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ANNA TARASZEWSKA

OCENA ZABURZEN W TWORZENIU OSLONEK MIELINOWYCH
U KROLIKA PT NA PODSTAWIE BADAN RDZENIA
KREGOWEGO W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM

Osrodek Doswiadczalny Neurologii Poréwnawczej CMDIiK PAN, Minsk Mazowiecki

Mielinizacja wiekszo$ci struktur osrodkowego ukladu nerwowego
u krolika rozpoczyna sie po urodzeniu i postepuje w pierwszych dwoch
miesigcach zycia (Dekaban 1956; Wender i wsp. 1969; Dgmbska, Daniele-
wicz-Kotowicz 1978; Mottet i wsp. 1979). U krolika pt z dziedziczng
drzgczkg porazng badania w mikroskopie Swietlnym wykazaly mniejsze
zaawansowanie i przedluzenie czasu trwania mielinizacji we wszystkich
strukturach mézgu oraz rdzenia w poréwnaniu ze zdrowymi kroélikami
w tym samym wieku (Taraszewska, Zelman 1981). Réwniez badanie mi-
kroskopowo-elektronowe krolikow pt w wieku od 6 do 9 tygodni wyka-
zalo, ze w tym okresie w rdzeniu kregowym spotyka sie wczesne stadia
mielinizacji wlékien oraz zmiany w ostonkach mielinowych, Swiadczace
o nieprawidlowym przebiegu procesu tworzenia ostonek (Taraszew-
ska 1979).

Rdzen kregowy nalezy do najwcze$niej mielinizujgcych sie struktur
ukladu nerwowego. Pojawianie sie mieliny w powrézkach tylnych rdze-
nia stwierdzono u krélika na 2 dni przed urodzeniem, ale najwiekszy jej
przyrost wystepuje w okresie od urodzenia do 12 dnia zycia, p6ézniej przy-
rost ten zmniejsza sie i po 40 dniu zycia zawarto$¢ mieliny w danej obje-
tosei pola nie ulega zmianie (Dekaban 1956). W niniejszej pracy postano-
wiono przeprowadzi¢ badania na rdzeniu kregowym, uwzgledniajgc fakt.
ze u krélika pt pierwsze objawy kliniczne wystepuja okoto 11 dnia i w tym
czasie mozliwa jest identyfikacja zwierzat chorych, a réwnocze$nie jest
to okres najintensywniejszego tworzenia mieliny w rdzeniu. Podjete ba-
dania majg na celu morfologiczng ocene zaburzen w tworzeniu mieliny
u krolika pt ze szczegélnym uwzglednieniem ultrastrukturalnych cech
ostonek mielinowych oraz probe okreslenia dynamiki tych zaburzen przez
poréwnanie obrazu mielinizacji w okresie wezesnym z okresem pézniej-
szym, gdy u normalnych krélikéw mielinizacja powinna by¢ juz zakon-
czona.
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328 A. Taraszewska

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na krolikach pt w 2 grupach wiekowych:
grupa I — 4 kroliki badane w pierwszych dniach po wystapieniu obja-
wow klinicznych w postaci drzen calego ciala, w tym 2 kroéliki w 11,
1 w13i1l w 15 dniu zycia; grupa II — 8 krolikow pt w wieku powyzej
6 tygodni w okresie nasilonych objawow klinicznych z drzeniami i ciez-
kimi niedowladami lub porazeniami konczyn. W grupie tej byly 2 kro-
liki 7-tygodniowe, 3 8-tygodniowe i po jednym w 9, 10 i 12 tygodniu
zycia.

Material kontrolny stanowily 3 kroliki 11-dniowe oraz 3 kroliki
w wieku 8 tygodni, wszystkie klinicznie zdrowe, bez genetycznego obcig-
zenia cechg pt, hodowane w takich samych warunkach jak stado pt.

Zwierzeta usypiano wodzianem chloralu podawanym dootrzewnowo.
W narkozie otwierano klatke piersiowa i przez aorte wstepujaca wprowa-
dzano plyn utrwalajacy, zawierajacy 3,9%0 aldehyd glutarowy w buforze
fosforanowym wedlug Sorensena. Po perfuzji wyjmowano moézg i rdzen,
nastepnie wycinki z istoty bialej rdzenia przeznaczone do badania w mi-
kroskopie elektronowym utrwalano w 2% OsO,, odwadniano w alkoho-
lach i zatapiano w Eponie 812. Skrawki poélcienkie o grubosci 1 um bar-
wiono blekitem toluidyny i oglagdano w mikroskopie $wietlnym. Skrawki
ultracienkie kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem olowiu.
Zdjecia wykonywano w mikroskopie elektronowym JEM 7A i JEM 100B.

WYNIKI

Grupa I

Na poélcienkich skrawkach rdzenia 11-dniowych kroélikéw kontrolnych
stwierdzono, ze prawie wszystkie wlokna byly otoczone ostonkami mieli-
nowymi wykazujagcymi rownomierng grubo$¢ w zaleznosci od wielkosci
akson6w. Pomiedzy wildéknami ostonkowymi wystepowaly liczne mieli-
nizacyjne komorki oligodendrogleju charakteryzujace sie duzym jasnym
jadrem i nieco ciemniejszg wielobiegunows cytoplazmg z wypustkami
oraz astrocyty z jasng cytoplazmg i jagdrem, przewaznie owalnym (ryc. la).

W preparatach rdzenia krolikow pt nie bylo wyraznej roéznicy miedzy
zwierzetami 11-, 13- i 15 dniowymi. W poréwnaniu do kroélikéw kontrol-
nych stwierdzano mniejszg ilo$¢ wiokien posiadajacych ostonki mielino-
we, zwlaszcza wsréd drobnych aksonow. Aksony duze i $rednie z oston-
kami podobnej grubosci jak w kontroli byly rzadziej rozsiane, a ich
ostonki wykazywaly nier6wna barwliwos¢ z przejasniong warstwg $rod-
kowa. We widknach tej samej wielkosci, grubos¢ ostonek mielinowych
byla rézna (ryc. 1b). Komoérki glejowe byly liczne, ale oligodendrocyty
mielinizacyjne charakteryzowaly sie cytoplazmg znacznie ciemniejszg niz
u krélikow kontrolnych, czesto o utozeniu jednobiegunowym.
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£ 1

Ryc. 1. Réznica w iloci i grubo$ci ostonek mielinowych oraz wygladzie komérek
oligodendrogleju (strzalki) miedzy krélikiem kontrolnym i krélikiem pt. a. Krélik
kontrolny 1l1-dniowy. b. Kré6lik pt. 15-dniowy. a—b. Péicienkie skrawki. Blekit
toluidyny. Pow. 400 X. c. Krolik kontrolny 1l-dniowy. Aksony z jednakowymi,
dobrze wyksztalconymi oslonkami mielinowymi. Oligodendrocyt (O). Pow. 9500 X.
d. Krélik pt 15-dniowy. Widoczne aksony niezmielinizowane, otoczone wypustkami
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330 A. Taraszewska

W badaniu mikroskopowo-elektronowym krolikéw kontrolnych oston-
ki mielinowe wokot duzych i srednich aksonow byty dobrze wyksztalcone
(ryc. lc) oraz wykazywaly Scisty rowny uklad blaszek gestych i posred-
nich, ktérych liczba wahata sie w granicach 10 wokét srednich aksonow
i od kilkunastu do 20 wokot wigkszych aksonéw (ryc. 2a). Cytoplazma
wypustek oligodendrocytéw byla widoczna jedynie na wewnetrznym
i zewnetrznym obwodzie ostonek. Drobne aksony byly otoczone wypust-
kami cytoplazmatycznymi oligodendrocytow w sposob charakterystyczny
dla wezesnej fazy mielinizacji, czesto z obecnoscig kilku blaszek mieli-
nowych na zewnetrznej czesci wypustki cytoplazmatycznej. Aksony w fa-
zie przedmielinizacyjnej bez widocznego kontaktu z cytoplazmg oligo-
dendrocytow byly nieliczne i wylgcznie matego kalibru.

U krolikow pt liczba aksondéw niezmielinizowanych byla wieksza.
W odréznieniu od krélikow zdrowych rowniez duze i s$rednie aksony
u krélikéw pt czesto nie posiadaly ostonek mielinowych (ryc. 1d). Czesé
z nich byla otoczona wypustkami cytoplazmatycznymi oligodendrogleju,
jak we wstepnej fazie mielinizacji, przewaznie jednak byly widoczne roz-
nego rodzaju nieprawidlowosci. Spotykano aksony otoczone wypustkami
astrocytarnymi wytgcznie lub razem z wypustkami oligodendrocytow, lub
lezagce wolno w przestrzeni pozakomorkowej.

Wypustki mielinizacyjne oligodendrocytéow otaczaly aksony niekom-
pletnie lub niekiedy po kilka wokét pojedynczego aksonu (ryc. 2b,c).
Wytworzone ostonki mielinowe charakteryzowaly sie stabszym kontras-
tem w matych powigkszeniach, natomiast w wiekszych stwierdzano roz-

astrocytarnymi (A) oraz aksony w fazie weczesnej mielinizacji (x). Pojedynczy
akson zwyrodnialy (strzatka). W cytoplazmie oligodendrocyta (O) rozproszone wol-
ne rybosomy. Pow. 7500 X

Fig. 1. Difference in the amount and thickness of myelin sheaths and in appearance
of oligodendroglial cells (arrows) between control and pt rabbits a. 1l-day
control rabbit. b. 15-day pt rabbit. Semithin sections. Toluidine blue. X 400.
c. ll-day control rabbit. Axons with uniform, well developed myelin sheaths.
Oligodendrocyte (O). X 9500. d. 15-day pt rabbit. Unmyelinated axons are surroun-
ded by astrocytic processes (A). Some axons show early stage of myelination (x).
One degenerated axon (arrow). In cytoplasm of oligodendrocyte (O) dispersed free
ribosomes. 7500 X

Ryc. 2a. Kroé6lik kontrolny 11-dniowy. Ostonki mielinowe o $cistej strukturze blasz-
kowej. Pow. 32300 X. b. Krolik pt 15-dniowy. Drobny akson (A) otoczony wypustka
oligodendrocyta, tworzgcg jedno spiralne okrgzenie oraz dodatkowo druga szerokag
wypustka (x) zawierajgcg w cytoplazmie liczne pecherzyki. W ostonkach mielino-
wych rozluZniony, nieregularny uklad blaszek. Pow. 35400 X. c. Krolik pt 11-dnio-
wy. Cienka oslonka mielinowa z duzym mezaksonem zewnetrznym (M). Poszerzone
wypustki astrocytarne, niektéore w bezposrednim kontakcie z aksonem niezmieli-
nizowanym (strzatka). Pow. 27800 X
Fig. 2a. 11-day control rabbit. Well-compacted myelin sheaths. »X<32300. b. 15-day pt
rabbit. Small axon (A) ensheathed by one turning of oligodendroglial process and
by additional another process (x) containing numerous vesicles. Myelin sheaths
with loose and irregular lamellar arrangement. X 35400. c. 11-day pt rabbit. Thin
myelin sheath with large outer mesaxon (M). Enlarged astrocytic processes, some
of them about the unmyelinated axon (arrow). X 27800
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332 . A. Taraszewska

Ryc. 3a. Kroélik pt 15-dniowy. Rézna grubos$é ostonek mielinowych, jeden z akso-
néw (A) otoczony pojedynczymi blaszkami mielinowymi i kilkoma warstwami cy-
toplazmatycznymi. Pow. 15700 X. b. Wigksze powigkszenie z ryciny poprzedniej
wykazuje wypustke astrocytarng wnikajgca miedzy blaszki mielinowe (strzalka).
Mezakson zewnetrzny (M), widkienka glejowe (G). W sgsiedniej ostonce mielinowej
odleglosci miedzy blaszkami gestymi nieregularnie poszerzone. Pow. 53100 X
Fig. 3a. 15-day pt rabbit. Variable thickness of myelin sheaths. One of axons (A)
ensheathed by a few myelin lamellae and cytoplasmic layers. X 15700. b. Higher
magnification of previous figure shows an astrocytic process penetrating between
the myelin lamellae (arrow). Outer mesaxon (M). Gliofilaments (G). In neighbouring
myelin sheath the distance between major dense lines are irregularly expanded.
X 53100
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luzniony i nieréwny uklad blaszek mielinowych, nieregularnie poszerzone
warstwy elektronowo jasne i catlkowity lub odcinkowy brak blaszek
posrednich. Liczba blaszek mielinowych ciemnych byla mniejsza niz
w kontroli; w ostonkach wielu aksonéw sredniego i wiekszego kalibru
wynosila od 4 do 6.

W niektérych ostonkach cze$¢ blaszek gestych pozostawala rozdwo-
jona i obecne byly odcinkowe lub okrezne warstwy cytoplazmy oligoden-
drogleiu; ponadto spotykano ostonki rozwarstwione przez cytoplazme
wypustek astrocytarnych, wnikajgca miedzy blaszki mielinowe (ryc.
3a,b). Komérki oligodendrogleju u krélikow kontrolnych i pt mialy po-
dobne jadra z homogenng chromatyna, réznity sie natomiast cytoplazma.
U kroélikéw pt widoczne bylo zubozenie siatki srédplazmatycznej szorst-
kiej, zwiekszenie ilosci wolnych rozproszonych rybosoméw i rozrost blon
cytoplazmatycznych gladkich, tworzacych drobne pecherzyki i kanaly
oraz male fragmenty blaszkowatych struktur bloniastych, luzno rozsiane
w cytoplazmie (ryc. 4a,b). Obecne byly rowniez do$¢ liczne mikrotubule
Niekiedy zmiany te byly bardziej nasilone — w cytoplazmie oligoden-
drocytéw stwierdzano nagromadzenie drobnych pecherzykéw i nieregu-
larnych fragmentéw blon (ryc. 4c). U krélikéw pt oprécz zmienionych
oligodendrocytéw spotykano komoérki z cytoplazmg wypelniong kroplami
lipidowymi (ryc. 5a). Od oligodendrocytow roznily sie one wyglgdem
jadra i cytoplazmy oraz morfologicznie odpowiadaty komérkom glejowym
opisanym przez Vaughna i Petersa (1968) jako trzeci typ neurogleju.
Takie same komorki, ale bez cial tluszczowych, spotykano réwniez
u zdrowych krélikéw (ryc. 5b). U krolikow pt obserwowano ponadto
zwiekszenie liczby i przerost wypustek astrocytarnych zawierajgcych
liczne wilokienka glejowe.

Grupa 11

W mikroskopie $wietlnym u 8-tygodniowych krolikéw kontrolnych
obserwowano w rdzeniu zwarty uktad wiékien mielinowych z ostonkami
o regularnej grubosci (ryc. 6a), natomiast u krélikéw pt zaréwno 8-, jak
réwniez 10- i 12-tygodniowych ostonki mielinowe we wléknach tego sa-
mego kalibru byly nier6wne, w wiekszosci bardzo cienkie. Zageszczenie

Ryec. 4a. Krélik kontrolny 11-dniowy. Prawidlowy obraz cytoplazmy oligodendro-
cyta zawierajgcej siatke srdédplazmatyczng szorstka, polirybosomy oraz mikrotubule.
Pow. 22100 X. b. Krélik pt 11-dniowy. W cytoplazmie oligodendrocyta widoczne
wolne rozproszone rybosomy, mikrotubule, liczne struktury drobnych pecherzykoéw
i kanaléw blon $rédplazmatycznych oraz male fragmenty struktur blaszkowych
(strzatka). Pow. 30300 <. c. Krélik pt 15-dniowy. Zmiany wielopecherzykowe w cy-
toplazmie oligodendrocyta. Mikrotubule (m). Pow. 27800 X
Fig. 4a. 11-day control rabbit. Normal oligodendrocyte cytoplasm containing rough
endoplasmic reticulum, polyribosomes and microtubules. X 22100. b. 1l-day pt
rabbit. In oligodendrocyte cytoplasm are visible free dispersed ribosomes, micro-
tubules, numerous small vesicular and tubular profiles of endoplasmic membranes
and small fragments of lamellar structures (arrow). X 30300. c. 15-day pt rabbit.
Multivesicular changes in oligodendrocyte cytoplasm. Mikrotubules (m.) X 27800
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komorek glejowych bylo wieksze niz w materiale kontrolnym. Nadal
wystepowaly komorki oligodendrogleju z ciemng cytoplazmg (jak w gru-
pie I) oraz duze jasne oligodendrocyty mielinizacyjne i przerosie astro-
cyty (ryc. 6b).

: ; L2 A Lt S . T b__p"x‘

Ryc. 5a. Kr6lik pt 13-dniowy. Krople lipidowe w cytoplazmie komoérki glejowej,
ktorej jadro z gestymi skupieniami chromatyny i cytoplazma z krétkimi zbiorni-
kami siatki $rodplazmatycznej szorstkiej sg typowe dla trzeciego typu neurogleju.
Pow. 45700 <. b. Krélik kontrolny 1l1-dniowy. Podobna komoérka jak na rycinie

poprzedniej ale bez cial lipidowych. Pow. 44900 <

Fig. 5a. 13-day pt rabbit. Lipid droplets in cytoplasm of the glial cell in whose

the nucleus containing dense chromatin clumps and the cytoplasm with short

strands of rough endoplasmic reticulum are typical of Type III glial cell. X 45700.

b. 11-day control rabbit. Similar cell as in previous figure, but without cytoplasmic
lipid droplets. X 44900

9
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336 A. Taraszewska

W mikroskopie elektronowym u krélikéw pt stwierdzano takie same
zmiany, jak opisane w grupie I, z niewielkimi tylko réznicami ilogcio-
wymi. Rzadziej niz w grupie I obserwowano wiékna wykazujace wezesna
faze mielinizacji, cze$ciej natomiast spotykano aksony niezmielinizowane
otoczone przez wypustki astrocytéw (ryc. 6c). Oslonki mielinowe byty
«cienkie, o rozluznionej strukturze blaszkowej, ze zwiekszong odlegloscia
miedzy blaszkami gestymi i z zaburzonym ukladem blaszek rozwarstwio-

.
| R S
Ryc. 6a. Krolik kontrolny 8-tyg. Skrawek poélcienki. Blekit toluidyny. Pow. 400 X.
b. Krolik pt 8-tyg. Stabsza mielinizacja i zwigkszona gesto$é komérek glejowych
w poréwnaniu do ryciny a. Widoczne mlode oligodendrocyty (strzaltki). Skrawek
poéicienki. Blekit toluidyny. Pow. 400 X. c. Kro6lik pt 9-tygodniowy. W oslonkach
mielinowych rozluzniony i nieregularny uklad blaszek i powiekszone wypustki
cytoplazmatyczne wewnetrzne. Aksony niezmielinizowane (x) cze$ciowo otoczone
przez cytoplazme astrocyta (A). Pow. 30600 X<
Fig. 6a. 8-week control rabbit. Semithin section. Toluidine blue. X 400. b. 8-week
pt rabbit. Depressed myelination and increased number of glial cells as compared
to fig. a. Young oligodendrocytes are present (arrows). Semithin section. Toluidine
blue. X 400. c. 9-week pt rabbit. Myelin sheaths with loose and irregular arran-
gement of lamellae and enlarged inner cytoplasmatic tongues. Unmyelinated axons
(x) partially surrounded by astrocytic cytoplasm (A). X 30600

http://rcin.org.pl



Ultrastruktura mieliny krolika pt 3317

nych przez cytoplazme oligodendrocyta (ryc. 7a) lub przez wypustki
astrocytarne znajdujace sie wewngtrzostonkowo, czesto w bezposrednim

*
% LY &
Ryc. 7a. Krélik pt 9-tygodniowy. Fragment ostonki mielinowej, rozwarstwionej
przez cytoplazme oligodendrogleju. Odleglosci miedzy zachowanymi blaszkami ge-
stymi zwiekszone, nieréwne. Mezakson zewnetrzny (M) Pow. 73100 X. b. Krélik
kontrolny 8-tygodniowy. Zwarta prawidlowa struktura wieloblaszkowa oslonek
mielinowych. Pow. 59800 X. c¢. Krélik pt. 8-tygodniowy. Oslonka mielinowa odwar-
stwiona od aksonu przez wypustke astrocytarng (A). W sasiednim wldéknie ostonka
dosé cienka ale o prawidlowej, zwartej strukturze blaszkowej. Pow. 56400 X
Fig. 7a. 9-week pt rabbit. A portion of myelin sheath with splitting by pockets of
oligodendroglial cytoplasm. The distance between intact major dense lines are
expanded and unequal. Outer mesaxon (M). X 73100. b. 8-week control rabbit.
Multilamellar compacted normal structure of myelin sheaths. X 59800. c. 8-week
pt rabbit. The myelin sheath separated from the axon by astrocytic process (A).
In neighbouring fiber a thin sheath with normal compacted structure. X 56400
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kontakcie z aksonem (ryc. 7c). W poréwnaniu z krélikami pt 11- i 15-
dniowymi, w grupie tej cze$¢ ostonek mielinowych wykazywata bardziej
zwartg strukture blaszkowa z obecnoscig blaszek posrednich i cyklicz-
noscig blaszek gestych zblizong do mieliny u normalnych krélikéw, tj.
okolo 12,5 nm, jednak nie osiggaly one tej regularnosci struktury blasz-
kowej ani grubosci, jaka wykazywaly oslonki mielinowe u zdrowych
krolikow 8-tygodniowych (ryec. 7b). Zmiany opisane w komérkach glejo-
wych w grupie I byly widoczne réwniez u krélikow pt 7—12-tygod-
niowych.

OMOWIENIE

Nieprawidlowosci w tworzeniu oslonek mielinowych u krélika pt
w badanym materiale polegajg na: 1) zmniejszeniu liczby blaszek mieliny
i tym samym zmniejszonej grubosci oslonek w poréwnaniu z widéknami
tej samej sSrednicy u krolikéw zdrowych; 2) braku S$cistego zespolenia
blaszek mielinowych, ktore wiaze sie z zaburzeniem tworzenia blaszek po-
$rednich i z obecnoscig warstw cytoplazmatycznych w obrebie ostonek
mielinowych. Réwnoczesnie liczba zmielinizowanych aksonéw jest zmniej-
szona w porownaniu z krélikami kontrolnymi w tym samym wieku.
Stwierdzone zmiany $wiadczg zaréwno o iloSciowych, jak i jakosciowych
zaburzeniach w tworzeniu mieliny u krélika pt, ktére mozna okreslie
ogolnie jako hipomielinizacje.

Wadliwa mielinizacja oun na podlozu genetycznym znana jest u wielu
gatunkéw zwierzat, dotychczas nie byla jednak opisana u krolikow.
Z przegladu literatury dotyczacej mutantéw u myszy i innych zwierzat
z zaburzeniami mielinizacji os$rodkowego ukladu nerwowego (Hogan
1977; Baumann 1980; Baumann i wsp. 1981) wynika, ze stwierdzane
zmiany strukturalne w ostonkach mielinowych u krélika pt sg najbar-
dziej zblizone do opisywanych u myszy Quaking, u ktérych wystepuje
réwniez redukeja blaszek mielinowych i rozwarstwienie struktury blasz-
kowej przez wypustki cytoplazmatyczne (Samorajski i wsp. 1970; Berger
1971). Wydaje sie jednak, ze nasilenie tych zmian u krolika pt jest
mniejsze niz u mutanta gk. Podobnie jak u myszy Quaking réwniez
u kroélika pt wystepuje zwiekszona gesto$é¢ oligodendrocytéw w porow-
naniu z norma, co rézni oba mutanty w sposéb zasadniczy od myszy
Jimpy i Jimpy msd (Billings-Gagliardi i wsp. 1980).

Zmiany opisywane w oligodendrocytach u myszy Quaking w postaci
ziarnisto-bloniastych wakuoli w cytoplazmie i wakuolizacji wypustek
(Watanabe, Bingle 1972) nie byly jednak obserwowane w badanym ma-
teriale krélikéw pt. Oba mutanty rézni tez sposoéb dziedziczenia — rece-
sywny autosomalny u myszy Quaking i recesywny w sprzezeniu z plcig
u krélika pt.

Dziedziczenie w sprzezeniu z plcig u mutantéw z hipomielinizacjg oun
jest czeste i wystepuje u myszy Jimpy i Jimpy msd (Billings-Gagliardi
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1980), u szezuréw Wistar md (Barron i wsp. 1980), u prosigt Landrace
z wrodzonym drzeniem typu AIII (Patterson i wsp. 1972), wreszcie
u ostatnio opisanego mutanta u szczenigt rasy spaniel (Griffiths i wsp.
1981). Wszystkie te mutacje wykazujg jednak-réznice w rozleglosci, nasi-
leniu i podstawowych defektach mielinizacji, co wskazuje na raczej od-
rebny mechanizm molekularny tych zaburzen.

W tym zestawieniu réwniez krolik pt reprezentuje mutacje rézng od
dotychczas znanych mutantéw z zaburzeniami mielinizacji. Zasadnicza
roznica polega na tym, ze u krolika z dziedziczng drzgczka porazna
wystepujg zmiany neuronalne znane dotychczas jedynie z badan w mi-
kroskopie $wietlnym (Osetowska i wsp. 1975, 1976; Taraszewska, Zelman
1981). Fakt ten moze mie¢ podstawowe znaczenie w interpretacji mecha-
nizmu zaburzen mielinizacji u krélika pt. Pomimo ze niedomoga svntezy
i utrzymania ostonek mielinowych wigze sie najczesciej z nieprawidto-
wosciami komoérek oligodendrogleju, istniejg tez dane $wiadczace o tym,
ze aksony i komoérka nerwowa uczestniczg w zlozonym procesie prawi-
dlowego tworzenia mieliny (Weinberg, Spencer 1976). Czynniki odgry-
wajgce role w tym procesie sg jednak mato dotychczas poznane, a przed-
stawione w niniejszym doniesieniu badania nie upowazniaja do szerszego
analizowania tego problemu.

Zmiany w oligodendrocytach wystepujgce u kroélika pt mogg nato-
miast w jakim$ stopniu tlumaczyé¢ niedostateczne i wadliwe tworzenie
mieliny. Obserwowane na skrawkach poélcienkich i elektronogramach
komorki oligodendrogleju wykazujg mniejszy stopien dojrzalosci w po-
rownaniu do krélikow kontrolnych, co wyraza sie u krélikéw 11-dnio-
wych i starszych zwiekszeniem gestosci cytoplazmy, w ktérej wystepuje
duza ilo$¢ wolnych rozproszonych rybosoméw i drobnych pecherzykéow
bloniastych, mato natomiast wyksztatconych struktur siatki $rédplazma-
tycznej szorstkiej. Komorki te zachowujg wiec pewne cechy morfolo-
giczne glioblastéw, chociaz ich zréznicowanie w kierunku oligodendrocy-
tow jest potwierdzone obecno$cig licznych mikrotubul w cytoplazmie
i wypustkach oraz tworzeniem wypustek mielinizacyjnych. Wydaje sie,
ze- wypustki oligodendrocytéw posiadaja zdolnos¢ zapoczgtkowania
pierwszej fazy mielinizacji polegajacej na spiralnym okrezeniu aksonu,
natomiast gléwne zaburzenia dotyczg dalszych stadiow tworzenia ostonki,
w ktérych nastepuje zespalanie bton plazmatycznych wypustki oligoden-
drocyta i wytwarzanie zwartej wieloblaszkowej struktury mieliny.
W normalnym procesie mielinizacji oun zespolenie bton plazmatycznych
nastepuje prawie natychmiast w czasie okrecania sie¢ wypustki mielini-
zacyjnej woko6l aksonu i proces mielinizacji, juz rozpoczety, postepuje
bardzo szybko (Raine 1977; Webster, Sternberger 1980). Niektérzy ba-
dacze uwazaja, ze w stosunku do blaszek gestych blaszki posrednie two-
rza sie z pewnym opéznieniem (Caley, Butler 1974), stad tez ich brak
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i zwigkszona cyklicznos¢ blaszek mielinowych jest charakterystyczna dla
mieliny niedojrzatej. Uszkodzenia znajdowane u kroélika pt moga wiec
polega¢ na opodznieniu i ostabieniu dojrzewania mieliny, podobnie jak
w procesie tzw. ,zatrzymania mielinogenezy” — koncepcji przyjmowa-
nej przez niektérych autoréw dla myszy Quaking (Wisniewski, Morell
1971; Hogan 1977), a podstawowy blad moze dotyczy¢ blon plazmatycz-
nych komorki oligodendrocyta. Zmiany w cytoplazmie oligodendrocytow
Swiadczg, ze wytwarzanie prawidlowo zorganizowanych struktur blon

$rodplazmatycznych jest zakiécone.

Obecno$¢ komorek tzw. trzeciego typu neurogleju z cytoplazmg obta-
dowang kroplami lipidowymi moze wigza¢ sie ze zmianami ilosciowymi
w tworzeniu oslonek mielinowych. Komoérki te wystepujg juz u krolikow
w wieku od 11 do 15 dni, przy braku wyraznego rozpadu mieliny, stad
tez nalezy raczej sadzi¢, ze nagromadzenie lipidow w ich cytoplazmie
powstaje w nastepstwie zmniejszonego wykorzystania prekursoréw lipi-
dowych w procesie mielinogenezy.

OLIEHKA HAPYUIEHUN OBPA30OBAHUWSI MUEJIMHOBBIX OBOJIOYEK V KPOJIMKA
pt HA BA3E DJIEKTPOHHO-MUKPOCKOITHOI'O MCCJIEJOBAHU A
CITMHHOI'O MO3rA

Pe3ome

BbUIM TIPOBEAEHBI 31EKTPOHHO-MHKPOCKOIHbIE HCCNeoBaHuA 0esioro BeulecTBa CHHHHOTO
MO3ra y Kponukos pt B Bo3pacte 11, 13, 15 auneit u 7, 8, 9, 10, 12 Heenb M y 310POBBIX KPOJIMKOB
B Bo3pacte 11 nueit m 8 menens.

V KOHTPOJIbHBIX KPOJMKOB B 11 aHe XM3HM OOJBIIMHCTBO AKCOHOB MMEJIH XOPOLIO ChOPMHU-
POBaHHbIE MHEJIMHOBbIE OOOJIOYKH COOTBETCTBEHHO INEPHOAY Hambojiee HHTEHCHBHOM MHUEIMHHU-
3QIMM COMHHOIO MO3ra B MEPBLIX 2 HEAENAX MOCie POXKIEHMS, 3aTO B BO3pacTe 8 Hele/lb KOHCTa-
THPOBAHO TMOJHYIO MHUEIMHH3ALMIO BOJIOKOH.

V kposmkos pt B Bo3pacte 11—15 aueit u 7— 12 Henenb HaGM0NaIMCh 3HAYUTENBHOE YMEHb=
LIEHHE KOJIMYECTBA MUEJIN3HPOBAHHBIX BOJIOKOH B CPABHEHUH C KOHTPOJIBHBIMH KPOJIMKAMMU B COOT-
BETCTBYIOLIIEM BO3pacTe, a TAKKE HM3MEHEHUS B CTPOGHMM MHMEIMHOBBIX 000JI0YeK, KOTOpbIe 3a-
KJIOYaMCch B: 1) MeHbLIeH To/MHe 000/I04€eK B pe3y/ibTaTe yMEHbIIEHHOTO YKCJIa MHEIMHOBBIX
NJaCTHHOK HA OKOJIO TOJIOBHHY B CPABHEHMHM C KOHTPOJIbHBIM MaTepuaioMm; 2) pacciabiieHun
CTPOEHHS TUIACTHHOK B CBSI3M C YAaCTHYHO HEC(HOPMHPOBAHHBIMU MEXKYTOUHBIMH ILIACTHHKAMM;
3) OTCYTCTBHM B HEKOTOPBIX Y4aCTKaX COEAMHEHHS TYCTHIX IUIACTHHOK; 4) HAJIMYHH CJIOEB LIMTO-
N71a3MaTHYECKMX OTPOCTKOB OJIMTOJIEHAPHTOB HMJIM HEKOTJa acTPOLMTOB BHYTpH obonouex. Ko-
JIMYECTBO TJIMO3HBIX KJIETOK Obuio yBeauyeHo. KOHCTAaTHpPOBAHO NpM3HAKH MOPQOIOTrH4ecKOi
HE3PEJIOCTH ONMroAeHAPHTOB B (hopme cnabo chopmMupoBaHHON LIEPOXOBATONH Cpeaunia3MaTH-
YECKOM CETKM M YBEJIMYEHHOTO KOJIMYECTBA CBOOOAHBIX paccesiHHbIX pubOCOM; KpoMe Toro Habio-
JAJACh MHOTOMNY3bIPbKOBBIE M3MEHEHMs B MX LMTOIUIa3Me. ACTPOLUMTHI NPOSB/ISUIM PEaKTHUBHbIE
u3Menennsi. KpoMe TOro HaXOAMJIHCh KJIETKH C LMTOIIA3MOM HArPYKEHHOM JIMMUAHBIMH KarjIsaMH.
IlpencrasiieHHbIE MCCIENOBAHHS CBHIAETENbCTBYIOT 00 ociabieHHOM M HempaswiIbHOM 00pas3o-
BAHHM MHEIMHOBBIX 000JI0YEK y KpOJHMKa pt, a KOHCTATHPOBAHHbIE M3MEHEHMs YKa3bIBAIOT HA
COXpaHEHHE CTPYKTYPAJIbHON HE3PeIOCTH MHEJIHHA.
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EVALUATION OF DISTURBANCES IN MYELIN SHEATHS FORMATION
IN pt RABBIT. ELECTRON MICROSCOPIC STUDY OF SPINAL CORD

Summary

Electron microscopic study was performed on spinal cord white matter in 11,
13, 15 days old and 7—12 weeks old pt rabbits and in 11 days and 8 weeks old
normal rabbits.

In normal rabbits in 11 day of age, the majority of axons presented well
developed myelin sheaths, in accordance to the most intensive myelination period,.
and in 8 weeks old rabbits the spinal white matter was fully myelinated.

In pt rabbits 11—15 days and 7—12 weeks old the myelinated axons were:
remarkably less numerous than in the control in respective age and structural
abnormalities of myelin sheaths were present. These abnormalities included::
1) diminution of myelin sheaths thickness due to reduced number of myelin lam--
ellae about half part of that in the control; 2) loosening of lamellar arrangement
of myelin related to the partially undeveloped intraperiod lines; 3) failure of major-
dense lines in some parts of sheaths; 4) the presence of cytoplasmic sheets of
oligodendroglial and sometimes astroglial processes within myelin sheaths.

Glial cells were increased in number. In oligodendroglial cells features of
morphological immaturing appeared in the form of poorly developed rough endo-
plasmic reticulum and increased amounts of free dispersed ribosomes; moreover
multivesicular cytoplasmic changes were observed. Astrocytes exhibited reactive-
changes. Lipid-laden glial cells also occurred.

The presented results are suggestive for impaired and defective myelin sheaths
formation and indicate on persistent structural immaturity of the myelin in pt.
rabbit.
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APPLICATION OF ELECTRON IMMUNOCYTOCHEMISTRY TO THE
STUDY OF DISTRIBUTION OF MYELIN-ASSOCIATED
GLYCOPROTEIN IN THE EARLY PERIOD OF WALLERIAN
DEGENERATION IN THE OPTIC SYSTEM *

Department of Neurology, School of Medicine, Poznan

The study of central Wallerian degeneration (WD) in adult animals
makes possible an insight into the slowly progressing processes, which
precede and accompany the myelin disintegration. One of these events
is the disruption of the myelin-axonal connection. This connection is
believed to be formed and maintained with .participation of myelin-
associated glycoprotein (MAG), as was found by means of light micro-
scopy mmunocytochemistry by Sternberger et al. (1979) in oligodendroglial
cytoplasm before the beginning as well as in the initial stage of myelina-
tion. In further stages of development the immunostaining intensity
declined and, when compact myelin sheaths were formed, it was confined
to the periaxonal region.

In a pathological condition, Itoyama et al. (1980) in a light-microsco-
pic study of multiple sclerosis (MS) plaques demonstrated the occurrence
of early changes in MAG immunoreactivity in this periaxonal region,
what may indicate a pathobiochemical alteration of still morphologically
unchanged myelin-supporting cells. The importance of investigation of
very early changes in myelin in the course of central WD, which may
contribute to better understanding of the nature of the myelin-axon
interrelationship, was also stressed by Wender et al. (1979). Hence, ana-
lysis of pathological events affecting simultaneously both axons and
myelin-glial units requires the use of high-resolution microscopic tech-
niques for precise topographical localization of specific membrane anti-
gens. For these reasons, it seemed interesting to establish the morpholo-
gical pattern of MAG immunoreactivity at the ultrastructural level in

* This investigation was supported by the research grant J-05-092-N.
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the experimental condition, in which the axoplasm is rapidly breaking
down, whereas the investing myelin retains its physical structure for
a relatively longer period of time.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was performed on adult guinea pigs and rats subject-
ed to unilateral removal of the eye ball in Nembutal anesthesia. Two
and five days after the operation the animals were perfused via the
aorta with modified Karnovsky fixing solution (4.6% paraformaldehyde
and 0.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer 0.2 M, pH =+ 7.4). The optic
nerve and optic tract from the injured as well as from the intact side
were, sampled (in these animals all optic nerve fibers pass through the
chiasma to the contralateral side forming the optic tract). Most of the
sampled material was routinely embedded in paraffin. Simultaneously,
the remaining portions of the material were cut transversely with a spe-
cially designed device (razor blades attached to a handle) into very small
pieces of roughly uniform size. After short postfixation in cold fixative
and careful washing with cacodylate buffer, these sections were proces-
sed for electron immunocytochemistry. Immediately before application
of immunostaining procedures, 60 um thick paraffin sections were de-
paraffinized.

The unlabeled peroxidase-antiperoxidase (PAP) method after Stern-
berger (1979) has been used in this study. Sections were incubated se-
quentially in: 1) 3% normal goat serum in 0.5 M phosphate saline buffer
(PBS), pH 7.6 for 30 min; 2) rabbit antiserum to rat MAG diluted 1:500
to 1:1000 with paraffin sections and 1:2000 with those for ultrastructural
study; antiserum was diluted in the same PBS buffer containing 1%
normal goat serum, incubation time ranges from 30 to 90 min at room
temperature; 3) goat-antirabbit IgG, diluted 1:20 in 0.5 M Tris-saline for
30 min; 4) rabbit PAP diluted 1:100 (or 1:200 for electron microscopy)
in PBS containing 1% normal goat serum for 30 min; 5) 0.01% hydrogen
peroxidase and 0.05% 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
in 0.1 M Tris-saline buffer pH 7.6 for 6—8 min for light and 3 min for
electron microscopy. Careful washing with PBS and blotting was per-
formed between individual steps, when necessary.

Paraffin sections were then treated for 5 min with 2% buffered OsO,
and mounted in glycerol for viewing in a Zeiss microscope using diffe-
rential interference contrast (Nomarski) optics. Sections for ultrastructu-
ral study were processed routinely, beginning with 1-hour postfixation
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with 2% buffered osmium, and embedded in Epon. These sections were
cut in a Reichert ultramicrotome and photographed in a JEM 7A electron
microscope. In most cases counterstaining with lead and uranium salts
was omitted to avoid interference with the immunoreaction product.

Structures contralateral to injured ones served as morphological con-
trols. As far as immunocytochemistry is concerned, absorbed primary
antiserum was used in step 2 for control purposes, or this step was
entirely omitted.

RESULTS

Paraffin sections as viewed in Nomarski optics revealed no difference
between controls and 2 days after experimental injury. The immuno-
reaction product was scanty, but rather evenly distributed, delineating
the inner parts of myelin sheath (Fig. 1). However, on 5th day the immuno-
reaction pattern was dramatically changed. This was readily visible,
when uninjured white matter was compared with the neighbouring in-
jured optic tract (Fig. 2). In this period immunopositive structures of
different size and shape were seen unevenly distributed throughout the
entire area of the lesion. At higher magnification (Fig. 3) it seemed
justified to assume that the shape and distribution of the immunopositive
deposits corresponded to those of disintegrated myelin.

Electron microscopy provided a more detailed picture of distribution
of the immunoreaction product. On the 2nd day after operaton granular
electron dense deposits were sometimes observed in the periaxonal spa-
ces, but in most instances appeared within the compact myelin sheath
in places, where this structure had begun to split. The immunoreaction
product appeared to be strictly confined to myelin leaflets bordering
small and irregular intramyelinic clefts (Fig. 4).

On the 5th day after operation as the disintegration of myelin was
in progress, the amount of the immunoreaction product confined to
myelin had considerably increased. Within still unchanged axons it was
present in periaxonal spaces; but more often, as the myelin leaflets be-
came separated from each other or even tended to form ovoids, large
accumulation of electron-dense deposits was seen in those particular
regions of distorted myelin sheath (Fig. 5). More detailed distribution of
immunopositive deposits is visible in Figure 6. Here separated membra-
nes of disintegrated myelin are delineated by electron dense granules,
whereas the borders of larger, ovoidal clefts formed within the myelin
contain a much smaller amount of reaction product.
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Fig. 1. Optic tract, contralateral side to injured one, used as control. Scanty im-
munoreaction product delineates the inner contour of myelin sheath (arrows).
Nomarski optics. X 400

Ryc. 1. Norma — nieuszkodzone pasmo wzrokowe. Obecny w niewielkich ilosciach
produkt immunoreakcji obrysowuje wewnetrzne kontury ostonki mielinowej (strzat-
ki). Optyka Nomarskiego. Pow. 400 X

Fig. 2. Optic tract, 5 day of experiment. Irregular distribution of immunopositive
structures of different size and shape (right side). Compare with the lack of im-
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munoreactivity within neighbouring uninjured white matter (upper left). Nomarski
optics. X 400

Ryc. 2. Pasmo wzrokowe, 5 dzien doswiadczenia. Struktury wykazujgce obecnosé
produktu reakcji immunocytochemicznej o rozmaitych ksztaltach i wymiarach sa
nieregularnie rozrzucone w obrebie uszkodzonej istoty bialej (prawa strona). Réz-
nica nasilenia reakecji jest wyrazna, zwlaszcza w porownaniu z sgsiadujgcg nie-
uszkodzong istotg bialg (lewa strona). Optyka Normarskiego. Pow. 400 X

Fig. 3. Higher magnification of injured optic nerve, 5 day of experiment. The size
and distribution of immunopositive structures seem to be similar as that of myelin
sheath. Glial cytoplasm (g) and vessel walls (v) are free of reaction product. No-
marski optics. X 560
Ryc. 3. Wieksze powiekszenie uszkodzonego nerwu wzrokowego w 5 dniu doswiad-
czenia. Wielko$é i rozmieszczenie immunopozytywnych struktur wydajg sie odpo-
wiadaé znamiennemu dla oslonek mielinowych. Cytoplazma gleju (g) i $ciany na-
czyn (v) nie wykazuja obecnosci produktu reakcji. Optyka Nomarskiego. Pow.
560 X

Fig. 4. Optic nerve, 2 day of experiment. Granular electron-dense immunoreaction

product is deposited within periaxonal space of morphologically intact axon (ar-

rows). Every myelin leaflet bordering irregular intramyelinic cleft is studded with
electron-dense deposits. Unstained ultrathin section. X 52 000

Ryc. 4. Nerw wzrokowy w 2 dniu do$wiadczenia. Ziarnisty, elektronooptycznie ge-

sty produkt immunoreakcji obecny jest w przestrzeni okoloaksonalnej wiokna

osiowego bez morfologicznych cech uszkodzenia (strzalki). Kazda blaszka mielinowa

ograniczajaca nieregularne szczeliny wewnatrzostlonkowe wykazuje na swej po-

wierzchni obecnogé ziaren produktu reakcji. Skrawek ultracienki, nie kontrastowa-
ny solami olowiu i uranu. Pow. 52.000 X
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e b L ; kRl O Tl AL S
Fig. 5. Optic nerve, 5 day of experiment. Small, morphologically unchanged axon
reveals the reaction product in part of its periaxonal space (a); in the other axon (b),
reaction product is packed between individual myelin lamellae, which begin to
split and is also more heavilly accumulated in the border of larger cleft; finally,
in case of advanced destruction of myelin invested large axon (c), reaction product
is deposited in large amounts between separated myelin leaflets. Unstained ultra-
thin section. 19500 X
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DISCUSSION

Up till now only several papers dealing with the morphology of MAG
in pathological conditions have appeared. Among them there is the ex-
cellent work of Itoyama et al. (1980), who demonstrated the altered im-
munoreactivity of periaxonal MAG, preceding the myelin breakdown
around fresh plaques in multiple sclerosis (MS). The authors attribute
the decreased immunoreactivity to the loss or degradation of the MAG
molecules which are necessary to maintain the myelin integrity. On the
other hand, recently Ulrich and Heitz (1982) examining various glial
antigens in leukodystrophies found that the distribution of MAG was
suprisingly little altered within all their specimens.

Biochemically, there is some evidence of definite loss of MAG content
in the tissue subjected to autolytic changes (Mathieu et al. 1977), as well
as in the samples from MS brains or in cases of experimental Wallerian
degeneration (Mathieu 1981). Contrary to that, Wender et al. (1982) when
studying the MAG content in early stages of Wallerian degeneration in
the rabbit optic nerve by means of radioactive fucose incorporation did
not detect serious involvement of this glycoprotein in the biochemical
events occurring in this period.

The here presented data show an unusual pattern of highly immuno-
positive structutres five days after experimental injury. In an attempt
to explain this phenomenon, the high-resolution technique of localization
of antigenic sites, offered by electron microscopy was employed. How-
ever, application of the ultrastructural cytochemistry of MAG, to the
morphological study of nervous tissue arouses some technical problems.

Antibodies used in the triple-layered PAP method do not penetrate
unfixed tissue, but the fixative should preserve both the antigenicity of
membrane-associated MAG as well as the whole ultrastructure of the
myelin sheath. In this respect, concentration of glutaraldehyde seems to
be of a critical importance (van Ewijk et al. 1980). In this experiment,

Rye. 5. Nerw wzrokowy w 5 dniu do$wiadczenia. Male, niezmienione morfologicznie
wlékno osiowe wykazuje obecnosé produktu reakcji w czesSci przestrzeni okolo-
aksonalnej (a), ale nie w mielinie; w innym aksonie (b) produkt reakcji upakowany
jest miedzy blaszki mielinowe, ktére tracq juz swojg zwartosé, oraz wystepuje
w znaczniejszej iloSci na brzegu wiekszej szczeliny; zaawansowany proces zniszcze-
nia ostonki mielinowej otaczajgcej duzych rozmiaré4w akson (c); produkt reakcji
odklada sie w znacznej ilo$ci miedzy rozdzielonymi blaszkami mieliny. Skrawek
ultracienki, niekontrastowany olowiu i uranu. Pow. 19500 X

Fig. 6. Optic nerve, 5 day of experiment. Separated myelin leaflets are studded
with granular reaction product. These deposits have appeared neither in the lumen
of larger, ovoidal intramyelinic cleft (arrow), nor in connection with other mem-
. braneous structures. Unstained ultrahin section. 40500 X
Ryc. 6. Nerw wzrokowy w 5 dniu doswiadczenia. Produkt reakcji powigzany jest
wylaeznie z oddzielonymi od siebie blonami mielinowymi. Nie wystepuje ani
w $wietle duzej, wewngtrzmielinowej owoidalnej szczeliny, ani tez w powigzaniu
z niemielinowymi strukturami bloniastymi. Skrawek ultracienki, niekontrastowany
solami olowiu i uranu. Pow. 40500 X
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for the sake of better preservation of the ultrastructure, a somewhat
higher (0.5%) then that generally recommended concentration of gluta-
raldehyde was used. And, although Sternberger et al. (1978) stress the
superiority of fixatives containing saturated HgCl, for immunocytoche-
mical purposes, the fixative used in the present study makes possible
immunocytochemical localization concomitant with adequate preserva-
tion of ultrastructure. The latter point is of great importance in view
of Novikoff’s (1980) remark: “in vivo enzyme sites and location of re-
action product could coincide only in well preserved cells” — what seems
to be equally valid for immunocytochemistry.

Application of the pre-embedding unlabeled PAP method to the study
of central nervous tissues has also offered some advantages. Generally,
its high sensivity allows to use high dilutions of primary antiserum and
to avoid in this way non-specific staining. Although false negative re-
sults may occur in some circumstances, positive staining can be safely
accepted (Eng, Bigbee 1978). Specifically, the structure of myelin itself
restricts the orientation of molecules of PAP-antibodies giving a resolu-
tion which is for below the theoretically estimated values (Sternber-
ger 1979).

Bearing all this in mind it may be assumed that the presence of the
immunoreaction product within slowly degenerated myelin sheaths can
by no means be recognized as artifactual. On the 2nd day after injury
the immunoreaction product is present in some small intramyelinic
clefts, which are beyond the resolution power of light microscopy tech-
niques. As the extent of myelin disruption progresses, on the 5th day,
the reaction product becomes visible in larger areas of the myelin sheath
betweén separated myelin lamellae. This may be detected in paraffin
sections as irregular immunopositive structures. At the same time, im-
munoreactivity being connected in intact myelinated axons with peri-
axonal spaces becomes no longer visible, what may be interpreted as
a consequence of early axonal changes leading to structural modification
of periaxonal membranes. As the axonal damage in Wallerian degenera-
tion is not uniformly distributed and starts usually from axons of larger
sizes (Goncerzewicz 1982), on the 5th day of experiment the spectrum of
changes of various intensity from negligible to far advanced appeared
simulaneously. This led to irregular distribution of immunopositive
structures as seen in light microscopic pictures.

The appearance of the immunoreaction product within as yet com-
pact myelin may be explained as a consequence of the exposure of anti-
genic determinants of myelin membranes, caused by an opening of my-
elin-associated extracellular compartments. But the process of physico-
chemical degradation of myelin ovoids is known to progress very slowly,
and that is why individual myelin membranes retain their antigenic pro-
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perties for a time. In these particular conditions the highly sensitive
PAP method reveals a great number of MAG antigenic determinants as
an intensive deposition of the immunoreaction product in this early stage
of myelin injury.

*

Acknowledgement: The primary antibody was kindly donated by
Dr. Nancy Sternberger.

ZASTOSOWANIE IMMUNOCYTOCHEMII ULTRASTRUKTURALNEJ DO BADAN
LOKALIZACJI WYSOKOCZASTECZKOWEJ GLIKOPROTEINY MIELINY (MAG)
WE WCZESNYM OKRESIE ZWYRODNIENIA WALLERA
W UKLADZIE WZROKOWYM

Streszczenie

Badano zmiany morfologicznej lokalizacji wysokoczasteczkowej glikoproteiny
mieliny (MAG), odgrywajgcej wazng role w utrzymywaniu polgczenia miedzy
wloknem osiowym a ostonka mielinowg w przebiegu osrodkowego zwyrodnienia
Wallera. Zastosowang technike nieznakowanych przeciwcial przeciwko peroksy-
dazie (PAP) z powodzeniem zaadaptowano do badan ultrastrukturalnych. Podjeto
probe wyjasnienia faktu pojawienia sie duzej liczby nieregularnie rozmieszczonych
struktur wykazujgcych dodatnig reakcje immunochemiczng w 5 dniu doswiadczal-
nego schorzenia. Okazalo sie, ze produkt reakcji powigzany jest z blonami mieli-
nowymi ograniczajgcymi wewnatrzoslonkowe szczeliny, ktérych liczba wzrastata
w miare postepu zmian degeneracyjnych ostonki. Tempo tych zmian bylo jednak
wolniejsze niz w przypadku blon otaczajacych przestrzen okoloaksonalng i jest
prawdopodobne, ze przynajmniej we wezesnym okresie zmiany te nie prowadzg
do utraty wlasnosci antygenowych blaszek mielinowych umiejscowionych w czesci
wewnetrznej degenerujgcej oslonki.

Dyskutowano takze techniczne asepkty wprowadzenia wysoce swoistej i czulej
metody wykrywajacej lokalizacje antygenéw tkankowych do badan na poziomie
podkomérkowym.

TMPUMEHEHUE VJIBTPACTPYKTYPHOM UMMYHOXVUMUU AJIST UCCIIEJJOBAHUN
JIOKAJIM3ALIMU BbICOKOMOJIEKVYJISAPHOI'O I'NTFOKOIMPOTEN/JIA MUEJIMHA (MAG)
B PAHHEM TIEPMO/IE BAJIJIEPOBCKOM JEIEHEPALIMU
B 3PUTEJIBHOM CUCTEME

Pe3iome

UccnenoBaHo wu3MeHeHUsi MOP(OJIOryyecKkoi JIOKaIM3aLUMKU  BbICOKOMOJIEKYJISPHOIO TJIIO-
konporenna MueauHa (MAG): urparoniero BaxHylo poJlb B COXPAHEHHM CBSI3H MEXIY aKCOHOM
M MHUEJHHOBOM 0OOJIOMKON B TEYEHHE LEHTPAJIbHON BAaJJIEPOBCKOH aereHepaumu. [lns yabTpa-
CTPYKTYPHBbIX MCCNEIOBaHMi Obula YCHEIIHO NPHCHOCOOeHAa TEXHMKA HEMAPKMPOBAHHBIX AHTH-
Ten npotus nepokcuaassl (PAP). ABTOp NpeAnpuHsI TONBITKY BbIACHUTH (GakT nossienus 601b-
IIOTO YMCJIA HEPEryJisipHO Pa3MEIIEHHBIX CTPYKTYP NPOSBIAIOIIMX IOJOXKATENbHYIO HMMYHO-
XMMHYECKYIO PEaKLMI0 Ha 5 JHe 3KcnepameHTaspHOro 3aboseBanus. Oka3anoch, 4TO NPOAYKT
peakiLuu CBS3aH C MHEIMHOBEIMHM 060JI0YKAMH OTIPAHMYMBAIOLIMMH BHYTPHOOOIOYKOBLIE 1UEIH,
KOTOPBIX YHCJIO BO3PACTANO MO Mepe Mporpecca JereHepaTHBHBIX W3MeHeHHui 060m04ku. Oanaxo.
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TEMIT ITHX W3MEHEHHH Obln GoJiee MeUICHEH, YeM B cilyyae 060JI04eK OKDPYXAIOUIHX OKOJIOAKCHO
HaJIbHOE NPOCTPaHCTBO. KakeTcss BEPOATHBIM, 4TO [0 KpaiHel Mepe B PAHHEM IEPHOJE 3TH H3Me-
HEHUsSl HE BEAYT K MOTEPe AHTHUTEHHBIX CBONWCTB MHEJHHOBBIX IIACTHHOK JIOKAJH3MPOBAHHBIX BO
BHYTPEHHEH 4aCTH N€reHepUpPOBaHHON 060510uKkH. OGCYKIEHO TEXHHYECKHE ACTIEKTHI IIPHMEHEHHS
OYEeHb OPUIMHAJILHOTO M YyBCTBHTEJIBHOIO METONA JIOKA/IM3aLMH TKAHEBBIX AHTHIEHOB B MCCIie-
OBAHUAX HA CYOKJIETOYHOM YPOBHE.

10.

11,
12.

13.
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EFFECT OF A FATTY ACID ENRICHED DIET ON MYELIN
LIPIDS OF THE DEVELOPING RAT BRAIN *

Department of Neurology, School of Medicine, Poznan

The myelin sheath of the nervous tissue is a structure that is highly
sensitive to various exogenous factors acting during the ontogenetic de-
velopment. Alimentary deficiencies constituting one of such factors
(Smith, Benjamins 1977). Feeding of an abnormal composition of the
diet or a generally deficient one during early stages of myelinogenesis
results in both qualitative and quantitative changes in the myelin (Dob-
bing 1968). Alterations in the lipid content, mainly the lack of essential
fatty acids of the linoleic and linolenic family caused not only a delayed
maturation of the brain but also irreversible changes in various cerebral
structures (White et al. 1971; Wiggins et al. 1976). In our own publica-
tions (Wender et al. 1982, 1983) we have presented the effects of a fatty
acid deficient diet on cerebral lipids and on the fatty acid composition
of myelin lipids. In the herewith presented study we are dealing with
a reverse situation i.e. with the effect of a fat enriched diet fed to rats
during their ontogenic development on cerebral myelin lipids. To our
knowledge this very problem has not been investigated sc far.

MATERIAL AND METHODS

Wistar rats served as the experimental animals. Pregnant rats were
divided into two groups, the experimental group being fed with a diet
containing 15% of rape seed oil and the control one with a diet contain-
ing only 2% of rape seed oil as the only fat component. The composi-
tion of both diets is shown in table 1.

The artificial diet was fed to the pregnant mothers, starting 6 days
before the expected delivery, to the feeding mothers and to their pro-
geny throughout the whole postnatal period under investigation. Both
the so composed food and water were available ad libitum.

* The investigations were supported by Research Agreement No. 10.4.06.3.2.
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The experimental animals were killed at the age of 21, 30 and 60 days
postnatal. Each age group of animals, both of control and experimental
. ones, was made up of 6 rats of either sex.

Biochemical methods. The myelin fraction was isolated according to
the method of Norton and Poduslo (1973). The brain homogenates were
layered on top of a discontinuous sucrose gradient (0.32 M and 0.85 M,
p H 7.0) and centrifuged in horizontal rotor. The crude myelin fraction
was then dispersed in distilled water and sedimented at 70 000 g for
20 min. The washing procedure was repeated 3 times.

The myelin lipids were extracted according to the method of Folch-
Pi et al. (1957) and the extracted total lipids were then separated by
means of column and thin-layer chromatography (TLC). Cerebrosides,
sulfatides and cholesterol were separated according to the method of
Svennerholm (1964). Quantitation of cholesterol from TLC plates was
accomplished with the method of Sperry and Webb (1950), and the con-
tent of cerebrosides and sulfatides by means of the method described by
Radin et al. (1955). Phospholipids were separated by means of bidimen-
sional TLC according to Singh et al. (1971), and quantitated on the basis
of the phosphorus content of the individual phospholipid fractions, that
was determined according to the method of Bartlett (1958).

The obtained results were evaluated statistically by means of the
Student’s “t” test.

Table 1. Composition of diets
Tabela 1. Skiad diet

Control  Experimental
Kontrolna Doswiadczalna
Sucrose 20% 20%
Sacharoza
Wheat flower 58% 40%
Maka pszenna
Caseine 10% 15%
Kazeina
Rape seed oil 2% 15%
Olej rzepakowy
Potato starch 4% 4%
Maczka kartoflana
Sodium chloride 2% 2%
Chlorek sodu
Choline chloride 1% 1%
Chlorek choliny
Vitamins (Biovit) 3% 3%

Witaminy (preparat Biovit)
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RESULTS

On comparison of results obtained in the control and experimental
groups it appeared that animals maintained on a lipid enriched diet over
a period ranging from the last week of intrauterine life till sacrifice de-
velop a myelin differing only slightly with respect to its lipid composi-
tion from the myelin obtained from control animals. In the development-
al period at which the most intense myelination take place (21 day
postnatal) the myelin fraction was appreciably enriched in cholesterol
and plasmalogen, yet the content of cholesteryl esters as well as that of
lysophosphatidylcholine was only one half that of the control myelin.
The myelin fraction obtained from the experimental group of rats and
investigated after completion of the active phase of myelinogenesis show-
ed elevated contents of several lipid species cholesteryl esters, sulfati-
des, phosphatidylserine plus phosphatidylinositide, phosphatidylethano-
lamine and plasmalogens). These results are presented in table 2.

Table 3 presents results of the myelin lipid composition that is ex-
pressed in percentages of the individual lipid species constituting myelin
lipids. It appears that similarly as when expressed in absolute values,
feeding of a high fat diet did not influence appreciably the percent lipid
composition of central myelin. In the youngest group of rats (21 day old)
significant differences between the control and experimental group were
seen only in the percent content of cholesterol and plasmalogens (in-
crease) as well as in cholesteryl esters and lysophosphatidylcholine
(decrease).

In the next group of 30 day animals cerebrosides showed decreased
percentages, whereas phosphatidylcholine a comparable increase of the
percent contributions. The myelin fraction of rats fed the lipid rich diet
till the age of 60 days was enriched in cholesteryl esters, sulfatides,
des, phosphatidylserine plus phosphatidylinositide and plasmalogens, but
showed decreased percentages of lysophosphatidylcholine.

DISCUSSION

In the presented study we are dealing with a qualitatively abnormal
alimentary model, in which the experimental animals were maintained
on a diet with an undue, high proportion of rape seed oil fats that lead
to a substantial increase of fatty acid supply. The experimental diet was
fed over a period ranging from the last week of intrauterine life till the
death of the animal.

In spite of the undue load of ingested fat the myelin fraction was
only slightly affected in its lipid composition. In the early period of
myelinogenesis occurring under conditions of the high fat intake the
myelin fraction appeared enriched in total lipids in about 20%, the two
main myelin lipid constituents i.e. cholesterol and plasmalogens showing
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Tablz 2. Composition of cerebral myelin lipids from rats maintained on a fat enriched diet (results expressed in mg/g of myelin wet weight)

Tabela 2. Skiad lipidow moézgowej mieliny u szczuroéw rozwijajacych si¢ na diecie wzbogaconej w lipidy (w mg/g Swiezej mieliny)

Cholesterol
Cholesterol
Cholesteryl esters
Estry cholesterolu
Total galactolipids
Catkowite galaktolipidy
Cerebrosides
Cerebrozydy
Sulfatides

Sulfatydy

21 day rats 30 day rats 60 day rats
Zwierzeta 21 dniowe Zwierzgta 30 dniowe Zwierzgta 60 dniowe
Control diet Experimental Control diet Experimental Control diet Experimental
diet diet diet
Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta
kontrolna doswiadczalna kontrolna doswiadczalna kontrolna doswiadczalna
7.3+-0.41 11.9-+-0.61 16.24-1.45 16.8 +1.11 13.810.94 17.4 -1.38
0.6--0.05 0.340.04 0.3+0.05 0.3+0.04 0.1--0.06 0.4£0.08
11.74+1.02 13.940.37 21.84+-0.50 20.6-4-0.88 12.6 +-0.69 16.8 -0.95
8.6+-0.81 10.24-0.45 16.94-0.47 15.94-0.39 10.14-0.57 12.8+-0.43
2.5+0.37 4.0 1-0.54

3,1+£040 373 %?tp //rCIn of 991 f9 4.8+0.75
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Total phospholipids
Catkowite fosfolipidy
Sphingomyelins
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine + Phosphati-
dylinositide
Fosfatydyloseryna + Fosfatydylo-
inozytol
Phosphatidylethanol>mine
Fosfatydyloetanoloamina
Plasmalogens
Plazmalogeny

Number of animals in each groupie

Liczba zwierzat w kazdej grupie

28.8+-0.73

1.9+£0.15

9.4+0.63

1.1+0.14

3.1+0.19

4.5+0.41

Significant differences underlined

18.0+-0.97 22.2+0.98 25.84-0.80
1.6+-0.19 1.54-0.19 2.0+0.15
6.1+0.44 7.84+0.97 7.51-0.44
1.34+0.15 0.7 +-0.08 1.240.15
1.4+0.29 1.44-0.24 2.5+0.28
2.94-0.37 3.94+0.43 4.2+0.32
3.7-+0.37 5.8-£0.75 7.740.39

— 6 Mean + S.E.

— 6 Srednia - S.E.

Roéznice statystycznie istotne pogrubiono
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22.610.93

2.3+0.09

6.24-0.49

2.11+0.25

2.14+0.23

2.5+0.16

5.4+0.31

33.910.96

2.9+0.62

8.440.76

2.110.38

4.6+0.36

5.2+0.78

8.6-+-0.76
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Table 3. Composition of the cerebral myelin fraction from rats maintained on a fat enriched diet (in % of total lipids)

Tabela 3. Sktad lipidow mézgowej mieliny u szczuréw rozwijajacych sig na diecie wzbogaconej w lipidy (w % catkowitych lipidow)

Cholesterol
Cholesterol
Cholesterol esters
Estry cholesterolu
Total galactolipids
Catkowite galaktolipidy
Cerebrosides
Cerebrozydy
Sulfatides

Sulfatydy

Total phospholipids
Calkowite fosfolipidy

21 day rats

30 day rats

Zwierzgta 21 dniowe Zwierzeta 30 dniowe
Control diet Experimental Coatrol diet Experimental

diet diet

Dieta kontrolna -  Dieta Dieta kontrolna Dieta

21.5+-14

1.8 0.3

31.9:£1.6

23.0+1.0

8.84+0.9

44.8+2.1

doswiadczalna

26.0 1.3 283424
0.5--0.1 0.4-+0.1
30.4+1.5 33:7+2.1
219417 26.6-+-2.1
8.6+1.0 714038

43.0-+ ]'F,ttp ‘//rcin 81’@?%

doswiadczalna

2157419

13 +0.5

42.2-+1.5

60 day rats
Zwierzeta 60 dniowe
Control diet Experimental
diet
Dieta kontrolna Dieta
doswiadczalna

24423 24814
0.3-0.04 0.5+0.05
293410 25.5+24
21.24+1.3 1924-1.9
4.0 -1.0 7.0--0.9
50.0+1.7 49415
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Sphingomyelins 4.04+0.6
Sfingomieliny

Phosphatidylcholine 153414
Fosfatydylocholina

Lysophosphatidylcholine 3.2102
Lizofosfatydylocholina

Phosphatidylserine -+

Phosphatidylinositide 32104
Fosfatydyloseryna +

Fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanoloamine T:5=+1.1
Fosfatydyloetanoloamina

Plasmalogens 9.0+0.6
Plazmalogeny

Unidentified 2.740.5
Niezidentyfikowane

Number of animals in each group — 6

Liczba zwierzat w kazdej grupie — 6

2.7+1.0 2.8+0.2 3.0+0.3
15.0+0.8 10.8 -0.7 14.5+-0.8
1.4+0.1 1.7+£0.2 1.840.1
2.8+0.2 3.6+-04 4.8+0.3
7.64+-0.4 6.340.3 64104
11.34+-0.6 11.24+0.5 12.34-0.5
2.240.3 1.240.3 1.4+0.1
Mean + S.E. Significant differences underlined

Srednia + S.E.

Roéznice statystycznie istotne podkreslono
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significant increases. The galactolipid content remained unaffected by
the applied dietary regime, although the developmental increase of that
lipid fraction is reckoned as the basic chemical exponent of progressing
myelinogenesis (Cuzner, Davison 1968; Norton, Poduslo 1973; Adamcze-
wska 1978). Hence, we should assume that an increased supply of fatty
acids in the diet does not enhance the process of chemical maturation of
the lipid portion of the myelin sheath.

In adult animals, i.e. after completion of the active phase of myelino-
genesis the content of total lipids was about 30% higher than controls.
The total galactolipids, sulfatides as well as some phospholipids demon-
strating significantly elevated contents in comparison to the control, age
matched myelin fraction.

The results thus have shown that the overdue chronic intake of fat
brings about an overoll (20—30%0) overloading of the myelin membrane
by its lipid components, the contribution of individual classes being age
dependent.

However, since the myelin lipid spectrum (tab. 3) i.e. the proportions
of the individual lipids constituting the myelin membrane showed only
minor negligible changes we are not entitled to resume that chronic
ingestion of a fat enriched diet over the whole ontogenic developmental
period leads to formation of a chronically aberrant myelin.

Our earlier study (Wender et al. 1982, 1983) has shown that a fatty
acid deficiency happened to affect the developing myelin membrane of
the rat severely, causing a drastic reduction of the content of all basic
myelin lipids. On comparison of the herewith presented results with
those mentioned last (Wender et al. 1982, 1983) it could appear that
a proper development of a highly specialized structure such as the mye-
lin membrane, is very sensitive to changes in the dietary fatty acid
supply when occurring during the development of the brain. However,
it appears that only a fatty acid deficient diet leads to the formation of
a chemically aberrant myelin.

CONCLUSIONS

1. Rats maintained during their ontogenic development on a fat en-
riched diet develop a myelin membrane that is slightly overloaded with
lipid components.

2. During the early stage of myelinogenesis the overmaturation with
lipids amounts to about 20%, with cholesterol and plasmalogens showing
significantly increased contents.

3. The myelin fraction obtained from adult rats is still overloaded
with lipids, the overload amounting to 30%, with sulfatides, plasmalo-
gens, inositide, serine, and ethanolamine phosphatides showing signifi-
cantly increased concentrations.
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4. The lipid spectrum of the lipid enriched myelin, i.e. the propor-
tions of individual lipids furnishing the myelin membrane remains essen-
tially unaltered, hence feeding of a fat supplemented diet does not result
in formation of a chemically aberrant myelin membrane.

5. Comparison with results obtained in rats maintained on a fat de-
ficient diet indicates that the process of myelinogenesis is sensitive to
both an overdue and undue supply of fatty acids in the diet but fatty
acid deficiency only to formation of a chemically aberrant myelin mem-
brane.

WPLYW DIETY WZBOGACONEJ W KWASY TLUSZCZOWE NA LIPIDY
MIELINY ROZWIJAJACEGO SIE MOZGU SZCZURA

Streszczenie

Badano obraz lipidow mieliny szczuréw utrzymywanych na diecie wzbogaconej
w kwasy tluszczowe w koncowym okresie zycia plodowego oraz podczas calego
zycia pozaplodowego. Wyniki badan doprowadzily do nastepujacych wnioskéw:
szczury utrzymywane w czasie rozwoju ontogenetycznego na diecie wzbogaconej
w kwasy tluszczowe, we wczesnym okresie mielinogenezy wytwarzajq mieline lek-
ko przeladowang w skladniki lipidowe, szczegélnie w cholesterol i plazmalogeny.
Przeladowanie lipidami oslonki mielinowej utrzymuje sie réwniez u zwierzat
dojrzalych, poniewaz jednak proporcje poszczegélnych skladnikéw mieliny nie sg
zmienione w sposéb istotny, nie mozna przyjaé, ze dieta wzbogacona w tluszcze
prowadzi do wytwarzania chemicznie nieprawidlowej blony mielinowej.

Poréwnanie uzyskanych wynikéw z badaniami wplywu diety beztluszczowej
wskazuje, ze proces mielinogenezy jest wrazliwy zaré6wno na nadmiar, jak i na
niedobér kwaséw tluszczowych w diecie, ale jedynie dieta niedoborowa prowadzi
do wytwarzania chemicznie nieprawidlowej mieliny.

BJIUSIHUE JIMETbl OBOTAIIEHHOWM JXUPHBIMU KUCJIOTAMMW HA JIAIIU/IbI
MUEJIMHA PA3BUBAIOUMEIOCS IOJIOBHOI'O MO3I'A KPbICHI

Pe3ome

ABTOpPbI MCC/IEIOBATM KAPTHHY JIMIIMAOB MHEJIMHA KPbIC KOPMJIEHHBIX JMETOH 0OorameHHoit
JKHPHBIMA KHCJIOTAMH B KOHEYHOM Meproe IMOPHOHAIbLHON KU3HU M BO BpeMs Beeit BHeIMOpPHO-
HABHOMN KU3HK. Pe3yabTaThl HCC/IEA0BAHMM IPUBE/IHK K CIIE/IYIOIMM BBIBOIAM: KPBICBI KOPMJIEH-
HBIE BO BPEMS OHTOr€HETHYECKOTO PA3BHTHS IMETOH O0OOralieHHOM XUPHBIMH KHCIOTAMH B PaH-
HEM TIEpPHOJie MHEIMHOTEeHEe3a 06Pa3yIOT MUEJIMH JIETKO NePerpyKeHHbIH JHNHIHBIMHA 3JIEMEHTaMH,
0COOEHHO XOJIECTEPHHOM M Tia3maloreHamu. IleperpykeHue JTHNHIAMH MHEIHHOBOM 060m04KH
yIEPKMBAETCS TAKKE Y 3PEJIBIX KUBOTHBIX, HO TaK Kak MPONOPIUMA OTAEIbHBIX COCTABHbLIX YacTei
MHETHHA He W3MEHEHBI CYIIECTBEHHO, HeNb3si TPHHATH, YTO JAMeTa OOOTAIleHHas KHPAMH BEAET
K 00pa3oBaHMIO HENPABHIBHOW B XMMHYECKOM OTHOILICHHH MMEIHMHOBOH 0060104YKHM.

ConocTapiieHHe TONYYeHHBIX Pe3yJIbTATOB C HMCCIEAOBAHUSMM BIMsSHHSA O€3/KHPOBOH IHETHI
yKa3BIBaeT, YTO NMPOLECC MHUEIHHOTEHEe3a YyBCTBATENIEH KaK K MU36bITKY, TaK M K HENOCTATKY KHD-
HBIX KHCAOT. TONMBKO HH3KOKAYECTBEHHAS AMETa BeleT K OOpa30BaHMIO XHMHYECKH HENpaBHIb-
HOTO MHMEJIMHA.
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ZORAWSKI

FATTY ACID COMPOSITION OF MYELIN LIPIDS
IN DEVELOPING RATS KEPT ON A FAT DEFICIENT DIET *

Department of Neurology, Academy of Medicine, Poznan

Myelination of nerve fibers, one of the basic developmental event
in the central and peripheral nervous system is a process which is strict-
ly determned by the genom of cells generating the myelin sheath.
However, in spite of this genetical determination, the precess of myelino-
genesis may be seriously affected by external factors, such as a quan-
titatively or qualitatively deficient diet. For a recent review of this
subject the readers are referred to Smith and Benjamins (1977).

From our own observations made in an earlier study, it appeared
that the maintenance of pregnant rats and of their offsprings on a lipid
deprived diet results in a reduction of all basic myelin lipids, the deficit
growing continuously with advancing postnatal age (Wender et al. 1983).
In the herewith presented paper we are dealing with the effects of feed-
ing a fat deficient diet on the fatty acid spectrum of myelin lipids. We
were interested in the effects brought about by a long lasting fat defi-
ciency ranging from the late stage of intrauterine life throughout the
whole postnatal development till maturity. It was our aim to find out,
whether under these experimental conditions the animals will develop
some adaptative processes that would be able to normalize the fatty
acid spectrum of myelin lipids, or whether the chemical aberation would
persist.

MATERIAL AND METHODS

Wistar rats served as the experimental animals. The pregnant animals
were divided into two groups, one the experimental groups was fed
with an artificially composed diet containing 0.2% rape seed oil, and
the other one, serving as the control group was fed with the same diet
supplemented with 2% rape seed oil. The formula of the experimental
diets is presented in table 1, and the mean percent composition of fatty

;Supp;)rted by the Research Grant 10.4.06.3.2. of Polish Academy of Sciences.
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364 M. Wender et al.

acids in rape seed oil used in the table 2. The experimental diets were
fed to both groups of pregnant rats starting 6 days before the expected
delivery and then continued as the only source of food for both the
nursing mothers and their offsprings, over the whole postnatal period.
The nourishing mixture as well as drinking water were available ad
libitum. The animals were killed at various stages of their postnatal
life i.e. at the age of 60, 90 and 180 days. Each experimental and control
group consisted of 6 rats.

Table 1. Formula of the experimental diets
Tabela 1. Zestawienie diety

Control fat supplemented diet Expenmental fat deficient diet
Norma Dieta
Sucrose 700 g 2772 kcal/kg 700 g 2772 kcal/kg
Sacharoza :
Cellulose 40 g 40 g
Celuloza
Caseine 200 g 800 kcal/kg 200 g 800 kcal/kg
Kazeina i
Vitamin prep. ,,Biovit” 30 g 30 g
Biovit
Sodium chloride 20 g 20 g
Chlorek sodowy >
Choline chloride 10 g 10 g
Chlorek choliny s
Rape seed oil 20g 180 kcal/kg 12 g 10.8 kcal/kg
Olej rzepakowy
3752 keal/kg 3582.8 keal/kg
NDP cal% = 154 NDP cal% = 15.3

Biochemical procedure. The myelin fraction was isolated by means
of differential centrifugation of the cerebral homogenate in a discon-
tinuous surcrose gradient (0.32 and 0.85 M, pH 7.0) essentially according to
Norton and Poduslo (1973). The isolated myelin fraction was washed
three times with distilled water, each washing procedure being followed
by centrifugation at 75000 X g for 20 min. The final sediment was then
dried in wvacuo to constant weight. The purity of the obtained myelin
fraction was characterized by means of electron microscopy. The myelin
fraction isolated from age matched normal rats served as the control
material. Total lipids of the myelin fractions were extracted by means
of the procedure described by Folch-Pi et al. (1975) and then further
separated by means of combined column and thin layer chromatography
as described in our publication (Wender et al. 1978).

The myelin lipids were subjected to methanolysis by means of an-
hydrous methanol acidified with hydrochloric acid (4%). The resulting
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methyl esters of fatty acids were extracted with hexane and the extracts
processed further as described by Kishimoto and Radin (1965). The fatty
acyl methyl esters thus obtained were separated by means of gas-liquid
chromatography on the Pye 104 gas chromatograph equipped with a fla-
me ionizing detector. The column were packed with 15% diethylene-
-glycol-succinate (DEGS) adsorbed on gas-chrom G 100/120 mesh. Col-
umn temperature 280°C with Argon as the carrier gas. Gas flow
30 ml/min.

Table 2. Fatty acid composition of rape seed oil (in rel. %)
Tabela 2. Sktad procentowy kwasow ttuszczowych oleju rzepakowego

16:0 2.5
16: 1 0.1
18:0 0.6
18 :1 10.8
182 112:3
18::3 72
20:0 0.2
20:1 6.2
20.: 2 0.5
220 0.3
22:: 1 579
unidentified 1.4

|

niezidentyfikowane |

The fatty acids were identified by comparison of the respective peaks

of experimental chromatograms with those corresponding to a mixture

of standard fatty acyl methyl esters (Applied Sciences Laboratory). The

chromatograms were quantitated by computing the areas of the respec-

tive peaks from the retention times and heights of these peaks. The

results were expressed in relative percentages.

Histological techniques. Celloidine embedded sections were stained

using the methods of Woelcke, Nissl, H-E and those embedded in paraf-
fin, with the methods of Kanzler, Nissl and Kliuver-Barrera.

RESULTS

The comparison of results obtained in the control and in the experi-
mental groups has shown that animals maintained on a fat deficient diet
over a period ranging from the last week of intrauterine life till their
sacrifice develop a myelin significantly altered in the fatty acids com-
position of the main lipid constituents.

All phospholipid fractions (phosphatidylcholine, phosphatidylethano-
lamine, sphingomyelin and plasmalogen) as well as both glycolipids
(cerebrosides and sulfatides) demonstrated a marked decrease of the
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Table 3. Effect of fatty acids deficiency in diet on composition of fatty acids in phosphatidylcholine of the cerebral myelin of rats during development

(in rel. %)

Tabela 3. Wplyw niedoboru kwasow tluszczowych w diecie na sktad kwasow ttuszczowych fosfatydylocholiny méozgowej mieliny szczurow w czasie §
rozwoju (w %)
Fatty acids 60 days — dni 90 days — dni s 180 days — dni
Kwasy thuszczowe control experimental control experimental control experimental
kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie
14:0 1.0+0.1 0.44-0.1 0.740.1 0.6--0.1 0.44-0.04 1.140.2
16 : 0 17.0+1.5 13.74-2.6 27.74-2.1 9.7+1.6 20.8+1.1 25.84+1.6
161 3.34+0.6 1.4+0.5 2.1+0.1 1.4+0.5 1.7+0.1 22402
1730 0.6+0.1 0.4+0.1 0.3+0.03 1.34-0.7 0.5+0.03 0.44-0.03
18:0 19.4-+1.8 9.9-+2.6 21.2+1.3 6.4+-1.5 33.1+3.9 21.540.6
18 71 12.8+-1.6 35.8+-5.0 22.1+1.3 273172 15.0+-1.9 35.9+1.2
18:2 2.6+0.3 7.3+1.1 1.140.2 9.2+1.4 0.440.1 0.8+0.1 2
18:3 0.3+0.1 1.8+0.7 1.24+0.4 0.3+0.1 0.0 0.3+0.04 s
20:0 2.240.5 0.64-0.1 1.41-0.2 7.6+-1.8 1.04-0.1 0.64-0.04 4]
20:1 0.6--0.1 5.4+2.1 0.4-+0.1 0.7+0.2 0.64-0.2 2.0+0.9 -
20:2 4.9-+0.9 2.6+1.0 1.3+0.7 53417 5.94+1.6 0.1+-0.1 :
20:3 23404 3.9+0.6 1.2+04 57+ 558 0.2+0.1 1.510.2 o
20:4 1.84+0.8 2.8+1.1 0.6+0.1 5.24-2.6 1.54-0.2 1.4-40.1 =3
205 7.3+0.8 3.5+0.6 3.8+1.4 4.04+2.1 0.84+0.2 0.74-0.03
24:0 9.0-1.8 4.6+1.3 8.6+0.3 8.1+23 10.5+-3.8 1.240.1
281 3.54+0.8 0.9+0.4 1.7+0.3 0.3+0.01 0.94-0.2 1.6+0.1
Total saturated FA 35 49.2--3.0 29.6+-2.8 59.94+-2.6 37.74+3.0 66.3--3.0 50.6--3.6
Catkowite nasycone kwasy tlusz-
czowe
Total unsaturated FA 39424 65.414.1 38.5+2.2 59.4+2.7 27.0+1.6 46.6-+-2.1
Catkowite nienasycone kwasy
tluszczowe
Total unidentified FA 114+1.2 5.0+0.7 1.6--0.1 6.94+0.6 6.7+1.1 2.9+0.3
Catkowite niezidentyfikowane
kwasy tluszczowe ; : http//rCLn Orgp|
Number of animals in each group: 6 Mean + S.E. Significant differences underlined
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Table 4. Effect of fatty acids deficiency in diet on composition of fatty acids in phosphatidylethanolamine of the cerebral myelin of rats during development

(in rel. %

Tabela 4. Wplyw niedoboru kwasow tluszczowych w diecie na sktad kwasow tluszczowych fosfatydyloetanoloaminy mézgowej mieliny szczurow w czasie

rozwoju (W %)

Fatty acids OIS s il - RS SRR . 4B e R
Kwasy tluszczowe control experimental control experimental control experimental
kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie
14:0 0.8--0.1 "1.14+0.2 1.64+-0.2 0.9-+0.1 0.5-+0.03 1.4+0.2
16 : 0 19.4+-1.4 7.6+-0.8 18.1+-2.4 9.610.8 17.0--0.6 16.7-+2.0
161 1.54-0.1 1.14+0.2 3.4+04 14404 1.14+0.2 3.140.2
1740 0.44-0.03 2.740.6 0.4-+0.1 1.1+0.3 0.6-+0.1 0.54-0.04
18:0 12.7+1.9 16.2+1.8 21.14+3.0 124414 29.64+-2.9 29.9+4+1.7
1821 13.64-0.5 19.14+1.8 19.44+2.5 16.5+1.6 18.8+1.2 23.340.9
1822 1.14-0.2 6.3+-0.6 2.64+0.6 8.1+1.1 0.64-0.1 0.7+0.1
183 0.3+0.1 0.0 0.0 0.54-0.1 0.4+0.2 0.5+0.1
20:0 2.5+0.1 6.0--0.6 3.04-0.7 1.940.1 1.04-0.2 0.740.1
20:1 0.3+0.1 2.3+0.3 1.240.1 1.340.1 0.6+-0.2 2.54-0.3
2012 0.3+0.1 0.14+-0.04 0.240.1 0.9-+0.1 0.0 0.740.2
20:3 3.9-£0.6 51409 0.810.4 5.440.6 0.3+0.1 6.9+0.4
20:4 29+03 2.14+0.2 0.0 13.4--0.7 1.14-0.3 1.240.1
205 7.9+0.6 44402 10.2-+-0.5 3.4+0.3 2.1+0.8 £94-0.5
24:0 0.0 1.340.2 1.3+0.6 7.3+1.0 55103 1.240.2
2441 12.24-1.0 0.042.6 5.6--0.8 8.9+0.9 0.610.2 1.1+0.1
Total saturated FA SeELT 349423 45.513.0 33.241.6 542437 50.4+2.5
Catkowite nasycone kwasy ttusz-
czowe
Total unsaturated FA 44.0+2.0 40.5+1.9 434128 59.8.:2.5 25.6 0.8 41.9 2.1
Catkowite nienasycone kwasy
tluszczowe
Total unidentified FA 20.2+3.6 24.6+3.2 11.142.7 7.0+£1.3 20.2+5.0 Pl l3
Calkowite niezidentyfikowane
kwasy ttuszczowe
Number of animals in each group: 6 Mean -+ S.E. Significant differences underlined

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6 Srednie -+ S.E.
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Table 5. Effect of fatty acids deficiency in diet on composition of fatty acids in sphingomyelins of the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 5. Wplyw niedoboru kwasow tluszczowych w diecie na sktad kwaséw tluszczowych sfingomielin mozgowej mieliny szczurow w czasie rozwoju (w %)

60 days — dni

90 days — dni

Fatty acids SRR b e = 190 dags — dni> - =
Kwasy tluszczowe control experimental control experimental control experimental
kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie
14:0 1.3+0.3 0.9+0.4 2.14+0.3 0.3+0.1 1.1403 3.8+0.6
16 :0 158+1.5 55+1.0 20.4+-1.9 2.5+0.2 15.7+1.3 134408
161 1.0+0.2 0.940.3 4.0+-0.4 0.1--0.02 3.1+0.4 6.6+-0.5
170 0.0 0.94-0.6 0.5+0.1 1.94-04 1.140.1 1.5+0.1
18:0 23.2+1.5 2.840.7 18.8 0.8 2.4+0.7 - 20.3+4.6 17.9+1.2
181 25.04+0.8 28.4+4.0 20.0+3.2 8.041.0 21.04-1.0 18.6+1.2
1812 1.44-0.1 13.2+1.1 3.2+04 12.5+1.2 1.140.2 1.940.2
18:3 0.3+-0.1 0.3-+0.1 2.3+0.6 0.5+0.1 0.2+0.1 1.0-+0.1
20:0 55403 1.3+0.3 2.1+0.5 0.3--0.1 34405 1.540.2
2071 0.3:0.1 3.6+0.7 0.24+0.01 4.9+0.7 0.24-0.1 0.9-+0.1
20:2 0.0 2.0--0.3 0.0 0.440.1 23404 0.1+0.1
2023 0.3+0.8 2.0+04 0.9+0.1 4.3+04 1.14+0.3 3.8+05
20:4 0.3+0.2 4.3+0.3 0.9-4-0.1 933113 2.940.3 4.6+0.1
20:5 6.74-0.9 9.7+1.3 8.1+14 12,7422 33411 3.0+0.2
24:0 0.0 0.0 1.2+0.2 0.0 1.64-0.5 4.84-0.6
24 :1 4.74-0.8 54+1.1 6.31+1.2 1.6+-0.3 2.6+0.5 5.840.4
Total saturated FA 45.8 -3.7 114+1.2 45.1+24 7.4+1.0 432138 429+3.1
Catkowite nasycone kwasy ttusz- :
czowe
Total unsaturated FA 40.0+-3.2 69.813.8 459426 54348 45.8+-1.9 46.3+-2.1
Catkowite nienasycone kwasy
tluszczowe
Total unidentified FA 1424-1.6 18.84-3.2 9.0--3.0 38.3+6.4 11.0+4.1 10.8 0.9
Catkowite niezidentifikowane
ey Mo Rl R el s e gl Ve
Number of animals in each group: 6 Mean - S.E. Significant differences underlined
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Table 6. Effect of fatty acids deficiency in diet on composition of fatty acids in plasmalogens of the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 6. Wplyw niedoboru kwasow thuszezowych w diecie na sktad kwasow thuszezowych plazmalogenow mozgowej mieliny szczuréw w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids B o i o B AN O et R oL S DT oL ooy -~ G
Kwasy ttuszczowe control experimental control experimental control experimental
kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie
14:0 0.8+0.1 0.6+0.2 0.8-+0.1 1.840.4 0.7+0.1 0.54+0.2
16 : 0 18.1+-1.1 5.24+-0.6 17.6+0.6 14.8+0.4 19.2-4.0 52410
16 : 1 3.14+04 0.84+0.2 2.3+04 34404 1.240.2 1.74+0.3
17::0 0.7+0.1 1.5+0:1 0.2+0.1 0.5+-0.1 0.6--0.1 0.5-+0.1
18:0 15.6 -2.4 3.3+0.5 14.0--0.5 8.3+1.0 20.24-3.6 4.310.6
18 :1 15.0--0.8 39.0+1.9 23.5+2.8 36.5-1.9 15.8+-1.1 42.2+-3.0
18 :2 2.3+0.3 8.6 0.9 2.8+0.3 3.7+03 0.5+0.1 0.4:-0.1
18:3 0.54+0.3 1.140.5 0.0 0.1-+0.05 0.1-+0.04 0.5+0.2
20:0 24403 3.2403 2.6+0.7 1.1+0.2 0.9+0.2 0.94-0.2
20:1 2.8+0.7 6.4:-0.5 6.44+1.7 6.7+0.6 5.1+1.0 12.8+0.7
202 8.20.6 0.6-+0.1 5.0+-0.8 0.7+0.2 10.9-+-1.2 0.3+0.04
20:3 4.0+0.6 21405 0.3+0.3 3.8:04 0.3-0.1 39108
204 1.9+-04 454+-04 0.7-+0.5 4.8+0.5 0.94-0.1 7.84-0.8
2025 4.3+0.8 2.04+0.4 1.94-1.6 21404 3.0+0.5 1.3+0.1
24:0 7.1+0.8 2.34+02 5.8+0.3 1.4:0.2 9.1+1.8 3.7+0.3
i 8| 1.74+0.6 1.4+-04 25420 33404 0.2-4-0.1 6.5--0.7
Total saturated FA 447431 16.1:0.9 41.0:23 27.9+2.1 50.7+2.9 15.1+1.2
Catkowite nasycone kwasy thusz-
czowe
Total unsaturated FA 43.842.6 66.5--4.1 454429 65.1+3.7 38.0+1.2 77.4+4.3
Calkowite nienasycone kwasy
tluszczowe
Total unidentified FA 11.542.0 174422 13.64-3.0 7.0+1.7 11.3+4.3 7.541.7
Calkowite niezidentyfikowane
kwasy tluszczowe
Number of animals in each group: 6 Mean -+ S.E. Significant differences underlined
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6 Srednie + S.E. Istotne réznice pogrubiono
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Table 7. Effect of fatty acids deficiency in diet on composition of fatty acids in cerebrosides of the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 7. Wpltyw niedoboru kwasow ttuszczowych w diecie na sktad kwaséw tluszczowych cerebrozydéw mozgowej mieliny szczuréw w czasie rozwoju (w %)

Fatty acids o 60 days — dni 90 days — dni 180 days — dni
Kwasy thuszczowe control experimental control experimental control experimental
kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie
14:0 5.240.7 0.4-+0.1 2.340.5 2.0+04 1:7-50.2 2.540.2
16:0 35.1+1.1 22.6+-0.6 27.6+2.1 19.9+2.9 25.84+2.5 22941.6
1641 3.4+03 0.4-+0.1 4.8+1.0 22405 3.64+04 2.140.3
1740 1.4+0.1 1.14+-04 0.84+0.1 0.74-0.1 1.5+1.3 0.6-4-0.1
18:0 20.3+1.1 11.3+0.4 21.24-2.8 11.2-0.8 13.0+1.2 133311
18:x1 13.7--0.9 5.840.6 22.0+3.0 8.941.6 18.9+-1.0 15.14+0.3
18:2 1.7+0.2 3.04+0.8 1.8+0.3 3.2+0.6 1.5+0.2 1.740.1
18:3 0.0 1.3+0.3 0.3+0.1 0.3+0.1 0.3+0.6 0.0
20:0 3.0+0.2 5.0+0.7 2.0+0.6 3.6+0.3 2.0+04 3.64+0.1
20:1 1.24+0.1 0.54+0.1 0.84+0.4 0.24+0.1 1.1+0.3 1.24+0.3
20:2 1.44+0.2 55+13 3.0+0.1 3.7+0.6 2.0+0.1 2.04+04
203 1.240.1 64118 1.4+0.1 5.2+0.4 4.8+0.8 53+1.2
20:4 2.5+0.2 38123 1.3+0.2 3.74+0.3 3.04+0.9 3.94+0.6
205 1.2+0.2 5.7+0.8 1.74+-0.5 7.64+-0.7 1.540.2 4.0--0.1
24:0 2.8-0.2 7.2+0.8 2.4--0.3 9.81+0.8 5.1+0.8 6.9-+-0.7
2] 2.3+:04 7.9+1.4 2.340.6 10.4+3.0 9.61+1.3 8.84-0.2
Total saturated FA 67.8-+-3.1 48.21+3.0 56.3+4.2 448426 49.14+2.7 49.6-+-3.1
Catkowite nasycone kwasy tlusz-
czowe
Total unsaturated FA 28.6+-1.6 40.3-£2.6 394431 44.84+3.2 41.34+2.3 441420
Calkowite nienasycone kwasy
tluszczowe
Total unidentified FA 3.6--0.7 11.5+3.0 4.3+0.8 10.44-1.0 9.64+0.9 6.3+1.1
Catkowite niezidentyfikowane
kwasy ttuszczowe :
Number of animals in each group: 6 Mean + S.E. https/J&ﬁIHﬂu fo@'e&les underlined

Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6 Srednie + S.E.

Istotne roznice pogrubiono
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Table 8. Effect of fatty acids deficiency in diet on composition of fatty acids in sulfatides of the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 8. Wptyw niedoboru kwasow tluszczowych w diecie na sktad kwasow tluszczowych sulfatydow mozgowej mieliny szczurow w czasie rozwoju (w %)

90 days — dni 180 days — dni

60 days — dni

Fatty acids s =
Kwasy tluszczowe control experimental control experimental control experimental
kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie
14:0 44104 0.4-+-0.04 3.74+0.1 1.6+0.5 2.84-0.2 1.94-0.7
16 : 0 29.2+1.9 14.44+-0.4 27.6+-1.2 16.11-0.6 23.34+0.9 16.94+1.7
16:: 1 6.24+0.9 0.3+0.1 8.2+0.7 1.3+0.3 6.84+0.2 49+1.0
17::0 0.9+0.2 1.740.1 1.44+0.2 0.6-+-0.1 2.0+0.3 1.24-0.1
18:0 10.0+0.4 3.6-0.4 11.7+0.4 7.8+0.8 10.7+0.6 9.3+1.0
18 : 1 16.74-0.9 12.8+1.0 21.34+0.7 9.940.9 23.4+1.6 17.24-2.0
18 :2 3.140.3 8.1+-0.7 3.5+0.5 4.64+-0.8 1.4+0.2 2.4+0.1
18:3 0.24+-0.04 0.0 0.4--0.04 0.5+0.2 0.0 1.5+0.2
20:0 5.1+04 6.1+0.3 1.94+0.2 4.1+0.6 1.4+40.2 1.84+0.3
20:5 1 0.54-0.7 1.2+0.1 0.94-0.1 0.84-0.1 3.3+1.0 2.7+04
20:2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.6+0.9
20:3 2.340.2 8.94-0.8 1.84+04 8.1+1.7 1.14-0.5 7.140.6
20:4 0.34-0.05 4.94+-0.7 0.9+0.1 3.840.3 4.140.2 55513
20:5 10.24+-1.0 4.3+0.5 8.3+04 &1 +1.5 6.9-+0.5 2.9+0.6
24:0 2.34+03 1.14+-0.1 3.84+0.3 3.140.6 54-+0.5 51+1.9
24:1 6.6+0.7 7.94:1.0 2.14+04 9.440.3 6.840.8 8.4+0.9
Total saturated FA 51.9+2.7 27.3+3.0 50.1+3.3 33.3+-1.8 45.6+2.9 36.2+-2.4
Calkowicie nasycone kwasy ttusz-
czowe
Total unsaturated FA 46.14-2.1 50.4+3.1 47.4+2.7 46.5-+3.2 53.8+3.1 552435
Calkowicie nienasycone kwasy '
tluszczowe
Total unidentified FA 2.64+0.6 22.34-2.0 2.54+0.8 20.2+3.1 0.6 +0.1 8.6+0.9
Calkowite niezidentyfikowane
kwasy tluszczowe
Number of animals in each group: 6 Mean + S.E. Significant differences underlined
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6 Srednia + S.E. Istotne réznice pogrubiono
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Table 9. Effect of fatty acids deficiency in diet on composition of fatty acids in cholesteryl esters of the cerebral myelin of rats during development (in rel. %)
Tabela 9. Wplyw niedoboru kwasow tluszczowych w diecie na skiad kwasow ttuszczowych estrow cholesterolu mozgowej mieliny szczurow w czasie rozwoju

Fatty acids 60 days — dni Y 90 days — dni =4
Kwasy thiszczowe control experimental control experimental
kontrola doswiadczenie kontrola doswiadczenie

14:0 5.140.7 44109 7.31+0.5 2.140.3
16 : 0 27.74+3.0 19.8+1.3 32.61+-1.7 18.5+1.7
1671 4.0+1.1 1.94-04 8.74+0.9 28+04
17::0 0.84-0.4 1.740.1 0.840.2 0.540.1
18:0 9.6-+1.5 143422 9.24-0.1 14.7+3.8
18:1 10.8-+-3.4 13.3+1.2 14.6+-0.5 17.3+1.0
18:2 4.0+0.6 5.7+0.4 3.6+1.0 2.14+0.3
18:3 0.5+0.3 1.64+0.2 0.5+0.1 0.54+0.3
20:0 52413 1.6+0.3 24403 2.0+0.2
20 % 1.0-:0.2 1.24+0.3 1.0-+0.5 2.04+0.2
2052 5.0+0.5 2.8-4+0.6 5.0+0.6 3.54+0.2
20:3 2.24-0.9 53+1.4 2.04-0.7 57403
20:4 2.0+-0.3 8.9+-0.9 1.640.3 3.240.1
20:5 42405 3.84+04 2.0--0.5 3.8--0.3
24:0 0.0 3.0+-0.6 0.0 0.54-0.1
241 7.6+2.7 4.14-0.7 4.2+0.6 244+1.1

Total saturated FA 48.4-1-2.6 448146 523429 38.3.-2.6

Catkowite nasycone kwasy tlusz-

czowe
Total unsaturated FA 41.34-2.1 48.64-3.1 432424 4241+3.1
Catkowite nienasycone kwasy
thuszczowe
Total unidentified FA 10.3-£4.0 6.64-2.2 4.51-0.7 19.54-1.2

Calkowite niezidentyfikowane
kwasy thluszczowe

Number of animals in each group: 6
6

T1iczhba 7zwierzat w kazdei orunie*

Mean + S.E.
Srednie - S E

http://rcin.org.pl
Significant differences underlined
Istotne ra7znice noorubhiono

control experimental
kontrola doswiadczenie
3.34+0.7 3.61-1:3
24.3+1.2 24.54+-2.0
8.8--0.4 49404
5.0--0.1 2.7+0.2
7.840.3 13.3+1.3
14.0-0.1 12.74-0.8
1.24+0.3 15301
0.0 0.0
3.6--0.1 1.94+0.3
2.740.1 1.6-+0.1
2.04+0.1 2.04-0.1
3.0+0.2 3.14+0.2
1.940.5 5.84+0.2
33+12 2.0+0.2
2.34+0.3 7403
3.040.3 47408
46.3+-4.1 53.4+2.7
39.942.6 42.31+24
13.8:2.0 4304

180 days — dni
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Myelin lipids in rat S

total saturated fatty acid percentage resulting from a drop of almost
all individual saturated fatty acid percentages. Contrary to- this, the:
proportions of unsaturated fatty acids were substantially increased.
A full detailed account of results is presented in tables 3 to 8. The:
fatty acid pattern of cholesteryl esters was much less deviated, and
changes lacking any particular direction were observed in all age groups:
of experimental animals (tab. 9).

Comparative histological examination of the brains under investiga--
tion revealed only a lessened stainability of the myelin of rats fed the:
deficient diet in comparison with those maintained on a fat supplemented
chow. Signs of demyelination or dismyelination were not detected.

DISCUSSION

Feeding of a fat deficient diet does not seem to affect evidently
the mature central nervous system. Contrary to that, immature animals-
maintained on a fat deprived diet demonstrate considerably delayed
growth and maturation of the developing brain (Dobbing 1968; Galli
et al. 1970; White et al. 1971; Paoletti, Galli 1972).

The developmental stage characterized by a very intensive growth
of the brain, and thus by numerous cell divisions, rapid myelination
as well as by enzymatic and metabolic maturation of many anatomical
structures of the brain constitutes a critical period during which the-
animal is particularly sensitive to nutritional deficiences, among others-
also to a reduced fat intake, that may lead to serious morphological and
functional alterations (Dobbing 1972).

It would appear, that in a fat deprived dietary regime, it is the-
deficiency of essential fatty acids, particularly of linoleate and linolenoate-
that will constitute the significant pathogenetic factor in this ex-
perimental condition. Thus, is was anticipated that myelin lipids of
animals maintained on such a diet will show a fatty acid spectrum
with markedly reduced proportions of unsaturated fatty acids. Instead,
the results of our investigations have shown that along with a markedly
reduced lipid content in the myelin — alterations in the fatty acid
spectrum were opposite to those anticipated, i.e. a significant drop of
percentages of saturated fatty acids and a marked increase of proportion
of unsaturated, mainly of the polyunsaturated acids was found. Such
a direction of changes was seen in all experimental age groups in the
main phospholipid fractions (phosphatidylcholine, phosphatidylethano--
lamine and plasmalogen). In the other myelin specific polar lipids, i.e.
in cerebrosides and sulfatides this observation holds true only for the-
younger age groups.

The explanation of the general enrichment of unsaturated fatty
acids of almost all myelin lipids following the long term fat deficiency
in the diet on the basis of our results can only be a speculative one..
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As shown in our previous report (Wender et al. 1983), the myelin frac-
tion from rats maintained at the almost fat free diet remained severely
deficient in its lipid content till the age of 180 days. Those findings
seemed to justify our conclusion that deposition of lipids in the myelin
was severely impaired under these experimental condition. Fatty acids
incorporated into complex myelin lipids may orginate from the circulat-
ing fatty acid pool or from in situ synthesis. Thus, the failure in myelin
lipid deposition may depend either on a decrease of the exogenous fatty
acids supply or depression of endogenous synthesis.

It is generally agreed that except for the period of active myelina-
tion the supply of fatty acids from the circulation constitutes the major
source of fatty acids for synthesis of brain lipids, whereas the task of
converting and retroconverting of the fatty acids taken up or synthesized
in situ is performed by the brain itself. A long term fat free diet has
been shown to increase the activity of the brain fatty acid synthetase
by 40%, whereas exogenous fatty acids happened to inhibit the synthesis
of both the fatty acid synthetase and acetyl-CoA carboxylase of the
brain. Conversion and retroconversion of fatty acids in the brain is
about by the interaction of desaturating and elongating enzymes
(Horrocks, Herder 1981).

Thus, there does not seem to be much reason for assuming a decreased
biosynthesis of fatty acids in the brain as the major cause for the
deficient lipid content in the myelin. It should be rather a deficient
supply of fatty acids by the circulation or eventually a decrease in the
uptake of fatty acids by the brain that could limit the synthesis of
myelin lipids whereas the evidently unimpaired, and thus relative high
activity of desaturating enzymes could be responsible for the increased
proportions of unsaturated fatty acids that were found in most myelin
lipids under these experimental conditions.

The highest and most persistent (till the age of 180 days) undue
accumulation of unsaturated fatty acids was found in the plasmalogens
and phosphatidylcholine, whereas in cerebrosides and sulfatides some
normalisation of the fatty acid spectrum occurred with advancement
of the animal’s age. :

Esterified cholesterol, the content of which happened to increase
distinctly during the first two-three months of age in the experimental
animals, was the only lipid fraction, that did not demonstrate the
characteristic accumulation of unsaturated fatty acids. Arachidonic acid
was the only fatty acid that was found in elevated proportions through-
out the whole period of observation. This finding is worth pointing out
as, contrary to demyelinating processes — where the fatty acids composi-
tion of the accumulationg cholesteryl esters was usually considerably
altered (Wender et al. 1978), the appearance of cholesterol esters in
the myelin of rats maintained on a fat deprived diet did not go in
parallel with demyelination.
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SKLAD KWASOW TEUSZCZOWYCH LIPIDOW MIELINY SZCZUROW
UTRZYMYWANYCH W CZASIE ROZWOJU NA DIECIE BEZTLUSZCZOWEJ

Streszczenie

Badano obraz kwasoéw tluszczowych mieliny szczuréw utrzymywanych na die-
cie beztluszczowej w koncowym okresie zycia plodowego oraz podczas calego zycia
pozaplodowego. Obraz kwaséw tluszczowych poszezegdlnych frakeji mielinowych
wyodrebnionych droga chromatografii kolumnowej i cienkowarstwowej okreslono
przy uzyciu chromatografii gaz-plyn. Wyniki badan doprowadzily do nastepujgcych
wnioskéw:

1. Zwierzeta utrzymywane na diecie beztluszczowej wytwarzajg mieline réz-
nigcg sie istotnie od normalnej, skladem kwaséw tluszczowych gléwnych sklad-
nikéow mieliny.

2. Wszystkie podstawowe frakcje fosfolipidowe i glikolipidowe mieliny zwie-
rzat do$wiadczalnych wykazujg istotnie nizszy odsetek nasyconych kwaséw tlusz-
czowych oraz wyraznie wyzszy nienasyconych.

3. Wraz z rozwojem zwierzat spostrzega sie tendencje do normalizacji obrazu
kwasoéw tluszczowych cerebrozydéw i sulfatydéw. Estryfikowany cholesterol byt
jedyng frakcjg lipidowa, ktéra nie wykazywala charakterystycznego wzrostu nie-
nasyconych kwaséw ttuszczowych.

COCTAB XHWUPHBIX KUCJIOT JIMITMIOB MUEJIMHA KPbIC KOPMJIEHHBIX
BO BPEMS PA3BUTHSI BE3XUPOBOU JIUETOU

Pe3ome

Bblna uccnemoBaHa KapTHHA XUPHBIX KHCIOT MHEIMHA KPBIC KOPMJICHHBIX O€3XKHpOBOii 1ue-
TOI B KOHEYHOM NEPHOLEe IMOPHOHAJILHON JKHU3HH M BO BPEMS BCE MOCTIMOPHOHANBHOM JKH3HH.
KapTuHa XUPHBIX KAC/IOT OTAEIbHLIX MHEIMHOBBIX (PaKLHii MyTeM KOJOHKOBOM M TOHKOCIOWHOM
xpomaTtorpabun Oblia onpezeseHa Mpu NOMOINK XpoMaTorpaduu ra3-xuaKocTb. Pe3ynbTaThl UC-
C/Ie/IOBAHUI TPUBENM K CICAYIOUMM 3aK/IIOUCHHSM

1. J)KuBoTHbIe KOpMIIeHHBIE Ge3)KHPOBON AHeTON 00Pa3yrOT MHEIHH OT/IHYAIOLIMACS CyIIeCT-
BEHHO OT HOPMAJIBHOT'O COCTABOM JXKHPHBIX KHCIIOT TJIaBHBIX COCTaBHBIX YacTei MHEJIMHA.

2. Bce ocuoBHbIe (ochonunuaabie W TIOKOTUNUAHBIE GpPAaKUHH MHUEIHHA IKCIIePHMEHTAlb=
HBIX KHBOTHBIX MPOSBISIOT CYLIECTBEHHO HM3LIMI NMPOLEHT HACBILIEHHBIX XUPHBIX KUCIOT M OT-
YeT/IMBO BBICUIMH HEHACBHIICHHBIX.

3. Bmecte ¢ pa3BHTHEM JKMBOTHBIX HAaOI10/1ae1Ccsi TEHIEHUMS K HOPMaJIM3alMU KapTHHBI
JKHPHBIX KHCJIOT Uepebpo3uaoB M cynbhaTunoB. DTepudMUMPOBAHHBIN XOJIECTEPUH OKa3ajcs
€IMHCTBEHHON JIMMHAHON (pakuueil, KOTOpas HE MPOSBIIs/IA XapaKTEPHOTO POCTA HEHACHIIIEHHBIX
KHPHBIX KHCJIOT.
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The transmissible spongiform encephalopathy group consists of four
major disorders: kuru (Gajdusek et al. 1966) and Creutzfeldt-Jakob
disease (CJD) (Gibbs et al. 1968) in human beings, natural scrapie in
sheep and goats (Dickinson 1976) and transmissible mink encephalopathy
(Marsh, Hanson 1979). Some other conditions such as the familial
Alzheimer disease (Goudsmit et al. 1980), Gerstmann-Straussler syndrome
(Masters et al. 1980), Leigh disease, progressive supranuclear palsy and
Kohlmeier-Degos disease (Gajdusek et al. 1974) are probably of similar
etiology.

Transmissible spongiform enoephalopathy is caused by infection with
a transmissible agent of almost completely unknown physico-chemical
structure which represents a novel type of interaction between the
pathogen and the host regulatory systems. The unusual physico-chemical
and biological properties of the agent led several authors to speculation
as to its very nature. Many hypotheses appeared suggesting that this
agent may be represented by such an elusive structure as a self-replicating
membrane (Gibson, Hunter 1967), small “naked” RNA similar to the
plant viroids (Diener 1972), a spiroplasma-like organism (Bastian 1979),
a small DNA moiety coated with protein (Malone et al. 1979), a hydro-
phobic virus (Prusiner et al. 1972) or a small molecule, participating
in development and differentiation, beyond the hosts control genetic
mechanisms (Dickinson, Outram 1979). Recently two novel terms were
introduced into scientific literature — namely virino (Dickinson, Outram
1979) and prion (Prusiner 1982), to reflect the atypical properties of
the agent. Our group prefers the term “virino” because of its neutral
semantic position (Kimberlin 1982).

Scrapie propagated in small rodents represents not only prototypic
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infection of the transmissible spongiform encephalopathy group (Outram
1976), but also a model to study other degenerative disorders of unknown
etiology — multiple sclerosis, amyotrophic lateral sclerosis, Alzheimer
disease, Huntington chorea (Gajdusek 1977). The aim of this paper
is to summarize the effort of our group to establish a useful model in
the study of transmissible spongiform encephalopathy (263 K strain of
scrapie in Syrian hamsters) and to describe both the distribution and
intensification of lesions in this model.

MATERIAL AND METHODS

Two sets of experiments were performed. The first was intended
to evaluate the standard pathology of scrapie in a chosen model. The
second was performed to follow the development of pathological changes
during infection. Fifteen animals were included into the first set and
eight into the second (timing experiment). The control group consisted
of nine animals. The strain of scrapie virino selected for these ex-
periments was 263 K “quick” (kindly supplied by dr. R. H. Kimberlin,
Neuropathogenesis Unit, Edinburgh) propagated through Syrian golden
hamsters and stored at — 20°C prior to usage. The brain tissues were
homogenized in physiological saline as a 10% suspension and centrifuged
at 1600 G for 10 minutes. The supernatant (0.02 ml) was used as
inoculum and injected into the right cerebral hemisphere under mild
ether anesthesia. The control animals were inoculated with saline under
identical experimental conditions.

In the first set of experiments all animals were sacrificed after the
appearance of doubtless signs of clinical scrapie. In the second (timing)
animals were sacrificed 52, 58, 68, 75, 80, 89 and 92 days after inoculation.

After removal of the brains from the skull each one was divided
into two halves. One intended for light microscopy was fixed in 10%
buffered formalin, embedded in paraffin, cut into 7—8 nm thick sections
and stained with hematoxylin and eosin and according to Masson's
trichrome technique. Selected areas dissected from the second half were
immediately immersion fixed in 4%, glutaraldehyde and later routinely
prepared for electron microscopy. The remaining tissue was frozen and
stored at — 20°C for further usage.

The halves of the brain for obtaining information concerning both
the distribution and intensification of the lesions were cut into four
transverse sections. From each, ten areas were selected for detailed
examination. They included — the cortex on the convexity both from
the first and second section, as well as the Ammon’s horn cortex, the
basal ganglia at the level of the first and the hippocampus formation
at the level of the second section, the thalamus and hypothalamus
at the level, the grey and white matter of the cerebellum, as well
as brain stem from the fourth section. The anatomical areas were
selected according to the data presented by Fraser and Dickinson (1968).
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Analysis of intensity of the lesion was performed according to the
scoring-system of five degrees of severity elaborated by Fraser and
Dickinson (1968).

RESULTS

Clinical signs

The incubation period in the first set of experiments ranged between
76 and 83 days after inoculation. The first clinical signs included
ataxia, specially of the hindlimbs (Fig. la), shaking tremor of the
head (bobbing behavior) and difficulties of standing up from supine
position (Fig. 1lc). The hairs were characteristically ruffled (Fig. 1b),
but the “scratching syndrome” according to Manuelidis et al. (1978) was
never observed. In the terminal stage of the disease the animals lay
quietly on the floor of the cage and exhibited massive tremor and
strange movements when disturbed (Fig. 1d). Death followed a few
days later.

Fig. 1. Clinical signes of scarpie: a — ataxia of the hindlimbs, b — “ruffled” hair,
¢ — difficulties in standing up from supine position, d — terminal stage
Rye. 1. Kliniczne objawy scrapie: a — ataksja konczyn dolnych, b — ,zmierzwione’

wlosy, ¢ — trudnos$ci w stawaniu z pozycji lezacej, d — okres koncowy
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Topography of the brain lesions

In the coronal sections the brains appeared normal, beside a mild
broadening of the ventricular system in some cases. Massive hydro-
cephalus typical for some models of murine scrapie as well as for CJD
propagated in small laboratory rodents was never observed in the first
or in the second passage.

The hallmark of this disorder appeared to be microvacuolization of
the neuropil (Fig. 2), accompanied by neuronal loss (Fig. 3) and astrocytic

Fig. 2. Microvacuolization of the neuropil. H—E. X 160
Rye. 2. Mikrowakuolizacja neuropilu. H—E. Pow. 160 X

proliferation. The vacuoles showed a typical “punched” appearance and
their “budding” was often observed (Fig. 3). The microglial changes
consisted of their proliferation with formation of rod-like cells.

The degree of vacuolization of the cortex on the convexity as well
as the Ammon’s horn cortex varied between 1 and 2 never reached
grade 3 or more (Fig. 4). The astrocytic reaction was scanty, in some
cases minimal proliferation of microglial cells was visible. Gliocytosis
as defined by Fraser (1979) was never noticed.

The basal ganglia presented a similar degree of vacuolization rang-
ing between 1—2 grades to 2 grades and the astrocytic reaction was
of the same magnitude. A mild microglial reaction was observed only
incidentally.
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Fig. 3. Degenerative neurons (arrowhead) and “budding” vacuoles (arrow). H—E.
X 160

Ryc. 3. Wyrodniejgce neurony (glowka strzalki) oraz ,paczkujgce” wakuole (strzai-
ka). H—E. Pow. 160 X

Fig. 4. The cortex on the convexity. Mild vacuolization. H—E. X 160
Ryc. 4. Kora mézgu na sklepistosci. Mierne nasilenie wakuolizacji. H—E. Pow. 160 X

.
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The hippocampal formation was characteristically destroyed (Fig. 5).
The cell loss, specially of pyramidal cells was high and the degree of
vacuolization varied, reaching maximally 4. The astrocytic reaction was
severe and accompanied by microglial proliferation. In some cases forma-
tion of Rosenthal fibers was observed against the background of intense
proliferation of astrocytes, presenting dividing forms, in the close
vicinity of the hippocampal formation (Fig. 6). Nuclei similar to the
“naked” nuclei of Alzheimer were distinctly visible.

- £ Y
R

Fig. 5. Hippocampal formation. Intensive vacuolization. H—E. X 160
Rye. 5. Formacja hipokampa. Znaczne nasilenie wakuolizacji. H—E. Pow. 160 X

The thalamus and hypothalamus were similarly destroyed. Vacuoliza-
tion ranged between 1—2 and 3—4 grades, the astrocytic reaction was
deep and accompanied by many microglial cells (Fig. 7). In some cases
the vacuolization associated with marked proliferation of astroglial
cells accompanied by rod-like microglial cells seemed to lead to
gliocytosis similar to that described in murine scrapie by Fraser (1979).
In other cases the vacuolization was rather an isolated phenomenon
and gliocytosis was not observed.

The changes in the cerebellum were of moderate intensity. The
granular cell layer was mostly affected and the Purkinje cells were
typically almost completely spared (Fig. 8). The proliferation of Bergmann
glia was intense but white matter was affected only incidentally and
probably secondarily.
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Fig. 6. Abundant formation of Rosenthal fibers (arrows) and massive astrocytosis..
H—E. X 400
Ryc. 6. Masywne formowanie wiokien Rosenthala (strzatki) na tle znacznej prolife-
racji astrocytow. H—E. Pow. 400 X

Fig. 7. Microglial proliferation (arrows). H—E. X 160
Ryc. 7. Proliferacja mikrogleju (strzatki). H—E. Pow. 160 X
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Fig. 8. Typical changes in the cerebellum. Note proliferation of Bergmann glia
(arrows). H—E. X 160
Ryc. 8. Typowe zmiany w moézdzku. Widoczna proliferacja gleju Bergmanna. H—E.
Pow. 160 X

Changes in the brain stem were severe, of similar intensity as those
encountered in either the thalamus or hypothalamus. Vacuolization
ranged from 2 to 4 and was associated with intense proliferation of
both astrocytes and microglia. In some cases typical gliocytosis resulted
from the concommitance of all these phenomena (Figs 9, 10, 11).

On the basis of the aforementioned data it is possible to conclude
that scrapie in hamster brain follows an antero-posterior gradient with
largest involvement of the thalamus, hypothalamus and brain stem
structures. The hippocampal formation was affected with almost the
same intensity but the cortex and basal ganglia were only mildy or
moderately involved.

Sequence of pathological lesions — “timing experiment”

In the 8th week (562 days post inoculation) the changes in all the
selected areas of the hamster brains were minimal, ranging from 1 to
"2 grades. The highest degree was observed in the hippocampal forma-
tion and the brain stem. When the degree of vacuolization was estimated
as only 1 it was very difficult to differentiate whether such minimal
changes were actually associated with scrapie-related phenomena or
reflected only artefactual or incidentally formed vacuoles.
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Fig. 9. Gliocytosis in the brain stem. Note massive vacuolization of the neuropil
and many reactive astrocytes. H—E. X 160
Ryc. 9. Gliocytoza w pniu mézgu. Masywna wakuolizacja oraz liczne reaktywne
astrocyty. H—E. Pow. 160 X

Fig. 10. Gliocytosis in the brain stem. Note dividing astrocytes (arrows) and mild
vacuolization. H—E. X 160
Fyc. 10. Gliocytoza w pniu moézgu. Zwracajg uwage dzielgce sig astrocyty (strzatki)
oraz mierne nasilenie zmian ggbczastych. H—E. Pow. 160 X
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Fig. 11. Gliocytosis in the brain stem. Note multinucleated astrocytes (arrows).
H—E. X 160

Ryc. 11. Gliocytoza w pniu moézgu. Zwracaja uwage wielojadrowe astrocyty (strzal-
ki). H—E. Pow. 160 X

Between 8th and 10th week (58 to 68 days post inoculation) the
changes in all examined areas presented a very stable degree of vacuoliza-
tion. The astrocytic and microglial reactions were very scanty. The level
of the vacuolization ranged between 1 and 2 grades, and the highest
grade was intimately associated with the brain stem structures. In
the 11th week (75 days post inoculation) the changes undoubtly
representing scrapie-related phenomena were more pronounced. The
vacuolization and associated glial response were mild in all three cortical
areas examined, viz. the cortex at the convexity as well as the Ammon’s
horn cortex and varied between 1 and 2 degree, a similar spectrum
of changes was visible in the basal ganglia. In the thalamus, hypotha-
lamus and hippocampal formation vacuolization reached 2 degree, but
both the astrocytic and the microglial reaction were still scanty. In
the cerebellum vacuolization was minimal (grade 1) and in the cerebellar
white matter it was not noticeable. The greatest changes developed
in the brain stem, vacuolization was estimated as 1—3, and the
astrocytic reaction and microglial response were quite well visible.

In the 12th week (80 days post inoculation) the changes began to
reflect the typical topography of the lesions as previously described.
Vacuolization in both cortex and basal ganglia was estimated as 1, and
in the thalamus and hypothalamus as 2, in the cerebellar gray matter
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as 1, and in the brain stem as 2—3. The astrocytic reaction was almost
fully developed, but typical gliocytosis was not yet visible. In one case
minimal hydrocephalus was observed. Between the 13th and 14th week
(89 and 92 days post inoculation) the pathological changes reached the
highest level and entirely reflected the topography of the lesion
characteristic for this model. In all the cortical areas the changes were
rather mild, vacuolization varied between 1 and 1—2 grades, the
astrocytic reaction was mild but visible, and the number of microglial
cells was scanty. A similar situation was observed in the basal ganglia.
In the thalamus and hypothalamus vacuolization reached 2—3 at the
top level, and the astrocytic reaction was typically developed. In
cerebellar gray matter vacuolization was as high as 3—4 grades, with
abundant proliferation of Bergmann glia. The granular cell layer was
mostly affected and the majority of Purkinje cells spared. The greatest
changes were observed in the brain stem structures. Vacuolization was
3—4 or more, the proliferation of astrocytes as well as microglial cells
formed typical gliocytotic pattern.

DISCUSSION

Various considerations may guide the selection of the animal model
to study transmissible spongiform encephalopathies. Laboratory mice
are in common usage, but the incubation period in murine scrapie is
very long, lasting maximally one year or more (Outram 1976; Fraser
1979a). This not only prolongs the experiments, but makes the ex-
perimental work highly tedious. All the aforementioned difficulties can
be by-passed the usage of the K ‘“quick” strain of scrapie virino
propagated through golden Syrian hamsters (Marsh, Kimberlin 1975).
In comparison with the murine scrapie the selected model has several
advantagas (Brown et al. 1981). The incubation period is much shorter
(in hamster — minimum incubation period for high-titer material is
60 days, in mice 180 days) and the titer of infectivity is much higher
(1 X 10LDsy for hamsters and 8.4 X 107LDs, for mice). The two
aforementioned properties are responsible for the majority of the total
infectivity estimated per cage as 2.4 X 1011LDj, in the hamster model,
but only 1 X 10%LDj, in the murine one.

On the other hand, the hamster model has one, very serious
disadvantage, which if not recognized may lead to important biasses.
Replication of the scrapie virino, as well as some other properties,
namely, the incubation period and partly topography of the lesions in
the form of what is called the lesion profile is under strict genetic
centrol overriden by the host genotype. In mouse scrapie the Sinc
gene influences the virino replication (Dickinson, Fraser 1977; Dickinson,
Outram 1979, 1981) and the Sip gene operates in sheep (Dickinson 1976).
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This means that probably all, or almost all hitherto described phenomena
reflect only a combination of the given strain of virino replicated by
the given host genotype. In other words, when studying scrapie-
reflecting phenomena one must take into account the isolated findings
cannot be justifiably extended to models of a different combination of
the virino strain and host genotype.

One, important rationale of our group research program is to
contribute to the understanding of the diversity of pathological lesions.
The preliminary data presented in this study clearly showed the antero-
posterior gradient of pathological lesions, with a distinct predilection
for the axis structures — thalamus, hypothalamus and the brain stem.
The hippocampal formation, cerebellum, basal ganglia, Ammon’s horn
cortex and the cortex on the convexity were less affected, in this
order. The changes consisted of vacuolization of the neuropil, accompanied
by astrocytic hypertrophy and microglial proliferation. Typical dif-
ferences from case to case were observed. The most interesting were
changes observed in the brain stem structures, in which a full picture
of gliocytosis appeared. The term “gliocytosis” introduced into the
literature by Fraser (1979 a, b) depicts astrocytosis (viz. increasing
number of astrocytes) accompanied by an increasing number of rod-like
microglial cells and severe neuronal loss. In his investigations gliocytosis
was encountered mainly in the thalamus and hippocampal formation,
but in the present study the hippocampal formation was only moderately
affected and the main site of gliocytosis appearance were the brain stem
structures and their rostral extensions — the thalamus and hypothalamus.
In some cases the marked hypertrophy of astrocytes was accompanied
by Rosenthal fibers formation. In the ligth of the above mentioned
data it seems quite justifiable to postulate that gliocytosis is the up-
permost level of tissue damage associated with spongiform encephalo-
pathies, and may present some other probably secondary features (viz.
Rosenthal fiber formation). In his detailed study based on examination
of more than 10000 murine brains Fraser found gliocytosis to be
extremely rare. Only around 3% of cases presented it, but in some
combinations of the virino strain and strain of mice (for example ME
7 strain of scrapie in VM, or VM X C 57B] mice) it reached almost
100%. It is possible that the model selected for this study presented
a much higher percentage of gliocytosis formation, as comparised with
the majority of murine scrapie models.

As mentioned above, many (if not all) features of the models selected
for experimental work on scrapie are under strict control overriden
by the host genotype. In murine scrapie the topography and intensifica-
tion of the lesions in all combinations of scrapie virino replicated by
the selected mouse genotype forms what is called the lesion profile
(Fraser, Dickinson 1968; Fraser 1979). The lesion profile is stable over
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a wide range of inoculated doses, but influenced by the route of inocula-
tion. It is possible on the basis of the lesion profile only to differentiate
between scrapie virino strains propagated in a constant mouse genotype.
Noteworthy are also the wide differences in the pathology in the
different selected combinations. They consist not only of different lesion
profiles but also in the symmetry or asymmetry of the lesions, amyloid
plaques formation, extent of gliocytiosis and white matter damage. For
example — spongiform encephalopathies were regarded as true polio-
encephalopathies, namely, disorders affecting exclusively they gray matter.
The white matter was believed to have been destroyed only secondarily
(Beck, Daniel 1979). From the work done by Fraser and his colleagues
(Fraser 1979) it appeared that in murine scrapie (especially strains 79 A
and 139 A) white matter vacuolization might be very severe. The white
matter damage evolved quite independently from gray matter vacuoliza-
tion, this leading to the suggestion of a different basis of both phenomena.
They are not interrelated in the sense that white matter changes be
considered as secondary only. Recent observations of the human scrapie
counterpart, viz. CJD (Tateishi et al. 1979; Park 1980; Mizutami 1981)
seemed to support the theory about much a larger diversity of pathology
in transmissible spongiform encephalopathies that hitherto recognized.
The topography of lesions due to 263 K strain of scrapie in hamster
brains, with higher involvement of the brain stem structures and its
rostral extensions but only limited changes in other brain areas are
in striking contrast to the majority of published results concerning
murine scrapie. For the majority of combinations of scrapie virino and
strains of mouse the brain stem structures are affected to a much
lesser degree than other brain areas. In some models, however, (87 A
in C 57 Bl and VM, 22 A in C 57 Bl) the gray matter damage in the
medulla is highly affected. On the other hand, in experimental CJD
(Manuelidis, Manuelidis 1979) the brain stem and spinal cord manifested
the highest degree of vacuolization.

The results of our “timing” experiment need only a few remarks.
The first unequivocal signs of scrapie appeared in the 11th week after
inoculation, and the brain stem, thalamus and hypothalamus were
mostly affected. This corresponds to the results published by Marsh
and Kimberlin (1975) who found microvacuolization of neuropil as the
first scrapie-related pathological sign 11 weeks after inoculation. In
their material, however, the hypertrophic astrocytes detected with Cajal
gold sublimate were demostrated as early as 9 weeks post inoculation.
On the basis of their results one might speculate, that development of
pathological lesions follows a quasi one-step mode of spreading. On the
other hand, our results demonstrated that changes of mild intensity
(no more than 2 grades) were possible to detect earlier, about 8 weeks
after inoculation. This, in turn might suggest that the pathology of
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scrapie (at least at the light microscopy level) reflects only steady
accumulation of very limited changes, and not a one-step phenomenon.
Detailed work with the usage of electron microscopy and immunohisto-
chemistry are in progress in this laboratory to partly solve this problem.

NEUROPATOLOGIA EKSPERYMENTALNEJ TRANSMISYJNEJ
ENCEFALOPATII GABCZASTEJ

(263 K SZCZEP SCRAPIE PASAZOWANY PRZEZ ZEOTE CHOMIKI SYRYJSKIE)
I. STANDARDOWA PATOLOGIA I ROZWOJ ZMIAN

Streszczenie

Badania przeprowadzono na zlotych chomikach syryjskich, postugujac sie szcze-
pem 263 K scrapie.

Pierwsze nie budzgce watpliwosci neuropatologiczne wykladniki scrapie poja-
wiajg sie¢ w 11l tygodniu po inokulacji, aczkolwiek bardziej subtelne zmiany mozna
obserwowaé¢ juz w 8 tygodniu. Stwierdzono takze tworzenie sie obrazu tzw. ,glio-
cytozy” w obrebie pnia moézgu i sgsiedztwie formacji hipokampa oraz formowanie
sie wlokien Rosenthala, towarzyszgce maksymalnemu nasileniu zmian.

Nasilenie zmian jest stopniowane poczawszy od masywnego zajecia struktur
pnia mézgu oraz jego doglowowych przediuzen, tj. wzgérza i podwzgbrza, poprzez
formacje hipokampa, mézdzek, jadra kresomoézgowia do kory moézgu.

HEBPOITATOJIOI' ST DKCIIEPMMEHTAJIBHOM TPAHCMUCCUOHHOW T'VBYATOU
DHILE®AJIOTNTATUM (263 K LITAMM SCRAPIE ITACCAXUPOBAHHbBIN
30JI0TbIMU CUPUICKUMU XOMSAKAMU).

I. CTAHIAPTHASL ITATOJIOTUSI U PA3BBUTUE U3MEHEHUN.

Pe3ome

Uccnenopanus ObliM NPOBEJEHBL C 30JOTHIMH CHPHHCKAMHM XOMSAKAMHM, yHOTPeO/ass LTaMM
263 K scrapie.

ITepsbie, He BHI3BIBAIOIINE COMHEHHSI, HEBPONATOIOIHYECKHE MIOKA3ATEIM SCrapie MOsABIIAIOTCS
Ha 11 Hemene mociae MHOKYJALMK, XOTs Oojlee TOHKHE M3MEHEHMsi MOXKHO Habmonate yke Ha 8
Hezene. KoHcraTtupoBaHo oOpa3oBaHMe KapTHHBI T. Ha3. ,,TJHOLMTO3a” B 06J4CTH MO3rOBOTO
CTBOJIA M B cocencTse (opManmu rummoxamna, a Takxke (GopmuposaHue BOJIOKOH PoseHTasns,
COMYTCTBYIOIIEE MaKCHMAaJIbHOM MHTEHCUBHOCTH M3MEHEHHIA.

VIHTEeHCHBHOCTDh M3MEHEHHIi TPayMpOBaHA, HAYMHASL OT MACCHBHOTO 3aXBAaTa CTPYKTYP MO3-
TOBOTO CTBOJIA M €r0 YUIMHCHMI MOYIIMX K TOJIOBE — T.e€. TajamMyca M THIOTajamMyca — 4epes
dopMauMio runnokaMmna, MOXIKEYOK M SApAa KOHEYHOTO MO3ra K MO3TOBOIf Kope.
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WCZESNE USZKODZENIA OSRODKOWEGO UKLADU
NERWOWEGO W DOSWIADCZALNYM ZATRUCIU
ZWIAZKAMI MANGANU

Zesp6l Neuropatologii i Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego Centrum
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN

Strukturalne uszkodzenia osrodkowego ukladu nerwowego w do-
swiadczalnym zatruciu zwigzkami manganu majg zréznicowany cha-
rakter i z reguly wystepuja po dlugotrwalym kilkumiesiecznym poda-
waniu $rodkéw toksycznych (Pentschew i wsp. 1963; Mustaffa, Chandra
1971; Chandra 1972; Chandra, Shukla 1980). W =znacznej wiekszosci
przypadkéw dotyczg one formacji szarych i wystepuja badz w postaci
zmian uogdlnionych, przewazajgcych w korze mozgu i moézdzku, badz
tez selektywnie ograniczonych do struktur podkorowych, takich jak
galka blada, prazkowie, wzgorze, jadro niskowzgorzowe Luysa i substan-
cja czarna (Makarczenko 1956; Pentschew i wsp. 1963; Neff i wsp. 1969;
Jonderko 1970; Chandra, Srivastava 1970; Mustafa, Chandra 1971;
Chandra 1972). W naszych poprzednich badaniach opisano zmiany pato-
logiczne dotyczace przede wszystkim, jesli nie wylacznie, istoty bialej
moézgowia, z niewielkim tylko zajeciem formacji szarych (Smialek,
Mossakowski 1981; Mossakowski i wsp. 1982). Mialy one charakter
uogblnionego zgabczenia istoty bialej z nieznacznym uszkodzeniem osto-
nek mielinowych i ur;liarkowanym wiloknistym odczynem glejowym.
Nieprawidlowosci w strukturach szarych wyrazaly sie wybiérczym zwy-
rodnieniem i ubytkiem neuronéw istoty czarnej oraz rozsianym zwy-
rodnieniem komérek nerwowych kory moézgu i moézdzku. Badania mi-
kroskopowo-elektronowe ujawnily, ze u podloza zmian patologicznych
stwierdzonych w mikroskopie $wietlnym lezalo masywne uszkodzenie
mitochondriéw wiokien nerwowych we wszystkich ich odcinkach, wiacz-
nie z zakonczeniami nerwowymi, prowadzgce w skrajnych przypadkach
do rozdecia aksondéw. Dominujgcym nieprawidlowosciom aksonalnym
towarzyszylo obrzmienie astrocytéw z cechami proliferacji cytoplazma-
tycznych elementéw wiokienkowych. Zmiany te wystepowaly u zwierzat,
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ktéore w celu ewentualnej eliminacji metalu nagromadzonego w osrodko-
wym ukladzie nerwowym pozostawiano na jednomiesieczne przezycie,
po zakonczeniu zatruwania trwajgcego przez 4 tygodnie (Hietanen i wsp.
1981). W celu przesledzenia ewolucji i dynamiki zmian przeprowadzono
ich ocene bezposrednio po zatruciu.

MATERIALE. I METODY

Badania przeprowadzono w identyczny sposéb jak w poprzednich
grupach doswiadeczalnych (Smiatek, Mossakowski 1981). Szczury szczepu
Wistar, samce w wieku 6 tyg. (ok. 150 g masy ciala) otrzymywaty
w okresie 4 tygodni 7 iniekcji dozylnych chlorku manganowego (MnCly)
w fizjologicznym roztworze chlorku sodu. Pelna podana dawka s$rodka
toksycznego, w przeliczeniu na Mn*+, wynosila 240 mg/kg masy ciala.
Dwie pierwsze iniekcje w dawce po 20 mg Mn*1/kg masy ciala podano
w odstepach jednodobowych, trzy dalsze po 40 mg Mn*t/kg masy ciala
w dwudniowych odstepach w okresie jednego tygodnia, a dwie nastepne
(40 mg Mn*t/kg ciezaru ciala) w odstepach jednotygodniowych. Zacho-
wanie zwierzat w czasie zatruwania oraz ich $miertelnos¢ nie réznity
sie od opisanych poprzednio (Smialek, Mossakowski 1981). Z ogélnej
liczby 18 zwierzat w okresie prowadzenia do$swiadczenia 8 padlo. Padaty
zazwyczaj albo w czasie podawania srodka toksycznego, albo bezposred-
nio po iniekcji. Przez caly okres doswiadczenia zwierzeta nie wykazywaly
objawoéw neurologicznych. Stawaly sie jednak mniej ruchliwe, tracity
taknienie, a ich siers¢ byla matowa. Zwierzeta podzielono na dwie
grupy — pierwszg usmiercano nazajutrz po ostatnim podaniu chlorku
manganowego, a drugg po uplywie 7 dni. W kazdej grupie 3 szczury
uzyto do badan w mikroskopie swietlnym i po 2 — w mikroskopie
elektronowym.

Zwierzeta przeznaczone do badan w mikroskopie $§wietlnym us$mier-
cano przez otwarcie klatki piersiowej i wykonanie przezsercowej perfuzji
zobojetnionym do pH 7,2 10°% roztworem formaliny. Perfuzje przepro-
wadzono pod ci$nieniem 80—100 mm Hg. Do badania pobierano mézgo-
wie, ktéore po wyjeciu z jamy czaszki krojono w plaszczyznie czoltowej
na bloki, przechodzgce na wysokos¢ przednich i w pelni rozwinietych
zwojow podstawy, srédmozgowia, mostu z moézdzkiem i dolnego odcinka
opuszki na pograniczu z rdzeniem kregowym. Bloki tkankowe przepro-
wadzano do parafiny, a skrawki parafinowe barwiono hematoksyling-
-eozyng oraz wedlug metod Klivera-Barrery i Kanzler-Arendta.

U zwierzat przeznaczonych do badan mikroskopowo-elektronowych
u$miercanych w spos6b identyczny perfuzje wykonywano przy uzyciu
2%/p aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze kakodylanowym o pH 7,3.
Po wyjeciu mézgowia z jamy czaszki pobierano bloczki tkankowe z istoty
biatej pétkul moézgu, z jader kresomozgowia, wzgorza, istoty czarnej,
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opuszki i istoty bialej mozdzku. Bloczki ptukano w 0,1 M buforze
kakodylanowym przez 1 godz. Utrwalano je nastepnie dodatkowo przez
okres 1 godz. w 2% czterotlenku osmu w 0,1 M buforze kakodylanowym,
odwadniano w sposéb rutynowy i zatapiano w Eponie 812. Pélcienkie
skrawki barwiono 19, blekitem toluidyny w 1% wodnym roztworze
boraksu, a skrawki ultracienkie kontrastowano w octanie uranylu
i cytrynianie olowiu. Material oglagdano w mikroskopie elektronowym
firmy Jeol, JEM TA.

WYNIKI

W obrazie makroskopowym mézgowia w obu grupach doswiadczal-
nych nie stwierdzono nieprawidlowosci strukturalnych.

Badanie mikroskopowe moézgéw zwierzat grupy I ujawnilo zmiany
patologiczne zaréwno w formacjach szarych, jak i biatych, przy prze-
wadze tych ostatnich. W korze czolowej i zakrecie hipokampa wy-
stepowaly nieliczne neurony obkurczone lub z cechami kwasochlonnego
zwyrodnienia (ryc. 1). Byly one obfitsze w korze moézdzku, gdzie wy-
biérczo dotyczyly komorek Purkinjego, oraz w strukturach formacji
siatkowatej pnia moézgu, zwlaszcza opuszki. Obok neuronéw obkurczo-
nych, ciemnych stwierdzano niekiedy komoérki nerwowe z cechami mi-
krowakuolizacji cytoplazmy. Zwyrodnienia komoérek nerwowych nie
stwierdzano w jadrach podstawy i we wzgérzu. Populacja komérkowa
istoty czarnej byla niezmieniona. Zmiany w istocie biatej wyrazaly sie
znacznym rozluznieniem jej utkania, szczegélnie wyraznym w poétkulach
moézgu (ryc. 2), w powrozkach tylnych i bocznych goérnego odcinka
rdzenia kregowego (ryc. 3) oraz obecno$cig licznych drobnych jamek,
ktorych zageszczenia prowadzity do zgabczenia tkanki. Ostro ograniczo-
ne, okragle lub owalne jamki wystepujace w istocie biatej byly w wiekszo-
Sci przypadkéow puste, rzadko tylko zawieraly drobne, kwasochlonne,
okrgglte struktury, mogace odpowiada¢ badz jadrom, badz tez obrzmia-
lym aksonom. Jamki te byly stosunkowo nieliczne -w istocie bialej poi-
kul moézgu, w tym roéwniez w peczkach striopalidarnych. Znacznie
obficiej wysepowaly w istocie bialej moézdzku (ryc. 4), zaréwno rdzen-
nej, jak i blaszkowej oraz w zbitych strukturach pnia mézgu i rdzenia.
W istocie bialej moézdzku dochodzilo do zlewania sie ze soba pojedyn-
czych struktur jamkowych. W zadnym przypadku nie stwierdzono wy-
kladniké6w wioknistej reakecji gleju, jakkolwiek w istocie biatej pétkul
populacja jader glejowych widocznych w barwieniach przegladowych
byla zwiekszona.

W moézgach zwierzat grupy II zmiany komoérkowe wykazywalty réow-
niez nieznaczne nasilenie, jakkolwiek byly one bardziej uogélnione niz
u zwierzat zabijanych w 24 godziny po zatruciu. Pojedyncze obkurczone
neurony oraz komoérki z cechami mikrowakuolizacji cytoplazmy wy-
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Ryc. 1. T Grupa dos$wiadczalna. Obkurczone, kwasochlonne neurony rozsiane w korze
czolowej. H—E. Pow. 400 X

Fig. 1. Experimental group I. Shrunken eosinophilic neurons dispersed in the fron-
tal cortex. H—E. X 400

Ryec. 2. 1 Grupa doswiadczalna. Zbledniecie oslonek mielinowych oraz rozluznienie
utkania podkorowej istoty bialej. Pojedyncze jamki na granicy kory moézgu. Klii-
ver-Barrera. Pow. 200 X

Fig. 2. Experimental group I. Palor and loosening of the subcortical white matter.
Some vacuoles seen in the cortico-subcortical junction. Kliiver-Barrera. X 200

Ryc. 3. I Grupa doswiadczalna. Znaczne rozluznienie utkania powrézka tylnego
w rdzeniu szyjnym. Kliver-Barrera. Pow. 200 X

Fig. 3. Experimental group I. Severe disintegration of the posterior funiculi of
the cervical spinal cord. Klliver-Barrera. X 200

Ryc. 4. 1 Grupa doswiadczalna. Liczne jamki w istocie bialej moézdzku. Kliver-
Barrera. Pow. 200 X

Fig. 4. Experimental group I. Abundant vacuolization of the cerebellar white
matter. Kliiver-Barrera. X 200

stepowaty w korze nowej i w korze zakretu hipokampa (ryc. 5) oraz
w jadrach podstawy, wzgérzu i w strukturach komoérkowych pnia mézgu.
Byly one liczniejsze ws$rod komorek Purkinjego. Nasilenie zmian
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Ryec. 5. 11 Grupa doswiadczalna. Kwasochlonne neurony rozsiane w warstwie pira-
midowej rogu Amona. H—E. Pow. 400 X
Fig. 5. Experimental group II. Eosinophilic neurons dispersed in the pyramidal
cell layer of Ammon’s horn. H—E. X 400
Ryc. 6. II Grupa doswiadczalna. Nieznaczne rozluznienie utkania “istoty bialej
z widocznymi drobnymi jamkami i niewielkie pomnozenie jader gleju. H—E.
Pow. 400 X
Fig. 6. Experimental group II. Slight loosening of the subcortical white matter with
microcavitation and moderate glial proliferation. H—E. X 400
Ryc. 7. II Grupa doswiadczalna. Rozsiane jamki w prawidlowej poza tym podkoro-
wej istocie biatej. Kliiver-Barrera. Pow. 200 X
Experimental group II. Delicate microcavitation of otherwise normal sub-
cortical white matter. Kliiver-Barrera. X 200

Ryc. 8. II Grupa doswiadczalna. Rozsiane jamki w szlakach piramidowych mostu.
Kliver-Barrera. Pow. 200 X
Fig. 8. Experimental group II. Microvacuoles dispersed in the pyramidal fibers in
the pons. Klliver-Barrera. X 200

Fig.

w istocie czarnej nie réznito sie od pozostalych formacji szarych. W dol-
nych warstwach kory moézgu, we wzgorzu, formacji siatkowatej pnia
moézgu i w rogach przednich rdzenia kregowego wystepowaly nieliczne
jamki, nie réznigce sie od opisanych w poprzedniej grupie w istocie
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bialej. Rozluznienie utkania istoty bialej bylo wyraznie mniejsze niz
w grupie zwierzat zabijanych w 24 godziny po zatruciu (ryec. 6); utrzy-
mywalo si¢ ono przede wszystkim w peczkach rdzenia szyjnego. Nato-
miast ilo$¢ drobnojamkowych struktur byla wieksza. Wystepowaly one
wyrazniej niz poprzednio w podkorowej istocie bialej pétkul mozgu
(ryc. 7) w peczkach striopalidarnych, w formacjach pnia (ryc. 8)
i w potkulach mézdzku. Stwierdzano niewielkie namnozenie jader glejo-
wych w istocie biatej, bez wyraznego wildknistego odczynu glejowego.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym istoty bialej moézgu zwierzat
grupy pierwszej zmiany patologiczne wyrdznialy sie znacznym posze-
rzeniem przestrzeni miedzykomérkowych, nieprawidlosciami ultrastruktu-
ry akson6éw, przy mniej zaawansowanym zajeciu ostonek mielinowych
oraz znacznie nasilonymi uszkodzeniami astrocytéow. Ultrastrukturalne
zmiany w aksonach polegaly z jednej strony na rozrzedzeniu i prze-
jasnieniu aksoplazmy z namnozeniem poszerzonych zbiornikéw gladkiej
siateczki $rédplazmatycznej i neurofilamentéw oraz nagromadzeniem
nieoblonionych struktur o znacznej gestosci elektronowej, z drugiej za$
na jej wyraznej kondensacji (ryc. 9, 10, 11). Przewazajgca wiekszos¢
aksonalnych mitochondriow wykazywala roznego stopnia obrzmienie.
Ich macierz byla przejasniona, grzebienie skrécone i przemieszczone na
obwdd. Dochodzilo nierzadko do fragmentacji grzebieni mitochondrial-
nych i do pojawiania sie w nich struktur tubularnych oraz pecherzyko-
wych (ryc. 12). Nierzadko stwierdzano skondensowang konfiguracje mi-
tochondriéw. Stopien obrzmienia mitochondriéow byl zréznicowany,
w skrajnych sytuacjach balonowate struktury otoczone podwoéjng blong
wypelnialy calkowicie przekrdj poszerzonego aksonu (ryc. 13). Ostonki
mielinowe utrzymywaty w wiekszosci swojg prawidlowag strukture. Do-
chodzilo jednak do odcinkowego rozwarstwienia blaszek mieliny i do
wyraznego poszerzenia przestrzeni okoloaksonalnych zawartych miedzy
aksolemmg i okoloaksonalng blaszkg mielinowg (ryc. 9). Opisane powyzej
nieprawidlowos$ci aksonalne wystepowatly rowniez w ich zakonczeniach.
Obserwowano tu ponadto obrzmienie synatoplazmy oraz nieprawidlowosci
w ukladzie pecherzykéw synaptycznych przemieszczonych w stosunku do
zageszczen presynaptycznych, badz tez zbitych w nieregularne agregaty
(ryc. 14). Wiekszos¢ astrocytéw wykazywala znacznego stopnia prze-
jasnienie cytoplazmy perykarialnej i wypustkowej oraz zmniejszenie
ilosci cytoplazmatycznych struktur subkomérkowych (ryc. 15, 16). Obec-
ne byly natomiast liczne poszerzone zbiorniki gladkiej siateczki $rod-
plazmatycznej. Mitochondria astrocytéw wykazywaly nieprawidlowosci
ultrastrukturalne identyczne jak opisane w wypustkach osiowych. Mi-
kroskopowo-elektronowy obraz oligodendrocytéow byl stosunkowo malo
zmieniony. Wystepowaly tu jedynie obrzmiale mitochondria. Zwracal
jednak uwage fakt, ze w tej samej komorce obok mitochondriéw w ro6z-
nym stopniu obrzmiatych obecne byly mitochondria o prawidlowej struk-
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Ryc. 9. 1 Grupa doswiadczalna. Fragment utkania prazkowia. Widoczne poszerzenie
przestrzeni miedzykomoérkowej (ics). Poszerzone sa rowniez przestrzenie okolo-
aksonalne (strzalka). We fragmencie wloékien nerwowych widoczne sg aksony z jas-
na aksoplazmg (ax;) oraz zawierajgce znaczng ilo§¢ struktur filamentarnych (ax,);
we wszystkich obecne sg poszerzone zbiorniki gladkiej siateczki Srédplazmatycznej
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Ryc. 11. I Grupa doswiadczalna. Fragment istoty bialej mézdzku. Liczne aksony
z zageszczong aksoplazmg, zawierajgcg znaczng ilo$é filamentéw oraz obrzmiate
mitochondria. Odcinkowe rozwarstwienie ostonki mielinowej — my. Pow. 13.350 X

Fig. 11. Experimental group I. Tissue fragment from cerebellar white matter. Nu-
merous axons with condensed axoplasm, with rich filamentous structures and
swollen mitochondria. Local splitting of myelin lamellae — my. X 13 350

turze. Podobne nieprawidlowos$ci stwierdzono w nielicznych uchwytnych
w badanym materiale komérkach nerwowych. Sciany naczyn wlosowa-
tych otoczone przez obrzmiale, przejasnione wypustki astrocytow byty
na 0go6l niezmienione. W niektérych z nich mozna bylo dopatrywaé sie
zwigkszonej ilosci pecherzykéw mikropinocytarnych w komérkach §rod-
blonka.

Obraz mikroskopowo-elektronowy moézgéw zwierzat grupy II nie od-

(ser). W prawym gérnym aksonie wystepuja ponadto skupienia 'nieoblonionych
elektronowo-gestych ziarnistosci. Odcinkowe rozwarstwienie blaszek ostonki mieli-
nowej — my. Pow. 26.700 X
Fig. 9. Experimental group I. Tissue fragment from the putamen. Enlarged intra-
cellular spaces (ics). Among visible nerve fibers there are axons with electron
lucent axoplasm (ax;) and containing great amount of filaments (ax,). Numerous
distended cysterns of smooth endoplasmic reticulum (ser) are present in most of
axonal profiles. In the right upper corner an axon containing unbound groups of
electron-dense, granular material. Splitting of myelin lamellae — my. X 26 700
Ryc. 10. I Grupa doswiadczalna. We fragmencie aksonu pochodzgcego ze wzgérza
widoczne nieoblonione ugrupowanie elektronowo-gestego materialu ziarnistego.
Pow. 27.900 X
Fig. 10. Experimental group I. In the fragment of axon from the thalamus, a small
group of an unbound electron-dense granular material is visible. X 27900
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Ryc. 12. I Grupa doswiadczalna. Zmielinizowane wlokno nerwowe z opuszki, za-
wierajgce mitochondrium o jasnej macierzy i pofragmentowanych grzebieniach.
Pow. 13650 X

Fig. 12. Experimental group I. Myelinated nerve fiber from the medulla containing
mitochondrium with a light matrix and fragmented cristae. X 13 650

Ryc. 13. 1 Grupa doswiadczalna. Zmielinizowane wiékno nerwowe z opuszki, zawie-
rajace speczniale mitochondrium, wypelniajgce niemal caly przekréj aksonu.
Pow. 13650 X

Fig. 13. Experimental group I. Myelinated nerve fiber containing, greatly swollen
mitochondrium, which occupies almost totaly the axon’s section. X 13650

Ryc. 14. 1 Grupa dos$wiadczalna. Fragment istoty czarnej. Obrzmiate zakonczenie
aksonalne z jasng cytoplazmg (ta), agregacja pecherzykéw synaptycznych (sv)
i obrzmialym mitochondrium (m). Pow. 8900 X

Fig. 14. Experimental group I. Tissue fragment from substantia nigra. Swollen axon
terminal (ta) with light cytoplasm, aggregation of synaptic vesicles (sv) and swollen
mitochondrium (m). 8900 X

biegal istotnie od opisanego w grupie I (ryc. 17, 18). W szczegdlnosci
odnosito sie to do nieprawidlowos$ci aksonalnych i mielinowych. Wydaje
sie jedynie, ze zmiany mitochondriéow byly bardziej nasilone. Obficiej
wystepowaly aksony wypelnione balonowatymi strukturami skrajnie
obrzmialych mitochondriéw. Wyraznie mniejsze bylo poszerzenie prze-
strzeni miedzykomérkowych. W astrocytach, obok przejasnienia i zubo-
zenia ich cytoplazmy oraz opisanych uprzednio nieprawidlowosci w struk-
turze mitochondriéw, wystepowato obfite nagromadzenie gliofilamentow,
obecnych zaréwno w cytoplazmie perykarialnej jak i wypustkowe]
(ryc: 19),
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Ryc. 15. 1 Grupa doswiadczalna. Fragment astrocytu z istoty bialej moézdiku
o obrzmiatej cytoplazmie z licznymi poszerzonymi zbiornikami gladkiej siateczki
§roédplazmatycznej (ser). Pow. 13350 X

Fig. 15. Experimental group I. Fragment of astrocyte from the cerebellar white
matter, with swollen cytoplasm, containing distended cysterns of smooth endo-
plasmic reticulum (sr). Pow. 13350 X

Rye. 16. I Grupa doswiadczalna. Fragment z prazkowia. Wypustka astrocytu (ast)
o bardzo obrzmiatej cytoplazmie. Akson koncowy (ta) z malg gestoscig elektronowag
cytoplazmy i agregacjg pecherzykéw synaptycznych (sv). Obrzmiale mitochon-
drium (m) wypeinia znaczng cze$é przekroju aksonu. Strzatka wskazuje na elektro-
nowo-geste skupienie ziarnistj supstancji w aksoplazmie. Pow. 13350 X
Fig. 16. Experimental group I. Tissue fragment from putamen. Astrocytic process
(ast) with greatly swollen cytoplasm. Axon terminal (ta) with light cytoplasm and
synaptic vesicles aggregation (sv). Swollen mitochondrium (m) occupying great
portion of axonal section. Arrow pointing at small aggregation of electron dense
granular material. 13350 X
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Ryc. 17. 11 Grupa doswiadczalna. Fragment podkorowej istoty biatej. Wigkszosé

widocznych wilékien nerwowych wykazuje nieprawidlowosci strukturalne. Akson

o niskiej gestosci elektronowej aksoplazmy — ax;, obok akson o bardzo znacznym

zageszczeniu aksoplazmy z bardzo licznymi neurofilamentami — ax,; odcinkowe

rozwarstwienie ostonki mielinowej — my. Strzatka wskazuje poszerzenie przestrze-

ni okoloaksonalnej. Balonowate rozdete mitochondrium (m) wypelnia catkowicie
przekr6j aksonu. Pow. 13650 X

Fig. 17. Experimental group II. Tissue fragment of the subcortical white matter.

Most of visible nerve fibres reveal ultrastructural abnormalities; ax; — an axon

with electron light cytoplasm; my — local splitting of myelin lamellae; ax, — an

axon with condense axoplasm filled with rich neurofilaments. Arrow points at

widened periaxonalspace; m — baloon-like distended mitochondrium filling totally
axonal section. 13650 X

http://rcin.org.pl



404 M. J. Mossakowski i wsp.

Ryc. 18. II Grupa dos$wiadczalna. Fragment istoty czarnej. Zakonczenie aksonalne
(ta) z obrzmialg cytoplazmg i agregacja pecherzykdéw synaptycznych (sv); m —
mitochondrium z macierza o znacznej gestosci elektronowej. Pow. 13350 X
Fig. 18. Experimental group II Tissue fragment from substantia nigra. Axonal ter-
minal (ta) with moderate swelling of cytoplasm and aggregation of synaptic vesicles

(sv); m — mitochondrium with electron-dense matrix. 13350 X
Ryc. 19. II Grupa doswiadczalna. Fragment prgzkowia. Wypustka astrocytu (ast)
wypelniona licznymi gliofilamentami (gf); sv — niezmienione zakonczenie aksonu

wypelnione pecherzykami synaptycznymi. Pow. 13350 X

Fig. 19. Experimental group II. Tissue fragment from putamen. Astrocytic process
(ast) filled with rich gliofilaments (gf); sv — unchanged axonal terminal with
synaptic vesicles. 13350 X
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OMOWIENIE

Zasadniczy wzorzec mikroskopowych i mikroskopowo-elektronowych
nieprawidlowosci tkankowych byl wspoélny dla obu wezesnych grup do-
swiadczalnych i grupy zwierzat badanych po uplywie 4 tygodni od za-
trucia (Smiatek, Mossakowski 1981; Mossakowski i wsp. 1982). Domino-
walo zajecie istoty bialej z charakterystycznym obrazem zmian mikro-
skopowych i mikroskopowo-elektronowych oraz stosunkowo nieznaczne
zajecie formacji szarych. W obu strukturach wystepowaty jednak pewne
odrebnosci morfologiczne, pozwalajagce na probe okreslenia dynamiki
procesu i jego sekwencji czasowych.

W najwczes$niejszej grupie doswiadczalnej, w obrazie mikroskopowym
istoty bialej dominowalo uogélnione rozluznienie jej utkania, stanowigce
niewatpliwy wyktadnik obrzeku. Znajdowalo to potwierdzenie w obrazie
mikroskopowo-elektronowym w postaci poszerzenia przestrzeni miedzy-
komoérkowych i znacznego obrzmienia astrocytéw. W grupie z 7-dniowym
przezyciem po zatruciu rozluznienie istoty bialej, aczkolwiek utrzymu-
jgce sie nadal, bylo wyraznie mniejsze, czemu w badaniu mikroskopowo-
-elektronowym odpowiadal brak lub tylko nieznaczne poszerzenie prze-
strzeni miedzykomoérkowych przy utrzymujgcym sie obrzmieniu pery-
karialnej i wypustkowej cytoplazmy astrocytéow. W obu wczesnych gru-
pach nie spostrzegano mikroskopowych wykladnikéw wiéknistej reakeji
glejowej, jakkolwiek u zwierzat z 7-dniowym przezyciem po zatruciu
wystepowaly juz zmiany $wiadczace o S$rédplazmatycznej proliferacji
gliofilamentéw w astrocytach. W grupie z najdluzszym przezyciem po
zatruciu, w ktoérej nie spostrzegano w ogole cech rozluznienia utkania
istoty biatej, wyrazna byta fibroglejoza, a w badaniu mikroskopowo-elek-
tronowym poszerzenie przestrzeni miedzykomérkowych nalezalo do rzad-
kosci, obrzmienie astrocytéw bylo mniejsze w poréwnaniu do grup
wceze$niejszych, a w znacznej czeSci komorek gleju gwiazdzistego cyto-
plazma perykarialna i wypustkowa zawierala obfite nagromadzenie glio-
filamentéow (Mossakowski i wsp. 1982). Analogiczny przebieg czasowy
wykazywaly, nieznaczne zresztg, zmiany w S$cianach naczyn wlosowa-
tych istoty bialej. Niewielkiego stopnia nagromadzenie pecherzykéw
mikropinocytarnych w komoérkach s$rédblonka stwierdzano jedynie
u zwierzat z najkrétszym przezyciem po zatruciu.

Diametralnie rézng dynamike wykazywaly gléwne nieprawidlowosci
tkankowe istoty bialej, wystepujgce w postaci jej zgabczenia, stanowia-
cego nastepstwo nagromadzenia sie w niej drobnych; o réznym stopniu
zageszczenia, jamek. Wykazywaly one wyrazng progresje czasowa, bedac
najmniej nasilone w najwczesniejszej grupie do$wiadczalnej, wyrazniej-
sze u zwierzat z 7-dniowym przezyciem po zatruciu, a najbardziej za-
awansowane w ,,poznej”’ grupie doswiadczalnej.

Zakladajgc, ze uszkodzenia istoty bialej obserwowane u zwierzat
z 4-tygodniowym przezyciem po zakonczeniu zatruwania, maja mikro-
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skopowo-elektronowe cechy obrzeku cytotoksycznego z nieznacznym tyl-
ko komponentem naczyniopochodnym, nalezy przyja¢, ze we weczesnych
grupach doswiadczalnych dominujg morfologiczne wykladniki obrzeku
naczyniopochodnego, z narastajagcymi w czasie elementami obrzeku cyto-
toksycznego. Zatrucie chlorkiem manganowym prowadziloby wiec we
wstepnej fazie do naczyniopochodnego obrzeku tkanki, przeksztalcajg-
cego sie nastepnie w obrzek cytotoksyczny, zblizony w swoim obrazie
morfologicznym do zmian stanowigcych nastepstwo zatrucia cyjankami
(Hirano i wsp. 1967) i fosforoorganicznymi pestycydami (Zelman 1977;
Zelman, Majdecki 1979). Za takg sekwencja zmian obok struktury uszko-
dzen tkankowych przemawia¢ moze dodatkowo wystepowanie niewiel-
kich wprawdzie, ale wyraznych nieprawidlowosci w obrazie naczyn wio-
sowatych, ograniczonych do najwcze$niejszej grupy doswiadczalnej.
O stusznosci tej hipotezy zadecydujg badania przepuszczalno$ci naczyn
z uzyciem znacznikéw barierowych, przeprowadzone w czasie i w roz-
nych okresach po zatruciu. W tym kontekscie wiéknisty odczyn glejowy
narastajgcy w zatruciu stanowilby nastepstwo wcze$niejszego obrzeku
naczyniopochodnego (Rubinstein i wsp. 1962; Klatzo 1968). W S$wietle
poréwnawecze] analizy obrazéw wystepujacych w réznym czasie po za-
truciu chlorkiem manganowym nalezy przyja¢, ze reakcja obrzekowa
tkanki ma charakter mieszany, o réznej w akcentacji jej dwoch kompo-
nentéw. Ich wzajemne zaleznosci przyczynowe, o ile istniejg w ogéle, sg
trudne do okreslenia. Wydaje sie mato prawdopodobne, aby nieprawidto-
wosci aksonalne, stanowigce zasadniczy element cytotoksycznego obrzeku
w naszym materiale byly nastepstwem obrzeku naczyniopochodnego,
jakkolwiek atrakcyjne wydaje sie wigzanie preferencji uszkodzen akso-
nalnych w istocie bialej z rozwojem dominujgcego w niej wecze$niej
obrzeku naczyniopochodnego. Uszkodzen tego typu nie obserwowano
w obrzeku naczyniopochodnym wywolanym przez inne czynniki pato-
genetyczne. Narastajg one w czasie cofania sie obrzeku naczyniopochod-
nego, ktéry prowadzi zreszta w pierwszej kolejnosci do uszkodzenia
ostonek mielinowych (Klatzo 1968), niezmienionych lub wykazujgcych
nieznaczne nieprawidlowosci w przedstawionym materiale. Wydaje sie
przeto, ze u podloza uszkodzen aksonalnych, stanowigcych mikroskopo-
wo-elektronowy odpowiednik zggbczenia istoty bialej lezy pierwotne
uszkodzenie mitochondriéw zwigzane z bezposrednim dzialaniem man-
ganu. Liczne badania biochemiczne i histochemiczne nad doswiadczalnym
zatruciem manganem wskazujg na znaczne obnizenie aktywosci enzymow
mitochondrialnych (Chandra 1972; Seth, Husain 1974; Sigh i wsp. 1974;
Situramayya i wsp. 1974; Hietanen i wsp. 1981), a wybiércze powinowac-
two manganu do mitochondriéw moze byé¢ zwigzane z obfitym jego gro-
madzeniem sie w tych wlasnie strukturach subkomoérkowych w mézgu
w warunkach prawidlowych (Cotzias 1958). Sprawg otwartg pozostaje
natomiast wybiércza wrazliwo$¢ mitochondriéw aksonalnych i astrocy-
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tarnych istoty bialej, przy znacznie mniejszej, jak mozna sadzi¢ z obra-
zo6w mikroskopowo-elektronowych, wrazliwosci perykarialnych mito-
chondriow komoérek nerwowych i oligodendrocytow. Nie wyjasniong
kwestig pozostaje rowniez narastanie uszkodzen aksonalnych po przeby-
tym zatruciu, w okresie gdy — wnoszac z badan Hietanena i wsp.
(1981) — dochodzi do stopniowego zmniejszania sie zawartosci metalu
w mozgu. To samo dotyczy zresztg uszkodzen istoty czarnej, nieobec-
nych w grupie najwczesniejszej, nieznacznych u zwierzat z 7-dniowym
przezyciem, a wyraznych u zwierzat zabijanych po uptywie 4 tygodni od
zatrucia (Smialek, Mossakowski 1981). By¢ moze taka wlasnie dynamika
zmian stanowi wykladnik tzw. zjawiska dojrzewania procesu patologicz-
nego, opisanego przez Klatzo (1975) w warunkach niedokrwienia mézgu,
a stanowigcego — jak sie wydaje — ogo6lng prawidlowos$¢ reakeji tkanki
nerwowej na dzialanie roznorakich czynnikéw uszkadzajgcych.

Opisane przez nas zmiany, zar6wno w grupach wczesnych, jak i poz-
niej, roznig sie zasadniczo od znanych z piSmiennictwa (Pentschew
i wsp. 1963; Neff i wsp. 1969; Chandra, Srivastava 1970; Chandra 1972)
dotyczgcego uszkodzen tkankowych moézgu w zatruciu zwigzkami man-
ganu, swoja wybiorczosécig, a co najmniej przewaga zajecia istoty bialej
oraz czasem wystepowania. Jak wspomniano poprzednio, niezaleznie od
drogi podania, ogélnej i jednostkowej dawki oraz rodzaju zwigzku che-
micznego manganu, mozgowe uszkodzenia tkankowe dotyczyly przede
wszystkim struktur szarych i rozwijaly sie po wielomiesiecznym zatru-
waniu. Sigh i wsp. (1974) po zatruwaniu szczuréw siarczanem manganu
przez okres 25 dni nie stwierdzali w ogdle zmian patologicznych w moz-
gu uchwytnych w badaniach mikroskopowych. Nie istnieje przy tym
mozliwo$¢ poréwnania nieprawidlowosci ultrastrukturalnych, gdyz w do-
stepnym piSmiennictwie nie spotkaliSmy mikroskopowo-elektronowych
opracowan encefalopatii manganowej.

*

Podziekowanie

Autorzy dziekujg Paniom Teresie Bok, Renacie Wojdzie i Wandzie
Ciesielskiej za bardzo staranng pomoc techniczna.

PAHHEE TTOBPEX/IEHUE LIEHTPAJIbBHOW HEPBHOW CUCTEMBI
B DKCIEPUMEHTAJIBHOM OTPABJIEHNUWN COEAMHEHUSAMU MAPIAHLIA

Pe3ome

OxapakTepU30BaHO paHHHWE NATOMOP(OIOrHYECKHE HM3MEHEHHsI B LEHTPAJIbHONW HEepBHOM
CHCTEME Y KPbIC, Pa3BMBAIOLIMECH BC/IEACTBME OTPABJICHHS XJOPHCTBIM MapraHuOM, BBOIMMbBIM
BHYTPHBEHHO B nepuose 4 Henenb, B o6ueit nose 240 r Mn*+/kr Beca tena. [IpeameromM uccieno-
BaHMil ObIIM TOJIOBHOM M CIIMHHOW MO3IHM XHBOTHBIX YOMBAHHBIX HEMOCPEICTBEHHO WM MO MCTe-
yenud | HenesM OT BBENCHMS TOJIHOM H03bI TOKCHYHOTO BelecTBa. KOHCTaTHpOBaHHBIE M3MEHE-
HUst ObLIN' COMOCTABJIEHBI C TMOBPEXICHHUSMH BBICTYNAOLUIHMH IOCIE MECAYHOTO IEePeXHBAHHS
c momeHTa otpasnenusi (MoccakoBcku M coTp., 1982).

6 — Neuropatologia Polska 3/83
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Pannue MOp(ONOrHyYeckne u3MEHEHHs BbIPAXKaJIMCh YMEPEHHOH Hecrneuu(puueckoii aerese pa-
LIMeH HEPBHBIX KJIETOK, 6€3 YJIOBUMOTO JIOKAIM3ALMOHHOIO MPEANOYTEHHS, U 000DBILEHHBIM OTEKOM
6enoro seuecTsa, NOATBEPXKAEHHBIM B ONITHYECKOM M JIEKTPOHHOM MHUKpOcKonax. OTEeYHbIM H3me-
HeH#usM 6esloro BellecTBa B paHHEM IIEPHOZE HE COMYTCTBOBaja (MOPHHO3HASA IJIHO3HAA Peakius.
Ho ee He3HauMTe/lbHBIE NOKA3aTeNM YJIOBHMbIE HCKIIOYHMTENBHO B 3JIEKTPOHHOM MHKPOCKONE
NOSIBJISUIACH Y JKMBOTHBIX YOMTBIX MO MCTE€YEHHMH HENENM OT OTpaBJEHHS. XapaKTepHbIH /s 1no3-
JHel rpynmnel nopo3 6en0ro BelecTBa XKHBOTHBIX, YOMTHIX HEMOCPEACTBEHHO TOCJAE OTPABIEHHS,
ObIT HE3HAYWTEJICH M OrPAHMYMBAJICS B OCHOBHOM K CTPYKTYpamM pPOMOOBHIHOTO MOCTa M CrH-
HHOTO MO3ra. DTOT MOPO3, YCHIHBASCh U 0000IIAsCh y KUBOTHBIX yOMBAaeMbIX CrycTs 7 IHel OT
OTpPAaBJIEHHS, HE IOCTUTaJl OZIHAKO NPOTAKEHHOCTH M HHTEHCHBHOCTH KOHCTATHPOBAHHOM B N03aHel
rpynne. B 37eKTPOHHO-MHKPOCKONHOM KapTHHE Mpeobiaiano yCHIUBAIOLIEECs C TEYEHHEM BpeMe-
HH TIOBPEXK/IEHHE AKCOHOB, BBIPAKAIOLIECECS W3IMEHEHHSAMH IJIEKTPOHHON TYCTOTHI aKCOIIa3Mbl,
POCTOM COIEPXaHUsI HEHPO(DHUIAMEHTOB M TSIKEIIOH /lereHepanneil MUTOXOHAPHIA KOTODLIH BeaeT
K MX 1IAPOBMAHOMY B3AyTHIO. Takol e TUN MHTOXOHAPHAJIbHBIX MOBPEXAEHHWH BBICTYNAl B
aKCOHA/JbHbIX OKOHYAHMAX U B OMYXIINX ACTPOLMTAX MPH OTHOCUTEIBHO HEU3MEHEHHBIX MUTOXOH-
JIpUAX NEPUKAPHOHOB HEPBHBIX KJIETOK MW OJIHTOAEHAPOTIIHH.

Ha ocHoBaHMM aHa/In3a HEBPONATOJIOTHYECKOH KAPTHHBI ABTOPBI BBIJIBUHYJIM THIOTE3Y O ABYX-
dasHOM XxapakTepe MOBpEXACHWI HepBHON cucTemsl. IlepByro a3y coctapnser 0600UIEHHbII
Ba30OTE€HHbi OTEK, a BTOPYIO a3y — LIMTOTOKCHMYECKHH OTEK, CBS3AHHLIA C CEJEKTHBHBIMM I10-
APEKINCHUSIMU MHUTOXOHIPHIA.

EARLY LESIONS OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM
IN EXPERIMENTAL MANGANESE INTOXICATION

Summary

Early morphological alterations of the central nervous system in rats due to
manganese chloride intoxication were characterized. The animals were intoxicated
in the course of 4 weeks by intravenous administration of manganese chloride in
a total dosis of 240 g Mn+t++/kg of body weight. The animals were killed either
immediately or 7 days after the last injection of the toxic substance. The mor-
phological abnormalities of the central nervous system were compared with those
found in animals surviving 1 month after intoxication (Mossakowski et al. 1982).

Contrary to the late group, the early alterations consisted of a mild non-spe-
cific degeneration of neurons, spread over the gray structures with no topographic
predilection and of generalized, decreasing in time, brain edema of the white
structures, confirmed in both light and electron microscopy. In the earliest group
of animals the white matter edema was not accompanied by fibrous glial reaction,
the slight traces of which appeared in animals killed 7 days following intoxication.
Spongy degeneration of the white matter, typical for the late group, in animals
killed immediately after intoxication, was mild and practically limited to hindbrain
structures and spinal cord. Becoming more spread and intensive in animals sa-
crified 7 days later it never reached the severity observed in animals killed after
one month survival. The most striking feature of the electron microscopic picture
consisted in severe axonal abnormalities, taking the form of increased electron
density of axoplasm, enhanced content of neurofilaments and severe mitochondrial
degeneration. Mitochondrial swelling led to the formation of giant baloon-like
structures. The same mitochondrial abnormality was present in axonal endings and
in swollen astrocytes. Neuronal perikarya and oligodendrocytes were relatively
normal.

Basing on the above observations it was postulated that manganese intoxication
has been resulting in the biphasic central nervous system alteration. The first
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phase consisted in generalized vasogenic brain edema, while the second one was
expressed by cytotoxic edema of the white matter due to massive mitochondrial
abnormalities.
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WPLYW DOSWIADCZALNEGO ZATRUCIA CHLORKIEM
MANGANAWYM
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Toksyczne dzialanie zwigzkéw manganu na o$rodkowy uklad nerwo-
wy znane jest od dawna. Do$wiadczenia kliniczne w tym zakresie zwig-
zane sg przede wszystkim z zatruciami przemystowymi (Rodier 1955;
Mena i wsp. 1967; Sari¢ i wsp. 1977). Wiekszos¢ autoréw zwraca przy
tym uwage na dominujgcy w obrazie klinicznym zespd! pozapiramidowy,
przypominajgcy objawy choroby Parkinsona (Banta, Markesbery 1977,
Krigman 1978), jakkolwiek obraz neuropatologiczny, znany z nielicznych
opisanych przypadkow, zblizony jest bardziej do zmian charakterystycz-
nych dla zwyrodnienia watrobowo-soczewkowego (Mena i wsp. 1967).
Hornykiewicz (1972) wigzal wystepowanie parkinsonizmu manganowego
z obnizeniem poziomu dopaminy. Koncepcje te potwierdzaja pomyslne
wyniki terapeutycznego stosowania lewo-dopy (Cook i wsp. 1974).

W doswiadczalnym zatruciu zwigzkami manganu u zwierzat nie
obserwowano zespolu pozapiramidowego, a obraz neuropatologiczny
w wiekszo$ci przypadkéw nie wykazywal wybiérczego uszkodzenia tych
struktur mézgowia, z ktéorymi wigze sie jego wystapienie (Chandra,
Srivastava 1970; Mustafa, Chandra 1971; Chandra 1972). W licznych
badaniach stwierdzono jednak obnizenie poziomu dopaminy badz w ca-
lym mézgowiu (Mustafa, Chandra 1971), badz tez w jego niektérych
obszarach, przede wszystkim w prazkowiu (Neff i wsp. 1969). W bada-
niach nad podostrym zatruciem chlorkiem manganawym u szczura, prze-
prowadzonych przez Smiatka i Mossakowskiego (1981), nie stwierdzono
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rowniez neurologicznych objawéw klinicznych, a zmiany neuropatolo-
giczne roznily sie w sposob istotny od opisywanych w wiekszos$ci prac
doswiadczalnych. Polegaly one na uogélnionym zwyrodnieniu ggbczastym
istoty bialej, z towarzyszgcym widknistym odczynem glejowym, przy
nie zmienionych na og6t strukturach szarych mozgu. Jedynie istota czar-
na wykazywala znaczny ubytek komorek nerwowych, natomiast praz-
kowie bylo nieuszkodzone.

W patogenezie zespolu pozapiramidowego, poza uszkodzeniem ukiadu
dopaminergicznego, bierze sie rowniez pod uwage zmieniong funkcje in-
nych ukladéw neurotransmiterowych. Wazng role przypisuje sie¢ miedzy
innymi ukladowi GABA-ergicznemu, bogato reprezentowanemu zaréw-
no w istocie czarnej, jak i w zwojach podstawy (Kim i wsp. 1971; Py-
cock 1978).

Wydawalo sie przeto celowe okreslenie zalezno$ci ukladu GABA-
-ergicznego i dopaminergicznego w tym wiasnie modelu doswiadczalnym,
w ktéorym wprawdzie nie wystepowal zespdt pozapiramidowy, lecz ktory
charakteryzowatl sie wybiérczym uszkodzeniem istoty czarnej. Badania
obejmowaly oznaczenie poziomu kwasu gamma-aminomastowego (GABA)
w istocie czarnej, prazkowiu (skorupa z jadrem ogoniastym), galce bla-
dej i w korze centralnej oraz reakcje wigzania receptora dopaminergicz-
nego D-2 w prazkowiu.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 41 samic szczuréw szczepu Wistar, o ciezarze ciala
okoto 120 g, ktéorym podawano do zyly ogonowej chlorek manganowy
(MnCl,) w fizjologicznym roztworze soli, wedlug nastepujacego sche-
matu: pierwszego dnia — 20 mg Mn*t+t/kg ciezaru ciala, przez nastepne
5 dni po 40 mg Mn*1/kg, a po miesigcu od podania pierwszej dawki —
40 mg Hntt/kg ciezaru ciala. Zwierzeta dekapitowano po uplywie mie-
sigca od ostatniej iniekcji.

Oznaczanie poziomu GABA. Moézg po pobraniu oziebiano w lodzie
i izolowano istote czarng, galke bladg, skorupe z jadrem ogoniastym
i kore centralng. Prébki natychmiast zamrazano w mieszaninie suchego
lodu z metanolem i wazono. Pobrane struktury moézgowia homogenizo-
wano w 5 objetosciach 0,01 N HCI. Pobierano 200 ul homogenatu i do-
dawano 20 ul 10%0 kwasu trojchlorooctowego (TCA). Wytrgcone biatko
usuwano przez wirowanie w temperaturze +4°C przy obrotach 300/min
przez 20 min. Otrzymany nadsgcz inkubowano przez 30 min w tempera-
turze 60°C po dodaniu 20 pl 50 mM kwasu glutaminowego i 200 ul 14 mM
ninhydryny. Nastepnie dodawano 5 ml odczynnika miedziowego (winian
miedziowy + weglan sodu). Fluorescencje odczytywano w spektrofluory-
metrze Aminco-Bowman przy diugosciach fal 380—450 nm wedlug me-
tody Love i wsp. (1958), w modyfikacji Suttona i Simmondsa (1974).

Oznaczanie powinowactwa i gestosci receptora dopaminergicznego D-2.
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Pobrane prgzkowie zamrazano natychmiast w mieszaninie suchego lodu
z metanolem. Probki homogenizowano w homogenizatorze teflonowo-
-szklanym w 20 objetosciach buforu fosforanowego (0,05 M NaH,PO,-
H,0, pH 7,4) w temperaturze 0°C. Homogenat inkubowano przez 60 min
w temperaturze 37°C, a nastepnie wirowano przy 44000 X g przez
15 min. Osad homogenizowano powtérnie w temperaturze 0°C w 60 obje-
tosciach tego samego buforu. Reakcje wigzania przeprowadzano w na-
czynkach reakcyjnych Eppendorfa. Kazda probka zawierata 800 ul homo-
genatu (13,3 mg tkanki), 100 ul 3H-spiperonu oraz 100 ul d-butaklamolu.
Po wymieszaniu przez 15—20 s na mieszadle rotacyjnym prébki inkubo-
wano w temperaturze 5°C przez 2 godz. Po zakonczeniu inkubacji probki
sgczono przez filtry z wioknem szklanym (Whatman GF/B), przyspiesza-
jac sgczenie przy pomocy pompy prozniowej i dwukrotnie przemywano
5 ml buforu chtodzonego plaszczem lodowym. Filtry suszono w naczyn-
kach scyntylacyjnych i nastepnie zalewano 10 ml mieszaniny scyntyla-
cyjnej (POPOP — 50 mg, POO — 4 g, metanol — 20 ml, toluen —
1000 ml). Radioaktywnos$¢ probek mierzono w liczniku scyntylacyjnym
Nuclear Chicago 300. Szczegély metody opisano uprzednio (Czlonkowski
i wsp. 1978).

Do badan wykorzystano nastepujgce preparaty: d-butaklamol (Ayerst,
Montreal, Canada), PPO (2,5-diphenyloxazolone — P.O. Ch., Polska),
POPOP (1,4-bis/phenyl/1—2 oxazolyl/benzene — Fluka, Szwajcaria),
3H-spiperon (spiroperidol) w stezeniu koncowym 1,0 mM o aktywnosci
wiasciwej 15,5 Ci/mmol = 573 GBg/mmol (Amersham Buchler, Braun-
schweig, RFN).

Obliczenia statystyczne wykonano wedlug testu ,,t” Studenta.

WYNIKI

Uzyskane wyniki poziomu GABA w badanych strukturach mézgowia
przedstawiono na rycinie 1.

U zwierzat kontrolnych poziom GABA w istocie czarnej wynosit
1,92 + 0,24 umola/g tkanki, w korze centralnej 1,10 * 0,13 pmola/g
tkanki, w prazkowiu 0,57 * 0,14 umola/g tkanki oraz w galce bladej
0,43 £ 0,12 umola/g tkanki.

W grupie zwierzat poddanych zatruciu chlorkiem manganowym
obserwowano znamienny statystycznie przyrost poziomu GABA: w korze
centralnej o 317,2% (2,36 + 0,21 umola/g tkanki, p <<0,001), w prazko-
wiu o 117,2% (2,38 = 0,19 umola/g tkanki, p << 0,01) oraz w galce bladej
o 55,3% (0,67 + 0,04 umola/g tkanki, p <<0,01). W istocie czarnej przy-
rost zawartoSci GABA byt nieznaczny, wynosit on 2249 (2,35—0,23
umola/g tkanki). Réznica ta w stosunku do grupy kontrolnej nie byla
statystycznie znamienna (p > 0,05).

W do$wiadczeniach radioreceptorowych z zastosowaniem antagonis-
tow receptora dopaminergicznego, w grupie szczuréw poddawanych za-
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Ryc. 1. Poziom GABA w moézgowiu szczura w doswiadezalnym zatruciu chlorkiem
manganawym
Fig. 1. GABA content in experimental intoxication with manganous chloride in
rat brain
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Ryc. 2. Wplyw wzrastajacych stezen d-butaklamolu na wiazanie in vitro 3H-spipe-
ronu do receptora dopaminergicznego D-2 w prazkowiu szczuré6w w doswiadczal-
nym zatruciu chlorkiem manganawym. Kazdy punkt na krzywych reprezentuje
wartoé¢ $rednig z co najmniej dwoéch niezaleznych do$wiadczen wykonanych trzy-
krotnie
Fig. 2. Effect of increased concentration of d-butaclamol on *H-spiperon in vitro
binding to dopaminergic receptor D-2 in putamen in experimental intoxication with
manganous chloride in rats. Curves are formed with means of three repeated
estimations from minimum two separate experiments
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truciu chlorkiem manganawym uzyskano podobne wyniki, jak u zwie-
rzat kontrolnych (ryc. 2).

OMOWIENIE

W opracowywanym modelu zatrucia szczuréw chlorkiem mangana-
wym nie obserwowano obecnosci zespolu pozapiramidowego.

Uzyskane wyniki badan neuroprzekaznikéw sg skorelowane z obra-
zem Kklinicznym. Zblizona ilo$¢ rozpadéw na minute w probkach po-
chodzgcych zaréwno od zwierzat z grupy kontrolnej, jak i zatruwanych
MnCl,, $wiadczy o braku wplywu toksycznego na powinowactwo i ge-
sto$¢ receptora dopaminergicznego D-2 w prazkowiu. Dla wykluczenia
uszkodzenia innych elementéw ukladu dopaminergicznego konieczne by-
loby wykonanie badan poziomu dopaminy z uwzglednieniem struktur
szlaku dopaminergicznego lub dokladniejsze przeanalizowanie procesow
syntezy, wigzania, uwalniania i rozpadu tego neuroprzekaznika w osrod-
kowym ukladzie nerwowym.

Znaczny przyrost zawartosci GABA w prazkowiu, galce bladej i korze
centralnej moze by¢ spowodowany wzmozong syntezg oraz wigzaniem
lub obnizonym uwalnianiem i rozpadem tego neuroprzekaznika w na--
stepstwie zatrucia chlorkiem manganawym. Podobnie wysoki wzrost
poziomu GABA w skorupie u szczuréw zatruwanych manganem stwier-
dzil uprzednio Bonilla (1978).

Synteza GABA, zalezna od aktywnosci dekarboksylazy glutaminiano-
wej, zachodzi gléwnie w neuronach (Fonnum i wsp. 1970). Z obserwacji
Smialtka i Mossakowskiego (1981) wynika, ze w zastosowanym modelu
doswiadezalnym neurony tych struktur nie ulegajg istotnym zmianom
patologicznym. Mozna wiec przypuszezaé, ze w tych czesciach moézgowia
utrzymanie prawidlowego poziomu GABA, syntetyzowanego przy udziale
neuronalnej dekarboksylazy glutaminianowej (GAD I) pozostaje nie-
zmienione. Przyrost GABA w jadrze ogoniastym i skorupie oraz w galce
bladej i korze centralnej moze natomiast zaleze¢ od zwiekszonej puli
glejowej GABA. W wyniku zatrucia chlorkiem manganawym, w stoso-
wanym modelu dochodzi do znacznego rozplemu gleju. Wzrost puli de-
karboksylazy glutaminianowej z przedzialu glejowego (GAD II) oraz
GABA-transferazy, enzymu syntetyzujgcego kwas gamma-aminomastowy
i wystepujgcego w bardzo duzej ilosci w komérkach glejowych (van Gel-
der 1965; Kuriyama i wsp. 1966; Hyde, Robinson 1974) moze prowadzi¢
do zwiekszonego poziomu GABA w tych strukturach. Kontrola poziomu
GABA zwigzana jest Scisle z zawartoscig glutaminianu oraz posrednio
z pulg alfa-ketoglutaranu. W zwigzku z powyzszym przypisuje sie wazng
role ilosciowym powigzaniom przemian GABA z mitochondrialnym me-
tabolizmem kwasow trojkarboksylowych na etapie alfa-ketoglutaran —
jablczan. Uwaza sie, ze zmienione procesy redukeji i utleniania na po--
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ziomie mitochondrialnym powoduja naruszenie réwnowagi uktadu
NADH/NAD i tg drogg moga modyfikowaé¢ przemiany szlaku GABA,
obocznej drogi utleniania glukozy w cyklu Krebsa, szczegélnie na etapie
dziatania dehydrogenazy aldehydu semibursztynowego (Walsh, Clarck
1976).

Nieznaczne réznice w zawartosci GABA w istocie czarnej moézgowia
w pordéwnaniu z pozostalymi strukturami mogg stanowi¢ wypadkows
warto$¢ obnizenia jego syntezy w neuronach ulegajacych zwyrodnieniu
i rozpadowi, przy réwnoczesnym przyroscie w puli glejowej. Jak wynika
z obserwacji morfologicznych, w istocie czarnej dochodzi do znacznego
zmniejszenia populacji neuronéw przy rownoczesnej glejozie.

Uzyskane przez nas wyniki dotyczgce dzialania chlorku mangana-
wego na osrodkowy uklad nerwowy i jego wplyw na stan ukladu GABA-
-ergicznego wymagaja dalszych badan. Niezbedne jest przede wszystkim
okreslenie zawartosci GABA w poszezegbélnych przedziatach komérko-
wych i ocena aktywnosci enzymoéw uczestniczgcych w jego metabolizmie.

WNIOSKI

1. Zatrucie szczuréw chlorkiem manganawym prowadzi do podwyz-
szenia zawartoSci kwasu gamma-aminomastowego w prazkowiu, galce
bladej i korze centralnej, przy nieznamiennym statystycznie wzroS$cie
jego poziomu w istocie czarnej, ktéra jest jedyng strukturg OUN z wy-
biérczym ciezkim uszkodzeniem neuronoéow.

2. Zatrucie chlorkiem manganawym nie wywiera wplywu na po-
winowactwo i gesto$¢é receptora dopaminergicznego D-2 w prazkowiu.

BJIIMSAAHUE SKCIIEPUMEHTAJIBHOI'O OTPABJIEHUS XJIOPUCTBIM MAPIAHLIOM
HA YPOBEHb TAMMA-AMUHOMACJISIHOM KUCJIOTBI U JIOTIAMUHSPI UYECKUN
PELIETITOP D-2 B MO3T'E KPBIChI

Pe3iome

DKCIIEPUMEHTHI NPOBEIEHO Ha 41 KpbiCe JKEHCKOTro Mosia B BO3pacte 6 Heaelb. JKHBOTHBIS
MO/IBEPI/IUCH OTPABJICHUIO XJIOPHCTHIM MApraHLOM BBOJMMBIM BO BHYTPHBEHHBIX MHBEKLHUAX —
B nepBoil g03e 20 Mr/Kr Beca XHBOTHOTO M 3aTeM B TeueHue 5 aueit 40 mr/kr. Mecsu crnycTsi ot
nocneanei nAbekuu — 40 mr/kr. ITo ucTeyeHnn 2 MecsiLieB OT Ha4asla ONbITA KUBOTHBIX yOUBAIIH.

VYV KHBOTHBIX OTCYTCTBOBAJI 3KCTPANMpaMUAHBIN cUHApPOM. B pesynbrate oTpasiieHus Map-
raniuoM ObUI OOHAPYXEH CTATHUCTHYECKH CYILECTBEHHBIN IOBBILICHHBIA YPOBEHb raMMa-aMHHO-
MacasiHOM kucnoTsl ¢ 55,3% B 6neanom wape, 117,3% B ckopayne mo 317,29, B MO3roBoii Kope.
B YepHOM BellleCTBE YPOBEHb 3TOr0 HEMpOMenMaTopa MOBLICHIICS HE3HAYHTENIbHO — Ha 22,49%,.

B addekre paamopelenTUBHBIX HMCC/IEAOBAHHN ITOTYYEHO OIMHAKOBBIC PE3y/IbTAThl B JKCIIE-
PHMEHTAJIbHOM ¥ B KOHTPOJIBHOW Tpymmax.
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EFFECT OF EXPERIMENTAL MANGANESE CHLORIDE INTOXICATION
ON GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID CONTENT AND DOPAMINERGIC D-2
RECEPTOR IN RAT BRAIN

Summary

The experiments were performed on 41 female Wistar rats 6-week-old subjec-
ted to manganese intoxication. Manganese chloride was injected intravenously:
first dose 20 mg Mnt+/kg and after a month from the last administration
40 mg Mn++/kg. The animals were decapitated 2 months after the beginning of
the experiment.

The animals did not show any clinical symptoms of intoxication. Signifi-
cant rise in GABA content from 55.3% in globus pallidus, and 117.2% in putamen
with caudate nucleus, to 317.2% in central cortex was noted. Substantia nigra
showed only insignificant (22.4%) increase of GABA.

In experiments in which radioreceptor antagonist of dopaminergic D-2 receptor
was used, the results concerning putamen did not differ from those in the control
animals.
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ANDRZEJ KAPUSCINSKI

OCENA WPLYWU OKLUZJI TETNIC SZYJNYCH WSPOLNYCH
I ZMIAN CISNIENIA TETNICZEGO NA CZYNNOSC
BIOELEKTRYCZNA MOZGU U SZCZURA

Zespo6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN

Jednostronna lub obustronna niedroznos¢ tetnicy szyjnej wspdlnej
u szczura nie prowadzi do istotnego niedokrwienia poétkul moézgowych
(Levine 1960). Potwierdzono to miedzy innymi statycznymi metodami
izotopowymi wykazujge, ze stezenie zwigzkéw znakowanych przecho-
dzacych do moézgu droga czynnego lub biernego transportu, jak réwniez
zwigzkow barierowych po dozylnym wstrzyknieciu u szczuréw z jedno-
stronng lub obustronng okluzjg tetnic szyjnych wspdlnych, nie rézni sie
w sposOb znamienny od stezenia tych zwigzkéow w poétkulach mozgu
u zwierzat kontrolnych (Kapuscinski i wsp. 1972; Kapuscinski 1974). Po-
niewaz model obustronnej niedroznosci tetnic szyjnych wspdlnych
u szczura stosowany jest w pracach badawczych jako model lagodnego
niedokrwienia moézgu (Mossakowski i wsp. 1973; Sikorska 1978), dlatego
celowa wydawata sie ocena wplywu okluzji tetnic szyjnych wspdélnych
na czynnos¢ bioelektryczng moézgu, ktéra stanowi bardzo czuly wyklad-
nik jego niedokrwienia (Hossmann, Zimmermann 1974).

Celem pracy byla ocena czynnosci bioelektrycznej kory mozgowej
u szczura po jednostronnej i obustronnej okluzji tetnicy szyjnej wspol-
nej oraz ocena pozioméw ukladowego cisnienia tetniczego krwi, przy
ktorych wystepuje ostabienie, a nastepnie zanik czynnos$ci kory u zwie-
rzat z obustronng niedroznoscia tych tetnic.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 6 dorostych szczurach obu plci,
w uSpieniu Nembutalem wstrzykiwanym dootrzewnowo w dawce
70 mg/kg masy ciata. Po odstonieciu kosci czaszki wiercono otwory
o S$rednicy 1 mm umieszczone symetrycznie w okolicy skroniowej.
W otwory te wprowadzano srebrne elektrody iglowe do zapisu elektro-
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kortykogramu (ECoG), ktore umieszczano w kontakcie z opong twarda,
przytwierdzajac je przy pomocy kolodium do kosci czaszki. Iglowe elek-
trody odniesienia wkluwano do obu uszu lub w podbrédek zwierzat.
Zapis ECoG prowadzono w ukladzie jednobiegunowym — z elektrodg
odniesienia oraz w ukladzie dwubiegunowym: T4-A, — prawa poéikula;
T4-T3 — odprowadzenie miedzypotkulowe; T3;-A; — lewa pétkula, przy
statej czasu 0,03 s i predkosci przesuwu papieru 15 mm/s. W ocenie za-
pisu ECoG brano pod uwage amplitude i czestotliwos¢ czynnosci bio-
elektrycznej moézgu. Elektrokardiogram (EKG) zapisywano wkluwajac
elektrody iglowe do prawej przedniej i lewej tylnej lapy (drugie odpro-
wadzenie konczynowe). Ukladowe ci$nienie tetnicze krwi (SAP) rejestro-
wano przez cewnik umieszczony w lewej tetnicy udowej przy uzyciu
przetwornika ci$nienia (Statham P 23) i elektromanometru (EK 4, Fa-
rum). Powyzsze zmienne fizjologiczne zapisywano w sposob ciggly przy
uzyciu 8 kanalowego elektroencefalografu (Acutrace 8, Beckman). W pra-
wej tetnicy udowej umieszczano cewnik celem upustu i reinfuzji krwi.
Z ciecia $rodkowego na szyi preparowano tetnice szyjne wspolne, uwal-
niajac je od otaczajacych struktur anatomicznych. Prawg tetnice szyjng
wspoélng zamykano przy uzyciu klipsa Heifetza na okres 17 minut, a na-
stepnie wykonywano obustronne zamkniecie tetnic réwniez na okres
17 minut. W dalszym etapie do$wiadczenia wykonywano upust krwi trwa-
jacy od 5 do 8 minut, kontrolujgc zmniejszanie sie ci$nienia tetniczego
az do osiggniecia ciszy bioelektrycznej moézgu, a nastepnie po 2 minutach
izoelektrycznego zapisu ECoG przeprowadzano reinfuzje wlasnej krwi
zwierzecia.

WYNIKI

Niedrozno$¢ jednej tetnicy szyjnej wspoélnej nie powodowata zadnych
uchwytnych zmian w czynnos$ci bioelektrycznej pétkuli mézgu po stronie
okluzji u wszystkich zwierzat. Zapis ECoG przez okres 16 minut po
zamknieciu prawej tetnicy szyjnej wspoélnej przedstawiony jest na ry-
cinie 1. Ukladowe ci$nienie krwi wzrastalo u wszystkich zwierzat po-
miedzy 15 a 30 sekundg po zamknieciu tetnicy, osiggajac poziom 140—
150 mm Hg, i utrzymywato sie na poziomie wyzszym od kontrolnego do
16 minuty obserwacji. Wartosci kontrolne ci$nienia krwi wahaty sie po-
miedzy 115 i 125 mm Hg.

Zamkniecie drugiej tetnicy szyjnej wspodlnej powodowalo u wszyst-
kich zwierzat w pierwszej minucie obserwacji krétkotrwale obnizenie
ukladowego ci$nienia tetniczego do poziomu 90—110 mm Hg, osiggajac
w drugiej minucie po zamknieciu obu tetnic szyjnych wartosci 160—
170 mm Hg. Podwyzszone ukladowe ci$nienie tetnicze utrzymywalo sie
na tym poziomie do 12 minuty obserwacji po zamknieciu obu tetnic szyj-
nych. Zaburzenia w czynnosci bioelektrycznej mozgu wystepowaly
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u wszystkich zwierzagt jedynie w pierwszej minucie po zamknieciu obu
tetnic szyjnych, podczas obnizenia ci$nienia tetniczego. Charakteryzo-
waly sie one zmniejszeniem czestotliwosci i wystepowaniem serii iglic
o zwiekszonej amplitudzie (ryc. 2). Zaburzenia te szybko ustepowaly
wraz ze wzrostem ukladowego cisnienia tetniczego i w poézniejszym
okresie obserwacji zapisy czynnosci moézgu nie wykazywaly u zadnego
zwierzecia istotnych réznic w poréwnaniu z czynnoscia w okresie kon-
trolnym.

Control 25 sec 3 min 5 min 16 min
sec after right a.
3 ‘ occlusion 4 . ‘ 1
Btk {\&{\’.{;“‘fﬂe\;w\w éﬂ"‘M‘JA@MM"ﬁ“h ’\J‘[VW.;M:M WM\(’ w\N WN@#{’J

T
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SAP ¥ 100

Ryc. 1. Wplyw jednostronnej okluzji tetnicy szyjnej wspoélnej na czynnos$é bioelek-
tryczng mozgu szczura. Na wszystkich rycinach: ECoG — elektrokortykogram;
EKG — elektrokardiogram; SAP — ukladowe cisnienie tetnicze

Fig. 1. Effect of unilateral common carotid artery occlusion on bioelectric function
of the rat’s brain. In all figures: ECoG — electrocorticogram; EKG — electro-
cardiogram; SAP — systemic arterial pressure

Czynno$¢ serca w zapisie EKG nie zmieniala si¢ po jednostronnym
zamknieciu tetnicy szyjnej wspoélnej. Obustronne zamkniecie tetnic szyj-
nych rowniez nie wplywalo w istotny sposéb na czynno$¢ serca, z wy-
jatkiem niewielkiego wzrostu amplitudy EKG towarzyszacego wyzszemu
poziomowi ci$nienia krwi (ryec. 2).
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Wplyw upustu krwi na ukladowe cisnienie tetnicze i czynnos$é bio-
elektryczng moézgu u szczura z obustronng okluzjg tetnicy szyjnej wspol-
‘nej przedstawiono na rycinie 3. Pierwsze zauwazalne zmiany w czyn-
nosci bioelektrycznej moézgu obserwowano przy poziomie ukladowego
cisnienia tetniczego pomiedzy 85 i 75 mm Hg. Charakteryzowaly sie one
zmniejszeniem czestotliwosei i amplitudy zapisu ECoG. Znaczne zubo-
zenie zapisu ECoG wystepowalo przy poziomie ci$nienia pomiedzy 60
i 50 mm Hg, natomiast cisza bioelektryczna moézgu pojawiala sie
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Ryc. 2. Wplyw obustronnej okluzji tetnicy szyjnej wspélnej na czynnos$é bioelek-
tryezna moézgu szczura

Fig. 2. Effect of bilateral occlusion of the common carotid artery on bioelectric
function of the rat’s brain

u wszystkich zwierzat dopiero przy poziomie ci$nienia pomiedzy 35 i 30
mm Hg. Obnizanie ci$nienia tetniczego przez upust krwi u szczurow
z obustronng okluzja tetnicy szyjnej wspélnej powocdowalc zmniejszenie
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Ryc. 3. Wplyw obnizonego ci$nienia tetniczego na czynno$é bioelektryczng moézgu
szezura z obustronng okluzjg tetnicy szyjnej wspélnej

Fig. 3. Effect of the decreased arterial pressure on bioelectric function of the brain
of rat with bilateral occlusion of the common carotid artery

amplitudy w zapisie EKG oraz nieznaczne zwolnienie czynnoSci serca
(ryc. 3).

Powr6t czynnosci bioelektrycznej moézgu po krotkotrwalym, dwu-
minutowym niedokrwieniu podczas wzrostu ukladowego ci$nienia tetni-
czego na skutek reinfuzji wlasnej krwi u szczura z obustronng okluzjg
tetnicy szyjnej wspo6lnej przedstawiono na rycinie 4. Na poczatku rein-
fuzji krwi powodujgcej wzrost ci$nienia tetniczego u zwierzat do pozio-
mu 40—45 mm Hg, obserwowano pojawianie si¢ pierwszych objawow
powrotu eczynno$ci bioelektrycznej mozgu. Charakteryzowaly sie one
bardzo niskg amplitudg i malg czestotliwoscia zapisu ECoG. Przy dalszej
reinfuzji krwi i wzroscie ukladowego ci$nienia tetniczego wystepowatl
szybki wzrost amplitudy i czestotliwosci zapisu ECoG osiggajac u wszyst-
kich zwierzgt wartosci zblizone do zapisu kontrolnego przy poziomie
ci$nienia pomiedzy 120 i 130 mm Hg.

7 — Neuropatologia Polska 3/83
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Ryc. 4. Powr6t czynnosci bioelektrycznej moézgu podczas wzrostu ci$nienia tetni-
czego na skutek reinfuzji krwi u szczura z obustronng okluzjg tetnicy szyjnej
wspélnej
Fig. 4. Recovery of cerebral bioelectric function during an increase of arterial
pressure due to blood reinfusion in rat with bilateral occlusion of the common
carotid artery

OMOWIENIE

Zastosowanie elektrofizjologicznej metody cigglego zapisu bioelek-
trycznej czynnosci moézgu oraz odprowadzen jednobiegunowych umoz-
liwitlo ocene wplywu okluzji tetnic szyjnych wspélnych na czynnosé
bioelektryczng pétkul moézgowych u dorostych szczuréw. Wyniki prze-
prowadzonych badan wykazaly, ze jednostronna okluzja tetnicy szyjnej
wspolnej nie powoduje zadnych uchwytnych zmian niedokrwiennych
potkuli po stronie okluzji. Wzrost ci$nienia tetniczego towarzyszacy jed-
nostronnej okluzji z anatomicznie prawidlowym kolem Willisa w pelni
kompensujg doplyw krwi do pétkuli po stronie niedroznosci. Obustronna
okluzja tetnic szyjnych wspélnych u tych zwierzat prowadzita do zabu-
rzen czynnosci bioelektrycznej pétkul mézgowych jedynie w pierwszej
minucie po zamknieciu tetnic. Zaburzenia te pojawialy sie w okresie
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krotkotrwalego obnizenia ci$nienia tetniczego przed jego znacznym
wzrostem i mialy raczej charakter pobudzenia a nie techy niedokrwien-
ne. Mozna je tlumaczy¢ odruchem z zatok szyjnych, gwaltowng zmiang
kierunku naptywu krwi z ukladu tetnic kregowych oraz krétkotrwalym
niedokrwieniem. Prawidlowe zapisy czynno$ci bioelektrycznej pétkul
moézgowych przy obustronnej okluzji tetnicy szyjnej wspélnej u szczu-
10w, obserwowane juz w 2 minucie po zamknieciu tetnic, sg przekonuja-
cym dowodem, ze zabieg ten réwniez nie prowadzi do niedokrwienia
pétkul mézgowych. Niedroznosci obu tetnic towarzyszyt znaczny wzrost
ukladowego cisnienia tetniczego utrzymujgcy sie podczas calego okresu
obserwacji. Ten znaczny wzrost ci$nienia tetniczego w polgczeniu z ana-
tomicznie prawidlowym kolem Willisa w pelni wyréwnuja krazenie
moézgowe u tych zwierzat. Dodatkowymi dowodami dokumentujacymi
mechanizm braku zaburzen ukrwienia moézgu, pomimo obustronnej nie-
drozno$ci tetnic szyjnych wspélnych u szczura, sg zapisy czynnosci bio-
elektrycznej moézgu podczas upustu i reinfuzji krwi. Pierwsze objawy
niedokrwienia moézgu w postaci zmniejszenia czestotliwosei i amplitudy
zapisu ECoG obserwowano przy poziomie ci$nienia tetniczego ponizej
85 mm Hg, a wyrazne cechy niedokrwienia pojawialy sie dopiero przy
poziomie cisnienia ponizej 60 mm Hg. Natomiast podczas reinfuzji krwi
pierwsze objawy powrotu czynnosci bioelektrycznej moézgu obserwowano
juz przy poziomie ci$nienia 40—45 mm Hg. Wyniki przeprowadzonych
badan wyraznie wskazujg, ze obustronne zamkniecie tetnic szyjnych
wspolnych u dorostych szczuréw nie jest wystarczajagcym zabiegiem dla
uzyskania niedokrwienia moézgu. Niedokrwienie moézgu u takich zwie-
rzat mozna uzyskaé¢ obnizajgc ukladowe ci$nienie krwi do poziomu po-
nizej 85 mm Hg, a cisza bioelektryczna moézgu wystepuje przy poziomie
ci$nienia pomiedzy 35 i 30 mm Hg.

WNIOSKI

1 Jednostronna i obustronna okluzja tetnicy szyjnej wspolnej u do-
rostych szczuréw nie powoduje zmian czynnoéci bioelektrycznej kory
moézgowej, co przemawia za brakiem niedokrwienia pétkul mézgowych.

2 Niedokrwienie mézgu u dorostych szczuréw z obustronng okluzjg
tetnicy szyjnej wspoélnej wystepuje przy poziomie ukladowego ci$nienia
tetniczego ponizej 85 mm Hg, a cisza bioelektryczna moézgu wystepuje
przy poziomie ci$nienia ponizej 35 mm Hg.

OLIEHKA BJIMSAHUSA OKKJIFO3MU OBLIMX COHHBIX APTEPUM W M3MEHEHUN
APTEPUAJIBHOI'O JABJIEHUS HA BMODJIEKTPUYECKYIO ®YHKIIUIO
T'OJIOBHOI'O MO3I'A V KPBICBI

Pe3owme

V 6 B3pOC/bIX KPhIC MPOBEACHO OLEHKY OMOIEKTPHIECKOH (PYHKUHH MO3TOBOI KOPbI HOCHIE
OTHOCTOPOHHEH M JBYCTOPOHHEH OKKIFO3MM OOIIMX COHHBIX apTEPH M ONMPENENeHO YPOBHH ap-
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TEPHANBHOTO JABJICHWs, NPH KOTOPLIX BBICTYnaeT ociabienue u aTpodus GYyHKUMH KOPHI Y KH-
BOTHBIX C JBYCTOPOHHEH OKK/ItO3ueidl 3THX aprepuit. OmeITel ObUIM NPOBENEHBI MOJA HAPKO30M
neHT06apONTAIOM C NPHMEHEHHEM METO/a MOCTOSHHOM 3aNMHCH 3J1eKTPOKOPTHKOTPAMMEI, CHC-
TEMHOTO apTePUANILHOTO IABJICHUS W IJIEKTPOKapauorpammbl. [[oKa3aHO, YTO OTHOCTOPOHHSS
M JBYCTOPOHHSS OKK/IO3MSi OOLIEil COHHOM apTepHH Y B3POC/BIX KPHIC HE BBI3BIBAET M3MEHEHHH
6moateKTpuYecKoil (hyHKLMH MO3rOBOM KOPBI, YTO TOBOPHT B I0JIb3y HEJOCTATKA MINEMHH MO3-
roBeiX mousyimapuii. ITpuMeHsisi KPOBOIYCKAHHE M PEHH(DY3HIO KPOBH, ONPEIENIEHO, YTO MIIEMHS
TOJIOBHOTO MO3ra y KpBIC C JBYCTOPOHHEH OKKJIfO3Mel OOLiell COHHOW apTepPHH BHICTYNAET NpU
YPOBHE CHCTEMHOTO apTepHaibHOTO NasieHdsi Hwke 85 mMm Hg, a GuosnexTpuyeckas THLIMHA
MoO3ra TOsBIISCTCS IPU YPOBHE AasiieHust Huwxe 35 mm Hg.

EFFECT OF COMMON CAROTID ARTERY OCCLUSION AND CHANGES
OF ARTERIAL PRESSURE ON CEREBRAL BIOELECTRIC FUNCTION IN RAT

Summary

In 6 adult rats cerebral bioelectric function was evaluated after unilateral and
bilateral occlusion of the common carotid artery and levels of arterial pressure
were established by which suppression and electrocerebral silence appeared in
animals with bilateral occlusion. Experiments were performed under pentobarbital
anesthesia with continuous monitoring of electrocorticogram, systemic arterial
pressure and electrocardiogram. Unilateral and bilateral occlusion of the common
carotid artery in adult rats did not induce changes in cortical bioelectric activity
what means lack of hemispheric ischemia. Producing blood letting and reinfusion
it was established that cerebral ischemia in rats with bilateral occlusion of the
common carotid artery appeared by systemic arterial pressure under 85 mm Hg,
and electrocerebral silence appeared under the level of 35 mm Hg.
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CALKOWITE NIEDOKRWIENIE POLKUL MOZGOWYCH
U SZCZURA

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN

Molinari i Laurent (1976) przeprowadzili probe klasyfikacji szeregu
modeli do$wiadczalnych stosowanych w badaniach nad niedokrwieniem
i niedotlenieniem moézgu. Zwracaja oni uwage, ze tylko nieliczne modele
do$wiadczalne — szczegélnie te, w ktorych podstawowym czynnikiem
patogennym jest niedokrwienie — znajdujg swoje odpowiedniki w sytu-
acjach klinicznych. Uwazaja, ze anoksja anemiczna i anoksyjna sa rzad-
kimi zjawiskami w praktyce klinicznej, a modelu Levine’a (Levine 1960)
w og6le nie uwzgledniajag w klasyfikacji.

Pulsinelli i Brierley (1979) opisali nowy model obustronnego, poi-
kulowego niedokrwienia moézgu u szczura. Model ten ze wzgledu na
stosunkowg latwo$¢ wywolywania niedokrwienia oraz mozliwos$¢ uzycia
dostepnego gatunku zwierzecia laboratoryjnego daje szereg nowych moz-
liwosci badawczych. W zwigzku z tym wydawalo sie celowe przeprowa-
dzenie serii badan nad tym modelem niedokrwienia moézgu.

Celem pracy byla ocena doswiadczalnego modelu niedokrwienia moz-
gu opisanego przez Pulsinelli i Brierleya (1979) w warunkach naszej
pracowni, ze zwroceniem szczeg6lnej uwagi na zaburzenia czynnosci
oddechowej i obwodowe zmiany hemodynamiczne.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 15 dorostych szczurach rasy Wis-
tar, w dwoch etapach. W pierwszym etapie zwierzeta usypiano eterem
i wykonywano ciecie dlugosci okoto 1 ¢cm ponizej kosci potylicznej, nad
dwoma pierwszymi kregami szyjnymi. Nastepnie preparowano miesnie
biegngce wzdtuz kregostupa i odstaniano otwory skrzydlowate znajdujgce
sie w wyrostkach poprzecznych pierwszego kregu szyjnego. Przy uzyciu
biokoagulatora (BK-15 firmy Z.D.T.M. Ld6dz) i pensety iglowej koagulo-
wano obie tetnice kregowe przebiegajace w poblizu otworow skrzydlo-
watych. Po zamknieciu tetnic kregowych zwierzeta pozostawiano w klat-
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kach na okres 24 godz. przed rozpoczeciem wlasciwego etapu badan.
‘W drugim etapie zwierzeta usypiano Nembutalem wstrzykiwanym do-
otrzewnowo w dawce 70 mg/kg masy ciala. Po odslonieciu ko$ci czaszki
wiercono otwory o $rednicy 1 mm — dwa symetryczne w okolicy skro-
niowej i jeden w lewej okolicy potylicznej. W otwory te wprowadzano
srebrne elektrody iglowe do zapisu elektrokortykogramu (ECoG), umie-
szczajae je w kontakcie z opong twardg i przytwierdzajgc przy pomocy
kolodium do kosci czaszki. Iglowe elektrody odniesienia wkluwano
w podbrédek zwierzat. Zapis ECoG prowadzono w ukladzie jednobiegu-
nowym: T4-A, — prawa péikula; T;-A; — lewa poélkula oraz w ukladzie
dwubiegunowym: T,;-T3; — odprowadzenie miedzypotkulowe; O,-T3; — od-
prowadzenie miedzy lewg okolicg potyliczng i lewa okolicg skromiowa,
przy stalej czasu 0,03 s i predkosci przesuwu papieru 10 mm/s. W ocenie
zapisu ECoG brano pod uwage amplitude i czestotliwo$é czynnosci bio-
elektrycznej mozgu. Elektrokardiogram (EKG) zapisywano wkluwajac
elektrody iglowe do prawej przedniej i lewej tylnej lapy (drugie odpro-
wadzenie konezynowe). Ukladowe ci$nienie tetnicze krwi (SAP) rejestro-
wano przez cewnik umieszczony w lewej tetnicy udowej, przy uzyciu
przetwornika ci$nienia (Statham P 23) i elektromanometru (EK 4, Fa-
rum). Zmienne fizjologiczne zapisywano w sposéb ciggly przy uzyciu
8 kanalowego elektroencefalografu (Acutrace 8, Beckman). Nastepnie
preparowano tetnice szyjne wspoélne, a do tchawicy wprowadzano rurke
tracheotomijng w celu prowadzenia kontrolowanej wentylacji. Tetnice
szyjne wspo6lne zamykano na okres 30 minut przy uzyciu klipsow Hei-
fetza i podczas zaburzen oddechowych stosowano kontrolowang wentyla-
cje. Po niedokrwieniu po6tkul mézgowych zwierzeta obserwowano przez
okres 3 godzin.

WYNIKI

Okres niedokrwienia moézgu

Zamkniecie obu tetnic szyjnych wspolnych powodowalo u 11 zwie-
rzgt zanik czynno$ci bioelektrycznej kory mozgowej podczas pierwszej
minuty niedokrwienia i wzrost ci$nienia krwi do wartosci 160—190
mm Hg (ryc. 1.). Cisza bioelektryczna moézgu utrzymywata sie u tych
zwierzat do konca okresu niedokrwiennego. W pierwszej minucie niedo-
krwienia moézgu wystepowaly gwaltowne zaburzenia oddychania, cha-
rakteryzujace sie bezdechem lub znacznym zwolnieniem czynnosci od-
dechowej. W czasie pierwszych 10 minut niedokrwienia mézgu ci$nienie
krwi bardzo wolno obnizato sie, jednakze bylo ono zawsze wyzsze od
wartosci kontrolnych (100—110 mm Hg), osiggajgc poziom 110—120
mm Hg w 30 minucie niedokrwienia. Obnizeniu ci$nienia krwi towarzy-
szylo postepujace zwolnienie samoistnej czynnosci oddechowej, az do
wystapienia bezdechu pomiedzy 10 i 12 minutg. Szczegélowg dynamike
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Ryc. 1. Calkowite niedokrwienie péitkul mézgowych u szczura. Na wszystkich ryci-
nach: ECoG — elektrokortykogram; EKG — elektrokardiogram; SAP — ukladowe

ci$nienie tetnicze i
Fig. 1. Complete ischemia of cerebral hemispheres in rat. In all figures: ECoG —
electrocorticogram; EKG — electrocardiogram; SAP — systemic arterial pressure

zmian samoistnej czynno$ci oddechowej oraz cisnienia krwi podczas
pierwszych 10 minut niedokrwienia mézgu u szczura ilustruje rycina 2.
Pomiedzy 10 i 12 minutg niedokrwienia moézgu samoistna czynno$é od-
dechowa okresowo zanikala, przy poziomie ci$nienia krwi 120—130
mm HG. Konieczne bylo stosowanie kontrolowanej wentylacji przez caty
okres osrodkowej niewydolno$ci oddechowej. Pomimo jej stosowania,
pomiedzy 11 i 30 minutg niedokrwienia mézgu, zwolnienie samoistnej
czynno$ci oddechowej postepowalo nadal, osiggajac czestos¢ 12—20 od-
dechéw na minute w 30 minucie niedokrwienia mézgu (rye. 3).

U 4 z 15 zwierzat zamkniecie obu tetnic szyjnych wspoélnych nie po-
wodowalo zaniku ani czynnosci bioelektrycznej kory mézgu, ani spon-
tanicznej czynnosci oddechowej.
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Ryc. 4. Obnizenie ci$nienia krwi i powtérny zanik spontanicznego oddychania po
udroznieniu tetnic szyjnych na zakonczenie niedokrwienia poétkul moézgowych
u szczura
Fig. 4. Decrease of blood pressure and a secondary disappearance of spontaneous
respiration after release of carotid arteries at the of cerebral hemispheric ischemia
in rat

Okres odnowy krgzenia mézgowego

Udroznieniu tetnic szyjnych wspélnych towarzyszylo obnizenie ukla-
dowego ci$nienia krwi do poziomu 80—90 mm Hg i powtérny zanik zwol-
nionej samoistnej czynnosci oddechowej (ryc. 4). W okresie pierwszych

Ryc. 2. Zanik spontanicznego oddychania spowodowany obnizeniem sie¢ cisnienia
krwi podczas pierwszych 10 min niedokrwienia pétkul mézgowych u szczura.
Resp. — oddech sponatniczny
Fig. 2. Disappearance of spontaneous respiration caused by a decrease of blood pre-
ssure during the first 10 min of cerebral hemispheric ischemia in rat. Resp. —
spontaneous respiration

Ryc. 3. Czesto$é spontanicznego oddychania podczas kontrolowanej wentylacji po-

miedzy 11 i 30 minutg niedokrwienia pétkul mézgowych u szczura. Resp. — oddech
spontaniczny
Fig. 3. Rate of spontaneous respiration during controlled ventilation between. 11
and 30 min of cerebral hemispheric ischemia in rat. Resp., — spontaneous respira-
tion
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Niedokrwienie mézgu szczura 433

10 minut odnowy krgzenia moézgowego cisnienie krwi ulegalo powolne-
mu wzrostowi i pomiedzy 11 i 14 minutg odnowy przy poziomie ci$nienia
100—110 mm Hg pojawial sie pierwszy gleboki oddech samoistny (ryc. 5).
W dalszym okresie czynno$¢ oddechowa ulegala stopniowej poprawie
az do pelnej normalizacji pomiedzy 40 i 70 minutg, co pozwalalo na za-
niechanie kontrolowanej wentylacji zwierzat.

Pierwsze objawy powrotu czynnosci bioelektrycznej kory mézgowej
w postaci wolnych fal o niskiej amplitudzie pojawialy sie pomiedzy 45
i 60 minutg odnowy krgzenia mézgowego, a czynnos¢ bioelektryczna
mozgu ulegala stopniowej poprawie (ryc. 6). Pomiedzy 115 i 140 minuta
miata juz ona charakter ciggly, natomiast w 180 minucie odnowy u 4
zwierzat zapis byl zblizony do zapisu prawidlowego. U pozostatych
T zwierzat zarowno czestos¢, jak i amplituda czynnosci bioelektrycznej
kory mozgowej byly nizsze w poréwnaniu z warto$ciami w kontroli.

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki badan $wiadczg o duzej przydatnosci modelu
niedokrwienia mézgu opisanego przez Pulsinelli i Brierleya (1977) w ba-
daniach doswiadczalnych. Nie bez powodu autorzy nazywaja go ,,nowym
modelem obustronnego poétkulowego niedokrwienia”, nie stosujgc ter-
minu ,calkowite niedokrwienie”. Wyniki obecnych badan wskazuja,
ze po zamknieciu czterech tetnic doprowadzajgcych krew do moézgu do-
rostego szczura, wystepuje znaczny wzrost obwodowego ci$nienia krwi,
ktory pozwala na szczatkowa perfuzje osrodkéw oddechowych w opuszce.
Czynnos¢ tych o$rodké6w w warunkach opisanego modelu zalezy S$cisle
od poziomu obwodowego ci$nienia krwi: przy poziomie ciSnienia powyzej
120 mm Hg opuszka jest jeszcze perfundowana krwia doplywajacy przez
tetnice rdzeniowe, natomiast przy poziomie ci$nienia ponizej 100 mm Hg
wystepuje calkowite niedokrwienie mézgowia. Jest to zgodne z obserwa-
cjami Hossmanna i Zimmermanna (1974), ktérzy po zamknieciu tetnic
doprowadzajgcych krew do moézgu malpy obnizali obwodowe ci$nienie
krwi do poziomu poniezej 70 mm Hg. Pomimo ze autorzy opisanego mo-
delu nie obnizali ci$nienia krwi, wyniki badan przedstawione w tej pra-
cy przemawiajg za tym, ze jest to model catkowitego niedokrwienia poél-
kul mézgowych przy szezatkowo perfundowanej opuszce. Niedogodnoscia
tego modelu jest jednak do$¢ rozlegly zabieg chirurgiczny i wykonywa-
nie koagulacji tetnic kregowych bez kontroli wzrokowej — tetnice bieg-

Ryc. 5. Wzrost ci$nienia krwi i powrét spontanicznego oddychania podczas pierw-
szych 11 min odnowy krazenia moézgowego

Fig. 5. An increase of blood pressure and return of spontaneous respiration during
the first 11 min recovery of cerebral circulation

Ryc. 6. Powrét czynnosci bioelektrycznej mézgu po 30 min niedokrwienia u szczura
Fig. 6. Recovery of cerebral bioelectric function after 30 min ischemia in rat
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nagce w kanale kregowym w poblizu otworéw skrzydlowatych sg nie-
widoczne. Dlatego tez w wiekszej serii doswiadczalnej, a zwlaszcza w ba-
daniach bez kontroli fizjologicznej, u czesci zwierzat koagulacja tetnic
kregowych moze by¢ jednostronnie nieskuteczna, czego dowodem sa
4 zwierzeta opisane w tej pracy, u ktéorych po zamknieciu tetnic szyj-
nych wspélnych nie wystapita cisza bioelektryczna mézgu ani zanik
spontanicznej czynnosci oddechowej. Przeprowadzone badania wskazuja,
ze najlepszym potwierdzeniem skutecznego skoagulowania tetnic krego-
wych sg znaczne zaburzenia oddechowe po zamknieciu tetnic szyjnych
wspoélnych.

TOJIHASI MIIEMUSI TIOJIVIIAPUM MO3T'A V KPbICHI

Pe3ome

V 15 B3poCHBIX KPBIC NPOBEICHO OLEHKY OMO3JIEKTPHYECKON (YHKUMH MO3rOBOIf KOpPbI, Obl~
XaTe/JbHbIX PACCTPOUCTB M mNEepH(epHyYecKMX TIeMOAMHAMMYECKMX M3MEHEHMI IOC/E 3aKpbITUS
NMO3BOHOYHBIX apTepHit ¥ OOLIMX COHHBIX apTepmii Ha NMpoTskeHuu 30 MHHYT M B TeyeHue 3-ya
COBOTO INEpUO/ia PEUUPKYIAIMA. ¥ 11 KUBOTHBIX BBICTYMHIM aTpOdus (GYHKUHH MO3rOBOMH KOPBI,
POCT AaBJIEHUsi KDOBH M PAaCCTPOMCTBA NbIXaHHSA. Y 5 KMBOTHBIX 3TH SIBJICHHS HE BBICTYNM.iM. Pe-
3yAbTaTBl MCCIIENIOBAHHMI YKAa3bIBAIOT, YTO 3aKPHLITHE IO3BOHOYHBIX apTepuil M OOLIMX COHHBIX
apTepuil BBI3BIBAJIO MIIEMHIO TOJIylIApHH MO3ra NPH PYAMMEHTAPHOM nepdy3uu JyKOBMLBI.
Koarynsumsi mo3BOHOYHBIX apTepuii 6€3 ONTMYECKOTO KOHTPOJS MOKET B HEKOTOPBIX CIydYasx
BECTH K HE3()(HEKTHBHOCTH ITOM NMPOLEAYDSI.

COMPLETE HEMISPHERIC ISCHEMIA OF THE RAT BRAIN

Summary

In 15 adult rats cerebral bioelectric activity, respiratory disturbances and
peripheral hemodynamic alterations have been evaluated after 30 min occlusion
of vertebral and common carotid arteries and during 3 hrs of recirculation.
In 11 animals occlusion produced electrocerebral silence, an increase of blood pres-
sure and respiratory disturbances. In 4 animals above symptoms did not appeared.
Occlusion of vertebral and common carotid arteries produced complete hemispheric
ischemia with residual perfusion of medulla. Coagulation of vertebral arteries
without visual control in some cases can be ineffective.

) PISMIENNICTWO

1. Hossmann K-. A., Zimmermann V.: Resuscitation of the monkey brain after
1 h complete ischemia. I. Physiological and morphological observations. Brain
Res. 1974, 81, 59—74.

2. Levine S.: Anoxic-ischemic encephalopathy in rats. Am. J. Pathol., 1960,
36, 1—17.

3. Molinari G. F., Laurent J. P.: A classification of experimental models of brain
ischemia. Stroke 1976, 7, 14—17.

4. Pulsinelli W. A., Brierley J. B.: A new model of bilateral hemispheric ischemia
in the unanesthetized rat. Stroke 1979, 10, 267—272.

Adres autora: Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, ul. Dwor-
ska 3, 00—784 Warszawa

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1983, 21, 3
PL ISSN 0028-3894

JOANNA MAJKOWSKA, EWA JOACHIMOWICZ

PRZYPADEK ROZLANEGO PROCESU ZAPALNEGO MOZGU I OPON
ORAZ ROZLEGLYCH ZMIAN MARTWICZYCH W PRZEBIEGU
OSTREGO BAKTERYJNEGO ZAPALENIA WSIERDZIA

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Klinika Neurologiczna II Wydz. Lekarskiego AM w Warszawie

Objawy neurologiczne w przebiegu bakteryjnego zapalenia wsierdzia
wystepujg u okolo 40—50% chorych (Ziment 1969). W przypadkach
tych badanie neurologiczne wykazuje obecno$¢ okolonaczyniowych
zmian zapalnych (Kernohan, Woltman, Barnes 1939; Harrison, Hampton
1967), rzadziej widoczne sg niewielkie zmiany martwicze stanowigce na-
stepstwo zatoréw i zakrzepéw naczyn moézgowych (Harrison, Hampton
1967; Jones i wsp. 1969; Ziment 1969).

Celem pracy jest przedstawienie przypadku ostrego bakteryjnego za-
palenia wsierdzia z wybitnie nasilonym i rozleglym procesem zapalnym
oraz martwiczym w mozgu. Przypadek ten zasluguje réwniez na uwage
ze wzgledu na trudnosci w ustaleniu wlasciwego rozpoznania za zycia
chorego.

OPIS PRZYPADKU

Chory L.G., lat 50, przyjety do Kliniki Neurologicznej z powodu po-
razenia polowiczego lewostronnego. W dniu poprzedzajagcym hospitaliza-
cje wystapily bodle i zawroty glowy, narastajgce trudnosci w chodzeniu
oraz polowicze drgawki lewostronne. Przed 6 tygodniami przeby?l infek-
cje gornych drog oddechowych z towarzyszgcymi stanami podgorgczko-
wymi utrzymujgcymi sie okolo 2 tygodni. Nastepnie wystgpily bole
i obrzeki podudzi oraz liczne punkcikowate wybroczyny na skérze kon-
czyn dolnych. Do wyzej wymienionych objawdéw dolgczyly sie biegunko-
wate stolce z domieszkg $wiezej krwi. Zagorgczkowal do 38°C. Wzrost
temperatury utrzymywat sie 4 dni i ustgpil po stosowaniu antybioty-
kow. Wywiad w kierunku przebytych choréb bez znaczenia. Naduzywat
alkoholu.

Przy przyjeciu do Kliniki chory byt w ciezkim stanie ogélnym, wy-
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niszczony i odwodniony. Skéra blada z pojedynczymi, punkcikowatymi
wybroczynami, liczniejszymi na podudziach. Niewielkiego stopnia obrzek
podudzi, stép i okolicy krzyzowej. Spojowki blade z pojedynczymi, punk-
cikowatymi wybroczynkami. Granice serca poszerzone w calosci. Czyn-
nos¢ serca przyspieszona do 140/min. Osluchowo, bardzo cichy, nie-
staly szmer skurczowy na koniuszku. RR 100/66 mm Hg. Nad polami
plucnymi pojedyncze furczenia, u podstawy pluc ostuchowo cechy za-
stoju w kragzeniu matym. Watroba powiekszona, macalna — 5 c¢cm ponizej
tuku zebrowego, twarda, bolesna przy badaniu. Sledziona wyczuwalna,
niebolesna. W badaniu neurologicznym z odchylen od stanu prawidio-
wego stwierdzono tendencje do zwrotu galek ocznych w prawo, splycenie
faldu nosowo-wargowego po stronie lewej, porazenie polowicze lewo-
stronne z obnizonym napieciem mie$niowym i ostabionymi odruchami
okostnowymi oraz Sciegnistymi i obecnym objawem Babinskiego i Ros-
solimo. Badanie dna oczu wykazalo wyrazne tarcze nerwow wzrokowych,
lekkie poszerzenie zyl przy niezmienionych tetnicach. Przy zylach wy-
stepowaty drobne, Swieze wybroczyny oraz starzejace sie ogniska po
wynaczynionej krwi.

Badania laboratoryjne wykazaly cechy niedokrwistosci (Hb — 4,8 g%,
erytrocyty — 1 500 000/mm3, leukocytoza — 4 200/mm3), matoplytkowosé
(trombocyty — 50 000/mm3), nieznaczny wzrost mocznika i obnizenie
poziomu biatka w surowicy krwi, biatkomocz, obecnos¢ leukocytow
i Swiezych krwinek czerwonych w moczu. Plyn moézgowo-rdzeniowy:
cytoza 3/mm3, biatko — 28 mg%,, odczyny biatkowe ujemne. Badanie
Rtg klatki piersiowej ujawnilo powiekszenie sylwetki serca i cechy za-
stoju w krazeniu maltym. W zapisie Ekg stwierdzono przyspieszenie ryt-
mu zatokowego oraz cechy rozlanego niedokrwienia miesnia sercowego.
Zapis Eeg wykazal znaczne, rozlane zmiany patologiczne, z przewaga
po stronie prawej. We wszystkich odprowadzeniach widoczna byta nisko-
napieciowa czynno$¢ theta, na ktérg nakladaly sie serie fal delta 2,5—
3 Hz i amplitudzie do 30 mV, wystepujgce obficiej po stronie prawej.

Przez caly okres pobytu w Klinice chory byt w stanie bardzo ciezkim.
Kilkakrotnie oddal smoliste stolce. Wybroczyny, zwlaszeza na podudziach
i spojowkach, utrzymywatly sie przez caly okres obserwacji. Mimo poda-
wania krwi do wzglednego wyréwnania wartosci morfologii (Hb 10,8 g%o),
utrzymywata sie przyspieszona czynno$¢ serca. Okresowo obecny byl
szmer skurczowy na koniuszku serca.

Pomimo stosowania lekéw krgzeniowych i odwadniajgcych narastaly
objawy niewydolno$ci krgzenia. Utrzymywal sie krwiomocz, narastaly
objawy niewydolno$ci nerek. Stan neurologiczny nie ulegl poprawie.
W szostej dobie pobytu w Oddziale chory zagorgczkowal do 39°C, na-
rosly zaburzenia $wiadomosci. Zgon nastgpil w si6dmej dobie hospitali-
zacji wérod objawoéw ostrej niewydolnosci krazenia.

Rozpoznanie kliniczne: Focus encephalomalaciae in regione vasculari-
sationis arteriae cerebri mediae dextrae subsequente hemiplegia si-
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nistra. Anaemia gradu maioris, diathesis haemorrhagica et hepatospleno-
megalia e causa ignota, probabiliter in decursu cirrhosis hepatis. Insuffi-
cientia circulatoria chronica. Oedema pulmonum sub finem vitae.

Na sekcji ogélnej wykazano polipowate, wrzodziejgce zapalenie wsier-
dzia zastawek polksiezycowatych aorty i dwudzielnej, przerost miesnia
serca, obrzek pluc, drobnoguzkowg marskos¢ watroby, powiekszenie $le-
dziony i mnogie blade ogniska zawalowe w $ledzionie oraz punkcikowate
wybroczyny skory.

Mozgowie o ciezarze 1380 g wykazywalo zmleczenie opon i cechy
obrzeku. Na przekrojach stwierdzono obecnos¢ bardzo licznych punkeci-
kowatych wybroczyn w istocie bialej i szarej moézgu. W prawej poétkuli
wystepowalo rozlegle ognisko rozmiekania, ciggnace sie od wysokosci
rogu przedniego komory bocznej do bieguna potylicznego. Obejmowato
ono kore, istote bialg oraz zwoje podstawy. W kilku miejscach w ognis-
ku rozmiekania obecne bytly rozleglte wybroczyny, oraz drobne skupienia
szarawozielonkawej masy. Naczynia podstawy moézgu zawieraty liczne
blaszki miazdzycowe.

Badania mikroskopowe wykonano na reprezentatywnych przekrojach
mozgu, pnia moézgowego i mozdzku. Materiat zatopiony w parafinie bar-
wiono hematoksyling i eozyng oraz wedlug metody van Giesona i PTAH.

W obrazie mikroskopowym w korze mozgu i w istocie biatej oraz
w zwojach podstawy i strukturach pnia wystepowaly liczne drobne
ogniska martwicy, wspoélistniejgce ze zmianami zapalnymi. Mialy one:
cechy $wiezej martwicy rozplywnej znajdujacej sie w stadium mniej
lub bardziej zaawansowanej rozbiorki makrofagowej. Byly najobfitsze
w zwojach podstawy, gléwnie w galce bladej i w czeSci nakrywkowej
mostu. Otaczajgca je tkanka byla znacznie rozrzedzona i zawierata sku-
pienia odczynowych komorek glejowych. W czeSci drobnych ognisk wy-
stepowaly centralnie polozone naczynia. Cechg znamienng ognisk roz-
miekania bylo ich nacieczenie przez komorki zapalne, gtéwnie limfocyty
i obojetnochtonne leukocyty. Naciek ten obejmowal zar6wno masy roz-
padtej lub rozpadajgcej sie tkanki, jak i $ciany wystepujacych wsrod
niej naczyn. Widoczne byly réwniez wieksze skupienia limfocytow.
W poblizu ognisk rozmiekania, jak i w tkance nieuszkodzonej widaé¢
bylo rozlane, nieré6wnomierne zageszczenia komoérek glejowych, na kto-
rych tle wystepowaly ogniskowe nacieki zapalne (ryc. 1). Spotykano réow-
niez uformowane mikroropnie (ryc. 2). Poza opisanymi powyzej ognis-
kami martwicy w istocie bialej, a rzadziej w korze moézgu wystepowaly
ogniska martwicy niezupelnej, o wygladzie stanu gabczastego. W ich
obrebie obecne byly réwniez nacieki okolonaczyniowe, czesto przecho-
dzgce pasmowato w glgb mniej uszkodzonej tkanki (ryc. 3). Ogniska nie-
zupelnej martwicy laczgc sie ze sobg tworzyly girlandowate uklady
(ryc. 4). W korze moézgu, zwlaszcza w placie czolowym i skroniowym,
wystepowaly rozsiane opustoszenia komérkowe, a cze$¢ z zachowanych
neuronéw wykazywala cechy schorzenia ischemicznego, ciezkiego
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Ryc. 1. Rozlane nacieki zapalne. H—E. Pow. 100 X
Fig. 1. Diffuse inflammatory infiltrations. H—E. 100 X

Ryec. 2. Mikroropien w istocie biatej. H—E. Pow. 60 X
Fig. 2. Microabscess in the white matter. H—E. 60 X
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Ryc. 3. Zgabczenie istoty bialej. H—E. Pow. 100 X
Fig. 3. Spongiosis of the white matter. H—E. 100 X

Ryc. 4. Girlandowaty uklad stanu spongiotycznego. H—E. Pow. 60 X
Fig. 4. Girland-like formation of spongy degeneration. H—E. 60 X
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i ostrego. W korze moézgu i w miejscu opustoszen neuronalnych zwiek-
szona byla ilos¢ astrocytow. Rozlana glejoza komoérkowa widoczna byla
rowniez w istocie bialej. W istocie czarnej obecne bylo rozrzedzenie
utkania, zwigzane z nagromadzeniem drobnych jamek, pomiedzy kto-
rymi lezaty niezmienione komérki nerwowe. Naczynia po6ikul, zwojow
podstawy, opon i splotu naczyniéwkowego komory bocznej mézgu miaty
pogrubiate i zwldkniate Sciany. W czesci tetnic struktura s$cian ulegla
zatarciu. W matych naczyniach widoczna byla przebudowa S$cian zwig-
zana z rozplemem widékien kolagenowych. W drobnych tetniczkach, zwta-
szcza w zwojach podstawy, blona srodkowa miala wyglad jednorodnie
szklisty. Zwigzane to bylo ze znacznym zwezeniem, a niekiedy zamknie-
ciem $wiatla. Blona sprezysta wewnetrzna, szczegélnie duzych tetnic,
byla czeSciowo rozwarstwiona. Widkna miesniowe blony srodkowej po-
przerastane byly wiéknami lgcznotkankowymi. W zwojach podstawy wi-
doczne bylo duze, pojedyncze naczynie o Swietle zamknietym zakrzepem.
W s$wietle kilku naczyn obecne byly skupienia jasnorézowej, homogen-
nej substancji. W jadrach podstawy obserwowano liczne $rédtkankowo
potozone skupiska krwinek czerwonych. Widoczne bylo réwniez nacie-
kanie $cian naczyn, oraz masywne nacieki okolonaczyniowe z komorek
wielo- i jednojadrzastych. Tkanka otaczajgca naczynia byla znacznie
rozrzedzona. W oponach miekkich na podstawie i wypuklo$ci mézgu wy-
stepowaly okolonaczyniowe nacieki zlozone gléwnie z limfocytow, a w
mniejszym stopniu z makrofagéw.

OMOWIENIE

Na podstawie obrazu klinicznego i neuropatologicznego nalezy uznac,
iz w przedstawionym przypadku mamy do czynienia z rozlanym proce-
sem zapalnym mézgu i opon z bardzo znacznym komponentem naczy-
niopochodnych uszkodzen tkankowych w przebiegu ostrego, bakteryj-
nego zapalenia wsierdzia. W osrodkowym ukladzie nerwowym wspol-
istniejg ze sobg wieloogniskowe zmiany martwicze i zapalne wystepujace
oddzielnie bgdz nakladajgce sie na siebie. W $wietle stwierdzenia czyn-
nego polipowato-wrzodziejgcego procesu zapalnego na zastawkach serca
najbardziej atrakcyjng koncepcja patogenetyczng zmian neuropatologicz-
nych wydawaé sie moze przyjecie ich zatorowego pochodzenia (Harriman
1976). Nie potwierdza tego jednak obraz patomorfologiczny uszkodzen
osrodkowego ukladu nerwowego. Uogdlnione, rozsiane zmiany zapalne,
w przeciwienstwie do typowego przerzutowego zapalenia mézgu, nie
dotyczg wybiérczo podkorowych okolic mézgu, ani tez nie wystepuja
w obszarach pogranicza unaczynienia przez duze pnie tetnicze. Nie
obserwuje sie rowniez materiatu zatorowego w $wietle naczyn. Pojedyn-
cze uformowane mikroropnie wydajg sie raczej by¢ nastepstwem pier-
wotnego procesu zapalnego w $wietle naczyn. Za takim charakterem
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procesu przemawia struktura zmian zapalnych zaréwno w $cianach na-
czyn, naciekéw okolonaczyniowych i nie zwigzanych z naczyniami sku-
pisk komoérek jedno- i wielo-jadrzastych. W roku 1949 Opalski opisal
serie przypadkéw bakteriemii, w ktérych nie dochodzito do tworzenia sie
mikroropni, a w ich obrazie neuropatologicznym dominowal rozlany
proces zapalny naczyn, obejmujgcy sama S$ciane naczyniowg oraz prze-
strzenie okolonaczyniowe. W jego przeSwiadczeniu stanowil on reakcje
na dzialanie toksyn bakteryjnych. W s$wietle obecnego stanu wiedzy
mechanizm patogenetyczny zmian nalezaloby uzna¢ za podobny do im-
munologicznej odpowiedzi lezacej u podloza klebkowego zapalenia nerek
rozwijajgcego sie w przebiegu bakteryjnego zapalenia wsierdzia (Zi-
ment 1969).

Elementem dominujgcym i nadajgcym przypadkowi cechy odrebnosci
jest obecno$¢ obok zmian =zapalnych uszkodzen mnaczyniopochodnych
tkanki. Maja one zréznicowany chrakter i prawdopodobnie zlozony me-
chanizm patogenetyczny. Pierwotne zmiany zapalne naczyn wydajg sie
odgrywac tu jednak role zasadniczg. W zacznej liczbie przypadkoéw czesé
centralng ogniska martwicy zajmowalo nacieczone naczynie, ktérego
Sciana ulegala réznego stopnia zniszczeniu, a proces zapalny, intensyw-
ny w jego otoczeniu, ulegal rozproszeniu w miare oddalania sie od niego.
Proces zapalny naczyn sprzyjal rozwojwi zmian zakrzepowych. W licz-
nych zmienionych i nie zmienionych naczyniach obserwowalo sie ich
obecnos$é. W swietle tych spostrzezen wydaje sie, ze zespdt meurologiczny
oraz stwierdzone w badaniu makroskopowym i mikroskopowym ogniska
rozmiekania, dominujgce w po6ikuli prawej moézgu, zwigzane s3 z za-
krzepem odgalezienia tetnicy srodkowej moézgu. Uszkodzenie $cian na-
czyniowych lezalo zapewne u podloza, wystepujgcych obok ognisk roz-
miekania, okolonaczyniowych wylewéw krwawych. Ich rozwojowi sprzyjac
mogla ponadto malopltytkowosé, utrzymujaca sie w okresie hospitali-
zacji pacjenta. Nie mozna wylgczy¢ roli dodatkowego czynnika patoge-
netycznego w rozwoju rozsianych ognisk martwiczych, jakim byl uogol-
niony obrzek moézgu. Ucisk obrzmialych wypustek okolonaczyniowych
gleju na naczynia wlosowate jest znanym czynnikiem upo$ledzajgcym
przeplyw moézgowy krwi, prowadzgcym do niedokrwienia tkanki (Woolf,
Hoult 1961; Ames i wsp. 1968).

Obraz patomorfologiczny czesci ognisk martwicy sugeruje ich nie-
naczyniopochodny charakter. Chodzi tu o te ogniska, w ktérych stopien
uszkodzenia tkanki byl mniejszy, a dominowal proces zapalny o cha-
rakterze nacieku okolonaczyniowego przechodzgcego na otoczenie naczy-
nia i rozpraszajgcego sie w miare oddalania sie od niego. Ogniskom tym
towarzyszyl odczyn rozplemowy gleju. Wydaje sie, ze mialy one cha-
rakter martwicy zapalnej.

Opisane powyzej zmiany ogniskowe nakladaly sie na uogdélniony
obraz encefalopatii anoksyjnej, na ktory skladaly sie ubytki komoérek
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nerwowych dominujgce w korze mozgu z towarzyszagcym odczynem gle-
jowym oraz nieswoistym zwyrodnieniem zachowanych neuronéw (Brier-
ley 1976). W patogenezie tych zmian, obok opisanych powyzej niepra-
widlowosci sieci naczyniowej moézgu, uwzgledni¢ nalezy role czynnikow
uktadowych, takich jak utrzymujaca sie przez caly okres obserwacji kli-
nicznej chorego niewydolnos¢ krgzenia i znaczna niedokrwistosé¢ (Cohen
1960). Nie bez znaczenia dla calo$ci zespolu wuszkodzen tkankowych
w mozgu byl réwniez stan naczyn moézgu, charakteryzujgcy sie uogol-
nionym stwardnieniem tetniczek zaré6wno w korze mozgu, jak i w istocie
biatej, a najbardziej nasilonym w zwojach podstawy. Naczynia o niepel-
nowarto$ciowych, zmienionych patologicznie i przebudowanych struktu-
ralnie $Scianach stanowig czynnik sprzyjajacy rozwojowi obrzeku mozgu,
poglebiajacy niedotlenienie tkanki i ulatwiajgcy rozprzestrzenianie sie
procesu zapalnego (Abramson, Truman 1961).

Jak wspomniano na wstepie, opisany przypadek nastreczal trudnosci
diagnostyczne. Nagle wystgpienie jednoogniskowego zespolu meurologicz-
nego pod postacig porazenia lewostronnego sugerowalo udar mézgu.
Brak krwi w plynie mézgowo-rdzeniowym przemawial za ogniskiem roz-
miekania. Przyzyciowe rozpoznanie zapalenia wsierdzia bylo trudne.
Prawie bezgorgczkowy, szybki przebieg choroby, z niestalymi zmianami
ostuchowymi serca oraz niska leukocytoza nie nasuwal podejrzenia pro-
cesu zapalnego we wsierdziu. Jednakze, jak powszechnie wiadomo, roz-
poznanie bakteryjnego zapalenia wsierdzia u starszych pacjentow nie
jest latwe, bowiem objawy towarzyszgce takie jak niedokrwistos¢, krwa-
wienie z przewodu pokarmowego, wyniszczenie, objawy niewydolnosci
nerek maskujag objawy podstawowego zespolu chorobowego (Hayward
1960). Mialo to miejsce w opisywanym przypadku.

W zestawieniu obrazu klinicznego ze zmianami stwierdzonymi sek-
cyjnie w moézgu na uwage zasluguje brak zmian zapalnych w plynie
moézgowo-rdzeniowym oraz wyktadnikéw klinicznych wieloogniskowych
zmian w mozgu. Rozlegle uszkodzenie moézgu sugerowaly bowiem jedy-
nie zmiany w zapisie elektroencefalograficznym.

CJIVYAU PA3JIMTOI'O BOCITAJIMTEJIBHOI'O IMPOLIECCA MEHUHIOHLUE®AJIUTA
M TPOTSDKEHHBIX HEKPOTUMYECKMX WU3MEHEHHW B TEYEHWUE OCTPOI'O
BAKTEPUAJIBHOI'O DHIAOKAPAUTA

Onucal ciyyail ocTporo 6akTepHasbHOrO 3HAOKAPANTA C KPATKOBPEMEHHBIM M HETHITHYHBIM
K/IHHHYECKUM TEYEHHEM 3aTPYAHSIOUIMM MNPUKH3HEHHOE ONpeae/ieHHe COOTBETCTBYIOLIEro IHa-
THO3a OCHOBHOTO O0OJIe3HEHHOro mpouecca. Bo BpeMs HEBPOMATOJOTHYECKOTO WCC/IEIOBAHHS
HaOMIOJAIMCh TNPOTSAKEHHbIE BOCHAJIMTE/IbHBIE M HEKPOTHYECKHE HW3MEHEHHS HE SIBJIAIOLHECH
HEMOCPEACTBEHHBIM Pe3yJibTaToOM 3MOonmit. Kaxercs, 4TO M3MEHEHHs B TOJIOBHOM MO3TY SBJISi-
10TCs 3HEKTOM MOBPEXAECHHS CaMbIX COCYAMCTHIX CTEHOK BOCMAnMTeNbHBIM mponeccom. Kak
B 06esIoM BelllecTBe, TaK M B CEPOM BeLIECTBE HA0/II0aIMCh NEPHBACKY/IAPHbIE M BHYTPHTKaHEBbIE
BOCNA/IMTE/IbHBIE OYard, NPOTSKEHHbIE U MaJible HEKPO3bl, 4 TAKXKE MUIEMHYECKHE OYaru.
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A CASE OF THE DIFFUSE INFLAMMATORY AND NECROTIC PROCESS

OF THE BRAIN AND MENINGES IN THE COURSE OF ACUTE BACTERIAL

ENDOCARDITIS

Summary

A case of acute bacterial endocarditis with an atypical clinical course is de-

scribed. The case was not diagnosed clinically. Neuropathological examination re-
vealed extensive inflammatory changes and necrotic foci. Embolic material was
not found in the lumina of the blood vessels in the brain. It seems that neuropa-
thological changes resulting of the inflammatory changes of the blood vessels wall.

to

10.

11°

12.

13.

It can be assumed that in the case infectious agent revealed. a specific affinity
the vascular system.
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The 11th International Symposium of the ,FULTON SOCIETY” on ,,BRAIN
METABOLISM”, will be held on October 2, in New Orleans, along with the 108th
Annual Meeting of the ,,AMERICAN NEUROLOGICAL ASSOCIATION”.

In this Symposium outstanding personalities from Europe and America will
participate. All the papers will be printed in an extraordinary Volume of the
,International Journal of Neurology” Official Journal of the ,FULTON SOCIETY”.

For further information please address to:

Prof. Dr. Victor Soriano — Calle Buenos Aires 363, Montevideo — Uruguay.
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CEREBRAL SHOCK-BODIES MICROTHROMBI IN THE CASE
OF GERMINOMA IN THE PINEAL REGION

Department of Neuropathology, Medical Research Centre Polish Academy
of Sciences

Microthrombi in the capillaries and cerebral venules are a common
finding, particularly in the foci of ischemic necrosis. They are composed
of fibrin and thrombocytes, sometimes with an admixture of leukocytes
(Cervés-Navarro, Schneider 1980). A special variety of microthrombi is
caused by shock-bodies. The shock-bodies are formed in vivo as a result
of fibrinolytic activity due to the postulated spontaneous aggregation
of fibrinogen-split products (Skjorten et al. 1970). Morphological ele-
ments are not involved in the development of shock-bodies. An example
of this rare form of microthrombi is presented in the discussed case.

CASE REPORT

Man aged 25. Admitted to the Neurosurgical Ward of the Medical
Research Centre, Polish Academy of Sciences in general severe condi-
tion, confused, blood pressure 70/0 mm Hg, pulse 100/min, tachypnoe
36/min. In anamnesis diabetes insipidus 2 years earlier. For 1 year
mental disturbances (depression, persecution mania, delusions). Diagno-
sis: Brain tumor. Neurological findings: Patient without contact, optic
discs congested. During 1 week hospitalization the following data were
obtained: EEG: Diffuse theta waves 4—7 Hz, amplitude up to 70 nV.
In frontal and temporal areas groups and series of slow waves 1. 5—3 Hz,
amplitude up to 100 nV. Cranial x-ray: central calcification in pineal
region. Carotid angiography normal. CSF investigated 3 times: pink,
pressure 20 and 6 mm H,0, cytosis 1, 10,3 cells/mm?3, proteins 273, 243,
289 mg®o, Nonne Appelt ++, Pandy + + +. Blood count: erythrocytes
5.145.000, 3.6000.000/mm3, leukocytes 3.500, 10.200, 3.700/mms3, platelets
160.000, 119.000, 135.000/mm3. Clotting time 72 sec, prothrombin index
619/ of the norm. Serum: proteins 6.54, 6.33 g%, urea 64, 182 mg%,
Na — 173.0, 164.0, 173.0 mEqg/l, P — 2.3, 4.05 mEq/1, C1 — 133.0
mEq/l. Urine: protein 59, 105 mg®, leukocytes 3—5, 8—10, hyaline casts
1—2, 6—38.
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Clinical course: Next day after admission — fever. On 4th day
tracheostomy, antibiotics. On 6th day of hospitalization diathesis haemo-
rrhagica in the form of pinpoint and spot exsanguinations on the fore-
arms, neck and frontal part of the chest. Bronchopneumonia diagnosed.
Died on 7th day after admission.

General post mortem examination (No 99/1979 Dept. Path. Anat.,
Bielanski Hospital, Warsaw). Tumor regionis hypophysis. Oedema ce-
rebri. Status post tracheostomiam. Haemorrhagiae confluentes musculi
sternocleidomastoidei utriusque. Microscopic evaluation: Lungs — pneu-
monie confluens partim abscedens bilaterals cum pleuritide fibrinoso-
purulenta bilateralis. Liver — hyperaemia, steatosis. Thyroid gland —
fibrosis focalis. Kidneys — hyperaemia. Suprarenal glands — hyperaemia
gradu magno, necrosis haemorrhagica focalis corticis praecipue dextrae
et hyperplasia pseudoadenomatosa corticis focalis. Colon — colitis partim
haemorrhagica. Pancreas — necrosis haemorrhagica. Heart — hyperaemia.

Brain gross pathology (No 17/1979 Department of Neuropathology,
Med. Res. Centre, Pol. Acad. Sci). Weight 1350 g. Artifactual lack of
cerebral tissue in the area of optic chiasm and hypophyseal gland.
Meningeal vessels congested, walls of basal cerebral vessels unchanged.
The ependymal lining of cerebral lateral ventricles 1—2 mm deep —
yellow. The surroundings of the III ventricle, septum pellucidum and
columnae fornicis replaced by yellow disintegrating mass. The IV
ventricle also covered with yellow, granular tissue. Diagnosis: Ventricu-
litis?

Microscopic evaluation: Periventricular neoplastic infiltration occupy-
ing the above described areas is composed of large moderately stained
lobulate cells with large nuclei and distinet nucleoli. Moderate number
of mitotic figures. Neoplastic infiltration of medium density without
structural arrangement, its periphery well limited. Other minor compo-
nents of the tumor are groups of small hyperchromatic cells, also
perivascular. General view of the tumor is alike in both cerebral and
cerebellar infitration. Some capillaries and venules in both areas contain
mainly perimurally globular bodies of various size, mostly homogene-
ous, some with translucent small areas (Fig. 1). The bodies are sur-
rounded by thin radial fibrils, so their shape is rather star-like (Fig. 2).
In H-E staining they are eosinophilic, in PAS and PTAH staining
strongly positive. A few vessels in neoplastic area contain also some
globular bodies with smooth surface, exhibiting identical staining
properties. Between the bodies occasionally thick threads of fibrin, or
dense, interlacing mesh appear. The red blood cells are grouped in
such circumstances in the central part of the lumen. Outside the tumor
infiltration, some venules and capillaries of white and gray matter
(Fig. 3) as well of the meninges (Fig. 4) show smooth globular bodies
of various size, single or in groups obliterating vascular lumen.
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Fig. 1. Cerebellar tumor venule filled with fibrin and star-like shock-bodies ad-
hering to the vessel wall. H—E. X 100
Ryc. 1. Zylka w mézdzkowej czesci nowotworu wypelniona wiléknikiem i gwiazd-

kowatymi ciatkami wstrzgsowymi przylegajacymi do $ciany naczynia. H—E. Pow..
100 X

Fig. 2. Star-like shock-bodies. Nomarski microscope. H—E. X 1000

Rye. 2. Gwiazdkowate cialka wstrzasowe. Mikroskop Nomarskiego. H—E. Pow
1000 X

-
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Fig. 3. Cerebellar venule thrombosed with shock-bodies. H—E. X 100
Ryc. 3. Mbzdzek; zyltka wypelniona ciatkami wstrzgsowymi. H—E. Pow. 100 X

Fig. 4. Shock-bodies microthrombus in meningeal cerebral vessel. PAS. X 400
Ryc. 4. Mikrozakrzep z ciatek wstrzasowyc;1< W naczyniu opony mézgu. PAS. Pow.
400
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Diagnosis: Germinoma regions pinealis ad wventriculum III et IV
penetrans. Shock-bodies microthromboses.

DISCUSSION

Microthrombi in the terminal segments of the wvascular tree are
considered to be a shortlasting and reversible process developing as
a result of disturbed balance between fibrin aggregation and fibrinolysis.
During permanent disorder of fibrinolysis caused by septic condition
or vast burns it can develop irreversible formation of fibrin globules
(former hyaline bodies), presently called shock-bodies, “Schock Kiigel-
chen”. Their name originates from clinical shock, during which they
can be found. Microthrombi formed by the shock bodies were mostly
found but only in single sections in one or two organs. To the privileged
ones belong lung, liver, kidney, spleen, pancreas, stomach and suprarenal
glands (Rotter 1971). The first description of cerebral microthrombosis
with hyaline globules in septic diseases is given by Manasse in 1892
(cit. after Cervés-Navarro 1980), other authors confirmed this observa-
tion (Sturm et al. 1974; Jellinger 1977). Skjorten (1969) found a number
of autopsied cases presenting these changes. The microthrombosis in
organs is usually associated with hemorrhagic diathesis expressing
general consumption coagulopathy. "Another sign of the process is the
prolonged clotting time. Both phenomena were observed in the terminal
period of life of the investigated patient. Another finding were shock-
bodies among fibrin mesh occluding vascular lumina and star-like
shock-bodies lying free or adhering to the vessel wall. Thrombotic
globules in cerebral vessels with radially attached fibrils have already
been described in human cases with extensive mortal burns (Dominiczak
1957). Also in the case of encephalits (Kulczycki, personal communica-
tion) the cerebral microthrombi were found containing two types of
shock-bodies: smooth and star-like globules. Personal observations and
other published data seem to indicate that both types of shock-bodies
express different phases of the coagulation process. Dominiczak (1957)
suggested that the fibrin fibrils acquire a globular shape when passing
through the capillaries. The perimural location of star-like shock-bodies
might indicate additional coagulation on the smooth surface of shock-
bodies with following immobilisation. On the contrary hyaline micro-
thrombi are usually not attached to the vessel wall (Skjérten 1969).
A marked difference in size, especially of the star-like bodies in
comparison with the relatively comparable size of the smooth ones
speaks of gain in their mass. The presence of star-like shock-bodies
almost exclusively in the neoplastic infiltration might indicate special
conditions in this area favoring formation of star-like shock globules.
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MIKROZAKRZEPY MOZGOWE Z CIALEK WSTRZASOWYCH
W PRZYPADKU GERMINOMA OKOLICY SZYSZYNKI

Streszczenie

W pracy opisano przypadek germinoma naciekajgcego $ciany komoér bocznych
i komory IV, stwierdzony sekcyjnie w moézgu 25-letniego mezczyzny. W naczyniach
wlosowatych i zylkach obecne byly mikrozakrzepy rzadkiego typu, utworzone przez
ciatka wstrzagsowe dwoéch rodzajow: gladkie kule, znane dawniej jako ciatka hiali-
nowe, i kule o powierzchni pokrytej promieniscie niémi wtdéknika, przypominajace
gwiazdki. Ciatka wstrzgsowe gladkie wystepowaly gléwnie poza guzem, natomiast
ciatka gwiazdkowate prawie wylgcznie w obrebie nowotworu. Cialtka wstrzgsowe
gwiazdkowate sg niezwykle rzadkim skladnikiem mikrozakrzepow.

W pracy dyskutuje sie tworzenie sie mikrozakrzepéw z ciatek wstrzasowych,
na tle danych klinicznych.

T'OJIOBHOMO3I'OBBIE MUKPOTPOMBbBI 13 IOKOBLIX TEJIELL B CJIVUAE
TEPMUHOMBI OBJIACTU IMUITKOBUIHOMN XEJIE3bI
Pe3ome

B cratee onmcaH cilydail repMHHOMBI MH(GMIBTPHPYIOIIEH CTEHKH OOKOBBIX JKEIIYI0YKOB
u IV xenynoyka, KOHCTATHPOBAHHBIA IPU BCKPHITHH B TOJIOBHOM MO3TY 25-JI€THETO MYKYHHBI.
B xamuuisipaX ¥ BEHOYKaX HAXOIMIMCh MUKPOTPOMOBI PEAKOrO THma, 06pa3oBaHHBIE NIOKOBLIME
TeJbLAMH IBYX POMOB: IJaJIKHE LIADAKH, U3BECTHBIE MPEXKIEe KaK FMaJIMHOBbIE TeJIbLA, W IAPUKH,
MOBEPXHOCTh KOTOPHIX ObLIA JIYYHCTO NMOKPHITA HUTbMH (HUOPHMHA, HATOMUHAIOIIMMH 3BE3I0YKH.
IllokoBele razkue Tebla BHICTYNAIHM TJIABHBIM O0OPa30M BHE ONYXOJM, 3aTO 3BE3M000pa3Hbie
Tefblla TOYTH MCKIIIOYMTENBHO B Npelenax OmyXoJM. 3Be3n000pa3Hble LIOKOBLIE Tesblla SBIsi-
IOTCSl OYEHb PEIKOM COCTABHOW 4YacCThbi0 MHMKPOTPOMOOB.

B crathe 0bcyxaaercs oOpazoBaHue MUKPOTPOMOOB M3 LIOKOBBIX Tejell Ha (oHe KIMHHYEC-
KHX JaHHBIX.
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OCENA KSIAZEK

“CRANIOCEREBRAU COMPUTER TOMOGRAPHY — CORELATION WITH
NEUROPATHOLOGY” pod redakcjg A. Wackenheima, L. Jeanmarta i A. L. Baerta.
Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York, 1980. Stron 130, rycin 498, zademon-
strowanych przypadkow 112.

Jest to pierwsza, wydana w formie atlasu, wyczerpujaca monografia przedsta-
wiajaca komputerowo-tomograficzny i patomorfologiczny obraz najwazniejszych pa-
tologii wewnatrzczaszkowych.

Glowng zaletg tej nowoczesnej i instruktazowej pracy jest zademonstrowanie
obrazow skanerowych w korelacji z preparatami anatomopatologicznymi. Preparaty
anatomopatologiczne przedstawione zostaly w postaci przekrojow przez obie pol-
kule (w analogicznych co skanerowe warstwach i pod identycznym katem. W roz-
dzialach pos$wieconych guzom moézgu autorzy przedstawili takze preparaty histo-
patologiczne. Praca zostala podzielona na 12 rozdzialow.

Rozdzial pierwszy dotyczy malformacji ukladu komorowego i ukladu naczy-
niowego. Szczegoélnie interesujgce jest w nim przedstawienie tomograficzno-kompu-
terowej symptomatologii anomalii naczyniowych i ich powiklan. Ryciny demonstrujg
rézne typy naczyniakéw widocznych w obrazie skanerowym, szczegélnie wyraznie
po wzmocnieniu kontrastowym.

W nastepnym rozdziale poswigeconym chorobom zapalnym, autorzy przedsta-
wiaja kilkanascie przypadkéw ropni i ropniakéw mozgu o roéznej lokalizacji i obra-
zie skanerowym. SzczegoOlnie interesujace sg przypadki zmian zapalnych podwysciol-
kowych, naciekow w strukturach glebokich i zapalen swoistych. Szeroko opraco-
wany zostal rozdzial poswiecony samoistnym krwiakom s$rédmoézgowym i krwawie-
niom do przestrzeni plynowych. W omoéwieniu autorzy poswigcaja wiele miejsca
ocenie ewolucji krwiaka, roznicowaniu stref obrzeku od brzeznej hemolizy krwia-
ka itp. Przedstawiono takze szereg ciekawych przypadkéw odmiennej ewolucji
krwiaka s$rodmoézgowego.

Dzial poswigcony guzom moézgu jest obszerny i obejmuje 40 przypadkéw naj-
czesciej spotykanych guzoéw moézgowia i moézdzku. Oprocz przekrojow poprzecznych

spotykamy tu preparaty histopatologiczne.

Atlas pod redakcja Wackenheima i wsp. jest pracg pionierska. Przedstawione
ilustracje, doskonale reprodukcje zaré6wno obrazow skanerowych, jak i preparatow
anatomicznych, a takze zwiezle teksty czynig te prace niezwykle przydatng dla
neuroradiologéw i neuropatologow.

Jerzy Walecki

*

“COMPUTED TOMOGRAPHY of the BRAIN” pod redakcjg G. Salamona i Y. P.
Huanga. Springer Verlag. Berlin, Heidelberg, New York, 1980. Stron 154, ilustracji
359, indeks rzeczowy.
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Atlas ten przedstawia anatomie moézgowia i mézdzku w obrazie tomograficzno-
-komputerowym w korelacji z odpowiednimi przekrojami preparatéw anatomicz-
nych. Autorzy demonstruja poszczegdlne przekroje w plaszczyznach stosowanych
w badaniach skanerowych — poprzecznej, czolowej i strzatkowej. Obrazy CT
w plaszczyznie strzatkowej uzyskiwano wykorzystujac program rekonstrukeji wtor-
nej uzywanej powszechnie w aparatach nowszej generacji. Jako$é obrazow ska-
nerowych, a takze preparatow anatomicznych jest doskonala, przewyisza znacznie
dotychczasowe, klasyczne pozycje Gambarellego (1977) i Matsui (1978).

Atlas ten powinien zainteresowa¢ neuropatologéw i neuroradiologbéw, jest bo-
wiem pozycjg nowatorska, przedstawiajaca anatomie mézgu z uwzglednieniem prze-
krojow, co bylo rzadko stosowane przed era tomografii komputerowej.

Jerzy Walecki
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KOMUNIKATY

ViIith INTERNATIONAL CONGRESS OF HISTOCHEMISTRY
AND CYTOCHEMISTRY

Helsinki, Finland 5 — 11th August 1984
The following topics will be included in the programme:

— Immunocytochemistry — Surface enzymes and cell uptake

— Quantitation in histochemistry — Proteases

— Auwmalic cell analysis — Cell differentiation

— Flow cytcmetry — Cell cultures

— Analytical electron microscopy — Nuclear histochemistry

— Neurohistochemistry — Histochemistry in botany

— Histochemistry of the cytoskeleton — Histochemical pharmacology and toxicology
— Histochemistry of collagen — Histochemistry in pathology

To receive the Second Circular please contact: Congress Secretariat, Department
of Anatomy, University of Helsinki — Siltavuorenpenger 20 A, 00170 HELSINKI 17,
Finland
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WARUNKI PRENUMERATY

Prenumerate na kraj przyjmujag Oddzialy RSW ,Prasa-Ksigzka-Ruch” oraz
urzedy pocztowe i doreczyciele w terminach:

— do dnia 25 listopada na I poélrocze roku nastepnego i na caly rok nastepny

— do 31 maja na II péirocze roku biezgcego.

Cena prenumeraty:
polrocznie — 200 zi
rocznie — 400 zi

Jednostki gospodarki uspolecznionej, instytucje, organizacje i wszelkiego ro-
dzaju zaklady pracy zamawiajg prenumerate w miejscowych Oddzialach RSW
,»Prasa-Ksigzka-Ruch”, w miejscowosciach, w ktoérych nie ma Oddzialow RSW —
w urzedach pocztowych. Czytelnicy indywidualni oplacajg prenumerate wylgcznie
w urzedach pocztowych i u doreczycieli.

Prenumerate ze zleceniem wysylki za granice przyjmuje RSW , Prasa-Ksigz-
ka-Ruch”, Centrala Kolportazu Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-958 War-
szawa, konto NBP XV Oddzial w Warszawie nr 1153-201045-139-11. Prenumerata ze
zleceniem wysylki za granice jest drozsza od prenumeraty krajowej o 50% dla zle-=
ceniodawcow indywidualnych i o 100% dla zlecajacych instytucji i zakltadéw pracy.
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