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B. ZGORZALEWICZ *, V. NEUHOFF, T. V. WAEHNELDT

PROTEIN COMPOSITION OF PERIPHERAL MYELIN DURING
ONTOGENESIS OF THE RAT

Max-Planck Institut fiir experimentelle Medizin, Forschungsstelle Neurochemie,
3400 Gottingen, GFR

Metabolic and chemical studies on peripheral nervous system (PNS)
myelin protein composition have been carried out mainly on adult
sciatic nerve of various mammals (Wolfgram, Kotorii, 1968; Adams et
al., 1971; Rawlins, Smith 1971; Cseytey et al., 1972; Uyemura et al.,
1972; Greenfield et al., 1973). By contrast, only few studies have been
published on myelin protein patterns during development of myelin
sheath in rat (Wood, 1973; Zgorzalewicz et al., 1974; Wiggins et al,
1975) and human PNS (Davison et al., 1973).

Myelination is both a prominent and unique morphological change
in the developing nervous system. In accordance with the morphologi-
cal development changes in the protein composition of PNS myelin
occur. In the present study, we report shifts in the quantitative di-
stribution of individual myelin proteins of rat sciatic nerve during
ontogenesis.

MATERIALS AND METHODS

Sampling of sciatic nerve. White Wistar rats (Wilh. Meyer-Arend,
Bad Salzuflen, GFR) of either sex (15, 20, 25, 30, 40, 60, 90 and 365
days old) were used. The litter size was limited to 10, ensuring a more
consistent growth rate. Due to the small weight of sciatic nerve in
young animals, up to four litters were used for one experiment to
yield enough starting material. The animals were fed with Altromin
Standart 1310 and tap water ad libitum. The rats were lightly ane-
sthetized with chloroform before decapitation. The sciatic nerves were
excised at the sciatic notch and the peroneal and posterior tibial bran-

* The work was supported by a research grant of the Alexander von Hum-
boldt-Foundation in GFR.
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9 B. Zgorzalewicz et al. Nr 1

ches of these nerves were taken at the level of the knee. The nerves
were cleaned of connective tissue, weighed, and stored at —25°C.

Myelin purification. Frozen sciatic nerves were pulverized in a mor-
tar according to Everly et al. (1973) and then processed at 0—4°C.
Pulverized sciatic nerves were homogenized in 0.32 M sucrose in
a glass homogenizer of 0.18 mm clearance (B. Braun, Melsungen, GFR)
using 10 up- and- down strokes of a motor-driven teflon pestle (2.400
rpm), to give a 5% (w/v) homogenate. Myelin was further prepared
by the procedure described by Norton (1971). Centrifugations were
carried out in an Omega II ultracentrifuge (Heraeus-Christ, Osterode
GFR) in a 3 X 30 ml swing out rotor.

Electrophoretic fractionation. Myelin was homogenized at room tem-
perature in 0.4 percent (w/v) sodium dodecyl sulphate (SDS), 0.01 M
tris-Cl, pH 7.0 (0.5 mg protein/ml) and was centrifuged at 150 000 g
for 1 h. For electrophoretic fractionation SDS extracts were placed
on 12% acrylamide gels as described in detail by Waehneldt and
Mandel (1972). The gels were stained with coomassie blue (Agrawal
et al, 1972). Gel scans were made with a Joyce-Loebl microdensito-
meter (England) using a filter of 620 nm. The areas under the peaks
were cut out and weighed.

Molecular weight determination. Molecular weight determinations of
sciatic nerve myelin proteins bands have been extrapolated from the
densitometric tracings of SDS gel electrophoresis by comparing their
mobilities with those of marker proteins of known molecular weight
(Cytochrome C, ovalbumin, catalase, bovine serum albumin, human
albumin and conalbumin) according to the procedure of Weber and
Osborn (1969).

Protein estimation. Total protein in myelin sample was determined
by the method of Lowry et al. (1951) using bovine serum albumin as
a standard.

RESULTS
Sciatic nerve myelin protein composition

The patterns of sciatic nerve myelin showed the presence of 6 pro-
tein components. The electrophoretic profiles of PNS myelin proteins
are illustrated in Figure 1. The basic proteins were weakly represern-
ted in sciatic nerve myelin. The molecular weight of the small basic
protein (SBP) was found to be 1.38-10* daltons and 1.7 10% daltons
for the large basic protein (LBP), as it is shown in Figure 2.

We did not detect a 1.2 - 10* dalton molecular weight for small b=-
sic protein, described by Greenfield et al. (1973) and Brostoff et al.
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(1974) in the peripheral nerve myelin. In our experiments the mole-
cular weights of the two basic PNS myelin proteins were found to
approximate those of the CNS myelin sheath (Zgorzalewicz et al., 1974).

J65 days

© == ®

Fig. 1. Densitometric scans of myelin proteins (50 pg) of rat sciatic nerve on 5
(a) and 365 (b) days of age, following electrophoresis on 12% polyacrylamide gel
in presence of SDS and staining with coomassie blue. For symbols see Fig. 2.
Ryc. 1. Zapisy densytometryczne biatek mieliny (50 pg) z nerwu kulszowego szczu-
ra, w wieku 5 (a) i 365 (b) dni, z elektroforezy na 12% zelu poliakrylamidowym
zawierajacym SDS, po barwieniu blekitem kumasyny. Oznaczenia jak w ryc. 2.

The next band which migrates directly ahead of the predominant
PNS myelin protein P, (Greenfield et al., 1973) was tentatively labelled
Agrawal protein (Agrawal et al, 1972) with a molecular weight of
2.1 - 10* daltons. The molecular weight of P, (2.57 - 10* daltons) is in
good agreement with recent published values (Eng, 1971) and is higher
than that estimated by Zgorzalewicz et al. (1974) for CNS myelin pro-
teolipid protein (2.39 - 10 daltons). A protein of higher molecular weight
(3.89 - 10* daltons) than P, (P;) was also found in small quantities in
sciatic nerve myelin (Fig. 1). The question whether this is a genuine
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PNS myelin protein or a contaminant has to remain unsolved for the
time being. It may correspond to H; — one out of 3 high molecular
weight myelin proteins described by Wiggins and Benjamins (1975)
for rat sciatic nerve.
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Fig. 2. Determination of the molecular weights of myelin proteins isolated from
sciatic nerve of rat. The logy, of molecular weights of a series of protein stan-
dards were plotted as function of R.y. Each point represents the mean of 20 de-
terminations with indicated SEM. Symbols: 1, conalbumin; 2, human albumin;
3, bovine serum albumin; 4, catalase; WP, Wolfgram protein; 5, ovalbumin; Py,
unidentified minor protein; P,, predominant PNS myelin protein; AP, Agrawal
protein; LBP, large basic protein; SBP, small basic protein; 6, cytochrome c.
Rye. 2. Okreslanie cigzar6w czasteczkowych bialek mieliny izolowanych z nerwu
kulszowego szczura. Logj ciezarOw czasteczkowych bialek wzorcowych wykres-
lano jako funkcje Rcy. Oznaczenia: 1, albumina kurza; 2, albumina ludzka; 3,
albumina bydleca; 4, katalaza; 5, albumina jaja kurzego; P;, niezidentyfikowane
biatko $ladowe; P,, dominujgce bialko mieliny; AP, bialtko Agrawala; WP, bialkc
Wolfgrama; LBP, duze bialko zasadowe; SBP, matle bialko zasadowe; 6, cyto-
chrom c. Punkty przedstawiaja s$rednie z 20 oznaczen z podanym bledem stan-
dardowym.

The high molecular weight protein (5.5 10% daltons) which as to

rate of migration fits the Wolfgram protein (Wolfgram, 1966) in CNS,
was poorly represented in sciatic nerve.

Changes in electrophoretic profiles of myelin proteins during
ontogenesis of rat sciatic nerve
The protein patterns of PNS myelin changed in the developing scia-
tic nerve, as illustrated on Figure 3. The SBP increased marked!y
during development with a concomitant decrease of the LBP during
the time span studied (Table 1).
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These ontogenetic changes in PNS were not as pronounced as those
in various regions of rat CNS (Zgorzalewicz et al., 1974). The relative
proportion of labelled tentatively Agrawal protein remained essentiaily
unchanged during ontogeny. The major PNS myelin protein P, incre-
ased up to the 25th day of life and then decreased slightly in further
development. An increase of P, up to 15th day was also observed by
Wiggins and Benjamins (1975) in rat sciatic nerve myelin. In our
study the relative values obtained for this predominant PNS myelin
protein were higher than those estimated by Greenfield et al. (1973)
for adult P, and by Wiggins and Benjamins (1975) for developing PNS
myelin. Partially this may by due to different dyes used for staining
and may also be a consequence of the loss of high molecular weight
proteins after extensive myelin purification. By contrast, Wiggins and
Benjamins (1975) showed the existence of many other prominent pro-
teins in PNS, especially in the high molecular weight region of the
gels. Thus, these proteins may be partly of axonal origin.

— L8P
—sBP

15 20 30 45 60 90 365

Fig. 3. Polyacrylamide gel electrophoresis of sciatic nerve myelin proteins from

developing rats. Each number refers to postnatal day. Approximately 50 ng of

protein were applied to each gel. Staning with coommassie blue. For symbols
see Fig. 2.

Ryc. 3. Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym biatek mieliny z nerwu kulszo-

wego rozwijajacych sie szczurdéw. Liczby oznaczaja dni po urodzeniu. Na zele

nanoszono po okolo 50 ng biatka. Barwiono blekitem kumasyny. Oznaczenia jak
W ryc. 2.

DISCUSSION

One of the fundamental and necessary events in the normal deve-
lopment of vertebrate nervous system is the formation of a myelin
sheath for insulation of the nerve axon. By electron microscopy, myelin

http://rcin.org.pl
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Table 1. Rat sciatic nerve myelin protein composition at various ages
Tabela 1. Sklad bialek mieliny nerwu kulszowego szczura w roéznym wieku

Days of postnatal age
Dni po urodzeniu
15 20 29 30 40 60 90 365

% of total protein
%/ calkowitego bialka

Myelin protein fraction
Frakcja biatka mieliny

Small basic protein 4.2 7.3 7.1 I 7.3 9.8 141 11.4
Mate bialtko zasadowe

Large basic protein 6.1 6.2 5.0 5.3 4.9 5.0 4.1 3.5
Duze bialko zasadowe

Agrawal protein 130, 114 855 L 112D 10 T S A9 « 1255
Biatko Agrawala

Predominant PNS 702 CL TR VSR A7 s TR £ E U €5 TR 77 o & R (!

myelin protein
Dominujgce biatko
mieliny n. obwodowych

Unidentified minor 2.6 1.7 1.5 17 1.3 192 114 0.9
protein

Niezidentyfikowane

biatko sladowe

Wolfgram protein 0.5 0.4 0.4 0.4 0.3 0.2 0.3 0.3

Riatko Wolfgrama

The results are given in %% of total myelin protein. Each data represent the
mean of densitometric tracings of four polyacrylamide gels containing SDS. Sta-
ining with coomassie blue.

Wyniki przedstawiono w 9% calkowitego biatka mieliny. Dane przedstawiajq
Srednie zapisow densytometrycznych z czterech zeli poliakrylamidowych zawiera-
jacych SDS. Barwienie blekitem kumasyny.

can already be detected in the sciatic nerve in the 2 day old rat, but
only a small amount of myelin is present at this time which is follo-
wed by rapid accumulation of myelin over the next 2 weeks (Friede,
Samorajski, 1968; Webster, 1971). In our study we observed the pre-
sence of the two basic proteins on the 15th day, which is in good
agreement with the results recorded by Wood (1973). Kornguth et al.
(1966) have observed a positive immune reaction to basic protein an-
tibody preceding the appearance of weigert staining for myelin in the
rat spinal cord by 2 days of extrauterine life. The appearance of the
basic myelin-type protein immediately before active myelination sug-
gests that the protein may be involved in the initiation of the process.
According to Kornguth et al. (1966) this protein, elaborated by the neu-
ron, stimulates the Schwann cell to initiate the winding process.

The PNS myelin basic protein is known to induce an autoimmune
disease — experimental allergic neuritis (EAN), when injected with
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Freund’s complete adjuvant into certain laboratory animals. It is also
implicated that the small basic PNS myelin protein is the factor re-
sponsible for EAN. In contrast the large myelin protein appears to
play in PNS a far less important immunological role (Brostoff et al,
(1974). The relative increase of the small basic myelin protein with
a markedly decreasing proportion of large basic protein during onto-
genetic development of sciatic nerve estimated in the present study
may provide a clue to the acquirement of antigenetic proporties of PN
myelin.

The major characteristics of PNS myelin which distinguishes it fromn
CNS myelin is the predominant P, protein, which comprises 50—70
percent of the PNS myelin protein in all the species studied (Green-
field et al.,, 1973; Zgorzalewicz et al.,, 1974; Wiggins, Benjamins, 1975)
and which appears to be a glycoprotein (Everly et al., 1973).

The occurence of glycoprotein in peripheral nerve myelin may have
important implications for myelin formation during development he-
cause oligosaccharide units of glycoproteins are involved in specific
interactions between membranes, taking place during formation of the
myelin sheath (Everly et al., 1973).

This glycoprotein consists of a protein moiety to which are atta-
ched galactose, mannose, and possibly other sugars. It is antigenicaily
active when administered to guinea pigs and will produce sciatic ner-
ve lesions similar to those described in EAN. It is also suggested from
the amino acid analysis and its antigenic properties that the protein
moiety of the glycoprotein may contain a sequence which is similar
to that of the basic proteins of PNS myelin (Wood, Dawson, 1974).

Although many questions remain to be answered, the problem con-
cerning the significance of the changes in relative proportions in mye-
lin proteins in developing sciatic nerve could be of interest in recogni-
tion of the effect of different pathological events occurring at various
stages of ontogenetic development.

B. Zgorzalewicz, V. Neuhoff, T. V. Waehneldt

SKLAD BIALKOWY MIELINY OBWODOWEJ
W ROZWOJU ONTOGENETYCZNYM SZCZURA

Streszczenie

Sklad biatkowy oslonki mielinowej nerwu kulszowegn szczura kadano stosujgc
elektroforeze na zelu poliakrylamidowym w roztworach buforowych zawieraja-
cych dodecylo siarczan sodowy. W rozwoju ontogenetycznym elektroforegramy
charakteryzowaly sie wystepowaniem 6 komponent bialtkowych. Dominujace bial-
ko o masie czasteczkowej 2.57 - 10 dalton6w i dotad nieznane bialko z 3.89 - 10* dal-
tonbw masy czgsteczkowej byly jedyvnie bialkami mieliny obwodowego ukladu
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nerwowego, podczas gdy pozostale podobne byly elektroforetycznie do bialek wy-
stepujacych w ostonce mielinowej osrodkowego ukladu nerwowego.

Ocena ilosciowa densytogramoéw zeli barwionych blekitem brylantowym kuma-
syny wykazata, ze sklad bialkowy mieliny nerwu kulszowego wykazuje réznice
zalezne od wieku. Dominujace bialko mieliny obwodowej ulegalo obnizeniu w toku
rozwoju ontogenetycznego, z jednoczesnym podwyzszeniem kompcnenty lzejszej
biatka zasadowego o masie czasteczkowej 1.38 - 10* daltonéw. Znaczenie tych zmian
dla nabywania wiasciwosci antygenowych przez bialko mieliny obwodowego ukla-
du nerwowego jest przedmiotem dyskusji.

B. 3roxaaeBuy, B. Hoiixochd, T. B. Bexueabar

BEJKOBBII COCTAB IIEPUPEPUYECKOTO MUEIUHA
BO BPEMSA OHTOTEHETUYECKOI'O PA3BUTUSA KPBICH!

Pes3wmMme

UccnenoBanu 6eKOBBIN COCTAB MMEIMHOBOM 0D0JIOUKM CeJasIMIIHOTO HEePpBa KDbLICHI
C IIOMOLIBIO 3JIEKTpPOodope3a Ha NOJMaKpuiIaMuUAHOM Treje B OydepHOM pacrBope,
cozepxalleM AoAenuicyabdaT HaTpus. B OHTOreHeTMYEeCKOM pa3BUTUU 3JIEKTPO-
(hoperpaMMbl XapaKTepU30BaJuCh HajguuueMm 6 OEJKOBBIX KOMIICHEHTOB. JOMMHM-
pyrommii 6eJJI0OK ¢ MOJEKyJAPHbIM BecoM 2,57 10 nanbTOHOB M HEM3BECTHBIT 0
cux nop 6eJI0K ¢ MOJIeKyJisipHbIM BecoMm B 3,89 - 104 najibTOHOB OKa3alMCh JIMIIL Oes-
KaMyu MueimuHa Iepucepmnyeckoir HEepBHOJM CHUCTEMbI, B TO BpeMs KaK OCTalibHbIe
9JIeKTpopopeTnyecKyu ObLIM NMOX03KM Ha 6GesKy, BBICTYNAKINME B MMUEJIMHOBOII 060-
JIOYKE I[€HTPAJIbHOJ NEePBHOM CUCTEMBL.

KonnuecTBenHas OUeHKAa JEHCUTOTPaAM TreJieli, OKpallleHHbIX OPUIIMaHTOBOM CUHBIO
KyMacuHa NoOKaszaja, 4TO DeJKOBBII COCTAB MMeJIMHA CeJaJIMIIHOTO HepBa pa3iuyeH
B 3aBUCUMOCTM OT Bo3pacTta. Jlomuuupylommii 6eJ0K mnepudepuyeckoro mmeanHa
B XOJ€ OHTOTeHeTUYEeCKOTrO Pa3BUTUSA, IIPU OJHOBPEMEHHOM IOBbIIeHU Oojee jerkoro
KOMIIOHEeHTa IIeJoYHoro 6ejika ¢ MOJeKynspHbiM Becom 1,38-10% pganbToHoB. 3Ha-
YeHMe 9TUX WU3MeHeuuyt B npuobperanmym avHTUTeHHBIX CBOMCTB O0EJIKOM MuesMHa
nepudepuyecKot HEPBHOM CUCTEMbl SABJAETCH IipeaMeToM obcykaeHust.
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ZOFIA ADAMCZEWSKA

MYELIN LIPIDS IN THE DEVELOPING RAT BRAIN *)

Department of Neurology, Institute of Diseases of the Nervous System and of
Sensory Organs, Medical Academy, Poznan, Poland
Head: prof. M. Wender, M. D.

The changes of lipid components of the brain during ontogenetic
development of the central nervous system have been described in
various animal species: in rat (Cuzner et al., 1965; Wells and Dittmer,
1967; Cuzner and Davison, 1968; Norton and Poduslo, 1973), in quinea
pig (Wender, 1965), in mice (Horrocks, 1968; Morell et al., 1972) and
in rabbit (Dalal and Einstein, 1969).

It appeared from these studies, that there are no essential differen-
ces between the particular animal species with respect to qualitative
developmental changes in the myelin lipid composition. In contrary to
that, prominent quantitative differences have been observed, particu-
larly in the early periods of myelinogenesis. These differences may
be undoubtedly due to the variety of methods used for myelin pre-
paration and analysis as well as to the fact that most authors isolated
the myelin fraction from the whole brain. Such myelin fraction is
heterogenous with respect to the origin of membranes and the advan-
cement of myelination.

Therefore, this study was undertaken in the aim of analysing the

lipid content and composition of myelin fraction from the white matter
of rat brain at various periods of ontogenesis.

MATERIAL AND METHODS

White Wistar rats of either sex aged 7, 14, 21, 28, 90 and 120 days
were used for the experiment. The animals were Kkilled by decapita-
tion after light ethyl-ether anesthesia, the brains were rapidly remo-
ved and weighed. The white matter was separated from the grey mat-

*) This investigation was supported by NIH PL 480 Research Agreement
No. 05-027-1.
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ter and obtained from the corpus callosum, the cerebral peduncles anr
the hemispheres. The white matter from brains of animals aged 14,
21 and 28 days was pooled in order to obtain a sufficient amount of
material for isolation of the myelin fraction.

The myelin fraction was isolated by ultracentrifugation in a discon-
tinous sucrose density gradient (1 and 0.8 M sucrose) according to the
method of Horrocks (1967). The purity of the fraction was checked in
the electron microscope. Lipids were extracted from the myelin frac-
tion by the method of Folch-Pi et al. (1957). The obtained total lipid
extract was further separated by means of column and thin-layer uni-
and bidirectional chromatography. Protein was determined according
to Lowry et al. (1951). A detailed description of the chromatographic
and analytic procedures may be found in the paper of Wender et al.
(1975).

The developmental changes of lipid components occurring in the
myelin were compared with changes of these components in the enti-
re white matter.

The results were subjected to statistic analysis consisting of compa-
rison of the means with the aid of variance analysis and with the Dun-
can test.

For determination of the myelination peak, the number of age groups
was increased, using the brains from animals, aged 14, 17, 21, 25, 28,
60, 90, 120 and 160 days. The degree of myelination was calculated
on the basisi of myelin output in mg per brain per day. From each
age group three parallel determinations were performed. (Fig. 1).

RESULTS

The myelin fraction from seven day old animals was not isolated
since it appeared that even 100 brains would not be enough to obtain
a sufficient amount of myelin for a single determination. The results
concerning the lipid composition of rat brain myelin presented in per-
cent of total myelin lipids indicate an increase of the total galacto-
lipid content from 22% at the 14th day of life up to 32% in adult ani-
mals. The increase concerned both fractions of galactolipids, cerebro-
sides and sulphatides. The cerebroside content increased from 18% in
14 day old rats to 23% in adult animals. Sulphatides during the same
period increased from 4% to 9%. The reverse was observed with re-
spect to the total phospholipid content, expressed mainly by a decline
of phosphatidylcholine content from 20% in 14 day old animals to 15%
in adults. Besides these main changes a slight elevation of the plasma-
logen content was observed. All the changes were statistically signifi-
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Table 1. The lipid composition of rat brain myelin during ontogenic development (in 9, of total myelin lipids)

Tabela 1. Sklad lipidéw mieliny moézgu szezura podezas rozwoju ontogenetyeznego (w %, ogolnej zawartosei lipidow mielin
p Al p ) g Y g /0 08 ) p Y

Myelin fraction 14 days 21 days 28 days 90—120 days
Frakeja mieliny dni dni dni dni
Protein g/g myelin 0.021 0.024 0.041 0.043 —0.044
Bialko g/g mieliny
Myelin, mg/brain 3.90 23.70 28.30 65.20—82.20
Mielina, mg/mdzg
Cholesterol 25.804+0.91 24.60+1.92 22.60+0.70 19.904+3.98
Cholesterol

Cholesterol esters

Estry cholesterolu

Total galactolipid
Calkowite galaktolipidy
Cerebroside

Cerebrozydy

Sulphatide

Sulfatydy

Total phospholipid
Calkowite fosfolipidy
Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloetanoloamina

0.60+0.17
22,20+ 0.89%)
18.20 4+ 0.91%)
4.00+0.38%)
51.60+1.38%)

9.204-0.23%)

1.20+0.35
23.00 4 0.62%)
18.40 4+ 0.55%)

4.50+0.36%)
51.301.78%)

8.70+0.50%)

30.20 4 1.25%)
22.90+0.57%)

7.30--0.85%)
47.20 4+ 1.08%)

7.20 4+ 0.48%)

32.30 4 3.18%)
23.00 4-2.94%)

9.30 +2.20%)
47.80 -+ 2.49%)

6.20 4 0.74%)

Phosphatidylcholine 20.204-1.02%) 18.7041.55%) 15.90 +1.29%) 15.304-0.73%)
Fosfatydylocholina

Sphingomyelin 3.1040.12 3.104+0.39 3.76+0.29 4.304+1.22
Sfingomielina

Phosphatidylinositol 0.7540.20 1.00+0.41 1.00-+0.67 -
Fosfatydyloinozytol

Phosphatidylserine 6.20-40.36 5.90+0.58 5.9040.30 5.90+0.24
Fosfatydyloseryna

Plasmalogens 12.20+0.49%) 13.9040.29%) 13.404+0.73%) 16.10 -+ 0.49%)
Plazmalogen

*) The changes with age were all statistically significant at the P<C0.01 level.

Zmiany w zaleznosei od wieku byly statystycznie znamienne przy poziomie istotnosei P<C0.01.
The results are given as a mean - SD

Wyniki podano jako érednie - odchylenie standardowe

Number of animals in each group: 6
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
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14 Z. Adamczewska Nr 1

cant with a significance level of P << 0.01 (Table 1). The per cent con-
tent of phosphatidylserine remained essentially unchanged troughout
the investigated period of ontogenic development.

Table 2. Mole ratios of myelin lipids of rat brain during ontogenic development
Tabela 2. Stosunki molowe lipidéw mieliny mézgu szezura podezas rozwoju ontogenetyeznego

Myelin fraction 14 days 21 days 28 days 90— 120 days
Frakeje mieliny dni dni dni dni
Cholesterol 100 100 100 100
Cholesterol
Total galactolipid (GL) 38 39 51 55
Caltkowite galaktolipidy
Cerebroside 33 33 41 41
Cerebrozydy
Sulphatide 6 7 11 14
Sulfatydy
Ratio: cerebroside/sulphatide 5.5 4.7 3.7 2.9
Stosunek: cerebrozydéw/sulfatydow
Total phospholipid (PL) 98 96 89 90
Catkowite fosfolipidy
Phosphatidylethanolamine (PE) 36 35 31 26
Fosfatydyloetanoloamina
Phosphatidylcholine (PC) 37 34 29 28
Fosfatydylocholina
Sphingomyelin 6 6 i 8
Sfingomielina
Phosphatidylinositol 2 1 1 0
Fosfatydyloinozytol
Phosphatidylserine 11 10 11 11
Fosfatydyloseryna
Plasmalogens (Plas) 25 28 27 33
Plazmalogen
Mole ratio 0.97 1.02 1.06 0.92
Stosunek molowy:PE/PC
Mole ratio 1.02 1.14 1.75 1.96
Stosunek molowy: GL/PC
Mole ratio 0.25 0.29 0.30 0.36
Stosunek molowy: Plas/PL
Mole ratio 0.69 0.80 0.87 1.26

Stosunek molowy: Plas/PE

Data are calculated from values in Table 1.
Wyniki obliczano z danych w tabeli 1.

Cholesterol esters were detected only in the isolated myelin fraction
obtained from 14 and 21 day old rats, but not in the remaining age
groups.

The results of developmental changes of myelin lipids, calculated
on a molar percentage basis, with the cholesterol content taken as 100
are presented in Table 2. As appears from this Table, cholesterol was
the dominating lipid in all age groups, followed by phosphatidyletha-
nolamine and cerebrosides. In adult animals, cholesterol was folio-
wed by cerebrosides and then by plasmalogens.
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Table 3. The lipids composition of white matter rat brain during ontogenic development (in 9, of total white matter lipids)

Tabela 3. Sklad lipidéow istoty biale] mézgu szezura podezas rozwoju ontogenetycznego (w %, ogdlnej zawartosei lipidow)

Myelin fraction 7 days 14 days 21 days 28 days 90—120 days
Frakeje mieliny dni dni dni dni dni
H,0, 9% wet. wt. 87.20 84.83 82.91 80.29 75.41
Zawartos¢ H,O w 9
Cholesterol 22.204-0.66 23.83+1.40 23.424-2.28 20.964-2.05 22.384-0.66
Cholesterol
Cholesterol esters 0,20-+0.13 0.18+0.00 0.30-+0.30 0.324+0.17 -
Estry cholesterolu
Total galactolipid 2.60-+0.77%) 10.23+0.65%) 15.40+3.33%) 21.514-2.27%) 25.46 4-1.29%)
Calkowite galaktolipidy (GL)
Cerebroside 1.80+0.57%) 7.8440.45%) 11.4542.26%) 16.074-1.81%) 19.164-1.68%)
Cerebrozydy
Sulphatide 0.80+40.34%) 2.3940.26%) 3.954+1.13%) 5.444-0.51%) 6.30-+0.66%)
Sulfatydy

Total phospholipid
Calkowite fosfolipidy (PL)
Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloetanolamina
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina
Sphingomyelin
Sfingomielina
Phosphatidylinositol
Fosfatydyloinozytol
Phosphatidylserine
Fosfatydyloseryna
Plasmalogens
Plazmalogen

74.90 4 0.82%)

16.90-+0.82

36.90 4+ 0.58%)
1.90+0.29%)
3.00+0.49
6.40+0.59

9.804-0.20

55754+ 1.74%)
13.9840.38

32.01+1.23%)
2.3940.10%)
1.9340.23
5.17+0.81

10.274-0.39

60.89 -+ 2.86%)

12.2240.94

26.55+1.26%)
3.92+0.46%)
2.58+0.68
4.880.46

10.9t4+0.72

57.40 -+ 2.14%)

10.27-0.68

22.88 +1.36%)
4.6040.42%)
1.914+0.24
4.56-+0.36

13.18-+0.88

52.18 +1.27%)

10.09-+0.46

19.01 4-0.53%*)
4.83+0.19%)
1.774+0.22
5.04+0.41

11.441+0.47

For explanation see Table 1.

Objasnienia podano w tabeli 1.
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16 Z. Adamczewska Nr 1

Table 4. Mole ratios of white matter lipids of rat brain during ontogenic development
Tabela 4. Stosunki molowe lipidéw istoty bialej mézgu szezura podezas rozwoju ontogene-

tyeznego

Myelin fraction 7 days 14 days 21 days 28 days 90— 120 days

Frakeje mieliny dni dni dni dni dni
Cholesterol 100 100 100 100 100
Cholesterol
Total galactelipid (GL) 5 18 29 45 50
Calkowite galaktolipidy
Cerebroside 3 15 22 35 40
Cerebrozydy
Sulphatide 1 4 7 10 11
Sulfatydy
Ratio: cerebroside/sulphatide 3.0 3.75 3.14 3.50 3.63
Stosunek: cerebrozydéw/sulfatydow
Total phospholipid (PL) 165 135 126 134 113
Calkowite fosfolipidy
Phosphatidylethanolamine (PE) 40 31 27 26 24
Fosfatydyloetanoloamina
Phosphatidylcholine (PC) 80 65 54 52 40
Fosfatydylocholina
Sphingomyelin 4 5 8 10 10
Sfingomielina
Phosphatidylinositol 6 4 4 4 3
Fosfatydyloinozytol
Phosphatidylserine 13 10 9 10 10
Fosfatydyloseryna
Plasmalogens (Plas) 24 23 24 33 27
Plazmalogen
Mole ratio: 0.50 0.47 0.50 0.50 0.60
Stosunek molowy: PE/PC
Mole ratio 0.06 0.27 0.53 0.86 1.25
Stosunek molowy: GL/PC
Mole ratio 0.14 0.17 0.19 0.24 0.23
Stosunek molowy: Plas/PL
Mole ratio 0.60 0.74 0.88 1.26 1.12

Stosunek molowy: Plas/PE

Data are calculated from values in Table 3.
Wyniki obliczono z danych w tabeli 3.

Results concerning the lipid composition of the white matter of rat
brain in the respective age groups are presented in Table 3. The most
evident changes were seen in the total galactolipids which increased
from 2.6% in 7 day old rats to 24% in adult animals. However, the
increase of cerebrosides and sulphatides was much lower than in the
myelin fraction. The other regularly observed change was a decline
of the total phospholipid content from 74% at the age 7 days to 52%
in adult animals. The decline of the phosphatidylcholine level was
much greater than in the myelin fraction. All the above presented
changes were statistically significant with the significance level of
P < 0.01. Phosphatidylserine and cholesterol were the most stable com-
ponents, their per cent content changing only slightly in the white
matter during development. Cholesterol esters were detected in all
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Nr 1 Myelin lipids in development 17

age groups except the group of adult animals. As compared to the de-
velopmental changes observed in the myelin fraction, in the white
matter the plasmalogen level was slightly lower, while the increase of
sphingomyelin content was much more pronounced. For comparative
purposes the results of lipid composition of the white matter were
presented in molar ratios. (Table 4).

The molar content of cerebrosides and sulphatides was much lower
in the white matter than in the myelin fraction during the respective
periods of development, particularly in 7, 14, 21 and 28 day old ani-
mals.
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Fig. 1. The accumulation of myelin plotted as a logarithmic function of postnatal
age. @ — represents yields of myelin in mg/brain (left ordinate). The rate of
accumulation is plotted as a thick curve in mg myelin/day/brain (right ordinate).

Ryc. 1. Odkladanie sie mieliny jako funkcja logarytmiczna wieku pozaplodowego.

@® — Odpowiada wydajno$ci mieliny w mg/moézg (rzedna po stronie lewej). Stopa

przyrostu mieliny zaznaczona grubg linia w mg/dzien/mézg (rzedna po stronie
prawej).

Fig. 1 presents myelin accumulation expressed as a logarithmic func-
tion of postfetal age. The diagram determined by the left ordinate
(absolute myelin content in mg per brain) indicates that the absolute
myelin increase per brain is directly proportional to the postfetal age.
This type of increase takes place until the adult age, i.e. till the 160th
day of life. The diagram determined by the ordinate on the right pre-
sents the daily myelin increase. The highest daily myelin increase,
that is the peak of myelination, was found to occur on the 21th day
of postfetal life with a value of 4.7 mg/day/brain.

Neuropatologia Polska — 2
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18 Z. Adamczewska Nr 1

DISCUSSION

In several experimental studies concerned with myelinogenesis alil
the authors agree that myelination is accompanied by changes in the
lipid composition of the entire nervous tissue and particularly of the
myelin sheath. The main change characteristic for the myelin frac-
tion is the increase of total galactolipids with a simultaneous decline
of total phospholipids (Horrocks, 1968; Cuzner and Davison, 1968; Da-
lal and Einstein, 1969; Norton and Poduslo, 1973).

These changes start at the end of the first decade of postfetal life
simultaneously with the onset of myelin sheath formation (Bass and
Hess, 1969). Histologically the process of myelination in the rat is the
most active between the 15th and 20th day of postfetal life and the
myelin formed in this period is morphologically similar to mature my-
elin. However, Cuzner and Davison (1968) observed that this similarity
does not refer to quantitative lipid content.

Biochemical studies of myelin fractions obtained in the initial pe-
riod of myelination on a continuous density gradient in 0.8 M sucrose
and then subjected to osmotic shock (Eng and Noble, 1968; Agrawal et
al, 1970; Davison, 1971) proved that the so obtained myelin is poor
in cerebrosides and alkaline proteins. According to Norton (1971) this
might indicate that two different fractions appear in the immature
myelin, a myelin-like fraction with a composition similar to the oligo-
dendroglial cell membrane and the other fraction with the composi-
tion resembling mature myelin. Therefore, the myelin fraction obtained
between the 10th and 25th day of life by Horrocks et al. (1966) and
by Cuzner and Davison (1968) containing less cerebrosides and more
phospholipids may represent according to Norton (1971) a mixture of
both fractions. Neverthless, in the later study, Norton and Poduslo
(1973) call attention to the fact that in the early period of myelino-
genesis, when thin myelin sheaths prevail, consisting of one or two la-
vers, it may be a great problem to distinguish myelin from other
membranes. The other fact, causing diagnostic problems, is that most
authors isolate myelin from the whole rat brain. Myelin fractions ob-
tained in this way is heterogenous with respect to the origin of mem-
branes.

In order to avoid these difficulties, we isolated the myelin fraction
exclusively from the white matter of the brain. The obtained myelin
fraction responded well to the biochemical criteria of purity defined
by Horrocks (1967) and Smith (1969), i.e. the adequately high plasma-
logen content, low lecithin and total phospholipid content, as well as
ultrastractural criteria.
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The analysis of lipid composition of the white matter during my-
elinogenesis confirmed the well known fact of significant increase of
galactolipids with a simultaneous decline of phospholipids (Robins and
Lowe, 1961). Nussbaum et al. (1969) report that deposition of galacto-
lipids during myelinogenesis containing longchain fatty acids may cont-
ribute to the stability of myelin membrane structure. At the same
time many authors. such as Davison (1968), Kishimoto et al. (1969), De
Vries et al. (1972) observed that cerebrosides and sulphatides are pre-
sent also in non-myelin fractions of the white matter. Norton (1973)
achieved postulates that about 30% of the white matter cerebrosides
are contained within non-myelin membranes.

The described systematic elevation of the galactolipids content, par-
ticularly of cerebrosides, seems to reflect structural changes occurring
during maturation of the white matter in all of its components, that
is in myelin in axons and in oligodendroglia. However, it must be
pointed out that the nature of this elevation is different for the enti-
re white matter, compared with the isolated from myelin fraction.
While the galactolipid content of the white matter increases gradually
since the early period of myelinogenesis troughout the entire period
of development, in the myelin fraction obtained at the age of 14 and
21 day the level of galactolipids is already high, but without any ten-
dency for elevation. At the age of 28 days the galactolipid content is
considerably increased reaching a level almost characteristic for aduit
myelin. This type of increase of galactolipids distinguishing the myelin
fraction from the white matter may indicate some qualitative structu-
ral changes occuring in the membrane of the myelin sheaths in the
period between the 21st and 28th day of postfetal life.

Adams and Davison (1959) described physiological appearence of
cholesterol esters in the brain in the early period of myelinogenesis,
however, according to these authors this phase of Marchi-positive my-
elin is short-lasting, characteristic for immature myelin, which later
undergoes transformation into mature myelin. Esterification of cho-
lesterol in the myelin fraction during the early period of ontogenic
development, as well as the slightly prolonged presence of cholesterol
esters in the white matter of rat brain and in the white matter of
human brain (Wender et al., 1973, 1974, 1975) may be according to
Ramsey and Davison (1974) the reflection .of increased biosynthesis
of free fatty acids occuring in various components of the white matter.

Another proof for qualitative changes undergoing in the myelin
membranes between the 21st and 28th day of postfetal life is the
change of the ratio of galactolipids to phosphatidylcholine. This ratio,
according to Norton and Poduslo (1973) is a sensitive index of myelin
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membrane maturation. In our study it was respectively 1.02 and 1.14
for the myelin of 14 and 21 day old rats, while in the 28 day old my-
elin it amounted to 1.75 a value close to that characteristic for mature
myelin (1.96). In the period of active myelination (21 day) the molar
per cent contribution of the most important lipid components formed
the following decreasing order: cholesterol, phosphatidylethanolamine,
cerebrosides. The same sequence for 28 days old myelin was as fol-
lows: cholesterol, cerebrosides, phosphatidylethanolamine and phospha-
tidylserine. This fact suggest a qualitative differentiation of the my-
elin membrane during the development which gradually acquires the
composition characteristic for mature myelin. This does not mean, ho-
wever, that at the age of 28 days myelin is structurally completely
mature as indicated by the increase of the molar percentage of pia-
smalogens prolonged over this period. In a completely mature myelin
sheath plasmalogens constitute the third, with respect to its quantity
lipid component.

The comparison of the results of our investigations on myelin incre-
ase with literature data is very difficult due to the heterogenity of
myelin fractions isolated from the whole brain, to the variety of me-
thods of preparation and analysis used by different authors. The occu-
rence of subpopulations of myelin with different composition is well
established (McMillan et al., 1972; Waehneldt and Mandel, 1972) and
thus if one of the adopted methods isolated preferably a particular
population, then the observed changes cannot be regarded as characle-
ristic for myelin. A higher myelin increase, obtained in this study as
compared with the results of Norton (1973) may be explained by the
isolation of myelin fraction exclusively from the white matter consi-
derably enriched in myelinated nerve fibres. The observed linear in-
crease of myelin between the 14th and 120th day of life, confirms
the opinions of Horrocks (1968), Davison (1971), Morell et al. (1972)
that myelin deposition is a process spreading in time, far beyond the
period of active myelinogenesis.

The demonstrated changes in lipid composition occuring in the my-
elin sheath seem to indicate that simultaneously with the quantitative
myelin increase over the period of ontogenic development there occur
qualitative changes in these membranes, leading to the formation of
a structurally mature form.

Z. Adamczewska
LIPIDY MIELINY W ROZWIJAJACYM SIE MOZGU SZCZURA

Streszczenie
Badano sktad lipidéow ostonki mielinowej oraz istoty bialej moézgu szczura
w réznych okresach ontogenezy. Frakcje mielinowa wyodrebniano z niecigglego
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gradientu gestosci sacharozy droga wirowania réznicowego. Ilos¢ mieliny byla
funkcjg logarytmiczng wieku pozaplodowego i wyrazala jej przyrost bezwzgledny
w procesie dojrzewania. Szczyt mielinizacji przypadal na 21 dzien zycia szczura
i wynosit 4,7 mg/dzien/moézg.

Zawarto$¢ poszczegblnych lipidow mieliny okreslano iloSciowo po rozdziale
drogg chromatografii kolumnowej i cienkowarstwowej jedno i dwukierunkowej.
W badaniach stwierdzono wzrost ogélnej zawartos$ci galaktolipidow, gléwnie ce-
rebrozydéw i sulfatydéw. Odwrotnosciag tych zmian byl spadek ogoélnej zawartosci
tosfolipidow, przede wszystkim frakcji fosfatydylocholinowej. Estry cholesterolu
ostonki mielinowej wystepowaly we wczesnym oraz aktywnym okresie mielino-
genezy, natomiast w istocie bialej moézgu pojawialy sie we wszystkich badanych
okresach ontogenezy.

Wykazano, ze w okresie pomiedzy 21 a 28 dniem zycia pozaplodowego dokonuja
sie jakos$ciowe zmiany strukturalne w ostonce mielinowej i ze we wczesnym
okresie mielinogenezy sklad lipidowy podobny jest do skladu blony komoérkowej
oligodendrogleju. W 28 dniu zycia sklad poszczegélnych lipidébw mieliny upodai-
nial sie do skladu lipidowego dojrzalej blony mielinowej, co moze wskazywaé¢ na
zakonczenie jej chemicznego r6znicowania sie.

3. AjpamueBcKa
JUTIUJABI MUEJIUHA B PA3BUBAIOIIEMCH MO3TE
Pes3ome

McenenoBaay COCTaB JMIMA0B MMEJIMHOBOM 0G0OJIOUKM, a Takke 6ejoro BeljecTsa
MO3ra KpPBICBI B pasJjiMyHble IEepuoAbl OHTOreHes3a. MuenmHoOByl0 (PaKIMIO0 BbI-
AeNIANM B TpajueHTe IJIOTHOCTM caxapo3bl IyTeM aAuddepeHMaIbHOr0 LEeHTPU-
dyrupoBanmusa. KanmuecTBO MMenmMHa SBISJIOCH JIOTapuMUYECKON yHKIMe BHE-
yTpobHOro BO3pacTa M MPEJCTABJAJIO aJICOJIOTHBIM €ro NMPUPOCT B IIPOLECCe co3pe-
Banusa. MakCMMyM MMeJIMHM3AUMM JOCTUrajicsa Ha 21 AeHb 3KU3HU KPbICHl ¥ PaBHAJCH
4,7 mr/nenb/mMo3r.

Cozmep:kanme OTAEJbHBIX JUINMAOB MMUeJIMHA KaJU4eCTBEHHO OIpejesfaau IIocje
paszielleHus IyTeM XpoMaTorpadumu Ha KOJOHKaX TOHKOCJOMHOM OJHO- M JByHarpaB-
JeHHO¥ xpomartorpacdun. B uccienoBaumax 6b1 obHapy»ken poct obuiero cojepikaHnus
rajJakTOJMINAOB, B OCHOBHOM 11epebpo3maoB u cyabhaTruaoB. IIpOTUBOIIOJI0KHOCTHIO
9TUX WU3MEeHEeHMI OblIo cHMXKeHMe obluero cozep:kauma ¢OchOIUNINAOB, MOpexae
Bcero pocdaTUAMIX0IMHOBOM (hpakiuy. Ddupbl X0JeCTepUHA MUEIMHOBOM 060JI0YKMu
BBICTYIIAJIM B PAHHEM M aKTMBHOM IIepMOJax MMEJMHOTeHe3a, B TO BpeMs KakK B 6ejoM
BeIlJeCTBe MO3ra IOABJAJNMCH BO BCEX MCCJIEAyEeMbIX IIepuojJax OHTOTeHe3a.

Bru10 moKazaHO, uYTO B mepuoja mexay 21 u 28 gueM BHEYTPOOHON ZKM3HM IIPO-
MCXOAAT KAadeCTBEHHbIE CTPYKTYyPHbIE M3MEHEHUs B MMEJIMHOBOM 000j04Ke, M 4TO
B paHHEM Mepuojie MMUeJIMHOTeHe3a JMUIUAHBLIA cocTaB OJIM30K K COCTaBy KJETOYHOM
meMbpanbl osurogenjaporamy. Ha 28 neHb XMU3HM COCTaB OTJEJbHBIX JIMINAOB
MMeJIMHA CTAHOBMJICS MOXOXKMM lia JMIMAHBIA COCTAR 3pPEJIOV MMEeJMHOBOV MeMOpaHbl,
YTO MOIKET yKa3blBaThb Ha 3aBepIlIeHMe ee XUMUYECKOoi amddepeHIPOBKN.
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JOZEF SZCZECH

MIELINIZACJA UKLADU LIMBICZNEGO
W ROZWOJU ONTOGENETYCZNYM SZCZURA

Samodzielna Pracownia Patologii Ukladu Nerwowego i Narzadéw Zmysiow AM
w Poznaniu
Kierownik: doc. dr hab. med. M. Kozik

Wsrod drog nerwowych ukladu limbicznego wyréznia sie dwie grupy
(Zeman, Innes, 1963):

1) drogi laczace poszczegdlne struktury ukladu limbicznego, a mia-
nowicie: a) obrecz — lgczacg zakret obreczy z hipokampem, b) prazki
podluzne — 1lgczgce pole przegrodowe z hipokampem, c¢) pasmo prze-
katne Broca — Igczice pole przegrodowe i jagdro migdalowate.

2) drogi lgczace uklad limbiczny z innymi czeSciami mozgu: a) skle-
pienie — stanowigce pol3jczenie pomiedzy strzepkiem hipokampa z cia-
lami suteczkowatymi i podwzgérzem, b) prazek krancowy — lgczgcy
jadro migdalowate z podwzgérzem, c¢) peczek przysrodkowy przodo-
moézgowia — lgczacy jadro migdalowate, pole przegrodowe i kore czo-
lowo-podstawng ze strukturami podwzgérza i ukladem siateczkowatvm
pnia mézgu, d) prazek rdzenny wzgoérza — laczacy pole przegrodowe
z jadrem uzdeczki. Uklad tych drég stanowi zamkniety obwéd neuro-
nalny woké6l miedzymoézgowia ze stacjami przekaznikowo-modulacyj-
nymi w strukturach jadrowych uklacdu limbicznego.

Badania nad mielinizacjg drég ukladu limbicznego przeprowadzono
ze wzgledu na niejednoczasowe pojawianie sie u szczuréw roznych sta-
néw emocjonalnych. Celem podjetych badan jest proba korelacji po-
miedzy mielinizacjg drog nerwowych ukladu limbicznego i rozwojem
podstawowych reakcji behawioralnych szczura (reakcje pokarmowe,
obronne, leku, agresywnosci, seksualne).

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 36 szczurach szczepu Wistar, samicach
i samcach, ktére cekapitowano w 1, 3, 8, 17, 40, i 60 dniu zycia po-
zaplodowego. Material 7o badar: ctanowilo moézgowie, z kidreg> w sta-
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nie nieutrwalonym sporzgdzano skrawki kriostatowe dla oznaczania
aktywnosci dehydrogenaz lub po utrwaleniu w plynie Bakera w temp.
4°C przez 16 godzin, cieto skrawki na mikrotomie mrozeniowym dla
oznaczenia aktywnosci fosfataz i esteraz.

Przeprowadzono badania aktywnosci nastepujacych enzymoéw: dehy-
drogenazy a-glicero-fosforanowej (NAD*) — E.L. 1.1.1.8*), dehydroge-
nazy mleczanowej — E. L. 1.1.1.27, dehydrogenazy {-hydroksymasla-
nowej — E. L. 1.1.1.30, dehydrogenazy izocytrynianowej — E.L. 1.1.1.41,
dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowei — E.L. 1.1.1.49, dehydrogenazy
bursztynianowej — E.L. 1.3.99.1, dehydrogenazy NADPH — E.L. 1.6.99.1,
dehydrogenazy NADH — E.L. 1.6.99.3, tiaminowej pyrofosfatazy —
E.L: 2.5.1.3 — wedlug metody Novikoff’a i Goldfischer’a (1961), nie-
specyficznej esterazy — E.L. 3.1.1.1. — wedlug metody Nachlas’a i Se-
ligmann’a (1949), écetylocholinesterazy — E.L. 3.1.1.7 — wedlug me-
tody Gerebtzoff’a (1953), butyrylotiocholinesterazy — E.L. 3.1.1.8 —
wedlug metody Gerebtzoff’a (1953), fosfatazy zasadowej — E.L. 3.1.3 1.
— wedlug metody Gomori’ego (1953), fosfatazy kwasnej — E.L. 3.1.3.2.
— wedlug metody Gomori’ego (1953), adenozynotréjfosfatazy — E.L.
3.6.1.3. — wedlug metody Wachstein’a i Meisel’a (1957).

Dla oznaczania aktywnosci dehydrogenaz stosowano plyn inkubacyj-
ny podstawowy zalecany przez Pearse i Hessa (1961) dla tkanki ner-
wowej z dodatkiem odpowiednich substratow.

Ponadto czes¢ materialu po utrwaleniu w plynie Bakera zatapiano
w parafinie lub celoidynie, a sporzadzone skrawki barwiono wediug
metod Kliiver-Barrera i Woelcke, Nissla oraz hematoksyling — eozyna.

WYNIKI

W' grupie zwierzat 1 i 3 dniowych zwraca uwage gruba warstwa mto-
dych, niezréznicowanych komérek macierzy zlokalizowana podwyscidi-
kowo w otoczeniu ukladu komorowego (ryc. 1).

W tym okresie zycia pozaplodowego nie obserwuje sie mieliny w
obrebie drég ukladu limbicznego, podczas gdy drogi piramidowe i wiok-
na prazkowia sg juz w trakcie mielinizacji. W drogach ukladu limbicz-
nego pierwsze wlokna zmielinizowane pojawiaja si¢ pomiedzy 3 a 3
dniem zycia pozaplodowego.

W grupie szczuréw 8 dniowych mielina drég ukladu limbicznego wy-
barwia sie bardzo stabo. W tym okresie zycia zaobserwowa¢ mozna po-
czatki mielinizacji w prgzku rdzennym wzgérza, prazku krancowym
i w strzepku hipokampa. W strzepku hipokampa widoczne sg jeszcze

*) E.L. — numer listy enzyméw (Florkin, Stotz, 1973)

http://rcin.org.pl



Nr 1 Mielinizacja ukladu limbicznego %1

Ryc. 1. Migracja niezr6znicowanych komorek macierzy w kierunku strzepka hi-
pokampa i obreczy. Pierwszy dzien zycia pozaplodowego. H—E. Pow. 90 X.

Fig. 1. Migration of undifferentiated matrix cells towards fimbria hippocampi and
cingulum. First day of extrafoetal life. H—E. X 90.

liczne mlode, niezréznicowane komoérki w postaci medulloblastéw i spon-
gioblastow. Réwnolegle mozna jednak zaobserwowaé¢ pasma oligoden-
droblastow i oligodendrocytéw (ryc. 2).

W 17 dniu zycia pozaplodowego zwieksza sie liczba widkien zmielini-
zowanych w omawianych strukturach a ponadto pojawia sie mielina we
wldéknach nerwowych obreczy. W dalszym etapie mielinogenezy mozna
zaobserwowac¢ systematyczny wzrost intensywnoéci wybarwiania sig
oslonek mielinowych. W 40 dniu zycia osqbniczego widoczne sg juz do-
brze wyksztalcone ostonki rdzenne we wldknach obreczy (ryc. 3) oraz
w strzepku hipokampa, zwraca jednak uwage bardzo skgpa liczba wio-
kien mielinowych w obrebie prazka krancowego (ryc. 3). Stopien mie-
linizacji drég ukladu limbicznego w grupie zwierzat 60 dniowych nie
ulega wyrazniejszej zmianie.

Dehydrogenaza a-glicero-fosforanowa. Aktywnosc¢
dehydrogenazy a-glicero-fosforanowej jest widoczna w drogach ukladu
limbicznego szczuréw 1 i 3 dniowych w roéznicujacych sie komérkach
macierzy. Od 3 do 8 dnia zycia pozaplodowego obserwuje sie wysoky
aktywnos¢ tej dehydrogenazy w komodrkach gleju mielinizacyjnego i w
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Scianach naczyn krwiono$nych. W 17 dniu zycia pojawia sie odczyn
w oligodendrogleju i narasta az do 40 dnia zycia. Natomiast u szczu-
réow 60 dniowych aktywnos$¢ tego enzymu jest stabsza niz u zwierzat
40 dniowych.

Ryc. 2. Obok niezréznicowanej warstwy rozrodczej pasma oligodendroblastow
i oligodendrocytéw. Strzepek hipokampa. Osmy dzien zycia pozaplodowego
Woelke. Pow. 90 X.

Fig. 2. The bands of oligodendroblasts and oligodendrocytes near undifferentiated
matrix cells layer. Fimbria hippocampi. Eight day of extrafoetal life. Woelke. X 90.

Dehydrogenaza mleczanowa. W 1 i 3 dniu zycia poza-
plodowego aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej jest ograniczona do
$cian naczyn krwionosnych drég ukladu limbicznego. W grupie zwie-
rzat 8- i 17-dniowych obserwuje sie¢ umiarkowang aktywnos$¢ tego en-
zymu w komoérkach gleju mielinizacyjnego. W 40 dniu zycia umiar-
kowana aktywnos$¢ enzymatyczna wystepuje w oligodendrocytach. Od-
czyn ten u szczuréow 60-dniowych jest nieco slabszy niz w grupie 40-
-dniowych.

Dehydrogenaza f-hydroksymaslanowa. Do 6 dnia zy-
cia pozaplodowego nie obserwuje sie w drogach ukladu limbicznego
dodatniego odczynu dla dehydrogenazy p-hydroksymaslanowej. W gru-
pie szczuréw 17-dniowych reakcja jest widoczna w oligodendrogleju
obreczy i sklepienia. W drogach ukladu limbicznego enzym ten osigga
najwigksze nasilenie aktywnosci w 40 dniu zycia. Odczyn w oligodend-
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rogleju zwierzat €2-dniowych jest nieco slabszy w poréwnaniu do po-
przedniej grupy.

Dehydrogenaza izocytrynianowa. Aktywnos¢ tego en-
zymu pojawia sie w naczyniach krwionosnych drég ukladu limbicz-
nego w 8 dniu-zycia pozaplodewego. U szczuréw 17-dniowych reakcja
jest widoczna w oligodendrocytach i narasta w nich do 40 dnia zycia.
U zwierzat 60-dniowych nasilenie odczynu w oligodendrogleju jest
stabsze.

Ryc. 3. Dobrze wyksztalcone ostonki rdzenne we wildknach obreczy i strzepku hi-

pokampa oraz nieliczne wilékna mielinowe w prazku krancowym. Czterdziesty

dzien zycia pozaptodowego. Woelke. Pow. 36 X. Objasnienia: C — obrecz, CC —

spoidlo wielkie, F — sklepienie, FH — strzepek hipokampa, SM — prazek rdzen-
ny, ST — prazek krancowy.

Fig. 3. Well formed medullary sheaths of cingulum and fimbria hippocampi fi-

bres. Few myelinated fibres in stria terminalis. Fortieth day of extrafoetal life.

Woelke. X 36. Explanations: C — cingulum, CC — corpus callosum, F — fornix,
FH — fimbria hippocampi, SM — stria medullaris, ST — stria terminalis.

Dehydrogenaza glikozo-6-fosforanowa. Do 8 dnia zy-
cia pozaplodowego w drogach ukladu limbicznego nie wystepuje do-
datni odczyn dla aktywnosci dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej.
W 17 dniu zycia obserwuje sie aktywnos¢ enzymu w oligodendrogleju
obreczy i sklepienia. Nasilenie odczynu w oligodendrogleju zwieksza
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sie u szczuréw 40- i 60-dniowych. W grupie zwierzat najstarszych po-
jawia sie takze dyfuzyjne zabarwienie wypustek osiowych.

Dehydrogenaza bursztynianowa. Nasilenie odczynu na
aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej jest w drogach ukladu lim-
bicznego slabsze niz pozostalych dehydrogenaz. W 8 dniu zycia poza-
plodowego odczyn jest widoczny w $cianie naczyn krwiono$nych. W 17
dniu zycia reakcja jest widoczna w oligodendrocytach. W grupie zwie-
rzat 40-dniowych nasilenie odczynu stabnie, a u 60-dniowych reakcja
enzymatyczna zanika calkowicie.

Dehydrogenaza NADPH. Aktywno$¢ reduktazy tetrazolowej
koenzymu II pojawia si¢ w drogach ukladu limbicznego w 8 dniu zZy-
cia w Scianie naczyn krwionosnych. Od 17 do 40 dnia zycia pozaplodo-
wego dodatni odczyn wystepuje w oligodendrocytach. Neuroglej szczu-
row 60-dniowych wykazuje slabszg aktywnos¢ tej dehydrogenazy w
poréwnaniu do szczuréw 40-dniowych.

Dehydrogenaza N ADH. Dodatni odczyn na reduktaze tetra-
zolowa koenzymu I pojawia sie dopiero w 17 dniu zycia pozaplodowego.
Reakcja enzymatyczna jest zlokalizowana w oligodendrocytach i osigga
najwieksze nasilenie w 40 dniu zycia pozaplodowego. U zwierzat 60-
-dniowych nasilenie odczynu w oligodendrogleju stabnie.

Tiaminowa pyrofosfataza (TPPaza). W grupie szczuréw 1-
i 3-dniowych aktywnos¢ TPPazy obserwuje sie¢ w niezr6éznicowanych
komoérkach macierzy, w komoérkach wywedrowujgcych z warstwy roz-
rodczej w kierunku drog ukladu limbicznego oraz w Scianach naczyn
krwiono$nych. Nasilenie odczynu w $cianach naczyn krwionosnych jest
intensywniejsze niz w pozostalych elementach strukturalnych.

W 8 dniu zycia pozaplodowego najwieksze nasilenie reakcji enzy-
matycznej wystepuje w gleju mielinizacyjnym zaréwno w strzepku
hipokampa jak i w obreczy. Pojedyncze komérki z silng aktywnoscia
TPPazy sa jeszcze widoczne w drogach ukladu limbicznego w 17 dniu
zycia pozaptodowego. Ponadto wida¢ tez wyrazng aktywnos¢ TPPazy
w dojrzatych oligodendrocytach pomiedzy poszczegbélnymi widéknami pe-
czkéw nerwowych.

W 40 dniu zycia osobniczego aktywno$¢ TPPazy w drogach ukiadu
limbicznego jest zlokalizowana w neurogleju i w $cianach naczyn krwio-
nosnych (ryc. 4).

W 60 dniu zycia pozaplodowego narasta reakcja enzymatyczna w
naczyniach krwiono$nych a slabnie w oligodendrogleju.

Niespecyficzna esteraza (NsE). Po urodzeniu i u zwierzat
3-dniowych aktywnos$¢ enzymu obserwuje sie jedynie w pericytach na-
czyn krwionosnych. U szczuréw 8-dniowych wystepuje dodatni odczyn
w komoérkach gleju mielinizacyjnego, ktory jest slabszy niz w S$cianie
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Ryc. 4. Aktywnos$¢ TPP-azy zlokalizowana w neurogleju i w $cianach naczyn
krwionosnych. Strzepek hipokampa. Czterdziesty dzien 2zycia pozaplodowego.
Pow. 90 X.

Fig. 4. Activity of TPP-ase localized in neuroglia and in the blood vessel walls.
Stria hippocampi. Fortieth day of extrafoetal life. X

Ryc. 5. Wyrazna aktywno$¢ AChE w oligodendrogleju i slaba aktywno$é we wlok-
nach nerwowych strzepka hipokampa. Czterdziesty dzien zycia pozaplodowege.
Pow. 90 X.

Fig. 5. Marked activity of AChE in oligodendroglia and weak enzyme activity in
the neuronal processes of stria hippocampi. Fortieth day of extrafoetal life. X 9.

naczyniowej. Reakcja enzymatyczna u szezuréw - 17-dniowych ma po-
sta¢ dyfuzyjnego podbarwienia strzepka hipokampa, prazka rdzennego
wzgbrza oraz obreczy. : v

W 40 dniu zycia pozaplodowego dodatni edczyn obserwuje sie w oli-
godendrogleju strzepka hipokampa, w obreczy i w sklepieniu. W 60
dniu zycia narasta stopien aktywnosci NsE w oligodendrogleju oraz we
wléknach drég ukladu limbicznego w postacis dyfazyjnego ich podbar-
wienia na kolor niebieski. ‘ :

Acetylocholinesteraza (AChE). Do 17 dnia Zzycia pozaplo-
dowego aktywnos¢ AChE wystepuje tylko w Scianach naczyn krwio-
no$nych. U zwierzat 40-dniowych reakcja enzymatyczna jest widoczna
takze w oligodendrogleju (ryc. 5). Ponadto w tym okresie udaje siz
zaobserwowaé¢ dyfuzyjne zabarwienie wypustek osiowych w strzepku
hipokampa i w obreczy (ryc. 5). Dyfuzyjny odczyn w wypustkach osio-
wych obreczy i strzepka hipokampa zwieksza sie znacznie u szczuréw
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Ryc. 6. Wysoka aktywno$¢ FK w komérkach gliozy mielinizacyjnej obreczy. Osmy dzien zycia pozaptodowego. Pow. 90 X.
Fig. 6. High activity of ac. Ph. in the cells of myelination gliosis of cingulum. Eight day of extrafoetal life. X 90.
Ryc. 7. Aktywno$é FK w oligodendrogleju strzepka hipokampa i w prazku krancowym. Czterdziesty dzien zycia pozaptodo-
wego. Pow. 90 X.
Fig. 1. Activity of acP. in oligodsndroglia of fimbria hipocampi and in the stria terminalis. Fortieth day of extrafoetal
life. X 90.
Ryc. 8. Wysoka aktywno$é ATP-azy w komérkach gliozy mielinizacyjnej obreczy. Osmy dzien zycia pozaplodowego. Pow.
440 X.
Fig. 8. High activity of ATPase in the cells of myelination gliosis of cingulum. Eight day of extrafoetal life. X 440.
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60-dniowych, zmniejsza sie natomiast aktywnos¢ AChE w oligodendro-
gleju i w $cianach naczyn krwionosnych.

Butyrylotiocholinesteraza (BuTJ). Od urodzenia do 17
dnia zycia pozaptodowego aktywno$¢ BuTJ jest ograniczona do S$cian
naczyn krwionosnych. W grupie szczuréw 40- i 60-dniowych w dro-
gach ukladu limbicznego pojawia sie dyfuzyjna aktywno$s¢ BuTJ w
wypustkach osiowych. W grupie zwierzat najstarszych nasilenie odczy-
nu enzymatycznego w S$cianach naczyn krwiono$nych nieco slabnie w
poréwnaniu z aktywno$cig BuTJ obserwowang w 17 dniu zycia.

Fosfataza zasadowa (FZ). Aktywnos¢ FZ w drogach ukladu
limbicznego wystepuje w postaci dyfuzyjnej i narasta stopniowo od
urodzenia az do 60 dnia zycia. Nasilenie aktywnosci enzymu u ose-
bnikéw dojrzatych jest jednak umiarkowane. Niekiedy u szczuréw 8-
-dniowych mozna zaobserwowaé¢ pojedyncze komorki glejowe, w kto-
rych natezenie reakcji jest wieksze.

Fosfataza kwas$na (FK). Po urodzeniu widoczna jest silna ak-
tywnos¢ FK w komorkach niezréznicowanej warstwy rozrodczej. Od
3 dnia zycia pozaplodowego w obrebie strzepka hipokampa, pragzka
rdzennego i obreczy pojawiaja sie¢ komoérki o bardzo silnej aktywnosci
FK wywedrowujace z warstwy rozrodczej. Reakcja enzymatyczna w
naczyniach krwionos$nych jest znacznie slabsza niz w migrujgcych ko-
morkach glejowych. Natomiast w 8 dniu zycia zwraca uwage bardzo
silna aktywnos¢ FK w komédrkach gleju mielinizacyjnego obreczy (ryec.
6). W 17 dniu zycia odczyn na FK wystepuje w oligodendrocytach
drég ukladu limbicznego i w $cianach naczyn krwionosnych. W dal-
szych etapach ontogenezy ma miejsce stopniowy wzrost aktywnosci
FK, osiagajagc najwieksze nasilenie u szczuréw 40-dniowych (ryc. 7).
W grupie szczuréow 60 dniowych wystepuje spadek aktywnosci FK w
oligodendrogleju, natomiast w naczyniach krwiono$nych aktywnos¢ ba-
danego enzymu jest taka sama jak u zwierzgt 40-dniowych.

Adenozynotrojfosfataza (ATPaza). U szczuréow l-dniowych
aktywnos¢ ATPazy jest widoczna w okolokomorowej warstwie rozrod-
czej i w $cianach naczyn krwionosnych. W 3 i 8 dniu zycia pozapto-
dowego bardzo silng aktywno$¢ ATPazy wykazujg komoérki gleju mie-
linizacyjnego w istocie biatej zakretu obreczy (ryc. 8) i w strzepku hi-
pokampa. W tym okresie w S$cianach naczyn krwionosnych wzrost ak-
tywnosci ATPazy jest niewielki. W 17 dniu zycia pozaplodowego poja-
wia sie odczyn w astrocytach oraz wzrasta aktywno$¢ enzymu w Scia-
nach naczyn krwionos$nych. U szczuréw 40-dniowych uwidacznia sie
staba aktywno$¢ ATPazy rowniez w oligodendrocytach. W 60 dniu zy-
cia nasilenie reakcji na ATPaze nieco stabnie w astrocytach a narasta
w oligodendrocytach i w $Scianach naczyn krwionosnych.

Neuropatologia Polska — 3
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OMOWIENIE

Morfologiczne i histoenzymatyczne przemiany towarzyszgce mielini-
zacji drog ukladu limbicznego sa podobne do przemian wystepujgcych
w tym procesie w istocie bialej innych cze$ci mézgu (Wender i wsp.,
1971). Mielinizacja drég ukladu limbicznego jest poprzedzona okresem
migracji niezréznicowanych komoérek macierzy z przykomorowej war-
stwy rozrodczej. Podobnie jak w innych czeSciach moézgu dochodzi po-
tem do tworzenia sie skupisk tych komoérek w obrebie peczkéw wlu-
kien ukladu limbicznego wraz z réznicowaniem morfologicznym od
medulloblastéw do oligedendroblastow i po6zniej oligodendrocytow.
Roznicujgce sie komoérki gleju mielinizacyjnego w ukladzie limbicznym
wykazujg wysokg aktywnos¢ TPPazy, FK, NsE i ATPazy. W dalszych
okresach pojawiania sie oslonek rdzennych utrzymuje sie wysoka ak-
tywnos¢ fosfataz i esteraz w oligodendrogleju jak i w astrogleju, osiz-
gajgc najwieksze nasilenie w drogach ukladu limbicznego u zwierzyt
40-dniowych. Okres najwyzszej aktywno$ci enzymatycznej oligoden-
drogleju wystepuje réwnolegle z najintensywniejszym wybarwianiem
si¢ mieliny. Po tym okresie nie obserwuje si¢ juz wzrostu barwliwo-
Sci mieliny, natomiast aktywnos$¢ enzymatyczna w oligodendrogleju
nieco slabnie. Spostrzezenia te wskazujg, ze mielinizacja ukladu lim-
bicznego szczura konczy sie w 40 dniu zycia pozaplodowego.

W poréwnaniu z innymi strukturami istoty bialej moézgu szczura,
obserwuje sie¢ réznice czasowe w pojawianiu sie¢ zaréwno gleju. mieii-
nizacyjnego jak i wilokien zmielinizowanych. Z prac Wendera i Ko-
zika (1968, 1969) przeprowadzonych na szczurach, myszach i krolikach
wynika, ze wlokna spoidla wielkiego moézgu oraz widékna drogi pira-
midowej i prazkowia dojrzewajg wczesniej niz wldékna drog ukladu
limbicznego. Wystepuja tez réznice czasowe w mielinizacji wiokien ner-
wowych pomiedzy poszczegélnymi drogami ukladu limbicznego. Naj-
weczesniej mielinizujg sie wlékna nerwowe prazka rdzennego wzgodrza,
prazka krancowego i strzepka hipokampa, najpézniej wiGkna obreczy.
Obserwacje te wydaja sie zgodne ze spostrzezeniami neurofizjologicz-
nymi (Fangel, Kaada, 1960; Mac Lean, 1958), wedlug ktérych kora
obreczy wywiera wplyw na czynnosci emocjonalne stuzace raczej za-
chowaniu socjalnemu i orientacji osobnika w $rodowisku, niz na czyn-
nosci wegetatywne stuzgce utrzymaniu jednostki przy zyciu.

Na uwage zasluguja tez réznice w pojawianiu si¢ aktywnosci enzy-
moéw oksydoredukcyjnych pomiedzy drogami ukladu limbicznego a in-
nymi strukturami istoty bialej moézgu. Wender i wsp. (1971) w bada-
niach histoenzymatycznych istoty bialej moézgu szczura w okresie roz-
woju pozaplodowego nie obserwowali aktywnosci dehydrogenaz w spon-
gioblastach i oligodendroblastach. Aktywno$¢ dehydrogenaz byla wy-
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kazywana przez tych autoréw dopiero w dojrzalym oligodendrogleju
po 17 dniu zycia pozaplodowego. W obrebie droég ukladu limbicznego
natomiast aktywnos¢ dehydrogenazy a-glicero-fosforanowej i mlecza-
nowej wystepuje w komérkach gleju mielinizacyjnego juz od 3 lub 8
dnia zycia pozaplodowego. Aktywnos$¢ pozostalych badanych enzymow
oksydoredukcyjnych pojawia sie w przebiegu mielinizacji drog ukladu
limbicznego dopiero w 17 dniu zycia pozaplodowego. Zdaniem niektd-
rych autoréw (Friede, 1965; Wender i wsp., 1972) aktywnos¢ dehy-
drogenaz jest zwigzana z metabolizmem dojrzalego oligodendrogleju.

WNIOSKI

1. Mielinizacja w obrebie ukladu limbicznego szczura rozpoczyna
sie pomiedzy 3 a 8 dniem zycia pozaplodowego i konczy sie w 40 dniu
zycia osobniczego.

2. Oslonki mielinowe pojawiajg sie najwczesniej we wloknach prgzka
rdzennego wzgérza i w strzepku hipokampa, potem w prazku kranco-
wym a najpézniej we wléknach obreczy.

3. Pomiedzy 3 a 17 dniem Zzycia pozaplodowego obserwuije si¢ w dro-
gach ukladu limbicznego wysoka aktywnos¢ TPPazy, NsE, FZ, FK
i ATPazy.

4. Aktywnos¢ dehydrogenaz w drogach ukladu limbicznego pojawia
sie od 3 do 17 dnia zycia pozaplodowego i wzrasta stopniowo do 40
dnia, a potem nieco spada lub nawet catkowicie zanika.

IO.IIuex

MUEJUHU3ATUA JUMBUYECKOM CUCTEMbI
B OHTOTEHETUYECKOM PA3BUTUM KPBICEI

VcecnenoBajnica mponecc MMeNIMHM3aUUMM NyTey JuMOMYecKOil CUCTEMBbI BO BpeMms
BHEYTPOOHOTO pa3zBUTUA KPBICHI C LIEJBIO ONpEeNesIeHUs KOpPpelaluu MexKAy MNoABJie-
[IMeM MMeJIMHOBBIX 000J0UeK M (PepMeHTHOM aKTMBHOCTM HEVPOTJINN.

UcenenoBaumusa ObLIM OpOBeZeHbl Ha KpbicaxX JauHuM Bucrap, KOTopb!X ybusaau
Ha 1, 3, 8, 17, 40 u 60 meup xu3um. Ha cpeszax mo3ra NpoBOAMIM OOLIYHOE OKpalllu-
BaHMe M TUCTOXMMMUYECKMEe peakuumu IJd OmnpejelieHMs CTeNeHy aKTUBHOCTU Jieru-
aporena3s, docdaras u screpas.

B pesyiabrare wucciepoBanmii Obiia obnapyzkena 3HauMTeNbHaAs andgepenny-
poBKa mnepuoja CO3peBaHMUs OJ€JbHBIX IIyTel JIMMOMYIECKO} CUCTeEMBI U ObLIM
BbIABJIEHBI Pa3JM4MsA B 9HZUMATUYECKOM AKTUBHOCTYM HEMPOTJMM B IydYKax HEPEHBIX
BOJIOKOH JMMOMYECKO) CHUCTEMBbI B pa3Hble INEPMOALI IOCTIMOPMOHANBLHOrO TNepuoja.

{

J. Szczech

MYELINATION OF THE LIMBIC SYSTEM IN ONTOGENIC DEVELOPMENT
OF RAT

Studies on myelination process of the limbic system pathways were carried
out in the course of postfetal development of rat with the aim of establishing
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correlation between the appearance of myelin sheaths and enzymatic activity of
neuroglia.

The experimental material consisted of Wistar rats which were decapitated
in 1, 3, 8, 17, 40 and 60th day of life. Sections of the brain were subjected to
histochemical reactions for the evaluation of the degree of dehydrogenases, phos-
phatases and esterases activity and also stained with routine histological stainings.

As a result of the study distinct differentiation was observed in the period of
maturation of various limbic system pathways. Differences were also pointed
out in the degree of enzymatic activity in various periods of postembryonal onto-
genesis.
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H. HAGER, R. METZ

LICHT- UND ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN
UBER DIE REGENERATION MARKHALTIGER NERVENFASERN
IN AUTOLOGEN UND HOMOLOGEN NERVENTRANSPLANTATEN

Neuropathologisches Institut der Justus Liegig-Universitit, Giessen, BRD

Praktische und theoretische Bemiihungen um Transplantationen an
peripheren Nerven gehen bis in die zweite Halfte des vorigen Jahr-
hunderts zurtick. Auch die Pathomorphologie der in solchen Transplan-
taten ablaufenden Prozesse fand friihzeitig Interesse. Von chirurgischer
Seite kamen die Dinge in den letzten Jahren durch die Einfiihrung
mikrochirurgischer Methoden wieder in Fluss. Es wurde im Verlauf
reger Diskussionen von klinischer Seite der Wunsch laut, dass eine
weitere Erforschung der Grundlagen erfolge. Doch waren fiir uns ganz
unabhangig von den Kontraversen tiiber bestimmte Transplantations-
arten und deren Kklinischen Prognosen die morphologischen Grundvor-
gange der Regeneration peripherer Nerven innerhalb zwischengeschal-
teter Uberbriickungsmedien von grésstem Interesse.

Bei Kaninchen wurden mit mikrochirurgischer Technik 8 autologe
und 17 homologe Transplantationen in den Nervus ischiadicus vorge-
nommen. Ausserdem wurden in 5 Fallen pradegenerierte homologe Ner-
venstiicke interponiert. Die Uberlebenszeiten bewegten sich zwischen
3 Wochen und 71/2 Monaten. Fiir die homologen Transplantationen
wurden gefriergetrocknete Nervenkonserven ferner fiir die homologen
Transplantationen Interponate beniitzt, die im Spendertier fiir Zeitrau-
me von ca. 14 Tagen eine sekundiren Degeneration unterworfen worden
waren. Die Gewebsuntersuchung erfolgte mit Hilfe des Licht- und des
Elektronenmikroskopes.

Wenn auch die sogenannte neuromatése Neurotisation in unseren
autologen Transplantaten recht giinstig erschien, so sahen wir auch in
den gefriergetrockneten homologen Interponaten fast durchwegs Re-
generation und damit auch klinische Restitution. So fand sich an einem
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homologen Transplantat nach 9 Wochen ein kollagenfaseriger narbiger
Komplex von &dusserst unregelméssiger Textur, welcher einer Durch-
setzung mit kleinsten Nervenfasern oder Biindeln erkennen lasst, wel-
che im Semidiinnschnitt bei hoherer lichtmikroskopischer Auflosung
noch deutlicher hervortreten (Abb. 1.).

Abb. 1. Homologes Transplantat, Uberlebenszeit 4 Wochen. Fasciculire Gliede-
rung des Regenerates. Es liegen kleine Fascicel vor, welche einige regenerierte
Markfasern neben zahlreichen marklosen Fasern enthalten. Die lappenféormigen
Fortsdtze von Fibrozyten durchziehen das maéssig fibrosierte Endoneurium. Semi-
diinnschnitt von eponeingebetteten Material. Paraphenylendiaminfiarbung.

Ryc. 1. Przeszczep homologiczny, czas przezycia 4 tygodnie. Peczkowe rozczionko-

wanie regenerujacej tkanki. Widoczne male peczki, ktére zawieraja pojedyncze

regenerujace widkna rdzenne obok licznych wibkien bezrdzennych. Platowate wv-

pustki fibrocytow przeciggaja silnie zwlékniale onerwie. Skrawek poélcienki z ma-
terialu zatopiemego w Eponie. Berwienie parafenyldwuaming.

Elektronenmikroskopisch fanden wir innerhalb der Fascicel von 4
Wochen alten Transplantaten gelegentlich merkwiirdige Anordnungen
(Abb. 2). So zeigten sich im Cytoplasma einer Schwann’schen Zelle
versenkt vier Querschnitte einer myelinisierten Faser, welche alle et-
wa senkrecht zur Faserachse lagen. Ob es sich dabei lediglich um
einen ausserst gewundenen Faserverlauf in einem internodalen Bereich
handelt sei dahingestellt. Wie Abbildung 3 zeigt, sind schon in den
ersten Wochen Organisation und Fibrosierung des Transplantates weit
fortgeschritten; nur zwei Minifascicel enthalten je eine markhaltige
und marklose Faser. Die Kollagenfibrillen sind dicht gepackt, sie wer-
den von den Forsitzen der Fibrozyten septenartig unterteilt. Nach
Ablauf mehrere Monate haben sich die Organisationsvorgange im Trans-
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plant konsolidiert. Den perineuralen Anordnungen in homologen Trans-
plantaten haben wir besonderes Interesse geschenkt (Abb. 4). In einem
Transplantat nach 4 1/2 Monaten sind Segmente dreier aneinandergren-
zender kleiner Fascicel sichtbar, im Endoneurium finden sich reichlich
Kollagenfibrillen. Die markhaltigen Fasern sind durchwegs reif, hin-
gegen zeigen die marklosen Elemente sehr kleine Querschnitte. Das
Perineurium baut sich aus mehreren Schichten auf, welche spaltfor-
mige Binnenraume einschliessen.

Abb. 2. Homologes Transplantat, Uberlebenszeit 4 Wochen. Es finden sich gemein-
sam im Cytoplasma einer Schwann’schen Zelle eingebettet vier Querschnitte my-
elinisierter Fasern von annidhernd gleicher Michtigkeit. X 27000.

Ryec. 2. Przeszczep homologiczny, czas przezycia 4 tygodnie. W cytoplazmie ko-

moérki Schwanna znajduja sie 4 przeciete poprzecznie -wldkna zmielinizowane
o zblizonej $rednicy. Pow. 27000 J

Die Ergebnisse seien kurz zusammengefasst: zentrale Nekrosen oder
Abszedierungen innerhalb des Interponates haben wir bei unseren ver-
schiedenen Transplantatformen in keinem Fall beobachtet. Eine Un-
hiillung der Transplantate wurde nicht vorgenommen. Es fand auch
bei der Mehrzahl unserer Préparate im Rahmen der bindegewebigen
Organisation des Transplantates eine gute Revaskularisierungstatt. Das
Kapillarmuster blieb allerdings irregular. Cellulare Manifestation von
Immunreaktionen fehlten beim homologen Transplantationsmodus weit-
gehend. Innerhalb von 7 Tagen und ldnger fanden wir keine ausge-
pragten Infiltrationen mit Rundzellen, Plasmazellen und Histozyten.

Sowohl autologe als auch homologe Regeneratstrecken liessen sich
kontinuierlich bis in die an das Transplantat anschliessenden distalen
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Nervenstrecken verfolgen. Modifikationen der Markscheidenbildung im
Transplantat diirften wenige auf eine relative altersbedingte Insuffi-
zienz (Schroeder, 1972) zuruckzufithren sein, als vielmehr auf die Aus-
wirkung des bindegewebigen narbenartigen Milieus und auf die unre-
gelmassige Gefassversorgung. Es handelt sich wohl um die Ausbildung
von Kiimmerformen, wie wir sie auch von anderen in narbigem Milieu

Abb. 3. Homologes Transplantat, Uberlebenszeit 4 Wochen. Zwei Minifascicel ent-

halten je eine einzige myelinisierte Faser und eine marklose Faser, welche von

einem mehrschichtigen Perineurium umhiillt sind. Kollagenfibrillen sind im en-

doneuralen Bereich sichtlich weniger dicht und gleichmassig gepackt als im
epineuralen. X 5400.

Ryc. 3. Przeszczep homologiczny, czas przezycia 4 tygodnie. Kazdy z dwéch matych

peczkéw zawiera pojedyncze widkna zmielinizowane i jedno bezrdzenne, ktére sa

otoczone wielowarstwowym onerwiem. Widkna kolagenowe w $roédnerwiu sg rza-
dziej i mniej réwnomiernie ulozone niz w onerwiu. Pow. 5400 X.

persistierenden Parenchymen kennen. Zerfallsvorgange an den Eigen-
strukturen des Interponates laufen nicht wie schon Bielschowsky und
Unger (1917) hervorgehoben haben in Form einer Waller’schen Dege-
neration ab. Ferner erhielten wir beinen Anhaltspunkt dafiir, dass
bei autologer Transplantion, Persistenz und virale Reaktionen trans-
plantierter Zellpopulationen eine Rolle spielen. Vielmehr scheint uns
der bindegewebige Umbau der Interponate eine wesentliche Voraus-
setzung fir deren Durchwachsung mit regenerierten Nervenfasern zu
sein. Wir konnten nicht erkennen, dass praexistente Strukturen wah-
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Abb. 4. Homologes Transplantat, Uberlebenszeit 4'/z. Monate. Segmente dreier
aneinandergrenzender kleiner Fascicel. Im endoneuralen Raum finden sich reich-
lich Kollagenfibrillen. Die durchwegs kleinkalibrigen markhaltigen Fasern sind
weitgehend ausgereift, die marklosen Fasern sind sehr klein. Das Perineurium
baut sich aus mehreren Schichten auf. Zwischen den Lamellen bestehen spalt-
formige Binnenrdume, welche z.T. auffallend arm an mesenchymalen Produkten
sind. X 5400.
Ryc. 4. Przeszczep homologiczny, czas przezycia 4'/> miesigca. Wycinki trzech gra-
niczacych ze soba matych peczkéw. W Srédnerwiu znajduja sie liczne wibékna ko-
lagenowe. Przebiegajace wildkna rdzenne o matej Srednicy wykazuja znaczny sto-
pien dojrzalosci, widkna bezrdzenne sa bardzo mate. Onerwie zbudowane jest
z licznych warstw. Pomiedzy lamellami wystepuja szczelinowate przestrzenie we-
wnetrzne, ktére sg po czesSci wybitnie ubogie w produkty mezenchymalne. Pow.
5400 X.
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rend irgeneines Prozessstadiums in den Neurotisationsvorgang leitend
oder ordnend eingreifen. Dies gilt auch fiir die pradegenerierten ho-
mologen Transplantate Uber die einige gilinstige Berichte vorlagen
(Das Guptas, 1967, Cajal, 1928, Sanders, 1954). Die Erwartungen erfiill-
ten sich jedoch nicht. Es zeigte sich innerhalb von 4—6 Wochen eine
auffallend starke Fibrosierung des pradegenerierten Interponates, wei-
cher etwa der bei den frischen nicht pradegenerierten Nervenhomo-
transplantaten entsprach.

Was die perineuralen Hiillen der das Interponat durchziehenden Mi-
nifascicel betrifft, so trdgt der Zellverband durchgehend Basalmembra-
nen, Desmosomen kommen gelegentlich vor. Anhaltspunkte dafiir, dass
in diesen Situationen sich Fibrozyten am Aufbau des Perineuriums di-
rekt beteiligen, finden sich nicht.

H. Hager, R. Metz

BADANIA W MIKROSKOPIE OPTYCZNYM I ELEKTRONOWYM
REGENERACJI WLEOKIEN MIELINOWYCH W PRZESZCZEPACH
NERWOWYCH AUTOLOGICZNYCH I HOMOLOGICZNYCH

Streszczenie

U kroéliké6w wykonywano przeszczepy autologiczne (8 zwierzat) i homologicz-
ne (17 zwierzat ) do nerwu kulszowego postugujac sie technika mikrochirurgiczna.
Ponadto w 5 przypadkach wszczepiono uprzednio zwyrodniale, homologiczne wy-
cinki nerwéw. Okres przezycia wahal sie od 3 tygodni do 7!z miesigca. Zar6wno
w przeszczepach autologicznych jak i homologicznych stwierdzono organizacje
przeszczepu wychodzacg z otoczenia, unaczynienie, a nastepnie zwtbknienie. Uprzed-
nio istniejace struktury byly ledwie rozpoznawalne. Zmiany w prawidlowym roz-
woju oslonek mielinowych, a szczegblnie mniejsza grubos$¢ ostonek mielinowych
W przeszczepie mozna wigza¢ glownie z wplywem bliznowacenia otaczajace]
tkanki. Nierzadko powstawaly formy patologiczne. W przeszczepach autologicz-
nych poprzednio istniejgce komoérki Schwanna nie mialy decydujgcego udziaiu
w procesie uprzatania i regeneracji. We wszystkich typach przeszczepow ilosé
wiokien bezmielinowych w peczkach wildkien byla stosunkowo duza w poréwna-
niu do widkien zmielinizowanych. We wszystkich trzech rodzajach przeszczepow
tworzenie onerwia bylo takie samo. Fibrocyty nie tworzyly prawdziwego onerwia.
Formy przejsciowe w Kkierunku prawdziwych komoérek ostonki ujawniano we
wszystkich rodzajach przeszczepdéw, najczeSciej jednak w przeszczepach homolo-
gicznych, Po przeszczepieniu zwyrodniatych, homologicznych odcinkéw nerwow
nastepowala rozlegla organizacja ogniska przez widkna kolagenowe. Tworzenie
si¢ wlékien nerwowych obserwowano pod postacia malenkich peczk6w ner-
wowych.
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X. Xarep, P. Merng

VICCIEIOBAHMSA B OIITUYECKOM
U DIEKTPOHHOM MMKPOCKOIIE PETEHEPAIIMY MUEJMHOBbBLIX BOJOKOH
B AYTOJIOTUYHBIX U T'OMOJIOTUYHBIX TPAHCIIIAHTATAX HEPBOB

Pe3zomMme

Y KpPOJIMKOB BBIINOJIHAJM ayTOJOruyHble (8 KMBOTHBIX) M IOMOJIOrMYHble (17 XKu-
BOTHBIX) NepecajkKy Ha CeJaJMINHbI HEepB, NOJb3yACh MMKPOXMPYPIrUMYECKO! TeXHU-
kor. KpomMe TOro, B 5 ciyydasax IepecaxuBaliy NPeABapPUTEJIbEO BbIPOJUBIINECH
roMoOJIOrMYHble ydyacTKM HepBOB. CpOK rnepexkuBaHus Kojebasnca or 3 Heaeab A0
7,5 mecsaueB. Kak B ayTOJIOTMYHBIX, TAK M B TIOMOJIOTMYHBIX TpaHCIJIaHTaTaxX ycTa-
HOBJIEHA OpraHM3auusi I[epecazKeHHO) TKaHM, BBIXOAALIAsA M3 OKPYKEHMUA, BaCKy-
nApusauus, a 3areM Gubdpos. IIpeaBapUTEIbHO MMEBIIMECS CTPYKTypbl Oblin easa
pa3inuMMbl. V3MeHEeHUs B HOPMAJIbHOM Pa3BUTHM MUEJNMHOBBIX 000JIOYEK, B 4YacT-
HOCTYM MEHBUIYIO TOJIIMHY IIOCJIeJJHMX B TpanCIlJIaHTaTe, MOXKHO CBA3bIBAThH IJIaBHBIM
obpa3om ¢ BamsAHueM pyOueBaHus OKpy:Kalllel TKanu. Hepenko BO3HMKaJIM IaTO-
Joruyueckue (popmbl. B ayToOJIOTMYHBIX TPaHCIJAHTATaX IPeABapUTEJIBHO MMCBIIMECH
kiaerkyu IIIBaHHA He MMeJM DPELIAIIIero y4dacTus B Ipolecce yOupanHus M pereHe-
panuyu. Bo BcexX TUIaX TPAHCINIAHTATOB KOJMYECTBO HEMMEJVMHOBBIX BOJIOKOH B IIy4-
KaX ObIJIO OTHOCUTEJBHO BEJIMKO II0 CPAaBHEHMUIO C MMEJIMHMU3MPOBAHHBLIMU BOJOKHAMM.
Bo Bcex Tpex BujaX TpaHCIJIAHTATOB OOpa3oBaHMe NepuHEBPUs ObIJIO ONMHAKOBBLIM.
DubpounThl He 0OPa30BLIBAJM HACTOAILEr0 NepuMHEeBpUd. POPMBI, IIepexojnble B Ha-
NIpaBJIEHUM HACTOAIIMX KJeTOK 000JI0uKM, oOHAapyzKeHbl BO BCeX BUAAX TPaHCIJIAH-
TATOB, OJAHAKO 4Yallle BCEro B TOMOJIOTMYHBIX Ilepecagkax. Ilocie mnepecajkyu BbIPO-
JMBIIMXCA TOMOJIOTMYHBIX Yy4YacTKOB HEPBOB Hacrynaja of0mmpHad opraHm3anus
oyara KOJIJIar€HOBbIMM BOJIOKHamMu. OOpaz3oBanme HEPBHBIX BOJIOKOH Habiropann
B BUJle MAJEHbKUX HEPBHLIX IIy4YKOB.
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A HISTOCHEMICAL STUDY OF MYELIN DEGENERATION
IN THE SCIATIC NERVE SEVERED BY COAGULATION

Neurological Institute (Edinger Institute) of the Johann-Wolfgang-Goethe-Univer-
sity and Department of Neuropathology of the Max-Planck-Institute for Brain
Research, Frankfurt, BRD
Polish Academy of Science, Medical Research Center, Laboratory of Neuropa-
thology

Changes in myelin during the proceses of Wallerian degeneration are
due to enzymatic activity (Adams, 1958; Adams, Tugan, 1961). In wvitro
myelin degeneration can be inhibited by many factors, i.e. low and
high temperatures (Nageotte, 1910) or organophosphorus inhibitors of
esterase and protease (Wolman, 1968). The present in vivo study was
performed to see whether the histochemical reactions in a sciatic ner-
ve injuried by heat coagulation are different from those caused by
transection.

It was assumed that myelin degeneration in a coagulated nerve ta-
kes place in another way than usual type of myelin breakdown du-
ring secondary degeneration.

Besides, ,retrograde reaction” in the motor neurons of the spinal
cord was studied; the results are presented elsewhere (Maslinska, Tho-
mas, 1975).

MATERIAL AND METHODS

In immature rats the left sciatic nerve was transected or injured
locally above the tibial division by heat coagulation on the 19th day
of life. Eight days after operation the rats were decapitated and the
site of injury of the sciatic nerve was frozen immediately. Unfixed
tissue was cut in a cryostat. Fresh slices were used to investigate the
activity of dehydrogenases, whereas for the hydrolases the sections
were dried before incubation at room temperature for about 4—15
days.

The dehydrogenases examined as described by Thomas and Pearse
(1961) were: succinic dehydrogenase, a-glycerophosphate-menadion-te-
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trazolium-reductase, NADH,-tetrazolium reductase (INAD-diaphorase).
Nitro Blue tetrazolium salt was used as electron acceptor; incubation
time 30—45 min.

Studied hydrolases were acid phosphatase and acetylcholinesterase
(thiocholine method of Koelle et al.,, modified by Gomori, 1952), incu-
bation time 3—20 hours.

Acid phosphatase activity was examined using following methods:
metal salt method of Gomori (1952) and azodye methods (simultaneous
coupling) as described by Pearse (1960) with Naphthol AS-TR pho-
sphate and Fast blue B and Naphthol AS-TR phosphate and hexazo-
tized pararosaniline; incubation time 45—60 min.

The plasmalogen reaction (after Hayes, according to Pearse 1960) and
the OTAN method (Adams, 1959) for myelin lipids were also perfor-
med.

RESULTS
Nerve injured by transection

The plasmalogen reaction and OTAN method revealed that myelin
structure in the proximal part of the nerve was unchanged 8 days
after operation. Near the lesion plasmalogens had disappeared. Disin-
tegration of the myelin sheath was present in the distal part of the
nerve undergoing Wallerian degeneration. Activities of the succinic
and a-glycerophosphate dehydrogenases were low in the degenerating
nerve. NADH, tetrazolium reductase was higher near the site of injury
than in the rest of the proximal nerve stump.

Strong activity af acid phosphatase was found in the cells of the
distal stump, especially near the site of the transection.

Nerve injured by heat coagulation

The continuity of the nerves injured by heat coagulation was preser-
ved (Figs. 1—3). Five different zones were found in the injured nerve:

Fig. 1. A—C. Ischiadic nerve of a rat, 8 days after coagulation by heat. Letters:
see text. Acid phosphatase. A and B: Gomori method. A. Coagulated segment
without active macrophages (c). Below (ciny) band of cells exhibiting enzyme acti-
vity. There are no active cells originating from the proximal stump (b). X 40.
B. Higher magnification of the coagulated segment (c). X 300. C. Azodye method.
Higher magnification of the zone with mumereus macrophages (Ciny). X 300.
Ryc. 1. A—C. Nerw kulszowy 8 dni po koagulacji. Oznaczenia: patrz tekst. Fosfa-
taza kwasna. A i B: Metoda Gomoriego. A. Koagulowany odcinek nerwu bez
aktywnych makrofagéw (c). Ponizej pasmo komoérek z licznymi aktywnymi ko-
moérkami (ciny). Brak aktywnych komoérek pochodzgcych z dosiebnego kikuta (b).
Pow. 40 X. B. Fragment koagulowany (c) Pow. 300 X. C. Metoda dwuazowa.
Warstwa zawierajgca liczne makrofagi (Ciny). Pow. 300 X.
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(a) the proximal intact nerve, (b) an edematous transition zone, (c) the
coagulated segment, (ciny in Fig. 1) a zone of cell invasion within this
segment, and (d) the distal part with secondary degeneration. The pat-
terns of enzymatic activities in the proximal (a) and the distal (d) seg-
ments equalled the proximal and distal stumps of the transected nerve.
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In the ”coagulated” part of the nerve the histochemical reactions re-
vealed a different type of myelin degeneration as seen during secon-
dary degeneration. In this segment no cells with discernible acid phos-
phatase activity could be found by the Gomori-method (Figs. 1 A and B)
in spite of the fact that many cells were visible. However, in some
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Fig. 2. The same animal as
in Fig. 1. Acetylcholineste-
rase. Letters: see text. In
the coagulated segment (c¢)
many nerve fibers still pre-
serve enzyme activity. It is
lost in the segment with
Wallerian degeneration (d).
In segment b the distinct
staining may be due to an
artifact. X 40.

Ryc. 2. To samo zwierze co
na ryc. 1. Acetylocholineste-
raza. Oznaczenia: patrz tekst.
W  koagulowanym odcinku
nerwu (¢) aktywnosé¢ enzymu
w wielu wiéknach nerwo-
wych zachowana. Brak ak-
tywnosci w odcinku nerwu, w
ktorym zachodzi zwyrodnie-
nie Wallera (d). Wyrazne
wybarwienie w odcinku b
spowodowane artefaktycznie.
Pow. 40 X.
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Schwann cells a low activity of the three dehydrogenases examined
could be detected. Activity of acetylcholinesterase was relatively well
preserved when one compares it with the enzyme activity in the distal
part, where it had disappeared (Fig. 2). In the "coagulated” part of the
nerve the reaction for plasmalogens was negative (Fig. 3) and with the
OTAN method osmiophilic droplets could not be detected.

Fig. 3. The same animal as in
Fig. 1. Plasmalogen reaction. Let-
ters: see text. In the coagulated
segment (c) the reaction is nega-
tive. In a fascicle with Wallerian
degéneration (d) a scarcely positive
myelin debris. X 40.
Ryc. 3. To samo zwierze co na
ryc. 1. Reakcja plasmalogenowa.
Oznaczenia: patrz tekst. Ujemny
odczyn w koagulowanym odcinku
nerwu (c). Resztki mieliny w
peczkach wiokien w trakcie zwy-
rodnienia Wallera wykazuja stabg
reakcje dodatniag (d). Pow. 40 X.

W 9.
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Numerous cells with high acid phosphatase activity were visible in
the coagulated part of the nerve, except the distal segment only, for-
ming a broad band (Fig. 1 A and C). This cells band showed also high
a-glycerophosphate dehydrogenase and NADH, tetrazolium reductase
activities.

DISCUSSION

The sciatic nerve of the 6 weeks old rat seems to be well developed
and myelinated (Friede, Samorajski, 1968). In our studies most of the
histochemical reactions in the nerve injured by transection were similar
to those described by Friede (1959) in adult rats. But the high activity
of NADH, tetrazolium reductase in the proximal stump, eight days
after operation, did not coincide with a depletion of the cell body en-
zyme content as it was found by Friede (1959). An increase of NADH,
tetrazolium reductase activity in motor neurons of the ipsilateral ven-
tral gray horn was observed (Maslinska, Thomas, 1975).

The process of myelin disintegration which takes place in the ”coa-
gulated” segment of the nerve is quite different from secondary dege-
neration. Here, we did not find cells with high acid phosphatase activi-
ty as seen in the macrophages during Wallerian degeneration. We could
not detect also osmiophilic droplets which were discovered in the distal
part from the coagulated segment. Nevertheless, myelin was changed
as emerged from the reaction for plasmalogens, which are the normal
constituents of the myelin sheath. These lipids had disappeared comple-
tely in the coagulated segment 8 days after coagulation. Two days after
coagulation plasmalogens are still visible (Thomas, 1969). It means that
the composition of myelin lipids could be changed without enzymatic
cell activity. The same was observed in autopsy material by Lindlar
(1967). On the other hand eight days after transection remnants of
plasmalogens were still visible in the myelin ovoids of the distal stump.
Though during secondary degeneration the breakdown of the myelin
sheath is already visible by fragmentation and the disappearance of the
stainable plasmalogens 2 to 3 days after transection, the complete re-
moval takes a longer period than one week.

The preserved activity of acetylcholinesterase in the coagulated seg-
ment seems to be due to a strong resistance of this enzyme to high tem-
perature and cannot be considered as an evidence of unimpaired nerve
function.

The invasion of cells exhibiting high enzymatic activities from the
distal stump with Wallerian degeneration into the coagulated part of
the nerve confirms the known potency for cell proliferation of the pe-
ripheral nerve stump (Kriicke, 1974). It is astonishing that such a cell
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invasion does not take place from the proximal stump which can be
assumed to be the “healthy” segment of the damaged nerve. Further
confirmation is needed whether such a difference between property of
distal and proximal segments exists also in the other stages of this spe-
cial type of nerve degeneration.

D. Maslinska, E. Thomas

BADANIA HISTOCHEMICZNE ROZPADU MIELINY W KOAGULOWANYM
NERWIE KULSZOWYM

Streszczenie

W okresie dojrzewania ukladu nerwowego u szczura przecinano lub koagulo-
wano nerw Kkulszowy. Proces rozpadu mieliny w miejscu uszkodzenia nerwu po
koagulacji byl innego typu niz obserwowany w dystalnej cze$ci nerwu (degene-
racja Wallera).

Stwierdzono, ze w pierwszym tygodniu komoérki w koagulowanym fragmencie
nerwu nie zawieraly fosfatazy kwasnej. W niektérych komoérkach Schwanna wy-
stepowata slaba aktywno$¢ NAD-diaforazy i dehydrogenazy a-glicerofosforanu.
Aktywnos$é acetylocholinesterazy byla nieznacznie obnizona w poréwnaniu z aktyw-
nos$ciag w prawidlowym widknie nerwowym. Reakcja na plazmalogeny w mielinie
nerwu byla negatywna, a w barwieniu metodg OTAN nie obserwowano sudano-
filnych produktéw rozpadu. Komoérki wykazujace wysokyg aktywnosé fosfatazy
kwasnej w obrebie skoagulowanego fragmentu nerwu pochodzily jedynie z ii-
kuta dystalnego.

JI. Maceauubcka, E. Tomac

TUCTOXUMMUYECKUE UCCIEJOBAHUSA PACITATZA MUEJUHA
B KOATYJIVMPOBAHHOM CEITAJUIITHOM HEPBE

Pes3mowMme

B nepuojn co3peBaHMA HEPBHOJM CUCTEMbI y KPBICHI Iepepe3ajy MM KOoaryJmpo-
Bally cejajMILHbIT HepB. IIpounecc pacmaza MuelIMHA B MECTEe IOBPEXKJIEHUS HepBa
nocje KoaryinAumu OblI MHOrO TuIa, 4eM TOT, KOTOpbUi HabMOAanM B IUCTATIBLHOM
yacTu HepBa (nerenepamma Bamnjaepa). I'mcro-sH3mMMaTuyecKue McCCJIeJOBaHMUdA, IIPO-
BeJleHHbIe B TeYeHMe IIepBOJM HeJeJM II0CJIe oOIlepalMy, [OKazajy, 4YTO KJIEeTKM
B KOaryJampoBaHHOM dparmMeHTe HepBa HE COAepzKalayM Kucion docdarasbl. B HeKO-
TOpbIX KJyeTkax IIIBanna nHabmiomanm ciabyio aktuBHOCTE NAD-amnacaser U a-ram-
uepodocdaraernaporesasbl. AKTMBHOCTE aleTUIXOJIMHICTepasb! Obla HE3HAUMTEIBHO
CHMIKEHa II0 CPaBHEHMIO C HOPMAaJIbHBIM HEPBHBIM BOJIOKHOM. Peakmmsa na mniasma-
JIOTEHBI B MMeNMHe OblLIa OTPUIATENLHOM, & Npyu OKpammsanuu mertogom OTAN
He Habmogaian ,neutral fat stage”. Kierku, cojepzKalnye BBICOKYIO aKTMBHOCTB
Kucnoir cdoccharasnl, NnepeMellaNych B KOaryJMpOBaHHBIA (DparMeHT HepBa TOJBKO
U3 aucTajabHOro ,,00pybxka”.
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MIROSEAW J. MOSSAKOWSKI

MORFOLOGIA 1 HISTOCHEMIA USZKODZEN GLEJU
WYWOLANYCH CYJANKIEM SODU W HODOWLI TKANKOWEJ

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespolu: prof. dr M. J. Mossakowski

Zatrucie cyjankiem prowadzi do ciezkich zaburzen metabolizmu ko-
morki w nastepstwie blokowania istotnych ogniw wewnatrzkomorko-
wych przemian tlenowych. Uszkodzenia osrodkowego ukladu nerwowe-
go, rozwijajgce sie w doswiadczalnym zatruciu cyjankami manifestuja
si¢ wystepowaniem ognisk martwicy i demielinizacji (Lumsden, 1950;
Levine, 1967, Hirano i wsp., 1967, 1968), ktérym towarzyszg strukturai-
ne i histochemiczne zmiany neurogleju. Dotychczasowe badania histo-
enzymatyczne, prowadzone w warunkach in vivo, miedzy innymi przez
van Hutena i Friede (1963), Ibrahima i wsp. (1963) oraz Wendera i wsp.
(1972, 1973) przyniosly niejednorodne, a niekiedy kontrowersyjne spo-
strzezenia, uzasadniajace odmienng interpretacje roli i udzialu neuro-
gleju w procesach patologicznych rozwijajacych sie w osrodkowym
ukladzie nerwowym w nastepstwie zatrucia cyjankami.

Wydawalo sie przeto celowe przeprowadzenie serii do$wiadczen na
tkance glejowej hodowanej in wvitro oraz przesledzenie w niej zmian
strukturalnych i histochemicznych rozwijajacych si¢ w nastepstwie
jednorazowego krotkotrwalego zatrucia cyjankiem sodu.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na hodowli tkankowej moézdzkéw jedno-
dniowych noworodkéw szczurzych, prowadzonej we flaszkach Carrela
w sposob standardowy wg metody opisanej przez Krasnicka i Mossa-
kowskiego (1965). Wyselekcjonowane hodowle w 7, 14 i 21 dniu prze-
trzymywania in vitro przenoszono do srodowiska odzywczego zawiera-
jacego cyjanek sodu, w stezeniu koncowym wynoszacym 10—3M. Dawks
cyjanku wyliczono w oparciu o dane z pracy Ybata i wsp. (1971). Po
1 godzinnym przetrzymywaniu hodowli w medium zawierajgcym cyja-
nek, hodowle splukiwano w roztworze wieloelektrolitowym Earla ogrza-
nym do temp. 37°C i poddawano bezposrednio opracowaniu technicz-
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nemu, lub przenoszono do standardowego s$rodowiska odzywczego na
okres 24 i 72 godzin oraz 7 dni.

Badanie histologiczne obejmowalo barwienie blekitem toluidyny oraz
impregnacje solami srebra wg sposobu Gallyasa hodowli utrwalonych
uprzednio w roztworze Carnoya. Reakcje PAS wg Mc Mannusa i PAS-
-dimedon wg Bulmera (1959) przeprowadzono na hodowlach utrwale-
nych w plynie Rossmana. Badanie histoenzymatyczne, wykonane na
nie utrwalonych hodowlach obejmowalo aktywno$¢é dehydrogenazy bur-
sztynianowe]j (Scarpelli i wsp. 1958), mleczanowej i glukozo-6-fosfora-
nowej (Hess i wsp. 1958), oksydazy cytochromowej (Burstone 1960)
oraz fosfatazy kwasnej wg Gomoriego (Holt i wsp. 1959).

Material kontrolny stanowily hodowle, z tych samych serii co ma-
terial do$wiadczalny, przetrzymywane w standardowym medium od-
zyweczym i poddawane opracowaniu histologicznemu i histochemicznen:u
w odpowiednich grupach rownoczesnie z hodowlami doswiadczalnymi.

WYNIKI
Obraz histologiczny

W hodowlach badanych bezposrednio po zatruciu wiekszos¢ komérek
glejowych wykazuje wyrazne oslabienie barwliwosci blekitem toluidy-

Ryc. 1. Obrzmiale, stabo barwigce si¢ komérki glejowe strefy wzrostu, ktérych cy-
toplazma zawiera liczne wodniczki. Hodowla 1-tygodniowa, bezposrednio po za-
truciu cyjankiem. Bilekit toluidyny. Pow. 200 X.

Fig. 1. Pale, swollen glial cells from the outgrowth zone, containing vacuoles in
the cytoplasm; 1-week culture, immediately after cyanide intoxication. Toluidine
blue. X 200.

Rye. 2. Astrocyty ze zwyrodnieniem wodniczkowym cytoplazmy. Hodowla 2-tygod-
niowa, bezposrednio po zatruciu cyjankiem. Biekit toluidyny. Pow. 400 X.
Fig. 2. Vacuolar degeneration of the astrocytes; 2-week culture, immediately after
cyanide intoxication. Toluidine blue. X 400.

Ryc. 3. Komorki glejowe z licznymi wodniczkami w cytoplazmie. Obok dobrze
utrzymane komorki. Hodowla 2-tygodniowa po 24 godz od =zatrucia cyjankiem.
Blgkit toluidyny. Pow. 200 X.

Fig. 3. Vacuolar degeneration in some glial cells, the remaining cells with normal
morphological picture; 2-week culture, 24 h following cyanide intoxication. To-
luidine blue. X 200.

Ryc. 4. ,Sygnetowate” komorki glejowe w 3-tygodniowej hodowli w 24 godz. po
zatruciu cyjankiem. Blekit toluidyny. Pow. 400 X.

Fig. 4. ”Ring-like” glial cells in 3-week culture, 24 h following cyanide intoxica-
tion. Toluidine blue. X 400.

Ryc. 5. Obrzmiale komoérki glejowe z obfitymi PAS-dodatnimi ziarnistosciami.
Liczne, PAS-dodatnie kuliste twory w cytoplazmie komoérek. Hodowla 1-tygodnio-
wa, bezposrednio po zatruciu cyjankiem. PAS. Pow. 400 X.

Fig. 5. Swollen astrocytes from 1-week culture immediately after cyanide intoxi-
cation, their cytoplasm loaded with PAS-positive granules and globules. PAS.
X 400.

Rye. 6. Kuliste twory PAS-dodatnie w cytoplazmie dobrze utrzymanych astrocy-
tow w hodowli 3-tygodniowej w 3 dni po zatruciu. PAS. Pow. 200 X.

Fig. 6. PAS-positive globules in morphologically normal astrocytes; 3-week cul-
ture, 3 days following intoxication. PAS. X 200.
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ny (ryc. 1) i zdolnosci impregnacyjnych solami srebra. W hodowlach i-
i 2-tygodniowych niemozliwe jest rozréznienie rodzaju patologicznie
zmienionych komoérek glejowych, podczas gdy w hodowlach 3-tygodnio-
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wych wydaje sie, ze uszkodzenie w wigekszym stopniu dotyczy oligoden-
drocytéw. Cytoplazma zmienionych komorek glejowych jest obrzmiata
i blada. W wiekszosci sposréd nich ma ona piankowaty wyglad, spowo-
dowany obecnoscia bardzo licznych, drobnych wodniczek (ryc. 2). Ob-
rysy komorek sg zaokraglone, liczne z nich nie maja wypustek, lub tyi-
ko ich krotkie, pogrubiale fragmenty. Jgdra komérkowe sg réwniez cze-
sto obrzmiale, powiekszone i ubogochromatynowe. Juz w tym okresie
pojawiaja sie nieliczne komorki ,,sygnetowate”, charakteryzujace sig
obwodowym usytuowaniem jadra i zageszczeniem substancji barwliwej
pod blong komoérkowa. We wszystkich grupach hodowli zwraca uwage
lepsze utrzymanie komoérek eksplantatu. Zjawisko to najwyrazniej wy-
stepuje w hodowlach 1-tygodniowych, w ktorych prawie cala populacja
komoérkowa strefy wzrostu jest uszkodzona. W hodowlach starszych
bardziej charakterystyczny jest mozaikowy rozklad uszkodzen.

Hodowle z 24-godzinnym przezyciem po zatruciu charakteryzuje opi-
sany powyzej wzorzec uszkodzen strukturalnych (ryc. 3). Zmiany wy-
dajg sie jednakze nieco mniej nasilone. Zwieksza sie liczba komoérek
bezwypustkowych 1 sygnetowatych (ryc. 4). W hodowlach 2- i 3-tygod-
niowych zmniejsza sie populacja oligodendrocytéw. Obecnie sg nato-
miast duze, okragle, lub owalne jedno-, rzadziej kilkujgdrzaste przerosic
astrocyty. Zwieksza sie liczba makrofagéw i makrofagopodobnych ko-
morek gwiazdzistych.

Rye. 7. Wysoka aktywno$¢ oksydazy cytochromowej w komoérkach glejowych
w 2-tygodniowej hodowli, bezposrednio po zatruciu. Pow. 200 X.

Fig. 7. High cytochrome oxidase activity in glial cells in 2-week culture, imme-
diately after cyanide intoxication. X 200.

Rye. 8. Prawidlowa aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej w komoérkach gle-

jowych 2-tygodniowej hodowli, bezposrednio po zatruciu. Pow. 200 X.

Fig. 8. Normal succinate dehydrogenase activity in glial cells from 2-week culture,
immediately after cyanide intoxication. X 200.

Ryc. 9. Wybitnie obnizona aktywno$¢ oksydazy cytochromowej w komoérkach gle-

jowych w 2-tygodniowej hodowli, po uplywie 24 godz. od zatrucia. Pow. 200 X.

Fig. 9. Pronounced decrease of cytochrome oxidase activity in glial cells from

2-week culture, 24 h following cyanide intoxication. X 200.

Ryc. 10. Wybitne obnizenie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej w popu-
lacji komoérek glejowych 2-tygodniowej hodowli w 24 godz. po zatruciu. Pow.
100 X.

Fig. 10. Remarkable reduction of succinate dehydrogenase activity in glial popula-
tion from 2-week culture, 24 h following intoxication. X 100.

Rye. 11. Poprawa aktywnosci oksydazy cytochromowej w komérkach glejowych
w 3-tygodniowej hodowli, w 7 dni po zatruciu. Pow. 200 X.

Fig. 11. Amelioration of cytochrome oxidase activity in glial cells from 3-week
tissue culture, 7 days following cyanide intoxication. X 200.

Ryc. 12. Znaczna poprawa aktywno$ci dehydrogenazy bursztynianowej w komor-
kach glejowych w 3-tygodniowej hodowli, 7 dni po zatruciu. Pow. 200 X.
Fig. 12. Remarkable amelicration of succinate dehydrogenase activity in glial cells
from 3-week culture, 7 days following cyanide intoxication. X 200.
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Po uplywie 3 dni od zatrucia we wszystkich grupach hodowli utrzy-
muja sie¢ nadal opisane zmiany komoérkowe. Obficie wystepuja komorki
zerne. Liczba komoérek sygnetowatych i bezwypustkowych przerostych
astrocytow jest wieksza niz w grupach poprzednich. Liczne sg jednak
réwniez, zwlaszcza w grupie 3-tygodniowej, niezmienione oligo- i astro-
cyty, obok ktérych obficie wystepuja astrocyty z pojedyncza, pogrubia-
la wypustka.

Obraz morfologiczny hodowli z 7-dniowym przezyciem po zatruciu
zblizony jest do obrazu hodowli kontrolnych. Wyrdznia sie jednak
znaczng liczbg komoérek zernych i obecnoscig zwyrodniatych form gle-
jowych. Obok prawidlowych komoérek glejowych, typowych dla po-
szczegblnych faz rozwojowych hodowli, wystepuja liczne przeroste, bez-
i wielowypustkowe astrocyty.

Obraz histochemiczny

Zjawiskiem charakterystycznym dla wszystkich hodowli badanych
bezpos$rednio po zatruciu jest wzrost zawartosci ziarnistosci PAS-do-
datnich w perikariach i wypustkach komérek glejowych. W przeciwien-
stwie do hodowli kontrolnych, w ktérych wystepuja wylacznie drobno-
ziarniste zlogi PAS-dodatnie, w komoérkach hodowli dos$wiadczalnych
obok drobnych ziarnistosci, obecne sg wieksze kuliste twory, gromadza-
ce sie szczeg6lnie obficie w komorkach bezwypustkowych (ryc. 5). Gro-
madzenie sie ziarnistoSci PAS-dodatnich w komérkach glejowych z 24-
-godzinnym przezyciem po zatruciu nasila sie znacznie w grupie 1-ty-
godniowej, a mniej wydatnie w dwoch pozostalych. Charakterystyczne
dla nich jest wystepowanie gniazd komérek z obfitymi drobnoziarnisty-
mi i kulistymi zlogami PAS-dodatnimi, polozonych na tle populacji ko-
morkowej, w ktorej zawartos¢ i charakter ziarnistosci PAS-dodatnich
nie rézni sie od kontroli. Szczegélnie obfite ziarnistosci spostrzega sie
w drobnych bezwypustkowych komérkach oligodendrocytéw. Podobny
obraz utrzymuje si¢ w hodowlach z 72-godzinnym przezyciem po za-
truciu, z tym jednak, ze w hodowlach 3-tygodniowych liczba komoérek
z obfitymi ziarnistosciami PAS-dodatnimi jest wyraznie mniejsza
(ryc. 6). Po uplywie 7 dni tylko w grupie hodowli 1-tygodniowych
stwierdza sie nadal liczne komoérki z obfitymi ziarnisto$ciami. W pozo-
stalych hodowlach ich liczba jest znacznie mniejsza, cho¢ nadal wieksza
niz w odpowiednich kontrolach.

W hodowlach wszystkich grup wieku bezposrednio po zatruciu i po
uplywie 24 godzin, nie stwierdza sie zlogow glikogenu w zadnym typie
komoérek glejowych, podczas gdy wystepujg one obficie w fibroblastach
w grupie z jednodobowym przezyciem. W hodowlach, ktére przezyly 72
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godziny i 7 dni po zatruciu pojedyncze przeroste astrocyty i duze ko-
moérki bezwypustkowe zawierajg drobnoziarniste zlogi glikogenu.

Obraz histoenzymatyczny

We wszystkich grupach hodowli badanych bezposrednio po zatruciu
aktywnos$é trzech dehydrogenaz i oksydazy cytochromowej nie rézni sie
zasadniczo od hodowli kontrolnych (ryc. 7, 8). Cechg wyrézniajacg jest
jednak odmiennos$¢ rozkltadu koncowego produktu odczynu histoenzy-
matycznego, wyrazajgca sie jego nieré6wnomiernym rozmieszczeniem
w cytoplazmie komérek zawierajgcych wodniczki oraz zatarcie zrézni-
cowania $rédplazmatycznej lokalizacji produktu miedzy astro- i oligo-
dendrocytami. W hodowlach z 24-godzinnym przezyciem po zatruciu,
niezaleznie od ich wieku obserwuje sie bardzo niskg aktywnos¢ wszyst-
kich dehydrogenaz i oksydazy cytochromowej. Wybitny spadek aktyw-
nosci w poréwnaniu z grupg poprzednig, obserwuje sie zaré6wno w ko-
morkach uszkodzonych, jak i w tych, ktére nie wykazujg struktural-
nych nieprawidlowosci. Spadek aktywnosci dotyczy w najwigkszym
stopniu dehydrogenazy bursztynianowej i oksydazy cytochromowej
(ryc. 9, 10), w znacznie mniejszym dehydrogenazy mleczanowej. Obraz
aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej i glukozo-6-fosforanowej ce-
chuje wystepowanie rozsianych, pojedynczych komorek, gléwnie astro-
cytow z obfitg zawartoscig zlogow produktu koncowego reakcji, na tie
ogdlnie niskiej aktywnosci enzymatycznej. Hodowle z 3-dniowym prze-
zyciem charakteryzuje znaczne zrdznicowanie obrazu aktywnosci ba-
danych enzymoéw. Odczyn histochemiczny ujawniajacy aktywnosc de-
hydrogenazy bursztynianowej i oksydazy cytochromowej jest nadal
stabszy niz w kontroli. Jednakze na tle ogoélnie niskiej aktywnosci, wy-
stepujg stosunkowo liczne komorki, gléwnie astrocyty z obfitymi zloga-
mi produktu koncowego, wypelniajacymi ich perikaria i wypustki. Od-
czyn ujawniajacy aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej, a w nieco
mniejszym stopniu i glukozo-6-fosforanowej jest znacznie silniejszy niz
w grupie poprzedniej. Cechg charakterystyczng jest zréznicowanie na-
tezenia odczynu od $ladowego do wysokiego w licznych komoérkach gle-
jowych i bardzo wysokiego w przerostych astrocytach i komoérkach
bezwypustkowych. W hodowlach z 7-dniowym przezyciem nadal utrzy-
muje sie slaby odczyn ujawniajgcy aktywnos¢ dehydrogenazy burszty-
nianowej i oksydazy cytochromowej, cho¢ jest ogélnie wyzszy niz
w grupie poprzedniej (ryc. 11, 12). Zwraca uwage zrdéznicowanie nate-
zenia odczynu miedzy poszczegélnymi komoérkami glejowymi. Jedyng
cechg wyroézniajgcg hodowle z 7-dniowym przezyciem od hodowli kon-
trolnych w obrazie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej i glukozo-
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-6-fosforanowej jest obecnos¢ licznych komoérek gléwnie przerostych
astrocytéow z histochemicznymi wykladnikami aktywnosci wyzszej niz
W normie.

Odczyn wykrywajgcy aktywnos¢ nieswoistej fosfatazy kwasnej w ko-
morkach glejowych bezposrednio po zatruciu nie rézni sie od hodowli
kontrolnych. Zawartos¢ zlogéw produktu koncowego odczynu w po-
szczegdlnych komorkach oraz liczba komoérek z wysokg aktywnoscig
w hodowlach badanych w okresach poézniejszych wzrasta w miare na-
silania sie cech zwyrodnieniowych.

OMOWIENIE

Przedstawione obserwacje wskazuja, ze krotkotrwale przetrzymywa-
nie hodowli tkanki glejowej w srodowisku zawierajgcym cyjanek sodu
prowadzi do strukturalnego uszkodzenia wszystkich rodzajéw komorek
glejowych, ktérego nasilenie wykazuje zalezno$¢ od wieku hodowli
(stopnia jej zréznicowania), typu komoérek a przede wszystkim od czasu
przezycia po zatruciu. Najwieksze nasilenie zmian morfologicznych oh-
serwuje si¢ bezposrednio po zatruciu i po uplywie 24 godzin, choc
i w tym czasie sg one nier6wnomierne. W okresie p6zniejszym pojawiajq
sie odczynowe formy komoérkowe. Oligodendrocyty sg bardziej uszko-
dzone niz glej gwiazdzisty. Stwierdzane zmiany morfologiczne, wsrod
ktérych przewazajg obrzmienie komérek i ich zwyrodnienie wodnicz-
kowe sugeruja zaburzenia w przepuszczalnosci blon komérkowych, na
co miedzy innymi wskazuje obfite gromadzenie sie¢ zlogéw substanciji
PAS-dodatnich, ktére wg Renkawek (1972) stanowi wyktadnik przeni-
kania substancji bialkowych z medium odzywczego do cytoplazmy ko-
morki. Wydaje sie, ze zmiany te moina wigza¢ ze stwierdzonym przez
Masurcwsky’ego i Bunge (1971) oraz Ybate i wsp. (1971) w zatruciu cy-
jankami in wvitro spadkiem aktywnosci ATP-az blonowych.

Zmiany powyzsze w swoim ogoélnym wzorcu przypominajg nieprawi-
dlowosci stwierdzane w niedotlenieniu (Krasnicka, Renkawek, 1972
i zatruciu tlenkiem wegla (Hoppe, 1974) tkanki glejowej przetrzymy-
wanej w warunkach hodowli pozaustrojowej. W odréznieniu od nich
zwraca uwage bardzo skagpe i pdézne srédkomoérkowe gromadzenie sie
glikogenu. By¢ moze nalezy to wigza¢ ze stopniem uszkodzenia komé-
rek. W doswiadczalnym niedotlenieniu i zatruciu CO glikogen gromadzil
sie wylgcznie w komoérkach nie wykazujgcych cech morfologicznego
uszkodzenia.

Zmianom morfologicznym towarzysza nieprawidlowosci aktywnosci
enzymatycznej badanych dehydrogenaz i oksydazy cytochromowej, sti-
nowigce wykladnik zaburzen metabolizmu s$rédkomérkowego. Niepra-
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widiowosci te wykazuja pelng analogie z zaburzeniami stwierdzonymi
uprzednio przy zatruciu CO (Hoppe, 1974) i daleko idgce podobienstwa
do zmian opisywanych przy niedotlenieniu.

Na podkreslenie zasluguje brak uposledzenia aktywnosci enzyma-
tycznej bezposrednio po zatruciu, jej poézniejszy spadek z nastepczym
powrotem do obrazéw prawidlowvch, a nawet obecnoscig odczynowych
komoérek o aktywnosci wyzszej niz w materiale kontrolnym. Zwraca
uwage rowniez zrdéznicowanie nieprawidlowosci histoenzymatycznych
w zaleznosci od badanych enzymoéw i nieréwnomierno$¢ nasilenia od-
czynéw histochemicznych w tej samej populacji komérkowej.

Przedstawione obrazy w swoim ogdélnym wzorcu zblizone sg do zmian
opisanych przez Wendera i wsp. (i973) w materiale in vivo. Wydaje
sie jednakze, ze przedstawiona dynamika zmian oraz nieré6wnomiernos¢
uszkodzen w jednolitej populacji komoérkowej, z jaka mamy do czynie-
nia w hodowli tkankowej moze w pewnej mierze tlumaczy¢ dyskrepan-
cje obrazéw obserwowanych przez Ibrahima i wsp. (1665) z jednej stro-
ny, a Wendera i wsp. (1973) z drugiej.

Zestawienie naszych spostrzezen z danymi z badan na zwierzecym
materiale do$wiadczalnym sugeruje, ze uszkodzenie neurogleju przez
cyjanki moze odgrywaé¢ istotng role patogenetyczng w uszkodzeniach
tkankowych osrodkowego ukladu nerwowego, a przede wszystkim
w rozwoju demielinizacji.

M. . MoccakOBCKU

MOP®OJOTUA U TUCTOXUMUSA ITOBPEXKJIEHWI HEBPOIJY,
BBEIBBAHHBIX IIMAHUJOM HATPUA B KVJBTYPE TKAEU

Peszmome

IIpoBesen aHaluU3 CTPYKTYPHBLIX ITOBPEKJEHMIA M TMCTOXMMMUYECKMUX aHOMAaJINA,
ABJAIOIIMXCA PE3yJbTAaTOM IEMCTBUA NMaHMJAA HATPMUA HA HEBPOTJIMIO, BbIpALIMBae-
Myr0 in vitro. UccaenoBaumsa npoBoamau Ha 7, 14 um 21-7HEBHBIX OPraHOTONMMYHBIX
KyJbTypax MO3¥e4YKa HOBOPOZKJIEHHBIX KpbIC, HAXOAMBIIMXCA B Tewenue 1 yaca
B cpeje, cojgepzxkamreyt 10— M umanmujga HaTpuUA.

CTpyKTypHble IIOBPEXKJeHUs KaK acTpo-, TaK M OJUTOJAEHJAPOLUMTOB 3aBuUCeN
OT BO3pacTa KyJIbTypPbl, TUIIA HEBPOTJIMMHBIX KJETOK, MX IOJIOXKEeHUs B KyJbLType,
a Takmke OT BpeMeHM IepeRkuBaHMs Imocje orpaBienua. Hauboiee cylecTBeHHble
U3MEHEeHUs MMeJIM MECTO B T-JAHEBHBIX KyJbTypaX B 30HE pOCTa KyJbTypbl OJmuro-
JIeH/IPOTJIMSA TOBpeXkJajlach CuiibHee, yeM acrpouutsl. Habmroopanu nabyxamnue IUTO-
naa3Mbl KJIETOK, ee TUAPONMuecKOoe BBIPOXKeHMe, a TaKXKe (pparMeHTanui) U yTpaTty
OCPOCTKOB KJI€TOK. B uuromnyiazmMe 000MX TUIIOB KJETOK HEBPOTIUM IIOSARIAJIOCH
06uIbHOe HAROIIeHMe PAS-I0JI0KUTENbHBIX CyOCTaHIMiL. B TMCTOSH3MMATUIECKOM
KapTuHe npeobiazajo CHMMKEeHMEe AKTUBHOCTY CYKIMHATAETMApOoreHas’bl ¥ HUTOXPO-
MOKCMAA3bl, B MEHBIIE) CTenenyu -— TJII0K030-6-choccar- 1 JakTarAeruaporeHassbl,
a TakiKe yBeJIMYeHMe aKTUBHOCTM Kucioir docdaraspl. Hambonpuiag MHTEHCUBHOCTH
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9TUX aHOMaJIMii mMMeJia MecTO 4yepe3d 24 yaca 1iocse orTpaBiieHus. B 0OoJiee nozanue
CPOKM KapTHHA INOCTEIIEHHO HOPMaJM3MpoOBaJach, OJAHAKO, AazKe II0 MCTEUYeHMN 7 aHen
AaKTMBHOCTB LMTOXPOMOKCHMIA3bl M CyKUMUHATAErujaporeHasp! OblIa HMKE, IeM B KOH-
TPOJbHOM MaTepuajie. Yepe3 3 m 7 JHEN IIOCJIe OTPAaBJIEHMSA HAPAAY C INOBPEXJeH-
HBIMM KJIeTKaMy MNOABJIAJNUCHE KJETKM C TUCTOJOTMYECKMMM IIpM3HAKaMmu IIporpec-
CYDPYIOIIUX M3MEeHEeHMUIN.

Pe3yabTaThl MCCIIEOBAHMI yKa3blBAalOT HA BO3MOXKHOCTH YYacTWUsl IIOBPEIKJEH Mt
HEBPOrJuM B (DOPMMPOBAHMM TKAHEBBIX AHOMAJIMii B LEHTPAJBHOM HEPBHON cucTeMe
IIPY OCTPOM OTPaBJIEHUM LIMAHWUIOM.

M. J. Mossakowski

MORPHOLOGY AND HISTOCHEMISTRY OF GLIA DAMAGE PRODUCED
BY SODIUM CYANIDE IN TISSUE CULTURE

Summary

The analysis of structural damages and of histochemical abnormalities resul-
ting from NaCN action on glial tissue cultured in vitro was performed. New-
born rat cerebellar 7, 14 and 21-days organotopic cultures were incubated iov
1 hour in a medium containing 10— M NaCN.

Structural damages of both astro- and oligodendrocytes depended on the cui-
ture age, type of glial cells, their location in the culture and survival time af-
ter intoxication. The most advanced changes appeared in 7-days old cultures
in the zone of culture growth. Oligodendroglia was damaged more than astro-
cytes. The swelling of cell cytoplasm, its vacuolar degeneration, as well as the
fragmentation and loss of processes were observed. In the cytoplasm of both
glial cell types occured abundant accumulation of PAS-positive substances. In
the histoenzymic picture dominated the decrease of succinate dehydrogenase and
cytochrome oxidase activities, to a smaller extent that of glucose-6-phosphate
and lactate dehydrogenases, as well as the rise of acid phosphatase activity. The
greatest intensification of these abnormalities occured 24 hours after intoxica-
tion. In later periods the picture was gradually normalized, however, even af-
ter 7 days the activities of cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase were
lower than in the control material. On the 3rd and 7th day after intoxication,
besides the damaged cells, occured cells with histological features of progressive
changes.

The results of studies point at the possibility of participation of glia dama-

ges in the formation of tissue abnormalities in the central nervous system during
acute cyanide intoxication.
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Czynnos$¢ mozgu jak i poszczegédlnych neuronéw in situ jest uwarun-
kowana miedzyneuronalnymi wplywami pobudzajacymi oraz wielkoscig
potencjatu spoczynkowego pojedynczych neurondéw. Wykazano, :ze
w czasie niedotlenienia zmienia sie czynno$¢ pojedynczych neuronéw
in situ (Creutzfeldt i wsp., 1957; Fernandez-Guardiola i wsp., 1962;
Cross, Silver 1963; Przybylski, 1971) i in wvitro (Giacobini, Przybylski
1971), a takze ich potencjal spoczynkowy (Hillman, Hyden 1965).

W celu pominiecia wplywéw miedzyneuronalnych oraz unikniecia
trudno$ci metodycznych wewnatrzkomérkowej rejestracji oddzielnych
neuronow in situ zdecydowano przebada¢ potencjal spoczynkowy ko-
morek nerwowych, przezywajacych w hodowli in wvitro. W pierwszym
etapie badan scharakteryzowano wielkos¢ potencjalu spoczynkowego ko-
morek zwojow miedzykregowych embrionéw kurzych w okresie ich doj-
rzewania in vitro. W drugim etapie przesledzono wplyw niedotlenienia
na stan polaryzacji elektrycznej komoérek nerwowych.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na hodowlach zwojow miedzykregowych pobie-
ranych z 9-dniowych zarodkéw kurzych. Hodowle prowadzono wed!ug
metody opisanej przez Krasnicka (1969). Hodowle 2, 3 i 4 tygodniowe
przenoszono do zmodyfikowanych flaszek Carrela i przetrzymywano
przez okres 30 minut w atmosferze azotu (Krasnicka i wsp., 1967). Ba-
dano potencjal blonowy komoérek z hodowli prowadzonych w warun-
kach standardowych, bezposrednio po niedotlenieniu i po 24 godzinach
od wyjecia z atmosfery azotu.

Neuropatologia Polska — 5
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Pomiary potencjalu wykonywano pod kontrola wizualng uzywajzc
odwréconego mikroskopu typu MOD 2 firmy PZO. Potencjal blonowy
mierzono za pomocg mikroelektrody szklanej (okolo 1 um, 4—8 Mohm),
wprowadzanej do komorki przy uzyciu mikromanipulatora firmy Zeiss
(Jena). Mikroelektroda jak i elektroda obojetna byly wypelnione 3 M
roztworem KCl z agar-agarem i poigczone galwanicznie z pochlorowanj
elektrodg srebrng. Potencjal badanej komérki wzmacniano przy uzyciu
wzmacniacza prgdu stalego o opornosci wejsciowej 101> ohma i odczy-
tywano bezposrednio jego wielkos¢ na zakresie minimalnych wartosci
napie¢ na woltomierzu cyfrowym typu V 529 firmy ELPO. Zastosowa-
ny w doswiadczeniu schemat ukladu rejestracyjnego pomiaru potencja-
iu blonowego komoérki przedstawia ryc. 1.

[ T
| |

| . .

<€

j’ 8 ! M

Ryc. 1. Schemat ukladu pomiaru potencjalu blonowego kultury tkankowej (K)

w medium inkubacyjnym. M — obiektyw mikroskopu. R — opornos¢ wejscia
ukladu. O — opornos$¢ ukladu kompensacyjnego. P — potencjometr ukiladu kom-
pensacji. B — bateria.

Fig. 1. The schema of the set-up for measurement of the membrane potential of
the tissue culture (K) in the incubation medium. M — objective of the microscope.

R — input resistance of the amplifier. O — resistance of the compensation set-up.
P — potentiometer of the compensation set-up. B — battery.
WYNIKI

W czasie badania potencjatlu blonowego komorek obserwuje sie zmia-
ny morfologiczne wywolane przez naklucia elektrodg. Zmiany te pole-
gajg na obkurczaniu sie blony komoérkowej i zmniejszaniu powierzchni
komorek. Rownolegle do tych zmian stwierdzano obnizanie sie poten-
cjalu blonowego przy kilkakrotnym, a nawet juz przy powtérnym na-
kluciu blony komérkowej neurocytu.

W trakcie badan zwroéciliSmy uwage na obnizanie sie wartosci po-
tencjalu spoczynkowego komoérek zwojowych wraz z przedluzaniem cza-
su pomiaréw. Fakt ten sklonil nas do rejestrowania wynikow tylko
w ciggu 1 godziny dla pojedynczej hodowli. W obliczeniu $redniego po-
tencjalu blonowego opieraliSmy sie jedynie na pierwszym uzyskanym
pomiarze.

http://rcin.org.pl



Nr 1 Potencjat neuronéw w hodowli 67

Stwierdzono, ze potencjal blonowy neuronéw zmienia sie w zalez-
nosci od wieku hodowli. Wykazuje on najwyzsza warto$¢ w hodowli
najstarszej 4-tygodniowej, osiggajac dla neurocytow S$rednig wartoss
37,7 mV, a dla amficytow 17,2 mV. Nizsza wartos¢ potencjalu spoczyn-
kowego charakteryzuje mniej dojrzale komoérki z hodowli 3-tygodnio-
wej: odpowiednio 20,0 mV i 11,3 mV. Najnizszg warto$¢ potencjatu
blonowego wykazujg komoérki nerwowe i ostonkowe z hodowli 2-tygod-
niowej: 8,5 mV i 5,2 mV.

Tabela I. Wartosé potencjalu spoczynkowego (mV) neuronéw zwojéw miedzykregowych
w normie w zaleznosei od wieku oraz odpowiednio po anoksji

Table 1. The valne of the resting potential (mV) of the spinal ganglia neurons in normal condi-
tions in regard to the age of culture and respectively, after anoxia

Wiek hodowli Norma Niedotlenienie LA
(tygodnie) Norm Anoxin Roéznica™)
Age of culture | . ) Difference™®)
(weeks) 0—60min  0—15 min 15— 60 min 24 godz./hrs
2 8,564-0,7 19,0-+0,5 8,24+0,8 3,84-0,3 p: < 0,001
(47)%%*) (21) (67) (54) p2>0,500
ps > 0,001
3 20,040,6  12,4+1,4 2.0:00:60 8 L 782508 p1 < 0,001
(243) (20) (26) (124) p2<0,001
p3 < 0,001
4 37,7406 29,6 40,7 24,6+1,2 8,3+0,9 p; <0,001
(159) (18) (15) (66) p2< 0,001
p3<0,001

*) Wskazniki istotno$ei réznicy statystyeznej sredniej warto$ei potencjalu neuronéw, bada-
nych w czasie 0—15 min (p;), 15—60 min (p,) i 24 godz. (p3) po dzialaniu 30-min anoksji.

+ — warto$é bledu Sredniej.

Statistical significance coefficients of the potential mean value of neurons, studied after
0—15 min (p;), 15—60 min (p,) and 24 hours (p3) after anoxia. 4+ — standard error of the
mean.

*%) Liczba neuronéw
Number of neurons

Zmiany potencjalu spoczynkowego w hodowli 2-, 3- i 4-tygodnio-
wych w normie oraz neuronéw z hodowli poddanych niedotlenieniu
przedstawia tabela 1. Wynika z niej, ze niedotlenienie prowadzi do sta-
tystycznie znamiennego obnizenia wartosci potencjalu spoczynkowego
we wszystkich badanych grupach. Bezposrednio po anoksji zmniejsza
sie warto$¢ potencjalu blonowego komérek zwojowych z hodowli 3-
i 4-tygodniowych, natomiast w hodowli 2-tygodniowej obserwowano
w tym samym czasie wzrost potencjalu spoczynkowego. Po uplywie 24
godzin stwierdzono wyrazny, statystycznie znamienny spadek potencja-
tu spoczynkowego komoérek zwojowych z hodowli 2-tygodniowej.
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OMOWIENIE

Wielkos¢ potencjalu spoczynkowego réznego typu komoérek tkanki
nerwowej wykazuje znaczny rozrzut (Kokina, Zukovskaja, 1968). War-
tos¢ potencjalu blonowego rézni sie znacznie nawet w obrebie tej sa-
mej grupy komorek pochodzgcej z jednej hodowli. Poréwnujgc wyni-
ki badan morfologicznych (Krasnicka, 1969) z wlasciwosciami bioelek-
trycznymi komoérek zwojow miedzykregowych w okresie ich wzrostu
w hodowli nalezy podkresli¢ Scislg zaleznos¢ pomiedzy narastaniem po-
tencjalu spoczynkowego a stopniem dojrzalosci komérki nerwowej. Neu-
rocyty z hodowli 2-tygodniowej charakteryzujgce sie najwiekszymi
zmianami (przemieszczenie jgdra na obwdd komérki, niedojrzatosé sub-
stancji Nissla, nagromadzenie glikogenu) wykazuja najnizszy potencjal
blonowy. Neurocyty z hodowli 3- i 4-tygodniowej réwnolegle z dojrze-
waniem i objawami regeneracji (wzrost substancji Nissla, zmniejszenie
ilosci glikogenu, przemieszczenie jadra do centrum) charakteryzujg sie
wyzsza wartoScig polaryzacji elektrycznej. Wzrastajgcy w miare roz-
woju potencjal spoczynkowy jest skorelowany rowniez ze wzrostem
aktywnosci oksydazy cytochromowej (Smiatek, Krasnicka, 1974).

Znalezione przez nas wartosci potencjalu spoczynkowego neuronéw
sg nieco nizsze niz warto$ci podane przez Hilda i Tasaki (1962), Hilda
(1964) oraz Hilda i wsp. (1965). Badania wymienionych autoréw doty-
czyly jednak komoérek Purkinjego i komdrek wysciolki, ktére in wvitro
mogg wykazywa¢ inng wartos¢ potencjalu blonowege niz komoérki ze
zwoju miedzykregowego. Ponadto autorzy ci nie podajg obliczen staty-
stycznych. Poréwnanie naszych wynikéw z danymi Craina (1956) wy-
kazuje takze rdznice wielkosci potencjalu spoczynkowego neurondéw
Wedtug Craina ,,badany potencjat spoczynkowy wielu hodowanych ko-
morek nerwowych embrionéw kurzych wynosi okolo 50 mV”. Natomiast
wartosci potencjalu spoczynkowego izolowanych komoérek jadra Deitersa
(Hillman, Hyden, 1965) sg zblizone do naszych wynikéw i mieszczy sie
w tym samym zakresie wartosci. Scott i wsp. (1969) uzyskali dla ko-
morek zwojow miedzykregowych wyzsze wartosci potencjalu spoczyn-
kowego (40—55 mV). Nalezy jednak podkres$li¢, ze wykonywali oni po-
miary potencjalu blonowego neuronéw z hodowli 5-tygodniowej, a jak
wykazuja wyniki naszych badan, wyzszy potencjal spoczynkowy jest
charakterystyczny dla starszych hodowli.

Obnizenie potencjalu spoczynkowego pod wplywem niedotlenienia
jest nastepstwem zaburzen w procesach biochemicznych, zapewniaja-
cych polaryzacje elektryczng komorki. Zaburzenia te sa zalezne od stop-
nia niedotlenienia i rozwijajg sie w miare uplywu czasu po anoksji
(wieksze obnizenie potencjalu w poédzniejszym czasie niz bezposrednio
po niedotlenieniu). Nalezy jednak pamieta¢, ze rownoczesnie zachodzg
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zmiany w kierunku odnowy polaryzacji blony komérkowej, stad tez
obserwowane wyniki sg wypadkowg dwoéch procesow.

Trudno objasni¢ przejSciowy wzrost potencjalu spoczynkowego neu-
roné6w w hodowli 2-tygodniowej obserwowany w pierwszym okresie
po niedotlenieniu. Nasuwa sie tu analogia do zmian potencjatlu blono-
wego motoneurondéw in situ w pierwszej fazie zmian rozwijajgcych sie
po niedotlenieniu (Collewijn, van Harreveld, 1966). Zaobserwowany
przez nas efekt zwiekszania polaryzacji elektrycznej komoérki w hodowii
2-tygodniowej mozna objasni¢ przewaga beztlenowej przemiany i zwiek-
szonym stopniem reaktywnosci.

W omoéwieniu naszych spostrzezen pragniemy zwroéci¢ uwage na uzys-
kanie dwoéch grup wartosci potencjalu spoczynkowego odpowiadajacych
dwém elementom morfologicznym zwoju miedzykregowego. Wyzsze
wartosci potencjatlu blonowego sg typowe dla komérek nerwowych, niz-
sze wartosci odpowiadajg amficytom. Wzrost potencjalu blonowego
w komoérkach satelitarnych obserwowany w miare ich wzrostu in viiro
potwierdza nasze spostrzezenia morfologiczne dotyczace dojrzewania
neuronéw w warunkach hodowli pozaustrojowej. Wydaje sie, ze wzrost
potencjatu komérek nerwowych jest takze wyrazem ich dojrzewania
pomimo przebytej reakcji aksonalnej.

W  poprzednich badaniach morfologiczno-histochemicznych dotyczg-
cych wplywu niedotlenienia na zwoje czuciowe przetrzymywane w wa-
runkach hodowli tkankowej wykazano zmiany zaréwno w neuronach
jak i w komérkach podporowych (Krasnicka i wsp., 1971, 1974). Stwier-
dzono takze istotng zalezno$¢ pomiedzy nasileniem nieprawidlowosci
a stopniem dojrzalo$ci tkanki nerwowej oraz czasem trwania niedotle-
nienia (Krasnicka, 1969; Krasnicka i wsp., 1971).

Na uwage zasluguje réowniez fakt, ze w kilkunastu neuronach w jed-
nej hodowli (badanej po uplywie 2 godzin) obserwowano paradoksalny
efekt odwrécenia znaku polaryzacji blony komoérkowej z ujemnego na
dodatni. Dalsze badania dotyczgce tego spostrzezenia moglyby sie przy-
czyni¢ do wyjasnienia nieodwracalnych zmian bioelektrycznych neuro-
néw z hodowli tkankowej.

Obserwowany spadek potencjatu spoczynkowego badanych komorek
w wyniku dziatania anoksji jest bezposrednim skutkiem zaburzenia
mechanizmu aktywnego transportu jonowego, znajdujacego wyraz
w stopniowym obnizaniu sie stosunku jonéw potasu wzgledem jonéw
sodu w pojedynczym neuronie in vitro (Giacobini, Przybylski, 1972).

Stan polaryzacji elektrycznej blony komorkowej okresla czynno$¢ im-
pulsowg neuronu. Z jednej strony wplywa on na zapoczgtkowanie wy-
ladowan iglicowych, z drugiej za$ strony uniemozliwia ich dalszg gene-
racje. Loewy i Siekievitz (1971) wykazali, ze zaburzenia mechanizmu
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polaryzacji bioelektrycznej neuronu w warunkach niedotlenienia znacz-
nie wyprzedzaja zanik czynno$ci impulsowej. Istnienie okreslonego ,,za-
pasu bezpieczenstwa” nawet w przypadku calkowitej anoksji, jak wy-
kazano na neuronach bezkregowcow (Giacobini, 1969), wyjasnia stosun-
kowo dlugotrwale wyladowania neuronu. W znacznie krotszym czasie
ustaje czynno$¢ neuronéw kregowcéw, poczgtkowo odwracalnie a pédz-
niej juz nieodwracalnie.

Wysoki stopien organizacji strukturalno-funkcjonalnej mitochondriow
decyduje w przypadku niedotlenienia o stosunkowo szybkim wystgpie-
niu zmian morfologicznych, obserwowanych w mikroskopie elektrono-
wym. Jesli mitochondria nie sg w stanie pokry¢ wlasnego zapotrzebo-
wania na ATP i NAD wystepuje znaczne zaburzenie ich funkcji oraz
ulegaja zmianie wewnetrzne blony mitochondrialne, na ktérych zloka-
lizowane sg enzymatyczne zespoly oksydacyjnej fosforylacji (Kotovskij,
Shimkievitsh, 1971). Wlasnie w wyniku wysokiej korelacji sprzezenia
strukturalno-funkcjonalnego elementarnych ukladéw transportu elek-
tronéw w przegrodach mitochondrialnych poanoksyjne zmiany morfo-
logiczne obserwuje sie stosunkowo najwcze$niej w mitochondriach
(Brierley, 1972; Krasnicka i wsp., 1974). Jest to zrozumiate, gdyz sek-
wencja transportu elektronéw w poszczegélnych ogniwach lancucha od-
dechowego w mitochondriach zalezy od przestrzennej orientacji enzy-
moéw i koenzymoéw. Kazde uszkodzenie struktury mitochondrialnej bez-
posrednio wplywa na wytwarzanie ATP, czynnika aktywnego transpor-
tu jonowego decydujgcego o stanie polaryzacji bioelektycznej neuronu.

3. Kpacbuunra, A. ITIbIOBIILCKN

ITOCITEAHOKCUMHBIE UBMEHEHYSA IIOTEHIIMAJA TTOKOSA HEPBHBIX
U NIBAHHOBCKUX KJETOK M3 ITO3BOHOYHBIX T'AHI'JUEBR,
BBIPAIIIMUBAEMBIX IN VITRO

Pes3wwme

ITenpro paborbr ObIJIO MCCIIeAOBaHMe ITOTEHIMAJA II0KOS HEPBHLIX KJIETOK M aM@u-
LMTOB MEZKII03BOHOYHBIX TaHTJIMEB B yCJIOBUMAX HOPMAJHOM KyJIbTYpPbl TKaliM ¥ IOCJE
30-MMiiyTHOIM aHOKCHM. VI3MepeHUs MeMOpaHKOTO MOTeHLMaJa IIPOBOAUIM HaA 2, 3
! 4-He/leNIbHBIX KyJIBTypaX HEIIOCPEACTBEHHO IIOCJe aHOKCHUM, a Takxke uepes 24 uyaca,
MONL3YACh MHEEPTHBIM MUKPOCKONOM ¥ MMKPOMEHMUIIYJIATOPOM. JICIIONb30BaM CTe-
KJIAHHBbIe 3J1eKTpoAb! ¢.3-M KCI.

TTokazaHo yBeJaMyeHMe BeJMUYMHBI IIOTEHIMAajla BO BCEX THUIIAX KJIETOK C RO3pPacTOM
KyJbTypbl. Ilocine auHOKCuyM HAOIIOAETCA CTATUCTUYECKM JOCTOBEDHOe CHVZKEeHUe
noTenumana Nokos. TOIBKO HEpBHbIEe KJIETKM B 2- ue,uem,uou KyJnbType OOHapyzKu-
BAIOT NpexojsAlllee yBeJMdyeHue MOTEHIMAJA IIOKOS Henocpencmenﬂo TocJie QHOKCUM.
Yepec’24 yaca TaRKe M B 9TOM IpyIIe uaCTynae'r o'rqemuaoe CHUIKEHMe II0TeH-
umaja HOKO#A, CTATHCTUIECKM JOCTOBEPHOE. - ;
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Z. Krasnicka, A. Przybylski

POSTANOXIC CHANGES OF THE RESTING POTENTIAL
OF THE NERVE CELLS AND AMPHICYTES FROM INTERVERTEBRAL
GANGLIA CULTURED IN VITRO

Summary

The aim of the work was to examine the resting potential of the nerve cells
and amphicytes from intervertebral ganglia in conditions of normal tissue cui-
ture and after 30 minutes of anoxia. The measurements of membrane potentiai
were made on the tissue cultured for 2, 3, 4 weeks, immediately after anoxia
and after 24 hours. The assay of the potentials was made under inverted mi-
croscope with micromanipulator using 3 M KCl glass microelectrodes.

The increased potential values were demonstrated in all types of cells and
depended upon the age of culture. After anoxia there was statistically signifi~
cant decrease of the value of the resting potential. Only the nerve cells in
2 week culture presented immediately after anoxia the transient enhancement
of the resting potential. After 24 hours the decrease of the resting potential be-
came statistically significant also in this group of cultured tissue.
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DANUTA MARKIEWICZ, JERZY DYMECKI

DYNAMIKA ZMIAN MORFOLOGICZNYCH W MOZGU MYSZY
Z PADACZKA AUDIOGENNA PO WYWOLANYCH
DOSWIADCZALNIE GROMADNYCH NAPADACH DRGAWKOWYCH

Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego w Warszawie
Kierownik Zakladu: doc. dr hab. J. Dymecki

Poprzednie badania mikroskopowe moézgéw myszy z padaczkg audio-
genng, nasladujaca pod wzgledem czestotliwo$ci napadéw padaczke
przewlekla (jeden napad dziennie przez 40 dni) wykazaly uderzajaco
skape uszkodzenie istoty szarej moézgu (Markiewicz, Ostrowska, 1977),
czym r0znily sie¢ wyraznie od zmian podrgawkowych stwierdzanych
u ludzi (Dgmbska, 1968; Scholz, 1951; 1959; Spielmeyer 1925, 1927, 1920)
oraz wystepujacych u innych zwierzat po do$wiadczalnie wywolanych
napadach uogélnionych drgawek (Meldrum, Brierly, 1973; Meldrum,
Horton, 1973). Odrebnosci morfologiczne stwierdzone w naszym ma-
teriale, poza roznicami gatunkowymi reakcji tkankowych, moga by¢
rowniez wynikiem zbyt malej czestotliwo$ci napadow. U myszy z pa-
daczkg audiogenng wywolanie stanu padaczkowego bylo niemozliwe
z powodu czasowego wygasania reaktywnosci zwierzat na bodzce dzwie-
kowe. Podjeto wiec probe okreslenia uszkadzajgcego wplywu napadow
drgawkowych nasladujgcych napady gromadne.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 90 myszy obcigzonych genetycznie padaczkag audio-
genng. U 60 myszy przez okres jednego tygodnia wywolywano codzien-
nie dzwiekiem dzwonka elektrycznego 8 do 10 napadéw drgawkowych
w odstepach od 30 do 40 min. Pozostale 30 myszy stanowily materiat
kontrolny. Zwierzeta doswiadczalne podzielono na 4 grupy w zaleznosci
od czasu przezycia po napadach: grupa I — 9 myszy, ktére padly w cza-
sie napadéw przed zakonczeniem doswiadczenia; grupa II — 21 myszy,
ktére perfundowano bezposrednio po ostatnim napadzie; grupa III -—
20 myszy, ktére przezyly 1 miesigc po zakonczeniu doswiadczenia; gru-
pa IV — 10 myszy, ktére przezyly 3 miesigce po ostatnim napadzie.
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Moézgi myszy I grupy do$wiadczalnej i grupy kontrolnej (5 myszy)
utrwalano przez zanurzenie w 7% formolu. Moézgi myszy pozostalych
grup doswiadczalnych i kontrolnych utrwalano przez perfuzje i opraco-
wywano metodami histologicznymi w analogiczny sposéb jak w po-
przedniej pracy (Markiewicz, Ostrowska, 1977).

WYNIKI

Grupa I (myszy, ktére padly podczas doswiadczenia) — w badaniu
mikroskopowym stwierdzono rozlany obrzek moézgu, zwlaszcza istoty
bialej. Widoczne bylo poszerzenie przestrzeni okolonaczyniowych, czg-
sto z obecnoscig bogatobialkowego plynu i zggbczeniem tkanki nerwo-
wej w otoczeniu. Sciany naczyn, szczegélnie tetnic wykazywaly rozluz-
nienie i zatarcie budowy warstwowej (ryc. 1). W przestrzeni okolona-
czyniowej obserwowano rowniez czerwone cialka krwi. Zmiany krwo-
toczne widoczne byly podoponowo, s$rédkomorowo i S$roédmigzszowo
(ryc. 2). W naczyniach opon i moézgu stwierdzano zastoj, a wokol nich
rozluznienie podloza tkankowego (ryc. 3). W istocie bialej obserwowano

it W

Ryc. 1. Grupa I. Naczynia opon o pogrubialych $cianach i zatartej budowie.
W przydance zageszczenie elementéw histiocytarnych. Krwinkotoki w przestrzeni
okolonaczyniowej. Zgabczenie w sasiedztwie naczyn. HE. Pow. 200 X. -
Fig. 1. Group I. Meningeal blood vessels with thickened walls and blurred struc-
ture. Accumulation of histiocytic cells in adventitia Haemorrhages in perivascular
space. Spongiosis in vicinity of blood vessels. HE. X 200.
Ryc. 2. Grupa I. Krwotok $rédmigzszowy w mo6zdzku. HE. Pow. 200 X.
Fig. 2. Group I Interstitial haemorrhage in cerebellum. HE. X 200.

Ryc. 3. Grupa I Wybltny zast6j i rozlane zgabczenie istoty bialej mézgu HE.
Pow. 100" X.
Fig. 3 Group I.. Promment stasis and diffuse spongiosis of the cerebral “white
matter. HE. X 100.
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Ryc. 4. Grupa II. RozluZnienie utkania spoidla wielkiego moézgu. Naczynia opon
o pogrubiatych s$cianach. HE. Pow. 200 X.

Figu 4. Group II. Losening of tissue of the corpus callosum. i Meningeal blood
vessels with thickened walls. HE. X 200.

Ryc. 5. Grupa II. Kontrola. Prawidlowe spoidlo wielkie. HE. Pow. 200 X.
Fig. 5. Group II. Control. Normal corpus callosum. HE. X 200.

Ryc. 6. Grupa III. Pogrubiala tetniczka w zwojach podstawy, a wokél niej po-
szerzenie przestrzeni okolonaczyniowej. Obrzekly s$roédblonek zweza sSwiatlo na-
czynia. HE. Pow. 400 X.

Fig. 6. Group III. Thickened arteriole in basal ganglia surrounded by dilated pe-
rivascular space. Swollen endothelium narrows vascular lumen. HE. X 400.

Ryc. 7. Grupa III. Poszerzenie przestrzeni okolonaczyniowych i rozluzZnienie tkan-
. ki. HE. Pow. 60 X. )
Fig. 7. Group III. Widening of perivascular space and losening of tissue. HE. X 60.
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rozlane przejasnienie mieliny z odcinkowg demielinizacjg. Zmianom tym
towarzyszylo pobudzenie jgder astrogleju. Wyraznych ubytkéw komo-
rek nerwowych w korze moézgowej i strukturach szarych pnia nie
stwierdzono. Wystepowaly natomiast odcinkowe ubytki komoérek Pur-
kinjego w moézdzku, przewaznie na dnie rowkéw, z towarzyszgcym po-
mnozeniem gleju Bergmana.

Grupa II. W moézgach myszy perfundowanych bezposrednio po
ostatnim napadzie, podobnie jak w grupie poprzedniej stwierdzono
zmiany obrzekowe, ktérych nasilenie bylo jednak mniejsze. Wybitne na-
silenie obrzeku obserwowano tylko u pojedynczych zwierzat. Przewaz-
nie wystepowalo poszerzenie przestrzeni okolonaczyniowych w istocie
biatej pétkul moézgu, pnia i mézdzku. Niekiedy stwierdzano obecnos¢
plynu przesiekowego woko6! naczyn, a w otaczajgcej tkance nerwowej
dyskretne rozluznienie utkania. Sciany naczyn, szczegélnie tetnic, wy-
kazywaly zatarcie budowy warstwowej. Obserwowano rozluznienie
podioza tkankowego w spoidle wielkim moézgu, torebce wewnetrznej,
zawoju hipokampa, pniu i mézdzku (ryc. 4, 5). W barwieniu na mieline
widoczne bylo odcinkowe zbledniecie odslonek, a w powiekszeniach
mikroskopowych stwierdzano rozdecie i fragmentacje az do calkowitego
rozpadu pojedynczych oslonek. Rozlane splowienie mieliny widoczne
bylo w okolicy przykomorowej.

Krwinkotoki obserwowano sporadycznie, najczesciej podoponowo,
w szczelinie naczynidowkowej mozgu.

Uszkodzenie neuronéw bylo niewielkie. Rozsiane ubytki wystepowa-
ly w korze nowej moézgu, przewaznie w III i V warstwie. Niekiedy
spotykano réwniez odcinkowe ubytki komérek Purkinjego na dnie row-
kow.

Grupa III i IV. Zmiany neuropatologiczne w mézgach myszy, kto-
re przezyly jeden i 3 miesigce po ostatnim napadzie drgawkowym byly
podobne. Obserwowano dyskretne rozluznienie podloza tkankowego
istoty biatej pélkul moézgu i mézdzku z nasileniem zmian w okolicy ko-
moér i w sgsiedztwie naczyn. Towarzyszylo mu rozlane splowienie mie-
liny z odcinkowg demielinizacja, szczegélnie w spoidle wielkim moézgu.
Sciany naczyn wykazywaly pogrubienie. Czesto obserwowano duze zwe-
zenie $wiatla naczyn (ryc. 6) oraz poszerzenie przestrzeni okolonaczy-
niowych (ryc. 7). W sagsiedztwie naczyn wystepowaly niekiedy makro-
fagi wypelnione ziarnami hemosyderyny . W impregnacji met. Cajala
obserwowano wzmozong glioze okolonaczyniowa. Zageszczenie i przerost
astrocytow obserwowano réwniez w istocie bialej zawoju hipokampa
oraz w glebokich warstwach kory obreczy.

W moézgach pojedynczych zwierzat grupy III i IV naczyniopochodne
uszkodzenie tkanki nerwowej bylo bardziej nasilone. Rozlane rozluZnie-
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nie podloza tkankowego istoty biatej moézgu przybierato niekiedy w oko-
licy przykomorowej posta¢ martwicy gabczastej. W barwieniu na mie-
line cbserwowano rozlane przejasnienie, a w obszarze przykomorowym
i w sgsiedztwie naczyn widoczna byla demielinizacja. Zmianom tym to-
warzyszylo wyrazne przerzedzenie wiékien osiowych.

Ryc. 8. Grupa IV. Ubytki komoérek piramidowych w korze nowej. HE. Pow. 100 X.
Fig. 8. Group IV. Loss of pyramidal cells in neocortex. HE. X 100.

Ryc. 9. Grupa IV. Kontrola. Kora nowa. HE. Pow. 100 X.
Fig. 9. Group IV. Control. Neocortex. HE. X 100.

Uszkodzenie struktur szarych bylo ograniczone do dyskretnego prze-
rzedzenia neuronéw kory mozgu z wyrazng akcentacjg zmian w war-
stwach komorek piramidowych (ryve. 8, 9). Ponadto byly widoczne ubyt-
ki komérek Purkinjego, zwlaszcza na dnie rowkow.

OMOWIENIE

Podsumowujgc wyniki przeprowadzonych badan morfologicznych
mozna stwierdzi¢, ze w moézgach myszy z padaczka audiogenng po gro-
madnych napadach drgawkowych na pierwszy plan wysuwaly sig
zmiany obrzekowe i naczyniopochodne uszkodzenie tkanki nerwowej.
Zmiany te miaty charakter rozlany i byly bardziej nasilone w istocie
biatej mézgu i moézdzku niz w korze. U myszy, ktére padly przed za-
konczeniem doswiadczenia i perfundowanych bezposrednio po ostatnim
napadzie widoczne byly wczesne zmiany obrzekowe i $wieze krwinke-
toki, natomiast u zwierzat z dluzszym przezyciem dominowalo naczy-
niopochodne uszkodzenie tkanki nerwowej ze splowieniem ostonek mie-
linowych, przerzedzeniem wldkien nerwowych i obecnos$cia makrofa-
gbw z hemosyderyng w przestrzeni okolonaczyniowej. Dyskretne prze-
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rzedzenie populacji neuronéw obserwowano we wszystkich grupach
doswiadczalnych, ale bylo ono zaskakujaco skgpe.

Rozwazajgc problem etiopatogenezy zmian neuropatologicznych
stwierdzonych w naszym materiale, w pierwszym rzedzie nalezy wzigc
pod uwage czynnosciowe zaburzenia krazenia, wystepujgce podczas na-
padéw uogélnionych drgawek. Z piSmiennictwa wiadomo, ze na poczatku
napadu padaczkowego wystepuje gwaltowny wzrost ciSnienia tetniczego
krwi (Kreindler, 1965; Meldrum, Horton, 1973). ROwnocze$nie niemal
zwieksza sie ci$nienie krwi w zylach i rozwija sie zastéj. Podwyzszony
poziom cisnienia tetniczego ulega szybko wyréwnaniu, natomiast za-
burzenia w ukladzie zylnym utrzymujg sie znacznie dluzej, nawet po
ustgpieniu drgawek (Kreindler, 1965; Niaussant, 1965). Nagly wzrost
i duze wahania ci$nienia krwi w tetnicach i zylach moézgowych pod-
czas napadow uogélnionych drgawek mogg prowadzi¢ do uszkodzenia
struktury $ciany naczyn i spowodowa¢ wzrost jej przepuszczalnosci
nie tylko w stosunku do wody i elektrolitéw ale réwniez bialek i upc-
staciowanych elementéw krwi. Z morfologicznego punktu widzenia po-
twierdzajg te mozliwos¢ zmiany w mozgach myszy doswiadczalnych w
postaci krwinkotokéw i makrofagéw z hemosyderyng w przestrzeni
okolonaczyniowej. Byly one szczegélnie nasilone u myszy, ktore padiy
w tonicznej fazie napadéw padaczkowych. Prawdopndobnie w tej sytu-
acji nie byl réwniez bez znaczenia podkreslany przez Zimmermana
(1938) skurcz miesni szkieletowych utrudniajgcy odplyw krwi zylnej
z jamy czaszkowej oraz bezdech, ktére nasilaly zastéj i poglebiaty
niedotlenienie mézgu.

Préba wyjasnienia patomechanizmu zmian podrgawkowych w opar-
ciu o czynnosciowe zaburzenia krgzenia nie jest nowa. Spielmeyer
(1925, 1927, 1930) i jego uczniowie (Dreszer, Scholz, 1939; Scholz, 1951.
1959 i inni) rozwineli teorie skurczéw naczyniowych i wigzali z nimi
niedotlenienie tkanki nerwowej. Van Bogaert i Colle (1955) wyrazajs
réwniez przekonanie, ze naczynioruchowe zaburzenia krgzenia krwi od-
grywajg wazng role w rozwoju zmian ponapadowych. Inni badacze
przypisuja gléwne znaczenie obrzekowi rozwijajgcemu sie w czasie
napadéw, poniewaz doprowadza on do ucisku naczyn krwionosnych
1 powoduje niedokrwienie moézgu (Gastaut i wsp., 1959; de Robertis
i wsp., 1969).

Przedstawiona przez nas préba wyjasnienia zmian podrgawkowych
w oparciu o wystepujace podczas napaddéw hemodymamiczne zaburze-
nia krazenia krwi moze wyda¢ sie zbyt uproszczona i mechaniczna.
Jednakze na jej korzys¢ przemawiaja nie tylko wyniki badan morfolo-
gicznych, ale réwniez dane uzyskane w innych warunkach do$wiad-
czalnych. Haggendal i Johansson (1972a, 1972b) stwierdzili wzmozong
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przepuszczalnos¢ $cian naczyn w stosunku do aminokwaséw po na-
glym podwyzszeniu ci$nienia krwi w tetnicach u pséw i kotéow. Fakt
ten byl interpretowany jako nastepstwo zaburzen czynnosci bariery
krew-moézg z powodu rozluznienia Scistych polgczen pomiedzy komér-
kami $rédblonka.

Bardzo stabo zaznaczone uszkodzenie neuronéw zaréwno w bada-
niach nasladujacych padaczke przewlekla jak i na modelu napadow
gromadnych, wydaje sie, nalezy interpretowa¢ jako wlasciwos¢é gatun-
kowa. Przemawiajg za tym rowniez wyniki badan nad do$wiadczalnie
wywolang ischemig i anoksjg u szczuréw, ktére wykazywaly stosunko-
wo malg wrazliwos¢ komoérek nerwowych na niedotlenienie (Domani-
ska-Janik, 1972; Ibrahim, 1972).

WNIOSKI

1. Zesp6l zmian morfologicznych w moézgu myszy obcigzonych ge-
netycznie padaczka audiogenng po serii napadéw gromadnych obej-
muje rozlane uszkodzenie ukladu naczyniowego, obrzek moézgu i na-
czyniopochodne uszkodzenie tkanki nerwowej.

2. Charakter i topografia zmian strukturalnych w osrodkowym ukla-
dzie nerwowym po napadach gromadnych wykazuje duze podobien-
stwo do zespolu zmian neuropatologicznych w padaczce przewlekiej
w tym samym modelu doswiadczalnym. Réznice dotyczyly wylacznie
nasilenia zmian. Obrzek i uszkodzenie naczyn bylo wieksze u myszy po
napadach gromadnych.

3. Roznice w obrazie morfologicznym zmian ponapadowych w moézgu
myszy po serii napadéw gromadnych w zaleznosSci od czasu przezycia
dotyczyly ,,wieku” zmian i ich nasilenia. Bezposrednio po napadach
mialy charakter wczesnego obrzeku i $wiezych zmian krwotocznych,
a u zwierzat z dluzszym czasem przezycia obserwowano naczyniopo-
chodne uszkodzenie przede wszystkim istoty bialej ze zggbczeniami oko-
fonaczyniowymi i obecnoscia makrofagéw wypelnionych hemosyderyna.

4. Wyrazne zaoszczedzenie neurondéw wydaje sie zwigzane z wiasciwg
gatunkowi odpornoscig na uszkadzajace dzialanie czynnikéw anoksyj-
no-ischemicznych, towarzyszacych napadom wuogélnionych drgawek.

JI. MapkeBuu, E. JIbiMeuxu

IVHAMMUKA MOPDPOJOTUYECKUX U3MEHEHMII B MOITE MBIIIEN
C AYJIMOTEHHOM DSIIUJEIICUEN IIOCJIE DKCIIEPMMEHTAJBHO
BBIBBAHHBIX CYJOPOZKHEBIX IIPUITAJKOB
Pe3moMme

UccnenoBanu MoOpdoJiorMyecKyo KapTuHy mosra 90 Mblueir ¢ reHetmyeckmu oby-
CJIOBJIEHHOJM ayAMOTEeHHOM sSrnujerncuern. Y 60 SKcnepuMMEHTaJbHbIX MbIIIEN exRea-
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HEePHO B TeYeHMe OJHOM HeJeJiM BBI3bIBAJIM 3JEKTPUYECKUM 3BOHKOM OT 8 g0 10
reHepajM30BaHHBIX CYJOPOKHBIX IPUIIAAKOB. OCTaJbHbIE MBIILM COCTABJIAJIM KOH-
TPOJBHBI MaTepuall. DKCIIePUMMEHTAJbHbIe XKMBOTHbIE ObILIM pa3jejieHbl Ha 4YeTbIpe
TPYIIIbl B 3aBUCUMMOCTM OT [MPOAOJIZKUTEJIBHOCTU KMU3HU II0CJE TIPUCTYIIOB.

Muxkpockonuyeckoe MuccjeA0BaHME MO3ra MEIIEN BbIABUIIO PA3JIMTHIA OTE€K M IMO-
. BpexJienye HEepBHOM TKaHM COCyAMCTOrO mnpoucxoxkjenus. Habmopaemble 8 OTHENb-
HBIX 9KCIEePMMEHTAJIbHBIX TIpyHNnax pas3auuMd B MODPMOJIOTMUECKON KapTHHE II0-
BpEeXKJEeHMs MO3ra Mblille)i OTHOCUJINUCH TOJIBKO K ,,BO3PAacTy”’ M MHTEHCUBIIOCTH TUX
M3MEeHeHMUMA.

Ouenb HEOOJBIIIOE TMOBPEXKJEHMEe HEPBHBIX KJIETOK y MBbIIENH ¢ ayIMOoreHHon
SMMJIeIICHeil SABJAETCH, I10-BUAMMOMY, BMAOBOI O0COOEHHOCTBHIO KMBOTHBIX, BbITEKa-
OLICH M3 MeTaboIMueCcKMUX M aHrMOapPXUTEKTOHMYECKUX 0coDeHHOoceTel Mo3ra. B obcy kK-
Jenuy, KacawlleMCsa STUONaTOreHe3a MO3TOBbIX W3MEHEeHUM BCJIEACTBYE ISNUJIeNnTu-
YeCKUX IIPpUMNAJKOB, IMOAYEPKUBAETCH CYILIeCTBEHHOe 3HAYeHMue TIeMOAMHAMUYEeCKUX
HapyueHuit BO BpeMs reHepaM30BaHHbIX ITPUITAAKOB.

D. Markiewicz, J. Dymecki

DYNAMICS OF MORPHOLOGICAL CHANGES IN THE BRAIN OF MICE
WITH AUDIOGENIC EPILEPSY FOLLOWING EXPERIMENTALLY
EVOKED MULTIPLE EPILEPTIC FITS

Summary

Morphological study comprised the brains of 90 mice genetically conditioned
with audiogenic epilepsy. In 60 experimental mice 6—8 generalized seizures were
evoked daily for one week by the sound of electric bell. Other 30 mice served as
control material. Experimental animals were divided in four groups depending
on the survival time after the fits.

Microscopic investigation of the experimental material showed diffuse edema
and vasogenic damage to nervous tissue. The differences in the damage of the
brain in particular groups concerned only the ,age” and the intensity of the chan-
ges. Exceptionally scarce damage to neurons seems to depend on species pro-
perty resulting from mice brain metabolic and angioarchitectonic differences.

The authors discuss the etiopathogenesis of cerebral changes caused by epi-
leptic fits and stress the significance of hemodynamic disturbances during gene-
ralized epileptic seizures.

PISMIENNICTWO

1. Bogaert van L., Colle G.: Un syndrome cerebélleux progressif a la phase
tardive de I'épilepsie essentielle. Acta Psychiat. Neurol. Scand., 19355, 30,
0o,

Dambska M.: Zagadnienia zmian podrgawkowych w padaczce. Neurol. Neu-

rochir. Pol., 1968, 2, 276—280.

3. Domanska-Janik K.: Doswiadczalne niedotlenienie a niektére zagadnienia tle-
nowego metabolizmu glukozy w osrodkowym uktadzie nerwowym. Neuropat.
Pol., 1972, 10, 17—43.

4. Dreszer R., Scholz W.: Experimentelle Untersuchungen zur Frage der Hirn-
durchblutungsstérungen beim generalisierten Krampf. Z. ges. Nevrol. Psy-
chiat., 1939, 164, 140—161.

o

http://rcin.org.pl



Nr 1 Patomorfologia do$wiadczalnej padaczki 31

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17

18.

19.

20.

Gastaut H., Naquet R., Meyer A., Cavanagh J. B., Beck E.: Experimental
psychomotor epilepsy in the cat. Electroclinical and anatomopathological cor-
relations. J. Neuropath. exp. Neurol., 1959, 18, 270—293.

Hiaggendal E., Johansson B.: Effect of increased intravascular pressure on
the blood-brain barrier to protein in dogs. Acta Neurol. Scand., 1972a, 43,
271—275.

Héggendal E., Johansson B.: On the pathophysiology of the increased cere-
brovascular permeability in acute arterial hypertension in cats. Acta Neurol.
Scand., 1972b, 48, 265—270.

Ibrahim M. Z. M.: The response of the brain to hypoxia and ischaemia. J.
Neurol. Sci. (Amst.) 1972, 17, 271—279.

Kreindler A.: Experimental epilepsy. Elsevier, Amsterdam, London, New
York, 1965, 137.

Markiewicz D., Ostrowska D.: Zmiany ponapadowe w moézgu myszy z pa-
daczka audiogenna. Neuropat. Pol., 1977, 15, 107—117.

Meldrum B. S., Brierly J. B.: Prolonged epileptic seizures in primates. Arch
Neurol., 1973, 28, 10—17.

Meldrum B. S., Horton R. W.: Physiology of status epilepticus in primates.
Arch. Neurol., 1973, 28, 1—10.

Niaussant M. M.: A study of brain circulation during the mouse audiogenic
seizure. Proc. of a Symposium Liblince Prague. Ed.: Z. Servit, Excerpta Med.
Found, 1965, 331—338.

Robertis de E., Alberci M., de Lorez Arnaiz G. R.: Astroglial swelling and
phosphohydrolases in cerebral cortex of metrazol convulsant rats. Brain Res.,
1969, 12, 461—466.

Scholz W.: Die Krampfschiddigungen des Gehirns. (Monographien aus dem
Gesamtgebiete der Neurologie und Psychiatrie No 75), Springer, Berlin, 1951,
144,

Scholz W.: The contribution of patho-anatomical research to the problem of
epilepsy. Epilepsia, 1959, 1, 36.

Spielmeyer W.: Zur Pathogenese ortlich-elektiver Hirnverinderungen. Ztschr.
Neur. Psychiat., 1925, 99, 756.

Spielmeyer W.: Die Pathogenese des epileptischen Krimpfes, Z. ges. Neurol.
Psychiat., 1927, 109, 501—520.

Spielmeyer W.: The anatomic substratum of the convulsive state. Arch. Neu-
rol. Psychiat. (Chic.) 1930, 23, 869—3875.

Zimmerman H. M.: The histopathology of convulsive disorders in children.
J. Pediat., 1938, 13, 859—890.

Adres autorow: Instytut Psychoneurologiczny, Zaklad Neuropatologii, Al. So-

bieskiego 1/9, 02-957 Warszawa.

Neuropatologia Polska — 6

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1978, XVI, 1
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CHOLESTERYL ESTERS IN DEMYELINATING LESIONS
IN THE LIGHT OF HISTOCHEMICAL
AND BIOCHEMICAL CORRELATIONS *)

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

From the histochemical evidence obtained previously (Petrescu 1967,
1969, 1971) in various types of demyelinating lesions it appeared that
the main site of chemical degradation of the myelin lipid moiety are
the macrophages. These cells were also shown to be capable of accu-
mulation of large amounts of sudanophilic material, which later has
been found to consist mainly of sterol esters. Based on cytochemical
properties four different types of lipomacrophages accompanying de-
myelinating lesions have been distinquished.

On the other hand however, a number of biochemical studies, in
that respect also our own investigations (Eto, Suzuki, 1972; Wender
et al, 1978) have shown that small amounts of cholesteryl esters with
a fatty acid spectrum entirely different from that characteristic for
the plasma cholesteryl ester (CE) composition may be isolated even
from the normal nervous tissue.

Our investigations on the brain CE composition in various experi-
mental diseases such as triethyl tin intoxication (TET), cyanide ence-
phalopathy and experimental allergic encephalomyelitis (EAE) were
unable to demonstrate any appreciable correlation between either qu-
antitative or qualitative changes in the CE content in the examined
brain and the severity of demyelination, inflammatory or macrophage
reaction.

*) The biochemical part of the investigation was supported by NIH PL 480
Research Agreement No 05-027-1.
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Thus we hoped that a comparative histochemical and biochemical
investigations of demyelinated brain regions (2 cases of MS, 1 case of
SSPE) could eventually throw some light on the above mentioned
apparent discrepancies.

The content and composition of CE as determined by means of
thin-layer chromatography (TLC) in the isolated neutral lipids from
the demyelinated brain specimens were chosen to serve as the bioche-
mical exponents and were compared with the results of cytochemical
identification of lipomacrophages containing esterified cholesterol.

MATERIAL AND METHODS

The investigated brains were: one case of multiple sclerosis (MS)
with a 10 year morbid history, from the Neuropsychiatric Hospital in
Brasow (Romania), 1 MS case with a 5 year lasting course and a SSPE
(subacute sclerosing panencephalitis) case of 4 year morbid history,
both from the Marinescu Hospital in Bucharest (Romania). The speci-
mens subjected to histochemical and biochemical investigations were
fixed in formalin.

In the first case, the investigated material consisted of sections from
the thoracic and lumbar parts of the spinal cord and of the periventri-
cular region of the brain. In the second case, the cervical spinal cord
and the periventricular brain region were examined, while in the case
of SSPE the observations concerned the central and peripheral parts
of demyelinating foci of the frontal and occipital lobes.

From this material two adjacent sections were taken for parallel
histochemical and biochemical investigations. The histochemical exa-
minations were performed in the Institute of Neurology and Psychia-
try in Bucharest on frozen sections and on those embedded in gelatine.
The sections were stained with Sudan IV for neutral lipids, with
Sudan Black for all lipid classes, with the method of Baker for pho-
spholipids, with the method of Spielmeyer and OTAN for phospho- and
neutral lipids and with the method of Schultze for free and esterified
cholesterol.

The biochemical determinations were performed in the Medical Aca-
demy of Poznan (Poland). The CE spectrum of the investigated brain
specimens was obtained by isolating the CE from other lipids by means
of silicic acid column chromatography followed by separation accor-
ding to the degree of unsaturation of their fatty acyl residues with
the aid of TLC, essentially as described by Tichy (1971). The content
of cholesterol in the eluates from individual CE fractions was deter-
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mined using the method described by Vahouny et al. (1963). The same
method was used for determination of the content of total CE and of
free cholesterol in the examined specimens.

RESULTS

Histology and histochemistry

Case No 1. Multiple sclerosis. Multiple demyelinating plaques may
be seen in the whole central nervous system (Fig. 1—3). They bear
features of old plaques with glial scars. Sparsely may be seen agglo-
merations of lipomacrophages type III containing coarse grains of este-
rified cholesterol. (Figs. 4—6). When stained with Sudan IV the pla-
ques exhibit sudanophilic grains and cristae, which when stained with
the method of Schultze, were identified as accumulated CE.

Fig. 1. Dorsal spinal cord. Demyelination in posterior columns. MS case No L.
Baker method.

Ryc. 1. Odcinek piersiowy rdzenia kregowego. Demielinizacja stupéw tylnych.
Stwardnienie rozsiane, przyp. Nr 1. Metoda Bakera.

Fig. 2. Lumbar spinal cord. Demyelination involving almost the whole cross sec-
tion of the spinal cord. MS case No 1. Baker method.

Ryc. 2. Odcinek ledZzwiowy rdzenia kregowego. Demielinizacja obejmuje prawie

caly przekrdj rdzenia. Stwardnienie rozs‘ane, przyp. Nr 1. Metoda Bakera.

Fig. 3. Periventricular demyelination plagques. MS case No 1. Spielmeyer method.
Ryc. 3. Okolokomorowe plaki demielinizacyjne. Stwardnienie rozsiane, przyp.
Nr 1. Metoda Spielmeyera.
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The demyelination plaques were considerably larger in the lumbar
(specimen ,,b”) than in the dorsal (specimen ,a”) fragment of the
spinal cord. In the section from the dorsal spinal cord, diffuse lipoma-

*
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crophage infiltrates of type III were revealed in the marginal parts
of the plaques, indicating that the demyelinating process in these re-
gions is still active, and more recent than in the other ones.

The specimens derived from the lumbar spinal cord (section ,b”) we-
re almost completely free of lipomacrophages, seen only occasionaily
as small perivascular conglomerates.

Fig. 7. Demyelination plaque in the cervical spinal cord. MS case No 2. Spiel-
meyer method.
Ryc. 7. Plaka demielinizacyjna w odcinku szyjnym rdzenia kregowego. Stward-
nienie rozsiane, przyp. Nr 2. Metoda Spielmeyera.

Case No 2. Multiple sclerosis. The demyelination plaques are of
a mixed type, some of them are old plaques lacking sudanophilic gra-
ins accounting for CE as well as type I lipomacrophages, other plaques
obviate demyelinating processes, active in nature, by demonstrating
the presence of numerous granular myelinic and esterocholesterolic
(type II) as well as pure esterocholesterolic (type III) lipomacrophages
(see Figs. 7—11). In several places of the apparently normal white

Fig. 4. Lumbar spinal cord. Zone of agglomeration of sudanophilic lipomacropha-

ges at the periphery of a demyelination plaque, the central part containing only

very few lipomacrophages. At the periphery of the spinal cord a strip of appa-

rently normal white matter. MS case No 1. Sudan Red.

Ryc. 4. Odcinek ledzwiowy rdzenia kregowego. Nagromadzenie sudanofilnych li-

pomakrofagbw na obwodzie plaki demielinizacyjnej. W centralnej czesci plaki po-

jedyncze makrofagi. Na obwodzie przekroju rdzenia pasmo prawidiowej istoty

bialej. Stwardnienie rozsiane, przyp. Nr 1. Czerwien Sudanu.

Fig. 5. The same aspect as in Fig. 4. but at higher magnification. MS case No 1.
OTAN method.

Ryc. 5. Powiekszenie pola ujetego na ryc. 4. Stwardnienie rozsiane, przyp. Nr 1.

Metoda OTAN.

Fig. 6. Sudanophilic lipomacrophages (type III). Distinguishable coarse grains of

esterocholesterolic deposits within the macrophages. MS case No 1. Sudan Red.

Ryc. 6. Lipomakrofagi sudanofilne (typ III). Wewnatrz makrofagbw wyrazne, gru-

boziarniste zlogi estréw cholesterolu. Stwardnienie rozsiane, przyp. Nr 1. Czer-
wien Sudanu.
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matter in the vicinity of plaques, there may be seen scarcely distri-
buted single lipomacrophages of type I (granular myelinic) and of type
IT (characteristic for the initial stages of demyelination.
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Case No 3. Subacute sclerosing panencephalitis. The histological
picture shows a widespread demyelination with distinct signs of brain
atrophy. Besides moderate perivascular infiltrates there may be seen
also esterocholesterolic lipomacrophages (type III) gathered round some
blood vessels (Fig. 12).

v

Fig. 11. Macroscopic aspect. Occipital region with a zone of diffuse demyelination.
MS case No 2. Spielmeyer method.
Rye. 11. Wyglad makroskopowy. Okolica potyliczna z pasmem rozlanej demielini-
zacji. Stwardnienie rozsiane, przyp. Nr 2. Metoda OTAN.
Fig. 12. Zone of total demyelination with very few sudanophilic lipomacrophages
distributed perivascularly. SSPE. Sudan Red.
Ryec. 12. Pasmo caltkowitej demielinizacji z nielicznymi lipomakrofagami woko?
naczyn. Podostre stwardniajgce zapalenie moézgu. Czerwien Sudanu.

Biochemistry
Case No 1. Multiple sclerosis. The investigated sections showed the
lack of the total cholesterol, while the concentration of estrified cho-
lesterol was significantly increased.

Fig. 8. Spinal cord. Demyelination plaque lacking products of myelin disintegra-
tion. At the periphery a zone of apparently normal white matter. MS case No 2.
Baker method.

Ryc. 8. Rdzen kregowy. Plaka demielinizacyjna bez widocznych produktéw roz-
padu mieliny. Na obwodzie pasmo prawidlowej istoty biatej. Stwardnienie roz-
siane, przyp. Nr 2. Metoda Bakera.

Fig. 9. The same microscopic field of the same histochemical preparation as ina
Fig. 8. but studied in the polarized light stream. The birefringent estero-choleste-
rolic lipomacrophages are visible. Myelin fibres are birefringent as well.
Ryec. 9. Obraz mikroskopowy pola ujetego w preparacie histochemicznym na ryec. 8.,
badanego w $wietle spolaryzowanym. Widoczne lipomakrofagi zawierajace dwu-
lomne zlogi estréow cholesterolu. Wi6kna mielinowe wykazuja roéwniez dwu-
lomnosé.

Fig. 10. Spinal cord. Another microscopic field. Demyelination plaque with agglo-
meration of lipomacrophages, some of them located perivascularly. MS case No 2.
OTAN method.

Ryc. 10. Rdzen kregowy. Inne pole mikroskopowe. Plaka demielinizacyjna ze sku-
pieniem lipomakrofagbw oraz lipomakrofagi lezace okolonaczyniowo. Stwardnie-
nie rozsiane, przyp. Nr 2. Metoda OTAN.
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Table 1. Cholesteryl esters in multiple sclerosis (MS) plaques g
Tabela 1. Estry cholesterolu w blaszkach stwardnienia rozsianego
Percentage of individual cholesteryl esters (CE) o b ey i ] Heee cholesterol S
Odsetkowa zawartos$é poszezegdlnych estrow cholesteroli (EC) /100 £ us Ue el i g/400 ¢ of
Investigated material i P iy ) o dry weight tissue dry weight
Badany material Fraction I  Fraction II  Fraction III Fraction IV~ Fraction V Calkowita zawartos¢ Zawarto$é wolne-
Frakeja I ~ Frakeja IT Frakeja I1I Frakeja IV Frakeja V. EC w g/100 g su- go cholesterolu w g/
(Ao) (Ay) (Az) (As+4) (As+¢) chej tkanki /100 suchej tkanki
8 Normal cases 21.546.6%) 35.94-8.2 22.04+7.3 14.04+-5.5 6.94-7.7 0.054-0.03 8.7+1.7
Norma z 8 przypadkéow
Case No 1.
Przypadek 1. E
a) chronic plaque in dorsal
spinal cord 24.1 53.5 11.0 8.2 3.2 0.60 5.4
blaszka przewlekla w od-
cinku piersiowym rdze- E
nia kregowego <
b) chronic plaque in lum- )
bar spinal cord 7.6 50.0 12.4 13.9 16.1 0.25 6.9 =5
blaszka przewlekla w od- (0]
cinku ledZzwiowym rdze- 5
nia kregowego L
¢) periventricular plaque 23.3 45.3 10.9 9.5 11.0 0.31 5.7 ®
blaszka okolokomorowa 3
Case No 2.
Przypadek No 2.
a) plaques in cervical spi-
nal cord 7.3 75.3 9.2 6.1 2.1 0.85 Wl
blaszki w odeinku szyj-
nym rdzenia kregowego
b) periventricular plaque 3.5 88.4 4.2 2.4 1.5 1.52 4.7
blaszka okolokomorowa
*) Mean + SD (Aog) — saturated CE (A3-+4) — tri- and tetraenoic CE
Srednia -+ érednie odchylenie nasycone EC trzy- i czterokrotnie nienasycone
(A;) — monoenoic CE EC
jednonienasycone EC (As+¢) — penta- and hexaenoic CE 7
(A;) — dienoic CE piecio- i szedciokrotnie nienasyco- =
ne EC —
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Table 2. Cholesteryl esters in subacute sclerosing panencephalitis (SSPE)
Tabela 2. Estry cholesterolu w podostrym stwardniajagcym zapaleniu moézgu

Investigated matera

Free cholesterol

Percentage of individual cholesteryl esters (CE) (
content in g/100 g

i s , Total CE content in
Odsetkowa zawartosé¢ poszezegolnych estrow cholesterolu (EC)

g/100 g of tissue

of tissue dry weight

dry weight Zawarto$¢é wolne-

Badany material Fraction I  Fraction IT  Fraction III Fraction IV~ Fraction V Calkowita zawartosé e
Frakeja I ~ Frakeja IT  Frakeja III Frakecja IV Frakecja V. EC w g/100 g suchej vgvo 1100 bsuche'
(Ao) (A1) (A2) (As+4) (As+s) tkanki s o
8 Normal cases 21.546.6%) 35.9+8.2 22.04+7.3 14.0+5.5 6.94+7.7 0.05-£0.03 8.741.7
Norma z 8 przypadkéw
SSPE
Podostre stwardniajgce za-
palenie modzgu
a) frontal lobe 6.4 42.4 17.5 23.0 10.7 0.40 3.9
plat czolowy
b) occipital lobe periphery
of demyelinated area 53.1 13.5 12.3 10.6 10.5 0.74 4.7
plat potyliezny
obrzeze demielinizacji
c) occipital lobe
demyelinated area 59.3 18.3 117 4.9 5.4 0.79 5.2

plat potyliczny
pole zdemielinizowane

For explanation see Table 1.
Objasnienia podano w tabeli 1.
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The CE spectrum in the lumbar spinal cord, containing mainly old
plaques revealed increased proportions of saturated esters, whereas
the proportion of monoenoic CE was markedly elevated in all sections
of the investigated case.

Case No 2. Multiple sclerosis. Both sections demonstrate conside-
rable changes of the total CE content and their composition. The al-
terations were particularly prominent in the section from the peri-
ventricular demyelination focus. The increase in the concentration
of the total esterified cholesterol was accompanied by a considerable
decrease of the relative per cent contribution of saturated CE and
a very marked elevation of the proportion at which the monoenoic
esters were represented in the CE spectrum.

Case No 3. SSPE. The investigated brain sections demonstrated
severe loss of the free cholesterol content together with considerable
amounts of esterified cholesterol and alterations in the fatty acid com-
position of CE. The individual fragments demonstrated significant va-
riations of these biochemical exponents. The CE composition of the
frontal lobe (section ,,a”) differed from that of the occipital lobes re-
vealing decreased per cent of saturated esters, while in the occipital
lobe this particular fraction was elevated on the expense of monoenoic
esters,

A detailed presentation of results may be found in Tables 1 and 2.

DISCUSSION

The correlation of histochemical observations with biochemical data
is rendered difficult by the fact, that fragments taken for the two
kinds of investigations even though differing only by about 2—3 mun
in distance do not warrant their identity, which must be considered
only as probable.

The total CE content was distinctly higher in the second MS case,
where the demyelinating process demonstrated morphological features
of a more recent and widespread event. However the content of free
cholesterol did not seem to correlate with the extent of the pathclo-
gical process.

This finding however, is not surprising since according to our know-
ledge on the chemical alterations in the myelin fraction in experi-
mental demyelinating processes (cyanide encephalopathy) the free cho-
lesterol of the myelin sheath is, as compared to phospholipids a sub-
stantially more stable component of this membrane (Wender et al.
1978).

Comparing the histochemical picture with the CE spectrum it would
appear that in the more recent plagues, where a considerable number
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of lipomacrophages can be envisaged, the bulk of CE (about 70%) is
composed of monoenoic cholesteryl esters (fraction II). This observa-
tion, being in agreement with that reported by Wender et al. (1973,
1974), seems to confirm our suggestion that in highly active plaques,
the netto effect of formation, hydrolysis and transport of CE is very
much in favour of the monoenoic fatty acids, i.e. of oleic and palmi-
tooleic acids.

‘In old plaques, where the number of lipomacrophages, as well as
the concentration of CE is much lower compared to recent demyelina-
tion foci, the disproportions in the CE composition are much less pro-
nounced, though still divergent from control brains, i.e. the contribu-
tion of monoenoic esters decreases in favour of the saturated and po-
lyunsaturated acids. This might be explained by the interference of
the active esterification with hydrolysis and efflux of products. The
rate of these processes is likely to depend upon the degree of unsa-
turation of cholesteryl esters.

M. Wender, A. Petrescu, H. Filipek-Wender, J. Stanislawska

ESTRY CHOLESTEROLU W USZKODZENIACH DEMIELINIZACYJNYCH
W SWIETLE KORELACJI HISTOCHEMICZNO-BIOCHEMICZNYCH

Streszczenie

Przeprowadzono poréwnawcze badania histochemiczne i biochemiczne w sasia-
dujacych czesciach 8 skrawkéw mozgu, wykazujacych zmiany demielinizacyjne,
a pochodzacych z 2 przypadkow stwardnienia rozsianego i 1 przypadku podostrego
stwardniajacego zapalenia mo6zgu. Wykonano badania histochemiczne i bioche-
miczne. Obraz estrow cholesterolu w zaleznosci od stopnia nienasycenia reszi
kwasow tluszczowych okre$lono po rozdziale metoda chromatografii kolumnowej
i cienkowarstwowej (Tichy 1971). Oznaczono og6lng zawarto$¢ cholesterolu wol-
nego i zestryfikowanego wedilug Vahouny i wsp. (1963).

Wyniki badan wskazuja, ze w $wiezych ogniskach demielinizacji, w ktérych
metodami histochemicznymi stwierdza sie¢ duza ilo$¢ lipomakrofagow, a takze
cholesterolu estryfikowanego, w obrazie tych estrow przewaza (70% calosci ze-
stryfikowanego cholesterolu) frakcja II, zawierajaca kwasy tluszczowe jednonie-
nasycone. Zdaje sie to wskazywaé, ze w ogniskach o duzej aktywnosci procesu
patologicznego estryfikacja kwasow tluszczowych jednonienasyconych: olejowego
i palmitoolejowego przewaza nad estryfikacja innymi kwasami tluszczowymi.
W ogniskach starszych, w ktérych maleje liczba makrofagbw i ogélna zawartosé
estrow cholesterolu, zmniejsza sie rowniez udzial kwasoéw tluszczowych jedno-
nienasyconych w skladzie estrow cholesterolu na rzecz zwiekszenia % estrow na-
syconych i zawierajgcych kwasy tluszczowe wielonienasycone. Nalezy to tluma-
czyé nakladaniem sie na aktywny proces estryfikacji kwasoéw tluszczowych pro-
cesu hydrolizy powstalych estréw jak i odtransportowania powstatych produk-
tow. Ten ostatni proces jest w duzym stopniu zréznicowany co do szybkosci za-
leznie od stopnia nienasycenia estrow cholesterolu.
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M. Benpgep, A. Ilerpecky, X. dununex-Bennep, f. CranuciaBcka

O®PUPHI XOJECTEPUHA TIPU JEMMUEJVHUSAIIMOHHBIX ITOBPEZKJEHUAX
B CBETE TUCTO-BMOXUMMUYECKUX KOPPEJIALIUI

Pes3moMme

Beuin npoBeneHbl CPaBHUTEJBHBIE TMCTOXMMMUYECKME M OMOXMMMYECKHe MCCIIeso-
BaHUA B COCEJCTIBYIOIIMX JIPYyI C JIDyrOM dYacTAX 8 Cpe30B MO3ra, XapaKTepu3sy-
IOIIUXCA AEeMMUEeJNMHM3ANVOHHBIMM M3MEHEHMUsSIMM, B3ATLIMM OT 2 CIIyYyaee paccesH-
HOJM CcKJepo3a u 1 ciayudasa cybocTporo omMO30JI€JI0TO EOCHaJIeHMsd MO3ra. BbLiau
NPUMEHEHbl TUCTOXMMMUYECKMe M Omoxmmmyeckue wuccienoBanusa. Kaptuay 5Mupos
XoJjlecTepMuHa, B 3aBUCUMMOCTM OT CTENEeHM HEeHAChIIIEHHOCTM OCTATKOB UPHBIX
KMCJIOT OIPEeAEJIAM II0Cje XPOMaTOrpaMyecKoro pasjesieHus Ha KOJIOHKE M TOHKO-
corHOoM xXpoMmartorpacdum. Obiee conepkanme CBOGOAHOTO M STEPUMUILMPOBAHHOTO
XoJlecTepuMHa OIpeAeNaiM TeXHMKON IpuBeAeHHOM Baxoyubl u ap. (1963).

PesynbraThl McclIe0BaHMI ITI0OKA3bIBAIOT, YTO B CBEXXMUX Ouyarax JIeMUeIMHu3aluy,
B KOTOPBIX TMCTOXMMMYECKMMM MeTojaMu obuapyzxuBaeTcad O0JbIIOe KOJIMIECTBO
JIUMIIOMaKpoaroB u 9TepuUIMPOBAHHOIO XOJIeCTepuHa, B KapTuUHE STUX 9(MUPOB
npeobiazaer (70% obuero srepucUIMPOBAHHOTO XoJjecrepuna) cdpakumsa 1I, comep-
JKalas KUPHbIE KMCJIOTBI € OJIHOM HEHACBHIIIEHHOM CBA3BI0. II0-BUAMMOMY, STO
yKaspIBaeT, 4YTO B o4Yarax ¢ DOJIBIIION aKTMBHCOCTLIO IATOJIOTUMYECKOrO IIpolecca 3Tepu-
(buraumua TaKUX KUPHBIX KMUCJIOT, 8 MMEHHO, OJIEMHOBONM M HAJBMMUTMHOBOII Ipeobsa-
AaeT HajA OSTepuduKaumerr APYTUX XUPHBIX Kucjaor. B 6GoJsee crapeiXx ouarax,
B KOTOPBIX YMCJIO MakpodaroB, a Tak:ke oblnee copeprkanue 3(UPOB XoJiecTepuHa
YMEHBIIIAeTCs; YMEHBbIIAeTCA TaKxXe COJiepzKaHMue JKUPHBIX KMUCJIOT C ONHOM HeHa-
CBILIEHHOM CBA3BIO B cOCTaBe 9(hMPOB XOJIECTEPMHA B IIOJIB3Y YBEJUYEHUS IIPOIIEHTA
HaCBIIEHHbIX 9(DMPOB M COJEepzKallUX IKUPHbIE KUCJIOTHI C HECKOJBKMMM HEHAChI-
INEHHBIMM CBA3AMU. OTO cjefyeT OOBLACHATHL HAJOXKEHMEeM IIpolecca TIMAPOJIM3a,
obpasyrommuxca 9(pUPOB HA AaKTUBHBIA NPOIECC STepUMUKANUY KUPHBIX KUCIOT
u ynanenus o6pa3oBaHHbLIX NPOAYKTOB. Ilocieanmii mpounecc B OOJBIIOHA CTENeHU
JnddepeHpoBaH OTHOCUTENBHO CKOPOCTM B 3aBUCUMMOCTM OT CTENEHM HEHACHIIEeH-
HOCTU 9(hUPOB XOJIeCTepuHa.
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RODZAJE DEMIELINIZACJI
WYSTEPUJACE W NERWACH OBWODOWYCH
W POLINEUROPATIACH

Klinika Neurologiczna AM w Warszawie
Kierownik: prof. dr hab. Irena Hausmanowa-Petrusewicz

Demielinizacja, oznaczajgca rozpad mieliny z zaoszczedzeniem aksonu,
jest zmiang bardzo czesto widywang w nerwach obwodowych. Demie-
linizacja moze obejmowa¢ pojedyncze miedzywezle lub jego czesé¢, bgdz
tez dotyczy¢ wielu odcinkéw wldkna nerwowego. Jej segmentarny cha-
rakter znalazl odbicie w uzywanej nazwie: odcinkowa demielinizacja.
Zdemielinizowany odcinek zostaje nastepnie zremielinizowany i jesii
demielinizacja obejmowala cze$¢ miedzywezla, powstaje nowe, krotkie
miedzywezle tzw. wtracone (,intercalated internode” — Lubinska,
1958).

W nerwach pobranych od zdrowych osobnikéw odsetek wlokien ze
zmianami typu demielinizacji i remielinizacji nie przekracza kilku pro-
cent (Ochoa, Mair, 1969; Dyck i wsp., 1973b; Drac, 1975), przy czym
spotyka sie zaréwno wiokna z pojedynczymi jak i licznymi zmieniony-
mi odcinkami. W wiekszosci polineuropatii odsetek wilokien ze zmiana-
mi typu odcinkowej demielinizacji i remielinizacji znacznie wzrasta.
Do niedawna panowal powszechnie przyjety poglad, ze odcinkowa de-
mielinizacja powstaje w wyniku uszkodzenia komérki Schwanna. Zna-
lazlo to wyraz w uzywaniu okreslenia: pierwotna demielinizacja. Dyck
i wsp. (1971) i Thomas (1971) wysuneli przypuszczenie, ze w wiekszo-
$ci proceséw chorobowych rozpad mieliny nie jest spowodowany uszko-
dzeniem komorki Schwanna, a zmianami w aksonie i powstalg de-
mielinizacje nazwali wtérng. Wprawdzie juz wcze$niej podnoszono mo-
zliwosé takiego mechanizmu demielinizacji (Collins i wsp., 1964), jed-
nakze dopiero po pracach Dycka i Thomasa problem ten stal sie przed-
miotem szerokiej dyskusji. Przyjecie tego pogladu wigze sie z rady-

*) Praca wykonana w ramach problemu wezlowego Nr 09.4.1.4.
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kalng zmiang dotychczasowych poje¢ dotyczacych istoty procesu cho-
robowego w wielu neuropatiach.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie w oparciu o wlasny ma-
terial obecnych pogladéw na temat demielinizacji w nerwach obwodo-
wych w przebiegu réznych polineuropatii.

MATERIAL I METODY

Material stanowily wycinki nerwéw obwodowych pobrane od cho-
rych z roéznymi postaciami polineuropatii, hospitalizowanych w Klinice
Neurologicznej AM w Warszawie w latach 1968—1974.

Na ogo6lng liczbe 85 opracowanych wycinkéw nerwowych, w 75 (po-
chodzacych od 73 chorych) stwierdzono zmiany typu odcinkowej de-
mielinizacji i remielinizacji, przy czym w wiekszo$ci przypadkéw od-
cinkowej demielinizacji towarzyszyly zmiany typu zwyrodnienia ak-
sonalnego. Na 75 nerwoéw skladaly sie 73 wycinki pobrane na drodze
biopsji (w 71 przypadkach nerw tydkowy, w 2 przypadkach — galgzka
skérna nerwu promieniowego) i 2 nerwy (lydkowy i lokciowy) pobrane
w czasie autopsji.

Rozpoznania ustalono w oparciu o caloksztalt przeprowadzonych ba-
dan klinicznych i laboratoryjnych, a klasyfikacje przypadkéw naleza-
cych do grupy genetycznie uwarunkowanych polineuropatii przepro-
wadzano zgodnie z kryteriami podanymi przez Dycka i Lamberta (1968).
Jedyng roéznice stanowilo polgczenie postaci neuronalnej i rdzeniowej
choroby Charcot-Marie-Tooth w jedng grupe nazwang postacig nie-
przerostowg. Material oraz czestos¢ wystepowania zmian aksonalnych
przedstawiono w tabeli 1.

Wycinki nerwowe badano przy pomocy réznych metod histologicz-
nych podanych uprzednio (Jedrzejowska i wsp., 1972) i przy uzyciu
mikroskopu elektronowego. Ze wzgledu na to, ze dla oceny zmian
we wléknach nerwowych warto$¢ posiadajg jedynie badania wldkien
izolowanych i badanie mikroskopowo-elektronowe, tylko te metody zo-
stang omoéwione.

Metoda przygotowania wldékien izolowanych w pierwszym okresie ba-
dan polegala na utrwaleniu wycinka nerwu w 1% roztworze cztero-
tlenku osmu, a nastepnie przeprowadzeniu przez wzrastajace stezenia
gliceryny (Jedrzejowska i wsp., 1972). W ostatnich latach wprowadzono
utrwalanie w 3% roztworze aldehydu glutarowego, w ktérym pobrany
wycinek umieszczano na 10—15 minut. Po wyplukaniu w buforze ka-
kodylowym wycinek wkladano do 1% czterotlenku osmu na okolo 3
godziny. Nastepnie, po wyptukaniu w wodzie biezacej i destylowanej
przeprowadzano go przez roztwory gliceryny o wzrastajgcym stezeniu
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Tabela 1. Polineuropatie ze zmianami typu odeinkowej demielinizacji i remielinizacji

Table 1. Polyneuropathies with segmental de- and remyelination

Rozpoznanie kliniczne

Clinical diagnosis

Liczba nerwow

Number of nerves

Liczba przypadkow

Number of cases

Wystepowanie zwyrodnie-
nia aksonalnego
Occurrence of axonal de-

generation
Postaé nieprzerostowa choroby Charcot-Marie-Tooth 18 18 18
Non-hypertrophic form of Charcot-Marie-Tooth disease
Postaé przerostowa choroby Charcot-Marie-Tooth 19 19 2
Hypertrophic form of Charcot-Marie-Tooth disease
Neuropatia przerostowa Dejerine-Sottas®) 7 7 1
Hypertrophic neuropathy Dejerine-Sottas
Neuropatia w paraproteinemii 1 1 1
Polyneuropathy in paraproteinemia
Neuropatia w przebiegu ostrej, przerywanej porfirii**) 2 1 2
Neuropathy in the course of acute, intermittent porphyria
Rodzinna neuropatia czuciowa**¥) 1 1 1
Hereditary sensory neuropathy
Polyganglioradiculoneuritis Guillain-Barre 8 7 5
Neuropatie o nieustalonej etiologii
Neuropathy of unkown origin
o ostrym przebiegu 8 8 6
of acute course
o przewleklym przebiegu 11 11 10
of chronic course
Razem 75 73 46
Total

*) Jednym z nerwoéw byl nerw promieniowy
One of the nerves is radial

*¥) Przypadek autopsyjny
Autopsy case

*¥%) Przypadek Kliniki Neurologieznej Centrum Szkolenia Podyplomowego WAM w Warszawie
Case from Neurological Dept. Military Medical School, Warsaw
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Nr 1 Demielinizacja w polineuropatiach 101

(od 5% do 40% roztworu), pozostawiajac wycinek w kazdym z nich
przez 90 minut. Pojedyncze wildkna izolowano za pomocg cienkich igie-
tek lub pincet pod lupa binokularows.

Material do badan mikroskopowo-elektronowych utrwalano w alde-
hydzie glutarowym (poczatkowo uzywano 5—6% roztworu; w ostatnich
latach stezenie roztworu obnizono do 3%) nastepnie w 1% roztworze
czterotlenku osmu i zatapiano w eponie (dokladny opis metody podano
w pracy Jedrzejowskiej i wsp. (1975). Cienkie skrawki dobarwiano
5% roztworem octanu uranylu i 0,25% roztworem cytrynianu olowiu.
Ogladano w mikroskopie elektronowym JEM 7 i JEM 100 B *).

Wiekszosé przypadkéw opracowano przy uzyciu obu metod tj. me-
tody izolacji wldkien i badania mikroskopowo-elektronowego. Nieliczne
przypadki oceniano tylko na podstawie jednej metody.

WYNIKI I OMOWIENIE

Demielinizacja w przebiegu zwyrodnienia aksonalnego (tzw. wtérna
demielinizacja)

W bardzo wielu polineuropatiach stwierdza sie obecnos¢ wloékien ze
zmianami typu zwyrodnienia aksonalnego, prowadzgcego poprzez ob-
razy podobne do obserwowanych w zwyrodnieniu Wallera, do rozpadu
wloékna. Podobienstwo to odnosi sie¢ jedynie do zmian widocznych w
mikroskopie $wietlnym. W obrazie mikroskopowo-elektronowym istnie-
ja wyrazne roéznice pomiedzy zmianami wystepujacymi w zwyrodnie-
niu Wallera a zwyrodnieniem aksonalnym stwierdzanym w polineuro-
patiach, jak réwniez obserwuje sie roznice pomiedzy poszczegbélnymi
polineuropatiami w zaleznosci od etiopatogenezy.

W badaniu histologicznym wczesny okres zwyrodnienia aksonalnego
wyraza sie poszerzeniem przewezen Ranviera oraz nieregularnoscig mie-
liny (ryc. 1). Nastepne stadium procesu chorobowego charakteryzuie
stopniowy rozpad widékna, nie do odroéznienia od fragmentacji wyste-
pujacej w zwyrodnieniu Wallera (ryc. 2).

*) Badania w mikroskopie elektronowym JEM 100 B prowadzono w Pracowni
Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Nenckiego w War-
szawie

Ryc. 1. a. Kolejne odcinki wlékna czesanego nerwu lydkowego w przypadku
ostrej polineuropatii o niejasnej etiologii. Rozszerzenie przewegzen Ranviera (strzal-
ki) oraz nieregularno$¢ mieliny; b. i ¢. Wieksze powigkszenie okolic okotoprze-
wezeniowych tego samego wildékna. Pow. 400 X.
Fig. 1. a. Consecutive lengths of teased fibre from sural nerve of patient with
acute polyneuropathy of unknown origin. Widening of nodes of Ranvier (arrows)
and irregularity of myelin: b. and c. Higher magnification of paranodal regions
of the same teased fibre. X 400.
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Nr 1 Demielinizacja w polineuropatiach 103

W niektérych przypadkach ostro przebiegajgcych polineuropatii ta-
kich jak guzkowe zapalenie tetnic (obserwacje wlasne), zatrucie hydra-
zydem kwasu izonikotynowego (Schlaepfer, Hager, 1964; Ochoa, 1970),
arsenem (Ohta, 1970) winkrystyng (Bradley i wsp., 1970), tréj-orto-
-krezylo-fosforanem (Cavanagh, 1964; Bischoff, 1967; Prineas, 1969)
i niekiedy w porfirii (Cavanagh, Mellick, 1965; Cavanagh, Ridley, 1967,
Sweeney i wsp., 1970) zwyrodnienie aksonalne typu Wallera dotyczy
wielu wldékien i stanowi jedyng nieprawidlowo$¢ we wléknach ner-
wowych. Jednakze znacznie czeSciej, praktycznie w wiekszosci przy-
padkéw polineuropatii, obok tak zmienionych widékien widoczne sy
wilokna z licznymi zdemielinizowanymi i/lub remielinizujagcymi odcin-
kami (ryc. 3). We wildknach tych mielina zachowanych miedzywezli
czesto wykazuje wybitng nieregularnos¢ (ryc. 4), a w zdemielinizo-
wanych aksonach badanie mikroskopowo-elektronowe ujawnia niekiedy
wyrazne nieprawidlowosci, szczegélnie w przypadkach przebiegajgcych
podostro. U chorych, u ktérych proces chorobowy przebiega przewle-
kie, zmiany w zdemielinizowanych aksonach nalezg do rzadko$ci
(ryc. 5).

Do polineuropatii charakteryzujacych sie czestym wystepowaniem
wilokien ze zwyrodnieniem aksonalnym i rzadkim wystepowaniem wlo-
kien zdemielinizowanych, nalezg w naszym materiale przypadek por-
firii (podobnie jak w materiale Thomasa, 1971) i wiekszo$¢ przypadkow
polineuropatii o nieustalonej etiologii i ostrym przebiegu. W tej grupie
choréb w piSmiennictwie najwiecej danych dotyczy mocznicy (Dyck
i wsp., 1971; Thomas i wsp., 1971) oraz doswiadczalnego zatrucia ak-
rylaming (Hopkins, 1970). Wlasnie na podstawie badan w mocznicy
Dyck i wsp. (1971) wysuneli przypuszczenie o wtérnym pochodzeniu
demielinizacji w tej chorobie. Na poparcie tej hipotezy przytaczajg
oni nastepujgce argumenty: wystepowanie demielinizacji tylko w nie-
ktorych wloknach, obecnosé licznych zmienionych odcinkéw w obrebie
jednego wldkna, wystepowanie zmian ultrastrukturalnych w zdemie-
linizowanych aksonach oraz wyzszy odsetek zmienionych wilékien w
odsiebnym odcinku nerwu anizeli w ksobnym.

Przeprowadzone przez Dycka i wsp. badanie stosunku obszaru po-
wierzchni przekroju poprzecznego aksonu do grubosci mieliny wyka-
zalo zmniejszenie powierzchni aksonéw. Wedlug Dycka i wsp. w prze-
biegu mocznicy pierwotne zmiany dotyczg aksonu i wyrazajg sie na-

Ryc. 2. Kolejne odcinki wlbdkna czesanego w tym samym przypadku co na ryec. 1.
Rozpad wilékna na owoidy. Obraz podobny do zmian w przebiegu zwyrodnienia
Wallera.

Fig. 2. Consecutive lenghts of teased fibre in the same case as in Fig. 1. Frag-
mentation of fibre into ovoids. Changes similar to those observed in Wallerian
degeneration.
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Ryc. 3. Kolejne odcinki czesanego wi6kna nerwu lydkowego w przypadku nieprzerostowej postaci Charcot-Marie-Tooth. Licz-
ne odcinki zdemielinizowane i remielinizujace.
Fig. 3. Consecutive lenghts of teased fibre from sural nerve in a case of non-hypertrophic form of Charcot-Marie-Tooth
disease. Multiple regions of segmental demyelination and remyelination.
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Ryc. 4. Nerw lydkowy w przypadku nieprzerostowej postaci choroby Charcot-Marie-Tooth. Obraz mikroskopowo-elektrono-
wy poprzecznego przekroju widékna wykazujacego nieregularno$¢ mieliny. Akson (Ax) bez wyraznych zmian. Pow. 8200 X.
Fig. 4. Sural nerve in a case of nen-hypertrophic form of Charcot-Marie-Tooth disease. Electron micrograph of transverse
section of fibre with irregularity of myelin. Axon (Ax) is well preserved. X 8200.
Ryc. 5. Nerw lydkowy w przypadku nieprzerostowej postaci choroby Charcot-Marie-Tooth. Zdemielinizowany akson (AX);
wydaje sie, ze zawiera on nadmierna ilo$¢ widkienek (ocena trudna ze wzgledu na lekko skos$ny przekr6j). Pow. 14350 X.
Fig. 5. Sural nerve of a patient with non-hypertrophic form of Charcot-Marie-Tooth disease. Demyelinated axon (Ax)
seems to contain an increased number of filaments (evaluation difficult due to slightly oblique section). X 14.350.
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gromadzeniem organelli i postepujagcym zanikiem (kurczeniem sig) ak-
sonu, co powoduje nieregularny przebieg mieliny a nastepnie jej roz-
pad. Zdemielinizowany odcinek moze zosta¢ zremielinizowany, jednakze
w miare trwania procesu chorobowego dochodzi do zaawansowanych
zmian w aksonie i rozpadu wlokna, podobnie jak w zwyrodnieniu
Wallera.

W polineuropatiach przebiegajacych przewlekle, reprezentowanych
w naszym materiale przez przypadki nieprzerostowej postaci choroby
Charcot-Marie-Tooth, polineuropatie o nie ustalonej etiologii oraz po
jednym przypadku rodzinnej neuropatii czuciowej i polineuropatii
w dysproteinemii, w powstawaniu demielinizacji, zdaniem Dycka i wsp.
(1973a) przede wszystkim odgrywa role stopniowo postepujgcy zarik
aksonu. Sekwencja zmian podobna jest do opisanej powyzej, jedynie
proces chorobowy ma znacznie wolniejszy przebieg, co tlumaczy zda-
niem autoréw czestsze niz w grupie poprzedniej wystepowanie wlokien
zdemielinizowanych i rzadsze — wldkien ze zwyrodnieniem aksonalnym
typu Wallera. Modelem dla opracowania tego typu zmian stala sie dla
Dycka i wsp. (1973a) choroba Friedreicha.

Przyjmujac hipoteze o wtérnym pochodzeniu demielinizacji nalezy sie
liczy¢ z mozliwoscig, ze polineuropatie, w ktérych wspélistnieje wy-
razne zwyrodnienie aksonalne z odcinkowg demielinizacjg sg pochodze-
nia pierwotnie aksonalnego (Dyck i wsp., 1973a). Poza polineuropatia-
mi omawianymi powyzej nalezy tu przede wszystkim polineuropatia
cukrzycowa, olowicza i blonicza, w ktérych, zgodnie z dotychczas przy-
jetym pogladem, demielinizacja miala mie¢ charakter pierwotny (Web-
ster i wsp., 1961; Cavanagh, Jacob, 1964; Webster 1964; Thomas, La-
scelles, 1965; 1966; Lampert, Schochet, 1968; Chopra i wsp., 1969; Allf,
Cavanagh, 1969; Schlaepfer 1969 i in.).

Pierwotna demielinizacja

Do procesé6w chorobowych, w ktérych wystepuje pierwotne uszko-
dzenie mieliny, nalezy demielinizacja powstala przy udziale komérek
krwiopochodnych (ryc. 6). Najczestszym przedstawicielem tej grupy
choréb, a jedynym w naszym materiale, jest polyganglioradiculoneuritis
Guillain-Barré, schorzenie zaliczane do grupy choréb autoimmunolo-
gicznych typu nadwrazliwosci komoérkowej. Pierwsze zmiany histolo-
giczne pojawiajg sie przed wystapieniem objawéw Kklinicznych, totez
znane sg jedynie z badan nad doswiadczalnym alergicznym zapaleniem
wielonerwowym, uwazanym za model zespolu Guillain-Barré. Polegaja
one na przedostawaniu si¢ poza naczynia limfocytéw, ich transforma-
cji i tworzeniu przez nie naciek6w okolonaczyniowych (Astréom i wsp.,
1968).
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Nastepnym etapem zmian jest wnikanie do komérek Schwanna du-
zych, jednojadrzastych komorek, w ktérych obecnosci rozpoczyna sig
rozpad mieliny w postaci rozpadu pecherzykowego lub wskutek roz-
szczepiania sie warstw mieliny (Raine i wsp., 1969; Ballin, Thomas
1969; Wisniewski i wsp., 1969; Prineas 1971, 1973; Wisniewski i wsp,
1974). Obrazem, na ktéry najczesSciej natrafia sie w przypadkach ze-
spolu Guillain-Barré, jest obecnos¢ makrofagéw zawierajacych resztki
rozpadlej mieliny wewnatrz komoérki Schwanna oraz wystepowanie
wlokien zdemielinizowanych i remielinizujacych.

Ryc. 6. Nerw lydkowy w przypadku ze-
spolu Guillain-Barré. W endoneuralnym
kolagenie widoczny limfocyt (L) oraz
wypustki, prawdopodobnie fibroblastow
(CP). Pow. 5100 X.
Fig. 6. Sural nerve of a patient with
Guillain-Barré syndrome. Lymphocyte
(L) and cell processes, probably of fibro-
blasts (CP) are placed within endoneurial
collagen. X 5100.

Zaréwno odsetek zdemielinizowanych widkien jak i obszar zmian w
obrebie jednego wldékna bywajg bardzo rézne w poszczegélnych przy-
padkach. Zdemielinizowane aksony nie wykazuja wyraznych zmian
z wyjatkiem zmniejszenia ich $rednicy (Raine i wsp., 1969). Uwaza sie,
ze podobny mechanizm demielinizacji wystepuje w poszczepiennym za-
paleniu nerwoéw.

Powszechnie jest przyjety poglad, ze pierwotna demielinizacja mo-
ze by¢ takze wyrazem wrodzonego zaburzenia metabolicznego komorki
Schwanna. Do tej grupy zalicza sie leukodystrofie metachromatyczng,
leukodystrofie Krabbego i neuropatie przerostowe.
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Ryc. 7. Nerw lydkowy w przypadku nawrotowego zespolu Guillain-Barré. W ko-
moérce Schwanna otaczajacej zdemielinizowany akson widoczny makrofag zawie-
rajacy resztki mieliny. Wok6l komoérki koncentrycznie ulozone warstwy kolagenu
i wypustek komoérek Schwanna (,,onion-bulb”). Pow. 6600 X.
Fig. 7. Sural nerve from a case with recurrent form of Guillain-Barré syndrome.
Within the Schwann cell demyelinated axon and macrophage containing remnants
of myelin. Around the Schwann cell there are concentrically arranged Schwann
cell processes with intervening layers of collagen (onion-bulb). X 6600.

Leukodystrofie nie sg przedmiotem niniejszego opracowania, nato-
miast neuropatie przerostowe, stanowigce pokazny odsetek naszego ma-
terialu, wymagaja krotkiego omowienia (dokladny opis zmian w neu-
ropatiach przerostowych znajduje sie w pracy Jedrzejowskiej i wsp,
1975).

W neuropatiach przerostowych, reprezentowanych w naszym mate-
riale przez przerostowg posta¢ choroby Charcot-Marie-Tooth i neuro-
pati¢ Dejerine’a-Sottasa, a w piSmiennictwie ponadto przez chorobe
Refsuma, odcinkowa demielinizacja i remielinizacja sa widoczne w
bardzo licznych wléknach, dotycza diugich obszaréw na ich przebiegu
oraz wystepujg we wszystkich okresach procesu chorobowego (ryc.
8 1 9). W wyniku powtarzajacej sie¢ naprzemiennie demielinizacji i re-
mielinizacji dochodzi do powstania koncentrycznie zbudowanych struk-
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Ryc. 8. Bardzo liczne zdemielinizowane i remielinizujace widékna w nerwie tydko-

wym we weczesnym okresie neuropatii przerostowej typu Charcot-Marie-Tooth.

Gruby skrawek eponowy barwiony wedlug metody Pala-Kultschicky’ego.
Pow. 900 X.

Fig. 8. Numerous demyelinated and remyelinated fibres in sural nerve from
a patient in early period of hypertrophic form of Charcot-Marie-Tooth disease.
Thick epon section stained according to Pal-Kultschicky method. X 900.

tur zwanych ,,onion-bulb” (ryc. 10). Aksony zazwyczaj nie wykazujg
wyraznych zmian, jednakze niekiedy, szczegélnie w zaawansowanyin
okresie choroby, mozna w nich napotka¢ pewne nieprawidlowosci
(ryc. 10).

Wysuniety przez Dycka (1966) i Wellera (1967) poglad, ze proces
chorobowy jest wynikiem genetycznie uwarunkowanego zaburzenia me-
tabolicznego komoérki Schwanna, zostal w nastepnych latach powsze-
chnie zaakceptowany. Jednakze stanowisko to zostalo poddane w wat-
pliwo$¢ przez Dycka i wsp. w 1974 r., ktérzy uwazajg, ze w neuropatii
przerostowej przekazywanej dominujaco (tj. przerostowej postaci cho-
roby Charcot-Marie-Tooth) istniejg dane $wiadczace o pierwotnym
uszkodzeniu aksonéw. Dyck i wsp. (1974) stwierdzili wieksze nasilenie
zmian demielinizacyjnych w odcinkach odsiebnych nerwu anizeli w
odcinkach ksobnych oraz zmniejszenie powierzchni aksonéw i sadzg,
ze przyczyng rozleglej demielinizacji jest bardzo powoli postepujacy
zanik aksonéw. Czy poglad ten jest sluszny i czy dotyczy wszystkich
postaci neuropatii przerostowych powinny wykaza¢ badania nastepnych
lat. Faktem jest, ze w przerostowych neuropatiach dochodzi do wy-
bitnego ubytku liczby wlékien mielinowych, jednakze nie wiadomo jaki
jest mechanizm tego zjawiska. Wlokna ulegajace rozpadowi sg widy-
wane nader rzadko, jak réwniez z reguly nie stwierdza sie pasm Biin-
gera, ktorych obecno$é $wiadczy o zniszczeniu wiokien. Bardzo powolne
kurczenie sie aksonu prowadzgce do jego znikniecia mogloby tlumaczyc
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ubytek wilokien 10zpadajacych sie, jednakze, pozostaje nierozstrzygniete
zagadnienie, ktory element wlékna nerwowego (akson czy mielina) sa
'w tym procesie chorobowym pierwotnie uszkodzone.

4

Ryc. 9. Kolejne odcinki cienkiego wil6kna czesanego z nerwu lydkowego w za-
awansowanym przypadku przerostowej postaci choroby Charcot-Marie-Tooth. Wi-
doczne liczne zdemielinizowane odcinki (strzalki).

Fig. 9. Consecutive lengths of thin teased fibre from sural nerve in a case of
hypertrophic form of Charcot-Marie-Tooth disease. Numerous regions of demyeli-
nation (arrows).

PODSUMOWANIE

Polineuropatie podzielic mozna na 3 grupy w zaleznoSci od typu
zmian we wloéknach nerwowych: 1) ze zmianami aksonalnymi typu
Wallera, 2) z odcinkowg demielinizacja i remielinizacjg oraz 3) ze zmia-
nami zaré6wno aksonalnymi jak i demielinizacyjnymi.
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W pierwszej grupie pierwotnos¢ uszkodzenia aksonu (czy ciala ko-
moérki) nie budzi watpliwosci, natomiast w obu pozostatych grupach
nie rozstrzygnieto miejsca pierwotnego uszkodzenia we wildknie ner-

Ryc. 10. Nerw lydkowy w przypadku zaawansowanej neuropatii przerostowej
Dejerine’a i Sottasa. Wewnatrz duzego ,,onion-bulb” zdemielinizowany akson o wy-
raznie zageszczonej strukturze (strzatka). Pow. 2500 X.

Fig. 10. Sural nerve in an advanced case of hypertrophic neuropathy Dejerine-
-Sottas. Inside of a large onion-bulb demyelinated axon with markedly dense
structure (arrow). X 2500.

wowym. Uwaza sie, ze pierwotne uszkodzenie mieliny wystepuje w
polyganglioradiculoneuritis Guillain-Barré i innych neuropatiach po-
wstajacych w drodze mechanizmu immunologicznego oraz w niektérych
polineuropatiach w przebiegu choréb osrodkowego ukladu nerwowego.
W stosunku do wszystkich pozostalych neuropatii nalezacych do 2 i 3
grupy podnosi sie mozliwo$¢ wystepowania demielinizacji wtérnie do
zmian w aksonie. Hipoteza ta znajduje uzasadnienie w bliskim zwigzku
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czynno$ciowym pomiedzy aksonem 1 komérka Schwanna; poparta jest
takze szeregiem obserwacji. Przy stosowaniu dotychczasowych metod
badan jest ona jednakze nie do udowodnienia, a wszystkie z przyta-
czanych na jej korzys$¢ argumentéw moga znalez¢ inne tlumaczenie.
W pierwszym rzedzie dyskusyjny charakter ma obecno$¢ zmian w zde-
mielinizowanych aksonach. Jak wykazujg nasze obserwacje przypadkow
trzeciej grupy o powolnym przebiegu choroby (np. nieprzerostowej po-
staci choroby Charcot-Marie-Tooth) oraz neuropatii przerostowych, wy-
stepowanie zmian w zdemielinizowanych aksonach nalezy do rzadkosci,
a zanik aksonu nie moze by¢ traktowany jako wykladnik pierwotnosci
uszkodzenia, poniewaz moze sie on pojawia¢ wtérnie do demielinizacji,
jak wykazano w alergicznym, doswiadczalnym zapaleniu wielonerwo-
wym. Szczegélowa dyskusja nad innymi argumentami przemawiajgcy-
mi za wtérng demielinizacjg przekracza niniejsze opracowanie. Wspom-
ne jedynie, ze biorgc chociazby pod uwage dane dotyczace embrioge-
nezy oraz réznic anatomicznych w poszczegdélnych odcinkach obwodo-
wego ukladu nerwowego, wystepowanie zmian demielinizacyjnych tyl-
ko w niektérych wléknach, jak réwniez wieksze ich nasilenie w czesci
odsiebnej nerwu anizeli ksobnej, moze by¢ tlumaczone innymi przy-
czynami anizeli pierwotne uszkodzenie aksonu. Wydaje sie wiec, ze
brak jest jeszcze dostatecznych podstaw aby dla wszystkich polineuro-
patii, z wyjatkiem zespolu Guillain-Barré, przyja¢ mechanizm wtérnej
demielinizacji. Wydaje sie, ze wtorna demielinizacja wystepuje we
wzglednie ostro przebiegajacych polineuropatiach {rzeciej grupy, w
ktérej zdemielinizowane aksony z reguly wykazuja wyrazne zmiany,
natomiast budzi watpliwos¢ taki mechanizm demielinizacji w neuro-
patiach przerostowych.

Bardzo serdecznie dziekuje doc. dr hab. R. Aleksandrowiczowi za pobieranie

biopsji nerwowych oraz mgr Z. Glince i mgr W. Wach za pomoc w przygotowa-
niu materiatu.

X. EuazxeéBcka

BUABI NTEMMEJIMHUSAIIMM, BBICTYIIAIOIIUE B ITEPUPEPUYECKUX
HEPBAX ITPU ITOJMHEBPOITATUAX

Pe3zwwme

B pabore mnpuBOAATCA MOBpEMeHHbIe B3IJIAAL! HA BONPOC IeMMENMHM3ALUNA
B nepudepuyeckux HepBax IIPU pas3iuyHbIX IoJamHenpornaTruax. CobcTBenHbII Ma-
TepuaJl COCTABJIAKT 75 HEPBOB, NOJy4YeHHBbIX OT 73 O0oJabHBIX. Ab6GconoTHOE 00NB-
IIMHCTBO MaTepMaja COCTABJAJIM HEPBbI MKPOHOIXKIIOM MBIIUIbI, B3ATbIe IIyTeM
6uoricuy, a oeHKa Marepualia MPOBOAMJIIACHL TJIaBHBIM 00pa3oM Ha OCHOBEE MCCIe0-
BaHMII pacyeCaHHBIX BOJOKOH M SJIEKTPOHHO-MMUKPOCKONMMYECKMX MCCIenCBaHUA.
ITepBocTeneHHbIM BOIIPOCOM, pacCMaTpUBaeMbIM B pabore, ABJAETCA ACMMUETMINM3AINA,
BO3HMKAIOIlasd, COTJAaCHO COBPEMEHHBIM B3IJIs1/laM, BTOPUYHO OTHOCUTENIHHO WU3MEe-
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HeHMII B akcoue. OCHOBBIBAACh HA PEKOMEHyEeMBbIX KPUTEPUAX MOKHO I[PE)I0Jiaratbh
eé naauume B abCONMIOTHOM OOJBLIMHCTBE IIOJIMHEBPONATMII, B KOTOPBLIX MMEeTcs
OJJHOBPEMEHHO aKCOHAJIbHAA JeTeHepauus Tumna BaJjlJIepOECKOTO ¢ CEerMeHTHON Je-
Mmuenuumusanmei. JIasa J0KasaTeJIbCTBA 9TOM TMNOTE3bI HEAOCTATOYHO MCII0JIb30BaHUE
JUIIb TPUHATHIX 0 CHUX I10P METO0B.

Ha npumepe ciydaeB cuuapoma lrosiieH-Bappe obcy:kpaercsi nepBuyYHas aeMue-
JIMHU3AUUA M XapakTep AeMUeJIMHU3AIMM IPU TUIEPTPOMUYECKUX pPEeBPOTaTUAX.

H. Jedrzejowska

THE TYPES OF DEMYELINATION OF PERIPHERAL NERVES
IN POLYNEUROPATHIES

Summary

Author discusses present opinions on the demyelination of peripheral ner-
ves in different types of polyneuropathies. Investigated material consists of 75
nerves taken from 73 patients. It was mostly a sural nerve taken at biopsy.
Estimation of changes was based on the teased fibres and electron microscope
studies. The first problem discussed is a demyelination, considered at present to
be secundary to the axonal changes. According to postulated criteria it could be
suspected that such demyelination should appear in majority of polyneuropa-
thies, i.e. in almost all cases in which Wallerian axonal degeneration takes place
together with segmental dempyelination. It seems that such hypothesis though
very probable, cannot be proved with presently used methods.

The type of primary dempyelination exemplified by the cases of Guillain-Bar-
ré syndrome and the character of hypertrophic neuropathies is being discussed.
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M. ALEXIANU, M. MACOVEI-PATRICHI, A. PETROVICI

ULTRASTRUCTURAL ALTERATIONS IN THE MUSCLE
IN DIABETIC AMYOTROPHY

The Institute of Neurology and Psychiatry, Neurological Clinic
of the , G. Marinescu” Hospital, ,Cantacuzino” Institute, Bucharest, Romania

Diabetic amyotrophy as described by Garland and Taverner in 1953
is a matter of controversy, some authors holding it to be a metabolic
myopathy (Garland, 1955; Cimpeanu et al., 1971; Malene, Stroia, 1974),
while others regard. it as a manifestation of diabetic neuropathy (Gre-
gersen, 1969; Tomonaga et al., 1973).

Present paper was designed to the study of the ultrastructural aspects
of muscle biopsies from 4 diabetics with various degree of amyotrophy
and clinical evidence of neuropathy with variable intensity. We con-
sidered to be of interest whether the primary ultrastructural altera-
tions caused by diabetes could be differentiated from the alterations
secondary to the diabetic neuropathy.

MATERIAL AND METHOD

The study included 4 patients: 3 men and 1 woman, who had been
suffering from diabetes for 6 months to 25 years. Patients’ age ranged
between 25 and 65 years.

All patients were treated with insulin however, a satisfactory equi-
libration of the diabetes was difficult to obtain. The common clinical
features in these cases, irrespective of the disease duration were follo-
wing: paraesthesia of varied intensity up to piercing pains in legs,
especially at night and motor impairment in lower extremities, pre-
dominant in the area of the external popliteal sciatic nerve with gait
disturbances.

One patient, aged 60, with a 5-years history of diabetes, presented
trophic disturbances: perforating ulcer of the right foot in the medio-
tarsal region. In none of the cases evidence of objective sensitivity di-
sorders was found.
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The patients exhibited bilateral distal amyotrophy of the lower ex-
tremities, with absence of the Achilles tendon and patellar reflexes.
The EMG tracings recorded from the muscles of the legs revealed

partial denervation and diminished nervous conduction and excitabi-
lity.

Fig. 1. Glycogen accumulation in the area of ultrastructural disorganization in
the centre of the fibre. X 21.000.
Rye. 1. Skupienie glikogenu w centralnej czesci widkna w polu o zatartej budo-
dowie. Pow. 21.000 X.
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Fig. 2. Myofibrillary lesions and disappearance of some Z bands. X 21.000.

Ryec. 2. Uszkodzenie wlokienek mie$niowych i znikniecie niektérych pasm Z.
Pow. 21.000 X.
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Fragments were collected from the calf muscles. For optic micro-
scopy study the tissue was fixed in 10% formaldehyde, embedded in
paraffin and stained with hematoxylin-eosin, van Gieson and PAS
method. For electronmicroscopy the specimens were processed accor-
ding to the usual technique: fixation in a 2.5% glutaraldehyde solu-
tion in 0.1 M phosphate buffer, for 2 hours at 4°C, postfixation in 1%
OsO; solution in 0.15 M phosphate buffer for 1 hour at 4°C, dehy-
dration, embedding in Epon or Vestopal. The ultrathin sections were
examined in a Hitachi HU 11 electron microscope after staining with
uranium acetate and lead citrate.

RESULTS

Structural alterations (the samples examined by Dr. Fl. Nereantiu)
of the denervation type were marked in one case, moderate in two
cases and absent in one case.

Electron microscopy revealed similar alterations in all cases, the
lesions being more severe in the case with marked structural changes
of the denervation type and with trophic clinical disturbances. An in-
crease in the amount of glycogen with focal accumulations in some
areas was observed in all the cases (Fig. 1). The subsarcolemmic or cen-
tral accumulations were detected both in zones with a relatively well
maintained ultrastructure and in those with marked disorganization. De-
formity, decolouring or disappearance of the Z bands was very fre-
quent in all cases (Fig. 2).

In the sarcomeres in which the Z bands were absent, disappearance
and disorganization of the myofibrils was noted. In the case with mar-
ked structural denervation lesions extensive areas of both central (Fig.
3) and subsarcolemmic (Fig. 4) disorganization were found. In addi-
tion, severe necrotic lesions, prevalently situated in the subsarcolemma,
were also observed in this case (Fig. 5).

In all the cases the number and appearance of mitochondria were
normal. The tubules of the sarcoplasmic reticulum were very frequen-
tly dilated especially in the zones of ultrastructural disorganization,

Fig. 3. Severe ultrastructural disorganization in the centre of the muscle fibre,
absence of Z bands, marked dilatation of the sarcoplasmic reticulum elements and
deposition of glycogen granules. X 23.500.

Ryc. 3. Powazne zaburzenia ultrastruktury w centrum wilékna miesniowego. Brak
pasm Z, zaznaczone poszerzenie elementow siatki sarkoplazmatycznej i odktada-
nie sie ziaren glikogenu. Pow. 23.500 X.

Fig. 4. Area of ultrastructural disorganization in the vicinity of the sarcolemma.
Mpyofilaments oriented in all the spatial planes. X 23.500.

Ryc. 4. Pole o zatartej budowie w poblizu sarkolemmy. Wiékienka migSniowe
utozone we wszystkich plaszczyznach. Pow. 23.000 X.
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so that it was very difficult to determine which of the sarcoplasmic
reticular elements were more affected (the longitudinal tubules or the
components of the T system). In the zones with preserved ultrastruc-
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ture the dilated sarcotubules were present especially in the vicinity
of the Z bands. Somewhat larger but rare fat droplets were detected
under the sarcolemma. In a single case a thickening of the capillary ba-
sement membrane was encountered.

Fig. 5. Severe necrotic lesions in a muscle fibre in the vicinity of the sarcolemma.
Alteration of the remaining Z bands, glycogen depositions. X 21.000.

Ryec. 5. Ogniska martwicy we wildoknie mieSniowym w poblizu sarkolemmy. Zmia-
ny w zachowanych pasmach Z, odkladanie glikogenu. Pow. 21.000 X.
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DISCUSSION

The notion of diabetic amyotrophy was already known towards the
end of the 19th century, as mentioned by Moureau et al.,, (1966). Dia-
betic neuropathy, the amyotrophic form, was described as a separate
entity by Garland and Taverner (1953) and by Azerad et al. (1961).
Bischoff (1965) considers it to be a ,diabetic neuromyopathy” and
Gregerson (1969) the mere manifestation of a diabetic neuropathy.
Bischoff insisted that the duration of diabetes mellitus should last at
least eight years for the development of amyotrophy. However, our
cases do not appear to confirm this statement, as in one of our pa-
tients neuromuscular affection appeared after five years and in anc-
ther six months after the diabetes was diagnosed. The diabetes cer-
tainly existed prior to the diagnosis but not for very long. Garland
and Taverner (1953) postulated the myelopathic origin of diabetic amyo-
trophy, based upon the clinical features of the disease. In 1960 Gar-
land reconsidered however this hypothesis and tried to explain dia-
betic amyotrophy as a motor neuropathy or as a primary myopathy
depending upon the initial attack of the noxious agent.

The pathogenesis of diabetic amyotrophy caused much controversy
since it is very difficult to determine whether the process is myogenic
or neurogenic and to what extent diabetic arteriopathy (Fagerberg, 1959;
Bauker, Chester, 1973), potassium metabolism disturbances (Azerad et
al., 1961) or pyruvic acid utilization disturbances (Thompson et al.,
1960), etc. interferes. Muscle biopsy samples examined in the optic mi-
croscope gave also variable results: sometimes denervation lesions can
be seen, in other instances unspecific alterations (unequal diameter of
the muscle fibers, nuclear hyperplasia and hyperchromasia, or fatty
degeneration). In neither of the 4 cases investigated did the muscle
biopsy consistently show the same picture: the characteristic denerva-
tion lesions were absent in one case (known duration of diabetes:
6 months), moderate in 2 cases (duration 10 and 25 years) and severe
in the patient with trophic disturbances (duration 5 years).

The few investigations carried out in the electronmicroscope also
furnished contradictory data. Hamilton et al. (1968) laid stress on the
myofibrillary degeneration aspects, mitochondrial alterations and thick-
ening of the capillary basement membrane. Tomonaga et al. (1973)
described two types of lesions: some due to the metabolic disturbances
brought about by diabetes (the accumulation of glycogen granules and
mitochondria and thickening of the capillary basement membrane) and
alteration of the Z bands which may probably be ascribed to the de-
nervation phenomena even in patients in whom a neuropathy could
not be diagnosed clinically. In the presented cases which all demonstra-
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te clinical phenomena of neuropathy, alteration of the Z bands was
to be expected and represented the most frequently encountered le-
sion, the ultrastructural disorganization probably being attributable
to it.

We consider that the severe necrotic lesions observed in the patient
with perforating ulcer of the foot express the same trophic disturban-
ces secondary to denervation, since similar lesions may also appear in
non-diabetics. The lesions of dysmetabolic origin were less conspicu-
ous in our cases, regardless the duration of the disease. The only fin-
ding was a global diffuse increase in the amount of glycogen, deposited
in some places in foci, some of which were very marked. It is known
that under various conditions the muscle responds by an increase of
its glycogen content and we believe that in our cases the large amount
of accumulated glycogen cannot be othervise accounted for.

Myofibrillary degeneration was only encountered in connection with
lesions of the Z bands, the mitochondria were normal in all cases and
capillary basement membranes observed were normal in 3 of the 4 ca-
ses. Also absent in our samples were the ischemic muscular lesions
described in the experimental works of Valdivia et al. (1960) and
Stenger et al. (1962), ischemia being considered by Bauker et al. (1973)
as standing at the origin of diabetic amyotrophy. Cimpeanu et al.
(1971) emphasize the importance of malnutrition in diabetics and the
association of protein metabolism disturbances in the onset of ultra-
structural alterations occuring in diabetic amyotrophy. Our results do
not support this opinion.

The subject is of sufficient interest to warrant further investigaticns
on amyotrophy in diabetics in whom no clinical or paraclinical evi-
dence of denervation phenomena can be found.

The observed lesions appear to be due especially to diabetic neuro-
pathy, the large glycogen deposits alone being of direct metabolic
origin.

M. Alexianu, M. Macovei-Patrichi, A. Petrovici

ULTRASTRUKTURALNE ZMIANY W MIESNIACH
W AMIOTROFII CUKRZYCOWEJ

Streszczenie

Przedmiotem opracowania sa badania ultrastruktury mie$ni pobranych od
4 pacjentow chorych na cukrzyce, z réznym stopniem amiotrofii oraz klinicznie
stwierdzong neuropatia. Zmiany strukturalne typu denerwacji byly wyrazne w je=-
dnym przypadku, umiarkowane w dwoéch, a w jednym ich nie stwierdzono.

Badania mikroskopowo-elektronowe wykazaly ogniskowe zageszczenia zwigkszo-
nej ilosci glikogenu, znieksztalcenie lub zanikanie pasm Z. a w pierwszym z oDi-
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sanych przypadkoéw dodatkowo pola dezorganizacji sarkomer6w i martwice. Wy-
daje sie, ze opisane zmiany sg bezposrednim wynikiem zaburzen metabolicznych,
a wtornie mogg by¢ nastepstwem neuropatii cukrzycowej.

M. Anekcmany, M. Maxkoseii-Ilarpmnuyu, A ITerpoBuun

YJBTPACTPYKTYPHBIE USMEHEHUSA B MBIIIIIAX
[IPU IMABETUYECKOM AMUOTPO®PUU

Pezwome

IIpeameToM paccMOTpPeHMSA HABIAIOTCA MCCIEAOBAHUA yJIBTPACTPYKTYPbI MbILIILL,
B3ATBIX OT 4 NauMeHTOB, OOJBHBIX AMAGETOM ¢ pa3HOi CTEeNeHbId aMMuOTPOuM,
a TakKe KJMHMYECKM yCTAaHOBJIEHHOV HeBponarmern. CTpyKTypHbIEe M3MEHEHUA Tuia
JeHepBauuy OblIM YeTKMMM B OAHOM CJy'ae, yMEPEeHHBIMM B IBYX, a B OJHOM
cily4yae ux He obHapyRMIIN.

DJIeKTPOHHO-MMUKPOCKONIMYECKOEe MCCJIeI0BaHMe [0KA3ajl0 yBEINYeHNe KOJIMYecTBa
IJIMKOT€HA B JIOKAJIbHBIX CrLYI[EHMAX, MCUYE3HOBEHME MM MCKaKeHue Z-IJacTUHOK,
a B IIEPBOM cily4yae, KpOME€ TOro, IIOJIs Je30praHu3aluy CapKOMEPOB M OMEpPTBEeHME.
IIpejcTaBiAeTCs, YTO OIMMCAHHBIE M3MEHEHUsI HElOCPEACTBEHHO BBITEKAKT U3 HApPy-
menmyt MerabosmM3Ma, a BTOPUYHO SIBJAIOTCA ClleJCTBUMEM AuabeTMuecKOyi HeBpOIaTUM.
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DER MYATROPHISCHEN LATERALSKLEROSE

Abteilung fiir Neuropathologie des Pathologischen Institutes
der Karl-Marx-Universitat
Leiter: Prof. Dr sc. med. A. Arendt

Umfangreiche klinische und morphologische Untersuchungen ver-
mochten bisher nicht, die Frage nach Atiologie und Pathogenese der
haufigsten Systematrophie, der myatrophischen Lateralskierose (MLS),
zu beantworten.

Die zahlreichen diskutierten atiologischen Faktoren haben uns ve-
ranlasst, die im Verlaufe von 18 Jahren am Hirnforschungsinstitut und
am Pathologischen Institut der Karl-Marx-Universitat untersuchten
Falle von MLS zusammenzustellen.

Es handelte sich um 75 Falle der sporadischen Form. In diesem Ma-
terial haben wir einen Ausgleich des Geschlechtsverhaltnisses durch
eine Zunahme weiblicher Patienten in den letzten Jahren feststellen
konnen. Das Verhaltnis betrug M : W = 1,1 : 1.

Wahrend in den Jahren 1954—1963 noch ein Verhaltnis von 1,7 :1
vorlag, betrug es in der zweiten Halfte unseres Beobachtungszeitraumes
(1964—1972) 1:1,3. Das durchschnittliche Manifestationsalter lag fiir
beide Geschlechter bei 54,3 Jahren, die durchschnittliche Krankheits-
dauer bei 33,2 Monaten. Der Morbiditatsgipfel fand sich zwischen 50
und 65 Jahren (ca. 64% der Falle). Geschlechtsspezifische Unterschiede
in Manifestationsalter und durchschnittlicher Krankheitsdauer waren
gering.

In der Vergangenheit fehlte es nicht an Einteilungsversuchen der
MLS. Die meisten Autoren bevorzugen eine Unterteilung nach der
Initialsymptomatik bzw. dem klinischen Verlauf (Colmant, 1958; Erbsléh
u. Mitarb., 1968). Als eine motorische Systematrophie, die beide Glieder
der Neuronenkette einbezieht, vereinigt die MLS Symptome der chro-
nischen progressiven spinalen Muskelatrophie, der chronischen progres-
siven Bulbarparalyse und der spastischen Spinalparalyse. Eine scharfe

http://rcin.org.pl



128 J. Lehmann Nr 1

Abgrenzung ist weder klinisch noch pathologisch-anatomisch immer
moglich. Jede Einteilung muss die fliessenden Grenzen in Rechnung
stellen. Uns erschien die von Nishigaki (1970) interpretierte Einteilung
der franzdsischen Schule (Bonduelle, 1965) sehr zweckmadssig, da sie
sowohl klinischen als auch pathologisch- anatomischen Aspekten ge-
recht wird.

Wir unterschieden: 1. Die gewohnliche Form, bei der die Pyrami-
denbahndegeneration im Vordergrund steht; 2. Die bulbdare Form mit
bevorzugtem Befall der motorischen Hirnnervenkerne und 3. Die pseu-
do-polyneuritische Form mit vorwiegendem Ausfall motorischer Vor-
derhornzellen.

Wir erhielten eine Verteilung wie sie Tabelle 1 zeigt. Einen beson-
ders schnellen Verlauf der pseudo-polyneuritischen Form konnten wir
— ahnlich anderen Autoren (Friedmann, Freedman, 1950) — nicht be-
statigen.

Tabelle 1. Verteilung der MLS-Fiille unter Verwendung der Gruppeneinteilung nach Nishigaki

(1970)
Tabela 1. Rozdzial przypadkéw SLA przy zastosowaniu podzialu grupowego wg Nishigaki
(1970)
Gewohnliche  Bulbidre Form  Pseudopolyneu-
Form ritische Form
Postaé¢ klasyez- Postaé opuszko- Postaé pseudo-
na wa wielonerwowa
Hiufigheit (Zahl) 36 22 17
Czestosé (Liezba)
Geschlecht M 20 10 9
Pleé W 16 12 8
Alter bei Krankheitsbe-
ginn (in Jh) max 72 66 67
min 20 27 37
Poczatek choroby (wiek) durchschnittl. 54.4 53.5 55.6
$rednio
Krankheitsdauer (in Mona-
ten) max 180 60 120
min 3-. 12 4
Czas trwania choroby durchschnittl. 33.1 30.6 36.2
(miesiace) $rednio

Die Aufteilung unserer Falle nach der Initialsymptomatik zeigt Ta-
belle 2. Die Unterschiede in den Literaturangaben zur Verteilung der
Verlaufstypen sind Ausdruck der schweren Abgrenzbarkeit. Alle bis-
herigen Untersuchungen zur Pathogenese der MLS vermochten noch
nicht zu klaren, von welcher Stelle der Neuronenkette der Prozess
seinen Ausgang nimmt. Obwohl es keine strenge Systemelektivitat fiir
die motorische Rinde zu geben scheint (Colmant, 1958), ist ein Teil
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der Autoren der Meinung, die Krankheit beginne in jedem Falle mit
einer Degeneration der motorischen Ganglienzellen in der Hirnrinde
(Nishigaki, 1970). In letzter Zeit wurden Untersuchungen mitgeteiit,
die an die Mébglichkeit eines Immunmechanismus in der Pathogenese
der MLS denken lassen (Nemo u. Mitarb., 1974). Im Serum von MLS-
-Patienten konnte ein komplementabhangiger Faktor nachgewiesen wer-
den, der in kultiviertem Hirngewebe zur Demyelination fiihrt. Unter-
suchungen der Nieren von MLS-Patienten liessen eine Immunkom-
plexkrankheit vermuten. Eine zellulare Immunitat in der Pathogenese
der MLS wurde nach Lymphozytentransformationstests von anderen
Autoren in Frage gestellt (Nemo u. Mitarb., 1974). Interessant sind in
diesem Zusammenhang Beschreibungen gemeinsamen Vorkommens von
Rheumatoid-Arthritis und MLS sowie die Interpretation der MLS als
Manifestationsform einer generalisierten Bindegewebserkrankung (Gha-
tak u. Mitarb., 1972).

Tabelle 2. Haufigkeit und Krankheitsdauer bei Einteilung nach den Initialsymptomen
(63 Fille)
Tabela 2. Czestosé i czas trwania choroby w zalezno$ci od rodzaju pierwszych objawéw klinicz-
nych (63 przyp.)

Lokalisation der Initialsymptome  Anzahl Durchschnittl. Krankheitsdauer
% (Monate)

Lokalizacja pierwszych objawow Liczba Przecietny czas choroby (mies.)

Bulbir 15 23,8 36,4

Opuszkowa

Obere Extremititen 15 23,8 31,8

Konezyny gérne

Untere Extremititen. 25 39,7 34,3

Koriezyny dolne

Gemischt 8 12,7 29,9

Mieszana

Obwohl sich bei der MLS in der Hirnrinde, sowie auch in den moto-
rischen Kerngebieten und im Riickenmark immer wieder Systemiiber-
schreitungen finden, gilt die Krankheit allgemein als typisches Beispiel
einer topistischen Erkrankung (Colmant, 1958). Bei der hereditaren
Form der MLS besteht die Moglichkeit des gemeinsamen Auftretens
mit anderen Lokalisationstypen heredodegenerativer Systemerkran-
kungen, mit der Pickschen Atrophie, der Demenz oder einem Parkin-
son-Syndrom (Minauf, Jellinger, 1969). Besonders haufig findet sich
ein Komplex von MLS, Parkinson-Syndrom und Demenz auf der Ma-
rianeninsel Guam (Hirano u. Mitarb., 1973). In unseren Fallen bestan-
den keine Kombinationen mit anderen Systemerkrankungen.

Im Mittelpunkt der Diskussion um die Atiologie der MLS steht die
Frage nach dem Anteil endogener und exogener Faktoren. Es erscheint
nach wie vor fraglich, ob man die MLS auf eine ,einzige und einheitli-
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che Ursache” zurlickfiihren kann (Colmant, 1958). Die Einteilung in
sporadische bzw. klassische, in dominant-erbliche und endemisch-fa-
miliare Formen (Erbsléh u. Mitarb., 1968) raumt die Moglichkeit der
Polyatiologie ein. Fir die letzteren Formen missen in erster Linie ge-
netische Kausalfaktoren verantwortlich gemacht werden. Trotzdem
konnte z.B. fiir die endemische Form ein exogenes Moment nicht vollig
ausgeschlossen werden (Kurland, 1966).

Da die sporadische die weitaus haufigste Form der MLS darstellt,
wurde immer wieder intensiv nach exogenen Faktoren gesucht, die als
Ursachen bzw. ausldsende oder krankheitsférdernde Momente in Frage
kommen koénnten.

Ein entscheidender Einfluss war jedoch in keinem Falle zu bewei-
sen. Manche Autoren verwenden fur Falle von MLS, die im Gefolge be-
stimmter ausserer Einfllsse auftreten, den Begriff der ,,exogenen” oder
»Pseudo-" Form der MLS, die sie als Phanokopie der eigentlichen endo-
genen Systematrophie verstehen (Colmant, 1958).

Die bisher herausgestellten dusseren Faktoren lassen sich im wesent-
lichen in vier Gruppen einteilen: 1. Infektionen, 2. Intoxikationen, 3.
Stoffwechselstorungen und 4. Traumen. Die entzilindliche Genese in
Form einer Virusinfektion hat bis heute nichts an Aktualitat verloren.
Sowohl bei sporadischen als auch bei familiaren Fallen immer wieder
einmal nachgewiesene eosinophile Einschliisse in motorischen Vorder-
hornzellen und Ganglienzellen motorischer Hirnnervenkerne liessen
daran denken (Lit. bei Hirano, 1973). Diskutiert werden vor allem
eine Slow-Virus-Infektion (Brody u. Mitarb., 1965) und ein Zusammen-
hang mit der Poliomyelitis (Bodechtel, 1948; Konovalov, 1954; Colmant,
1958). Nur bei einer Sicherung der zeitlichen Zusammenhénge sei die
poliomyelitische Genese moglich (Colmant, 1958). In unserem Material
sind eosinophile Einschliisse der Ganglienzellen nicht gefunden worden.

Von Zil’ber und Mitarbeitern (1963) durchgefiihrte Inokulationsver-
suche mit Riickenmarkshomogenisaten von MLS-Patienten an Affen
schienen die infektiése Natur der MLS zu bestatigen. Die Aussagekraft
dieser Versuche wurde von anderen Autoren bezweifelt (Kurland, 1966).
Bis heute fehlen iliberzeugende Experimente zur Ubertragung der MLS.

MLS-Falle nach Intoxikationen, insbesondere nach Mangan-, Quecksil-
ber- und anderen Schwermetallvergiftungen resultieren am ehesten aus
einem zufalligen Zusammentreffen. Eindeutige toxikologische Beweise
fir einen direkten Zusamnmenhang fehlen (Currier, Haerer, 19€8".

Unter den Stoffwechselstirungen, die mit einer MLS im Zusammen-
hang stehen k3nnten, {inden sich Aminosaure- sowie Kohlenhydrat-
und Fettstoffwechsalstérungen. Haufig wurden MLS-Falle nach Man-
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gelkrankheiten beschrieben, z.B. nach Magenteilresektionen (Lit. bei
Erbsloh u. Mitarb, 1968). Unter unseren Patienten fanden sich ebenfalls
drei mit einem Zustand nach Magenteilresektion. Bei sieben weiteren
liessen sich Ulcera oder Ulcusnarben in Magen oder Duodenum nach-
weisen (Tabelle 3). Eine Haufung von Karzinomtragern unter den MLS-
-Patienten (Erbsloh u. Mitarb., 1968) kann aus unserem Material nicht
bestatigt werden.

Tabelle 3. Haufigste Zweiterkrankungen bei 75 Fiillen myatrophischer Lateralsklerose

Tabela 3. Najezestsze choroby towarzyszace w 75 przypadkach stwardnienia zanikowezo boez-
nego
Zweiterkrankung Zahl
Choroba towarzyszaca Liczba

Gastritis chronica

Billroth IT

Cirrhosis hepatis

Nephrolithiasis

Diabetes mellitus

Pyelonephritis chronica

Uleus et cicatrix (ventriculum, duodenum)
Endocarditis recurrens et peracta

Struma colloidalis 13
Cholelithiasis 14
Morbus hypertonicus 15
Emphysema pulmonum chronica 36

OO0 ST ST e W W

Zusammenhange zwischen diabetischer Stoffwechsellage und der
MLS wurden mehrfach erwogen (Erbsléh u. Mitarb., 1968; Quick, Greer,
1967). Erbsloh und Mitarbeiter (1968) fanden in 16% ihrer Falle eine pa-
thologische Glukosetoleranz und in 3,6% einen Diabetes mellitus. Unter
unseren Patienten fanden sich 5,3% mit einem Diabetes mellitus. Der
Prozentsatz pathologischer Glukosetoleranzen in der Durchschnittsbevél-
kerung muss mit 3 bis 3,5% veranschlagt werden (Schliack, 1974).

Das schwierige Problem eines Traumas als auslosender Faktor der
MLS wurde in der Literatur eingehend diskutiert (Lit. bei Colmant,
1958). Weder periphere Verletzungen noch addaquate Traumen am Riick-
enmark sollen als ursachliche, auslésende oder krankheitsforderne Falk-
toren eine Bedeutung haben (Colmant, 1958). In unserem Material fand
sich einmal ein adaquates Trauma der Wirbelsaule (Sturz aus 2 m Hohe
auf das Gesidss) mit anschliessendem Beginn der Initialsymptomatik. Ein-
mal traten die Initialsymptome unmittelbar nach einem peripheren Trau-
ma auf. In sechs weiteren Fallen (3 Schadeltraumen, 3 periphere Trau-
men) war eine Latenzzeit zwischen sechs und 41 Jahren verstrichen, ehe
die ersten Symptome der MLS festzustellen waren. Somit lasst sich aucn
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aus unserem Material in keinem Falle eine traumatische Enstehung der
MLS behaupten.

Mit dieser Auswertung einer Reihe von MLS-Fallen sollten die Pro-
blematik ihrer Einteilung und die Schwierigkeiten bei der Suche nach
kausalen Faktoren aufgezeigt werden. Wir sind iliberzeugt, dass weitere
sorgfiltige katamnestische Erhebungen im Zusammenhang mit eingehen-
den morphologischen Untersuchungen zur Aufkliarung der Atiopathoge-
nese der MLS beitragen konnen.

J. Lehmann
O KLINICE I PATOLOGII STWARDNIENIA ZANIKOWEGO BOCZNEGO
Streszczenie

Przeprowadzono ocene 75 przypadkéw stwardnienia zanikowego bocznego zgro-
madzonych w ciggu 18 lat. Przy wyréwnanym stosunku pacjentéw obojga pici
przecietny wiek w chwili wystapienia objawéw wynosit 54,3 lata, a przecietny
okres trwania choroby — 33,2 miesigca. Przypadki kwalifikowano z jednej strony
na podstawie zwyklych objawbéw opuszkowych i pseudo-wielonerwowych, a z dru-
giej strony na podstawie objawoéw poczatkowych.

Przypadki o potwierdzonych sekcyjnie chorobach dodatkowych i ze szczegdl-
nymi osobliwosciami anamnestycznymi poréwnano z czynnikami przyczynowyni
omawianymi w piSmiennictwie.

Uu. Jleman
O KJMHUKE U ITATOJIOTUM BOKOBOI'O AMUOTPODPUYECKOTI'O CKIIEPO3A
Peswme

IIpoBenena ounenka 75 ciydyaeB OOKOBOro amMmoTpoMUUECcKOro ckJjepoza, cobpaH-
HbIX B Teyenue 18 umer. IIpm BLIDOBHEHHOM OTHOLUEHMM IIalLMeHTOB oboero roJia
cpenHuii BO3pAcT B MOMEHT IOABJEHMSA CUMIITOMOB Obll 54,3 roja, a cpeaHMit
nepuoJi NpoJoJIzKUTeNbHOCTH Oose3zum — 33.2 mecaua. Caywam KsBaamduimpoBaan
C OJHOM CTOPOHBI HA OCHOBaHUM OOBIYHBLIX OyJabOAPHBIX M IICEBIOMOJMHEPBHLIX
CHUMIITOMOB, a C JIDyrOJ CTOPOHLI — HA OCHOBAHMUM HaAYAJbHBIX CUMIITOMOB.

Cayuay ¢ INOATBEPKAEHHLIMM CEKIMEN [JOINOJHUTENBHBIMM 0OJe3HAMM U ¢ je-
TaJIbHbIMM AaHAMHECTUYECKMMM OCOOEHHOCTAMM CPaBHUBAJIM C MNPUYUMHHBIMU (DaKTO-
pamy, obcyKaaeMbIMU B JIUTEPATY Pe.
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W ostatnich latach obserwuje sie ze wzrastajaca czestoscig powikla-
nia w obrebie osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) w przebiegu bia-
laczek, gléownie u dzieci. Zjawisko to lgczy sie z wydluzeniem zycia
chorych w zwigzku ze stosowaniem nowoczesnej, intensywnej chemio-
terapii (Evans i wsp., 1970; Holland, 1970; West i wsp., 1972).

Kilkuletnia remisja w przebiegu bialaczki cechujgca sie prawidlowym
obrazem krwi obwodowej i szpiku, wspélistniejgca z objawami choro-
bowymi ze strony obwodowego ukladu nerwowego, moze stwarzaé¢ duze
trudno$ci diagnostyczne. Przedstawiony przypadek stanowi przyklad te-
go typu trudnosci.

OPIS PRZYPADKU

Chory Z. J. (N.H.Ch.9782/73) lat 20 zostal przyjety do Kliniki Neuro-
logicznej w lipcu 1972 r. z powodu oslabienia lewej konczyny dolnej
i trudnosci w chodzeniu. Pierwsze dolegliwosci — gwaltowny bdél 1yd-
ki — pojawily sie w maju tego roku po przebiegnieciu 500 metrow,
Z wywiadu wiadomo, ze w grudniu 1969 r. u pacjenta rozpoznano w
Instytucie Hematologii w Warszawie ostrg bialaczka szpikowg i prze-
prowadzono 2-miesieczng kuracje 6-merkaptopuryna oraz L-asparagi-
nazg, po ktorej obraz krwi i szpiku wrécity do normy.

Badaniem neurologicznym stwierdzono zaniki mieéniowe lewego uda,
opadanie stOp, obnizenie sily i napiecia mie$niowego, zniesienie od-
ruchéw kolanowych, skokowych i podeszwowych. Badanie plynu moz-
gowo-rdzeniowego wykazalo: bialko 1,32 mg%, cytoza 1492, préba Qu-
eckenstedta patologiczna. Poniewaz nie stwierdzono zmian we krwi
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i szpiku, hematolodzy wyrazili opinie, ze obraz obserwowany przed 2,5
laty przemawia raczej za odczynem bialaczkowym u pacjenta maja-
cego uprzednio kontakt z substancjami toksycznymi. Wobec powyzszego
rozpoznano zapalenie rdzenia i opon o etiologii alergicznej badz wiru-
sowej. Po 2-tygodniowej kortikoterapii dexametazonem stan chorego
powrécil do normy na okres 2 miesiecy. W nastepnym nawrocie nasililty
sie uprzednio obserwowane objawy chorobowe. Chdéd pacjenta miatl
charakter rotacyjny z wybitnym zaangazowaniem mie$ni grzbietu,
z nadmierng lordozg. Badanie cytologiczne plynu mézgowo-rdzeniowego
ujawnilo liczne komoérki limfocytopodobne, z wyrazng anizocytozg. Po-
mimo leczenia enkortonem stan chorego szybko sie pogarszal. Zaobser-
wowano dalsze upos$ledzenie ruchow. Niesprawnos¢ konczyn goérnych
uniemozliwiala wykonywanie nawet prostych czynnosci. Ponadto do-
taczyly sie silne béle okolicy ledzwiowo-krzyzowej. Badanie krwi cb-
wodowej i szpiku oraz biopsja wezla chlonnego, nie wykazaly odchy-
len od stanu prawidlowego. Wobec braku poprawy po ponownej kuracii
sterydowej, zdecydowano sie na rtg-terapie. Chory otrzymal 2000 r na
czaszke i kregostup oraz dokanalowo 17 injekcji methotrexatu, po ktd-
rych remisja utrzymywala sie¢ okolo 6 miesiecy. Po raz trzeci chory zo-

Ryc. 1. Przysadka moézgowa, czes¢ nerwowa. Nacieki mieloblastyczne woko6l na-
czyn wlosowatych. H—E. Pow. 320 X.
Fig. 1. Neurohypophysis. Myeloblastic infiltrations around the capillaries. H—E.
X 320.

Rye. 2. Przysadka moézgowa, cze$¢ gruczolowa. Obfite nacieki biataczkowe. H—E.
Pow. 320 X.
Fig. 2. Adenohypophysis. Abundant leukaemic infiltrations. H—E. X 320.
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stal przyjety do Kliniki Neurologicznej w pazdzierniku 1973 r. w sta-
nie ciezkim, lezgcy, z duzymi zanikami miesniowymi, niedoczulicg ko-
rzonkowg podudzi, bélami pojawiajacymi sie przy kazdym ruchu, z pod-
wyzszong cieplotg ciala. We krwi obwodowej stwierdzono agranulocy-
toze z trombocytopenig. Chory zmarl nagle po epizodzie bélu glowy,
z objawami ostro rozwijajgcego sie niedowladu potowiczego po 4 latach
od momentu wystapienia pierwszych objawoéw choroby, a 1,5 roku od
pojawienia sie objawoéw neurologicznych.

Ryc. 3. ZwoOj miedzykregowy. Zanikajgce komorki zwojowe, przerost i rozplem
amficytow, nacieki biataczkowe. H—E. Pow. 320 X.
Fig. 3. Intervertebral ganglion. Atrophic ganglion cells, hypertrophy and proli-
feration of amphicytes, leukaemic infiltrations. H—E. X 320.

Ryc. 4. Zwo6j miedzykregowy. Rozplem amficytow wokél komoérki zwojowej, obok
guzek zejsciowy. H—E. Pow. 480 X.
Fig. 4. Intervertebral ganglion. Proliferation of amphicytes around the neuron.
Nearby visible an inveterate nodule. H—E. X 480.

Badanie posmiertne wykazalo: wczesne ognisko krwiotoczne o $red-
nicy okolo 4 ecm w okolicy ciemieniowo-skroniowej lewej, niszczgce
wysciélke rogu tylnego komory bocznej oraz nastepowe krwioglowie.
Rdzen kregowy, opony, korzonki nerwowe i zwoje miedzykregowe bylv
niezmienione. Ponadto stwierdzono znaczne powiekszenie watroby
(2600 g) i sledziony (730 g). Mikroskopowo w wycinkach z watroby, $le-
dziony, wezla limfatycznego i nerek stwierdzono metaplazje szpikowa
ukladu mieloblastycznégé. W szpiku kostnym byla widoczna przewaga
mieloblastow.
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Skrawki z moézgu barwiono hematoksyling-eozyng oraz metodg Nissla,
van Gieson i Spielmeyera. W wycinkach z obwodu ogniska krwotocz-
nego stwierdzono liczne kuliste wylewy krwawe oraz cechy obrzeku,
a w drobnych naczyniach zylnych i wlosowatych pojedyncze zakrzepy
bialaczkowe. W $cianach naczyn obserwowano pojedyncze lub kilkurze-
dowe mankiety z komoérek ukladu mieloblastycznego. W oponach twar-
dej i miegkkich okolicy przysadki moézgowej i rdzenia kregowego nacieki
bialaczkowe byly widoczne w przydance naczyn oraz pozanaczyniowo.

Ryec. 5. Nacieki biataczkowe w korzeniu nerwowym. H—E. Pow. 480 X.
Fig. 5. Leukaemic infiltration in nervous root. H—E. X 480.
Ryc. 6. Widkno nerwu obwodowego otoczone obfitymi naciekami mieloblastyczny-
mi. H—E. Pow. 320 X.

Fig. 6. Periferal nerve fibre surrounded by abundant myeloblastic infiltrations.
H—E. X 320.

Podobne nacieki stwierdzano wokol naczyn w czesci nerwowej, posred-
niej i gruczolowej przysadki (ryc. 1, 2.) W zwojach miedzykregowych
odcinka ledzwiowego ujawniono bardzo znaczne ubytki komoérek zwo-
jowych, a zachowane komoérki mialy cechy zaniku i zawieraly brunatny
barwnik, a miejscami skapg ilo$¢ tigroidu. W miejscu zaniklych komad-
rek zwojowych widoczny by! przerost i rozplem amficytéw, guzki zej-
Sciowe oraz rozplem elementéw tkanki lgcznej, wsrod ktérych widoczne
byly mieloblasty wystepujace pojedynczo lub w skupieniach (ryc. 3, 4).
W korzeniach nerwowych obserwowano nacieki bialaczkowe i ognisko-
wa demielinizacje wlokien nerwowych (ryc. 5), a w rdzeniu kregowym
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stwierdzano ubytki i zwyrodnienie neuronow. Wokél wiokien nerwow
obwodowych i w tkance tluszczowej byly widoczne bardzo geste nacie-
ki biataczkowe (ryc. 6).

OMOWIENIE

Nacieki bialaczkowe w zwojach miedzykregowych, korzeniach ner-
wowych i nerwach obwodowych nalezg do powiklan biataczek najrza-
dziej spostrzeganych i najtrudniejszych do oceny Kklinicznej (Alajouanine
i wsp., 1949, Dickenman i wsp., 1958, Czarnecki i wsp., 1963). Obserwo-
wane przez nas zmiany w obwodowym ukladzie nerwowym, gléwnie
zas w zwojach miedzykregowych s$wiadczg o dlugotrwalym procesie
chorobowym. Zwraca uwage brak, obserwowanej z reguly w przebiegu
zmian biataczkowych w OUN, rownoleglosci pomiedzy ciezkimi obja-
wami neurologicznymi a obrazem krwi obwodowej i szpiku, ktore
z wyjatkiem koncowej fazy chorobowej, nie wykazuja odchylen od sta-
nu prawidlowego. Zmiany bialaczkowe w OUN rozwijaja sie zwykle
rownolegle z narastajgcg leukocytozg i trombocytopenig i stosunkowo
szybko prowadzg do zgonu (Moore i wsp., 1960; West i wsp., 1972).

Pochodzenie naciekéw bialaczkowych w osrodkowym i obwodowym
ukladzie nerwowym, przy okresowym braku zmian hematologicznych
jest niejasne. Nie przyjela sie koncepcja Litteral’a i wsp. (1955), zakla-
dajgca , ze nacieki bialaczkowe sg pochodzenia miejscowego, oparta
o zalozenia embriogenetyczne, zgodnie z ktérymi splot naczyniowkowy
i opony jako twory pochodzenia mezenchymalnego, maja potencjalng
zdolno$¢ do hemopoezy. Cytogenetyczne badania przeprowadzone przez
Mastrangelo i wsp. (1970) wykazaly jednakowg chromosomalng budowe
populacji komoérek biataczkowych, pochodzgcych z ptynu mézgowo-rdze-
niowego i ze szpiku tego samego chorego, utrzymujacag sie przy nawro-
tach choroby. Fakt ten przemawia za przerzutowym charakterem zmian
w OUN, a zajecie ukladu nerwowego byloby wiec wtérne w stosunku
do ogniska zlokalizowanego poza tkanka nerwowa i moézg bylby koloni-
zowany przez komoérki bialaczkowe.

W OUN nie ma naczyn limfatycznych, a wiec inwazja komorek bia-
taczkowych moze odbywaé¢ sie jedynie drogg krwi. Przy trombocyto-
penii, drobne wybroczyny torujg komoérkom bialaczkowym droge
w glgb tkanki moézgowej. Z drugiej strony istnienie bariery krew—mozg
dla lek6w utrudnia lub uniemozliwia przej$cie lekéw do tkanki nerwo-
wej i chroni komérki biataczkowe przed zniszczeniem (West i wsp,
1972). Komoérki te mogg zachowac zdolno$¢ do rozplemu w okresie re-
misji i mogg stanowi¢ zrédlo ponownego wysiewu komoérek bialacz-
kowych.
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UI. BopoBcka-JlexmaH, B. Heika

XPOHUYECKASI KOCTHOMO3TOBASA JEMKEMUS
C KIVMHUKO-MOP®DOJIOTUYECKONM KAPTUHOM
POLYGANGLIORADICULONEURITIS

Pes3zwme

ABTOpPBbI TIPUBOAAT ciay4dai 22-jeTHero 60JbHOTO, y KOTOporo uepes 2,5 roja
ocjie BBIJIEYEHHOM OCTPOi KOCTHOMO3TOBOJ JIEMMKeMMUM, IIPM IIOJIHOM TeMaTOJOru-
YECKOJ) peMuccuy, MNOABUJINCH HEBPOJOTUYECKNE M3MEHEHUS B BHUJE MCUE3HOBEHUSA
pedaekcoB, ocaabienuMsa M MbBIIIEYHOM aTpoduy B JIEBOM HUMXKHENH KOHEYHOCTH.
ITocne npoBejenusi Kypca JIeYeHMS CTepUAaMy HEeBPOJOTMYECKMEe CUMIITOMBI MCHE3JIN,
YTO IT03BOJIMJIO TIPEAIOJIOKUTH, YTO DOJBHOM NpezkKJe KOHTAaKTUPOBAJ C TOKCHUYHBIMU
BeljecTBaMyu. BOJbHO¥M yMep depe3 4 roja mnoclie IMNOSBJEHUA II€PBBIX CHUMIITOMOB
6oJie3uyM, B Iepuoj; peuuamMBa M3MEHEHMI, NMPOABUBLIMXCA B BHUJI€ IPOTPECCUPYICIIETO
rnapajayMya HMKHUX KOHEYHOCTENM, NeEKTUBHOCTY [BUKEHWUI BEPXHMUX KOHEYHOCTEN,
KOTOPBIM COIIyTCTBOBalM wuppagumpyiommne 0csm. ITocmepTHOe wuccilefoBaHue BbI-
ABUJIO B NApPeHXMMATO3HBLIX OpraHaX M B KOCTHOM MO3re MOP(OJIOrMYecKre KapTHHBI,
XapaKTepHble JIA XPOHMYECKO) KOCTHOMO3IOBOM JieyikeMuyu, a B 00jacTu MexK-
[MO3BOHOYHBIX TAHTJIMEB, B HEPBHBLIX KOpPELIKaxX, mepudepnyecKux Hepsax, rumnoduse,
B 060JI0YKaX CIIMHHOTO ¥ TOJIOBHOTO MO3ra, a TaKiKe B MO3TOBOJM TKaHM — MHOUIb-
TpaThl U3 MMeJ06JIacToB.

ABITOpBI 06CYZKJAl0T TPYJAHOCTM B IMArHOCTMKE, & TakKyXe HeTUIMYHBNT KJIMHUKO-
-MopdosIOTMuecKMii X0 JIeliKeMuy, IpoTeKamoumern B dopme polyganglioradiculo-
neuritis.

J. Borowska-Lehman, W. Nyka

CHRONIC MYELOBLASTIC LEUKAEMIA WITH A CLINICAL
AND MORPHOLOGICAL APPEARANCE
OF POLYGANGLIORADICULONEURITIS

Summary

The authors present a case of 22 years old patient who two and a half years
ago after acute myelogenic leukaemia during complete hematologic remission de-
veloped neurological symptoms in the form of abolished reflexes, weakening
and muscular atrophy in the left lower extremity. Following steroid therapy neu-
rological changes regressed suggesting a previous leukaemic changes due to the
patient’s contact with toxic substances before the onset of the illness. The pa-
tient died four years after the first symptoms during the recurrence of neuro-
logical signs manifested by progressing paraparesis of lower extremities ang
impairment of the movements of the upper extremities accompanied by radia-
ting pain. Post-mortem examination revealed in “the parenchymal organs and in
the bone marrow morphological changes characteristic for chronic myelogenic
leukaemia. Myeloblastic infiltrations were found in spinal ganglia, spinal roots,
peripheral nerves, hypophysis, in the meninges of the spinal cord and brain and
in the cerebral tissue.

The authors discuss diagnostic difficulties and atypical clinical and morpholo-
gical course of leukaemia under the form of polyganglioradiculoneuritis.
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PRZEPUKLINA OPONOWA O NIEZWYKLYCH ROZMIARACH
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Wsréd wrodzonych wad osrodkowego ukladu nerwowego, niemala
grupe stanowiag przepukliny oponowe mézgu (meningocele) lub opono-
wo-moézgowe (meningo-encephalocele) polgczone z rozszczepem czaszki.
Charakterystyczng cechg tych nieprawidiowosci jest duze zréznicowa-
nie poszczegdlnych przypadkéw. Dlatego pomimo obszernego piémien-
nictwa (Jacob, 1939; Ostertag, 1956; Nowicki i wsp., 1970; Windle, 1970)
dotyczacego zaburzen rozwojowych moézgu pojawiajg sie nadal opisy
kazuistyczne wrodzonych wad ukladu nerwowego (Engel, Buchan, 1974;
Field, Kerr, 1974; Wackenheim i wsp., 1974).

W tej sytuacji wydawalo nam si¢ celowe przedstawienie przypadku
przepukliny oponowej o niezwyklych rozmiarach, uszypulowanej
w okolicy potylicznej i polgczonej z innymi zaburzeniami rozwojowyrmni
mozgu.

OPIS PRZYPADKU

Noworodek z drugiej cigzy, urodzony silami natury, o ciezarze 2900 g.
Po urodzeniu dziecka stwierdzono duzg przepukline oponowa uszypulo-
wang w okolicy potylicznej czaszki (ryc. 1).

Wymiar podluzny przepukliny wynosit 20 cm, poprzeczny 14 cm.
Podczas badania dotykiem stwierdzono miekka i chelboczacg zawartosc¢
worka przepuklinowego, ktory po lekkim ucisku zmniejszal swoje roz-
miary. W pierwszych czterech dniach u noworodka wystepowaly kilka-
nascie razy dziennie uogélnione drgawki toniczno-kloniczne polgczone
z prezeniem i prostowaniem wszystkich konczyn oraz z okresami bez-
dechu i sinicy. W nastepnych dniach stan dziecka pogarszal sig, poja-
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wila sie sinica calego ciala, tetno slabo napiete i przyspieszone do
160/min, drogi oddechowe ulegaly zasluzowaniu. Po intensywnych za-
biegach reanimacyjnych uzyskano lekkg poprawe stanu ogélnego i przy-
stgpiono w 7 dobie zycia do operacyjnego usuniecia worka przepukli-
nowego. Zgon noworodka nastapil w osiem godzin po zabiegu chirur-
gicznym.

Ryc. 1. Olbrzymia przepuklina opo-
nowa uszypulowana w okolicy po-
tylicznej.

Fig. 1. Giant pedunculated menin-
gocele in occipital area.

Sekcja mozgu wykonana bezposrednio po zgonie wykazala syme-
tryczne, bardzo matle poétkule, do$¢ szerokie zakrety i plytkie rowki, ma-
ly most i rdzen przedluzony oraz brak widocznego makroskopowo
mozdzku. Na przekrojach czolowych przez polkule stwierdzono brak
spoidla wielkiego i sklepienia, bardzo male zwoje podstawy i poszerzo-
ny ukiad komorowy (ryc. 2). Komore IV pokrywala warstwa nieuposta-
ciowanej tkanki szarawej barwy. Na przekrojach czolowych mostu
w czeSci brzusznej wlokna poprzeczne byly niewidoczne, a na przekro-
jach rdzenia przedluzonego brak bylo charakterystycznego rysunku
jader oliwy.

Worek przepuklinowy od wewnatrz pokryty wyscidoltka oponowg a po
stronie zewnetrznej skorg. Zawartos¢ worka oponowego stanowil plyn
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przejrzysty, zoltawej barwy, nie zawierajgcy jakichkolwiek fragmen-
tow tkankowych.

Rozpoznanie sekcyjne: Malformationes congenitae cerebri multiplices
cum meningocele regionis occipitalis.

Z

Ryc. 2. Przekr6j czolowy przez poélkule. Brak spoidia wielkiego i sklepienia oraz
poszerzenie ukladu komorowego.
Fig. 2. Frontal section of hemispheres. Lack of corpus callosum and fornix, dila-
tion of ventricular system.

Badanie mikroskopowe: W obrebie kory moézgowej zwraca uwage nie-
prawidlowa i zmienna architektonika poszczegélnych zakretéw. W nie-
ktérych zawojach lub ich cze$ciach kora moézgu sklada sie z 3 warsliw:
szerokiej warstwy drobinowej, pod nig cienkiej warstwy gesto ulozo-
nych komoérek ksztaltu kulistego (warstwa ziarnista zewnetrzna), a ni-
zej szerokiego pasma o luzZniejszym utkaniu, skladajgcego sie z komo-
rek owalnych i kulistych. W tym typie budowy kory komorki zazwy-
czaj posiadajg dos¢ duze, ubogochromatynowe jadro otoczone wasky
obwoédksg cytoplazmatyczng pozbawiong wyraznych ziarnistosci Nissla.
W innych okolicach kora sklada sie z jednej szerokiej warstwy nie-
zroznicowanych komorek kulistego ksztaltu. Miejscami natomiast ob-
serwuje sie kore czterowarstwowg (ryc. 3) zbudowang z warstwy dro-
binowej, ziarnistej, piramidowej i mato zréznicowanych komorek ksztal-
tu kulistego lub owalnego. Spotykano réwniez odcinki kory moézgu
o budowie szesciowarstwowej, jednak z wyraznie zmniejszong liczbg ko-
morek piramidowych. Na uwage zasluguje dos¢ dobry stopien dojrza-
lo$ci neurocytow kory amoplalnej oraz komoérek nerwowych prazkowia,
galki bladej i wzgérza wzrokowego. Neurocyty zwojow podstawy wy-
kazujg jednak do$¢ znaczne przerzedzenie.

Neuropatologia Polska —10
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W istocie bialej potkul mozna zaobserwowaé rozsiane pojedynczo ko-
morki nerwowe, a niekiedy nawet ich male skupienia. Nie udaje sie
natomiast w istocie biatej pétkul zaobserwowa¢ wiodkien mielinowych.

Ryc. 3. Plat skroniowy. Kora czterowarstwowa utkana z warstwy drobinowej,
ziarnistej, piramidowej i warstwy malo zréznicowanych, kulistych i owalnych ko-
morek. Nissl. Pow. 25 X.

Fig. 3. Temporal lobe. Four-layered cortex consisting of molecular, granular, py-
ramidal cell layers and of the layer formed by low differentiated round or oval
cells. Nissl. X 25.

Ryc. 4. Wysciélka komory bocznej z licznymi zachylkami i kanatami wnikajgcymi
w szerokg warstwe niezréznicowanych komoérek macierzy. Nissl. Pow. 64 X.
Fig. 4. Ependyma of lateral ventricle forming multiple recesses and channels
penetrating into the wide layer of nondifferentiated matrix cells. Nissl. X 64.

Barwienie czerwienig oleistg O wykazuje do$¢ znaczng liczbe komo-
rek tluszczono$nych wystepujacych zaré6wno w istocie biatej jak
i w wielu malo zréznicowanych obszarach kory moézgowej. Na przekro-
jach czolowych przez obie pélkule nie stwierdzono spoidila wielkiego,
sklepienia i spoidla przedniego.

Duze nieprawidlowosci budowy wykazuje wyscidtka komoér (ryc. 4)
wyslana nablonkiem szeSciennym lub wielorzedowym cylindrycznym
z migawkami. Warstwa wys$ciotki tworzy liczne zachylki i zaglebienia,
nieraz nawet w postaci glebokich kanaléw. Pod wys$cidotkg komér bocz-
nych wystepuje szeroka warstwa niezréznicowanych komérek macie-
rzy z rozsianymi wsrod nich duzymi kulistymi komérkami zawierajgcy-
mi w cytoplazmie ziarniste zlogi barwy brunatnej. W niektérych odcin-
kach komoér bocznych nie udaje sie zauwazy¢ nablonka wysciotki, w in-
nych wysciotka wnika w warstwe niezréznicowanych komérek macie-
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rzy, ktore znajdujg sie wowczas zaréwno pod wySciotkg jak i nad
wysciotkg (ryc. 4).

W obrebie mostu i rdzenia przedluzonego wida¢ dobrze wyksztaico-
ne jadra n. V, VI, VII i VIII, natomiast nie udaje sie znalez¢ jader n.
IX, X, XI i XII. Z po$réd jader oliwy widoczne Jest tylko goérne.

5"'
8
Adal

Ryc. 5. Splot naczyniasty komory IV pokryty nablonkiem walcowatym zawieraja-
cym zlogi barwnikowe w cytoplazmie. Kanzler-Arendt. Pow. 150 X.
Fig. 5. Plexus choroideus of the IVth ventricle covered by cylindrical epithelial
cells containing pigment deposits. Kanzler-Arendt. X 150.

Ryc. 6. Sklepienie komory IV. Konglomerat mato zr6znicowanych komorek ziar-
nistych z rozrzuconymi wsréd nich komérkami Purkinjego. H—E. Pow. 65 X.
Fig. 6. Vault of the IVth ventricle. Accumulation of low differentiated granular
cells with dispersed Purkinje cells. H—E. X 65.

Ryec. 7. Czes$¢ grzbietowa sklepienia komory IV. Kilka stabo wyksztalconych za-
kretow kory moézdzku. Pasmo embrionalnych komoérek ziarnistych w warstwie
drobinowej. H—E. Pow. 50 X.

Fig. 7. Dorsal part of the vault of the IVth ventricle. Few poorly developed ce-
rebellar cortical gyri. The band of embryonal granular cells in the molecular
layer. H—E. X 50.

W splocie naczyniastym komory IV cze$¢ komoérek nablonkowych po-
siada cytoplazme wypelniong zlogami brgzowego barwnika (ryc. 5).

Sklepienie komory IV zbudowane jest z konglomeratéw neuro- i spon-
gioblastébw oraz pasm malo zréznicowanych komorek ziarnistych.
W tym nie uporzgdkowanym skupisku komérkowym znajduja sie¢ row-
niez nieliczne komérki Purkinjego (ryc. 6).

W grzbietowej czesci sklepienia IV komory udaje si¢ wyrézni¢ kilka
zaledwie wyksztalconych zakretéw kory moézdzku, charakteryzujgcych

http://rcin.org.pl



148 M. Kozik i wsp. Nr 1

sie obecnosciag pasma embrionalnych komorek ziarnistych w zewnetrz-
nej czesci warstwy drobinowej (ryc. 7). Rowniez warstwa komérek Pur-
kinjego jest slabo rozwinieta.

Przeprowadzone reakcje histoenzymatyczne dla wykazania aktyw-
nosci fosfataz i esteraz zaslugujg na oddzielne przedstawienie.

Fosfataza kwasna — w postaci drobnoziarnistej wystepuje w cyto-
plazmie wigkszych neurocytéw zaréowno kory jak i zwojow podstawy.
Stopien aktywnosci FK w zwojach podstawy jest wiekszy niz w neu-
rocytach kory moézgu. Gdzieniegdzie udaje sie rowniez zaobserwowaé
aktywnos¢ enzymu w oligodendrogleju.

Fosfataza zasadowa — wyrazna aktywnos¢ jest tylko w $cianach na-
czyn krwiono$nych, jednak dyfuzyjny odczyn mozna zaobserwowacd
takze w neuropilu i czasem w neurocytach gérnych warstw kory
mozgu.

TPP-aza — bardzo silna aktywno$¢ wystepuje w oligodendrocytach
i przynaczyniowych wypustkach astrogleju istoty bialej. W korze moz-
gu odczyn ten obserwuje si¢ tylko w wiekszych komérkach nerwowych.

ATP-aza — odczyn widoczny jest gléwnie w Scianach naczyn krwio-
no$nych oraz w przynaczyniowych wypustkach astrogleju.

Esteraza nieswoista — wystepuje gléwnie w pericytach naczyn krwio-
nosnych. Slaby, drobnoziarnisty odczyn widoczny jest jednak réwniez
w wiekszych komoérkach nerwowych, szczegdlnie w obrebie podwzgérza.
Komoérki glejowe nie wykazujg aktywnosci tego enzymu.

AChE — jedynie w wysciélce komorowej i widknach glejowych pod-
wysciotkowych jest widoczny staby dyfuzyjny odczyn. Aktywnosc
AChE nie wystepuje w neurocytach, komoérkach glejowych i naczy-
niach. Szczeg6lng uwage zwraca brak aktywnosci AChE w zwojach
podstawy.

OMOWIENIE

Przedstawiony przypadek dotyczy zaréwno wad zwigzanych z nie-
prawidlowym zamykaniem narzadéw w linii $rodkowej jak i wad nie
wynikajacych z zaburzen w zamykaniu sie rynienki nerwowej (Windle,
1970; Field, Kerr, 1974). Z punktu widzenia patogenezy na podkreslenie
zastluguje roéznoczasowe dzialanie czynnika uszkadzajgcego.

Wydaje sie, ze w naszym przypadku nieznany czynnik uszkadzajacy
spowodowal w 2 lub 3 tygodniu rozwoju osobniczego zaburzenia
w zamknieciu rynienki nerwowej i doprowadzil do powstania przepu-
kliny oponowej w okolicy potylicznej, natomiast brak spoidla wielkiego,
sklepienia i spoidla przedniego jest wynikiem czynnika szkodliwego
w 7 tygodniu rozwoju plodowego (Ostertag, 1956; Windle, 1970). Za-
zwyczaj zaburzenia rozwojowe w postaci rozszczepu czaszki i przepu-
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klin oponowych lub oponowo-moézgowych, dotyczag rdéwniez innych
struktur osrodkowego ukladu nerwowego (Ostertag, 1956; Windle, 1970;
Engel, Buchan, 1974).

Niedorozwo6j mozdzku, brak spoidia wielkiego, ciala modzelowatego
itp. nie sg zjawiskami rzadkimi (Nowicki i wsp., 1970; Zarski i wsp.,
1972; Wackenheim i wsp., 1974). Rzadziej natomiast spotyka sie uszko-
dzenie cytoarchitektury kory mézgu w postaci jej jednowarstwowosci
lub tréjwarstwowosci jak réwniez rozleglte nieprawidlowosci w budowie
kory moézdzku (Jacob, 1939; Ostertag, 1956; Wackenheim i wsp., 1974).

Obok zmian morfologicznych wystepujacych w omawianym przypad-
ku, na uwage zasluguja réwniez zaburzenia w aktywnosci enzymatycz-
nej. Szczegb6lnie zwraca uwage brak aktywnosci acetylocholinesterazy
w zwojach podstawy. W warunkach prawidlowych aktywnos¢ AChE
w obrebie tej struktury jest zwykle do$¢ silna i pojawia sie (juz we
wcezesnych okresach rozwoju ontogenetycznego (Wender i wsp., 1970).
Brak aktywnos$ci AChE w zwojach podstawy moze wskazywa¢, ze obok
zaburzen morfologicznych obserwowanych w mikroskopie swietlnym,
wystepujg w tym przypadku réwniez nieprawidlowosci ultrastruktural-
ne w postaci niedorozwoju lub nieprawidlowej budowy synaps. Chociaz
to przypuszczenie wymagaloby potwierdzenia w badaniach mikroskopo-
wo-elektronowych, wydaje sie celowe zwrocenie uwagi na takg mozli-
wos¢. Aktywnos$¢ pozostalych badanych hydrolaz nie wykazuje wiek-
szych nieprawidlowosci.

Obecnos¢ znacznej liczby komorek tluszczono$nych w istocie biatej
poprzedza zwykle mielinizacje drég nerwowych w moézgu i spotykana
jest powszechnie w tym okresie rozwoju osobniczego (Wender i wsp.,
1970; Jellinger i wsp., 1971). Zwraca natomiast uwage trudne do wy-
jasnienia wystepowanie znacznej liczby komoérek tluszczonosnych row-
niez w korze moézgu.

Oddzielnej wzmianki wymagaja, w naszym przypadku, olbrzymie
rozmiary przepukliny oponowej przy porodzie dokonanym sitami natu-
ry. W dostepnym piSmiennictwie nie znaleziono przepuklin oponowych
uszypulowanych w okolicy potylicznej o takich rozmiarach (Ostertag,
1956; Nowicki i wsp., 1970; Zarski i wsp., 1972).

M. B. Ko3uk, K. BonuexoBcky, fI. Buroscka-CoBuHbCcKa
TPBIZKA MO3TOBEIX OBOJIOYEK HEOBBIYHBIX PA3MEPOB

Pe3mome
Y HOBOPOKAEHHOrO MOCJIe HOPMaJbHBIX POJOB OblIa OmmcaHa OTPOMHAs IPBIXKA,
ylleMJeHHasA B 3aTbLIOYHOM objactu. CMepTh HACTymMila IIOCjie onepaunMyu yaajleHUs
MemiKa. BCKpbITMe Mo3ra OOHApPY:XKMIJIO pAX OTKJOHEHWMII B pPa3BUTUM, HAIpUMep,
OTCYTCTBME MO30JMCTOrO Teja M CBOJA, HENPaBUJIbHOE CTPOEHME MO3TOBOJI KOPBI,
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OTCyTCTBME MO33KedKa MTHA., a MMKPOCKOIIMYECKOe MCcCle/joBaHMe I10Kas3ajlo obimp-
Hble aHOMaJMM B pPa3BUTUM BO MHOTMX ydYacTKax Mo3ra. I'MCTOSH3MMAaTHU4HeCKue
peakumuy TaK¥Ke BbIABUJIM HApPyIIEHMsd, a YaCTHOCTM B BUJE CUJIbHO YyBEJIUYIEHHOM
akTuUBHOCTU TP DP-a3bl B OJIUTOAEHAPOrJIME M acTpPOrJjive, a TakKke B BUJe OTCYyTCTBUA
akTuBHOCTHM AXD B Da3allbHbIX TAaHIJIUAX.

M. B. Kozik, K. Wojciechowski, J. Wigowska-Sowinska
MENINGOCELE OF EXCEPTIONALLY LARGE SIZE

Summary

Enormous pedunculated meningocele was found in the occipital area of an
normally born infant. The newborn passed away few hours after removal of the
herniation sack. During autopsy some malformations such as lack of corpus
callosum, fornix and cerebellum and abnormal cerebral cortex were noted. Mi-
croscopical observations revealed extensive anomalies in many parts of the brain.
Histochemical studies demonstrated enzymatic abnormalities such as very strong
TPP-ase activity in oligodendroglia and astroglia cells and the lack of AChE
activity in basal ganglia.
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