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EWA OSETOWSKA
1919—1978

Dnia 9 stycznia 1978 roku zmarta po diugotrwatej chorobie prof. dr
med. Ewa Osetowska, Kierownik Osrodka Neurologii Poréwnawczej
Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii
Nauk w Minsku Mazowieckim, inicjator i wspolzatozyciel Stowarzysze-
nia Neuropatologow Polskich, twoérca i wieloletni redaktor ,,Neuropa-
tologii Polskiej”.

Ewa Osetowska urodzila sie w roku 1919 w Minsku Mazowieckim.
Po ukonczeniu Liceum Ogdélnoksztatcagcego im. M. Konopnickiej w War-
szawie w roku 1937 podjela studia lekarskie na Uniwersytecie Warszaw-
skim. W okresie okupacji kontynuowala je na podziemnym uniwersy-
tecie w Warszawie, pracujgc jednoczesnie w II Klinice Chirurgiczne]
Szpitala Klinicznego. Dyplom lekarza uzyskalta w lutym 1945 roku na
wydziale lekarskim odrodzonego Uniwersytetu Warszawskiego. Stopien
naukowy doktora medycyny nadata jej Rada Wydziatu Lekarskiego Uni-
wersytetu Warszawskiego w roku 1949 na podstawie pracy ,,Objawy
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2 M. J. Mossakowski Nr 1

neurologiczne w chorobie Pageta”, wykonanej pod kierunkiem prof.
A. Opalskiego. Tytul naukowy docenta nadala jej Centralna Komisja
Kwalifikacyjna w roku 1955 na podstawie catoksztaltu dorobku nauko-
wego oraz pracy nt.: ,Proba interpretacji patofizjologicznej wynikow
klinicznego badania afazji ruchowej” przygotowanej w Instytucie Psy-
choneurologicznym. Profesorem nadzwyczajnym zostala w roku 1963.

Okres 10 lat po uzyskaniu dyplomu lekarza wypeinia Jej dzialalno$c
kliniczna, poczgtkowo w Klinice Neurochirurgii, nastepnie w Klinice
Neurologii Uniwersytetu Warszawskiego, a od roku 1952 w Instytucie
Psychoneurologicznym w Pruszkowie. Tu przechodzi kolejne szczeble
kariery pomocniczego pracownika naukowego do stanowiska adiunkta
i ordynatora oddzialu. Juz jako dos$wiadczony i wyprébowany neurolog-
-klinicysta ukierunkowuje swoje zainteresowania na zagadnienia pato-
morfologii ukladu nerwowego. Przechodzi w roku 1955 do pracy w Za-
kiladzie Histopatologii Ukladu Nerwowego PAN prowadzonego przez
prof. Adama Opalskiego. W Zakladzie tym zostaje adiunktem, a w krot-
kim czasie docentem. W roku 1957 zostaje zastepcg kierownika Zakladu,
pozostajgc na tym stanowisku do czasu przejscia na emeryture profe-
sora Opalskiego. Pierwsze lata pracy w Zakladzie wypelnia Jej dzia-
lalno$¢ organizacyjna, pomoc choremu juz profesorowi Opalskiemu w
prowadzeniu placowki i w ksztalceniu poczgtkowo czworga, a nastepnie
szeSciorga asystentéw i aspirantow. Jest to jednak przede wszystkim
intensywne poznawanie neuropatologii, ktéra mimo uprzednich kontak-
tow w Klinice Neurologicznej i Instytucie Psychoneurologicznym jest
dla Niej dziedzing nowsg, jest to rownoczesnie wchodzenie w problema-
tyke badawczg w tej dziedzinie. W latach 1958 i 1959 odbywa dwa
dlugoterminowe staze naukowe w Instytucie Bunge w Antwerpii pod
kierunkiem prof. Ludo van Bogaerta. One to i naukowa inspiracja Jej
drugiego nauczyciela wywierajg decydujgcy wplyw na dalszy rozwoj
naukowy Ewy Osetowskiej, krystalizujg kierunki Jej zainteresowan ba-
dawczych i otwierajg przed Nig nowe drogi poszukiwan i dzialan. Po
powrocie do kraju obejmuje kierownictwo Pracowni Warszawskiej Za-
ktadu Neuropatologii, sktadajgcego sie juz w tym czasie z Pracowni War-
szawskiej i Krakowskiej, a kierowanego w calosci przez prof. Adama
Kunickiego. Objecie kierownictwa Pracowni Warszawskiej, a nastepnie
w roku 1963 kierownictwa Zakladu Neuropatologii otwiera najinten-
sywniejszy i najbardziej plodny okres Jej dziatalnosci naukowej, orga-
nizacyjnej, dydaktycznej i wychowawczej. W okresie tym powstaje
ponad dwie trzecie Jej dorobku naukowego, doktoryzuje 20 adeptow
neuropatologii, a 5 Jej wspolpracownikéw uzyskuje stopien docenta.
Skupia wokot siebie i kierowanej przez siebie placowki grono neuro-
logéw i patologéw zainteresowanych neuropatologia, pracujgcych w in-

http://rcin.org.pl



Nreeil: Prof. dr E. Osetowska q

nych osrodkach krajowych, inspiruje ich, ksztalci, pomaga w zorgani-
zowaniu wlasnych placowek, doktoryzuje i habilituje. Inicjuje powsta-
nie Stowarzyszenia Neuropatologow Polskich, kierujgc jego dzialalno-
Scig przez okres lat szeSciu. Z Jej inicjatywy réwniez zaczyna ukazy-
waé sie czasopismo ,,Neuropatologia Polska”, stanowigce poczatkowo
organ Zakladu Neuropatologii PAN, a nastepnie od roku 1969 — Sto-
warzyszenia Neuropatologow Polskich. Prof. E. Osetowska redaguje je
przez okres kilku najtrudniejszych, bo poczatkowych lat. Uczestniczy
aktywnie w dzialalnosci nowopowstalej Swiatowej Federacji Neu-
rologii bedgc wspodlorganizatorem 1 czlonkiem jej grupy neuropa-
tologicznej. Bierze udzial w redagowaniu czasopisma ,,Acta Neuropa-
thologica”, pozostajagc w jego zespole redakcyjnym do konca zycia.
Wchodzi w sklad zespolu redakcyjnego Journal of Neurological Scien-
ces, stanowigcego organ Swiatowej Federacji Neurologii. Jest wspol-
zalozycielem Miedzynarodowego Towarzystwa Neuropatologii, przez
wiele lat reprezentujagc w nim Stowarzyszenie Neuropatologow Pol-
skich, oraz bedac czlonkiem jego zarzgdu gltoéwnego.

Z chwilg powstania w roku 1967 Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN, prof. Ewa Osetowska podejmuje trud zorganizowania
w nim nowej jednostki, a zarazem mlodej, na gruncie polskim catko-
wicie uprzednio nieznanej dziedziny — neuropatologii i neurologii po-
rownawczej. Od roku 1967 kieruje pracownig, a od 1971 zorganizowa-
nym przez siebie Osrodkiem Neurologii Poréwnawczej Centrum w Min-
sku Mazowieckim, w rodzinnym miescie i rodzinnym domu.

W dorobku naukowym Ewy Osetowskiej, obejmujgcym lgcznie okoto
150 publikacji wyrézni¢ mozna dwa zasadnicze nurty tematyczne —
kliniczny i neuropatologiczny, z tym jednak, ze watek Kkliniczny i cele
kliniczne stanowia ceche dominujgcg i tego drugiego.

Nurt kliniczny reprezentujg publikacje pochodzace z najwcze$niej-
szego okresu dzialalnosci Ewy Osetowskiej, zwigzanego z Warszawsky
Klinikg Neurologiczng i Instytutem Psychoneurologicznym. Obejmujg
one stosunkowo zréznicowang tematyke kliniczng z wybijajgcg sie na
czolo problematyksg diagnostyki i leczenia gruzliczego zapalenia opon
mozgowo-rdzeniowych. Z tego okresu pochodzi réwniez monograficzne
opracowanie obrazu neurologicznego choroby Pageta, stanowigce pracgq
na stopien doktora medycyny. Opublikowana w roku 1955 praca ,,Proba
interpretacji patofizjologicznej wynikéw klinicznego badania afazji ru-
chowej”, przygotowywana jakeo rozprawa habilitacyjna, stanowi wynik
wspolpracy Ewy Osetowskiej Kklinicysty-neurologa z zespolem fizjolo-
gicznym prof. Jerzego Konorskiego.

Niezwykle bogaty i wszechstronny dorobek neuropatologiczny Ewy
Osetowskiej dotyczy wszystkich niemal dziedzin patologii osrodkowego
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4 M. J. Mossakowski Nr 1

ukladu nerwowego. Jego cechg wiodacg bylo S$cisle wigzanie zjawisk
patomorfologicznych spostrzeganych w chorym moézgu z obserwacjami
klinicznymi i podporzgdkowanie podstawowemu pryncypium, ze praca
neuropatologa stuzy¢ ma lepszemu zrozumieniu zjawisk klinicznych
i wyjasnianiu mechanizméw procesu chorobowego. Ta zasada w jedna-
kowej mierze dotyczyla Jej opracowan z zakresu neuropatologii kli-
nicznej, jak i licznych prac z dziedziny neuropatologii poréwnawczej,
opartych o material zwierzecy. Jest rzeczg zdumiewajgcg jak wiele bez-
posrednich odniesien do kliniki neurologicznej czlowieka znalez¢ mozna
w Jej pracach poswieconych patologii ukladu nerwowego zwierzat, na-
wet wowczas gdy dotyczyly one proceséw niezwykle odlegltych od kli-
niki ludzkiej. Ewa Osetowska byla w istocie rzeczy badaczem mono-
warsztatowym. Jej podstawowym narzedziem badawczym byl mikro-
skop $wietlny. W dobie szeroko rozbudowanych metodycznych warszta-
tow naukowych, niezwykle bogatych inowacji technicznych, ktére do
swojego arsenalu wigczyla wspotczesna patologia, wydawac¢ by sie mog-
fo, ze takie ograniczenie zaweza w zalozeniu zakres twoérczosci naulo-
wej i mozliwos¢ wniesienia nowych i oryginalnych wartosci. Caty do-
robek naukowy Ewy Osetowskiej jest zaprzeczeniem tej tezy. Stanowi
on znakomitg rehabilitacje diagnostycznej neuropatologii, pokazujgc jak
wiele autentycznie nowego, oryginalnego, twoérczego i pozytecznego
wnosi¢ moze nadal prosta obserwacja mikroskopowa, pod warunkiem
jednakowoz posiadania umiejetnosci rozumienia i wykorzystania tych
spostrzezen, oraz ich lgczenia z glebokg wiedzg ogédlnobiologiczng i do-
Swiadczeniem Kklinicznym. Neuropatolog kliniczny moze by¢ ,,opisywa-
czem” zjawisk lub tworcg wiedzy, pracujgc na tym samym materiale
i postugujac sie tym samym warsztatem metedycznym. Ewa Osetowska
z calg pewnoscig reprezentowata te druga kategorie.

W zroznicowanej problematyce prac naukowych Ewy Osetowskiej,
przewija sie kilka wyraznych nurtéw tematycznych, ktére ze Swiado-
mego wyboru rozwija najbogaciej, nawracajac do nich w kolejnych
etapach swojej dziatalno$ci, rozbudowujgc je i uzupelniajgc w dgzeniu
do stworzenia zwartej i jednoznacznej syntezy. Problematyka ta doty-
czy w pierwsze]j kolejnosci pierwotnych zapalen moézgu, gltownie wiru-
sowych i alergicznych, oraz wewngtrz- i zewnatrzpochodnych encefa-
lopatii, zar6wno tych wywolanych przez znane czynniki uszkadzajace,
jak i tych, ktorych zrédla przyczynowe i mechanizmy patogenetyczne
pozostaja nadal nie wyjasnione. Stalym przedmiotem Jej zainteresowan
byly wzajemne zaleznosci procesu zapalnego i encefalopatycznego, oraz
pogranicza roéznorodnych proceséw patologicznych. Stad tez odkrycie
tzw. wirus6w powolnych, moggcych warunkowa¢ procesy zwyrodnienic-
we ukladu nerwowego, a wsréd nich genetyecznie uwarunkowane sta-
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Nr 1 Prof. dr E. Osetowska 5

nowito istotny moment przelomowy w Jej twérczosci, jako zjawisko
zbiezne z Jej wieloma poprzednimi spostrzezeniami patomorfologicz-
nymi i koncepcjami patofizjologicznymi.

W kregu tematycznym poswieconym zapaleniom moézgu znajdujg sie
prace poswiecone praktycznie wszystkim znanym typom zapalen. Naj-
poczes$niejsze miejsce wsrod nich zajmujg badania pos$wiecone podost-
remu stwardniajgcemu zapaleniu moézgu, ostremu nekrotyzujacemu za-
paleniu moézgu, oraz zapaleniu grypowemu i reumatycznemu. W sposéb
oczywisty znaczng cze$¢ swego dorobku poswiecita zagadnieniom pato-
morfologii srodkowo-europejskiego kleszczowego zapalenia moézgu, wy-
stepujacego endemicznie i epidemicznie w Polsce. Jej wtlasnie pracom
zawdzieczamy znajomo$¢ patomorfologii tego typu, najpospolitszego -v
kraju, zapalenia moézgu. Stala sie w tej dziedzinie, podobnie jak zreszta
w catej problematyce zapalen osrodkowego ukladu nerwowego uznanym
autorytetem miedzynarodowym. Wyrazem uznania Jej kompetencji w
tym zakresie bylo powierzenie autorstwa rozdzialu po$wieconego klesz-
czowemu zapa'eniu moézgu w miedzynarodowym, monograficznym pod-
reczniku wirusologii, wydanym w edycji angielskiej i francuskiej pod
redakcjg R. Debré i J. Celeres. Dagzgc do wyjasnienia mechanizmow
zroznicowanej formuly procesu zapalnego i jego topografii w osrod-
kowym uktadzie nerwowym swoje studia klinicznego materiatu klesz-
czowego, Srodkowo-europejskiego zapalenia moézgu uzupelnia pracami
doswiadczalnymi, przy uzyciu roznych szczepéw wirusa, oraz zroznicc-
wanego substratu, prowadzac je na zwierzetach o réznych stadiach roz-
woju ukladu nerwowego, przy zastosowaniu odmiennych droég zakaze-
nia. Dla ich dalszego poglebienia przeprowadza wnikliwe studia do-
$wiadczalne z innymi typami wiruséw z grupy ARBO.

Zainteresowania podostrym stwardniajgcym zapaleniem moézgu, wy-
niesione ze szkoly Ludo van Bogaerta, a znajdujgce swo6j najwczesniej-
szy wyraz w fundamentalnej pracy poswieconej topografii zmian pa-
tologicznych w moézgu w tym typie zapalenia i poglebiane w licznych
kolejno ukazujgcych sie na przestrzeni ponad 15 lat pracach, doprowa-
dzity Jg do badan na materiale wirusowych zapalen moézgu u zwierzat,
przede wszystkim do studiéw nad obrazem morfologicznym noséwki
nerwowej u psow, w ktorej zlozonym zespole poszukiwala czastkowej
cho¢by odpowiedzi na pytania zwigzane z mechanizmami reakcji tkan-
kowej w SSPE.

Osetowska jest autorkg najwszechstronniejszych i najgitebszych opra-
cowan posSwieconych grypowemu zapaleniu mézgu oraz tzw. reuma-
tycznemu zapaleniu moézgu. Przedmiotem Jej szczegélnej fascynacji byt
stosunek nagminnego $pigczkowego zapalenia moézgu do wspodlczesnie
wystepujacych zapalen wirusowych. Zainteresowanie to wynikato prze-
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6 M. J. Mossakowski Nr 1

de wszystkim z niezwykloSci epidemiologicznej i biologicznej tej jedno-
stki chorobowej. Zagadnieniu temu posSwiecila wiele uwagi w swoich
opracowaniach monograficznych i kilka oryginalnych pozycji szczegod-
lowych.

Stosunek wirusa, wywolujgcego proces zapalny w moézgu do po-
szczegblnych elementow tkanki nerwowej, a w szczegélnosci komorki
nerwowej i jego morfologiczna ekspresja stanowig inny krag zaintere-
sowan autorki. Zréznicowaniu zachowania czynnika patogennego w sto-
sunku do komorki gospodarza, poswieca szczegélng uwage w szeregu
opracowan dotyczgcych zapalen mozgu. Poswieca mu réwniez odrebna
publikacje ,,Procesy zapalne ’neuronobdjcze’ i neurotropowe’”, ukazu-
jacg sie juz po Jej sSmierci. To samo zagadnienie, cho¢ w odwréconym
aspekcie, rozwija w szeregu pracach dotyczgcych zapalen mézgu u dzie-
ci, w ktérych zajmuje sie wplywem stopnia dojrzatosci ukladu ner-
wowego na ksztaltowanie odpowiedzi zapalnej tkanki.

Swoje obserwacje i przemyslenia dotyczace patomechanizméw proce-
su zapalnego i jego eksponentéw strukturalnych, oparte o szczegblowe
analityczne opracowania, uogélnia w licznych pracach monograficznych.
Ich przesledzenie w sekwencji czasowej pozwala na poznawanie dojrze-
wania ogolnej patofizjologicznej koncepcji autorki, ktora znalazlta swoj
najpelniejszy wyraz w monografii ,,Neuropatologia zapalen moézgu wi-
rusowych i alergicznych”, wydanej w roku 1974. Ostatni rok zycia
autorka spedzila przygotowujac jej angielskg wersje.

Drugim kregiem tematycznym obejmujgcym istotng czes¢ dorobku
publikowanego prof. Ewy Osetowskiej sg zagadnienia endo- i egzogen-
nych encefalopatii. Na specjalne odnotowanie zastuguja w nim prace
poswiecone patologii moézgu w przebiegu choréb krgzenia i oddychania
oparte zaré6wno o ludzki materiat kliniczny jak i zwierzecy. Odrebne
miejsce w tej grupie zajmujg opracowania poswiecone naczyniopochod-
nym uszkodzeniom pnia moézgu i rdzenia kregowego, a wsrod nich ana-
liza substratu morfologicznego zespolu podopuszkowego, opisanego przez
Opalskiego. W oparciu o wlasne obserwacje i spostrzezenia wprowadzi-
ta nowg klasyfikacje encefalopatii mocznicowych oraz udowodnita przy-
zyciowy charakter zmian stanowigcych podioze cerebellopatii towarzy-
szacych pozanerwowym nowotworom zlosliwym. Jest wreszcie wraz
z W. Kriicke i A. Taraszewskg autorkg opisu cerebellopatii reumatycz-
nych. W pracy poswieconej temu zagadnieniu ukazujgcej sie zresztg po
$mierci autorki, udowodnila Ona naczyniopochodny charakter rzeko-
moukiadowych uszkodzen mézdzku, towarzyszgcych chorobie gos$¢cowej.
W grupie badan zwigzanych z encefalopatiami egzogennymi na odno-
towanie zaslugujg prace poswiecone remisyjnej encefalopatii tlenkowo-
-weglowej oraz encefalopatiom pourazowym, w ktérych mechanizmie
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Nr 1 Prof. dr E. Osetowska 7

patogenetycznym udowodnila podstawowsg role przewleklych uszkodzen
ukladéw barierowych mozgu.

Omawiajgc, choc¢by pobieznie dorobek naukowy prof. Ewy Osetow-
skiej nie mozna poming¢ prac po$wieconych patologii neurolipidoz i leu-
kodystrofii oraz chordéb demielinizacyjnych. W grupie tej, obejmujacej
szczegolowe, analityczne opracowania poszczegélnych typoéw neuroli-
pidoz i leukodystrofii, szczegélng uwage zwracaja prace, w ktorych
autorka omawia wzajemne relacje miedzy procesami spichrzeniowymi
i leukodystroficznymi, odnoszgc zresztg te ostatnie do innej grupy cho-
rob objetych zbiorcza nazwg leukoencefalopatii. W pracach tych naj-
dobitniej wyraza sie wspomniany uprzednio -charakterystyczny rys
tworczosci Ewy Osetowskiej — roéwnoczesne poszukiwanie stykéw pa-
togenetycznych i odrebnosci wyrazu patomorfologicznego, podporzgdko-
wane dyscyplinie myslenia kategoriami klinicznymi. Wlasciwosci te wy-
razity sie réwniez znakomicie w pracach po$wieconych chorobom demie-
linizacyjnym, w tym w publikacjach dotyczgcych przejSciowych postaci
stwardnienia rozsianego i rozlanego oraz topografii ognisk demieliniza-
cyjnych w stwardnieniu rozsianym. W najbardziej jednak klinicznie
zorientowanych pracach, Osetowska-badacz nie traci z zasiegu pola wi-
dzenia podstawowych zagadnien ogdélno-biologicznych. Dokumentuje to
w sposOb niezwykle przekonywujgcy w studium nad morfogenezg wito-
kien Rosenthala, rozwijajgcych sie na podlozu ognisk demielinizacyj-
nych w stwardnieniu rozsianym.

Dazenie do poglebienia znajomosci mechanizmoéw choréb ukladu ner-
wowego u ludzi oraz poszukiwanie odpowiedzi na pytania, ktérych nie
znajduje w skrawkach moézgu chorego czlowieka — kieruje Ewe Ose-
towskg na nowg droge badan prowadzonych na zwierzetach. Nie doty-
czg one jednakze materialu do$wiadczalnego, z modelami chorobowymi
wytworzonymi w oderwaniu od warunkéw naturalnego zycia zwierze-
cia. Osetowskiej blizsza jest spontaniczna patologia zwierzeca, cho¢
nie odrzuca jak widzieliSmy poprzednio patologii do$wiadczalnej. Wy-
razem tego kierunku Jej zainteresowan jest dluga lista publikacji z za-
kresu neuropatologii porownawczej. Wsréd nich istotne miejsce zajmujg
badania po$wiecone zapaleniom moézgu u zwierzat, a zwlaszcza noséwce
i toksoplazmozie, o ktérych wspominalem poprzednio. Nie wyczerpuja
one jednak w zadnej mierze calosci problematyki neuropatologii zwie-
rzecej. Mieszczg sie w niej ponadto pionierskie badania nad procesami
starzenia sie moézgu u pséw, zagadnienie wad wrodzonych u zwierzat,
choréb naczyniopochodnych, choréb niedoborowych oraz ogoélnej pato-
logii zwierzat laboratoryjnych. Ten ostatni krag zagadnien zapoczatko-
wal Jej poréwnawczo-neuropatologiczne zainteresowania. Zetkngwszy
sie w latach szesé¢dziesigtych z dzialalnoscig Zakladu Hodowli Zwierzgt
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Laboratoryjnych PAN w Lomnie-Las, uznala, ze podstawowym =zada-
niem placowki bylo dostarczanie do badan doswiadczalnych wysokiej
jakoSci zdrow ych zwierzat laboratoryjnych. Utrzymanie stanu zdro-
wia stada hodowlanego, obok wlasciwej opieki zootechniczno-weteryna-
ryjnej wymagalo pelnego rozeznania w jego zagrozeniach, opartego
o wszechstronne badania naukowe, w tym roéwniez patomorfologiczne.
Za tymi poczatkowo S$cisle aplikacyjnymi, praktycznymi ocenami, poszly
w okresie poOzniejszym zaplanowane, glebokie, a niejednokrotnie od-
krywcze prace badawcze, dotyczace najbardziej podstawowych mecha-
nizméw procesu chorobowego. To wtlasnie dcstrzeganie problematyki
badawczej naukowo plodnej, interesujgcej i waznej w dzialaniach jak
najbardziej utylitarnych, wrecz ustugowych, stanowi jeszcze jeden nie-
zwykle charakterystyczny rys umystowosci Ewy Osetowskiej. Znajduie
on réwniez swoje odzwierciedlenie w cyklu prac Jej wlasnych, a cze-
Sciowo Jej wspolpracownikoéw, inspirowanych przez Nig, wykonanyvch
na materiale malp, uzywanych do testu bezpieczenstwa przy produkcji
szczepionki polio. Z tego wlasnie, pozornie baralnego, rutynowego ma-
teriatu pochodzg znakomite opracowania dotyczgce odezynu tkanek niéz-
gu na bezposredni uraz mechaniczny, wykazujgc daleko idgce zrézni-
cowanie uwarunkowane cdrebno$ciami tkankowymi poszczegélnych cze-
$ci i struktur o$rodkowego ukladu nerwowego.

W polowie lat sze$¢dziesigtych, w fermie hodowlanej krolikéw w Za-
ktadzie Hodowli Zwierzgt Laboratoryjnych PAN prof. Ewa Osetowska
spostrzegla pojedyncze zwierze wykazujgce cechy choroby neurologicz-
nej, charakteryzujacej sie grubofalistym drzeniem glowy, konczyn i tu-
lowia, a nastepnie spastycznym porazeniem konczyn. Wyodrebnione
kolejne osobniki z tym samym typem defektu neurologicznego staly
sie zaczatkiem stada hodowlanego, krolikéw pt (paralitic tremor), obar-
czonych dziedziczng chorobg neurolcgiczne. Badariom tego unikalnego
zespotu chorobowego, stanowigcego niczwykle dogodny, naturalny mo-
del dziedziczno-zwyrodnieniowych choréb ukladu nerwowego, poswiecita
prof. Ewa Osetowska kolejne lata swojej aktywnej dziatalnosci. On tez
przede wszystkim stat sie podstawowym przedmiotem Jej wtasnych za-
interesowan naukowych i baden zorganizowanego przez Nig i kierowa-
nego Os$rodka Neurologii Poréwnawczej. Kolejne publikacje Ewy Ose-
towskiej poswiecone sa obrazowi klinicznemu zespotu, cechom genetycz-
nym choroby oraz charakterystyce morfologicznych uszkodzen uktadu
nerwowego krélika pt. W poszukiwaniu anatomiczno-czynnosciowego
substratu zespolu drzen, nie wyjesnionego jednoznacznie w klinice neu-
rologicznej czlowieka, Ewa Csetowska oddaje sie badaniom anatomicz-
no-funkcjonalnym zamknietych ukiadéw ruchowych u krélika pt. Uzu-
pelnia je badaniami neurochemicznymi. Dla wyjasnienia mechanizmu
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uszkodzen neuronalnych podejmuje badania neurocytologiczne, wyko-
rzystuje techniki mikroskopii elektronowej. Przez caly czas bacznie Sle-
dzi zmienng dynamike okrazu klinicznego, jej fluktuacje koreluje z od-
rebno$ciami nieprawidlowosci strukturalnych. Model krolika pt oka-
zuje sie rokowa¢ wieksze, niz poprzednio oczekiwano, nadzieje. Stuzy
on bowiem nie tylko wyjasnianiu mechanizméw pewnych neurologicz-
nych zespoléw chorobowych, czy tez ogdlnego patomechanizmu dziedzi-
cznych choréb ukladu nerwowego. Stwarza on ponadto szanse poznawa-
nia pato- i morfogenezy calego szeregu proceséw i odczynow patoln-
gicznych tkanki nerwowej, takich jak zwapnieria neuronalne, zwyrod-
nienia rozptywne komoérek nerwowych, nieprawiclowogci procesu two-
rzenia ostonek mielinowych i in. Dostrzegta to jego autorka, analizujgc
te wlasnie zagadnienia w kilku kolejnych publikacjach.

W krétkim wspomnieniu nie sposéb przeprowadzi¢ pobiezng choéby
analize dorobku naukowego czlowieka tak intelektualnie bogatego
i wszechstronnego oraz oddanego pracy jakim byla profesor Ewa Ose-
towska. Mozna jedynie zasygnalizowaé¢ jego glowne kierunki i nurty.
Zalgczony do wspomnienia spis publikacji, ma na celu zachecenie czy-
telnika do zapoznania sie z oryginalnym dorobkiem i ulatwienie mu
jego odszukanie.

Cryginalny dorobek naukowy prcf. E. Osetowskiej nie wyczerpuje
listy Jej publikacji. Istotnym jej elementem sa wydawnictwa podrecz-
nikowe, wérdd ktéorych na specjalne wyrdznienie zastuguje wspomniana
juz monografia , Neurcpatologia zapalen moézgu wirusowych i alergicz-
nych”, redagowany przez Nig pierwszy polski ,,Atlas Neuropatologicz-
ny”’, rozdzialty w miedzyrarodowym podreczniku neuropatologii, wy-
danym przez J. Mincklera oraz rozdzialy w podreczniku Wirusologii
R. Debré i J. Celersa. Na liscie tej znajdujg sie liczne artykuly z dzie-
dziny publicystyki naukcwej, wspomnienia, sprawozdania, zawsze pel-
ne osokistych sgdéw i przekonan, a nierzadko wyraznie polemicznych
akcentow.

Obok nurtu badawczego w zyciu prof. E. Csetowskiej miescita sie
bogata dzialalnos¢ dydaktyczra. Uczyla od poczgtkow swojej kariery
naukowej. Lubila ‘uczy¢ i posiadata nieczesty talent nauczania. Z jed-
nakowg jasnoscig, precyzjg i zarliwoscig uczyla za katedra uniwersy-
tecka, przy mikreskopie, za stolem laboratoryjnym i przy klatce z kro-
likami. Jednakowo zarliwie — doktorantéw, lekarzy, studentéw, labo-
rantéw i pomcce laboratoryjne. Jej raciecie dycaktyczne znajdowalo
wyraz w Jej publikacjach nie tylko podrecznikowych, wymienionych
powyzej, lecz takze w jej oryginalnych pracach naukowych. Kazda
z nich miala nie tylko zawiera¢ okreslony !adunek poznawczy, miata
rowniez uczy¢. Ta wlasnie cheé¢ nauczania i autentyczny talent dydak-
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tyczny, a nie tylko fakt, ze przyszlo Jej dziala¢ w okresie powstawania
neuropatologii w Polsce i uczestniczy¢ w jej tworzeniu, sprawily, ze
promowata bardzo wiele doktoratéw z neuropatologii i opiekowala sie
najwiekszg liczbg przewodéw habilitacyjnych.

Sylwetka profesor Ewy Osetowskiej bylaby niewatpliwie niepelna
gdyby pomingé¢ Jej dzialalno$é¢ organizacyjng. Odziedziczywszy po swo-
im wielkim nauczycielu — prof. Adamie Opalskim skromny Zaktad Hi-
stopatologii Ukladu Nerwowego rozwija go, czynigc zen w krotkim cza-
sie uznang placowke badawczg cieszgcg sie wysokim krajowym i mie-
dzynarodowym autorytetem naukowym. Wkrotce Jej inicjatywa i po-
trzeba dzialania przerasta mury wlasnego Zakladu. Inspiruje powstanie
jego pracowni krakowskiej. Woko6t Zakladu Neuropatologii PAN kreuje
polskie S$rodowisko neuropatologiczne. Inicjuje powstanie Stowarzysze-
nia Neuropatologéw Polskich, tworzy pierwsze w Polsce, a jedno z nie-
licznych na $wiecie, specjalistyczne neuropatologiczne czasopismo nau-
kowe. Dziala w licznych zagranicznych towarzystwach naukowych, w
tym jako czlonek Belgijskiego Towarzystwa Neurologicznego i Niemiec-
kiego Towarzystwa Neuropatologbw i Neuroanatoméw. Bierze udzial
w pracach szeregu miedzynarodowych organizacji naukowych, uczest-
niczy w redakcjach krajowych i miedzynarodowych czasopism. W Cent-
rum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN tworzy Osrodek Neu-
rologii Poréwnawczej. Organizuje zjazdy i sympozja naukowe. Aktyw-
nie uczestniczy w zyciu politycznym jako czlonek Polskiej Zjednoczonej
Partii Robotniczej.

Chora, nie przerywa swojej dzialalnosci. Kieruje Osrodkiem, udziela
konsultacji, uczy i publikuje. Do ostatnich niemal dni, walczgc z cho-
robg przygotowuje angielskie wydanie ,Neuropatologii zapalen mozgu
wirusowych i alergicznych”.

Od dzialania odrywa Jg S$mier¢.

Smier¢ zabrala jednego z najwybitniejszych neuropatologéw polskich,
badacza, organizatora i nauczyciela, ktéry swoja prace naukowg trak-
towal jako cel najwyzszy i zrodlo osobistej satysfakecji i radosci. Po-
zegnaliSmy w Profesor Ewie Osetowskiej niezwyczajnego czlowieka,
czlowieka wielkiego talentu, wielkich ambicji i mozliwosci i wielkiej
pracy. PozegnaliSmy w Niej niepowszednie zycie, bogate, intensywne
i wszechstronne, w ktérym harmonijnie tgczyly sie oryginalne osiggnie-
cia badacza, sukcesy nauczyciela i wychowawcy, talent i pasja organi-
zatora oraz szerokie pozazawodowe zainteresowania humanisty — sztu-
ka, poezja, filozofia... Tym bolesniejsze bylo odejscie w okresie dojrza-
iego dzialania, bogatych doswiadczen i zasluzonego uznania.

Warszawa, lipiec 1978 Mirostaw J. Mossakowski
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KOMUNIKATY

W okresie od 8 do 10 czerwca 1979 odbedzie sie w Gardone Riwiera
(Brescia, Italia) Miedzynarodowe Sympozjum poswiecone wielospecja-
listycznym aspektom terapii guzéow moézgu.

Glownymi tematami Sympozjum beda:

— doswiadczalne guzy mozgu,

— biologia i rozpoznawanie guzéw mozgu,
— podstawy leczenia guzéw mozgu,

— doniesienia wolne.

Organizatorami Sympozjum sg Fundacja Giovanni Lorenzini w Me-
diolanie, Narodowy Instytut Zdrowia w Bethesda (USA) oraz Uniwer-
sytet w Pawii.

Przewodniczagcymi Sympozjum sg P. Paoletti (Pawia) i M. D. Walker
(USA).

Termin nadsylania zgloszen i streszczen mija 1 lutego 1979.

Adres Komitetu Organizacyjnego:
Fondazione Giovanni Lorenzini,
Via Monte Napoleone, 23.

20 121 Milan (Italia).

W okresie od 12 do 14 lipca 1979 odbedzie sie w Paryzu IV Zjazd
Europejskiego Towarzystwa Neurochirurgii Stereotaktycznej i Czyn-
nosciowej.

Gtéwnymi tematami beda:

— padaczka,
— ogniskowe napromieniowanie,
— neurostymulacja.

Informacje szczegélowe uzyska¢ mozna w Komitecie Organizacyjnym
G. Szikla,

Centre Hospitalier Ste. Anne,
1, rue Cabanis, F-75 014 Paris.
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ANNA TARASZEWSKA

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W RDZENIU KREGOWYM
U KROLIKA PT W OKRESIE OBJAWOWYM CHOROBY *)

Osrodek Neurologii Poro6wnawczej Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN, Minsk-Mazowiecki

Kierownik Osrodka: prof. dr med. ‘l_I.iJ:_Oseti:Twsl{Zi'‘l

Niniejsze doniesienie jest jednym z kolejno zaplanowanych etapow
badan osrodkowego ukladu nerwowego u krolika pt z dziedziczng drza-
czkg porazng (Osetowska, Luszawski 1975). Przedmiotem tego cyklu
jest uzupelnienie i poglebienie obserwacji morfologicznych uzyskanvch
z mikroskopu swietlnego w réznych okresach rozwoju choroby i w od-
niesieniu do réznych struktur anatomicznych i ukladéw czynnosScio-
wych. Z badan w mikroskopie $§wietlnym wynika, ze zmiany w rdze-
niu stanowig wczesny i staly element obrazu neuropatologicznego kroé-
lika pt, przy czym duze uszkodzenia wystepujg w istocie biatej, w po-
staci rozlanej demielinizacji, glejozy wildknistej, rozpadu wilékien osio-
wych oraz drobnoggbczastego rozrzedzenia podloza (Osetowska i wsp.
1977).

Celem podjetych badan elektronowo-mikroskopowych rdzenia krolika
w ostrym okresie choroby pt jest okreslenie charakteru wczesnych zmian
demielinizacyjnych nakladajgcych sie na trwajacyg jeszcze mielinizacje
wilokien oraz zaleznosSci tych zmian od uszkodzenia wiokien osiowych w
dlugich drogach zstepujacych i wstepujacych rdzenia.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 5 chorych kroélikéw pt w wieku 6—9 tygodni i 2 kont-
rolne kroliki zdrowe w wieku 8 tygodni i 6 miesiecy. Cztery kroéliki cho-
re przedstawialy klinicznie obraz ostrego postepujacego przebiegu cho-
roby pt z pelnym zespolem objawéw neurologicznych tj. z silnymi drze-
niami ciala i spastycznymi porazeniami konczyn, natomiast u 1 krélika

*) Problem wezlowy 10.4.2.02.2
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uspionego w wieku 9 tygodni stwierdzono kliniczng poprawe z cofnie-
ciem sie przejsciowego niedowladu konczyn. U wszystkich krélikow drze-
nia obserwowano od 10 i 11 dnia zycia, poczatkowo w postaci kolehig-
cych ruchow caltego ciala a nastepnie zrytmizowanych grubofalistych
drzen glowy i tulowia, ktore utrzymywaly sie do konca obserwacji. Nie-
dowlady pojawily sie okolo 20 dnia zycia w konczynach tylnych i na-
rastaly szybko do stanu prawie calkowitego porazenia konczyn tylnych
i zadu w 5—6 tygodniu zycia przy wspolistnieniu mniej nasilonych nie-
dowladow w konczynach przednich. U 2 krélikow obserwowano prze-
wage niedowladu prawostronnego. Po 2—3 tygodniach utrwalaly sie
spastyczne znieksztalcenia w ulozeniu porazonych konczyn. Kroéliki usy-
piano w okresie nasilenia niedowladéw, poczawszy od 6 tygodnia zycia,
przy czym uspiono po 1 kroliku w wieku 6, 7 i 9 tygodni oraz 2 kroliki
w wieku 8 tygodni. Badane kroéliki pochodzity z pokolen Fi;—Fis.

Zwierzeta usmiercano w narkozie 4% wodzianem chloralu wykonu-
jac perfuzje roztworem 3,9% aldehydu glutarowego w buforze fosfora-
nowym wg Sorensena (pH 7,6), wprowadzonym przez aorte wstepujgcg
pod cisnieniem 100—120 mm Hg. Po wyjeciu rdzenia pobierano wy-
cinki istoty szarej i istoty biatej z przekrojow poprzecznych rdzenia
szyjnego i ledzwiowego, ktore przechowywano do nastepnego dnia w
plynie perfuzyjnym w temp. 4°C. Material przeznaczony do zatapiania
plukano nastepnie w buforze fosforanowym i utrwalano dodatkowo
przez 2—3 godz. w 1% lub 2% czterotlenku osmu, odwadniano w sze-
regu stezen etanolu i w tlenku propylenu, a nastepnie zatapiano w
Eponie 812. Z bloczkéw eponowych krojono na ultramikrotomie Tesla
skrawki poélcienkie grubosci ok. 1 um, ktore barwiono 1% bilekitem to-
luidyny i ogladano w mikroskopie $wietlnym. Z wybranych bloczkow
krojono skrawki ultracienkie na ultramikrotomie LKB, ktére kontras-
towano octanem uranylu i cytrynianem olowiu, a nastepnie ogladano
w mikroskopie elektronowym JEM 7A i Tesla BS 500.

WYNIKI

Na skrawkach poélcienkich z istoty biatej, stwierdzono nieréwnomier-
ng grubos¢ ostonek mielinowych i niejednolitg ich strukture nawet we
wibéknach tego samego kalibru (ryc. 1, 2). Pogrubiale ostonki mielinowe
wykazywaly pasmowate rozwarstwienie o zmniejszonej barwliwosci
i byly nieregularnie pofaldowane, czesto widoczne byly kule mielino-
we. Przestrzenie pomiedzy wiéknami byly poszerzone i wypelnione cy-
toplazmg przerostych komoérek astrogleju, lub niekiedy pustymi waku-
olami, zwiekszona byla rowniez liczba oligodendrocytéw z obfitg cyto-
plazmg. W pojedynczych wloknach spostrzegano ciemng lub ziarnistg
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aksoplazme. Ponadto spotykano pojedynczo duze bezoslonkowe twory
sferoidalne o ziarnistej strukturze. W komoérkach nerwowych istoty
szarej rogow przednich i tylnych stwierdzono przejasnienia cytoplazmy
i zubozenie substancji Nissla jak rowniez przejasnienie i rozrzedzenie
cytoplazmy w wypustkach protoplazmatycznych tych komorek.

W rdzeniu kregowym kroélikow kontrolnych wilékna nerwowe wyka-
zywaly regularng grubos¢ i strukture ostonek mielinowych. Komorki
glejowe o bardziej skgpej cytoplazmie wystepowaly mniej licznie.

W badaniu mikroskopowo-elektronowym materiatu krolikow pt, od-
chylenia w strukturze ostonek mielinowych byly uchwytne juz w prze-
glagdowym obrazie skrawkow. Polegaly one na wystepowaniu miedzy
blaszkami ostonki mielinowej pasmowatych wypustek cytoplazmatycz-
nych, w ktoérych obecno$¢ licznych mikrotubul, rybosoméw i innych
organelli oraz gestos¢ elektronowa cytoplazmy byly charakterystyczne
dla wypustek oligodendrocytow. Szersze wypustki cytoplazmatyczne nie-
kiedy rozwarstwialy pierscieniowato calg ostonke mielinows, niszczgc
blaszkowatg strukture mieliny szczegdélnie w czeSci zewnetrznej ostonki
(ryc. 3). W innych ostonkach miedzy rozszczepionymi liniami giéwnymi
poszczeg6lnych blaszek mielinowych wystepowaly mniejsze izolowane
wyspy cytoplazmy (ryc. 4). Przy wielu prawidlowo wyksztalconych
ostonkach mielinowych stwierdzono powiekszenie mezaksonu zewne-
trznego (ryc. 3). W licznych wiéknach ulegala powiekszeniu przede wszy-
stkim wypustka cytoplazmatyczna wewnetrzna otaczajgca nieraz ob-
wod aksonu niezaleznie od uformowanego juz mezaksonu wewnetrz-
nego (ryc. 5). Oslonki mielinowe w tych wloéknach bytly niedoksztalcone,
skladaty sie z kilku zaledwie wspoétsrodkowych blaszek mielinowych
o rozluznionym uktadzie, z poszerzong odleglo$ciag miedzy liniami gltow-
nymi i bez wyksztalconych linii posrednich oraz miejscami z calko-
witg dezorganizacjg ukladu blaszkowego.

Duza liczba aksonoéw, zwlaszcza mniejszego kalibru byla niezmieli-
nizowana. Niektére z nich byly otoczone podkowiastg wypustkg cyto-
plazmatyczng gleju mielinizacyjnego (tzw. alar process). Niekiedy nie-
zmielinizowane witokna byly otoczone pojedyncza lub kilkakrotng war-
stwg wypustek astroglejowych (ryc. 6). W niektéorych miejscach ob-
serwowano znaczne rozsuniecie wiloékien zmielinizowanych i niezmie-
linizowanych przez poszerzong przestrzen pozakomoérkowg, w ktorej
stwierdzano fragmenty cytoplazmy rozpadlych wypustek astrocytow,
a szczeg6lnie wolno lezgce skupienia ziaren glikogenu (ryc. 6 i 7). Mie-
dzy widéknami wystepowaly tez liczne wypustki astroglejowe o zacho-
wanej--strukturze, wypelnione gesto gliofilamentami (ryc. 7). W wielu
ostonkach zawierajgcych liczne miedzyblaszkowe wyspy cytoplazmy
obserwowano bardziej nasilone zwyrodnienie ziarniste mieliny i obec-
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nos¢ kul mielinowych (ryc. 8, 9). Zar6wno we wildknach otoczonych
prawidlowymi jak i zmienionymi oslonkami mielinowymi oraz w ak-
sonach bezoslonkowych stwierdzono w aksoplazmie zmiany o réznym
nasileniu. Wéréd zmian aksonalnych przede wszystkim zwracato uwage
nagromadzenie w aksoplazmie duzej ilo$ci organelli, a szczegélnie licz-
nych zmienionych mitochondriéw i réznopostaciowych ciat gestych. Ak-
sony takie otoczone byly niekiedy ostonka mielinowa wykazujgcg znacz-
nego stopnia zmiany zwyrodnieniowe (ryc. 9). Czesto jednak ostonki
mielinowe byly prawidlowe lub wykazywaty jedynie mniejsze lub wigk-
sze scienczenie.

W wiekszosci wiokien zmiany w aksoplazmie byly niewielkie i po-
legaly na obecnosci zmienionych struktur pecherzykowo-btoniastych
siatki $rédplazmatycznej gtadkiej i pojedynczych ciat gestych (ryc. 3—7),
oraz ograniczonych ubytkéow neurofilamentéw. Szczegélnym typem
zmian we wioknach osiowych, otoczonych przewaznie prawidiowg os-
lonkg mielinowg, bylo ograniczone powiekszenie przyaksonalnej cyto-
plazmy wypustki oligodendrocytu zawierajacej nagromadzenie rézno-
rodnych ciat gestych oraz elektronowo przeziernych wakuoli otoczo-
nych podwoéjng blong (ryc. 10). Widoczne niekiedy jezyczkowate wglo-
bienia aksoplazmy do cytoplazmy glejowej wskazywaly na pochodzenie
tych wakuoli z czes$ci aksoplazmy catkowicie oddzielonych od aksonu
ale otoczonych nadal aksolemmg i blong glejowg (ryc. 11). Dalsze zwy-
rodnienie odsznurowanych fragmentéw aksoplazmy prowadzito do two-

Ryc. 1. Wi6kna o nieregularnych ostonkach mielinowych, w centrum pola, oston-
ka znacznie pogrubiala i pasmowato rozwarstwiona. Skrawek polcienki. Bilekit
toluidyny. Pow. 400 X

Fig. 1. Irregular myelin sheaths, one in centre is markedly thickened and splitted.
Semithin section. Toluidine blue. X 400

Ryc. 2. Oslonki mielinowe roéznej grubos$ci i barwliwosci wok6t aksonéw podob-
nego kalibru. Skrawek poéicienki. Btekit toluidyny. Pow. 800 X

Fig. 2. Mpyelin sheaths of fibres of similar size show different thickness and
staining. Semithin section. Toluidine blue. X 800

Ryc. 3. PierScieniowate rozwarstwienie ostonki mielinowej przez okrazenie pasma

cytoplazmy, ktérej obraz jest podobny do cytoplazmy oligodendrocytu (x). W cze-

sci zewnetrznej ostonki czeSciowa dezintegracja blaszek mielinowych (strzatka).
O — oligodendrocyt, M — mezakson zewnetrzny. Pow. 24000 X

Fig. 3. Annular splitting of myelin sheath by cytoplasmic rim which resembles

oligodendrocyte cytoplasm (x). The outermost lamellae of myelin sheath are par-

tially disintegrated (arrow). O — oligodendrocyte, M — external mesaxon. X 24000

Ryc. 4. Izolowane wyspy cytoplazmy, zawierajacej mikrotubule i mitochondrium,
wystepujg w czeSci blaszek mielinowych rozszezepionych na liniach gléwnych.

M — mezakson zewnetrzny. Pow. 81000 X
Fig. 4. Isolated islets of cytoplasm containing microtubules and mitochondrium
arise in the splitting of major dense lines of myelin sheath. M — external me-

saxon. X 81000
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rzenia sie bloniastych i ziarnistych cial gestych w cytcplazmie wypust-
ki glejowej. Stosunkowo rzadko spotykano aksony oslonkowe wykazu-
jgce zmiany charakterystyczne dla zwyrodnienia typu Wallera, a wigc
catkowity ziarnisty rozpad aksoplazmy z wtérnym rozpadem ostonki
mielincwej (ryc. 12). Rozpadowi widkien towarzyszylo wystepowanie
komorek fagocytarnych zawierajgcych w cytoplazmie elektronowo prze-
zierne wakuole odpowiadajace wyplukanym kroplom ttuszczu. Innym
wreszcie dos¢ rzadkim typem zmian aksonalnych byly tzw. sferoidy
czyli olbrzymie poszerzenia bezostonkowych odcinkéw aksonow, wy-
petnione masami zmienionych organelli i wloékienek. Wsréd nagroma-
dzonych organelli przewazaly nieprawidlowe postacie mitochondriow,
pecherzykowate lub obkurczone, elektronowo geste profile siatki $rod-
plazmatycznej gladkiej oraz skupienia ziaren glikogenopodobnych (ryec.
13). Neurofilamenty w wiekszych powiekszeniach wykazywaty obraz ty-
powy dla zwyrodnienia wlékienkowego (twisted neurofilaments), przy
czym nalezy zaznaczy¢, ze w innych odcinkach neuronu nie obserwo-
wano tego typu nieprawidlowosci.

Zmiany w zakonczeniach synaptycznych, w dendrytach i w czesci
perikarialnej neuronéw byly mniej réznorodne niz w wypustkach osio-
wych. Polegaly one fprzede wszystkim ra zréznicowanym zubozeniu
organelli i przejasnieniu cytoplazmy. W zakonczeniach synaptycznych
obserwowano niejednolite poszerzenie pecherzykow synaptycznych
i niekiedy zmniejszenie ich liczby, nie spotykano natomiast zmian o ty-
pie tzw. zwyrodnienia gestego, charakterystycznego dla zwyrodnienia
aksonow typu Wallera. W dendrytach znaczne nasilenie zmian wyste-
powalo w obrzmialych i poszerzonych odcinkach, w ktérych stwierdza-

Ryc. 5. Powiekszenie wypustki cytoplazmatycznej wewnetrznej miedzy aksonem
a oslonkg mielinowg w obu wloknach. Oslonka ciensza sklada sie z kilku rozluz-
nionych zwojow blaszek mielinowych, czesciowo ulegajacych rozpadowi. Posze-
rzona przestrzen pozakomorkowa, drobne aksony bezoslonkowe (A) i wypustki
astrocytow wypelnione gliofibrylami (F). Pow. 34000 X
Fig. 5. Enlarged inner loop in two fibres. Thinner sheath contains only a few
distorted myelin lamellae, in part disintegrated. Enlarged extracellular space,
small unmyelinated axons (A), and astroglial cell processes filled with gliofila-
ments (F). X 34000

Rye. 6. Drobny akson otoczony dwiema wypustkami: bezposrednio woko6t aksonu
typowa wypustka komorki mielinizacyjnej tzw. alar process, zewnetrznie wy-
pustka astrocytu z przerwang blong komoérkowsg wykazuje lgcznosé z poszerzong
przestrzenia pozakomoérkowa zawierajaca skupienia glikogenu (strzatka). We wiok-
nie zmielinizowanym ograniczone przejasnienia aksoplazmy i struktura mielino-
podobna. Pow. 32700 X
Fig. 6. A small axon surrounded with two processes; directly around the axon an
alar process of myelinating cell and outside an astroglial cell process with a mem-
brane disruption shows apparent continuity with enlarged extracellular space
containing clusters of glycogen granules (arrow). In the axoplasm of myelinated
fibre focal clearings and myelin-like structure. X 32700
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Rye. 7. Miedzy zmielinizowanymi wiéknami liczne wypustki astrocytéow wiokni-
stych wypelnione wilékienkami glejowymi (F) oraz fragmenty cytoplazmy i ziarna
glikogenu w poszerzonej przestrzeni pozakomérkowej (strzalki). Sredniego kalibru
akson bezostonkowy (A), czeSciowo otoczony przez wypustke oligodendrocytu,
wykazuje wyrazne zmiany w aksoplazmie. N — jadro astrocytu. Pow. 13900 X

Fig. 7. Between myelinated axons, numerous fibrous astrocyte processes filled

with gliofilaments (F¥). The cytoplasmic fragments and glycogen granules in an

enlarged extracellular space (arrow). An unmyelinated medium-sized axon (A),

partially surrounded by oligodendroglial cell process, shows axoplasmic changes.
N — astrocyte nucleus. X 13900
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no elektronowo przezierne przejasnienia cytoplazmy, zanik organelli,
fragmenty bton i resztki rozpadlych mikrotubul oraz obecnos¢ wakuoli
otoczonych pogrubialymi lub ,rozmytymi” konturami blon (ryc. 14).
Obok dendrytéw zmienionych w ten sposéb czesto obserwowano réw-
niez tzw. dendryty ciemne z zageszczeniem cytoplazmy i nagromadze-
niem mikrotubul.

W czeSci perikarialnej neuronow stwierdzano zmiany odpowiadajgce
lekkiej lub $rednio nasilonej chromatolizie w postaci rozfragmentowa-
nia, rozproszenia i zaniku szorstkiej siatki $rodplazmatycznej i zwiek-
szenia iloSci wolnych skupien rybosoméw. Zubozeniu szorstkiej siatki
srodplazmatycznej towarzyszylo powiekszenie i rozrost struktur zespotu
Golgiego, a szczegolnie jego elementow pecherzykowych oraz wystepo-
wanie dos¢ licznych ciat wielopecherzykowych i cial lizosomalnych.
Obserwowano réwniez wzrost liczby drobnych mitochondriow z zagesz-
czong macierzg (ryc. 15, 16). W rogach tylnych widoczne byty ponadto
neurony o jasnych perikariach wykazujgcych zubozenie organelli cy-
toplazmatycznych i rozrzedzenie chromatyny jgdrowej.

Astrocyty poza wspomnianymi juz zmianami w wypustkach, wyka-
zywaly powiekszenie i obrzmienie cytoplazmy roéwniez w czeSci peri-
karialnej, a ponadto pomnozenie gliofilamentéw wnikajgcych do wy-
pustek.

Oligodendrocyty charakteryzowaly sie rowniez obfitg cytoplazmg
o Sredniej gestosci elektronowej, zawierajgcg liczne rybosomy i mikro-
tubule oraz dobrze rozbudowany aparat Golgiego (ryc. 3).

OMOWIENIE

W przedstawionych wynikach badan zwraca uwage réznorodnosé
zmian ultrastrukturalnych we wildéknach nerwowych istoty biatej i to
zaré6wno w aksonach jak i ostonkach mielinowych. W istocie szarej rdze-
nia wystepujg bardziej jednolite zmiany w perikarionach komorek
nerwowych, dendrytach i zakonczeniach synaptycznych, przy czym
ogblnie ich nasilenie wydaje sie mniejsze niz zmian we wiéknach isto-
ty biatej.

Nieprawidlowo$ci w strukturze ostonek mielinowych przypominajg
obraz mieliny niedojrzatej w okresie trwajacej mielinizacji wiokien (Sa-
morajski, Friede 1968). Zakonczenie okresu mielinizacji u krolika nie
jest w piSmiennictwie $cisle okreslone z powodu braku odpowiednich
badan. W materiale wlasnym krolikow kontrolnych, w wieku 8 tygodni
stwierdzono w mikroskopie $wietlnym pelng mielinizacje rdzenia, co
zgodne jest z badaniami Dekabana (1956) stwierdzajacymi zakonczenie
przyrostu mieliny w tylnych powrézkach rdzenia krolika juz od 40
dnia zycia. Obecno$¢ niedoksztalconych ostonek mielinowych zawiera-
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jacych zaledwie kilka zwojéw blaszek mielinowych o rozluZznionym
ukladzie, a nawet spotykare zupelnie wstepne stadia mielinizacji akso-
néw w postaci tzw. aler process u krélikow 8 i 9 tygodniowych, wska-
zujg na przedluzony lub niedostateczny proces mielinizacji. Podobne
zmiany okreslone jako ,hypomielinizacja” opisano u mysich mutantéw
Quaking i Jimpy (Samorajski i wsp. 1970; Berger 1971). Zaburzenia
syntezy lipidéw i obecnc$é w cytoplazmie oligodendrocytow wtretow li-
pidowych i bloniastych wakuoli przemawiaja u nich za procesem dys-
mielinizacyjnym zaleznym od uszkodzenia oligodendrogleju (Watanabe,
Bingle 1972; Meier i wsp. 1974). Analogicznych zmian w oligodendro-
gleju nie stwierdzono w dotychczas badanym materiale krolikow pt.
Obserwowane ogoélne zwiekszenie iloSci oligodendrocytow z obfitg cy-
toplazmg o $redniej gestosci elektronowej zawierajgcg liczne rybosomy,
mikrotubule i przerosty aparat Golgiego, charakterystyczne jest dla
oligodendrocytéw mielinizacyjnych (Vaughn 1969). Zanikanie tych po-
staci komoérkowych u zdrowych kréolikéw w dosé pdézno mielinizujgcym
sie spoidle wielkim stwierdzono w mikroskopie $wietlnym przed 56
dniem zycia (Robain 1970).

Wystepowanie miedzy blaszkami ostonki mielinowej licznych wy-
pustek cytoplazmatycznych oligodendrocytéw, nierzadko zawierajgcych
liczne organelle komoérkowe, opisywano w przewleklych stanach po ré6z-
nych doswiadczalnych uszkodzeniach osrodkowego ukladu nerwowego
traktujgc je jako wyraz proceséw reparacyjnych wigzgcych sie z re-
mielinizacjg wilokien (Hirano 1972).

W naszych badaniach wykazano jednak, ze obecno$¢ cytoplazmy w
ostonkach mielinowych powoduje nie tylko rozszczepienie linii glow-
nych blaszek mielinowych ale znacznie ciezsze zaburzenia blaszkowate]
struktury i rozpad ziarnisty mieliny z tworzeniem kul mielinowych w
prawidlowo uksztaltowanych ostonkach. Uszkodzenie cigglo$ci zewnetrz-
nych warstw ostonki mielinowej moze réwniez prowadzi¢ do postepu-
jacej odcinkowej demielinizacji aksonu.

Ryc. 8. Ziarnisty rozpad mieliny w postaci zwyrodnieniowej kuli wewnatrz oston-
ki mielinowej. Pow. 19600 X

Fig. 8. Degenerated myelin ball inside the myelin sheath. X 19600

Ryc. 9. W aksoplazmie wldkna nagromadzenie licznych ciat gestych i zmienio-
nych mitochondriéw. W ostonce mielinowej zatarcie struktury blaszkowatej i obe-
cno$é waskich pasm cytoplazmy lgczacych sie z masg zwyrodniatej mieliny (strzat-
ki). Pow. 22500 X
Fig. 9. Fibre with accumulated several types of dense bodies and abnormal mito-
chondria in the axoplasm. In the myelin sheath disintegrated lammellar structu-
re and the presence of cytoplasmic rims linked with degenerated myelin (arrows).
X 22500
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Trudno jednoznacznie przesgdzi¢, czy stwierdzane zmiany w oston-
kach mielinowych u kroélika pt oznaczajg zaburzenie w utrzymaniu in-
tegralnosci mieliny przez niepelnowartosciowe komorki oligodendrogle-
ju czy tez reakcja komorek skgpowypustkowych i uszkodzenie mieliny
sg wtéorne do zmian w aksoplazmie czy wreszcie oba procesy nakladaja
sie na siebie. W piSmiennictwie nie ma ustalonego pogladu na role ko-
morek oligodendrogleju w procesie wtéornych demielinizacji. Na og6t
panuje przekonanie, ze komorki te nie uczestniczg w procesie rozpadu
mieliny, wtérnym do zwyrodnienia aksonu (Vaughn, Pease 1970), cho-
ciaz niektérzy autorzy obserwowali powiekszenie wypustek cytoplazma-
tycznych oligodendrocytéw w ostonkach mielinowych ulegajacych zwy-
rodnieniu wtérnemu i przypisujg oligodendrocytom czynnos¢ fagocy-
tarng w przebiegu tego procesu (Cook, Wisniewski 1973). Wydaje sie,
ze w przeciwienstwie do nerwow obwodowych, w ktorych aktywny
udzial komoérek Schwanna w rozpadzie i fagocytozie mieliny w zwy-
rodnieniu Wallera zostal potwierdzony badaniami Bliimcke i Niedorfa
(1966) oraz Ballina i Thomasa (1969), zagadnienie mechanizmu demieli-
nizacji wtornej we widéknach OUN jest jeszcze niedostatecznie poznane,
zwlaszcza w wolno postepujgcych procesach zwyrodnienia aksonu. Spen-
cer i Thomas (1974) wykazali, ze komorki oligodendrogleju, podobnie
do komoérek Schwanna, wykazuja zdolnos$¢ selektywnej fagocytozy w
niewielkich i weczesnych zmianach aksonalnych w przebiegu wstepu-
jacego zwyrodnienia wiokien. Stwierdzane w naszym materiale powiek-
szenie przyaksonalnej cytoplazmy komorki skgpowypustkowej z obec-
noscig cial gestych i oddzielonych czesci aksoplazmy odpowiada doktad-
nie procesowi sekwestracji i fagocytozy zmienionej aksoplazmy przez

Ryc. 10. Powiekszona przyaksonalna cze$¢ cytoplazmy wypustki oligodendrocytu
zawiera ciala geste i elektronowo przezierne wakuole otoczone podwo6jng blong
(strzatka). Pow. 20470 X

Fig. 10. Swollen cytoplasm of periaxonal oligodendroglial cell contains dense bo-
dies and electronlucent vacuoles surrounded with two membranes (arrow). X 20470
Ryc. 11. W powiekszonej przyaksonalnej cytoplazmie oligodendrocytu wydluzone
wglobienie aksoplazmy (strzalka) i elektronowo przezierne pola oddzielonej akso-
plazmy (x) oraz ciala geste. CzeSci wglobionej i oddzielonej aksoplazmy otacza
aksolemma i blona glejowa. Pow. 21300 X
Fig. 11. In enlarged cytoplasm of periaxonal oligodendroglial cell elongated inva-
gination of axoplasm (arrow) and electronlucent areas of sequestered axoplasm
(x) as well as dense bodies. Portions of invaginated and sequestered axoplasm
are surrounded with axolemma and glial membrane. X 21300

Ryc. 12. Ziarnisty rozpad aksoplazmy, zatarcie struktury i pofaldowanie ostonki
mielinowej, obok fragment cytoplazmy komérki fagocytarnej z kroplami tlusz-
czu (L). Pow. 28800 X
Fig. 12. Granular disintegration of axoplasm and blurred structure of myelin
sheath. A part of phagocytic cell cytoplasm containing lipid droplets (L). X 28800
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komoérke oligodendrocytu. Obecno$¢ tego typu zmian stanowi wg Spen-
cera i Thomasa (1974) czuly wskaznik wczesnych zmian aksonalnych
w procesie wystepujgcego zwyrodnienia aksonu lub w przebiegu zabu-
rzen metabolicznych wywotujacych tzw. dying-back process.

NajczeSciej obserwowane w naszym materiale zmiany w aksonach
polegalty na wystepowaniu przewaznie niewielkiej iloSci zmienionych
organelli lub na ograniczonych zmianach rozptywnych w aksoplazmie.
W czesci wiokien spotykano jednak zaawansowane juz zmiany zwyrod-
nieniowe w postaci bgdz to nagromadzenia duzej ilo$ci patologicznie
zmienionych organelli bgdz catkowitego rozpadu aksonu. Zmiany te od-
powiadajg zaréwno klasycznym obrazom zwyrodnienia Wallera (Vial
1958) jak i tzw. aksonom degeneracyjnym lub reaktywnym wg. Lam-
perta (1967).

Wspolistnienie réoznych postaci zmian aksonalnych moze byé¢ inter-
pretowane jako wyraz roznych sekwencji czasowych i przestrzennych
procesu zwyrodnieniowego wypustki osiowej. W postepujagcym proce-
sie chorobowym dochodzi¢ moze do nieodwracalnych uszkodzen akso-
now wilgcznie z przerwaniem cigglosci widkien i w dalszej konsekwencji
do rozwoju wstepujgcego zwyrodnienia neuronéw i zwyrodnienia Wal-
lera, dajgc bogactwo i réznorodno$¢ nakladajacych sie zmian ultrastruk-
turalnych.

Wieloogniskowo$é uszkodzen aksonu jest charakterystyczna dla nie-
ktorych doswiadczalnych neuropatii toksycznych i metabolicznych, w
ktorych zwyrodnienie wiokna osiowego (tzw. dying-back process) ma
by¢ nastepstwem niewydolno$ci metabolicznej neuronu (Schoental, Ca-
vanagh 1977).

U kroélika pt stanowigcego- model doswiadczalny naturalnie rozwija-
jacej sie choroby zwyrodnieniowej na podlozu genetycznie uwarunkc-
wanych zaburzen metabolicznych, uszkodzenie neuronu nie ogranicza
sie jedynie do zmian w wypustkach osiowych, lecz obejmuje réwniez
dendryty i cze$¢ perikarialng neuronu.

—

Ryc. 13. Bardzo znacznie poszerzony akson bezoslonkowy zawiera nagromadzenie

neurofilamentow, liczne zmienione mitochondria, struktury bloniaste siatki sroéd-

plazmatycznej gladkiej oraz skupienia ziaren glikogenopodobnych. Pow. 24000 X

Fig. 13. A marked enlargement of an unmyelinated axon filled with numerous

neurofilaments, changed mitochondria, membranous profiles of smooth endopla-
smatic reticulum and clusters of glycogen-like particles. X 24000

Ryc. 14. Obrzmialy dendryt z elektronowo przezierng cytoplazmg zawierajaca
fragmenty rozpadlych mikrotubul, struktury wakuolarno-btoniaste i ziarna gli-
kogenopodobne. Pow. 26000 X
Fig. 14. A swollen dendrite with electron-lucent cytoplasm shows disrupted
fragments of microtubules, vacuolar-membranous structures .and glycogen-like

particles. X ‘26000 "
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Jesli chodzi o komorki astrogleju, stanowig one podloze rozwijaja-
cych sie zmian obrzekowych, jednak udzial ich w procesie patologicz-
nym wydaje sie wtérny. Przemawia za tym hypertroficzna reakcja
astrocytow ze znacznym wzrostem gliofilamentow jak réwniez charak-
ter zmian we wléknach nerwowych wyraznie réznigcych sie od zmian
wystepujgcych w doswiadczalnych lub naturalnych gliopatiach (Schnei-
der, Cervos-Navarro 1974; Gambetti i wsp. 1969). Dalsze badania osrod-
kowego ukladu nerwowego krolikow pt zaréowno we wecezesniejszych jak
i poOzniejszych okresach rozwoju choroby pozwolg na dokladniejszg
interpretacje sekwencji procesu chorobowego. Nie precyzujac ostatecz-
nie wzajemnych powigzan zmian obserwowanych w badanym mate-
riale, mozna stwierdzi¢, ze:

1. W istocie biatej rdzenia krolikow pt w ostrym okresie choroby
zmiany zwyrodnieniowe mieliny i aksonéw rozwijajg sie réownolegle.

2. Zmiany w ostonkach mielinowych lgcza sie z opdéznionym i nie-
dostatecznym procesem mielinizacji wiloékien osiowych, znacznie rza-
dziej natomiast sg nastepstwem klasycznego zwyrodnienia typu Wallera.

3. Rozne typy zmian w aksonach mogg stanowi¢ odpowiednik wielo-
ogniskowego uszkodzenia wypustki osiowej w postepujgcym procesie
zwyrodnienia neuronu.

A. TapameBcka

YIJIBTPACTPYKTYPHBIE USBMEHEHUSA ¥V KPOJUKA PT
B CMMIITOMATUMYECKOM IIEPMOJIE BOJE3HU

Pe3woMme

ViccnenoBanbl yJIBTPAaCTPYKTYPHBIe M3MEHEHMs B CIOMHHOM MO3ry KpoJamka pt
B ocTpoMm nepuojae 0oJyie3HM ¢ 0OCOObBIM y4Ye€TOM MMEJIMHOBBIX ODOJIOYEK M OCEeBbIX
BOJIOKOH Oesioro BemiecrBa. MccieoBanus NpomM3BeAeHbI HAa 5 KpoJukKax pt B BO3-
pacte 6—9 HeJenb C KJIMHMYECKMMM CUMIITOMaMM B BUAE XapaKTePHbIX APOKaHMIA
M YCUJEHHBIX CIIaCTMYECKMX Ilape30B, a TaK¥XKe Ha [ABYX 3J0POBBIX KOHTPOJBHBIX
KPOJIMKaX.

Ryc. 15. Czes¢ perikarialna komoérki nerwowej rogu przedniego Fragmentacja

oraz zanik siatki $rédplazmatycznej szorstkiej, zwiekszenie ilosci wolnych rozet

rybosomoéw. Mitochondria drobne o zageszczonej macierzy. Aparat Golgiego dobrze
rozwiniety. Pow. 11600 X

Fig. 15. Perikaryon of anterior horn nerve cell. Fragmentation and diminution
of the rough endoplasmic reticulum, increased free ribosome rosettes. Small mi-
tochondria with condensed matrix. Well developed Golgi apparatus. X 11600

Ryc. 16. Cze$¢ perikarialna komoérki nerwowej rogu tylnego. Zanik siatki $réd-
plazmatycznej szorstkiej i rozproszenie polirybosom6éw. Powiekszenie aparatu
Golgiego, zwlaszcza jego cze$ci pecherzykowej. MB — cialo wielopecherzykowe,
L — lizosomy. Pow. 9300 X
Fig. 16. Perikaryon of the anterior horn nerve cell. Depleted ER and scattered
polyribosomes. Abundant Golgi apparatus, particularly its vesicular part. MB —
multivesicular body, L. — lysosomes. X 9300
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U3MeHenuss B HEPBHBIX BOJIOKHAX 3aKJIOYajuCh B NOBPEXIEHUM MMEJIMHOBBLIX
060710UeK MM aKCOmia3Mbl, pexe — B IIOBPEKJEHUM IIEeJIOTO BOJIOKHA TUMa Jere-
Hepanuu Basjepa. Bo MHOTMX OCEBBIX BOJIOKHAX yCTAaHOBJIEHA 3ana3AbIBaolIas
WAM HemnoJHad MueluHusanus. JlereHepaTMBHBbIE U3MEHEHMs MMEJMHA IIPOUCXOAUIN
raaBHbIM 06pa3oM B paccioeHHBIX O000JI0YKax, coJepiKallMX yBeJIMUYEeHHBbIE IMUTO-
mIa3MaTudecKkue OTPOCTKM OJIMIOJEHAPONMTOB. B akconax uamie Bcero nHabirozasioch
HeBOJIbIIIOe MM OrpaHMYEHHOEe IOBPEKJEeHMEe aKCoIlIa3Mbl, MHOrAa BbiDOpouHas
cekBecTpaimMa ¥ (arouuTo3 M3MEHEHHBIX OPraHesJl MJIM 4YacTelM aKCOmia3Mbl IIPU-
aKCOHAJbHOM LMTOIJIA3M@ii KJIeTKu 000J04Kyu. B 4YacTM BOJIOKOH MOSABJIAJIM HAJEKO
3aniejimue JereHepaTuBHbIe M3MEHEeHUsI B BUJAE HAKOIJIEHMS B aKCOIJIa3Me MHOIO-
YUCJIEHHBIX I1aTOJOTUMYECKM WM3MEHEHHBIX OpraHejJl MJM II0JIHOrO pacraja akcoHa
Tuna jerenepauuyu Baujepa.

Paznoobpa3ue aKCOHAJbHBIX M3MEHEHMII MHTEePIPEeTUPYEeTCs KaK pa3jndHble ce-
KBEHIMY MHOIOOYaroBOrO I[IOBPEXKIEHUS OCEeBOr0 OTPOCTKAa B IIPOTPeCcCUPYIOIEeM
npolecce AereHepanmm HeipoHa.

A. Taraszewska

ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN THE SPINAL CORD OF PT RABBIT
IN THE SYMPTOMATIC PERIOD OF THE DISEASE

Summary

Ultrastructural changes in the spinal cord of pt rabbit in the acute pbhase
of the disease were studied, with a special consideration of myelin sheaths and
axons of the white matter. The studies were performed on 5 pt rabbits in the
age of 6—9 weeks, with clinical symptoms in the form of typical tremor and
intensified spastic paresis, and on 2 control rabbits.

Changes in nerve fibres consisted in an injury of myelin sheaths or axo-
plasm and less frequently in a damage of the whole fibre of Wallerian degene-
ration type. Numerous axons showed delayed or incomplete myelination. Deg=-
nerative changes of myelin mostly appeared in delaminated sheaths containing
enlarged cytoplasmic processes of oligodendrocytes. The changes in axons most
frequently included minute or limited axoplasmic lesion and in some cases selec-
tive sequestration and phagocytosis of altered organelles or of a part of axoplasm
by periaxonal cytoplasm of the sheath cell. In a number of fibres advanced de-
generative changes appeared in the form of accumulation in axoplasm of nume-
rous pathologically changed organelles or complete degradation of axon of Walle-
rian degeneration type.

The different forms: eof axonal changes were interpreted to represent diffe-
rent sequences of multifocal axonal injury accompanying progressing neuronal
degeneration.
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SOME PROBLEMS OF THE DEVELOPMEN AND AGING
OF NERVOUS SYSTEM

I. SPINAL CORD IN THE 2ND HALF OF FETAL LIFE
AND EARLY INFANCY *)

Department of Neurology, Medical School, Warsaw
Head of Department: Prof. I. Hausmanowa-Petrusewicz, M.D.

Myelination is the most important phenomenon occurring in the spi-
nal cord in the 2nd half of fetal life. Studies on the myelination of hu-
man nervous system appeared at the end of 19th century. In 1894 and
1903 Flechsig found that the first myelinated fibres appear in the spinal
cord and that the process progresses towards the medulla, pons and me-
sencephalon. The cortex is the last to become myelinated: the projecti-
ve centers are myelinated at the beginning, the associative ones — at
the end. Flechsig believed that the projection tracts myelinate before
the associative ones, the sensory tracts before the motor ones, the peri-
pheral nerves before the central tracts.

The works of Flechsig were followed by reports concerning myelina-
tion in the fetal period and early infancy (Monakow 1900, 1910), in
which the role of vascularization of various parts of the brain as the
most important factor in myelination was emphasized.

In the 1930 and later several papers reviewed the information about
certain stages of myelination of the central and peripheral nervous sy-
stem in humans (Keene, Hewer 1931; Langworthy 1932a, 1933). They
brought more precise data on myelination of various parts of the brain,
ascending and descending tracts as well as cranial nerves, and revealed
that myelination of motor cranial nerves occurs earlier than that of
sensory ones, and it is also earlier in anterior than in posterior roots
(Langworthy 1932a, b, 1933; Larroche 1962, 1965). Later on reports on

*) The work was financed by Polish Academy of Sciences, Grant nr 10.4.2.02
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the histoenzymatic maturation of the central nervous system appeared
(Farkas-Bargeton, Thieffry 1967). The studies of myelination in cat,
opossum and rat (Langworthy 1932b; Jacobson 1963) indicate that it
occurs similarly in all mammals: the structures phylogenetically older
become myelinated earlier, and myelination process proceeds according
to the principle true for all vertebrates: in the centripetal-—centrifu-
gal and cranio-caudal directions.

The ultrastructural studies of fetuses and newborn animals shed
light on myelination based on the study of optic nerve, spinal pyrami-
dal tract, the white matter of hemispheres and corpus callosum. Oligo-
dendroglial cells are responsible for the formation of myelin in the
central nervous system (Luse 1956; Peters 1960). As revealed by 3H-
thymidine studies in rats the myelination of pyramidal tract is prece-
ded by rapid proliferation of glial cells, called myelination gliosis
(Schonbach et al., 1968). Similar data were obtained studying the pyra-
midal tract and the white matter of cerebral hemispheres in humans
(Friede 1961). Myelination gliosis results in a considerable increase of
the number of glial cells per 1 axon, although the 1:1 ratio found in
the peripheral nervous system (Peters, Muir 1962) is not achieved (Sa-
morajski, Friede 1968). Thus, one oligodendroglial cells is supposed to
produce myelin in few internodes or even in numerous axons (Peters
1962). Myelin is possibly formed in all these parts of oligodendrocytic
cytoplasm which adhere to the axon (Hirano, Dembitzer 1967). Rapid
increase in the diameter of axon, up to 0.3 um, seems to be the stimulus
for myelination (Matthews 1968). This is the diameter of smallest my-
elinated, frequently mature, fibres in the central nervous system.

There is only fragmentary information on the myelination of hu-
man spinal cord in ontogenesis. This causes difficulties in the morphc-
logical evaluation of pediatric cases and justifies the present attempt to
evaluate myelination in various periods of development of man.

MATERIAL AND METHOD

The material consisted of 6 human fetuses (E) aged from 16 — 17 up
to 34 weeks and 6 infants (N) aged from 1 day to 3 years (Table 1).

The spinal cord was taken from fetuses 1.5—3 hours after death,
from other cases after 9—28 hours. It was fixed in 10% calcium for-
malin for 7—10 days. The lower half of Cy and Th; as well as a part
of the lumbo-sacral segment were taken for further studies. Sections
of paraffin-embedded material were stained by the Kliiver-Barrera
method.
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Table 1. Material
Tabela 1. Material

No  Number of case , = yyion Clinical diagnosis
Lp. Nr przypadku g e Rozpoznanie kliniczne

1 E1 16 717 weeks Fetal cases
tyg. Przypadki plodowe

2 E 8 18 weeks
tyg.

3 E 2 20 weeks Interruption of pregnancy for medical or
tyg. social reasons

4 E 4 25 weeks Przerwanie cigzy ze wskazan lekarskich
tyg. lub spolecznych

b E 10 29 weeks
tyg.

6 E b 34 weoeks
tyg.

7 N1 1 day Diseases not pertaining to the nervous
doba system

8 N3 10 days Choroby nie dotyczgce ukladu nerwowego
dni

9 N 4 1 month
mies.

10 N 2 3 months
mies.

11 N 8 8 months
mies.

12 N 6 3 years
lata

RESULTS AND DISCUSSION

The results are presented in Table 2.

The posterior horn of spinal cord of a 16—17-week fetus (Fig. 1)
shows a high number of cells with scanty cytoplasm; their nuclei are
polymorphous, of variable size, clear, vesicular or darkly staining, with
present nucleoli. These cells are still undifferentiated. In the contrary,
the motor cells of the anterior horn are already differentiated, contain
tigroid and form distinct groups (Fig. 2). This indicates not simultane-
ous differentiation of motor and sensory cells.

Analogous observations of human material concern the Westphal-Ed-
dinger nucleus (Dwight-Hogg 1966). In the 15.5th week of fetal life
numerous cells of this nucleus are still undifferentiated while move-
ments of the eyeballs after stimulation of eyelid can be elicited
which suggests differentiation of motor cells in the nucleus of the ocu-
lomotor nerve being completed already in the 12th week (Humprey
1964). It is known that in the 15—16th week of fetal life the brain
stem shows numerous, well formed motor nuclei of cranial nerves con-
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Table 2. Appearance of the first fibres undergoing myelination of the cervical and lumbo-sacral
parts of the spinal cord (in weeks of fetal age.)
Tabela 2. Pojawienie sie pierwszych mielinizujacych si¢ wldkien w odeinku szyjnym i ledzwio-
wo krzyzowym rdzenia kregowego (w tygodniach zycia plodowego)

Lumbo-sacral part

Anatomical structures Cg — Th; segment Odbinok lodéwi
Struktury anatomiczne Odcinek Cg — Th, cm]:a oo NeONOs
IZYyZOWY
Fasciculus gracilis 27 ? (27—34)
Fasciculus cunealus 20
Tractus spinacerebellaris posterior 27
Tractus spinoicerebellaris anterior 27 34
Tractus spinothalamicus 17 34
Tractus olivospinalis 27 34
Tractus vestibulospinalis 27 34
Tractus tectospinalis ? (27—34) 34
Tractus rubrospinalis 34 —1 day after birth (1 day after birth)
34 —1 doba zycia (1 doba zycia)
Tractus corticospinalis lateralis (1 month after birth) (3 months after birth)
(1 mies. po urodzeniu) (3 mies. po urodzeniu)
Tractus corticospinalis anterior 34
Cornu posterius 27 7 (27—34)
Cornu anterius 18 2
Commisura anterior 25 34
Fasciculus medialis radici dors 18 20

sisting of almost mature cells. In the chicken the motor cells of ante-
rior horn differentiate earlier than those of the posterior one (Fujita
1964). In mouse, the neuroblasts migrate to the lower oliva earlier than
to the nucleus raphe pallidus (Taber Pierce 1966). In mouse and rat
a large proportion of the cells of cerebellar and hippocampal granular
layer are formed after the birth (Altman 1965, 1966; Altman 1966; Fuji-
ta et al., 1966; Fujita 1967).

These data concerning both humans and animals indicate earlier de-
velopment of larger cells with long projection fibres in relation to
smaller cells (Hinds 1968). This is true for various regions of the cen-
tral nervous system as well as for the motor and sensory cells. The
cells of the human spinal cord seem to develop according to this prin-
ciple.

Small granular cells, formed after birth of the animal are believed
(Altman, Das 1965; Altman 1966) to play the role of intercalated asso-
ciative neurons. They may be plastic elements important for the adap-
tation of animals to external conditions.

The earliest myelination occurs in the cervical segment (Figs 3, 4) in
the medial bundle of the posterior root and the fibres running from the
anterior horn to the anterior root (18th week), and later in Burdach's
tract (Fig. 5) which conducts the proprioceptive stimuli from upper ex-
tremities (20th week; Table 2). Two weeks later (20th week), but in the
same sequence, myelination appears in the fibres running from the an-
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terior horn and medial bundle of the posterior horn in the lumbo-sa-
cral segment. We are unable to answer when the myelination of Goll's
tract in the lumbo-sacral segment begins. In the 27th week myelinated
fibres can be found in this tract in the cervical segment (Figs 8, 9), but
between the 20—27th weeks the Goll’'s tract in the lumbar segment
shows only numerous cells of myelination glia. Fairly numerous mye-
linating fibres are found in the 34th week. The myelination of Goll’s
tract in the lumbo-sacral segment is most probably delayed by some
weeks, as compared with cervical region.

The anterior spino-cerebellar and spino-thalamic tracts become mye-
linated probably about 7 weeks earlier in the cervical segment (Fig. 10)
than in the lumbo-sacral one. These data confirm the cranio-caudal di-
rection of development. The anterior commissure of the spinal cord
(Fig. 7). which contains numerous fibres of the spino-thalamic tract
starts to myelinate slightly earlier (2 weeks) than the spino-thalamic
tract in the lateral funiculi. This is compatible with the opinion, that
myelination begins from the cell perikaryon (Strong 1906).

Phylogenetically old descending tracts begin to myelinate about the
27th week (Fig. 10). The rubrospinal tract is an exception since in it
according to our material as well as that of Langworthy (1932a) the
myelinating fibres appear only on 1st day of extrauterine life. Tridon
(1959) and Larroche (1965) report that this tract is myelinated in the
32nd week of fetal life. The majority of its fibres can be connected
with the phylogenetically younger small-cell portion of nucleus ruber
(Poliakow 1960).

According to the literature data myelination of the anterior pyra-
midal tract can occur on the 40th day of fetal life (Larroche 1965) or
in the second month after birth (Langworthy 1932a). These data indi-
cate earlier myelination of this tract than that of the lateral pyramidal
tract. The same is true in our material. In the anterior pyramidal tract
the myelination glia appears in the 27th week of fetal life (Fig. 6), whe-
reas the first still very few myelinated fibres in the 34th week of fetal
life (Fig. 11). In cases aged 1 day and 1 month this tract does not almost
differ from the other ones (Figs 12, 13), and in the case aged 8 months
it reaches the stage of myelination of phylogenetically older tracts
(Fig. 14). In the same cases the lateral pyramidal tract is much less
myelinated. '

The myelination of a nerve fibre begins when the nerve cell itself
is already mature. It is thus possible that the anterior pyramidal tract
comprises the axons of cells which mature earlier in the ontogeny. Eit-
her the pyramidal cells of layer V which mature in the last period of
intrauterine life (Poliakow 1960; Larroche 1965) or the phylogenetically
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Fig. 1. Case E 1, 16—17th week, Th,;. Highly cellular posterior horn. Kliiver-
~-Barrera. X 135.
Ryc. 1. E 1, 16—17 tyg. Th;. Bogatokomoérkowy rég tylny. Kliiver-Barrera. Pow.
135 X
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older and earlier maturing cells of subcortical structures (Larroche
1962) could be the cells of origin of this tract. The myelination of the
lateral pyramidal tract, extending long after birth, makes evident its
connection with the so-called superficial cortical zone comprising layer
ITI, developing intensively within several months of postnatal life (Po-
liakow 1949). Advanced myelination of this tract at the level of th2
internal capsule can be observed in the 6th month of life, and advanced
myelination of the entire frontal lobe in the 18th month (Dekaban
1959).

The comparison of our data with those of other authors confirms a
known fact of earliest myelination of the afferent tracts in the human
spinal cord (Flechsig 1894; Langworthy 1932a; Dekaban 1959; Tridon
1959; Larroche 1965). It is believed (Langworthy 1932b) that in the
uterine cavity all sensory endings except of the visual and olfactory
ones can be adequately stimulated. The visual tract begins to myelina-
te in the last weeks of fetal life, and the olfactory one only after birth
(Langworthy 1932a; Larroche 1965).

Our material confirms also the data about earlier myelination of tke
efferent portion of the reflex arch. Fine myelin sheath was found in
the fibres running from the anterior horn to the anterior root in the
18th week of fetal life (Fig. 4). The motor cells of the anterior horn in

Fig. 2. Case E 1, 16—17th week, Th;. Retropostero-lateral group of motor cells.
Kliver-Barrera. X 270

Ryc. 2. E 1, 16—17 tyg. Th;. Grupa zatylno-boczna komérek ruchowych. Kliiver-
-Barrera. Pow. 270 X

Fig. 3. Case E 8, 18th week, Cg. Early myelination of the medial bundle of ascen-
ding fibres in the posterior root. Kliiver-Barrera. X 270

Ryc. 3. E 8, 18 tyg. Cs. Poczatek nielinizacji wigzki przys$rodkowej wlokien wste-
pujacych korzenia tylnego. Kliiver-Barrera. Pow. 270 X

I'ig. 4. Case E 8, 18th week, Cs. Faint myelination of fibres in the anterior horn
and of those running to the anterior root. Kliiver-Barrera. X 135

Ryc. 4. E 8, 18 tyg. C;. Delikatna mielinizacja wloékien w rogu przednim oraz
biegnacych do korzenia przedniego. Kliiver-Barrera. Pow. 135 X

Fig. 5. Case E 2, 20th week, Th;. Myelination gliosis more pronounced in Bur-
dach’s than in Goll’s tract. Variable size and shape of the nuclei of myelination
glia in Burdach’s tract. Kliiver-Barrera. X 100
Ryc. 5. E 2, 20 tyg. “Th;. Obfitsza glejoza mielinizacyjna w szlaku Burdacha niz
w szlaku Golla. Rozna wielkosé i ksztalt jader gleju mielinizacyjnego w szlaku
Burdacha. Kliver-Barrera. Pow. 100 X

Fig. 6. Case E 2, 20th week, Th;. Numerous cells of myelination glia in anterior
funiculus, their absence in anterior pyramidal tract. Kliiver-Barrera. X 65

Ryc. 6. E 2, 20 tyg. Th;. Liczne komérki gleju mielinizacyjnego w powrézku
przednim, brak ich w szlaku piramidowym przednim. Kliiver-Barrera. Pow.
65 X
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Fig. 7. Case E 4, 25th week, C;. Early myelination of fibres of anterior commi-
ssure. Some of myelination glia present in anterior pyramidal tracts. Kliiver-
-Barrera. X 270
Ryc. 7. E 4, 25 tyg. Cs Poczatek mielinizacji wlokien spoidla przedniego. Nie-
liczne komorki gleju mielinizacyjnego w szlakach piramidowych przednich. Klii-
ver-Barrera. Pow. 270 X
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Fig. 8. Case E 10, 27th week, Cs. Myelination of Burdach’s tract (B) is more
pronounced than that of Goll’s tract (G). Myelination of medial bundle of ascen-
ding fibres (arrow) as well as of other ascending fibres (dashed arrow) of poste-
rior root. Kliver-Barrera. X 65
Ryc. 8. E 10, 27 tyg. Cy. Wyrazniejsza mielinizacja peczka Burdacha (B) niz Golla
(G). Mielinizacja wiagzki przysrodkowej wlokien wstepujgcych (strzatka) oraz in-
nych wloékien wstepujacych (strzalka przerywana) korzenia tylnego. Kliiver-Bar-
rera. Pow. 65 X

Fig. 9. Case E 10, 27th week, C;. Myelination of Burdach’s tract (B) is more pro-
nounced than that of Goll’s tract (G). Kliiver-Barrera. X 270
Ryc. 9. E 10, 27 tyg. Cs. Wyrazniejsza mielinizacja peczka Burdacha (B) niz pecz-
ka Golla (G). Kliiver-Barrera. Pow. 270 X

Fig. 10. Case E 10, 27th week, Cs. Most advanced myelination of fasciculus funda-
mentalis (FF) of the anterior funiculus, less advanced in lateral (VSL) and me-
dial (VSM) vestibulo-spinal tracts, medial reticulo-spinal tract (RSM), spino-oli-
vary (SO) and spino-thalamic (ST) tracts. Kliiver-Barrera. X 200
Ryc. 10. E 10, 27 tyg. Cs. NajwyrazZniejsza mielinizacja w peczku podstawowym
(FF) sznura przedniego, mniej zaawansowana w szlaku przedsionkowo-krego-
wym bocznym (VSL) i przysrodkowym (VSM), siatkowo-rdzeniowym przysrod-
kowym (RSM), rdzeniowo-oliwkowym (SO) i rdzeniowo-wzgérzowym (ST). Klii-
ver-Barrera. Pow. 200 X

Fig. 11. Case E 5, 34th week, C;. Early myelination of anterior pyramidal tract
(PA). Kliiver-Barrera. X 270
Ryc. 11. E 5, 34 tyg. C;. Poczatek mielinizacji szlaku piramidowego przedniego
(PA). Kluver-Barrera. Pow. 270 X

Fig. 12. Case N 1, 1 day, Thy. Advanced myelination of anterior pyramidal tract
(PA), and fibres of anterior commissure. Kliiver-Barrera. X 65

Rye. 12. N 1, 1 doba, Thy,. Zaawansowana mielinizacja szlaku piramidowego
przedniego (PA) oraz wilokien spoidla przedniego. Kliiver-Barrera. Pow. 65 X

Fig. 13. Case N 4, 1 month, Cg. Advanced myelination of anterior pyramidai
tract. Kliiver-Barrera. X 270

Ryc. 13. N 4, 1 miesigc, Cys. Zaawansowana mielinizacja szlaku piramidowego
przedniego. Kliiver-Barrera. Pow. 270 X

Fig. 14. Case N 8, 8 months, Cg. Normal myelination of anterior funiculi and
anterior commissure. Kliiver-Barrera. X 40

Ryc. 14. N 8, 8 miesiecy, Cz. Prawidlowa mielinizacja sznuréw przednich oraz
spoidia przedniego. Kliiver-Barrera. Pow. 40 X
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Cg segment showed in this case presence of tigroid in their entire cy-
toplasm, they were thus almost mature. Achievement of full maturity
by the motor cells may last several weeks, from the 17th to 24th week
of life, and according to Szulejkina (1958, 1959) various cell groups may
mature in various periods. The cells related to the flexors of fingers
participating in the grasp reflex which appear very early in fetal life,
mature and develop more rapidly than other groups of cells in the an-
terior horn. Our observation fails to confirm these findings since the
grade of development of various cell groups was more or less identical.
The period of 16—17th week is, maybe, too late to observe the essential
differences.

Our data concerning the periods of myelination of various structures
differ from those of other authors. We found first myelinated fibres in
Burdach’s tract in a 20th week fetus. Langworthy (1932a, b, 1933) re-
ported finding them in the 26th week, and Larroche (1965) in the 28th
week of intrauterine life. Myelination of anterior horns was observed
by Langworthy (1932a) in the newborn only, while we found rather
numerous myelinating fibres in a 25th week fetus. Various factors seem
to be responsible for these divergencies:

1) The terminology is not precise. It is not clearly stated whether
the term ”myelination” means an advanced process or its beginning
only. If this is ”beginning” is it the myelination gliosis or the appearan-
ce of fibres with the myelin sheath? In our material myelination glio-
sis of ascending sensory tracts and some descending ones appeared 9
weeks before the appearance of the first myelinating fibres visible un-
der light microscope.

The most of descriptions with the exception of those of Langworthy
(1933) do not mention the degree of myelination. Sometimes, compari-
son is difficult since the age is expressed in months: it is not clear
whether these are calendar or lunar ones.

2) Myelination depends upon the degree of maturity of the nerve
cell, normal axonal flow, diameter of fibre and on the myelinating
cell. Transsection of the sciatic nerve in newborn rats resulted in my-
elination delay in the dorsal funiculus (Kingsley 1970). Transneuronal
changes were also found in the cells of anterior horns after removal
of a“eerebral hemisphere and in the nucleus of funiculus gracilis affer
transsection of lumbo-sacral posterior roots in cats (Young, Rowley
1970). The number of myelinated fibres of the optic nerve in mice kept
in darkness was 12% lower (Gyllensten, Malinfors 1963). Immobilization
of one extremity of rat in the period of growth caused delay of myeli-
nation (Tomanek 1968). Peripheral stimuli can thus influence the pro-
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cess of myelination, particularly since there is the possibility of anti-
dromic axonal flow along the nerve (Kerkut 1968).

Undernourishment and factors reducing cholesterol synthesis delay
also myelination (Rawlins, Uznam 1970; Hedley-Whyte 1973). There is
only scanty information on the effects of these factors on the myelina-
tion in human nervous system. In a few cases of perinatal transverse
injury of the spinal cord myelination was impaired in the segments
proximal to the injury (Hedley-Whyte, Gilles 1974). The interpreta-
tion of Hedley-Whyte and Gilles (1974) that myelination is retarded
because of lack of contact of the axon with the periphery is hardly
acceptable. Retrograde degeneration of axon and pathologic changes in
myelin cannot be also excluded.

Numerous acquired or congenital, sometimes genetically determined
factors cause retarded myelination and damage to myelin. This mani-
fests itself in a form of a distinct syndrome of clinical signs. Innume-
rable, often hardly detectable factors can unfavorably influence the
developing fetus and cause shifts in the stages of development. This
may be the cause of differences in the reported periods of myelination.
In view of this, strict normal values are hard to determine and a wide
range of normal should be rather accepted.

CONCLUSIONS

1. First to myelinate are these anatomical structures of the spinal
cord which constitute a part of the reflex arch and therefore are es-
sential in the life of newborn.

2. Among the central tracts the proprioceptive afferent ones related
to the upper extremities myelinate earliest; the process probably be-
gins in the period when myelination already progresses in the fibres
of reflex arch at the level of spinal cord.

3. Lateral and anterior pyramidal tracts are probably related to the
cells maturing in various periods of ontogenic development. The cells
of origin of the anterior pyramidal tract seem to be phylo- and ontoc-
genetically older than those of the lateral pyramidal tract.

J. Rafalowska

WYBRANE PROBLEMY ROZWOJU 1 STARZENIA
W UKLADZIE NERWOWYM

I. Rdzen kregowy w drugiej polowie zycia plodowego
i w okresie wczesnodzieciecym

Streszczenie

Ocena odcinka Cg—Th; i L;—S; rdzenia kregowego w 6 przypadkach plodow
ludzkich w wieku 16—34 tyg. i 6 przypadkach dzieciecych w wieku 1 dzien —
3 lata wykazala: w 16—17 tygodniu zycia plodowego rég tylny rdzenia krggo-
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wego moze nie by¢ jeszcze w pelni uksztaltowany. Najwczes$niej mielinizujg sig
wilékna w rogu przednim rdzenia kregowego: w 18 tygodniu zycia plodowego
w odcinku szyjnym i w 20 tygodniu w odcinku ledzwiowo-krzyzowym. Glejozg
mielinizacyjng stwierdzono w odcinku szyjnym rdzenia kregowego w 18 tysgo-
dniu zycia plodowego. Byla ona najobfitsza w szlakach Burdacha, mniej nasilona
— w pozostatych szlakach wstepujgcych i starszych filogenetycznie szlakach
zstepujgcych. Szlaki piramidowe nie wykazywaly gleju mielinizacyjnego. Pierwsze
mielinizujgce sie¢ widkna stwierdzono w powrdzku Burdacha w 20 tygodniu zycia
plodowego, w pozostalych drogach wstepujgcych i starszych filogenetycznie szla-
kach zstepujgcych — w 27 tygodniu zycia plodovsego. W odcinku ledzwiowo-krzy-
zowym rdzenia kregowego mielinizacja wyzej wzmiankowanych szlakéw rozpo-
czyna sie prawdopodobnie o *7 tygodni pézniej. Pierwsze mielinizujace sie wiok-
na w spoidle przednim rdzenia zaobserwowano w odcinku szyjnym w 25 tygo-
dniu zycia plodowego, a w odcinku lediwiowo-krzyzowym w 34 tygodniu. Szlak
piramidowy przedni zaczyna sie mielinizowaé¢ okolo 34 tygodnia zycia plodowego,
w 8 miesigcu zycia pozamacicznego jego mielinizacja nie rézni sie od mieliniza-
cji starszych filogenetycznie szlakéw. Szlak piramidowy boczny zaczyna sig
mielinizowaé po urodzeniu.

A. Padpanoncka
HEKOTOPBIE IIPOBJEMBI PABBUTUA U CTAPEHUS B HEPBHOM CUCTEME

I. CnMHHOM MO3r BO BTOPOJi IOJIOBMHE SMOPMOHAJIBLHOM XKU3HM M B INEPUOJA PAHHEro
JleTcTBa

Peswowme

Onenka ywactka Cyz-Th; u Ls-S;, cnuuHoro mosra B 6 ciaydasax 4YeslOBeYeCKUX
IJIOIOB B BO3pacre 16‘—34 HeJelb M B CJaydaAX JeTeir B Bo3pacTe 1 nenb — 3 roja
noxkasaja ciueayiouiee. Ha 16—17 Hegesle KM3HM IJIOJA 3aJHMII pPOr CIMHHOTO
MO3ra MOXKeT He OBIThb ele IOJHOCTHI0 COPMMUPOBAHHBLIM. PaHbllle BCEro MMUEJIMHMU-
3UPYIOTCA BOJIOKHA B NepejHeM pore CIMHHOIO Mo3ra: Ha 180i1 Hexesle XM3HM IJIOAA
B lIeifHOM ydacTke u Ha 20051 Hejese B MNOACHUYHO-KPECTIOBOM ydacTkKe. Mwuenn-
HU3UPOBAHHBIM TJIMO3 yCTAHOBJEH B IUEMHOM ydacTKe CIMHHOrO Mo3ra Ha 18011 He-
nese Xu3HM IoAa, Haubosee obuibHBIM B nyTaX DBypjaaxa, MeHee MHTEHCUMBHBIA
B OCTAJIbHBIX BOCXOJAIIMX IYTAX U B ujoreHetuyeckyu Oojee cTapblX HUCXOAAIMX
nyTax. IIupaMuasble nyT He obllazany MuUeIMHM3UPOBAHHOM riaueir. IlepBble Muean-
HU3UpyIoUMecs BOJIOKHA obOHapyzeHnbl B nyuke Bypaaxa na 20031 Heznelle KMU3HU
mJ104a, B OCTAJIbHBIX BOCXOAAIIMX IIyTAX M douioreHeTuuecku 6ojee crapblXx HUCXOXO-
AMX NOyTAX — Ha 2701 HejpeJe XKu3uu mnJjoga. IlepBble MueJIMHU3UPYROLIMECHA
BOJIOKHA B IepeaHeil CHayKe CIIMHHOrO Mo3ra HabJogaau B ILIEMHOM y4dacTKe Ha
250¥1 Hejese KU3HM IJIOJA, a B IOACHMYHOKPECTIIOBOM ydacTKe — Ha 34011 Hejee.
ITepeaunit nupaMuMAHBIA IyTh HAYMHAET MMUEJMHM3MPOBATHCA OKOJIO 34011 Heneau
JKU3HM IJI07a; Ha 80¥1 Mecsl] BHEMATOYHOM KM3HM €r0 MMUeJIMHM3alusa He OTJAMYaeTcs
oT MueamHu3auum uaoresernyecky Oojee crapbix nyTeit. BOKOBOM NMpaMMIHLIN
NyTh HA4YMHAET MMEJIMHMU3UPOBATHLCA IIOCJE POIKAEHMSI.
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E. . CHUMASOV, G. V. KONOVALOV

ON THE DIFFERENTIATION AND MYELINATION OF NERVE
FIBRES IN TRIGEMINAL GANGLION CULTURE

Laboratory of Pathology of the Nervous System
Institute of Experimental Medicine, Leningrad, USSR

The processes of nerve fibre differentiation and formation of myelin
sheath in the peripheral nervous system have been studied mostly on
the developing nerve trunks of chick embryo (Geren 1954), human
embryo (Gamble, Breathnach 1965), frog tadpole (Peters 1961), and new-
-born rats (Peters, Muir 1959; Friede, Samorajski 1967; Allt 1969; Pe-
ters at al., 1970; Webster at al., 1973; Martin, Webster 1973; Caley,
Butler 1974).

The relationship between developing axon and Schwann cells at the
earliest stages of development prior to myelination still remains unex-
plained. Since it is very difficult to follow these relationships in vivo,
tissue cultures present a very convenient object for this purpose. My -
elination of peripheral nerve fibers in culture has been studied by Pe-
terson et al. (1958), Murray (1965), Bunge et al. (1967), and others. Ho-
wever, no data are available as to the early stages of nerve fiber for-
mation before their myelination, and relationship between newly for-
med nerve fibres and slightly differentiated Schwann cells. We therefo-
re decided to examine these stages by means of histological and electron
microscopic methods in culture.

MATERIAL AND METHODS

Cultures of trigeminal ganglia of 17—22 day rat embryo grown on
cover-slips covered with collagen membrane in revolving test tubes in
Eagle’s medium, human placental serum and a glucose supplement we-
re studied by phase contrast microscope, time-lapse cinematography,
neurohistological methods (supravital methylene blue staining and sii-
ver impregnation according to Bielschowsky-Gros in own modifica-
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tion) and electron microscopy in different stages of explantation, be-
ginning from 6 hours to 35 days.

RESULTS

Growth and differentiation of nerve fibres in tissue culture is pre-
ceded by the cell migration from the ganglion explant into the growth
zone, this appearing already during the first hours of culturing (Fig.
la). In contrary to the cells located in the centre of explant, the celis
and their processes situated in the peripheral zone are easily stainable
by means of different histological methods and are clearly seen in
phase contrast microscope. According to their morphological nature
they resemble fibroblasts. Some of the cells have long processes, with
thin branchings at the end. Subsequently these cells form an epithe-
liomorphic lining surrounding the periphery of the explant.

Fusiform, proliferating cells of the peripheral glia start to migrate
intensively into the growth zone directly after fibroblast-like elements.
The cells, 6—8 wm in diameter, are provided with long cytoplasmic
processes and contain elongated, chromatin-rich nuclei with one or two
nucleoli. Their bodies are closely fitted and as a rule radially oriented
toward the explant. They usually grow in thin or thick bands, but on
the third day of culturing they form a relatively wide cellular layer
(Fig. 1b).

The first nerve fibres in the growth zone appear immediately after
migration of peripheral glia cells (non-differentiated Schwann cells),
during the first 24 hours after explantation. Supravital methylene blue
staining is the only method permitting their visualization in the form of
very fine filaments (Fig. 1c). The nerve fibres appearing in the growth
zone result either from the regeneration of pseudounipolar processes
of ganglioh cells, severed at the time of dissection, or from the forma-
tion of new processes originating from the perikarya of sensory neurons .-
situated along the ganglion edge. In the beginning both types of nerve
fibres undergo poor silver impregnation. They differ from the thick
cytoplasmi¢ processes of both connective tissue and glial cells in their
fine and uniform outlines. Many nerve processes are of a diameter less
than one micrometer (0.2—0.5 um) and as electron microscopic obser-
vations have proved, in part-are beyond the resolution of a light-mi-
croscope. The newly férming and regenerating nerve cell processes
grow both separately, and in the form of very fine bundles. Moreover
the network of ar}astomosing cytoplasmic processes of non-differentia-
ted Schwann cells and their bands create a peculiar bed for axons,
with which they are closely connected (Fig. 1d). Several nerve fibres
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often run together as a part of one cytoplasmic band of Schwann cells
and when branching off they pass over to anastomosing processes of
other Schwann cells. Some of the axons in the growth zone undergo
dichotomous fussion and form long, fine branchings, while others send
out only short shoots to the neighbouring non-differentiated Schwann
cells. Axons growing beyond the cellular layer of peripheral glia are
never to be observed. Non-differentiated Schwann cells always out-
strip growing axons and to a great extent stipulate the direction of
their growth.

On the turn of first week multiple processes of the sensory neurons
form a complex network, being denser in the central part of explant,
where neurons are present, and looser in the growth zone. The nerve
fibre network of the explant, as well as nerve cells are embedded wit-
hin the layer of peripheral glial cells. Two types of cells can easily be
distinguished among peripheral glia population in here; those are
Schwann cells connected with axis-cylinders and non-differentiated cel-
lular elements not connected with them laying free.

In the growth zone, where nerve fibres are arranged in the form of
wide-looped plexus, the accompanying Schwann cells are fusiform,
triangular, stellate or irregular in shape. They form in here an anasto-
mosing network. The axons present in this area remain in a very close
contact with the cytoplasm of Schwann cells on their whole expanse,
whereupon they may pass over from one cell to another along Schwann
cells processes, by which they are interconnested. In the successful sil-
ver impregnation axis-cylinders and Schwann cells can be seen simul-
taneously (Fig. 2). In suchfgprepamhopg. Jboth oval nuclei of Schwann
cells and their aytoplai taﬁim tllediscernable fine argentophi-
lic granulations a;e“ﬁign gmteﬁ‘*’ﬁl& growth cones of some of the
axons closely fgt ttﬂoth’e nkarya a&d"processes of Schwann cells
(Fig: 2). This morphol(sgl%al pattern, seqrg( in Silver impregnation is rat-
her typical for the moSt" perlpheral pOI‘tlan of the growth zone, with
more loose neuroglial arrangement and continuous migration and proli-
feration of non-differentiated Schwamm cells. The highest cell mobility
and intense axons growth in this parts of cultures have been proved in
intravital observation and in time-lapse cinematography. In the cen-
tral part of culture; with dense nerve plexus ‘only nuclei of Schwann
cells are impregnated with silver technique (Fig: 2, insert). By no me-
ans, this is connected with the end of the nerve fibre formation process
in the explant zone, resulting in an almost complete inhibition of mo-
bility of differentiated Schwann cells. Non-differentiated Schwann
cells, which durmg the early stages of cultivation make up the greater
proportion of glial population probably transform into differentiated
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ones in the process of nerve fibre formation. With the extension of
cultivation period the nerve fibres increase in number whereas the
amount of ,free”, non-differentiated cells becomes steadily reduced.
Multiple bundles of nerve fibres are present in the nerve fibre plexus
occupying the central part of the explant and growth zone in 2—-4-
-week old cultures. However, the expansion of nerve fibres in the
growth zone continues in long-term cultures even after the formation
of dense nerve fibre plexus. One can constantly observe in here non-
-differentiated Schwann cells projecting from the explant and expan-
ding in the form.of thin or thick bands, into which numerous axons in-
grow. Taking into account that at the submicroscopic level 10—15 fine
axis-cylinders are found to be embedded in the cytoplasm of a single
Schwann cell one has to come to the conclusion that one comparatively
thin band composed of a group of Schwann cells may contain a great
number of axis-cylinders, forming a condense bundle.

Myelinated nerve fibres within the explant appear simultaneously
with the formation of a considerable number of nerve bundles. Prior
to myelination, sep'grate thick nerve fibres stand out from the mass of
fine fibres. They distinguish themselves by a strong impregnation in sil-
ver techniques. The other distinguishing feature consists in their enclo-
sing in a sheath formed by Schwann cells (Fig. 3a, b). The Schwann
cell bodies of myelinating nerve fibres become thicker, acquiring a ci-
gar-shape form. They are arranged chain-wise. Ranvier’g nodes are for-

&

Fig. la. Migration of first fibroblast-like cells from the explant to the growth
zone (6-hour culture). Supravital methylene blue staining. X 100

Ryc. la. Wczesna migracja fibroblastow z eksplantatu do strefy wzrostu (hodowla
6-godzinna). Blekit metylenowy, barwienie przyzyciowe. Pow. 100 X

Fig. 1b. Trigeminal rat ganglion. Peripheral glia layer formation in the growth
zone; maturating neurons located in the central part of explant (3-day culture).
Supravital methylene blue staining. X 130

Ryc. 1b. Warstwa gleju obwodowego w strefie wzrostu. Dojrzewajace neurony
w centralnej czeSci eksplantatu (hodowla 3-dniowa). Blekit metylenowy, bar-
wienie przyzyciowe. Pow. 130 X

Fig. I1c. Fine nerve cell off-shoots forming a plexus in the growth zone (24-hour
culture). Supravital methylene blue staining. X 300

Ryc. Ic. Delikatne wypustki komoérek nerwowych tworzace luzny splot w strefiz
wzrostu (hodowla 24-godzinna). Blekit metylenowy, barwienie przyzyciowe. Pow.
300 X

Fig. 1d. Interrelation between regenerating nerve cell off-shoot and differentia-

ted Schwann cells in growth zone (48 hour culture). Supravital methylene blue

. staining. X 500

Ryc. 1d. Regenerujace wypustki komoérek nerwowych w $cistym zwigzku ze zroz-

nicowanymi komoérkami Schwanna w strefie wzrostu (hodowla 48-godzinna). Ble-
kit metylenowy, barwienie przyzyciowe. Pow. 500 X
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med at the points of their contact. The length of each internode seg-
ment is 120—200 wm. On the 30—35 day of culturing, Schmidt-Lanter-
man clefts are observed in a part of myelinated fibres.

On the light microscope level, myelin sheaths are well demonstrated
in Becker’s method and while stained with sudan black B according to
Murray (1965). They are also well visualized in polarized light. At early
stages of myelination, when stained with Becker’s method or with su-
dan black B, they are seen in the form of fine (1.7—2.5 wm), long tubes,
with rather uniform outlines, revealing only in some places local swel-
lings and distensions (Fig. 3c). Through in long-term cultures numerous
nerve fibres become myelinated their myelin sheaths never reach the
thickness of those occurring in a corresponding stages of the develop-
ment in vivo.

Electron microscope observations provide more detailed data con-
cerning the close relationship of nerve cells outgrowths with Schwann
cells, starting from the earliest stages of cultivation. Outgrowing axons
already in the direct vicinity of cellular perikarya establish close con-
tacts with free, non-differentiated Schwann cells. At the beginning
axons are not enclosed in the cytoplasm of the prospective Schwann
cells; they only contact their perikarya and cytoplasmic processes (Fig.
4a). This indicates a rather primitive type of interrelation between
axons and Schwann cells, being entirely different from that typical of
mature nerve fibres. However, even at this stage of development, the
axons are covered by basal membrane (Fig. 4b), which passes upon
them from the adjacent non-differentiated Schwann cells and in this
way are separated from collagen fibres and fibroblasts of endoneurial
origin.

Ultrathin sections show that both axons and non-differentiated
Schwann cells and their processes are packed into bundles, and are se-

Fig. 2. Interrelations between growing axons and non-differentiated Schwann

cell in the peripheral part of growth zone in long-term culture: axons do not

exceed the boundary of immature Schwann cells, their growth zones (arrows)

in a close contact with perikarya and processes of Schwann cells. Silver impre-

gnation according to Bielschowsky-Gross in own modification. X 1000. Insert

non impregnated cytoplasm and cytoplasmic off-shoots of mature Schwann cells.
The same staining. X 130

Ryc. 2. Scisle powigzanie wyrastajacych wypustek osiowych z niedojrzatymi ko-

moérkami Schwanna w obwodowej czes$ci strefy wzrostu w dlugotrwalej hodowli.

Wypustki osiowe nie przekraczajg linii komoérek Schwanna. Stozki wypustek osio-

wych (strzalki) polozone na blonie perikarialnej i wypustkowej komérek Schwan-

na. Impregnacja wg Bielschowsky’ego-Grossa w modyfikacji wlasnej. Pow

1.000 X. Wycinek bez impregnacji cytoplazmy i wypustek dojrzatych komoérek
Schwanna. Barwienie jw. Pow. 130 X
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Fig. 3a. Intensely impregnated thick axons within Remak’s fibres bundles (30 day-
-culture). Bielschowsky-Gross in own modification. X 400
Rye. 3a. Silnie wyimpregnowane wilokna osiowe w peczku wildkien typu Remaka
(hodowla 30-dniowa). Bielschowsky-Gross w modyfikacji wlasnej. Pow. 400 X
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parated from each other by a narrow space (20—30 nm in diameter);
there are no collagen fibres between them. On the outside, these neu-
roglial bundles are covered by a common basal membrane, 30—50 nm
thick.

On the 3rd—6th day of cultivation the interrelation between axons
and Schwann cells become more complex. Part of the axons submerge
into the cytoplasm of Schwann cells perikarya or their processes (Fig.
5a). There are usually 3—7 or even more axons plunged in the cyto-
plasm of a single Schwann cell; each of these axons is separated from
the others by the cytoplasm of the Schwann cell. At this stage of ner-
ve fibre formation, Schwann cells forming the bundles together with
axis-cylinders embedded within them are surrounded by their own ba-
sal membrane and separated from each other. Numerous collagen fi-
bres appear among separate Schwann cells. Some axons are completely,
while others only partially surrounded by Schwann cell cytoplasm, the
latter being separated from collagen fibres only by basal membrane.
All the typical features of the mature Schwann cells in vivo are inhe-
rent to those connected in the above described manner with axis-cy-
linders (Fig. 5b). According to its structure any such a band of Schwann
cells corresponds to nerve fibres of the "Remak type”, which are found
in the form of thin or thick nerve bundles within the explant on the
level of light microscope at that time of culturing.

At the later stages of culture development (7—14 days) next to fine
axis-cylinders (0.3—0.8 wm) adjacing Schwann cells, numerous thicker
(1—1.7 um) axons completely embedded within Schwann cells cyto-
plasm are seen. Formation of inner and outer mesaxon around them
can be observed (Fig. 6a). This type of axon-Schwann cell interrelation
corresponds to an early stage of nerve fibre myelination. The further
stages of axon—Schwa’pn cell relations follow the well described route
of peripheral nerve fibre myelination. Cytoplasmic membrane of
Schwann cell repeate{_dly revolves around the axis-cylinder, forming
densely packed, concentrically oriented myelin lamellae around it
(Fig. 6b). i

i
]

Fig. 3b. Single thick nerve fibre in the initial stage of myelination (18-day cul-
ture). Bielschowsky-Gross in own modification. X 1200

Ryc. 3b. Pojedyncze grube wldékno nerwowe w poczatkowej f'azie mielinizacji

(hodowla 18-dniowa). Bielschowsky-Gross w modyfikacji wlasnej. Pow. 1.200 X

Fig. 3c. Myelin sheaths in a 24-day culture. Sudan black B in Murray’s modi-
fication. X 1000

Ryec. 3c. Ostonki mielinowe w 24-dniowej hodowli. Sudan czarny B w modyfika-
cji Murray. Pow. 1.000 X
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DISCUSSION

In spite of the fact that the hypothesis of Geren (1954) on myelin
formation in the peripheral nervous system is widely spread and gene-
rally accepted, some questions concerning formation of medullated ner-
ve fibres are still to be resolved. The early stages of nerve fibre deve-
lopment and axon-Schwann cells interrelation at this stage, being of
great interest, have been insufficiently elucidated. In a great number
of studies the axon-Schwann cell interrelations and the process of my-
elination have been examined in already anatomically formed nerve
trunks, mostly in the postnatal period (Peters, Muir 1959; Allt 1969;
Webster et al., 1973; Martin, Webster 1973; Caley, Butler 1974). The
tissue culture technique offers better possibilities for studying subse-
quent stages of axon-Schwann cell interrelation. A number of works
have also appeared in which the dynamics of growth and the differen-
tiation process of sensory ganglia in culture have been studied (Hug-
hes 1953; Nakai 1956, 1960; Nakai, Kawasaki 1959; CGodina 1956, 1963;
Pomerat et al.,, 1967; Lamont, Vernon 1967). However, those studies, ha-
ve mostly been, based on phase eontrast microscopy and time-lapse
cinematography, neglecting application of specific histological methods
This led to misinterpretation of some morphological features. In the
opinion of the mentioned authors the cytoplasmic processes, which ap-
pear within first 24 hours of culturing in the growth zone of sensory
ganglia culture, represent axons growing ,naked” and advancing to the
periphery with the help of pseudopodia. Only after this, Schwann cells
and fibroblasts start migrating. In our opinion the long processes of
connective tissue cells and Schwann cells have been erroneously taken
for axons. Their true nature is proved by the fact that they form col-
lateral cytoplasmic processes and anastomotic pseudopodia which is
not characteristic for axis-cylinders. In addition they are easily staina-
bie with routine histological techniques, which again does not hold for

Fig. 4. Ultrastructural interrelations of newly formed axons (Ax) with non-diffe-

rentiated Schwann cells (Sch) and their cytoplasmic off-shoots (SP) in the growth

zone (24-hour culture). The neural-glial band enclosed in .2 basal membrane

(arrows) which passes from the Schwann cell bodies and off-shoots over the

axons (lower fragment). C — collagen; F — fibroblast. X 20 000. Lower fragment.
X 45000

Ryc. 4. Mikroskopowo-elektronowy obraz stosunkéw miedzy nowoutworzonymi
wypustkami osiowymi (Ax) i niezréznicowanymi komérkami Schwanna (Sch) i ich
wypustkami (SP) w strefie wzrostu (hodowla 24-godzinna). Peczek zlozony z ak-
soné6w komorki Schwanna i wypustek komoérek Schwanna otoczony wspoélng
btong podstawng (strzaiki), przechodzaca z wypustek komoérek Schwanna ponad
aksonem (dolna cze$¢ ryciny). C — widkna kolagenowe; F — fragment fibro-
blastu. Pow. 20.000 X. Cze$¢ dolna. Pow. 45.000 X
Neuropatologia Polska — 5
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nerve cell processes. Our own electron- and light-microscope observa-
tions indicate that growth and differentiation of nerve fibres in the
sensory ganglia, from the first days of cultivations are strictly connec-
ted at first with non-differentiated and than with mature Schwann
cells. In the course of development the axon — Schwann cell relations
are gradually becoming more intimate and complex. In our opinion,
contrary to that of Nakai (1960), Nakajima (1965), Lumsden (1968).
Varon and Raiborn (1972), and others, both immature and mature
Schwann cells are playing the most substantial role in the formation
of nerve fibre bundles, appearing in cultures during 2nd—4th week of
growth in wvitro. According to our observations the process of nerve fi-
bre differentiation may provisionally be subdivided into three stages:
1) formation of Remak’s fibres, 2) premyelination-stage and 3) myeli-
nogenesis.

The first stage is characterized by the appearance in the growth zone
of culture of fine processes of nerve cells, which follow migration of
immature Schwann cells. The outgrowing axis-cylinders establish a
close contact with immature Schwann cells this leading to the forma-
tion of axo-glial bands. The latter are surrounded by a common basal
membrane. At first axons remain in a position adjacent to non-diffe-
rentiated Schwann cells. On the 3rd—6th day axons invaginate into
the Schwann cells cytoplasm, being separated from each other and
together with Schwann cell enclosed in a basal membrane.

At this stage the Schwann cells, already have all the characteristic
features of mature cells, and are separated from one another with
bundles of collagen fibres. The thus formed fine bundles of nerve fi-
bres are similar in structure to fibres of the ”"Remak type”.

In the premyelination stage, approximately at the beginning of the
second week of explant growth, the diameter in some of the axis-cy-
linders of Remak’s fibres in the bundles increases to 1.0—1.7 um; and

Fig. 5a, b. Axon-Schwann cell interrelation at the stage of Remak fibre for-

mation (6-day culture). Fig. 5a. One axon is totally submerged into the cyto-

plasm of Schwann cell. Two others are only partially submerged covered by

basal membrane (arrows). C — collagen. X 30000. Fig. 5b. A formed band of

the Remak nerve fibres. All the axons are enclosed in the cytoplasm of the
Schwann cell. X 30000

Ryc. 5a, b. Stosunki miedzy wypustkami osiowymi i komérka Schwanna w sta-

dium tworzenia wlékna typu Remaka (hodowla 6-dniowa). Ryc. 5a. Jeden akson

calkowicie zaglebiony w cytoplazmie komorki Schwanna, dwa pozostale pokryte

blong podstawng (strzalki) tylko czesciowo. C — wildkna kolagenowe. Pow.

30.000 X. Ryc. 5b. Peczek uformowanych wilokien Remaka. Wszystkie widkna
osiowe otoczone cytoplazmg komoérki Schwanna. Pow. 30.000 X
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.
Fig. 6a,b. Nerve fibre myelination. Iig. 6a. Early stage of nerve fibre myelina-
tion (10-day culture). Schwann cell cytoplasmic membranes form the inner and
outer mesaxons. X 40 000. Fig. 6b. Fully formed myelin (15-day culture). X 20 000
Ryc. 6a, b. Mielinizacja wtokien osiowych. Ryc. 6a. Weczesne stadium mielinizacji
wlokna osiowego (hodowla 10-dniowa). Wypustki cytoplazmatyczne komorki
Schwanna tworza mezakson wewnetrzny i zewnetrzny. Pow. 40.000 X. Ryc. 6b.
Uformowana oslonka mielinowa (hodowla 15-dniowa). Pow. 20.000 X
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the fibres become argentophilic and then stain supravitally with met-
hylene blue. Each of such axons is seen to be enclosed in a separate
envelop formed by Schwann cells arranged chain-wise. The cytoplas-
mic membranes of the Schwann cell begin to form inner and outer
mesaxons. These data are in agreement with the observations of Ailt
(1969), Peters et al. (1970), Webster et al. (1973), Martin and Webster
(1973), Caley and Butler (1974), and other authors, who showed that
in the developing bundles at the moment of myelination, the axon-
-Schwann interrelations correlate as 1: 1, that is one Schwann cell con-
tains one axon.

Nerve fibre myelination in trigeminal ganglion culture begins on the
12—14 day after explantation by repeated rotation of the Schwann cell
cytoplasmic membrane around the axis-cylinder. Our observations in
this respect are fully convergent with those of Murray (1964, 1965), Pe-
terson et al. (1958) and Winkler and Wolf (1966). This process marked-
ly intensifies by the end of the first month; in this period the interno-
dal segments of 120—200 um in diameter, the Ranvier nodes, and the
myelin clefts are easily discerned. The thickness of the formed myelin
sheaths in culture, however, does not attain that occurring in vivo.

E. I. Chumasow, G. V. Konovalov

ROZNICOWANIE I MIELINIZACJA WLOKIEN NERWOWYCH
W HODOWLI ZWOJOW NERWU TROJDZIELNEGO

Streszczenie

Hodowle zakladane ze zwojow nerwu tréjdzielnego, pochodzgcych od plodow
szczurzych miedzy 17 i 22 dniem zycia plodowego, badano w mikroskopie $swietl-
nym i elektronowym w roéznych okresach po zalozeniu hodowli, poczynajac od
24 godzin do 35 dni. Proces roznicowania wilokien mesmowych mozna umownie
podzieli¢ na trzy etapy: 1) formowanie sie wilokien bezmielinowych, 2) stadium
premielinizacyjne, 3) mielinogeneza. Stadium pierwsze charakteryzuje pojawienie
sie w strefie wzrostu eksplantatu wypustek nerwowych, ktére tworzg migdzy
sobg skomplikowane polgczenia oraz tworzenie sie sieci neuroglejowej. Poczatko-
wo aksony tylko przylegaja do komoérek Schwanna i sg otoczone razem z nimi
wspbélng blong podstawng. Nastepnym etapem jest inwaginacja aksonéw do cyto-
plazmy komorek Schwanna i tworzenie sie wspédlnej blony podstawnej — po-
wstajg bezmielinowe wiékna typu Remaka. W stadium premielinizacyjnym czes¢
aksonéw powieksza swojg $rednice do 1—1,7 mikrona. Kazdy utworzony w ten
sposéb cylinder osiowy jest zaopatrzony w oddzielng pochewke utworzong z ulo-
zonych lancuszkowo komoérek Schwanna.

Z blony plazmatycznej tworzy sie wewnetrzny i zewnetrzny mezakson. Ma-
sowa mielinizacja nastepuje miedzy 12 i 15 dniem po zalozeniu hodowli, przez
wielokrotne owijanie sie blony plazmatycznej komérki Schwanna woko6t aksonu.
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E. 1. Yymacor u I'. B. KonoBaaos

O IUMPPEPEHIIMPOBKE UM MUEJMHUIAIIMYM HEPBHBIX BOJOKOH
B KVJBTYPE TPUTEMMHAJBHOTO TAHTJIUSA

Pe3womMme

KyabTypbl TPUreMMHAJIBHOTO TaHTAMA OT 17—22 gHEBHBIX 9SMOPMOHOB KpPbBICHI MU3Y-
YeHbl CBETOONTMYECKM M 3JeKTPOHHOMMKDPOCKONMYECKM B Pa3JIMUHBbIE CPOKM SKCIIJIaH-
Tauuy, HayuMHadg oOT 24 wacoB no 35 pauei. IIponecc aumddepeHUMPOBKM HEPBHBIX
BOJIOKOH YCJIOBHO MOZCHO NOJpa3zieuThb Ha TPy drana: 1) cdopMupoBanue 6e3MAKOT-
HBIX HEPBHBIX BOJIOKOH; 2) craausa npeaMmuenmHuszaumyu; 3) muesmHorenes. Ilepsas
craausa XapakTepu3yeTcs IOABJIEHMEM B 30He DOCTa JSKCIJIaHTaTa HEPBHBLIX OTPOCT-
KOB M YCTaHOBJIEHMEM MeEXKJAy HMMM TECHBIX OTHOIIeHui ¢ obpa3oBaHMeM HENpo-
TIMaJbHBIX THAMXKeN. AKCOHBI CHavaJjla JMIOb IpUJexkaT K IIBAaHHOBCKMM KJIETKam
M OKpyKeHbl BMecTe ¢ HuMu obmen 6a3anbHor memOpanoit. 3aTeM NIPOUCXOAUT
MHBarMHalMsA AaKCOHOB B ILMUTONJIa3My IIBAaHHOBCKMX KJETOK ¢ obpa3oBanueM cob-
cTBeHHOM OaszanbHOM MeMbOpanbl — GoOpMupyroTca 6e3MAKOTHBIE BOJIOKHA ,,DEMaKOB-
ckoro” tuma. Ha craguu npeamMmeNmMHM3anmMyM Yy 4YaCTM AaKCOHOB yBeJIUYMBAETCH
auamerp 70 1—1,7 MK. ¥ KaXXJblii TaKO¥ OCEBOM LMJIMHJIADP OKa3bIBaeTCHA 3aKJIIOYeH-
HBIM B OTJleJIbHbIM (QyTasAp, 06pa30BaHHbBIN M3 PACIOJIOKEHHBIX B IENOYKY IIIBAHHOB-
CKUX KJIeTOK.

Ux nna3maruyeckas Membpana obOpa3yer BHYTPEHHMI M HapPYIKHBI ME3aKCOH.
MaccoBass MueaMHM3auMsA HacTymaeT Ha 12—I15 geHb [oOCJHe SKCIIJAHTALMUMM IIyTeM
MHOTOKPaTHOTO BpallleHMdA IJIa3dMaTU4YecKpy MeMOpaHbl IIBAaHHOBCKOM KJIETKM BOKPYT
OCEBOTO IMJIMHAPA.
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JERZY KULCZYCKI, ALEKSANDRA KRYGIER-STOJALOWSKA,
MIROSEAW MADEJ, MARGARITA VAINIENE, PRZEMYSEAW NOWACKI,
KRYSTYNA HONCZARENKO

ZMIANY ILOSCIOWE DNA W NEURONACH MOZGU CZLOWIEKA
W ZALEZNOSCI OD WIEKU I TOPCGRAFII

Pracownia Neuropatologii Instytutu Choréb Ukladu Nerwowego
i Narzadéw Zmysiéw Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin
Pracownia Patologii Komoérki Zakladu Anatomii Patologicznej
Instytutu Biostruktury Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin

W pierwszym etapie badan nad zawartoscia DNA w neuronach i ko
morkach glejowych moézgu czlowieka stwierdziliSmy iloSciowy wzrost
tego zwigzku w jadrach komoérek nerwowych u ludzi w wieku star-
czym (Krygier-Stojalowska i wsp. 1977). Wyniki te byly zblizone do
obserwacji poczynionych uprzednio przez innych autoréw na zwierze-
tach (Lentz, Lapham 1970, Novakova i wsp. 1970), a ponadto zwrécilis-
my uwage na réznice w narastaniu wraz z wiekiem ilosci DNA w neu-
ronach réznych okolic mozgu.

Celem dalszych badan bylo sprawdzenie tych spostrzezen na wiek-
szym i bardziej zroznicowanym materiale. Poza tym obecnie, oprécz
ustalania zalezno$ci miedzy iloscig DNA w jadrach komoérkowych,
a okolicg moézgowia i wiekiem osobnika, staraliSmy sie uchwyci¢ kore-
lacje pomiedzy stopniem zaawansowania zmian starczych tkanki ner-
wowej i zawartosciag DNA w neuronach.

Istotne znaczenie przywigzywaliSmy obecnie do badania jgder neuro-
now. Zawartos¢ DNA w elementach glejowych, szczegélnie w oligoden-
drocytach, stanowila przede wszystkim punkt odniesienia, niejako ,,tto”
dla odchylen neuronalnych. Nie przeszkodzilo to w wykryciu w nie-
ktorych przypadkach interesujgcych odchylen w iloéci DNA w jgdrach
komoérek glejowych. Konfrontacja tych wynikéw z obrazem histologicz-
nym nie tylko pozwolila na ich wytlumaczenie, ale stala si¢ zarazem
potwierdzeniem dokladnosci metody cytofotometrycznej.

Praca wykonana w ramach planu wezlowego Nr 10.4.2.02.1.4.
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MATERIAL I METODY

Przedmiotem badania byly moézgi 8 zmarlych oséb, w tym: 2 przy-
padki wczesniakow o czasie przezycia 11 i 17 godzin (waga obydwu
w granicach 2000 G), 1 przypadek dziecka w wieku 4 lat, dwa przy-
padki mezczyzn w wieku 47 i 54 lat oraz 3 przypadki osob starych
w wieku 65, 80 i 81 lat. Material do ilosciowych badan cytochemicznych
pobierano z kory zakretu przedsrodkowego i rogu Amona, ze wzgorza
oraz spoidia wielkiego. W pierwszych trzech strukturach badano glow-
nie komorki nerwowe, natomiast material ze spoidia wielkiego byt
zrodlem prawie czystej frakcji komorek glejowych. Uzyskanie mozii-
wosci badania czystej populacji komorek glejowych jest niezmiernie
istotne ze wzgledu na trudnos$ci réznicowania jgder matych neuronow
z jadrami astrocytow, na co zwracano juz uwage w poprzedniej pracy.

Badania morfologiczne, cytochemiczne i cytofotometryczne przepro-
wadzono wedlug metodyki opisanej w poprzedniej pracy (Krygier-Sto-
jalowska i wsp. 1977).

WYNIKI
Obraz neuropatologiczny

W zadnym z badanym moézgéw nie znaleziono cech procesu zapal-
nego ani proliferacyjnego. W moézgach wczesniakow stwierdzono cha-
rakterystyczne dla tego okresu rozwoju moézgowia przykomorowe sku-
pienia komoérek macierzy i pojedyncze neuroblasty w podkorowej isto-
cie biatej.

W mozgu dziecka 4-letniego, u ktorego przed $miercig wystapil
obrzek mozgu, stwierdzono proliferacje gleju oraz satelitoze okolo neu-
ronéw w korze mozgu. ‘

W mozgach os6b dorostych (47 i 54 1) wykryto nieznaczne objawy
obrzeku tkanki nerwowej oraz pojedyncze ciala skrobiowate w Scianach
ukladu komorowego.

W grupie os6b w wieku starczym sSrednio zaawansowane zmiany in-
wolucyjne (mierny zanik moézgu i znaczne iloSci lipofuscyny w neuro-
nach) znaleziono w dwu przypadkach (65 i 81 lat), przy czym u mez-
czyzny 81-letniego stwierdzono pojedyncze plytki starcze, gtownie w ko-
rze skroniowej. W 3-cim przypadku (80-letnia kobieta), zmiany starcze
byly bardzo nasilone i upowaznialy do rozpoznania otepienia starczego.
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Ne 'l DNA w neuronach "5

Ilosciowe badania cytochemiczne
a. Wrazliwo$é komérek merwowych i glejowych ma kwasng hydrolize

Najwiekszg wrazliwos¢ na kwasng hydrolize wykazywaly neurony
mozgdéw wezesSniakoéw, uzyskujge juz po 5 minutach najsilniejsze zabar-
wienie w preparatach przygotowanych metodg Feulgena. Krzywa hy-
drolizy tych komoérek wykazywata ponadto drugi szczyt po uplywie
14 minut hydrolizy kwasnej. Komorki glejowe w tych przypadkach
byly natomiast mniej wrazliwe, uzyskujgc najsilniejsze zabarwienie pc
11 minutach hydrolizy (ryc. 1).

Neurony zakretu przedsrodkowegt
Neurons ot precentral gyrus

==—=—— Neurony rogu Amona
Neurons of Ammon’s horn
----- Neurony wzgoérza
Neurons of thalamus

WS- Nagar "2 (e lni 3 e Dy R Astroglej
gg g Astroglia
urs :
JR «++eeeee Oligodendroglej
Oligodendroglia
50
40t
301
20t
10
;i . Czas hydrolizy

2 8 8 n 14 17 20 min. Hydrolysis time

Ryc. 1. Przypadek W. S., wiek 17 godzin. Krzywe hydrolizy jader komoérek mozgu
w 1 N HCl w temp. 60°C. J.R. — jednostki robocze warto$ci pomiaré6w cytofo-
tometrycznych odpowiadajace ilosci leukofuksyny zwigzanej z DNA.

Fig. 1. Case W. S., age 17 hrs. Hydrolysis curves of brain cell nuclei in 1 N HCI
at 60°C. J.R. — working units for cytophotometric measurements corresponding
to the amount of leukofuxin bound to DNA.

U dziecka 4-letniego duzg wrazliwo$¢ na hydrolize kwasng wykazy-
waty komorki glejowe, uzyskujgc najsilniejsze zabarwienie w metodzie
Feulgena po 8—11 minutach (ryc. 2). Podobnie zachowywala sig¢ chro-
matyna neuronéw i komoérek glejowych w przypadkach mezczyzn 47-
i b4-letniego. W trzech przypadkach oséb starych najwyzsze wartoSci
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Neurony zakretu przedsrodkowego
Neurons ot precentral gyrus
—=—=—= Neurony rogu Amona
Neurons ot Ammon’s horn
—.—.= Astroglej
Astroglia
T :
A cesessccens Ollgodendl'oglej
Oligodendroglia

PR years

S50F

40F

30f

201

10+

Czas hydrolizy

1 " 1

‘2 5 8 1" 14 17 20min. Hydrolysis time

Ryc. 2. Przypadek A. T. wiek 4 lata. Krzywe hydrolizy. Objasnienie jak na
rye. L.

Fig. 2. Case A. T., age 4 years. Hydrolysis curves. Descriptions as in Fig. 1.

reakcji Feulgena dotyczgce zaréwno komoérek nerwowych jak i glejo-
wych uzyskiwano po 14 minutach trwania hydrolizy (ryc. 3, 4). Nalezy
przy tym podkresli¢, ze w przypadkach ludzi starych nasilenie reakcji
Feulgena we wszystkich zastosowanych czasach trwania hydrolizy
kwasnej bylo wyraznie wyzsze w neuronach, niz w komoérkach glejo-
wych.

b. Zawartos¢ DNA w mneuronach i komérkach glejowych

Ilos¢ DNA w neuronach oceniana na podstawie nasilenia reakcji
Feulgena wzrastala wraz z wiekiem badanych przypadkéw. Najnizsze
warto$ci stwierdzono w neuronach moézgéow wecezesniakow, przy czym w
obydwu przypadkach ilo§¢ DNA w neuronach byla bardzo zblizona
do stwierdzanej w komoérkach glejowych. Jedynie 5% neuronéw zakre-
tu przedsrodkowego i 5% neurondéw wzgorza przekraczalo wartosci di-
ploidalne (ryc. 5 i tabela 1). U 4-letniego dziecka zawartos¢ DNA w
neuronach zakretu przedsrodkowego wzrosta bardzo znacznie (77,5%
komorek o hiperdiploidalnej ilosci DNA), natomiast w neuronach kory
amonalnej w niewielkim stopniu (5% komorek hiperdiploidalnych).
W tym samym przypadku réwniez komorki astrogleju wykazywaly
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Neurony zakretu przedsrodkowego
Neurons of precentral gyrus
----- Neurony rogu Amona

Neurons of Ammon’s horn
—=-—=Neurony wzgorza
Neurons of thalamus

MJ.  65L —.—— Astroglej
years Astroglia
~~~~~~~~~~ Oligodendroglej
JR. Oligodendroglia
SOt
L0+
30
20
10F
. L 1 1 ' . } ____ Czas hydrolizy
2 5 8 1" 14 17 20 min. Hydrolysis time

iyc. 3. Przypadek M. J., wiek 65 lat. Krzywe hydrolizy. Objasnienie jak na ryc. I.
Fig. 3. Case M. J., age 65 years. Hydrolysis curves. Descriptions as in Fig. 1.

Neurony zakretu przedsrodkowego
Neurons of precentral gyrus

==—=—— Neurony rogu Amona
Neurons ot Ammon’s horn

----- Neurony wzgorza
K.S. 81L Neurons of thalamus

years —.—-= Astroglej
i Astroglia

--------- Oligodendroglej
50} Oligodendroglia

4O}

30F

20F

101

Czas hydrolizy

" 1 1 1 1 5

2 5 8 1 1% 17 20min. Hydrolysis time

Ryc. 4. Przypadek K. S., wiek 81 lat. Krzywe hydrolizy. Objasnienie jak na ryc. 1.
Fig. 4. Case K. S., age 81 years. Hydrolysis curves. Descriptions as in Fig. }.
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Tabela 1. Zawartos¢ DNA w komoérkach nerwowych i glejowych w poszezegdlnych strukturacn anatomicznych mézgu
Table 1. DNA content in neurons and glial cells in different anatomical structures of the human brain

. ) : Astroglej Oligodendroglej
Prigmuisi o Gyrus praecentralis Cornu Ammonis Thalamus Astroglia Oligodendroglia
Coto Ago 2¢ <2c 4c 2e <2 4e 2¢ <2 4c 20 <2¢ 4e 22 <2  4c
Rt T Gy R SN e SR S SeT e T Ak Ead R

M.C. 3 11 godzin 100 0 0. " 100 0 0 100 0 100 0 100 0 0
hours

wW.uU. 3 17 godzin 95 5 0 100 0 0 95 5 50 50 25 75 0
hours

ARG 4 lata 22 78 0 95 5 0 — — — 40 17 97 3 0
years

M.B. & 47 lat 55 45 0 57 43 0 97 3 90 10 100 0 0
years

Pd & 54 lata 65 35 0 80 20 0 90 10 85 15 0 100 0 0
years

MJ. 3 65 lat 10 80 10 30 67 3 100 0 100 0 100 0 0
years

S.L. @ 80 lat 35 62 3 85 15 0 67 33 100 0 0.4, <160 0 0
years

KS. 38 81 lat 87 13 0 i 23 0 37 63 97 3 95 5 0
yoars
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Nyl DNA w neuronach 79

wyraznie podwyzszong ilos¢ DNA osiagajagc niekiedy (2,5% komorek)
wartosci tetraploidalne (ryc. 6).

U os6b dorostych i w wieku podesztym odnotowano obecnos¢ licz-
nych neuronéw o hiperdiploidalnej ilosci DNA (do 80% komorek) oraz

100 %o jader WS. 17 godz.
nuclei hours
2c 4e
T Neurony zakretu przedsrodkowego
3 1 Neurons ot precentral gyrus
60 P Neurony rogu Amona
Neurons of Ammon’s horn
) Oligodendrogle)
40r E3 Oligodendroglia
20F

10 20 30 40 50 60 70 80 JR.

Ryc. 5. Przypadek W. S., wiek 17 godzin. Nukleinogramy. 2c — diploidalna ilosé
DNA; 4c — tetraploidalna ilos¢ DNA.

Fig. 5. Case W. S., age 17 hrs. Nucleinograms. 2¢ — diploidal amount of DNA;
4c — tetraploidal amount of DNA.

r Neurony zakretu przedsrodkowego
Lo A JQder’ bbbl D Neurons of precentral gyrus
nuclei years

Astroglej
80l 2c 4c BB Astroglia

Oligodendroglej
Oligodendroglia

60
40+
201
i
!
775 S22, varies x 0o L I EL
‘0 20 30 40 50 60 70 80 JR

Ryc. 6. Przypadek A. T., wiek 4 lata. Nukleinogiramy. Objasnienia jak na ryc. 5.
Fig. 6. Case A. T., age 4 years. Nucleinograrns. Descriptions as in Fig. 5.

mniej licznych neuronéw o tetraploidalnej ilosci tego zwigzku (2,5-—
—10% komorek). Zawartos¢ DNA w komoérkach glejowych odpowiadata
w tych przypadkach wartosciom diploidalnym (ryc. 7).
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100 %/ jader HJ 65l
ear :
EEs e DNeurony zakretu przedsrodkowego
Neurons ot precentral gyrus

P Neurony rogu Amona
. o

Neurons ot Ammon’'s horn

80} 2c Lc

Astro-
olslgodendroglej

Astro-

oligodendroglia
LW

20

Gis | [

10 20 30 40 50 60 70 80 J.R.

Ryc. 7. Przypadek M. J., wiek 65 lat. Nukleinogramy. Objasnienia jak na ryc. 5.
Fig. 7. Case M. J., age 65 years. Nucleinograms. Descriptions as in Fig. 5.

Chromatyna jgdrowa w neuronach ré6znych okolic
mozgu

W kazdym z badanych przypadkéow przebieg krzywych kwasnej hy-
drolizy neuronéow zakretu przedsrodkowego i kory amonalnej oraz
wzgoérza byt bardzo podobny.

U weczesniakow, a czeSciowo u 4-letniego dziecka warto$ci wyznacza-
jace przebieg krzywych byly tak niskie, ze pokrywaly sie z krzywymi
hydrolizy komoérek glejowych (ryc. 1, 2). U osoéb starszych krzywe hy-
drolizy neuronoéw, szczegélnie z kory czolowej i amonalnej posiadaty
warto$ci znacznie wyzsze, niz krzywe dla komorek glejowych (ryc. 3,
4). W neuronach wzgoérza wartosci te nie byly tak wysokie.

Z poréwnania wynikow badania moézgéw osob w réznym wieku wy-
nika, ze we wszystkich trzech strukturach ilos§¢ DNA w jadrach
neuronéw wzrasta, powodujgc zwiekszenie sie odsetka jader hiperdiploi-
dalnych. Narastanie to jest do$¢ rownomierne do 65 roku zycia. U dwu
0s6b najstarszych (80 i 81 lat) zanotowano nieoczekiwanie nizsze ilosci
DNA w neuronach kory amonalnej (przede wszystkim u osoby 80-let-
niej) i kory czolowej (gléwnie u osoby w wieku lat 81). W obu tych
przypadkach zawartos¢ tego zwigzku w komorkach nerwowych wzgo-
rza pozostala wysoka (ryc. 8).

OMOWIENIE

Obecne badania potwierdzajg uprzednio uzyskane wyniki, $wiadczace
0 narastaniu wraz z wiekiem ilosci DNA w neuronach mézgu czlowie-
ka (Krygier-Stojatlowska i wsp. 1977). Przeprowadzone réwnoczesnie
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100 °/o jader KS 811, Neurony wzgorza
nuclei years st Neurons of thalamus
7 N rogu Amona
80 2c 4e Neuron ongmmon‘s horn
B3 Oligodendrogle)
Oligodendroglia
60 ;
40

—
L

10 20 30 40 50 Bo.- 70 80 JR

Ryc. 8. Przypadek K. S., wiek 81 lat. Nukleinogramy. Objasnienia jak na ryc. 5
Fig. 8. Case K. S., age 81 years. Nucleinograms. Descriptions as in Fig. 5.

pomiary ilosci tego zwigzku w komorkach glejowych pozwalajag na
stwierdzenie, ze wymienione wyzej zmiany iloSciowe DNA nie dotycza
ani astrocytéw, ani oligodendrocytow. Obserwowane niekiedy zwieksze- -
nie ilosci DNA w komoérkach glejowych nie jest zwigzane z wiekiem,
a wynika raczej, jak w przypadku 4-letniego dziecka, z patologicznej
proliferacji gleju. Narastanie odsetka neuronéw hiperdiploidalnych w
trzech badanych strukturach bylo do$¢ rownomierne i nie zostalo za-
burzone, podobnie jak w jednym przypadku opisanym w poprzednie]j
publikacji, pojawieniem sie w cytoplazmie neuronéw wiekszej ilosci
lipofuscyny. W poéznej starosci znow zwieksza sie ilo$¢ neurondw,
w ktoérych zawartos¢ DNA badana metodg Feulgena i mierzona cyto-
fotometrycznie odpowiada wartosciom diploidalnym. W konfrontacji
obrazéw neuropatologicznych z wynikami badania cytofotometrycznego
w dwu najstarszych przypadkach nalezy wnioskowaé¢, ze niskie war-
tosci DNA pojawialy sie w tej okolicy, gdzie nasilenie zmian starczych
tkanki nerwowej bylo najwieksze. Jest najbardziej prawdopodobne, ze
u 80-letniej osoby z otepieniem starczym nizsza zawartos¢ DNA w ko-
rze skroniowej wigzala sie z uszkodzeniem neuronow, wiokienkowymi
zmianami alzheimerowskimi i bardzo licznymi plytkami starczymi.
U drugiej osoby (w wieku 81 lat) niski poziom DNA w korze czolowej
korespondowatl ze zmianami pyknotycznymi neuronéw tej okolicy. Moz-
na przypuszcza¢, ze w obu przypadkach mieliSmy do czynienia z neurc-
nami obumierajgcymi.

Przyczyna i mechanizm pojawiania sie wiekszej ilosci DNA w neu-
ronach os6b starszych sg zupeilnie nie wyjasnione. Nalezy przyja¢, ze
jest to zjawisko analogiczne do poliploidii stwierdzanej u starszych osob
w watrobie i miesniu sercowym (Adler 1971).

Neuropatologia Polska — 6
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Nie wiadomo réwniez, z ktorg frakcjg chromatyny (z luzng czy zbi-
ta) jest zwigzana zwiekszona ilo§¢ DNA. Uzyskane krzywe wskazujg
na to, ze u oséb starszych wzrasta zawarto$¢ chromatyny mato wrazli-
wej na kwasng hydrolize. Dotyczy¢ to moze chromatyny zbitej, w kto-
rej przypuszczalnie zawarty jest rowniez DNA-satelitarny (Madreiter,
Osieka 1971).

E. Kyasubiukyu, A. Kpeirep-Crosnoscka, M. Magen, M. Baituuene, II. HoBauxu,
K. XonuyapeHko

KOJIMYECTBEHHBIE M3MEHEHUSI JHK B HEMPOHAX MO3TA YEJOBEKA
B 3ABUCUMMOCTU OT BO3PACTA U TOIIOTPADPUU

Pe3wmMme

Ilennio mccinenoBanmmi Obla npoBepka Ha OosbliemM MaTepualsie ABJIEHMSA BO3pa-
CTaHMA C BO3pPAacCTOM KOJMYECTBA JAe30KCUMPUDOHYKJIEMHOBOM KMCJOTBI B HeMpPOHAX
Mo3ra 4YeJioBeKa. McceaenoBaHuA 8 yeJIOBEYECKMX MO3rOB MOATBEDPAMJIM HaJM4uue I3TOro
npouecca B HEMpOHaAX, B3ATHIX M3 Ceporo BellecTBa 3 pa3amyHbix obiacreint (106HOI
KOpBI, BUCOYHOJ) KOpPBLI M 3puTesbHOro Oyrpa). ¥YcranoBjeHo, uTo Bo3pacranue JHK
B HeMpOHAax MO3TrOBOM KOpPBbI NPOMCXOAMT ObicTpee, YeM B MCCJIEJOBAHHOM IIOJIKOP-
KOBOM sAzape. Bospacranue koiuyecrBa JHK nporpeccupyeT OT paHHeM MOJIOJOCTH
0 TIOXKMJIOTO BO3pacTa M HE YMEHbIUAeTCs B IIepPHOJ INOABJIEHUA (DU3M0JIOrUYecKux
MO3rOBbIX M3MEHEHMM, CBA3AHHBIX CO CTApOCThIO. TOJBKO y CTapbIX JIKOJei C IaTo-
JIOTMYECKUM YCMJIEHMEM MHBOJIIOLMOHHBIX MO3rOBbLIX M3MEHEHMI 3Ta CcBA3b OOHapy-
JKMBaeTCA B MEHBUIMX KOJMYeCcTBaX.

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

CHANGES IN DNA CONTENT IN NEURONS
OF HUMAN BRAIN DEPENDING ON AGE AND TOPOGRAPHY

Summary

The aim of this study was to test the phenomenon of the increase with age
of DNA content in human brain neurons. Tests performed on 8 human brains
confirmed such an increase to occur in neurons of the grey matter taken from
3 different regions (frontal and temporal cortex and thalamus). The accumu-
lation of DNA with age proceeded faster in cortical neurons than in the exami-
ned subcortical structure. The process of increase of DNA content continues from
early adolescence through advanced age and does not diminish with the appe-
arance of physiological changes in brain related to ageing. Only in senile per-
sons with pathological intensification of involutional changes in the brain, the
compound is detected in smaller quantities.
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MIROSEAW J. MOSSAKOWSKI, IRMINA B. ZELMAN

GLYCOGEN DEPOSITION AS AN INDICATOR OF GLUCOSE
METABOLISM DISTURBANCES IN THE BRAIN DUE TO VARIOUS
DAMAGING FACTORS *)

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

Normal nervous tissue accumulates but a small amount of glycogen.
The dependence of polysaccharide accumulation on the stage of matu-
rity of the central nervous system is a very characteristic feature. In
our experiments, carried out on rats aged 1, 2, 3, 4, 6 and 10 weeks it
was shown that glycogen content in the brain of 1-week-old rats rea-
ched the value of 11.3—13.4 mg/100 g of tissue, while that in the brain
of 2-week-old ones was already 3 times higher, remaining at this level
during the subsequent stages of maturation (Mossakowski et al., 1973).

The observed variations in glycogen content were considered to be
related with the shift of glucose metabolism from the pentose mono-
phosphate shunt to the glycolytic pathway occurring at the beginning
of the 2nd week of rat life (Winick, 1970; Balasz, 1970), with a signifi-
cant increase of hexokinase activity at the same time (Wilson, 1972) or
with metabolic processes connected with myelination, taking place bei-
ween the 1st and 6th week of the animal’s life (Bass et al., 1968; Eto,
Suzuki, 1972).

At the histochemical level, the glycogen deposits occur only in some
structures of the central nervous system such as epithelial cells of the
choroid plexus, ependyma, mostly of the III ventricle, subependymal
and subpial layers, some nuclei of the brain stem (mesencephalic nu-
cleus of Vth nerve, large neurons of reticular formation) and ganglionar
layer of cerebellar cortex. Significant species-dependent differences ha-
ve to be pointed out. The presence of glycogen deposits in large motor

*) The paper was presented at the IV Jahrestagung der Geselschaft fiir Neuro-
pathologie der DDR. Mihlhausen, DDR, 1974.
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Fig. 1. Brain stem neurons accumulating glycogen in cytoplasm. Type II glyco-
genosis (Pompe’s disease). Best’s carmine meth. X 200

Ryc. 1. Neurony pnia moézgu spichrzajgce glikogen w cytoplazmie w glikogenozie
typu II (choroba Pompego). Karmin Besta. Pow. 200 X
Fig. 2. The same case. Glycogen deposits in astroglial cells in the white matter.
Best’s carmine meth. X 200

Ryc. 2. Ten sam przypadek. Zlogi glikogenu w astrocytach istoty bialtej. Karmin
Besta. Pow. 200 X
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neurons of the spinal cord of rabbits, observed by Schabadasch (193%)
in contrast to their absence in the cat spinal cord described by Long
et al. (1972) should be stressed. There exist also significant differences
in the localization of normal glycogen deposits between mammals and
fishes, for instance sharks (unpublished personal data).

Abnormal glycogen deposition in the central nervous system resul-
ting from various pathological conditions seems to be a very common
feature. Among those special position has to be attributed to the Pom-
pe’s variant of glycogenosis, being an inborn, genetically induced meta-
bolic error, leading to excess glycogen deposition both in neuronal and
glial elements of the central nervous system (Fig. 1 and 2). In the most
other conditions glycogen accumulation seems to represent entirely
non-specific phenomenon. Abundant glycogen deposits were described
around experimental brain wounds (Friede, 1954; Shimizu, Hamuro,
1958; Klatzo et al.,, 1970; Guth, Watson, 1970) as well as an effect of
irradiation (Klatzo et al., 1961; Miquel et al., 1963; Miquel, Haymaker,
1965; Ostenda et al., 1970). A wide range of pharmacologically active
compounds can also induce an increase of glycogen content in the brain,
among these are reserpine (Albrecht, 1957; Estler, 1961), insulin (Nel-
son et al.,, 1968), ether (Estler, Heim, 1960), phenobarbital (Estler, 1960;
Nelson et al., 1968).

A severalfold increase of glycogen was observed in the central ner-
vous system of rats with alloxan-induced diabetes (Prasannan, Subrach-
manyan, 1968) and in rabbits with hereditary ataxia (Tourtellotte et
al.,, 1966). Glycogen deposits were also noticed in areas surrounding
human (Oksche, 1958) and animal tumors (Szumanska, Kroh, 1975).

Our experimental studies showed, that hypoxic conditions of various
nature involve a common factor leading to the accumulation of abnor-
mal glycogen deposits in nervous tissue.

The phenomenon was observed in both perinatal asphyxia of new-
born monkeys (Mossakowski et al., 1968), hypoxic hypoxia (Mossakow-

Fig. 3. Granular glycogen deposits lying loosely in the neuropil and in the form
of perivascular and perineuronal aggregations in the cerebral cortex of rat. 48 h
after carotid ligation. PAS-dimedon-hematoxylin. X 400
Ryc. 3. Ziarniste ztogi glikogenu lezgce luzno w neuropilu oraz tworzace okoto-
naczyniowe i okoloneuronalne skupienia w korze mézgu szczura, 48 godz. po pod-
wigzaniu tetnic szyjnych. PAS-dimedon-hematoksylina. Pow. 400 X

Fig. 4. Glycogen grains in perikarya and processes of astrocytes in rat brain,
12 h after carotid ligation. PAS-dimedon-hematoxylin. X 200

Ryc. 4. Ziarnistosci glikogenu w perykariach i wypustkach astrocytow w mézgu
szczura, 12 godz. po podwigzaniu tetnic szyjnych. PAS-dimedon-hematoksylina.
Pow. 200 X
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ski, Zelman, 1971), ischemia due to ligation of brain or spinal cord ar-
teries (Pronaszko et al., 1971; Long et al., 1972; Mossakowski et al,
1973; Smialek et al., 1971; Mrsulia et al., 1975) and hypovolemic ische-
mia (Sikorska, Smialek, 1974; Szumanska, Gadamski, 1974) as well as
in acute carbon monoxide intoxication (Smiatek et al., 1973; Korthals et
al.,, 1973; Szumanska, 1973). An essential characteristic of posthypoxic
glycogen accumulation consists in its reversible nature and its localiza-
tion either in the vicinity of irreversibly damaged areas in the tissue
and/or mostly in tissue revealing no histological and ultrastructural le-
sions whatever. Most glycogen deposits occur in the grey structures,
above all in the cerebral cortex. They take the form of fine granular
material lying loosely in the neuropile, very often with perivascuiar
and less frequently perineuronal aggregations (Fig. 3). They are very
common in the vicinity of astrocytic nuclei, and fill their perikarya and
processes (Fig. 4). At the electron microscope level they form abundant
rosettes in perivascular astrocytic processes, in perikarya of astrocytes
and in their processes not connected with vascular walls (Fig. 5). Their
presence in neuronal processes is a very unusual feature. Neuronal
glycogen deposition cccurs very seldom. In our experimental material
deposits were present only in cases of spinal cord moderate ischemis,

Fig. 5. Typical glycogen rosettes in swollen astrccytic processes in rat brain,
24 h after carbon monoxide intoxication. X 7400

Ryc. 5. Typowe rozetki glikogenu w obrzmialych wypustkach astrocytarnych,
24 godz. po zatruciu tlenkiem wegla. Pow. 7400 X
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and occurred in large motor neurons accompanying neuropile and astro-
cyte accumulation (Fig. 6).

In mature animals the glial glycogen deposits were confined exclusi-
vely to the grey brain structures, while in animals with immature cen-
tral nervous system they occurred also in the white matter, mostly in
that of myelinating brain hemispheres. This could be seen both in
asphyxiated newborn monkeys and 1-week old rats with bilaterally li-
gated carotid arteries. The age of animals played also important role
as far as the dynamics of the phenomenon was concerned .The age de-
pendence of the dynamics of glycogen appearance and disappearance
was most clearly demonstrated by polysaccharide accumulation in the
brains of rats, the common carotid arteries of which were ligated at va-
rious ages. The glycogen content in 1-week-old rats was significantly
increased at 24th h after bilateral carotid ligation, while in 6-week-old
ones some enhancement was present already after 12 hrs. Return to nor-
mal glycogen level in the former age group occurred at the 3rd day,
whereas in the latter is was far higher than in controls, even after five
days (Mossakowski et al., 1973). The dynamics of the process was also
dependent on the kind of hypoxia. The glycogen content in the brain
appeared higher much earlier after carbon monoxide intoxication than
in the case of moderate brain ischemia or circulatory hypoxia (Smiatek
et al., 1973; Sikorska, Smiatek, 1974). In asphyxiated newborn monkeys
the greatest glycogen accumulation was noted at the 12th hour follo-
wing experimental procedure, and its return to normal occurred 4 days
later. In the spinal cord ischemia glycogen deposition was first obser-
ved as early as 30 min following abdominal aorta clamping. Full norma-
lization of the histochemical picture occurred 7 days later.

The dynamics and degree of glycogen accumulation was influenced
to a great extent by the tissue composition, as indicated by the diffe-
rences in glycogen content increase in various portions of rabbit brains
in the case of hypovolemic hypoxia.

In all our experiments glycogen deposition was accompanied by chan-
ges in the activity of glycogen-metabolizing enzymes, UDPG-g trans-
ferase and phosphorylases. They were expressed in the appearance or
increase of UDPG-g transferase and phosphorylase activity in astrocy-
tes in all the experiments (Fig. 7) and in neurons in the case
of spinal cord ischemia (Fig. 8). The most striking feature consisted in
the fact that the increase in UDPG-g transferase activity preceded ma-
ximum accumulation of glycogen, this being most early reflected in the
case of carbon monoxide intoxication. The greatest increase of phos-
phorylase activity took place at the time of maximal glycogen deposi-
tion.
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Fig. 6. Large motor neurons from the lumbar segment in cat sacrificed 12 h follo-
wing ligation of aorta. Different pattern of glycogen granules within neuronal
cytoplasm. PAS-dimedon-hematoxylin. X 600

Ryc. 6. Duze neurony ruchowe odcinka ledzwiowego rdzenia kregowego u kota,
12 godz. po podwiazaniu tetnicy glownej. Zlogi glikogenu w perikarialnej i wy-
pustkowej cytoplazmie neuronu. PAS-dimedon-hematoksylina. Pow. 600 X

Fig. 7. Subcortical white matter in a monkey sacrificed 1 h after asphyxia. Astro-
cytes with UDPG-glycogen transferase activity in their cytoplasm. X 460

Ryc. 7. Istota biala podkorowa u malpy w 1 godz. po asfiksji. Astrocytarna ak-
tywnosé¢ transferazy UDPG. Pow. 460 X
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The same phenomenon, consisting in glycogen accumulation and in
changes of glycogen-metabolizing enzymes activity occurred also in
nerve cells and astrocytes cultured in vitro and subjected to anoxic
conditions or to carbon monoxide intoxication (Krasnicka, Renkawek,
1972; Hoppe, 1974).

Glycogen accumulation resulted also from intracerebral injection of
ouabain, a well known membraneous ATP-ase inhibitor, and leading
when given intracerebrally to profuse cytotoxic brain edema. In the
above experimental conditions astrocytic aggregation of polysacchari-
de, accompanied by considerable changes in glycogen-metabolizing en-
zymes activity were observed (Fig. 9). Abnormal glycogen accumula-
tion in these conditions deserves special attention because of its bilate-
ral distribution exceeding by far the area of glycoside diffusion in the
brain tissue, as indicated by radioisotopic studies of Towfighi and Go-
natas (1973), the long duration of the process and its entirely different
dynamics as compared to that in cases of brain hypoxia or ischemia
{(Zelman, Pronaszko-Kurczynska, 1975).

Similar changes were observed by Szumanska et al. (1974) in experi-
mental vasogenic brain edema induced by brain compression caused by
a supradurally located balloon. However, they were much less prono-
unced, this probably being related with early stages of brain edema.
Their mechanism owing to dominating hemodynamic disturbances was
considered to be similar to that in cases of brain ischemia.

In addition to the above mentioned generalized or focal brain patho-
logy, glycogen accumulation occurs in some reversible neuronal dege-
nerative processes, namely in cases of experimentally induced axonal
reaction. Damage of the peripheral nerves, as in experiments of Szu-
manska and Rap (1971), resulted in polysaccharide accumulation in cer-

Fig. 8. Glycogen phosphorylase a activity in the anterior horn neurons in cat
sacrificed 24 h after ligation of aorta. High enzyme activity in neuronal cyto-
plasm and processes. Takeuchi, Kuriaki. X 200

Ryc. 8. Aktywnos$¢ fosforylazy a w rogu przednim rdzenia u kota w 24 godz. po
podwigzaniu tetnicy gléownej. Wysoka aktywno$¢ w cytoplazmie perikarialnej
i wypustkowej motoneuronéw. Takeuchi, Kuriaki. Pow. 200 X

Fig. 9. Cerebral cortex of rat, 48 h following intracerebral ouabain injection.
Abundant astrocytic and neuropil glycogen deposits. PAS-dimedon-hematoxylin.
X 200

Ryc. 9. Kora moézgu szczura, 48 godz. po domoézgowej injekcji ouabainy. Obfite
ziarniste ztogi glikogenu w astrocytach i neuropilu. PAS-dimedon-hematoksylina.
Pow. 200 X
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tain motor neurons, related with damaged axons. The phenomenon oc-
curred at the time of advanced tigrolysis, and disappeared with tigroid
formation. Increase of UDPG-g transferase and phosphorylases activi-
ties, taking place at corresponding time intervals was an accompanying
feature. The same phenomenon was represented by glycogen accumu-
lation in neurons of dorsal root ganglia grown in vitro cultures. The
polysaccharide accumulation and increased activity of the metabolizing
enzymes disappeared at the time of tigroid reconstruction (Krasnicka,
1969).

The review of the literature and the presented results of our own
experiments indicate that glycogen accumulation and abnormalities in
the activity of glycogen-metabolizing enzymes are a nonspecific mani-
festation of disturbances of nerve tissue metabolism, accompanying va-
rious pathological conditions. The full reversibility of the process, its
occurrence in areas of entirely undamaged tissue or in elements of the
latter revealing features of reversible abnormalities (axonal reaction)
allow to consider glycogen accumulation as a manifestation of early
and reversible metabolic disturbances, showing no histopathological or
ultrastructural exponents. This process expresses undoubtedly abnor-
malities in glucose metabolism. Time sequences of polysaccharide accu-
mulation and variations in glycogen-metabolizing enzymes activity as
well as isotope studies of Guth and Watson (1970) and Sikorska et al.
(1975) are strongly suggestive of an increased glycogen synthesis rather
than inhibition of its enzymatic breakdown. The mechanism of abnor-
mal glycogen accumulation remains unknown. Numerous pathogenetic
theories have been offered. The most attractive explanation of the phe-
nomenon seems to be that based on the assumption of reduced glucose
utilization by the tissue. The occurrence of glycogen accumulation in
conditions of reduced tissue metabolism (reserpine, ether, barbiturates)
or in cases of excess of glucose (alloxan-induced diabetes), as well as in
processes, in which, owing to the preceding hypoxia, the rate of meta-
bolic processes is diminished (reduced protein and nucleotide biosynthe-
sis, shown by Yap and Spector (1965) and Albrecht (1972) to follow
hypoxic accidents) is strongly suggestive of such a possibility. Astrocy-
tic or mostly astrocytic localization of glycogen might be related witia
their transport functions, although our tissue culture studies indicate
the possible role of disturbances of their own metabolism. Neuronal
glycogen deposition according to Long’s and his colleagues (1972) opi-
nion — occurs only in those nerve cells, which posses the necessary en-
zymatic apparatus for glycogen synthesis. However, molecular mecha-
nisms of glycogen accumulation still remain to be elucidated.

http://rcin.org.pl



Nr 1 Glycogen deposition in CNS 93

M. J. Mossakowski, I. B. Zelman

ODKLADANIE SIE GLIKOGENU W MOZGU JAKO WYKLADNIK
ZABURZENIA PRZEMIANY GLUKOZY W NASTEPSTWIE DZIALANIA
ROZNYCH CZYNNIKOW USZKADZAJACYCH

Streszczenie

Zawartos¢ glikogenu w prawidlowym moézgu jest niewielka, a histochemicznie
wykrywalne zlogi spotyka sie tylko w niektérych strukturach osrodkowego ukla-
du nerwowego. Zwiekszenie zawartosci tego polisacharydu wystepuje jako zjawi-
sko fizjologiczne w okresie dojrzewania tkanki nerwowej oraz w stanach pato-
logicznych o roéznej etiologii. Oprocz glikogenozy, w ktorej odkladanie sie gliko-
genu w osrodkowym ukladzie nerwowym jest wynikiem uwarunkowanego gene-
tycznie zaburzenia przemiany, obserwowano gromadzenie sie glikogenu jako zja-
wisko przejsciowe w nastepstwie niedotlenienia, uogélnionego i miejscowego nie-
dokrwienia, po zatruciu tlenkiem wegla, po domézgowym podaniu ouabainy oraz
w innych procesach prowadzacych do zaburzen przemiany w tkance nerwowej ale
nie powodujgcych zmian strukturalnych, lub wylgcznie zmiany odwracalne. Zmia-
nom zawartosSci glikogenu towarzyszg zaburzenia w aktywnosci enzymoéw biora-
cych udzial w jego przemianie, UDPG-g transferazy i fosforylaz. Dynamika roz-
woju tych zmian jest rézna w zalezno$ci od stopnia dojrzalosci osrodkowego u-
ktadu nerwowego, rodzaju czynnika patogennego oraz gatunku zwierzat doswiad -
czalnych. Zlogi glikogenu gromadzg sie przede wszystkim w neuropilu, perikario-
nach i wypustkach astrocytéw, rzadko i tylko w niektérych strukturach réwniez
w perikarionach duzych neuronéw ruchowych. W dojrzalym mézgu glikogen ob-
serwowano wylgcznie w strukturach szarych, w niedojrzalym, a zwtlaszcza mie-
linizujacym sie réwniez w istocie bialej. Wzrost zawartosci glikogenu, ktérego
mechanizm nie jest wyjasniony, stanowi niespecyficzny wykladnik zaburzen prze-
miany glukozy w tkance nerwowej, wyprzedzajagcy pojawienie sie histologicz-
nych i submikroskopowych uszkodzen osrodkowego ukladu nerwowego.

M. 5. MoccakoBcku, V. B. 3enbman

OTJIOZKEHME T'JIMKOT'EHA
B MO3Iy, KAK IIOKABATEJbL HAPYIIEHUA OBMEHA TJIOKOS3BI
B PE3VJBTATE JEVCTBUSI PA3JIMYHBIX ITOBPEZKJIAIOIIUX H$AKTOPOB

Pe3mome

CopepxkaHnmue TJIMKOTeHa B HOPMAJIbHOM MO3Ty HEBEJIMKO, a TIMCTOXMMMUYECKMU
obHapyXMMble OTJIOXKEHMA BCTPEYAITCA TOJBKO B HEKOTOPBLIX CTPYKTypax IIHC.
YBeiuueHue COAEpPIKaHMA 9TOr0 IoJucaxapujaa BbICTyHaeT KakK (OU3MOJIOTUYECKOe
ABJIEHME B II€pMOJ CO3peBaHMA HEPBHOM TKaHU M B I[1aTOJIOIMYECKUX COCTOSHUAX
¢ pasHoi stuojorueir. Kpome rimkoreHosa, mpuM KOTOPOM OTJIOKEHME TIJIMKOTeHa
B I[HC #ABJIAeTCA PpPe3yJbTaTOM TeHeTu4YeCcKy O0OyCJIOBJIEHHOTO HapyuieHus obmewna,
Habroza10ch HAKOMJIEHME TJIMKOTEeHA B ILHC KaK IPexXojsllee sBJIEHME B pe3yJibTaTe
UIIOKCMY, OOIIeyt M MeCTHOM MIIeMMu IHC, I[I0Cjie OTPaBJIEHUS OKMUCBHIO yrie-
poja, mocje BHYTPMMO3rOBOro BBejaeHusa oyabaumHa, a TakKxKe JPYIMX IIPOLIECCOB,
NpUBOAAINMX K HapylleHuaM ob6MeHa B HEPBHOM TKaHM, HO HE€ BbI3bIBAIOIIMX
KakKux-aubo CTPYKTYPHBIX M3MEHEeHMII B IHC WIM BbI3LIBAIOIIUMX TOJBKO obpa-
TUMble U3MeHeHMusA. J3MeHeHMA COAepIKaHMUA TIJMKOTEHA CONPOBOKAAJUCH Hapy-
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ILIEHUAMM AKTUBHOCTM (DEePMEHTOB, ydacTByOUmMX B ero obmene, YJIPT-r TtpaHc-
depa3sl u docdopunas. JIMHaMuMka pa3BUTHUA ITUX M3MEHEHMM pa3iIuMyHa B 3aBUCU-
MOCTM OT CTENEeHM 3peJIOCTM IIHC, XapaKTepa IIaTOT€HHOro (paKTopa M BHUJa OIBITHBIX
FKMUBOTHbIX. OTJOXKEHUA TJMKOreHa HaKallJIMBAaIOTCA IIpexKJe BCero B HeNpomnuie,
NepMKapMoOHax M OTPOCTKAX aCTPOLMTOB, PEAKO M TOJbKO B HEKOTOPBIX CTPYKTypax
TaKe B INepuKapMoHax O0oJbIIMX JBUraTeJbHbIX HEMPOHOB. B 3pesom Mo3ry
raukoreH Habiaromanu TONBKO B CepbIX CTPYKTypaxX, B Heco3peBlIeM M, ocobeHHO,
MMUEeJIMHU3UPYIOLEMCA MO3ry — TaKzKe B Oesom BellectBe. Bo3pacranue copepzKaHusd
rJIMKOTeHa, MeXaHM3M KOTOPOTO He BbIACHEH, SABJAETCA HecneumuduyeckKuM IoKasa-
TeJeM Hapyllenuit obme:ia TiIIOKO3bl B HEPBHOM TKaHM, OIlepeXKalllMM I0ABJI€HMUe
TMCTOJIOTMYECKXX M CyOMMKDOCKONMYECKMX IOBPEXKJAEHMM I[HC.
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WPLYW SUROWICY OD CHORYCH Z ZESPOLEM
MOCZNICOWYM, MOCZNIKA I KREATYNINY NA
ORGANOTYPOWA HODOWLE TKANKI NERWOWEJ.

II. BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE

Zesp6t! Neuropatolegii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespolu: prof. dr M. J. Mossakowski
Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego
Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Pracowni: doc. dr J. W. Borowicz

Doniesienie niniejsze zawiera druga czes¢ badan morfologicznych do-
tyczacych wplywu surowicy od chorych z zespolem mocznicowym na
organotypowa hodowle tkanki nerwowej. W pierwszej cze$ci przedsta-
wiono obserwacje w mikroskopie $wietlnym dotyczace zmian morfolo-
gicznych i histoenzymatycznych (Krasnicka 1977). Celem drugiej czes$-
ci badan jest ocena zmian ultrastrukturalnych w 3-tygodniowych ho-
dowlach mézdzku w tym samym uktadzie do$swiadczalnym.

MATERIAL I METODY

Material stanowily 3-tygodniowe hodowle z mo6zdiku noworodkow
szezurzych z odpowiednich grup doswiadczalnych: 1) z surowicg cho-
rych z zespolem mocznicowym, 2) z mocznikiem, 3) z kreatyning. Grupe
czwartg stanowily hodowle kontrolne. Szczegélowy uklad doswiadcze-
nia przedstawiono w I czeSci pracy (Krasnicka 1977). Materiai ze wszy-
stkich grup doswiadczalnych utrwalono w aldehydzie glutarowym 1,6%
w buforze fosforanowym o pH 7,4 oraz w 1% czterotlenku osmu w tym
samym buforze. Material odwadniano w alkoholach o wzrastajgcym
stezeniu 1 zatopiono w eponie 812. Ultracienkie skrawki skrawano w
utramikrotomie Reicherta CmU 2 i kontrastowano octanem uranylu
i cytrynianem olowiu. Zdjecia wykonano w mikroskopi&e elektronowym
JEM T7A.
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WYNIKI

Grupa I Obserwacje mikroskopowo-elektronowe hodowli podda-
nych dzialaniu surowicy od chorych z zespolem mocznicowym wykazujg
wyrazne zmiany w porownaniu z obrazem ultrastrukturalnym komérek
nerwowych i glejowych przetrzymywanych w warunkach prawidlowej
hodowli. W cytoplazmie duzych neuronéw (komoérki Purkinjego) spo-
strzega sie zanik szorstkiej siatki srédplazmatycznej, zmniejszenie ilos-
ci rybosomoéw i polirybosoméw oraz nieznaczne poszerzenie kanalow
aparatu Golgiego. Czesto spotyka sie obrzmiale mitochondria z jasng
macierzg i z fragmentami uszkodzonych grzebieni (ryc. 1). Cytoplazma
tych komoérek zawiera liczne, roznej wielkosci lizosomy oraz kule lipi-
dowe o zrbéznicowanej gestosci elektronowej. Neurony mate odpowiada-
jace komorkom warstwy ziarnistej wykazujg mniejsze uszkodzenia. Ich
siatka $rodplazmatyczna jest zazwyczaj dobrze wyksztalcona wykazujac
typowe rownolegte uklady kanaléw (ryc. 2), Mitochondria s wydiuzo-
ne, raczej liczne i drobne, o gestej macierzy, z zachowanymi grzebie-
niami. Tylko nieliczne mitochondria sg obrzmiate, jednakze w mniej-
szym stopniu niz ma to miejsce w komoérkach Purkinjego. W cytoplaz-
mie komorek ziarnistych wystepujg liczne, drobne lizosomy, rzadziej
spotyka sie kuliste struktury lipidowe (ryc. 3). Aparat Golgiego wyka-
zuje cechy przerostu (ryc. 4). Blona jadrowa i ukilad chromatyny duzych
i malych neuronéw przedstawiajg sie¢ prawidlowo.

Aksony komoérek nerwowych sg przewaznie zmielinizowane. Struktu-
ra mieliny wykazuje znaczne uszkodzenia polegajace na rozwarstwieniu
i na ograniczonym zatarciu budowy blaszek. Cytoplazma aksonoéw cze-
sto pozbawiona typowych organelli zawiera drobne, klaczkowate two-
ry (ryc. 5). Tylko w nielicznych aksonach widoczne sg prawidlowo
uksztaltowane neurotubule.

Oligodendrocyty charakteryzuje cytoplazma o duzej gestosci elektro-
nowej. Ich jgdra wykazujg charakterystyczne uklady chromatyny ja-

Ryc. 1. Grupa I. Fragment komoérki Purkinjego z obrzmialymi mitochondriami
(m), sfragmentaryzowang szorstkg siatkg s$rodplazmatyczng. Widoczne sg takze
formacje mielinowe (My) i kule tluszczowe (L). Pow. 15000 X

Fig. 1. Group 1. Fragment of Purkinje cell with swollen mitochondria (m) and
fragmented rough endoplasmic reticulum. My — myelin structures, L. — lipid
bowls. X 15000

Ryc. 2. Grupa 1. Fragment komoérki nerwowej warstwy ziarnistej. Widoczna jest
dobrze zachowana szorstka siatka $rédplazmatyczna, zlogi lipidowe i obrzmiate
mitochondrium. Pow. 18 000 X

Fig. 2. Group I. Fragment of nerve cell from granular layer. Well preserved
rough endoplasmic reticulum, lipids deposits and swollen mitochondrium. X 18 000
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drowej i prawidlowo uksztaltowang blone jadrowa. W cytoplazmie oli-
godendrocytéw wystepujg liczne lizosomy i krople lipidowe (ryc. 6).
Siatka S$rédplazmatyczra szorstka zlozona jest przewaznie z krotkich
kanaléw. Aparat Golgiego jest zazwyczaj dobrze rozwiniety i zawiera
liczne, poszerzone kanaly. Drobne, wydiuzone mitochondria wystepuig
na ogél w niewielkich ilosciach. Ich macierz jest zezwyczaj gesta, o
grzebienie dobrze wyksztalcone.

Astrocyty wykazuja najbarcziej nasilone zmiany ultrastrukturalne.
Kanaty szorstkiej siatki $rédplazmatycznej ca bardzo poszerzone, two-
rzg wakuole, na obwodzie kté¢rych widoczne sg niewielkie zgrupowania
rybosoméw. W niektérych komoérkach cbserwuje sie znaczne odwar-
stwienie zewnetrznej pochewki karioplazmy. Mitochondria sg przewaz-
nie obrzmiale o malej gestosci macierzy, czesto pozbawione grzebieni
lub zawierajgce tylko ich resztki (ryc. 7). W cytoplazmie astrocytéw
obecne sg liczne lizosomy. Aparat Golgiego w poszczegdlnych komor-
kach wykazuje zréznicowany stopien przerostu (ryc. 8). Niektore astro-
cyty ulegajg catkowitej dezintegracji. Komoérki mikrogleju nie wykazu-
ja wiekszych nieprawidlowosci w obrazie jadra i cytoplazmy.

Grupa II Obserwacje mikroskopowo-elektronocwe hodowli podda-
nych dzialaniu egzogennego mocznika w stezeniu 100 mg% wykazuja
nieznaczne odchylenia w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi. Struk-
tura komoérek Purkinjego i komorek ziarnistych jest prawidlowa. Akso-
plazma wypustek osiowych réwniez nie wykazuje zmian. Obserwuje sie
natomiast zmiany w oslonce mielinowej wokdl licznych widkien osic-
wych. Zaburzenia struktury mieliny polegajg przede wszystkim na roz-
warstwieniu blaszek, ktéore doprowadza do pojawienia sie nieregular-
nych przestrzeni pomiedzy jej poszczeg()lnymi warstwami.

Oligodendrocyty wykazujg przede wszystkim zwiekszona ilos¢ lizoso-
mow oraz obecnos$¢ kul lipidowych (ryc. 9). W cytoplazmie oligodendro-
cytow wystepuje wyraznie wyksztalcony i rozbudowany aparat Gol-

Ri/c. 3. Grupa I. Fragment komorki nerwowej z licznymi lizosomami i zlogami
tluszczowymi. Wydiuzone mitochondria z zachowanymi grzebieniami. Pow. 14000 X

Fig. 3. Group 1. Fragment of nerve cell with numerous lysosomes and lipid depo-
sits. Elongated mitochondria with preserved cristae. X 14000

Ryec. 4. Grupa I. Fragment malego neuronu z dobrze zachowang szorstky siatkg

srodplazmatyczng i licznymi drobnymi mitochondriami. Aperat Golgiego z ce-

chami przerostu. Obok obrzekla ostonka mielinowa z zatarta strukturg blaszek
(strzatka). Pow. 10000 X

Fig. 4. Groug I. Fragment of small neuron with well preserved rough endoplas-

mic reticulum and ~numerous small mitochondria. Golgi apparatus with featu-

res of hypertrophy. In the vicinity swollen myelin sheath with obliterated struc-
ture of lamellae (arrow). X 10000
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giego z poszerzonymi kanalami (ryc. 10). Astrocyty i ich wypustki sg
obrzmiate. Cytoplazma astrocytéw o bardzo niskiej gestosci elektrono-
wej zawiera nieliczne mitochondria przewaznie z prawidlowa struktura,
roznej wielkosci lizosomy oraz znaczng ilo$¢ ziaren glikogenu (ryec. 11).
Zawarlosc¢ gliofibrylli w poszczegélnych komoérkach jest zréznicowana.

Hodowla poddana dzialaniu mocznika w stezeniu 200 mg % wykazu-
je zmiany ultrastrukturalne o podobnym charakterze. Zwigkszenie ste-
zenia mocznika w medium nieznacznie nasila cechy uszkodzenia cyto-
plazmy komoérek. Zmiany dotyczg jednakze wiekszej liczby komérei
glejowych: astrocytow i oligodendrocytow.

Grupa III Obserwacje hodowli po podaniu kreatyniny w stezeniu
5 mg % do $rodowiska odzywczego, pozwalajg na stwierdzenie zmian w
strukturze komoérek glejowych podobnych do opisanych w grupie z eg-
zogennym mocznikiem. Zwiekszenie stezenia kreatyniny do 10 mg %
w Srodowisku wywoluje zmiany w wiekszej ilosci komorek glejowych.
Natomiast charakter uszkodzen raczej nie ulega zmianom. Najistotniej-
sze nieprawidlowosci, stwierdzone w tej grupie doswiadczalnej, dotyczg
komoérek glejowych. Oligodendrocyty charakteryzuje zwiekszona ilosé¢
lizosoméw i obecno$¢ licznych kul lipidowych (ryc. 12). Astrocyty ule-
gaja obrzmieniu i zawierajg liczne ziarna glikogenu tworzgce agregaty
w niektorych komorkach (ryc. 13). Neurony nie wykazuja wiekszych
odchylen w poréwnaniu z grupg kontrolng. Jedynie mitochondria
w niektéorych sposrod nich ulegajg obrzmieniu. Wyrazne natomiast sg
zmiany w strukturze mieliny, polegajgce na poszerzeniu przestrzeni
pomiedzy blaszkami. W aksoplazmie obecne sg dobrze zachowane neuro-
tubule (ryc. 14).

OMOWIENIE

Obserwacje mikroskopowo-elektronowe hodowli moézdzku poddanych
dzialaniu surowicy chorych z zespotlem mocznicowym, mocznika i krea-
tyniny w poszczegélnych grupach doswiadczalnych potwierdzaja po-

Ryc. 5. Grupa I. Zmiany w budowie ostonki mielinowej, rozwarstwienie blaszek
i czeSciowe zatarcie ich struktury; aksoplazma o niskiej gestosci elektronooptycz-
nej z klaczkowatym materialem. Pow. 15000 X

Fig. 5. Group I. Structural changes in myelin sheath : splitting of lamellae and
partial obliteration of lamellar structure; axoplasm of low electron density with
flake-like material. X 15000

Ryc. 6. Grupa I. Fragment oligodendrocytu z licznymi kroplami lipidowymi. Pow.
15000 X

Fig. 6. Group I. Fragment of oligodendrocyte with numerous lipid drops. X 15000
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przednie spostrzezenia morfologiczne przedstawione w I czeSci pracy
(Krasnicka 1977). Najwieksze nasilenie zmian ultrastrukturalnych wy-
stepuje w grupie z surowicag od chorych z zespolem mocznicowym.
Obok zmian zwyrodnieniowych komorek glejowych obserwuje sie tu
wyrazne uszkodzenie neuronéw polegajace na obrzmieniu ich mitochon-
driow i destrukcji elementéw aksoplazmy. Uszkodzenia mieliny obser-
wowane w mikroskopie $wietlnym znajduja swoéj odpowiednik w obra-
zach mikroskopowo-elektronowych wszystkich trzech grup doswiadczal-
nych. Uszkodzenie mieliny jest jednakze najwyrazniejsze w grupie z su-
rowicg od chorych z zespolem mocznicowym.

Podanie do tkanki nerwowej hodowanej in vitro pojedynczego czyn-
nika ratogennego, mocznika badz krectyniny wywoluje zmiany przede
wszystkim w strukturze komoérek glejowych. Nie obserwuje si¢
natomiast zmian w mikrogleju. Cbecncs$¢ ziaren glikogenu w astrocy-
tach, stwierdzona w grupie II (mocznik) i w grupie III (kreatynina),
przemawia za mniejszym uszkodzeniem metabolicznym tkanki niz
w grupie z surowicg od chorych » zespolem mocznicowym.

Badania mikroskopowo-elektronowe wskazujg na odmienny charak-
ter zmian zwyrodnieniowych w astro- i oligodendrogleju. Zréznicowa-
nie to daje sie przesledzi¢ we wszystkich grupach doswiadczalnych, nie-
zaleznie od stezenia czynnikow patogennych. Oligodendrocyty obok
zwickszenia ilosci lizosomow wykazujg nagromadzenie substancji lipi-
dowych w cytoplazmie. W astrocytach wystepuje znaczne cbrzmienie
cytoplazmy z wybitnym poszerzeniem kanaléw szorstkiej siatki $roc-
plazmatycznej.

Spostrzegana odrebnoes¢ uszkodzenia astrocytéow i oligodendrocytéw
nie ma charakteru swoistego dla toksyn mocznicowych. Podobne zmia-
ny obserwowano po niedotlenieniu (Krasnicka i wsp. 1973, 1976), po za-
truciu tlenkiem wegla (Korthals i wsp. 1973) i w nastepstwie zatrucia
cyjankami (Mossakowski, Gajkowska 1976). Wydaje sie zatem, ze ro-
dzaj reakcji komoérek glejowych na dzialanie czynnikéw uszkadzajacych
uzalezniony jest przede wszystkim od typu komoérki i od jej funkcji.

Ryc. 7. Grupa I. Fragment astrocytu. Bardzo znaczne poszerzenie kanaléw szor-

stkiej siatki srodplazmatycznej (ER) i rozwarstwienie zewnetrznej pochewki kario-

plazmy (strzatki). Obrzmiale mitochondria calkowicie pozbawione grzebieni (m).
Pow. 27 C00 X

Fig. 7. Group I. Fragment of astrocyte. Very pronounced dilatation of the rzuszh
endoplasmic reticulum channels (ER) and spliting of external envelope of karyo-
plasm (arrows'. Swollen mitcchendria completely depleted of cristae (m). X 27000
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Ryc. 9. Grupa II. Fragment oligodendrocytu z licznymi lizosomami i kulami
lipidowymi. MB — cialo wieloblaszkowe. Pow. 12 000 X

Fig. 9. Group II. Fragment of oligodendrocyte with numerous lysosomes and
lipid bowls. MB — multilamellar body. X 12000

W dostepnym piSmiennictwie nie spotkaliSmy danych dotyczacych
zmian ultrastrukturalnych w moézgu w przebiegu mocznicy. Badano
natomiast w mikroskopie elektronowym material biopsyjny z nerwéw
obwodowych od chorych z mocznicg. Zaréwno Appenzeller i wsp. (1971)
jak i Cervos-Navarro i wsp. (1974) wykazali podobny charakter uszko-
dzen w wycinkach z nerwéw obwodowych w przypadkach mocznicy.
Zasadnicze zmiany polegaly na odcinkowej demielinizacji, uszkodzeniu
i zaniku aksonoéw, rozplemie komoérek Schwanna oraz wzmozonej ilosci
glikogenu i cial tluszczowatych w ich cytoplazmie.

Ryc. 8. Grupa I. Fragment astrocytu z licznymi lizosomami; mitochondria
obrzmiale pozbawione grzebieni (m). Odcinkowo poszerzone zbiorniki aparatu Gol-
giego. Pow. 22000 X

Fig. 8. Group I. Fragment of astrocyte with numerous lysosomes. Swollen mito-
chondria depleted of cristae (m). Cisterns of Golgi apparatus dilatated in some
fragments. X 22000
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Rye. 12. Grupa III. Fragment cligodendrocytu z Fulemi lipidowymi i drobnymi
lizoscmami w cytoplazmic. Pow. 100C0 X

Fig. 12. Group III. Fragment of oligodendrocyte with lipid bowls and small ly-
sosomes in cytoplasm. X 10000

Uwzgledniajgc zasadnicze roéznice pomiedzy materialem biopsyjnym
i do$wiadczalnym pochodzgcym z hodowli tkankowej, nalezy podkresli¢
podobny charakter zmian wywolanych przez czynniki toksyczne wy-
stepujace w zespole mocznicowym. Istotne jest przede wszystkim podo-
bienstwo w reakcji komoérek odpowiedzialnych za mielinizacje w ukta-
dzie nerwowym obwodowym i os$rodkowym — komoérek Schwanna
i oligodendrocytow.

Ryc. 10. Grupa II. Fragment oligodendrocytu z licznymi lizosomami, kulami lipi-
dowymi i poszerzonymi zbiornikami aparatu Golgiego. Pow. 14000 X

Fig. 10. Group II. Fragment of oligodendrocyte with NuUMErous lysosomes, lipid
bowls and dilatated cisterns of Golgi apparatus. X 14000
Ryc. 11. Fragment hodowli z grupy II. Obrzmiate wypustki astrocytow z obfity-
mi ziarnami glikogenu. Pow. 13 000 X

iig. 11. Fragment of culture of group II. Swollen astrocytic processes with abun-
dant glycogen grains. X 13000
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3. Kpacbuuuka, K. OabsieBcka, E. BopoBuu

BJIUAHUE CBIBOPOTKM BOJBHBIX C YPEMUYECKUM CUHJIPOMOM,
MOYEBMHBI U KPEATUHUWHA
HA OPI'AHOTUIIMYECKVYIO KVJIBTYPY HEPBHOM TKAHU

1I. DJIeKTPOHHOMMKPOCKONNYECKME MCCIeJOBaHUA
PezmomMme

D1eKTPOHHOMMKPOCKONMMYECKNE MCCJIeJOBAHUA KYJIbTYpP, HNOABEPTHYTHIX AECTBUIO
CbIBOPOTKM OOJBHBIX € ypeMMYECKMM CMHAPOMOM, MOYEBMHBI M KpeaTuMHMHA, I0J-
TBEPKJAIOT NpeAblaylolye MopdoJiornyeckue Habiroaenus, npejcraBieHHble B 1
yacTu paborsl.

Haubosbiiasgs MHTEHCUMBHOCTBH YJIBTPACTPYKTYPHBIX M3MEHEHMM yCTaHOBJEHa MOcie
BBeZleHus ChIBOPOTKy Oosbubix. B 9TOi rpynme HabiaiofaloTcs M3MEHEHMS B HENPO-
HaX, 3aKJjioydamplmecs B HabyXxaHMM MUTOXOHAPMIM M JECTPYKUMM aKcomiasmsbl Jlere-
HepaTUBHble M3MEHEHUs TJIMO3HBIX KJIETOK U IOBpeXJeHMEe CTPYKTYpPbl MMeNIMHa
HabJIIoNal0OTCA BO BCEX ONBITHBIX TPYINax, NPUYEM MHTEHCUMBHOCTH 3TUX CHMIITOMOB
Haubonpmias B rpynme I

DNEeKTPOHHOMMKDPOCKOIMYEeCKue HablIofennss MOATBEPAMJIM MHOM XapakTep JAere-
HEPATUMBHBIX M3MEHEHMII B acTpPOUMTAaX M B OJMIOJAEHAPOLMTAX. ACTPOUMUTBHI obHa-
PYXMBAIOT CKJOHHOCTh K HabyXaHMIO LMTOIJIA3Mbl M PAaCUIMPEHMIO KaHaJIOB 9HJ0-
IJ1a3MaTUYECKOM CeTH, a OJMIOAEeHAPOLUMTHI HAKAIlJIMBAKOT 4Ype3MepHble KOJMYecTBa
JKUPOBBLIX BEIECTB.

Z. Krasnicka, K. Olszewska, J. Borowicz

EFFECT OF SERUM FROM PATIENTS WITH UREMIC SYNDROME, UREA
AND CREATININE ON ORGANOTYPIC NERVE TISSUE CULTURE

II. Electron microscopic studies
Summary

Electron-microscopic studies on a culture subjected to the action of serumn
from uremic patients, urea and creatinine confirmed previous morphological fin-
dings presented in part I of the work.

The most pronounced ultrastructural changes followed the administration of
serum. The changes in this group included swelling of mitochondria and destruc-
tion of axoplasm in neurons. Degenerative changes in glial cells and myelin

Ryc. 13. Grupa III. Nagromadzenie ziaren glikogenu w wypustce astrogleju. Pow.
16 000 X

Fig. 13. Group III. Accumulation of glycogen grains in astroglial process. X 16 000
Ryc. 14. Grupa III. Uszkodzona wypustka osiowa. Rozwarstwienie blaszek mieliny.
W aksoplazmie (A) widoczne neurotubule. Pow. 18000 X

Fig. 14. Group III. Damaged axon and splitting of myelin lamellae. Neurotubules
in axoplasm (A). X 18000
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damage could be observed in all the experimental groups, but were most inten-
sive in group I.

Electron-microscopic observations confirmed a different character of dege-
nerative changes in astrocytes and oligodendrocytes. Astrocytes showed a ten-
dency to swelling of cytoplasm and dilatation of the rough endoplasmic reticu-
ium channels, while oligodendrocytes accumulated an excess of lipid substan-
ces.
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AKTYWNCSC OKSYDAZY CYTOCCHROMOWEJ
W MITOCHONDRIACH MOZCU NOWORODKA KROLIKA
PO NARKOZIE HALOTANOCWEJ
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Bogate pismiennictwo poswiecone wplywowi halotanu na ustréj zy-
wy dotyczy glownie jego dzialania hepatotcksycznego. Liczba prac na
temat zmian bicchemicznych i zaburzen czynnosciowych stwierdzanych
pod wplywem halotanu w osrodkowym ukladzie nerwowym jest stosun-
kowo niewielka (Cohen i wsp. 1964; Clark, Rosner 1973; Cohen 1975;
Fink, Haschke 1973; Rosenberg, Haugaard 1973; Smith A.L. 1973;
Smith A.L. i wsp. 1973; Smith H. 1973), a prace omawiajgce zmiany
ultrastrukturalne w os$rodkowym ukladzie nerwowym zwierzat podda-
nych dzialaniu halotanu nalezg do rzadkosci (Chang i wsp. 1974).

Powszechne stosowanie narkozy halotanowej w Kklinice dzieciecej,
ubdéstwo piSmiennictwa na temat dzialania halotanu na ustréj niedoj-
rzaly i réznice w reakcji moézgu dojrzalego i dojrzewajgcego po zadzia-
faniu tego samego czynnika, sklonily ncs do zbadania wplywu halotenu
na mozg w okresie rozwoju.

Bezposrednim celem pracy bylo okreslenie aktywnosci oksydazy cy-
tochromowej w mitochondriach pélkul mézgu ncworodkéw kroliczych
poddanych jednorazowej i dwukrotnej narkozie halctanowej.

MATERIAL I METODY

Prace wykonano na 83 noworcdkach kroéliczych, z ktérych 19 uzyto
do ustalenia dawki narkotycznej halotanu, 21 stuzylo do doswiadczeri,

Neuropatologia Polska — 8
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a pozostale 43 stanowily material kontrolny i stuzyly do okreslenia
aktywnosci oksydazy cytochromowej w warunkach prawidlowych.

Dla ustalenia dawki narkotycznej halotanu wykonano dwa rodzaje
doswiadczen: ze stezeniem par halotanu w komorze — 0,3—0,5% i ze
stezeniem — 0,2—0,3%.

Noworodki krolicze poddane w pierwszym dniu zycia jednogodzinne-
mu dziataniu 0,3—0.5% halotanu padly, natomiast poddane jednogodzin-
nemu dziataniu 0,2—0.3% halotanu, przezyly narkoze bez objawow cho-
robowych. Dawke 0,2—0,3% przyjeto jako dawke narkotyczng halc-
tanu.

Zwierzeta doswiadczalne podzielono na dwie grupy. W pierwszej
grupie — noworodki krolicze poddawano narkozie halotanowej (0,2--
—0,3%) w pierwszym dniu zycia przez 60 minut. W drugiej grupie -—
narkoze halotanowg (0,2—0,3%) powtarzano dwukrotnie — w pierw-
szym dniu zycia przez 60 minut i w czwartym dniu zycia przez 30 mi-
nut.

Znieczulanie krolikéw przeprowadzano przy pomocy specjalnie zbu-
dowanego obwodu znieczuleniowego, dzialajgcego na zasadzie metody
otwartej znieczulenia wziewnego z jednokierunkowym przepltywem po-
wietrza. Og6lny uklad urzgdzenia przedstawia zalgczony schemat (rye.
1). W sklad urzgdzenia znieczulajgcego wchodzily: komora znieczule-
niowa (1); parownik procentowy do halotanu Fluotec Mark 3 (2); worek
rezerwowy na powietrze (3) i zmodyfikowany (z jednokierunkowymi
zastawkami) worek oddechowy typu , Ambu” (4). Pojemnos$¢ komory
wynosita 1 litr. Dno komory bylo réwnomiernie perforowane otworami
o srednicy 3 mm. W Srodku pokrywy znajdowal sie otwér wpustowy,
przez ktory wchodzitlo do komory powietrze wraz z parami halotanu
z szybko$cig 1,5—2 litra na minute, wychodzgc przez perforowane dno
komory do otaczajacej atmosfery. W ten sposéb w komorze zostal za-
pewniony jednokierunkowy przeplyw powietrza wraz z okreslonym
przez parownik stezeniem par halotanu, bez gromadzenia sie dwutlenku
wegla, ktory jako ciezszy od powietrza wychodzil na zewngtrz przez
otwory w dnie komory. Szybko$¢ przeplywu powietrza przez komore
(1,5—2 1/min) okres$lono na modelu prébnym postugujgc sie przeptywo-
mierzem tlenowym. Wtlaczanie powietrza do worka rezerwowego uzy-
skiwano przez reczny ucisk worka typu ,,Ambu”, ktérego zastawka wy-
dechowa zostala zatkana szczelng przykrywkg gumowg. W ten sposob
wyplyw zwrotny z worka typu ,,Ambu” zostal zamkniety, a worek re-
zerwowy byl stale wypelniony powietrzem w ilosci okolo 5 litrow,
dajgc ciggly przeplyw powietrza przez parownik halotanowy, a nastep-
nie przez komore znieczuleniows.
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Ryc. 1. Zestaw do narkozy halotanowej uzywany do doswiadczen. Komora znie-
czuleniowa (1); parownik (2); worek rezerwowy na powietrze (3); worek Ambu
(4).

Fig. 1. Equipment for halothane anesthesia used in experiments. Chamber for
anesthesia (1); vaporizer (2); air deposit bag (3); Ambu bag (4).

Material do badan w pierwszej grupie do$wiadczalnej pobierano bez-
posrednio i w 24 godziny po jednorazowej narkozie, natomiast w dru-
giej grupie — bezposrednio i w 24 godziny po powtérnej narkozie,

Aktywnos¢ oksydazy cytochromowej badano w mitochondriach pétkul
moézgu. Tkanke homogenizowano w roztworze 0,32 M sacharozy w bu-
forze Tris-HCl, pH 7,0. Homogenat wirowano dwukrotnie 10 minut >
X 900 g. Nadsgcz wirowano przez 20 minut X 10000 g. Otrzymany
osad zawieszano w roztworze 0,32 M sacharozy i nakladano na 0,8 M
(pH 7,0) sacharoze, a nastepnie wirowano przez 30 minut X 54 000 g.
Wszystkie czynno$ci wykonywano w temperaturze *4°C (Gray, Whitt-
eaker, 1962). Swoistg aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej w mitochond-
riach badano przy uzyciu spektrofotometru Specord z rejestratoreni,
metodg Smitha i Stotza (1949). Srodowisko inkubacyjne zawieralo: cy-
tochrom C 0,001 M; 2,6-dwuchlorofenoloindofenol — 6 mg%; bufor fo-
sforanowy 0,07 M, (pH 7,0). Bialko mitochondrialne oznaczano metodg
Lowry i wsp. (1961). Aktywnos¢ oksydazy cytochromowej wyrazono
zuzyciem tlenu w wul O, X 10—3/min/mg biatka. Dodatkowo wykonano
badanie przy uzyciu malonianu w celu hamowania aktywnos$ci dehydro-
genazy bursztynianowej, ktéora w tym ukladzie, w zwigzku z obecno-
Scig endogennego bursztynianu, moglaby zwieksza¢ zuzycie tlenu. Ba-
danie to wykonane przy uzyciu podwojnego stezenia malonianu wed-
tug stalej inhibicji reakcji (Kj), nie wykazalo réwnoczesnego zuzywa-
nia tlenu przez uklad dehydrogenazy bursztynianowej. Obliczenia sta-
tystyczne wykonano wediug wzoru Studenta.
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WYNIKI

Wyniki badan aktywnosci oksydazy cytochromowej w potkulach moéz-
gu krolika przedstawiono w tabeli 1 i na ryc. 2 i 3.

Aktywnos¢ oksydazy cytochromowej w mitochondriach moézgu kroli-
ka w pierwszych dziesieciu dniach zycia, w normie, przedstawia ta-
bela 1 i ryc. 2.

W pierwszym dniu zycia, w normie, aktywnos¢ enzymu jest najniz-
sza i wynosi 100,3 ul O, X 10—3/min/mg biatka. W drugim dniu zycia
wzrasta o 269,09% w stosunku do pierwszego dnia i jest wyzsza o 83,44%
w stosunku do trzeciego dnia. W czwartym dniu aktywnos¢ oksydazy
cytochromowej obniza sie o 37,77% w stosunku do trzeciego dnia i jest
nizsza o 47,56% w stosunku do pigtego dnia. W dziesigtym dniu zycia
krolika aktywnos$é oksydazy cytochromowej wykazuje wzrost o 111,73%
w stosunku do piagtego dnia.

Aktywnos¢ oksydazy cytochromowej w mitochondriach moézgu kro-
lika po narkozie halotanowej przedstawia tabela 1 i ryc. 3.

Bezposrednio po jednorazowej narkozie halotanowej stwierdza sie
wzrost aktywnosci oksydazy cytochromowej o 101,69% w stosunku do
kontroli. (W naszych badaniach kontrola odpowiada normie).

W dwudziestej czwartej godzinie po jednorazowej narkozie halota-
nowej zaznacza sie spadek aktywnosci oksydazy cytochromowej o 48,47%
w stosunku do kontroli.

Bezposrednio po powtérnej narkozie halotanowej stwierdza sie spadek
aktywnosci oksydazy cytochromowej o 22,54% w stosunku do kontroli

W dwudziestej czwartej godzinie po powtérnej narkozie halotanowej
zaznacza sie dalszy spadek aktywnosci oksydazy cytochromowej o 49,44%
w stosunku do kontroli.

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki badan aktywnosci oksydazy cytochromowej w mito-
chondriach mézgu krolika poddanego dzialaniu narkozy halotanowej wy-
magajag omowienia na tle zmian aktywno$ci enzymu wystepujgcych w
czasie rozwoju mozgu.

Wsroéd wynikow uzyskanych w normie na szczegélng uwage zastuguje
znaczny wzrost aktywnosci enzymu w drugim dniu zycia, w poréwnaniu
z jego aktywno$ciag w pierwszym, trzecim i czwartym dniu. Szczytoewy
wzrost aktywnosci oksydazy cytochromowej w drugim dniu zycia, ject
zwigzany prawdopodobnie z dojrzewaniem moézgu i wyksztatcaniem biat-
kowych ukladéw enzymatycznych. Wyjasnienie tego zjawiska wymaga
przeprowadzenia oddzielnych badan.
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Tabela 1. Aktywnos$é oksydazy cytochromowej (ul O, x 10-* /min/ mg bialka) w mitochondrach pétkul mézgu krélike po narkozie halotanowej

Table 1. Cytochrome oxidase activity (ul O, x 10-® /min/ mg protein) in mitochondria of the rabbit brain following halothane anesthesia

Jednorazowa narkoza (w 1 dniu zycia)

Rodzaj do$wiadezenia ; :
Single anesthesia

Dwukrotna narkoza (w 1 1 4 dniu zycia)
Twice repeatod ancsthesia

P G experiiant (in the st day of life) (in the 1st and on the 4th days of life)
Wiek i czas przezycia 1 dzien zycia 2 dzien zycia 4 dzien zycia 5 dzien zyecia)
Age and time of survival kezposrednio 24 godziny bezposrednio 24 godziny
po narkozie po narkozio po narkozie po narkozie
Grupa 1st day of life 2nd day of life 4th day of life 5th day of life
RS directly 24 hrs directly 24 hrs
5 after anesthesia after anesthesia after anesthesia after anosthesia
Grupa do$wiadezalna x+SEM P x+SEM P X+ SEM P x+SEM P
Experimental group (5)n (5)n (4)n (8)n
202,3+12,1 <0,001 190,8427,0 <0,05 97,3 +10,7 < 0,05 121,14-12,5 < 0,01
Grupa kontrolna (8)n (8)n (8)n (9)n
Control group 100,34+7,7 370,24-22,6 125,6+5,7 239,56+11,4
(% n — liezba zwierzat

i numkber of animals

x+SEM — érodnia arytmetyczna -+ $redni blad sredniej
arithmetic mean - standard error of the mean

i 2 — prawdopodobienstwo wg wzoru Studenta
probability calculated by the t-Student’s test
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Rye. 2. Aktyv&nos’,é oksydazy cytochromowej w mitochondriach mozgu krélika
w warunkach prawidlowych.

Fig. 2. Cytochrome oxidase activity in mitochondria of rabbit brain in normal
conditions.

W grupie doswiadczalnej, w pierwszym dniu zycia, bezposrednio po
jednorazowej narkozie stwierdzono dwukrotny wzrost aktywnosci oksy-
dazy cytochromowej w stosunku do wartosci stwierdzanej w kontroli.
W dwudziestej czwartej godzinie po jednorazowej narkozie, aktywnosc
enzymu ulegala obnizeniu do okolo 50% w poréwnaniu z kontrolg.
W czwartym dniu, bezposrednio po powtérnej narkozie, zaznaczalo sie
w stosunku do kontroli znamienne statystycznie obnizenie aktywnosci
enzymu. W dwudziestej czwartej godzinie po powtornej narkozie halo-
tanowej, podobnie jak w dwudziestej czwartej godzinie po jednorazo-
we]j narkozie, obserwowano obnizenie aktywnos$ci oksydazy cytochromo-
wej do okolo 50% w poréwnaniu z kontrola.

Badania Cohena (1973), Rosenberga i Haugaarda (1973) oraz Smitha
(1973) wykazaly odwracalny, hamujgcy wpltyw narkozy halotanowej na
oksydacyjng fosforylacje w mitochondriach komérek nerwowych mézgu.
Cohen i wsp. (1964), Hoech i wsp. (1966) i Theye i Michenfelder (1968)
stwierdzili, ze mézg czlowieka w czasie narkozy halotanowej i skrawki
moézgowe poddawane dzialaniu halotanu zuzywajg mniej tlenu w po-
réwnaniu z materialem kontrolnym. Smialek i Hamberger (1970) badajgc
wplyw umiarkowanej hipoksji i ischemii na aktywnos$¢ oksydazy cyto-
chromowej w mitochondriach komérek nerwowych i glejowych modzgu
dorostego krolika wykazali, ze umiarkowane niedotlenienie moézgu
powoduje wzrost aktywnosSci tego enzymu.
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Ryc. 3. A. Aktywno$¢ oksydazy cytochromowej w mitochondriach moézgu kroélika

bezposrednio i w 24 godziny po jednorazowej narkozie halotanowej w pierwszym

dniu zycia. B. Aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej w mitochondriach mézgu kro-

lika bezposrednio i w 24 godziny po narkozie halotanowej powt6érzonej w czwar-
tym dniu zycia.

Fig. 3. A. Cytochrome oxidase activity in mitochondria of the rabbit brain direc-

tly and 24 hrs after single halothane anesthesia in the 1st day of life. B. Cyto-

chrome oxidase activity in mitochondria of the rabbit brain directly and 24 hrs
after halothane anesthesia repeated on the 4th day of life.

W zestawieniu z powyzszymi pracami wyniki naszych badan suge-
ruja, ze zmiany aktywnosci oksydazy cytochromowej w mitochondriach
moézgu krolika poddanego narkozie halotanowej, sg zwigzane z niedo-
tlenieniem mozgu.

W prowadzonych badaniach, jednorazowa narkoza halotanowa byta
stosowana w pierwszym dniu zycia, w ktérym metabolizm beztlenowy
przechodzi stopniowo w metabolizm tlenowy i w ktéorym zapotrzebowa-
nie tlenowe moézgu jest niskie. W zwigzku z tym, narkoza halotanowa
stosowana w pierwszym dniu zycia prowadzi do umiarkowanego nie-
dotlenienia moézgu, co moze byé¢ przyczyng wzrostu aktywnosci oksyda-
zy cytochromowej w mitochondriach komoérek nerwowych i glejowych
mozgx.

Badanie aktywnosci oksydazy cytochromowej wykonane w drugim
dniu zycia, po jednorazowej narkozie halotanowej i wykonane w czwar-
tym i pigtym dniu zycia, po powtérnej narkozie, wykazalo obnizenie
aktywnosci enzymu. Mozna to tlumaczy¢ wiekszym zapotrzebowaniem
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tlenowym moézgu w tych dniach w poréwnaniu z pierwszym dniem
zycia i w zwigzku z tym wiekszym stopniem niedotlenienia moézgu spo-
wodowanym przez narkoze halotanowa.

Obnizenie aktywnosci oksydazy cytochromowej w mitochondriach
poétkul mozgu krolika stwierdzane w dwudziestej czwartej godzinie pc
jednorazowej i powtérnej narkozie halotanowej sugeruje utrzymywa-
nie sie zmian w funkcji i strukturze mitochondriéw. Przypuszczenie to
znajduje poparcie w wynikach badan ultrastrukturalnych Changa i wsp.
(1974), ktorzy po przewleklym stosowaniu halotanu u dorostych szczu-
row, stwierdzili zmiany zwyrodnieniowe w duzej liczbie mitochondriow
komoérek nerwowych kory moézgu tych zwierzat.

JI. Oeiabik, B. Xuarep, M. KOctbina, M. Cmanek

AKTUBHOCTbL IUTOXPOMOKCUJTA3BEI B MUTOXOHIAPUAX MOSITA
HOBOPOZKJEHHOI'O KPOJIMKA IIOCJIE TAJOTAHOBOTO HAPKO3A

Pe3zwome

Ilenpio paborer 6bLIO Ompejesenue AKTUBHOCTM LMTOXPOMOKCHMA3bl B MUTO-
XOHAPUAX MO3TOBBIX IOJIyLIAPUII HOBOPOXKJAEHHLIX KPOJIMKOB, NOJABEPrHyTHIX TraJjio-
TAaHOBOMY HapKo3y. Pabora BbImoJHeda Ha 83 HOBOPOKJAEHHBIX KpoJuKax. 2KMBOTHBIX
rojiBepraJji rajJoTaHOEOMy Hapko3y (0,2—0,3%) oxmno- miaum asBykpatHo. Creumduuec-
Ky} aKTMBHOCTb LMTOXPOMOKCHUJA3bl B MUTOXOHJAPUAX HEPBHBIX M TIMO3HBIX KJIETOK
MO3TOBBIX IIOJIyLIApUI MCCIEAOBAJU CIEKTPodOoTOMeTpuiecKkuM wmetrogom Cmura u
Crorua. Ilonydennble pe3yabTaThl BBIABUJIM BO3pacTaHye AaKTUBHOCTM IIMTOXPOMO-
KCHUJa3bl B IIEPBbIM JIeHb KM3HU HEINOCPEeACTBEHHO IIOCjiE OAHOKPATHOrO raJjioTaHO-
BOTO HapKoO3a M CHMIKeHMe aKTMBHOCTM depMeHTa uepe3 2% waca mocJyie Hapko3a.
CHMzKReHMe aKTMBHOCTM IMUTOXPOMOKCHMAA3bl 0OHaApy?KeHO TaKzKe Ha 4-11 JIeHb XKU3HU
HEeIOCPEeJICTBEHHO II0CJe BTOPOro raJIOTaHOBOTO HapKO3a, a TaKiXKe depe3 24 uyaca
rnocJjie BTOPOro Hapkosza. ObuapyzKeHHble M3MEHEHMA AaKTMBHOCTM LMUTOXPOMOKCUIZ3bI
B MUTOXOHJIPMAX HEPBHBIX M IJIMO3HBIX KJETOK OOJNbIIMX IOJIylIapui Mo3ra KpOoJuKa
ABISAIOTCH CJEJCTBUEM TMIIOKCHUM MO3ra, BbI3BaHHOJ rajioraHoMm. Hapyuienusa @yHK-
MM MUTOXOHJPWMI, BbI3BaHHbIE HAPKO30M, COXPAHAKTCA HAa INPOTAXKEHUM IO KpaiHen
mepe 24 yacos.

L. Dydyk, W. Hilgier, M. Justyna, M. Smialtek

CYTOCHROME OXIDASE ACTIVITY
IN NEWBORN RABBIT BRAIN MITOCHONDRIA
AFTER HALOTHANE ANESTHESIA

Summary

The cytochrome oxidase activity was determined in mitochondria of cerebral
hemispheres of 83 newborn rabbits subjected to single or two times repeated
anesthesia with 0.2—0.3% halothane. The activity was measured using the spec-
irophotometric method of Smith and Stotz. Following single anesthesia in the
first day of life, an increase of the enzyme activity was observed directly after
exposure and a decrease 24 hrs later. A drop in the enzyme activity was alsc
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noted in the 4th day of life, directly and 24 hrs after the second anesthetic
treatment. The changes in the cytochrome oxidase activity of brain mitochond-
ria result from brain hypoxia produced by halothane. Disturbances of mito-
chondrial function caused by anesthesia persist for at least 24 hrs.
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JERZY W. BOROWICZ, AGNES DANIELEWICZ, ANDRZEJ LOESCH,
BOGNA SCHMIDT-SIDOR

ULTRASTRUKTURA KOMORKI GWIAZDZIAKA *)

Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego
Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Pracowni: doc. dr J. W. Borowicz
Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego
Kierownik Zakladu: prof. dr J. Dymecki

Nowotwory z grupy gwiazdziakéw charakteryzuja sie duza réznorod-
noscig morfologiczng. Badania mikroskopowo-elektronowe tego typu no-
wotworéw sg nieliczne. Do podstawowych opracowan na ten temat na-
lezg prace Luse (1960), Raimondi i wsp. (1962), Duffel i wsp. (1963),
Gullotta i Fliedner (1972) oraz Sipe i wsp. (1973).

W niniejszej pracy oceniono w mikroskopie elektronowym szes$¢
gwiazdziakow o roznej kwalifikacji histopatologicznej. Wszystkie przy-
padki pochodzily z Kliniki Neurochirurgii Instytutu Matki i Dziecka
w Warszawie i dotyczyly dzieci w wieku od 16 miesiecy do 14 lat. Roz-
poznanie histopatologiczne ustalono w Zakladzie Neuropatologii Insty-
tutu Psychoneurologicznego w Warszawie.

Celem badan bylo poznanie ultrastruktury komorek gwiazdziaka
u dzieci.

MATERIAL I METODY

Przedstawiona praca stanowi wylgcznie morfologiczny opis mikrosko-
powo-elektronowy gwiazdziakow, w zwigzku z czym, pominieto calko-
wicie dane Kkliniczne dotyczgce poszczegélnych przypadkow.

Material do badan w mikroskopie elektronowym pobierano w czasie
zabiegu operacyjnego. Wycinki utrwalono w 2% aldehydzie glutarowym
i 1% OsO,;, odwodniono w alkoholach i zatopiono w Eponie 812.

Zdjecia wykonano w mikroskopie elektronowym JEM-TA.

* Praca wykonana w ramach planu PR 6.15
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Ryc. 1. Gwiazdziak wlokienkowy. Skrawek eponowy. Biekit toluidyny. Pow. 700 X
Fig. 1. Fibrillary astrocytoma. Semi-thin section. Toluidine blue. X 700

Ryc. 2. Gwiazdziak protoplazmatyczny. Skrawek parafinowy. H-E. Pow. 700 X
Fig. 2. Protoplasmic astrocytoma. Paraffin section. H-E. X 700

Ryc. 3. Gwiazdziak cze$sciowo anaplastyczny. Skrawek eponowy. Blekit toluidyny.
Pow. 700 X

Fig. 3. Astrocytoma partim anaplasticum. Semi-thin section. Toluidine blue. X 700

Ryc. 4. Gwiazdziak wlosopodobny mézdzku. Skrawek parafinowy. H-E. Pow. 700 X
Fig. 4. Pilloid astrocytoma. Paraffin section. H-E. X 700
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Tabela 1. Zestawienie badanych przypadkéw
Nr Pleé Wiek Nr bed. Cochy nowotworu Rozpoznanie
1 chlopiec 19407044 Guz wielkosei mandaryn- Gwirzdziak wlékienko-
15 bt 16 mies. ki przerastajacy okolice wy (Astrocytoma fibril-

nerwow wzrokowych

lare)

2 chlopiec 1978 Gaz zlokalizowany w duie
M.K. 2 lata Kkomory IV i rdzeniu Gwiazdziak
przedluzonym, naeciokeja- wlékienkowy
¢y pienn maizga.
3 chlopiee 19¢9 Gaz z oZkolicy skrzyzo- Gwiazdziak (boz dokla-
R.K. 4 lota wania nerwow wzroko- dniejszego sprecyzowa-
wych nia typu)
4 d:iewcz. 2000 Guz przedniej czedei ply-  Gwiazdziak protoplez-
A.D, 11 lat ta skroniowezo lewezo matyezny (Astrocytoma
protoplasmaticum)
5 chlopiec 1785— 1788 Roziezly guz w okolicy Gwiazdziak czesciowo
BE.D. 14 lat czolowo ciemieniowej le-  anaplastyczny (Astro-
wej na glebokosei 2 em cytoma partim anapla-
sticum)
6 chlopiec 1973 Guz prowo) poétkuli Gwiaz1ziak wlosopodo-
M.N. 8 lat mozdzkn bny maézdzku (Astrocy-

toma pilocyticum cerebel-
li)

WYNIKI

Klasyfikacje gwia?dziakéw moézgu w mikroskopie $wietlnym ustala
sie na podstawie przeweagi okreslonego typu komoérek gwiazdzistych
wysterujacych w guzie. W szeéciu opisanych przez nas przypadkach
gwiazdziaka u dzieci zaréwno lokalizacja guza jak i budowa morfolo-
giczna obserwowanra w mikrockorie $wietlnym (ryc. 1, 2, 3, 4) byla
typowa (Duffel i wsp. 1963).

I. Komoérki nowotworowe charakterystyczne dia
gwiazdziaka wilokienkowego. Komoérki uznane za typowe
dla gwiaZdziaka wlékienkowego wyréznialy sie obecnoscig licznych wio-
kienek wystepujgcych w réznych obszarach cytoplazmy. W licznych
komérkach wildkienka wystepowaty obficie w bezposrednim sgsiedz-
twie jacra komoérkowego. Czesto wldkienka ulozone byly obok siebiz
i tworzyly peki wilokien, ktore przechodzily z cytoplazmy przyjadro-
wej do wyrustek (ryc. 5). Komérki gwiazdziaka widkienkowego mialy
zazwyczej owalne jadro komoérkowe z chromatyng skupiona przy blo-
nie jodrowej. Szorstka siatka s$rédplazmatyczna byla stabo rozwinieta
w postaci krétkich poszerzonych kanaléow. Wolne rybosomy ulozone w
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Nr 1 Ultrastruktura komoérki gwiazdziaka 127

Rye. 7. Gwiazdziak protoplazmatyczny. Fragmenty typowych komoérek guza. Nie-
liczne struktury cytoplazmatyczne i pojedyncze, bardzo delikatne wldkienka
(strzatki). Pow. 12.000 X

Fig. 7. Protoplasmic astrocytoma. Fragments of typical necoplastic cells. Poor
cytoplasmic structures, few fine gliofibrilles (arrows). X 12000

rozetki wystepowaly w niewielkiej ilo$ci. Aparat Golgiego skladal sig
z krotkich, szerokich kanaléw i z drobnych pecherzykéw. Obrzmiale
mitochondria wystepowaly po kilka w komorce. Obserwowano rowniez
pojedyncze lizosomy.

Ryc. 5. Gwiazidziek wildkienkowy. Wypustka komoérkowa wypelniona wiokienkami
wychodzgcymi z obszaru cytoplazmy przyjadrowej. Pow. 19.000 X. W dolnym rogu
tzka sema komoérka. Bilekit toluidyny. Pow. 1700 X

Fig. 5. Fibrillary astrocytoma. Cellular process filled by gliofibrilles, originating
from perikaryon. X 1900C. In the right corner similar cell in semi-thin section.
Toluidine blue. X 1700

Rye. 6. Gwiazdziak wlosopodobny moézdzku. Wypustka komoérkowa wypelniona licz-
nymi wlékienkami. Widoczne osmofilne masy materialu. Obraz odpowiadajgcy
widknom Rosenthala. Pow. 10.000 X

Fig. 6. Pilloid astrocytoma. Cellular process filled up with abundant gliofibrilles.
Accumulation of csmophilic material. Typical picture of Rosenthal fibres. X 16000
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Nr 1 Ultrastruktura komoérki gwiazdziaka 129

W komoérkach nowotworowych gwiazdziaka wlosopodobnego moézdzku
(przyp. 6) obok wilokienek wypelniajacych wypustki komoérkowe wy-
stepowaly roéwniez osmofilne masy materialu homogennego lub drob-
noziarnistego (ryc. 6). Wypustki komérkowe zawierajgce osmofilne ma-
sy materialu odpowiadaly wléknom Rosenthala obserwowanym w mi-
kroskopie $wietlnym (Gluszez i wsp. 1971; Gullotta, Fliedner 1972; Ose-
towska 1975).

II. Komérki nowotworowe charakterystyczne dla
gwiazdziaka protoplazmatycznego. W odréznieniu od ko-
moérek gwiazdziaka wiokienkowego, komérki gwiazdziaka protoplazma-
tycznego zawieraly niewiele wildkienek, zazwyczaj wystepujacych poje-
dynczo w cytoplazmie. Swojg budowg komorki te przypominaly mlody
glej szeregu astrocytarnego. Jadro komoérkowe bylo duze, czesto pofal-
dowane licznymi wglobieniami. Jednoczesnie komorki te zawieraly ogra-
niczong ilo$¢ struktur cytoplazmatycznych (ryc. 7). Szorstka siatka $rod-
plazmatyczna wystepowala w postaci pojedynczych krotkich kanatow.
Owalne lub okrggle mitochondria mialy gestg macierz. Licznie wyste-
powaty polirybosomy.

III. Komérki typu gemistocytoéow. Komorki gemistocytarne
charakteryzowaly sie duzymi rozmiarami i obecnoscig licznych struktur
nagremadzonych w cytoplazmie w stopniu wiekszym niz w innych ty-
pach komoérek (ryc. 8). Jadro komoérkowe potozone bylo zwykle mimo-
srodkowo. Szorstka siatka $rédplazmatyczna zbudowana byla z krotkich
szerokich kanaléw réznej wielkosci. Aparat Golgiego byl umiejscowio-
ny w poblizu jadra i skladal sie z waskich kanaléw i bardzo licznych
drobnych pecherzykow. Mate, okrggle lub owalne mitochondria miaty
gestg macierz. Licznie wystepowatly lizosomy.

Ryc. 8. Gwiazdziak wlokienkowy. Komoérka typu gemistocyta. Jadro potozone
brzeznie, obfita cytoplazma, liczne struktury o charakterze lizosoméw. Pow.
11.500 X. W dolnym rogu taka sama komoérka. Blekit toluidyny. Pow. 1700 X

Fig. 8. Fibrillary astrocytoma. Gemistocyte with excentrically located nucleus,
abundant cytoplasm containing numerous lysosome-like bodies. X 11500. In the
right corner similar cell in semi-thin section. Toluidine blue. X 1700
Ryc. 9. Gwiazdziak cze$ciowo anaplastyczny. Komérka o niskim stopniu dojrza-
iosci. Bardzo duze wieloptatowe jadro, obok ktoérego widoczny jest peczek wio-
kienek (strzalka). Pow. 9.500 X

Fig. 9. Astrocytoma partim anaplasticum. Immature neoplastic cell with large,
lobulated nucleus and narrow rim of cytoplasm. In perinuclear area bundle of
gliofibrilles is seen (arrow). X 9500

Neuropatologia Polska — 9
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IV. Komoérki nowotworowe o cechach niedojrzatos-
ci. We wszystkich sze$ciu badanych przypadkach, obok typowych ko-
morek nowotworowych opisanych powyzej, wystepowata pewna liczba
komorek o réznej budowie morfologicznej. W przypadku gwiazdziaka
cze$ciowo anaplastycznego, komorki te wystepowaly obficie i wykazy-
waly cechy niedojrzatosci. Jadro komoérkowe zajmowalo prawie calg
cytoplazme, bylo wieloplatowe i niekiedy w jego sasiedztwie wystepo-
waly peczki wiokienek (ryc. 9). Czesto obserwowano réwniez komorki
z duzymi, wydluzonymi oraz nieregularnymi jadrami. Chromatyna
byla gesto ulozona przy blonie jadrowej jak réwniez w licznych sku-
pieniach w obszarze calego jadra. W cytoplazmie tych komoérek wy-
stepowalo niewiele struktur: nieliczne kanalty siatki $rodplazmatycznej
i wolne rybosomy oraz pojedyncze mitochondria. Natomast licznie wy-
stepowaly wlokienka cytoplazmatyczne (ryc. 10).

OMOWIENIE

Wielu autoréw (Ringertz, Nordenstam 1951; Henschen 1955; Ziilch
1956) uwaza, ze gwiazdziaki nadnamiotowe i podnamiotowe wykazujg
pewne roznice morfologiczne. Obserwowane przez nas przypadki guzéw,
z uwagi na ich lokalizacje, mozna podzieli¢ na dwie grupy: gwiazdziaki
moézgu (Astrocytoma cerebrale) oraz gwiazdziaki moézdzku (Astrocyto-
ma cerebellare).

W grupie guzow zlokalizowanych w mézgu i rozpoznanych jako
gwiazdziak wlokienkowy najczesciej wystepuja komoérki opisane przez
nas jako komorki gwiazdziaka wilokienkowego. Odpowiadajg one opi-
som mikroskopowo-elektronowym Luse (1958), Raimondi’ego i wsp.
(1962), Duffela (1963). Komorki te zawierajg ticzne wlékienka cytopla-
zmatyczne, struktury o charakterze lizosoméw oraz mitochondria, opi-
sywane jako ,dense mitochondria”. W gwiazdziakach wlékienkowych
spostrzega sie rowniez komorki typu protoplazmatycznego i gemisto-
cyty. Ich ilos¢ jest rozna w kazdym przypadku. W przypadku gwiaz-
dziaka protoplazmatycznego wystepujg gléwnie komoérki nowotworowe
typu zarodziowego, jednakze reprezentowane sg réwniez komorki ty-
powe dla gwiazdziaka wlokienkowego. W omawianych przypadkach
spotyka sie jednoczesnie komorki, ktoére zaliczono do typu komorek
nowotworowych o niskim stopniu dojrzatosci.

W gwiazdziaku cze$ciowo anaplastycznym obficie wystepujg komorki
o morfologicznych cechach niedojrzatosci. Sg to komoérki z duzym, wie-
loplatowym jadrem i z malg iloscig cytoplazmy. Astrocyty te mozna
poréwna¢ w pewnej mierze, z opisanymi przez Luse (1960) oraz Sipe’a
i wsp. (1973), komérkami glejaka wielopostaciowego. Wydaje sig, ze
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Ryc. 10. Gwiazdziak czeSciowo anaplastyczny. Jadro wydluzone, nieregularne,

obfita chromatyna jadrowa. Wypustki komoérkowe zawieraja wldkienka cyto-

plazmatyczne (strzalki). Pow. 9.000 X. W dolnym rogu taka sama komoérka.
Blekit toluidyny. Pow. 1700 X

Fig. 10. Astrocytoma partim anaplasticum. Elongated irregularly shaped nucleus

with abundant karyoplasm. Cellular processes with numerous gliofibrilles (ar-

rows). X 9000. In the right corner similar cell in semi-thin section. Toluidine
blue. X 1700.

komoérki o cechach niskiej dojrzatosci zdolne sg réwniez do wytwarza-
nia widkienek cytoplazmatycznych (ryc. 9, 10). Komoérki o cechach nie-
dojrzalosci przypominajg budowg ultrastrukturalng komoérki glejaka nie-
zréznicowanego, jakie obserwowali Kroh i wsp. (1973) w nowotworach
wywolanych doswiadczalnie w moézgu u myszy. Jednakze w komor-
kach uzyskanych doswiadczalnie nie stwierdzono widkienek cytoplaz-
matycznych.

Grupe guzéw pochodzgacych z moézdzku reprezentowal w naszych ba-
daniach jeden przypadek: gwiazdziak wlosopodobny moézdzku. Gwiaz-
dziak moézdzku cechuje sie obecnoscig wydluzonyek i obfito-widkien-
kowych komorek (Henschen 1955; Zilch 1956). Guzy zbudowane z ta-
kich komoérek nazywane sg ,,pilocytic astrocytoma” (gwiazdziak wtcso-
podobny) lub ,,spongioblastoma’” (gabczak biegunowy). Manuelidis (1972)
na podstawie badan w mikroskopie $wietlnym transplantatow z gwiaz-
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dziakéow mozgu i gwiazdziakow moézdzku do przedniej komory oka
stwierdzil réznice we witasnosciach biologicznych obydwu guzéw. Zaob-
serwowal on mianowicie, ze w transplantatach pochodzgcych z gwiaz-
dziaka moézdzku komorki zawsze wyroznialy sie swoim wydluzonym
ksztaltem, byly dwubiegunowe oraz przypominaly spongioblasty.
W zwigzku z tym Manuelidis (1972) zaproponowal nazwe ,spongio-
blastoma” jako najbardziej odpowiednig dla gwiazdziaka mézdzku. Gul-
lotta i Fliedner (1972) opisali w mikroskopie $wietlnym i elektronowym
12 przypadkéw ,spongioblastoma”. Guzy te w hodowli tkankowej po-
réwnali z hodowlg komoérek gwiazdziaka moézgu. Wedlug tych autoréw
,spongioblasty” sg wydluzonymi, dwubiegunowymi komoérkami wypetl-
nionymi peczkami wiokienek i w pierwszych okresach hodowli odpo-
wiadajg budowg komoérkom gwiazdziaka wildékienkowego, natomiast w
okresach poOzniejszych wyraznie wzrasta ilos¢ wilokienek cytoplazma-
tycznych.

Opisany powyzej przypadek gwiazdziaka wlosopodobnego moézdzku
wykazuje w badaniach mikroskopowo-elektronowych cechy charaktery-
styczne dla ggbczaka biegunowego. Wystepuja typowe dla tego guza
twory okre$lane w mikroskopie $wietlnym jako wlokna Rosenthala, kto-
re w mikroskopie elektronowym przedstawiajg sie jako wypustki ko-
morek wypelnione wiokienkami, wsrod ktérych znajduje sie homogen-
ny lub drobnoziarnisty, osmofilny material. Obecne obserwacje ultra-
strukturalne wtokien Rosenthala zgodne sg z badaniami Hossmarnna
i Wechslera (1965), Gluszcza i wsp. (1971), Gullotty i Fliednera (1972)
oraz Osetowskiej (1975). Wilokna Rosenthala wystepuja réwniez w nie-
nowotworowych procesach patologicznych (Osetowska 1975). Schlcte
(1966) przypuszcza, ze powstawanie wlokien Rosenthala moze by¢ spo-
wodowane zmianami komoérkowymi, podobnymi do wystepujgcych w
dystrofiach spichrzajgcych, stanowigcymi zaburzenie metabolizmu ca-
tej komorki. Efektem tego jest fragmentacja wldkienek i powstawanie
ztogéw materiatu homogennego lub drobnoziarnistego.

Badania ultrastrukturalne nowotworéw pozwalajg na lepsze niz w
mikroskopie $wietlnym uchwycenie réznic morfologicznych poszczegé!-
nych typéw gwiazdziakow, jak i pojedynczych komérek w obrebie
danego guza. Jednakze badania te nie pozwalaja na ocene catosciowej
organizacji tkanki nowotworowej.

Cechy obrazu mikroskopowo-elektronowego typowe dla poszczegol-
nych badanych postaci guzéw u dzieci mozna podsumowaé nastepujaco.

a) w gwiazdziaku wlékienkowym licznie wystepujg komérki zawiera-
jace peki widkienek cytoplazmatycznych;
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b) komorki charakterystyczne dla gwiazdziaka protoplazmatycznego
posiadajg ograniczong ilo$¢ struktur cytoplazmatycznych;

¢) w gwiazdziaku czeSciowo anaplastycznym obficie wystepujg ko-
morki wykazujgce cechy niedojrzalosci;

d) w przypadku gwiazdziaka wlosopodobnego moézdzku obecne sg
wilokna Rosenthala.

E. B. Bopouy, A. JaueaeBud, A. Jloecx, B. IIImuar-Cuaop
YJIBTPACTPYKTYPA KJIETKU ACTPOIIMTOMEI

Pe3woMme

VicenenoBasiy 9JIEKTPOHHO-MMKPOCKOINIMYECKYI) KapTUHY OIyXOJIeBBIX KJETOK B 6
cilyd4asix aCTPOLMTOMBI y JeTeit B Bo3pacTe 1 4/12 no 14 ner. MaTepmas moJydanmu
BO BpeMms omepauyu. JIMar{o3 yCTaHaBJIMBAJIM NPy IOMOIIM CBETOBOTO MMKPOCKOIIA.
Jlnsi yIbTPACTPYKTYPHBIX MCCJIEAOBAaHMM MaTepuall MOATrOTaBJIMBaiIM criocobom, obbIu-
HBIM JIJIS TeXHUKM 3JIEKTPOHHOTO MMKpOcKoma. IIpoBeseHHbIe MCCJIEA0BaHUA BbIABUIIN
60J1b1IyI0 MOP(OJIOTUYECKYI0 PAa3HOPOJHOCTH KJETOK acCTPOLUTOMEBI, a B 0c0BeHHOCTH
KJIETOK YaCTUYHO aHAIJACTUMYECKO} aCTPOLMTOMBI, B KOTOPOM MMEJIMUCh MHOTOYMCJIEH-
HbIE ACTPOLMTBLI C NPMU3HAKAMM HE3PEeJIOCTH, He IO3BOJANIIIME UX KJjaccuduUupoBaTh.
B cayyae BOJOCONMOA06HOM acTPOLMTOMBI MO3Ke4YKa, HApPAAY C TUIMYHBLIMM OIyXOJjie-
BbIMM KJeTKaMy, JOIOJIHUTEJbHO IIOABJAJMUCH BOJIOKHA Po3zeHTaJs.

PesyabpTaThl HACTOALMX MCCJIAEAOBAHMII HE II0Ka3bIBAIOT OJHO3HAYHO, NPUTOJAHA
M 2JIEKTPOHHOMMKDPOCKONMYECKasi OlleHKa OIlyXOJu IIPUM IIOCTaHOBKe amarHoza. On-
HAaKO MOXKHO IpejArnoJiaraTh, 4YTO YJbTPACTPYKTYPHBbIE MCCIE€NOBAaHMUA IO3BOJSAIOT
Jydlile, 4YeM B CBETOBOM MMKDPOCKOIIE, yJIOBUTH MOPCOJIOTMYEeCKMue Npu3HaKu, KOTO-
pbIMM OTJIMYAIOTCA KaK OT/JeJbHbIe TUIILI aCTPOLMTOM, TaK M OTHAeJIbHbIE KJIETKMU
B objacTu maHHOM OIyXOJM. ;

J. W. Borowicz, A. Danielewicz, A. Loesch, B. Schmidt-Sidor
ULTRASTRUCTURE OF ASTROCYTOMA CELLS
Summary

Electron microscopic investigation of neoplastic cells has been carried out on
6 astrocytomas in children aged 1%, up to 14 years. The material for light and
electron microscopic studies has been taken at operation. For ultrastructurai
study routine methods of tissue preparation were applied. The tumors were diag-
nosed in light microscope. The studies in E.M. pointed out at great morpholo-
gical variety of astrocytoma cells, in particular the cells of partly anaplastic
astrocytoma. In this tumor numerous, immature astrocytes which could not be
classified, were found. In astrocytoma piloides besides rather typical neoplastic
cells there appeared Rosenthal fibers.

Cn the ground of present investigations one cannot decide univocally, is the
EM evaluation of the neoplasm helpful at the diagnosis. It is presumed that
ultrastructural investigation allows the better orientation in morphological fea-
tures differing particular types of astrocytomas and particular cells within their
area than in light microscope study.
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ANDRZEJ SULINSKI, ZOFIA ZALEWSKA, KRYSTYNA SOSNOWSKA,
WLODZIMIERZ BICZ

EFFECT OF INTOXICATION OF PREGNANT RATS
WITH TRICHLORPHON ON THE ACTIVITIES
OF SOME BRAIN ENZYMES IN THE PROGENY
DURING POSTNATAL DEVELOPMENT *)

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

Organophosphorus pesticides are poisonous to the nervous system
of mammals. Their action is mainly directed towards cholinesterases
with the possibility of evoking a neurotoxic effect (Aldridge, Barnes,
1966; Johnson, 1969b; 1970; Reiff et al., 1971). The mechanism of in-
hibition of the activity of some esterases consists in the modification
by phosphorylation of the active site of the enzyme (Aldridge, 1969;
Johnson, 1969a, b; Awad et al.,, 1973). The effect of organophosphorus
pesticides on myelination process in the nervous tissue has also been
demonstrated (Maino, Karnovsky, 1961; Porcelatti, 1971).

In earlier studies the influence of poisoning of pregnant females
with the organophosphorus insecticide Dichlorvos on cholinesterase and
oxidoreductase activity in the brain of the progeny has been demon-
strated at various periods of postnatal development (Zalewska et al.,
1977a, b). At present it was decided to compare in an analogous expe-
rimental system the action of another pesticide — Trichlorphon, a struc-
tural analogue of Dichlorvos, taking into account the relation between
the chemical structure and the action of organophosphorus pesticides.

The study was undertaken to investigate the activity of acetylcholi-
nesterase, cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase in the bra-
ins of the progeny of rat females poisoned during pregnancy with
Trichlorphon, with consideration of various periods of postnatal deve-
lopment. For comparison the plasma cholinesterase activity was also
determined.

*) The study partly supported by the Polish Academy of Sciences, Research
Programme 10.4.
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MATERIAL AND METHODS

Pregnant female albino rats weighing 230—250 g were used for the
experiments. They were fed a standard diet and water ad libitum.
The females were divided into 3 groups. Group 1 received Trichlor-
phon in a 2% LDs, dose in 2 ml of aqueous solution, group 2 was
given 10% LD;, in the same solution and group 3 (control) only 2 mil
of water. The solutions were introduced orally in the last 7 days
of pregnancy.

As LD;, was assumed 560 mg/kg body weight (Rusiecki, 1973). The
enzymes activities were determined in the progeny after 1, 4, 8, 12, 16,
24, 32, 48, 64 days of life (cholinesterases) or after 1, 4, 8, 12, 16, 32
42 and 56 days (oxidoreductases). Cholinesterases were determined by
the spectrophotometric method (Ellman et al.,, 1961) as described ear-
lier (Pachecka et al.,, 1975). The enzymes were prepared in the form
of a 10 per cent homogenate of the brain hemispheres in buffered
0.25 M sucrose solution of pH 7.4 or heparinized blood plasma. Oxi-
doreductases were determined in the mitochondrial fractions prepared
after Moor and Jobsis (1970). Cytochrome oxidase was determined
spectrophotometrically according to Smith (1954) and succinate dehy-
drogenase activity by the spectrophotometric method of King (1963).
The details of preparation of the mitochondrial fraction and of enzyme
activity determination were described in an earlier paper (Zalewska
et al,, 1977b). Protein was determined by the biuret method (Layne,
1957) directly in the plasma or after solubilization with 1 per cent so-
dium deoxycholate in the mitochondrial fractions.

Trichlorphon (Dipterex) — 0,0-dimethyl-1-hydroxy-2,2,2-trichlorethyl-
phosphate (97.85%) was prepared in the Institute of Physical Chemi-
stry, Polish Academy of Sciences.

RESULTS

Cholinesterases. Figure 1 presents the changes in acetylchc-
linesterase activity in the brain during individual development of the
progeny of control female rats and those subjected to poisoning. The
activity of the enzyme in the control animals increased from the 1st
to the 48th day of life, reaching a level which remained constant till
the 64th day. The most pronounced rise of activity occurred between
the 1st and the 24th day of individual development. In the progeny
of mothers fed during pregnancy with Trichlorphon in doses of 2 per
cent LDs, the enzyme activity in the brains of one-day animals did
not differ from the control activity. Cn the 4th and 8th day of life
an increase of the activity was noted, and on the 32nd day and at
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Fig. 1. Effect of pregnant rats intoxication with Trichlorphon on the brain ace-

tylcholinesterase activity in the progeny during postnatal development. Levels

are shown as mean values £ S.E.M. from 6 animals. * — statistical significance
p < 0.05.

Ryc. 1. Wplyw zatrucia cigzarnych samic Trichlorfonem na aktywno$é acetylo-

cholinoesterazy moézgu u potomstwa w réznych okresach rozwoju osobniczego.

Wyniki przedstawione jako srednie arytmetyczne + $rednie odchylenie od sred-
niej dla 6 szczuréw. * znamienno$é statystyczna p < 0,05.

further times of measurement, the enzyme activity decreased. The pro-
geny of the mothers poisoned with a 10 per cent LDs, dose showed
after the 1st day of life a significantly depressed acetylcholinesterase
activity as compared with that of the controls. In 4-day rats a stimu-
lation of acetylcholinesterase activity was observed. The activity decre-
ased on the 16th day and this persisted until adult age.

Changes in plasma cholinesterase activity are shown in Figure 2.
The activity increased in the control animals after birth, then decre-
ased on the 24th day and remained at the same level until the last
investigated stage of development. In rats derived from females poiso-
ned with 2 per cent LDs,, a stimulation of cholinesterase activity was
observed on the 1st day of life and then a decrease up to the 16th day.
In 24-day-old animals the activity was close and in 32-day and older
individuals identical to that in the control animals. The progeny of
females poisoned with a 10 per cent LDs, dose showed a strong inhi-
bition of cholinesterase activity which persisted up to the 16th day.
After this period it returned to control value.
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Fig. 2. Effect of pregnant rats intoxication with Trichlorphon on the plasma cho-
linesterase activity in the progeny during postnatal development. For explana-
tions see Fig. 1.

Ryc. 2. Wplyw zatrucia ciezarnych samic Trichlorfonem na aktywnos$é cholinoe-
sterazy osocza u potomstwa w réznych okresach rozwoju osobniczego. Objasnie-
nia jak w ryc. 1.

As may be concluded from the data presented in Figures 1 and 2,
Trichlorphon administered to pregnant females produces changes in ace-
tylcholinesterase activity of the brain and plasma cholinesterase of
the progeny. These changes are most pronounced on the 16th day of
life, but do not seem to be of major importance since the enzyme acti-
vity rapidly returns to control level. On the other hand, the changes
in brain acetylcholinesterase are more pronounced and persist even
after the rats reach adult age.

Oxidoreductases. Changes in cytochrome oxidase activity of
the mitochondrial fraction of the rat brain in various periods of deve-
lopment following intoxication during pregnancy with Trichlorphon are
shown in Figure 3.

As shown a significant enhancement of cytochrome oxidase activity
accompanies the period of rapid myelination. The highest rise of the
activity falls to the period from the 1st to the 16th day of life. From
the 16th to the 56th day of life this activity shows no major changes.
In this period the activity of the enzymes was identical to that pre-
viously observed in mature individuals (Sitkiewicz, Zalewska, 1975). In
the period of rapid increase of activity between the 1st and the 16th
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Fig. 3. Effect of pregnant rats intoxication with Trichlorphon on the brain cyto-
chrome oxidase activity in the progeny during postnatal development. For ex-
planation see Fig. 1.

Ryc. 3. Wplyw zatrucia ciezarnych samic Trichlorfonem na aktywno$é oksydazy
cytochromowej moézgu u potomstwa w rozinych okresach rozwoju osobniczego.
Objasnienia jak w ryc. 1.

day of life, the influence of intoxication of the mothers with 2 and 10
per cent LDs, doses of Trichlorphon became manifested. In the progeny
of the poisoned mothers in this period of development a depression
of cytochrome oxidase activity by 10—30 per cent was observed. The
difference was statistically significant only for the higher dose. At
later periods of individual development the oxidase activity reached
a level close to the control value.

As shown in Figure 4 the effect on the succinate dehydrogenase was
similar to that on the cytochrome oxidase activity. From the 1st to
the 16th day of life the activity of the enzyme increased in the control
rats, reaching the level characteristic for the brain of mature rats
(Sitkiewicz et al., 1977). The effects of Trichlorphon administration to
the mothers became apparent in the offspring in the early period of
postnatal life. The pesticide given to the mothers in a 10 per cent LDs,
dose caused in the progeny a statistically significant depression of suc-
cinate dehydrogenase activity between the 1st and 12th day of life.
From the 16th day on, the activity of this enzyme returned to values
close the control level.
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Fig. 4. Effect of pregnant rats intoxication with Trichlorphon on the brain succi-
nate dehydrogenase activity in the progeny during postnatal development. For
explanation see Fig. 1.

Ryc. 4. Wplyw zatrucia ciezarnych samic Trichlorfonem na aktywno$é¢ dehydroge-
nazy bursztynianowej moézgu u potomstwa w réznych okresach rozwoju osobni-
czego. Objasnienia jak w ryec. 1.

DISCUSSION

It was demonstrated in earlier papers that Trichlorphon has a signifi-
cant effect on acetylcholinesterase (Pachecka et al.,, 1977) and mito-
chondrial oxidoreductase activity (Sitkiewicz, Zalewska, 1975) in adult
rat brain. In the study on the consequences of intoxication with orga-
nophosphorus pesticides for the metabolism of the central nervous sy-
stem during development, it seemed useful to investigate the influence
of poisoning of pregnant females with this pesticide on acetylcholine-
sterase, cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase activity in the
brains of the offspring at various stages of postnatal development.

In the present study the females were poisoned in the last 7 days
of pregnancy. Enzymes activities were measured from the Ist day of
extrauterine life to the period of full structural and functional maturity
of the brain. The time intervals at which measurements were made
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represented the main periods of brain development and of the myeli-
nation process. The experimental model allowed the observation of
both primary and secondary changes due to the pesticide or its meta-
bolites.

The experimental model adopted seemed very suitable since in the
embryonal stage the blood-brain barrier is not fully efficient. Thus
at this stage of development any xenobiotic may affect most readily
the structural and functional development of the nervous tissue (Dob-
bing, 1968).

The present work revealed changes in the brain and plasma choli-
nesterase activities in the progeny of the intoxicated females. This
seems to suggest that Trichlorphon or its metabolites are transported
through the placental barrier and penetrate further through the blood-
-brain barrier of the fetus. The depression of mitochondrial oxidoreduc-
tase activity may be associated either with its direct inhibition by the
pesticide or its active metabolites or with disturbances of the biosyn-
thesis of these enzymes.

The lowering of the cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase
activities might lead to changes in myelin formation (Brady, 1960).
The reduced activity of both enzymes in the period of rapid myelina-
tion may cause a delay in the termination of the process. The lowered
acetylcholine activity persisting up to the 64th day of life may he-
considered as an evidence of irreversible disturbances in the structure
and function of the central nervous system. Similar effects were ob-
served in earlier analogous experiments with Dichlorvos which, accor-
ding to some suggestions, may have common metabolic pathways with
Trichlorphon (Zalewska et al., 1977a, b).

A. Sulinski, Z. Zalewska, K. Sosnowska, W. Bicz

WPLYW SRODCIAZOWEGO ZATRUCIA SZCZURA TRICHLORFONEM
NA AKTYWNOSC ACETYLOCHOLINOESTERAZY,
OKSYDAZY CYTOCHROMOWEJ I DEHYDROGENAZY
BURSZTYNIANOWEJ MOZGU POTOMSTWA PODCZAS ROZWOJU

Streszczenie

Oznaczano aktywno$¢ cholinoesterazy osocza oraz acetylocholinoesterazy, oksy-
dazy cytochromowej i dehydrogenazy bursztynianowej w moézgach potomstwa po
zatruciu ciezarnych samic Trichlorfonem. Pestycyd podawano per os w dawkach
2% i 10°% LD;, podczas ostatniego trymestru cigzy. Aktywnos$é oksydoreduktaz
oznaczano we frakcjach mitochondrialnych pétkul mézgu potomstwa w réznych
okresach rozwoju osobniczego (od 1 do 64 dnia zycia). Srédcigzowe zatrucie Tri-
chlorforem powodowalo zmiany w aktywno$ci oksydoreduktaz mitochondrialnych
i acetylocholinesterazy w mozgach potomstwa. W pierwszym okresie zycia (od
i do 16 dnia) wykazano obnizong aktywnos$é obu oksydoreduktaz. Aktywnos$é ace-
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tylocholinoesterazy byla wyraznie obnizona w okresie od 16 do 64 dnia zycia,
natomiast aktywnos$¢é cholinoesterazy osocza byla obnizona tylko w poczatkowym
okresie zycia (do 16 dnia). Zmiany powyzsze wykazuja zbiezno$¢ czasowg z okre-
sem mielinizacji osrodkowego ukladu nerwowego.

A. Cyanunbcky, 3. 3aneBcka, K. CocnoBcka, B. Buu

BIUAHUE OTPABJIEHUA TPUXJOPPOHOM KPBICBI BO BPEMS
BEPEMEHHOCTU HA AKTUBHOCTH AIETUJIXOJUMHICTEPASHI,
IUTOXPOMOKCUJASBI U CYKIIMHATJIETUJIPOTEHAS3BI
B MO3IY IIOTOMCTBA BO BPEMSI PA3BUTUS

PeszwmMme

Onpenensanyu aKTMBHOCTb XCJIMHICTEPa3bl IJIa3Mbl M ALETUIXOJIMHICTEPa3bl, LIUTO-
X[POMOKCHa3bl M CyYKIMHATIAErMJporeHa3bl B MO3raxX NOTOMCTBa IIOCJe OTpaBJIeHUsA
6epeMeHHBIX caMOK TpuxJjopdonom. ITectuuua BBOAWIM yYepe3 pOT B a03ax 2 u 10%
JIJIs;, BO BpeMsa MNocJjeAHero tpumectpa bepeMeHHOCTHM. AKTMBHOCTBL OKCHUAOpPeAyKTas
onpeieNsaay B MUTOXOHAPMANLHBIX ((pakKUMAX MO3rOBbIX IOJIyLLIAapUii IIOTOMCTBa
B pa3iM4yHble IIepuoabl oHTOorenes3a (or 1-ro jpo 64-ro ausa xusuu) OTpaBiienue TPU-
xJ0pcoHOM BO BpeMsa OepeMeHHOCTM BbI3bIBAJO M3MEHEHMSA B aKTUBHOCTU MMUTO-
XOHAPHAJIbHBIX OKCMIOPEAYyKTa3 M aleTMJIXOJMHICTepasbl B MO3raxX I[IOTOMCTBA.
B nepBom nepmojne xu3uu (ot 1-ro n0 16-ro aHfA) nokKasaHa CHUIKEHHAA AKTUBHOCThb
obenx OKcuaopeayKTad. AKTUMBHOCTb aleTUMIXOJMHICTepasbl Oblla ABHO CHUIKEHA
B nepuoxa ot 16-ro po 64-ro aHA KM3HM, a AKTUBHOCTH XOJMHICTEpPasbl CHIBOPOTKM
Obl1a CHMIKeHa TOJILKO B HadalbHbIM nepmon xku3uu (o 16-ro ausa). V3meneHus
KOPPEeJMPYIOT C NepPUOJAOM MMEJIMHM3AaUMM LEHTPAJIbHOM HEePBHOM CUCTEMbI.
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Kierownik: prof. dr farm. W. Rusiecki

Patomechanizm encefalopatii watrobowej w egzogennych uszkodze-
niach watroby nie zostal jednoznacznie wyjasniony i stanowi nadal
przedmiot licznych prac doswiadczalnych. Mossakowski i wsp. (1970a)
stwierdzili, ze uszkodzenie watroby wywolane czterochlorkiem wegla
prowadzi do rozwoju pelnego morfologicznego zespotu encefalopatii wat-
robowe]. Obok typowych nieprawidlowosci glejowych stwierdzono
zwiekszenie przepuszczalnosci naczyn mozgu dla soli srebra, groma-
dzgcych sie w elementach strukturalnych tkanki nerwowej. Ten typ za-
burzen przepuszczalno$ci naczyn moze odgrywaé istotng role w patolo-
gii ludzkiej, sprzyjajac przenikaniu z krwi do mozgu drobnoczgstecz-
kowych substancji chemicznych, wywierajacych dzialanie uszkadzajace
metabolizm i strukture tkanki. Do takich substancji moze miedzy inny-
mi naleze¢ miedz. W badaniach prowadzonych w hodowli tkankowej
Mossakowski i wsp. (1970b) wykazali, ze pod wplywem egzogennych soli
miedzi dochodzi do powstawania nieprawidlowych postaci gleju typo-
wych dla encefalopatii watrobowej. Komorki te, przede wszystkim ko-
morki Opalskiego gromadzg obfite zlogi miedzi (Mossakowski i wsp.
1977). Rozwo6j nieprawidiowosei strukturalnych gleju oraz gromadzenie
miedzi mozna bylo zahamowa¢ przez podawanie penicylaminy. Na moz-
liwy udzial miedzi w ksztaltowaniu encefalopatii watrobowej wskazuja
rowniez obserwacje Smialka i Mossakowskiego (1974), ktorzy stwierdzili
jej nieprawidlowe nagromadzenie si¢ w poszczegolnych strukturach
moézgu, wykazujgc réwnocze$nie zalezno$¢ nasilenia uszkodzen tkanko-
wych od zawartosci miedzi. Podobnie Wender i Kozik (1973) znajdo-
wali zwiekszong zawartos¢ miedzi w moézgu w przypadkach przewlek-
tej encefalopatii wrotno-ukladowej. W oparciu o caloksztalt dotychcza-
Neuropatologia Polska — 10
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sowych spostrzezen (Mossakowski i wsp. 1970, 1975, 1977; Renkawek
i wsp. 1973) wysunieto hipoteze, ze patogenetyczna rola miedzi polega
na uposledzeniu produkcji endogennego a-oksoglutaranu, stanowigcego
wyjsciowe ogniwo glownej drogi detoksykacji amoniaku w osrodko-
wym ukladzie nerwowym.

Celem badan bylo okreslenie zawartosci miedzi w pétkulach moézgu,
mo6zdzku, watrobie oraz w surowicy krwi u szczuréw, u ktoérych wy-
wolywano marskos¢ watroby przez podawanie czterochlorku wegla.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 60 szczurach, szczepu Wistar, samicach.
Wiek zwierzat przy rozpoczeciu doswiadczenia wynosil 2 miesigce. Usz-
kodzenie watroby wywolano u 38 szczuréow doswiadczalnych, ktérym
podawano co drugi dzien iniekcje czterochlorku wegla w piynnej pa-
rafinie w objetosci 0,1 ml czterochlorku wegla na 100 g ciezaru ciala,
wg metody opisanej przez Georgijewa i wsp. (1968). Czternascie zwie-
rzat kontrolnych otrzymywalo iniekcje plynnej prafiny. Badania ob-
jely rowniez 8 zwierzat nie poddanych zadnym zabiegom doswiadczal-
nym.

Zwierzeta zabijano przez dekapitacje, bez narkozy, w grupach po
uplywie 2, 4 i 6 miesiecy od rozpoczecia doswiadczenia. W celu unik-
niecia zmian zwigzanych z wiekiem, doswiadczenie ustawiono w ten
sposob, ze wszystkie zwierzeta zabijano w wieku 8 miesiecy.

Do badan pobierano lewg i prawg poélkule mozgu, mozdzek, watrobe
oraz surowice krwi. Moézg i watrobe suszono w temperaturze okoto
100°C do uzyskania stalej wagi, a nastepnie mineralizowano w kolbach
Kjeldahla w mieszaninie 0,5 ml stezonego kwasu siarkowego, 1 ml
60% kwasu nadchlorowego i 3 ml stezonego kwasu azotowego. Poziom
miedzi oznaczano w mineralizatach tkankowych oraz w surowicy krwi
(bez mineralizacji) przy uzyciu spektrofotometru absorpcyjno-atomo-
wego f-my Jarrall-Ash wg standardowej metody Jarrall-Ash. Zawar-
to$¢ miedzi wyrazano w nmol miedzi na 1 g suchej tkanki (dla obu
potkul mézgu, moézdzku i watroby) oraz w wmol miedzi na 1 1 suro-
wicy.

Analize statystyczng danych przeprowadzono przy pomocy testu
t-Studenta i Q Dixona.

WYNIKI
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1 i na ryc. 1. Stwierdzono,
ze w grupie doswiadczalnej z 2-miesiecznym przezyciem nie wystepo-
waly zmiany w zawarto$ci miedzi, zarbwno w mézgu, mézdzku, jak i w
watrobie oraz w surowicy krwi w stosunku do odpowiedniej grupy
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Ryc. 1. Zawarto$¢ miedzi w mozgu i watrobie w réznych okresach encefalopatii
watrobowej.

Fig. 1. Copper content in brain and liver in different periods of hepatic ence-
phalopathy.

kontrolnej. W grupie z 4-miesiecznym przezyciem zawarto$¢ miedzi
w lewej potkuli mézgu i w moédzdzku nie roéznila sie w sposéb znamien-
ny od stwierdzanej u zwierzat kontrolnych. Natomiast w prawej péi-
kuli mézgu zaznaczyl sie niewielki lecz statystycznie znamienny i wy-
noszacy okolo 20% wzrost zawartosci miedzi. W tym samym czasie w
watrobie stwierdzono okoto 15% spadek zawartosci metalu. W grupie
6-miesiecznej wystgpit wyrazny wzrost zawarto$ci miedzi we wszy-
stkich strukturach osrodkowego ukladu nerwowego, wynoszgc dla ohu
poétkul moézgu okoto 40%, a dla mézdzku okoto 35%. W tej samej grupie
zawarto$¢ miedzi w watrobie byla okolo 75% wyzsza w stosunku do
kontroli. Poziom miedzi w surowicy krwi zwierzat doswiadczalnych
i kontrolnych nie réznit sie od siebie w sposéb statystycznie znamien-
ny, wynoszgc u zwierzat kontrolnych 0,31 £ 0,06 wmol/l, a u doswiad-
czalnych 0,29 = 0,06 wmol/l.

W tabeli 2 przedstawiono zmiany zawarto$ci wody w badanych tkan-
kach. Stwierdzono, ze w grupie zwierzat doswiadczalnych, z 6-miesiecz-
nym przezyciem wystepowal statystycznie znamienny przyrost zawar-
tosci wody w moézgu i w mézdzku, wynoszgcy okoto 5%.

OMOWIENIE

Zawartos¢ miedzi w osrodkowym ukladzie nerwowym zwierzat gru-
py kontrolnej oraz u zwierzat nie poddanych zadnym zabiegom do-
$wiadczalnym nie odbiegala zasadniczo od stwierdzonej uprzednio w
badaniach Donaldsona i wsp. (1973) oraz Danchera i wsp. (1975). U zwie-
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Tabela 1. Zawarto§¢ Cu w tkankach w doswiadezalnej encefalopatii watrobowej (nmole Cu/g suchej tkanki)
Table.1. Cu content in tissues in experimental hepatic encephalopathy (nmoles Cu/g dry tissue)

Czas zatrucia

Duration of intoxication

Rodz.
tkanki 2 m-ce 2 months 4 m-ce 4 months 6 m-cy 6 months
Tissue = = o=
x+SEM n p x+SEM n p x+SEM n p
K 269,78 + 10,564 4 =0,01 230,28 +13,17 5 =0,01 250,614 1,76 b < 0,01
L B 460,34j:6,93 14 221,50+ 6,73 15 354,78 + 7,32 16
K 6,01+ 20,78 4 =0,01 204,23 +4,09 5 < 0,01 233,351+2,49 5 < 0,01
Py B 268,21 + 10,56 13 241,104+ 7,46 15 332,696,568 16
K 287,76 + 20,96 3 =0,01 203,65-4-1,90 5 =0,01 236,86+1,32 b5 < 0,01
B 259,004-4,09 14 227,354 17,61 15 320,64 -+-6,88 14
K 252,02 +10,91 4 < 0,01 201,16 + 3,80 5 < 0,01 271,394-2,78 5 < 0,01
w B 209,694+13,12 1% 171,61 49,07 11 481,91 46,29 16
L — lewa pélkula
left hemisphere
P - prawa potkula
right hemisphere
M — moéedzek
W — watroba
liver
cerobellum
n — liczba zwierzgt
number of animals
p — prawdopodobieristwo
probability
K — kontrola
control
B — zwierzeta doswiadczalne

experimental animals
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Tabela 2. Zawarto$¢é wody w mozgu w doswiadczalnej encefalopatii watrobowej (%)

Czas zatrucia

Duration of intoxication

T IN

W R B

©

Rodz.

tkanki 2 m-ce 4 m-ce 4 months 6 m-cy

Tissue ST = -

x+SEM P x+SEM n P x+SEM

K 86,31-+40,47 =0,01 82,644-0,19 5 =0,01 82,674+1,17
B 85,744-0,34 81,(4+0,27 15 86,75+40,38
K 87,06+40,23 =0,01 82,51 40,25 5 =0,01 82,04 +0,74
B 85,76 + 0,40 81,90+ 0,37 16 86,43 +0,38
K 84,104-0,84 =>0,01 80,48 40,38 5 >0,01 81,4141,02
B 84,17+0,30 79,96 40,43 15 85,03 +0,31

— prawa polkula
right hemisphere
— lewa polkula
left hemisphere
— mozdzek
cerebellum
— liczba zwierzat
number of animals
— kontrola
control
— zwierzeta do$wiadczalne
experimental animals
— prawdopodobienstwo
probability
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rzat doswiadczalnych wystepowalo narastajace w czasie gromadzenie
sie miedzi w tkankach osrodkowego ukladu nerwowego. W grupie z 2-
-miesiecznym przezyciem zawarto$¢ miedzi w obu pétkulach moézgu
i mézdzku nie roéznila sie w sposob istotny od stwierdzanej u zwierzat
kontrolnych. U zwierzgt z 4-miesiecznym trwaniem doswiadczenia
stwierdzono niewielki, w potkuli lewej moézgu i w moézdzku statystycz-
nie nieznamienny, przyrost zawartosci miedzi, osiggajgcy w potkuli
prawej moézgu wartosci statystycznie znamienne. Po 6 miesigcach do-
$wiadczenia wzrost zawartosci miedzi w badanych strukturach osrodko-
wego ukladu nerwowego miat cechy statystycznej znamiennosci. Zwra-
ca przy tym uwage zbiezno$¢ wzrostu zawarto$ci miedzi w tkankach
osrodkowego ukladu nerwowego z dynamikg rozwoju morfologicznych
wykladnikow encefalopatii watrobowej, stwierdzong w identycznych
warunkach doswiadczalnych przez Mossakowskiego i wsp. (1970a). Ce-
chy encefalopatii watrobowej nie wystepowaly u zwierzat z 2-mie-
siecznym trwaniem doswiadczenia. Byly one nieznacznie nasilone po
uplywie 4 miesiecy, a dopiero po 6 miesigcach stwierdzono w peini
rozwiniety obraz encefalopatii.

W watrobie po 2-miesiecznym do$wiadczeniu nie stwierdzono staty-
stycznie istotnych zmian w zawartosci miedzi. Po 4 miesigcach nastg-
pilo istotne obnizenie zawartosci metalu. By¢ moze zjawisko to nalezy
wigza¢ ze spadkiem zawartosci ceruloplazminy, wigzgcej miedz w ule-
gajacej zwyrodnieniu watrobie (Owen, Hazelring 1966). Znaczny wzrost
zawartosci miedzi w watrobie po 6 miesigcach doswiadczenia wyka-
zuje cechy podobne do zjawisk wystepujgcych w chorobie Wilsona, w
ktoérej przy bardzo znacznym spadku poziomu ceruloplazminy, zwigza-
nym z upos$ledzeniem biosyntezy biatek, dochodzi do nadmiernej ab-
sorbcji miedzi z przewodu pokarmowego i jej odkladania sie w watro-
bie (Walshe 1955, Owen, Hazelring 1966).

Brak zmian w zawartosSci miedzi w surowicy krwi w calym okresie
trwania doswiadczenia mozna wigza¢ z rozkladem miedzi we krwi mie-
dzy erytrocytami i plazmg. Miedz zawarta w erytrocytach moze sta-
nowi¢ okoto 84% og6lnej puli metalu znajdujgcego sie we krwi (Walshe
1955). Nie bez znaczenia mogg by¢ rowniez przesuniecia w zawartosci
tzw. miedzi wolnej i zwigzanej, ktoérych oznaczen nie przeprowadzono
w obecnej serii badan, podobnie jak rozkladu metalu miedzy erytro-
cytami a osoczem.

W oparciu o poprzednie badania Mossakowskiego i wsp. (1970) wy-
daje sie uzasadnione wigza¢ wzrost zawartosci miedzi w osrodkowym
ukladzie nerwowym ze zmianami przepuszczalnosci naczyn. Stwierdza-
ne nieprawidlowosci przepuszczalnosci naczyn dla metali, wystepowaly
w 4 i 6 miesigcu doswiadczenia, a wiec w tym samym okresie, w kto-
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rym w materiale naszym dochodzilo do gromadzenia miedzi w tkan-
kach osrodkowego ukladu nerwowego. Uzyskane przez nas wyniki nie
wyjasniajg zwigzku przyczynowego miedzy wzrostem zawartosci miedzi
w ukladzie nerwowym i rozwojem morfologicznych wykladnikéw en-
cefalopatii watrobowej. Zwigzek taki sugeruje zbiezno$¢ czasowa obu
zjawisk i spostrzezenia uzyskane w badaniach przeprowadzonych w po-
zaustrojowej hodowli glejowej (Mossakowski i wsp. 1970, 1976).

Na odrebng uwage zastuguje przyrost zawartosci wody w osrodko-
wym ukladzie nerwowym w 6 miesigcu doswiadczenia wskazujgcy na
obecnos¢ obrzeku mozgu. Brak zmian w przepuszczalnosci naczyn dla
bialek stwierdzony w analogicznym okresie przez Mossakowskiego i wsp.
(1970a) sugeruje cytotoksyczny mechanizm obrzeku. Przemawiajg za
nim roéwniez mikroskopowo-elektronowe obserwacfe- Ostendy i wsp.
(1976). Gromadzgca sie w osrodkowym ukladzie nerwowym miedZz mog-
laby odgrywa¢ role waznego czynnika obrzekowotworczego (WiSniew-
ski i wsp. 1967).

WNIOSKI

1. W rozwoju doswiadczalnej encefalopatii wgtrobowej dochodzi do
zwigkszonego gromadzenia sie miedzi w tkankach osrodkowego ukladu
nerwowego.

2. Zwiegkszonej zawartosci miedzi towarzysza cechy cytotoksycznego
obrzeku mozgu.

B. Xwuarep, M. JIuncka

KOJIUYECTBEHHASA TOIIOTPA®UA MEJIU
IIPU BSKCIHEPUMMEHTAJBHOM TEINATUYECKOM SHIEDAJIOIIATUU

Pes3mome

IIpOEefieH0 MCCle[IOBaHMe CONEPIKAHMA MeAu B MO3raxX KpPbIC, y KOTODBIX BbI3bI-
BaJIM INOBPEXKJeHMe IeYE€HM ITOCPEACTBOM IIOAKOMKHBIX MHBEKLMII YeTbhbIPeXXJOPUCTOTO
yriepoja. 2KMBOTHBIX JeKanmuTHMpoBaiu depe3 2, 4 u 6 MecAueB Iociie IIePBOM
uabekuuy. Habiromanyu Bo3pacraioliee BO BpeMeHM HAKOIJIeHMe Meay B TKaHAX
LIEeHTPaJbHOJM HEPBHOM cucTeMbl. Yepe3 2 Mecsauna cojepikaHue Meaum B oboux nojay-
IIapuAX MO3ra M MO3}KedyKa CyLIeCTBEeHHO He OTJM4YaJiock OT HabarogaeMoro y KOH-
TPOJIbHBIX JMBOTHBIX. Yepe3 4 Mecsla yCTAaHOBJIEH HEOOJBIIOM M CTATUCTUYECKU
HE3HAauYMMBbI IIPUPOCT COJepXKaHUA Mexau, a 4yepe3 6 MecAleB SKCIepMMeHTa BO3-
pacTaHmMe COJepKaHMsd MeJAKu B MCCJIEJOBAHHBIX CTPYKTypPaxX LEHTPAJIbHOM HEePBHOM
cucTeMpl ObIZIO 3HAYMUTENBHLIM M CTATMCTMYECKM 3HaYMMbIM. He Habuaromanu usme-
HEHMJ COJlepKaHUA MeJu B ChIBOPOTKE KPOBM.

' CpenaH BBIBOJA O BO3MOXKHOM y4YaCTMM MeJAM B IlaTOreHe3e TrenaTU4ecKoy ISHIEe-
danonaTun.
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W. Hilgier, M. Lipska

QUANTITATIVE TOPOGRAPHY OF COPPER
IN EXPERIMENTAL HEPATIC ENCEPHALOPATHY

Summary

The copper content was determined in brains of rats in which liver damage

was produced by subcutaneous injections of carbon tetrachloride. The animals
were decapitated 2, 4 and 6 months after the first injection. An increasing with
time accumulation of copper in the central nervous system tissue was observed.
Two months after injection, the metal content in both cerebral hemispheres and
in cerebellum did not significantly differ from control values. The content was
found to be only insignificantly increased after 4 months, while after 6 months
the increase was marked and statistically significant in all the CNS structures
examined. No changes in the serum copper content were observed. It is conclu-
ded that copper may contribute to the pathogenesis of hepatic encephalopathy:

10.

11.

PISMIENNICTWO

Danscher G., Hall E., Fredens K., Fjerdingstad E., Fjerdingstad E. J.: Heavy
metals in the rat: zinc, lead and copper. Brain Res. 1975, 94, 167—172.
Donaldson J., Pierre T. St., Minnich L., Barbeau A.: Determination of Nat,
K+, Mgt? Cut? Znt? and Mnt2 in rat brain regions. Can. J. Biochem.
1973, 51, 87—92.

Georgijew A., Kolczak M. Wegiel J.: Niektére obserwacje dotyczace wplywu
CCl; na watrobe prawidlowg i regenerujacg. Pat. Pol. 1968, 19, 179—187.
Mossakowski M. J., Smialek M., Pronaszko A.: Zaburzenia przepuszczalno$ci
naczyn krwiono$nych moézgu w doswiadczalnej encefalopatii watrobowej. Neu-
ropat. Pol. 1970a, 8, 365—374.

Mossakowski M. J., Renkawek K. Krasnicka Z., Smialek M., Pronaszko A.:
Morphology and histochemistry of Wilsonian and hepatogenic gliopathy in
tissue culture. Acta neuropath. 1970b, 16, 1—16.

Mossakowski M. J., Krasnicka Z., Renkawek K.: Wplyw glutaminianu sodu
na obraz gliopatii wywolanej przez amoniak i malonian sodu w warunkach
hodowli in vitro. Neuropat. Pol. 1975, 13, 1—89.

. Mossakowski M. J., Krasnicka Z., Gajkowska B.: Wplyw d-penicylaminy na

obraz gliopatii watrobowej w hodowli tkankowej. Neuropat. Pol. 1977, 15,
57—174.

Ostenda M., Mossakowski M. J., Pronaszko-Kurczynska A.: Ultrastructural
studies on experimental hepatogenic encephalopathy. Neuropat. Pol. 1976,
14, 347—354.

Owen C. A, Jr., Hazelring J. B.: Metabolism of Cu®-labeled copper by the
isolated rat liver. Am. J. Physiol. 1966, 210, 1059—1064.

Renkawek K., Krasnicka Z., Majdecki T., Mossakowski M. J.: Glial changes
in vitro induced by the inhibitor of succinic dehydrogenase. Acta neuropath.
(Berl.) 1973, 26, 107—114.

Smiatek M., Mossakowski M. J.: Morphological changes and quantitative to-
pography of copper in the brain of patients with hepatic coma due to acute
liver impairment. Neuropat. Pol. 1974, 12, 259—268.

http://rcin.org.pl



Nr 1 Miedz w encefalopatii watrobowej 153

12. Walshe J. M.: Hepatolenticular degeneration (Wilson’s disease). Brit. Med.
Bull. 1957, 13, 132—135.

13. Wender M., Kozik M.: Encefalopatia po zespoleniu zyly gléwnej dolnej z zyig
wrotng. Obraz biochemiczny. Neur. Neurochir. Pol. 1973, 7, 177—181.

14. Wisniewski H., Majdecki T., Wisniewska K.: Topography of brain lesions
after intracerebral, intraventricular and subarachnoideal injection of copper
salts. Neuropat. Pol. 1965, 8, 391—396.

Adres autora: Zespét Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Kli-
nicznej PAN, 00-784 Warszawa, ul. Dworkowa 3.

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1979, XVII, 1

JAN ALBRECHT

WPLYW NIEDOTLENIENIA I NIEDOKRWIENIA
NA METABOLIZM RNA W MOZGU *)

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

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Z licznych badan przeprowadzonych na réznych modelach doswiad-
czalnych wiadomo, ze niedokrwienrie lub niedotlenienie mézgu prowadzi
do zahamowania syntezy biatek w os$rodkowym ukladzie nerwowym.
Jednoczes$nie wielokrotnie wskazywano na to, ze etapem biosyntezy
biatka szczegélnie wrazliwym na obnizenie doptywu substratow i tlenu
do mobzgu jest jego inicjacja, rozumiana jako zespél reakcji prowadzg-
cych do tworzenia sie czynnych polirybosoméw, a przejawem tej wraz-
liwosci jest obnizenie zawartosci polirybosoméw w tkance (Kleihues,
Hossman 1971; Albrecht 1973; Yanagihara 1974a; Cooper i wsp. 1977)
Poniewaz jednym z czynnikéw decydujgcych o stopniu zagregowania
rybosoméw w polirybosomy jest zawartos¢ w cytoplazmie informacyj-
nego RNA (mRNA) zdolnego do wigzania z rybosomami, nasune¢lo sie
pytanie, czy i w jakim stopniu zmiany w biosyntezie biatka towarzy-
szgce niedokrwieniu i niedotlenieniu sg zwigzane z zaburzeniami w me-
tabolizmie RNA. W zwigzku z tym przeprowadzono ocene¢ wplywu nie-
dotlenienia i niedokrwienia moézgu na synteze jadrowg RNA, transport
RNA z jgdra do cytoplazmy oraz jego degradacje. Szczegblng uwage
poswiecono zachowaniu sie poli (A)t RNA tzn. RNA zawierajgcego
przylaczone do 3’ konca reszty poliadenylowe oraz samemu procesowi
poliadenylacji RNA, poniewaz: 1) wiekszo$¢ dotychczas zidentyfikowa-
nych mRNA w tkankach zwierzecych zawiera reszty poliadenylowe, 2)
najnowsze dane mogg wskazywa¢ na to, ze fragmenty poli (A) odgry-

*)Praca zostala wykonana w Pracowni Neurochemicznej Wydzialu Neurolo-
gicznego Kliniki Mayo w Rochester, Minnesota (USA), Kierownik: prof. dr T. Ya-
nagihara.
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wajg istotng role w transporcie poli (A)* RNA z jgdra do cytoplazmy
(Perry 1976; Sawicki i wsp. 1977).

Na podstawie wlasnych spostrzezen oraz wynikéw innych prac wy-
konanych na tych samych modelach doswiadczalnych oméwiono za-
lezno$¢ pomiedzy zaburzeniami w metabolizmie RNA a zmianami w bio-
syntezie biatlka w moézgu w roznych stadiach uszkodzenia spowodowa-
nych niedotlenieniem oraz niedokrwieniem.

MATERIAL I METODY *)
Modele niedotlenienia i niedokrwienia

Niedotlenienie badano w modelu in vitro na skrawkach moézgu kro-
lika, przez ktére przez rézny okres czasu przepuszczano azot, wg me-
tody opisanej przez Yanagihare (1974a). Badania nad niedokrwieniem
przeprowadzano na mozgach chomikéw mongolskich (Meriones unguicu-
tatus), u ktérych podwigzywano jednostronnie tetnice szyjna wspoélng
prawg na okres 3 lub 6 godzin, w spos6éb opisany szczegbélowo przez
Yanagihare (1978). Do badan syntezy RNA uzyto wylgcznie mozgi tych
zwierzat, ktoére charakteryzowaly sie wyraznymi klinicznymi objawami
szybko postepujgcego udaru mozgu.

Znakowanie RNA prekursorami

Skrawki moézgu krolika lub chomika mongolskiego inkubowano w
obecnosci [*H]-urydyny lub [*H]-adenozyny przez 60 minut, w warun-
kach standardowych opisanych przez Yanagihare (1974a).

Preparatyka frakcji podkomoérkowych

Frakcje jadrowag otrzymywano z homogenatéw przygotowanych w
obecnosci 1 mM MgCl, metodg uprzednio opisang (Albrecht 1977), z nie-
znacznymi modyfikacjami. Frakcje polirybosoméw wolnych oraz zwia-
zanych z szorstkg siatkg srédplazmatyczng rozdzielano przy uzyciu zmo-
dyfikowanej metody Cardelli’ego i wsp. (1976). Tzw. kompletng frak-
cje polirybosomalng, zawierajgcg zaré6wno polirybosomy wolne jak i u-
przednio zwigzane z blonami, izolowano z homegenatéow traktowanych
detergentem wg metody Bantle’a i Hahna (1976). Frakcje cytoplazma-
tyczng stanowil nadsgcz po odwirowaniu mitochondriow.

*) Bardziej szczegélowy opis metod zawarto w serii prac przygotowanych do
druku (Albrecht, Yanagihara 1978 a, b, c, d).
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Otrzymywanie i analiza RNA

RNA jadrowe oczyszczano metodg ekstrakeji gorgcym fenolem wg
metody Edmonds i Carameli (1969). RNA cytoplazmatyczne i polirybo-
somalne ekstrahowano przy uzyciu techniki chloroformowo-fenolowej
opisanej przez Perry’ego i wsp. (1972). Oczyszczone RNA rozdzielano
na poli (A)* RNA i poli (A~ RNA metodg chromatografii kolumno-
wej na oligo (dT) celulozie, co pozwalalo na okre$lenie wzglednej ra-
dioaktywnosci obu klas nowozsyntetyzowanego RNA w preparacie.
Analize sedymentacji RNA przeprowadzano metodg ultrawirowania w
liniowym gradiencie stezen sacharozy, mierzgc radioaktywnos¢ oraz
gestos¢ optyczng przy 260 nm poszczegdlnych frakeji po wirowaniu.
Radioaktywnos¢ wilasciwg RNA wyrazano w rozpadach na minute na
ug RNA. Zawarto§¢ RNA w probie oznaczano metodg orcynolowg (Mej-
baum 1939).

Radioaktywnos¢ RNA jgdrowego znakowanego [*H]-adenozyng ozna-
czano metodg standardowa, a radioaktywnos¢ fragmentu poli (A) w
tym samym preparacie mierzono po uprzednim dzialaniu na RNA ry-
bonukleazami metodg Wilta (1973). W metodzie tej wykorzystano opor-
nos¢ fragmentu poli (A) na wszystkie rybonukleazy za wyjatkiem ry-
bonukleazy T, Polimeryzacje [*H]-ATP in vitro we frakecji jadrowej
mierzono metodg Rose i wsp. (1977).

Oznaczanie aktywnos$ci rybonukleaz

Frakcje podkomérkowe mozgu krélika lub chomika mongolskiego in-
kubowano z jgdrowym RNA znakowanym [3H]-urydyng w warunkach
optymalnych dla rybonukleazy kwasnej (pH 6,0) lub zasadowej (pH
7,6). Miarg aktywnosci rybonukleaz bylo uwalnianie sie¢ w trakcie in-
kubacji wolnych nukleotydéw, a tym samym wzrost radioaktywnosci
frakcji niestrgcajgcej sie 5% kwasem trojchlorooctowym.

WYNIKI

Charakterystyka syntezy RNA w skrawkach moézgu
w warunkach kontrolnych

Skrawki moézgu krolika i chomika mongolskiego zachowywaly sie w
warunkach inkubacji bardzo podobnie. Ze wzgledéw technicznych (ob-
fitos¢ materiatu do$wiadczalnego, tatwa perfuzja mozgu), bardziej szcze-
golowo scharakteryzowano synteze RNA w mozgu krolika. Skrawki
inkubowane przez 60 minut w obecnosci [*H]-urydyny aktywnie wig-
czaly prekursor do RNA wszystkich frakcji podkomoérkowych. Radio-
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aktywnos$¢ wlasciwa frakeji zawierajgcej blony szorstkiej siatki cyto-
plazmatycznej prawie dwukrotnie przewyzszala radioaktywnos¢ wol-
nych polirybosoméw, co wskazuje ze cze$S¢ nowozsyntetyzowanego RNA
wigzala sie z blonami bezposrednio, a nie poprzez polirybosomy. Zja-
wisko to wystepuje typowo w warunkach in vivo (Adesnik i wsp. 1975;
Cardelli i wsp. 1976).

Bardzo znaczny odsetek (52%) radioaktywnosci wlgczonej do poliry-
bosomalnego RNA adsorbowal sie na oligo-(dT) celulozie. Wskazuje
to na wybiorczo wysokie znakowanie poli (A)*T RNA, bowiem udziat
tej klasy RNA w calej puli RNA ustalony na podstawie pomiaru ge-
stosci optycznej nie przekraczal 6%. Analiza sedymentacji poliryboso-
malnego RNA wykazala znaczng heterogennos¢ produktéw syntezy przy
prawie zupelnej nieobecnosci znakowania RNA rybosomalnego o sta-
tych sedymentacji 28S i 18S. Nowoznakowane poli (A)* RNA charak-
teryzowalo sie przewaga skladnikow o stalej sedymentacji nieznacznie
wyzszej niz 18S. W przypadku frakcji jagdrowej, okolo 23% nowozsyn-
tetyzowanego RNA wigzalo sie z oligo (dT) celuloza, a jego znaczna
cze$¢ posiadala stala sedymentacji wyzszg niz 28S.

Wpltyw niedotlenienia

Udalo sie wyr6zni¢ dwa stadia wplywu niedotlenienia na metabo-
lizm RNA. Stadium wczes$niejsze, obserwowane w nastepstwie niedo-
tlenienia skrawkow przez okres 15—20 minut, charakteryzowalo sig
20—30% obnizeniem znakowania frakcji blonowej oraz polirybosomal-
nej, przy jednoczesnym braku wplywu na wlgczanie prekursora do
RNA frakcji jadrowej. W stadium tym udziat poli (A)t RNA w radio-
aktywnej puli polirybosomalnego RNA spadal o 25% (do wartosci 37%),
nie stwierdzono natomiast obnizenia znakowania poli (A)* RNA frakcii
jadrowej. We wczesnym okresie niedotlenienia dochodzilo réwniez do
wybiérczego zahamowania syntezy fragmentow poli (A) w jadrze (ich
procentowy udzial w radioaktywnosci catkowitej RNA spadal s$rednio
z 2,4% do 1,7%). Zahamowanie poliadenylacji nie bylo wynikiem usz-
kodzenia ukladu poli (A) polimerazy, poniewaz aktywnos¢ tego enzy-
mu okazala sie niewrazliwa na niedotlenienie. W stadium poézniejszym,
towarzyszacym niedotlenieniu przez okres 30 minut, wystgpit 40—60%
spadek wilgczania prekursora do RNA wszystkich frakeji podkomor-
kowych z frakcjg jadrowg wilgcznie. Efekt ten na poziomie polirybo-
somoOw nie ograniczal sie juz do poli (A)t RNA. Nie zaobserwowano
réwniez wybiérczego wplywu na poliadenylacje RNA frakcji jadrowej.
Wystapily natomiast zmiany w profilach sedymentacji nowozsyntety-
zowanego RNA, zaréwno jadrowego jak i cytoplazmatycznego; zaob-
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serwowano zwiekszony udzial w puli skladnikéw o nizszej statej sedy-
mentacji. Niedotlenienie, nawet dlugotrwatle, pozostawalo bez wplywu
na aktywno$¢ rybonukleaz.

Wplyw niedokrwienia

Podobnie jak w przypadku niedotlenienia, wplyw niedokrwienia na
metabolizm RNA ujawnil sie w dwoéch stadiach. Trzygodzinne niedo-
krwienie prowadzilo do obnizenia znakowania RNA frakcji blonowej
i polirybosomalnej o okolo 30%, pozostajgc bez wplywu na wilgczanie
prekursora do frakcji jadrowej. W stadium bardziej zaawansowanyrn,
towarzyszacym szesciogodzinnemu niedokrwieniu, obserwowano znacz-
ne zahamowanie znakowania RNA we wszystkich frakcjach podkomor-
kowych, przy czym najwiekszy spadek (50%) odnotowano we frakeji
polirybosomalnej. Niedokrwieniu sze$ciogodzinnemu towarzyszyly zmia-
ny w profilach sedymentacyjnych RNA frakecji jgdrowej i poliryboso-
malnej, podobnie do obserwowanych w 30-minutowym niedotlenieniu.
Ponadto w tym stadium ujawnil sie wzrost aktywnosci rybonukleazy
kwasnej we frakcji cytoplazmatycznej, towarzyszacy jej spadkowi we
frakcji wzbogaconej w lizosomy.

OMOWIENIE

Ocena przydatnos$ci uktadu in vitro na skrawkach
do badan nad metabolizmem RNA w mobzgu

Wyniki uzyskane w warunkach kontrolnych na skrawkach wyka-
zaly, ze uklad preferuje synteze oraz transport z jader do cytoplazmy
i polirybosoméw, radioaktywnego RNA o wilasnosciach RNA nierybo-
somalnego, ktorego najprawdopodobniej znaczng cze$¢ stanowi auten-
tyczny m-RNA. Znakowanie poli (A)t RNA w stosunku do znakowania
catej puli polirybosomalnego RNA osiggnelo wartos¢ bliskg tej, ktora
inni autorzy uzyskiwali w hodowlach tkankowych w warunkach zablo-
kowania syntezy rybosomalnego RNA (Perry i wsp. 1972). Profile se
dymentacji nowozsyntetyzowanego RNA, zwlaszcza $rednia wartos¢ sta-
tej sedymentacji (okoto 18S), byly niemal catkowicie zbiezne z para-
metrami opisanymi w stosunku do natywnego mRNA wyizolowanego
z mozgu krolika (Heikkila, Brown 1977), czy tez poli (A)t RNA z médz-
gu szczura (De Larco i wsp. 1975). Powyzsze wlasnosci, w powigzaniu
z faktem ominiecia gradientu przechodzenia znacznika do tkanek moz-
gowych, zazwyczaj towarzyszgcego podaniom przyzyciowym, stanowig
o duzej przydatnosci uktadu do badan nad losem mRNA w roznych
stanach patofizjologicznych osrodkowego ukiadu nerwowego.
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Interpretacja wplywu niedotlenienia
i niedokrwienia na metabolizm RNA

Sposréd dwu stadiéw zaburzen metabolizmu RNA, ktoére w podobny
spos6b towarzyszyly niedotlenieniu i niedokrwieniu, na szczeg6lng uwa-
ge zastuguje stadium wczesne, scharakteryzowane bardziej szczegélown
w modelu niedotlenienia. Obnizenie znakowania RNA polirybosomalne-
go, przy jednoczesnym braku zmian we wlgczaniu prekursora do RNA
frakcji jadrowej, swiadczylo o wystapieniu zaburzen w przechodzeniu
RNA z jgdra do cytoplazmy przy jego niezmienionej syntezie. Na uwa-
ge zastuguje prawie wybidrcze ograniczenie tego efektu do poli (A)™
RNA, co jest zbiezne z obserwowanym w tym samym czasie spadkiem
poliadenylacji RNA frakcji jadrowej. Wynik ten potwierdzil spostrze-
zenie poczynione niedawno przez Sawickiego i wsp. (1977) na komor-
kach HeLa. Autorzy ci wykazali, ze warunkiem przetransportowania
poli (A)* RNA z jadra do cytoplazmy jest jego zwigzanie z resztami
poliadenylowymi o diugosci co najmniej 200 nukleotydow. Wydaje sig
wiec, ze zahamowanie poliadenylacji RNA w jadrze i stad wynikajgce
obnizenie transportu do cytoplazmy stanowi w tym stadium gléwnag
przyczyne spadku jego wilgczania do polirybosoméw. Spadek ten naj-
prawdopodobniej nie wynika w zadnym stopniu ze wzmozonej degra-
dacji RNA, poniewaz na tym etapie aktywno$¢ rybonukleaz jadrowych
i cytoplazmatycznych nie ulega zmianie. W péznym stadium niedo-
tlenienia i niedokrwienia zaburzenia w metabolizmie RNA sprowadzaly
sie do spadku jego syntezy, przy czym w przypadku niedokrwienia
pewng role mogt odegra¢ wzmozony rozklad RNA przez kwasng rybo-
nukleaze uwalniang z lizosoméw.

Zaleznos$¢ pomiedzy zaburzeniami
w metabolizmie RNA i w syntezie biatek

Uzyskane wyniki potwierdzily zalozenie, ze w niektérych stadiach
niedotlenienia i niedokrwienia zahamowanie biosyntezy biatka moze
wigza¢ sie ze spadkiem poziomu mRNA w cytoplazmie, pociggajgcvm
za sobg zahamowanie tworzenia sie polirybosoméw. Pojawienie sie za-
burzen w transporcie RNA w warunkach niedotlenienia (po 15 minu-
tach) pokrywalo sie w czasie ze stwierdzonym uprzednio szybko po-
stepujacym rozpadem polirybosomoéw (Yanagihara 1974b). Ponadto za-
hamowanie biosyntezy biatka stawalo sie nieodwracalne w wyniku nie-
dotlenienia trwajgcego przez okres diuzszy niz 15 minut (Yanagihara
1975). Mozna wiec zalozy¢ istnienie zwigzku pomiedzy pojawieniem sig
zaburzen w transporcie RNA z jgdra do cytoplazmy, a nieodwracalno-
Scig zmian w biosyntezie biatka, aczkolwiek hipoteza ta wymaga spraw-
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dzenia na innych modelach doswiadczalnych. Warto nadmieni¢, ze po-
dobng wspolzaleznos¢ pomiedzy pojawieniem sie zaburzen w syntezie
RNA i bialek w moézgu udalo sie uprzednio zaobserwowac¢ w modelu
ostrego zatrucia tlenkiem wegla (Albrecht 1976, 1977).

WNIOSKI

1. Wplyw niedotlenienia moézgu na metabolizm RNA ujawnia sie w
dwoch fazach. Faza wczesna charakteryzuje sie zahamowaniem trans-
portu RNA z jadra do cytoplazmy i polirybosoméw, co poprzedza wy-
stgpienie zmian w samej syntezie RNA, charakterystycznych dla fazy
pozniejszej. Efekt obnizonego przechodzenia RNA do cytoplazmy w
fazie wczesnej ograniczony jest do poli (A)* RNA, a wigze sie z wy-
biéreczg wrazliwoscig poliadenylacji RNA w jadrze.

2. Obnizony doplyw mRNA z jagdra wydaje sie istotng przyczyng de-
zagregacji polirybosomoéw, towarzyszgcej niedotlenieniu. Brak aktywacji
rybonukleaz w tych warunkach wyklucza raczej udzial wzmozonej de-
gradacji RNA lub polirybosomoéw.

3. Przebieg zmian w metabolizmie RNA w niedokrwieniu przypomina
zmiany spowodowane niedotlenieniem, z tym, ze w zaawansowanym
stadium niedokrwienia ujawnia sie wzrost aktywnos$ci rybonukleazy
kwasnej, zwigzany z uszkodzeniem lizosoméw. Zjawisko to przypusz-
czalnie stanowi dodatkowy czynnik wplywajgcy na obnizenie poziomu
RNA.

4. Poréwnanie wynikow niniejszej pracy z danymi z poprzednich
prac na tych samych modelach do$wiadczalnych sklania do przypusz-
czenia, ze wystgpienie zaburzen w metabolizmie RNA moze warunko-
wa¢ nieodwracalnos¢ zmian w biosyntezie biatka pod wplywem nie-
dotlenienia lub niedokrwienia.
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