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One of the best known neuroendocrine systems in the mammals is the
hypothalamo-neurohypophyseal neurosecretory tract. Its neurones, situated
in the supraoptic and paraventricular hypothalamic nuclei, take part in the
synthesis, transport and release of the hormones: vasopressin and oxytocin
(Bargmann, Scharrer, 1951).

The activity of secretory neurones of the supraoptic and paraventricular
nuclei is mediated either by chemical substances in the vascular system or by
some neuronal centres of the C.N.S. (Schadé, 1970). Synaptic terminals pene-
trating into these nuclei release neurotransmitters which, like chemical sub-
stances circulating with the blood, may exert a stimulatory or inhibitory effect
on the secretory neurones. Oshima and Gorbman (1969) and Scharrer (1972)
have expressed the opinion that these synaptic terminals control the processes
related to the excretion of neurohormones rather than their synthesis. Never-
theless, the fact is known that the supraoptic nucleus is reasonably homoge-
neous with respect to the neurones, while paraventricular nucleus is certainly
not, as it contains numerous non-secretory neurones including parvicellular
neurones (Clementi, Ceccarelli, 1970). Therefore, the input of neuron pathways
controlling the specific neurones is rather complicated and difficult to esti-
mate. However, axo-dendritic, axo-somatic and axo-axonic contacts were
morphologically identified in these nuclei (Polenov, Senchik, 1966; Enestrom,
1967; Rechardt, 1969; Korfmeier, 1970; Clementi, Ceccarelli, 1970; Morris,
1974).

Histochemical data indicate that AChE (which is one of the chemical
components typical for cholinergic fibres) is present in the rat, in moderate
concentrations, in supraoptic and paraventricular neurones and their axons,
and in the adjacent presynaptic fibres (Koelle, 1954). Electron microscopic

http://rcin.org.pl



158 A. Loesch Nr 2

observations of AChE-positive fibres round the secretory neurones of supra-
optic nucleus in the rat (Rechardt, 1969) also suggest that at least some
neurosecretory cells are innervated by cholinergic fibres. By means of fluo-
rescent methods in both these hypothalamic nuclei an abundant amount of
noradrenergic fibres has been detected (Carlsson et al., 1962; Fuxe, 1965;
Fuxe, Hokfelt, 1967). According to Fuxe and Hokfelt (1970) this indicates
that their role in controlling the release of vasopressin and oxytocin is signi-
ficant. In both hypothalamic nuclei of the rat, besides ACh and NA, such
compounds as: dopamine, 5-hydroxytryptamine and histamine have also
been found (Brownstein at al., 1974; Brownstein, 1975). However, according
to Fuxe and Hokfelt (1967), dopaminergic and serotoninergic endings are
not demonstrable by the fluorescence technique. Moreover, Fujimoto (1977)
postulates that angiotensin II and glutamic acid might also play role of
neurotransmitters involved in the release of vasopressin. This author also
suggests that prostaglandin E,, which is an important chemical component
in the central regulation of water balance may, at the same time, act as a neu-
rotransmitter, influencing the secretory neurones. The presence of the P sub-
stance in the hypothalamus may be of similar significance (Elde, Hokfelt,
1978). Thus it can be concluded that at least a few kinds of neurotransmitters
may affect the hypothalamic secretory neurones and are involved in their
synaptic control. It has been understood, however, that the activity of these
neurones is essentially determined by the balance of cholinergic (excitatory)
and noradrenergic (inhibitory) synaptic input (Mcss et al., 1972).

According to general observations of Uchizono (1975) the nervous acti-
vities may be correlated with the activities of the synapses. A correlation
between the structure and function of synapses has been suggested, in that
the synapses which contain clear spheroid synaptic vesicles (S-type bouton)
are excitatory, while the synapses which contain clear flattened vesicles
(F-type bouton) are inhibitory in nature.

In the hypothalamo-neurohypophyseal system the S and F type boutons
were found in frog, toad and rabbit (Uchizono, Sakai, 1970; Uchizono, 1975)
and also in rat, in the supraoptic and paraventricular nuclei (Loesch, 1980).

In the present paper the results of the study on ZIO-impregnated pre-
synaptic boutons in the neuropile of supraoptic and paraventricular nuclei
are presented with special consideration given to the S-type boutons, contai-
ning spheroid synaptic vesicles.

MATERIAL AND METHODS

The investigations of 14 Wistar female rats, 3 months old, were confined to
the boutons in supraoptic and paraventricular nuclei. Both these nuclei were
fixed after decapitation of animals. Two fixation methods were used:
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1. Conventional fixation (Glut.). The specimens from 7 rats were placed
in 2,59, glutaraldehyde in 0.05 M phosphate buffer (pH 7.4) for 2 h at 4° C,
and they were subsequently postfixed in 19, OsO, in 0.05 M phosphate buffer
(pH 7.4) for 1 h at 4° C. Ethanol was used for dehydration. The specimens
were embedded in Epon.

2. Fixation for zinc-iodide-osmium impregnation (Z10). The specimens
from 7 rats were placed in 49, paraformaldehyde in 0.05 M phosphate buffer
(pH 7.4) for 20 min. The specimens were then rinsed in stock buffer and
placed in 6.29, glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) for 2 h.
Double fixation was continued at 4° C. After fixation the specimens were
washed three times for 5 min. in Tris buffer soluticn (pH 6.2) which consisted
of the following components: 3.3 g NaCl, 0.06 g CaCl,, 0.03 g Mg Cl,.6 H,0,
0.605 g “Trizma-Base” tris (hydroxymethyl)aminomethane (Sigma Chemical
Co.) and 100 ml distilled water. The specimens were then incubated for 16 h
at 4° C, in ZIO mixture prepared according to Kawana et al. (1969). After
incubation the specimens were rinsed in Tris buffer solution and next they
were dehydrated in ethanol and embedded in Epon.

In both methods the ultrathin sections were stained with uranyl acetate
and lead citrate and subsequently examined in JEM-7A electron microsco-

pe.
Measurements

The quantitative analysis was performed on sectioned profiles of the ZIO-
-impregnated boutons, containing spheroid synaptic vesicles in supraoptic
and paraventricular nuclei. The series of random pictures were taken at
different levels of the specimens, at magnification of 18.000 and, in order to
obtain the micrographs, they were further magnified three times. This was
made in order to estimate the areas of sectioned profiles of boutons as well
as the total number of spheroid synaptic vesicles and the relative number
(%) of ZI0O-positive vesicles, per bouton area ; the areas of boutons in sections
were measured using planimeter. These variables were compared between
the supraoptic and paraventricular nuclei by means of the Chi? test.

RESULTS
General features of boutons

The axon boutons, in both supraoptic and paraventricular nuclei contain
mainly clear synaptic vesicles (Fig. 1) but some of them — also a few dense-
-cored vesicles (Fig. 2). They correspond to chemical synapses, which are
characterised by a typical pattern of pre- and post-synaptic components,
separated by the 20—30 nm synaptic cleft (Figs 3, 4). Two types of these
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boutons have been identified here, according to the shape of clear synaptic
vesicles: the S-type containing spheroid vesicles of 40—50 nm and F-type
containing flattened vesicles of 60x 30 nm (Fig. 5). Both these types occur
on the dendrite (Fig. 5) as well as on the perikaryon of secretory neurones
(Figs. 1, 6).

After ZIO treatment, the product of reaction have been encountered in
spheroid and flattened vesicles in boutons of S and F type, respectively
(Figs 7, 8). The size of impregnated vesicles in S-type boutons remains, on
the average, the same as after the conventional fixation (Fig. 9), although
in the F-type, some vesicles of an extremely flat dics appearance, of 90 x 20 nm
can occasionally be found (Fig. 10).

ZI0-impregnated boutons in supraoptic nucleus. Numerous axodendritic
synapses represented mainly by the S-type boutons are shown in Figs 11—14.
Moreover, the S and F type boutons synapsing on the surface of perikaryon
of the secretory neurones are exemplified by Figs 15 and 16.

ZIO-impregnated boutons in paraventricular nucleus. Like in the supra-
optic nucleus, the S and F type boutons have been found on the surface
of perikaryon of the secretory neurones, as shown in Figs 17 and 18. In this
nucleus several F-type boutons adjacent to the axons containing spheroid
synaptic vesicles have also been encountered (Fig. 19). Numerous axoden-
dritic synapses formed by S-type boutons are exemplified by Figs 20 and 21.
An example of the bouton which contain ZIO-positive flattened synaptic
vesicles and ZIO-negative dense-cored vesicles is presented in Fig. 22.

M easurements

Some of the results of morphometric analysis are presented in a diagrammatic
form; while the results of statistical comparison are summarized in Table 1.

Comparison between boutons of the S-type in supraoptic and paraventri-
cular nuclei with respect to the areas of their profiles, as well as the total
number of spheroid synaptic vesicles and relative number (%) of ZIO-positive
vesicles, per bouton area, revealed no significant differences (Table 1). The re-
lationship between the bouton area and the total number of spheroid synaptic
vesicles is diagrammatically presented in Fig. 23; the supraoptic and para-
ventricular nuclei are similar in this respect. At the same time, it is evident
from Fig. 24 that there is no close relationship between the bouton area and
the relative number (9,) of ZIO-positive vesicles, in either supraoptic or
paraventricular nucleus. The interrelationship between the frequency of
occurrence of S-type boutons and the relative number (9,) of ZIO-positive
synaptic vesicles in both nuclei is diagrammatically presented in Fig. 25.
Although the shape of either of those two distributions is not appreciably
different from normality, they slightly differ from one another.
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FIGURES

Fig. 1. The axons contammg clear synaptic vesicles (sv); two boutons (S) synapsing (arrows)
on surface of secretory neuron (NS); D — dendrite, m — mitochondria, er — granular endo-
plasmic reticulum. Glut. Scale bar: 0,56 pm.

Ryc. 1. Aksony zawierajace jasne pecherzyki synaptyczne (sv); dwie kolbki (S) tworza synapsy
na powierzchni neuronu sekrecyjnego (NS); m — mitochondria, er — ziarnista siateczka $rod-
plazmatyczna. Glut. Linia podzialki: 0,5 pm.

Fig. 2. An axon (Ax) boutoning on spine dendrite (D) which contains clear and dense-cored
(dev) vesicles; m — mitochondria, nt — neurotubules. Glut. Scale bar: 0.5 pm.

Rye. 2. Akson (Ax) tworzgcy kolbke na kolcu dendrytu (D) zawiera pecherzyki jasne i z gestym
rdzeniem (dev); m — mitochondria, nt — neurotubule. Glut. Linia podzialki: 0,5 pm.

Fig. 3. Fragment of synaptic contact presenting presynaptic (pre) and postsynaptic (post)
membranes, synaptic cleft (s¢) and dense projection (dp); sv — synaptic vesicles, m — mito-
chondrium, pe — postsynaptic element. Glut. Scale bar: 0.2 pm.

Ryc. 3. Fragment kontaktu synaptycznego przedstawia blone presynaptyczna (pre) i poste
synaptyeczna (post), szczeling synaptyczna (sc) i gesta projekeje (dp); sv — pecherzyki synap-
tyczne, m — mitochondrium, pe — element postsynaptyczny. Glut. Linia podzialtki 0,2 pm

Fig. 4. Fragment of synaptic contact demonstrating pre- and postsynaptic dense projection
(dp) separated by synaptic cleft (sc); sv — synaptic vesicles. Glut. Scale bar: 100 nm.

Ryc. 4. Fragment kontaktu synaptycznego przedstawia pre- i postsynaptyczna gesta pro-
jekcje (dp) oddzielona szczelina synaptyczna (sc); sv — pecherzyki synaptyczne. Glut. Linia
podzialki: 100 nm.

Fig. 5. S-type (S) and F-type (F) boutons containing spheroid (sv) and flattened (fv) vesicles,

respectively, synapsing on dendrite (D); m — mitochondrium. Glut. Scale bar: 0.2 pm-

Ryc. 5. Kolbki typu S (S) i typu F (F) zawierajace odpowiednio, okragle (sv) i splaszezone (fv)

pecherzyki, tworza synapsy na dendrycie (D); m — mitochondrium. Glut. Linia podzialki:
0,2 pm.

Fig. 6. F-type bouton synapsing on surface of secretory neuron (NS); fv — flattened synaptic
vesicles, m — mitochondria, er — granular endoplasmic reticulum. Glut. Scale bar: 0.2 pm.

Ryec. 6. Kolbka synaptyezna typu F na powierzchni neuronu sekrecyjnego (NS); fv — splasz-
czone pecherzyki synaptyczne, m — mitochondria, er — ziarnista siateczka srédplazmatyczna.
Glut. Linia podzialki: 0,2 pm.

Fig. 7. Z1O-positive spheroid synaptic vesicles (sv) within S-type bouton synapsing on dendrite
(D); m — mitochondria. ZIO. Scale bar: 0.2 pm.
Rye. 7. Z10-dodatnie okrggle pecherzyki synaptyczne (sv) w obrebie kolbki typu S tworzacej
synapse z dendrytem (D); m — mitochondria. ZIO. Linia podzialki: 0.2 pm.
Fig. 8. F-type (F) and S-type (S) boutons synapsing on dendrite (D); fv — ZIO-positive flattened
synaptic vesicles, m — mitochondria. ZIO. Scale bar: 0.2 pum.
Ryc. 8. Kolbki typu-F (F) i typu-S (S) tworzace synapsy na dendrycie (D); fv — ZIO-dodatnie
splaszczone pecherzyki synaptyczne, m — mitochondria. ZIO. Linia podzialki: 0,2 pm.
Fig. 9. Fragment of S-type synapse demonstrating ZIO-positive spheroid synaptic vesicles (sv)
and presynaptic (pre) and postsynaptic (post) membranes. ZIO. Scale bar: 100 nm.
Ryc. 9. Fragment synapsy typu-S przedstawia ZIO-dodatnie okragle pecherzyki synaptyczne
(sv) 1 blong presynaptyczna (pre) oraz postsynaptyczna (post). ZIO. Linia podzialki: 100 nm.
Fig. 10. Fragment of F-type synapse; fv — ZIO-positive flattened synaptic vesicles, pre — pre-
synaptic membrane, post — postsynaptic membrane. ZIO. Scale bar: 100 nm.

Ryc. 10. Fragment synapsy typu-F; fv — ZIO-dodatnie splaszczone pecherzyki synaptyczne,
pre — blona presynaptyczna, post — blona postsynaptyczna. ZIO. Linia podzialki. 100 nm.
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Fig. 11. S-type bouton synapsing on dendrite (D); m — impregnated mitochondria. ZIO. Scale
bar: 0.5 pm.

Rys. 11. Kolbka synaptyczna typu S na dendrycie (D); m — impregnowane mitochondria.
ZIO. Linia podzialki 0,5 pm.

Fig. 12. A few S-type boutons (S) and one F-type (F); some of them synapsing on dendrite (D);

dev — dense-cored vesicles. ZIO. Scale bar: 0.5 pm.
Rye. 12. Kilka kolbek typu S (S) i jedna typu F (F); niektére z nich tworza synapsy na dendrycie
(D); dev — pecherzyki z gestym rdzeniem. ZIO. Linia podziatki: 0,56 pm.

Fig. 13. On dendrite (D) S and F type boutons. ZIO. Scale bar: 0.5 pm.

Ryc. 13. Na dendrycie (D) kolbki typu S i F. ZIO. Linia podzialki: 0,5 pm.

Fig. 14. S and F type boutons synapsing on dendrites (D); mvb — ZIO- positive multivesicular
body. ZIO. Scale bar: 0.5 pm.

Ryc. 14. Kolbki synaptyczne typu S i F na dendrytach (D); mvb — ZIO-dodatnie cialo wielo-

pecherzykowe. Linia podzialki 0,5 pm.
Fig. 15. S type bouton synapsing on surface of secretory neuron (NS); dev — dense-cored vesicles,
nsg — neurosecretory granules, my — impregnated myelin sheath. ZIO. Scale bar: 0.5 pm.

Ryec. 15. Kolbka synaptyczna typu S na powierzchni neuronu sekrecyjnego (NS); dev — peche-
rzyki z gestym rdzeniem, nsg — ziarnistoéci neurosekrecyjne, my — impregnowana oslonka
mielinowa. ZIO. Linia podzialki: 0,5 pm.

Fig. 16. F type bouton synapsing on surface of secretory neuron (NS). ZIO. Scale bar: 0.5 pm.

Ryc. 16. Kolbka synaptyczna typu F na powierzchni neuronu sekrecyjnego (NS). ZIO. Linia
podzialki: 0,5 pm.

Fig. 17. S type boutons; two of them synapsing on surface of secretory neuron (NS); dev —
dense-cored vesicles, m — mitochondria, er — granular endoplasmic reticulum, nlb — nucleolus-
-like body. ZIO. Scale bar: 0.5 pum.

Ryec. 17. Kolbki typu S; dwie z nich tworza synapsy na powierzchni neuronu sekrecyjnego (NS);
dev — pecherzyki z gestym rdzeniem, m — mitochondria, er — ziarnista siateczka $rédplazma-
tyczna, nlb — cialo jaderkopodobne. ZIO. Linia podzialki: 0,5 pm.

Fig. 18. S type and F type boutons synapsing on surface of secretory neuron (NS). ZIO. Scale
bar: 0.5 pm.

Ryec. 18. Kolbki synaptyczne typu S i F na powierzchni neuronu sekrecyjnego (NS). ZIO. Linia
podzialki: 0,5 pm.

Fig. 19. F type bouton (F) containing flattened vesicles, lying adjacent to the axon (S) which
contain spheroid vesicles. Z1O. Scale bar: 0.5 pm.

Ryc. 19. Kolbka typu F (F) zawierajaca splaszczone pecherzyki, przylega do aksonu (S), ktéry
posiada pecherzyki okragle. ZIO. Linia podzialki: 0,5 pm.

Fig. 20. Numerous S type boutons synapsing on dendrite (D). ZIO. Scale bar: 0.5 pm.

Rye. 20. Liczne kolbki synaptyczne typu S na dendrycie (D). ZIO. Linia podzialki: 0, 5pum

Fig. 21. Boutons of S type synapsing on dendrite (D). ZIO. Scale bar: 0.5 pm.
Ryc. 21. Kolbki typu S tworzace synapsy na dendrycie (D). ZIO. Linia podzialki: 0,5 pm
Fig. 22. Within the F type bouton ZIO-positive flattened vesicles (fv) and ZIO-negative dense-
-cored vesicles; pe — postsynaptic element. ZIO. Scale bar: 0.5 pm.

Ryec. 22. W obrebie kolbki typu F ZIO-dodatnie splaszczone pecherzyki i ZIO-ujemne pecherzyki
z gestym rdzeniem; pe — element postsynaptyczny. ZIO. Linia podziatki 0,5 pm.
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Fig. 23. Scatter of the points in both diagrams indicates association between the area of the
S-type bouton profiles and the total number of spheroid synaptic vesicles (amount ZIO-po-
sitive and ZIO-negative); dots represent the values for boutons which contain only spheroid
vesicles, and crosses — the values for boutons additionally contain dense-cored vesicles. Arrows
point to the positions of the median.
Ryc. 23. Rozklad punktéw w obu diagramach wskazuje na zwigzek pomiedzy polem profilu
kolbki typu S i ogélng liczba okraglych pecherzykéw synaptycznych (suma ZIO-dodatnich
i ZI1O-ujemnych); kropki reprezentuja wartosci dla kolbek, ktére zawieraja okragle pecherzyki,
natomiast krzyzyki — wartosci dla kolbek, ktére dodatkowo zawieraja pecherzyki z gestym
rdzeniem. Strzalki wskazuja pozycje mediany.

Table 1. Comparative evaluation of the S-type boutons in neuropile of supraoptic (SON) and
paraventricular (PVN) nuclei

Tabela 1. Por6wnawcza ocena kolbek synaptycznych typu-S w neuropilu jadra nadwzrokowego

(SON) i przykomorowego (PVN)

Variables Nucleus 5 bl
Zmienne Jadro 2 Ra s Re
Bouton area in pm? SON 176 0,47 0,02—2,60 s
Powierzehnia przekroju kolbki w um? PVN 194 039 003234 U773 0,260
Total No. of spheroid vesicles per bouton
area SON 176 67 2—1770
Ogélna liczba okraglych pecherzykéw w polu 1,262 0,500
przekroju kolbki PVN 194 57 2—257
9, of ZIO-positive vesicles per bouton area  SON 176 41,1 5,1—98,2
9, ZI0-dodatnich pecherzykéw w polu 1,831 0,250
przekroju kolbki PVN 194 ° 40,0 11,1—81,8
n — number of observations Chi? — result of statistical calculation
liczba obserwacji oszacowanie warto$ci pomiedzy jadrem
SON i PVN
Me — value of the median P — probability
warto§¢é mediany poziom prawdopodobienstwa
Ra — range
zakres
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Fig. 24. Scatter of the points in both diagrams indicates that there is no relationship between
the boutons area and the relative number (9,) of ZIO-positive synaptic vesicles. Arrows point

to the position of the median.

Ryc. 24. Rozklad punktéw w obu diagramach wskazuje, ze brak jest wyraznej wspoélzaleznosci
pomigdzy polem kolbek i wzgledna liczba (9,) ZIO-dodatnich pecherzykéw synaptycznych.

Strzalki wskazuja pozycje mediany.
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Fig. 25. Frequency distributions of the occurrence of S-type boutons in relation to percentages

of ZIO-positive synaptic vesicles.

Ryc. 25. Histogram czestoSci wystepowania kolbek typu-S w zaleznosci od wzglednej liczby (%)
ZIO-dodatnich pecherzykéw synaptycznych.

DISCUSSION

The results of the present investigations indicate that there are two basic
types of synaptic vesicles related to the presynaptic boutons of the supra-
optic and paraventricular nuclei of the rat, namely: clear spheroid vesicles
with an average diameter of 40—50 nm and flattened vesicles with an average
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diameter of 60x 30 nm. Boutons encountered here, which have been identi-
fied as S or F type, besides the characteristic spheroid or flattened vesicles,
respectively, also may contain a few dense-cored vesicles. These dense-cored
vesicles might contain NA (Pellegrino De Iraldi et al., 1963). At the same
time the present data has shown that, in either of the two investigated hypo-
thalamic nuclei, boutons are morphologically similar and they form axo-
dendritic and axo-somatic synapses. The S and F boutons may, according
to the results obtained here, occur in either of the two varieties of distinguished
synaptic contacts. The presence of the S and F type presynaptic boutons
in both these nuclei might be, in agreement with the general statement of
Uchizono (1975), responsible for the origin of the excitatory postsynaptic
potentials (EPSPs) and inhibitory postsynaptic potentials (IPSPs), respectively.

The results of quantitative analysis, performed in this study, have re-
vealed a considerable morphological and histochemical (after ZIO treatment)
similarity of the S-type boutons, occurring either in supraoptic or paraventri-
cular nucleus, with respect to their areas, total number of spheroid synaptic
vesicles or relative number (%,) of Z1O-positive vesicles. On the other hand,
in both these nuclei, the interrelationship has been found between the bou-
ton area and the total number of spheroid vesicles; while no such relation-
ship has been encountered between the areas of these boutons and the rela-
tive number (%) of ZIO-impregnated vesicles. It is not yet sufficiently under-
stood why, in boutons only some proportion of vesicles gets impregnated
by ZIO mixture. According to Kawana et al. (1969), differences .in vesicle
membrane permeability and vesicular content must be considered. They
also concluded that such differences in ZIO reactivity are related to changes
in physiological or biochemical state rather than to technical failure. This
view finds an indirect support in recent investigations of Pellegrino De Iraldi
and Cardoni (1979) on the effects of drugs inhibiting the synthesis of 5-HT
and NA, on the ZIO reaction in synaptic vesicles in rat pineal nerves. These
studies have shown that the effect of this reaction is related to changing
accessibility of -SH groups in vesicle proteins. On the basis of morphological
studies, presented above, it is difficult to associate the distincet types of the
synaptic vesicles with the specific neurotransmitters, the more that in the
examined hypothalamus area a great variety of neurotransmitters was ob-
served (see: Introduction). Consequently, it does not seem possible, either
from the obtained results or from the literature data (Maillet, 1963; Joé et al.,
1973; Osborne, Thornhill, 1974; Akert, Sandri, 1975) to relate a positive
ZIO impregnation of some proportion of synaptic vesicles to any specific
neurotransmitter or any other chemical substance that they contain. However,
Gilloteaux and Naud (1979) have expressed the opinion that ZIO impregnation
technique might be useful in revealing some Ca' storage sites in subcellular
structures.
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On the basis of the present data it can thus be concluded that, in normal
female rat, the same types of presynaptic boutons, thatis S and F containing
spheroid and flattened vesicles respectively, occur in both supraoptic and
paraventricular nuclei. At the same time the results of the measurements
indicate that after ZIO treatment there are no appreciable differences between
these nuclei in respect of the boutons containing spheroid synaptic vesicles.
It seems that the morphometrical results from single bouton profiles may
reflect the individual heteromorphy and provide a detailed information about
the complex functional changes in a given bouton type. Notwithstanding some
deficiences, the application of ZIO impregnation technique in the comparative
evaluation of the boutons in supraoptic and paraventricular nuclei may be
of some significance in better understanding of their role in the processes
related to the neurosecretion.
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ZIO-IMPREGNOWANE KOLBKI SYNAPTYCZNE W NEUROPILU JADRA NADWZRO-
KOWEGO I PRZYKOMOROWEGO SZCZURA

Streszczenie

Kolbki synaptyczne w neuropilu jadra nadwzrokowego i przykomorowego szczura byly
badane. Dwa typy kolbek zidentyfikowano, zaréwno przy uzyciu konwencjonalnego utrwalania
aldehydem glutarowym jak i techniki ZIO. Sg to: kolbki typu S, zawierajace okragle peche-
rzyki synaptyczne i kolbki typu F, zawierajace splaszczone pecherzyki synaptyczne. Stwier-
dzono, ze produkt reakeji ZIO impregnuje zar6wno okragle jak i splaszczone pecherzyki synap-
tyczne. Wyniki badan morfometrycznych, przeprowadzonych na ZI0-impregnowanych kolbkach
typu S wskazuja, ze nie ma istotnych réznic pomiedzy jadrem nadwzrokowym i przykomoro-
wym pod wzgledem wielkoéci powierzchni przekroju kolbek oraz ogélnej liezby pecherzykow
synaptycznych i wzglednej liczby (%) pecherzykéw ZIO-dodatnich przypadajacych na po-
wierzchnig¢ danej kolbki. Jednoczeénie stwierdzono $cisla wspoélzaleznosé pomiedzy wielkoicia
powierzchni przekroju kolbek typu S i ogélng liczba okraglych -pecherzykéw synaptycznych,
zaréwno w jadrze nadwzrokowym jak i przykomorowym. Natomiast nie stwierdzono wyraznego
zwigzku pomiedzy wielko$cia powierzchni przekroju kolbek a wzgledng liczba (%) pecherzykéw
synaptycznych wybarwionych produktem reakeji ZIO.

A. Jlewm

3U0-UMITPETHUPOBAHHBIE CUHAIITUYECKUE KOJBOYKM B HEVPOIIMIE
CYIIPAOIITUYECKOI'O U INEPUBEHTPUKYJIAPHOTO AJE? KPBICHI

Pes3omMme

UccnenoBanmch CHUHAIICTUMYECKMe KOJNOOYKM B HEMPOMMJIE CYNPAOITMYECKOTO M Tie-
PUBEHTPUKYJIAPHOTO AAEP y Kpbichbl. Bbliam O6HapyzKeHbl aBa TUNa KOJIGOUeK, Tak
0Py MCIIONIb30BaHMM KOHBEHUIMAJBHOM TeXHMKM (MUKCALMM IIIyTapalbAeruMiaoM, Kak
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n Texumku 3UO. Oto: KoaboukuM THma S, coAepIKallye Kpyrible CHUHANTUIECKuUe
Ty3bIpbKM ¥ KOJAO60uKM Tuna F, coaepzkallye CIJIIOCHYTbIE CHMHATITMYECKMe ITy3bIPbKM.
Pe3ynbTaTbl MOPAOMETPUYECKMUX MCCJIEAOBaHMIA, TIPOBEeAeHHbIX Ha 3 O-uMIperHupo-
BaHHbIX KOJIOOukKax Tuma S, yKa3bIBAalOT HAa TO, YTO HET CYLIECTBEHHbIX PAIHMI]
MeXJy CynpaopbuTalbHbIM ¥ NEePUBEHTPUKYJIAPHBIMM AAPAMM OTHOCUTEJIbHO BeEJIU-
YMHbI IIOBEPXHOCTM pa3pes3a KoJubouek, a TakxKe OOLIEro uYMclia CUHANTUYECKUX
TMy3bIPBKOB ¥ OTHOCUTENBHOTO umcsa (%) 3UO-moI0XKUTENbHBIX ITy3bIDHKOB, IIPHU-
XOJAIIMXCA Ha I[IOBEPXHOCTh MAAHHOM KOJMOOuUKM. OpHOBpeMeHHO o0oO0HapyXuBajach
TecHas 3aBUCMMOCTL MEIKJYy BEJMUYMHONM IIOBEePXHOCTM pa3pe3a Kouboyek Tuma S
u ObLIMM uMCIOM KDPYTJbIX CMHANTUYECKMX IIy3bIPLKOB, KakK B CyNpaopouTabHOM
TaK ¥ B TEPUBEHTPUKYJIAPHOM fAapax. He oOHapyXuBaeTca e OTYeTIMBas CBA3b
MeXJly BeNUYMHOM I[OBEePXHOCTM pa3pe3a KO0J6OYeK M OTHOCUTeNbHbIM umciiom (%)
CHMHANTUYECKUX ITy3bIPbKOB, OKPAll€eHHbIX TTPOAYKTOM peakimm 3UO.
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WPLYW ENFLURANU NA SYNAPSY W KORZE RUCHOWEJ
KROLIKA W OKRESIE ROZWOJU

BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE METODA RUTYNOWA 1 PO IM-
PREGNACJI ZIO
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Ordynator: doc. dr M. Justyna

Enfluran (2-chloro-1,1,2-tréjfluoroetylo-dwufluorometyloeter) zostal po raz
pierwszy uzyty do narkozy w klinikach angielskich w 1966 roku. Jest aneste-
tykiem wziewnym wydalanym gléwnie przez pluca. Jako zwiazek rozpusz-
czalny w tluszezach pobudze aktywnoéé enzyméw mikrosomalnych watroby
i w wyniku ich dzialania przechodzi w zwiazki rozpuszczalne w wodzie (Berman
i wsp. 1976). Metabolity enfluranu sa wydalane przez przewéd pokarmowy
i nerki (Hitt i wsp. 1977).

Badania nad wplywem enfluranu na ustréj zwierzecy wykazaly, ze poziom
noradrenaliny w surowicy krwi obniza si¢ proporcjonalnie do wzrostu jego
stezermia w powietrzu wdychanym (Rosenberg, Klinge 1974). Ponadto stwier-
dzono, ze zapobiega on powstawaniu czestoskurczu komorowego, do ktérego
moze doj$¢ w nastepstwic naglego i znacznego wzrostu poziomu noradrenaliny
i adrenaliny we krwi (Incue i wsp. 1976). W zwiazku z powyzszym enfluran
zostal uznany jako anestetyk z wyboru do operacji guza chromochlonnego
nadnerczy (Kreul i wsp. 1976).

Badano réwniez dzialanie enfluranu na o$rodkowy,uklad nerwowy. Wyniki
pracy Dydyk i wsp. (1979a), poswieconej badaniu wplywu enfluranu na po-
ziom amin katecholowych w korze mézgu mlodych krélikéw sugerowaly, ze
zmiany poziomu katecholamin moga byé zalezne przede wszystkim od nie-
doboru tlenu, spowodowanego zmianami hemodynamicznymi. Badania Ngai
i wsp. (1978) wykazaly, ze podczas narkozy enfluranowej poziom acetylo-
choliny i choliny we wszystkich strukturach mézgu nie ulega zmianie, nato-
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miast po narkozie szybko§é przemian acetylocholiny maleje wylacznie w korze
moézgu. Maslinska i wsp. (1979) stwierdzili, ze bezposrednio po narkozie w korze
moézgu dochodzi do znamiennego statystycznie spadku aktywnosci acetylo-
cholinoesterazy.

Wyniki powyzszych badan, a takze czeste stosowanie enfluranu w anestezji
dziecigcej, sklonily nas do podjecia badan, ktérych bezposrednim celem byla
ocena wplywu enfluranu na synapsy w dojrzewajacej korze moézgu krélika.
Biorac pod uwage, ze poszczegélne warstwy i okolice kory mézgu dojrzewaja
w réznym czasie, badania mikroskopowo-elektronowe prowadzono wylacznie
na trzeciej warstwie kory ruchowej. Stan synaps oceniano przy uzyciu rutyno-
wej metody badania ultrastrukturalnego i metody cynkowo-jodowo-osmowej
(Z10).

MATERIAL I METODY

Prace wykonano na 12 krélikach, ktére w zaleznosci od wieku (1, 4, 16
i 32 dzien zycia) podzielono na cztery grupy do$wiadezalne. Grupy kontrolne
stanowily kréliki w tym samym wieku (przebywajace w standardowych wa-
runkach hodowlanych), ktére zostaly uzyte do badan nad rozwojem synaps
w trzeciej warstwie kory ruchowej (Dydyk, Juraniec 1980).

Zwierzeta doswiadczalne poddawano narkozie enfluranowej trwajacej
60 minut. Stosowano stezenie 1,5—29%,, ktére odpowiadalo tzw. minimalnemu
stezeniu pecherzykowemu (MAC), opracowanemu przez Egera i wsp. (1967).

Doswiadczenia prowadzono w przezroczyste] komorze, z ciaglym przeply-
wem powietrza. Dokladny opis zestawu uzywanego do doswiadczen opisano
poprzednio (Dydyk i wsp. 1979b). Przez komore przepuszczano powietrze
z parami enfluranu. Tlenu nie podawano, aby wyeliminowaé wplyw hipe-
roksji na niedojrzaly mézg (Dydyk 1976). Wobec braku parownika do enflu-
ranu, zgodnie z instrukcja wytwoérni produkujacej ten zwiazek (Airce Ohio
USA), a takze zgodnie z praktyka wielu anestezjologéw, do odparowywania
anestetyka uzywano parownik halotanowy Fluotec Mark 3.

Wyecinki z kory ruchowej pobierano bezposrednio po do§wiadczeniu, w nar-
kozie eterowej, przyzyciowo. Utrwalono je w 29, roztworze czterotlenku
osmu w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,4 przez 1 godz., a nastepnie
w roztworze 49, aldehydu glutarowego w tym samym buforze przez 2 godz.
w temp. 4° C. Utrwalony material dzielono na dwie czesci. Wycinki przezna-
czone do impregnacji cynkowo-jodowo-osmowej plukano trzykrotnie roz-
cieiczonym buforem Tris-aminomethan-HCl o pH 7,4 w temp. pokojowe;j.
Impregnacje wykonywano wedlug metody opisanej przez Kawane i wsp.
(1969). Material poddany impregnacji i material nie impregowany odwad-
niano w roztworach alkoholu o wzrastajacym stezeniu, zatapiano w Eponie
812 i skrawano na ultramikrotomie LKB. Pélcienkie skrawki barwiono bleki-
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tem toluidyny i ogladano w mikroskopie §wietlnym. Ultracienkie skrawki
zawierajace trzecia warstwe kory ruchowej dobarwiano octanem uranylu
i cytrynianem olowiu i ogladano oraz wykonywano dokumentacje w mikro-
skopie elektronowym JEM 7A.

WYNIKI

Wyniki badan ultrastrukturalnych z uzyciem metody ZIO, ktére pro-
wadzono na trzeciej warstwie kory ruchowej krélikéw w 1, 4, 16 i 32 dniu
zycia w warunkach hodowlanych, opisano w pracy Dydyk i Juraniec (1980),
poswieconej badaniu rozwoju synaps. Zostaly one wykorzystane w niniejszej
pracy jako badania kontrolne.

W pierwszym dniu zycia obrazy mikroskopowo-elektronowe synaps w korze
mozgu krélikéw poddanych dzialaniu enfluranu, nie réznily sie od obrazéw
synaps w korze mézgu krélikéw kontrolnych.

"W zaleznoci od umiejscowienia zakonczen aksonalnych w stosunku do
wypustek nerwowych, mozna bylo wyréznié synapsy aksokolcowe i akso-
dendrytyczne (ryc. 1). Zakonczenia aksonalne umiejscowione przy blonie cyto-
plazmatycznej komérek nerwowych nie tworzyly polaczen synaptycznych
z perikarionami tych neuronéw (ryc. 2). Przekroje poprzeczne zakonczen
aksonalnych byly najcze$ciej okragle lub owalne, rzadziej wydluzone (ryec.
1, 2). Zawieraly one pojedyncze, okragle pecherzyki synaptyczne (ryc. 1, 2.)
Wiéréd obserwowanych synaps wiekszo§é stanowily synapsy z dobrze widocz-
nym zageszczeniem postsynaptyeznym tj. synapsy asymetryczne czyli typu I
(rye. 1, 3). Wyjatkowo spotykano synapsy bez wyraznego zageszczenia
cytoplazmy wzdluz czesci postsynaptycznej. Byly to synapsy symetryczne
czyli typu II. Opisane synapsy byly przewaznie jednoogniskowe tj. posiadaly
tylko jedna strefe czynna (ryc. 1). Synapsy wieloogniskowe, posiadajace
kilka stref czynnych, spotykano rzadko.

Po impregnacji ZIO wszystkie pecherzyki synaptyczne zachowywaly
okragly ksztalt, natomiast tylko niektére z nich zawieraly elektronowo-gesty
dodatni produkt reakeji (ryc. 3). Pecherzyki te byly otoczone waskim ,,halo”,
ktére oddzielalo wnetrze pecherzyka z elektronowo-gesta zawartoscia od
jego blony. Pozostale pecherzyki byly przejrzyste dla elektronéw (rye. 3).

W cytoplazmie perykarionéw komdrek nerwowych, w poblizu struktur
ukladu Golgiego czesto stwierdzano obecno$é okraglych pecherzykéw, zawie-
rajacych produkt reakeji ZIO (ryc. 4). Niekiedy spotykano je réwniez w akso-
nach.

W 4 dniu zycia obrazy ultrastrukturalne synaps w korze mézgu krélikéw
doéwiadczalnych (podobnie jak w 1 dniu) nie réznily si¢ od obrazéw synaps
krélikéw kontrolnych.
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Rye. 1. 1 dzien zycia. Synapsa aksodendrytyczna typu asymetrycznego. Zakoriczenie aksonalne
(AT) zawierajace nieliczne pecherzyki synaptyczne (SV). D — dendryt. Barw. octanem uranylu
i cytrynianem olowiu.

Fig. 1. 1st day of life. Axodendritic synapse of asymmetrical type. Axon terminal (AT) con-
taining few synaptic vesicles (SV). D — dendrite. Stained with uranyl acetate and lead citrate.

Rye. 2. 1 dzieh zycia. Zakoneczenie aksonalne (AT) lezace w poblizu perykarionu (P) komorki
nerwowej. Barw. octanem uranylu i cytrynianem olowiu,

Fig. 2. 1st” day of life. Axon terminal (AT) lying in vicinity of neuronal perikaryon (P). Stained
with uranyl acetate and lead citrate.

Ryc. 3.1 dzien zycia. Synapsa aksodendrytyczna typu asymetrycznego. W zakorczeniu akso-
nalnym (AT) widoczne sa nieliczne pecherzyki synaptyczne z produktem reakeji ZIO. D —
dendryt. Impregnacja ZIO.

Fig. 3. 1st day of life. Axodendritic synapse of asymmetrical type. Inside the axon terminal
(AT) few synaptic vesicles with product of ZIO reaction are visible. D — dendrite. ZIO impreg-
nation.

Ryc. 4. 1 dzien zycia. Liczne peeherzyki z dodatnim produktem reakeji lezace w poblizu ukladu
Golgiego. P — perykarion komoérki nerwowej. Impregnacja ZIO.

Fig. 4. 1st day of life. Numerous vesicles with positive reaction visible in vicinity of Golgi appa-
ratus. P — perikaryon of neuron. ZIO impregnation.
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Ryc. 5. 4 dzien zycia. Dwie synapsy aksodendrytyczne typu asymetrycznego. W zakonczeniu
aksonalnym (AT,) jednej z nich liczne pecherzyki synaptyczne. W drugim zakonczeniu (AT,)
pojedyncze pecherzyki synaptyczne (SV). Barw. octanem uranylu i cytrynianem olowiu.
Fig. 5. 4th day of life. Two axodendritic synapses of asymmetrical type. In axon terminal (AT,)
one of them numerous synaptic vesicles. In the second axon terminal (AT,) single synaptic
vesicles (SV). Stained with uranyl acetate and lead citrate.

Ryc. 6. 4 dzien zycia. Synapsa aksosomatyczna z pojedynczymi pecherzykami synaptycznymi
(SV). P — perykarion. Barw. octanem uranylu i cytrynianem olowiu.

Fig. 6. 4th day of life. Axosomatic synapse with few synaptic vesicles (SV). P — perikaryon.
Stained with uranyl acetate and lead citrate.

Ryc. 7. 16 dzien zycia. Synapsa aksodendrytyczna typu asymetrycznego. W zakoriczeniu akso-
nalnym (AT) liczne pecherzyki synaptyczne (SV) i mitochondrium (m). Barw. octanem uranylu
i cytrynianem olowiu.

Fig. 7. 16 th day of life. Axodendritic synapse of asymmetrical type. In axon terminal (AT)
numerous synaptic vesicles (SV) and mitochondrium (m). Stained with uranyl acetate and lead
citrate.

http://rcin.org.pl



180 L. Dydyk, M. Justyna Nr 2

http://rcin.org.pl



Nr 2 Wplyw enfluranu na synapsy w moézgu 181

Prawie wylacznie obserwowano synapsy aksokolcowe i aksodendrytyczne.
W ich aksonach terminalnych widoczne byly mniej lub bardziej liczne, okragle
pecherzyki synaptyczne (ryc. 5). Niekiedy obserwowano pojedyncze mito-
chondria. Uwzgledniajac strukture stykéw, wyrézniano synapsy asymetrycz-
ne, ktére stanowily wiekszo§¢, oraz pojedyncze synapsy symetryczne. Synapsy
obu typéw byly przewaznie jednoogniskowe (ryc. 5). Bardzo rzadko spoty-
kano synapsy aksosomatyczne. Ich zakonczenia aksonalne nie zawieraly
weale pecherzykéw synaptycznych lub tylko pojedyncze (ryec. 6). Po impreg-
nacji ZIO, wszystkie pecherzyki synaptyczne byly okragle. Cze§é z nich
zawierala produkt reakeji w postaci homogennej elektronowo-gestej substan-
cji. W cytoplazmie perykarionéw komdérek nerwowych, w poblizu struktur
ukladu Golgiego oraz w aksonach, rzadziej niz w 1 dniu zycia, stwierdzano
pojedyncze pecherzyki z produktem reakeji ZIO.

W 16 i 32 dniu zycia obrazy ultrastrukturalne synaps byly jednakowe.
W korze mézgu krélikéw dos§wiadezalnych, w poréwnaniu z krélikami kon-
trolnymi, zaznaczaly sie zmiany w mitochondriach i w pecherzykach synap-
tycznych.

Wiréd obserwowanych synaps, stwierdzano synapsy aksokolcowe i akso-
dendrytyczne (ryec. 7, 8, 9) oraz aksosomatyczne (ryc. 10). Zakonczenia akso-
nalne zawieraly liczne okragle pecherzyki synaptyczne (ryc. 7), niekiedy réznej
wielko§ci oraz mniej lub bardziej liczne mitochondria (ryc. 7, 8) czesto z ce-
chami specznienia. W pojedynczych kolbkach synaptycznych spotykano
duze mitochondria o nieregularnych ksztaltach. Podobne mitochondria
obserwowano w perykarionach komérek nerwowych (ryec. 10). Synapsy wielo-
ogniskowe, w poréwnaniu z 1 i 4 dniem zycia wystepowaly czescie].

Po impregnacji ZIO, w zakoriczeniach aksonalnych widoczne byly liczne
okragle pecherzyki z dodatnim produktem reakeji i liczne, réwniez okragle,
przezierne dla elektronéw (rye. 8, 9, 11). Wéréd pecherzykéw wypelnionych

Ryc. 8. 16 dzien zycia. Fragment zakorczenia aksonalnego. Speczniale mitochondria (m), kt6-
rych macierz ogniskowo zawiera produkt reakeji ZIO. SV — pecherzyki synaptyczne. Impreg-
nacja ZIO.

Fig. 8. 16th day of life. Part of axon terminal. Swollen mitochondria (m) with matrix focally
containing product of reaction ZIO. SV — synaptic vesicles. ZIO impregnation.

Ryc. 9. 16 dzien zycia. Fragment zakonczenia aksonalnego. Mitochondrium (m), ktérego macierz
zawiera produkt reakeji ZIO. Liczne pecherzyki synaptyczne (SV). Impregnacja ZIO.

Fig. 9. 16th day of life. Part of axon terminal. Mitochondrium (m) with matrix containing
product of reaction ZIO. Numerous synaptic vesicles (SV). ZIO impregnation.

Rye. 10. 32 dzien zycia. Synapsa aksosomatyczna. W zakonczeniu aksonalnym liczne pecherzyki
synaptyczne i mala torbielka. W perykarionie komorki nerwowej speczniale mitochondria (m).
Barw. octanem uranylu i cytrynianem olowiu.

Fig. 10. 32nd day of life. Axosomatic synapse. In axon terminal numerous synaptic vesicles
and small vacuole. In neuronal perikaryon swollen mitochondria (m). Stained with uranyl aceta-
te and lead citrate.
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Ryc. 11. 32 dzien zycia. Fragment zakonczenia aksonalnego. Jeden duzy i liczne male peche-
rzyki synaptyczne oraz liczne mitochondria (m). Impregnacja ZIO.

Fig. 11. 32nd day of life. Part of axon terminal. One large and numerous small synaptic vesicles
and numerous mitochondria (m). ZIO impregnation.

Ryc. 12. 32 dzien zycia. Synapsa aksokolcowa. Mitochondrium zawierajace produkt reakeji ZI0O
SJ — styk, DS — kolec dendrytyczny. Impregnacja ZIO.

Fig. 12. 32nd day of life. Axospinal synapse. Mitochondrium containing product of reaction ZIO.
SJ — synaptical junction, DS — dendritic spine. ZIO impregnation.

Ryc. 13. 32 dzien zycia. Perykarion neuronu (P). Liczne duze i réznego ksztaltu mitochondria
ktérych macierz zawiera produkt reakeji ZIO. Impregnacja ZIO.

Fig. 13. 32nd day of life. Perikaryon of neuron (P). Numerous large mitochondria of various
shape, with matrix containing product of reaction ZIO. ZIO impregnation.
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elektronowo-gestym produktem reakecji ZIO spotykano pojedyncze nieco
wieksze od pozostalych (ryec. 11). Dodatni produkt reakeji stwierdzano réw-
niez w mitochondriach specznialych, z ogniskowymi przejasnieniami macierzy
(ryc. 8) i w duzych mitochondriach o nieregularnych ksztaltach (ryc. 9).
Niektére mitochondria, wypelnione homogennym produktem reakeji ZIO,
byly podobne do cial gestych (ryc. 12). W perykarionach komérek nerwowych
réwniez obserwowano mitochondria, ktérych macierz zawierala dodatni pro-
dukt reakeji (rye. 13). W cytoplazmie pojedynczych komédrek, w poblizu
struktur ukladu Golgiego, spotykano male, okragle pecherzyki, zawierajace
produkt reakeji ZIO. W poréwnaniu z krélikami w 1 i 4 dniu zycia, stwier-
dzano je rzadziej.

OMOWIENIE

Opisane obrazy mikroskopowo-elektronowe nalezy odnies¢ do rozwoju
synaps, wplywu impregnacji ZIO oraz dzialania enfluranem. W naszych
badaniach w 1 i 4 dniu zycia krélika wystepuja prawie wylacznie synapsy
aksokolcowe i aksodendrytyczne, natomiast w 16 i 32 dniu zycia sa obecne
réwniez synapsy aksosomatyczne. Opisana kolejnosé wystepowania tych
trzech rodzajéw synaps jest zgodna z prawidlowo przebiegajacym ich rozwo-
jem (Voeller i wsp. 1963; Bodian 1966).

Z rozwojem synaps wiaze sie rowniez czestsze wystepowanie synaps jedno-
ogniskowych u krélikéw mlodszych, i wieloogniskowych u krélikéw starszych
(Aghajanin, Bloom 1967; Johnson, Armstrong-James 1970). Waznym wy-
kladnikiem rozwoju synaps jest wzrost liczby pecherzykéw synaptycznych
i mitochondriéw w zakonczeniach aksonalnych (Armstrong-James, Johnson
1970; Gonatas i wsp. 1971). Wzrost ten zaznacza si¢ wyraznie przy poréwny-
waniu obrazéw mikroskopowo-elektronowych zakonczen aksonalnych w 1
i 4 oraz w 16 i 32 dniu zycia krélika.

Na szczegélna uwage zasluguje wystepowanie pecherzykéw wypelnionych
produktem reakecji ZIO w cytoplazmie perykarionéw komdrek nerwowych
w poblizu struktur ukladu Golgiego oraz w aksonach. W naszym materiale
wystepowaly one czesto u krélikéw mlodszych i rzadziej u krélikéw starszych.
Podobne wyniki badan prowadzonych na komdérkach nerwowych rdzenia
kregowego uzyskal Stelzner (1971), ktéry w 2 dniu zycia szczura obserwowal
w perykarionach komérek nerwowych i w aksonach liczne pecherzyki zawie-
rajace produkt reakcji ZIO, natomiast w 21 dniu stwierdzil w tych struktu-
rach tylko pojedyncze pecherzyki z dodatnim produktem reakcji. Badania
Vrensena i De Groota (1974), Matsuura i wsp. (1976) oraz badania wlasne
wykazaly, ze przy uzyciu metody ZIO moga wybarwiaé sie réwniez mito-
chondria i inne organelle komérkowe. W zwiazku z powyzszym nie wiadomo
czy obserwowane przez Stelznera, a takze przez nas, pecherzyki zawierajace
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produkt reakcji ZIO sa pecherzykami synaptycenymi. Wyniki naszych
badan nie wyjasniaja tego, ale zbiezno$¢ obserwacji Stelznera i naszych
odnoénie zmniejszania sie liczby pecherzykéw w rdzeniu i w korze mézgu
zwierzat starszych, moze sugerowaé¢ zalezno$é omawianego zjawiska od roz-
woju osrodkowego ukladu nerwowego.

Po impregnacji ZIO ksztalt opisanych przez nas pecherzykéw synaptycz-
nych jest okragly. Podobne wyniki uzyskala Juraniec i wsp. (1974) badajac
przedmurze kota i stosujac imersyjne utrwalanie wycinkéw w mieszaninie
aldehydowo-osmowej. Wedlug Lunda i Westruma (1966) oraz Walberga
(1966) utrwalacze aldehydowe stosowane na drodze perfuzji splaszczaja
pecherzyki synaptyczne. Mozna wiec przypuszczaé, Ze opisane przez nas
wystepowanie wylacznie pecherzykéw ksztaltu okraglego jest zwiazane
z przyzyciowym pobieraniem materialu, bez stosowania perfuzji z paraform-
aldehydu.

W przedstawionym materiale, obok pecherzykéw zawierajacych produkt
reakeji ZIO, wystepuja mniej lub bardziej liczne pecherzyki, bez dodatniego
produktu reakeji. Zjawisko to bylo réwniez interpretowane i nadal jest przed-
miotem dyskusji. Vrensen i De Groot (1974) wykazali, ze impregnacja metoda
Kawany i wsp. (1969) daje w pelni pozytywne wyniki (wszystkie pecherzyki
zawieraja produkt reakeji Z10) jedynie przy niskich pH w granicach 3,5—4,5.
Obecnoéé licznych nie wybarwionych pecherzykéw w naszych badaniach
moze by¢ zatem tlumaczona wysokim pH (6,25—7,4) uzytych roztwordéw.

U krélikéw poddanych dzialaniu enfluranu w 16 i 32 dniu zycia w zakoni-
czeniach i w perykarionach pojedynczych komdérek nerwowych wystepuja
zmiany ultrastrukturalne, ktérych nie stwierdza si¢ u krélikéw kontrolnych.
Na plan pierwszy wysuwaja sie zmiany w mitochondriach. Wéréd tych zmian,
do najcze$ciej spotykanych nalezy specznienie. Zaznacza si¢ ono wystepo-
waniem ogniskowych przejagniern macierzy z zepchnigciem na obwdéd grze-
bieni. Sa to zmiany odwracalne i nieswoiste, ktére wystepuja w réznych
stanach patologicznych, migdzy innymi réwniez w niedotlenieniu. Biorac pod
uwage brak w naszym materiale zmian ultrastrukturalnych u krélikéw pod-
danych dzialaniu enfluranu w 1 i 4 dniu zycia, tj. u zwierzat, ktérych zapo-
trzebowanie energetyczne kory moézgu i jej wrazliwo§¢ na niedotlenienie
sa male, obserwowane specznienie mitochondriéw mozna wiazaé¢ z zaburze-
niami hemodynamicznymi, wywolanymi przez enfluran (Horan i wsp. 1977).
Drugi, rzadziej spotykany w naszym materiale zesp6l zmian stanowi wzrost
objetosci mitochondriéw polaczony ze zmiana ich ksztaltu, Jones i Rockel
(1971) obserwowali wzrost objetosci mitochondriéw w wyrodniejacych kolb-
kach synaptycznych, ale byl on polaczony ze zmiang ksztaltu grzebieni.
W niektérych mitochondriach, zaréwno w zakonczeniach nerwowych, jak i
w perykarionach komdérek nerwowych stwierdza si¢ obecnoéé produktu re-
akeji ZI0. Badania nasze wykazaly, ze zjawisko to jest obserwowane przede
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wszystkim u zwierzat poddanych dzialaniu enfluranu, natomiast bardzo
rzadko wystepuje u zwierzat kontrolnych. Ibata i wsp. (1973), badajac wy-
rodniejace zakonczenia aksonalne stwierdzili, ze oprécz pecherzykéw synap-
tycznych produkt reakeji ZIO zawieraja mitochondria i cytoplazma kolbek
synaptycznych. Préby wyjaénienia patomechanizmu tego zjawiska sa przed-
miotem licznych prac. Wéréd nich na szczegélna uwage zasluguje praca
Matsuury i wsp. (1976), ktérzy sugeruja, ze w impregnacji metoda ZIO nie
wybarwiaja si¢ transmitery, lecz jaka§ inna, nie zidentyfikowana dotad
substancja.

W badanym materiale, w niektérych zakonczeniach aksonalnych wyste-
puja pojedyncze wieksze pecherzyki synaptyczne. W oparciu o prace Cuenoda
(1970) oraz Akerta i wsp. (1971), pojawienie sie réznej wielkosci pecherzykéw
stanowi najweze$niejszy objaw wyrodnienia kolbek synaptycznych.

Autorzy skladaja podzigkowanie Pani dr Jolancie Juraniec-Kubasikowe] za wspéludziat
w wykonaniu czeéci elektronograméw i Pani doc. dr Teresie Zawrockiej-Wrzotkowej za umozli-
wienie ich wykonania w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Medycznej AM
w Gdansku.

JI. JOpraepk, M. HOcreina

BIMAHUE DH®PIYPAHA HA CUHAIICBI B MOTOPHOM KOPE KPOJIUKA
B INEPUOJ UX PASBUTUSA

WUccnegosanue OOBIYHBIM METOJOM B 3JEKTPOHHOM MMKDOCKOIIE M IIOCJIe MMIIper-
Hapu 3UO

Pe3womMme

Pabora Obuia npoBejeHa Ha KPOJAMKaXx, IOABEPraeMbiX BO3JEMCTBMIO 3H(IIypaHa
Ha 1, 4, 16 u 32 genp XKu3HMU. MccaeoBaHUA NPOBOAMIMCHL HA 3 30HE MOTOPHOM KOPBI.
Martepuan ansa mcciaenoBanmii 6paiy HEMOCPEACTBEHHO ITOCJIe OMBITA, NMPUIKMIHEHHO,
B 9dupHoM Hapkose. Mwmnpernaumsa 3UO mnposoamnack meroxom Kasaubr (1969).
OJIeKTPOHHO-MMKPOCKOTIMYECKOe MCCleoBaHue, MPOBeJeHHOe y KPOJMKOB, IOJBEp-
raeMbIx Hapko3y Ha 16 u 32 geub XKu3uM, obHapyKMBaJOo HecreuuduUyeckKkue U3MeHe-
HUA B MUTOXOHAPUAX M CUHANTUYECKMUX My3bIpbKax. [losydeHHBbIEe pe3ysbTaThl yKa-
3bIBAIOT Ha TO, YTO 3H(JIYPaHOBBI HAPKO3 BbI3bIBAET TIEPEXOAANIYI0 I'MIIOKCUIO KO-
pPbI MO3ra.

L. Dydyk, M. Justyna

INFLUENCE OF ENFLURANE ON THE MOTOR CORTEX SYNAPSES IN RABBIT
IN THE PERIOD OF DEVELOPMENT

Electron-microscopic studies by the routine method and after impregnation with ZIO.
Summary

For the examination, rabbits exposed to the action of enflurane on the lst, 4th, 16th and
32nd day of life were used. The third motor cortex layer was investigated. The material for
examination was collected immediately after exposure, under ether anesthesia intravitally.
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For ZIO impregnation the method of Kawana et al. (1969) was applied. Electron microscopic
studies demonstrated in rabbits subjected to enflurane anesthesia on the 16th and 32nd day
of life, nonspecific changes in the mitochondria and synaptic vesicles. The results obtained suggest
that enflurane causes transient hypoxia of the cerebral cortex.
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W dniach 5 i 6 maja 1980 r. odbylo si¢ w Wiedniu kolejne posiedzenie Rady Miedzynarodo-
wego Towarzystwa Neuropatologicznego. Uczestniczyli w nim z ramienia Polski prof. M. Mossa-
kowski, Vice-Prezydent Towarzystwa oraz prof. M. Wender i prof. J. Dymecki — czlonkowie
Rady.

Zebrani minuta ciszy uczcili zmarlych w ostatnim okresie prof. J. Balo z Wegier, prof. M.
Polaka z Argentyny i prof. Horia Radu z Rumunii.

Po zlozeniu sprawozdan przez Prezydenta, Sekretarza Generalnego i Skarbnika odbyly sie
wybory nowych czlonkéw Komitetu Wykonawezego, na miejsce tych, ktérych kadencja w bie-
zacym roku wygasta. Po wyborach sklad Komitetu Wykonawczego przedstawia si¢ nastepuja-
co:

Prezydent : — Dr J. A. N. Corsellis — Wielka Brytania,
Byly prezydent: — Dr F. Seitelberger — Austria,
Vice-prezydenci: — Dr M. Finlayson — Kanada,

Dr G. Gosztonyi — Wegry,

Dr K. Jellinger — Austria,

Dr H. de F. Webster — USA,
Sekretarz Generalny : — Dr J. H. Adams — Wielka Brytania,
Redaktor Newsletter: — Dr D. Balentine — USA,
Skarbnik: — Dr J. Ulrich — Szwajcaria,
Czlonkowie: — Dr A. Escobar — Meksyk,

Dr R. Escourolle — Francja,

Dr M. Haltia — Skandynawia,

Dr W. Wechsler — Republika Federalna Niemiec,

Dr S. Aronson — USA,

Dr T. Hornet — Rumunia,

Dr E. Reske-Nielsen — Dania

W sklad Rady Miedzynarodowego Towarzystwa Neuropatologicznego w r. 1980 wchodza
nastepujacy delegaci towarzystw krajowych:

Argentyna — vacat

Austria — Dr K. Jellinger

Belgia — Dr J. Flament-Durand

Bulgaria — vacat

Kanada — Dr S. Ludwin

Czechoslowacja — Dr 8. Jirasek

Francja — Dr S. Brion, Dr Jean-Jacques Hauw
NRD — Dr H. Schulze, Dr G. W. Kreutzberg
RFN — Dr P. Kleihues

Wielka Brytania — Dr Betty Brownell, Dr B. E. Tomlinson
Wegry — Dr L. Leel-Qssy

India — Dr D. K. Dastur

Ttalia — Dr A. Allegranza, Dr N. Rizzuto, Dr. O. Bugiani
Japonia — Dr H. Shiraki, Dr T. Yonezawa
Holandia — Dr F. C. Stam

Polska — Dr J. Dymecki, Dr M. Wender
Rumunia — Dr T. Hornet, Dr A. Kreindler
Skandynawia — Dr E. Reske-Nielsen, Dr A. Torvik
Hiszpania — Dr J. Escaloma

Szwajcaria — Dr Rabinowicz

USA — Dr S. M. Aronson, Dr M. Bornstein, Dr N. Gonatas, Dr E. P. Richardson,

Dr H. de F. Webster.
c.d. na str. 196
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]MIROSLAW OWSIANOWSKII, MIECZYSLAW WENDER

INCORPORATION OF [2- C] DL — MEVALONIC ACID INTO BRAIN
CHOLESTEROL IN EXPERIMENTAL ALLERGIC
ENCEPHALOMYELITIS (EAE)*

Department of Neurology, Academy of Medicine, Poznan
Head of the Department: Prof. dr M. Wender

Deviations of the cholesterol metabolism seem to play key role in patho-
logical processes leading to injuries of the central myelin. The cholesterol
content, has been shown to decrease in both, épontaneous and experimental
demyelinating diseases (Wender et al., 1974, 1979). At the same time esterifi-
cation processes of free cholesterol become enhanced.
~ Smith (1966) has shown that encephalomyelitic processes do affect not
only myelin but also other membranes of the nervous tissue. The same author
(1965), when investigating this very problem on the model of EAE have
found that most cerebral lipids, are synthesized at higher rates during this
experimental disease. Contrary to that, the incorporation of ['*C] — glucose
into cerebral cholesterol was unaltered or even decreased. However, labelled
glucose or acetate are not the specific metabolic precursors of cholesterol,
hence their incorporation rates may not be indicative of the cholesterol meta-
bolism in pathological states. We have therefore used intracerebral admini-
stration of labelled mevalonate, the natural specific precursor of cholesterol
for investigating turnover of cerebral cholesterol in EAE.

MATERIAL AND METHODS

Adult Wistar rats of either sex, weighing 200—250 g, were used as experi-
mental animals. The animals were immunized according to Paterson (1960)
by a single intradermal injection of 0.1 ml of encephalitogenic mixture applied
intothe pads of animals hind legs. The encephalitogenic mixture was prepared

* The investigations were supported by NIH PL 480 Research Agreement No 05-092. "
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as follows: a 409, fresh homogenate of guinea pig spinal cord was emulsified
ana partes with the complete adjuvant, containing Bayol F, Arlacel A and
a solution of Mycobacterium tuberculosis H3TRV/4 mg/ml).

The experiments were conducted on animals comprising two different stages
of the induced disease: 7 days after administration of the pathogenic mixture,
i.e. during the preparalytic stage, and 14 days after immunization, i.e. at the
time of fully developed pathological symptoms. In the latter group, only such
brains, which developed a strong inflammatory reaction, i.e. brains which
showed numerous fields of infiltration as well as those which had a dissemina-
ted or diffuse inflammatory reaction in each field of vision at small microscopic
magnification were selected and evaluated.

Biochemical methods. The sodium salt of [2-'*C] DL-mevalonic acid (specific
activity 30.6 mC/mM) purchased from C.E.A., Paris, France, was used as the
cholesterol precursor. An aqueous solution of the isotope (50 pCi/l1.2 ml)
was injected intracerebrally (0.03 ml/100 g of body weight) according to the
technique of Nicholas and Thomas (1959). In order to achieve good precision
of intracerebral injection a stereotaxic apparatus was used for introduction
of the cholesterol precursor. The apparatus was constructed according to
technical indications of Chevallier and Gautheron (1969). The experimental
animals were killed by decapitation at different periods after intracerebral
injection, i.e. after 1, 6, 12, 24 and 48 hours. The biochemical assays were
performed on brains of 10 animals in each of these periods.

Cholesterol and cholesterol esters of the cerebral white matter were sepa-
rated by means of thin layer chromatography according to Svennerholm
(1964). The separated compounds were quantitated after Sperry and Webb
(1950). Radioactivity was determined in the Nuclear Enterprises scintillation
spectrometer.

For histological studies, the brain sections were fixed in formalin, embedded
in paraffin and stained with the Nissl, H4+E and Kliver-Barrera methods.
Frozen slices were stained by the Spielmeyer method.

RESULTS

Clinical observations. The immunized animals did not develop diffuse
encephalomyelitis until the 12th day after inoculation.

Morphological studies. Histological slices demonstrated an inflammatory
reaction mainly in the perivascular and subependymal region with preva-
lence of pathological changes in the brain stem. Marked inflammatory changes
were seen in the choroid plexus. Perivascular demyelination appeared only
occasionally.

Biochemical findings. The cholesterol content in the cerebral white matter
was decreased in both experimental groups by about 209, in early and in the
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late experimental period. In both groups significantly increased amounts
of esterified cholesterol were found. These results are presented in table 1.

Table 1. Cholesterol and cholesterol esters in white matter of brain in EAE (g/100 g of dry weight)

Tabela 1. Cholesterol i estry cholesterolu w istocie bialej mézgu w do$wiadezalnym alergicznym
zapaleniu moézgu i rdzenia (g/100 g suchej masy tkanki)

Cholesterol Cholesterol esters
Cholesterol Estry cholesterolu
Control animals 12.24-0.23 traces
Zwierzeta kontrolne slady
7 days after inoculation 10.14-0.29* 0.34+0.08*
7 dni po szczepieniu
14 days after inoculation 9.64-0.32* 0.64+0.21*
14 dni po szczepieniu
Mean + S.E. Number of animals in each group: 10
Srednia -~ éredni blad éredniej Liczba zwierzat w kazdej grupie: 10

* Differences significant at the level of p<<0.05
* Roéznice istotne przy poziomie p< 0,05

The radioactivities incorporated into cholesterol are presented in table
2. The data obtained in normal rats showed that the injected radioactive
mevalonic acid was actively incorporated into cholesterol of the white matter.
The specific activity of cholesterol increased over a period of 48 hrs from
1089 cpm/mg 1 hour after injection till almost 4000 cpm/mg after 48 hrs.
This indicates that in normal rats, an active uptake and incorporation of the
radioactive precursor of cholesterol continued over the whole period of in-
vestigation.

In animals injected with the isotope during the preparalytic stage of the
experimental disease, an entirely different pattern of incorporation rates
was observed. In these rats, the specific radioactivity reached by cholesterol
during the first six hours was about 709, higher than in control animals.
During the following 6 hrs, the specific radioactivity of cholesterol dropped
considerably to remain at an almost unchanged level till 48 hrs after injection
of the radioactive precursor. However, in comparison with the respective
time — matched control brains, significantly lower specific radioactivities
were found in white matter cholesterol of the immunized rats examined 24
and 48 hrs after administration of the cholesterol precursor.

The specific radioactivities reached by the white matter cholesterol in
rats injected with the labelled precursor during the paralytic stage of EAE
were comparable to those observed in the control group but only during the
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Table 2. Cholesterol specific radioactivity (cpmxmg™?) in white matter of brain after intrace-
rebral injection of 'C mevalonate in EAE
Tabela 2. Radioaktywnosé wladciwa cholesterolu (cpmxmg™') w istocie bialej mézgu po domézgo-

. . 4 . ’ . . . .
wym wstrzyknigeiu '*C mewalonianu w doswiadezalnym alergicznym zapaleniu mézgu i rdze-
nia

Time (hrs) after intra-

cerebral injection Control animals 7. dags af.t,er intenia, 14 diye 'after inosu-
Czas (godz.) po wstrzyk- Zwierzeta kontrolne 3 i LS y lation Py
P e e 7 dni po szczepieniu 14 dni po szczepieniu
Q gowWYy
1 1089 -4-48 1879 4-91* 12044132
6 1421474 23194 135* 14674-170
12 1956 4 52 1898+ 46 13624136
24 3059+ 70 1996 4+ 139* 1777+ 201*
48 3901+79 24524161* 24964 127*
Mean + S.E. Number of animals in each group: 10
Srednia + éredni blad éredniej Liczba zwierzat w kazdej grupie: 10

* Differences significant at the level of p<<0.05
* Roéznice istotne przy poziomie p<< 0,05

first 12 hours after administration of the label. The white matter cholesterol
examined 24 and 48 hrs after injection of C'* -mevalonate showed signifi-
cantly lover specific radioactivities than the cholesterol of control brains.

DISCUSSION

Decreased contents of cholesterol in the white matter of brains affected
by EAE are well documented. However, this does not mean that the reduction
reflects losses of cholesterol from the sheaths. Our earlier studies (Wender
et al., 1975) indicated that cholesterol itself constitutes the most stable myelin
lipid component.

Smith (1966) who investigated the rates on in vitro incorporation of labelled
glucose C'* into white matter cholesterol of rats with EAE concluded that
in contrary to other lipid components of the white matter cholesterol
synthesis was below normal in the acute, paralytic EAE animals, then rose to
above normal, during the recovery period.

Our result on the in witro incorporation of mevalonate, the immediate
precursor of cholesterol, indicate that in the sensitized rat examined during
the preparalytic stage of EAE, the white matter cholesterol pool showed
a significantly increased turnover rate of cholesterol as indicated by the
significantly increased (73 and 649,) specific radioactivities of cholesterol
during the first 6 hours after intracerebral injection of the labelled precursor,
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and by the significantly lower specific radioactivities of this compound 12,
24 and 48 hours following administration of mevalonate.

The same conclusion suggesting an increased turnover of the white matter
cholesterol holds true for the acute, paralytic stage of EAE, despite of the
fact, that the early synthetic rates (1, 6 hrs after injection of the labelled
precursor) were comparable to those observed in normal rats, and this be-
cause- in that experimental group the newly synthetized, labelled cholesterol
did not accumulate during the forthcoming period of investigation at rates
comparable to those observed in control animal's.

The most likely explanation for the results obtained in our study, where
the blood brain barrier has been eliminated by the experimental conditions
is, that the pathological process of EAE (immunization) could have relieved
the normally functioning inhibitory controls with the effect that more rapid
turnover rates of the white matter cholesterol would result. Inflammation fol-
lowed by demyelination, even if morphologically not outstanding, can function
as a means that remove final or intermediate products of cholesterol meta-
bolism thus paving the way for increased metabolic rates.

Our results and implication are apparently in contradiction to those reported
by Smith (1965, 1966). The author used C'# glucose as the possible metabolic
precursor for cholesterol. This compound however is only a poor precursor
of cholesterol synthesis in the brain. The experimental approach used by
Smith (1966) — in vitro incorporation into brain slices incubated for 2 hrs
with the labelled precursor did not give an account of turnover rates of the
synthesized metabolites.

The results presented herewith, as well as those reported in the literature
on the metabolism of Nitrogen compounds, micro- as well as macromolecular
ones, and on the deviated activities of various enzymes (Tursky, 1968; Wajda
et al.,, 1969; Wender, Zgorzalewicz, 1972) show evidently that many
metabolic routes of the nervous tissue are severely affected by the immuno-
logically evoked inflammatory process. These alterations become evident
during the early, preparalytic stage of the disease, during which morphological
exponents of the inflammatory process are lacking. A similar situation as
far as the cholesterol metabolism is concerned, has been observed as well in the
course of TET inducted brain edema and in cyanide encephalopathy (Owsia-
nowski, 1975a, b).

M. Owsianowski, M. Wender

WBUDOWYWANIE [2-'4C] DL — KWASU MEWALONOWEGO DO CHOLESTEROLU
MOZGU W DOSWIADCZALNYM ALERGICZNYM ZAPALENIU MOZGU I RDZENIA

Streszczenie

U doroslych szezuréw rasy Wistar wywolywano doswiadezalne alergiczne zepalenie moézgu
i rdzenia (EAE) przy pomocy techniki Patersona (1960). Immunizowanym zwierzetom poda-

http://rcin.org.pl



194 M. Owsianowski, M. Wender % 2

wano domoézgowo [2-14C] DL — kwas mewalonowy w ilosci 0,03 ml/100 g wagi ciala, a nastepnie
oznaczano radioaktywnosé w wyizolowanym chromatograficznie cholesterolu.

1. W przedporazennym okresie EAE stwierdza si¢ znamiennie podwyzszony obrét meta-
boliczny cholesterolu istoty bialej modzgu.

2. W ostrym, porazennym okresie EAE szybkosé¢ syntezy cholesterolu istoty bialej mézgu
ze znakowanego prekursora nie rézni si¢ znamiennie od zwierzgt kontrolnych, jednak akumulacja
pietna izotopowego jest znamiennie nizsza w poréwnaniu ze zdrowymi zwierzetami.

3. Proces patologiczny EAE wydaje sie obnizaé fizjologiczne bariery, hamujace metabolizm
cholesterolu w istocie bialej moézgu.

4. Zaburzenia metaboliczne cholesterolu istoty bialej w EAE wyprzedzaja uchwytne morfo-
logicznie wykladniki procesu zapalnego.

M. OscsaHoBckyu, M. Benzgep

BCTPOUMBAHME [2-%C]DL — MEBAJIOHOBOM KUCJOTHI
B XOJIECTEPOJI MOSTrA
B BKCIIEPMUMEHTAJIBHOM AJJEPTUYECKOM BOCIIAJEHUIO T'OJJOBHOI'O
MOSTA U CIIMHHOT'O MOS3TrA

Pe3zowme

Y B3pOCJBIX KPbIC MOPOAbI BucTap BBI3BIBAJIM 3KCIIEPUMEHTAJIbHOE ajlJIepruyeckoe
BOCIIaJleHMe TOJOBHOro M cmmHHOro mosra (EAE) npu momomm TexHukyu Ilarepcona
(1960). VIMMyHM3MPOBAaHHBIM KMBOTHBIM BBOAMJIM BHYTHL Mmo3ra [2-1C]JDL — mesano-
HOBYIO KMCJIOTy B KOoaudecTBe 0,03 mi/100 r Beca Tesna, a 3aTeM ONPEAENAJIM B XpO-
MaTorpadmuyeckyu M30JMPOBAHHOM XOJIECTEPOJe PaauOaKTUBHOCT.

1. B mepuopy a0 BBICTYIUIEHMsA rapaiudya oOHapyKMBaeTCs [AO0CTOBEPHO IIOBbI-
wenbpi MeTabonuyeckmit 06opor xosecreposa Gesoro BelecTBa MO3ra.

2. B ocrpeut mepuoxn EAE napanuuya CKOPOCTB CHHTe3a XxoJiecTepoJta 6esoro
BelllecTBa MO3ra M3 MEYEeHHOTO IIPeKypcopa He OTJIMYAeTCHd AOCTOBEPHO OT CKOPOCTHU
9TOTO IIponecca y KOHTPOJbHBIX JKMBOTHBIX, OJHAKO AaKyMyJALMA M30TOIIHOM METKNU
ABJAETCA JOCOBEPHO HM3IIAs [0 CPABHEHUIO C KOHTPOJbHBIMM KUBOTHBIMM.

3. ITaronoruyeckmit npouecc EAE, kak Kaxercs, cuukaer u3nojornyeckue dapbepbl
TOpMO3AlIMe MeTaboam3Mm xojecteposia B 6ejloM BelllecTBe MO3Tra.

4. Meraboanyeckue HapylleHus xoJecrepoiia Gesoro Bemecrsa B EAE omnepexaior
mopdosornueckyu HabarofaeMble ITOKa3aTeay BOCHIAJUTENbHOTO IIpolecca.
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Reprezentant grupy
krajow nie majg-
cych swych stalych
przedstawicieli — Dr A. Escobar

Funkcje Archiwisty Towarzystwa po ustapieniu Dr M. Moora przyjal Dr K. Earle (USA).

Nastepnie omoéwiono sprawe organizacji kolejnych miedzynarodowych kongresé6w neuro-
patologicznych, ktére planowane sg:

— IX Kongres w r. 1982 w Wiedniu (przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego — prof.

F. Seitelberger),

— X Kongres w r. 1986 w Sztokholmie (przewodniczgcy Komitetu Organizacyjnego — prof.

P. Sourander),

— XI Kongres w r. 1990 — w Japonii. Szezegdly zostana ustalone w terminie pézniejszym.

Date nastepnego posiedzenia Rady wyznaczono na 5.I1X.1982 r. w Wiedniu.

Szezegolowe informacje dotyczace IX Miedzynarodowego Kongresu Neuropatologicznego
przedstawil prof. F. Seitelberger. Odbedzie si¢ on w okresie od 5 do 10 wrzeénia 1982 w salach
Hofburgu, w Wiedniu.

Na Sekretarza Generalnego Komitetu Organizacyjnego powolany zostal dr H. Lassmann,
na Skarbnika prof. H. Tschabitscher, na Koordynatora Naukowego prof. K. Jellinger. Kongres
odbedzie si¢ pod auspicjami Miedzynarodowego Towarzystwa Neuropatologicznego oraz Austriac-
kiego Towarzystwa Neuropatologicznego.

Struktura programu obejmuje sesje plenarne, sympozja tematyczne, konferencje okraglego
stolu, sesje posterowe, seminaria po$wigcone dyskusji nad preparatami oraz wyklady zaproszo-
nych gosei.

Ustalono wstepnie, ze glownymi tematami Kongresu beda:

— uraz i regeneracja 0. U. n.,

— mechanizmy transportu naczyniowo-mozgowego,
— neuropatologia genetyczna i rozwojowa,

— zapalenie i demielinizacja.

Na zakonczenie posiedzenia omoéwiono budzet Kongresu, kladge nacisk na to, aby oplata
kongresowa nie byla zbyt wysoka, co ma znaczenie dla umozliwienia udzialu w Kongresie mlo-
dym neuropatologom z calego $wiata.

W czasie trwania Pierwszego Europejskiego Kongresu Neuropatologicznego w Wiedniu
w dniu 7 maja 1980 r. odbylo si¢ spotkanie Zarzadu Miedzynarodowego Towarzystwa Neuro-
patologicznego z przewodniczgcym lub reprezentantami towarzystw krajowych, celem powo-
tania Europejskiej Federacji Towarzystw Neuropatologicznych.

Inicjatywa powolania Federacji wyszla od prof. K. Jellingera (Austria), prof. F. Gulotty
(RFN) i prof. Mossakowskiego, ktérzy byli tez inicjatorami zorganizowania I Europejskiego
Kongresu.

Na spotkaniu tym ustalono, ze Prezydentem Federacji bedzie kazdorazowy Przewodniczacy
Komitetu Organizacyjnego kolejnego Europejskiego Kongresu Neuropatologicznego. Kongresy
beda odbywaé si¢ co 4 lata w réznych krajach. Ustalono, ze najblizszy Kongres odbedzie sie
w r. 1984 w Warszawie. Na Przewodniczacego Komitetu Organizacyjnego powolano prof. M.
Mossakowskiego. Bedzie on wige do r. 1984 jednoczeénie Prezydentem Europejskiej Federacji
Towarzystw Neuropatologicznych.

Jerzy Dymeckt
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INFLUENCE OF CHLORFENVINPHOS AND IPOFOS ON OXIDO-
-REDUCING PROCESSES IN THE RAT BRAIN MITOCHONDRIA
DURING DEVELOPMENT#*

Department of Drug Metabolism, Institute of Biopharmacy, Medical Academy, Warszawa
Head: Prof. dr W. Bicz

Numerous data indicate that the functional and morphological develop-
ment of the brain is dependent on increased enzyme activity including the
mitochondrial enzymes (Tevari, Bourne, 1962; Salvay et al., 1968; Altman,
Das, 1970; Land et al., 1977). The enhancement of activity of the respiratory
chain enzymes may depend, on one hand, on their synthesis, and on the other,
on the development of membranes which in mature individuals take on the
most active conformational form. It is a known fact that enzymlc systems
engaged in the process of ATP resynthesis are dependent on or regula.ted
by membrane phospholipids (Green, Tzagoloff, 1966; Yu Chang-An, King,
1975). Thus, the increase of cytochrome oxidase, succinate dehydrogenase
and pyruvate dehydrogenase activity observed by numerous authors may
be connected with the increasing integration of enzymic proteins in the mem-
branes (Seiler, 1969; Land et al., 1977; Zalewska et al., 1977). The foregoing
facts prompted us to investigate the influence of the organophosphorus
compounds of Chlorfenvinphos and its structural analogue Ipofos (IPO-62)
on oxidative-reductive processes in mitochondria of the developing rat brain.

It has been earlier established that both these insecticides modify the
process of oxidative, phosphorylation in mitochondria of the mature rat
brain (Sitkiewicz et al., 1978).

The molecular mechanlsm of this effect has not so far been elucidated, but
a number of papers point to the interaction of insecticides with membrane
phospholipids (Kielducka, Sitkiewicz, 1977; Antunes-Madeira, Madeira,
1979). If the hypothesis is correct that the development of mitochondrial

* The work was supported by Polish Academy of Sciences. Research Programme No. 10.4.2.
02.3.4. 14 '
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enzyme activity is linked with membrane development, significant differences
may be expected in the action of insecticides on the mitochondria of rat
brain at various periods of development of the individual.

MATERIAL AND METHODS

Animals. White rats of both sexes aged 4, 8, 16, 32, 42 and 56 days
were used for the experiments. The animals originated from an inbred culture,
and were randomly paired.

Preparation of mitochondrial fraction. The rats were
decapitated, the brain hemispheres were isolated and placed in cooled isolation
medium consisting of: 225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 5.0 mM tris-HCI
pH 7.4, 0.2 mM KT"EDTA and then washed twice. The tissue was homogenized
in a Potter homogenizer with teflon pestle. The mitochondrial fractions were
isolated according to the method of Moore and Jobsis (1970) at 0°-4° C.

Oxygen uptake measurement. Oxygen uptake was determi-
ned at 29° C by the polarographic method with the use of a Clark type oxygen
electrode. Oxygen uptake in the presence of potassium succinate (3.5 mM)
or potassium glutamate (10 mM) and potassium malate (5 mM) was designated
as state 4 of respiration. State 3 of respiration was induced by adding 300
nmoles ADP. The phosphorylation index ADP/O and the ratio respiration
control were calculated after Estabrook (1967). Protein was determined by
the biuret method (Layne, 1957) after previous solubilization of the mito-
chondrial fraction with sodium deoxycholate (final concentration 0.5%).

Reagents. Chlorfenvinphos (Birlane) -0,0-dietyl-2-chloro-1-/2,4-dichlo-
rophenyl) vinylphosphate 94 per cent (Shell). The IPO-62 preparation —
0,0-dietyl-2-bromo-1-(2,4-dichlorophenyl) vinyl phosphate 84 per cent, was
received from the Institute of Organic Industry, Warszawa, mannitol was
a BDH, L-malic acid a Koch Light, L-glutamic acid and sucrose — Sigma
products. The remaining reagents were of pure for analysis grade products
of the POCh, Gliwice.

RESULTS

Oxygen uptake in respiration states 3 and 4 by the mitochondrial fraction
from the brains of different-aged animals is shown in Fig. 1. The lowest res-
piratory activity in state 4 was noted in mitochondrial fractions isolated
from animals 4 days old. The uptake of oxygen by mitochondrial fractions
gradually increased with the age of the animals. The highest activity was
recorded on the 32nd day of life. The respiration intensity of the studied
fractions slightly decreases in the period between the 32nd and the 56th day
of life. Follow-up of the kinetics of changes in mitochondrial respiratory
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Fig. 1. O, uptake by rat brain mitochondria, oxidizing succinate, as a function of age. Data
represent mean values from 9—10 experiments. Vertical bars indicate S.E.M.

Ryc. 1. Zuzycie tlenu przez mitochondria mézgu, utleniajace bursztynian, jako funkcja wieku.
Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne z 9—10 do$wiadezen + $rednie odchylenie
od éredniej arytmetycznej.

activity in state 3 demonstrated a rapid increase in the rate of oxygen utiliza-
tion in the period between the 8th and 32nd day of life. Brain mitochondrial
fractions isolated from 32-day-old animals exhibited the highest respiratory
activity (42 nmol O, /min/mg protein). It was about three times higher than
that in the fraction from 4-days old animals. In later life period (56 days)
respiratory activity was depressed by about 25 per cent. A similar dynamics
of respiratory activing changes in the process of individual development was
observed in the mitochondrial fraction oxidizing glutamate with malate
(Fig. 2.)

Glutaminian+Jabtczan
Glutarnate+Malate

8
S

W
S
T

Stan 4 odaychania
o—o State4 respiration

nmere 02 [min/mg blatk
nmolles Dzzémln/ mgg pro re’n

gy e Stan 3 oddychania
State 3 respiration
4 ;_H.-/I\&————{
L 1 SR |
20 40 60
Wiek (dni)
Age(days)

Fig. 2. 0, uptake by rat brain mitochondria, oxidizing glutamate -+ malate, as a function of age.
Data represent mean values from 9—10 experiments. Vertical bars indicate S.E.M.

Ryc. 2. Zuzycie tlenu przez mitochondria moézgu, utleniajace glutaminian -+ jablezan, jako
funkeja wieku. Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne z 9—10 doswiadczen + Srednie
odchylenie od $redniej arytmetycznej.
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The rate of oxidation of these substrates by mitochondria in respiratory
state 3 increases markedly to the 32nd day of life and remains unchanged
to the 56th day. For testing the influence of Chlorfenvinphos and Ipofos
on the mitochondrial respiratory processes in the brain, animals aged 4, 16,
32 and 56 days were chosen. Animals at this age are in the dynamic period
of respiratory activity development in the mitochondrial brain fractions and
in the period of maturity.

The data in Fig. 3 indicate that Chlorfenvinphos in the concentrations
applied did not significantly influence the rate of oxygen uptake in respira-
tory state 4 in the presence of both substrates in all the tested periods of
individual development. On the other hand, inhibition of respiratory state 3
(in the presence of ADP) dependent on the insecticide concentration was
observed. The degree of inhibition by Chlorfenvinphos (100 pM) became
more severe with the age of the animals amounting to 25 and 55 per cent,
respectively in fractions isolated from the brains of rats aged 4 and 32 days,
in the presence of glutamate with malate as substrate. Chlorfenvinphos in
the highest concentration (500 uM) completely arrested respiration in state 3
of the rat brain mitochondrial fractions from animals aged 16, 32, and 56
days, whereas in fractions from 4-days-old animals ADP stimulated oxygen
uptake to a double value. Similar results were obtained with the insecticide
if succinate was used as respiratory substrate (Fig. 3B). Inhibition by Chlor-
fenvinphos (100 pM) of oxygen utilization in respiratory state 3 in the presence
of both substrates was associated with a decrease in the value of the phos-
phorylation index ADP/O. This was statistically significant only for fractions
from brains of animals aged 32 days (Table 1). A depression of respiratory
control ratio (RCR) was observed parallel with changes in the respiratory
activity of the mitochondria due to the pesticide in all the periods of life
studied. The decrease in the RCR was most pronounced in fractions from
32-day-old rats.

In further experiments the influence of Ipofos (IF0-62) on the respiratory
activity of mitochondria isolated from brains of different-aged animals (Fig. 4)
was investigated. - j —

Similarly as Chlorfenvinphos, Ipofos showed no effect’on the rate of oxygen
uptake in respiratory state 4 in the tested fractions in the presence of both
substrates. The pesticide inhibited the rate of oxidation of both respiratory
substrate in the presence of ADP (state 3). The mitochondrial brain fractions
from animals chosen in certain periods of individual development exhibited
different intensities of the changes in respiratory activity. The highest degree
of inhibition reaching 69 per cent was noted in the mitochondria isolated
from 56-day-old rats when pesticide concentration was 250 pM and the oxi-
dated substrate was glutamate with malate. Under the same experimental
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Table 1. The effect of Chlorfenvinphos on oxidative phosphorylation of brain mitochondria
derived from rats of different ages

Tabela 1. Wpltyw Chlorfi nwinfosu na oksydacyjna fosforylacje mitochondriéw mézgu szczuréw
w réznym wieku

Insecticide Respiratory substrate
Age concentration Substrat oddechowy
(days) 0 o b
Wiek Stezenie Glutamate + malate Succinate bursztynian
(dni) insektyecydu glutaminian + jablezan
(M) ADP/O RCR ADP/O RCR
Control 2.30'10.08 5.784-0,76 1.624-0.04 “3:294-0,45
Kontrola
4 50 2.2740.04 5.324-0.32 1.584+-0.06 2.95+40.37
100 2.25+40.06 4.454-0.31 1.554-0.04 2.724-0.32
500 n.d. n.d. n.d. n.d.
Control 2.51+0.07 6,394+0.67 1.76 4-0.11 3.9440.42
Kontrola
16 50 2.484-0.08 6.00-+0.32 1.70+0.04 3.844-0.25
100 2.354-0.06 4.484-0.56 1.704-0.08 2.954-0,31
500 n.d. n.d. n.d. n.d.
Control 2,714+0.08 6.79--0.89 1.894-0.06 4.564+-0.21
Kontrola
32 50 2.38-+0.08 4.984-0,80 1,654+-0.10 3,1240,38
100 2.264+0.07* 2,474-0.32* 1,604-0.04* 2,644 0.28%
500 n.d. n.d. n.d. n.d.
Control 2.69-+0.08 7.424-0.67 1.674-0.12 3.96-+-0.30
Kontrola
56 50 2.56340.04 5.804-0.72 1.574-0.07 3.36+0.22
100 2.39-40.06 5.30-40.56 1.374-0.08 2.7440.41

500 n.d. n.d. n.d. n.d.

Results are mean values from 5 experiments + S.E.M.

Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne z 5 doswiadczen + $rednie odchylenie od
sredniej arytmetycznej

ADP/O — phosphorylation index n.d. — not detectable nieoznaczalne
iloraz fosforylacyjny significantly different at p<<0.05
RCR —— respiratory control ratio x — rbznice statystycznie znamienne
stosunek kontroli oddechowej p<0,05

'

conditions inhibition of respiration in state 3 was lower in mitochondria
isolated from 4-day-old “animals amounting to 55 per cent. Polarographic
records illustrating the effect of Ipofos (250 and 500 uM) on oxygen uptake
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Fig. 3. The effect of Chlorfenvinphos on the respiration of brain mitochondria from rats of

different, ages. Data represent mean values from 5 experiments. Vertical bars indicate S.E.M.

Respiratory substrates: A-glutamate -+ malate, B-succinate, 1—50 pM Chlorfenvinphos, 2—

100 pM Chlorfenvinphos, 3 — 500 uM Chlorfenvinphos, a — state 4 respiration, b — state 3 re-
spiration, *) — statistically significant differences at p<0.05.

Ryec. 3. Wplyw Chlorfenwinfosu na oddychanie mitochondriéw mézgu szczuréw w réznym wieku-
Wyniki przedstawiono jako érednie arytmetyczne z 5 do$wiadczenn -+ érednie odchylenie od
$redniej arytmetycznej. Substraty oddechowe: A — glutaminian - jablezan, B — bursztynian,
1—50 pM Chlorfenwinfos, 2—100 pM Chlorfenwinfos, 3—500 uM Chlorfenwinfos, a — stan
4 oddychania, b — stan 3 oddychania, *) — réznice statystycznie znamienne
z p<0,05.

in the presence of succinate by mitochondrial brain fractions from 4-and
32-day-old animals are shown in Fig. 5.

It results from the course of the records that Ipofos (250 uM) causes, pa-
rallel with respiration inhibition in state 3, a depression of the phosphorylation
index and of the respiratory control value. The lowest ADP/O values (1.19-4
0.08, n = 5) were found in the brain mitochondrial fraction from animals
32-day-old in the presence of 250 uM Ipofos, whereas under control condi-
tions ADP/O was 1.8940.06 (n = 5). In all the investigated fractions the
pesticide in the highest concentration (500 pM) completely inhibited ADP-
-stimulated respiration.
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Fig. 4. The effect of Ipofos (IPO—62) on the respiration of brain mitochondria from rats of
different ages. All abbreviations as in the legend to Fig. 3 except that 1—50 uM IPO — 62,
2—100 pM IPO—62, 3—250 uM IPO — 62.

Ryc. 4. Wplyw Ipofosu (IPO — 62) na oddychanie mitochondriéw mézgu szezuréw w réznym
wieku. Wszystkie objasnienia jak w legendzie do rye. 3, z wyjatkiem: 1 — 50 puM IPO — 62,
2 — 100 uM IPO — 62, 3 — 250 uM IPO — 62.

When glutamate with malate was the oxidated substrate, the pesticide (250
uM) also produced a decrease of the phosphorylation index and of the respi-
ratory control ratio. The control ADP/O values and those in the presence
of Ipofos were for the mitochondrial fraction from 4-day-old animals 2.32
0.12 (n = 5) and 1.59-+40.06 (n = 5), respectively, whereas from the fraction
isolated from 32-day-old animals they were 2.684-0.08 (n = 5) and 1.65 4
0.04 (n = 5), respectively.

DISCUSSION

The development of the central nervous system is associated with an increa-
sed activity of numerous enzyme systems (Bennet et al., 1958; Bonavita et
al. 1962; Salvay et al., 1968; Lajtha et al., 1979), including the mitochondrial

http://rcin.org.pl



204 M. Skonieczna et al. Nr 2

PO 500

IP0 250
ADP/O=15
RCR=2.3
rol

[50nmoles 0, RCR'=2.3
— control
1min ADP/0=2,0

RCR=4.4

Fig. 5. The effect of Ipofos (IPO — 62) on the respiration of rat brain mitochondria. Mitochon-

drial fractions (M,, M,), succinate (S) and ADP were added as shown. The numbers next to the

traces are rates of respiration in nmol of oxygen/min. 10 pl ethanolic solutions of insecticide were

added to the incubation mixture in final concentrations as shown. A — mitochondria prepared

from brains of 4-day-old rats, B — mitochondria prepared from brains of 32-day-old rats, M,
— 2,74 mg mitochondrial protein, M, — 2,45 mg mitochondrial protein.

Ryc. 5. Wplyw Ipofosu (IPO — 62) na oddychanie mitochondriéw moézgu szczura. Frakcje
mitochondrialne (M , M,), bursztanian (S) i ADP dodawano jak wskazano na rycinie. Liczby
przy liniach oznaczaja szybko$é oddychania w nmolach tlenu/min. 10 pl etanolowych roztworéw
irsektycydu dodawano do mieszaniny inkubacyjnej do stezenia korcowego wskazanego na
rycinie. A — mitochondria moézgu szezuréw 4 dniowych, B — mitochondria mozgu szczurdéw
32 dniowych. M, — 2,74 mg bialka mitochondrialnego, M, —2,45 mg bialka mitochondrialnego,

enzymes (Tewari, Bourne, 1962; Murphy, Rappoport, 1963; Milstein et al.,
1968; Land et al., 1977). The rapid metabolic turnover of proteins, nucleic
acids of phospholipids necessitates a constant energy supply. As demonstrated
in the present paper, the brain mitochondria of 4-day-old rats are already
fully capable of phosphorylating ADP as measured by the phosphorylation
index ADP/O. In this period, however, oxygen utilization was much lower in
respiratory state 3 (in the presence of ADP) as compared to that in the brain of
mature animals. Maximal development of respiratory ability occurred around
day 32 of life and did not undergo further up to full maturity. Particularly note-
worthy is the fact that, in spite of significant differences in the rate of oxygen
uptake in respiratory state 3, in the investigated period between day 4 to
day 56 of life, the phosphorylation quotient ADP/O underwent only slight
changes, both in the presence of succinate and glutamate with malate as
substrates. These results seem to suggest that brain mitochondria of newborn
rats (4-day-old) have fully efficient all three sites of coupling of oxidative
phosphorylation with electron transport in the respiratory chain, and the
activity of the enzymes of the inner mitochondrial membrane is the factor
limiting the rate of ATP resynthesis. The enzymes of the respiratory chain
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are known to require the presence of phospholipids for developing their
full activity (Fleischer, Klonwen, 1961; Lenaz et al., 1970). It is also a known
fact that phospholipids are a factor which integrates membranes, this making
possible 'molecularization” of enzymes into their most active conformation
(Green, Tzagoloff, 1966). It seems, therefore, that the observed increase of
the activity of the particular enzymes of the respiratory chain (Page et al.,
1971 ; Holtzman, Moore, 1973; Land et al., 1977) and the respiratory capacity
consist in building into the not fully developed membrane phospholipid
molecules. This leads to an active conformation of the enzymatic systems
engaged in energy transfer processes.

The above suggested mechanism of activity increase of the respiratory
chain during development finds support in the effect of the organophosphorus
compounds Chlorfenvinphos and Ipofos on respiration of mitochondria from
brains of different-aged rats of 4, 16, 32, and 56 days. The experiments of
Kielducka and Sitkiewicz (1977) indicate that the intensity of action of
organophosphorus compounds on cytochrome oxidase activity depends on
the quantitative relations between phospholipids and the insecticide applied,
and the mechanism of action of the later consists in modifying the protein-
-phospholipids interaction. According to this hypothesis it may be assumed
that the membrane phospholipids constitute a kind of “receptors’ for organo-
phosphorus compounds with a high affinity to lipids. Thus, in “young”
membranes not yet mature there is a smaller number of receptor sites than
in fully developed ones. This suggestion would explain the fact of the weaker
effect to both tested insecticides on mitochondrial respiration in the brains
of rats aged 4 and 16 days than on that of 32- and 56-day-old animals.

The experiments of Zalewska et al. (1977) indicate, that poisoning of preg-
nant females with organophosphorus insecticides depresses succinate dehydro-
genase and cytochrome oxidase activities in brain mitochondria of the progeny
in the period up to day 16 of life, however according to the suggestions of these
authors, this is not the effect of a direct action of the insecticide on the enzymes,
but the result of delay in the development of the central nervous system as
the consequence of the mother’s intoxication.

M. Skonieczna, M. Wierciak, I. Scislowska, W. Bicz

WPLYW CHLORFENWINFOSU I IPOFOSU NA PROCESY OKSYDOREDUKCYJNE
W MITOCHONDRIACH MOZGU SZCZURA PODCZAS ROZWOJU

Streszczenie

Badano aktywnoéé oddechowa mitochondriéw moézgu szezura w réoznym wieku. Stwierdzono,
ze podezas rozwoju osebniczego nastepuje wzrost szybkosci zuzycia tlenu przez frakeje mito-
chondrialne w obecnosci glutaminianu z jableczanem oraz bursztynianu jako substratéw odde-
chowych. Najwyzsza aktywnosé oddechowa wykazuja frakeje mitochondrialne izolowane
z moézgu zwierzat 32-dniowych.

Neuropatologia Polska — 4
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Badania wplywu Chlorfenwinfosu i Ipofosu na procesy oddychania i oksydacyjnej fosforylacji
przeprowadzono na frakejach mitochondrialnych moézgu szezuréw w wieku 4, 16, 32 i 56 dni.
Stwierdzono, ze badane pestycydy powoduja obnizenie szybkofci zuzycia tlenu przez mito-
chondria w stanie 3 oddychania, poglebiajace si¢ wraz ze wzrostem stezenia tych zwiagzkéow
oraz z wiekiem zwierzat. Chlorfenwinfos i Ipofos powodowal wyzsze hamowanie zuzycia tlenu
we frakejach mitochondrialnych, pochodzgcych od zwierzat starszych (32 i 56 dni), w por(’)W-
naniu do zmian obserwowanych we frakejach izolowanych od zwierzat mlodszych (4-dniowych).
Stwierdzono réwniez, ze oba pestycydy powoduja obnizenie ilorazu fosforylacyjnego ADP/O
oraz wartosci kontroli oddechowej, wskazujace na zaburzenia w procesach oksydacyjnej fosfory-
lacji. Na uwage zasluguje fakt, ze statystycznie znamienne obnizenie wartosci ADP/O obserwo-
wano we frakcjach mitochondrialnych moézgu zwierzat 32-dniowych.

Mechanizm dzialania badanych pestycydéw dyskutowany jest w aspekcie interakeji z fosfo-
lipidami blon mitochondrialnych. W procesie rozwoju osobniczego wzrost zawarto$ci fosfo-
lipidéw w blonach, ktére moga by¢ receptorami dla pestycydéw, nastepuje réwnolegle ze zmia-
nami aktywnosei oddechowej frakeji mitochondrialnych. Réznice w skladzie fosfolipidowym
blon mitochondrialnych frakeji izolowanych od zwierzat mlodych i starszych moga warunkowaé
rézng wrazliwosé na badane pestycydy.

M. Ckoiteuna, M. Bepusak, M. Ceumuciaoscka, B. Buu

BIIMAHUE XJOP®EHBUHPOCA U UIIOPOCA HA OKCUIOPEIYKIIMMOHHBIE
ITPOIIECCBI B MUTOXOHAPUSX MO3TA KPBICHI BO BPEMS PA3BUTUSA

Pe3some

UcenenoBany AbIXaTeNbHYI0 aAKTUBHOCTb MMTOXOHIDMEB MO3Ta KpPBICHI DPa3HOTO
Bo3pacTa. Bblio 0BHapyKeHo, YTO 'BO BpPeMs OHTOTE€HE3a MMEEeT MECTO yBeludeHue
CKOpoCcTH noTpebienms KuCJIOpoAa MUTOXOHAPUAJIBLHBIMM (DPAKUMAMMY B IIPUCY TCTBUMU
TIyTaMuHaTa ¢ MaJjleaTOM M CyKUuHaTa B KayecTBe AbIXaTeJbHbIX cybcrparoB. Camyro
BBICOKYIO JAbIXaTeJbHYI AKTUBHOCTHL OOHAPYXKMBAIOT MUTOXOHIPHUAJIbHBIE (Dpakiuu,
M30JMPOBaHHbIE U3 MO3ra y 32-JHEBHBIX JXMBOTHBIX.

UcenenoBauus Bimsuusa XJopdeuBundgoca u Umodoca Ha mNpoLecchl AbIXaHUA
M OKCHMAATMBHOM PochOopUIALMM OPOBOAMINCL HA MUTOXOHAPMAJbHBIX (hparKuuax
Mo3ra Kpblc Bo3pacta 4, 16, 32 u 56 pgueit. OOuapyKeHO, UTO MCCJIeAOBaHHBbIE IIE€CTU-
LM/bl BBI3BIBAIOT CHUXKEHME CKOPOCTM noTpebiieHus KUCI0POoJa MUTOXOHJAPUAMM B CO-
CTOAHMM 3 JAbIXaHUsA Yraybjdioumecs BMecTe € yBeJIMYEHMEeM KOHLEeHTPaUuM ISTUX
COEIMHEHMII U C BO3PACTOM XKMBOTHBIX. Xiopdeusuudoc u Unodoc BbI3bIBaI Hosee
BBICOKOEe TOPMOXKeHue noTpeblieHnusas KMUCIOpOoAa B MUTOXOHAPMAJIBHBIX @pPaKumMAxX
OT CTapluuMxX XKMBOTHBIX (32 u 56 aHer) yeM BO (bpaKUMAX M30JMPOBAHHBIX OT MJaj-
mux (4-7HEBHBIX) KMBOTHBIX. BbLIO 0BHapykKeHo Takke, uyTo o0b6a IMecTULMAbI BbI-
3bIBAIOT CHMIKeHMe ocdopuaanmonHoro yactuoro ADP/O y KOHTPOJIBHOTO ITOKa3a-
TeJIA, YTO YKa3bIBaeT HA HapylLIeHMe ITPOLECCOB OKCuAaTMBHOM doccdopunanum. Ha
BHUMaHMe 3acjyzXuBaeT (PaKT, YTO CTATUCTUYECKU JOCTCBEPHOE CHMUIKEHME BeJIMYMHbI
ADP/O nabironaiocs B MUTOXOHAPMAJbHBIX (PpaKIMAX MO3ra 32-JHEBHBIX KMBOTHBIX.

MexaHu3M JeMCTBUA MCCJIEAOBAHHBIX IIECTULMIOB OOCYy:KaaeTcd B acleKTe MH-
Tepakuu ¢ GocdonungaMmu MUTOXOHAPMAIbHbIX MeMOpan. B mnpouecce oHTOreHe-
TUYECKOTO Pa3BUTUA YBeJIMUYeHUe cojepxRaHuA (ocdOoIUIMI0B, KOTOPble MOTYT ObITH
peunenTopaMmu A MNeCTUMIMAOB, MAET [apajljelIbHO C MU3MEHEHMAMM JAblXaTeJIbHOMI
aKTUBHOCTM MMUTOXOHJPUAJBHBIX pakumi. Pasuuusr B docdommnmaHoM cocTaBe
MUTOXOHJPHUANBHBIX (PPaKIuii, M30JAUPOBAHHBIX OT MOJIOABLIX M CTAPILUMX KUBOTHBIX,
moryr obyciaBiauBaThL Pa3HYI 4YYyBCTBATEJIBLHOCT Ha MCCJEAOBAHHbIE IIECTULMUJBI.
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EFFECT OF FENCHLORPHOS INTOXICATION ON THE RESPIRATION
OF BRAIN MITOCHONDRIA OF RATS AT DIFFERENT AGE*

Department of Drug Metabolism, Institute of Biopharmacy, Medical Academy, Warszawa
Head: Prof. dr W. Bicz

Our earlier studies were concentrated on the influence of organophosphorus
compounds on carbohydrates and energy metabolism in the brain of adult
rats aged 2 months (Sitkiewicz, Zalewska, 1975; Biczowa et al., 1976; Sit-
kiewicz et al., 1977; Sitkiewicz et al., 1978). The results of these investigations
indicated that insecticides derivatives of phosphoric acid are capable of
modifying energy conservation processes (Sitkiewicz, 1975; Sitkiewicz et al.,
1978) in contrast to thiophosphate and phosphonate derivatives (Zalewska et
al., 1977; Sitkiewicz et al., 1980).

More and more data, however, indicate that the process of ageing is asso-
ciated with significant changes in energy metabolism of the mitochondria
of various tissues including the brain (Weinbach, Garbus, 1956; Menzis,
1971; Patel, 1977; Nohl, Hegner, 1978; Murfitt, Sanadi, 1978; Sylvia, Rosen-
thal, 1979).

The molecular mechanism of these changes consists probably in modifi-
cation of the phospholipid component of mitochondrial membranes (Grinna,
Barber, 1972; Nohl, Hegner, 1978; Nohl et al., 1978).

Organophosphorus compounds which have a high affinity to lipids exhibit
a similar line of action (Kielducka, Sitkiewicz, 1977; Antunes-Madeira, Ma-
deira, 1979). In the light of the facts it seemed of interest to establish the
influence of poisoning with Fenchlorphos on oxidative phosphorylation in
mitochondria of different-aged rats: 2 months (young) and 18 months (old).
Fenchlorfors, a derivative of thiophosphoric acid, does not affect oxido-re-
ducing processes (Sitkiewicz, 1975), but one of its metabolite, the oxygen
analogue, proved in vitro to be a strong uncoupling agent of oxidative phospho-
rylation in mitochondrial fractions of liver and brain (Sitkiewicz, 1975), as

* The work was supported by Polish Academy of Sciences. Research Programme No. 10:4.
2.02.3.4.
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well as in synaptosomes (Sitkiewicz et al., 1980). The toxic effect of Fen-
chlorphos would, therefore, be dependent on one hand, on the rate of oxida-
tive metabolism of the thio-compound, and on the other on the susceptibility
of the phospholipid “receptors’” in the mitochondrial membranes.

MATERIAL AND METHODS

Animals and intoxication model Female white Wistar
rats aged 2 and 18 months, weighing about 160 and 350 g respectively were
used for the experiments. Fenchlorphos was administered through gastric
probe dissolved in rape oil in a dose of 50 per cent. DLs,: 1315 mg/kg body
weight (Malinowski, Sledziewski, 1967). The animals were decapitated 2 h
after poisoning.

Preparation of mitochondria. After decapitation both
brain hemispheres were placed in ice-cold isolation medium consisting of:
0.3 M mannitol, 0.01 M Tris-HCI, pH 7.4, 0.2 mM KTEDTA and then washed
twice. The tissue was homogenized in a Potter homogenizer with teflon pestle.
The mitochondrial fractions were isolated according to the procedure of Moore
and Jobsis (1970) at 0°—4° C.

Oxygen uptake and oxidative phosphorylation
measurements. Oxygen uptake was determined by the polarographic
method with the use of an oxygen Clark type electrode. Oxygen utilization
in the presence of potassium succinate (4 mM) or potassium glutamate (10 mM)
and potassium malate (2 mM) was designated as respiratory state 4. Respira-
tory state 3 was induced by addition of 200 nmoles ADP. The phosphorylation
index ADP/O and the respiratory control ratio (RCR) were calculated after
Estabrook (1967).

Reagents. Fenchlorphos (Ronnel) 0,0-dimethyl-0-0(2,4, 5-trichloro-
phenyl) thiophosphate, 99 per cent, produced by “Chemipan” Warszawa
was received from the Institute of Physical Chemistry, Polish Academy of
Sciences, Mannitol from BDH, L. (—) malic acid from Koch-Light, L-glutamic
acid from Sigma. The reamaining reagents were of pure for analysis grade
products of POCH, Gliwice.

RESULTS

The rate of oxygen uptake in states 4 and 3 of respiration by brain mito-
chondria of different-aged rats in the presence of glutamate 4 malate and
succinate as substrates is shown in Fig. 1. Mitochondria isolated from the
brain of animals aged 18 months show a reduced respiratory ability in the
presence of both substrates used, the differences being wider in state 3 than
in state 4. Noteworthy is the fact of unchanged phosphorylation index ADP/O
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Fig. 1. Respiration of brain mitochondria of young, adult and aged rats. Data represent mean
values from 4—5 experiments. Vertical bars indicate S.E.M. *) — statistically significant dif-
ferences at p<0.05. A. glutamate + malate; B — succinate.

Ryc. 1. Oddychanie mitochondriéw mézgu szczuréw w réznym wieku. Wyniki przedstawiono
jako érednie arytmetyczne 4 S.E.M. z 4—5 doswiadczeri. ¥) — réznice statystycznie znamienne
z p<0.05. A. glutaminian + jableczan; B — bursztynian.

which for “young” mitochondria were 2.89 and 1.84 respectively, and for
the “old” ones 3.09 and 1.64, respectively, in the presence of glutamate and
malate or succinate as substrates (Table 1).

The data indicate that the resynthesis of ATP in brain mitochondria of
rats aged 18 months remains quantitatively unchanged. The rate of phospho-
rylation, of ADP to ATP, however is reduced. In an experiment serving as
example, in the presence of glutamate and malate as substrates the phos-
phorylation rate of ADP was 135.89 nmol ADP/min/mg protein and 114.22
nmol ADP/min/mg protein for young and old mitochondria, respectively.
When succinate was used as respiratory substrate, the phosphorylation rate
was lower, amounting to 75.498 and 63.02 nmol ADP/min/mg protein, res-
pectively, for young and old mitochondria.

In the next step the influence of Fenchlorphos intoxication in a dose of
50 per cent of DLs, on respiration or oxidative phosphorylation in the brain
mitochondria of rats aged 2 and 18 months was investigated. The results are
summarized in Fig. 2 and Table 1. These results indicate that in young rats
Fenchlorfos poisoning caused a significant depression of the rate of oxygen
utilization in respiratory states 4 and 3 in the presence of both substrates
used. The changes of respiratory rate were associated with a decrease of the
phosphorylation index ADP/O from 2.89 to 2.21 for glutamate and malate
and from 1.84 to 1.43 for succinate as substrates. Differences in the respira-
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Table 1. The effect of Fenchlorphos intoxication on oxidative phosphorylation of brain mito-
chondria of young adult and aged rats
Tabela 1. Wplyw zatrucia fenchlorfosem na oksydacyjna fosforylacje w mitochondriach mézgu
szezuréow w roznym wieku

Phosphorylation index Respiratory control ratio
Age Iloraz fosforylacyjny Stosunek kontroli oddechowej
(months) Substrate ADP/O RCR
Wiek Substrat
(m-ce) Control Intoxicated Control Intoxicated
Kontrola Zatrute Kontrola Zatrute
2 G+M 2.8940.18 (4) 2.214+0.17 (4)* 3.064+-1.08 (4) 3.394-0.36 (4)
Suce. 1.844-0.18 (4) 1.43+40.14 (4)* 2.304-0.9 (5) 2.544+0.71 (4)
18 G+M 3.094+0.33 (4) 2.19+40.23 (4)* 2.79+0.49 (4) 3.754-1.39 (4)
Suce. 1.64+0.28 (6) 1.344+0.005 (4)* 2.074+0.41 (6) 2.1040.07 (4)

Results are mean values -+ S.E.M. Number of experiments in parentheses. *) significantly
different at p<C0.05.

G + M — glutamate + malate; Succ. — succinate.

Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne 4 S.E.M. W nawiasach liczba doswiadczen
*) réznice statyst. znamienne p<C0.05. G + M — glutaminian + jablezan; Succ. — burszty-

nian.
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Fig. 2. Effect of Fenchlorphos intoxication on the respiration of brain mitochondria of young
adult and aged rats. Data represent mean values. Vertical bars indicate S.E.M. of 4 experiments.
*) — statistically significant differences at p<0.05. a. young; b. aged.

Ryec. 2. Wplyw zatrucia Fenchlorfosem na oddychanie mitochondriéw mézgu szezuréw w réznym
wieku. Wyniki przedstawiono jako érednie arytmetyczne + S.E.M. z 4 doswiadczen. *) réznice
statystycznie znamienne z p<0.05. a. mlody; b. stary.
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tory control values RCR as consequence of Fenchlorphos intoxication were
not observed.

Poisoning with Fenchlorphos of animals aged 18 months did not produce
any changes in the rate of oxygen uptake by brain mitochondria, either
in respiratory state 4 or 3. These observations concern both succinate and
glutamate -+ malate oxidation. Similarly as in young rats the depression
of the phosphorylation quotient ADP/O was noted from 3.09 to 2.19 for
glutamate and from 1.64 to 1.34 for succinate as substrates.

DISCUSSION

The presented results distinctly point at the existence of age-dependent
changes in the functioning of the inner mitochondrial membranes in rat
brain. The changes observed consisted in a reduced oxidation rate of both
glutamate with malate and succinate and in the phosphorylation of ADP
to ATP.

The molecular mechanism of the changes is unknown. One of the causes
may be age-dependent modifications of the phospholipid membrane compo-
nent. The increase in content of unsaturated fatty acids in the phospholipids
of mitochondrial membranes from hearts of rats aged 23 months was observed
by Nohl and Hegner (1978) as the result of peroxidation of these acids. Chan-
ges of molecular species of mitochondrial phospholipids may, therefore, be
responsible for structural changes in the membranes, leading to modification
of their energy generation function.

A change in the phospholipid membrane component in the course of ageing
may also occur as the consequence of phospholipid metabolism disturbances.
Brunetti et al. (1977) reported a decrease in the rate of phosphatidylcholine
and phosphatidylethanolamine synthesis in about 35 and 50 per cent in
brains from rats aged 18 months, as compared with that in adult animals
aged 2 months. These fact suggest that the ageing process changes may
bring in the molecular species of phospholipids as well as quantitative shifts
in the particular phospholipid classes.

The enzymatic systems bound with the inner mitochondrial membrane
and engaged in energy generation processes require or are regulated by the
membrane lipids (Fleischer, Klonwen, 1961; Green, Tzagoloff, 1966; Lenaz
et al., 1970, Yu Chng-An, King, 1975). Thus, lipid modification may lead to
conformational changes in the membrane and in consequence to disturbances
of bioenergetis processes.

Very interesting seems the finding that Fenchlorphos intoxication lead
in young rats to changes in the respiration rate similar to those noted in old
animals and that the mitochondria modified owing to ageing do not respond
to poisoning by the effect of depressed oxygen uptake. In both cases in young
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and old animals a lowered phosphorylation ability measured by the ADP/O
quotient, was found as the consequence of Fenchlorphos intoxication. This
effect may be connected with the formation of oxygen analogue of Fenchlor-
phos which, as previously demonstrated, causes uncoupling of oxidative
phosphorylation (Sitkiewicz, 1975; Sitkiewicz et al., 1980).

The decrease in the phosphorylation index, ADP/O, however, was corre-
lated with the reduced respiration in the presence of ADP, this suggesting
another mechanism leading to the observed effects. In a previous paper
Rakowska et al. (1976) found, as the consequence of Fenchlorphos intoxi-
cation of young rats a decrease of succinate dehydrogenase and cytochrome
oxidase activities in brain mitochondria. This may indicate disturbances
in electron transport in the respiratory chain and in oxidative phosphory-
lation which is coupled with it.

Another possibility suggested by the results of Antunes-Madeira and Ma-
deira (1979) demonstrating that organophosphorus compounds modify the
permeability of membranes by interacting with the carrier, are disturbances
in substrate, ADP or inorganic phosphate transport and these factors are
indispensable to normal respiration and oxidative phosphorylation.

D. Sitkiewicz, G. Gietka, W. Bicz

WPLYW ZATRUCIA FENCHLORFOSEM NA ODDYCHANIE MITOCHONDRIOW MOZGU
SZCZUROW W ROZNYM WIEKU

Streszczenie

W pracy badano wplyw zatrucia Fenchlorfosem w dawce 50%, DLs, na oddychanie i oksy-
dacyjna fosforylacje w mitochondriach mézgu szezuréw w wieku 2 i 18 miesiecy.

Stwierdzono, ze mitochondria moézgu 18-miesieeznych szezuréw wykazujg zmniejszong
aktywnosé oddechowg w obecnosei glutaminianu i jablezanu oraz bursztynianu jako substratow
w poréwnaniu do mitochondriéw zwierzat mlodszych (2-miesiecznych). Zdolnoéé fosforylacji
oksydacyjnej mierzona stosunkiem ADO/O byla niezmieniona w obu grupach zwierzat.

W nastepstwie zatrucia Fenchlorfosem obserwowano obnizenie szybkosei zuzycia tlenu
w stanach 4 i 3 oddychania jedynie w mitochondriach moézgu zwierzat mlodszych. W obu gru-
pach natomiast w obecnosei stosowanych substratéw nastepowalo obnizenie ilorazu fosforyla-
cyjnego ADP/O.

Uzyskane wyniki sg dyskutowane w aspekcie mozliwosci modyfikacji komponentu fosfolipi-
dowego blon mitochondrialnych, jako przyczyny, zaleznych od wieku, zmian metabolizmu
energetycznego oraz zmniejszonej wrazliwosei na toksyczne dzialanie insektycydu.

J. CurkeBuu, I'. T'erka, B. Buu

BIIMAHME OTPABJEHUA PEHXJIOPPOCOM
HA JBIXAHUE MUTOXOHJIPUEB MO3TA KPBIC PA3BHOI'O BO3PACTA
Peszome

B pabore uccirenoBanu BausaHue oTpaBienus Penxiopdocom B mose 50% LDs
Ha JbIXaHMe M OKCUAATUBHYI0 POCcHOPUIALMIO B MUTOXOHAPUAX MO3ra KPbIC BO3pacra
2 n 18 Mmecsues.
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O6HapyeHO, YTO MMUTOXOHJAPUA Mo3ra 18 MecAYHBIX KpPBIC XapaKTePU3YIOTCH
MEHBbIIEe) aKTMBHOCTBHIO [AbIXaHMA B MPUCYTCTBMM TrJjyTaMaTa M Majeara a TaKkKe
CyKuuHaTa B KaudecTBe CyOcTpara IO CpPaBHEHMIO C MMUTOXOHAPMAMM MIAAILUIMX KU-
BOTHBIX (2-MeCAYHBIX).

CnocobrocTe oKcuAAaTUBHOM ocdopunsauun, usmepseMs coorHouenuem ADP/O
He MeHsAJach B 00eMX ONBITHBIX TIPyIMax JXKUBOTHBIX.

BeaengerBue orpaBinenus Penxsopdocom HaGIIOAANOCH CHMUIKEHME CKOPOCTM II0-
TpebyieHnsa KMcIopoga B COCTOAHMAX 4 ¥ 3 AbIXaHUA JUIUb B MUTOXOLJAPUAX MO3Ta
MIIaJIIMX KMBOTHBIX. B 06enx ke rpynnax B IPUCYTCTBMM IIPUMEHSAEMBIX cybcTpaTos
MMeJIO MeCTO CHMKeHMue chocdhopuaanmonHoro yacruoro ADP/O.

ITonyyennble pe3ysbTaThl OOCYKAAIOTCA B aCHEeKTe BO3MOXKHOCTM MoAMduUKauum
dochonunuAHOr0o KOMIOHEHTa MMUTOXOHJAPHAJNIbLHBIX MeMOpaH Kaxk IPUYMHBI, 3aBUCHU-
MBIX OT BO3pacTa, M3MEHEHMU) SHepreTMdeckoro Meraboim3mMa M CHUIKEHHOM UYBCTBU-
TEJbHOCTM HA TOKCUYECKOe IeNCTBUE WHCEKTUCUIOB.
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ESPECIALLY WITH REGARD TO ALCOHOLIC DISORDERS
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In man alpha-1-antitrypsin (o,-AT) is synthetized in the liver and secreted
into the serum (Kueppers, Black, 1974). a,-AT is a glycoprotein with the
molecular weight of about 50 000 (Crawford, 1973), accounting for 909, of
the antiprotease activity of the serum and being the major component of
the ;- globulin fraction (Vogel et al., 1968). Therefore, among protease in-
hibitors a,-AT appears to be particularly important.

a,-AT is also present in other body fluids (Talamo, 1975) e.g. tears, saliva,
duodenal fluid, urine, milk, colostrum and cerebrospinal fluid (CSF). It exerts
inhibitory effects (by forming a complex with the proteolytic enzyme and
thus counteracting its tissue damaging effect) not only against trypsin itself
but also against chymotrypsin (Ohlsson, 1971a), elastase (Ohlsson, 1971b),
collagenase (Ohlsson, Ohlsson, 1973) and plasmin (Pechet, Alexander, 1962).
a,-AT seems to be an important factor in the maintenance of tissue integrity
during inflammations and infections and due to its effect on plasmin (Pechet,
Alexander, 1962) and possibly thrombin (Abilgaard et al., 1970) it may interfer
with the blood-clotting mechanism too. In view of the role of trypsin and
other proteolytic enzymes in enhancing the passage of different compounds
across the blood—brain barrier (Beiler et al., 1956; Van den Driessche et al.,
1974), the involvement of a,-AT in the permeability processes may be inferred
too. In spite of considerable efforts made in this field, the significance of a,-AT
is not yet fully understood.

Much work has been done on the relations between serum ao,-AT level
and certain diseases and physiological states, respectively. It has been stated
that a,-AT levels increase during inflammatory processes (Kueppers, Black,
1974), pregnancy (Ganrot, Bjerre, 1967), and parturition (Laurell, 1968),
on administration of corticosteroids and estrogens (Laurell et al., 1968) and
in aleoholic liver cirrhosis (Fehér et al., 1977). A decrease of the a,-AT serum-
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level occurs in a liver disease attributed to a recessive genetic failure (Sharp,
1971) and homozygotes with inherited a,-AT deficiency show a high incli-
nation for pulmonary emphysema (Erikson, 1964), liver cirrhosis (Lieberman,
1974; Eriksson, Hégerstrand, 1974) and malignant hepatoma (Liberman,
1974).

Contrary to the abundance of studies dealing with factors influencing
serum o,—AT levels there are only a few publications on this enzyme inhibitors
in CSF. Canal and Frattola (1961) were the first to report on the occurrence
of @,-AT in human CSF. CSF contains the same proteinase-inhibiting globu-
lins as serum; the a,-AT concentration in the serum is about 100 times higher
than in CSF (Bieth et al., 1969). In another study a value of 1.05 mg9, was
found for CSF «,-AT (Bock, 1973). A good linear correlation was found be-
tween the protein and a,-AT content in the CSF of patients suffering from
malignant and benign intracranial tumors (Galvez et al., 1976).

In a previous study a,-AT levels were determined in sera and CSF samples
of random patient material (154 CSF samples deriving from lumbar puncture
and 54 sera) (Szildgyi, 1978). It was established that the CSF o;-AT level
correlates with the CSF protein content and with the serum o,-AT concentra-
tion. CSF o,-AT was found in increased amounts in cases of chronic alcoholism
and delirium tremens. However, the number of cases (8 and 11, respectively)
was too small for a more detailed evaluation. In the present study relations
between alcoholic diseases and the o;-AT concentration in CSF and serum
are treated in more detail, based on a greater number of patients.

MATERIAL AND METHODS

Sera and CSF samples (withdrawn by lumbar puncture) were taken from
random group of patients hospitalized on different wards of our Institute.
Both biological fluids were collected from fasting patients in the morning
and examined immediately. Hemolytical sera and CSF samples with blood
contamination were excluded from the material studied.

Diagnosis of delirium was based on characteristic clinical features and
anamnestic data. Sera and CSF of the delirium tremens group were generally
taken one week after recover from acute clinical symptoms.

Liver damage was diagnosed by laboratory data: colloidal tests, serum
bilirubin, SGOT, SGPT. We considered a liver damage when only one of the
examinations gave abnormal results. CSF protein was estimated by Lowry’s
method. o,-AT concentration was estimated by the photometric method
of Fritz et al. (1970) combined with the quantification procedure of Weber
and Wegeland (1968). A synthetic substrate N-a-benzoyl-DL-arginine-p-nitra-
nilid hydrochloride is degraded by trypsin with the formation of a yellow-
-colored p-nitraniline which can be determined photometrically. The color

http://rcin.org.pl



Nr 2 Alpha-l-antitrypsin in serum and CSF 219

development was followed during 8 minutes and was shown to be proportio-
nal to trypsin concentration and time. The trypsin inhibitor activity was
estimated by measuring the inhibition of a known amount of trypsin. The
activity of the trypsin preparation used was tested against known amounts
of soybean o,-AT.

Student test was used for statistical evaluation of differences between
diagnostic groups. Correlations between different parameters were calculated
assuming a linear regression.

RESULTS

In Table 1, the mean values and standard deviations of the o;-AT concen-
trations in sera and CSF are given various diagnostic groups in mg9, and
in 9%, of the total protein content. Protein contents of the CSF samples not

Table 1. a;—AT level in serum and CSF in different pathological states

Tabela 1. Poziom g,—AT w surowicy i plynie mézgowo-rdzeniowym w réznych stanach choro-

bowych
a;—AT in 9, of the total protein
AT i . a,—AT content
-l s wmg % a,—AT w 9% calkowitej zawartofei
bialka
Diagnosis 3 FSE‘ PR ,77,,,708; oA T
Rozpoznanie plyn mézgowo-rdze- O plyn mézgowo-rdze- serun.l
. : surowica : surowica
niowy niowy
N X g N X & N X gl N 53 o
A 1 2 3 4 5 i 8 9 10, . 11 12
Arteriosclerosis 43 0.81 0.36 16 141 28 43 2,11 0.62 16 2.01 0.40
Miazdzyca naczyn
Cerebral atrophy 23 0.67 0.30 10 137 23 1.96 0.60 10 10 1.96 0.27
Zanik moézgu
Neuro-spondyliatric
disease 31 0577 . ~0.:31 11 130" ~60: 31 1.99 0.60 11 1.86 0.71
Choroby neuro-spon-
dyliatryczne
Epilepsy 37 0.67 0.37 20 155 45 37 2.07 0.76 20 2.21 0.64
Padaczka
Schizophrenia 28 0.79 0.36 14 163 28 28 238 0.95 14 2.33 0.40
Schizofrenia
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1 2 St b= 10T 8 9" 10WNH 12
Reference group 162 0.76 0.34 71 147 36 162. 217 0.76 71 2.10 0.50
Grupa referencyjna
Chronic alkoholism 29 0.72 0.43 17 140 41 29 199 0.81. 17 2.00 0.569

Przewlekly alkoholizm

Alkoholic hepatopathy 11 1,16 033 7199 21 11 1287 0:91° "7THES4 0.30
Hepatopatia alkoholo-
wa

Hepatopathy 10 097 o062 6156 — 10 223 121 6 221 —
Hepatopatia

Delirium tremens with-

out  hepatopathy 15 1.16 0.71 12 154 41 15 2.72 1.00 12 2.20 0.59
Obled opilezy bez

hepatopatii

Delirium of non-alko-
holic origin without
hepatopathy 14 094 043 3164 — 14 243 088 3 234 —

Majaczenie pochodzenia
niealkoholowego bez

hepatopatii
N — number of cases X.— mean value o — standard deviation
liczba przypadkéw wartosé srednia odchylenie standardo-

we

listed in the table ranged from 30 to 40 mg9%,. Total protein concentration in
the serum samples was assumed as 7 g9,. The diagnostic group locomotor
diseases” includes disc prolapses, spondylosis, spondyl-arthrosis and a few
cases of rheumathoid arthritis and arthrosis.

The first 5 diagnostic groups showed no significant differences in the a,-AT
concentration of CSF and serum, respectively. If in individual cases the basic
illness is accompanied by an acute inflammatory process the a,-AT concen-
tration may be somewhat elevated but the group as a whole behaves like
the others. We therefore consider these groups as a homogeneous reference.
As can be seen in Table 1, the group of chronic alcoholics does not differ from
the reference group in serum and CSF o,-AT levels. Nevertheless, chronic
alcoholism was not included in the reference group to emphasize the different
behaviour of other diseases of alcoholic origin.
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Compared to the reference group the patients suffering from hepathopathies
and delirium of non-alcoholic origin seem to have somewhat higher a,-AT
concentrations in sera and CSF. These differences are, however, statistically
not significant. Nevertheless, it can not be excluded that some kinds of non-
-alcoholic hepatopathies and delirium result in an increase in serum and CSF
a,-AT levels. Therefore all those cases, where alcoholic and non-alcoholic
delirium occurred together with hepatopathies, were disregarded.

Significantly higher CSF «,-AT concentrations were found exclusively
in alcoholic hepatopathies and delirium tremens (Table 2). Serum o,-AT
levels, however, are only elevated in alcoholic hepatopathies. These increases
of the absolute concentration values are accompanied by significant increases
of the relative a,-AT amounts expressed in %, of the total protein content
of serum and CSF, respectively.

Table 2. Significance levels

Tabela 2. Poziom znamienno$ci

a,—AT
Diagnosis
Rozpoznanie Serux.n CSF
Surowica Plyn mézg. rdz,
Alcoholic hepatopathy against reference group 0.001 0.001

Hepatopatia alkoholowa wobec grupy referencyjnej

Alcoholic hepatopathy against chronic alcoholism 0.001 0.005
Hepatopatia alkoholowa wobec przewleklego alkoholizmu

Delirium tremens against reference group n.s. 0.001
Obled opilezy wobec grupy referencyjnej

Delirium tremens against chronic alcoholism n.s. 0.01
Obled opilezy wobec przewleklego alkoholizmu

n.s. not studied
nie badano

In Table 3 the correlation coefficients are given which were obtained by
statistical calculations assuming a linear regression between serum and CSF
a;-AT concentration. It should be noted that the correlation coefficient for
the serum—CSF o,-AT regression of the alcoholic hepatopathy group inclu-
ded in parenthesis may be meaningless. Since the a,-AT concentration values
of the 7 CSF samples were closed to each other consequently the experimental
error had a pronounced effect on the regression calculation.

Neuropatologia Polska — §
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DISCUSSION

In the earlier study (Szilagyi, 1978) we found the CSF a,-AT levels to be
the highest in delirium tremens and elevated in some other diagnostic groups.
In the present study the much larger material available allowed to perform
the diagnostic classification in more detail, especially with respect to hepato-
pathies and delirium of various origin. Consequently it can be stated that
besides the delirium tremens group only alcoholic hepatopathies show signi-
ficantly elevated CSF o,-AT levels (Table 1 and 2).

As already reported, a good linear correlation exists between the a,-AT
level and the total protein content of the CSF (Galvez et al., 1976; Szilagyi,
1978) as well as between the serum and CSF a;-AT levels (Szilagyi, 1978).
The same was found in this study as can be seen from the correlation coef-
ficients of the chronic alcoholic and the reference group given in Table 3.
Moreover, the same a,-AT levels relative to the total protein were obtained
for serum and CSF (Table 1). This allows us to conclude that serum a,-AT
concentrations are reflected by the CSF, i.e. the CSF ¢,-AT originates from
the serum. This conclusion is supported by the statement that serum and CSF
protease inhibitors are identical (Bieth et al., 1969), Nevertheless, the corre-
lation data for alcoholic hepatopathies and alcoholic delirium seem to indi-
cate that in these groups the origin of at least some part of the CSF a,-AT
may be different.

Table 3. Correlation coefficients

Tabela 3. Wspoélezynniki korelacji

Serum-CSF a,—AT Protein- a,—AT in CSF

Diagnosis Poziom @,~-AT w surowicy Kompleks biatko—a,—AT

Rozpoznanie w stosunku do plynu méz- w plynie moézgowo-rdze-
gowo-rdzeniowego niowym

Reference 77 0.76 162 0.67

Grupa referencyjna

Chronic alkoholism 17 0.73 29 0.74

Alkoholizm przewlekly

Alkoholic hepatopathy i (0.30) 11 0.09

Hepatopatia alkoholowa

Delirium tremens 12 : 0.44 15 0.78

Obled opliczy

N — number of cases
liczba przypadkéw
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Though alcoholic hepatopathies and alcoholic delirium show a unique
behaviour compared to the other diagnostic groups included in this study,
there are striking differences between them. Contrary to delirium tremens
there is no correlation between CSF protein and o,-AT content in alcoholic
hepatopathies. The o,-AT content of the serum is significantly elevated in
alcoholic hepatopathies (which was also found by Fehér et al. (1977) but
not in delirium tremens (Table 1 and 2).

The a,-AT contents observed in serum and CSF are specific and not caused
by an overall increase of the protein content as can be seen from the relative
a;-AT concentrations given in Table 1. Taking into account all the experi-
mental results it can be concluded that in delirium tremens at least some part
of the CSF a,-AT is either formed in or preferentially released from the central
nervous system (CNS). This would explain the existing correlation between
CSF protein and its o,-AT content, the absence of any correlation between
CSF and serum o,-AT level and the high values for a,-AT in CSF as well
as the control a,-AT content in serum. An alternative explanation can be gi-
ven assuming a selective alteration of the blood-CSE barrier function in
favor of a,-AT. Though in delirium tremens a selective alteration of the
blood-CSF barrier function resulting in an increase of the CSF o,-AT level
can not be excluded for certainty we believe that the increase is a primary
effect which has its origin in the CNS.

The pathophysiological significance of the specific a,-AT increase in CSF
is unknown. We don’t even know the nature of the factors evoking delirium
tremens though it is suggested that the disturbed metabolic state plays
a role in its genesis (Freedman et al., 1975). Histopathological alterations
(congestion, edema, sclerosis) are also unspecific (Tariska, 1969). At this
stage of knowledge every phenomenon which seems to be related (directly
or indirectly) to the disease may be of importance and should be attended.
This also holds to the specific CSF a,-AT increase which is undoubtly related
to the alcoholic delirium because neither the chronic alcoholic nor the non-
-alcoholic delirium group behave in such a way.

The delirium tremens group is ~“homogeneous” with respect to the time
of sampling which was performed within some days after the delirous clinical
symptoms declined. In principle it would be of interest to follow the a,-AT
concentration during the progress and decline of the delirous symptoms.
However, from the ethical point of view, repeated CSF sampling without
clinical need is unadvisable. The CSF samples were taken at times chosen
from a clinical point of view, which were generally not best suited for the
purpose of this study.
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A. K. Szilagyi, A. Tatraaljai

ALFA-1-ANTYTRYPSYNA W SUROWICY I PLYNIE MOZGOWO-RDZENIOWYM W CHO-
ROBACH WYWOLANYCH NADUZYWANIEM ALKOHOLU

Streszczenie

W chorobach watroby spowodowanych naduzywaniem alkoholu oraz w obledzie opilezym
stwierdzono podwyzszony poziom @;-AT w plynie mézgowo-rdzeniowym. W grupie pac-
jentéw z chorobami watroby stwierdzono takze podwyzszony poziom a,-AT w surowicy. Na
podstawie znamiennych réznic miedzy tymi grupami, oceny stosunku poziomu @;-AT w plynie
moézgowo-rdzeniowym do poziomu @;-AT w surowicy (przy pomocy analizy regresji) oraz za-
wartosei kompleksu bialko-a;-AT w plynie wyciagnigto wniosek, ze w obledzie opilezym
,-AT jest przynajmniej czesciowo wytwarzana w OUN. Natomiast w uszkodzeniach watroby
wywolanych naduzywaniem alkoholu wzrost poziomu ;-AT w plynie mézgowo-rdzeniowym
jest jedynie odbiciem patologicznego wzrostu poziomu tego czynnika w surowicy.

A. K. Cunaan, A. Tartpaaaaun

AJIBPA-1-AHTUTPUTICUH B CBIBOPOTKE U CIIMHHO-MO3TOBOU
KUIKOCTU B BOJE3HAX BBI3BAHHBIX 3JOYIIOTPEBJEHUEM AJKOI'OJSA
PeszwomMme

B 0Oone3usax mneuyeHu, BBIZBAHHBIX 3JI0YNOTpebieHMeM aJIKOTOJIA ¥ aJIKOroJbHOM
6eJroit ropsuke, o6HAPYKMBAJIY TIOBBILIEHHBI yPOBeHb 0;-AT B CIIMHHOMO3TOBOI XKUJ-
KOocTHM. B rpymnme nauneHTOB ¢ 3abosieBaHMeM IIeYeHM TaKiKe OOHapyKuBallM IIOBbI-
UIeHHBI ypoBeHb ¢;-AT B ChIBOpoTKe. Ha OCHOBaHMM JOCTOBEPHBIX PAa3HMUI] MEXKIY
3TMMM TPynamy OLEHKM COOTHOLIeHUs ypPoBHA o;-AT B CIMHHO-MO3TOBOM KMUIKOCTU
K YypOoBHIO 04-AT B CbIBOPOTKe (MIpy TOMOILM aHaJlM3a perpeccmyu), a TaKKe Copep-
KaHusa KOMIekca 0e)oK-o,-AT B CIMHHO-MO3TOBOM KMIAKOCTM 3aKJIOYaeTcs, 4YTO
B alxcroabHou Oenoyt ropsuke o,-AT, mo KpaiHel Mepe dYacTU4HO, obOpasyercs
B IIHC. B moBpexJeHMAX Ke I[Ie4YeHY, BBI3BAHHBIX 3J0ynorpebieHneM aJKOroJs,
poct ypoBHA ;-AT B CIMHHO-MO3TOBOM XUJAKOCTM SHABJAETCA UL OTPaxKeHUeMm
MaTOJIOTUYECKOT0 IIOBBIIIEHUA 9TOr0 (PakKTopa B CBIBOPOTKE.
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Die Picksche Krankheit. Eine neuropathologisch — anatomisch— klinische Studie
Hermapn Jakob. Springer Verlag. Berlin-Heidelberg—New York 1979, str. 110, Ryc. 40

Prezentowana ksigzka stanowi 23 pozycje z publikowanej pod redakcja H. Hippinsa, W. Ja-
zarika i C. Miillera serii psychiatrycznej ,,Monografie z pogranicza psychiatrii” wydawanej
przez Wydawnictwo Springera.

Podstawows zaleta monografii jest jej oparcie na niezwykle bogatym materiale choroby Picka,
obejmujacym okolo 50 klinicznie i neuropatologicznie zweryfikowanych przypadkow, jakkolwiek
przedmiotem szczeg6lowej analizy jest tylko 27 przypadkéw pochodzacych z najnowszych
zbioré6w autora. Zréznicowanie postaci choroby i jej zaawansowania w poszezegoélnych przy-
padkach pozwala autorowi na przeprowadzenie systematycznych i bardzo dokladnych korelacji
kliniczno-anatomicznych i kliniczno-neuropatologicznych, stwarzajacych podstawe dla wlasnych
oryginalnych koncepeji patogenetycznych, zar6wno w odniesieniu do symptomatologii klinicznej,
jak iistoty procesu patologicznego. Te wlasnie korelacje podbudowane gruntownym oméwieniem
zagadnien anatomii mikroskopowej i fizjologii najczeéciej zajetych struktur moézgu, w tym
przede wszystkim ukladu limbicznego i korowej czesci wechomoézgowia oraz ich pogranicza
i powigzan, stanowia zasadniczg czes¢ opracowania. Rozszerzaja one nie tylko wiedze o struktu-
ralnym podlozu poszezegélnych komponentéw klinicznego zespolu choroby Picka, lecz réwniez
wyjasniaja role okreslonych struktur i czesci ukladu limbicznego w korelacji z doswiadeczalnymi
spostrzezeniami neurofizjologicznymi.

Istotna cze$é opracowania poswiecona jest topografii proceséw zanikowych mézgu w chorobie
Picka oraz mechanizmom ich szerzenia si¢. Autor wyréznia tzw. kluczowe obszary zaniku,
stanowigce siedzibe najweczeéniej ujawniajacego sie procesu chorobowego i wigze z nimi wezesne,
czesto umykajace uwadze lekarza, objawy zespolu klinicznego. W péznych okresach choroby
obszary te sa miejscem najbardziej zaawansowanych uszkodzen tkankowych. W dalszej kolej-
nosci omoéwione zostaly kierunki rozszerzania si@ zanik6w tkankowych oraz tzw. obszary zanikow
wtérnych, od ktérych zalezy bogactwo i zréznicowanie symptomatologii klinicznej w pelni
rozwinigtego zespolu chorobowego. Przedmiotem odrebnej analizy jest udzial poszczegdlnych
strukturalno-czynnosciowych ukladéw mézgu w procesie patologicznym.

Drugim zasadniczym elementem monografii jest oméwienie obrazu neuropatologicznego
choroby Picka i systematyczna analiza dynamiki rozwoju uszkodzen tkankowych. Autor zwraca
szczegolnag uwage na fakt, ze podobnie jak stalo$é anatomicznej topografii zanikéw w mozgu,
tak i stalo&é kolejnosci zajecia poszczegélnych struktur korowych stanowi wiodaca ceche obrazu
patomorfologicznego choroby Picka. Najbardziej stalym i najwezesniejszym elementem uszko-
dzenia kory wybranych okolic mézgu jest zanik warstwy I i III przy réwnoczesnym zgabczeniu
warstwy II. Te wlaénie cechy, a nie powszechnie przyjmowane wystepowanie charakterystycz-
nych obrzmialych komérek Picka i kul srebrochlonnych, stanowia w przeswiadezeniu autora,
obok 'topogmf ii zmian, podstawowy i diagnostycznie zasadniczy element obrazu neuropatolo-
gicznego choroby. W dalszej czesci autor omawia szczegélowo typy i odmiany uszkodzen ko-
moérkowych oraz obraz mikroskopowy i mikroskopowo-elektronowy srebrochlonnych wtretéw
$rodplazmatycznych. Na szczegdlna uwage zasluguja tu rozwazania nad pato- i morfogeneza
tych zmian komérkowych, ktére autor uwaza za nastepstwo pierwotnego zaniku dendrytéw
i uposledzenia aferentacji neuronéow.

Przedstawione opracowanie z cala pewnoscia zasluguje na uwage psychiatréw, neurologéw
i neuropatologéw. Szczegélnie zachecam do niej neuropatologéw. Moze dzigki niej w zbiorach
pracowni neuropatologicznych pojawig sie rozpoznania choroby Picka.

Mirostaw J. Mossakowski
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ANNA POLEWSKA-JESKE

ODCZYNY MAKROFAGOWE PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO
W PRZEBIEGU WIRUSOWYCH I BAKTERYJNYCH ZAPALEN OPON*

Klinika Choréb Zakaznych Instytutu Choréb Wewnetrznych PAM, Szezecin
Kierownik: doc. dr B. Trzaska

Makrofagi biora udz'al w fazie indukeyjnej odpowiedzi I umoralnej, jak
rowniez w fazie wykonawczej cdpowiedzi typu komdérkowego. Interakcje
biologiczne miedzy makrofagami a innymi komoérkami nie sa dobrze poznane
(Ptak 1970; Aleksandrowicz, Lisiewicz 1971; Zembala, Ptak 1971 ; Abetikjan,
Demezenko 1975; Aleksandrowicz 1975; Aleksandrowicz, Lisiewicz 1975).
Czynno$¢é makrofagéw badano w wysigkach oplucnowych i otrzewnowych,
w blonach §luzowych, pecherzykach plucnych, a takze w wezlach chlonnych
oraz w tkankach watroby i §ledziony. W dostepnym piSmiennictwie nie
znaleziono natomiast prac poswieconych korelacji zmian cytologicznych
makrofagéw w plynie mézgowo-rdzeniowym, z przebiegiem proceséw zakaz-
nych.

Postanowiono wiec przebada¢ odezyn makrofagowy plynu mézgowo-
-rdzeniowego w zapaleniach opon moézgowo-rdzeniowych o réznej etiologii
oceniajac wystapienie i dynamike czynno$ci zernych oraz niektére odezyny
cytochemiczne makrofagéw.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono u 280 chorych na wirusowe i bakteryjne zapale-
nie opon (z.0.). Badaniami cytologicznymi objeto 248 chorych, leczonych
w ostatnich latach w Klinice Choréb Zakaznych PAM, (175 mezezyzn i 73
kobiety), w wieku od 13 do 76 lat. Badania wykonano w ostrym okresie
choroby (1—7 dzien), we wezesnym okresie zdrowienia (8—14 dzieri) i w p6z-
niejszym okresie zdrowienia (powyzej 14 dni). W zalezno$ci od etiologii
i typu zmian w plynie mézgowo-rdzeniowym podzielono chorych na cztery

grupy.

* — Praca wykonana w ramach problemu resortowego 10.MZ-V.
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Grupe I stanowilo 46 chorych na zapalenie opon i mézgu wywolane przez
wirus §winki. U 27 os6b przebieg choroby byt lekki, u 17 §rednio-ciezki i tylko
u 2 ciezki. Wszyscy chorzy wyzdrowieli. Wykonano 80 badan osadu plynu
moézgowo-rdzeniowego.

Grupe II stanowilo 102 chorych z limfocytowym z:0., o innej etiologii
wirusowej. Czynnik etiologiczny ustalono w 9 przypadkach. W jednym byl
to wirus Poliomyelitis, w dw6ch wirus Coxsackie B;, w trzech wirus Coasackie
Bs w trzech Herpes virus varicellae-zoster. Przebieg choroby u 56 oséb byl
lekki, u 26 $rednio-ciezki i u 20 ciezki. 101 oséb wyzdrowialo, 1 zmarla. W gru-
pie tej wykonano badania 205 osadéw plynu mézgowo-rdzeniowego.

Grupa III obejmowala 82 chorych z ropnym z.o. Rozpoznanie ustalono
w oparciu o ogdlnie przyjete kryteria diagnostyczne. U wigkszosci chorych
leczenie antybiotykami rozpoczynano przed hospitalizacja i przed pobraniem
plynu m.rdz. Rozpoznanie etiologiczne uzyskano w 23 przypadkach, z czego
w 16 stwierdzono Neiseria meningitidis, w 6 — Diplococcus pneumoniae
i w1 — gronkoweca zlocistego. U 49 os6b przebieg choroby byl ciezki, a u 33
bardzo ciezki. 78 os6b wyzdrowialo, u 2 przebieg choroby byl powiklany wy-
tworzeniem si¢ ropni modzgu, 2 osoby zmarly. Zbadano 153 osady plynu
m.rdz.

Grupe IV stanowilo 18 chorych z oponowa lub zdltaczkowo-oponowa
postacig leptospirozy. U 9 chorych rozpoznano leptospirosis icterohaemorrha-
gica, u 3 1. grippotyphosa, u 3 1. sejroe, u 2 1. canicola i u 1 chorego l. pomona.
Przebieg kliniczny, z wyjatkiem trzech przypadkéw, oceniono jako lekki.
W grupie tej wykonano 37 badan osadu plynu m.rdz.

Badaniami cytochemicznymi objeto 32 chorych. Badania wykonano w
ostrym okresie choroby (1—7 dzien) oraz w okresie zdrowienia.

Grupe I stanowilo 21 0s6b chorych na wirusowe zapalenie opon i mézgu.
Wéréd nich byly trzy przypadki pélpasécowego zapalenia mézgu (postaé
oponowa), w jednym rozpoznano chorobe Heinego-Medina, w 1 z.0. wywolane
przez wirus Coxsackie Bs i w 1 przez wirus §winki. W pozostalych przypad-
kach z.o. limfocytarnych etiologii nie ustalono. Przebieg choroby byl u 12
os6b lekki, g5 $rednio-ciezki, u 3 ciezki. Jeden chory z pélpasécowym zapa-
leniem mézgu zmarl z powodu zaostrzenia choroby podstawowej (bialaczka
limfatyczna).

Grupa II skladala sie z 11 chorych na ropne zapalenie opon. W 4 przypad-
kach bylo to meningokokowe z.0., w innych czynnik etiologiczny nie zostal
ustalony. Przebieg choroby byl u wszystkich cigzki, 10 chorych wyzdrowialo,
u 1 przebieg powiklany byl wytworzeniem ropnia mézgu.

Plyn m.-rdz. pobierano do komory osadowej uzywanej w naszej Klinice
(Kucharska-Demczuk 1974), bezposrednio z igly punkecyjnej. Sedymentacja
odbywala sie w temp. pokojowej w ciagu 20 minut. Uzyskane osady suszono
i barwiono metoda May-Grinwalda-Giemsy w modyfikacji Szydlowskiej
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i Junikiewicz (1971). W badanych preparatach obliczano liczbe makrofagéw
w stosunku do liczby innych komérek. W osadach, w ktérych liczba makro-
fagéw wynosita 1 lub ponad 19, okreslano odsetek makrofagéw zawieraja-
cych pochloniety material komérkowy.

Wykonano nastepujace badania: 1) wykrywanie glikogenu metoda PAS
wg Hotchkissa (Krawezynski, Osinski 1967), 2) wykrywanie lipidéw wg Lisona
(Krawezynski, Osinski 1967), 3) reakcje peroksydazowa wg Grahama (Kraw-
czynski, Osinski 1967), 4) test na wykrywanie esterazy nieswoistej przy
uzyciu alfanaftylooctanu metoda Braunsteinera (1959). Przeprowadzono
badanie cytochemiczne 6, a badanie cytologiczne 1 osadu. Cytochemicznie
badano tylko te plyny, w ktérych odsetek makrofagéw wynosil co najmniej
1. Z 6 osadéw do badan cytochemicznych, 2 zasluzyly kazdorazowo do badan
kontrolnych reakeji PAS (jedno bez uzycia kwasu nadjodowego i jedno
z wytrawieniem §ling). Wykonano 184 podstawowe badania cytochemiczne.

WYNIKI

Wyniki badan cytologicznych ilustruja tabele 1-—4. Na 80 plynéw m.-rdz.
w $winkowym z.0. (grupa I, tab. 1), w 9 osadach liczba makrofagéw byla
nizsza od 1%, w 37 wynosila 1 i ponad 1%, Makrofagi (ryc. 1) pojawialy
sie od 2—3 dnia wystapienia zespolu oponowego, liczba ich wzrastala w koncu
pierwszego i w drugim tygodniu. W okresie zdrowienia liczba osadéw z makro-

Ryec. 1. Makrofag z ptynu mézgowo-rdzeniowego chorej na $winkowe zapalenie opon. Nie zawiera
on dajacych sie wyrdzni¢é morfologicznie obeych elementéw. Obok widoezny limfocyt. Pow.
1350 X.

Fig. 1. Macrophage from the cerebro-spinal fluid of a patient with mumps meningitis. It does

not, contain morphologically defined foreign elements. Next to macrophage lymphocyte is seen.
X1350.
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fagami wyraznie obnizala sie, a odsetek makrofagéw w cytogramach wynosit
grednio 6,5. W pierwszym tygodniu odsetek makrofagéw zawierajacych
komérki limfoidalne i czeéci tych komdérek wynosil 20,6, po 14 dniach od-
setek ten wyraznie si¢ zmniejszal.

Tabela 1. Makrofagi plynu mézgowo-rdzeniowego w §winkowym zapaleniu opon

Table 1. Macrophages in the cerebro-spinal fluid of mumps meningitis

Osady z makrofagami

] Sediments with macrophages Sredni odsetek Siipeiok l’fl&kl‘o-
Liczba makrofagéw fagéw zawierajq-
Dni  badanych Ponizej 1% 11 ponad 1% w osadach cych pochloniety
choroby osadéw below 1%  1andabove 1% 1 i ponad 1 material komoér-
Da..ys of Numbe? Koslio i L Average % ot mz?.- kowy
disease of s.tudled badah badaa crophages in sedi- 9, oi.' x.nacrophages
sediments i o nnmber % ment containing a.bs(.n'bed
of "Gta oF data l1a nd above 1 cell’s material
1—7 39 4 10,2 21 58,8 2,7 20,6
8—14 23 4 17,4 12 52,2 6,5 16,0
powyzej
above

14 18 1 5,5 + 22,2 7,0 2,3

W grupie chorych z limfocytowym zapaleniem opon o innej etiologii wiru-
sowej odezyn makrofagowy byl wigkszy niz w grupie I (tab. 2). Na 205 badan
makrofagi (ryc. 2, 3, 4, 5) stwierdzono w 153 plynach. Wiecej bylo osadéw
z odsetkiem makrofagéw 1 i powyzej 1. Réwniez érednie odsetkowe byly
wyzsze (w 2 tyg. — 7,8%, najwyzsza stwierdzana warto$¢ érednia). Nasi-
lenie fagocytozy w rozpatrywanych okresach choroby bylo podobne jak w gru-
pie pierwszej.

Jak wynika z tabeli 3 odczyn makrofagowy w ropnych z.o. ksztaltowal
si¢ nieco inaczej. Komdrki zerne pojawialy sie juz w pierwszej dobie i ich
sredni odsetek w pierwszych 3 dniach byl wyzszy niz w pozostalych gru-
pach, a nastepnie wzrastal od 6 do 14 dnia. W okresie zdrowienia spadek
liczby makrofagéw byl mniejszy niz w limfocytowych z.0o. W ostrym okresie
choroby, kiedy to procesy zapalne sa najbardziej burzliwe, 47,59, makro-
fagéw zawieralo pochlonigete granulocyty lub czesci tych komérek (ryc. 6, 7),
w drugim tygodniu odsetek tych makrofagéw byl wyraznie mniejszy (11,3),
a w trzecim wynosil 5, 4. W cigzkich ropnych zapaleniach opon, czeiciej niz
w pozostalych grupach, spotykano makrofagi z pochlonigtymi erytrocytami
(ryc. 8).
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Tabela 2. Makrofagi plynu mézgowo-rdzeniowego w limfocytowych zapaleniach opon o réznej
etiologii wirusowej
Table 2. Macrophages in the cerebro-spinal fluid of lymphocytic meningitis of various viral
etiology

Osady z makrofagami
A g Sredni odsetek

) Sediments with macrophages Odsetek makrofa-
Liczba - - —— makrofagéw w o- ! L
Dni  badanych Ponizej 1% 1 i ponad 19% sadach gow sawierajyoych
choroby osadow below 19, 1 and above 1% 1 i ponad 1 pestilonigey ma-
= o terial komérkowy

Days of Number Average 9%, of ma-

liczba liczba 0
disease of studied crophages in sedi- o of.m.acrop Biogpoe
. badan badan containing absor-
sediments b % ment R
number number I iRk 1 bed cell’s material
of data of data B
1—7 67 14 20,9 38 56,7 4,4 14,4
8—14 72 18 25,0 46 63,9 7,8 9,3
powyzej
above

14 66 11 16,7 27 40,9 2,5 5,7

Tabela 3. Makrofagi plynu moézgowo-rdzeniowego w ropnych zapaleniach opon

Table 3. Macrophages in the cerebro-spinal fluid of purulent meningitis

Osady z makrofagami

; ! Sredni odsetek ma-
A Sediments with macrophages Odsetek makrofa-
Liczba - — — —— krofagéw w osa- ERIUA
Dni badanych Ponizej 1%  1iponad 1% dach 2% sawismjyoyoh
choroby osadoéw below 1% landabovel% 1 i ponad 1 podiluninty 8-

terial komérkowy

Average 9%, of ma-
9 of macrophages

By of ., Numbes liczba liczba

disease of studied 5 : crophages in sedi- %
) badan badar containing absor-
sediments % % ment 3
number number Eundnb 1 bed cell’'s material
of data of data il s
1—7 55 7 12,7 30 54.5 4,0 47,5
8—14 53 10 18,9 32 60,4 7,4 11,3
powyzej
above

14 45 8 17,8 21 46,6 4,5 5,4

W najmniej licznej czwartej grupie chorych z leptospirowym z.0. odezyn
makrofagowy byl mniej nasilony niz w grupach poprzednich (tab. 4). Nasi-
lenie fagocytozy zajmowalo miejsce posrednie miedzy stwierdzanym w yiru-
sowych i ropnych z.o.
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Tabela 4. Makrofagi plynu mézgowo-rdzeniowego w leptospirowym zapaleniu opon

Table 4. Macrophages in the cerebro-spinal fluid of leptospirosis of the meninges

Osady z makrofagami

. Sediments with macrophages Sredni o'dsetek M3 Odsetek makrofa-

Liczba ———-——  krofagéw w osa- - e L
Dni  badanych Ponizej 19 1 i ponad 1% dach gt za'.WIera.]qcyf:h
choroby osadéw  below 1% 1 and above 1%, 1 i ponad 1 JE iy mmalerty)

Days of Number

Kom4
Average %, of ma- o

liczba liczba 9
disease of stud’ed - . crophages in sedi- % of oy g
et badan o badan y A containing absor-
number °  number ° i ;nexll) 1 bed cell’s material
of data of data e
1—7 10 5 50,0 2 20,2 1,6 27
8—14 11 2 18,2 7 63,6 3.1 8,6
powyzej
above

14 16 — — 8 50,0 3,7 2,2

Wyniki badan cytochemicznych zestawiono w tabelach 5 i 6. Reakcja
PAS w makrofagach byla wyraznie mniej intensywna w poréwnaniu z gra-
nulocytami. Material PAS-dodatni w postaci drobnych, rubinowo-czerwonych
ziaren rozlozony byl najczesciej na obwodzie komérki, rzadziej] w centrum.
W preparatach wytrawianych §lina ziarnisto$ci znikaly, co §wiadezy o tym,
ze byly to ziarna glikogenu. Jak wynika z tabel makrofagi, w ktérych reakcja
PAS byla dodatnia, wystepowaly znacznie czeSciej w ostrym okresie w rop-

Rye.

Fag.

Ryc.

Fig.

Rye.

Ryc.

Fag.

2. Makrofag z pochlonigtym limfocytem, material od chorego na limfocytarne zapalenie
opon. Pow. 1350 X.

2. Macrophage with engulfed lymphocyte, the material from a patient with lymphocytic

meningitis. X 1350.

3. Komoérka tzw. sygnetowa z pochlonietym limfocytem, z przypadku kleszczowego za-
palenia moézgu. Pow. 1350 X.

3. So called “’sygnet-like” cell with engulfed lymphocyte, from a case of tick-borne ence-

phalitis. X 1350.

4. Makrofag z komoérka monocytarna i bazofilem z plynu moézgowo-rdzeniowego chorej
na zapalenie opon i moézgu o etiologii wirusowej. Pow. 1350 X.

. 4. Macrophage with monocyte and basophile from the cerebro-spinal fluid of a patient

with viral encephalo-meningitis. X 1350.

5. Makrofag zawierajacy resztki pochlonietych komoérek, z plynu moézgowo-rdzeniowego
chorégo na limfocytarne zapalenie opon. Pow. 1350 X.

5. Macrophage containing the remnants of engulfed cells from the cerebro-spinal fluid
of a patient with lymphocytic meningitis. X 1350.
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nych niz w limfocytowych zapaleniach opon. Odsetek ich wynosil w ostrym
okresie choroby w ropnych z.o. §rednio 54,3, a w limfocytowych §rednio 23,4.
W okresie zdrowienia odsetek makrofagéw PAS-dodatnich obnizyt s'e¢ do
20,3 w ropnych i do 5,5 w limfocytowych zapaleniach opon, a slabe nasilenie
reakeji wskazywalo na obecno$¢ mniejszej ilosci ziaren glikogenu w okresie
zdrowienia.

Reakcja barwienia Sudanem czarnym B byla w makrofagach wyraznie
mniej intensywna niz w granulocytach. Czarne ziarnisto$ci sudanofilne byly
drobne, skupione najcze$ciej] w centrum komdrki, w poblizu jadra. Odsetek
makrofagéw zawierajacych ziarna sudanofilne byl wysoki w ostrym okresie
choroby (ponad 50,0). W okresie zdrowienia makrofagi zawierajace ziarnis-
toSei sudanofilne wystepowaly rzadziej. W zapaleniach ropnych odsetek
ich wynosil érednio 16,4, a w limfocytowych $rednio 12,9.

Odezyn ujawniajacy aktywno$é esterazy nieswoistej w makrofagach mial
najezesciej charakter ziarnisty, czasem dyfuzyjny. Nasilenie odczynu mozna
bylo okresli¢é najczesciej jako slabe (+-), rzadziej jako $rednie (++), wyjat-
kowo jako znaczne (+ -+ ). Makrofagi esterazo-dodatnie wystepowaly naj-
cze$ciej w ostrym okresie choroby. W bakteryjnych zapaleniach opon odsetek
ich wynosil 38—96, a limfocytowych 0—85. W okresie zdrowienia esterazo-
-dodatnie makrofagi spostrzegano znacznie rzadziej (odpowiednio $rednio
1387958159,59,).

Reakcja na myeloperoksydaze byla slabo dodatnia (+) i wyraznie mniej
intensywna niz w granulocytach. Makrofagi myeloperoksydazo-dodatnie
wystepowaly w okresie ostrym duzo cze$ciej w ropnych (56,3%), niz w limfo-
cytowych (14,59,) zapaleniach opon. W okresie zdrowienia, reakcja w limfo-
cytowych z.0. byla ujemna we wszystkich makrofagach, a w bakteryjnych
dodatnia w n'skim odsetku (2,8) makrofagéw.

Rye. 6. Makrofag ze sfagocytowanym granulocytem i trudnym do zréznicowania fragmentem
komérkowym (od chorego w 1 tyg. ropnego zapalenie, opon). Obok granulocyty i komérki mono-
cytarne. Pow. 1350 X.

Fig. 6. Macrophage with phagocytized granulocyte and non identifiable cellular fragment
material (from a patient with purulent meningitis, 1 week of the disease). Next to macrophage,
granulocytes and monocytes are present. X 1350.

Ryc. 7. Makrofag zawierajacy dwa eozynofile, komérke monocytarng oraz trzy limfocyty,
pochodzacy od chorej na ropne zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych (1 tydz. choroby). Pow.
1350 X.

Fig. 7. Macrophage containing two eosinophiles, monocyte and three lymphocytes from a pa-
tient with purulent encephalo-meningitis (Ist week of disease). X 1350.

Ryc. 8. Makrofag ze sfagocytowanymi dwoma erytrocytami z przypadku ropnego zapalenia
opon. Jeden z erytrocytéw wyraznie zmieniony w wyniku trawiennego dzialania makrofaga.
Pow. 1350 X.

Fig. 8. Macrophage with phagocytized two erythrocytes from a case of purulent meningitis.
One of the erythrocyte distinctly changed due to digestive macrohage’s action. X 1350.
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Tabela 5. Cytochemiczne badania osadéw plynu moézgowo-rdzeniowego u chorych na wirusowe zapalenie opon i moézgu

Table 5. Cytochemical studies of the cerebro-spinal fluid sediments of patients with virus cerebro-meningitis

Odsetek makrofagéw z dodatnimi reakcjami cytochemicznymi

Liczba
Dni badan Cytoza 9% makrofagbw % of macrophages with positive cytochemical reactions
cytochemicz-  Bialk <
choroby Y oiych o Pr:te;)n w1lmm?® w osadach Bsteraza nieswo-
Days of Number of mg/100 ml Cytosis % of macropha- Sas Lipidy ista Myeloperoksydaza
disease - in 1 mm® gesin sediments A Lipids Non-specific este- Myeloperoxydase
sediments fas0
2—17 32 26—152 41—949 1—11 3—56 3—87 0—85 0—47
x=23,446,0 x=52,9+13,0 x=31,0415,9 x=14,5+7,6
0 w 1 osadzie 0 w 1 osadzie
0 in 1 sediment 0 in 1 sediment
9—33 72 10—156 12—102 1—23 0—34 0—170 0—46 wszystkie ujemne
x=5,64+2,1 x=12,944,0 x=9,64+2,8 all negative

0 w 8 osadach
0 in 8 sediments

0 w 5 osadach
0 in 5 sediments

0 w 4 osadach
0 in 4 sediments
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Tabela 6. Cytochemiczne badania osadéw plynu mézgowo-rdzeniowego u chorych na bakteryjne ropne zapalenie opon

Table 4. Cytochemical studies of the cerebro-spinal fluid sediments of patients with purulent meningitis

Biczba Odsetek makrofagéw z dodatnimi reakcjami cytochemicznymi
Dni badan Oytoza 9% makrofagéw % of macrophages with positive cytochemical reactions
cytochemicz- Bialko w osadach
choroby “Y h e 1 mm?® £ Esteraza nieswo-
Pave ok nye rotein Gotonia % of macro- T )
Y Y ol d 5 Lipidy ista Myeloperoksydaza
: Number of mg/100 ml . 3 phages in sedi- .
disease g in 1 mm? P98 PAS i ifi
orlonhetion) S ants Lipids Non-specific este- Myeloperoxydase
studies L
2—17 40 120— 2442— 1—12 26—95 15—98 38—96 18—88
900 20200 x = 54,3+6,6 x = 61,14-10,6 x = 71,74-6,6 x = 56,3+7,4
10—22 40 34—320 13—480 6—37 1—59 0—53 0—62 0—12
x = 20,34-6,8 x = 16,44-6,7 x = 13,7+5,5 x=2,841,9

0 w 1 osadz'e
0 in 1 sediment

0 w 1 osadzie
0 in 1 sediment

0 w 4 osadach
0 in 4 sediments
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OMOWIENIE

W prawidlowym plynie m.-rdz. wystepuja tylko limfocyty (70—1009,)
i komdrki monocytarno-retikularne (0--309%,). Makrofagi pojawiaja sie
w krwawieniach podpajeczynéwkowych (Sayk 1960; Wieczorek 1964; Dow-
zenko 1968; Hryckiewicz 1970; Dowzenko 1974; Dyken 1975; Kolmel 1976;
Oehmichen 1976), w zespolach podraznienia opon w mocznicy, porazeniu
slonecznym, w zapaleniach opon wirusowych i bakteryjnych, a nawet w ze-
spole podraznienia opon w przebiegu infekeji gérnych drég oddechowych
(Sayk 1960; Schonnenberg 1960; Scholz, Summer 1970; Guseo 1971; Dyken
1975; Kucharska-Demezuk 1975; Oehmichen 1976; Kucharska-Demeczuk
1977; Kucharska-Demeczuk, Trzaska 1978; Kucharska-Demczuk i wsp. 1978).
W badaniach wlasnych pojawienie si¢ makrofagéw stwierdzano juz w pierw-
szej dobie choroby, jednak w zadnym z badanych osadéw ich odsetek nie byt
wyzszy od 1. W 2—5 dobie obserwowano juz znaczng liczbe osadéw z odsetkiem
makrofagéw 1 lub wyzszym, we wszystkich badanych grupach. W ostatnich
dwéch dniach pierwszego tygodnia i w drugim tygodniu choroby obserwowano
najcze$cie] ustepowanie objawéw chorobowych, w tym takze oponowych
i mézgowych, natomiast odeczyn makrofagowy byl na silniejszy, zaréwno
u chorych na wirusowe jak i ropne z.o. W okresie zdrowienia we wszystkich
grupach chorych makrofagi wystepowaly znacznie rzadziej. Najpozniej
stwierdzano ich obecno§é w 34 dniu ropnego z.o.

W zaleznoéci od $rodowiska, makrofagi pochlanialy jakosciowo i ilo§ciowo
rézny material komérkowy. Nasilenie fagocytozy zalezne bylo od rodzaju
i intensywnoéci odezynu zapalnego. W ostrym okresie zapalenn ropnych,
okolo 479, makrofagéw zawieralo pochloniete granulocyty, lub czesei tych
komdrek, a np. w zapaleniu §wnkowym, w ktérym nasilenie odczynu zapal-
nego bylo mniejsze i mialo charakter I'mfocytowy, makrofagi pochlaniaty
material komérkowy pochodzacy z limfocytéw. Makrofagi z pochlonigtymi
erytrocytami stwierdzano rzadko, gléwnie w ostrym okresie choroby, czescie]
w ropnych niz w wirusowych z.0. Szczegélne znaczenie ma stwierdzenie
obecnosci tych komérek w krwawieniach podpajeczynéwkowych (Wieczorek
1964 ; Bischoff, Zobeli-Vassali 1966; Dowzenko 1968; Hryckiewicz 1970;
Dowzenko 1974). Scholz i Summer (1970) wykazywali je w ciezkich krwotocz-
nych zapaleniach mézgu u dzieci. Wydaje sig, ze ich obecno$¢ mozna uznaé
za dowdd towarzyszacego zapaleniom stanu krwotocznego, nie dajacego si¢
wykryé innymi sposobami niz metoda osadowa.

W badaniach cytochemicznych i cytoenzymatycznych makrofagéw plynu
m.-rdz. odezyny byly intensywniejsze i cze$ciej dodatnie w ostrym okresie
choroby niz w okresie zdrowienia. Moze to mie¢ zwiazek z nasilona czynno$cia
zerna makrofagéw w poczatkowej fazie choroby, fagocytoza wymaga bowiem
dostarczenia dodatkowej energii, szybciej przebiega przemiana tluszezow,
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wzmaga sie glikoliza, wzrasta aktywno$é enzymoéw hydrolitycznych oraz
myeloperoksydazy (Szczeklik 1974). W okresie zdrowienia obserwowano
mniejsza fagocytoze, wystapilo obnizenie zawartosci glikogenu, spadek
aktywnosci esterazy nieswoistej i myeloperoksydazy, jak réwniez spadek
zawartosci lipidéw, co moze by¢ spowodowane procesem starzenia si¢ makro-
fagéw.

Przeprowadzone badania wskazuja na duze znaczenie makrofagéw w pro-
cesach likwidacji stanu zapalnego opon o réznej etiologii. Z uwagi na znacznie
wyzsza bezwzgledna cytoze w ropnych z.o., rola makrofagéw w tych zapale-
niach wydaje si¢ szczegdlnie istotna.

Brak makrofagéw w plynie m.-rdz. nie jest réwnoczesnie zapowiedzig
ciezszego przebiegu choroby lub wolniejszego zdrowienia, jakkolwiek u nie-
ktérych chorych o ciezkim przebiegu choroby, w tym takze w obu przypadkach
ropnych z.o., zakonczonych zgonem, komérek tych nie stwierdzano. Obecnosé
makrofagéw i dodatnie reakcje cytochemiczne w pdzniejszym okresie zdrowie-
nia przemawiaja za utrzymujacym sie jeszcze procesem zapalnym w opo-
nach.

PODSUMOWANIE

1. W zapaleniach opon médzgowo-rdzeniowych o réznej etiologii, makro-
fagi w plynie mézgowo-rdzeniowym pojawiaja si¢ juz na poczatku choro-
by.

2. Najwigksze nasilenie odczynéw makrofagowych stwierdzono pomiedzy
6—14 dniem choroby.

3. W ostrym okresie choroby liczba makrofagéw z pochlonietym materia-
fem komérkowym jest wyraznie wigksza w ropnych niz w wirusowych zapa-
leniach opon.

4. W okresie zdrowienia liczba makrofagéw fagocytujacych material
komoérkowy jest niewielka we wszystkich typach zapalenn opon.

5. Dodatnie reakcje na glikogen, lipidy, esteraz¢ nieswoista i myelopero-
ksydaze w makrofagach byly znacznie silniejsze w ostrym okresie choroby
niz w okresie zdrowienia w obu typach zapalen, ale wyraznie przewazaly
w zapaleniach ropnych.

A. Ilonescka-Ecke

MAJIPOPATOBBIE PEAKIIUY CIIMHHO-MO3TOBOM KUJKOCTU
B IMTPOLIECCE BUPYCHBIX UM BAKTEPUMHBIX MEHUHIUTOB

Pe3zomMme
Ilenpio pabGorbr Oblna OLEHKA HAIUMYMA M IMHAMMKYM AKTUBHOCTM Makpodaros
CNIMHHO-MO3T0BOJ XMAKOCTY OOJBbHBIX BUPYCHBIM M OaKTEPMIMHBIM MEHMHTUTOM.
Ilpn npmMenenum OCaJOYHOrO MeTOAa ObIIO IIPOBEAEHO 475 IUTOJOTMYECKUX
MCCaAeAOBaHUM XKUAKOCTH y 248 BoabHBIX B TOM y 46 maporuaunoir, 102 apyroit BuUpyc-
HOJ 3TMOJOTUM, 82 C THOMHBIM M 18 ¢ JIENTOCHIMPOBBIM MEHMHTUTOM.
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IlyroxMMmMyecKue McCCIeZOBaHMA TNPOBOAMIAMUCHL y 32 OONBHBIX, B TOM uucie y 21
¢ BUPYCHBIM M y 11 c PHOMHBIM MEHMHTUTOM. BbLIM TPOBENEHBI CHeAyIOILMe peaKIuu:
ITACK Ha HaxluM4yme rIMKoreHa, yepHbli CyjaH Ha JIMOMABI, HA aKTMBHOCTbH HECHEL M-
cuyeckor scrTepasbl M MMeJONePOKCHAA3bL

UccnenoBanus mokaszaiy, YTO MakpodaroBble peaKUMyM B CIMHHO-MO3TOBOM IKMUI-
®KOCTM y OOJBbHBIX pa3HbIMM MEHMHTUTAMM MMEIOT MEecTO 4acTo. Ha nepBbUi JeHb
3abosieBanua y4yacTue Makpodgaros nebosibiioe, He npesbliuampilee 1%. Camasa cuib-
Hasg MakpodaroBas peakimsa y OOJbHBIX BMPYCHBIM M THOMHBIM MEHMHIMTOM OOHa-
pyxwuBajace Mexay 6 u 14 auem Oose3un. B OaKTEPMIIHBIX MEHMHTMTAX YUCIO
Makpodaros cojepKamyux KJIETOYHbII MaTepuaj ObLIO OTYETIMBO OOJbIIE, YeM
B BUPYCHBIX MEHMHIUTaxX. B mepmoj 370pOBJIEHMA YMCJIO MaKpodaroB, aroumuTupy-
HOIIMX KJeTOYHBIM MaTepual, Ob10 HeOGOJbIIIOE BO BCEX TUMNAX MEHMUHTUTOB.

IIuToxMMMuYecKMe MucCCIeA0BaHMA II0Ka3ajy, YTO PEeakUuy Ha TIJIMKOTeH, JIMIIMIBI,
HecrnieuuUUecKylo 93cTepas’y M MMEJIONEePOKCeHAasy ObLIM 3HAYUTENBHO CHJIIbHEe
B OCTPbIM Mepuone 3aboneBanus, 4eM BO BPEMs BbI3JapaBiIMBaHusd, KakK B OaKTepuii-
HBIX TAK M B BUPYCHBIX MEHMHTUTaX. MIMelIM OHU MECTO 3HAYUTEJLHO Yallle B CJIy-
YagX DNHOMHBIX MEHMHTUTOB. p

A. Polewska-Jeske

MACROPHAGE REACTIONS OF THE CEREBRO-SPINAL FLUID IN THE COURSE OF
VIRAL AND BACTERIAL MENINGITIS

Summary

The aim of the study was to evaluate the presence and dynamic of phagocytic macrophages
action in the cerebro-spinal fluid of patients with viral and bacterial infections of the lepto-
meninges.

By means of sedimentation technique 475 cytological studies of the cerebro-spinal fluid
were done, comprising 46 cases with mumps infection, 102 of those of other viral ethiology
and 11 cases with purulent meningitis. The reactions visualizing: glicogen (PAS method), lipids
(Sudan Black B), non-specific esterase activity and myeloperoxydase activity were performed.

The studies pointed out that macrophage reactions in the cerebro-spinal fluid of the patients
with various types of meningitides were observed frequently. On the first day of the disease
a little participation of the macrophages, not exceeded 1%, was observed. The most intensive
reaction was stated between 6—14 days in the patients with both viral and bacterial leptomenin-
gitis. In the latter the number of macrophages containing ingested cellular material was much
greater than in viral leptomeningitis. In the later period of recovery the number of macrophages
phagocytizing cellular material was small in all types of meningeal infections.

The cytochemical studies showed that reactions detecting glycogen, lipids, non-specific este-
rase and myeloperoxydase activities were more intensive in the acute period of the disease
than in the time of recovery both in purulent and in viral leptomeningitides. These reactions
were observed more often in cases with purulent leptomeningitis.
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C. D. A. Verwoerd, G. G. van Oostrom: Cephalic Neural Crest and Placodes. Springer-Ver-
lag. Berlin, Heidelberg, New York 1975. Str. 175. Ryec. 41.

Monografia zostala wydana w ramach znanego cyklu publikacji: Advances in anatomy,
embryology and cell biology” jako jego tom 58. Opiera si¢ ona na badaniach wykonanych przez
autor6w w Zakladzie Anatomii i Embriologii Uniwersytetu w Amsterdamie.

Nazwa plakody zostala pierwotnie wprowadzona przez Kupffera w 1894 roku. Okreélala ona
zgrubienia ektodermy w odcinku glowowym, pojawiajace sie@ w czasie rozwoju osobniczego
u ryb. Ariéns-Kappers (1941) okreslit plakody jako miejscowe zgrubienie ektodermy zawiazka
glowy, ktore sa zdolne do daleko posunietego ,,samoréznicowania sie’’ i mogg braé¢ udzial w roz-
woju narzgdéw czucia, ukladu nerwowego obwodowego i (by¢ moze réwniez) mezenchymy.

Opis plakod przedstawiony przez Ariéna-Kappersa dotyczyl zasadniczo nizszych kregowcoéw—
ryb i plazéw — natomiast nie odnosil sie do ssakéw, u ktérych problem plakod nie byt dotychczas
obszerniej badany. Dlatego tez autorzy przeprowadzili szczegélowe obserwacje zarodkéw mysich
zZwracajac uwage na grubosé i stopien rozwoju ektodermy odcinka glowowego w réznych okresach
rozwoju. Ze szczegélnym naciskiem badacze podkreslaja, ze — jak wynika z ich wlasnych obser-
wacji oraz piSmiennictwa — rozwdj embrionalny ektodermy przebiega u myszy na ogét podobnie
jak u czlowieka.

Badania przeprowadzono na 120 zarodkach w wieku 7—10 dni po zaplodnieniu. Kazde
kolejne stadium rozwoju jest szczegélowo opisane, ponadto autorzy przedstawiaja mikrofoto-
grafie przekrojéw poprzecznych oraz schematy i zdjecia modeli opracowanych na podstawie
seryjnych skrawkoéw. Ilustruja one w sposéb przejrzysty poszczegélne fazy rozwoju odeinka
glowowego.

W dalszej czesci publikacji autorzy omawiajg uzyskane wynikii poréwnujg je z mniej licznymi
obserwacjami powstawania plakod u czlowieka. Badane przez nich fazy rozwoju u myszy (stadia
5—17 somitéw) odpowiadaja 15—30 dniom zycia zarodkowego czlowieka, a wiec okresowi
istotnemu z punktu widzenia powstawania wad rozwojowych.

Nastepnie omawiaja kolejno rozwoj poszezegélnych plakod: przysadkowej, wechowej, nad-
skrzelowych, usznej i soczewkowej. Dynamizm ich powstawania jest réznorodny. Najistotniejsze
jest, zdaniem autoréw, nieréwnomierne ciericzenie ektodermy w réznych odcinkach powierzehni
ciala. Autorzy obszernie dyskutuja geneze lokalnych réznic jej grubosci, a w szczegdlnodci
problem czynnikéw powodujacych wigksza grubosé ektodermy w odcinkach tworzacych zawigzki
plakod. Oczywiscie odpowiedZz na to pytanie nie jest w obecnym stanie wiedzy jednoznacz-
na.

Powyzsze obserwacje morfologiczne, ktére w przyszlosci bedg prawdopodobnie uzupelnione
o badania histochemiczne i czynnoSciowe, maja istotng wartosé dla embriologdw i neuroanato-
moéw. Jednak réwniez dla szerszego grona specjalistow zainteresowanych problemami powsta-
wania wad rozwojowych glowy, a zwlaszeza wrodzonymi zaburzeniami narzgdéw zmystow
i nerwow czaszkowych, badania te moga dostarczyé¢ wiele potrzebnych informacji.

Olgierd Narkiewicz
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KATARZYNA KUCHARSKA-DEMCZUK, HALINA MAJCHROWICZ
ANNA POLEWSKA-JESKE*

ZMIANY CYTOLOGICZNE PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO
W PRZEBIEGU PRZEWLEKLYCH I PRZEWLEKAJACYCH SIE
ZAPALEN OPON MOZGOWO-RDZENIOWYCH I MOZGU#**

Klinika Choréb Zakaznych Instytutu Choréb Wewnetrznych PAM Szczecin
Kierownik: prof. dr J. Januszkiewicz

Istotny postep jaki dokonal si¢ w ciagu ostatnich lat w diagnostyce i terapii
choréb zapalnych osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) dotyczy gléwnie
ich postaci ostrych. Przewlekle zapalenie opon i mézgu nie naleza do czestych,
stanowig jednak powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia i nastreczaja niejedno-
krotnie duze trudnosci réznicowo-rozpoznawcze, a takze lecznicze. W tej
sytuacji wylania si¢ konieczno$é poszukiwania uzupelniajacych metod roz-
poznania, a tym samym odpowiedniego leczenia przyczynowego. Jedng
z nich jest badanie cytologiczne ptynu mézgowo-rdzeniowego (m.-rdz.) metoda
osadowa wg zasady podanej przez Sayka (1954). Wg danych z pi$miennictwa
(Bischoff 1960; Sayk 1960; Bischoff 1963 ; Seidel-Kolodziejowa 1964 ; Olischer,
Sayk 1967; Dowzenko 1968; Kolar, Zeman 1968; Scholz, Summer 1970;
Hrazdira 1974; Oehmichen 1976); a takze na podstawie wlasnych obserwacji
(Kucharska-Demczuk 1974; Kucharska-Demeczuk i wsp. 1974; Kucharska-
-Demeczuk 1975; Kucharska-Demeczuk, Trzaska 1978; Kucharska-Demeczuk
i wsp. 1978) badania cytologiczne plynu stanowia cenng pomoc w diagnostyce
choréb zapalnych OUN.

Poniewaz informacje dotyczace zmian cytologicznych plynu w przewleklych
zapaleniach opon i mézgu sa w pi§miennictwie nieliczne i ograniczone gtéwnie
do zapalen swoistych — gruzliczych, kilowych i grzybiczych (Matheis 1960;
Sayk 1960; Seidel-Kolodziejowa 1964; Oehmichen 1976), postanowiono
przesledzi¢ dynamike zmian cytologicznych plynu w aspekcie diagnostyki
przewleklych i przewlekajacych sie zapaleri opon i mézgu o innej etiologii.

* — pomoc techniczna st. techn. Maria Zaremba.
** _ praca wykonana w ramach problemu resortowego 10.MZ-V.
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MATERIAL I METODY

W latach 1972—79 w Klinice Choréb Zakaznych PAM hospitalizowano 462
przypadki zapalenia opon m.-rdz. i mézgu. U 152 chorych rozpoznano zapa-
lenie ropne, u 303 wirusowe i u 7 toksoplazmowe. Z liczby 462 chorych tylko
u 12 (2,69,) przebieg choroby byl przewlekly lub przewlekajacy sie. Rozpoz-
nanie przewleklego, badZz przewlekajacego sie zapalenia, przyjeto na podsta-
wie utrzymywania si¢ zmian zapalnych w plynie, a takze niektérych objawéw
klinicznych przez okres dluzszy niz 6 tygodni. Wyodrebnienie dwéch postaci —
przewleklej i przewlekajacej sie — bylo niezbedne dla celéw poréwnawczych,
miedzy innymi dla poréwnania dynamiki zmian cytologicznych plynu w za-
leznoéci od okresu i przebiegu choroby oraz nasilenia objawéw klinicznych.

Przyjeto zalozenie, ze utrzymywanie si¢ objawéw klinicznych i zmian
w plynie m.-rdz. powyzej 6 tygodni i do 3 miesiecy wyznacza przewlekajacy
sig przebieg choroby. Jezeli choroba trwala dluzej niz 3 miesiace — klasyfi-
kowano ja jako przewlekla. Zdajemy sobie sprawe z niepelnej Scislosci tego
kryterium, ale dla potrzeb praktycznych przyjeliémy je jako najprostsze
1 wystarczajace.

Wsréd badanych bylo 6 mezezyzn i 6 kobiet w wieku od 15 do 56 lat. U 3
chorych wiek 29—41 lat) rozpoznano zapalenie ropne, w tym u 2 przewleka-
jace sig o etiologii meningokokowej i u 1 przewlekle o nieustalonym czynniku
etiologicznym. Przyczyna przewleklego zapalenia bylo obustronne zapalenie
ucha érodkowego. Leczenie zachowawcze nie bylo skuteczne i dopiero skoja-
rzenie operacji i antybiotykoterapii doprowadzilo do wyzdrowienia. Z ma-
terialu pobranego podczas operacji ucha $rodkowego wyhodowano Proteus
vulgaris wrazliwy jedynie na streptomycyne i karbenicyline. Nie sadzimy, aby
drobnoustrdj ten byl powodem przewleklego stanu zapalnego, jezeli w ogdle
mial znaczenie etiologiczne. Dlatego rozpoznajemy w tym przypadku etio-
logie ropna o nie ustalonym czynniku przyczynowym.

U 4 chorych (2 kobiet i 2 mezezyzn w wieku od 36 do 56 lat) rozpoznano
nabyta toksoplazmoze ukladu nerwowego. W 3 przypadkach choroba miala
przebieg przewlekly, w jednym przewlekajacy sie. U wszystkich 10zpoznanie
potwierdzono dodatnimi ¢dczynami serologicznymi (odczyn wiazania do-
pelniacza i immunofluorescencji z antygenem toksoplazmowym), a w jednym
stwierdzono w plynie obecno§é¢ pasozytéw. Przypadek ten, przedstawiony
podezas VI Miedzynarodowego Kongresu Choréb Zakaznych i Pasozytniczych
w 1974 r. w Warszawie (Kucharska-Demczuk i wsp. 1974), dotyczyl postaci
oponowo-mézgowej o rzadko spotykanym przebiegu, w ktérym po okresie
5-letniej remisji, wystapil w styczniu 1978 r. nawrét dolegliwosci z objawami
oponowymi i mdzgowymi oraz znacznie nasilonymi zmianami zapalnymi
w plynie. Obecnie po leczeniu chora czuje si¢ dobrze, pozostaje nadal w stalej
kontroli ambulatoryjnej i klinicznej, z uwagi na utrzymywanie si¢ zmian
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w plynie. Z tych samych wzgledéw, stalej obserwacji wymaga inna chora,
u ktoérej przewlekly proces zapalny opon m.-rdz. trwa ponad rok. W 2 innych
przypadkach objawy ustapily w okresie 7 tygodni i 4 miesigcy, a przebieg
choroby okre§lono jako §rednio-ciezki. W okresie obserwacji (1 rok) nie stwier-
dzono wznowy choroby.

U 5 chorych rozpoznano przewlekajace si¢ wirusowe zapalenie opon m.-rdz.
i mézgu. W jednym stwierdzono etiologie swinkowa. U 4 rozpoznano limfo-
cytowe zapalenie opon o nie ustalonej etiologii, prawdopodobnie wirusowej.
W jednym przypadku przebieg choroby byl ciezki, w pozostalych $rednio-
-ciezki. Wszysey chorzy wyzdrowieli w okresie 7—10 tygodni.
" Badanie cytologiczne plynu m.-rdz. wykonywano metoda osadowa wg
zasady podanej przez Sayka (1954) w komorze wlasnej konstrukeji (Kucharska-
-Demczuk 1974). Plyn do badania pobierano bezposiednio z igly do komory
podezas naklucia ledzwiowego. Osady suszono na powietrzu, a nastepnie
barwiono metoda May-Griinwalda-Giemsy i oceniano jakos$ciowo oraz ilo§ciowo
w warto$ciach wzglednych. W zaleznoécei od etiologii, postaci klinicznej i fazy
choroby stwierdzano odczyny granulocytowe, monocytarno-retikularne i ma-
krofagowe oraz limfoidalne i plazmatyczno-komérkowe. Wykonano lacznie
89 badan, w tym w zapaleniach przewleklych 52 i w przewlekajacych sie
37.

WYNIKI I OMOWIENIE

Wyniki niektérych badan przedstawiono w tabelach. Tabela 1 dotyczy
przewleklych, tabzla 2 — przewlekajacych sig¢ zapaleri opon.

Odczyny granulocytowe. Granulocyty plynu m.-rdz. badanych
chorych nie réznity sie od granulocytéw krwi obwodowej. Czesciej niz w zapa-
leniach ostrych spotykano postaci zwyrodnieniowe jak np. formy kuliste,
komérki z nadmierng segmentacja jader i z toksyczna ziarnistodcia w cyto-
plazmie (ryc. 1). Dwukrotnie stwierdzono w granulocytach obecno$§é bakterii
(N. meningitidis). Najwigksze odczyny granulocytowe spostrzegano w zapale-
niach ropnych, przy czym w postaciach przewleklych utrzymywaly si¢ one
dluzej i w znacznie wiekszym odsetku, niz w postaciach przewlekajacych sie.
W przypadku usznopochodnego zapalenia opon do 9 miesigca choroby utrzy-
mywal si¢ staly, wysoki (73—929%,) odezyn granulocytowy. Wysoki odczyn
granulocytowy plynu (479%,) obserwowano w przypadku nawrotowej postaci
toksoplazmozy, a réwniez do§é znaczny (309%,), w poczatkowej fazie choroby
w innym przypadku o tej samej etiologii. Podobne dane dotyczace odczynéw
granulocytowych plynu w toksoplazmozie OUN przytacza Rabinowicz
(1971). U 2 chorych udzial granulocytéw w cytogramach plynu byl niewielki
(ponizej 19, i 4%,) W przebiegu toksoplazmowych zapalen opon obserwowano
wyrazne i niekiedy wysokie odezyny eozynofilowe plynu. Zdaniem wigk-
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Tabela 1. Przewlekle zapalenie
Table 1. Chronic
Wiek
Nr (lata), o . Stadium Cytoza
Etiologia przypadku Pleé za: tryranin choroby w mm?
Etiology Case Age D ‘c or:l;).' Stage of Cytosis
number (years) uration of e disease in mm?3
sex
Ropna 1 41 9 mies. 2 tyg. 509
Purulent M (10 mies. operacja) 3 weeks 8607
wyleczenie 4 728
9 months 3 mies. 444
(at 10 months operated) 8 months 200
recovery 9 27
10 3
Toksoplazmowa 2 51 7 miesiecy 5 mies. 64
K months months
Toxoplasmosis F 7 2
56 po 5 latach remisja 2 tyg. 205
remission after 5 years 25 weeks 389
30 60
3 36 po 18 miesigcach remisja 1 1283
K remission after 18 months tyg. 85
F 7 weeks 93
12 123
22 41
18 mies. 18
months
4 50 po 4 mies. remisja 1 7/ !
M remission after 4 months 2 tyg. 47
6 weeks 137
10 139
28 69

+ stwierdzono obecno$¢ w osadzie

present in a sediment

— nie stwierdzono w osadzie
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in 9%

Cytologia plynu moézg.-rdz.
Cytoza plynu mézgowo-rdzeniowego — wartosci w %, — Cerebro-spinal fluid cytogram

opon moézgowo-rdzeniowych

encephalo-meningitis
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12
32
21
17
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33
— komérki dwu- i wie lojgdrowe, olbrzymie i nietypowe

— bi- and multinuclea ted, giant and atypical cells
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Tabela 2. Przewlekajace sie zapalenie
Table. 2. Prolonged encephalo-

Wiek
Nr (lata), Czas trwania Stadium Cytoza
Etiologia przypadku pleé choroby choroby w mm?
Etiology Case Age Duration Stage of Cytoss
number (years) of disease disease in mim?3
and sex

Ropna meningokowa b 31 12 tyg 1 dzien day 22813
M weeks 3 tyg. 174

Purulent meningo- 6 weeks 174
coccic 12 18

6 29 8 tyg. 4 dzien day 15570

M weeks 2 tyg. 432

3 weeks 13

8 53

Toksoplazmowa 7 44 8 tyg. 5 dzien day 248
M weeks 2 tyg. 138

Toxoplasmosis 4 weeks 69
8 43

8 20 10 tyg. 2 216

K weeks 3 tyg. 163

F 4 weeks 110

10 28

9 25 8 tyg. 1 341

K weeks 3 tyg. 76

F 6 weeks 75

8 30

Wirusowa 10 40 8 tyg. 1 315
K weeks 2 tyg. 163

Viral F 5 weeks 123
8 35

11 25 7 tyg. 2 tyg. 332

K weeks 3 weeks 308

F f 28

12 16 8 tyg. 1 426

M weeks 2 tyg. 512

5 weeks 51

8 44

Objaénienia jak w tabeli 1. Legend as in Table 1.
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szodci autoréw odezyny te sa doé¢ charakterystyczne dla pasozytniczych
i alergicznych choréb ukladu nerwowego (Sayk 1960; Péter, Kovacs 1967;
Kolar, Zeman 1968; Oehmichen 1976). W naszym materiale w jednym przy-
padku przewleklego zapalenia toksoplazmowego, stalemu i wysokiemu (17—
339%) odeczynowi eozynofilowemu, towarzyszyl wyrazny (1—79,) odeczyn
bazofilowy (ryc. 2). Znaczenie bazofilii plynu w patogenezie choréb ukladu
nerwowego nie jest jasne. Zdaniem Reisa i wsp. (1973) maja one wskazywaé
na reakcje immuno-alergiczne opon.

Odczyny monocytarnoretikularne i makrofagowe.
Jak wiadomo, odczyny monocytarno-retikularne plynu wystepuja czesto
w réznych chorobach OUN. W ostrych stanach zapalnych opon sa charakte-
rystyczne dla fazy zdrowienia (Sayk 1960; Bischoff 1963; Olischer, Sayk
1967; Kolar, Zeman 1968; Scholz, Summer 1970; Kucharska-Demczuk
1975; Oehmichen 1976; Kucharska-Demczuk, Trzaska 1978; Kucharska-
-Demeczuk i wsp. 1978). W omawianej grupie chorych, z przewleklym i prze-
wlekajacym si¢ stanem zapalnym, wystepowal znaczny polimorfizm komérek
monocytarno-retikularnych: formy sygnetowe (ryc. 3), podzialowe (ryc. 4),
a takze komorki olbrzymie dwu- i wielojadrowe (ryc. 5) spotykano znacznie
czedciej, niz w postaciach ostrych. Wg Sayka (1960) i innych (Wieczorek
i wsp. 1967; Hrazdira 1974; Oehmichen 1976), komdérki olbrzymie i wielo-
jadrowe wystepuja gléwnie w przewleklych procesach ziarniczych, czesto
w gruzlicy. W materiale wlasnym stwierdziliémy je takze w zapaleniach
wirusowych, czasem toksoplazmowych.

Makrofagi wykazywaly rézna, niekiedy dos§é¢ znaczna aktywnosé fagocy-
tarng. W zapaleniach wirusowych zwykle zawieraly pochlonigte limfocyty,
w ropnych granulocyty. W pézniejszych okresach choroby widywano w nich

resztki sfagocytowanych komdrek oraz inne bezpostaciowe zlogi (ryc. 6a,
b, a).

Ryc. 1. Odezyn granulocytarny plynu mézgowo-rdzeniowego w przypadku przewleklego za-
palenia opon i moézgu: widoczna forma kulista oraz granulocyty wykazujace nadmierna seg-
mentacje jader i ziarnistosci toksyczne w cytoplazmie. Pow. 1350 X.

Fig. 1. Granulocytic reaction in the cerebro-spinal fluid in a case of prolonged encephalo-meningi-
tis: “ball” form and granulocytes with abnormal segmentation of nuclei and toxic granules
in the cytoplasm. X 1350.

Rye. 2. Odezyn eozynofilny z wyraznym udzialem bazofiléw w plynie mézgowo-rdzeniowym
chorego na przewlekla toksoplazmoze opon. Pow. 1350 X.

Fig. 2. Eosinophilic reaction with a great participation of basophiles in the cerebro-spinal fluid
of a patient with chronic toxoplasmosis of the leptomeninges.

Ryc. 3. Forma sygnetowa komoérki monocytarne] w przewlekajacym sie wirusowym zapaleniu
opon. Pow. 1350 X.

Fig. 3. Signet-like form of monocyte in prolonged viral leptomeningitis. X 1350.
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4o

4o

4c

Ryc. 4. Mitozy komoérkowe (stadium metafazy) plynu moézgowo-rdzeniowego w przypadkach

przewlekajacych sie wirusowych (a) i ropnych zapalen opon (b) oraz w przewleklym zapaleniu

toksoplazmowym (c). Zwraca uwage obecno¢ wypustek (a i b) oraz zmian wodniczkowych
i zlogéw nieustalonego pochodzenia (c).

Fig. 4. Mitoses (metaphase) in the cerebro-spinal fluid in the prolonged viral (a), and purulent (b)
leptomeningitis as well as in the chronic toxoplasmosis (¢). The presence of processes (a and b),
vacuoles and deposits of unknown origin is worth of noting. X 1350.
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Rye. 5. Olbrzymia komoérka dwujadrowa w plynie chorej na przewlekajgce si¢ wirusowe zapa-
lenie opon. Pow. 900 X.

Fig. 5. Giant binucleated cell in the cerebro-spinal fluid in a patient with prolonged viral lepto-
meningitis. X 900.

Dynamika odezynéw monocytarno-retikularnych i makrofagowych byla
rézna. W przewlekajacych sie zapaleniach ropnych, niskie na poczatku choroby
odezyny monocytarno-retikularne, wzrastaly w miare zdrowienia. Podobna
dynamike obserwowano w zapaleniach wirusowych. Natomiast w przewle-
klym, usznopochodnym ropnym zapaleniu opon byly one stale niskie. W za-
paleniach toksoplazmowych zaréwno w poczatkowych, jak i w pdzniejszych
fazach choroby obserwowano tak wysokie, jak i niskie odezyny monocytarno-
-retikularne.

Odczyny limfoidalne i plazmatycznokomérkowe.
W przewlekajacych sie zapaleniach o etiologii wirusowej, charakter odczynéw
limfoidalnych byl podobny do spotykanych w zapaleniach ostrych, ale utrzy-
mywaly si¢ one dluzej — od 7 do 10 tygodni. W zapaleniach ropnych stwier-
dzono réznice miedzy przypadkami o przebiegu przewlekajacym sie i prze-
wleklym. Obnizony odezyn limfoidalny w obu rodzajach zapalenia utrzy-
mywal si¢ stale w postaci przewleklej, natomiast w przewlekajacej si¢ —
wzrastal réwnolegle do ustepujacej cytozy i odezynu granulocytowego, po-
dobnie jak w zapaleniach ostrych.

W toksoplazmozie, w postaci przewlekajacej sie, odczyn limfoidalny byl
wysoki (70—95%,), w odréznieniu od postaci przewleklych, w ktérych byl
wyraznie nizszy zwlaszcza w okresach zaostrzen i nawrotéw (10—309;)
i wzrastal dopiero podczas ustepowania dolegliwosci i objawéw klinicznych.

Formy przejsciowe, podzialowe oraz komérki dwujadrowe i nietypowe
spotykano czedciej w zapaleniach wirusowych i toksoplazmowych. Najwigksze
odsetki form przej$ciowych (249%,) i komérek plazmatycznych (29%,) obserwo-

Neuropatologia Polska — 7
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wano w przypadku nawrotowej postaci toksoplazmozy. Zjawisko to moze
przemawia¢, zgodnie z pogladem wielu autoréw, za oponowym pochodzeniem
tych komérek powstajacych na drodze blastycznych transformacji elementéw
limfoidalnych plynu (Bischoff 1960; Sayk 1960; Olischer, Sayk 1967; Peter
1967; Oehmichen 1976). W plynie wszystkich omawianych chorych, nie-
zaleznie od etiologii, stwierdzano obecno§é komérek plazmatycznych. Wielu
badaczy podkresla duza warto$¢ diagnostyczna tych elementéw komdrko-
wych w przewleklych procesach zapalnych OUN (Bischoff 1960; Sayk 1960;
Bischoff 1963; Péter 1967; Kolar, Zeman 1968; Guseo 1971; Hrazdira 1974;
Bosch, Oehmichen 1976; Oehmichen 1976). Wysokie (529,) odezyny plazma-
tyczno-komdrkowe w plynie spostrzegal Péter (1967) w przebiegu wagrzycy
mozgu. Bosch i Oehmicher (1976), wykazali obecnoéé tych komérek w 809,
przypadkéw ropni mézgu. W naszym materiale najwieksze odezyny plazma-
tycezno-komérkowe obserwowano w plynie chorych na toksoplazmowe zapa-
lenie opon i mézgu. Komérki plazmatyczne tych chorych wykazywaly znaczne
réznice morfologiczne, w poréwnaniu z plazmocytami krwi obwodowej i szpi-
ku. Spotykano komérki ze zmianami wodniczkowymi, tworami kroplistymi
i cialkami Russell’a (ryc. 7a, b). Czasem widywano komérki dwu i tréjjadrowe,
nietypowe formy podzialowe oraz plazmocyty z licznymi wypustkami cyto-
plazmatycznymi (ryc. 7c¢). Na szczegélng uwage zasluguja, obserwowane
u chorej z nawrotowa postacia toksoplazmozy, komérki plazmatyczne, za-
wierajace dotychczas nie opisywane $rédplazmatyczne twory (ryc. 8). Byé¢
moze sa to zmiany zwyrodnieniowe, nie mozna jednak wykluczyé, ze w prze-
biegu przewleklego procesu zapalnego komérki plazmatyczne plynu maga-
zynuja nieznany blizej material biologiczny. Zmiany wodniczkowe i ciatka
Russell’a w komérkach plazmatycznych plynu opisywali takze inni autorzy
(Sayk 1960; Péter 1967; Oehmichen 1976), przyjmujac, ze zmiany te §wiadcza
o aktywno$ci immunologicznej komérek zwiazanej z produkowaniem przeciw-
cial.

W przebiegu ropnych i wirusowych zapalen opon, komérki plazmatyczne
wystepowaly czesto, zwykle jednak w niewielkim odsetku (do 29,). Tylko
w jednym przypadku przewlekajacego si¢ meningokowego zapalenia opon,
w 6 tygodniu choroby, obserwowano wyrazny (109,) odczyn plazmatyczny,

Ryc. 6. Odezyny monocytarno-retikularne i makrofagowe plynu mézgowo-rdzeniowego w prze-

wlekajacym si¢ wirusowym (a) oraz w przewleklym ropnym zapaleniu opon (b, ¢); a) makrofag

z resztkami sfagocytowanej komorki; b) makrofag zawierajacy bezpostaciowe zlogi, ksztaltu

kulistego; ¢) makrofag ze zmianami wodniczkowymi w jadrze i cytoplazmie oraz $rédplazmatycz-
nymi bezpostaciowymi zlogami w strefie przyjadrowej. Pow. 1350 X.

Fig. 6. Monocyte-reticulocyte and macrophage reaction in the cerebro-spinal fluid in a case

of prolonged viral (a) and chronic purulent leptomeningitis (b, ¢); a) macrophage with vacuo-

lated cellular remnants; b) macrophage containing round amorphous deposits; ¢) macrophage

with vacuolated nucleus and cytoplasm. Intracytoplasmic, amorphous deposits are present
in the perinuclear zone. X 1350.
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/c

Ryc. 7. Komérki plazmatyczne plynu moézgowo-rdzeniowego chorych na przewlekle ropne (a)

oraz toksoplazmowe zapalenie opon (b, ¢). Widoezne zmiany wodniczkowe i twory kropliste

przypominajace cialka Russella (a, b) oraz komérka z licznymi wypustkami cytoplazmatycznymi
1 wyrazng strefa przejasnienia przyjadrowego (c). Pow. 1350 X.

Fig. 7. Plasmocytes in the cerebro-spinal fluid in the patients with chronic purulent (a) and

toxoplasmatic leptomeningitis (b, ¢). Vacuoles and drop-like structures resembling Russell

bodies (a, b), and the cell with numerous cytoplasmic processes and distinct, clear perinuclear
zone (c¢) are visible. X 1350.
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8a

8b

8c

Rye. 8. a, b, c. Komoérki plazmatyczne plynu chorej z nawrotowa postacia toksoplazmozy, za-
wierajace dotychczas nie obserwowane twory &rédplazmatyczne. Zwraca uwage rézne ich wiel-
kosé, ksztalt i ulozenie. Pow. 1350 X.

Fig. 8. a, b, c. Plasmocytes in the cerebro-spinal fluid in a patient with recurrent toxoplasmosis
containing not described before intraplasmatic structures. Differences in size, shape and configu-
ration of cells are striking. X 1350.
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Z przedstawionych danych wynika, ze:

1. Utrzymywanie si¢ odczynéw granulocytowych i komoérek plazmatycz-
nych w plynie m.-rdz. wskazuje na przewlekly czynny proces ropny opon
i mézgu.

2. Odezyny limfoidalne ze znacznym udzialem form przejsciowych i komé-
rek plazmatycznych oraz wyraznym, niekiedy wysokim odczynem eozyno-
filowym i niekiedy wspdlistniejacym bazofilowym sa charakterystyczne dla
przewleklych zapalen toksoplazmowych. Czesto w tych zapaleniach wyste-
puja komdrki nietypowe, dwu- i wielojadrowe oraz komorki olbrzymie.
W zaostrzeniach i nawrotach moga wystepowaé odezyny granulocytowe.
3. W zapaleniach wirusowych, o przewlekajacym si¢ przebiegu, zmiany
cytologiczne sa podobne do obserwowanych w postaciach ostrych, utrzymuja
sie jednak dluzej, czesciej wystepuja komoérki plazmatyczne, dwujadrowe
i olbrzymie, wiecej jest tez form podzialowych.

K. Kyxapcka-/Jlemuyk, X. Manxposu4, A. IToneBcka-Ecke

IMTOJIOTUYECKUE UM3MEHEHUS CIIMHHO-MO3TOBOM KUJIKOCTU
B XPOHUYECKUX MEHUHTUTAX

Pe3zwome

IIpy nmomoluyM 0CcafoYHOM TEXHUKM MCCIEA0BAJM LUTOJOINMUYECKUE U3MEHEHUA CIIMH-
HO-MO3TOBOJ XKMAKOCTY 12 OOJBHBIX XPOHMYECKMM BOCIHAJEHMEM CIIMHHO-MO3TOBBIX
M MO3TOBbIX 000s10ueKk (2,6% ofliero uucna jgeyeHHbIX). B 3aBMCUMOCTM OT 9TMOJIOTMH,
KIMHUYECKOTO Buaa ¥ (pa3bl G0JIe3HM OLEeHMBAJUCh TPAaHYJIOLMUTHBIE, MOHOLMTAPHO-
-PeTUKYJIADHbIE M MaKpO@arosble, a TaKKe JIMM@OUAHbIE M IJIa3MaTUIECKO-KJIIETOY-
Hble peakiuyu. OOpamjaerca BHMMaHue Ha 3HAYEHME I1JIa3MaTUYECKO-KJIETOYHBIX
peakuMii B AMATHOCTMKE XPOHMYECKMUX MEeHMHTMTOB. B OogHOM ciyyae BO3BpPaTHOM
opMbI TOKCOMJIa3MO3a HabIomanu g0 CUX [Op He OMMCcaHHble MOP(OJIOTMYECcKMe
U3MEHEeHUs IIa3MaTUYeCKUX KJETOK.

Beina obnapykena 3aBMCUMMOCTH LMTOJOTMYECKMX M3MEHEHMIA XKUIKOCTM OT BUJA
uHMEeKMM M NPOJOJKUTEJIbHOCTM 3aboseBanusa. DTo MOKeT ObITh I0JE3HO B Jua-
ruose, auddepeHIMpoBaHuy U JeYEeHMUIO.

K. Kucharska-Demczuk, H. Majchrowicz, A. Polewska-Jeske

CYTOLOGICAL CHANGES OF THE CEREBRO-SPINAL FLUID IN THE COURSE OF
CHRONIC AND PROLONGED ENCEPHALO-MENINGITIS

Summary
Cytological changes with cerebro-spinal fluid were studied by means of sedimentation techni-
que in 12 patients suffering of chronic and prolonged encephalo-meningitis (2.69, of all treated

patients). Granulocyte, monocyte-reticulocyte, macrophage, limphoidal and plasmocytic cells
reactions were found dependently on the etiology, clinical form and phase of the disease. The
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Nr 2 Cytologia plynu mézg.-rdz. 259

attention was directed to the diagnostic value of plasmocytic cells reaction in chronic and
prolonged encephalo-meningitis. In one case of recurrent toxoplasmosis special plasmatic cell
morphological abnormalities were observed; the phenomenon being not described previously.
The dependence of cytological cerebro-spinal fluid changes on the kind of the neuroinfection
and disease period was found. This can be helpful both in the diagnostic and differentiation
procedure as well as in the direction of treatment.
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Hepatogenic encephalopathy in humans results from either chronic or acute
liver insufficiency, from abnormal abdominal venous flow, bypassing hepatic
portal circulation and from intolerance to gut proteins (Fischer, 1974). In most
conditions all or at least two of these factors operate in combination. In a great
proportion of cases, liver cirrhosis, being the most common cause of the
chronic liver insufficiency, is accompanied by severe abnormalities in the
portal intrahepatic blood flow expressed among others by the formation
of the pathological extrahepatic venous collateral circulation. In addition
Diemer (1978) had shown pathological intrahepatic shunting, being the
result of liver cirrhosis. Clinical exacerbation resulting from dietary factors
in cases of chronic liver cirrhosis or porto-caval shunting emphasizes the
pathogenic importance of gut overloading with proteins. As great as the
number of different factors precipitating the occurrence of the hepatic ence-
phalopathy are, their final effects most likely fit into one of the three basic
pathogenic mechanisms. Most of the clinical observations are clearly indi-
cating that hepatic encephalopathy develops as a result of absolute or rela-
tive liver insufficiency, related with all probability to its “detoxicating”
function. The possible role of an unknown active compound or compounds
produced by healthy liver regulating the brain function and lacking in case
of liver damage cannot be ruled out in the light of Geiger’s studies (1958)
and recently those of Egan and coworkers (1976).

Most of the experimental models, aiming at reproduction in animals of the
pathological conditions corresponding to hepatogenic encephalopathy in

* The paper was presented at IT Joint Neuropathological Symposium organized by Neuro-
pathological Society of GDR and Polish Association of Neuropathologists, Erfurt (GDR), June
9—1], 1980.
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humans are directed towards one of the above mentioned pathogenic mecha-
nisms. They can be roughly divided into three following groups:

1. Porto-caval shunting, with many different surgical variants very often
supplemented with additional precipitating factors.

2. Toxic liver damage, with a wide range of chemical compounds used.

3. Experimentally induced disturbances in the ammonia metabolism in
animals with unchanged both liver and portal circulation, simulating the
condition occurring in human in case of intolerance to gut protein.

All of the above mentioned procedures lead both to significant metabolic
disturbances in the central nervous system and to its structural abnormalities.

In human material the most common pathological feature found in the
brain in cases of liver disease are astrocytic abnormalities consisting in the
concomitance of their progressive and regressive reaction. There is a wide-
spread, generalized proliferation of astrocytic nuclei with a significant hyper-
trophy of individual astrocytes. These abnormalities appear against the
background of regressive changes taking the form of more or less advanced
klasmatodendrosis (Fig. 1). Numerous astrocytes lacking processes and
their ameboid forms are seen. Alzheimer cells, type II in all their forms are
present in practically all grey structures and in the subcortical white matter
(Fig. 2). In a great majority of cases the intranuclear glycogen inclusions
are to be found both in naked nuclei and in those of unchanged astrocytes
(Fig. 3). Opalski cells (Fig. 4) occur in a great proportion of chronic cases,
but they are absent from all acute ones.

The second feature common to most cases of hepatogenic encephalopathy
is spongy degeneration of the brain tissue. Cortico-subcortical junction (Fig. 5),
cerebral cortex, basal ganglia and cerebellar dentate nuclei are the sites of
predilection for spongiotic changes. Relatively good preservation of myelin
and neurons, as well as lack of either glial or mesenchymal reaction are fairly
typical features of spongy degeneration observed in hepatogenic encephalo-
pathy. Rare cortical necroses, neuronal abnormalities, taking the form of
either non-specific degeneration or patchy neuronal loss, features of brain
edema and hyperemia complete the pathomorphology of hepathogenic ence-
phalopathy.

Aiming in reproduction of pathological changes typical for human hepato-
genic encephalopathy, since several years two basic experimental models
were used in our laboratory. They represented both the group of toxic liver
damage and that of experimental porto-caval shunting. The toxic liver damage
group comprises two subgroups. The first one most commonly used consisted
in chronic carbon tetrachloride intoxication, in the second one alteration
of the liver parenchyma was due to low protein in the diet, the content of
protein in strictly standardized food being reduced to 10.8 per cent (Mossa-
kowski, 1966; Mossakowski et al. 1970; Ostenda et al. 1976). The shunting
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Fig. 1. Hypertrophied astrocytes with severe klasmatodendrosis in a case of hepatogenic ence-
phalopathy. Cajal. X 400.

Ryc. 1. Zaawansowana klazmatodendroza przeroslych astrocytow w przypadku encefalopatii
watrobowej. Cajal. Pow. 400 X.
Fig. 2. Alzheimer II cells in a case of hepatogenic encephalopathy. H-E. X 600.
Ryc. 2. Komorki Alzheimera typu II w przypadku encefalopatii watrobowej. H-E.

Pow. 600 X.
Fig. 3. Naked nucleus with a glycogen inclusion in a case of hepatogenic encephalopathy. PAS.
X 1500.
Ryc. 3. Nagie jadro z wtretem glikogenowym w przypadku encefalopatii watrobowej. PAS.
Pow. 1500 X.

Fig. 4. Opalski cell in a case of hepatogenic encephalopathy. H-E. X 600.
Ryc. 4. Komérka Opalskiego w przypadku encefalopatii watrobowej. H-E. Pow. 600 X
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Fig. 5. Spongy degeneration of the cortico-subcortical junction in a case of porto-systemic en-
cephalopathy. Good preservation of myelin is worth mentioning. Heidenhain. X 75.

Ryec. 5. Zwyrodnienie ggbczaste istoty bialej na pograniczu korowo-podkorowym w przypadku
encefalopatii wrotno-ukladowej. Zwraca uweage dobre utrzymanie mieliny. Heidenhain. Pow.
75 X.

experiments have been performed in two species of animals, namely in dogs
in which additionally meat intoxication was applied, and in rats (Mossa-
kowski, 1966; Mossakowski et al., 1977). There was no increase of serum
ammonia in either of toxic groups, which contrasts with Diemer’s observa-
tions (1978). However in the carbon tetrachloride group, an increased con-
centration of ammonia within the brain tissue was shown by Hilgier (1980).

In both groups with porto-caval shunt a significant enhancement of serum
ammonia was observed as a rule. In rats this was accompanied by its increase
in the brain (Hilgier, 1980). In both dogs and rats ammonia level at the end
of experiment was generally lower than in the first weeks following the per-
formance of Eck’s fistula.

In rats kept on low protein diet for a period of nine month the most re-
markable brain abnormality consisted in hypertrophy of astrocytes (Fig. 6)
and occurrence of numerous enlarged astrocytic nuclei (Fig. 7) corresponding
to typical Alzheimer IT cells (Mossakowski, 1966). Glial abnormalities were
generalized, involving both grey and white structures, with a predilection
to the cortico-subcortical junction of the cerebrum and dentate nucleus of the
cerebellum. Marked glial proliferation, although present in some animals,
was not a striking feature, neither were pathologica' abnormalities of other
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types of glia. Severe neuronal loss and nerve cells degeneration, taking the
form of either chromatolysis or vacuolar degeneration completed the neuro-
pathological picture of the brains of experimental animals. Neuronal abnorma-
lities were mostly confined to the cerebral cortex and cerebellar dentate
nuclei. Their intensity in other structures was much less. Slight spongiosis
was present only in two of twenty five animals. It is worth pointing out
that the astrocytic abnormalities were found only in those animals in which
severe damage of liver parenchyma was present.

In rats with liver cirrhosis induced by carbon tetrachloride intoxication
for the period of two, four and six months significant astroglial proliferation
and hypertrophy involving most of grey formations of the brain were present
(Fig. 8). These were accompanied by severe degeneration of astrocytes, seen
both in the light and electron microscopy (Mossakowski et. al., 1970; Ostenda
et al., 1976). Naked nuclei distributed troughout the central nervous system
were the most striking feature (Fig. 9). Other types of glia were not involved.
Slight spongy degeneration of the white matter was present only in two
animals of the whole series. Abnormality in the capillary permeability for
‘both silver nitrate, seen in the dark field microscopy (Mossakowski et al.,
1970) and for horse radish peroxidase observed in the electron-microscope
(Mossakowski et al., 1976) are worth mentioning. Cerebral blood vessels,
though unchanged in light microscopy on the ultrastructural level revealed
an increased number of pinocytic vesicles and abnormal localization of the
activity of nucleoside phosphatases (Ostenda et al., 1975; Mossakowski et
al. 1978). Nonspecific neuronal degeneration was a persistent supplementary
finding. Notably, glial abnormalities and blood vessel permeability changes
showed an evident dependence on the duration of the experiment.

In dogs with Eck’s fistula there were some differences in the neuropathology
between those with and without “meat intoxication” (Mossakowski, 1966).
In both subgroups diffuse neuronal loss, mostly cortical and hyppocampal and
severe nonspecific neuronal degeneration dominated the pathological picture
of the brains (Fig. 10). Though most pronounced in animals with additional
hypovolemic shock, considered as one of the precipitating factors, they were
present in all animals of both experimental subgroups. Glial abnormalities
were less evident; however, astrocytic proliferation and hypertrophy (Fig. 11),
concomitant with klasmatodendrosis were observed throughout. Typical
Alzheimer cells IT were found only in some cases. Contrary to the previous
experimental groups, spongy degeneration of both cerebral cortex and the
white matter was present in almost all the examined cases in the subgroups
without “meat intoxication” and in all with meat diet (Fig. 12). The intensity
of these changes was similar in both subgroups, despite the significant diffe-
rence in the duration of experiment, which was extended to 67-—191 days
in one subgroup and limited to 9—21 in the other.
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Fig.
Ryec.

Fig.

Ryc

Fig.

Ryc

Fig.

Ryc

6. Hypertrophy of the fibrillary astrocytes in the white matter in a rat kept for 9 months
on low-protein diet. Cajal. X 300.
6. Przerost astrocytéw wldknistych w istocie bialej u szczura przetrymywanego przez
okres 9 miesiecy na diecie niskobialkowej. Cajal. Pow. 300 X.
7. Naked nucleus in the cortex of a rat kept for 9 menths on low-proteir diet. H-E. X 450.
. 7. Nagie jadro w korze mézgu szczura przetrzymywanego przez okres ¢ miesiecy na diecie
niskobialkowej. H-E. Pow. 450 X.
8. Increased number of hypertrophied astrocytes with some features of klasmatodendrosis
within the white matter of a rat with carbon-tetrachloride intoxicatim. Cajal. X 600.
. 8. Zwiekszona liczba przeroslych astrocytéw z cechami klazmatodendmzy w istocie bialej
szezura z zatruciem czterochlorkiem wegla. Cajal. Pow. 60t X.
9. Neked nucleus in the cortex of a rat with carbon tetrachloride irtoxication. Cresyl-
violet. X 600.
. 9. Nagie jadro w korze mézgu szezura z zatruciem czterochlorkiem wezla. Fiolet krezylu.
: Pow. 600 X.
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Fig. 10. Newronal loss in the cortex of a dog with Eck’s fistula. Cresyl-violet.
X 600.

Rye. 10. Ubytki neuronalne w korze mézgu psa z przetoka Ecka. Fiolet krezylu. Pow. 600 X.

Fig. 11. Glial prolikration in the white matter in a dog with Eck’s fistula. H-E. X 300.
Rye. 11. Rozpem gleju w istocie bialej u psa z przetoka Ecka. H-E. Pow. 300 X.
Fig. 12. Focal sporgiosis of the subcortical white matter in a dog with Eck’s fistula. Kliiver-
-Barrera. X 120.

Rye. 12. Ogniskow» zgabczenie podkomorowej istoty bialej u psa z przetoka Ecka. Kliiver-
-Barrera. Pow. 120 X.

http://rcin.org.pl



268 M. J. Mossakowski NVr 2

In rats in which porto-caval shunt was performed for a period ramgzing
from 7 to 10 weeks the typical abnormality was the appearance of enlarrged
light astrocytic nuclei (Fig. 13), some of them with irregular, lobulated cut-
lines, overimposed over a slight glial proliferation (Fig. 14). The glial altcera-
tions in the earlier stage were confined mostly to basal nuclei, thalamus,
some motor brain stem nuclei and dentate nucleus of the cerebellum. In
later stage they also involved neocortex and Ammon’s horn. Neurons :and
other types of glial cells were not altered, and so were the myelin sheaiths.
Spongy degeneration was absent.

Fig. 13. Numerous naked nuclei in thalamus in a rat with porto-caval shunt. Cresyl-violet.
X 400.

Ryc. 13. Liczne nagie jadra we wzgérzu szezura z przetoka wrotno-ukladowa. Fiolet krezylu.
Pow. 400 X.

Fig. 14. Alzheimer cells type II with lobulated outlines within the dentate nucleus in a rat
with porto-caval shunt. Cresyl-violet. X 1200.

Rye. 14. Komérki Alzheimera typu I1 z pofaldowanymi zarysami jader w jadrze zebatym mézdzku
u szezura z zespoleniem wrotno-ukladowym. Fiolet krezylu. Pow. 1200 X.

o

In none of the experimental group we were able to demonstrate intra-
nuclear glycogen inclusions in astrocytes. Neither Alzheimer cells type I
nor Opalski cells were present, except one case from the porto-caval shunt
group in rats in which one cell with the morphological features of Alzheimer
cell type I was seen within a glial scar of the traumatic origin.

The leading pathological changes found in all experimental groups are
summarized in table 1. Their comparison clearly indicates differences between
human and animal material on one hand and between various experimental
models on the other. The most notable difference between both chronic and
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Table 1. Comparison of brain abnormalities in different experimental models of hepathogenic encephalopathy

Experimental
model, animals

Low-protein diet,
rats

Carbon tetrachlori-
de intoxrcation,
dogs

Porto-caval shunt,
dogs

Porto-caval shunt,
rats

Astrocytic abnormalities

Neuronal abnormalities

Vascular abnormalities

S T el Spongy
a Alzheimer ] 1 degenera
s : egenera- I = oh
proliferation hypertrophy grnsES cells Beureas neurona. & morphology permeability
tion i loss degeneration aoR.
ype 1I
moderate severe severe numerous  severe severe rare not examined
severe severe severe numerous  slight moderate rare changed increased
moderate moderate severe occasional  severe severe frequent not examined
moderate moderate not obser- numerous not obser- not obser- not obser- not examined
ved ved ved ved
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acute hepatogenic encephalopathy in humans and their experimentally
induced counterparts in animals consists in the fact, that in each experimental
model only some elements of the pathology typical for human cases are
present. Hepatogenic encephalopathy due to chronic carbon tetrachloride
intoxication, closest in its neuropathological picture to that seen in chronic
human cases differ from them in an almost complete absence of tissue spongio-
sis. This abnormality fairly common to most of the human cases (Mossakowski
1966 ; Mossakowski et al., 1974) was on the contrary seen in dogs with Eck’s
fistula, in which glial abnormalities, mostly those taking the form of the
so-called metabolic glia, were much less pronounced. On the other hand
this type of tissue alteration was the only change in the brains of rats with
portocaval shunt. The neuropathological picture of brains in rats kept on low-
protein diet was dominated mostly by astrocytic hypertrophy concommi-
tant with degenerative changes and naked nuclei formation, while glial proli-
feration seen both in human cases and in other experimental models, was
much less pronounced. Intranuclear glycogen inclusions, fairly common in
human pathology were absent in all experimental groups. So were Opalski
cells occurring in a great proportion of chronic cases in humans, but not
in the acute ones. Their presence in animals was described by Taraszewska
et al.(1971) in a case of an aged dog with a primary cancer of the liver. In
our human material, including both chronic and acute hepatogenic encephalo-
pathy, Alzheimer cells type I were not seen. Contrary to this Cavanagh and
Kyu (1976) demonstrated them in rats with porto-caval shunt. This type of
cells was also seen in one of our experimental models. Neuronal losses and
degeneration, which in most human cases, except the acute ones, are rather
second rate features, dominated the neuropathology in dogs with Eck’s
fistula, regardless the survival duration of animals, being absent in rats with
identical experimental pathology.

The above mentioned differences between various types of experimental
models of hepatogenic encephalopathy are even more striking when the
results obtained by other authors are taken into consideration (table 2—4),
not mentioning the observations described by earlier authors, such as for
instance encephalitis resulting from Eck’s fistula in dogs (Balo, Kapasy,
1932) or basal ganglia necrosis due to hepatic artery ligation (Kirschbaum,
1923). Some of the more recent papers point out the involvement of oligo-
dendroglia (Zamora et al., 1973; Diemer, 1978), myelin sheaths (Cavanagh,
Kyu, 1971a), nerve cell processes and their endings (Rizzuto, Gonatas, 1974;
Kornfeld, 1975).

Despite those variations, the general pattern of brain abnormality, consis-
ting in' the appearance of astrocytic changes seems to be common to most
of the experimental models. The second feature characteristic for human
hepatogenic encephalopathy, namely spongy tissue degeneration is less
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Table 2. Brain pathomorphology in animals with toxic liver damage

Author, animals and damaging
factor

Essential pathological changes in the brain

Lapham (1961), rats, CCl,

Mossakowski (1966), rats, low-
-protein diet

Mossakowski et al. (1971, 1978),
rats, CCl,

Lahl (1974), rabbits, CCl,
Hopper et al. (1974), sheeps,
lasiocarpine

Diemer (1978), rats, CCy,

astrocytic proliferation, Alzheimer cells II

astrocytic hypertrophy, Alzheimer cells TI

astrocytic proliferation and degeneration. Alzheimer cells II, increased permeability of blood vessels
(LM and EM). neuronal degeneration

astrocytic proliferation, enlargement of astrocytic nuclei, hyperchromatic nerve cells, status spongiosus in
the white matter

spongy degeneration of the white matter

lobulated and enlarged astrocytes, decrease in number of oligodendrocytes and vacuoles in the white matter,
neuronal degeneration
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Table 3. Brain pathomorphology in porto-caval shunting

Author and animals

Essential pathological changes in the brain

Mossakowski (1966), dogs

Benson et al. (1970), dogs

Cavanagh, Kyu (1971a), rats

Cavanagh, Kyu (1971b), rats

Norenberg et al. (1972), dogs
Zamora et al. (1973), rats

Norenberg, Lapham (1974), rats

Laursen, Westergaard (1977), rats

Kornfeld (1975), rats

Mossakowski et al. (1977), rats
Diemer (1978), rats

astrocytic proliferation,
Alzheimer cells II, spongy degeneration

astrocytic proliferation,
Alzheimer cells II

abnormal astrocytic nuclei in some cerebral structu-
res

abnormal astrocytic nuclei,

Alzheimer cells I, while wounding, lesions of myelin
and oligodendroglia

astrocytic proliferation and degeneration (ME)
astrocytic abnormalities and proliferation, lesions to
capillary basal membrane and oligodendrocytes
(ME)

hyperplasia and hypertrophy of astrocytes, Alz-
heimer cells I

increased permeability of blood vessels to HRP,
astrocytic swelling (ME)

abnormalities of dendrites, axon terminals and
astrocytes (ME)

astrocytic hyperplasia, Alzheimer cells II
lobulation and enlargement of astrocytic nuclei

Table 4. Brain pathomorphology in experimental disturbances of ammonia metabolism

Author, animals and noxious agent

Cole et al. (1972),

monkeys, ammonium acetate
Rizzuto, Gonatas (1974).

rats, methionine sulfoximine
Gibson et al. (1974)

mice, urease

Phelps (1975),

mice, methionine sulfoximine
Hooper (1975),

sheeps, ammonium acetate
Diemer (1978),

rats, urease

Essential pathological changes in the brain

astrocytic proliferation,
Alzheimer cells II, glycogen deposition

lesion to synaptic processes
(after convulsions), swelling of glia

astrocytic proliferation and hypertrophy,

Alzheimer cells 11, spongious vacuolization of neuropil
(after convulsions)

astrocytic accumulation of glycogen'

spongy degeneration

Alzheimer cells TT
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common. Like in humans it seems to be more inherent to cases with porto-
-caval shunting. Neuronal lesion in the sense of their loss and non-specific
degeneration are the most fluctuating elements of the cerebral pathology.

Quantitative and qualitative differences in neuropathology of experimental
hepatogenic encephalopathy may be due to numerous additional factors
differing from one model to another. Some of them may act directly on the
nerve tissue and thus modify the pathomorphology of the brain in each
case. This may for instance explain differences in the extent and intensity
of neuronal lesions between the groups where liver damage was due to low-
-protein diet and to carbon tetrachloride intoxication. The different brain
tissue reaction to various pathogenic factors, having in common liver damage
and/or bypassing portal-hepatic circulation, has also to be taken into consi-
deration. This finds its support, among others, in the differences in metabolic
abnormalities occurring in porto-caval shunting and in carbon tetrachloride
intoxication in rats (Hilgier, 1980). The obvious species-related differences
cannot be overlooked. It is well known that some animals are more, and
some are less susceptible to the liver damage (Diemer, 1978). The time factor
and severity of liver lesions are also of an utmost importance, as shown in
the experiments with carbon tetrachloride intoxication (Mossakowski et al.,
1970; Ostenda et al., 1976).

This short review of different experimental models of the hepatogenic
encephalopathy showing the usefulness of each particular model for eluci-
dating the pathogenic mechanisms underlying pathological process at the
same time points out the necessity of simultaneous application of a variety
of them; only such a complex approach offers the possibility to distinguish
what is common, essential and primary from what is exception, incidental
and secondary.

M. J. Mossakowski
DOSWIADCZALNE MODELE ENCEFALOPATII WATROBOWEJ

Streszczenie

Omoéwiono stosowane typy modeli doswiadczalnych encefalopatii watrobowych wyodrebnia-
jac w oparciu o ich zalozenia patogenetyczne 3 grupy: a) doswiadczalne uszkodzenie watroby
przy zastosowaniu réznorodnych substancji chemicznych; b) operacyjne wytworzenie poza-
watrobowego przeplywu krwi wrotnej; ¢) doéwiadczalnie wywolane uposledzenie metabolizmu
amoniaku przy nieuszkodzonym migzszu watrobowym i zachowanym krazeniu wrotnym.
Przedstawiono zmiany patomorfologiczne w moézgu w dwoéch stosowanych od szeregu lat mo-
delach — toksycznym uszkodzeniu watroby i wytworzonym zespoleniu wrotno-ukladowym.
Zwrécono uwage na podobieristwa i odrebnoéei obserwowanych zmian neuropatologicznych
w stosunku do patologii watrobowo-mézgowej u ludzi i w innych typach do$wiadczalnej ence-
falopatii watrobowej. Zwrécono uwage na role dodatkowych czynnikéw modyfikujacych obraz
uszkodzen strukturalnych osrodkowego ukladu nerwowego w doswiadczalnej encefalopatii
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watrobowej. Wykazano, ze réwnoczesne stosowanie kilku modeli doswiadezalnej encefalopatii
watrobowej umozliwia wyodrebnienie zmian pierwotnych i istotnych dla procesu patologicznego
od zaburzenn wtérnych i przypadkowych.

M. . MoccakKOBCKM
SKCIIEPUMEHTAJBHBIE MOJEJU ITEYEHOYHOM DHIIE®AJOIIATUU
Pes3momMme

ObcyxaoTcss IPUMeHAeMble TUIbI 9SKCIEePUMEHTAJNbHbIX MOJeJIel I1eYeHOYHOMI
9HIedalonaTM BbIJEJssA, OCHOBBIBAsACH HA MX MATOJOTHMYECKME MOJIOKEHUHA, 3 IpyI-
TObI: a) 9KCHEePMMEHTAJbHOe ITOBPEKJAeHMEe IMe4YeHM IIPMU IPUMEeHeHMM pPa3HOo0Opa3HbIX
XMMUYECKMX BellecTB; 0) omnepamMoHHOe CO3JZaHMe BHEIIEUYEHEeYHOro KpoBoobpa-
IIeHMsA BOPOTHOM KPOBM; B) 9KCIIEPUMMEHTAJbLHO BBI3BAHHOE HapylleHue MeTaboams-
Ma aMMMaka IIpyU He TIOBPeXXKJeHHOM NapeHXMUMe IIeYeHM ¥ COXPaHeHHOM BOPOTHOM
KpoBoobpamenun. IlpeacraBieHbl MaToMOPEOIOrMYECKMEe U3MEHEHUA B MO3re B ABYX
NPUMMEHAEMbIX B Te4YeHMe psAja JIeT MOAEeNAX — TOKCUYECKOM TIOBPEXKJIEHUM IMedYeHU
un o6pa30BaHHOM BOPOTHO-CUMCTEMHOM aHacramo3dy. OOpailaercs BHUMaHMe Ha aHa-
JIOTMIO M OTJIMuMe HAbIIJaeMbIX HENPOMNATOJOTMYECKMX M3MEHEHMI II0 OTHOIIEHMUIO
K INeYeHOYHO-MO3IOBOM IMATOJIOTMM y JIIOJeN M B APYTUX TUIIAX IKCIEePUMEHTAJIbHOM
ne4yeHoOuHO SHIedamonaTuyu. ObpaljaeTcas BHMMaHME HA POJIb 100aBOYHBIX (PAaKTOPOB
MOAMMUIMPYIOUMX KAPTUHY CTPYKTYPHBIX ITOBPEXKAEHMI LEHTPaJIbHOM HEPBHOMI
CUCTEeMbI B SKCIEPUMMEHTAJbHOM IeYeHOWHOM SHuedanomaTun. IlokazaHo, YTO OJHO-
BPeMeHHOe TIPMMEeHeHMe HEeCKOJBbKUX MOjielieli IKCIePUMEeHTAJbHOM IMeYeHOYHOM SHIe-
damonaTuu JejaeT BO3MOXKHBIM BbIeJIeHMEe IIePBUYHBIX M CYLIeCTBEeHHBIX JJdA
[IaTOJOTUYECKOTO TIpoLlecca M3MEHEeHM) OT BTOPUYHBIX M CJYYaWHBIX HapPYyLIeHWNA.

REFERENCES

1. Balo J., Kapassy B.: The encephalitis of dogs with Eck’s fistula fed on meat. Arch. Path.,
1932, 13, 80—87.

2. Benson R. W., May A. G., Norenberg M. D., Lapham L. W.: Protoplasmic astrocytosis
of the brain in experimental hepatic coma. Surg. For. 1970, 21, 357—359.

3. Cavanagh J. B., Kyu M. H.: Type II Alzheimer changes experimentally produced in astro-
cytes in the rat. J. neurol. Sci. 1971a, 12, 63—75.

4. Cavanagh J. B., Kyu M. H.: On the mechanism of type 1 Alzheimer abnormality in the
nuclei of astrocytes. J. neurol. Sci. 1971b, 12, 241—261.

5. Cole M., Rutheford R. B., Smith F. O.: Experimental ammonia encephalopathy in the
primate. Arch. Neurol. 1972, 26, 130—136.

6. Diemer N. H.: Glial and neuronal changes in experimental hepatic encephalopathy. Acta
Neurol. Scand. 1978, suppl. 71, 58, 1—144.

7. Egan E., Schoelerman S., Szirmai E.: Action of peripheral organs and deproteinized blood
on the brain cortex respiratory process. Agressologie 1978, 19, 109—112.

8. Fischer J. E.: Hepatic coma in cirrhosis, portal hypertension, and following portocaval
shunt. Arch. Surg. 1974, 108, 325—336.

9. Geiger A.: Correlation of the brain metabolism and function by the use of a brain perfusion
method in situ. Physiol. Rev. 1958, 38, 1—20.

10. Gibson G. E., Zimber A., Krook 11., Richardson E. P., Visek W. J.: Brain histology and
behaviour of mice injected with urease. J. Neuropath. exp. Neurol. 1974, 33, 201—211.

http://rcin.org.pl



Nr 2 Experimental hepatogenic encephalopathy 275

11.

12.

13.

14.

15.

16.

i

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Hilgier W.: Zawarto$é glutaminy oraz aktywno$é aminotransferazy glutaminowej w mézgu
o doswiadczalnej encefalopatii watrobowej. Neuropat. Pol. 1981, 19, 67—73.

Hooper P. T.: Spongy degeneration in the central nervous system of domestic animals.
Part III. Occurence and pathogenesis of hepatocerebral disease caused by hyperammo-
naemia. Acta Neuropath. 1975, 31, 343—351.

Hooper P. T., Best S. M., Murray D. R.: Hyperammonaemia and spongy degeneration
of the brain in sheep affected with hepatic necrosis. Res. Vet. Sci. 1974, 16, 216—222.
Kirschbaum W.: Einfluss schwerer Leberschidigungen auf das Zentralnervensystem.
2. Mitt. Gehirnbefunde nach tierexperimenter Leberschiden. Leberschidigung nach
Unterbindung der a. hepatica und Guaninvergiftung. Z. Neurol. 1924, 88, 50—83.

Kornfeld M.: Early changes in the striatum of rats after portocaval anastomosis; an ultra-
structural and histofluorescence study. J. Neuropath. exp. Neurol. 1975, 34, 78.

Lahl R.: Beitrag zum Problem der atypischen Astroglia (,,Leberglia’’) bei Mensch und
Tier. Vergleichende Untersuchungen am Hirn leberkranker Menschen und mit Tetrachlor-
kohlenstoff vergifteter Bastdrdkdninchen. Wiss. Z. Univ. Halle 1974, 5, 81—102.
Lapham L. W.: A study on protoplasmic astrocytes in experimentally produced hepatic
encephalopathy. J. Neuropath. exp. Neurol. 1961, 20, 305—309.

Laursen H., Westergaard E.: Enhanced permeability to horseradish peroxidase across
cerebral vessels in the rat after portocaval anastomosis. Neuropath. Appl. Neurobiol. 1977,
3, 20—43.

Mossakowski M. J.: Patomorfologia i histochemia spontanicznych i doswiadezalnych ence-
falopatii pochodzenia watrobowego. Neuropat. Pol. 1966, 4, 231—304.

Mossakowski M. J., Smialek M., Pronaszko A.: Zaburzenia przepuszczalnoéci naczyn krwio-
no$nych moézgu w doswiadczalnej encefalopatii watrobowej. Neuropat. Pol. 1970, 8, 365—
374.

Mossakowski M. J., Krasnicka Z., Kassur B., Olejnik Z.: Patomorfologia osrodkowego
ukladu nerwowego w ostrych uszkodzeniach watroby. Neuropat. Pol. 1974, 12, 51—62.
Mossakowski M. J., Pronaszko-Kurczynska A., Rézga J., Paluszkiewicz R.: Wplyw a-
-oksoglutaranu na rozwéj gliopatii watrobowej u szezur6w z zespoleniem wrotno-uklado-
wym. Ne}uropat-. Pol. 1977, 15, 317—326.

Mossakowski M. J., Ostenda M., Pronaszko-Kurczyniska A.: Obraz mikroskopowo-elektro-
nowy naczyn wlosowatych moézgu w do$wiadczalnej encefalopatii watrobowej. Neuropat.
Pol. 1978, 16, 327—337.

Norenberg M. D., Lapham L. W.: The astrocyte response in experimental portal-systemic
encephalopathy: An electron microscopic study. J. Neuropath. exp. Neurol. 1974, 33,
422—435.

Norenberg M. D., Lapham L. W., Benson R. W., May A. G.: Ultrastructural observation
in protoplasmic astrocytes in experimental acute hepatic coma. J. Neuropath. exp. Neurol.
1972, 31, 184—185.

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

Phelps C. H.: An ultrastructural study of methionine sulphoximide induced glycogen accu-
mulation in astrocytes of the mouse cerebral cortex. J. Neurocyt. 1975, 4, 479—490.

Rizzutto N., Gonatas N. K.: Ultrastructural study of the effect of methionine sulfoximine
on developing and adult rat cerebral cortex. J. Neuropath. exp. Neurol. 1974, 33, 237—
250.

http://rcin.org.pl



276 M. J. Mossakowski Nr 2

29. Taraszewska A., Lewicka-Wysocka H., Nozdryn-Plotnicki B.: Analiza neuropatologiczna
zmian u pséw starczych z nowotworami narzadéw wewnetrznych. Neuropat. Pol. 1971,

9, 217—230.
30. Zamora A. J. Cavanagh J. B., Kyu M. H.: Ultrastructural responses of the astrocytes ..,
portocaval anastomosis in the rat. J. Neurol. Sci. 1973, 18, 25—45.

Author’s address: Department of Neuropathology, Medical Research Centre, Polish Academy
of Sciences, Dworkowa 3, 00-784 Warszawa.

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1981, XIX, 2

TADEUSZ MAJDECKI

ZANIK WARSTWY ZIARNISTEJ MOZDZKU W PRZYPADKU OSTREJ
MALOPLYTKOWEJ SKAZY KRWOTOCZNEJ

Pracownia Neuropatologii Centralnego Szpitala Kolejowego, Miedzylesie k/Warszawy-

Kierownik Pracowni: dr hab. med. T. Majdecki

Obok pierwotnie zwyrodnieniowych postac’ zaniku mézdzku wyréznia
si¢ postacie objawowe w przebiegu réznorodnych zewnatrz- i wewnatrz-
pochodnych proceséw chorobowych (Mumenthaler 1972). Objawowe postacie
zaniku moézdzku opisano w przypadkach przewleklego alkoholizmu (Strock
1967), po stosowaniu niektérych lekéw m. in. nitrazepamu, glutethimidu,
dilantiny (Valsemis, Mancall 1973), w chorobie Hodghina (Tsapatsaris i wsp.
1979) i w zlodliwych nowotworach (Brain i wsp. 1951; Barraquer, Loventhal
1953; Sarbach 1977). Patomorfologicznym wyrazem tych zmian moze byé¢
zanik komdrek Purkinjego i znacznie rzadziej wystepujacy zanik warstwy
ziarniste] moézdzku (Osetowska 1963). Przedstawienie ponizszego przypadku
uzasadnia fakt, ze w dostepnym piSmiennictwie nie spotkano opisu zaniku
warstwy ziarniste] moézdzku w przebiegu ostrej skazy krwotocznej.

OPIS PRZYPADKU

Chory Z.B., lat 56, palacz kotléw. Przed dwoma laty operowany z powodu
powiklanego zlamania konczyny dolnej. Wykonane w tym czasie badania
krwi nie ujawnily istotnych odchylei od normy. Poza tym powaznie nie
chorowal. W sluzbowym badaniu okresowym, przed okolo 3 miesigcami,
ustalono silnie dodatni odezyn VDRL. Pacjent skierowany zostal do przy-
chodni dermatologicznej, gdzie wobec prawidlowego wyniku badania sero-
logicznego krwi i braku objawéw klinicznych uznano niecelowo$é¢ leczenia
kily. W dniu poprzedzajacym hospitalizacje u chorego wystapilo nagle krwa-
wienie z blon §luzowych jamy ustnej. W nocy pojawily sie wybroczyny do
skéry koniczyn dolnych i silne béle glowy. Nad ranem pacjent zaczal krwawié
z przewodu pokarmowego i stracil przytomnosé. W chwili przyjecia do szpi-
tala byl nieprzytomny, w bardzo ciezkim stanie, mial liczne wybroczyny do
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skéry konezyn. Ciénienie tetnicze krwi 140/70 mm Hg. Prawa Zrenica wieksza
od lewej, obydwie szerokie, nie reagujace na swiatlo. W konczynach obnizenie
napigecia miesniowego, zywe odruchy okostnowe i $§ciegnowe, obustronnie
dodatni objaw Babinskiego, Oppenheima i Chaddocka. U chorego zastosowano
kontrolowany oddech aparaturowy. Objawy skazy krwotocznej nasilaly sie;
zgon nastapil w drugim dniu po przyjeciu do szpitala.

Badania laboratoryjne. Czas protrombinowy 15 min., czas krwawienia
1 min., czas krzepnigcia 7 min. 40 sek. Plytki krwi 27 g/l. W badaniu morfolo-
gicznym krwi cechy niedokrwistosci. Odezyn VDRL (++4+).

Rozpoznanie kliniczne: Haemorrhagia cerebralis. Thrombocytopenia. Leukae-
mia suspecta.

Wynik wykonanej w 20 godz. po zgonie sekcji ogdélnej (Dr med. J. Zaremba):
Haemorrhagia subduralis praecipue basis cerebri. Diathesis haemorrhagica.
Thromboendocarditis ulcerosa valvulae semilunaris aortae. Hypertrophia excentrica
ventriculi sinistri cordis. Cicatrices parvae disseminatae myocardii. Hyperaemia
passiva omnium organorum.

BADANIE NEUROPATOLOGICZNE

W badaniu makroskopowym stwierdzono krwotok przebijajacy sie od
strony podstawnej prawego plata potylicznego do przestrzeni podpajeczynéw-
kowej. Nad prawa polkula mézdzku i mostem wynaczyniona krew do prze-
strzeni podpajeczynéwkowej. Na przekrojach czolowych przez mézg, w pra-
wym placie potylicznym krwotok $rednicy okolo 1,5 em z licznymi wokol,
punkcikowatymi krwotoczkami, obejmujacymi czesciowo kore i istote biala.
Podobne drobne wynaczynienia krwi w §rédmézgowiu i w gérnej czesci mostu.
Cechy obrzeku mézgu.

Rozpoznanie makroskopowe: Focus haemorrhagicus lobi occipitalis dextry
in spatio subarachnoideale penetrans. Diathesis haemorrhagica mesencephali,
pontis et lobi occipitalis dextri. Oedema cerebri. Arteriosclerosis mediocris gra-
dus.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki z pétkul mézgu, pnia i moéz-
dzku. Technika parafinowa, barwienia: hematoksyling i eozyna, fioletem
krezylu, metoda van Gieson i Heidenhaina.

W badaniu mikroskopowym stwierdzono krwotok z licznymi, drobnymi
okolonaczyniowymi krwotoczkami na obwodzie. Podobne drobne krwotoczki
w §rédmézgowiu i czeSciowo w moscie. Krew w przestrzeniach podpajeczynéw-
kowych. Naczynia krwiono$ne niekiedy ze zwléknialymi i sporadycznie
zeszkliwialymi $cianami. Woké! naczyn poszerzenie przestrzeni adwenticjal-
nych, czasem gabczasto zmieniona tkanka. W pdétkulach i robaku mézdzku
prawie calkowity zanik warstwy ziarnistej kory (ryc. 1). Sporadycznie oszcze-
dzone byiy jedynie najbardziej powierzchowne poklady komdrek ziarnistych
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placikéw mozdzku (rye. 2). Miejscami, wér6d komdérek Purkinjego, wystepo-
waly pojedyncze, dobrze zachowane komérki ziarniste (ryc. 3). Zanik komdrek
ziarnistych polaczony byl z gabczasta martwica podloza z zachowaniem poje-
dynczych, obkurczonych, nie dajacych sie zidentyfikowaé elementéw komor-
kowych (ryc. 4). Brak odczynu glejowego czy mezodermalnego. Komérki
Purkinjego nieco przerzedzone, czasem objete tigroliza, obrzmiale lub rzadziej
obkurczone (ryc. 3). Istota biala placikéw nie zmieniona. Rysunek jader
moézdzku prawidlowy. Opuszka bez zmian. Nie stwierdzono przynaczyniowo
an w oponach naciekéw zapalnych.

Rozpoznanie mikroskopowe Haemorrhagia subarachnoidealis. Haemorrha-
gia et diathesis haemorrhagica. Atrophia granularis cerebels.

OMOWIENIE

Bezposrednia pr:yczyna zionu w omawianym przypidku byly wylewy
krwi do opon mézgowych i do mézgu w przebiegu maloplytkowej skazy
krwotozznej. Fak!, ze choroba wystapila nagle, bez uprzednich objawéw
skazy, ze pacjent przed jej wystapien’em nie chorowal na zadne choroby i nie
przyjmowal lekéw, przemawia’ moze za os'ra postacia samoistnej mloplytko-
wosci. Z choroba ta najp -awdopodobniej ma zwiazek dodatni odezyn VDRL —
nie istnieja bowiem ani kliniczne, ani patomorfologiczne podstawy aby uzna¢
za jego tlo infekcje kilowa.

Poza naczyniowopochodnymi zmianami w pétkulach i pniu mézgu, w méz-
dzku stwierdzono niemal uogéln'ony, réwnomisrny zanik warstwy ziarnistej
na podlozu rozplywajacej sie obrzgkowo tkanki, brak reakeji tkanki na ostry
obrzek i stosunkowo male uszkodzenie komérek Purkinjego.

Réznie nasilony zanik warstwy ziarnistej wystepuje w wielu przypadkach
objawowych postaci zanku mézdzku. Istnieja jednak przypadki, w ktérych
obserwuje si¢ niemal wybidrezy zanik warstwy ziarnistej, o nieznanej pato-
genezie. Uszkodzenie takie, przy pzwnym objeciu i innych elementéw struktu-
ralnych mézdzku, wystepowaé moze m. in. w zatruciu rtecig (Valsamis, Mancall
1973). NajczgSciej jednak wybiérezy zanik warstwy ziarnistej moézdzku
opisywano wsréd przypadkéw tzw. ,rakopochodnego zwyrodnienia méz-
dzku” (cerebellopathia carcinogenes) (Barraquer, Loventhal 1953; Osetowska
1963), mogacego wchodzi¢ w sklad zespolu paraneoplazmatycznego (para-
neoplasmatic syndrome) (Sarbach 1977). Kliniczny przebieg wigkszosci przy-
padkéw jest podostry, a w czesci z nich wystepuje, poza zanikiem warstwy
ziarnistej, glejoza wléknista istoty bialej mézdzku, przemawiajaca za przy-
zZyciowym po vstawaniem zmian (Osetowska 1963). Zanik warstwy ziarniste]
mézdzku opisali poza tym Leigh i Meyer (1949) oraz Ule (1952) w przypad-
kach $piaczki hipoglikemicznej. Podstawowa wspdlna cecha przypadkéw
wspomnianych powyzej i opisanego w niniejszej pracy jest zanik warstwy
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ziarniste] moézdzku. Charakteryzuje go calkowity brak reakeji tkanki na
znisz-zenie warstwy ziarnistej, co moze si¢ wiaza¢ z bardzo ostrym przebie-
giem choroby. Na patomorfologiczne odmicnno$ci omawianych przypadkéw
moze zatem mie¢ pewien wplyw s7ybko: podstawowego proces . chorobowe-
go, niezaleznie od jego charakteru.

Omawianej formy zaniku mézdzku nie mozna uznaé za etiologicznie od-
rgbna jednostke chorobowa, mozna ja natomiast rozpatrywaé jako pewne
stadium okre§lonego rodzaju reakeji mézdzku, ktéra moze byé wywolana
przez rézne czynniki. Uwzglednienia wymagaja wéréd nich czynniki meta-
boliczne, autoimmunologiczne, toksykologiczne, niedoborowe i zakazne.
Wybiérezy zanik warstwy ziarnistej mézdzku jest prawdopodobnie wynikiem
osobniczo niejednorodnego sposobu reagowania podloza mézdzku. Za istnie-
niem tego typu regionalnych odmiennosci reagowania mézdzku na réine
czynniki przemawia¢ moga chociazby wyniki doswiadczalnych badan nad
dzialaniem promieni X (Scholz 1934) i promieni gamma (Vogel 1959) na mézg,
ktére gléwnie wywoluja uszkodzenie warstwy ziarnistej mézdzku.

T. Mangeuxu

ATPO®USA 3EPHUCTOTO CJOA MO3ZKEYKA
B CIYYAE CCTPOI'O TPOMBOIIEHMYECKCIO AVATE3A

Pes3ome

OnuceiBaeTcst ciaydai My»K4uHbl 56 JeT ¢ aTpoduesi 3epPHMCTOTO CJIOA MO3KedKa
B IIpoljecce OCTPOTO TPOMOONEHWYECKOro Jguares3a.

Ha ocnoBanmm coberseHHbIX HAGMIOAEHMI ¥ JaHHBIX U3 JMTEPATyPbl 3aKJIOYaeTCH,
yro OOcyxpmaemoit Gopmbl aTpouym MO3KEYKA HEJNb3s y3HATh 3a 9STUOJIOTMYECKU
OTAEeJbHYI0 eIuHuly 3abojeBanms, a TOJBLKO 3a CTAAMIO OMNPEAEJIEHHOro crocoba
pearmpoBaHuA MO3xKeykKa Ha pa3HcobpasHble (PaKTOPbI, BHYTPEHHETO MJIM HaAPYIKHOTO
MMPOMCXOK e HUA.

Ryc. 1. Prawie calkowity zenik warstwy ziarniste] mézdzku. H-E. Pow. 60 x.
Fig. 1. Almost complete atrophy of cerebellar granular layer. H-E. x 60.

Ryc. 2. Sporadycznie spotykane oszczedzenie najbordzie] powierzchniowyeh warstw placikow
mozdzku, poza tym prawie calkowity zanik warstwy ziernistej. H-E. Pow. 60 x .

Fig. 2. Sporadically observed sparing of the most superficial layers of the cerebellar lobuli, almost
complete atrophy of the grenular layer. H-E. x 60.

Ryc. 3. Pojedyncze komorki ziarniste rozrzucone miedzy komoérkami Purkinjego. H-E. Pow.
200 x .

Fig. 3. Occasional granular cells dispersed among Purkinje cells. H-E. x 200.

Ryc. 4. Martwica gabczasta warstwy ziarnistej mézdzku. Komoérki Purkinjego objete tigroliza
Fiolet krezylu. Pow. 400 x.

Fig. 4. Spongy necrosis of cerebellar granular layer. Tigrolysis of Purkinje cells. Cresyl violet.
% 400.
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T. Majdecki

ATROPHY OF THE CEREBELLAR GRANULAR LAYER IN THE CASE OF ACUTE

THROMBOPENIC HEMORRHAGIC DIATHESIS
Summary

Atrophy of the cerebellar granular layer in a case of 56 year-old man suffering of acute thrombo-

penic hemorrhagic diathesis is described. Presented observations and the data from literature
indicate that this type of cerebellar atrophy can not be considered as an etiologicaly defined
entity but only as a stage of a certain type of cerebellar reaction to different endo- and exogenic

factors.
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URSZULA RAFALOWSKA

METABOLIZM CYTRYNIANU W MOZGU SZCZURA W WARUN-
KACH PRAWIDLOWYCH I W NIEDOTLENIENIU*)

Streszczenie pracy habilitacyjnej

Zespél Neurochemii Centrum Medycyny Dos$wiadezalnej i Klinicznej Polskiej Akademii
Nauk

Z badan przeprowadzonych gléwnie na watrobie i drobnoustrojach wia-
domo, Ze cytrynian zajmuje centralna pozycje w ogélnym metabolizmie
komérki. Przemiany tego zwigzku lacza si¢ z wytwarzaniem energii w mito-
chondriach i z dostarczaniem substratéw do cytoplazmatycznych syntez
kwaséw tluszczowych i acetylocholiny. Posredniczy on w powiazaniu przemian
bialek, cukréw i tluszezéw oraz spelnia role regulatora szeregu reakeji (Rafa-
towska 1976).

Dotychezasowe badania dotyczace metabolizmu cytrynianu w mézgu
ograniczaly sie gléwnie do obserwacji nad liaza cytrynianowa i jej rola w syn-
tezie acetylocholiny (Tuéek 1978; Szutowicz i wsp. 1978).

Brak danych z zakresu cytoplazmatycznego utleniania cytrynianu w mézgu
z udzialem izocytrynianowej dehydrogenazy NADP zaleznej (IDH NADP)
oraz transportu tego zwiazku przez blone mitochondriéw perikarialnych,
synaptosomow i mitochondriéw synaptosomalnych byl przyczyna podjecia
badan majacych na celu wyjasnienie tych zagadnien. Z drugiej strony wia-
domo, ze niedotlenienie osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) wywoluje
wiele zaburzen metabolicznych (Siesjo 1978). Mimo, ze ostatnio ilo§¢ badan
poswieconych metabolicznym skutkom niedoboru tlenowego w OUN znacznie
wzrasta, jednakze dotychczas brak bylo jakichkolwiek danych na temat
wplywu niedotlenienia na przemiany tak podstawowego w ogélnym metabo-
lizmie zwigzku jak cytrynian. Dlatego tez informacje uzyskane z do$wiad-
czenn prowadzonych w niniejszej pracy w warunkach normalnych postuzyly
za baze do dalszych badan, majacych na celu ocene wplywu niedotlenienia
na metabolizm cytrynianu w mézgu i zwiazane z nim reakcje.

*) Praca zostala wykonana w Zespole Neurochemii CMDiK PAN, Warszawa, oraz w Zakladzie
Biochemii i Biofizyki Uniwersytetu Pennsylvania w Filadelfii, USA.
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MATERIAL I METODY

Warunk: doswiadczen

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, samcach, o ciezairze
ciala 180—200 g. Stosowano niedotlenienie hipoksyjne, ktére wywolywaino
przetrzymujac zwierzeta w komorze doswiadezalnej ze stalym przeplyweem
mieszanki gazowe] zawierajacej 79, tlenu i 939, azotu. Anestezje wywoily-
wano podajac zwierzgtom nembutal w dawce 40 mg/kg wagi ciala. Niedot:le-
nienie w anestezji uzyskiwano stosujac jednocze$nie podanie nembutalu
i niedotlenienie hipoksyjne.

Otrzymywanie frakcji subkomorkowych

Jednoczesne otrzymywanie z tkanki szeregu frakeji subkomérkowyrch
uzyskiwano stosujac metode réznicowego wirowania wg Whittakera i wssp.
(1972). Frakcje cytoplazmatyczna otrzymywano w wyniku homogenizaicji
pétkul mézgu w 0,125 M KCI oraz wirowania (30 min, 25 tys.x g). Cytosol
uzyskiwano poprzez odwirowanie frakeji cytoplazmatycznej (1 godz., 105
tys. x g). Frakcje mitochondrialng otrzymywano metoda Clarka i Niclasa
(1970). Frakcje synaptosomalna uzyskiwano w oparciu o flotacyjna metode
Bootha i Clarka (1978) w modyfikacji wlasnej (Rafalowska i wsp. 1980a)
lub o metode sedymentacyjng Lai i Clarka (1976). Frakcje mitochondriéw
synaptosomalnych wydzielano z synaptosoméw zgodnie z metoda Lai i wsp.
(1977).

Biatko oznaczano metoda Lowry i wsp. (1951).

Oczyszczenie 1 oznaczenie cigzaru czqsteczkowego izocytrynianowe) dehydrogenazy
NADP zaleinej z cytosolu mozgu

Enzym oczyszezano przez zastosowanie chromatografii kolumnowej uzy-
wajac kolejno DE 32 celuloze, CM celuloze, DEAE Sephadex oraz stosujac
elektroforeze na zelu poliakrylamidowym. Ciezar czasteczkowy oznaczano
elektroforetycznie w siarczanie dodecylu zgodnie z metoda Webera i Osborna
(1969).

Oznaczanie aktywnosci enzymow

Aktywnos$¢é IDH NADP oznaczano wg Ochoy (1955), syntazy cytrynianowe]
wg ShephardaiGarlanda (1969), a ATP zaleznej liazy cytrynianowej zgodnie
z metoda Szutowicza i wsp. (1974). Aktywno§¢ akonitazy mierzono w mie-
szaninie stosowanej do oznaczania aktywno$ci IDH NADP, stosujac izo-
cytrynian jako substrat i mierzac wzrost cytrynianu. Aktywnos§¢ aminotrans-
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ferazy asparaginowej oznaczano metoda Bergmayera i Berntta (1963), fuma-
razy metoda Rackera (1950) i dehydrogenazy mleczanowej zgodnie z metoda
Johnsona (1960).

Oznaczanie stezen substratow i metabolitéw

Cytrynian, a-ketoglutaran, glutaminian, asparaginian, mocznik, karbamylo-
asparaginian, hydroksymaslan, octan, mleczan, pirogronian ATP, ADP,
AMP, fosfokreatyne, kreatyne i fosforan nieorganiczny oznaczano, postugujac
sie dostepnymi w literaturze i powszechnie stosowanymi metodami spektro-
fotometrycznymi i kolorymetrycznymi. Jablczan oznaczano spektrofluory-
metryczng metoda Williamsona i Corkey (1969).

Tzotopowe pomiary steZemia cytrynianu @ jablczanu

Po inkubacji badanej subfrakecji komérkowej z '#C cytrynianem i 14C
jablezanem (0.1 pCi w prébie) i dwukrotnym przemyciu, subfrakeje rozpusz-
czano w NCS, mieszano ze scyntylatorem (spektofluor -4 toluen) i mierzono
radioaktywno$é w liczniku scyntylacyjnym.

Stezenie i stan redukeji cytochromu c¢ oznaczano w spektrofotometrze
dwuwigzkowym Johnson Foundation, mierzac poziom zredukowanego cyto-
chromu ¢ przy 550—540 nm w spos6b opisany uprzednio (Rafalowska i wsp.
1980a).

Potencjal blonowy synaptosoméw i przestrzenn wewnatrzsynaptosomalng
oznaczano zgodnie z metoda opisang w pracy Deutsch i Rafalowskiej (1979).

WYNIKI I DYSKUSJA
1. Metabolizm cytrynianu w mézgu w warunkach normalnych

1.1. Wewnatrzkomdérkowa lokalizacja enzymdéw metabolizujacych cytrynian
i utlenianie tego zwiazku w cytosolu z udzialem izocytrynianowej dehydro-
genazy NADP zalezne]

Ocena aktywnosci i rozmieszczenia enzyméw bioracych udziatl w utlenianiu
cytrynianu w jednoczesnie otrzymanych subfrakcjach komérkowych pozwala
sadzié, ze w mézgu istnieja dwie odrebne drogi pozamitochondrialnego utle-
niania cytrynianu (Rafalowska, Ksiezak 1976). Jedna opisana wczeénie]j
przez wielu autoréw, zalezna od ATP cytrynianowej liazy i druga, nie scharak-
teryzowana dotychczas, zwiazana z aktywno$cia izocytrynianowej dehydro-
genazy NADP zaleznej. Utlenianie cytrynianu przy udziale cytoplazmatycz-
nej IDH NADP zwigzane jest z aktywno$ciag akonitazy i transaminazy asparagi-
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nianowej. Wykazano, ze akonitaza przeksztalca cytrynian do izocytrynianu,
a nastepnie izocytrynianowa dehydrogenaza NADP zalezna przeksztalca
go do a-ketoglutaranu, CO, i NADPH. a-ketoglutaran jest zuzywany w reakeji
transaminacji do szczawiooctanu, a donorem grup aminowych jest endogenny
asparaginian. Wydaje si¢, ze omawiane tu dwie drogi metaboliczne moga
uzupelnia¢ si¢ nawzajem i podlega¢ wzajemnej regulacji przez nukleotydy
adeninowe i pirydynowe co moze mieé¢ duze znaczenie w stanach patologicz-
nych OUN.

1.2. Oczyszczanie, oznaczanie ciezaru czasteczkowego i charakterystyka
izocytrynianowej dehydrogenazy NADP zaleznej w cytosolu mdzgu

Wykazano, ze IDH NADP z moézgu sklada si¢ z dwu izoenzyméw : mito-
chondrialnego i cytoplazmatycznego, rézniacych si¢ ruchliwoscia elektro-
foretyczna. Cytoplazmatyczna IDH NADP oczyszezano stosujac chromato-
grafie kolumnowa i elektroforeze na :zelu poliakrylamidowym. 36-krotny
wzrost aktywnodci specyficznej enzymu po jego oczyszczeniu, jest zblizony
lub wyzszy od danych uzyskanych przez innych autoréw, w wyniku oczysz-
czania IDH NADP z E. coli, Halobacterium salinarium i Thiobacillus novellus
i nizszy od wartoéci uzyskanych dla IDH NADP izolowanej z serca i watro-
by. . ]

Ciezar czasteczkowy czystego preparatu IDH NADP w niskich stezeniach
soli wynosi 80.000, a w stezeniach | fizjologicznych™ 165.000. Wydaje sie,
ze w mozgu, podobnie jak w watrobie i drobnoustrojach, IDH NADP wyste-
puje w postaci dimeru, skladajacego sie z dwu podjednostek o ciezarze cza-
steczkowym 80.000. Aktywnos¢ mézgowej IDH NADP regulowana jest przez
nukleotydy adenilowe i pirydynowe, ktére dzialaja kompetycyjnie w sto-
sunku do izocytrynianu. Wykazano katalityczna role grup — SH w aktywnosci
mézgowej IDH NADP oraz stwierdzono, ze enzym ten rézni si¢ od IDH
NADP watrobowej optimum pH.

1.3. Transport cytrynianu przez blong mitochondriéw perikarialnych

Mitochondria izolowane z mdzgu, zawierajace jedynie niewielka ilo&¢
zanieczyszezen 1 zachowujace funkcje utleniania egzogennego cytrynianu
maja zdolno$é¢ szybkiej akumulacji cytrynianu i jableczanu. Wykazano, ze
jablezan moze przechodzi¢ przez blone mitochondrialna w wyniku wymiany
zaréwno z fosforanem nieorganicznym (Pi) jak i z cytrynianem. Fakt, ze
transport jablczanu w wymianie z Pi jest hamowany przez butylomalonian,
ktéry nie wplywa na wymiane jablczan/cytrynian, sugeruje obecno$é¢ dwéch
niezaleznych przenosnikéw specyficznych dla kwaséw dwu- i tréjkarboksy-
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lowych, podobnie jak w mitochondriach watroby (Rafalowska 1978). Wy-
miana zewnatrzmitochondrialnego cytrynianu z wewnatrzmitochondrialnym
jablezanem zachodzi w stosunku 1 : 1. Akumulacja (wej$cie) cytrynianu do
mitochondriéw moézgu zachodzi 5-krotnie szybciej niz w mitochondriach
watroby. Akumulacja obydwu badanych posrednikéw cyklu Krebsa jest
funkcja egzogennych stezen tych zwiazkéw. System transportujacy jest
wysycony przez cytrynian przy wartos$ci stalej Michaelisa Km = 4.55 mM.
Warto$é ta jest zblizona do podawanej przez Patela (1975) dla utleniania
dodanego cytrynianu w mitochondriach mézgu ale jest znacznie wyzsza od
odpowiedniej warto$ci Km dla mitochondriéw watroby.

1.4. Charakterystyka synaptosoméw i transport eytrynianu do synaptosoméw
i izolowanych mitochondriéw synaptosomalnych

Dotychczasowe metody stosowane do otrzymywania synaptosoméw nie
pozwalaly na otrzymywanie czystej i jednoczesnie niezmienionej, w stosunku
do warunkéw in vivo, frakeji synaptosomalnej. Zastosowanie metody Bootha
i Clarka (1978) zmodyfikowanej w niniejszej pracy, pozwolilo na uzyskanie
wyjatkowo czystej frakeji. Z obrazéw w mikroskopie elektronowym wyli-
czono statystycznie, ze ponad 759, wszystkich widocznych struktur stanowia
nienaruszone synaptosomy. Jest to najwyzszy ze znanych dotychczas w litera-
turze stopien czystosci frakeji synaptosomalnej. Zastosowanie anestezji pento-
barbituralowej przed dekapitacja zwierzat pozwolilo na utrzymanie stanu
energetycznego synaptosoméw na poziomie in vivo. Wolna energia dla prze-
niesienia 2 elektronéw z NAD na cytochrom c¢ i syntezy 2 moli ATP wy-
liczona z danych eksperymentalnych w synaptosomach z mézgu anestetyzo-
wanych szczuréw, jest bliska réwnowagi (AG = —0.26), podobnie jak w ko-
moérkowych, zachowujacych pelna integralno$¢é metaboliczna (Rafalowska
1979b; Rafalowska i wsp. 1980a). Potencjal blonowy takich synaptosoméw
jest wysoki (wynosi — 86.84-7.8 mV) i ulega zmniejszeniu o okolo — £0 mM
w czasie depolaryzacji blony w obecnoéci jonéw KT. Otrzymane synaptosomy
maja zdolno§¢ pobierania egzogennego cytrynianu. Ilo§¢ pobranego z mie-
szaniny inkubacyjnej '#4C cytrynianu jest zalezna od obecnosci jablezanu
podobnie jak w mitochondriach perikarialnych.

Wykazano, ze transport '*C cytrynianu przez blony mitochondriéw synap-
tosomalnych zachodzi szybciej niz przez blone synaptosomalna, ktéra in vivo
moze byé czynnikiem limitujacym transport tego zwiazku z cytoplazmy
synaptosomalnej do mitochondriéw synaptosomalnych (Rafalowska, Ksiezak
1979). Transport cytrynianu przez blone izolowanych mitochondriéw synapto-
somalnych mimo czterokrotnie szybszego czasu maksymalnej akumulacji
tego zwigzku jest znacznie nizszy niz w mitochondriach perikarialnych.

http://rcin.org.pl



288 U. Rafalowska Nr 2

2. Zaburzenia metabolizmu cytrynianu w mozqu w warunkach niedotlenienia
hipoksyjnego

2. 1. Utlenianie cytrynianu na drodze zaleznej od cytoplazmatycznej IDH
NADP w warunkach niedoboru tlenowego

Niedotlenienie hipoksyjne zmniejsza utlenianie cytrynianu w cytoplazma-
tycznym ciagu reakeji zaleznej od IDH NADP o ok. 309%,. Wykazano, ze za
obnizenie tego utleniania odpowiedzialny jest endogenny asparaginian, ktérego
poziom spada w hipoksji o ok. 609, (Rafalowska i wsp. 1975). Spadek poziomu
asparaginianu w niedotlenieniu spowodowany jest zwiekszonym zuzyciem
tego zwiazku w cyklu mocznikowym i jego przechodzeniem do krwioobiegu.

Zastosowanie anestezji jednoczes$nie z niedotlenieniem pozwala na utrzy-
manie stezenia asparaginianu, a w konsekwencji i utleniania cytrynianu
w badanym ciagu reakecji na poziomie warunkéw normalnych.

2.2, Wplyw niedotlenienia na aktywno§¢ enzyméw metabolizujacych cy-
trynian

Niedotlenienie hipoksyjne nie wplywa na zmiane aktywnosci akonitazy,
transaminazy asparaginianowej i izocytrynianowej dehydrogenazy NADP
zaleznej i jak wykazano nie wplywa na zmiane cigzaru czasteczkowego IDH
NADP (Rafalowska 1979¢; Rafalowska, Pastuszko 1979). Wyda e sie jednak,
ze w czasie niedotlenienia czeéé mitochondrialnej IDH NADP przechodzi do
cytosolu. Wiaze si¢ to prawdopodobnie ze zmianami strukturalnymi w blonie
mitochondrialnej wywolanymi nagromadzajacymi sie w czasie niedotlenienia
wolnymi kwasami tluszczowymi.

2.3. Zaburzenia w transporcie cytrynianu i jableczanu przez blong mitochon-
driéw perikarialnych mézgu w warunkach niedotlenienia

Drastyczne obnizenie w warunkach niedotlenienia transportu cytrynianu
i jablezanu do mitochondriéw az o ok. 609, wskazuje na powstanie ostrych
zaburzen na tym etapie metabolizmu cytrynianu. Wykazano, Ze przyczyna
zahamowania moze by¢ obnizenie w warunkach niedotlenienia poziomu
dostepnych grup — SH przenoénika wymiany jablezan/Pi. W konsekwencji
zmniejszenie transportu cytrynianu moze wynika¢ z niedoboru wewnatrz-
mitochondrialnego jablezanu niezbednego do wymiany cytrynian/jablezan
(Rafalowska 1979a). Wykazano, ze w zmniejszeniu transportu moga odgrywac
pewna role zmiany stezen szeregu metabolitéw wywolane warunkami pato-
logicznymi. Metabolity te moga prawdopodobnie dziala¢ kompetycyjnie
w stosunku do cytrynianu podobnie jak obserwowano to w mitochondriach
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watroby. Pentobarbitalowa anestezja nie wywiera ,,ochronnego” wplywu
na zmiany w transporcie wywolane niedotlenieniem. Powrét do normy (re-
covery) zachodzi bardzo wolno — w czasie kilku dni.

2.4. Wplyw niedotlenienia na wlasno$ci synaptosoméw i transport cytry-
nianu do synaptosoméw i izolowanych mitochondriéw synaptosomalnych.

W stosowanym modelu niedotlenienia nie obserwowano zmian w parame-
trach energetycznych synaptosoméw. Oddychanie synaptosoméw obnizone
w obecnosei réznych substratéw oddechowych w czasie 30-minutowego
niedotlenienia szybko powracalo do normy. Réwniez przedluzenie okresu
niedotlenienia zwierzat do 60 min. powodowalo spontaniczny wzrost oddy-
chania do wartosci réwnej normie. Zwierzeta nakarmione w ogdle nie wyka-
zywaly zmian w oddychaniu w stosowanych warunkach niedotlenienia (Rafa-
towska i wsp. 1980b). Transport cytrynianu do synaptosoméw otrzymanych
z moézgu zwierzat poddanych niedotlenieniu i do izolowanych z nich mito-
chondriéw, jest zmniejszony o okolo 209, w stosunku do warunkéw normal-
nych, tzn. o 409, mniej niz w przypadku mitochondriéw perikarialnych.

WNIOSKI

1. Réwnolegle z rozkladem cytrynianu w obecnoici ATP cytrynianowej
liazy zwiazek ten jest utleniany w cytoplazmie mézgu w wyniku sekwencji
przemian, ktérych kluczowym enzymem jest izocytrynianowa dehydro-
genaza NADP zalezna.

2. Podstawowy mechanizm transportu cytrynianu przez blone mito-
chondriéw moézgu jest podobny do mechanizmu transportu tego zwiazku
w mitochondriach watroby. Specyficzne dla médzgu cechy tego transportu
wigza si¢ gléwnie z réznicami w jego kinetyce.

3. Otrzymana frakcja synaptosomalna, odznaczajaca sie¢ wyjatkowo wysoka
homogennos$cia, posiadajaca bliska réwnowagi warto§¢ wolnej energii miedzy
reakcjami utleniania i redukeji laicucha oddechowego i stanu fosforylacji
nukleotydéw adeninowych jest prawidlowym i wygodnym modelem do badan
metabolizmu zakonczen nerwowych.

4. Transport cytrynianu do mitochondriéw synaptosomalnych zachodzi w wy-
niku wymiany z jablezanem tak jak w mitochondriach perikarialnych, jednak
maksymalna akumulacja tego zwiazku w mitochondriach synaptosomalnych
jest nizsza. Blona synaptosomalna jest czynnikiem limitujacym transport cytry -
nianu do mitochondriéw synaptycznych in situ.

5. Zmiany w metabolizmie cytrynianu w mézgu, wywolane niedotlenie-
niem hipoksyjnym réznia sie wielko$cia i natezeniem, w zalezno$ci od poszcze-
gblnych typéw reakeji i ukladéw metabolicznych.
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6. Niedotlenienie hipoksyjne nie zmienia aktywno$ci i ciezaru czasteczko-
wego izocytrynianowej dehydrogenazy NADP zaleznej powodujac jedynie
cze$ciowe przemieszezenie mitochondrialnej IDH NADP do cytostolu w wy-
niku prawdopodobnie zmiany przepuszczalno$ci blony mitochondrialnej
w tych warunkach.

7. Zmniejszenie utleniania cytrynianu przy udziale IDH NADP w cyto-
solu mézgu w niedotlenieniu, wynikajace z obnizenia stezenia endogennego
asparaginianu, szybko powracajace do normy i wrazliwe na ,,ochronny”
wplyw anestezji pentobarbitalowej jest przykladem zmian lagodnych, wyni-
kajacych ze zmian w poziomach substratéw i metabolitéw regulujacych

metabolizm.

8. Drastyczne zaburzenia obserwowane w transporcie cytrynianu i jabl-
czanu do mitochondriéw w czasie niedotlenienia, zwiazane z rola grup — SH
przeno$nikéw, niewrazliwe na ,,ochronny” wplyw anestezji, powracajace do
normy dopiero po kilku dniach, wiaza si¢ prawdopodobnie ze zmianami
konformacyjnymi i (lub) ze zmianami w biosyntezie bialka przenoénikéw.

9. Wydaje sig, ze w poréwnaniu z mitochondriami perikarialnymi synapto-
somy i mitochondria synaptosomaln= sa bardziej odporne na wplyw niedoboru
tlenowego.
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