
wej kory moézdzku niz w warstwie ziarnistej wewnetrznej, ktorej na-
czynia najp6zniej dojrzewaja enzymatycznie, chociaz warstwa ta jest
bardziej unaczyniona niz drobinowa (Friede 1966). Landow i wsp. (1942)
réwniez wspominajg, ze naczynia warstwy drobinowej moézdzku maja
wyzszg aktywno$¢ niz w warstwie ziarnistej. Bannister i Romanul (1963)
wykazali, ze w moézgu szczura aktywnos¢ fosfatazy zasadowej przejawia-
ja $rodblonki tetniczek moézgu o srednicy ponizej 20 w; nabierajg one
wlasciwosci enzymatycznych w miejscu odgaiezienia od wigkszych tetni-
czek po czym aktywnosé rozcigga sie na sie¢ wlosniczek o srednicy 15—8
u stopniowo zanikajgc przy przej$ciu w mate naczynia zylne. W wigkszych
naczyniach tetniczych aktywnos$¢ enzymu wystepuje w blonie wewnetrz-
nej, niekiedy w przydance (Shimizu 1950). Lierse (1963) podaje, ze w
pierwszym dniu zycia ustalenie strukturalnej lokalizacji aktywnosci
enzymu we wlosniczkach mézgu myszy bylo niemozliwe, natomiast po
10 dniach aktywnos¢ wystepowala w komorkach s$rédblonka. W tym
okresie tetniczki odoponowe wnikajace do mézgu wykazywaly odczyn
we wszystkich warstwach naczynia.

Badania przy pomocy kontrastu nad unaczynieniem moézgu myszy po-
miedzy 1—30 dniem zycia wykazaly niepeilne, ale dobrze rozwiniete
unaczynienie kory juz bezposrednio po urodzeniu (Gyllensten 1959),
chociaz w naszych badaniach aktywno$¢ enzymatyczna naczyn w tej
strukturze w 7 dniu zycia byla nieznaczna, a w 14 dniu sie¢ naczyn wio-
sowatych wykazywala znaczne zroéznicowanie aktywnosci enzymu. Do-
piero od 4 tygodnia zaréwno naczynia wlosowate istoty szarej jak i bia-
lej osiggaly wysokie nasilenie aktywnosci fosfatazy zasadowej.

Zwigzek miedzy morfologicznym i histochemicznym dojrzewaniem:
osrodkowego ukladu nerwowego a zwlaszcza naczyn i ksztaltowaniem
sie¢ bariery mézgowo-naczyniowej nie jest calkowicie wyjasniony. Dane
piSmiennictwa wskazujg na roéznice przepuszczalnosci w stosunku do
réznych substancji wnikajacych do osrodkowego ukladu nerwowego ze
krwi zaleznie od stopnia dojrzaiosci zwierzat. Najpowszechniej stosowany
blekit trypanu nie przenika do tkanki mézgu od 10 dnia zycia plodowego
(Grazer, Clemente 1957), podoknie jak w moézgu dojrzalym, z wyjatkiem
tzw. obszaréw bezbarierowych. Badania Bakaya (1956 dotyczace prze-
nikania znakowanego fosforu do mézgéw krélikéw w okresie embrional—
nym i wezesnym pozaplodowym $wiadcza rowniez o zwiekszonej prze-
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puszczalno$ci bariery krew-mozg w rozwijajagcym sie ukladzie nerwo-
wym. Poszukiwania morfologicznych wykladnikéw rozwoju selektywnej
bariery w réznych okresach zycia szczura wskazujg na staby rozwéj bto-
ny podstawnej wlosniczek kory mézgu do 15 dnia zZycia (Tani, Ishii-1963)
i na postepujace splaszczenie komorek srodbtonka od 12 dnia zycia, rowno-
legle ze zgrubieniem blony podstawnej (Donahue, Pappas 1961). Morfo-
logiczne zmiany zachodzgce w rozwijajacych sie naczyniach wiosowatych
tylko czeSciowo mogg sie wigza¢ z barierowymi i enzymatycznymi wias-
no$ciami naczyn. Na podstawie przedstawionych danych mozna uwazac,
ze istnieje réwnoleglo$¢ pomiedzy dojrzewaniem morfologicznym i enzy-
matycznym wlosniczek w korze moézgu, natomiast brak jest tego typu
badan dotyczacych warstwy ziarnistej kory mozdzku, ktérej naczynia
najpo6zniej przejawiaja aktywnosc fosfatazy zasadowej.

Okres szybkiego narastania aktywnosci enzymu przebiega jednoczesnie
z okresem szybkiej fazy procesu mielinizacji. U szczura ten okres trwa
miedzy 10—20 dniem, a w nastepnych tygodniach postepuje wolniej
(Mc Ilwain 1955). U myszy Swiss mielinizacja jest zakonczona w 50 dniu
zycia (Folch Pi 1955). Pozniejsza aktywizacja enzymatyczna naczyn w
istocie biatej niz w szarej moze by¢ wiec zwigzana z innym zapotrzebo-
waniem metabolicznym.

Mozdzek jest jedng ze struktur, ktére najpézniej osiagaja pelng kapila-
ryzacje (Friede 1955) i jak wynika rowniez z przedstawionych badan
wiasnych, wlosniczki kory i istoty bialej mézdzku myszy najp6zniej doj-
rzewajg enzymatycznie, co rowniez moze sie wigza¢ z p6zng mieliniza-
cjg tych struktur. Z obserwacji wlasnych nie wynika, ze aktywnos¢ enzy-
matyczna wlosniczek istoty bialej myszy ulega obnizeniu po zakoncze-
niu mielinizacji tak jak to stwierdzily u szczura Farkas-Bargeton i Arse-
nio-Nunes (1970).

Mozgi zwierzat doswiadczalnych nie wykazywaly zmian w rozmiesz-
czeniu ani nasileniu aktywnosci enzymatycznej w poréwnaniu z mysza-
mi zdrowymi co $wiadczy, ze podanie ENU w 15 dniu cigzy nie wplyneto
u plodéw ani na formujacag sie sie¢ naczyn ani na aktywnos¢ neuropilu.
W badanym materiale nie stwierdzono ognisk demielinizacji, chociaz wy-
stepowanie makrofagdbw w moézgach myszy doswiadczalnych pomiedzy
80—200 dniem wskazuje na toczacy sie proces rozbioérki ruchomej. W
analogicznym materiale, przynaczyniowe skupienia makrofagéw zawie-
rajgcych tluszcze obojetne bedace produktem rozpadu mieliny towarzy-
szyly ogniskom demielinizacji w istocie bialej i szarej w tym samym okre-
sie doswiadczenia (Kroh 1973, 1976 a). Mozna uwaza¢, ze proces demieli-
nizacyjny przebiegal identycznie w badanych mozgach, ale nie zostat
uwidoczniony na skrawkach kriostatowych. Co wiecej, prawidlowy roz-

http://rcin.org.pl



364 H. Kroh Nr 3

woéj unaczynienia i dojrzewania enzymatycznego wiosniczek w tych moéz-
gach wskazuje, ze powstawanie ognisk demielinizacji nie jest zwigzane
z ukfadem naczyniowym i ze ogniska demielinizacji nie powstajg na sku-
tek obrzeku naczyniopochodnego. Sciany naczyri w okolonowotworowych
polach obrzeku w mézgach myszy, podobnie jak pod wplywem substancji
dzialajgcych toksycznie na uklad naczyniowy mézgu wykazuja ognisko-
we lub rozlegle obnizenie aktywnosci fosfatazy zasadowej (Kirsch 1263,
Brun, Brunk 1967; Kroh 1969, 1976 b; Wender i wsp. 1973). Proces
demielinizacyjny przebiegajgcy w mozgach badanych myszy doswiad-
czalnych nie wplyngt w sposéb widoczny na aktywnos¢ enzymatyczng
sieci naczyniowej, podobnie jak w doswiadczalnym elergicznym zapale-
niu moézgu i rdzenia z ogniskami demielinizacji u $winki morskiej (de
Sibrik, O’Doherty 1960) i w ogniskach stwardnienia rozsianego u ludzi
(Friede 1961).

Autorka sklada serdeczne podziekowanie st. technikowi p. Barbarze Sliwinskiej za
wklad w realizacje pracy.

X. Kpox

AKTUBHOCTDb IIEJOYHOM POCPATA3BI B MO3TE MBIILIU
B PABHBIE ITEPMO/IbI BHEODMBPUOHAJBHOM 2KU3HU
U IIOCJIE ITPUMEHEHUSA STUJIHUTPO3OMOYEBUHEBI (DHM)
B ODMBPUOHAJBHOM ITEPUOJIE

Pe3momMme

McenenoBana aKTMBHOCTE 11eJI04HON (hocdarasbl B LEHTPANbHOM HEPBHOM CucTeMe
MbILIM B IepUOJ] MMEJIMHM3AIMM M B 3pEJIOM MO3ry, a TakzxKe nocie pauu DHM.
UccnenoBauma npoBejieHbl B nepuoa mexay 7 u 300 auem KU3HM.

Jlokanmu3anmMsa M MHTEHCUMBHOCTH (DEePMEHTATUMBHOM peakUMM B CTEHKaX COCyJOB
Y B HEJpPOIIMJIe Ceporo BellecTBa ObIIM OJMHAKOBBI B MO3raxX MbIlIei 06enx OnmbITHLIX
TPYIIl B TedeHMe BCEro XOJa OMNbITa. YCTAaHOBJIEHO BO3pacTaHye aKTUBHOCTH dep-
MCHTA B CTeHKaX KalmuJJaApoB B nepuoj OwicTpoit dasbr Mueaunmnsauumn. depmeH-
TaTUBHAA aKTUBAUMsS SHAOTENMS KalnuJasApos B 0eJioM BellecTBe HacTyllaja I1033Ke,
YeM B CepoM BellecTBe. B MO3rax KMBOTHBLIX, B KOTOPbIX IOABJAIOTCA XapakKrepHble
oyaru JaemmenuuHmzauuy mnocse npumenenua DHM (Kpox, 1976a), ormeueHo HopMalib-
HCE pa3BUTHE CeTM COCYAOB M HOpMalbHafdg (PepMeHTaTMBHAA AaKTUBAUMA 9HJAOTe-
IValibHBIX KJIETOK, YTO yKa3bIBaOT Ha TO, UTO BO3HMKHOBEHME OYaroB JeMue IuHu3ainumn
K€ CBA3aHO HM C COCYJAMCTOM CMUCTEMOM, HM C COCYAONPOMU3BOAHBLIM OTEKOM TKaHMU.

H. Kroh
ACTIVITY OF ALKALINE PHOSPHATASE IN MOUSE BRAIN IN VARIOUS
PERIODS OF EXTRAFETAL LIFE AND AFTER ETHYLNITROSOUREA (ENU)
ADMINISTRATION DURING FETAL LIFE

Summary

The study concerns alkaline phosphatase activity in CNS of mice during
myelination period and in mature brain as well as in the brains after ENU admi-
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nistration. Investigation was carried out during 7—300 days of life. Localization and
intensity of enzymatic reaction in vascular walls and in the neuropil of grey mat-
ter corresponded in both groups of animals during entire experiment. There was
an increase of enzyme activity in capillary walls all along fast period of myelina-
tion. Enzymatic activation of capillary endothelia in the white matter cccured
later than in the grey matter.

In mice brains in which characteristic demyelinating foci after ENU admini-
stration appear (Kroh 1976 a) there was found correct development of vascular
retwork and correct enzymalic activation of capillary endothelial cells being an
indication that the formation of demyelinating lesions is related neither to vascular
system ncr to vasogenic tissue edema.
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EFFECT OF DICHLORVOS ON SOME ENZYME ACTIVITES OF THE
RAT BRAIN DURING POSTNATAL DEVELOPMENT

II. OXIDOREDUCTASES

Department of Drug Metabolism, Institute of Biopharmacy, Medical Academy
of Warsaw
Head: Assoc. Prof. W. Bicz

Previous studies in vitro (Sitkiewicz et al., 1976) and in vivo (Sitkiewicz,
Zalewska, 1975) have pointed at the disturbances of the activity of mi-
tochondrial enzymes as the consequence of the treatment of adult rats
with Dichlorvos. Porcelatti et al. (1971) have shown that organophospho-
rus inhibitors of acetylcholinesterase are able to produce demeylination
of the central nervous system. Another known action of the phospho-
roorganic compounds is their neurotoxity (Johnson, 1974).

Intoxication of pregnant rats with Dichlorvos was found to inhibit
markedly their blood plasma cholinesterase without essentialy affecting
the blood cholinesterase and brain acetylcholinesterase in the offspring
at varius stages of ontogenesis (Zalewska et al., 1977).

In ‘this ‘work, the succinate dehydrogenase (1.3.99.1.) and cytochrome
oxidase (1.9.3.1.) activities of the rat offspring brains were studied in the
course of ontogenesis, following intoxication of the mother with Dichlor-
vos during pregnancy.

MATERIAL AND METHODS

Animals and intoxication model: white pregnant rats weighing about
250 g from isolated bred were used. The animals were given per os Di-
chlorvos*) in 2 and 10% LD;, doses, once a day for 7 days starting on the

This work was supported by a grant from Polish Academy of Sciences (Re-
search Programme No 10.4.2.02.).

*) Dichlorvos (DDVP) — 0.0-Dimethyl-0-(2.2-dichlorovinyl) phosphate 99,2%
was obtained from Institute of Physical Chemistry Polish Academy of Sciences.
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14th day of pregnancy (the last trimester of pregnancy). The insecticide
was administered in 0,5 ml oil solution. The LD;, dose was taken after
Rusiecki (1966) as 56 mg/kg body weight. The control rats received 0.5
ml oil in the respective pregnancy period. The offspring born a day after
the last administration of Dichlorvos were decapitated on the 1, 4, 8, 12,
16, 32, 42 and 56 day of life and the brain hemispheres served &s a mate-
rial for preparations and enzyme assays.

Isolation of mitochondrial fractions: the method described by Moore
and Jobsis (1970) was followed. The brain hemispheres homogenate in
the isolation medium (0,25 M sucrcse, 0.5 mM KTEDTA, 10 mM HEPES
pH 7.4) was centrifuged at 3000 X g for 3 min. The pellet was“discarded
and the supernatant was centrifuged again at 30000 X g for 3 min. The
supernatant was carefully poured off and a white fluffy lawyr above the
mitochondrial pellet was rejected. The mitochondrial fraction was then
washed twice in the isolation medium and spun down at 30000 X g for
3 min. The isolation procedure was performed at 0—4°C and the centri-
fugations were done in a Janetzki K-70 centrifuge.

Enzyme assays: The cytochrome oxidase activity in the mitochondrial
fraction was assayed by a spectrophotometric method of Smith (1954),
consisting in measuring the rate of oxidation of ferrocytochrome c at 550
nm. The succinate dehydrogenase activity was determined after King
(1963) using the phenasine methasulphate, DCPIP system acting as ele-
ctron acceptor. Both enzyme activities were assayed directly after solu-
bilization of the mitochondrial fractions in 1% sodium deoxycholate
{1:1). Protein was determined with biuret method (Layne, 1957).

RESULTS

The changes of cytochrome oxidase activity in the brain of offspring
in various periods of ontogenesis following intoxication with Dichlor-
vos during pregnancy are illustrated in Fig. 1.

In control conditions, the activity was observed to grow steadily up to
the 16th day of life, the net increase reaching about 250%. In the period
from 16 to 56 days of life the activity did not undergo significant altera-
tions and its level was identical to that previously observed in the adult
rat brain (Sitkiewicz, Zalewska, 1975; Sitkiewicz et al., 1976). The effect
of Dichlorvos became manifested in the period of the increase of the
activity (1st — 16th day). The application of 2% and 10% LD;, doses of
Dichlorvos are observed to lead to a decrease of cytochrome oxidase
activity by about 20% and 40% respectively; this decrease however, appea-
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Fig. 1. Variation of cytochrome cxidase activity in the offspring following Dichlor—
vos intoxication of pregnant rats. Levels shown are mean velues * standard error
of the mean from 6 animals. *) statistical significance p < 0.05).

Ryc. 1. Zmiany aktywnosci oksydazy cytochromowej w moézgu szczura w zaleznosci

od wieku po zatruciu ciezarnych samic dichlorfosem. Wyniki przedstawiono jako

érednie arytmetyczne * $rednie odchylenie od $redniej wynikéw dla 6 szczurow..
*) znamienno$é statystyezna p < 0.05.

red statistically significant only in the latter case. The inhibitory effect
of Dichlorvos was virtually absent in the 42nd and 56th day of life..

The pattern of changes of the succinate dehydrogenase activity during
ontogenesis appeared similar to that of cytochrome oxidase. In the early
period (1 — 16 day) the activity increased to 1.5 times of the initial value
and then stabilized at a level characteristic for the adult rat brain (Sit—
kiewicz, Zalewska, 1975; Sitkiewicz et al., 1976).

Likewise in the case of cytochrome oxidase, the effect of Dichlorvos on
the succinate dehydrogenase activity became apparent in the first days of
life. A 10% LD, dose of the insecticide produced a statistically signifi-
cant decrease (by * 25%) of the enzyme activity in the period from the
1st to 16th day of life. The animals in this group reached the control
adult rats activity around the 30th day of life.

DISCUSSION

The development of the brain is accompanied by changes in the acti-
vities of several enzymatic systems (Seiler, 1569; Metzler, Humm, 1951;
Dahl, Samson, 1959; Brady, 1960; Bonavita et al., 1964; Giacobini, 1972).
An essential factor in the maturation of the central nervous system is
the process of myelination. Rapid myelinogenesis is taking place in rat
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Fig. 2. Succinate dehydrogenase activity in the developing rat following Dichlor-
vos intoxication of pregnant rats. Levels shown are mean values * standard error
of the mean from 6 animals. ¥ statistical significance p << 0.05.

Ryc. 2. Aktywno$é dehydrogenazy bursztynianowej w rozwijajacym sie moézgu
szczura po zatruciu ciezarnych samic dichlorfosem. Wyniki przedstawiono jako
$érednie arytmetyczne + s$rednie odchylenie od $redniej wynikéw dla 6 szczurow.
*) znamienno$é statystyczna p << 0.05.

between the 10 — 20 day of life (Rappoport et al., 1971), and is accom-
panied by an fast-increase of a number of enzyme activities, among
others those of the mitochondrial enzymes (Tewari, Bourne, 1962). Dahl
and Samson (1959) observed a marked increase of the mitochondrial pro-
teins and DNA content in the rat brain during the first 20 days of life.
The present work revealed a significant rise of cytochrome oxidase
(about 2.5 fold) and succinate dehydrogenase (1.5 fold) activities in the
rapid myelination period.

The mechanism of myelination is not yet known in detail. Brady and
Quarles (1973) have postulated a close relation of the metabolism of
gangliosides, glycoproteins and specific basic proteins to myelinogenesis.
The decrease of the of the succinate dehydrogenase and cytochrome oxi-
dase activities in the brains of offspring following intoxication of their
mothers with Dichlorvos may lead to changes in myelinogenesis as
a consequence of the disturbances in bioenergetic metabolism of the
nerve cells. The both enzymes activities in brains of the offspring of
intoxicated mothers have reached the control level with a marked delay,
ie. by the end of the 1st month of life. This fact may be indicative of
a late termination of the myelination process.

Parallel experiments with the same intoxication mode revealed the
absence of essential changes in the blood and brain cholinesterases in
offspring of intoxicated mothers (Zalewska et al.,, 1977) It is hard to
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decide however, whether the described changes in the activities of mito-
chondrial oxidoreductases are due to decreased synthesis or to direct
inhibition of the enzymes by Dichlorvos and its metabolites.

The authors wish to thank Mrs Barbara Dyjak for her excellent technical
assistance.

Z. Zalewska, B. Wolna, D. Sitkiewicz, W. Bicz

WPLYW DICHLORFOSU NA AKTYWNOSC NIEKTORYCH UKLADOW
ENZYMATYCZNYCH MOZGU SZCZURA PODCZAS ROZWOJU OSOBNICZEGO

II. Oksydoreduktazy
Streszczenie

Badano aktywno$é dehydrogenazy bursztynianowej i oksydazy cytochromowej
w moézgach potomstwa po zatruciu ciezarnych samic dichlorfosem. Insektycyd po-
dawano per os w dawkach 2 i 10% LDso podczas ostatniego trymestru cigzy. Aktyw-
nos$é enzymo6w oznaczano we frakcjach mitochondrialnych poétkul mézgu potomstwa
w 1, 4, 8, 12, 16, 32, 42 i 56 dniu zycia.

W grupie kontrolnej podczas pierwszych szesnastu dni zycia stwierdzono okolo
2 5-krotny przyrost aktywnosci oksydazy cytochromowej i okolo 1,5-krotny wzrost
aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej. W tym samym okresie w moézgach
potomstwa samic zatruwanych dawka 10 LDso dichlorfosu obserwowano obnizong
aktywnos$é obu enzymoéow.

3. Banescka, B. Bonbna, [[. Cutkesuy, B, Buy

BIIVAHUE JIUXJIOPPOCA HA AKTUBHOCTH HEKOTOPBIX ®EPMEHTHBIX
CUCTEM MOS3TA KPBICBI BO BPEMSf OHTOI'EHE3A

1I. OkcuaopeayKTasbl

PezomMme

UccnenoBana aKTMBHOCTb CYKUMHATAETMAPOreHAa3bl M IIMTOXPOMOKCHJA3bl B MO3-
rax IIOTOMCTBa IIOCJIe OTpaBJeHVs OepeMeHHBLIX CaMOK JauxJopdocoMm. VHCeKTULmMI
BBOJMJIM per oS B jo3ax 2 u 10% JIJI;, BO BpeMs HOCJEeIHEro Tpumecrpa OGepemeH-
HOCTH. AKTUMBHOCTL 000MX (DEPMEHTOB OINPEAEeNsAIM B MUTOXOHAPMAJBLHBIX (PparkuMUAX
MO3rOBBIX IOJIyLIapuii motoMmMcTBa B 1, 4, 8, 12, 16, 32, 42 u 56 aeub KMU3HN.

B KOHTpPOJBHOM TIpyIIle BTeHeHVe IepBbiX 16 aHelt ZKM3HM YCTaHOBJIEHO YyBeJIM-
YeHMe aKTUMBHOCTM LMTOXPOMOKCHMAA3bl M CyKUIMHATIEruJporeHasbl IPUOIMN3UTEIHLHO
B 2.5 m 1.5 pasa COOTBeTCTBEHHO. B 9TOT e camblii IIepmoj B MO3raX I10TOMCTBa
caMoK, orpaBisieMblx 10% JIJI;, mo3o0it auxiopdoca, HAGIIOAANM CHUMKEHHYIO AKTUB-
ficeTh 000MX PepMEHTOB.
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In the course of experimental hypoxia, the membranes of the central
nervous system cells are subjected to damage, which finds expression in
the disturances of some enzyme activities [/Na'—K/-ATPase] and in
the increase of the free fatty acids content (Rcssowska et al., 1976), alt-
hough the mechanism of these changes is still obscure. It was shown by
Waite et al. (1969) that free fatty acids may activate phospholipase
causing further destruction of the membrane. In turn, the mechanism
of partial inhibition of /Na® —K*/-ATPase may presumably be related
to conformational changes in the glycoproteid part of the enzyme (Rocs-
sowska et al., unpublished).

The present work aimed to analyze the activity of some phosphatases
bound with cell and intracytoplasmic membranes in the course of expe-
rimental hypoxia and ischemia. A special attention has been focused on
the changes in the phospholipids composition of the cellular fractions and
on the calcium and magnesium concentration as the possible factors
affecting the activity of the phosphatases in question.

MATERTAL AND METHODS

Three hundred guinea pigs, weighing about 250 g, were used in all
experiments. In the experimental groups, the animals were treated as:
follows: 1) The animals were submitted to hypoxia for 30 min in a cham-
ber with constant flow of gas mixture containing 7% O, and 93% N,;
2) The animals were decapitated and their heads were left for 5 min.
at 37°.
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In the control group the brains were taken immediately after decapi-
tation. The brain hemispheres were homogenized with a glass-teflon
homogenizer in 0.32 M sucrose pH 7.4 at 4°. The microsomal fraction was
isolated according to Nyman and Whittaker (1963). The crude fraction of
cellular membrane was obtained by the method of Coleman et al. (1967).
in order to purify the plasma membrane fraction, sucrose gradient cen-
trifugation was used according to the method of Henn et al. (1972).
MSE Magnum centrifuge and MSE 65 ultracentrifuge were used. The
activity of 5-nucleotidase was determined according to Heppel and Hil-
moe (1965). Glucose-6-phosphatase activity was assayed with 0.08 M glu-
cose-6-phosphate in 0.1 M citrate buffer, pH 6.5 at 37°.

The effect of oleic acid or calcium on the activity of glucose-6-phos-
phatase was measured after preincubation of the microsomal fraction
for 30 min at 4° with oleic acid or CaCl, in the absence of glucose-6-
-phosphate. Oleic acid was dispersed sonically at pH 6.5. Alkaline and
acid phosphatases were assayed with 0.08 M sodium p-glicerophosphate.
An 0.1 veronal buffer pH 8.8 was used for the alkaline phosphatase
and 0.1 M acetate buffer pH 5.0 for the acid phosphatase. All the enzyme
activities were corrected by substracting P; present in fraction and
substrates at zero time. Inorganic phosphate was estimated by the method
of Fiske-Subbarow (1925). Protein was estimated by the method of
Lowry et al. (1951).

Total lipids were extracted by the procedure described by Blight and
Dver (1959). A mixture of phospholipids was separated by TLC. The
areas containing the individual phospholipids-were detected, stripped
from plates and analysed for inorganic phosphate by the procedure of
Bartlett (1959).

Calcium and magnesium content in the microsomal fractions were
determined with a Perkin-Elmet, Model 300 atomic absorption spectro-
meter according to the method of Reynafarje and Lehninger (1969).

RESULTS

As shown in Table 1, ischemia has led to the decrease of the glucose-
-6-phosphatase activity both in the microsomal and plasma membrane
fraction. The 5’-nucleotidase and the acid- and alkaline phosphatases, in
turn, appeared unaffected and this holds to either of the cellular fra-
ctions. Treatment of the isolated microsomal and plasma membrane
fractions with Triton X-100 resulted in an increase of the glucose-6-
-phosphatase and acid phosphatase activities by 50%, whereby the former
remained lower in the ischemia than in the control brains in the case
of glucose-6-phosphatase.
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Table 1. The activity of phosphatases in membrane fraction from guinea pig brain in various éxperimental conditions

Tabela 1. Aktywnosé fosfataz we frakejach blon komérkowych uzyskanych z homogenatéw moézgéw $winek morskich w réznych warunkach

doswiadezalnych
. 5’nucleotidase Alkaline phosphatase Glucose-6-phosphatase Acid phosphatase
Fraction Exg:;‘:;zizal 5’nukleotydaza Alkaliczna fosfataza Glukozo-6-fosfataza Kwaséna fosfataza
Fraxois Wa.runcki doswiadezalne frnlos O,f Fiihjmg p
wmole Pi/godz./mg b
Control 2.1940.78 (3) 0.5944-0.06  (4) 0.6814+0.186  (8) 0.7914-.0121  (4)
1.1074+0.121%*) (4) 1.33340.146*) (3)
Microsomes Hypoxia 2,134+0.41 (3) 0.5274+0.09 (3) 0.7254-0.056 (3) 0.879-4-0.04 (3)
Mikrosomy 30 min, 7% O, 1.001-+0.08%) (3) 1.2344-0.148*) (3)
Ischemia 1.9540.28 (3) 0.53740.112 (4) 0.493 4-0.03 (7) 0.7704+-0.107  (3)
5 min, 37° 0.8014-0.07*) (6) 1.316-4-0.08 (3)
Plasma membrane Control 4.33+1.12 (3) 0.7464+-0.056  (3) 0.489-+0.107  (3) 0.589 (2)
1.184* (2) 1.18%) (2)
Blony komérkowe  Ischemia 3.1440.29 (4) 0.702 (2) 0.271 (2) 0.660 (2)
5 min, 37° 0.462* (2) 1.12%) (2)

*) The fractions were treated with Triton X-100 (final concentration 0.04%, 30 min, 25°C).

*) Frakeje byly traktowane Tritonem X-100 (koricowe stezenie 0.04%,, 30 min, 25°C).

Means - the standard deviations were calculated from the number of determinations indicated in parentheses. To each experiment 6—12
animals were used.

Srednie - S.D. byly obliczane z iloéci doéwiadezen przedstawionych w nawiasach. Do kazdego do$wiadezenia uzyto 6—12 zwierzat.
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Experimental hypoxia did not produce a decrease of the phospholipids
level in the fractions examined. However, ischemia resulted in a drop
of the phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine content below
the control level (Table 2).

The Ca™ and Mg*® content in the microsomal fractions are presented
in Table 3. As shown, both ischemia and hypoxia have led to the incre-
ase of Ca™® but not Mg** level.

Table 2. Content of phospholipids in membrane fraction from guinea pig brain in various ex-
perimental conditions
Tabela 2. Zawartosé fosfolipidow we frakejach blon komérkowych uzyskanych z homogenatow
mozgu Swinek morskich w réznych warunkach doswiadezalnych

] Phosphatidylcholine Phosphatidylethanola-
Experimental >
‘racti litions i
htwt"(.m C()I'l( s R Fosfatydylo-cholina Fosfatydylo-etanoloamina
Frakeja Warunki

doswiadezalne Windles/mg of pr(A)tmn
nmole/mg bialka

Control 181.65+-18.55 (6) 128.70+-8.05  (5)
Microsomes Hypoxia 187.24 4-17.58 (4) 117.754-4.61 (4)
Mikrosomy 30 min, 79% O,

Ischemia 146.36 +-9.36  (3) 109.70+7.73  (3)

5 min, 37° p<0.05 p<0.05
Plasma membrane  Control 185.36-6.66  (3) 174.38 -25.61 (4)
Blony komoérkowe  [schemia 157,30

5 min. 37° <168.38) 162.84%) 141.66+-9.29  (3)

*) Mean from particular experiments.

*) Srednie z poszezegdlnych do$wiadezen.

Means - the standard deviations were calculated from the number of determinations indi-
cated in parentheses. To each experiment 6-—12 animals were used.

Srednie -+ S.D. byly obliczane z iloéei doéwiadezen przedstawionych w nawiasach. Do kaz-

dego doswiadezenia uzyto 6—12 zwierzat.

Fig 1 shows that there was no effect of either exogenous oleate or
exogenous calcium on the glucose-6-phosphatase activity in the micreso-
mal fraction.

DISCUSSION

The results indicate that experimental hypoxia does not affect the
activity of the examined phosphatases in the microsomal and plasma
membrane fractions of the guinea pig cerebral cortex and the same
holds for the phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine contents.
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Table 3. Content of Ca®2 and Mg™2 in the microsomal fraction from guinea pig brain cortex.

Tabela 3. Zawartos¢ Ca®2 i Mgt2 we frakeji mikrosomalnej uzyskanej z kory moézgu $winek

morskich
Experimental con- Cat? I\Ig+2
Fraction ditions :
Frakeja Warunki
1 nmoles/mg p
doswiadezalne
nmole/mg b
Control 14.7240.58 (3) 68.99 +-7.69 (3)
Microsomes Hypoxia 18.31 18.59%) 79.69-1-7.84 (3)
Mikrosomy 7% 02, 3¢ min (18.87
Ischemia 26.87 +5.67 78.234+-10.24 (4)
5 min, 37 p<0.05

*) Mean from particular experiments.
*) Srednie z poszezegolnych doswiadezen.

Means -+ the standard deviations wero caleulated from the number of determinations indi-
cated n parentheses. To each experiment 6—12 animals were used.

Srednie - S.D. byly obliczane z liczby doswiadezen w nawiasach. Do kazdego doswiadezenia
uzyto 6-—12 zwierzat.

1or . Control

Kontrola
Control + oleate
100 nmoles /mg p

Kontrola + oleinian
m 100 nmole / mg b

[

Control +calcium
mm 250 nmoles/mq p

Kontrola +wapn

250 nmole/mg b ,

moles of Pi/h p
ﬁmale ?f/ga/z/mg b
[S)
(39
T

[T

Giy. 1. Effect of calcium and oleate on the activity of glucose-6-phosphatase in the
microsomal fraction.

Ryc. 1. Wplyw wapnia i oleinianu na aktywnosé¢ glukozo-6-fesfatazy w mikrosomal-
nej frakcji.

The only remarkable change was the increase in the calcium content.
Hence, the above results appear to suggest that oxygen deficiency in the
central nervous system finds in its earliest phase manifestation in the
alterations in the ion balance. With progressing hypoxia and ischemia,
these changes may, among others, evoke disturbances in the activity of

membrane enzymes, as demonstrated in the case of /Na®*—K*/-ATPase
(Rossowska et al., 1975).
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In the conditions of postdecapitative ischemia, a drop in the glucose-6-
-phosphatase activity was not accompanied by changes in the other
phosphatases, but coincided with the decrease in the phosphatidylcholine
and phosphatidylethanolamine level in both the microsomal and plasma
membrane fractions. The latter change is presumably evoked by lytic
processes and seems to be responsible for the decrease of the glucose-6-
phosphatase activity.

The increase of calcium ions content accompanying postdecapitative
iscliemia does not seem to be causally related to the decrease of the
glucose-6-phosphatase activity, since exogenous Ca** present in the incu-
bation medium does not influence this enzyme activity.

In conclusion it may be stated that the methods and experimental
conditions here applied disclosed the disturbance in the ion balance (Ca™*)
as the earliest change in the central nervous tissue hypoxia. These di-
sturbances may on one hand stimulate the intraceilular degradation by
activating the respective enzymes (phospholipase) and, on the other, they
may modify the conformation of enzyme complexes, as shown in the case
of /Na®™—K*/-ATPase (Churchill and Hokin, 1976). In this connection, the:
changes in the activity of the examined phosphatases may be considered
as secondary.

M. Rossowska, Z. Dabrowiecki

WPLYW HIPOKSJI I ISCHEMII NA AKTYWNOCSC FOSFATAZ WE FRAKCJI
BLON KOMORKOWYCH MOZGU SWINKI MORSKIEJ

Streszczenie

Przebadano wplyw niedoboru tlenowego na aktywno$é specyficznych i niespe-
cyficznych fosfataz we frakcji mikrosomalnej i frakeji blon komérkowych uzyska-
nych z homogenatéw kory moézgu $winek morskich. Nie stwierdzono zmian w
aktywnos$ci 5’-nukleotydazy, kwasnej fosfatazy oraz alkalicznej fosfatazy. Jedynie
w warunkach ischemii dekapitacyjnej obserwowano obnizenie aktywno$ci glukozo-
-6-fosfatazy, ktére wydaje sie skorelowane z zaburzeniami komponentu fosfolipido-
wego badanych frakcji. Obserwowany wzrost zawartosci jonéw wapnia zwigzany
z frakcjg mikrosomalng $wiadczy o zaburzeniach w gospodarce mineralnej komo-
rek osrodkowego ukladu nerwowego w warunkach procesu niedotlenienia.

M. PoccoBcka, 3. Jombporenkmu

BIIMAHUE TUIIOKCUU U UIIIEMMUU HA AKTUBHOCTH POCDPATA3
BO ®PAKIIUU KJETOYHBIX MEMBPAH MO3TA MOPCKOJ CBUHKU

Pe3zmome
UccnenoBaHo BaMsiHME KMUCJIOPOAHOM HEAOCTATOYHOCTM HAa aKTHUBHOCTHL CIIEle-

huuHbIX ¥ HecneueduuHbix Gocdaraz B MUKDPOCOMAJIbHOI (DpPaKIUM U BO (DpakIum
KJIETOYHBIX MeMOpaH, NOJIy4eHHBbIX M3 TOMOrE€HATOB MO3TOBOJ KOPbl MOPCKUX CBMHOK.
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He ycraHOBJIEHO W3MEHEHMI. aAKTMBHOCTM 5 -HYKJIEOTMAA3bl, KUCJIOH M LIEJIOYHOI
docaraz. ToabKO B yCJIOBUAX JAeKanMTALMITHON Mmemuyu Habmojzanm cuuxenme
aKTUBHOCTU TIJIIOK030-6-hoccaTassl, KOTOpoe NO-BUAMMOMY KOPPeJIMpPyeT C Hapylle-
HUAMM  (POCOMMUIIMAHOTO KOMIIOHEHTa MCCleOBaHHbIX dpaknui. OTmMeueHHoe I10-
BbIIIEHME COJEpPIKaHMA MOHOB KalbLMA, CBA3AHHOE € MMKPOCOMAaJbHOM (paKiuei,
CBU/IENILCTBYET O HapyUIeHUAX MMHEpPaJbHOTO XO3fAMCTBa KJETOK 1eHTPalIbHOMI
HEPBHOM CUCTEMBI B yCJOBMAX Ipolecca I'MINOKCUM.
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Badania nad doswiadczalnym obrzekiem mézgu, wywolanym przy po-
mocy nadtwardéwkowego ucisku poétkuli moézgu (Ishii i wsp. 1959) po-
zwolily na okreslenie jego charakteru i dynamiki rozwoju (Gadamski
i wsp. 1974, Szumanska i wsp. 1974, Zelman i wsp. 1974). W obserwacjach
przeprowadzonych przy uzyciu konwencjonalnych znacznikéw bariero-
wych (Gadamski i wsp. 1974) i metod histochemicznych (Szumanska
i wsp. 1974) stwierdzono - cechy uszkodzenia bariery krew-mozg,
pozwalajace na zakwalifikowanie wystepujacego w tych warunkach
obrzeku do grupy naczyniopochodnych (Klatzo 1967). Réwnoczesnie dy-
namika rozwoju zmian patologicznych, ich rozmieszczenie w osrodko-
wym ukladzie nerwowym oraz histochemiczne wykladniki zaburzen me-
tabolicznych w tkance nerwowej sugerowaly ich zwigzek z hemodyna-
micznymi zaburzeniami krazenia moézgowego, prowadzgcymi do upo-
Sledzenia ukrwienia moézgu.

W $wietle powyzszych obserwacji wydawato si¢ celowe przeprowa-
dzenie mikroskopowo-elektronowej oceny stanu zlgcza naczyniowo-
-tkankowego we weczesnych stadiach rozwijajacego sie obrzeku. Proces
narastania obrzeku, drogi jego rozprzestrzeniania sie oraz lokalizacja
gromadzgcego sie plynu obrzekowego sg zjawiskami, dla ktérych oceny
mikroskopia elektronowa jest metodg z wyboru.

MATERIAL T METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 5 doraslych kotach obu plci, o cig-
zarze ciala od 2,700 do 3,800 kg, u ktérych wywolywano miejscowy
ucisk mozgu przez nadtwardéwkowo umieszczony balonik lateksowy
o pojemno$ci 1 ml na okres od 2 do 12 godzin. Opis zabiegu operacyj-
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nego oraz technike przeprowadzenia ucisku podano w pracy Zelman
i wsp. (1974) oraz Gadamskiego i wsp. (1977).

Material do badania pobierano przyzyciowo z potkuli ucisnietej po
opréznieniu i usunieciu balonika i powiekszeniu otworu trepanacyjnego
do $rednicy okolo 1,5 cm. Taki sam otwér trepanacyjny wykonany po
stronie przeciwleglej sluzy! po zaprzestaniu ucisku, do pobierania tkanki
z symetrycznej okolicy poétkuli nie ucisnietej. W oparciu o wyniki po-
przednio przeprowadzonyvch doswiadczen wyodrebniono 4 grupy zwie-
rzat, u ktérych ucisk trwat 2, 4, 6 i 12 godzin. Pobrane fragmenty tkan-
ki utrwalano przez imersje w 5% roztworze aldehydu glutarowego w
buforze kakodylowym o pH 7,2 przez 90 min. w temperaturze 4°. Do-
datkowe utrwalanie przeprowadzano w 0,5% roztworze OsO, w buforze
kakodylowym o pH 7,2 w temperaturze 4° przez 1 godz. Bloczki po od-
wodnieniu w alkoholu o wzrastajgcym stezeniu, zatapiano w Eponie
AB 850 i skrawano na ultramikrotomie LKB III. Skrawki kontrasto-
wano octanem uranylu oraz cytrynianem olowiu. Obserwacje przepro-
wadzano i zdjecia wykonywano w mikroskopie elektronowym Tesla BS
500.

Kot, u ktérego wykonano jedynie otwory trepanacyjne bez ucisku
balonikiem, stuzy! jako kontrola.

WYNIKI

We weczesnych okresach ucisku balonikiem (2—4 godz.) zmiany w
obrazie mikroskopowo-elektronowym naczyn i przylegajacej do nich
tkanki byly nieznaczne w poréwnaniu do obrazéw kontrolnych (ryc. 1).
W niektorych kapilarach spostrzegano niewielkie pogrubienie $rédblonka
naczyn oraz zwiekszenie iloSci pecherzykéw mikropinocytarnych w po-
szczegbdlnych komoérkach srédblonkowych (ryc. 2, 3). Zespolenia miedzy
srodblonkami pozostawaly niezmienione. Astrocyty zaréwno przylega-
jace bezposrednio do naczynia jak i lezgce w neuropilu bez zwigzku ze
Scianami naczyniowymi byly obrzmiale. Posiadaly one przezierng elek-
tronowo cytoplazme i byly ubogie w organelle (ryc. 2, 4). Obrzmiate
astrocyty stwierdzano w obu poéltkulach moézgu, przewaznie jednak po
stronie ucisnietej. W omawianej grupie czesto obserwowano wystepo-
wanie neuronéw o eletkrono-gestej cytoplazmie, w ktérej znajdowatly sie
liczne. poszerzone kanaly szorstkiej siatki s$rédplazmatycznej oraz wa-
kuole (ryc. 4). Oligodendrocyty nie wykazywaly uchwytnych odchylen
w stosunku do preparatéw kontrolnych (ryc. 5).

Po 6 godzinach ucisku rozwingl sie obraz typowy dla obrzeku mézgu
i utrzymywatl sie w tej samej postaci do 12 godziny, tj. do konca do-
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Ryc. 1. Kot kontrolny. Tkanka moézgu pobrana z okolicy ciemieniowej. Prawidlowe

naczynia wlosowate o cienkiej clonie podstawnej. Zespolenia miedzysrédblonkowe

zwarte. W srodblonku widoczne sg niezbyt liczne pecherzyki mikropinocytarne
(strzalki). Pow. 14.000 X.

Fig. 1. Control animal. The brain tissue from the parietal area. Normal capillary
vessel with thin basal membrane. Interendothelial junctions are closed. Within
endothelium few micropinocytic vesicles are visible (arrows). X 14 000.

http://rcin.org.pl



384 M. Ostenca, R. Gadamski Nr 3

Ryc. 2. Pbélkula mozgu uciskana przez 2 godz. Wlosniczka o pogrubial. m $rédblon-

ku, w ktorym widoczne sg liczne pecherzyki pinocytarne oraz pojedyncze balono-

wate wpuklenie cytoplazmy do $wiatta (strzalka). Astrocyt przylegajacy do naczy-

nia zawiera w elektronowo przeziernej cytoplazmie wakuole i liczne wolne rybo-
somy. Pow. 14 000.

Fig. 2. Cerebral hemisphere compressed for 2 hrs. Capillary vessel with thickened

endothelium, containing increased rumber of micropinocytic vesicles and a single

vesicular cytoplasmic indentation towards the lumen of the vessel ( rrow). Astro-

cyte, adjacent to the vessel wall, contains in its electron transluceat cytoplasm
vacuoles and numerous free ribosomes. X. 14 000.
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Ryc. 3. Pélkula modzgu uciskana przez 2 godz. W $rodblonku naczynia znajdujg

sie liczne pecherzyki pinocytarne i wakuole. Zespolen®e miedzysrédblonkowe prze-

ciete stycznie, prawie na calej diugos$ci wypelnione materialem optycznie gestym.
Pow. 15000 X.

Fig. 3. Cerebral hemisphere compressed for 2 hrs. Capillary endothelium contains

great number of micropinocytic vesicles and vacuoles. Tangentially cut interendo-

thelial junction filled on almost whole length with eleceron dense substance.
X 15 000.
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Ryc. 4. Pélkula moézgu uciskana przez 2 godz. Astrocyt (A) o elektrono-optycznie

przejrzystej cytoplazmie, w ktérej znajduig sie pojedyncze, obrzmiale mitochondria

oraz poszerzone kanaly szorstkiej siatki srédplazimatycznej. Przylegajacy neuron

(N) o elektrono-optycznie gestej cytoplazmie zawiera poszerzone kanaly siatki

Srodplazmatycznej, wakuole i obrzmiale mitochondria. Obraz typowy dla tzw.
ciemnych neuronéw. Pow. 14 000 X.

Fig. 4. Cerebral hemisphere compressed for 2 hrs. Electron translucent cytoplasm

of astrocyte contains single swollen mitochondria and enlarged canals cf rough

endoplasmic reticulum (A). Adjacent neuron (N) with electron dense cytoplasm,

in with enlarged channels of endoplasmic reticulum, swollen mitochondria and

vacuoles are seen. The neuron reveals ultrastructural picture typical for so-called
dark neurons. X 14 000.

http://rcin.org.pl



387

Zlacze naczyniowo-tkankowe w obrzeku moézgu

N 3

Ryc. 5. Polkula moézgu przeciwlegla do uciskanej przez 2 godz. W sasiedztwie nie-

zmienionej $ciany naczynia wlosowatego (V) astrocyt (A) o elektrono-optycznie

przejrzystej cytoplazmie, w ktorej znajduja sig nieliczne wakuole i obrzmiate mi-

tochondria. Do $ciany naczyniowej przylega stosunkowo niezmieniony cligodendro-
cyt (O). Pow. 14000 X.

Fig. 5. Cerebral hemisphere contralateral to that compressed for 2 hrs. In the

neighbourhood of unchanged capillary wall (V) an astrocyte (A) with electron

translucent cytoplasm, containing scarce vacuoles and swollen mitochondria.
Adiacent cligocdendrceyte (o) appears relatively normal. X 14 000.

http://rcin.org.pl



388 M. Ostenda, R. Gadamski Nr 3

» N "
o TTE % ;’”‘ a
- ;v} B
L ‘ﬁ& ek gy
8wy . B & g
N P #
\ " b
L ¥
4
1.8
5
A |
3 \)“_ R
i
4
A Yy
% P #
4 % e :4
- : n
2 e L e
L s 4
Gl e 4
( . »
& , )4;‘A
£ %?} " S
s e
‘ 4 .
3 W
{: 25 %
% 5
# % ¥
; 4 4
» * . &
¥ Woa g
# ! g
&7 9 Y
o
i
./ i ,
% ! v
i .
P 2 o £
s el e vy . é‘;?
. L .

Ryc. 6. Polkula moézgu przeciwlegla do uciskanej przez 6 godz. Swiatlo wlosniczki
(L) bardzo znacznie zwczone. Scienczala blona podstawna oddziela obrzmiale ko-
morki $rodblonka (E) od rownie obrzmialego pericytu (P). W cytoplazmie $rédblon-
kow widoczne pecherzvki mikropinocytarne oraz wakuole. Do naczynia przylegaja
wypustki astrocytarne o wyraznych cechach obrzmienia (A). Pow. 6 000 X.

Fig. 6. Cerebral hemisphere contralateral to that compressed for 6 hrs. Capillary

lumen (L) remarkably narrowed. Thin basal membrane separates swollen endo-

thelial cells (E) from equally swollen pericyte (P). Within endothelial cytoplasm

micropinocytic vesicles and vacuoles are seen. The capillary surrounded by swollen
astrocytic processes (A). X 6 000.
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Ryc. 7. Pbélkula mo6zgu uciskana przez 6 godz. W $rodblonku wilosniczki widoczne
wakuole. Obrzmienie pericytu. Do naczynia przylegaja obrzmiale wypustki astro-
cytow. Pow. 21000 X.

Fig. 7. Cerebral hemisphere compressed for 6 hrs. In capillary endothelium nume-
reus vacuoles are seen. Swollen pericyte. Adjacent to wvascular wall astrocitic
processes are also swollen. X 21 000.
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$wiadczenia. W tym okresie najwieksze zmiany obserwowano w naczy-
niach wlosowatych: obrzmienie $rédblonkéw i pericytéw, Scienczenie
blony podstawnej (ryc. 6). Bardzo znaczne obrzmienie komoérek srod-
blonkowych prowadzilo do zwezenia $wiatla naczyn wlosowatych. W cy-
toplazmie $rédblonkéw znajdowaly sie liczne wakuole, poszerzone ka-
naly siatki $rédplazmatycznej, ciala geste oraz obrzmiale mitochondria.
Podkresli¢ nalezy, ze zespolenia miedzy komorkami srédblonka byly na
0g6t niezmienione; blony komorkowe przylegaly Scisle do siebie (ryc. 6).
Podobne zmiany obserwowano w wypustkach pericytow (ryc. 7). W tej
grupie do$wiadczalnej astrocyty mialy poszerzone kanaly siatki srodplaz-
matycznej, ich cytoplazma zawierala ciala geste oraz obrzmiate mito-
chondria. Wypustki astrocytarne przylegajace do naczyn charakteryzo-
wala znaczna przejrzystos¢ elektronooptyczna. Znajdowano w nich poje-
dyncze obrzmiale mitochondria oraz fragmenty siatki Srédplazmatycz-
cznej (ryc. 6). Wszystkie elementy neuropilu, jak réwniez ostonki mieli-
nowe ulegaly w tym okresie zmianom typowym dla mikroskopowo-
-elektronowego obrazu rozwinietego obrzeku mozgu. Nie stwierdzano
natomiast poszerzenia przestrzeni miedzykomorkowych w zadnej z ba-
danych grup. Zmiany spostrzegane u zwierzat z 6 i 12-godzinnym
uciskiem wystepowaly zaré6wno w uci$nigtej jak i nie ucisnietej potkuli
mozgu.

OMOWIENIE

We wczesnych okresach ucisku (2—4 godz.) zmiany obserwowane w
tkance mozgowej w okolicach odleglych od ucisku osiggajg nieznaczne

nasilenie. Sg to: obrzek wypustek astrocytarnych, zaréwno przylegaja- . .

cych do $ciany naczyniowej jak i znajdujgcych sie w neuropilu oraz
nieznaczne zwiekszenie ilosci pecherzykéw pinocytarnych w $rédblon-
kach wlos$niczek. W okresie 6—12 godz. rozwija sie pelny obraz typowego
obrzeku zaréwno pétkuli uci$nietej jak i nie uci$nietej. Zmiany obejmujg
wszystkie elementy strukturalne moézgu: naczynia krwionosne, neurony,
astrocyty, ostonki mielinowe, neuropil. Stosunkowo najmniejsze niepra-
widlowosci stwierdzano w oligodendrogleju. Najbardziej nasilone zmiany
obserwowano natomiast w strukturach tworzgcych zlgcze naczyniowo-
tkankowe. We wlosniczkach wystepuje bardzo znaczne obrzmienie cyto-
plazmy $rédblonkéw. Towarzyszy mu roéwniez obrzmienie wypustek
astrocytoéw przylegajgcych do naczynia.

Wyrazne nasilenie pinocytozy w $rédblonkach naczyn mozna by uznaé
za mikroskopowo-elektronowy odpowiednik przechodzenia substancji
biatkowych przez $ciane naczynia. Gadamski i wsp. (1974) postugujac sie
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w tym samym modelu doswiadczalnym technika fluoryzujgcych znaczni-
kow barierowych stwierdzili gromadzenie sie¢ barwnika sprzezonego
z bialkiem surowicy w S$cianach naczyn oraz wokél naczyn w postaci
kulistych tworéw. Obserwacje w mikroskopie swietlnym pozwolity tylko
na przyblizong lokalizacje fluoryzujacych kul, nie rozstrzygajac czy
mieszczg sie one wewngtrz wypustek komérkowych pericytéw lub astro-
cytoéw, czy tez leza swobodnie w przestrzeni miedzykomorkowej. Obser-
wacje w mikroskcpie elektronowym nie ujawnily poszerzenia przestrzeni
miedzykomoérkowych, mogg przeto posrednio przemawia¢ za gromadze-
niem bialek w okolonaczyniowych wypustkach komérkowych. Pozostaje
to rowniez w zgodnosci z wynikami uzyskanymi przez Szumanska i wsp.
(1974).

Prawidlowo uksztaltowane zespolenia miedzysrédblonkowe naczyn
wlosowatych, nawet w péznych okresach obrzeku, przy réwnoczesnym
stwierdzeniu przechodzenia substancji bialkowych poza lozysko naczy-
niowe, wskazuja ze przynajmniej w warunkach zastosowanego modelu
doswiadczalnego obrzek naczyniopochodny nie wigze sie z uszkodzeniem
zespolen Scistych.

Najwczesniejszym objawem proceséw patologicznych toczacych sie w
moézgu bylo obrzmienie cytoplazmy astrocytéow, zwlaszeza ich wypustek
przylegajacych do naczyn. Potwierdza to poglad wyrazony miedzy inny-
mi przez Hagera (1972) i Longa i wsp. (1974), ze obrzek naczyniopochod-
ny moézgu, nawet spowodowany zmianami hemodynamicznymi zaczyna sie
od zmian komoérkowych. Zmiany te w pierwszej kolejnosci dotycza astro-
cytow, uczestniczacych czynnie w regulacji gospodarki elektrolitowo-
-wodnej tkanki nerwowej.

Przy rozwazaniu drég szerzenia sie obrzeku nalezy wzig¢ pod uwage
badang okolice, gdyz szereg badaczy wypowiada poglad o odmiennym
przebiegu procesu w istocie szarej i biatej (Klatzo i wsp. 1967). Badany
przez nas material byl pobierany z kory mézgowej oraz z pogranicza ko-
rowo-podkorowego. W obu okolicach, w tym réwniez w istocie bialej,
stwierdzano wylgcznie $Srédkomérkowe gromadzenie sie plynu obrzeko-
wego. Nie spostrzegano natomiast poszerzenia przestrzeni pozakontorko-
wych, mozna wiec sadzi¢, ze w doswiadczalnym uciskowym obrzeku
moézgu u kotéw w okresach od 2 do 12 godz. ucisku gromadzenie plynu
jest wewngtrzkomoérkowe. Analogiczng lokalizacje plynu obrzekowego
dla wczesnych okresow doswiadczalnych opisali Long i wsp. (1967), Lee
i Bakay (1967) oraz Wechsler i wsp. (1967).

Nalezy zastrzec sie jednak, ze obserwacje nasze nie przesgdzajg o sta-
nie glebiej polozonych struktur istoty bialej. Badania nasze obejmowaly
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bowiem wylgcznie obszary podkorowej istoty bialej, wyrézniajace sie od
jej pozostalych czesci zbitym ukladem wlokien nie sprzyjajacych szerze-
niu sie obrzeku.

Pojawienie sie ,,ciemnych” neuronéw w badanym modelu interpretuje-
my jako wynik zmienionej przepuszczalnosci blon komoérkowych, pro-
wadzacej do pozakomoérkowego przechodzenia plynu. Przy zlozonym
wspoldzialaniu wielu czynnikéw patogenetycznych ksztaltujacych obraz
dos$wiadczalnego uciskowego obrzeku mozgu trudno jest jednoznacznie
wskaza¢ przyczyne obserwowanych zmian neuronalnych.

Sposob szerzenia sie obrzeku na nie uci$nietg potkule okazatl sig trudny
do uchwycenia w wybranych odcinkach czasu. Mozna jedynie stwierdzig,
ze zmiany charakterystyczne dla mikroskopowo-elektronowego obrazu
obrzeku wystepowaly w obu pdtkulach — zaréwno uci$nietej i przeciw-
leglej — w 6 godzinie dzialania ucisku. By¢ moze badania w nieco krot-
szych odstepach czasu pozwolilyby na dokladniejsze uchwycenie momen-
tu, w ktorym zmiany obrzekowe wystepuja tylko w ucisnietej potkuli.

Przyjecie zaburzen hemodynamicznych prowadzacych do niedokrwie-
nia tkanki za podstawowy czynnik patogenetyczny obserwowanych nie-
prawidlowosci ultrastrukturalnych, moze wyjasnia¢ réwnoczesnos¢ roz-
woju zmian patologicznych w obu polkulach mézgu (Zelman i wsp. 1574,

Ishii i wsp. 1959). Wydaje s’ vsoce prawdopodobu = Ze obserwowane
zmiany w strukturze zigcz: ... wo-tkankowego, w tym bardzo zna-
czne obrzmienie $rodblonk v ych i otaczajgcych naczynia
wlosowate wypustek astroc u o prowadzi¢ wtornie do zabu-
rzen mikrokrgzenia moézgu i uposiedzen ' wienia.
WNIOS.

1. Ograniczony nadtwardowkowy ucise ‘ou prowadzi do
ucgolnionego obrzeku, obejmujgcego obie pois e;

2. Zmiany s3 najwyrazniej uchwytne na pozic & 2 naczyniowo-
glejowego, stanowiacego anatomiczne podloze bariery k. mozg.

3. Astrocyty reaguja wczesniej i wykazujg wiekszy s kodze-
nia niz $rédblonki naczyn; w srédblonkach naczyn - 1czny
wzrost pinocytozy, zespolenia miedzysrodblonkowe na-

wet przy znacznych uszkodzeniach cytoplazmy.

4. Plyn obrzekowy w warunkach uciskowego ob: u do 12
godziny ucisku zlokalizowany jest wewngtrzkomoérkcw
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M. Ocrenjua, P. Tagamcku

VIBTPACTPYKTYPHAA KAPTUMHA COCYJIUCTO-I'JIMEBOI'O COEJIMHEHUSA
B BKCIIEPMMEHTAJIbLHOM, BBI3BBAHHOM HAZKMMOM OTEKE MOSITrA
Y KOTOB

Pe3wmMme

OnbIThl NPOBOAMJIM Ha B3POCJLIX KOTaX, Y XKOTOPBLIX BbI3BEIBAJIVM MECTHBIA HaXXUM
HA MO3r NPy [OMOLIM IIapuka, obbemMcM 1 cm3, noOMelIeHHOrO HaACKJepajlbHO Ha
2, 4, 6 m 12 yacoB. Y KOHTPOJBHOrO KOTa OBLICO cAeJiatio TOJBKO TpelraHalMoHHOe
orBepcTue. Matepmaa AJsA MCCJIELOBAHMA CpajiyM HEIMOCLEJICTECHHO II0CJe OKOHYaHUA
HaXKyMa M3 MNOJyLIapusi, IIOJBEPraBillerocsa HaXXMUMy, M U3 COOTBETCTBYIOLIEro paioHa
IIDOTUBOMOJIOZKHOTO TIOJIY LIIapUs.

B pannue nepmozbl Haxuma uabimooganu B 060MX MO3rOBKIX MOJyIIapuax Haby-
XaHMe LUTOMJIa3Mbl OTPOCTKOB aCTPOLMTOB, a TaK¥Ke yBeJMYeHMe MMKPONMHOLMTO3a.

B OoJiee mo3nHee BpeEMs pa3BuUBaeTCA II0JHAA KapTUHA BHYTPUKJIIETOYHOrO OTEKa
€O 3HAYMUTEJIbLHBIM IICBPEKJEHMEM OPraHeslJI B 3JeMeHTaX COCYyAMCTO-TKaHEBOI'O coeamu-
Heuus. IToKa3ano TakzKe, YTO aCTPOLMTLI PEarupyloT PaHblie M MPOABJIAIT DOJBIIYIO
cTeneHb IIOBPEXKIEHMUs, UEM SHAOTEJMI COCyA0B. MexXsujaoTelrallbHble aiaCTOMO3bI
ocTaBanuch IJIOTHbIMK. He oOHapyzKeHO paciIMpeHMss MeKKJETOYHbIX IPOCTPaHCTB.

M. Ostenda, R. Gadamski

ULTRASTRUCTURAL PICTURE OF GLIAL-VASCULAR INTERFACE IN CATS
CEREBRAL EDEMA FOLLOWING EXPERIMENTAL BRAIN COMPRESSION

Summar

Lccal brain compression was produce " ats by epidural balloon (1 ml)
inserted for 2, 4, 6 and 12 hours. I ~r 5 only the burr-hole has been
trephined. Immediately after cess=' . sion cerebral tissue from the
handled hemisphere and ~~- g are. . contralateral one has been taken
for electron microsc -

In early period u. the here was observed in both hemispheres the
swelling of the astrocytic , .d enhancement of micropinocytosis. In later
pericds of the experiment wull picture of intracellular swelling with featu-
res of marked damage t»- ¢s in elements of glial-vascular interface. It was
established that the as .5 react earlier and become more injured than the
endothelial cells. Endc il junctions stay tight. There was no distention of

intercellular spa  .bser
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OBRAZ MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY ZAKONCZEN
NERWOWYCH ORAZ ZACHOWANIE SIE AMIN KATECHOLOWYCH
WE WCZESNYM DOSWIADCZALNYM OBRZEKU MOZGU U KOTA

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr med. M. J. Mossakowski

Mechaniczny ucisk poétkuli moézgu, przy pomocy nadtwardéwkowo
umiejscowionego elastycznego balonika o dowolnie regulowanej pojem-
nosci (Ishii i wsp. 1967) jest czesto stosowanym modelem do$wiadczal-
nym stuzgcym do oceny dynamiki rozwoju obrzeku moézgu i zwigzanych
z nim zmian ci$nienia $§rédczaszkowego. Przeprowadzony poprzednio cykl
badan (Zelman i wsp. 1974, Gadamski i wsp. 1974, 1977, Szumanska i wsp.
1974, Ostenda, Gadamski 1977) dostarczyl szczegélowej informacji na
temat charakteru uszkodzen strukturalnych tkanki, zaré6wno na pozio-
mie mikroskopu $wietlnego jak i elektronowego, stanu naczyniowo-tkan-
kowych mechanizméw barierowych i zaburzen metabolicznych. Pozwo-
lily one na przyjecie pogiadu, ze u podloza opisanych zmian, wsréd kto6-
rych dominujg cechy naczyniopochodnego obrzeku, leza zaburzenia he-
modynamiczne w Kkrgzeniu moézgowym, prowadzgce ostatecznie do ze-
spolu niedokrwienia mozgu. Zaburzenia hemodynamiczne uwarunkowane
sg z kolei wzrostem ci$nienia $rédczaszkowego oraz zakléceniem stosun-
kéw topograficznych poszczegdlnych czesci mézgowia w wyniku nad-
twardéwkowo umiejscowionego balonika.

W Swietle uzyskanych wynikow wydawalo sie celowe przesledzenie
stanu struktur zwigzanych z podstawowsg funkcjg tkanki nerwowej, tj.
z przekazywaniem bodzcoéw. W tym celu przeprowadzono mikroskopowo-
-elektronowsy analize¢ zachowania sie synaps nerwowych lgcznie z mikro-
skopowo fluorescencyjnym badaniem amin katecholowych.

MATERIAEL I METODY

Badanie przeprowadzono na 15 dorostych kotach obu plci, o ciezarze
ciala od 2,700 do 3,800 kg, u ktéorych wywolywano miejscowy ucisk moéz-
gu przy pomocy umieszczonego nadtwardowkowo lateksowego balonika
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o pojemnosci 1 cm® na okres od 2 do 12 godzin. Opis zabiegu operacyj-
nego oraz techniki wywolywania ucisku podano w pracy Zelman i wsp.
(1974) oraz Gadamskiego i wsp. (1977).

Zwierzeta, w zalezno$ci od czasu trwania ucisku, podzielono na cztery
grupy. W grupie pierwszej ucisk trwal 2 godziny, w grupie drugiej — 4,
w trzeciej — 6, i w czwartej — 12 godzin. Material kontrolny stanowity
koty, u ktérych nie wywolywano ucisku nadtwardéowkowego. Na moz-
gach zwierzat doswiadczalnych, usmiercanych w podanych powyzej prze-
dzialach czasowych wykonywano badania mikroskopowo-fluorescency jne
i mikroskopowo-elektronowe.

Material do badania mikroskopowo-elektronowego pobierano przyzy-
ciowo z pélkuli ucisnietej po wycofaniu balonika i powigkszeniu otworu
trepanacyjnego do $rednicy 1,5 cm oraz z poétkuli nie ucisnietej po wyko-
naniu identycznego otworu nad symetryczng okolica moézgu. Materiat
opracowywano identycznie jak w pracy Ostendy i Gadamskiego (1977).

Oznaczanie zawartosci katecholamin wykonywano wg metody opisa-
nej przez Lindvalla i Bjorklunda (1974). U kotéw z odpowiednich grup
czasowych wykonywano perfuzje 2% roztworem jednowodnego kwasu
glioksalowego w buforze dwuweglanowym Krebsa-Ringera o pH 7,0.
Roztwér ten przed uzyciem nasycano mieszaning gazéw o skladzie: 95%
O, i 5% CO,, a nastgpnie ochladzano do temepratury 0—4°C. Czterysta
ml plynu perfuzyjnego podawano strzykawka o pojemnosci 200 ml do
obu tetnic szyjnych wspélnych, przy jednoczesnym, obustronnym prze-
cieciu zyl jarzmowych. Z moézgéw wyjmowanych z jamy czaszki bezpo-
$rednio po perfuzji pobierano 2 mm grubo$ci bloki tkanki z okolicy
stycznej do ucisku, obejmujgce kore moézgowsa i istote bialg podkorowas.
W analogiczny spos6b pobierano material z symetrycznych pél poétkuli
nie uci$nietej.

Bloczki tkanki nerwowej zamrazano w cieklym azocie, przenoszono do
kriostatu i cieto na skrawki grubosci 20 u, ktére naklejano na cienkie
szkielka podstawowe. Preparaty umieszczano na okres 20 minut w 2%
roztworze kwasu glioksalowego w buforze Krebsa-Ringera o pH 7,0
i temperaturze 0—4°C. Przez dalsze 20 minut skrawki wysuszano w stru-
mieniu cieplego powietrza, a nastepnie celem dalszego odwodnienia
umieszczano je w eksykatorze zawierajacym pieciotlenek fosforu. Eksy-
kator, po chwilowym podlgczeniu do pompy wodnej celem uzyskania
prézni, umieszczano w zaciemnionym pomieszczeniu na okres okolo 14
godzin. Po uplywie tego czasu skrawki przebywaly przez 6 min. w tem-
peraturze 100°C.

Preparaty zamknigete w oleju parafinowym oglagdano w mikroskopie
fluorescencyjnym f-my Zeiss, wyposazonym w lampe HBO 200 oraz filtry
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BG 12/4 (wzbudzajgcy) i OG 1 (barierowy). Zielong fluorescencje amin
katecholowych utrwalano na filmie ORWO UT 16.

WYNIKI
Badania mikroskopowo-elektronowe

U zwierzat grupy pierwszej po 2-godzinnym ucisku, spostrzegano nie-
znaczne zmiany w cobrazie mikroskopowc-elektronowym synaps nerwo-
wych. Dotyczyly one glownie zroznicowania wielkofci pecherzykow sy-
naptycznych lezgecych w czesci presynaptycznej zlgcza nerwowego. Obok
pecherzykdw o normalnej, charakterystycznej dla zwierzat kontrolnych
wielkcéci wyncszacej okolo 430 A pojawiala sig¢ znaczna ilo$¢ pecherzy-
kéw o $rednicy siggajgcej 750 A. W tym okresie, w kolbkach synaptycz-
nych spotykano poiedyncze pecherzyki o wymiarach 1200 A. W niekto-
rych synapsach poiawialy sie struktury o charakterze dense core vesicles
wielkosci ckolo 870 A. Obok opisanych powyzej nieprawidlowosci domi-
nujgcych w cobrazie mikroskopowo-elektronowym spotykano stosunkowo
nieliczne rozdete synapsy o niskiej gestosci elektronooptycznej wykazu-
jace cechy zmian cbrzekowych. Zawieraly one pojedyncze, czgsto znie-
ksztalcone pecherzyki synaptyczne. Rabek przy blonie czesci postsynap-
tycznej tracil swojg zwykla strukture; ulegal znacznemu pogrubieniu,
a iego gestost elektronowa bardzo znacznie wzrastata (ryc. 1).

U zwierzat grupy drugiej (ucisk 4-godz.) liczne zlgcza synaptyczne wy-
kazywaly zmiany podobne do opisanych w grupie poprzedniej, tj. balo-
nowate rozdecia zakonczen presynaptycznych, elektronowo prawie catko-
wicie przeziernych, zmniejszenie iloSci pecherzykéw synaptycznych z jed-
noczesnym zréznicowaniem ich wielkosci (ryc. 2, 3).

W grupie trzeciej (ucisk 6-godz.) w korze mozgu kota wystepowaty
uogolnione objawy obrzeku, obejmujace rowniez wiekszos¢ synaps. W
grupie tej obserwowan» znaczne powiekszenie (rozdecie) wypustek pre-
i postsynaptycznych z réwnoczesnym obnizeniem ich elektronooptycznej
gestosci. Pecherzyki synaptyezne w zakonczeniach nerwowych wystepo-
waly w znacznie zmnieiszencj liczbie i czesto-byly znieksztalcone (ryc. 4).

W grupie czwartej (ucisk 12-godz.) nasilaly sie zmiany poprzednio
opisane. W cbrzeklym neurcpilu spotykan» zlacza, w ktorych tylko chza-
rakterystyczne zageszczenia przyblenowe pozwalaly rozpoznaé synapsy
(ryc. 5). Wystepujace w nich nieliczne i zwykle znieksztalcone pacherzyki
wykazywaly tendencjs do lg-zenia sie w wieksze skupiska.

FPojedyncze pecherzyki o ciemnym jadrze (dense core vesicles), poja-
wiajgce siz w zespoleniach nerwowych zviiermat z  krétkim  okresem

Neuropatologia Pclska — 6
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Ryc. 1. Pbl'cula mazgn ucisnieta przez 2 godz. Widoczne liczne synapsy. Pecherzyki
synaptyczne m?2ja zréznicowane rozmiary. Nieciggle zaggszczenia pre- i postsynap-
tyczne w zilgczu {strzatka). Pow. 22500 X.

Fig. 1. Ce~ebr~1 hemisphere compressed for 2 hrs. Numerous synapses are present.
Synaptic ves.cles show unequal diameter. Discontinuity of pre- and postsynaptic
densities (arrow). X 22 500.

ucisku (2 i 4 godz.), wykazywaly duza réznorodnos¢ morfologiczng. Po
dhuzszym trwaniu ucisku (koty grupy trzeciej i czwartej) nie stwierdzano
dense core vesicles w obrebie zakonczen nerwowych.

Badania histochemiczno-fluorescencyjne

W korze moézgu zwierzgt kontrolnych widoczne byty krétkie fragmen-
ty wlékien nerwowych wykazujgcych obecnos¢ paciorkowato rozmiesz-
czonych tworéw, wzbudzajacych zielong fluorescencje swoistg dla amin
katecholowych. Twory te lezace na przebiegu wlékien preterminalnych
tworzyly czesto charakterystyczne, siatkowate struktury fibroarchitekto-
niczne, ktérych rozmieszczenie nie odpowiadalo jednak p:szczegblnym
warstwom kory moézgowej.

W neuropilu, obok ziarnistej, nieréwnomiernie rozmieszczonej zielonej
fluorescencji odpowiadajgcej prawdopodobnie przekrojom poprzecznym
widkien nerwowych, spotykano swiecenie koloru rdzawego charaktery-
stycznego dla indolamin. Podobne obrazy mozna bylo spotka¢ w niekto-
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Ryc. 2. Poltkula mozgu ucisnieta przez 4 godz. Zlgcza synaptyczne polozone w po-
blizu $ciany naczyniowej. Kilka synaps wykazuje cechy obrzmienia. Pow. 22500 X.

Fig. 2. Cerebral hemisphere compressed for 4 hrs. Synapses situated in the vicinity
of vascular wali. Same cf them are swollen X 22 500.

rych obszarach podkorowej istoty bialej. W tych strukturach paciorko-
wato rozmieszczona zielona fluorescencja wyznaczala zwykle pojedyn-
cze wldkna nerwowe o dluzszym przebiegu niz w korze (ryc. 6).

U zwierzgt z 2- i 4-godzinnym uciskiem obrazy mikroskopowo-fluores-
cencyjne byly nieznacznie zmienione. Nadal dostrzegano siatkowata
strukture wldékien w korze moézgu oraz ich linijny przebieg w pasmach
istoty bialej. Zwracalo jednakze uwage oslabienie intensywnosci fluores-
cencji.

Opisany powyzej obraz mikroskopowy zmienial sie wyraznie u kotow
z 6 i 12-godzinnym uciskiem. W tym czasie dominowalo wyrazniejsze niz
w grupach poprzednich ostabienie fluorescencji z jednoczesnym poja-
wieniem sie jej dyfuzyjnej postaci. Tego typu zmiany spostrzegano za-
rowno w materiale z poétkuli uci$nietej pak i nie uci$nietej. Ostabienie
intensywnosci fluorescencji, a zwlaszcza czesto wystepujaca jej dyfuzyj-
na posta¢ utrudnialy lub uniemozliwialy $ledzenie charakterystycznych
dla zwierzat kontrolnych struktur fibroarchitektonicznych zlozonych
z preterminalnych fragmentéw wlékien nerwowych zawierajgcych ami-
ny katecholowe (ryc. 7).
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Ryc. 4. Pbélkula moézgu uci$nieta przez 6 godz. Obrzek czesci postsynaptycznych-
zlgcza. Wsro6d pecherzykoéw synaptycznych widoczny dense core vesicle o sSrednicy
okolo 1800 A (strzalka). Pow. 22500 X.

Fig. 4. Cerebral hemisphere compressed for 6 hrs. Swelling of postsynaptic por-
tions. Among synaptic vesicles, large dense core vesicle, measuring around 1800 A
(arrow) is seen. X 22500.

OMOWIENIE

Przedstawione powyzej obserwacje wskazujg, ze stwierdzonym po-
przednio nieprawidlowosciom strukturalnym tkanki nerwowej i jej za-
burzeniom metabolicznym, rozwijajgcym sie w nastepstwie zwiekszone-
g0 ciSnienia S$rdédczaszkowego (Zelman i wsp. 1974, Szumanska i wsp.
1974, Ostenda, Gadamski 1977) towarzyszg uszkodzenia struktur zwigza-
nych bezposrednio z przekazywaniem bodzcow nerwowych tj. synaps oraz
zmiany w zawartosci katecholamin, odgrywajacych istotng role w czyn-
nosci przekaznikowej.

Nieprawidlowos$ci te mozna zatem traktowa¢ jako morfologiczne pod-
loze zaburzonego przewodnictwa nerwowego. Obserwowane zmiany do-
tyczyly wszystkich elementéw zlacza nerwowego i wystepowaly zaréw-

Rye. 3. P6lkrla moézgu ucisnieta przez 4 godz. W sasiedztwie Sciany naczynia wi-
doczne zlacza synaptyczne o cechach obrzmienia, zawierajgce nieliczne pecherzyki
synaptyczne zgrcmadzone przy blonach (strzalka). Pow. 22500 X.

Fig. 3. Cerebral hemisphere compressed for 4 hrs. Svnapses situated in the vicinity
of vascular wall are swollen (arrow), scarce synaptic vesicles are agglomerated in
the neighbourhood cf synaptic membrane (arrow). X 22500.
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Ryc. 5. Potkula moézgu ucisnieta przez 12 godz. Widoczne synapsy wykazujg cechy
obrzeku. Nieliczne pecherzyki tworzg zbite konglomeraty (strzatka). Pow. 22500 X.

Fig. 5. Cerebral hemisphere compressed for 12 hrs. Advanced swelling of synapses.
Scanty synaptic vesicles forming dense conglomerates (arrow) X 22500.

Ryc. 6. Kot kontrolny. Fluorescencja amin katecholowych w postaci paciorkowa-
tych tworow rozmieszezonych wzdiuz przebiegu wilbokien nerwowych. Pow. 200 X.

Fig. 6. Control animal. Catecholamine fluorescence in the form of delicate beadings
located along the nerve fibres. X 200.
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Ryc. 7. Pbélkula moézgu ucisnieta przez 12 godz. Dyfuzyjny obraz fluorescencji ka-
techolamin. Pow. 100 X.

Fig. 7. Cerebral hemisphere compressed for 12 hrs. Diffuse fluorescence of cate-
cholamines. X 100.

no w nie uci$nietej jak i ucisnietej potkuli. Istnieje poglad, ze pecherzyki
synaptyczne sg no$nikami neurotransmiteréw, zas wsrod nich dense core
vesicles stanowig nosnik katecholamin (Ishii 1971, Baumgarten i wsp.
1972). W oparciu o powyzsze stwierdzenia zmniejszenie ilosci pecherzy-
kéw synaptycznych, zréznicowanie ich rozmiaréw i ksztaltéw oraz lgcze-
nie sie w wieksze skupiska mozna by uzna¢ za wykiadnik zmienionej
funkcji synaps. W tych samych kategoriach rozwaza¢ nalezy nieprawi-
dlowosci struktury bion pre- i postsynaptycznych oraz obrzmienie kol-
bek synaptycznych. Obnizenie intensywnosci fluorescencji swoistej dla
katecholamin oraz zmiany w jej rozmieszczeniu, wykazujace zgodnos¢
czasowg z rozwojem nieprawidlowosci w strukturze zakonczen synaptycz-
nych stwierdzonych w mikroskopie elektronowym, mogg stanowi¢ do-
datkowy wykladnik zaburzen w przekazywaniu bodzcow.

Zastosowana przez nas technika badan histochemiczno-fluorescencyj-
nych ujawnia lgcznie obecnos¢ dopaminy i noradrenaliny (Lindvall, Bjor-
klund 1974), a wiec katecholamin, ktérym przypisuje si¢ funkcje media-
toro6w chemicznych w o$rodkowym ukfadzie nerwowym.

Odpowiedz na pytanie, ktéry z czynnikéw patogenetycznych wyste-
pujgcych w zastosowanym modelu doswiadczalnym jest odpowiedzialny
za stwierdzone przez nas zmiany, nie jest latwa. Szczegélnie trudne jest
zréznicowanie roli samego obrzeku, jak i lezgcych u jego podloza zabu-
rzen hemodynamicznych, tym bardziej, ze w okresie dluzej trwajgcego
ucisku oba te czynniki nakladajg sie i wzajemnie poglcbiajg.
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Wydaje sie jednak, ze bierwotnym czynnikiem uszkadzajgcym jest
uposledzenie ukrwienia i zwigzane z nim niedotlenienie tkanki. Przema-
wia za tym miedzy innymi fakt, ze pierwsze objawy strukturalnego
uszkodzenia zlgcz nerwowych, jak rowniez oslabienie swoistej fluores-
cencji katecholamin obecne byly juz wtedy, gdy cechy obrzeku nie wy-
stepowaly lub byly tylko nieznaczne. Masywne uszkodzenie synaps i ja-
kosciowe zmiany odczynu histochemiczno-fluorescencyjnego towarzyszy-
ly w pelni rozwinietym zmianom cbrzekowym, poglebiajagcym sig przy
uog6lnieniu zaburzen hemodynamicznych. Za rolg patogenetyczng niedo-
statku tlenowego, przynajmniej we wstepnym okresie obrzeku mozgu,
przemawia podobienstwo weczesnych zmian w zlgczach nerwowych do
opisywanych w warunkach niedotlenienia hipoksyjnego (Bogolepow 1975).
Przemawia¢ za tym moze réwniez obnizenie intensywnosci fluores:encji
katechclamin przypominajgce obrazy spostrzegane w niedotlenieniu
krazeniowym (Gadamski i wsp. 1976), i w zatruciu tlenkiem wegla (Szu-
manska i wsp. 1977).

Trudno réwniez o jednoznaczng odpowiedz na pytanie, czy cbnizenie
intensywnosci fluorescencji, stanowigce jakosciowy wykladnik zmniej-
szonej zawartosci katecholamin w tkance, zwigzane jest z uposledzeniem
ich syntezy, wykazanym w przypadku niedotlenienia przez Davisa i Carl-
ssona (1973), czy tez z ich dyfuzja przez blony komoérkowe, jak to suge-
rujg Brown i wsp. (1574). Wydaje sie, ze dyfuzyjny charakter odczynu
histochemiczno-fluorescencyjnego cbserwowany w 6 i 12 godzinie ucisku
sugeruje ten drugi mechanizm, przynajmniej w okresie pelnego rozwoju
obrzeku. Za takg mozliwoscig przemawiajg rowniez obrazy mikroskopo-
we-elektronowe, wykazujace obecnos$¢ zaledwie pojedynczych pecherzy-
kow w kolbkach synaptycznych, a w szczegoélnosci brak w tym okresie
dense core vesicles, uznawanych za nos$niki katecholamin. Mogg na to
rOwniez wskazywa¢ zmiany w przepuszczalnosci blon komérkowych
neurocytéw, stwierdzone w tym samym modelu do$wiadczalnym przez
Gadamskiego i wsp. (1974).

P. Tapamcku, M. Ocrtenpa, I'. Illymaubcka

SJNEKTPOHHOMUKPOCKOIIMYECKAS KAPTUHA HEPBHBIX OKOHYAHUN
U IIOBE/JAEHME KATEXCJAMMUHOB
TPV PAHHEM 39KCHEPUMMEHTAJBHOM OTEKE MO3TA ¥ KOTA

Pe3wme

MccnenoBanma IpOBeAEHbI HA 15 B3POCHBIX KOTaX, Y KOTOPBIX BbIZBIBAJM MeCT-
'm0 HaXKMM HaA MOS3T IIPM ICMOIIM IMOMEILEHHOTC HaJCKJEPaJibHO IIapuka, 06LEMCM
! (' Bpemsa ramuva COCTaBIANO 2, 4, 6 u 12 yacos. KOHUTROJNEM CIOYyXKUIM KOTbI,
¥ EOTCPbiX HE NPUMCHSJU HaXKMUMA.
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B 5€KTpOHHCMUKPOCKOIIMYECKUX MCCJEA0ER-AMUAX HabNoAanM NPU3HAKM CTeKa —
vasnypaHus Npe- M MOCTCMHANTUUECKUX OTPOCTKOB C OJHOEPEMEHHEIM C:MIKEHUEM
X 9JEKTLOHHCOITU=ECKCH IJICTHCCTM, a Tak¥e yMe:blleHKe KOJMYeCTBA CHHANTU-
UeCKUX Ny3bIPBKOB C O/iHCBpEMEHHON rudpereunumanueil UX BeJMYMHBL Y HABOT-
HbIX C KOPOTKMM IIEPMOACM HazkuMa B HEKOTOPbIX (MHANCAX HabionanM noaniieHue
CTPYKTYp O XapakTepe dense core vesicles.

TUCTOXMMMKO-hJiyOopecLienTibie HabuoaeHnsa BhIABUIM ocjablleHue MHITeHCUBHCCTH
crienmuuHOM (DIyOpecueHIuyM KaTeX0JaMMHOB, a TaKxKe y IKMBCTHBIX C Gouee
NIUTENBHBIM HAXKUMOM — noAenenue auddy3HOi dayopecuenuy. ABTOPb! CUM-
TQIOT, YTO B OCHOBe M3MEHeHMA (PYHKIMy CUHAlcCa JeKaT Hapyllenaud KposBocHab-
SXEeHMSA, MPUEOAAILLIME K TKaHeBON TUIOKCUM.

R. Gadamski, M. Ostenda, G. Szumanska

ULTRASTRUCTURE OF NERVE ENDINGS AND THE CATECHOLAMINES
IN EARLY EXPERIMENTAL BRAIN EDEMA IN CAT

Summary

Exper.meats we e ccnducted on 15 adult cats which were subjected to local brain
compression by an balloon (1 ml velume) inserted epidurally for 2, 4, 6 and 12 hours.
In contrel animals only the burr-hcle has been trephined.

Electrcn microscopic investigations revealed some edematic changes as: dilation
of pre- and postsynaptic processes, decrease of their electronoptic density, and also
synaptic vesicles decreased in number and of varying size. Some synapses cf the
animals after short-lasting brain ccmpression contained the structures of dense core
velicles type, whereas histochemical -—— fluorescence observations showed the dimi-
nution of the fluorescence specific for catecholamines.

Diffuse fluorescence has been found in the tissue of animals subjected to the
brain ccmpressicn of longer duration.

The authors express the opinion that the changed functioning of synapses de-
pends on the disorder of blood supply leading to the ischemia of nerve tissue.
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EWA OSETOWSKA, RIKA VERHEYDEN, ANNA TARASZEWSKA

WPLYW MUTACJI pt NA ROZNE OGNIWA ,,ZAMKNIETYCH”
OBWODOW RUCHOWYCH?)

II. METABOLITY DOPAMINY W MOCZU KROLIKA pt *¥)

Osrodek Doswiadczalny Neurologii Poréwnawczej Centrum
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Minsk Mazowiecki
Kierownik Osrodka: prof. dr med. E. Osetowska
Instytut Patofizjologii Wolnego Uniwersytetu, Bruksela
Dyrektor: prof. dr med. A. Lowenthal

Jakiekolwiek réznice zarysowaly sie pomiedzy klasycznym parkinsoniz-
mem a modelem porownawczym krolika pt, uzyskanie danych dotyczag-
cych metabolizmu dopaminy u tego ostatniego uwazaliSmy za niezbedne
ogniwo naszych dalszych badan. Przejrzyste zestawienie wzoréw che-
micznych ilustrujgcych powstawanie i przemiany endogenne amin ka-
techolowych czytelnik polski znajdzie w pracy Kadzielawy (1972).

W poréwnaniu z duzg iloscig badan oderwanych, przeprowadzonych
dla réznych gatunkéw zwierzat w skomplikowanych warunkach labora-
toryjnych, mozna przeciwstawi¢: sporadyczne doniesienia dotyczace
przemian amin katecholowych u kroélika poza osrodkowym ukladem ner-
wowym oraz zupelny brak doniesien okreslajacych metabolizm dopaminy
in vivo, w plynach ustrojowych krolika, w warunkach kliniki poréwnaw-
czej, pozwalajgcych na ewentualne zadzialania terapeutyczne.

Obserwacjom Barbeau i wsp. (1961) i Barbeau (1968) zawdzieczamy po-
znanie odwroéconej korelacji pomiedzy obnizonym poziomem dopaminy
w moézgu, a podwyzszonym poziomem jej bezposredniego metabolitu
i metabolitéw posrednich w moczu. W dalszych swoich badaniach Barbeau
(1972) wnio6st pewne zastrzezenia co do wartosci tego wykladnika w pdz-
nych okresach daleko posunietego parkinsonizmu. Zastrzezenia te nie sg
istotne w stosunku do krolika pt, u ktérego badania moczu przeprowa-
dzono w jednym stadium choroby, poczatkowym, a zarazem najostrzej-

*) Prolem wezlowy: 10.4.2.02.2.

**) Praca wykonana przy czesSciowej pomocy finansowej USA. Agreement
05-035-1, N.H.I. PL 480.
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szym; ponadto otrzymane wyniki zostaly ocenione przez odniesienie do
wynikow u krélikdbw zdrowych genotypowo i fenotypowo oraz u samic
nosicielek, przebadanych réwnolegle w tym samym czasie.

MATERIAL I METODY

W okresie pobierania moczu do badania, kryterium doboru wlasciwego
materialu i grup kontrolnych stanowity: 1) objawy kliniczne; 2) genotyp,
jezeli datl sie ustali¢ jednoznacznie na podstawie typu kojarzenia; 3) ana-
logiczne grupy wieku. Okreslenie plci nasuwalo wieksze trudnosci, zna-
ne dobrze w przypadku krolikow w wieku ponizej 2 miesiecy (Osetow-
ska, Wisniewski, 1967). Dane jakimi rozporzadzamy w chwili obecnej po-
zwolily na cdpowiednie uzupetnienia. Kroliki z objawami ostrymi, ktore
z powodu nasilenia choroby, zostaly nieco p6zniej uspione, weszly wszyst-
kie w sklad materialu neuropatologicznego, wykorzystanego w I pracy
tego cyklu. Inne dane potwierdzily sie po poézniejszym wprowadzeniu
zwierzat bezobjawowych do reprodukecji. Charakterystyka materiatu,
ktorg przedstawiamy ponizej, oparta jest zar6wno na danych wstepnych,
jak i uzupelniajacych.

Pobrane prébki moczu odpowiadajg iloSciom dobowym, poniewaz male
kréliki oddajg jednorazowo bardzo mate iloSci moczu. Zgodnie ze wska-
zowkami naszego konsultanta neurochemicznego*), dla kazdego przypad-
ku zebrano * 10 ml moczu. Wiek krélikéw zaré6wno w grupach chorych,
jak i kontrolnych ksztaltowat sie ponizej 2 miesiecy, z wyjatkiem jednej
probki pobranej od ,,pewnej”’ 7-miesiecznej zdrowej samicy.

Ustawienie catej badanej grupy podyktowane zostato-aktualnych sta-
nem posiadania przypadkéw w Klinice w dniu pobierania moczu, réw-
noczes$nie u wszystkich zwierzat.

Zbiér moczu przeprowadzono w prowizorycznych skonstruowanych ad
hoc klatkach metabolicznych (kuwety plastikowe, obciggniete plastikowg
siatka przeciwko muchom, nakryte od géry dopasowang klatka z siatki
drucianej), zaaprobowanych przez naszego konsultanta.

Z 22 probowek z moczem przestanym do badania, 5 uleglo uszkodzeniu
w trakcie transportu lub podczas manipulacji laboratoryjnych.

Badania przeprowadzono w 5 grupach:
grupa I — trzy samice zdrowe;

*) Dr hab. Sciences Denice Karcher z Laboratorium Neurochemicznego Insty-
tutu BUNGE w Antwerpil. Konsultowala ona takie wybor metody, postepowanie
techniczne i occene wynikéw. Autorzy pracy skladaja jej serdeczne podziekowanie za
okazang pomoc i zainteresowanie tematem.

Calc$¢é badan chemicznych, zastosowane metody, terminologia i uzyskane ekto-
matogramy zostaly dodatkowo przekonsultowane przez prof. Dr A. Lowenthala.

http://rcin.org.pl



Nr 3 Metabolizm kroélika pt 409

grupa 1I — cztery samice ciezko chore z drzeniami i niedowladami;
u trzech przezycie z wtorng poprawa i okresowymi zaostrzeniami craz
czwarta z utrwalonymi niedowladami konczyn przednich, uzywana do
krycia sprawdzila sie genetycznie i klinicznie, dajac ciezko objawowe pa-
tomstwo w odpowiednich kojarzeniach;

grupa III — pie¢ cigzko chorych samcow;

grupa IV — trzy samice nosicielki;

grupa V — jeden samiec pewny, zdrowy.

W sumie w sklad grupy kontrolnej wchodzi 7 zwierzat (3 samice zdro-
we, 3 nosicielki, jeden zdrowy samiec) — przeciwstawionych 9 krélikom
cigzko chorym (w tym 4 chore samice i pie¢ chorych samcow™).

Mocze w obrebie kazdej grupy badane byly oddzielnie.

Zastosowano metode dwuwymiarowej cienkowarstwowej chromato-
grafii (Lhermitte i wsp., 1973; Ebinger i wsp.; 1975), z oceng jakc$ciows,
bez obliczen kolorymetrycznych wobec uzyskanego wyniku cstatecznege.

1. Kwasy fenylowe

Z moczu badanych krélikow wyizolowano kwasy fenylowe, zakwasza-
jac mocz HCI oraz wysycaijgc NaCl. Ekstrakcje przeprowadzono octanem
etylu, z wysuszeniem Na,SO, w oksykatorze (prad powietrza w fazni wod-
nej o temperaturze 40°). Otrzymana substancje rozpuszczono w 0,5 ml
octanu etylu i przeniesiono na cellulozowe plytki chromatograficzne. Za-
stosowano 2 uktady mieszanin rozpuszczajgcych: 1. Izopropanol — amc-
niak — woda (80:10:10) i 2. Benzen — kwas octowy — wecda (62,5:36:1,5).

Otrzymane chromatogramy zostaly opylone dwuazowang p-nitroaniling.
Analogiczng probe przeprowadzono dla kontroli z pustymi plytkami
chromatograficznymi. Uzyskane chromatogramy wykazaly duze ilosci
kwasu 3-hydroksyfenylooctowego oraz kwasu 4-hydroksyfenylooctowego,
duze ilosci kwasu wanilinomlekowego, $lady kwasu homowanilinowego,
obecnos¢ kwasu wanilinowego. Wobec mozliwosci polgczen kwasu izo-
-homowanilinowego oraz wanilinomlekowego z kwasem sulfatowym
(zwigzek okreslony jako kwas sulfatowy odpowiada jonom SO, i nie
moze by¢ zastgpiony nazwag kwas siarkowy — ,,sulfuric acid”) lub glu-
kurcnowym, przeprowadzono dekoniugacje gluzulazami, sulfatazg arylo-
wa i glukuronidazg (sulfataza arylowa i glukuronidaza sg hydrolazami;
nazwa ,gluzulazy” jest nazwg komercyjng stosowang powszechniz w
Belgii i zapobiegajgcg mozliwym nieporozumieniom).

*) Okreslenie ,chory” stosujemy do zwierzat o odpowiednim genotypie (pt/ sa-
miec, pt /pt samica) oraz z pelnym zespolem Kklinicznym fenstypowym pt.
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2. Glikol 3-metoksy, 4-hydroksyfenylowy

Po inkubacji préobek moczu z pieciu grup z gluzulaza, przy pH 7, glikol
zostal wyekstrahowany przy pomocy octanu etylu. Dalsze postepowanie
takie jak dla kwaséow fenylowych, lacznie z dekoniugacja, poniewaz gli-
kol ten pozostaje zawsze w postaci zwigzanej.

WYNIKI

W moczach wszystkich 5 grup otrzymano jednakowe chromatogramy,
ujawniajgce obecnos¢ duzych ilosci kwasu 3- i 4-hydroksyfenyloctowego,
produktéw tyrozyny; duze ilosci kwasu wanilinomlekowego — metaboli-
tu koncowego DOPA, s$lady kwasu homowanilinowego, wlasciwego me-
tabolitu dopaminy; we wszystkich moczach stwierdzono obecnos¢ glikolu
3-metoksy-4-hydroksyfenylowego — metabolitu noradrenaliny; stwier-
dzono takze obecno$¢ kwasu wanilinowego (ze wzgledu na jego mozliwe
pochodzenie egzogenne nie mozna interpretowa¢ jego wystepowania).
Nie stwierdzono obecnosci kwasu izohomowanilinowego, izometoksywa-
nilinowego oraz izo-wanilinomlekowego. Wszystkie wymienione zwigzki
wystepuja bez uchwytnych réznic w chromatogramach moczéw kroéli-
kow chorych, zdrowych i nosicielek. Wyniki uzyskane w 5 grupach ilu-
struje rycina 1.

OMOWIENIE

Jezeli otrzymane wyniki potraktujemy jako decydujace dla wyklu-
czenia niedoboru dopaminy w zespole pt (Verheyden, 1977), nie jest to
dla nas niespodziankg. Wieloletnie leczenie kliniczne parkinsonizmu przy
pomocy L-DOPA, wplywa tylko na objawy akinezji i rigiditas, pozosta-
wiajac bez poprawy drzenia, niekiedy wrecz nasilajgc je, wzglednie
»wzbogaca’ obraz chorobowy o inne typy ruchéw przymusowych (Boudin
i wsp., 1974; Presthus i Holmsen, 1974, Dowzenko i wsp., 1975). Row-
niez McKenzie i wsp. (1972) juz wczesniej zwrécili uwage na bezskutecz-
nos¢ terapii L-DOPA w takich chorobach jak plgsawica Huntingtona
i choroba Gilles de la Tourette. Na wystepowanie nowych ruchéw mimo-
wolnych po leczeniu L-DOPA zwracali takze uwage Lhermitte i wsp.
(1973).

Zestawienie powyzszych danych z literatury i naszych wlasnych obser-
wacji sklania nas do przyjecia wyraznej granicy pomiedzy drzeniami
»parkinsonopodobnymi” i innymi skladnikami zespolu parkinsonizmu.
Takie ujecie nie po raz pierwszy zostalo sformulowane w literaturze par-
kinsonizmu od czasu, kiedy Hornykiewicz (1966) przypisal caly ten ze-
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Ryc. 1. Chromatogram, odpowiadajgcy wynikom badania moczu na metabolity ka-

techolaminowe u krélikbw pt: chorych samcoéw, chorych samic, nosicielek, zdro-

wych samic, zdrowego samca. Skroty: 3-OH-¢ acac: kwas 3-hydroksyfenyloctowy,

4-OfI-¢ acac: kwas 4-hydroksyfenyloctowy, VLA: kwas wanilinomlekowy, HVA:

kwas homowanilinowy, MHPG: glikol-3-metoksy-4-4hydroksyfenylowy, VA: kwas
wanilinowy.

Fig. 1. Urinary acid and alkoholic metabolites of the catecholamines in the 5 groups
of the pt-rabbits: the healthy females, the carriers, one healthy male, the sympto-
matic females and the symptomatic males (the two last groups examined in the
acute phase of the pt-disease). TCL results. Abbreviations: 3-OH-¢ acac. 3 hydro-
xyphenylacetic acid, 4-OH-¢ acac. 4 hydroxyphenylacetic acid, VLA: Vanillactic
acid, HVA: Homovanillic acid, MHPG: 3-metoxy-4-hydroksyphenyl-glykol.

spol objawowy niedoborowi endogennej dopaminy mozgowej (Kitai
i wsp., 1976). Narabayashi (1974) stawia pytanie jednoznacznie: , Axial
symptom for parkinsonism: tremor, rigidity or akinesia becomes again
our problem?” Kandel i wsp. (1974) charakteryzujac rézne typy drzen
(,,tremor in posture maintenance”, ,tremor in purposeful movements”,
»resting tremor”) uwazajg, ze moga one pojawia¢ si¢ i poza kregiem kla-
sycznego parkinsonizmu, ,but in all Parkinsonian patients there is an
increase of the thresholds spead at which continous activity (tremor —
E. O.) appears”.

Wykazujgc w przebiegu choroby wszystkie typy drzen wymienione
przez Kandela, krélik pt jest wolny od objawow akinetyczno-hipertonicz-
nych typu rigiditas.
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Wspblobecnosé niedowladéw spastycznych i zaburzen wzrokowych w
zespale pt sugeruje pewne nowe analogie z zespolem opisanym po- raz
pierwszy przez Barré (1926), w ktorym wystepuje ,,syndrome parkin-
sonien avec signe de Babinski bilatéral”. Zespél analogiczny zostaje
opisany pcnownie w 34 lata pozniej przez van den Eecken’a, Adams’a
i van Dogaerta (1260) pod nazwg ,,dégénérescence strio-pallido-nigrale”.
Lata cstatnie przynoszg nowy naplyw kazuistyki tego zespolu (Borit
i wsp., 1975; Buonanno i wsp., 1975). Pelne zestawienie ogloszonych przy-
padkéw podaie Boudin i wsp. (1976), ktéorych praca wzbogaca literature
tego zespatu o dwie wiasne obserwacje autorow.

Zwyrodnienie strio-pallido-nigralne nie bedgc peinym cdpowiednikiem
zespalu pt, zbliza sie do niego dwoma komponentami klinicznymi: obja-
wari spastycznymi, bgdz tylko w postaci cbustronnego objawu Babin-
skiego, badz wspoélistniejgcyvch wyraznych niedowladéw spastycznych
(,,spasticitas” — w przeziwstawieniu do ,,rigiditas™) (Michel i wsp., 1975;
Tekei i Mirra, 1973, Boudin i wsp., 1976) oraz zaburzeniami w ukladzi=
wzrokowym i ckoruchowym, sygnalizowanym posza zestawieniem BEou-
din’a, takze i w doniesieniu Euonanno i wsp. (1975). Niektorzy z wymie-
nionych autoréw poszukujg dla tego obrazu chorobowego takze odnie-
sien redzinnych i dziedzicznych. W niektérych opisanych przypadkach-
drzenia sj objawem uderzajgcym, w poszczegélnych brakuje ich zupel-
nie. Boudin stwierdza czesto wyrazne wspolistnienie zwyrodnien ukladc-
wych oliwkowo-mcstowo-mozdzkowych. Buonanno, zwracajgc uwage na
wzmozony naplyw tych obserwacji w costatnich latach, podkresla mozli-
wos$2 przyjecia bezskutecznosci terapii L-Dopa jako podstawe do przezy-
cicwego rozpoznania réznicowego zespolu zwyrodnienia strio-nigro-palli-
dalnego i ,,prawdziweg>” parkins~nizmu.

Stwierdzajg:z juz obecnie réznice i podobienstwo zwyrodnienia stric-
-nigroc-pallidalnego i zespolu pt, korzystamy z podobienstw, azeby za-
planowa¢ kolejne etapy badan. Pcprzez stopniowe eliminacje innych
komponentéow zespolu pt i ich odpowiednikéw anatomicznych, mamy na-
dziejs zrealizowaé¢ glowny cel tej serii badan: ustali¢ podloze anatomicz-
ne, a by¢ moze i réwnolegly wspolcbzynnik metaboliczny, odpowiedzial-
nych za wystepowanie zrytmizowanych drzen, jako objawu wicdgcego
w obrazie zespotu pt.

WNIOSKI

1. Badanie moczu w 5 grupach krolikow (zdrowe, nosicielki, chore sz-
mce i chore samice) wykazalo brak réznic jakosciowych i ilosciowych dla
kwasow fenylowych i metabolitow alkoholowych amin katecholowych
pomiedzy wszystkimi przebadanymi grupami.
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2. Stwierdzenie tego faktu, obok innych skladnikéw klinicznych zespo-
u pt zbliza go do zespolu zwyrodnienia strio-nigro-pallidalnego, uwaza-
nego u niektorych zwierzat za jednostke dziedziczong w dominancie.

3. Do zwyrodnien strio-nigro-pallidalnych zbliza krélika pt: komponent
niedowladéw spastycznych, zaburzenia wzrokowe, podloze genetyczne,
brak zmian dla metabolitéw dopaminy w moczu.

To ostatnie zjawisko traktowane jest przez klinicystow zespolu parkin-
sonoidalnego i zespoléw podobnych, jako jednoznaczne z odpornoscig na
leczenie L-DOPA i podstawowy czynnik réznicujgcy zwyrodnienie strio-
-nigro-pollidalne od ,,prawdziwego” parkinsonizmu. Krélik pt wydaje sie
by¢ idealnym modelem dla wszechstronnego réznicowania obu zespoléw.

E. OceroBcka, P. Bepxengeu, A. Tapaliescka

BIVMAHUE MYTALIMUU pt HA PA3HBIE 3BEHbS ,,3AMKHYTBIX”
IBUT'ATEJBHBIX IIEIIEN

II. MeraboanuTbl gonammuHa B MOUYe KpOJIMKA

Pe3womMme

VccnenoBanme MeTOAOM TOHKOCJIOMHOM XpoMaTorpaduym MOoum 5 TPy KpOJUKOB
u3 cemerictBa pt: OOJBHBIX CaMIOB, OOJBHBIX CaMOK, HOCMTEJIBHML], 3J0POBBIX CaMOK
U 3I0pPOBOTO CamMlla — He BBIABMJIO KOJMYECTBEHHBIX ¥ KauyeCTBEHHBIX pa3JIMyuui
(heHMIOBBIX KMCJIOT M aJIKOTOJIBHBIX MeTaboJMTOB KaTeXO0JIaMMHOB y MCCJIe0BaHHbBIX
rpynmn. Boaeliye KoauyecTBa 3-TMAPOKCUMEHUIIYKCYCHOM, 4-TUAPOKCcudeHniIyKCcyCHOM
M BaHWJIMHOBO-MOJIOYHOM KMCJIOT, 3-MeTOKCU-4-TUIPOKCHGMEHUIOBOrC TIIUKOJIA, BAHUIM-
HOBOM KMCJIOTBI M CJIEIOBBIX KOJIMYECTB TOMOBAHMWJIMHOBOM KMCJOTBI, OOHapyIKeHbI
y Kax/Jcyi U3 MCCIEJOBOHHBIX TPYyNN. 3OTM JaHHble COIMIKAIOT CUMIITOMaTH-
YeCKMII CUMHJAPOM pt € MHOIOCHMCTEMHBIMM BbLIPDOKACHMAMM THUIIA CTPUOIAJINAO-HU-
rpajbHbIX, ¢ KOMIIOHEHTOM CIACTMYECKMX HEMOJHBIX Iapajiudyeit, a TaKKe I10BPexK-
JIEHUSAMM 3PUTEJIbHOM M TJa30ABUraTeJIbHOM CUCTEMBbl, p€ II0AJAIIUUXCH Je4YeHUIO
L-gonamutom.

E. Osetowska, R. Verheyden, A. Taraszewska

EFFECTS OF THE pt MUTATION ON VARIOUS LINKS OF ,CLOSED”
MOTORIC CIRCUITS

II. Dopamine metabolites in urine of the pt-rabbits

Summary

In urine of the pt-symptomatic male and female rabbits, the carriers, the healthy
females and one healthy male no quantitative and qualitative differences were
detected with thin layer chromatography metod concerning acid and alkoholic
metabolites of catecholamines. The large quantities of 3-hydroxyphenylacetic acid,
4-hydroxyphenylacetic acid, vanillactic acid, the presence of 3-metoxy-4-hydro-
xyphenyl-glycol, the traces of homovanilic acid and the presence of vanilic acid
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were established in each of the examined groups. These results give an approach
of the pt-syndrome to the multi-systemic striatonigral degenerations with the
spastic hemiparesis as well as optic and oculomotoric lesions, resistant to L-Dopa
therapy.
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Podkorowy osrodek spojrzenia w osi poziomej jest umiejscawiany w
moscie, tuz przy jadrze nerwu odwodzacego. Osrodek spojrzenia (zwany
nucleus parabducens) sklada sie, zdaniem Crosby’ego (1951) z drobnych
komérek kojarzeniowych. Wysylajg one neuryty przez peczek podiuzny
przysrodkowy (fasciculus longitudinalis medialis) do homolateralnego jad-
ra n. VI oraz heterolateralnego jadra n. III dla miesnia prostego we-
wnetrznego. W przypadku jednostronnego uszkodzenia galki oczne nie
zwracajg sie w strone homolateralng. Obustronne uszkodzenie powoduje
porazenie poziomego zwrotu oczu w obie strony (Crosby, 1951). Bender
i Shanzer (1964) nie przyjmujg istnienia nucl. parabducens i $cisle umiej-
scowionego osrodka spojrzenia poziomego. W istocie szarej srodkowej
otaczajgcej jgdro n. odwodzgcego oraz znajdujacej sie doglowowo od
tego jadra lezg drobne skupiska komorek, ktére moga uczestniczy¢ w
integracji ruchow oczu, nie ma jednak podstawy by lokalizowa¢ osrodek
poziomego spojrzenia wylgcznie w tej okolicy. Integracja ruchow galek
ocznych odbywa sie w wielu obszarach pnia mézgu i poétkul. Biorg w niej
udzial jgdra tworu siatkowatego, zwlaszcza czesci mostowej, jgdra pod-
korowe oraz istota szara potkul (pola adwersyjne). Nie mozna mowic
o ,,08rodku”, ale o ,,ukladzie czynnosci galko-ruchowej”. Podobne roz-
wazania dotyczg osrodka spozierania pionowego. Przyjmuje sie, ze miesci
sig on w obrebie wzgérkow czworacznych przednich. Wazne znaczenie dla
tej czynnosci posiadajg rowniez jgdra Darkszewicza oraz Cajala, ktére
maja pelni¢ czynnos¢ podkorowych osrodkéw ruchéw pionowych (Pasik
i wsp., 1966; Markham, 1972). Jadro Darkszewicza zawiaduje ruchem oczu
w gore, natomiast jadro Cajala — w dét. Oba jadra otrzymujg ponadto
niespecvficzne impulsy z ukladu wzrokowego (podkorowego) i kierujg
je przez twor siatkowaty do ukladu przedsionkowo-gatkoruchowego. Ja-
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dro Darkszewicza przesyla tg droga impulsy hamujgce oczoplgs poziomy,
a jadro Cajala — impulsy pobudzajace (Markham, 1972). Spelniajg wigc
one role ,,0érodkow” dla ruchow pionowych oraz kieruja w pewnym stop-
niu odruchowymi zwrotami poziomymi oczu.

Hassler (1956) lokalizuje mechanizm koordynacyjny ruchow galek w
gore w przednio-brzusznej czesci $réodmozgowia, doglowowo do jadra
Cajala (nucl. interstitialis ventralis). Natomiast strukturg koordynujacg
ruch galek w dét ma by¢ jadro przedspoidlowe (nucl. praecomissuralis),
ktore lezy grzbietowo, nad wodociggiem, tuz przed spoidlem tylnym.

Dwa mechanizmy zabezpieczajace skojarzony ruch gatek w osi po-
ziomej i pionowej dzialajg niezaleznie od siebie. Obustronne uszkodzenie
(w moscie) uniemozliwia skojarzone spojrzenie poziome, przy czym ru-
chy pionowe sg zachowane, a nawet mogg wowczas wystapi¢ samoistne
ruchy galek ku gorze i dotowi (,,ocular bobbing”).

Zstepujace, korowo-pniowe drogi dla skojarzonych pionowych i pozio-
mych ruchéw galek ocznych, czyli drogi nadjadrowe nie tworzg zbitego
peczka, ale przebiegajg w istocie bialej poétkul prawdopodobnie jako
wlokna rozproszone. Dlatego z reguly nie ma zaburzen ruchéw oczu w
przypadku uszkodzenia tych drég w poikulach mozgu.

Wiokna nadjgdrowe dla spojrzenia pionowego konczg sie homo- i he-
terolateralnie w ukladzie okoruchowym s$rédmoézgowia i ostatecznie po-
budzajg jadro nerwu bloczkowego i czes¢ jadra nerwu okoruchowego.
W1ldékna nadjgdrowe kierujgce ruchem poziomym galek ocznych schodzg
nizej i konczg sie w obrebie jadra nerwu odwodzacego (Crosby i wsp.,
1965). Zapewne nie ma wlokien nadjadrowych, ktore by osiggaly bez-
posrednio jgdra nerwéw zabezpieczajacych ruch poziomy. Ruch ten do-
chodzi do skutku dzieki pobudzeniom biegngcym w peczku podiuznym
przysrodkowym do odpowiednich jader nerwow gatkoruchowych. Za-
rowno pobudzenia korowe jak i przedsionkowe, ktérych nastepstwem
jest ruch poziomy dzialajg przez peczek podiluzny przysrodkowy (Bender,
Shanzer, 1964; Cohen i wsp., 1968).

Uszkodzenie mostu stwarza mozliwos¢ dysocjacji ruchow galek
ocznych w osi poziomej i pionowej. Izolowane zniesienie poziomych ru-
chow dowolnych lub prowokowanych, z zachowanym ruchem pionowym
jest dobrze znanym objawem uszkodzenia mostu, wystepujgcym u cho-
rych w stanie $pigczki lub czuwania.

OPIS PRZYPADKU

Mezczyzna Z.K., 1. 44 (Nr hist. chor. 239/74), z zawodu rzeznik, od
wielu lat naduzywal alkoholu. W ostatnim tygodniu przed chorobg pit
nieustannie dzien i noc. Dnia 29.I1.1974 wystgpil nagle niedowlad pra-
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wych konczyn z zaburzeniami mowy. Przewieziony do Kliniki w stanie
glebokiej $pigczki, nie reagowal na zadne bodzce. Ucisk na galki oczne
wywolywal napady odmozdzeniowe. Niedowlad obejmowal wszystkie
cztery konczyny z przewaga po prawej stronie. Objaw Babinskiego byt
obustronnie dodatni. Oddech niewydolny, plytki, nieregularny. Cieplo-
ta ciala podwyzszona, czynno$¢ serca przyspieszona. Wyniki rutynowych
badan, w tym dna oczu i plynu moézgowo-rdzeniowego oraz angiografia
tetnic szyjnych byly prawidlowe. W EEG wystapilo splaszczenie zapisu
nad lewg potkulg bez innych istotnych zmian.

Oczy chorego byly otwarte, sprawialy wrazenie jakby spozieral on
$wiadomie. Galki oczne symetrycznie ustawione, wykonywaly stale ruchy
w osi pionowej. Byly to ruchy powolne o duzej, nieréwnomiernej ampli-
tudzie, symetryczne nierytmiczne; raz drobne i szybkie, kiedy indziej
wydatne i wolniejsze. Czestotliwo$¢ wychylen wynosila od kilku do
kilkudziesieciu na minute. Hiperkinezy te pojawialy sie¢ seriami po kil-
ka do kilkunastu, po czym ustepowaly na okres jednej do kilkunastu
sekund. W fazie spokoju oczy byly zwrécone ku dolowi lub na wprost
(ryc. 1). Ruchy mimowolne galek utrzymywaty sie stale az do konca
obserwacji. Nie bylo odruchowych zwrotéw oczu (objaw ,,glowy lalki”
ujemny). Nie udalo sie uzyska¢ wodzenia galek za bodzcem Swietlnym.

i P il

|

oogs

,
aoken

1 sek

Rye. 1. Zapis elektrookulograficzny przymusowych pionowych ruchéw galek ocz-
nych w przeciggu 50 sek. Srednia czesto$é ruchéw 1/sek. Widoczne przerwy trwajace
2—3 sek., w czasie ktorych nieruchome galki skierowane sg wprost lub ku dolowi.

Fig. 1. Electrooculographic record of compulsory vertical eyeballs movement during
50 sec. Mean frequency of movements is 1/sec. During 2—3sec. interruptions
eyeballs are fixed straight or downward.
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Préba pobudliwoséci kalorycznej blednikow (woda o temp. 27°C) nie
wywolala oczoplgsu ani zwrotu galek ocznych. Zrenice do$¢ waskie,
rowne, reagowaly leniwie na swiatlo.

Ze wzgledu na niewydolno$¢ oddechowg chory przebywal przez trzy
tygodnie w Zakladzie Anestezjologii i Reanimacji AM we Wroclawiu.
Wykonano tracheostomie, nie stwierdzono jednak konieczno$ci stosowa-
nia oddechu kontrolowanego. Stan og6lny chorego nie ulegl w tym
czasie zmianie, utrzymywaly sie zaburzenia przytomnosci, cechy sztyw-
nosci odmozdzeniowej, objawy piramidowe z przewagg po prawe]j stro-
nie. Utrzymujgce sie ruchy galek ocznych, stale otwarte oczy i brak
istotnych zmian w EEG przypominaly obraz $pigczki okreslanej mianem
»locked-in syndrome”, charakterystycznej dla obustronnego uszkodze-
nia brzusznej cze$ci mostu. Utrzymywaly sie pionowe ruchy galek ocz-
nych. W ostatnich dniach zycia pacjenta dolgczyly sie objawy rozkoja-
rzenia wegetatywnego. Zmart dnia 24.111.1974 wskutek ustania czyn-
ncsci serca i oddechu.

Zesp6l objawdéw klinicznych uzasadnial rozpoznanie uszkodzenia pnia
moézgu. W réznicowaniu uwzgledniono dwie mozliwosci: Udarowy po-
czatek choroby wskazywal na naczyniowe pochodzenie zmian. W zwigz-
ku z przewleklym alkoholizmem chorego i koncowym wielodniowym
opilstwem brano réwniez pod uwage proces zwyrodnieniowo-toksyczny
(myelinolysis centralis pontis).

Sekcja ogbélna (Zakl. Med. Sgdowej AM we Wroctawiu, nr protokétu
115/74) wykazala obrzek ptuc i $luzowo-ropny niezyt oskrzeli, stan po
tracheostomii, stan po wygojonym peknieciu wrzodu dwunastnicy, plyn
przesigkowy w jamach oplucnowych i jamie brzusznej, odlezyny w oko-
licy krzyzowej, kretarzy i piet.

Badanie neuropatologiczne

Makroskopowo: nieduzy symetryczny obrzek potkul moézgu przy nie-
zmienionym rysunku istoty szarej i biatej. Uklad komorowy prawidlo-
we]j wielko$ci, bez przemieszczenia. W obrebie mostu stwierdzono za-
tarcie struktury i mniejszg spoisto$¢. Zmiana ta miala charakter jedno-
ogniskowy, bardzo rozlegly; obejmowala symetrycznie czes¢é podstawng
mostu, penetrowala dos¢ gleboko w czes¢ srodkows, zaoszczedzajac na-
krywke i struktury polozone bezposrednio pod dnem komory IV-tej.
Ku przodowi ognisko siegalo do goérnej czesci dolu réwnoleglobocznego,
ku tylowi dochodzito do poziomu trojkgta n. podjezykowego (ryc. 2, 3).
Pozostale czesci pnia, tj. $rédmoézgowie, rdzen przedluzony oraz rdzen

regowy nie wykazywaly zmian makroskopowych.
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Ryc. 2. Przekr6j przez
ramiona spajajgce i
przednig cze$¢ mostu.
W czesSci podstawnej i
srodkowej rozlegle og-
nisko rozmigkania.

Fig. 2. Section through
brachia conjunctiva and
anterior part of the
pons. In its basal and
anterior part a vast
focus cf malacia.

Ryc. 3. Przekr6j przez

srodkowa czes¢ mostu.

Dalsza cze$¢é ogniska

rozmiekania w czesci

podstawnej i srodkowe]
mostu.

Fig. 3. Section through
middle part of the pons.
Focus of malacia spre-
ads in basal and mid-
dle part of the pons.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki z plata czolowego, jg-
der podstawy oraz plata potylicznego lewej poétkuli mézgu i wykonano
seryjne skrawki pnia mézgu. Metody barwienia hematoksyling-eozyng
wedlug Heidenhaina, Holzera, van Gieson.

W poétkulach moézgu stwierdzono jedynie nieduzy obrzek i pomnoze-
nie jader oligodendrogleju. Zmiany w obrebie pnia mialy charakter
martwicy rozptywnej z calkowitym zniszczeniem widkien nerwowych
i rozpadem neurocytéow. W obszarach dotknietych martwicg widoczne
byly bardzo liczne komérki zerne. Odczyn ze strony gleju byl wyraznie
drugoplanowy i ustepowal miejsca weczesnej tzw. ruchomej rozbiorce.
W barwieniu metodg Heidenhaina wykazano w miejscu ogniska rozlegis
demielinizacje¢. Barwienie metodg Holzera nie wykazalo rozplemu gleju
wilbknistego. W zakresie jader nerwéw czaszkowych oraz drég nerwo-
wych stwierdzono stosunkowo nieduze zmiany w obrebie jgder nerwu
IIT i IV. Tylko niektére komorki wykazywaly hiperchromatyczne za-
barwienie jader. Natomiast jgdra n. VI znajdujgce sie blisko ogniska roz-
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miekania charakteryzowaly ciezkie zmiany komoérkowe wyrazajgce sie
ostrym obrzekiem neuronoéw. Jadra przedsionkowe lezgce w bocznych
czesciach nakrywki byly prawie zupelnie nie uszkodzone. Cze$¢ goérna
tworu siatkowatego znajdujgca sie w $rodmoézgowiu oraz czes¢ tworu
siatkowatego w rdzeniu przedluzonym byla niezmieniona; natomiast
zniszczeniu ulegly struktury srodkowego odcinka mostu, zwlaszcza w
czesci podstawnej, a takze srodkowej w okolicy szwu. Peczek podiuzny
przysrodkowy lezacy powyzej ogniska rozmiekania nie wykazywal poza
cbrzekiem, wyraznego uszkodzenia. W szeregu skrawkéw wykona-
nych z uszkodzonego odcinka mostu znaleziono fragmenty tetnicy pod-
stawnej. Wiekszg czes¢ jej sSwiatla wypelnial zakrzep czeSciowo zorga-
nizowany (ryc. 4).

Ryc. 4. Tetnica podstawna wypelniona czesciowo zorganizowanym zakrzepem. H. E.
Pow. 70 X.

Fig. 4. Basilar artery filled with partly organized thrombus. HE. X 70,

OMOWIENIE

Ze wzgledu na dane kliniczne i lokalizacje zmian brano pod uwage
mozliwosé mielinolizy $rodkowej mestu. Jednakze stwierdzenie martwi-
cy rozplywnej przemawialo przeciwko temu rozpoznaniu. Demieliniza-
cja byla jedynie wyrazem wtérnego rozpadu wlokien nerwowych z
uprzgtaniem ich resztek przez makrofagi. Niedroznos¢ tetnicy podstaw-
nej ostatecznie rozstrzygnela o naczyniowym pochodzeniu ogniska
w moscie.
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W opisanym przypadku na szczegblng uwage zasluguje objaw gatko-
ruchowy polegajacy na przymusowych pionowych ruchach oczu, tj.
,ocular bobbing”. Jest on kliniczng oznaks obustronnego uszkodzenia
struktur mostu, zwlaszcza koncowego odcinka korowo-jadrowego drogi
spozierania poziomego oraz peczka podluznego przysrodkowego. Objaw
ten pierwszy opisal Fisher (1964, 1967). Polega on na skojarzonym ru-
chu galek ocznych ku dotowi z nastepowym wolniejszym powrotem do
polozenia wyjsciowego, o czestosci od 2 do kilkudziesigciu, maksymalnie
90/min., niezbyt regularnym, nie przypominajgcym oczoplgsu, z ktérym
nalezy go roznicowa¢ (Yap i wsp., 1968). Ruchy te bywajg rytmiczne
lub nierytmiczne, czasami sg asymetryczne, tzn. wychylenia jednej galtki
ocznej sg wieksze niz drugiej. Fisher rozréznia przypadki typowe i nie-
typowe. W typowych przypadkach ruchy wystepuja w rytmie 2—12/
/min. i nie zmieniajg sie pod wplywem bodzca kalorycznego. Do niety-
powych nalezg ruchy asymetryczne lub jednostronne, wywolane jedy-
nie przez bodziec kaloryczny i skojarzone z ruchami Zrenicy (hippus).
Objaw ten wystepuje w przypadkach zakrzepu tetnicy podstawnej lub
krwotoku do mostu. Daroff i Waldmann (1965) opisali ,,ocular bobbing”
u dziecka z nowotworem zajmujgcym caly przekrdéj mostu. Objaw ten
zle rokuje, wiekszos¢ przypadkéw konczy sie $miertelnie. Wyjatkowo
obserwowano pomyslne zejscie (Susac i wsp.,, 1970; Newman i wsp,
1971).

Czestost tych niezwykiych ruchéw jest zgodna niekiedy z aktywno-
Scig pnia moézgu. Jednostronne draznienie struktur pnia przez pobudze-
nie kaloryczne blednika, moze przyspieszy¢ pionowy ruch galek, w zad-
nym przypadku natomiast nie wyzwala poziomych ruchéw oczu. Moze
to mie¢ znaczenie praktyczne. Je§li jednostronna préba kaloryczna nie
wywotuje u nieprzytomnego chorego poziomych ruchow galek, wyzwa-
la natomiast pionowe, to mozna z duzym prawdopodobienstwem przy-
puszcza¢, ze istnieje pierwotne uszkodzenie mostu. Wynika to z analizy
wszystkich dotychczas opublikowanych przypadkéw. Typowy ,,ocular
bobbing” wystepujacy u chorego w stanie $pigezki wskazuje z duzym
prawdopodobienstwem na pierwotne uszkodzenie mostu (Nelson, John-
ston, 1970).

A. Bxeuxkn, A. I'pywxa, . Kopuobuc
ITPUHY/JUTEJBbHBIE BEPTUKAJIBHBIE IBUZKEHUSA TJIA3
(,OCULAR BOBBING”)

PeszmoMme

Paccmorpen cayuait 44-j1eTHEro MyXK4MibI-aJIKOTOJIMKA, y KOTCPOTO MMeEJa MECTO
HEeINpoOXOJAMMOCTb OCHOBHOM apTepun. 3adMKCHUpOBaHaA CIAYKA, JBYCTOPOHHMUIT HEMOJ-
HbIJI Iapajuy KOHEeYHOCTEH, INPMUCTYINbl jgeuepebpaimm ¥ HENpepuBHble NPUHYAU-
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TeNbHblE IABMIKEHMA TJja3Horo sAO6j0Ka M0 BepTUMKAJM. OTOT TMOCHEAHMI CUMIITOM
U ABWJICS NPEeAMETOM aHaJn3a.

CekuMsa yCTaHOBMJA OOIIMPHBIN oOdYar pa3MArdenus, OXBaThIBAIOUIMIA OCHOBaHMe
u cepenuny wmocra. fapa III u IV HepBOB He M3MEHMUIMCh, TOTAA KaK HEMPOHBI
anep VI uepBa o6Hapy:uBajJu TANKeJble M3MeHeHMsaA B (hopMe OCTPOro oTexa.

ABTODBI CYMTAIOT, YTO NPUHYIMUTENbHble EEPTUKAlbHble ABMMKeHMA ria3 (,ocular
bobbing”) sABAAIOTCA CUMIITOMOM, YKa3bIBaIOI{MM Ha IIEPBMYHOE IIOBpPEXKJeHMe MOCTa.
JIByCTOPOHHMIT O4Yar B 9TCGH 06jacTu co3ZaeT BO3MOXKHOCTH AUCCCUMALMM IABUKEHMN
rj1a3HbIX A6JI0K 10 BePTUKAJM M I'OPU30HTANM, TaK KaK MexXaHM3Mbl, obecrneunsaroiye
9TM JBUIKEHMSA, JEeMCTBYIOT HE3aBMCMMO JApyr OT xapyra. Ilapanuy CcONpszKeHHBIX
GOKOBBIX JBUIKEHMII MOIKET COIPOBOXKAATBCA HE3aBUCUMMBIM JBMIKEHMEM TJa3HbIX
A6JI0K BBEPX M BHU3.

A. Brzecki, A. Gruszka, J. Kornobis
COMPULSORY VERTICAL EYEBALLS MOVEMENTS (,OCULAR BOBBING”)
Summary

A 44 year old man, heavy drinker, developed thrombosis of basilar artery
resulting in coma, tetraparesis, decerebration fits and so-called ,ocular bobbing”.
This syndrome, i.e. compulsory, incessant, vertical eyeballs movements is the
object of the study.

Post-mortem examination demonstrated a vast focus of malacia in basal and
medial part of the pons. The nuclei of the III and IV cranial nerves were well
preserved whereas the neurons of the VI cranial nerves nuclei displayed acute
swelling.

The authors express the opinion that so-called ,ocular bobbing” is a syndrome
of the primary pontine damage. Bilateral focus in this region may cause the
dissociation of vertical and horizontal eyeballs movements because the mechanisms
protecting these movements act separately. Paralysis of conjugated lateral move-
ments can be accompanied by spontaneous eyeball movements upwards and
downwards.
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EUGENIA TARNOWSKA-DZIDUSZKO

OBRAZ MORFOLOGICZNY MOZDZKU W PRZEBIEGU
2 PIERWOTNYCH NOWOTWOROW POLKUL MOZGU

Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa
Kierownik: doc. dr med. J. Dymecki

Z przegladu pisSmiennictwa wynika, ze zmiany w mézdzku w przebie-
gu choroby nowotworowej badano gléownie w przypadku nowotworow
zlosliwych rozwijajacych sie poza ukladem nerwowym (Parker, Kerno-
han, 1933; Brouwer, Schlesinger, 1947; Zilch, 1948, 1954; Osetowska,
1963 i inni). Gléwng uwage skupiono w tych pracach na zagadnieniu
toksycznego dzialania metabolitow danego nowotworu, zwlaszcza na
warstwe ziarnistg kory moézdzku, kiérej uszkodzenie nasladowalo scho-
rzenie zwyrodnieniowe osrodkowego ukladu nerwowego. Zmianom mor-
fologicznym mozdzku w przebiegu pierwotnych nowotworéw nadna-
miotowych o.u.n. nie poswiecono wiekszej uwagi, traktujac te struktu-
re raczej marginesowo (Chordbski, 1950; Zulch, 1952, 1956 i inni), badz
uwazajgc jg za malo wrazliwg na obrzek (Jaburek, 1936).

W pracach szkoly Spielmeyera i poézniejszych autorow (Bodechtel,
Doring, 1938; Bernsmeier, Siemons, 1954; Lindenberg, 1956; Génshirt,
1958 i innych) podkreslano pogorszenie ukrwienia mézgowia w przebie-
gu wzmozonego ci$nienia $rodczaszkowego dopatrujgc sie uzaleznienia
zmian réwniez od przyczyny, ktéra doprowadzila do wzrostu ciSnienia
srodczaszkowego.

Zadaniem pracy byla ocena zmian strukturalnych i topografii uszko-
dzen mozdzku w przebiegu pierwotnych nowotworéw poétkul mézgu
w celu ustalenia obrazu zmian spowodowanych miedzy innymi wzro-
stem ci$nienia $rédczaszkowego.

MATERIAL I METODA

Materiat obejmowat 70 przypadkéw sekcyjnych (35 kobiet i 35 mez-
czyzn) w wieku od 9 do 84 lat. Srednia wieku dla calej grupy wynosita
58,6 lat. Czas trwania choroby wahal sie od | miesigca do 11 lat. Za-
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leznoé¢ miedzy rodzajem nowotworu (po weryfikacji mikroskopowej)
a czesem trwania choroby przedstawiono w tabeli 1.

W obrazie klinicznym dominowaly objawy wynikajgce z miejscowego
uszkodzenia tkanki mézgowej, spowodowanego przez nowotwor, a tylko
w 4 przypadkach obserwowano w pierwszym okresie choroby zespot
mozdzkowy (ataksje lokomocyjng i statyczna). W 14 przypadkach wy-
stepowaly napady padaczkowe duze i w 5 przypadkach — napady ogni-
skowe, jacksonowskie. W 13 przypadkach przeprowadzono operacje
neurochirurgiczng. Przyczyna zgonu w 57 przypadkach byla spigczka
moézgowa, w pozostalych przypadkach zator tetnicy plucnej (6 przyp.),
badz niewydolno$¢ krazenia w przebiegu zapalenia ptuc (7 przyp.). Kli-
nicznie rozpoznano w 50 przypadkach pierwotny nowotwér o.u.n., w po-
zostalych badz naczyniopochodne uszkodzenie mézgu (12 przyp.), badz
psychcze (8 przyp.).

Do badania mikroskopowego pobrano skrawki z utkania nowotworo-
wego oraz wycinki w plaszezyznie czolowej przez poétkule mozdzku
z robakiem. Preparaty barwiono fioletem krezylu, hematoksyling-eozy-
ng, metodg Spielmeyera, Kanzler-Arendta i Bielschowsky’ego.

WYNIKI

Makroskopowo we wszystkich przypadkach stwierdzono splaszczenie
zakretow z zaci$nieciem rowkow z objawami wklinowania haka zakretu
hipokampa (58 przyp.), zakretu obreczy (43 przyp.), migdatkéw (48 przyp.)
i robaka moézdzku (24 przyp.) oraz zacisnieciem ukladu komorowego (52
przyp.). Wspoélistniejgce zmiany zanikowe moézgu obserwowano w 7
przypadkach, a zmiany miazdzycowe w naczyniach podstawy w 24 przy-
padkach.

Lokalizacja nowotworu przewazala w poétkuli lewej (39 przyp.), naj-
czeSciej zajety byl plat czolowy (40 przyp.) badZz ciemieniowy (34 przyp.).
W 15 przypadkach zajete byly obie potkule. Pierwotny wieloogniskowy
glejak wielopostaciowy stwierdzono w 4 przypadkach. Rozpoznania
mikroskopowe przypadkow przedstawiono w tabeli 1. Glejaki moézgu
byly zlokalizowane w przewazajgcej liczbie przypadkéw w istocie bia-
tej, w 27 przypadkach naciekaly spoidlo wielkie, a w 29 przypadkach
jadra podstawy. Wtérne krwotoki do pnia mézgu w przebiegu narasta-
jacego obrzeku stwierdzono w 16 przypadkach.

W moézdzku we wszystkich badanych przypadkach obserwowano roz-
siane ubytki komorek Purkinjego. Nasilenie opustoszen bylo jednak
rézne, od niewielkiego przerzedzenia do ubytkéw obejmujacych 1/3
liczby komérek Purkinjego w obrebie badanego zakretu az do calko-
witego ich braku. W przypadkach z niewielkim nasileniem zmian, ubyt-
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Tabela 1. Czas trwania choroby a rodzaj nowotworu

Table 1. Duration of illness and type of neoplasm

(zas trwania choroby
Duration of illness

Rodzaj nowotworu g 5 @ g g g 2
o = a8 =+ 2 e
Type of neoplasm g E = 'é HERL & E = é powyZej blat po,om
oxier T o more than

M B O D e A DD Total

R i R [T = T 5 years

S o m M o © - [ B |
Glioblastoma multiforme 24 17 6 1 - — 48
A strocytoma 2 1 1 | 8
Oligodendroglioma — — = 1 — e 1
Ependymoma — - — — — 1 1
Meningeoma — — 1 5 3 3 12
Razem 26 20 7 8 4 5 70
Total

ki komoérek Purkinjego wystepowaly na ogét w obrebie dna rowkéow.
Stopniowo przy duzych ubytkach w obrebie dna rowkéw i przylegaja-
cych czesciach zakretéow (ryc. 1), spostrzegano przerzedzenie komorek
Purkinjego na wypuklosci zakretow, zgabczenie warstwy ziarnistej gtow-
nie na wypuklosci (ryc. 2) i plackowate ubytki jej komérek (ryc. 3).
Czesto tez przy stosunkowo niewielkim nasileniu ubytkéw, obserwowa-
no przesuniecie komoérek Purkinjego do warstwy drobinowej.

Zachowane komoérki Purkinjego, w przypadkach o duzym nasileniu
zmian, byly dosy¢ blade o poszerzonych, obrzeklych dendrytach (ryc.
4). Sporadycznie obserwowano réwniez w tych przypadkach tzw. tor-
pedy aksonalne. Czesto wsroéd zmienionych homogenizacyjnie komorek
Purkinjego obserwowano réwniez komorki lekko obkurczone o ciemno-
barwigcej sie cytoplazmie i jgdrze z niewidocznym jaderkiem (ryc. 2).
Warstwa ziarnista w pojedynczych tylko przypadkach byla zwezona,
i to glownie w obrebie dna rowkoéw, wtedy jej komoérki wybarwialy sie
niejednolicie ciemno, czasami ich zarys byl lekko kanciasty. Komérki
gleju Bergmanna byly czesto pobudzone zwlaszcza na wypuklosci za-
kretéw, wybarwiatly sie jasno, tworzyly wielorzedowe skupienia i krzacz-
ki glejowe (ryc. 5).

Ubytki komérek Purkinjego i zwezenie warstwy ziarnistej dotyczylo
przede wszystkim listeczkéw polozonych w poblizu istoty bialej, u na-
sady placikow. Najczesciej w tych obszarach moézdzku cale partie listecz-
kow pozbawione byly komoérek Purkinjego.

Ubytki jak i zggbczenie tkanki czes$ciej obserwowano na wypuklosci
placikbw w obrebie migdatkéw niz w obrebie robaka moézdzku. Nie

Neurcpatclogia Polska — 8
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Ryc. 1. Ubytki komoérek Purkinjego w dnie rowkoéw i w przylegajacych czesciach
zakretow. Pobudzenie gleju Bergmanna. Fiolet krezylu. Pow. 100 X.

Fig. 1. Loss of Purkinje cells at the bottom of sulci and in the adjacent parts of
gyri. Slight hyperplasia c¢f Bergmann’s glia. Cresyl violet. X 100.

Ryc. 2. Zgabczenie warsiwy ziarnistej na wypuklosci zakretu. Zachowane komorki

Purkinjego blade, wydiuzone lub ciemne, obkurczone. Fiolet krezylu. Pow. 100 X.

Fig. 2. Spongiosis cf granular layer in the convexity of gyrus. Preserved Purkinje
cells either pale, elongated or dark, shrunken. Cresyl violet. X 100.

Ryc. 3. Plackowate ubytki komoérek warstwy ziarnistej. H. E. Pow. 200 X.
Fig. 3. Focal loss of cells in granular layer. H. E. X 200.

Ryc. 4. Poszerzone, obrzekle dendryty komoérek Purkinjego. H. E. Pow. 200 X.
Fig. 4. Broad, swollen dendrites of Purkinje cells. H. E. > 200.
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Ryc. 5. Pobudzenie gleju gwiazdzistego Bergmanna. H. E. Pow. 400 X.
Fig. 5. Hyperplasia ¢t Bergmann’s stellate glia. H. E. X 400.

Ryc. 6. Izomorficzna blizna glejowa na pograniczu robaka z pélkulg moézdzku.
Kanzler-Arendt. Pow. 60 X.

Fig. 6. Isomorphic glial scar at the border of vermis and cerebellar hemisphere.
Kanzler-Arendt. X 60.
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znaleziono wiekszych réznic w nasileniu ubytkéw komérek Purkinjego
miedzy powierzchnig grzbietowa i brzuszng pétkul mézdzku. W niekto-
rych przypadkach ubytki komoérek byly wieksze na powierzchni grzbie-
towej, w innych na brzusznej.

W istocie biatej, glownie w partiach centralnych, we wnece jadra ze-
batego, obserwowano prawie we wszystkich przypadkach poszerze-
nie przestrzeni okolonaczyniowych i drobne jamki, a w obrazie Spiel-
meyera pas demielinizacji okolonaczyniowej z makrofagami tworzgcymi
drobne skupienia. W pojedynczych przypadkach (6) na pograniczu ro-
baka i potkuli, w obrebie krawedzi dolnej potkuli moézdzku byly obecne
drobne korowo-podkorowe rozmiekania bgdz izomorficzne blizny glejo-
we (ryc. 6).

W obrebie migdatkow i robaka mozdzku, w przypadkach z makrosko-
powo widocznym wklinowaniem tych struktur, obserwowano zageszcze-
nie naczyn, zwlaszcza wlosniczek.

Glejoza okolonaczyniowa byla czasami wzmozona. Komoérki nerwowe
jadra zebatego byly wybitnie sttuszczate. W 25 przypadkach stwierdzono -
zmiany stwardnieniowe o niewielkim nasileniu w naczyniach $ré6dmigz-
szowych moézdzku. W pojedynczych przypadkach (8) byly obecne klebki
naczyniowe.

Przeprowadzona korelacja miedzy rodzajem nowotworu nadnamioto-
wego a nasileniem opisanych zmian ujawnila wieksze nasilenie ubyt-
kow komoérek Purkinjego w przypadkach glejakéw, zwlaszcza w gleja-
ku wielopostaciowym. Obrzek istoty biatej pétkuli w tych przypadkach,
byl réwniez bardziej nasilony. W przypadkach operowanych glejakow
wielopostaciowych, opisane zmiany byly najbardziej nasilone, mimo
stosunkowo niewielkiego czasu trwania zespolu chorobowego.

OMOWIENIE

Przebadany material obejmowal 70 przypadkéw pierwotnych, nadna-
miotowych nowotworéw o.u.n. Nasza uwaga byla skierowana na cha-
rakter i topografie zmian w moézdzku, strukturze anatomicznej nie za-
jetej przez toczacy sie proces rozrostowy.

Jak wiadomo z przegladu pisSmiennictwa wzrost ciSnienia $rédczasz-
kowego w przestrzeni nadnamiotowej w przebiegu rozrostu nowotwo-
rowego wywiera miedzy innymi niekorzystny wplyw na doplyw krwi
do moézdzku przez jego gldwne pnie tetnicze. Najbardziej wrazliwg na
niedokrwienie okazala si¢ w naszym materiale warstwa komoérek Purkin-
jego nie posiadajaca swojej wlasnej siateczki wlosniczek (Uchimura,
1929) i tym gorzej znoszaca wszelkie zaburzenia w ukrwieniu. Z drugiej
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strony utrudnienie odplywu zylnego w przebiegu narastajgcego obrze-
ku w przestrzeni nadnamiotowej, a pézniej i w przestrzeni podnamio-
towej, nasila niedokrwienie mézdzku. Uszkodzeniu i ubytkom komoérek
Purkinjego zaczynajg towarzyszy¢ zmiany obrzekowe w otoczeniu na-
czyn w istocie bialej oraz uszkodzenie warstwy ziarnistej kory wedlug
schematu typowego dla niedokrwienia (Scholz, 1949). Najbardziej uszko-
dzone sg listeczki w centralnie potozonych ptacikach.

Uszkodzenie moézdzku bylo wieksze w przypadkach glejakéw wielo-
postaciowych niz w przypadkach oponiakéw. Szczegélnie duze zmiany
stwierdzono w materiale pochodzgcym od chorych operowanych, mimo
stosunkowo kroétkiego czasu (3 m-ce) trwania zespolu klinicznego. Im
gwaltowniej narastal zespé! wzmozonego ci$nienia $rédczaszkowego czy
to ze wzgledu na rozmiary utkania nowotworowego czy tez ze wzgledu
na szybkos¢ rozwijajgcego sie obrzeku, tym gwaltowniej rozwijaly sie
objawy niedokrwienia moézdzku. Wtedy tez pojawialy sie drobne ogni-
ska rozmiekania korowo-podkorowego. Nie znaleziono réznic w nasile-
niu zmian zaleznych od lokalizacji nowotworu. Guzy nadnamiotowe by-
ly w naszym materiaie zlokalizowane przewaznie w placie czolowym
(40 przyp.), badz czolowo-ciemieniowym (34 przyp.). Uszkodzeniu tych
okolic towarzyszy zawsze olbrzymi, gwaltownie rozwijajacy sie obrzek
i ,,pogotowie obrzekowe” jest w tych okolicach najwieksze (Jaburek,
1936; Ziilch, 1952, 1956).

W naszym materiale nie znalezliSmy cerebellopatii opisywanej w prze-
biegu narzgdowych nowotworéw zlosliwych, nasladujacych chorobe zwy-
rodnieniowg (Greenfield, 1936; Brouwer, Schlesinger, 1947; Osetowska,
1963; Uhle, 1954 i inni). Nie obserwowalismy rozleglego zaniku komoérek
warstwy ziarnistej ani tez najwiekszego nasilenia ubytkoéw komoérek
Purkinjego w obrebie robaka i placikéw czworokatnych jak réwniez
typowego dla zespolu zwyrodnieniowego, wzmozonego rozplemu gleju.
Miejscowe pobudzenie gleju gwiazdzistego Bergmanna oraz przesunigcie
komoérek Purkinjego do warstwy drobinowej obserwowane w naszych
przypadkach ma prawdopodobnie charakter obrzekopochodny (Jaburek,
1936).

WNIOSKI

Uszkodzenie mézdzku w przebiegu pierwotnych, nadnamiotowych no-
wotworéw moézgu sg prawdopodobnie nastepstwem niedokrwienia tej
struktury. Roéznice w nasileniu zmian wydajg sie zalezne od rodzaju
guza i struktury anatomicznej pierwotnie uszkodzonej (opona, istota
biata, kora) oraz od szybkosci rozrostu utkania nowotworowego i od
tempa rozwoju obrzeku mézgu.
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E. TapuoBcka-/I3muayuiko

MOPPDOJIOIUA MO3XKEYKA
B ITPOLIECCE IIEPBMYHBIX HOBOOBPA3OBAHMI MOITOBBIX ITOJIVIIAPUN

Pe3wme

VccnenoBana Tonerpacusa M CTPYKTypa M3MEHEHMM B MO3XKedKe, IMOABJISIIINXCHA
B IIpouecce IepPBUYHBbIX HAAIIAJATOYHBIX HOB2OOPAzZ0BaHMII LEHTPANbHCI HEpPBHOM
CHMCTeMBbI, C LEeJbI yCTaHOBJEHMUA BIMAHMA IOBLILIEHHOTO BHYTPMYEPENHOIC AaBJEeHMUsI
HAa uX OpMMUpPOBaHMe.

Marepuaan Bkawuan 70 ciayuaeB B Bo3pacte oT 9 n0 84 jet. IIponoszXuTelbHOCTh
6ose3un 6Baa or 1 mecsua a0 11 Jer. B Kamumuueckon KapTuxHe npeobiananym CUMMITO-
MbI, ABJIAKILMECSH CJIEJACTBMEM MECTHOTO IOBPEXKJEeHMs MO3rOoBOJM TKauu, B 4 ciydasx
1126110121 MO32KE€YKOBBIM CUHKDPCM.

Bo Bcex cayuyasx ycTaHOBJeH OoTeK Mmo3sra. IIpeobinazanm HOBOOOpazoOBaHuA JIEEOTO
Mo3zroBoro noJgymapusa, Hawubonee wacro Oblia 3arpouyTa JobHas wuam TeMeHHas
nonsg. Bo ecex cayuasax obOHapy’KeHbI paccesiHHble NOTepu KJjaeTcKk Ilypxuube, OT
11€00J1BII0r0 M3PEXRMBAHMA [0 IOYTH II0JIHOTO MX OTCYiICIBUMA B objacTu JaHHOM
M3BMJIMHBI, a TaKKe Ty04aToCTb M NATHUCTbIE MOTEPU KJETOK E 3epHUCIOM clloe.
CoxpanuBiuuecs KJeTKu IIypKuiibe INPOABJAJIM NPU3HAKM TOMOTE€HHOTO WMJIM XPOHU-
yeckoro 3abosneBanmsa. Ilorepu kKieTok IlypKyHuMe M M3MEeHEHMs B 3€PHUCTOM CJIO€
npecbnaganu y ocHoBauusa JoJiek. Yarmie Obliy 3aTPOHyThI JOJABKM B cbiaactm MuH-
manud, yeM B cbiactu yepBsAuka. B GenoMm BemlecTBe HaGawaany CKOJIOCOCY/IMCTYIO
JeMueaMHU3alUMIo, a Ha TpaHMIEe YepBAYKa M MOoJylIapuMa — MeJIKMe ovary KOPTUKO-
-CyOKOPTUKAJNBHOM MAJAHUM MM TJIMO3HBIC LIPaMbI.

E. Tarnowska-Dziduszko

MORPHOLOGY OF CEREBELLUM IN THE COURSE OF PRIMARY
NEOPLASMS OF CEREBRAL HEMISPHERES

Summary

Investigation concerns the topography and structure of changes in cerebellum
in the course of primary, supratentorial neoplasms of central nervous system.
The study was performed to establish histological changes caused by increased
intracranial pressure.

Material consisted of 70 cases, their age ranging from 9 to 84 years. Duration
of illness was 1 month — 11 years. Clinically predominated the symptoms resulting
from local destruction of nerve tissue, only 4 cases displayed cerebellar syndrome.

Brain edema was present in all cases. Neoplasms of left cerebral hemisphere
were more frequent. Mostly affected were frontal and parietal lobes. Author
demonstrated in all cases the dispersed loss of Purkinje cells. The degree of
changes varied from slight rarefaction to almost complete loss. Granular layer
exhibited sponginess and patchy loss of cellular elements. Preserved Purkinje cells
presented the features of homogenic or chronic neuronal disease. The loss of
Purkinje cells and changes in granular layer dominated in deeper folia at the
base of lobuli. Lobular convexity was affected more often in tonsils than in
vermis. Perivascular demyelination of white matter and small foci of cortico-
-subcortical malacia or glial scars were encountered at the border zone of vermis
and cerebellar hemisphere.
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ENCEPHALOMENINGITIS TRICHINOTICA

Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego
Kierownik: doc. dr hab. J. Dymecki
Pracownia Anatomopatologiczna Szpitala Zakaznego Nr 1 w Warszawie
Kierownik: dr med. M. Afek-Kaminska
Oddzial VII Miejskiego Szpitala Zakaznego Nr 1 w Warszawie
Ordynator: dr med. A. Stanczyk

Powiklania neurologiczne w przebiegu zakazenia Trichinella Spiralis
wystepuja w okolo 10—17% ogétu przypadkéw (Escobar i wsp. 1972).
Larwy wilq$ni w moézgu pacjenta zmartego z powodu ostrej wlosnicy
opisal po raz pierwszy Channing w 1906 r. (cyt. za Fischerem 1955).
Od tego czasu objawy neurologiczne wlo$nicy wigzane sg z zajeciem
przez pasozyty osrodkowego ukiadu nerwowego (o.u.n.).

W piSmiennictwie polskim Filinski (1952) opisat przypadek ostrej
trychinozy powiklany zakrzepami zatok zylnych opon moézgowych, nie
stwierdzil jednak trychin w moézgu. Skapa liczba opracowan neuropa-
tologicznych dotyczacych wlosnicy z zajeciem o.u.n. sklonila- nas do
przedstawienia wlasnej obserwacji.

OPIS PRZYFADKU

Chora L.Cz., lat 23, zachorowala w koncu grudnia 1954. Wsréd pel-
nego zdrowia wystgpilo oslabienie, béle lydek, trudnosci w chodzeniu,
podwyzszenie cieploty ciala do 38°. Po 2 tygodniach do powyzszych
objawow dolgczyt sie szczekoscisk, przykurcz w stawach lokciowych,
obrzek noég, odlezyna w okolicy krzyzowej. W 3 tygodniu choroby pa-
cjentka zostala skierowana do Szpitala Zakaznego z podejrzeniem cho-
roby Heinego-Medina. W czasie obserwacji w oddziale stan pacjentki
byl ciezki, cieplota ciala w granicach 37,6° do 38,8° tetno do 130/min.,
RR 110/70. Stwierdzono bolesno$¢ samoistng i uciskowg miesni konczyn,
przykurcz stawéw lokciowych, szczekoscisk, uogdlnione obrzeki. Z od-
chylen w stanie neurologicznym stwierdzono sztywnos¢ karku na 2 palce,

http://rcin.org.pl



438 B. Schmidt-Sidor i wsp. Nr 3

objaw Kerniga dolny, nieréwnos$¢ szpar powiekowych, brak odruchow
$ciegnowo-okostnowych w konczynach dolnych, brak odruchéw brzusz-
nych. W 4 tygodniu choroby wystapilo powieckszenie watroby, stan pod-
z6ltaczkowy oraz zaburzenia $wiadomosci w postaci majaczenia. Pa-
cjentka zmarla pod koniec 4 tvgodnia choroby wsréd objawéw niewydol-
nos$ci krazeniowo-oddechowej.

Badania dodatkowe: Leukocytoza 22000/mm’® z eozynofilig
2%. Hipoalbuminemia i hipoglobulinemia. Proby watrobowe patologicz-
ne. Bilirubina w surowicy krwi 4,8 mg%. Mocz — biatko 165 mg%, obec-
ne barwiki zo6lciowe, urobilinogen wzmozony, w osadzie obecne walecz-
ki szkliste. Ekg — cechy uszkodzenia i niedotlenienia miesnia sercowe-
go. Plyn m.rdz. badany na 2 dni przed zgonem nie wykazywal zmian.

Rozpoznanie kliniczne: Hepatitis parenchymatosa. Myocardi-
tis acuta. Encephalomyelitis acuta? Morbus Heine-Medina?

Wynik sekcji ogélnej: Trichinosis gradu majoris cum myositide acuta
systematis musculorum. Dilatatio cordis dextri. Venostatis et steatosis
myocardii. Venostasis pulmonum et renum. Hydrothorax bilateralis.
Anasarca universalis. Infarctus haemorrhagicus parvus lobi inferioris
pulmonis dextri. Enterocolitis catarrhalis. Steatosis diffusa hepatis.

Material do badania neuropatologicznego pobrano wg schematu obo-
wigzujgcego w czasie epidemii choroby Heinego-Medina w 1954 r., tzn.
ze wszystkich okolic kory moézgowej, zwojow podstawy, pnia moézgu,
moézdzku i rdzenia kregowego. Poza tym pobrano opone twarda, zwoje
przykregowe, splot trzewny, splot barkowy, nerwy obwodowe, mies$nie
konczyn, przepone, miesnie miedzyzebrowe i miesnie klatki piersiowej.
Material utrwalony w alkoholu, zatopiony w celoidynie, barwiono me-
todami: H-E, Nissla, Spielmeyera, Bielschowsky’ego, van Gieson.

Badanie mikroskopowe: we wszystkich wycinkach mie$nio-
wych stwierdzono bardzo liczne wlosnie. W niektérych polach przy po-
wigkszeniu 100 X znajduje sie do 10 pasozytéw (ryc. 1). Widkna mie-
$niowe sg obrzekle, blade, o zatartym prgzkowaniu, z duzymi jasnymi
jadrami i wyraznym jgderkiem. Miedzy wléknami mie$niowymi wi-
doczne sg nacieki z limfocytéw, plazmocytéw, histiocytéow i pojedyn-
czych komoérek kwasochtonnych (ryc. 2). W mie$niu sercowym stwier-

Ryc. 1. Liczne larwy w mieg$niu poprzecznie prazkowanym. Zeszkliwienie wlbokien
mie$niowych, nacieki zlozone z komoérek jednojadrzastych. H. E. Pow. 60 X.

Fig. 1. Numerous larvae of Trichinella in striated muscle. Hyalinosis of affected
muscle fibres, infiltrations composed of mononuclear cells. H. E. X 60.
Ryc. 2. Trychina w uszkodzonym wldknie mig$niowym o zatartym prazkowaniu
i jasnych jadrach. H. E. Pow. 200 X.

Fig. 2. Larva in muscle fibre. The fibre displays blurred striatation and light
nuclei. H. E. X 200.

http://rcin.org.pl



439

Encephalomeningitis trichinotica

Nr 3

Ryc. 3. Nacieki limfocytarno-plazmocytarne w mie$niu sercowym. H. E. Pow. 200 X,
Fig. 3. Infiltrations of lymphocytes and plasma cells in heart muscle. H. E. X 200.
Ryc. 4. W Swietle jelita cienkiego widoczna cze$é ciala samicy wypelniona mlo-
dym: larwami. H. E. Pow. 200 X.
Fig. 4. In the lumen of small intestine visible a part of female Trichinella body
filled with young larvae. H. E. X 200.
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dzono obfite nacieki z duza iloscia komérek kwasochlonnych (ryc. 3).
W wycinkach z jelit, wsroéd zluszczonych nablonkéw i naciekéw zapal-
nych znaleziono cze$¢ ciala samicy wlosnia wypelniong larwami try-
chin (ryc. 4).

Obraz neuropatologiczny: w oponach miekkich mézgu
stwierdzono obfite nacieki z limfocytéw, plazmocytéw, histiocytow oraz
duzej ilosci komérek kwasochlonnych (ryc. 5). Nacieki o podobnym skla-
dzie otaczaly naczynia w $rédmézgowiu, Sciany tych naczyn mialy za-
tartg budowe. Czesto widoczne bylo przechodzenie nacieku na otacza-
jacg tkanke nerwowg (ryc. 6). Oprocz naciekéw okolonaczyniowych w
tkance nerwowej wystepowala rozlana glejoza komérkowa z licznymi
grudkami glejowymi, oraz glejowo-mezodermalnymi. W niektérych na-
ciekach okolonaczyniowych i grudkach glejowych znaleziono larwy wlo-
$ni. Sg one wezykowate, tepo zakoriczone z wyraznym ciemnym nakra-
pianiem (ryc. 7, 8). Pojedyncze larwy wlosni znaleziono w tkance bez
nacieku (ryc. 9).

Nacieki okolonaczyniowe i grudki glejowe byly umiejscowione glow-
nic w istocie biatej pétkuli mézgu, zwojach podstawy, torebce wewnetrz-
nej, nakrywce s$rédmoézgowia, moscie, istocie biatej moézdzku. Liczba
naciekoOw byla mniejsza w opuszce, w rdzeniu kregowym stwierdzono
jedynie niewielki odczyn zapalny w oponach.

W strukturach szarych stwierdzono ponadto znaczne rozlane uszko-
dzenie komoérek nerwowych w postaci schorzenia ciezkiego, przewlekle-
go, cieni komérkowych, czasami z objawami neuronofagii.

OMOWIENIE

Objawy neurologiczne w przebiegu wlosnicy wystepujg w okresie mi-
gracji larw, tzn. miedzy 2 a 7 tygodniem choroby. Obraz kliniczny mo-
ze by¢ bardzo rézny, zaleznie od zajetej okolicy osrodkowego czy obwo-
dowego ukladu nerwowego (Dowgiallo i wsp. 1963; Migdalska-Kassu-
rowa i wsp. 1966). Dowgiallo i wsp. (1963) podajg, ze eozynofilia towa-
rzyszy 97% przypadkow wlosnicy, w 3% przypadkéw o szczegdlnie ciez-
kim przebiegu i czesto Smiertelnym zejsciu, eozynofilii nie stwierdzono.
Plyn mézgowo-rdzeniowy moze nie wykazywaé¢ zadnych zmian nawet
w przypadkach, w ktérych wykryto w nim larwy wloéni (Dalessio i wsp.

1961).

Ryc. 5. Naciek w oponach sklepistosci pétkul mdzgu zlozony.z limfocytéw, plazmo-
cytow i histiocytow. H. E. X 400.

Fig. 5. Infiltration in meninges of cerebral convexity composed of lymphocytes,
plasma cells and histiocytes. H. E. X 400.
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Ryc. 6. Naciek okolonaczyniowy rozpraszajacy si¢ w tkance. Istota biala potkuli
mozgu. H. E. Pow. 200 X.

Fig. 6. Perivascular infiltration scattered towards the periphery. Cerebral white
matter. H. E. X 200.

Ryc. 7, 8. Larwy trychin otoczane grudkami mikrogleju. Istota biala p6ikuli mézgu.
Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Figs. 7, 8. Larvae of Trichinella surrounded by microglia nodules. Cerebral white
matter. Cresyl violet. X 400.

Ryc. 9. Larwa trychiny w tkance moézgu bez towarzyszgcego nacieku. Fiolet krezylu.

Pow. 400 X.

Fig. 9. Larva of Trichinella free in cerebral tissue without any cellular reaction.
Cresyl violet. X 400.
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Dokladne opisy neuropatologiczne wlosnicy o.un. podali w 1926 r.
Hassing i Diamocnd oraz w 1937 r. Most i Abeless (cyt. za Escobarem
i wsp. 1972). Podobnie jak w naszym przypadku stwierdzili oni nacieki
w oponach skladajgce sig¢ z komodrek limfocytarnych, plazmatycznych,
fibroblastéow, makrofagéw i eozynofilow. W moézgu stwierdzono dwoja-
kiego rodzaju grudki — wylacznie mikroglejowe bez pasozytow, oraz
grudki astro- i mikroglejowe, z udzialem komérek krwiopochodnych —
w tych grudkach znajdowano larwy wiosni.

W naszym przypadku w grudkach zawierajacych trychiny przewazal
mikroglej. Trzecim elementem obrazu neuropatologicznego byly nacieki
okolonaczyniowe o skladzie podobnym do naciekéw oponowych, ale bez
komorek kwasochlonnych. Nacieki te mialy rézne nasilenie (od poje-
dynczych komérek do zbitych jednorzedowych mufek), i czesto, tak jak
w przedstawionym przypadku, przechodzily na otaczajgca tkankg. W na-
szym przypadku nacieki dotyczyly gléwnie malych zyl w istocie bia-
lej potkul mézgowych i moézdzkowych. Obserwowano obrzek s$rodblon-
kéw naczyn otoczonych naciekiem, natomiast nie obserwowano wyna-
czynien czy ognisk martwicy.

Zmianom o cechach zapalenia towarzyszy na ogé! znaczne uszkodze-
nie komérek nerwowych; opisywano uszkodzenie neuronéw w otocze-
niu ognisk zawierajgcych wiosnie lub, podobnie jak w naszym przypad-
ku, zmiany rozlane w postaci opustoszen komérkowych w korze, scho-
rzenia ciezkiego i przewleklego neuronéw oraz cienie komoérkowe z to-
warzyszgcq satelitozg i neuronofagia.

Zmiany zapalne nie wykazujg szczegélnej predyiekcji topograficznej.
Wystepuja one zar6wno w strukturach szarych jak i biatych pétkul méz-
gowych, mézdzku i pnia. W literaturze nie znalezliSmy danych odnosnie
obecnos$ci larw wlo$ni w rdzeniu. W przedstawionym przypadku stwier-
dziliSmy jedynie niewielki odczyn zapalny w oponach rdzenia i nie-
specyficzne uszkodzenie komoérek ruchowych rogéw przednich rdzenia
bez obecnosci larw.

Przedstawiajagc nasz przypadek chcemy zwroci¢ szczegdlng uwage na
wystepowanie w moézgu mlodych larw wtosni, ktérych morfologia znacz-
nie odbiega od dobrze znanego obrazu trychin w mies$niach szkieleto-
wych. Mlode larwy trychin stwierdzone w moézgu majg obly ksztalt,
zakonczone sg pélokraglo, cialo majg zagiete na jednym koncu lub wezy-
kowato skrecone, nigdy jednak nie sg skrecone spiralnie.

Dtugos¢ larwy wynosi 100—160 w, szerokos¢ 6—9 wu. Cechg charakte-
rystyczng jest ciemne nakrapianie ciala widoczne we wszystkich wyko-
nanych przez nas barwieniach. Larwy lezgce w tkance bez nacieku mia-
ly dobrze zachowany strukture, natomiast larwy otoczone naciekiem
mialy mniej wyrazng budowe, co prawdopodobnie wigze sie z ich de-
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strukcjg. Identyczng budowe jak larwy opisane w moézgu mialy larwy
znalezione przez nas w jelitach z tg réznica, ze w jelitach stwierdzono
skupienia larw otoczone blong bedacg prawdopodobnie czescig macicy
doroslej samicy wlosnia.

B. Illmuar-Cupnop, . OcrtpoBcka, M. Adek-Kamurnbeka, A. CrtanbublK
TPUXUHEJJE3HbLIM SHIIELAJTIOMEHUMHTUT
Pes3wme

IIpeacraBien ciyuait BocrmaJleHus Mo3ra M 000J04YeX B XOJAe TpUXUiesiesa
y 23-JeTHe) KeHIIMHbL. XapaKTepHOM dYepToy ObLIO HaAM4Y¥e MOJIOALIX JWYMHOK
TpuxuH B MO3ry. CrTpcenme ux ObLIO MHBIM, Y€M CTDOEHME TPUXMH B MblIULAX —
oHyu ObLIM MeHbllle, CjleTKa MCKPMBJIEHHBIMM C OJHOTO KOHLA MM M30THYTBIMM Ha
flonobue 3MeNKu, C TEJOM, NMOKPBIThIM YepHbiMM nATHaMyu. Hambonblias 4acTb JMYU-
HOK Obllla OKpyzKeHa IJIMO3HOME30JePMalbHbIM MHMUILTPATOM, OTAENbHBIE JINIMHKN
JIeKeJI B HeM3MeHMBIIeNCA TKaHMN.

B. Schmidt-Sidor, D. Ostrowska, M. Afek-Kaminska, A. Stanczyk
ENCEPHALOMENINGITIS TRICHINOTICA
Summary

Reported case concerns 23-year old woman who developed encephalomeningitis
in course of trichinosis. A special feature was the presence of young larvae of
Trichinella in the brain. Larvae exhibited different structure than those found
in the muscles; they were smaller, slightly curved at one end or wavy flexed,
they had dark-spotted body. The majority of larvae was surrounded by glial-
mesodermal infiltration, single larvae were found in unchanged tissue.
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EUGENIUSZ SOSINSKI

GRANULOMATYCZNE ZAPALENIE MOZGU
TYPU CERVOS-NAVARRO

Samodzielna Pracownia Patologii Ukladu Nerwowego i Narzadéw Zmyslow
Akademii Medycznej w Poznaniu
Kierownik: doc. dr hab. med. M. B. Kozik

Mezenchymalne pochodzenie mikrogleju warunkuje jego zywa reak-
tywno$¢ w roznych procesach chorobowych centralnego ukladu nerwo-
wego (Baginski, 1963; Feigin, 1969). W procesach zapalnych a zwlasz-
cza o domniemanej etiologii wirusowej czy immunologicznej, masywny
ogniskowy rozplem komoérek mikrogleju nastrecza szereg watpliwosci w
ocenie i kwalifikacji sprawy jako zapalnej czy zdecydowanie nowotwo-
rowej (Rubinstein, 1964; Osetowska, 1974). Sposréd odczynoéw zapalnych
mikrogleju Cervés-Navarro (1957) wyodrebnil jednostke chorobowas,
charakteryzujgca sie odpowiednim obrazem histopatologicznym, jako za-
palenie mézgu granulomatyczne.

Pojecie microgliomatosis pod ktéorym rozumiemy pierwotne schorze-
nie mikrogleju (Russel i wsp., 1948), dla poszczegdlnych autorow jest
réwnoznaczne z reticulum cell sarcoma (Adams i wsp., 1966; Schaumburg
i wsp., 1972).

Przebieg kliniczny przy ogniskowym rozplemie mikrogleju jest nie-
charakterystyczny, przewaznie z objawami zaleznymi od umiejscowie-
nia zmiany, rzadziej z wysuwajgcymi sie na pierwszy plan wykladni-
kami wzmozonego ci$nienia wewnagtrzczaszkowego. Czas trwania scho-
rzenia wynosi przecietnie od kilku tygodni do kilkunastu miesiecy a nie-
rzadkie s3 przypadki z kilkuletnim przebiegiem (Dymecki i wsp., 1966;
Schaumburg i wsp., 1972; Gruszka i wsp., 1974).

Do kregu ogniskowych odczynéw zapalnych mikrogleju wyodrebnio-
nych przez Cervés-Navarro nalezy niecodzienny przypadek przedstawio-
ny ponizej.

OPIS PRZYPADKU

Chory T.J., lat 27, przyjety do Kliniki z powodu trwajacego od 4 dni
stanu padaczkowego. Z wywiadu wiadomo, ze od kilku lat choruje na pa-
daczke i z tego powodu byl kilkakrotnie leczony w szpitalu. Napady
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drgawkowe pojawiajg sie kilkadziesigt razy na dobe (od 50 do 80). Mig-
dzy napadami chory nie odzyskuje przytomnosci. W czasie napadu
obserwuje sie wyraznie silniejsze drgawki po stronie lewej.

Napady drgawek czesto rozpoczynaly sie¢ od lewej konczyny goérnej,
nastepnie dolnej, skrecenie gatek ocznych i glowy w strone lewg i skur-
czu mie$ni mimicznych twarzy po stronie lewej. Tetno 80—100/min.
ci$nienie tetnicze krwi w granicach 140/90 — 120/95, temperatura 36,3—
—38°C.

W stanie neurologicznym stwierdzono waskie zrenice, brak reakcji
zrenic na $wiatto, brak odruchéw glebokich. Nie stwierdzono objawoéw
ogniskowego uszkodzenia ukladu nerwowego. Na dnie oka naczynia zyl-
ne szerokie, tarcza zywoczerwona, granice ostre.

Plynu mézgowo-rdzeniowego nie badano. Zdjecia przeglagdowe czasz-
ki wykazaly w okolicy ciemieniowej prawej, srodczaszkowo, dwa tuz
przy sobie lezgce ogniska do$¢ litego uwapnienia, jedno o $rednicy okoto
2 mm, a drugie 6 mm.

Mimo intensywnego leczenia nastepowalo stopniowe pogarszanie sie
stanu ogélnego, wzrost temperatury do 42°C i w koncu ustanie czynno-
$ci serca a nastepnie oddychania.

Badanie sekcyjne. W czasie sekcji ogdélnej stwierdzono prze-
krwienie bierne wszystkich narzadéw, w naczyniach krew plynng i punk-
cikowate wybroczyny krwotoczne w blonie $luzowej zolgdka. Ponadto
ograniczone krwotoczne zapalenie pecherza moczowego i ogniskowe pro-
ste stluszczenie watroby. Sekcja moézgowia wykazala w obrebie placika
ciemieniowego dolnego prawej polkuli powierzchowny ubytek opon
miekkich i kory o wym. 2 X 1 cm, krwisto podbarwiony, wypelniony
szarawymi bezpostaciowymi masami. W obrebie $cian tetnic podstawy
pojedyncze blaszki miazdzycowe. Na przekrojach czolowych w obrebie
placika ciemieniowego prawego widoczna byla do$¢ ostro odgraniczona
tkanka, barwy szarawej, o ziarnistej powierzchni przekroju, zawierajg-
ca szczelinowatg jamke wypelniong galaretowatg trescig (ryc. 1). Zmia-
ny te obejmowaly zaréwno kore placika ciemieniowego jak roéwniez i isto-
te biala podkorowa. Podobne nieco mniejsze ogniska wystepowaly w ko-
rze zakretu skroniowego gornego.

Badanie mikroskopowe. W obrebie zmian widocznych ma-
kroskopowo stwierdzono rozlegly gestokomoérkowy naciek, obejmujacy
zar6wno kore jak i istote biala oraz czesciowo opony przylegajace do
kory. Naciek skladal sie z 3 rodzajow komorek. Najliczniej wystepowaly
komérki z jasnymi, pecherzykowatymi jgdrami okraglego i wydtuzone-
go ksztaltu. Jadra z wyrazng blong jadrowsa, zawieraly kilka grudek chro-
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Ryc. 1. PrzekrOj czolowy przez prawg

poitkule. Naciek w placiku ciemienio-

wym dolnym ze szczelincwatg prze-

strzenig wypeiniong galaretowatg tres-
cig.

Fig. 1. Frontal section of right hemis-

phere. Infiltrated inferior parietal lo-

bule contains a fissure filled with ge-
latinous substance.

matyny i 1—2 jaderka. W metodzie impregnacyjnej (Kelemen, 1973)
komoérki te bardzo rzadko uwidacznialy waski rabek cytoplazmy. Mniej
licznie wystepowaly komorki z okrgglymi, ciemnymi jadrami o gestej
chromatynie i niewidocznej cytoplazmie, podobne do limfocytéw (ryc.
2). Najrzadziej spostrzegano duze komorki o pecherzykowatych, prze-
waznie okraglych jadrach z drobnoziarnista, rozproszong chromatyng
i dos¢ obfitg stabo eozynofilng cytoplazmg. Ponadto wystepowaly nie-
liczne komoérki plazmatyczne oraz komoérki zerne. Miejscami nacieki te
tworzyly ogniskowe zageszczenia, a miejscami wsréd wspomnianych
komoérek obserwowano mate jamiste przestrzenie (ryc. 3). Zwracalo po-
nadto uwage wyrazne zageszczenie komoérek wokol drobnych naczyn,
szczegoOlnie dobrze widoczne na obwodzie ognisk lub w obszarach
0 mniejszym skupieniu elementéw komoérkowych. W tych okolicach ko-
morki tworzyly rozetowate lub promieniste uklady okolonaczyniowe
(ryc. 4). Na obwodzie zmian naciekowych spostrzegano liczne przeroste
astrocyty oraz delikatng glejoze widknista.

W oponach miekkich objetych naciekiem przewazaly komoérki o wy-
dluzonych ksztaltach z pateczkowatymi, jasnymi jgdrami i niewybar-
wiajgcej sie cytoplazmie. Odpowiadaly one pateczkom mikrogleju. Dru-
gi obfity komponent w oponach stanowily komoérki o owalnych lub
okraglych hyperchromatycznych jadrach i wgskiej obwédce cytoplazmy
(ryc. 5). Wystepowaly tu takze nieliczne komorki wielojgdrzaste o skg-
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Ryc. 2. Naciek komorek drobnoziarnistych w korze placika ciemieniowego dolnego.
- 1 H, E, Pow. 130 X.

Fig. 2. Cortical infiltration of inferior parietal lobule composed of small granular
cells. H. E. X 130.

Ryc. 3. Drobne jamiste przestrzenie w obrebie nacieku komoérkowego. H. E.
Pow. 80 X,
Fig. 3. Small cystic spaces among cellular infiltration. H. E. X 80.

. X e

Ryc. 4. Okclonaczyniowy uklad komoérek na obrzezu nacieku. H. E. P.w. 80 X.
Fig. 4. Perivascular arrangement of cells at the periphery cof infiltraticn. H. E. X 80

Ryc. 5. Naciek w oponach miekkich. H. E. Pow. 80 X,
Fig. 5. 1nfiltration cf leptomeninges. H. E. X 30.
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pej, stabo wybarwiajacej sie cytoplazmie oraz komorki zerne. Ponadto
w cze$ci centralnej nacieku opon miekkich stwierdzono drobne ogniska
zwapnien (ryc. 6),

Ryc. 6. Ogniska zwapnien w oponach
miekkich objetych naciekiem. H. E.
Pow.. 80

Fig. 6. Foci of calcification® in the.infil-
trated leptomeninges. H. E. X 80

OMOWIENIE

Granulomatyczne zapalenie moézgu wyodrebnione przez Cervés-Navar-
ro (1957), a nastepnie opisane przez Osetowska (1966) charakteryzuje
si¢ wystepowaniem pojedynczego ogniska lub zmian niecigglych o cha-
rakterze wyspowym. W przypadku procesu wieloogniskowego zajete sg
glownie okolice przykomorowe, podwzgorze, lejek i komora IV. Dalszg
cechg jest nieostre odgraniczenie zmian, z rozpraszaniem sie nacieku
na obwodzie i wyjscie z okolic okolonaczyniowych moézgu. Zmiany wy-
stepuja wylacznie w moézgu, brak natomiast zmian ukladowych poza
osrodkowym ukladem nerwowym. W obrazie mikroskopowym na plan
pierwszy wysuwaja sie komoérki o jasnym pecherzykowatym jadrze z wy-
razng blong jadrowa, drobnogrudkowsg chromatyna i waskim rgbkiem
cytoplazmy. Wywodza sie one z ukladu siateczkowo-srédblonkowego.
Obok tych komoérek wystepuja nacieki zlozone z komoérek limfocytar-
nych, plazmatycznych, nielicznych komoérek olbrzymich i wielojgdrza-
stych. Naciekom tym towarzyszyla obfita domieszka wldkien retikuli-
nowych.

Fojecie microgliomatosis zostalo wprowadzone w 1948 r. przez Do-
rothy Russel. Microgliomatosis charakteryzuje sie okolonaczyniowymi
naciekami zlozonymi z komoérek nieregularnego ksztaltu, zawierajgcych
ciemne, okragle lub owalne jadra z nielicznymi figurami mitotycznymi
oraz pojedynczych komérek olbrzymich wielojgdrzastych. Mato jest nato-
miast wiékien retikulinowych.
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W $wietle doniesien Adamsa i wsp. (1966), Fishera (1969) i Schaum-
burga i wsp. (1972), przypadki w ktorych wystepuje rézna ilos: widkien
retikulinowych, brak lub slabe wysrebrzanie sie cytoplazmy komoérek w
naciekach w moézgowiu, niezaleznie od istniejgcych zmian ukladowych,
traktowane sg jako reticullumcell sarcoma.

W przedstawionym przypadku polimorfizm komérkowy, umiejscowie-
nie naciekéw i ich wyspowy charakter, odpowiada kryteriom stawia-
nym przez Cervos-Navarro (1957) i Osetowska (1966) dla zapalenia gra-
nulomatycznego mézgu. Do cech wyrdzniajacych powyzszy przypadek od
przedstawionych w dostepnym piSmiennictwie, nalezy widoczna makro-
skopowo szczelinowata jama wypelniona galaretowatg trescig oraz drob-
ne, jamiste przestrzenie widoczne mikroskopowo w poszczegélnych ognis-
kach nacieku.

Naciekanie opon miekkich, ogniska zwapnien oraz wystepowanie ko-
morek zernych, wzbogacaja obraz morfologiczny granulomatycznego za-
palenia moézgu typu Cervés-Navarro.

E. CocuubCkyH
TPAHYJIOMATO3HOE BOCITAJIEHUME MO3TA TUITA CEPBOC-HABAPPO
Pe3woMme

ITpencraBien cay4yay 27-JIeTHEro nauMeHTa, KOTOPbiMM yMep BO BpeMs ISnuJern-
TUYECKOTO Npumnaaka.

B wMo3ry obnapykeHbl BOCIHAJMUTeJbHble WMHMMUIBLTPATHI, 3aHMMAIOL(ME KOPY
u Oejloe INOJKOPKOBOE BEIECTBO HMIKHE! TEMEHHOM AOJIEKM, a TaKzKe RepXHel BU-
COYHOM WM3BMJIMHBI IIPAaBOrO ImoJyLiapusA. VIHGMUIABTPAThl OCTPOBKOBOrO XapakTepa
CBA3bIBAJIMCHL MexJAy coborm kKpaamy. KieTouHbli cocTaB MHMUILTPATOB, a TaKikKe
UX JIOKanu3auusa I03BOJIMJIM OTHECTM 9STOT cCjyday K KaTeropum rpaHyJiOMaTO3HOTrO
Bocriajienus mosra tuna Cepsoc-Hasappo. Mopdoornieckyo KapTury 3Tou 60Jie3nmu
B IIPEJCTABJIEHHOM Ccliy4yae JOINOJHHAKT MHMEUIABTPaTbl MATKUMX 000JI04eK, o4aru
KanbumuKkaumy, a Takke HaJaudmue (harouuTos.

E. Sosinski
GRANULOMATOUS ENCEPHALITIS OF CERVOS-NAVARRO TYPE
Summary

FPresented is the case of 27-year old patient who passed away during status
epilepticus.

Inflammatory infiltration occupied the cortex and white subcortical matter of
inferior parietal lobule and of superior temporal gyrus of the right cerebral hemis-
phere. Infiitrations had an insular character and were connected at their margins.
Cellular composition of infiltrations and their localization permit to diagnose
a granulomatous encephalitis of Cervos-Navarro type. Morphological picture cf this
entity is enriched in demonstrated case by infiliration of leptomeninges, foci of
calcification and the presence of macrophages.
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ANDRZEJ SZUTOWICZ

FIZJOLOGICZNA ROLA LIAZY CYTRYNIANOWEJ
ATP-ZALEZNEJ W BIOSYNTEZIE ACETYLOCHOLINY
I KWASOW TEUSZCZOWYCH W MOZGU SZCZURA

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Zaklad Biochemii Klinicznej Instytutu Patologii AM w Gdansku
Kierownik: prof. dr hab. S. Angielski

Acetylocholina jest jedng z substancji przekaznikowych ukladu ner-
wowego. Synteza acetylocholiny odbywa sie glownie w cytoplazmie cho-
linergicznych zakonczen presynaptycznych (synaptozoméw). Reakcje
syntezy acetylocholiny z acetylo-CoA i choliny katalizuje specyficzny
enzym ukladu cholinergicznego — acetylotransferaza cholinowa (EC
2.3.1.6.) (Hebb 1972). Stwierdzono, ze glukoza oraz koncowy produkt gli-
kolizy pirogronian sa glownymi prekursorami reszt acetylo-CoA do syn-
tezy acetylocholiny i kwasow tluszczowych w dorostym moézgu (Tucek,
Cheng 1974). Acetylo-CoA powstaje jednak w reakcji katalizowanej
przez dehydrogenaze pirogronianowa (EC 1.2.4.1.) wewngtrz mitochon-
driow, ktorych blona jest nieprzepuszczalna dla tego metabolitu. Dlate-
go tez acetylo-CoA moze by¢ transportowany do cytoplazmy za posred-
nictwem metabolitow zdolnych penetrowa¢ blone mitochondrialng, ta-
kich jak cytrynian, octan lub acetylokarnityna (Srere 1965). Znane sg
rowniez enzymy katalizujgce reakcje regeneracji acetylo-CoA w cyto-
plazmie. Jednym z nich jest liaza cytrynianowa ATP zalezna (EC
4.1.3.8.) katalizujgca reakcje rozbicia cytrynianu wg wzoru: MgATP* +
+ cytrynian + CoA — MgADP* + Pi + acetylo-CoA + szczawiooctan.

W watrobie, tkance tluszczowej i gruczolach mlecznych wymienione
mechanizmy transportu acetylo-CoA, jak roéwniez wspoélzaleznosci po-
miedzy nimi, sg dobrze poznane i udokumentowane. W moézgu jednak
wykazano, ze przy preferencyjnym whudowywaniu glukozy i pirogro-
nianu do acetylocholiny, potencjalne przenosniki reszty acetylowej wbu-
dowywaly sie bardzo stabo do puli tego neurotransmittera (Tu¢ek, Cheng
1_974).. Dane te sa zgodne z innymi wykazujacymi, ze aktywnosci liazy
cytrynianowej i syntetazy -acetylo-CoA (EC 6.2.1.1.) w moédzgu sg tak
niskie, ze nie s3 w stanie zapewni¢ adekwatnej do potrzeb syntezy acety-
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i0-CoA w cytoplazmie (Tucek 1967a, b). Karnityna z kolei hamowala bio-
synteze acetylocholiny z pirogronianu. Nie znaleziono, jak dotad, zadnego
innego mechanizmu transportu reszt acetylowych do syntezy acetylo-
choliny. Z drugiej jednak strony wykazano, ze cytrynian i octan bardzo
dobrze wbudowuja sie do lipidow w mozgu, co z kolei byloby sprzeczne
z niskg aktywno$cia omawianych enzyméw (D’Adamo, D’Adamo 1968;
Tucek, Cheng 1974).

Celem mojej pracy bylo wyjasnienie tych rozbieznosci poprzez: a)
szczegblowe zbadanie lokalizacji subkomoérkowej liazy cytrynianowej w
moézgu szczura i innych zwierzat, b) oznaczenie jej aktywnosci w réz-
nych rejonach mézgu i w réznych stadiach rozwoju osobniczego, c) po-
rownanie lokalizacji i aktywno$ci liazy z lokalizacjg i aktywnosciami
innych enzyméw metabolizmu acetylo-CoA, biosyntezy acetylocholiny
i kwasow tluszczowych, d) oznaczenie parametréw kinetycznych liazy,
e) zbadanie roli liazy w metabolizmie pirogronianu w synaptozomach.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na doroslych szczurach plci meskiej, rasy Wistar
o wadze 200 — 250 g i $winkach morskich o wadze ok. 500 g. Do$wiad-
czenia dotyczgce zachowania liazy cytrynianowej w rozwoju osobniczym
wykonano na szczurach rasy Wistar w wieku od 0 do 20 dni i zarod-
kach kurzych rasy Leghorn.

Dane dotyczace metodyki: a) izolacji frakcji subkomérkowych moézgu,
b) oczyszczania i badan kinetycznych liazy cytrynianowej, c¢) oznaczen
aktywnosci enzymoéw, d) oznaczen poziomu substratow podano w pra-
cach Szutowicza i wsp. (1974 a, b, 1975, 1976 a, b, 1977).

WYNIKI I DYSKUSJA

Wykazano, ze aktywnos$¢ liazy cytrynianowej w homogenacie moézgu
szczura wynosi 30,7 umoli/godz/g tkanki, a aktywnos¢ syntetazy acetylo-
-CoA 18,9 umoli/godz/g tkanki. Wartosci te sg odpowiednio 20 i 10 razy
wyzsze od podawanych w literaturze (Tucek 1967a b). Sg one przy tym
kiikakrotnie wyzsze od aktywnosci acetylotransferazy cholinowej, wy-
noszgcej 7.4 umoli/godz/g tkanki. Niskie atkywnosci tych enzymow,
o ktérych donoszono w poprzednich pracach, wynikajg ze stosowania
procedury przygotowawczej powodujacej inhibicje tych enzymoéw, oraz
warunkéw inkubacji nie zapewniajacych wlas-iwezgo pomiaru powsta-
jgcych produktéw reakcji (Reinierse i wsp. 1975). Aktywnosc liazy jest
nizsza od aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej (74.4 nmoli/godz/g
tkanki) i syntazy cytrynianowej (EC 4.1.3.7.) (3900 uwmoli/godz/g tkanki).
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Aktywnosci innych enzyméw biosyntezy alternatywnych przenosnikow
reszt acetylowych sg natomiast duzo nizsze od aktywnosci syntazy cy-
trynianowej. 1 tak aktywno$¢ hydrolazy acetylo-CoA (EC 3.1.2.1.) byla
rowna 21.2 wmoli/godz/g tkanki, a acetylotransferazy karnitynowej (EC
2.3.1.7.) 157 umoli/godz/tkanki. Wskazuje to, ze droga transportu acety-
lo-CoA za posrednictwem cytrynianu moze spelnia¢ istotng role w mézgu
pod warunkiem, ze: a) aktywnos¢ liazy in vivo nie jest hamowana przez
ewentualne fizjologiczne inhibitory, b) znajduje sie w odpowiedniej ilcsci
w kompartmencie gdzie odbywa sie biosynteza acetylocholiny, ¢) mito-
chondria synaptyczne s3 zdolne zsyntetyzowa(‘ i wydzieli¢ do synaptc-
plazmy dostateczne iloSci cytrynianu.

Badania kinetyczne oczyszczonych preparatow liazy cytrynianowej
z moézgu szczura (Szutowicz i wsp. 1974 a, 1975) wykazaly, ze istniejg
dwie formy molekularne tego enzymu o wysokim (Km; = 0.13 mM)
i 0 niskim (Km, = 2.5 mM) powinowactwie do cytrynianu i o podobnym
powinowactwie do MgADP*~ (Km = 0,40 mM) i CoA (Km = 0,0007 mM).
Produkty reakcji MgADP'~ i Pi okazaly sie¢ inhibitorami liazy kompe-
tytywnymi w stosunku do MgATP?*~. Rowniez niektére kwasy organiczne,
takie jak izocytrynian, cis-akonitan, a-katoglutaran i pirogronian wyka-
zywaly slabe dzialanie inhibicyjne (Ki = 4.8 — 45 mM). Por6éwnanie
tych parametrow kinetycznych liazy z wartosciami stezen odpowiednich
metabolitéw w moézgu wskazuje, ze enzym ten in vivo dziala przy na-
sycajacych stezeniach ATP i CoA, a stezenia jego potencjalnych inhibi-
torow sa zbyt niskie by istotnie hamowaly jego aktywnos¢. Stezenie cy-
trynianiu w moézgu (0.2 mM) (Angielski i Szutowicz 1967) jest zblizone
do wartosci Km; i kilkunastokrotnie nizsze od Km,. Wskazuje to, ze czyn-
nikami regulujacymi aktywnos¢ liazy cytrynianowej in wvivo bylyby:
stezenie enzymu w tkance oraz dostepnos¢ cytrynianu.

Badania subkomoérkowej lokalizacji liazy cytrynianowej réznych ga-
tunkéw zwierzgt (szczur, Swinka morska, kurczak) wykazaly, ze jest
ona preferencyjnie zlokalizowana w cytoplazmie synaptozomalnej, a wiec
w kompartmencie, w ktérym odbywa sie biosynteza acetylocholiny
(Szutowicz i wsp. 1976 a, d, Fonnum 1957). Wzgledna aktywno$¢ specy-
ficzna tego enzymu w synaptoplazmie jest okolo 2.5 razy wyzsza niz w ho-
rmogenacie lub cytolozu z perikarionéw komérek nerwowych i glejowych
(S3). Swiadczy to o tym, ze aktywno$é liazy jest wyzsza w neuronach niz
w -glejocytach i prawdopodobnie wyzsza w synaptoplazmie niz w cyto-
plazmie ciala neuronu. Aktywnos¢ calkowita liazy w synaptozomach
mozgu szczura (6.4 umoli/godz/g tkanki) jest 2.5 razy wyzsza niz aktyw-
nes¢ acetylotransferazy cholinowej 2,6 wmoli/godz/g tkanki). i Drugi
enzym resyntezy acetylo-CoA syntetaza acetylo-CoA jest zlokalizowana
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gléwnie w mitochondriach glejocytarnych. Jej aktywnos¢ specyficzna
w synaptozolu jest czterokrotnie nizsza niz w cytoplazmie (S;), a aktyw-
nos¢ calkowita w synaptozomach (1,4 wmola/godz/g tkanki) niemal dwu-
krotnie nizsza niz aktywnos$¢ acetylotransferazy cholinowej (tabela 1).
Acetylotransferaza karnitynowa jest w 96% zwiazana z mitochondriami,
co zgodne jest z mechanizmem jej dzialania (Srere 1965). Aktywnost
tego enzymu (28 ,umoli/godz/g tkanki) w synaptozomach jest co prawda
ponad 4 razy wyzsza niz aktywnos¢ liazy, jednak jej udzial w transpor-
cie acetylo-CoA moze by¢ ograniczony przez bardzo wysokg aktywnos¢
syntazy cytrynianowej (600 wmoli/godz/g tkanki). Wydaje sie wigc, ze
przy dobrej, w warunkach fizjologicznych, podazy szczawiooctanu w
moézgu, mitochondrialny acetylo-CoA bedzie metabolizowany giéwnie do
cytrynianu (Lysiak i wsp. 1976).

Nalezy jednak pamieta¢, ze tylko okoto 10% puli synaptozomoéw mozgu
(bez moézdzku) stanowig synaptozomy cholinergiczne (Iversen, Schon
1973), skupiajgce calg aktywno$¢ acetylotransferazy cholinowej. Dla syn-
tezy acetylocholiny istotna jest tylko aktywnos¢ enzymoéw transportu
acetylo-CoA, zlokalizowana w synaptozomach cholinergicznych. Do obli-
czenia ich zawartosci w tym typie synaptozoméw postuzono sie¢ faktem,
ze moézdzek ma znikomg, praktycznie pomijalng w obliczeniach ilos¢ za-
konczen cholinergicznych (Kuhar i wsp. 1973). W zwigzku z tym powi-
nien on roézni¢ sie do moézgu aktywnoscia acetylotransferazy cholinowej
i tego enzymu, ktory spelnia istotna role w transporcie reszt acetylo-
CoA do syntezy acetylocholiny (przy zalozeniu, ze metabolizm podstz-
wowy jest w réznych typach neuronéw podobny).

Aktywnos$¢ dehydrogenazy pirogronianowej, syntetazy cytrynianowej,
syntetazy acetylo-CoA, hydrolazy acetylo-CoA, acetylotransferazy karni-
tynowej w moézdzku i w moézgu nie réznily sie istotnie. Stad tez mozna
obliczy¢, ze tylko 10% ich aktywnosci we frakcji synaptozomalnej bedzie
zlokalizowane w synaptozomach cholinergicznych (tabela 1). Aktyw-
nosci acetylotransferazy cholinowej w moézgu (1.3 nmola/min/mg bialka)
i liazy cytrynianowej (6.2 nmola/min/mg biatka) byly odpowiednio 13
i 2.5 raza wyzsze niz w mozdzku (odpowiednio 0.1 i 2.4 nmoli/min/mg
biatka). Z danych tych mozna wyliczyé¢, ze tylko 40% aktywnosci liazy
bedzie zlokalizowane w synaptozomach niecholinergicznych mézgu a 60%
w cholinergicznych. Tak wiec obliczone aktywnosci catkowite poszczegol-
nych enzyméw w synaptozomach cholinergicznych wynosza odpowiednio:
dla dehydrogenazy pirogronianowej 0.96; syntazy cytrynianowej 60.0;
hydrolazy acetylo-CoA 0.43; acetylotransferazy .karnitynowej 2.8; syn-
tetazy acetylo-CoA 0.15; liazy cytrynianowej 3.9 i acetylotransferazy cho-
linowej 2.6 wmola/godz/g tkanki (tabela 1). Dane te wskazujg na Scisty
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Tabela 1. Aktywnosci nnzyrﬁéw metabolizujacych acetylo-CoA we frakejach subkomérkowych

mozgu szezura

Table 1. The activities of enzymes of acetyl-CoA metabolism in subcellular fractions of rat

brain
Synaptozomy*)
Homogenat Synaptozomy cholinergiczne
Enzym Homogenate Synaptosomes Cholinergic synap-
Erlz);mn tosomes
pumole/godz/g tkanki
pmoles/h/g of tissue
Dehydrogenaza pirogronianowa 74,449 9.6 0.96
Pyruvate dehydrogenase
Syntaza cytrynianowa 3900 4200 600 60.0
Citrate synthase
Hydrolaza acetylo-CoA 21.2+3.9 4.3 0.43
Acetyl-CoA hydrolase
Acetylotransferaza karnitynowa 1574-2.0 28.0 2.80
Carnitine acetyltransferase
Liaza cytrynianowa ATP-zalezna 30.74+3.3 6.4 3.90
ATP-citrate lyase
Syntetaza acetylo-CoA 18.9+1.1 1.4 0.14
Acetyl-CoA synthetase
Acetylotransferaza cholinowa 7.44+0.8 2.6 . 2,60

Choline acetyltransferase

Podane liezby sa wartosciami $rednimi z 3-—7 pomiaréw -+ sredni blad $redniej (SEM).
Wazgledne wartosei rozrzutu wynikéw w synaptozomach sa podobne jak w homogenatach.
The values are means from 3—7 experiments -+ standard error of mean (SEM).
Relative values of SEM in synaptosomes are similar to those in homogenate.

*) "Wartosei wyliczone.

*) Values calculated.

zwigzek .liazy cytrynianowej z ukladem cholinergicznym. Niska w po-
réwnaniu z acetylotransferazg cholinows, aktywnos¢ dehydrogenazy pi-
rogronianowej moze tlumaczy¢ stwierdzong przez innych badaczy wrazli-
wost syntezy acetylocholiny na inhibicje tego enzymu w mozgu (Gibson
i'wsp. 1975).

- Wiadomym jest, ze cytrynian poprzez reakcje liazy cytrynianowej do-
starcza reszty acetylowe do syntezy lipidow w moézgu (D’Adamo, D’Ada-
mo 1968). W rozwijajgcym sie moézgu, aktywnosé syntetazy kwasow ttusz-
czowych obnizyla sie o okolo 65% (z 2.1 do 0.7 nmola/min/mg biatka),
a aktywnos¢ acetylotransferazy wzrastala kilkunastokrotnie (z 0,11 do
1.3 nmola/min/mg biatka). Przedstawione zmiany aktywnosci tych enzy-
moéw s3 skorelowane, ze zmniejszeniem szybkosci biosyntezy kwasow
thiszczowych i zwiekszeniem szybkosci biosyntezy acetylocholiny w roz-
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wijajagcym sie mézgu (D’Adamo, D’Adamo 1968, Patel, Tonkonow 1974).
W moézdzku natomiast aktywno$¢ acetylotransferazy cholinowej nie
ulegala zmianie (0.19—0.14 nmola/min/mg biatka), a aktywnos¢ syntetazy
kwasoéw tluszczowych obnizala sie podobnie jak w mézgu. Aktywnosci
liazy cytrynianowej w moézgu i w moézdzku nowonarodzonych szczuré6w
byly podobne (7.9 i 7.2 nmola/min/mg biatka). Podczas dojrzewania
aktywno$¢ tego enzymu w moézgu nie ulegla istotnej zmianie (spadek
o 15%), w mozdzku natomiast obnizyla sie o 65%. Te roéznice w spadku
aktywnosci liazy miedzy dojrzewajacym moézgiem i moézdzkami mozna
wiec przypisa¢ réznicom w rozwoju ukladu cholinergicznego w obu
czeSciach mozgowia.

Przedstawione dane wskazuja, ze reakcja liazy cytrynianowej w synap-
tozomach cholinergicznych nie stanowi etapu ograniczajgcego szybkosé
syntezy acetylocholiny, pod warunkiem, ze mitochondria synaptyczne
bedg w stanie zsyntetyzowa¢ adekwatne ilosci cytrynianu z pirogronianu
jako substratu. Z kolei aktywacja liazy w synaptoplazmie powinna spo-
wodowac¢ spadek a jej inhibicja wzrost szybkosci akumulacji cytrynianu.
W celu sprawdzenia tej hipotezy, opracowano wtasng metodyke izolacji
frakcji synaptozomalnej, nie zawierajacej zanieczyszczen mitochondriami
glejowymi, opartg na flotacji frakecji surowych mitochondrii przez nie-
ciggly gradient ficollu w mannitolu. Wykazano, ze glownymi produktami
przemiany pirogronianu z jablczanem w synaptozomach byly cytrynian
i a-ketoglutaran. Aktywacja liazy przez MgATP*~ powodowala spadek
szybkosci akumulacji cytrynianu z 2.6 do 0.5 nmola/min/mg bialka.
Z kolei 100% inhibicja zaktywowanej liazy przez jej specyficzny inhibi-
tor, (—)hydroksycytrynian (Szutowicz i in. 1976 b), powodowala 3.5 krot-
ny wzrost szybkosci akumulacji cytrynianu do 1.8 nmola/min/mg bialka
(Szutowicz i wsp. 1976 ¢, 1977). Dodanie hydroksycytrynianiu nie wply-
walo na szybko$¢ akumulacji cytrynianu w mitochondriach glejowych,
zawierajacych jedynie $Sladowg aktywnos¢ liazy cytrynianowej. Wzrost
szybkosci akumulacji cytrynianu o 1.3 nmola/min/mg biatka, po podaniu
hydroksycytrynianu do synaptozoméw, jest miarg maksymalnej wydaj-
nosci drogi metabolicznej liazy cytrynianowej w wytwarzaniu synapto-
plazmatycznego acetylo-CoA z pirogronianu. Warto$¢ ta jest 8 razy
wieksza od maksymalnej zdolnosci synoptozoméw do syntezy acetylo-
choliny, wynoszgcej 0.15 nmola/min/mg biatka (Guyenet 1975). Wynika
z tego, ze wydajnos¢ drogi liazy cytrynianowej zapewnia adekwatng do
potrzeb podaz cytoplazmatycznego acetylo-CoA.

Dane przedstawione w pracy wykazaly wiec:

a) wysokg aktywnos¢ liazy cytrynianowej w moézgu szczura,
b) preferencyjng lokalizacje liazy w synaptoplazmie, jak réwniez:
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¢) w rejonach moézgu bogatych w neurony cholinergiczne,

d) zalezno$¢ aktywnosci liazy od zmiennego zapotrzebowania, rozwi-
jajgcego sie mdzgu na reszty acetylowe,

e) jej istotng role w metabolizmie cytrynianu powstajgcego z pirogro-
nianu w synaptozomach.

Pozwalajg one postulowa¢, ze liaza cytrynianowa moze spelnia¢ istotng
role w transporcie reszt acetylo-CoA z mitochondriow do cytoplazmy
w réznych kompartmentach mézgu, a w szczegélnoSci w kompartmencie
cholinergicznym.
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