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NEUROPATOLOGIA POLSKA
T. 21, Z. 4, 1983

MIROSEAW J. MOSSAKOWSKI, LUBOMIRA DYDYK, MIECZYSEAW SMIALEK

SELECTIVE WHITE MATTER DAMAGE
DUE TO MANGANESE INTOXICATION

Department of Neuropathology, Medical Research Centre, Polish Academy
of Sciences, Warszawa

The similarity of the clinical picture and abnormalities in brain
catecholamine metabolism in Parkinson’s disease and manganese in-
toxication in man (Cotzias et al. 1971; Hornykiewicz 1972; Cook et al.
1974; Banta, Markeshery 1977; Sari¢ et al. 1977) as well as the positive
reaction of both conditions to levodopa treatment inspired a great
number of experimental studies aiming either at explanation of the
pathomechanism of manganese encephalopathy or at creation of a con-
venient model of the extrapyramidal disease. These studies were carried
out on various experimental animals (from rats to subhuman primates)
with different manganese compounds in varying doses and ways of ap-
plication (Makarczenko 1956; Chandra, Shukla 1961; Pentschew et al.
1963; Neff et al. 1969; Chandra 1972; Bonilla 1978; Hietanen et al.
1981). Pathomorphological observations concerning experimental man-
ganese encephalopathy vary to a great extent within the range from no
abnormalities whatsoever to severe tissue impairment either generaliz-
ed in the whole central nervous system or limited to particular brain
structures (Makarczenko 1956; Pentschew et al. 1963; Neff et al. 1969;
Chandra, Srivastova 1970; Jonderko 1970; Mustafa, Chandra 1971; Chan-
dra 1972; Singh et al. 1974). Most common in all the descriptions is the
damage of the grey matter structures consisting of neuronal degenerat-
ijon and/or loss with secondary astrocytic reaction and good preserv-
ation of the white matter. In some descriptions glial abnormalities
could be considered as primary ones (Pentschew et al. 1963).

In the present paper we describe a reverse situation — predomin-
ance, if not selectiveness, of white matter damage due to manganese
intoxication.
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456 M. J. Mossakowski et al.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were carried out on 6-week-old, male, albino rats
(£150 g body weight at the beginning of experiment) given in the
course of 4 weeks 7 subsequent intravenous injections of manganese
chloride, dissolved in physiological saline solution. The intravenous
way of manganese administration was chosen to avoid poor intestinal
metal absorption and its dependence on alimentary factors (Aston 1980).
Two initial injections, each containing a dosis of 20 mg/kg weight of
Mn*" were given every third day, the following three injections, with
a dosis of 40 mg/kg body weight of Mn"* each, were administered in
the course of one week with two-days intervals. The last two injections
containing the same doses of metal were applied at one week intervals.
Following the last injection the animals were left to survive for 4 weeks,
for complete excretion of the metal deposits from the body organs
(Hietanen et al. 1981). Control animals were given intravenously phy-
siological saline solution according to the same scheme. During the
whole period of experiments the animals did not show any neurologic-
al symptoms.’

- Intracardiac perfusion with 10 percent neutral formalin was applied
in animals used for light-microscopic studies, while in those for elec-
tron-microscope perfusion was performed with 2 percent solution of
glutaraldehyde in cacodylate buffer, pH 7.2. The material for both
light and electron microscopy was processed in an appropriate routine
way. For light microscopy the paraffin sections were stained with he-
matoxylin-eosin, Kliiver-Barrera and Kanzler-Arendt methods. Ul-
trathin sections for electron microscopy were counterstained with ura-
nyl acetate and lead citrate.

RESULTS

Histological abnormalities in the white matter structures consisted
in the appearance of numerous, minute lacunae, occurring in varying
density, accumulation of these led to tissue spongiosis. They were pre-
sent in the white matter of the whole central nervous system, being
most numerous in the subcortical white matter (Fig. 1), strio-pallidal
bundles, in the medullar substance of the cerebellum (Fig. 2) and in
the white matter structures of the brain stem and spinal cord (Fig. 3).
They were much less abundant in some grey matter structures rich
in myelinated nerve fibers. They were present in deep layers of the
cerebral cortex, thalami, inferior olives and anterior horns of the spinal
cord. They did not appear in the striatum and cerebellar cortex. Good
preservation of myelin within the spongiotic tissue was a very striking
feature. Most of the lacunae were empty, only some of them contained
small round structures, which could be interpreted as either nuclei or
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Manganese encephalopathy 457

transversely cut axon cylinders (Fig. 4). On the longitudinal sections
of myelinated nerve fibers the lacunae either separated individual
fibers or disrupted their continuity (Fig. 5). In some structures tissue
lacunation was accompanied by cellular or fibrous gliosis (Fig. 6). Im-
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Fig. 1. Microcavitation of subcortical white matter and striopallidal bundles,

Kliver—Barrera. X 100

Ryc. 1. Drobnojamkowe zmiany w podkorowej istocie bialej i w pegczkach strio-
palidarnych. Kliver—Barrera. Pow. 100 X

Fig. 2. Microcavitation of cerebellar white matter. Unchanged microscopic ap-

pearance of the cortex and dentate nucleus. Kliiver—Barrera. X 100

Ryc. 2. Drobnojamkowe zmiany w istocie biatej mézdzku. Niezmieniona Kkora
i jadro zebate. Kliiver—Barrera. Pow. 100 X

Fig. 3. Microcavitation of pyramidal fibers and other white matter structures of

medulla. Kliver—Barrera. X 60

Ryc. 3. Drobnojamkowe zmiany w szlakach piramidowych i innych bialych struk-
turach opuszki. Klliver—Barrera. Pow. 60 X

Fig. 4. Empty microcavities in the striopallidal bundles. In one of them a small

round structure is visible. Kliver—Barrera. X 400

Ryc. 4. Puste jamki w utkaniu peczkéw striopalidarnych. W jednej z nich wi-
doczny ciemny, okragly twoér. Kliiver—Barrera. Pow. 400 X
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458 M. J. Mossakowski et al.

pairment of grey structures was minimal. It was manifested by shrin-
kage of individual or grouped neurons within the neocortex, Ammon’s
horn and rhinencephalic cortex (Fig. 7). Unchanged were striatal, thala-
mic, cerebellar neurons and most of the brain stem nerve cells. Nigral
neurons showing severe degeneration, disintegration and loss were ex-
ceptional.

Fig. 5. Microcavities interrupting integrity of longitudinal nerve fibers. H—E.
X 400

Ryc. 5. Puste jamki przerywajace ciaglosé podluznie przebiegajacych wildkien

nerwowych. H—E. Pow. 400 X
Fig. 6. Fibrogliosis in subcortical white matter. Kanzler—Arendt. X 400
Ryc. 6. Rozplem wldkien glejowych w podkorowej istocie bialej. Kanzler—Arendt.
Pow. 400 X
Fig. 7. Dark, shrunken neurons in the pyramidal cell layer of Ammon’s horn.
Y Kliver—Barrera. X 400
Ryc. 7. Ciemne, obkurczone neurony w warstwie komérek piramidowych rogu
Amona. Kliiver—Barrera. Pow. 400 X

Fig. 8. Numerous swollen axon cylinders in medullar white matter. Semithin

section. Toluidine blue. X 400

Ryc. 8. Liczne obrzmiale aksony w istocie bialej opuszki. Pélcienki skrawek, ble-
kit toluidyny. Pow. 400 X
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Fig. 9. Tissue fragment of cerebellar white matter. Axon cylinders with axo-
plasm of varying density: axons with condensed axoplasm, containing abundant

filaments (ax,;), axon with moderate density of axoplasm (axy). m; — swollen
mitochondria, m, — greatly distended mitochondria filling a great part of axo-
plasm. Ser — dilated cisternae of smooth endoplasmic reticulum. my — local

splitting of myelin lamellae. X 13 650.

Ryc. 9. Fragment istoty bialej mézdzku. Wiekszo$¢ widkien merwowych z nie-

prawidlowym obrazem aksondéw. ax; — aksony z zageszczong aksoplazmg zawie-

rajaca znaczne ilo$ci neurofilamentéw, ax, — aksony z umiarkowang gestoscia

elektronowg aksoplazmy. m, — obrzmiale mitochondria, m; — mitochondrium

balonowato rozdete zajmujgce znaczng cze$é aksoplazmy, ser — poszerzone zbior-

niki gladkiej siateczki $roédplazmatycznej, my — miejscowe rozwarstwienie oston-
ki mielinowej. Pow. 13650 X
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460 M. J. Mossakowski et al.

The electron-microscopic abnormalities involved all structural ele-
ments of the white matter, those concerning axon cylinders (Fig. 8) and
astroglia being most prominent. Myelin was less involved. So were oli-
godendrocytes and blood vessels.

Axonal changes consisted in the occurrence of abnormal swollen
and degenerating mitochondria, increased amount of distended canals
of smooth endoplasmic reticulum and abnormal density of axoplasm.
Abnormal mitochondria were present in axons with light, unchanged
and condensed axoplasm (Fig. 9). Mitochondrial changes took the form
of enlargement, swelling with break-down of cristae, their peripheral

Fig. 10. Nerve fiber from substantia mnigra. Swollen mitochondrium with light
matrix and fragmented tubulo-vesicular cristae. X 13650

Rye. 10. Wibkno merwowe z istoty czarnej. Mitochondrium (m) o niskiej gestosci
elektronowej macierzy z fragmentacjg i cewkowo-pecherzykowg strukturg grze-
bieni. Pow. 13650 X

Fig. 11. Nerve fiber from cerebellar white matter. Swollen mitochondrium with

partially condensed configuration and a vacuole (v) within matrix. X 13350

Ryc. 11. Wl6kno nerwowe z istoty bialej moézdzku. Obrzmiale mitochondrium

o czeSciowo skondensowanej konfiguracji z drobng wakuolga w macierzy. Pow.
13350 X

Fig. 12. Tissue fragment from putamen. Swollen mitochondrium filling almost
completely the cross section of an axon. X 13350

Ryc. 12. Fragment tkankowy ze skorupy. Obrzmiale mitochondrium wypeknia
niemal catkowicie przekr6j aksonu. Pow. 13350 X

Fig. 13. Tissue fragment from substantia nigra. Axon-terminal with aggregation

of synaptic vesicles (sv). Dendritic profile containing abnormal mitochondrium

(m). X 13350
Ryc. 13. Fragment tkankowy z istoty czarnej. Zakonczenie aksonalne z agregacja
pecherzykéw synaptycznych (sv), obok dendryt z przewezonym mitochondrium
(m). Pow. 13350 X
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Manganese encephalopathy 461

Fig. 14. Nerve fiber from medulla. Axoplasm (ax) with an excess of filaments.
Local splitting of myelin lamellae. X 13 350

Ryc. 14. Wl6kno nerwowe z opuszki. Aksoplazma ze zwiekszong zawartosciag neu-
rofilamentéw. Miejscowe rozwarstwienie blaszek ostonki mielinowej. Pow. 13350 X

Fig. 15. Nerve fiber from medulla. Mpyelin-like laminary structure within di-
stended periaxonal space. X 14700

Ryc. 15. Wilbkno nerwowe z opuszki. Blaszkowata, mielinopodobna struktura
w poszerzonej przestrzeni okoloaksonalnej. Pow. 14700 X

displacement and appearance of tubular and vacuolar formations (Fig.
10). A condensed configuration of mitochondria was a common feature
(Fig. 11). In extreme situations giant baloon-like, double membrane-
-bound structures occupied almost totally the axon cross sections (Fig.
12). Identical abnormalities concerned the dendrites, axon terminals
and presynaptic bags. Here they accompanied cytoplasmic swelling and
disturbances in the distribution of vesicles, which were either dispersed
or irregularly aggregated (Fig. 13). Myelin abnormalities were less
conspicuous. They consisted in partial or total lamellar splitting (Fig.
14). Enlargement of periaxonal spaces and appearance of laminar struc-
tures within them were another feature (Fig. 15). There was some en-
largement of intercellular spaces (Fig. 16).

Most astrocytes exhibited cytoplasmic swelling involving both peri-
karya and processes. There was an increase of smooth endoplasmic re-
ticulum with severely distended canals and cisternae of the Golgi sy-
stem (Fig. 17). Astrocytic mitochondria show all types of the abnormali-
ties described in axon cylinders (Fig. 18). A condensed configuration
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462 M. J. Mossakowski et al.

Fig. 16. Tissue fragment from medulla. Widened intercellular spaces (ics) and
splitting of myelin lamellae (my,;, my,;). Membrane-free aggregation of electror
dense granular material. X 13 350

Ryc. 16. Fragment tkankowy z opuszki. Poszerzone przestrzenie miedzykomérko-
we (ics) i odcinkowe rozwarstwienie blaszek ostonki mielinowej (my;, my,). Nie-
oblonione skupienie ziarnistego, elektronowo-gestego materialu. Pow. 13 350 X

Fig. 17. Tissue fragment from substantia nigra. Swollen astrocytic process with
distended channel of smooth endoplasmic reticulum (ser) and condensed con-
figuration of mitochondrium (m). Identical mitochondrial abnormalities visible
in axonal terminals (ta). X 13 650
Ryc. 17. Fragment istoty czarnej. Obrzmiala wypustka astrocytarna (ast) z roz
detym kanalem gladkiej siateczki $rodplazmatycznej (ser) i mitochondriun
o skondensowanej konfiguracji (m). Identyczne nieprawidlowos$ci mitochondrialne
widoczne w zakonczeniach nerwowych (ta). Pow. 13 650 X
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Fig. 18. Fragment of glial cell from cerebellar white matter with various forms

of mitochondrial abnormalities. m; — swollen mitochondrium, m, — mitochon-

drium with condensed configuration, m; — mitochondrium with a large wvacuole
within the matrix. X 13350

Ryc. 18. Fragment komorki glejowej z istoty bialej mézdzku z nieprawidlowymi

postaciami mitochondrium. m; — obrzmiale mitochondrium, m; — mitochon-

drium ze skondensowang konfiguracja, ms — mitochondrium z duzg wakuolg
w macierzy. Pow. 13350 X

Fig. 19. Fragment of astrocytic process from cerebral white matter with cyto-
plasm densely filled with gliofilaments. Swollen mitochondrium in lower right
corner. X 14700

Ryec. 19. Fragment wypustki astrocytarnej z podkorowej istoty bialej z cytoplazmg
gesto wypelniong przez gliofilamenty. W dolnym prawym rogu znacznie obrzmia-
te mitochondrium. Pow. 14 700 X
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464 M. J. Mossakowski et al.

of mitochondria was a common feature. There was an excess accumu-
lation of gliofilaments both in the astrocytic perikarya and processes
(Fig. 19). Oligodendrocytic impairment consisted in mitochondrial
swelling and distention of endoplasmic reticulum. Capillary walls were
practically unchanged.

DISCUSSION

Basing on our observations we fell anable to state that subchronic
intoxication with manganese chloride, administered intravenously can
result in toxic encephalopathy with a predominant, if not selective,
involvement of the white matter, taking the form of its generalized
spongiosis. This contrasted with the observations of most investigators,
who described selective abnormalities of the grey matter, taking the
form of neuronal degeneration and/or loss, either generalized or limit-
ed to the particular brain structures such as cerebral and cerebellar
cortex, striatum, substantia nigra (Makarczenko 1956; Chandra, Sriva-
stova 1970; Mustafa, Chandra 1970; Jonderko 1970; Chandra 1972), sub-
thalamic nuclei, globus pallidus or substantia innominata (Pentschew et
al. 1963). The only damage to the grey structures found in our ma-
terial, consistent with other descriptions was that of the substantia
nigra.

It seems that the ultrastructural background of the white matter
lacunization in our material consists in mitochondrial abnormalities
taking the form of tremendous swelling and degeneration leading to
the formation of baloon-like structures damaging the axon cylinders.
Predominance of the mitochondrial lesions due to manganese intoxicat-
ion can be related with the greatest accumulation of the metal in these
cytoplasmic organelles (Cotzias 1958) and is consistent with the bioche-
mical and histochemical data indicating severe impairment of mito-
chondrial enzymes activity in experimental manganese intoxication
(Chandra 1972; Seth, Husain 1974; Singh et al. 1974; Sitaramayya et
al. 1974; Hietanen et al. 1981).

The question of the molecular mechanism of mitochondrial damage
remains open. Perhaps, it is connected with the membrane-stabilizing
function of manganese (Aston 1980). Unanswered is also the problem
of the selectively severe damage of the mitochondria in the nerve cell
processes and astrocytes, with remarkably less involvement of oligoden-
droglia and neuronal perikarya. It has to be stressed, however, that mi-
tochondrial abnormalities in axon terminals and dendrites were found
predominantly in the substantia nigra and putamina. This might be
connected with nigral lesions. The persistence of mitochondrial abnor-
malities is also worth mentioning. The above presented changes were
found 4 weeks after the intoxication was ended. It indicates that les-
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Manganese encephalopathy 465

ions continued to occur at the time of decreasing concentration of the
metal in the nerve tissue (Hietanen et al. 1981).

The brain abnormalities found in our material, although different
from most of the descriptions of experimental manganese encephalopa-
thy, are similar at the light-microscopic level to those described by
Zelman (1977) in the intoxication with organophosphorus pesticides.
However, in that case electron-microscopic examination revealed se-
vere distension of periaxonal spaces and splitting of the myelin lamel-
lae (Zelman, Majdecki 1979). Changes in manganese encephalopathy
are to some extent similar to tissue damage occurring in cyanide into-
xication, however, they lack the demyelinating component (Hirano et
al. 1967; Wender et al. 1972).

On the basis of light and electron-microscopic examination the de-
scribed changes might be considered as morphological exponents of cy-
totoxic brain edema. This is supported by the normal electron-micro-
scopic picture of the cerebral capillaries. However, the vasogenic com-
ponent of the edematous process cannot be ruled out. Enlargement of
intercellular spaces is suggestive of its presence, at least in early per-
iods of intoxication. Its exponents were much more evident in animals
sacrified immediately and one week after manganese intoxication (Mos-
sakowski et al. 1983).

WYBIORCZE USZKODZENIE ISTOTY BIALEJ W ZATRUCIU MANGANEM

Streszczenie

W wiekszo$ei opracowan mneuropatologicznych, dotyczacych dos$wiadczalnej
encefalopatii manganowej, zwraca si¢ uwage na zréznicowane w nasileniu i umiej-
scowieniu uszkodzenia struktur szarych os$rodkowego ukladu nerwowego. Brak
jest natomiast danych na temat zmian w istocie biatej. Autorzy przedstawiajg
analize nieprawidlowos$ci morfologicznych istoty bialej, dominujacych w obrazie
neuropatologicznym podostrego doswiadczalnego zatrucia chlorkiem manganawym
u szezuré6w. Chlorek manganawy, w lgcznej dawce 240 mg Mnt+/kg ciezaru ciata
podawano w 7 iniekcjach dozylnych w okresie 1 miesigca. Zwierzeta zabijano
po uplywie 4 tygodni od ostatniej iniekcji. W obrazie mikroskopowym osrodko-
wego ukladu nerwowego dominowalo uszkodzenie struktur bialych, wyrazajgce
sie ich mikrowakuolizacjg oraz towarzyszacg glejoza wloknistag. W strukturach
szarych zmiany patologiczne byly nieznaczne i polegaly na nieswoistym zwyrod-
nieniu mielicznych neuronéw kory nowej oraz kory amonalnej. Jedyng strukturag
z masywnym zwyrodnieniem i ubytkami komérek nerwowych byla istota czarna.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym istoty biatej stwierdzono rozlegle
uszkodzenia wypustek osiowych, wyrazajgce si¢ zmianami w gestosci elektronowo-
-optycznej aksoplazmy, zwiekszong zawarto$cig struktur filamentarnych oraz do-
minujgecymi nieprawidlowos$ciami mitochondriéw. Najczestsza zmiang bylo ma-
sywne obrzmienie mitochondriow, ktére prowadzilo w skrajnych przypad-
kach do wypeklienia przekroju aksonu przez balonowate struktury otoczone po-
dwoéjng blong. Analogiczne nieprawidlowosci mitochondrialne dotyczyly zakonczen
nerwowych i cze$ci dendrytow. Ostonki mielinowe zachowane byly prawidlowo,
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tylko niektére z nich wykazywaly miejscowe rozwarstwienie blaszek mieliny i po-
szerzenie przestrzeni okoloaksonalnej. Wigkszo$é komoérek gwiazdzistych wykazy-
wala obrzmienie, masywny rozplem gliofilamentéw oraz nieprawidlowosci mito-
chondrialne analogiczne jak w aksonach. Oligodendrocyty i maczynia wlosowate
byly niezmienione. Stwierdzano nieznaczne poszerzenie przestrzeni miedzykomor-
kowych.

Opisane zmiany autorzy traktuja jako wykladniki obrzeku -cytotoksycznego
moézgu, a przewage uszkodzen mitochondrialnych wigzg z wybiéreza kumulacjg
metalu w mitochondriach.

CEJIEKTUBHOE TTIOBPEX/IEHUWE BEJIOT'O BEHIECTBA
B OTPABJIEHUU MAPI'AHILIOM

Pe3rome

B 6onbMHHCTBE HEBPOMATOJIOTHYECKHX Pa3paboOTOK OTHOCAINMXCH K OKCHEPHMEHTaTLHOM
MapraHueBoif 3HuedarTonaTHR HMCCIeNoBaTeNM OOpamaloT BHUMaHWE HA AnddepeHnmMpoBaHHBIE
B MHTEHCHBHOCTH H JIOKQJIA3ALAHN MOBPEXKICHAS CEPHIX CTPYKTYP LEHTPAIBHON HEPBHOM CHCTEMEI.
3aTo HeT JaHHBIX B 00aCTH H3MeHEHH B 6eIoM BemecTse. ABTOPbI IPEACTABISIOT aHAIN3 MOP-
domormyecknx anomaymit Georo BemecTsa, JOMHHHPYIOIIMX B HEBPONATOJIOTHYECKON KapTHHE
TIOAOCTPOrO JKCOEPHMEHTAIbHOTO OTPABJICHHS XJIOPHCTBIM MAapraHiOM y KpbIC. X/IOPHCTBIM
Maprarer; B obmeif 103e 240 Mr Mn**/kr Beca Tela BBOAHIA B 7 BHYTPHBEHHBIX HHBEKLHAX B Te-
yenne 1 mecsia. JKUBOTHBIX yOMBaIH CriycTs 4 HEeH OT IOC/IeAHEN HHBEKIUA. B MHKPOCKOIHOM
KapTHHE LEHTPAIbHOM HEPBHOM CHCTEMBI JOMHHHPOBAJIO MOBpEXICHHE OenbIX CTPYKTYp, BBIpa-
JKalomeecs: B X MAKPOBAKYOIM3ALMHA B B COMYTCTBYIOMEM (GuOPHHO3HOM Iimmo3e. B cephiX CTpyK-
Typax IIATOJIOTHYECKHE M3MEHEHHs OBLIM HE3HAYUTENBHBI M 3aK/IIOYAMCh B HecmennpuyecKoim
JIETGHEpaI[Ad HEMHOTHX HEHPOHOB HOBOM KOPBI M aMOHAJIBbHOM KOpPbl. EAWHCTBEHHOM CTPYKTYpPOif
C MACCHBHO# JiereHepannei ¥ yObITKaMH HEPBHBIX KJIETOK OBLIIO Y€PHOE BEIIECTBO.

B 31eKTpPOHHO-MHKPOCKOMMYECKOH KapTHHEe Oenoro BemecTBa KOHCTATHPOBAHO IIPOTSIKEH-
HBIE TOBPEKICHUS AKCOHOB, BBIPAKAIOMIUECS B W3MEHEHMSX B JJICKTPOHHO-ONTHYECKOH IyCTOTE
AKCOIUIa3MBl, B YBEIIMYEHHOM COJEPKaHHA (PHIAMEHTO3HBIX CTPYKTYP M B JOMHHHDYIOUIMX AHO-
MauAaX MUTOXOHAPHM. CaMbIM 4YacThIM H3MeHeHHeM Obula MaccuBHAash HaOyXJIOCTH MHTOXOH-
JIpHif, KOTOpas MPHBOAWJIA B KPalHUX CIy4YasX K HANOJHEHHIO IEJIOT0 IPOCBETAa aKCOHA pa3iy-
TBIMH CTPYKTYpPaMH OKPYXEHHBIMH JBOWHOM 00601I0YKOH. AHAJIOTHYHBIE MHTOXOHAPHAJBHBIE
AHOMAJIMH OTHOCH/THCh K HEBPHBIM OKOHYAHUSM M K 4acCTAM JCHAPAUTOB. MueIMHOBEIE 000104KH
COXPaHWIHCh NPABHIBHO, TOJBKO HEKOTOPBIE M3 HHUX MPOSIBIISUIA MECTHOE PACCIOEHHE IUTACTHHOK
MHE/IHHA ¥ PaCIIMPeHHe OKOJIOAKCOHAIBHOIO IMPOCTPAHCTBA. BOJBIIMHCTBO ACTPOLMTOB IPO-
ABIISUTA HaOyX/I0CTh, MACCHBHYFO Iposmdepanuio riimoduIaMeHTOB H METOXOHAPHAIBHBIX aHOMA-
JIM aHAJIOTHYHO KaK B akcOHaxX. OJIHroJeHIpPOUMTHI ¥ Kamwuisapsl Oblid Hem3Menenbl. Koncra-
THPOBAHO HE3HAYMTEIIBHOE PACIIHPEHHE MEKKIETOUYHBIX IIPOCTPAHCTB.

OrnmcaHHble U3MEHEHHSI aBTOPHI CYATAIOT MOKA3aTeleM LUTOTOKCHYECKOTO OTEKa I'OJOBHOTO
Mo3ra, a npeo61agaHne METOXOHAPHATBHEIX MOBPEKICHHI CBA3BIBAIOT C CEJIEKTHBHOM KyMyJisi-
el MeTayla B METOXOHJPHSX.
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In demyelinating processes, including multiple sclerosis the sequen-
ce of structural and biochemical changes that leads to myelin break-
down is not well understood. Although myelin associated glycoprotein
(MAG) is quantitatively a minor constituent of the whole myelin fract-
ion, it probably accounts for a considerably higher proportion of the
protein molecules exposed on the surface of the myelin membrane.
Hence it is possible to speculate about their significance in molecular
events leading to demyelination.

Itoyama et al. (1980) who studied immunocytochemically the distri-
bution of MAG in multiple sclerosis (MS) lesions have found in acute
early MS plaques a decrease of the MAG immunostaining extended far
beyond the margins of acute demyelination, where the basic protein
staining of the degenerating sheath was often increased. The striking
finding in MS plaques was the extension of the decreased MAG immu-
nostaining into white matter that appeared normal when treated with
basic protein antiserum or luxol fast blue. These observations suggest
that in MS immunoreactivity of the periaxonal MAG is altered before
the onset of myelin breakdown. Contrary to that immunocytochemical
studies on leukodystrophies conducted by Ulrich and Heitz (1982) on
sections of brains from patients with metachromatic leukodystrophy,
sudanophilic leukodystrophy, adrenoleukodystrophy, Pelizaeus-Merzba-
cher’s disease and of dogs with globoid cell leukodystrophy showed that
the distribution of MAG in these specimens was remarkably little al-
tered. In Wallerian degeneration of the optic nerve we have found
only negligible changes in the content of MAG (Wender et al. 1983a).
However, the major glycoprotein of peripheral myelin disappears mo-

* The studies were supported by the Research Grant J-05-092-N
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re rapidly than other proteins during Wallerian degeneration of rat
sciatic nerve (Wood, Dawson 1974). The involvement of glycoproteins
in demyelinating processes might also be inferred, from the evident
decrease of MAG from the central nervous system as shown in a fract-
ion of degenerating myelin isolated from hexachlorophene intoxicated
rats (Mathieu et al. 1974). Contrary to this observations Winchell et
al. (1982) have observed a normal distribution of the MAG immuno-
staining in hexachlorophene intoxicated rats.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on white Wistar rats weighing
200—300 g each. Five mg/kg of body weight of triethyl tin sulfate
(TET) was injected intraperitoneally to the experimental animals. The
investigations were performed in 4 experimental groups, comprising
animals sacrificed 5 hrs, 24 hrs, 7 and 28 days after TET administrat-
ion.

Biochemical methods. Myelin of the optic nerve was isolated essent-
ially as described by Norton and Poduslo (1973) with following modi-
fications: 0.32 and 0.90 M sucrose density gradients were used, and
centrifugation forces of 100000 g for 60 min. instead of 75000 g as
in the original method. The glycoprotein was separated using slab gel
polyacrylamide microelectrophoresis according to Laemli (1970). The
myelin glycoprotein was stained with periodic acid — Schiff’s reagent
and quantitatively scanned by the procedure of Matthieu and Quarles
(1973). Glucose oxidase (f-D-glucose oxygen-l-oxidoreductase, E.C.
1.1.3.4., mol. weight 100 000 daltons) was used as a standard.

RESULTS

The results pertaining to the protein and MAG content in the mye-
lin of the rat optic nerve in the course of acute TET poisoning are
shown in table 1. They indicate already a considerable drop of the total
myelin proteins during the TET induced myelinopathy, commencing al-
ready 5 hrs after TET application, with a peak falling on the 7th-day
after administration of the poison. A similar course of changes was
seen with respect to MAG content but only when expressed in arbitra-
ry units per mg of dry myelin. When expressed in working units of
MAG per mg of total protein a statistically significant reduction was
observed not before 24 hours following TET administration. However,
in the last experimental group, i.e. 28 days after TET poisoning, the
contribution of MAG to the total myelin proteins increased significant-
ly, exceeding that seen in the control myelin fraction.
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Table 1. Total protein and MAG content in the myelin of the optic nerve in rats intoxicated with
triethyl tin sulfate (TET)
Tabela 1. Catkowita zawarto$¢ biatka i glikoproteiny zwiazanej z mieling (MAG) nerwu wzro-
kowego szczurow zatrutych siarczanem trojetylku cyny (TET)

Total myelin MAG in arbitrary
proteins in mg units* per mg of
per g of dry myelin total myelin proteins
Calkowita zawartos¢ ~ MAG w jednostkach

MAG in arbitrary
units* per mg of
dry myelin
MAG w jednostkach

biatek mieliny roboczych na mg
wmgna g catkowitych roboczych.nef mg
suchej mieliny biatek mieliny S aslay
Control animals 204--8.90 20.7+1.14 4.22+0.41
Zwierzeta kontrolne
5 hrs after intoxication 128--2.14 18.4-0.54 2.354+0.19
5 godz. po zatruciu
24 hrs after intoxication 137-£5.50 17.1+1.04 2.344+0.24

24 godz. po zatruciu

7 days after intoxi-

cation 84-1-2.81 16.6-+-0.92 1.39+0.17
7 dni po zatruciu
28 days after intoxi-

cation 135+-3.93 24.8-1-0.88 3.35+0.23
28 dni po zatruciu

Number of animals in each group: 6 Mean + S.E. Significant differences underlined
Liczba zwierzat w kazdej grupie:6 Srednia - S.E. Istotne réznice podkreslono

* One unit of MAG is equivalent to one pg of glucose oxidase (E. C. — 1.1.3.4.)
* Jedna jednostka MAG jest rownowaznikiem jednego p.g oksydazy glukozy (E.C. — 1.1.3.4.)

DISCUSSION

It is apparent that any comprehensive understanding of the molecu-
lar reorganisation of myelin during its breakdown has to involve a con-
sideration of the minor components in addition to major ones such as
proteins and lipids. Myelin associated glycoprotein (MAG), a quantita-
tively minor constituent of the whole myelin fraction is an integral
membrane component. According to Poduslo et al. (1978) it is not pos-
ditional less accessible location for this major glycoprotein of myelin,
or oligodendroglial plasma membrane. Some experiments suggest ad-
ditional less accesible location for this major glycoprotein of myelin,
and specifically do suppose its distribution throughout the myelin sheath
at the intraperiod line, a location which is contiguous with the outer
membrane surface.

In the edematous demyelination caused by hexachlorophene into-
xication, myelin splits at the intraperiod line with the formation of lar-
ge fluid containing vacuoles. In these experimental conditions a severe
drop of the myelin associated glycoprotein in the degenerating myelin
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obtained from intoxicated animals was reported (Matthieu et al. 1974).
A possible explanation for this is that MAG is rapidly destroyed via
proteolytic or glycosidic degradation in this pathological situation.

There exist a far going similarity in structural events of myelin de-
gradation between hexachlorophene and triethyl tin intoxication. The
cerebral edema in TET intoxication is produced by a widespread for-
mation of intramyelin vacuoles in the white matter of the central ner-
vous system, and by a separation of the lamellae of the myelin sheath
at the intraperiodic line (Graham et al. 1976; Wender et al. 1982).

In our present study a sharp decrease of the MAG content was de-
monstrable, but this drop was very much in proportion to the total
protein decrease. When calculated per mg of total protein, a slight re-
duction of MAG could be observed during the first 7 days after TET
injection, but then it tended to rise again reaching values higher then
in control specimens. Hence the observed changes in MAG content
during acute TET poisoning cannot support the assumption that the
myelin associated glycoprotein is specifically sensitive to this particular
noxious agent.

The somewhat greater decline of MAG compared to the total mye-
lin proteins on the top of the pathological process (24 hrs and 7 days
after intoxication) is fairly well explainable by the postulated specific
location of MAG in the intraperiodic line, where the splitting of mye-
lin lamellae occurs during TET poisoning. Furthermore our previous
results (Wender et al. 1983b) have shown that neither of the individual
myelin proteins were specifically affected by TET intake.

In view of the results pertaining to the behavior of MAG in va-
rious demyelinating processes it should be stated that although MAG
shows considerable sensitivity towards definite pathological factors it
does not constitute a specifically weak chain in the molecular structure
of the myelin sheaths that is affected independently of what agent
brings about demyelination.

CONCLUSIONS

1. In the course of acute TET poisoning the myelin fraction of the
optic nerve suffers a substantial loss of myelin proteins.

2. The decrease of MAG content in TET poisoning is proportional
to the drop of total myelin proteins and thus is not indicative of
a specific sensitivity of that glycoprotein to TET poisoning.

3. The proportion of MAG in the total myelin protein content shows
only a slight and transient decrease during acute TET poisoning.

4. The slight decrease of the MAG component of total myelin pro-
teins occurring on the top of the pathological process seems to result
from the localization of MAG within the intraperiodic line, where the
splitting of myelin lamellae takes place during TET poisoning.
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GLIKOPROTEINA ZWIAZANA Z MIELINA (MAG) NERWU WZROKOWEGO
W ZATRUCIU TROJETYLKIEM CYNY (TET)

Streszczemie

W ostrym zatruciu szczuréw rasy Wistar tréjetylkiem cyny (TET) w dawce
5 mg/kg masy ciala badano zawarto$é w nerwie wzrokowym glikoproteiny zwig-
zanej z mieling (MAG), metodg mikroelektroforezy, a nastepnie stosujac do jej
wybarwienia odczynnik Schiffa.

Wyniki badan doprowadzily do nastepujacych wnioskow:

1. W przebiegu ostrego zatrucia TET frakcja mielinowa nerwu wzrokowego
wykazuje duzy spadek zawartosci bialek mieliny.

2. Spadek zawartosci MAG w zatruciu TET jest proporcjonalny do spadku
calkowitych bialek mieliny, co nie wskazuje na swoista wrazliwosé tej glikopro-
teiny na zatrucie TET.

3. Wzgledna zawarto$s¢é MAG w stosunku do calkowitej zawartosci biatek mie-
liny wykazuje jedynie lekki i przemijajacy spadek podczas ostrego zatrucia
TET.

4. Nieznacznie wiekszy spadek MAG niz ogélnej zawartosci bialek mieliny
na szczycie procesu patologicznego zdaje sie byé wynikiem obecnosci MAG
w obrebie linii miedzyperiodycznej, w ktoérej nastepuje rozszczepienie blaszek
mieliny.

TJIFOKOIMPOTEN/] OB bEJVUHEHHBIN
C MUEJIMHOM (I'OM-MAG) 3PUTEJIBHOI'O HEPBA
B OTPABJIEHUM TPUSTUJIOJIOBOM (T20-TET)

Pesome

B octpom oTpasiennn Kpbic pacsl Bucrap tpuatunonosom (T30) B no3e 5 mr/kr Beca Tena
MICC/IeIOBATH COJIEP)KAHMWE B 3PHUTEIBHOM HEpPBE TJIFOKONPOTEeHIa OOBEAMHEHHOrO C MHEJIMHOM
('OM) mpu momour Merona Mukpoasnekrpodopesa no Laemli (1970) u 3arem npumeHsnu as
ero okpacku peaktns Iudda.

Pe3ynbTaThl MCCIENOBAHWM NPHBEIM K CIEAYIOIIMM BBIBOJAM:

1. B Ttedyenune octporo otpasienus TIO’om muenmnHoBasi Gpakuus 3pUTEIBHOTO HEPBA MPO-
siBIsieT OOJIBLIOE CHHXKEHHE COoJepkaHusi OelKOB MHuenHA.

2. Camxkenune conepxkanuss [OM’a B orpaBienun TDO’0OM NpONOpLHMOHANIBHO CHHKECHHIO
TIOJTHBIX O€JIKOB MHENMHA, YTO HE yKa3biBaeT HA Creuu(pu4YecKyr0 YyBCTBHTEIbHOCTH 3TOrO TIJIIO-
Konportenna K orpasiennio TOO’om.

3. OtHOcuTeIbHOE coaepxkanue 'OM’a B OTHOLICHHH TTOJTHOTO COAEpKaHUs OeIKOB MHETHHA
TIPOSIB/ISAET TOJIBKO JIErKOE€ M TMpexXomdsiliee CHWKEHHE BO BpeMsi ocTporo orpasieHuss T2O’om.

4. HesnauntenbHo Gosibimee cHmwkenne 'OM’a yem obuiero coaepxanusi 0€iKOB MHEIHHA
MokeT ObITh pe3ynbTaToM Hamnuus ['OM’a B npenenax MHTPANepuoaM4YeCKOi JIMHAH, B Npeaeaax
KOTOpPOM HACTymaeT pacuUielUIeHHe IUTACTHHOK MueluHa B oTpaBieHun TOO’om.
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Wytwarzanie oslonek rdzennych w spoidle wielkim u szczuréw za-
chodzi we wezesnych okresach pozaplodowego rozwoju osobniczego. Pro-
cesowi temu towarzyszy intensywny rozrost oligodendrogleju (Wender,
Kozik 1968; 1971) polaczony z duzg aktywnoscia enzymatyczng wielu
fosfataz i esteraz (Wender, Kozik 1969; 1972). Podobne zjawiska morfo-
logiczne i histochemiczne w obrebie spoidla wielkiego obserwowano
rowniez u innych gatunkéw zwierzat (Mietkiewski, Kozik 1966; Wen-
der i wsp. 1969; 1970).

Podawanie $rodkéw antymitotycznych w tym okresie rozwoju osob-
niczego moze powodowaé czasowe lub trwale zaburzenia mielinogene-
zy. Dlatego wydawalo sie celowe podjecie badan nad wplywem tera-
peutycznych dawek winkrystyny na rozwoj pozaplodowy spoidla wiel-
kiego, uwzgledniajac zaréwno aspekt poznawczy, jak i praktyczny tego
zagadnienia.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 60 szczurach rasy Wistar, obu pleci, kto-
rym jednorazowo w 1, 3, 7, 14, 21 lub 28 dniu zycia pozaplodowego
podawano dootrzewnowo winkrystyne w dawce 0,01 mg/kg masy ciala.
W 29 dniu zycia szczury u$miercano przez przeciecie serca w narkozie
eterowej i wykrwawienie.

Material do badan stanowily moézgowia, ktére utrwalano w plynie
Bakera w temperaturze 4°C przez 16 godz. Cze$¢ wycinkéw zatapiano
w parafinie do badan morfologicznych, barwigc skrawki fioletem krezylu
i metoda Kliiver—Barrery. Pozostale wycinki cieto na mikrotomie mro-
zeniowym, a otrzymane skrawki przeznaczono do barwienia metoda
Spielmeyera oraz do oznaczenia aktywnosci nastepujacych enzymow:
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swoistej esterazy (NsE)* — E.L. 3.1.1.1., wedlug metody Nachlasa i Se-
ligmanna (1949). Inkubacja w temperaturze 37°C przez 15 min; acety-
locholinoesterazy (AChE) — E.L. 3.1.1.7., wedlug metody Gerebtzoffa
(1953). Inkubacja w temperaturze 37°C przez 120 min; butyrylotiocho-
linoesterazy (BuTJ) — E.L. 3.1.1.8., wedlug metody Gerebtzoffa (1953).
Inkubacja w temperaturze 37°C przez 180 min; fosfatazy zasadowej
(FZ) — E.L. 3.1.3.1,, wedlug metody Gomoriego (1953). Inkubacja
w temperaturze 37°C przez 30 min; fosfatazy kwasnej (FK) — E.L.
3.1.3.2.,, wedlug metody Gomoriego (1953). Inkubacja w temperaturze
37°C przez 50 min; adenozynotréjfosfatazy (ATPazy) — E.L. 3.6.1.3,
wedlug metody Wachsteina i Meisela (1957). Inkubacja w temperaturze
37°C przez 45 min; pyrofosfatazy tiaminowej (TPPazy) — E.L. 3.6.1.6,,
wedlug metody Novikoffa i Goldfischera (1961). Czas inkubacji 30 min
w temperaturze pokojowej.

Grupe kontrolng stanowilo 18 szczuréw pochodzgcych z tych samych
miotdw co szczury doswiadczalne, ktére zamiast winkrystyny otrzymy-
waly dootrzewnowo 0,5 ml 0,9% NaCl. Dalsze postepowanie z mate-
rialem kontrolnym bylo takie samo, jak z moézgami pochodzacymi od
zwierzat doswiadczalnych.

WYNIKI

Zmiany morfologiczne

U szczuréw otrzymujgcych winkrystyne w 1 lub 3 dniu zycia wy-
stepuja w spoidle wielkim liczne mlode postacie komoérek oligodendro-
gleju z jasniejszymi jadrami i wyraznie zaznaczonym rgbkiem cyto-
plazmy. Komorki te z reguly tworzg typowe szeregi pomiedzy widkna-
mi nerwowymi. Podobnie jak u zwierzat kontrolnych na pograniczu ko-
lana i promienistosci w czesci srodkowej spoidla w tzw. centrum rozrod-
czym obserwuje sie skupiska niezréznicowanych komoérek glejowych.

W grupie szczuréw, ktérym winkrystyne podano w 7 dniu zycia,
wyraznie zwieksza sie liczba dojrzalych oligodendrocytow. W tej gru-
pie doswiadczalnej w 29 dniu zycia widkna spoidia wielkiego tylko cze-
Sciowo pokryte s oslonka mielinowg (ryc. 1).

Wymaga podkreslenia fakt, ze obserwowany obraz morfologiczny
w grupie szczur6w otrzymujacych winkrystyne w 1, 3 lub 7 dniu
zycia najwyrazniej rézni si¢ od obrazu grupy kontrolnej, w ktorej
stwierdza sie intensywne zabarwienie wszystkich wildkien spoidia wiel-
kiego w metodzie Spielmeyera i Kliiver—Barrery, a w barwieniu fio-
letem krezylu wida¢ wzdluz tych wiokien szeregi dojrzatych oligoden-
drocytéw z okraglymi lub owalnymi, ciemno wybarwionymi jgdrami
przestaniajgcymi catkowicie cytoplazme.

* E. L. — numer listy enzyméw (Florkin, Stotz 1973).
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Ryc. 1. Winkrystyna podana w 7 dniu zycia. Widoczna mielinizacja czesci wio-
kien spoidlowych i brak ostonek rdzenmych w pozostatych wiéknach. Kliver—
Barrera. Pow. 80 X

Fig. 1. Vincristin in 7-day of postnatal life. Myelination in part of fibers in cor-
pus callosum. Lack of myelin sheaths in the remaining fibers. Kliiver—Barrera.
X 80

Podawanie winkrystyny w 14 dniu zycia pozaplodowego nie wpiywa
na zmiane obrazu cytologicznego spoidia wielkiego, na obszarze ktorego
pomiedzy astrocytami i komérkami mikrogleju dominujg oligodendro-
cyty. Intensywno$é wybarwiania sie oslonek mielinowych metoda Klii-
ver—Barrery oraz Spielmeyera jest u tych zwierzat wyraznie wigksza
niz w grupie poprzedniej (ryc. 2). Jednak cze$¢ wldkien lezacych w par-
tiach centralnych wybarwia sie zdecydowanie stabiej (ryc. 2).

W grupach szczuréw otrzymujacych winkrystyne w 21 lub 28 dniu
zycia osobniczego wzdluz silnie zmielinizowanych wi6kien nerwowych
(ryc. 3) obserwuje sie szeregi dojrzalych oligodendrocytéw. Obraz ten
nie rézni sie od obrazu histologicznego spoidla wielkiego szczuréw gru-
py kontrolnej (ryc. 4).

Zmiany histoenzymatyczne

Swoista esteraza (NsSE). Zarowno grupy do$wiadczalne, jak i grupa
kontrolna wykazuja podobng aktywno$¢ enzymatyczng w perycytach
i w niektorych oligodendrocytach.
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Ryc. 2. Winkrystyna podana w 14 dniu zycia. Wi6kna zewnetrzne wykazujg in-
tensywne zabarwienie ostonek mielinowych, natomiast widkna wewnetrzne spoid-
la sg znacznie jasniejsze. Spielmeyer. Pow. 80 X
Fig. 2. Vincristin in 14-day of postnatal life. Exterior fibers demonstrate intensi-
ve staining of myelin sheaths, internal fibers are far clearer. Spielmeyer. X 80

’

Ryc. 3. Winkrystyna podana w 21 dniu zycia. Wszystkie wilékna pokryte ostonkg
rdzenng. Kliiver—Barrera. Pow. 80 X
Fig. 3. Vincristin in 21-day of postnatal life. All fibers are covering by myelin
sheaths. Kliiver—Barrera. X 80
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Acetylocholinoesteraza (AChE). Reakcja w komorkach oligodendro-
gleju spoidia wielkiego u szczuréw otrzymujacych winkrystyne w 1 ty-
godniu zycia jest delikatniejsza niz u szczuréw otrzymujgcych ten al-
kaloid w nastepnych trzech tygodniach i w grupie kontrolnej. Nalezy
podkresli¢, ze reakcja enzymatyczna w S$cianach naczyn krwionosnych
nie wykazuje réznic.

Butyrylotiocholinoesteraza (BuTJ). W nastepstwie podawania winkry-
styny w 1, 3 i 7 dniu zycia pozaplodowego obserwuje sie nieco stabszg
aktywnos¢ BuTJ w Scianach naczyn krwiono$nych spoidla oraz w oli-
godendroblastach w poréwnaniu z grupg kontrolng. Podawanie winkry-
styny w 14, 21 lub 28 dniu zycia osobniczego nie wplywa na zmiane
aktywnosci BuTJ w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.

Fosfataza zasadowa (FZ). Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej w drogach
spoidla wielkiego wystepuje w postaci dyfuzyjnej i nie wykazuje réznic
miedzy grupami doswiadczalnymi oraz grupg kontrolng.

Fosfataza kwas$na (FK). Po podaniu w 1, 3 lub 7 dniu aktywnos¢
FK w 19 dniu po urodzeniu nie rézni si¢ w poréwnaniu z grupa kon-
trolng. W grupie zwierzat otrzymujacych winkrystyne w 14 dniu wi-
doczna jest staba aktywnos¢ FK w niektérych oligodendroblastach (ryc.
5). Natomiast silny odczyn enzymatyczny obserwuje si¢ w warstwie

Ryc. 4. Grupa kontrolna. Intensywne =zabarwienie wszystkich wlokien spoidia
wielkiego. Spielmeyer. Pow. 80 X
Fig. 4. Control group. Intensive staining of all callosal fibers. Spielmeyer. X 80
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Ryec. 5. Winkrystyna podana w 14 dniu zycia. Slaba aktywmnos$é fosfatazy kwasnej
w niektérych oligodendroblastach. Pow. 80 X

Fig. 5. Vincristin in 14-day of postnatal life. Weak acid phosphatase activity in
some oligodendroblasts. X 80

niezréznicowanego gleju podwyscidotkowego u szczuréw, ktérym poda-
wano winkrystyne w 21 dniu zycia (ryc. 6).

- U szczuréw, ktérym podano winkrystyne w 28 dniu zycia odczyn
w komorkach glejowych i w $cianach naczyn spoidla wielkiego nie wy-
kazuje roznic (ryc. 7) w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Adenozynotréjfosfataza (ATPaza). Dos¢ wyrazna aktywnos¢ widocz-
na jest w niezréznicowanych komoérkach glejowych i w oligodendrogleju
tylko w grupie szczuréw otrzymujgcych winkrystyne w 1 tygodniu
zycia. W grupach otrzymujgcych ten cytostatyk w drugim tygodniu zy-
cia wida¢ slabg dyfuzyjng reakcje w oligodendrogleju i nieco silniejsza
reakcje gleju podwyscidtkowego. Odeczyn w naczyniach krwionos$nych
w grupach doswiadczalnych i w grupie kontrolnej jest wyrazny i nie
wykazuje réznic.

Pyrofosfataza tiaminowa (TPPaza). W grupach szczuréw otrzymu-
jacych winkrystyne w 1, 3 lub 7 dniu zycia najwieksze nasilenie reakcji
enzymatycznej na TPPaze wystepuje w niezréznicowanych komoérkach
glejowych w czesci brzusznej spoidla oraz w Scianach naczyn krwionos-
nych. Po podaniu winkrystyny w 14 dniu zycia wida¢ wyrazng aktyw-
no$¢ TPPazy w tzw. centrum rozrodczym spoidila wielkiego (ryc. 8).
Aktywnos¢ enzymatyczna u zwierzat, ktére otrzymywaly winkrystyne
w 21 lub 28 dniu zycia, nie rézni sie od aktywnos$ci obserwowanej
w grupie kontrolnej (ryc. 9)."
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Ryc. 6. Winkrystyna podana w 21 dniu zycia. Silna aktywnos¢ fosfatazy kwasnej
w niezréznicowanym gleju podwys$ciétkowym oraz wyrazny odczyn enzymatyczny
w oligodendroblastach. Pow. 80 X
Fig. 6. Vincristin in 2l-day of postnatal life. Strong acid. phosphatase activity
in undifferentiated subependymal glia and marked enzymatic activity in oligo-
dendroblasts. X 80

Ryc. 7. Grupa kontrolna. Aktywno$é fosfatazy kwasnej w neurocytach kory i brak
; odezynu enzymatycznego w neurogleju spoidia wielkiego. Pow. 80 X
Fig. 7. Control group. Acid phosphatase activity in cortical meurocytes and lack
of enzymatic activity in neuroglia of corpus callosum. X 80
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Ryc. 8. Winkrystyna podana w 14 dniu zycia. Aktywno$é pyrofosfatazy tiamino-
wej w centrum rozrodeczym i w $cianach naczyn krwionosnych. Pow. 80 X

Fig. 8. Vincristin in 14-day of postnatal life. Thiamine pyrophosphate phospho-
hydrolase activity in generative centre and in blood vessel walls. X 80

Ryc. 9. Grupa kontrolna. Aktywnos$é pyrofosfatazy tiaminowej tylko w s$cianach
naczyn krwionosnych spoidia wielkiego i w neurocytach kory. Pow. 80 X

Fig. 9. Control group. Thiamine pyrophosphate phosphohydrolase activity only
in blood vessel walls in corpus callosum and in cortical neurocytes. X 80
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OMOWIENIE

Jednorazowe podanie winkrystyny w pierwszym tygodniu zycia wy-
raznie opdznia proces mielinizacji spoidla wielkiego. Na podstawie prze-
prowadzonych obserwacji i doniesien innych autoréw (Burdman 1966;
Rosenthal, Kaufman 1974) mozna przyja¢, ze opoOznienie to jest wyni-
kiem nieodwracalnego zablokowania czynnosci podzialowych cze$ci ko-
morek w centrach rozrodczych spoidla wielkiego i w komoérkach nie-
zréznicowanego gleju podwysciétkowego.

W przedstawionych warunkach doswiadczalnych winkrystyna dzia-
lala uszkadzajaco przede wszystkim na komoérki wchodzace w stadium
metafazy, dlatego komorki bedace w innych stadiach podzialowych zo-
staly oszczedzone i mogtly uczestniczy¢ nadal w procesie tworzenia osto-
nek mielinowych spoidla wielkiego. Stad tez wydaje sie, ze zmniejsze-
nie liczby komoérek zdolnych do rozplemu i wywedrowywania lezy
u podstaw opéznienia mielinizacji drég nerwowych spoidia wielkiego.

Stabsze wybarwianie sie oslonek mielinowych u szczuréw otrzymu-
jacych winkrystyne w 14 dniu zycia mozna wigza¢ zaréwno z wply-
wem winkrystyny na procesy mitotyczne, jak i z hamujacym wplywem
na synteze bialek mieliny. Z tego samego powodu, po 14 dniu zycia,
kiedy to tworzenie mieliny przez nieulegajace podzialom oligodendro-
cyty jest bardzo zaawansowane, wplyw winkrystyny na struktury spoid-
ta wielkiego jest niezauwazalny w mikroskopie Swietlnym. Nalezy przy-
puszczaé, ze do pelniejszego wyjasnienia tego zagadnienia mogg przy-
czyni¢ sie badania neurofilamentéw w mikroskopie elektronowym
(Owellen i wsp. 1976).

Obserwowane odczyny enzymatyczne, charakteryzujgce sie nieco
wyzsza aktywno$ciag FK, TPPazy i ATPazy u szczuréw otrzymujacych
winkrystyne w 1 tygodniu zycia $wiadczg réwniez o przedluzonym roéz-
nicowaniu sie gleju mielinizacyjnego, co morfologicznie wyraza sie
opoéznieniem mielinizacji wiékien nerwowych.

WNIOSKI

1) Podawanie winkrystyny szczurom w 1, 3 i 7 dniu zycia pozaplo-
dowego opdznia mielinizacje drég nerwowych w spoidle wielkim.

2) Podawanie winkrystyny w 14 dniu zycia pozaplodowego powodu-
je slabsze barwienie sie ostonek mielinowych wlékien wewnetrznych
spoidla wielkiego w metodzie Kliiver—Barrery i Spielmeyera.

3) Stosowanie winkrystyny w 21 i 28 dniu zycia osobniczego nie
wplywa na mielinizacje drég nerwowych.

4) Z zaburzeniami mielinizacji sa skorelowane niektére odeczyny
enzymatyczne w postaci wyzszej aktywnos$ci enzymatycznej neurogleju.
Odczyny te sg szczegdlnie wyraznie widoczne w niezroéznicowanym gle-
ju podwyscidtkowym, w spongioblastach i oligodendroblastach.

3 — Neuropatologia Pol. 4/83

http://rcin.org.pl



484 L. J. Maziarz

MUEJIMHU3ALIAS BOJIBIIOW CITAMIKU V KPBICBI BCJIEACTBUE TIPUMEHEHUSA
BUHKPUCTUHA BO BHESMBPNOHAJIBHOM PA3BUTHUU

Pe3ome

Lenbio paGoTel ObUTAa OLEHKA BIMSHHS BHHKPUCTHHA BBOIMMOTO B TEpPANEBTHYECKHX 103aX
Ha IPOIECC NOCTIMOPHOHAIBHOIO MHETHHOTEHe3a.

WccnenoBannsi ObUTH MPOBENEHBI C KpbIcaMu pachl BucTap, KOTOPHIM BBOIH/IH BHHKPDHCTHH
BHYTpHOprommHHO B 03¢ 0,01 Mr/kr maccer Tena B 1,3, 7, 14, 21 wium B 28 naio xu3ad. B 29 naio
JKH3HHU KPBIC yOMBAIIM NEPECeYeHNEM Cepaua i Opaim MO3rH Ansi MOPGHOIOTHIECKHX U THCTOIH3H~
MaTHYECKHX HcCienoBanuif. COmocTaBnsisi 3KCIEPHMEHTANIbHBIM MaTepHall ¢ KOHTPOJIBHOM Ipym-
IOi KOHCTATHPOBAHO, YTO BBEAEHUE BUHKPUCTHHA B 1, 3 ¥ 7 QHIO BHEIUIOJOBOM KH3HH 3aMeEIIAET
MHETHHA3ALMIO HEPBHBIX MyTeil B 0011b1oi craiike. C paccTpoidCTBAMA MHEITMHA3AINH HAXOAUTCSH
B CBSI3M 3H3MMATHYECKasi aKTHBHOCTh HEBPOITHH B ()OpME Clierka BBICIIEH AKTHBHOCTH KHCIIOM
docdarassl, ThamunamupodochaTasel u aneHo3HHTPHbOCHATAEI.

INFLUENCE OF VINCRISTIN TREATMENT
ON CORPUS CALLOSUM MYELINATION IN YOUNG RATS

Summary

The arm of this work was evaluation of the influence of Vincristin in the
therapeutic dose on myelination process in postnatal development. The investi-
gations were performed on Wistar rats treated intraperitoneally with one dose
(0.01 mg/kg of body weight) of Vincristin at different stages of postnatal deve-
lopment (1, 3, 7, 14, 21 and 28 days).

In the 29th day of life the animals were killed by cutting the heart under
ether anesthesia, the brains were removed and used for morphological studies.
Experimental and control groups from the same litters were compared. Differ-
ences of the myelination of the corpus callosum dependent on stage of postnatal
development were found.
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THIOACETAMIDE-INDUCED HEPATIC
ENCEPHALOPATHY IN THE RAT

I. PRELIMINARY MORPHOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
OBSERVATIONS

Department of Neuropathology, Medical Research Centre
of Polish Academy of Sciences

Previous studies on the hepatogenic encephalopathy performed in
this laboratory were based on the experimental hepatotoxic model in
which liver damage has been induced by repeated injections of carbon
tetrachloride to the rats (Mossakowski et al. 1970; Albrecht 1981; Hil-
gier 1981a, b). Although the cerebral changes evoked by this treatment
were compatible with what one could anticipate to follow liver dys-
function, a serious disadvantage of this model was that, the great num-
ber of administrations of the compound needed to produce the required
effects, extended the duration of the experiments to several months
and has led to severe deterioration of the general body condition of
the experimental animals. This rendered the model impure and prac-
tically inconvenient. In this study, therefore, thioacetamide has been
applied as a hepatotoxic compound which is known to produce instant
degenerative changes in the liver (Vorbrodt et al. 1966; Holm et al.
1977). This paper, first in a series, describes general observations on
the morphology of the brain and liver and characterizes changes in the
ammonia and phenol content of the blood and in the activity of the
enzymes of glutamine metabolism involved in ammonia detoxication in
the brain — the biochemical parameters known to be typically affected
in hepatic encephalopathy (Fischer 1974).

MATERIAL AND METHODS

Female Wistar rats, weighing 180—220 g, received intraperitoneal
injections of thioacetamide in physiological salt solution in a 250 mg
per kg body weight dose. The animals in the particular experimental .
groups were treated as follows:
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Group I — one injection and decapitation after 24 h.

Group II — two injections at 24 h intervals and decapitation 24 h
after the last injection.

Group III — two injections at 24 h intervals and decapitation 7 days
after the last injection.

The control animals were given physiological salt solution according
to the same scheme. Directly following decapitation, the brain, liver and
the blood samples were collected for further investigations. Morpholo-
gical observations of the formalin-fixed brain and liver samples were
performed under the light microscope. Paraffine sections of both liver
and brain were stained with hematoxylin-eosine. Additionally, frozen
brain sections were impregnated according to Cajal’s method. Blood
ammonia was assayed with the use of a standard blood ammonia test
(Hyland). The determination of the concentration of phenolic com-
pounds in the blood was based on the alkaline phosphatase assay after
King and Armstrong (1934), except that distilled water replaced the
enzyme substrate. The cerebral glutamine synthetase activity was de-
termined after Rowe et al. (1970). The glutamate dehydrogenase acti-
vity was assayed according to Schmidt (1965) and the glutaminase
activity was measured with method described by Mardaszew et al.
(1967). The protein content of the fractions was assayed with the phe-
nol reagent after Lowry et al. (1951).

RESULTS

The morphological observations revealed slight degenerative chang-
es in the liver in the form of diffuse hepatocyte lipid degeneration
after two administrations of thioacetamide (group II). The changes,
consisting in focal hepatocyte disintegration accompanied by local fi-
brosis and proliferation of the connective tissue cells, became marked-
ly more pronounced one week after the last treatment (group III). No
cerebral changes were observed in groups I and II. In the brains of
group III moderate astrocytic proliferation and hypertrophy with slight
degenerative changes in the form of klasmatodendrosis and swollen
enlarged nuclei were noticed.

As shown in Table 1, the blood ammonia level increased approxi-
mately two-fold after the first administration and remained elevated
to the same extent after the second administration of thioacetamide.
One week after the cessation of the treatment it still exceeded the
control level but was significantly lower than in the course of the he-
patotoxic agent administration. The content of phenolic compounds in
the blood increased by about 30% after the second administration and
showed no tendency to return to the control level one week after the
treatment.
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Table 1. Blood ammonia and phenols content in rat following thioacetamide (TAA) administration
Tabela 1. Zawarto$¢ amoniaku i fenoli w surowicy krwi szczuréw po zatruciu tioacetamidem (TAA)

Group Compound Ammonia Phenols
Grupa Substancja Amoniak Fenole
(mg%) (mg%
physiological salt solution 109431 (9) 4.14-0.1 (6)
1 fizjologiczny roztwoér soli
TAA 232425 (5)* 4.34+0.2 (5)
physiological salt solution 109-£31 (9) 4.1+0.2 (5)
11 fizjologiczny roztwér soli
TAA 252424 (6)* 5.54+0.1 (5)*
physiological salt solution 11349 (7) 3.6+0.5 (7)
111 fizjologiczny roztwor soli /
TAA 16048 (9)* 5.84+1.3 (8)*

Each value is average + SD with number of experiments in parentheses.
Kazda warto$¢ przedstawiono jako $rednia -~ odchylenie standardowe, z liczba do$wiad-
czen podana w nawiasach
* Difference statistically significant, as evaluated with the Student’s t-test.
Roznica statystycznie znamienna wg testu t Studenta

Table 2 illustrates the changes in the activities of the three key
enzymes of ammonia detoxication in the brain. The glutamate dehydro-
genase and glutamine synthetase activities increased respectively by
about 30°%0 and 15% after the first treatment, showed a further slight
enhancement after the second treatment and remained elevated one
week after the last treatment. The glutaminase activity was not af-
fected by thioacetamide administration.

DISCUSSION

This study revealed a number of practical advantages of using thio-
acetamide to experimentally induce hepatic encephalopathy. Morpho-
logical observations confirmed the earlier reports by others as to the
rapid onset of hepatic changes produced by the agent (Vorbrodt et al.
1966; Holm et al. 1977). These changes coincided with the rise of blood
ammonia, which is almost as a rule symptomatic to all experimental and
clinical forms of hepatic encephalopathy and a confirmed cause of ce-
rebral changes (for references see Fischer 1974; Zieve 1979; Mossa-
kowski 1981). The increased level of phenolic compounds in the blood
has been previously observed by Holm et al. (1977) to follow a similar
exposure of cats to thioacetamide, although the involvement of these
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Table 2. Glutamate dehydrogenase, glutamine synthetase and glutaminase activities in the rat brain following thioacetamide (TAA) administration
Tabela 2. Aktywno$¢ dehydrogenezy glutaminianowej, syntetazy glutaminowej i glutaminazy w mozgu szczura po zatruciu tioacetamidem (TAA)

Group
Grupa

Compound given
Podana substancja

Glutamate dehydrogenase
activity (wmoles NADH
oxidased/g wet tissue/h)

Aktywnos$¢ dehydrogenazy
glutaminianowej (zmole

NADH utlen./g Swiezej

tkanki/godz.)

Glutamine synthetase
activity (wmoles
y-glutamylhydroxamate/

g wet tissue/h)
Aktywnos$¢ syntetazy
glutaminowej (umole
y-glutamylohydroksaminianu/g
Swiezej tkanki/godz.)

Glutaminase activity
(wmoles NH;/mg protein/h)
Aktywnos$¢ glutaminazy
(umole NH3/mg biatek/godz.)

—

11

111

physiological salt solution
fizjologiczny roztwor soli

422476 (5)

61.61+6.8 (5)

3.234+0.26 (10)

TAA

56169 (6)*

70.34+3.4 (6)*

3.21+0.24 (13)

physiological salt solution 4204-84 (5) 64.5+5.0 (5) 3.1240.23 (9)
fizjologiczny roztwor soli

TAA 60382 (6)* 80.3+4.7 (6)* 3.1740.21 (13)

physiological salt solution 4224-37 (5) 57.3+2.5 (5) nm

fizjologiczny roztwor soli

TAA 550480 (6)* 64.94-2.2 (6)* nm

nm — not measured

nie oznaczano

For further description see legend to Table 1
Dalsze objasnienia jak w tabeli 1
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compounds in the pathogenesis of hepatic encephalopathy remains
a matter of speculation.

The increased activities of enzymes involved in glutamine synthesis
are consistent with the observations made earlier in the experiments
with the carbon tetrachloride model (Hilgier 1981a, b), as well as with
the other models in which the hepatic encephalopathy was induced or
simulated in some elements by the experimental performance of the
portocaval shunt (Colombo, Bachmann 1978) or by the intravenous
administration of ammonia salts (Neumann et al. 1978). This result may
be interpreted as a direct consequence of increased ammonia influx
into the brain. Since the brain lacks the urea cycle, the excess of am-
monia is bound by o-ketoglutarate to form glutamate in the reaction
catalyzed by glutamate dehydrogenase, and/or by glutamate with the
formation of glutamine in a reaction mediated by glutamine syntheta-
se (Mc Ilwain, Bachelard 1971). Noteworthy, the enzyme changes pre-
cede the manifestation of morphological alterations in the brain, which
do not become apparent before the cessation of the exposure to thio-
acetamide. Furthermore, these enzyme activities remain elevated after
the appearance of morphological changes. Considering, in addition, that
cerebral ammonia content does not increase throughout the whole pe-
riod of the experiment (not illustrated), the above observations appear
to indicate that glial changes characteristic of hepatic encephalopathy
may be causally related to the pathogenic activity of some other pro-
ducts of the increased ammonia metabolism via the glutamine route.
Interesting in this context is the lack of increase of the glutaminase
activity, which characterizes other forms of hepatic encephalopathy,
including that induced by carbon tetrachloride (Hilgier 1981b). This
observation allows to speculate that a significant proportion of gluta-
mine, in addition to undergoing the glutaminase-mediated hydrolysis
to glutamate and ammonia, will be transaminated to a-ketoglutarama-
te — a compound of confirmed neurotoxicity and detectable in the ce-
rebrospinal fluid of patients suffering of hepatic coma (Duffy et al.
1974; Vergara et al. 1974). This hypothesis needs experimental confir-
mation in direct measurement of both glutamine and o-ketoglutara-
mate contents.

In conclusion, the rapidity of the onset of changes induced by thio-
acetamide on one hand, and the fact that the changes appear to be
characteristic for hepatic encephalopathy on the other hand, allow to con-
sider the present model as practically more convenient for detailed in-
vestigations of cerebral changes related to hepatic failure than the carbon
tetrachloride model. Furthermore, the risk of interference by other pa-
thological processes in the present model is lower. In this connection
it is worth mentioning that, in the second paper of this series, we pre-
sent evidence that the effect of blood serum from the thioacetamide-
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-treated rats on the astrocytes grown in in witro culture is typical for
hepatic encephalopathy and entirely different from that exerted direct-
ly by thioacetamide (Krasnicka et al. 1983).

ENCEFALOPATIA WATROBOWA U SZCZURA
WYWOLANA PODAWANIEM TIOACETAMIDU

I. Wstepne badania morfologiczne i biochemiczne

Streszczenie

Szczurom rasy Wistar podawano dootrzewnowo roztwoér tioacetamidu w soli
fizjologicznej w dawce 250 mg/kg wagi ciala, jednokrotnie lub dwukrotnie w od-
stepach 24 godzin. Zwierzeta usmiercano przez dekapitacje odpowiednio w 24 go-
dziny po pierwszym (grupa I) lub drugim (grupa II) podaniu zwiazku oraz
w 7 dni po drugim podaniu (grupa III). Bezposrednio po dekapitacji pobierano
préobki krwi oraz watrobe i poétkule moézgowe. Dokonano wstepnej oceny zmian
morfologicznych w watrobie i w moézgu oraz przeprowadzono oznaczenia para-
metré6w biochemicznych, przyjetych jako wskazniki pojawiania sie zmian cha-
rakterystycznych dla encefalopatii watrobowej: zawarto$é amoniaku i zwiazkow
fenolowych we krwi oraz aktywnos$é enzymoéw zwigzanych z metabolizmem glu-
taminy w moézgu. Stwierdzono pojawienie sie zmian zwyrodnieniowych w wa-
trobie w grupie II, ulegajacych nasileniu w grupie III. Zmiany morfologiczne
w moézgu, dotyczace wybibérczo astrocytow, zaobserwowano jedynie w grupie III
We wszystkich grupach doswiadczalnych stwierdzono prawie dwukrotny wzrost
zawarto$ci amoniaku oraz niewielkie podwyzszenie poziomu zwigzkéw fenolo-
wych we krwi. Roéwniez zmiany aktywnosci enzymatycznej w moézgu, polegajgce
na znacznym wzroscie aktywnosci dehydrogenazy kwasu glutaminowego oraz syn-
tetazy glutaminy, Swiadczace o wzmozonej detoksykacji amoniaku, pojawily sie
juz w grupie I i byly obecne w pozostalych grupach. Nie stwierdzono natomiast
zmian w aktywnosci glutaminazy, co sugeruje mozliwo$é uaktywnienia sie trans-
aminacji jako alternatywnej drogi rozkladu glutaminy. Zaréwno szybkosé poja-
wiania sie¢ zmian i ich typowy charakter, jak réwniez nastepczo$é zmian morfolo-
gicznych w moézgu w stosunku do zmian biochemicznych oraz uszkodzenia watro-
by, Swiadeza o przydatnosci modelu tioacetamidowego do badan doswiadczalnych
nad encefalopatiag watrobows.

TIEYEHOYHAS SHIE®AJIOITATUSA V KPBICBI
BBI3BBAHHAS BBEAEHUEM THMOALIETAMUIA

1. IIpensaputenbasie MOPHOIOrHIECKHe M OHOIIOTHYECKHE MCCIIeIOBAHUA

Pesrome

Kpsicam pacel Buctap BBOOHJINM BHYTPHODPIOUIHHHO PAacTBOpP THOALETaAMHAA B (H3HOIOTH-
4ecKoit comu B mo3e 250 Mr/Kr Beca Tela OJHOKPATHO WJIM OBYKPAaTHO B NPOMEXYTKE 24 4acoB.
JKuBOTHBIX yOUBaIM IPH IMOMOLIM AEKAMTAIIMA COOTBETCTBEHHO B 24 4yaca mocie nepsoro (I rpyn-
ma) wim Broporo (II rpynna) BBeNeHHs COeNMHEHHS M IO MCTEYCHHWH 7 JHEH IOCie BTOPOrO BBE-
nmerus (III rpynma). HenocpeacTBeHHO IOCHE JEKAlMTALUH B3SUIA NPOOGBLI KPOBH, MEYEHDb M MOJIY-
Iapys rOJI0OBHOTO Mo3ra. IIpou3BeieHO NpeiBapuTeIbHYO OLEHKY MOP(OIOTHYECKHX M3MEHEHMIA
B IIEYEHUN M B TOJIOBHOM MO3ry, a TakXke MPOBEAEHO 0J03HAYEHHS OMOXHMHYECKHX [apamMeTpoB
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YCTAQHOBJIGHHBIX MOKAa3aTeIsAMH HM3MEHEHHH XapakTepHBIX I IeYeHOYHOM sHuedanorpadum:
cozepkanue aMMHaka ¥ (EHOJBHBIX COEIWHECHHI B KPOBH M AKTHBHOCTh JH3MMOB CBSI3aHHBIX
€ MeTaboIM3MOM IJlyTaMHHA B TOJIOBHOM MO3ry. KOHCTAaTHPOBAaHO IOABJIEHHE JIET€HEPATHBHBIX
m3MeHeHuit B nevenn Bo Il rpynme moasepraromuxcs ycuinenuio B III rpymme. Mopdooruyeckue
M3MEHEHHs B TOJOBHOM MO3rY, OTHOCSIIMECS CEJEKTHBHO K aCTPOIMTAaM, HaOIIOJaIuChk TOJIBKO
B III rpynme. Bo BceX 3KCIEPHMEHTABHBIX TPYNIaX, BKIIOYAs CAaMylO PaHHIOK, KOHCTATHPOBAHO
OKOJIO JIByKPaTHBI POCT CONEpPKAHWS aMMHMAKa M HEOOJNBIIOE IOBBIIIEHHE YPOBHsS ()EHOJBHBIX
«coenuHenni B KpoBH. Takke M3MEHEHHS IH3UMATHYECKON aKTHBHOCTH B MO3TY, 3aKJIFOYarOLIUECs
B 3HAYMTEIIBHOM POCTE€ AKTHBHOCTH JIETHIPOTeHa3bl IJIyTAMHHOBOM KHCIIOTHI M CHHTETAa3bl IJIy-
TaMHHA, CBHIETEILCTBYIOT 00 YCHJIEHHO#H METOKCHKALMM aMMHMaKa, IMOSBHIACH yxke B 1 rpynme
M TIPHCYTCTBOBaJM B OCTAJIBHBIX Ipymmax. 3aTO He KOHCTATHPOBAHO M3MEHEHHMH B aKTHBHOCTH
rJIyTaMMHA3bl, YTO NPUBOJAT HA MbICIIb BO3MOXHOCTH AKTHMBHPOBAHHMS TpPaHCAMHHALMHK, Kak
ANbTEPHATHBHOTO IyTH pacUIeluieHus riyramMuaa. Kak CKOpOCTh NMOSBJICHHS M3MEHECHHA M MX
THIIAYHBIA XapakTep, TaK M MOC/IEI0BATEIBHOCTE MOP(OIOrHYeCKHX M3MEHEHUI B MO3ry mo OT-
HOILIEHWIO K OMOXMMHYECKMM H3MEHEHHMSAM M K IOBPEXICHHIO NEYCHH, CBHICTEILCTBYIOT O MNpH-
TOMHOCTH THOALETAMMIHON MOJENH I IKCIEPHMEHTAIBHBIX HCCICIOBAaHMI MEYECHOYHOH IHIEe-
dbamonaTun.
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The use of hepatotoxic agents to produce liver damage has become
a routine procedure in studies on experimental hepatic encephalopathy
(for a review see Diemer 1978). In the preceding paper we have empha-
sized some advantages of using thioacetamide (TAA *) as a hepatotoxic
compound which rapidly and reproducibly induced changes in blood
parameters and brain metabolism resembling those observed both in
other experimental models and in human subjects suffering from he-
patic failure (Hilgier et al. 1983). In general, however, the results ob-
tained with the use of hepatotoxic models cannot be interpreted unani-
mously. The major problem is the difficulty to distinguish between the
events related to liver damage and the direct neurotoxic effects caused
by the agent or its metabolites. The present work was an attempt to
evaluate separately the hepatogenic and direct neurotoxic aspects of
the thioacetamide model, with the emphasis on the morphology and
ultrastructure of the astrocytes as the primary target cell in hepatic
encephalopathy. To this end, we have compared the effect of TAA it-
self and of the serum obtained from rats treated with TAA according
to the previously established protocol (Hilgier et al. 1983), on astrocy-
tes grown in tissue culture in vitro.

* Abbreviations used: TAA — thioacetamide, GDH — glutamic acid dehy-
drogenase, SDH — succinic acid dehydrogenase, G6PDH — glucose-6-phosphate
dehydrogenase.
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MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on 3-week organotypic cultures of the
newborn rat cerebellum, carried out in a routine way (Krasnicka, Mos-
sakowski 1965). Cultures designed as experimental group I were grown
for 3 days in the media containing the sera derived from rats given
two intraperitoneal injections of TAA in the dose of 250 mg per kg body
weight at 24 h intervals (Hilgier et al. 1983). The animals were exsan-
guinated 48 h after the second TAA injection. The sera of TAA-treated
animals composed 50 percent of the total volume of culture medium.
In the experimental group II the toxic agent was given directly to the
culture medium in final concentration of either 25 or 50 mg%. The
exposure to TAA in cultures with its lesser concentration lasted 2,
4 and 6 days, while in those with higher concentration of the toxic
agent only 2 days. Control cultures were grown in the routine medium
for the time periods corresponding to those in experimental groups
I and II

For light microscopic observations the cultures were stained
according to the Nissl and PAS methods. Histochemical reactions dis-
closing the GDH, SDH and G6PDH activities were performed as
described previously (Mossakowski et al. 1970).

The material for electron microscopic studies was routinely fixed
and embedded in Epon 812. Ultrathin sections were counterstained with
uranyl acetate and lead citrate and examined under the JEM 7A
electron miscroscope.

RESULTS

Group I

Light microscopic observations of cultures grown in the sera derived
from TAA-treated rats revealed the presence in all of them of single
or grouped hypertrophied glial cells (Fig. 1). These astrocytes aquired
oval shape, were mostly depleted of processes and contained one or
more of hyperchromatic nuclei on the cell periphery. Their cytoplasm
was filled with coarse, PAS-positive granules (Fig. 2). The GDH and
SDH activities were decreased as compared with the control cultures
in all the glial cells, including the pathological forms described above,
while the G6PDH reaction was enhanced in the hypertrophied cells
lacking processes or with rudimentary processes, but unchanged in
normal astroglia.

Electron microscopic examination of this group disclosed likewise
typical astrocytic changes. The majority of astroglial cells contained
abundant cytoplasm and light nuclei with uniformly distributed chro-
matin, except for some condensations adjacent to the nuclear envelope.
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Fig. 1. Group 1. Polynuclear Opalski cell free of processes. Nissl. X 400

Ryc. 1. Grupa I. Wielojadrzasta, bezwypustkowa komérka Opalskiego. Nissl. Pow.
400 X

Fig. 2. Group I. Numerous hypertrophied astrocytes (Opalski-like cells) with
coarse PAS-positive granules in the cytoplasm. PAS. X 400

Ryc. 2. Grupa I. Liczne hipertroficzne astrocyty, podobne do komoérek Opalskie-

go z gruboziarnistym PAS-dodatnim odczynem w cytoplazmie. PAS. Pow. 400 X



Fig. 3. Group I. Fragment of Opalski cell. In the cytoplasm numerous lysoso-
me-like bodies (L), large membrane-bounded inclusion bodies (Ib), containing
granular and amorphous material and small mitochondria. X 21700
Ryc. 3. Grupa I. Fragment komoérki Opalskiego. W cytoplazmie liczne ciala lizo-
somo-podobne (L), duze oblonione ciala wtretowe (Ib), zawierajace ziarnisty i bez-
postaciowy material oraz drobne mitochondria. Pow. 21 700 X

Fig. 4. Group I. Astrocyte fragment. In the cytoplasm inclusion body (Ib), nume-
rous lysosome-like structures and lipid droplets (Li). X 21 700
Ryc. 4. Grupa I. Fragment astrocyta. W cytoplazmie cialo wtretowe (Ib) oraz licz-
ne struktury lizosomo-podobne i krople lipidéw (Li). Pow. 21700 X
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The mitochondria were small or elongated and less numerous than in
the control astrocytes. The endoplasmic reticulum appeared in the
form of short, slightly dilated channels covered with randomly distri-
buted ribosomes. The Golgi apparatus was poorly developed and formed

Fig. 5. Group I. Fragment of meuron and oligodendrocyte. Apparently normal

ultrastructure of nerve cell (N) and numerous lipid droplets (Li) in the oligo-
P dendrocyte cytoplasm. X 28200

Ryc. ‘5. Grrea 1. Fragment komoérki merwowej i oligodendrocyta. Prawidlowa

struktura komoérki nerwowej (N) i liczne krople lipidowe (Li) w cytoplazmie
oligodendrocyta. Pow. 28200 X

4 — Neuropatologia Pol. 4/83
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Fig. 6. Group II (TAA 25 mg%, 4 days). Swelling and vacuolization of astrocytic
cytoplasm. Polymorphous astrocytic nuclei. Nissl. X 400

Ryc. 6. Grupa II (TAA 25 mg’, 4 dni). Obrzmienie i wakuolizacja cytoplazmy
astrocytéw oraz znaczny polimorfizm ich jader. Nissl. Pow. 400 X

-

Fig. 7. Group II (TAA 25 mg%, 6 days). Significant destruction of the astrocytic

cytoplasm. Glial cell nuclei of different size and shape. Nissl. X 400
Ryc. 7. Grupa II (TAA 25 mg®o, 6 dni). Znaczne uszkodzenie cytoplazmy astrocy-
tow oraz zréznicowanie ksztaltow i wielkosci ich jader. Nissl. Pow. 400 X
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Fig. 8. Group II (TAA 25 mg®, 2 days). Astrocyte fragment. Dilated endoplasmic
reticulum channels (ER), containing electron-lucid material. Some channels of
Golgi apparatus are also distended (AG). X 28200

Ryec. 8. Grupa II (TAA 25 mg%, 2 dni). Fragment astrocyta z poszerzonymi ka-
nalami siateczki $rédplazmatycznej (ER), zawierajacymi elektronowo-jasny mate-
rial. Niektére kanaly aparatu Golgiego (AG) znacznie poszerzone. Pow. 28 200 X

typical grouping of channels and vesicles. Some of the astroglial cells
with abundant cytoplasm contained membrane-bounded inclusion bodies
of irregular shape and different sizes composed in part of aggregated
electron-dense material (Fig. 3). Beside, the cells were characterized
by the presence of numerous lysosome-like structures (Figs 3, 4). No
significant structural changes of nerve cells or myelin were observed
in this group. The oligodendrocytes contained numerous lysosomes and
lipid droplets (Fig. 5).

Group II

The cultures grown with 25 mg% TAA for 2 days showed no light
microscopic changes. Prolonged TAA treatment (for 4 or 6 days) induced
distinct morphological alterations in the whole cell population in the
growth region. The glial cells were characterized by swollen cytoplasm
with numerous vacuoles (Fig. 6) and contained enlarged, in a few
instances kidney-shaped nuclei (Fig. 7). Pronounced degenerative chan-
ges hampered the distinction of the particular cell types. Glial cell
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Fig. 9. Group II (TAA 25 mg%, 2 days). Astrocyte fragment. Cytoplasm with

markedly dilated rough endoplasmic reticulum channels (ER) poor in ribosomes.

Small mitochondria and very poorly developed Golgi apparatus (AG). X 21700

Ryc. 9. Grupa II (TAA 25 mg, 2 dni). Fragment astrocyta z cytoplazma zawie-

rajaca znacznie poszerzone kanaly szorstkiej siateczki $rédplazmatycznej (ER)

ubogie w rybosomy. Drobne mitochondria i bardzo stabo rozwiniety aparat Gol-
giego (AG). Pow. 21700 X

Fig. 10. Group II (TAA 25 mg', 2 days). Oligodendrocyte fragment, containing
numerous lisosome-like structures (L), dense bodies (db), microtubules (T) and
small shrunken mitochondria with dark matrix. X 28 200
Ryc. 10. Grupa II (TAA 25 mg%, 2 dni). Fragment oligodendrocyta, ktérego cyto-
plazma zawiera liczne struktury lizosomo-podobne (L), ciala geste (db), mikrotubule
(T) oraz male obkurczone mitochondria z ciemng macierza. Pow. 28 200 X
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Fig. 11. Group II (TAA 25 mg%, 6 days). Fragment of astrocyte with pa.c cyto-

plasm containing short segments of dilated rough (ER) and smooth (3) endopla-

smic reticulum channels, numerous lysosome-like structures and microtubules
(T). X 21700

Ryc. 11. Grupa II (TAA 25 mg'/o, 6 dni). Fragment astrocyta z jasng cytoplazmag

zawierajgca krotkie odcinki kanaléw szorstkiej (ER) i gladkiej (S) =siateczki

Srédplazmatycznej, liczne struktury lizosomo-podobne i mikrotubule (T). Pow.
21700 X

cytoplasm contained fine PAS-positive granules. The histoenzymatic
reactions revealed decreased .activities of all the three dehydrogenases
examined.

Application of TAA in the higher dose (50 mg%s) led to significant
changes already within 2 days after administration. The changes mostly
involved the astrocytes. The astrocytic nuclei were enlarged, pale, with
a distinct nuclear membrane and dark nucleolus. The cytoplasm did not
stain and its residual fragments accumulated around nuclei. Some of the
cells showed swollen cytoplasm and the presence of small vacuoles.
Most of the glial cells contained PAS-positive substance in the form of
fine granular deposits. The enzymatic reactions disclosed only traces
of GDH and SDH activities and a somewhat higher G6PDH activity.

Electron microscopic observations of the cultures subjected to
a 25 mg% TAA dose for 2 days revealed ultrastructural changes mostly
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Fig. 12. Group II (TAA 50 mg%, 2 days). Fragments of some glial cells. In the
upper part a cell with baloon-like dilatation of the rough endoplasmic reticulum
channels (ER). Adjacent cell with numerous small lysosomes and vesicular struc-
ture of the smooth endoplasmic reticulum. AG — Golgi apparatus. In the upper
left part fragment of oligodendrocyte. X 28 200
Ryc. 12. Grupa II (TAA 50 mg%, 2 dni). Fragmenty kilku komoérek glejowych.
W goérnej czeSci komoérka z balonowato rozdetymi kanalami szorstkiej siateczki
$rodplazmatycznej (ER). Przylegajagca komoérka zawiera liczne drobne lizosomy
i pecherzykowe struktury siateczki gladkiej. AG — aparat Golgiego. W gornej
lewej czesci fragment oligodendrocyta. Pow. 28 200X

involving astrocytes. Astrocytic nuclei were chromatin-poor, with evenly
distributed chromatin granules. Some of them revealed seggregation of
the nucleolar material. Most of the astrocytes had dilated rough endo-
plasmic reticulum channels filled with electron-lucid material (Figs 8, 9).
In a number of cells slight cytoplasm swelling with a significant deple-
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tion of cellular organellae were observed. The majority of mitochondria
were small, but ultrastructurally normal. Golgi apparatus was modera-
tely developed with some channels dilated. Oligodendrocytes contained
in the cytoplasm increased number of dense bodies, lisosome-like struc-
tures, lipid droplets, glial tubules and small and shrunk mitochondria
with a dark matrix (Fig. 10).

After 4 days of TAA treatment the ultrastructural changes in the
glial cells became more pronounced. The cytoplasm of astrocytes con-
tained an increased number of lysosomes and abundance of glial tubules
and glial filaments. Some of the cells were characterized by the proli-
feration of smooth endoplasmic reticulum in the form of small vesicles.

In the cultures subjected to TAA for 6 days a further progression
of ultrastructural changes was observed. The dilated rough endoplasmic
reticulum transformed into vesicular structures, mostly free of ribo-
somes. In some of the cells regions of cytoplasm free of organelles or
their fragments were visible. In other cells proliferation of smooth
endoplasmic reticulum was observed to appear in the form of numerous
vesicles (Fig. 11). The astrocytic processes were rich in glial filaments.
The most significant changes in the ultrastructure of astrocytes became
apparent in the cultures subjected to a 2-day TAA treatment in
a 50 mg®o dose. The cell nuclei contained chromatin aggregates under the
envelope and electron dense nucleoli with a distinct granular part.
Mitochondria were markedly swollen and enlarged, with an electron
transparent matrix and rudimentary cristae. The rough endoplasmic
reticulum channels were very dilated in most of the cells, and in some
of them proliferation of the smooth endoplasmic reticulum was observed.
The Golgi apparatus was poorly developed and forming vesicular struc-
tures (Fig. 12).

DISCUSSION

Since it is difficult to assume the existence of a selective hepatotoxic
agent capable of inducing hepatogenic encephalopathy without inter-
ference of other pathological processes in the brain, less rigid criteria
may be proposed favouring the selection of an agent to be applied in
experimental studies. From the theoretical perspective, preference will
be given to a compound which affects the liver: a) rapidly enough to
ensure that, the onset of changes in the brain which are subsequent to
the liver damage will precede both the manifestation of direct neurotoxic
effects of the compound or its metabolites and the influence of distur-
bed function of other organs; b) strongly enough to render hepatogenic
effects which will mask all the other effects. A number of earlier data
have indirectly indicated that thioacetamide is the compound that might
at least in part conform to such criteria. It was observed that intra-
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peritoneal administration of this chemical into rats in doses similar to
those applied in this study produced almost instantly degenerative chan-
ges in liver (Vorbrodt et al. 1966; Vorbrodt, Krzyzowska-Gruca 1970;
Olason, Smuckler 1976). As to the neuropathological effects, this com-
pound has not been thoroughly screened and the available data come,
to our knowledge, from only few experimental approaches (Holm et
al. 1977). Noteworthy in the context with this study is, however, that
Holm and coworkers (1977) have noticed changes in EEG indicative
of hepatic coma and morphological alterations in the glia of the cat
brain following only two administrations of 50 mg per kg body weight
of the compound in 24 h intervals. Considering that carbon tetrachlo-
ride, so far the most commonly used agent in such studies, produced
changes of similar character and magnitude not earlier than after 4—6
months of continuous administration by the same route (Hilgier 1980;
1981a, b), thioacetamide appeared to be the compound of choice, if only
for practical reasons.

Recent studies in this laboratory, in addition to confirming the rapid
cnset of degenerative changes in the liver following the administration
of thioacetamide, have demonstrated that these changes are accompanied
by the activation of enzymes involved in ammonia metabolism in the
brain, which is the phenomenon typical for the early stages of hepa-
togenic encephalopathy (Hilgier et al. 1983). Although these results have
rendered strong arguments in favor of the thioacetamide model, at least
two essential questions related to the relevance of this model remained
to be answered:

1) Do these biochemical changes in the brain reflect — or have the
potential to develop to — the typical morphological and ultrastructural
manifestations of hepatic encephalopathy?

2) What kind of changes are brought about by factors appearing in
the blood subsequently to liver damage and what, in turn, is the con-
tribution of thioacetamide itself? '

Both questions directly pertain to the criteria to which a relevant
hepatotoxic agent should conform. Beside, the second question is of
importance in light of the possibility that thioacetamide or its meta-
bolites may be transported across the blood-brain barrier, though
a direct evidence is still missing.

The present study appears to give answers to these questions, which
favour the selection of thioacetamide as a factor inducing hepatogenic
encephalopathy. Incubation of astroglia cultures in the presence of sera
derived from rats treated with thioacetamide long enough to produce
liver damage resulted in the formation of pathological forms of astro-
cytes strikingly resembling those observed in other experimental hepa-
togenic gliopathies. The morphological features of these cells, such as
large size, oval shape, lack of processes, granular cytoplasm and peri-
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pherally situated nucleus, as well as their enzymatic properties including
high G6PDH and low SDH and GDH activities, are virtually identical
to those described for Opalski cells in wvitro (Mossakowski et al. 1970).
On the ultrastructural level, this similarity finds manifestation in the
presence of inclusion bodies in the cytoplasm of astrocytes and changes
in their normal cytoplasmic organelles (Mossakowski et al. 1971). Note-
worthy, the other cell types of CNS present in the culture were much
less affected by the sera, which agrees well with the picture observed
as a rule in various forms of encephalopathy of hepatic origin (Mossa-
kowski 1978). Thioacetamide added directly to the cultures of rat cere-
~ bellum tissue induced marked degenerative changes in the cells, which
may be interpreted to reflect a generalized cytotoxic effect of the com-
pound. These direct effect does not show any cellular selectivity. More-
over identical subcellular changes were previously observed to follow
the administration of the compound to a variety of tissue ranging from
rat liver parenchyma (Vorbrodt et al. 1966), to human fibroblasts and
yeast cell cultures (Diala et al. 1980).

All the results suggest that, the gliopathy induced in witro by the
sera from thioacetamide-treated rats is causally related to the presence
in these sera of factors which appear in the blood secondarily to liver
impairment. The absence of direct effects of thioacetamide is not sur-
prising, since the compound will most likely have disappeared from
blood two days after administration, although this assumption remains
to be confirmed experimentally. Hence, from the practical perspective,
such a serum appears to be an excellent starting material for the frac-
ticnation of pathogenic factors involved in hepatogenic encephalopathy.
Subsequently, this would allow to screen and classify the factors accord-
ing to their pathogenic potential and to the character of morphological
and biochemical changes they produce. The relevance of using such an
experimental approach is underscored by the multitude of putative hepa-
togenic factors which have been suggested to be encephalopathic and
which may be transported with the serum to the brain, but the role
of which in inducing specific glial changes has not been conclusively
established (for recent reviews see Fischer 1974; Mossakowski 1978;
Zieve 1981). In the preceding paper we have demonstrated the increased
levels of ammonia and phenols in sera of rats treated with thioaceta-
mide according to the same protocol (Hilgier et al. 1983). While the
role of the former in hepatogenic encephalopathy has been repeatedly
confirmed in different experimental approaches, including direct tests
in astrocytic cultures (Mossakowski et al. 1970), the pathogenic effects
of phenolic compounds in the brain, though speculated upon, have not
been studied in detail (Holm et al. 1977). Furthermore, in light of what
has been said above, the two factors are unlikely exhausting the list
of compounds present in the serum which may be pathogenic to the
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brain. Further studies in this laboratory will be directed towards re-
vealing the nature of these compounds.

The purity of the thioacetamide model needs to be further verified
in studies in vivo. This verification is of particular importance in light
of the possibility that the compound or its metabolites may penetrate
the brain tissue and exert their neurotoxic action at early times after
administration, before having been cleared from the body. In this con-
nection, more information is needed about the permeability of the
blood-brain barrier to thioacetamide and the metabolism of this com-
pound.

ENCEFALOPATIA WATROBOWA U SZCZURA
WYWOLANA PODAWANIEM TIOACETAMIDU

II. Badania cytochemiczne i ultrastrukturalne astrocytéw w hodowli
in vitro

Streszczenie

Przeprowadzono ocene wplywu tioacetamidu (TAA) — czynnika hepatoto-
ksycznego prowadzacego w warunkach in vivo do rozwoju encefalopatii watro-
bowej — na astrocyty w organotypowej hodowli moézdzku noworodkéw szczu-
rzych.

Doswiadczenia prowadzono w dwoéch grupach. W pierwszej TAA podawano
bezposrednio do $rodowiska odzywczego hodowli w stezeniu 25 i 50 mg°/o, w gru-
pie drugiej hodowle prowadzono w s$rodowisku zawierajgcym surowice zwierzgt
traktowanych uprzednio tym czynnikiem. Dodatek do hodowli surowicy zwierzat
zatruwanych tioacetamidem wywolywal w astrocytach zmiany charakterystyczne
dla gliopatii watrobowej, znane z do$wiadczen z innymi czynnikami patogennymi,
a wyrazajace si¢ pojawieniem sie przerostych komérek gwiazdzistych pozbawio-
nych wypustek, ktérych cytoplazma wypelniona byla ziarnistymi zlogami PAS-do-
datnimi. Zmianom tym w obrazie mikroskopowo-elektronowym odpowiadaly nie-
prawidlowosci szorstkiej siateczki $roédplazmatycznej i mitochondriéw oraz obec-
nosé¢ cial wtretowych w cytoplazmie. Sam TAA wywolywal nieswoiste zmiany
zwyrodnieniowe astrocytéw. Uzyskane wyniki wskazujg, ze patogenny czynnik
(lub czynniki) prowadzacy do rozwoju gliopatii watrobowej znajduje sie w su-
rowicy zwierzat z uszkodzong przez tioacetamid watrobg. Nie jest nim natomiast
sam czynnik hepatotoksyczny.

TTEYEHOYHAS DHIIE®AJIOMMATUSA V KPBICHI BBI3BAHHA S
BBEJEHUMEM THMOALIETAMUIA

II. IluToXuMuYeCKHe M YJIbTPACTPYKTYPHBIE HCCIIEI0BAHHS
aCTPOLMTOB B KYJIbTYpe

Pe3ome

IIpousseneHo oueHky Bausinus THoaueramuaa (TAA) — rematokcmyeckoro akropa, Beay-
IEro B yCIIOBHSIX iD VIVO K Pa3BUTHIO MEYEHOYHOM JHUE(DAIONATHH, HA ACTPOLUMTHI B OPraHOTH-
NAYHOM KyJIbTYpe MO3KEYKa KPHICHHOBBIX HOBOPOKIEHHBIX.
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DKCEepUMEHTHI TPOBOIWINCE B ABYX rpymmax. B mepsoii rpynme TAA BBOAWIM Hemocpe-
CTBEHHO B KU/KYIO CPEIy KyJbTypbl B KOHUEHTpauu# 25 u 50 Mr%, BO BTOpPO¥ rpynmne KyjabTypy
MPOBOAMIM B CpEe COMEpPXKAlIel ChIBOPOTKY XHBOTHBIX IOIBEPKEHHBIX IpPEIBAPHTEIbHO IEi-
<tBHIO 3TOro (pakropa. JobaBka K KyJbType CHIBOPOTKH XKHBOTHBIX OTPaBJISIEMBIX THOAUETAMH-
IIOM BBI3bIBAJId B aCTPOIMTAX H3MEHEHHsS! XapaKTepHbIe [JIsl MEeYeHOYHOM ITHONATHH, M3BECTHBIE
U3 JKCIIEPUMEHTOB C APYTMMH MAaTOTEHHBIMH (paKTOpaMH M BBIPAXKAIOIIHECs B TOSBICHUH Iepe-
POCHIMX 3BE3MYaTBhIX KJIETOK JHIIEHHBIX OTPOCTKOB, LMTOIUIa3Ma KOTOPHIX Oblia BBINOJHEHA
rpaHyJIe3HbIMH OTJIOKEHUAMHA PAS MOIOXHTEIbHBIMA. DTHM H3MEHEHHSAM B 3JIEKTPOHHO-MHKDPO-
CKONMMYECKOM KapTHHE COOTBETCTBOBAJIM AHOMAJIMM LIOPOXOBATOM CpENUIIIa3MATHYECKOH CeTH
M MHTOXOHpPHii, a TAKXKE HaJIM4YHE WHKIIO3HOHHBIX Tesl B muToruiazMe. TAA BBENCHHBIH B Ky/lb-
Typy BbI3bIBAJI HecreuudUYEeCKHe NereHepaTHBHBIE H3MEHEHMsI acTPOLMTOB. IToyyeHHbIE pe3y.ib-
TaTel MMOKA3bIBAIOT, YTO MaTOreHHbId (akTop (Mnu (GaxTOphl) BeAyIIHi K Pa3sBHTHIO NEYCHOYHOMH
IJIHONATHH HAXOMWTCS B CHIBOPOTKE XHBOTHBIX C MOBPEXICHHON THOALETaMHIOM neveHbio. Ho
€aM TenaTOTOKCHYECKHH (akTOp HE SBISAETCS NATOreHHBIM (haKTOPOM.
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ENCEFALOPATIA WATROBOWA U SZCZURA WYWOLANA
PODAWANIEM TIOACETAMIDU

III. ZAWARTOSC AMONIAKU I SUBSTRATOW JEGO METABOLIZMU
W MOZGU

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Nieswoiste uszkodzenia watroby o przebiegu przewleklym i pod-
ostrym moga stanowi¢ podloze zespolu neurologicznego, ktéremu towa-
rzysza charakterystyczne zmiany patologiczne w osrodkowym ukladzie
nerwowym. Patomechanizm uszkodzen OUN w chorobach watroby, pro-
wadzacych do jej niewydolno$ci, nie jest dotychczas jednoznacznie wy-
jasniony. Najpowszechniej przypuszcza sig, ze gléwnym czynnikiem od-
powiedzialnym za patogeneze zespolu encefalopatii watrobowej jest
toksyczne dzialanie amoniaku, ktérego poziom w tym zespole znacznie
wzrasta zarowno w surowicy krwi, jak i w moézgu (Kyu, Cavanagh 1970;
Cavanagh, Kyu 1971; Hindfelt 1975; Hindfelt i wsp. 1977; Lockwood
1 wsp. 1979; Hilgier 1981b).

Dotychczasowe badania nad metabolizmem amoniaku w moézgu, w do-
Swiadczalnej encefalopatii watrobowej, byly prowadzone z zastosowa-
niem nastepujgcych modeli do$swiadeczalnych: 1) operacyjne wytworze-
nie pozawatrobowego przeplywu krwi wrotnej; 2) do$wiadczalne uposle-
dzenie metabolizmu amoniaku przy nieuszkodzonym migzszu watroby
i zachowanym krazeniu wrotnym; 3) doswiadczalne uszkodzenie watro-
by przy zastosowaniu substancji chemicznych.

Najcze$ciej stosowano dwa pierwsze modele doswiadczalne, w kto-
rych jednakze nie dochodzi do metabolicznego uposledzenia funkecji wa-
troby. W modelu trzecim uszkodzenie watroby wywolywane przewaz-
nie podawaniem czterochlorku wegla (CCl,) wymagalo dlugotrwatego
(6-miesiecznego) dzialania $rodka uszkadzajgcego.

W naszym zespole opracowano nowy model toksycznej encefalopatii
watrobowej wywolanej tioacetamidem. Juz po 48-godzinnym zatruciu
w obrazie morfologicznym mozgu obserwowano zmiany o cechach cha-
rakterystycznych dla encefalopatii watrobowej (Hilgier i wsp. 1983).
Podobne obrazy obserwowano w badaniach na hodowlach tkankowych,
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ktorym do medium inkubacyjnego dodawano surowice pochodzace od
zwierzat poddanych zatruciu tioacetamidem i zawierajgce zwiekszony
poziom amoniaku oraz fenoli (Krasnicka i wsp. 1983).

Celem pracy jest ocena zawartosci amoniaku, a-ketoglutaranu, gluta-
minianu i glutaminy, substratéw biorgcych udzial w cyklu metabolizmu
amoniaku w OUN, w modelu toksycznej encefalopatii watrobowej wy-
wolanej dziataniem tioacetamidu.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 154 szczurach rasy Wistar, samicach.
Uszkodzenie watroby wywolywano przez dootrzewnowe wstrzykiwanie
rcztworu tioacetamidu w dawce 250 mg/kg masy ciala (Hilgier i wsp.
1983). Zwierzeta kontrolne otrzymywaly w tych samych warunkach
dootrzewnowe iniekcje fizjologicznego roztworu soli w tej samej obje-
tosci.

Zwierzeta zabijano przez dekapitacje bez uzycia narkozy w nastepu-
jacych grupach: grupa I — jednorazowa iniekcja i dekapitacja po 24 go-
dzinach; grupa II — dwukrotna iniekcja w odstepie 24 godzin i deka-
pitacja po 24 godzinach; grupa III — dwukrotna iniekcja w odstepie
24 godzin i dekapitacja po 7 dniach od ostatniej iniekcji.

Do badan biochemicznych pobierano obie pétkule moézgowe natych-
miast po dekapitacji. Przeprowadzano oznaczenia zawarto$ci amoniaku,
a-ketoglutaranu, glutaminianu oraz glutaminy.

Poziom amoniaku oznaczano przy zastosowaniu odczynnika Nesslera
wedlug metody opisanej przez Sadasivudu i wsp. (1977).

Ze $wiezo pobranych pétkul sporzadzano 1% homogenaty, w ozie-
bionym do temperatury okoto 4°C TCA, w homogenizatorze typu szklo—
szklo. Homogenaty wirowano 10 min przy 2000 X g. Do 1 ml uzyskanego
nadsaczu dodawano 0,5 ml odczynnika Nesslera i 2 ml wody redesty-
lowanej. Gesto$¢ optyczng roztworu odczytywano przy dlugosci fali
420 nm.

Poziom a-ketoglutaranu oznaczano metodg spektrofotometryczng we-
diug Bergmeyera i Bernta (1963), przy uzyciu dehydrogenazy glutami-
nianowej. Pétkule moézgu homogenizowano w 4 objetosciach 0,6 M kwa-
su nadchlorowego (HClO,), a nastepnie wirowano 10 min przy 3000Xg.
Pobierano 4 ml nadsgczu, doprowadzano do pH 7,6 przy uzyciu 1 M
K;PO,, odstawiano na 10 min do }azni lodowej, a nastepnie odsaczano
wytrgcony KCIlO,. Przesgcz doprowadzano do temperatury pokojowej.
Mieszanina reakcyjna zawierala: 3,75 ml przesgczu, 0,05 ml NADH (ok.
8-10-3M). Odczytywano ekstynkcje poczatkowa wobec wody redestylo-
wanej, przy dlugosci fali 366 nm, po czym dodawano 0,05 ml dehydro-
genazy glutaminianowej (2 mg biatka/ml) zawieszonej w 2,8 M (NH,),SO,
i po 4 min inkubacji w temperaturze 25°C ponownie odczytywano
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ekstynkcje. Z réznic ekstynkeji obliczano zawartos¢ a-ketoglutaranu,
poréwnujac z krzywa wzorcowa.

Poziom glutaminianu oznaczano spektrofotometryczng metodg wedtug
Bernta i Bermeyera (1963), przy uzyciu dehydrogenazy glutaminiano-
wej. Pélkule mézgu homogenizowano w 4 czesciach 0,6 M HCIO,, a na-
stepnie wirowano 10 min przy 3000 X g. Pobierano 3 ml nadsgczu i do-
prowadzano do pH okolo 9 przy uzyciu 2 M roztworu fosforanow (K;PO,
i K,HPO,) o pH okolo 12, odstawiano na 10 min do lazni lodowej, a na-
stepnie odsgczano wytracony KClO, Przesacz doprowadzano do tempe-
ratury pokojowej. Mieszanina reakcyjna zawierala: 3 ml buforu glicyno-
-hydrazynowego (0,5 M glicyny i 0,4 M hydrazyny o pH 9), 0,2 ml
przesgczu (préba $lepa zawierala 0,2 ml wody redestylowanej) i 0,2 ml
NAD* (ok. 3 X 102M). Bezposrednio odczytywano ekstynkcje przy diu-
gosci fali 366 nm, po czym dodawano 0,05 ml dehydrogenazy glutami-
nianowej (ok. 10 mg biatka/ml) wolnej od jonéw amonowych i ponow-
nie odczytywano ekstynkcje po 30 min. Z réznicy ekstynkcji obliczano
zawarto$¢ glutaminianu wedlug wzoru podanego przez autoréw metody.

Poziom glutaminy oznaczano wedlug swoistej spektrofotometrycznej
metody Kupchika i Knoxa (1970). Poélkule mézgu homogenizowano
w oziebionym do temperatury okoto 4°C 0,15 M KCl (1 cz. tkanki +
4 cz. KCl). Do oznaczen uzywano homogenatéw. Mieszaniny inkubacyjne
w koncowej objetosci 1 ml i koncowym stezeniu buforu boranowego
0,3 M pH 8,5 zawieraly: 0,05 ml 20°% homogenatu z nerki w 0,15 M
KCl, 0,2 umole kwasu fenylopirogronowego oraz 0,1 ml homogenatu
mozgowego. Proby slepe stanowily mieszaniny zawierajace L-glutamine
i nie zawierajgce homogenatu mozgowego lub odwrotnie. Po 1 godzinie
inkubacji w temperaturze 37°C do préb dodawano po 0,1 ml 60% kwasu
metafosforowego. Proby mieszano i odstawiano na 10 min, po czym
ponownie mieszano i wirowano przez 10 min przy okolo 600 X g. Do
0,8 ml uzyskanego nadsgczu dodawano po 0,4 ml buforu arsenowo-
-boranowego o pH 6,5 i odstawiano na 30 min. Po tym czasie odeczyty-
wano ekstynkcje w stosunku do wody redestylowanej przy dlugosci
fali 300 nm. Zawarto$¢ glutaminy obliczano na podstawie wzoru poda-
nego przez autoréw metody.

WYNIKI

Poziom amoniaku, o-ketoglutaranu, glutaminianu oraz glutaminy
w mozgach zwierzat kontrolnych i do$wiadczalnych przedstawiono w ta-
belach 1 i 2.

Z uzyskanych danych wynika, ze w modelu chemicznego uszkodze-
nia watroby tioacetamidem w zadnym przedziale czasowym nie stwier-
dzono statystycznie znamiennych zmian w poziomie amoniaku oraz
a-ketoglutaranu (Tab. 1).
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Tabela 1. Zawarto$¢ amoniaku i a-ketoglutaranu w moézgu szczura w nastepstwie zatrucia tioace

tamidem %
Table 1. The ammonia and «-ketoglutarate content in the rat brain following thioacetamide into-
xication
Girupe Amoniak a-ketoglutaran
do$wiad- Ammonia a-ketoglutarate
czalna wmole/kg tkanki wmole/kg tkanki
Experi- wmoles/kg tissue wmoles/kg tissue
mental kontrola tioacetamid kontrola tioacetamid
EIOUD control thioacetamide . control thioacetamide £

I *0.224+0,02 (6) 0,244-0,04 (6) nz 8424228 (6)  93,84-24,4(7) nz
II 0,224+0,03 (6)  0,24-4-0,05 (6) nz 92,04-17,8 (6) 105,94 9,3 (6) nz
I 0,234-0,05 (6) 0,234-0,03 (6) nz 86,1+16,5 (6) 86,11+17,9 (7) nz

* — $rednia arytmetyczna -+ SD
arithmetic mean + SD

p — prawdopodobienstwo
probability

nz — roOznica statystycznie nieznamienna
difference statistically insignificant

W nawiasach liczba zwierzat

In parentheses number of animals

Poziom glutaminianu (Tab. 2) w I grupie doswiadczalnej roéwniez
utrzymuje sie na niezmienionym poziomie w stosunku do wartosci kon-
trolnych. W pozostalych dwoch grupach eksperymentalnych obserwuje
si¢ niewielkie, cho¢ statystycznie znamienne, obnizenie poziomu tego
zwigzku wynoszgce odpowiednio 5 i 6%o.

Tabela 2. Zawarto$¢ glutaminianu i glutaminy w mozgu szczura w nastgpstwie zatrucia tioacetamidem
Table 2. The glutamate and glutamine content in the rat brain following thioacetamide intoxication

Grupa Glutaminian Glutamina
doswiad- Glutamate Glutamine
czalna mmole/kg tkanki mmole/kg tkanki
Experi- mmoles/kg tissue mmoles/kg tissue
mental kontrola tioacetamid kontrola tioacetamid
group 4 \ p Y x P
control thioacetamide control thioacetamide

I *11,394-0,26 (6) 11,30-0,26 (6) nz 5,38+0,75 (5) 8,15+1,50(7) <0,01
II 11,284+-0,38 (6) 10,714+0,27 (6) <0,05 5,26+0,54 (5) 11,73+£1,25(5) <0,01
11T 11,05+0,19 (5) 10,36+0,41(6) <0,01 5,254-0,41(5) 8,33+1,52(6) <0,01

* — §rednia arytmetyczna 4 SD
arithmetic mean + SD

p — prawdopodobienstwo
probability

nz — robznica statystycznie nieznamienna
difference statistically insignificant

W nawiasach liczba zwierzat

In parentheses number of animals
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Zawarto$¢ glutaminy (Tab. 2) we wszystkich grupach doswiadczal-
nych wyraznie rosnie, a przyrosty wynosza odpowiednio 51, 123 i 53%.
W trzeciej grupie do$wiadczalnej poziom glutaminy w stosunku do gru-
py drugiej byl nizszy o okolo 29%s.

OMOWIENIE

W niniejszej pracy stwierdzono brak zmian w zawartosci a-ketoglu-
taranu oraz glutaminy, dwéch pierwszych substratéw metabolizmu amo-
niaku w os$rodkowym ukladzie nerwowym, przy jednoczesnym wzrosScie
aktywnosci dehydrogenazy glutaminianowej (Hilgier 1983) oraz poziomu
glutaminy. Wykazano roéwniez brak zmian w zawarto$ci amoniaku
w mozgu, przy jednoczesnym wyraznym wzro$cie poziomu tego zwigz-
ku oraz fenoli w surowicy krwi, stwierdzonym w poprzednich badaniach
na tym samym modelu do$wiadczalnym (Hilgier 1983). Holm i wsp.
(1977) w swoich badaniach nad patogeneza encefalopatii watrobowej
sugerujg, ze wysoki poziom amoniaku oraz fenoli w surowicy krwi mo-
ze by¢ odzwierciedleniem uposledzenia metabolicznej funkcji watroby.
Amoniak jako zwigzek bezbarierowy moze przedostawa¢ sie z lozyska
naczyniowego do osrodkowego ukladu nerwowego i tu podlega¢ dalsze-
mu metabolizmowi. Zwigzek ten przy udziale dehydrogenazy glutami-
nianowej zostaje zwigzany z o-ketoglutaranem, co prowadzi do wytwo-
rzenia glutaminianu. Ten z kolei w reakcji katalizowanej przez synte-
taze glutaminy jest przeksztalcany w glutamine.

Interesujacy jest fakt, ze w modelu tioacetamidowym zmianom za-
wartosci amoniaku w surowicy krwi nie towarzyszg zmiany jego po-
ziomu w moézgu. Jak wykazali Vergara i wsp. (1974), w modelu z ostra
hyperamonemig a potwierdzily to nasze poprzednie prace z doswiad-
czalng przetoka wrotno-ukladowa (Hilgier 1981b), wzrostowi poziomu
amoniaku we krwi towarzyszy proporcjonalny wzrost jego zawartosSci
w osrodkowym uktadzie nerwowym. Procesowi temu zawsze towarzysza
zmiany w poziomie a-ketoglutaranu (Hawkins i wsp. 1973; Duffy i wsp.
1974; Hindfelt 1975; Hilgier 1980). W badaniach przedstawionych w ni-
niejszej pracy poziom tego zwigzku utrzymywatl sie jednak w granicach
wartosci kontrolnych. Mozna wiec przypuszczaé, ze w zaistnialych wa-
runkach przy niezmienionej zawartosci amoniaku i a-ketoglutaranu
w mozgu oraz przy wysokiej aktywnosci dehydrogenazy glutaminiano-
wej i syntetazy glutaminowej (Hilgier 1983) mamy do czynienia z bar-
dzo wydolnym cyklem detoksykacyjnym, czego dowodem moze by¢. wy-
soki poziom glutaminy. Jak wynika z prac Bradforda i Mc Ilwaina
(1966), sama glutamina nie jest czynnikiem neurotoksycznym, a jej wy-
scki poziom w komoérce jest jedynie wyrazem dokonania sie kolejnego
etapu reakecji w cyklu detoksykacji amoniaku w moézgu. Nie mozna jed-
nak wykluczyé, ze czynnikiem odpowiedzialnym za objawy encefalo-

5 — Neuropatologia Pol. 4/83
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patii moze by¢ a-ketoglutaraminian, zwigzek charakteryzujacy sie wyso-
kimi wlasno$ciami neurotoksycznymi, jak wykazali to Duffy i wsp.
(1974) oraz Vergara i wsp. (1974). Zwigzek ten powstaje w reakcji kata-
lizowanej przez transaminaze glutaminowsg z glutaminy. Duffy i wsp.
(1974) wykazali réwniez proporcjonalna zaleznos¢ miedzy stezeniem glu-
taminy a a-ketoglutaraminianu. W poprzedniej pracy (Hilgier 1981a)
na modelu toksycznej encefalopatii watrobowej wywolanej podawaniem
CCly wykazano réowniez wysoki poziom glutaminy, ktéremu towarzyszy
znaczna aktywnos$¢ enzymu syntetyzujacego a-ketoglutaraminian. Moz-
na wiec przypuszcza¢, ze réwniez w zatruciu tioacetamidem istnieja
sprzyjajace warunki do syntezy tego zwiazku. Hipoteza ta wymaga jed-
nak potwierdzenia doswiadczalnego. Nie mozna wykluczy¢ réwniez, ze
uzyskane wyniki sg wyrazem zbyt kréotkotrwalego okresu dzialania
czynnika uszkadzajgcego watrobe, jakim jest tioacetamid, poniewaz juz
w 7 dni od zaprzestania intoksykacji poziom glutaminy oraz aktywnos¢
badanych enzymoéow wykazuja tendencje spadkowa w stosunku do szczy-
towego okresu nasilenia sig ich zmian (Hilgier i wsp. 1983).

TIEYEHOYHAS DHIE®AJIOITATUA V KPBICHI BbI3BBAHHAA
BBEJEHUEM TUOALIETAMUIA

III. TIpexBapuTe/nbHas OLEHKA MeTaboiaM3Ma aMMHaKa

Pe3ome

Beuto mccnemoBaHO ConepkKaHHE aMMHuaka o-KeTOrjiyTapaHa, IJlyTamaTa H TIyTaMuHa
B T'OJIOBHOM MO3ry KpPBIC B MOJEIHM TOKCHYECKOMW IeYeHOYHOM 3HuedasonaTiy BHI3BAHHOHN Ieif-
CTBHEM THOALETAMHAA B TPEX IKCIEPHEMEHTAJIBHBIX rpymnmax (MeTOIHYecKHe NEeTald ONMCAHBE
B NEpBO# yactd paboThI).

KoncratupoBaHo, 4T0 B MO3ry KPhHIC BO BCEX MHTEpBajaX BPEMEHH HE NPUXOIHT K CTATHCTH-
YECKH JOCTOBEPHBIM M3MEHEHUSIM B YPOBHE aMMMaKa M «-K€TOIJIyTapaHa. YpOBeHb riyTamaTa
B I rpynne yzepkuBasics Ha HEM3MEHEHHOM YPOBHE IO OTHOIIEHHIO K KOHTPOJBHBIM TPYIIaM.
Bo II u III rpynmax KOHCTAaTHPOBAaHO HEOONBIIOE CHHXKEHHE YPOBHS ITOTO COEAHHEHHWS PaBHSI~
Ioleecss COOTBETCTBEHHO 5 m 6%. ConepkaHue riyTaMHHA BO3pPAcTajio BO BCEX TPEX 3KCIEPH-
MEHTaJIBHBIX TPYNIaxX ¥ POCT COCTaBIIsT cCOOTBeTCTBEHHO 51, 123 1 599,.

ITonyyeHHbIe pe3yIbTaThl HABOASAT HA MBICIIb, YTO B IPHMEHEHHOM MO/IE/TH He IIPUXOJUT K OCa=-
OeHHIO LHUKIA JETOKCHKALMH aMMHMAKa B FOJIOBHOM MO3rY, a TOJBKO K €r0 CTHMYJIHPOBAHHIO.

THIOACETAMIDE-INDUCED HEPATIC ENCEPHALOPATHY
IN THE RAT

III. Preliminary evaluation of Ammonia metabolism

Summary

The content of ammonia, a-ketoglutarate, glutamate and glutamine was
evaluated in the rat brain in the model of toxic hepatic encephalopathy induced
by thioacetamide in the three experimental groups (the methods were described
in the first part of this paper).
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No statistically significant changes were observed in the level of ammonia

and o-ketoglutarate in the rat brain in all the periods throughout. In the first
experimental group the level of glutamate was the same as compared to the
control values. In the second and third experimental group a slight decrease of
this compound level (5% and 6%, respectively) was observed. The glutamine con-
tent increased in the three experimental groups by 51, 123 and 599, The results
suggest that in the applied experimental model the ammonia detoxycation cycle
in the brain is stimulated rather than deteriorated.
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URSZULA WYSMYK-CYBULA

PROBA OCENY METABOLIZMU KWASU
y-AMINOMASEOWEGO (GABA) W MOZGU SZCZURA
W DOSWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII WATROBOWEJ

Zespél Neuropatologii, Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Tioacetamid (TAA) jest znanym od dawna s$rodkiem hepatotoksycz-
nym, szeroko stosowanym w deswiadczalnej patologii (Gupta 1956; Gal-
lagher i wsp. 1956). Uszkodzenie watroby zwigzane z jego podawaniem
prowadzi miedzy innymi do znacznego wzrostu poziomu fenoli i amo-
niaku w surowicy krwi oraz do wystgpienia w modzgu patologicznych
postaci gleju, uznanych za charakterystyczne dla neuropatologicznego
obrazu encefalopatii watrobowej (Holm i wsp. 1977; Hilgier i wsp. 1983).
Wielu autoréw od dawna zwracalo uwage na przyczynowy zwiazek mie-
dzy rozwojem encefalopatii watrobowej a podwyzszonym poziomem amo-
niaku we krwi (Adams, Foley 1953; Mc Dermot, Adams 1954; Bessmann,
Bessmann 1955) lub zachwianiem jego detoksykacji w os$rodkowym
ukladzie nerwowym (Mossakowski i wsp. 1978). Przypuszczenia te zna-
lazty swoje potwierdzenie w badaniach na pozaustrojowych hodowlach
tkankowych, w ktérych wykazano, ze pod wplywem amoniaku dochodzi
do charakterystycznych, identycznych jak w encefalopatii watrobowej
in vivo, uszkodzen gleju gwiazdzistego (Mossakowski i wsp. 1970). Ana-
logiczne nieprawidlowosci glejowe stwierdzono w hodowli tkankowej
prowadzonej z surowicg zwierzat zatruwanych tioacetamidem, wyklucza-
jac rownocze$nie jego bezposredni wplyw na hodowle (Krasnicka i wsp.
1983). Amoniak, przedostajac sie z lozyska naczyniowego do osrodkowego
ukladu nerwowego, podlega tu dalszym przemianom. W przypadku wy-
dolnosci cyklu detoksykacji amoniaku pierwszg reakcjg chemiczng jego
przemiany jest reduktywna aminacja a-ketoglutaranu do glutaminianu,
nastepnie za§ ATP-zalezna amidacja do glutaminy (Mc Ilwain, Bache-
lard 1971). Biochemiczna odnoga tego cyklu prowadzi do syntezy kwasu
y-aminomastowego (GABA), neurotransmitera o dzialaniu hamujgcym.
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Wydawatlo sie prawdopodobne, ze przecigzenie cyklu detoksykacyjnego
amoniaku w moézgu, w nastepstwie hiperamonemii zwigzanej z uszkodze-
niem watroby, moze by¢ czynnikiem stymulujgcym dla syntezy kwasu
y-aminomastowego. Sugerowa¢ to mogly réwniez zmiany behawioralne
zwierzat zatruwanych tioacetamidem. W poprzednich badaniach (Wy-
smyk-Cybula 1983) wykazano, ze poziom zwigzku w modzgu zwierzat
poddanych dziataniu TAA podlega w okresie po zatruciu zmianom, ogra-
niczonym do dwoéch struktur osrodkowego ukladu nerwowego — kory
mozgu i prazkowia. Z drugiej strony na podstawie prac Salganicoffa
i De Robertisa (1965) oraz Sellstroma i wsp. (1975) wiadomo, ze zaréw-
no GABA, jak i metabolizujace go enzymy zwigzane sg z dwiema frak-
cjami komoérkowymi moézgu — glejowa i neuronalng, a zmiany beha-
wioralne obserwowane u zwierzat do$wiadczalnych uwarunkowane sg
przemieszczeniami neurotransmitera z jednego przedzialu komérkowego
do drugiego (Sarhan, Seiler 1979). W zwigzku z powyzszym wydawalo
sie celowe podjecie proby oceny zawartosci GABA we frakeji synapto-
somalnej i tzw. pozasynaptosomalnej oraz przeprowadzenie badan enzy-
matycznych.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, obu plci
o ciezarze ciala 180—220 g, ktére zatruwano tioacetamidem podawanym
dootrzewnowo w fizjologicznym roztworze soli kuchennej (1 g/10 ml),
w dawce 250 g/1 kg masy ciala (Holm i wsp. 1977; Hilgier i wsp. 1983).
Doswiadczenia prowadzono w trzech grupach. Pierwsza grupe stanowily
zwierzeta zabijane w24 godziny po jednorazowym podaniu tioaceta-
midu, drugg — zabijane w 24 godziny po dwukrotnym podaniu tioace-
tamidu w odstepach jednodobowych, a trzecig te, ktére otrzymywatly
tioacetamid dwukrotnie w odstepie 24 godzin, a zabijane byly po 7 dniach
od drugiego podania zwigzku (Tab. 1). Zwierzeta zabijano przez deka-
pitacje, a mozgi po wyjeciu z jamy czaszki poddawano bezposrednio
odpowiedniej preparatyce.

Przeprowadzono nastepujace oznaczenia biochemiczne: 1) poziom
GABA we frakcji synaptosomalnej i pozasynaptosomalnej, zawierajacej
w duzej przewadze cytoplazme komoérek nerwowych i glejowych oraz
mikrosomy z nieznaczng tylko zawarto$cig pecherzykéw synaptycznych
(Sarhan, Seiler 1979); 2) aktywnos$¢ dekarboksylazy glutaminianowej
(GAD), enzymu biorgcego udzial w syntezie GABA, w pelnym homoge-
nacie; 3) aktywnos$¢ transaminazy kwasu y-aminomastowego (GABA-T),
enzymu katalizujgcego rozklad GABA, w pelnym homogenacie mézgu.
(Uprzednio opracowane metody oznaczania aktywnosci GAD i GABA-T
wykorzystywane do poréwnania aktywnosci obu enzyméw w réznych
doswiadczalnych modelach encefalopatii watrobowej, prowadzone na
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Tabela 1. Poziom GABA oraz aktywno$¢ enzyméw: GAD i GABA-T w moézgu szczura po podaniu tioacetamidu (TAA)

Table 1. Content of GABA and activity of GABA metabolizing enzymes (GAD and GABA-T) in the rat brain following thioacetamide (TAA) intoxication

Grupa Zwigzek

Aktywnos¢ GAD
umole *CO,/g $wiezej
tkanki/godz.

Zawartos¢ GABA
Content of GABA

pmole/g $wiezej tkanki
pmol/g of wet tissue

pmole/mg biatka
pmol/mg protein

Aktywno$¢ GABA-T
pmole glutaminianu/g
$wiezej tkanki/godz.

Group Compound 1 GAD activity frakcja frakcja GABA-T activity
umol *#CO,/g of wet synaptosomalna pozasynaptosomalna pmol glutamate/g of
tissue h synaptosomal nonsynaptosomal wet tissue/h
fraction fraction

X SD X SD X SD e SD
0,9% NaCl 5 14,574-1,11 ) 0,62-+-0,03 5 0,924-0,13 20,80+1,5

1 p > 0,05 p > 0,05 p< 0,05 p > 0,05
TAA 5 15,854-1,08 6 0,7540,18 6 1,08-+0,04 / 21,70+1,9
0,9% NaCl 5 13,754+1,18 6  *1,044-0,03 6 1,214+0,13 24,944-3,5

1I p > 0,05 p < 0,001 p > 0,05 p > 0,05
TAA 5 13,84+-0,64 6 1,954-0,31 6 1,174+0,17 21,4242,0
0,9%NacCl 6  *11,84+0,93 4  *0,7840,14 4 1,124+0,12 *27,794-2,4

111 p < 0,05 p < 0,01 p > 0,05 p < 0,01
TAA 3 10,604-0,70 5 0,46--0,09 5 1,2240,04 32,56-+0,7

X+SD — érednia arytmetyczna 4 odchylenie standardowe
— arithmetic mean 4 standard deviation

n — liczba zwierzat
number of animals

p — prawdopodobienstwo
probability

* — znamienne statystycznie
statistically significant
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homogenatach wybranych struktur moézgowych nie byly dostosowane
do oznaczen we frakcjach subkomoérkowych).

Oznaczenia kontrolne przeprowadzono w grupach zwierzat, ktorym
podawano dootrzewnowo fizjologiczny roztwoér soli kuchennej w analo-
gicznym do doswiadczalnego schemacie czasowym.

Izolowanie frakcji subkomoérkowych. Izolowanie przeprowadzano wg
metody opisanej przez Graya i Whittakera (1962) w modyfikacji Sarha-
na i Seilera (1979). Mo6zgi homogenizowano w 0,32 M sacharozie w tem-
peraturze 0°C w proporcji 1 g/10 ml. Homogenaty wirowano przez
10 min przy 1000 g. Otrzymywano osad jadrowy i supernatant (S;).
Supernatant wirowano przy 17000 g przez 15 min, uzyskujac nieoczy-
szczong frakcje synaptosomalng i supernatant (S,). Osad jadrowy prze-
mywano 0,32 M sacharozg i wirowano przy 1000 g przez 10 min, otrzy-
mujac osad, ktory odrzucano i supernatant. Supernatant ten !gczono
z zawieszong w 0,32 M sacharozie frakcja nieoczyszczonych synaptoso-
moéw i wirowano przez 15 min przy 17000 g. Uzyskany osad trakto-
wano jako frakcje synaptosomalng, natomiast supernatant (S;) lgczono
z supernatantem (S;), uzyskujgc frakcje pozasynaptosomalna.

Oznaczanie poziomu GABA we frakcji synaptosomalnej. Poziom
GABA oznaczano fluorometrycznie wg metody Grahama i Aprisona
(1964). Ekstrakcje aminokwasu prowadzono w ozigbionym 75% etanolu.
Ekstrakty suszono w temperaturze 50°C. Osady rozpuszczano w wodzie
destylowanej, pobierajac do oznaczen 25-ul porcje wodnego roztworu
GABA. Po odparowaniu, préby inkubowano w medium o skladzie opi-
sywanym przez autoré6w metody. Inkubacje prowadzono w temperatu-
rze 35°C przez 45 min, po czym reakcje przerywano i po degradacji
nadmiaru NADP oraz przeprowadzeniu NADPH w NADP (uzywajac
roztworu H,O, w stezonym roztworze NaOH), mierzono ekstynkcje pro-
duktu reakecji. Pomiary prowadzono na spektrofluorymetrze Aminco-
-Bowman przy diugosci fali wzbudzenia 365 nm i emisji 465 nm. Wyniki
wyrazano w umolach GABA na g $wiezej tkanki.

Oznaczanie poziomu GABA we frakecji pozasynaptosomalnej. Poziom
GABA we frakeji pozasynaptosomalnej oznaczano metodg opisang przez
Lowe’a i wsp. (1958) oparta na reakeji ninhydryny z GABA, z wytwo-
rzeniem produktu reakcji charakteryzujacego sie silng fluorescencja.
Zliofilizowane supernatanty otrzymane z frakcjonowanego wirowania
rozpuszczano w 0,1 N kwasie solnym w proporcji 2 ml supernatantu +
2 ml kwasu solnego. Nastepnie 200-ul porcje roztworu odbialczano przy
uzyciu 10% kwasu trojchlorooctowego (TCA). Po odwirowaniu proby
inkubowano z 50 mM kwasem glutaminowym i ninhydryng. Koniecz-
nos$¢ obecnosci w tej reakeji kwasu glutaminowego zostala wyczerpujgco
opisana przez autor6w metody. Pomiaréw dokonano na spektrofluory=
metrze Aminco-Bowman przy diugosci fali wzbudzenia 380 nm i dlugosci
fali emisji 480 nm. Wyniki wyrazano w pmolach GABA na mg bialka.
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Oznaczanie aktywnosci dekarboksylazy glutaminianowej (GAD).
Aktywno$¢ GAD oznaczano wedlug metody opisanej przez Baxtera
(1972), w modyfikacji Morina i Westerlaina (1978), dokonujgc pomiaru
uwolnionego 14C powstajgcego w reakcji:

< GAD

* GLU PLP GABA + CO,

Pomiaréw aktywnosci tego enzymu dokonywano w pelnym, 10% homo-
genacie moézgowym. Wyniki przedstawiono w umolach CO,/g s$wiezej
tkanki/godz.

Oznaczanie aktywnosci transaminazy kwasu y-aminomasiowego
(GABA-T). Pomiaréw aktywnos$ci enzymu dokonano w 10% homoge-
nacie poétkul moézgowych, opierajagc sie¢ na metodzie kolorymetrycznej
opisanej przez Baxtera (1972). 0,3-ml porcje homogenatu w buforze bo-
ranowym, zawierajgcym fosforan pirydoksalu (PLP) i zredukowany glu-
tation, byly inkubowane w roztworze zawierajagcym o-ketoglutaran
(¢-OG) (250 mM), GABA (250 mM), PLP (200 pg/l ml) oraz zreduko-
wany glutation (100 ug/1 ml). W wyniku reakcji miedzy GABA a a-OG
w obecnosci PLP, przy udziale GABA-T, wytwarzany jest kwas gluta-
minowy. W reakcji miedzy kwasem glutaminowym a odczynnikiem
miedziowym (CuCl, - 2H,0; NazPO, - 12H,0; Na,B,07 - 10H,O w 0,05 NHCI)
powstaje chelatowy zwigzek miedzi z kwasem glutaminowym, ktory
nastepnie reaguje z neocuproing. Intensywnos¢ zéttego koloru kompleksu
miedziowo-neocuproinowego jest proporcjonalna do ilo$ci glutaminianu.
Ekstynkcje mierzono przy dilugosci fali 454 nm. Aktywnos¢ enzymu
wyrazono w umolach glutaminianu/g tkanki/godzine.

WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono poziomy GABA w obu badanych frakcjach
subkomoérkowych i aktywnosci enzymoéw uczestniczacych w jego meta-
bolizmie, w réznych przedzialach czasowych po zatruciu tioacetamidem.

Z przedstawionych danych wynika, ze w najwcze$niejszym okresie
po zatruciu (grupa I) wystepuje jedynie nieznaczny (wynoszgcy 17%0
w stosunku do warto$ci kontrolnych) wzrost zawartosci GABA. Dotyczy
on wylgcznie frakeji pozasynaptosomalnej, przy niezmienionym pozio-
mie we frakeji synaptosomalnej i braku zmian w aktywnosci obu enzy-
moéw metabolizujagcych kwas y-aminomaslowy.

W grupie II (zwierzeta po dwukrotnym zatruciu tioacetamidem),
aktywnosé zaréwno dekarboksylazy glutaminianowej, jak i transami-
nazy kwasu y-aminomaslowego utrzymuje sie nadal na poziomie war-

* GLU — glutaminian
GAD — dekarboksylaza kwasu glutaminowego
PLP — fosforan pirydoksalu
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tosci kontrolnych. Dochodzi natomiast do znacznego (87%) wzrostu za-
wartosci GABA we frakcji synaptosomalnej. Poziom GABA we frakcji
pozasynaptosomalnej jest w tym czasie zblizony do wartosci kontrol-
nych.

Grupa III (zwierzeta usmiercone po uplywie 7 dni od powtdrnego
zatrucia tioacetamidem) jest jedyna, w ktérej wystepuja zmiany w ak-
tywnosci obu enzyméw metabolizujacych kwas y-aminomastowy. Do-
chodzi w tym czasie do niewielkiego, lecz statystycznie znamiennego,
obnizenia aktywnosci dekarboksylazy i wyraznego wzrostu aktywnosci
transaminazy kwasu fy-aminomastowego. Obserwuje sie réwnoczesnie
obnizenie zawartosci GABA we frakeji synaptosomalnej o 40% w sto-
sunku do kontroli, podczas gdy jego poziom we frakeji pozasynapto-
somalnej pozostaje niezmieniony.

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki badan pozwalajag na stwierdzenie, ze zatrucie
tioacetamidem, zwigzane z ciezkim uszkodzeniem watroby i znacznym
wzrostem amoniaku w surowicy krwi (Hilgier i wsp. 1983), prowadzi
do zmian w zawartoSci GABA i aktywnos$ci enzyméw uczestniczacych
w jego metabolizmie w moézgu. Zmiany dotyczgce zawartosci GABA sa
rézne w obu badanych frakcjach subkomoérkowych, a jej wahania i ak-
tywnos¢ obu enzyméw wykazujag wyrazne odrebnosci w zaleznosci od
czasu po zatruciu. W najwczes$niejszym okresie po jednorazowym po-
daniu tioacetamidu, poziom GABA wzrasta bardzo nieznacznie i to wy-
lacznie we frakeji pozasynaptosomalnej. Sugeruje to, ze dochodzi w tym
czasie do niewielkiej stymulacji syntezy neurotransmitera, przede
wszystkim w perykarionach komérkowych, bez przesgdzania o tym, czy
proces ten wystepuje w komoérkach nerwowych czy glejowych. Nalezy
przy tym zwré6ci¢ uwage na fakt, ze dane powyzsze nie sg zgodne z po-
przednimi spostrzezeniami (Wysmyk-Cybula 1983), uzyskanymi w ba-
daniach pelnych homogenatéw tkankowych, w ktérych wykazano spa-
dek poziomu GABA w korze mozgu, a brak zmian jego zawartosci
w prazkowiu. By¢ moze niezgodnos$¢ te mozna wigza¢ z faktem, ze ba-
dane frakcje subkomoérkowe pochodza z calego moézgu, a nie z jego
wybranych struktur. Sugerowaé¢ to moze réwniez glejowe pochodzenie
wzrostu poziomu GABA, gdyz ,frakcja pozasynaptosomalna” obejmuje
zaro6wno istote szarg jak i biala, podczas gdy w poprzednich badaniach
uwzgledniano jedynie struktury szare o przewadze neurocytow.

Bardzo znaczny wzrost poziomu GABA obserwowany w II grupie
doswiadczalnej ograniczony jest natomiast wylacznie do frakeji synap-
tosomalnej. Zbiega si¢ on w czasie z maksymalnym podwyzszeniem po-
ziomu amoniaku we krwi i glutaminy w moézgu, stwierdzonym w tym
samym modelu doswiadczalnym przez Hilgiera (1983), a takze z naj-
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glebszymi zaburzeniami behawioralnymi u zwierzat, wyrazajacymi sie
obnizeniem ich reaktywno$ci. Jest on zgodny z wynikami poprzednich
badan (Wysmyk-Cybula 1983). Otwartym zagadnieniem pozostaje me-
chanizm wybidérczego wzrostu zawartosci GABA w zakonczeniach ner-
wowych. Sekwencje czasowe zmian — poczgtkowe podwyzszenie zawar-
toSci neurotransmitera we frakecji pozasynaptosomalnej, a nastepnie
w synaptosomalnej, jednoczesnie zas powrét jego poziomu do normy
we frakeji zawierajacej (w przewadze) cytoplazme perykariolna komé-
rek nerwowych i glejowych — sugeruje przemieszczenie neurotransmi-
tera badz z perykarionéw neurocytéw, badz tez z komérek glejowych
do zakonczen nerwowych. Na te ostatnig mozliwo$¢ wskazujg spostrze-
zenia Sarhana i Seilera (1979). Nie mozna jednakze wykluczy¢ zwiekszo-
nej lokalnej syntezy GABA w samych zakonczeniach nerwowych. Ba-
dania Salganicoffa i de Robertisa (1965) wskazujg bowiem wyraznie
na zwigzek dekarboksylazy glutaminianowej z GABA-ergicznymi za-
konczeniami komoérek nerwowych.

Spadek poziomu GABA we frakcji synaptosomalnej obserwowany
w III grupie do$wiadczalnej wigze sie ze zmianami aktywnosci obu
enzym6éw — obnizeniem aktywnosci GAD i wzrostem GABA-T. Wyda-
je sie, ze zaobserwowane zmiany w aktywno$ci enzymoéw metabolizu-
jacych neurotransmiter moga byé¢ odpowiedzig mechanizméw regulujg-
cych poziom substratu, w postaci zahamowania jego syntezy i podwyz-
szenia rozpadu. Pelna interpretacja uzyskanych wynikéw mozliwa be-
dzie jednak dopiero po oznaczeniu aktywnosci enzymatycznej nie tylko
w pelnym homogenacie tkankowym, lecz réwniez w poszczegdlnych
frakcjach subkomoérkowych. Jest to niezbedne ze wzgledu na znaczng
kompartamentacje metabolizmu GABA w mézgu (Sellstrém 1975; Sell-
strom i wsp. 1975). Wedlug Salganicoffa i De Robertisa (1965) aktyw-
no$¢ GAD zwigzana jest z zakonczeniami nerwowymi, podczas gdy
wiekszoé¢ autoréw przychyla sie do pogladu, ze wychwyt i rozklad
GABA odbywaja sie przede wszystkim w komérkach glejowych, pomi-
mo ze nie udalo sie dotad jednoznacznie ustali¢ dokladnej lokalizacji
komérkowej GABA-T (Robinson, Wells 1973; Hyde, Robinson 1974).

TIOTIBITKA OLIEHKU METABOJIN3MA y-AMUHOMACIISIHOM KUCJIOTEI (FAMK)
B 'OJIOBHOM MO3I'Y KPBICBI
B DKCITEPMUMEHTAJIBHON IMTEYEHOYHOWN DHLIE®AJIOTIATUN

Pe3iome

WccrenoBaHO BIMSIHAE HKCIEPHMEHTAIBHOM NEeYeHOYHO# SHuedasonaTHM BHI3BAHHOM BBe-
JIEHMEM TemaTOTOKCHYecKoro coenunenusi — Troaneramuna (TAA) Ha ypoBeHb HEHpPOTPAaHCMHT-
Tepa — y-amuHOMAc/HsHOU KuciaoTel (CAMK) B IBYX K/I€TOYHBIX (pakuusX — CHHANTOCOMAIIb-
HOI M JKCTPACHHANTOCOMAJIBHON. ABTOp OMNpeeisia TaKKe aKTHBHOCTH JH3HMOB CBA3aHHBIX
¢ Merabomasmom I'AMK: nexapGokcuiasel riryramuHoBo# kucioTel ([I'K) u TpaHCaMHBa3sl
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Y-amuHOMaciaHoi KuciaoTel (T-TAMK). AKTHBHOCTE OGOMX 3H3MMOB H3MEpSIach B MOJHBIX
MO3roBbIX romoreHatax. KoHCTaTHpoBaHO, YTO B paHHeM mepuoje rocie Beeaenuss TAA (24
Yaca) NMPHXOJHUT JIHIIb K HE3HAYHTEIBHOMY pocTy ypoBHs I'AMK B 3KCTpacHHanTOCOMAaJIbHOM
¢dpaxuun. Camere Gosblrne H3MeHeHHsT HAGIIOJAIACh B CHHANITOCOMAIBbHOM (Gpakuuu B 48 yacos
mocjie BTOPBIX MHbeKUMi THoaueramuaa (ok. 87% poct). PocT comepxaHus 3TOro COEQMHEHHS
COBIAZaeT BO BPEMEHH C MAKCHMAJ/IbHBIM IOBHILIEHHEM YPOBHS aMMHAaKa B KDOBH M TJIyTaMHHA
B roj0BHOM Mo3ry (Xmabrep 1983), a Takxke ¢ Haubosee riiyGOKHMH MOBEIEHYECKHMH PACCTPOi~
CTBaAMH Y JXKMBOTHBIX. YBE/IHYEHHE KOJIMYECTBA HEUPOTPAHCMHUTTEPA B KCTPACHHANTOCOMAIBHOM
(dpakuu B mepBoii (asze 3kCepHMeHTa, a 3aTEM B CHHANTOCOMAJIBLHOM (pakumu B mo3aHeliniee
BpeMsl, BHYIIAET IepeMeLICHAe HeHPOTPAHCMUTTEPA W3 NIEPUKAPHOHOB HEHPOLMTOB HIIM M3 IJIHO3-
HBIX KJIETOK B HEPBHBIE OKOHYaHHA. B TpeTbell 3KCIEPUMEHTAlIbHOM TpyNle CHUXKEHHE YPOBHSA
I'AMK B cuHanTocOManbHOU (Gpakumu CileayeT OTHOCHTE K MoHMkeHHto akTuBHOCTH JIKI™ M X mo-
BbIIEHHIO aKTHBHOCTH T-IAMK, 410 MOXeT GbITh OTBETOM MEXaHM3MOB PEryTUPYFOMIHX KOH--
LeHTpauuio cybcTpata B hOpMe 3aTOPMOXKEHHs €r0 CHHTE3a M NMOBBIIIEHHS pachaja.

ATTEMPT OF EVALUATION OF y-AMINOBUTYRIC ACID METABOLISM
IN THE RAT BRAIN IN EXPERIMENTAL ENCEPHALOPATHY

Summary

The GABA level and the glutamic acid decarboxylase (GAD) and GABA-
-aminotransferase activities were measured in the brains of rats subjected to-
thioacetamide treatment. The GABA content was assayed in the synaptosomal
and postsynaptosomal fraction, and the enzymes activities were tested directly
in cerebral homogenates. In early period 24 h following the 1st administration
a slight increased of the GABA level was observed in the nonsynaptosomal frac-
tion only. Following two administrations of TAA (48 h after the onset of the
experimental a marked increase — about 87°%) of the synaptosomal GABA was
noted coinciding with the maximum increase of blood ammonia and cerebral
glutamine level observed earlier in the same model (Hilgier 1983). The results are
indicative of fluctuations in the distribution of GABA between the meuronal and
the glial compartment. In the brains examined 7 days after the 2nd administra-
tion of TAA, a decrease of GABA content in synaptosomal fraction was noted
which is comsistent with the decreased GAD and enhanced GABA-T activity
observed at the same time.
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USZKODZENIA MOZDZKU W ZESPOLE NIEDOTLENIENIA
OKOLOPORODOWEGO

Pracownia Neuropatologii Rozwojowej Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN

Wplyw niedotlenienia okoloporodowego na moézdzek byl, jak dotad,
rzadko uwzgledniany w opracowaniach dotyczacych uszkodzen ukladu
nerwowego w tym okresie zycia (Norman 1957; Towbin 1970). Niektore
obserwacje sugerujg, ze uszkodzenia kory moézdzku wystepuja rzadziej
niz kory mozgu (Meyer 1949). Z przyczyn utrudniajacych analize zmian
w mozdzku u noworodkéw wymieni¢ nalezy jego znaczne zréznicowa-
nie morfologiczne, zwigzane z roéznicami wieku filogenetycznego po-
szczegbdlnych okolic, oraz szybko postepujace dojrzewanie w ostatnich
tygodniach zycia plodowego. Hopkins i wsp: (1980) zwracaja uwage, ze
wezesniejsze dojrzewanie neuronéw w starszych filogenetycznie okoli-
cach moézdzku jest istotnym czynnikiem warunkujgcym topografie uszko-
dzen moézdzku u noworodkéw donoszonych. Nawigzujgc do tych obser-
wacji podjeto szczegblowg analize zmian w moézdzku u noworodkow
zmarlych w okresie okoloporodowym, zaréwno donoszonych, jak i wcze-
$niakéw, z uwzglednieniem stopnia rozwoju okreslonej struktury w mo-
mencie zadzialania czynnika uszkadzajgcego.

MATERIAL I METODY

Opracowanie dotyczy 20 noworodkéw zmartych w wieku 28—40 ty-
godni zycia plodowego w Klinice Neonatologii Instytutu Matki i Dziec-
ka w Warszawie i opracowanych neuropatologicznie w Pracowni Neuro-
patologii Rozwojowej CMDiK PAN. Do analizy kliniczno-patologicznej
wybrano te przypadki, w ktérych przebieg ciazy i porodu pozwalal na
rozpoznanie asfiksji okoloporodowej.

Do badan neuropatologicznych pobierano wycinki obejmujace robak
i polkule moézdzku, a takze z pétkul i pnia moézgu. Materiat zatapiany
w parafinie barwiono hematoksyling-eozyna, fioletem krezylu oraz we-
dlug metody Kliiver-Barrery.
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WYNIKI

Histologiczne cechy dojrzewania mézdzku

Analiza zmian patologicznych wymaga przypomnienia kilku podsta-
wowych danych umozliwiajacych ocene fazy rozwojowej poszczegélnych
struktur mézdzku. Preparaty histologiczne mézdzku oceniane w mikro-
skopie $wietlnym pozwalaja, w oparciu o badania Friede'go (1973), Lar-
roche (1977) oraz obserwacje wlasne, na wyznaczenie kilku orientacyj-
nych danych morfologicznych wskazujgcych na odmienno$é faz rozwo-
jowych robaka i pétkul moézdzku.

Rozwdéj kory mézdzku charakteryzuja nastepujace zjawiska: ujaw-
nienie sie dostrzegalnych w preparatach histologicznych komérek Pur-
kinjego; zanikanie lamina dissecans, ktéra oddziela w czasie rozwoju
warstwe komoérek Purkinjego od warstwy ziarnistej wewnetrznej, stop-
niowe zageszczanie komoérkowe warstwy ziarnistej wewnetrznej i jej
wyrazne oddzielenie sie¢ od istoty bialej; stopniowy zanik warstwy ziar-
nistej zewnetrznej (Obersteinera).

Komérki Purkinjego, chociaz migruja wczesnie w czasie rozwoju,
mozna wyrézni¢ w robaku mozdzku po 25 tygodniu rozwoju, a w poi-
kulach powyzej 32 tygodnia. Do tego momentu (ryc. 1) w warstwie
komorek Purkinjego nie mozna dostrzec poszczegélnych neuronéw z po-
wodu niedostatecznego rozwoju ich perikarionu. Lamina dissecans od-

Ryc. 1. 28 tygodni zycia plodowego. Kora pétkul moédzdzku. Fiolet krezylu. Pow.
100 X
Fig. 1. 28 weeks of gestation. Cerebellar cortex. Cresyl violet. X 100
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dziela te warstwe od waskiego tylko pasma gesto ulozonych neurobla-
stow nalezacych do warstwy ziarnistej wewnetrznej.

Po 32 tygodniu rozwoju, gdy komorki Purkinjego w poitkulach co-
raz lepiej uwidaczniajg sie, dzieki powiekszeniu sie zaréwno jader, jak
i perikarionu oraz pojawieniu sie pierwszych ziaren tigroidu, szybko
postepuje zanik lamina dissecans. Od tego momentu wzrasta rowniez
zageszczenie warstwy ziarnistej wewnetrznej (ryc. 2). U noworodka
donoszonego (ryc. 3) warstwa ta jest juz zwarta, dobrze oddzielona od
istoty biatej. Od tego okresu rozwoju mozna zauwazy¢ zmniejszanie
szeroko$ci warstwy komorek rozrodezych Obersteinera.

Ryc. 2. 36 tygodni zycia plodowego. Kora p6lkul moézdzku. Fiolet krezylu. Pow.
100 X

Fig. 2. 36 weeks of gestation. Cerebellar cortex. Cresyl violet. X 100

Objetosé istoty bialej mozdzku zwieksza sie znacznie w ostatnich
miesigcach zycia plodowego i pierwszych miesigcach po urodzeniu
w zwigzku ze wzrostem dendrytow i aksonéw oraz wejsciem w sta-
dium premielinizacyjne najstarszych szlakéw mozdzku. Jadro zebate
zlozone z neuroblastow jest dobrze widoczne juz w 30 tygodniu zycia
plodowego.

Kliniczno-morfologiczna analiza materialu

Opierajgc sie na przedstawionych powyzej cechach rozwoju moézdzku
opracowywane przypadki podzielono na dwie grupy.

6 — Neuropatologia Pol. 4/83
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Ryc. 3. Noworodek donoszony. Kora poétkul mézdzku. Fiolet krezylu. Pow. 100 X
Fig. 3. 40 weeks of gestation. Cerebellar cortex. Cresyl violet. X 100

Grupa pierwsza obejmuje 8 noworodkéw nie donoszonych w wieku
rozwojowym miedzy 28 a 32 tygodniem. Pochodza one z cigz obcigzo-
nych patologia $rédcigzows, ktéra moze doprowadzié do niedotlenienia
plodu, w tym przede wszystkim gestoza, ponadto krwawieniami w I
i II trymestrze cigzy. Wskaznik przyurodzeniowej oceny noworodka
Apgar u wszystkich noworodkéw byl niski, u wiekszo$ci wynosit 1—4,
u zadnego nie przekraczal 5—7 punktéow. U noworodkéw obserwowano
zesp6l blon szklistych oraz niewydolno$é krgzeniowo-oddechows. Wie-
kszo$¢ z nich zmarla w ciggu kilku godzin po porodzie, dwa — w dru-
giej dobie zycia.

Neuropatologicznie prawie we wszystkich przypadkach stwierdzono
wyrazne uszkodzenie po6tkul mézgu, w tym roéwniez kory, mimo jej
wezesnego stadium rozwoju. Najwyrazniejsze zmiany zaobserwowano
w korze hipokampa w postaci rozsianych uszkodzen komoérek nerwo-
wych. W kilku przypadkach obecne byly ogniska krwotoczne w gniaz-
dach macierzy, w pozostalych nasilone przekrwienie przykomorowe.
W trzech przypadkach stwierdzono krwotok podpajeczynéwkowy. Zmia-
ny w moézdzku byly mniej widoczne poza jednym przypadkiem, w kté-
rym byt on znacznie uszkodzony. W pozostalych przypadkach w robaku
i w placie grudkowo-klaczkowym stwierdzono odcinkowe ubytki oraz
obkurczenie komoérek Purkinjego. Tylko w jednym przypadku mozna
bylo dostrzec podobne zmiany w poétkulach mézdzku. Ogniskowe zmia-
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Ryc. 4. Odcinkowy zanik komérek Purkinjego. Przyp. 10/77. Fiolet krezylu. Pow.
200 X

Fig. 4. Focal loss of Purkinje cells. Case 10/77. Cresyl violet. X 200

Ryc. 5. Przerzedzenie neurondéw warstwy ziarnistej wewnetrznej i zewnetrznej.
Przyp. 122/78. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 5. Thin cellularity of external and internal granular layers. Case 122/78 Cresyl
violet. X 100
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Ryc. 6. Przerzedzenie neuronéw warstwy ziarnistej przy zachowanych komérkach
Purkinjego. Przyp. 58/76. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 6. Selective granular cells necrosis. Case 58/76. Cresyl violet. X 100
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Ryc. 7. Makrofagi w warstwie wewnetrznej ziarnistej i drobinowej. Przyp. 58/76.
Fiolet krezylu. Pow. 200 X

Fig. 7. Necrosis with macrophages of internal granular and molecular layers. Case
58/76. Cresyl violet. X 200
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ny w warstwie ziarnistej obserwowano w dwadch, a uszkodzenie neuro-
néw jadra zebatego we wszystkich przypadkach. W istocie bialej stwier-
dzono przekrwienie i cechy obrzeku.

W grupie drugiej obejmujgcej noworodki powyzej 34 tygodnia roz-
woju wystepowaly roéwniez S$rédciazowe stany chorobowe prowadzgce
do niedotlenienia plodu. Byly to: cholestaza watrobowa, gestoza, przed-
wcezesne odejscie wod plodowych, zakazenie wewngtrzmaciczne. Kilka
noworodkow urodzilo sie w stanie ciezkim z punktami Apgar ponizej 5,
z duzymi zaburzeniami oddychania, a nawet z bezdechem. Polowa no-
worodké6w w grupie byla urodzona w stanie dobrym z punktami Apgar
8—10, zmarly one w pierwszych dniach zycia z powodu  ostrej niewy-
dolnosci krazeniowej. U trzech do zgonu przyczynilo sie powiklanie
w postaci uogélnionej posocznicy.

W badaniu neuropatologicznym we wszystkich przypadkach rozpoz-
nano encefalopatie niedotlenieniowa wyrazajgcg sie uszkodzeniami neu-
ronéw gléwnie w poétkulach moézgu. W korze moézgu widoczne byly ubyt-
ki komérek. W niektérych przypadkach stwierdzono réwniez uszkodze-
nie komoérek nerwowych pnia, a nawet ciezkie zmiany we wszystkich
strukturach opuszki. W moézdzkach, podobnie jak w grupie poprzed-
niej, uszkodzenia dotyczyly gléwnie komoérek Purkinjego. Byly one
obecne we wszystkich przypadkach. W dwéch z nich stwierdzono calko-
wity brak komérek Purkinjego z wyréwnawczg proliferacjg gleju Berg-
manna. W innych wystepowaly ogniskowe ubytki komoérek Purkinjego
(ryc. 4), zachowane komoérki wykazywaly cechy schorzenia homogeni-
zacyjnego lub byly ciemne i obkurczone. Nasilenie zmian bylo wyraz-
nie wieksze w robaku i ptacie grudkowo-klaczkowym niz w pétkulach.
W pieciu przypadkach stwierdzono uszkodzenie warstwy ziarnistej we-
wnetrznej, ktéra wykazywala nieré6wng barwliwo$é, a miejscami byta
przerzedzona (ryc. 5). W ogniskach tych obserwowano zmiany o cechach
kariorrhexis. W dwoch przypadkach uszkodzenie warstwy ziarnistej we-
wnetrznej przewazalo nawet nad zmianami w warstwie komérek Pur-
kinjego (ryc. 6). W jednym z nich w ogniskach rozpadu widoczne byly
makrofagi wystepujgce zaréwno w warstwie ziarnistej wewnetrznej, jak
i w drobinowej (ryc. 7). Warstwa ziarnista zewnetrzna byla w tym
przypadku duzo wezsza, niz wynikaloby to z wieku rozwojowego plodu.

We wszystkich przypadkach stwierdzono uszkodzenie jadra zeba-
tego. Jego neurony wykazywaly rézny stopien zmian od schorzenia
ischemicznego pojedynczych komoérek do ich martwicy eozynofilnej.

Istota biala w wiegkszosci przypadkéw byla obrzekla i przekrwiona,
w jednym przypadku doszlo do jej ogniskowego rozpadu, a w jednym
widoczna byla glejoza reparacyjna. Szczegélowa analize kliniczno-morfo-
logiczng badanych przypadkéw zawiera tabela 1.
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Tabela 1. Analiza kliniczno
Wiek (tyg.),
Ne ciear (@),
przyp dtugos¢ (cm), Patologia ciazy Stan kliniczny noworodka
: przezycie
‘ noworodka
‘ 1 2 3 4
| 126,78 28 obciazony wywiad potozniczy, Apgar 3—3,
| 900/32 w 13 tyg. zycia plodowego respirator
kilka poronienie zagrazajace,
godzin szew Shirodkara
(krwawienie w II trym.),
pordd przedwczesny
128/78 28/30 gestoza E, Apgar 1
900 porod przedwczesny blony szkliste
5 min
124)78 28 gestoza E, Apgar 2—4
900/36 pordd przedwezesny aspiracja wod ptodowych
3 godz.
59/76 30/32 gestoza E, poronienie zagraza- Apgar 2—4
1100/38 jace w 12 t. z. pt.,
2 dni krwawienie w 1I trymestrze
58/76 30/32 gestoza E, poronienie Apgar 5—7, niewydolnos¢
1200/39 zagrazajace w 12 t. ciazy, krazeniowo-oddechowa
1,5 doby krwawienia w II trymestrze
93/79 30 bez dolegliwosci, Apgar 5—7, ostra niewydolnosc
1100/39 poréd przedwczesny krazenia, DIC
2 dni
111/79 30 poréd przedwczesny Apgar 5, zesp6t blon szklistych
1300
13 godz.
86/79 28 cholestaza wewnatrzwatrobowa, Apgar 5, bezdech
1450/41 obciazony wywiad polozniczy pierwotny 5’°, posocznica,
13 dni zapalenie pluc
55/718 34 gestoza E, przedwczesne odejscie  Apgar 8, zmiany zapalne
1800/48 wod plodowych — ropnie pluc
3 dni
57/78 34 przedwczesne odejscie wod Apgar 2—6 (pierwszy oddech
1400/41 ptodowych, niezgodno$¢ Rh, w 7°), zakazenie wewnatrzmacicz.
5 dni w 25 tyg. zagrazajace poronienie  ne, ropne zapalenie oplucnej,
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Obraz neuropatologiczny moézdzku

plat
ootk iy grudko-  jadro ist.ota Obraz neuropatologiczny mézgu
wo-klacz- zebate biala
kowy
5 6 7 8 9 10

uszkodzenie neuronoéw pnia,
obrzgk

P - + —

Z 3 28 = 4 5

P 0 -+ - uszkodzenie neuronéw pnia

Z - = =5 F =

P 0 — + uszkodzenie neuronéw pnia

7 EF) ol G + - i kory mozgu

Py kit @ i i Sl uszkodzenie neuronéw pnia

o A L S ++ 4+  przekrwienie i kory mozgu zastdj krwi

2 o i + krwotok do gniazd macierzy,

Z o L £ ++4+  przekrwienie uszkodzenie neurondéw pnia
mozgu

P — — — — przekrwienie, krwotok w macierzy przykomo-

Z L e o) obrzek rowej

P 0 + 0 — pogrubiale krwotok podpajeczynoéwkowy,

7 A e ig $ciany wybroczyny w macierzy przyko-

naczyn morowej, uszkodzenie neuronéw

kory (Amon)

P — e — =+ - uszkodzenie neuronéw pnia,

Z = el -, obrzegk

3 + + -+ ++4+4  przekrwienie uszkodzenie neuronow Kkory

b A L 4 A i pnia mézgu

P - Rl S SERE — wybroczyny w macierzy, rozsiane

T A RE el uszkodzenie neurondéw kory

i pnia mézgu
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nie badane

brak uszkodzen
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Tabela 1 c.d.
1 2 3 4
48/76 36 przedwczesne odejscie wod Apgar 2 (pierwszy oddech w 3’),
1800/43 ptodowych choroba krwotoczna noworodkow
5 dni
50/76 34 bez dolegliwosci, Apgar 7, ostra niewydolno$¢ kra-
1900/42 pordd przedwczesny zeniowo-oddechowa
9 godz.
116/78 36 praca w szkodliwych warunkach  wada rozwojowa ptodu, zro $lak
117/78 brak danych
59/78 36 gestoza E, przedwczesne odejécie  Apgar 8, posocznica,
1900/46 wod plodowych, DIC :
9 dni zakazenie wewnatrzmaciczne
64/78 36 przedwczesne odejscie wod Apgar 8, ostra niewydolnos¢
2330/48 ptodowych krazeniowo-oddechowa
6 godz.
35/80 40 cholestaza wewnatrzwatrobowa  Apgar 10, niewydolnos$¢ kraze-
2950/51 niowo-oddechowa
1 dzien
109/78 40 poronienie zagrazajace w 20 Apgar 8, niewydolno$¢ krazenio-
. brak danych tyg. z. pl wo-oddechowa, kardiomegalia
58/78 40 gestoza E, obcigzony Apgar 10, ostra niewydolno$é
3660/54 wywiad potozniczy krazeniowo-oddechowa
2 dni
122/78 40 cholestaza wewnatrzwatrobowa  guz $rédpiersia,
3800/51 niewydolno$¢ krazenia
3 tysg.
80/79 40 cholestaza wewnatrzwatrobowa, Apgar 1—2, 5° bez oddechu,
4000/ niezgodnos$¢ Rh, uogodlniona posocznica
3 dni wypadnigcie pepowiny
B warstwa komorek Purkinjego
Z warstwa ziarnista
e uszkodzenia komorkowe duzego stopnia
e uszkodzenia komoérkowe umiarkowanego stopnia
e uszkodzenia komorkowe niewielkiego stopnia
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5 6 b 8 9 10
P e ++ 0 - przekrwienie uszkodzenie neuronoéw kory
Z 2 e 0 i pnia, obrzek
P + 0 0 = — wybroczyny w macierzy, uszko-
7z i 0 o dzenie neuronéw kory
P e sEp S krwotok w macierzy z przebiciem
A ot ik + - do komor, (116/78) uszkodzenie
P Y 0 0 neuronéw kory (117/78)
B Sk 0 0 ¥ 0
P =t 2t i uszkodzenie neurondéw kory,
7z s 4 £ ol - obrzek, nacieki makrofagowe
opon
P — 5 + I uszkodzenie neuronéw kory,
Z ot 74 & 0 przekrwienie krwotok podpajeczyndwkowy
14 — -+ — przekrwienie, uszkodzenie neuronéw kory,
./ g LN s - wylew obrzek
krwotoczny
P 3 o + +-+-4  przekrwienie uszkodzenie neurondéw kory
Z e Lo s i pnia, przekrwienie i pomnoze-
nie naczyn
P + — e uszkodzenie neurondéw kory
7 S U i +++ obrzek, i pnia, obrzgk
rozpad
P + - + +4 obrzek uszkodzenie neuronéw kory,
Z A CL e B obrzek istoty biatej potkul, naczy-
niakowato$¢ opon
B 3 or 8 e B +++ obrzk, uszkodzenia neuronéw kory
g S TR A glejoza i pnia, obrzegk istoty bialej, wylew

podpajeczynowkowy
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OMOWIENIE

W obu przedstawionych grupach przypadkéw stwierdzono klinicznie
zesp6l zaburzen wskazujgcych na istnienie ciezkiej asfiksji okoloporo-
dowej, ktorg mozna by uznaé za gléwng przyczyne zgonéw noworod-
kow.

Zmiany neuropatologiczne w mozdzku zaobserwowane w pierwszej,
mlodszej grupie s3 mniej nasilone niz w pétkulach mézgu i niz mozna
by oczekiwa¢ na podstawie zespotu objawéw klinicznych. Morfologicznie
uchwytne uszkodzenia wystepowaly tylko w jgdrze zebatym oraz w ko-
moérkach Purkinjego robaka i plata grudkowo-klaczkowego. Te okolice
kory mézdzku, filogenetycznie starsze, wyprzedzajgce w dojrzewaniu
morfologicznym kore pétkul dojrzewajg znacznie wezesniej réwniez pod
wzgledem metabolicznym, jak wykazaly to badania histoenzymatyczne
Farkas-Bargeton i Thieffry (1966). Tlumaczy to ich wieksze zapotrze-
bowanie energetyczne i zwigzang z tym wiekszg wrazliwos¢ na asfiksje
(Hopkins i wsp. 1980). Opisujgc zmiany w przypadkach mlodszej grupy
mozna jednakze wyrazi¢ watpliwo$é, czy ewentualne uszkodzenia mniej
dojrzatych okolic nie wymykajg sie obserwacji ze wzgledu na ich stabe
zréznicowanie, zwigzane z.niedojrzaloscig komoérek?

Szczegblowa analiza przypadkéw drugiej grupy, w ktorej wszystkie
elementy zaréwno w korze robaka, jak i potkul mézdzku sg dobrze wi-
doczne, cho¢ wykazuja rézny stopien dojrzaltosci, potwierdza jednak, ze
okolice dojrzalsze o wyzszym zapotrzebowaniu energetycznym sa w nich
bardziej uszkodzone. W korze moézdzku mozna zaobserwowaé uszkodze-
nie wszystkich jej warstw: komoérek Purkinjego, warstwy ziarnistej we-
wnetrznej i zewnetrznej. W kilku przypadkach zwracala uwage prze-
waga uszkodzenia neuronéw warstwy ziarnistej, co w mozgach doro-
stych jest rzadkim zjawiskiem. Martwice warstwy ziarnistej wewnetrz-
nej w okresie okoloporodowym opisala miedzy innymi Larroche (1968)
jako nieprawidlowos$¢ towarzyszaca rozleglej martwicy poétkul mozgu.
Wigkszg wrazliwo$¢ na niedotlenienie komorek warstwy ziarnistej
moézdzku w okresie okoloporodowym niz w moézdzku w peini dojrzatym
mozna tlumaczy¢ stopniem jej rozwoju. Zmiany w istocie bialej: obrzek,
zgabczenie i rozpad réwniez okazaly sie zalezne od stopnia dojrzalosci
moézdzku. Wystepowaly one przede wszystkim u noworodkéw dono-
szonych.

Caloksztalt zmian w moézdzku u noworodkéw donoszonych, aczkol-
wiek wydajg sie one mniej ciezkie niz wspolistniejace nieprawidlowosci
w potkulach mézgu, wskazuje jednak na znaczne jego uszkodzenie w ze-
spole asfiksji okoloporodowej. Podobne obserwacje poczynili Hopkins
i wsp. (1980). Ocene odleglych nastepstw tkankowych uszkodzen moézdz-
ku w okresie okoloporodowym utrudnia fakt, iz aktywnos$¢ mitotyczna
komoérek warstwy ziarnistej zewnetrznej utrzymuje sie do okresu popo-

http://rcin.org.pl



Zesp6t niedotlenienia okoloporodowego 541

rodowego (Jacobson 1978). Yu i Yu (1980) wykazali wprawdzie, Ze nie-
dotlenienie hamuje aktywnos¢ proliferacyjna komérek zewnetrznej war-
stwy ziarnistej, mozna sie jednakze spodziewaé, ze nawet jej czeSciowe
zachowanie umozliwia uzupelnienie ubytkéw zwigzanych z uszkodze-
niem okoloporodowym, zwlaszcza w warstwie ziarnistej wewnetrznej.
Tlumaczyloby to rzadko spotykane doniesienia o obecno$ci zmian
w mézdzku w przypadkach obcigzonych w wywiadzie asfiksjg okoloporo-
dowa. Ocena zmian w moézdzkach u dzieci z ciezkimi mézgowymi uszko-
dzeniami okoloporodowymi, zmartych w pierwszych latach zycia wydaje
sie niezbedna dla rozstrzygniecia tego problemu.

TIOBPEX/IEHUSI MO3XEYKA B CUHIPOME ITEPUHATAJIBHON TI'MITOKCUN

Pe3ome

Ilembio paGoTHI ABISETCSA OLEHKA BIIMSHUS NEPHHATAIBHON TMIOKCHH Ha MO3Xe4oK Ha done
ero passutus. Vccrenosanusiii MaTepuan 20 ciiydaes HOBOPOXKICHHBIX YMEPIIHX B NEPHHATAIb-
HOM MEPHOJIE Pa3/Ie]eHo Ha 2 TPyNNbl — MIAAMAX HOBOPOXKICHHBIX 10 32 Hemenn GepeMeHHOCTH
¥ CTapIIMX HOBOPOXIEHHBIX cBbIlIe 32 Hemenu 6epemerHocT. KpatepueM pa3fiesieHust Ha ITPYIbl
OBUIO pa3BHTHE CIOEB KOPHI MO3XE4YKa B IEPHOJE BTOPOif MOJIOBHHBI GepeMeHHOCTH, Ha 32 He-
Iene GepeMEHHOCTH OTYETIMBO BBIAEISAETCSA CIOM KieToK IlypkHHbE B IOJIyIIApHAX MO3XKEYKa.

Bo Bcex ciayYasix KOHCTATHPOBAHO K/IMHAYECKH CYIIECTBOBAHHE TSIKEIOM INEPHHATAIBHOMU
achukcun.

B HEBPONATOJIOrMYECKOM HCCIICOBAHMHE W3MEHEHHsI B TpyNNe MIIAJIIMX HOBOPOKICHHBIX
OTHOCHJTHCH TJIaBHBIM 00pa3oM ko kierkaMm IIypkuHbE B YepBe M B y3€JIKOBO-KJIOYKOBATOM J0JIH,
T. 3H. B 00JIACTAX KOPHI QHIOreHETHYECKA CTapIMuX. B rpymnme crapmux HOBOPOKIEHHBIX MOBPEXK-
IIeHUsI HEHPOHOB OTHOCHJIHCH KO BCEM CJIOSIM KOPBI — Kj1eTOK ITypKHHBE, BHEITHEMY U BHYTPEHHEMY
3EPHACTEIM CJI0SIM, OXBATHIBAJIA CTAapblif M HOBBIA MO3Xe4oK. O6Gpamaer Ha ceOs BHAMaHHE Ce-
JIEKTHBHOE ITOBPEXIEHHE HEMPOHOB 3€PHHCTHIX CIIOEB PEIKO BCTPEYaeMoe B IOCIEPOJOBOM Iie-
puone. Boipuias BOCOPHMMYMBOCTS K THIIOKCHH HEWPOHOB 3€PHUCTOTO CIIOS B NEPHHATAIBHOM
nepuojie cBs3aHa ¢ 6OJBILION MeTaGOIHIECKOM aKTHBHOCTBIO ENAIIMXCS KJIETOK BHEIIHETO 3€ep-
HHUCTOrO CJI0Si, KOTOpasi YAEpKHBAETCH elle MOCie PoAOB. MOXHO IpeamoyaraThk, YTO XOTS Obl
9aCTHYHOE COXPAaHEHHE HEHPOHOB 3EPHHCTOTO CJIOS MOXET IOCHOCOOCTBOBATH BOCHOHEHHIO
NEPAHATABHBIX ITOBPEXKIACHUU B MO3JHEHIIEM mepHome.

TloaBoast UTOTH MOXHO CKa3aTh, YTO JIOKATH3ALHUA NOBPEXKICHHH HEHPOHOB B MO3XKEYKe
B MEPHHATAIGHOM TEPHO/E 3aBHCHT OT CTENEHH 3PEOCTH CTPYKTyphl. IlepHHATAIbHAS THIIOKCHS
BBI3BIBAET IOBPEXIAfOIIEe BIMAHAE HA 3EPHUCTHIC CIIOM MO3XKeuka, KOTOphle B 3TOM IEPHOIE
HaxoaaTrcs B (a3e aKTHBHOTO Pa3BHTHSA.

THE PERINATAL DAMAGE OF THE CEREBELLUM

Summary

The effect of perinatal asphyxia on the cerebellum was estimated with
regard to the maturation of this structure. Twenty examined cases were divided
into two groups. The first group included newborns below the 32nd week of
gestational age, the second group — the older ones. The maturation of the
cerebellar cortex is known to take place about two months later in neo-than in
archi-cerebellum. The Purkinje cells in the cerebellar hemispheres are discer-
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nible in the light microscope since the 32nd week of gestation. This event was
accepted as criterion for the classification of our material.

A severe perinatal asphyxia was clinically diagnosed in all cases.

In the first group, lesions of the Purkinje cells were found in vermis and
nodulo-floccular lobe, i.e. in phylogenetically old regions. In the second group
the damage was visible not only on the Purkinje cells layer, but also in the
granular external and internal layers. They were observed in archi- as well as
in neo-cerebellar cortex. The lesions of granular layers dominated in some cases.
This topography is unusual for older infants.

This indicates a high vulnerability of these layers during the perinatal period,
when the divisions of neuroblasts in the external granular (Obersteiner’s) layer
occur. It is suggested that even a partial sparing of this layer may be sufficient
to compensate the perinatal lesions, and therefore they are rarely described in
older infants.

It is concluded that the topography of cerebellar lesions in the perinatal
period is evidently dependent on the maturation period of this structure. This
is most evident in the granular layers of the cerebellar cortex.
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ZMIANY CZYNNOSCI BIOELEKTRYCZNEJ MOZGU I SERCA
ORAZ CISNIENIA KRWI
W DOSWIADCZALNYM KRWOTOKU DO KOMOR MOZGOWYCH
(Z kazuistyki do$wiadczalnej)

Zespo6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Zaburzenia czynno$ci serca u pacjentéw z krwotokiem moézgu oraz
ich mechanizm sg przedmiotem badan od szeregu lat. Ostatnio proble-
mem tym zajmowali sie Goldstein (1979) oraz Yamour i wsp. (1980).
Przyczyny wystapienia zaburzen rytmu serca w krwotokach podpaje-
czynéwkowych probowano wyjasni¢ w badaniach doswiadczalnych. Wy-
niki tych badan wskazuja, ze jedna z gléwnych przyczyn zaburzen czyn-
nosci serca u pacjentow i zwierzat gingcych z powodu krwotoku mozgu,
jest wzrost cisnienia wewnatrzczaszkowego i nadmierne pobudzenie
ukladu sympatycznego (Burch i wsp. 1970; Estanol i wsp. 1977). Zabu-
rzenia czynno$ci serca podczas wzrostu ci$nienia wewnatrzczaszkowego
u krolika obserwowane byly réwniez w naszej pracowni w badaniach
do$wiadczalnych nad calkowitym niedokrwieniem moézgowia (Kapuscin-
ski i wsp. 1980). Wiasne obserwacje kliniczne wskazuja, ze podczas
masywnego krwotoku do moézgu u ludzi nastepuje gwaltowny wzrost
ci$nienia wewnatrzczaszkowego, czemu towarzyszy maksymalne pobu-
dzenie ukladu sympatycznego i wzrost ukladowego ci$nienia tetniczego
z zaburzeniami czynno$ci serca (dane niepublikowane). Nastepstwem te-
go jest okresowe obnizenie ci$nienia krwi, ktérego poziom moze byé
krytyczny dla zycia. Dlatego tez organizm broni sie przed $miercig mo-
bilizujac wszystkie mozliwe rezerwy hemodynamiczne. Wymioty obser-
wowane podczas krwotoku do moézgu u ludzi stuzg temu celowi, ponie-
waz ich mechanizm polega m. in. na prébie wyréwnania zaburzen kra-
zenia. Towarzyszacy wymiotom ponowny wzrost ci$nienia krwi nasila
krwotok moézgowy, co jest klasycznym przykladem blednego kola.

W ostatnim okresie w naszej pracowni przeprowadzono serie badan
mnad skutkami niedokrwienia moézgu u chomikéw mongolskich (Meriones
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unguiculatus) (Kapuscinski, Mossakowski 1983). Celem zmniejszenia
wplywu zabiegu chirurgicznego na uzyskane wyniki, zwierzetom wszcze-
piano elektrody do zapisu elektrokortykogramu w dniu poprzedzajgcym
wlasciwe doswiadczenia. Na poczatku doswiadczen u jednego ze zwie-
rzat z cigglym zapisem czynno$ci bioelektrycznej moézgu, serca oraz ci-
$nienia krwi wystapit krwotok dokomorowy rozpoznany posmiertnie.
Wydawato sie wiec celowe opisanie tego przypadku.

MATERIAL I METODY

Zwierze uspiono Nembutalem wstrzyknietym dootrzewnowo w dawce
70 mg/kg masy ciala. Po odstonieciu kos$ci czaszki wywiercono 2 syme-
tryczne otwory o Srednicy 1 mm w okolicy skroniowej, w ktére wpro-
wadzono elektrody iglowe do zapisu elektrokortykogramu (ECoG), umie-
szczajac je w kontakcie z opong twardg i mocujgc do czaszki przy po-
mocy kolodium. Nastepnego dnia po wstrzyknieciu tej samej dawki
Nembutalu iglowe elektrody odniesienia wkluwano w podbrédek zwie-
rzecia. Zapis ECoG prowadzono w ukladzie jednobiegunowym: T;,—A, —
prawa polkula, T;—A; — lewa potkula oraz w ukladzie dwubieguno-
wym: T;—T; — odprowadzenie miedzypo6tkulowe, przy statej czasu
0,03 s i predkosci przesuwu papieru 15 i 60 mm/s. W ocenie zapisu
ECoG brano pod uwage amplitude i czestotliwo$¢ czynnosci bioelek-
trycznej moézgu. Elektrokardiogram (EKG) zapisywano wkluwajac elek-
trody iglowe do prawej przedniej i lewej tylnej lapy (drugie odpro-
wadzenie konczynowe). Ukladowe cis$nienie krwi (SAP) rejestrowano
przez cewnik umieszczony w lewej tetnicy udowej przy uzyciu prze-
twornika ci$nienia (Statham P 23) i elektromanometru (EK 4, Farum).
Zmienne fizjologiczne zapisywano w sposéb ciggly przy uzyciu 8-kana-
lowego elektroencefalografu (Acutrace 8, Beckman). Nastepnie prepa-
rowano tetnice szyjne wspoélne przygotowujac je do zamkniecia. W tcha-
wicy umieszczano rurke tracheotomijng celem prowadzenia kontrolo-
wanej wentylacji.

WYNIKI

Po zarejestrowaniu wartosci kontrolnych badanych zmiennych,
u zwierzecia jako pierwsze wystapily zaburzenia rytmu serca. Charak-
teryzowaly sie¢ one na poczatku okresowym brakiem pobudzen zatoko-
wych (ryc. 1 — 2 minuta), a w zapisie EKG wystepowal wysoki zala-
mek T. W 3 minucie obserwowano juz zmniejszenie sie amplitudy i cze-
stotliwosci zapisu ECoG w odprowadzeniu dwubiegunowym. Towarzy-
szyly temu znaczne zaburzenia czynnosci serca z okresowo wystepuja-
cym rytmem wezlowym. Ci$nienie krwi nie wykazywalo jeszcze istot-
nych zmian. Ze wzgledu na pogorszenie czynno$ci bioelektrycznej mézgu
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Fig. 1. Intraventricular hemorrhage in gerbil. Resp. — respiration
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Fig. 2. Intraventricular hemorrhage in gerbil
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Fig. 4. Intraventricular hemorrhage in gerbil. Nor. — noradrenaline injectign

pod koniec 3 minuty obserwacji zastosowano kontrolowang wentylacje
podajac zwierzeciu tlen. W 4 minucie obserwacji wystapil szybki wzrost
cisnienia krwi z 70 do 95 mm Hg, ktéoremu towarzyszyl mieszany —
zatokowo-wezlowy — rytm serca i dalsze pogorszenie czynnosci moézgu.
W 5 minucie, przy podwyzszonym cisnieniu tetniczym, wystapil czesto-
skurcz komorowy, a w 6 minucie pojawit sie patologiczny gieboki oddech
samoistny oraz blok serca. Podczas dalszej obserwacji pomiedzy 8 i 10
minutg, wystapilo zdecydowane pogorszenie czynnosci mézgu we wszyst-
kich odprowadzeniach, glebokie samoistne oddychanie oraz zmienny
blok serca (ryc. 2). Cisnienie krwi w tym okresie utrzymywalo sie na
poziomie 80 mm Hg. W 11 minucie wystapit bezdech. Podczas dalszej
obserwacji (pomiedzy 16 i 35 minutg) czynno$¢ bioelektryczna moézgu
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zanikala, zmienny blok serca ustepowal, a ci$nienie krwi ulegalo po-
ncwnemu podwyzszeniu do 110 mm Hg. Poczawszy od 40 minuty zapi-
sywano cisze bioelektryczng moézgu, zaburzenia rytmu serca ustgpily
przy utrzymujacym sie wysokim zalamku T w zapisie EKG, a ciSnie-
nie krwi powoli sie obnizalo (ryc. 3). Przy poziomie ci$nienia krwi
50 mm Hg, w 70 minucie obserwacji, zwierzeciu wstrzyknieto dootrzew-
nowo 0,0005 mg noradrenaliny. Elektroencefalograf po maksymalnym
wzmocnieniu w 75 minucie nie wykazywal czynnos$ci moézgu. Po prze-
mijajagcym niewielkim wzroscie cisnienia krwi w 87 minucie powto-
rzono wstrzyknigcie noradrenaliny, jednakze dzialala ona juz przemi-
jajaco. Podczas dalszej obserwacji odmoézdzonego zwierzecia (ryc. 4)
rozwijala sie¢ postepujgca bradykardia i hipotensja. Sekcja moézgu wy-
kazala masywny krwotok do wszystkich komér mézgowych. Zrédiem
krwawienia byly naczynia mézgowe lewej okolicy skroniowej uszkodzo-
ne mechanicznie przez elektrode ECoG, ktéora wglebila sie do lewej
komory.

OMOWIENIE

Opisany w pracy krwotok do komoér mézgowych nie byl rozpoznany
podczas obserwacji. Przypuszczano, ze byl to szybko narastajacy obrzek
mozgu. Przypadek ten zostal przedstawiony dlatego, ze ilustruje szereg
badanych i opisywanych w pi$miennictwie mechanizméw. Pierwsze za-
burzenia rytmu serca nieznacznie poprzedzily oslabienie czynnosci bio-
elektrycznej moézgu. Znaczne zaburzenia rytmu serca w postaci rytmu
wezlowego, czestoskurczu komorowego oraz zmiennego bloku przewod-
nictwa wystgpily dopiero podczas wzrostu ci$nienia krwi jako nastep-
stwo wzrostu ci$nienia wewnatrzczaszkowego. Zjawiska te bedace wy-
nikiem pobudzenia ukladu sympatycznego sg dyskutowane w piSmien-
nictwie (Burch i wsp. 1970; Estanol i wsp. 1977; Kapuscinski i wsp.
1980). Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na wystepowanie w zapisie EKG
wysokiego, poszerzonego zalamka T oraz wydluzonego odcinka Q-T
jako objawow obserwowanych u pacjentéw z krwotokiem podpajeczy-
néwkowym z powodu peknietych tetniakéw (Byer i wsp. 1947). Cieka-
wym i wymagajgcym dalszych badan zagadnieniem jest ustepowanie
zaburzen rytmu serca w okresie, kiedy zapisywano juz cisze bioelek-
tryczng mézgu i ustala samoistna czynnos$¢é oddechowa. Mozna sadzi¢, ze
krwotok spowodowal w tym czasie wylaczenie czynnosci zaréwno
osrodkow oddechowych, jak i osrodka naczynioruchowego. Przemawia za
tym postepujgce obnizanie sie ci$nienia tetniczego krwi. Godne podkre-
$lenia jest réwniez przemijajgce dzialanie noradrenaliny, obserwo-
wane w badaniach nad calkowitym niedokrwieniem mézgu (Pluta 1983).
Wskazuje to na to, ze w odmoézdzonym organizmie z powodu postepu-
jacej hipotensji i bradykardii nie mozna utrzyma¢ przez dluzszy czas
ukladowego cisnienia krwi na prawidlowym poziomie.
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U3MEHEHUS BUODJIEKTPUYECKON ®VHKIIUU I'OJIOBHOI'O MO3I'A U CEPIIA,
A TAKXE KPOBSHOI'O JABJIEHUA B OSKCIIEPMMEHTAJIBHOM KPOBOTEYEHWU
B MO3I'OBBIE XEJIYIOYKHA

(M3 3KCHEPHUMEHTANIbHOM Ka3yHCTHKH)

Pe3ome

OnmcaHa OUHAMAKA HM3MEHEHHM OHMO3TEKTPHUYECKOM (YHKIMH TOJIOBHOTO MO3ra W Cepaua,
a TakXKe KPOBSHOTO [aBJIE€HHS B HEHAMEPEHHOM KPOBOTEYEHMH B MO3TOBBIE JKEJIYIOYKH Yy MOH=
TOJILCKOTO XOMsika. HapymeHnsi cepIeyHOro pATMa NpEIIIeCTBOBAIM NPOTPECCHPYIOMIEMY YXyI-
ImeHnio0 (YHKOWA TOJOBHOTO MO3ra, a 3aTeM BBICTYIH/IH Y3JIOBOHM PHTM, JKEIyJO4YKOBas TaxH-
Kapamsi B cepaedHas Oimokanma. OZHOBPEMEHHO BO3POCIO JaBJIEHHE KPOBH M IOSBAINCH Hapy-
INEHHs] OBIXaTeNbHOM (GYHKUHHM BeIylne X OCTAHOBKE IbIXaHHsA. BO BpeMs 3amicH OHOIIEKTpH-
YeCKO! THIIMHBI TOJIOBHOTO MO3ra HapyLIEHHsi CEPAEYHOTO PHTMA NPEKPATHIIACH, HO JaBJICHHS
KPOBH Helb3si ObUIO yaepxkaTh (hapMakoJIOTHYECKH Ha HOPMAJIbHOM YypoBHE. BCKpbiTHE MO3ra
MOKa3aJl0 MAacCHBHOE KPOBOTEYEHHE BO BCE MO3IOBBIE JKEIYAOYKH.

CHANGES OF BRAIN AND HEART BIOELECTRIC ACTIVITY AND BLOOD
PRESSURE IN EXPERIMENTAL HEMORRHAGE INTO CEREBRAL
VENTRICLES
(Experimental casuistics)

Summary

Dynamics of changes of brain and heart bioelectric activity and blood pres-
sure was described in the accidental hemorrhage into cerebral ventricles. Distur-
bances of the heart function proceeded progressive suppression of the brain
function and later on manifested in ventricular beats, ventricular tachycardia
and heart block. Simultaneously an increase of blood pressure and respiratory
disturbances appeared leading to apnoe. During electrocerebral silence, disturban-
ces of the heart function disappeared, however, blood pressure could mot be
supported pharmacologically at the control level. Post-mortem examination of
the brain revealed the massive hemorrhage into all cerebral ventricles.
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Postepujaca wieloogniskowa encefalopatia (LMP), wyodrebniona ja-
ko jednostka kliniczno-morfologiczna w 1958 r. przez Astréma i wsp.,
jest jedna z najrzadszych choréb demielinizacyjnych. Nazwa wprowa-
dzona przez autoréw jej pierwszego opisu, sugerujaca zwyrodnieniowy
charakter procesu, przyjela sie w piSmiennictwie, mimo ze juz w 1959 r.
Cavanagh i wsp. podejrzewali wirusowg etiologie choroby. Przypuszcze-
nie to poparte zestalo pracami Zurhein i Chou (1965) oraz Silvermana
i Rubinsteina (1965), ktérzy przy pomocy mikroskopu elektronowego
wykryli w przypadkach LMP czgstki wirusopodobne w jadrach oli-
godendrocytow. Wyizolowanie wiruséw z moézgu przez Padgetta i wsp.
(1971) przyczynilo sie do ugruntowania pogladu o wirusowej etiologii
LMP.

Zazwyczaj mozna wykaza¢ zwigzek choroby z uposledzeniem odpor-
nosci organizmu w przebiegu choréob ukladu krwiotworczego (biataczki,
chloniaki, ziarnica zlosliwa) lub w nastepstwie terapii immunosupresyj-
nej (przeszczep nerki, przewlekly toczen rumieniowaty, dychawica os-
krzelowa, przewlekly gosciec stawowy, zapalenie wielomieSniowe —
Walker 1978). Niekiedy objawy choroby pojawiaja sie jednak bez
uchwytnej przyczyny (Dambska i wsp. 1972; Brun i wsp. 1973; Rockwell
i wsp. 1976; Van Horn i wsp. 1978). '

OPIS PRZYPADKU

Kobiete, lat 26, poddawano przez trzy lata leczeniu immunosupre-
syjnemu (azatiopryna) z powodu kiebuszkowego zapalenia nerek. Kura-
cje te przerwano wobec narastajacej leukopenii. Kilka tygodni pézniej
u chorej pojawily sie objawy afazji czuciowo-ruchowej i niedowlad
prawych konczyn oraz spowolnienie psychoruchowe. Objawy te nasila-
1y sie. Chora przyjeto do Kliniki Neurologicznej AM w Lodzi (Nr hist.
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chor. 29239). Badaniem EEG wykryto znacznego stopnia rozlane zmiany
patologiczne z przewagg w odprowadzeniach czolowo-skroniowych po
stronie lewej. Lewostronna angiografia szyjna nie wykazala zmian. Ba-
danie przy uzyciu komputerowej tomografii osiowej mozgu (Katedra
i Zaklad Radiologii AM w Warszawie) ujawnilo w lewym placie skro-
niowym ogniska zmniejszonej gesto$ci o nieré6wnych obrysach. W dal-
szym przebiegu choroby niedowlad konczyn stopniowo przeszedl w bez-
wilad. Pogorszyl sie znacznie stan ogdlny chorej. Po okolo 10 tygodniach
od wystapienia pierwszych objawdw neurologicznych chora zmarta wsrod
objawoéw niewydolnosci krgzeniowo-oddechowej. W rozpoznaniu klinicz-
nym sugerowano wieloogniskowg leukoencefalopatie postepujaca, bio-
rac pod uwage dlugotrwalag immunosupresje oraz po wykluczeniu pro-
cesu naczyniopochodnego i nowotworowego. Réwniez wynik badania
CT mogt sugerowa¢ LMP (Durham i wsp. 1980).

Badaniem sekcyjnym wykazano, ze przyczyna zgonu bylo obustron-
ne, zlewne zapalenie odoskrzelowe pluc. W wycinkach z nerek potwier-
dzono mikroskopowo rozpoznanie zapalenia kiebuszkowego.

Moézgowie i rdzen kregowy sekcjonowano po uprzednim utrwaleniu
w 10%0 roztworze zobojetnionej formaliny. Powierzchnie zewnetrzne
moézgowia, opony miekkie i tetnice kola tetniczego nie wykazywaly
zmian. Na przekrojach przez moézgowie stwierdzono rozlegle obszary
demielinizacji, ktérych umiejscowienie przedstawiono schematycznie na
rycinie 1. Preparaty barwiono wedlug metod: Kliiver—Barrery, Hei-
denhaina, Bielshowsky’'ego, Holzera oraz hematoksyling i eozyng. Z ma-
terialu utrwalonego w formalinie i nie zatopionego w parafinie wyko-

Ryc. 1. Schemat umiejscowienia ognisk demielinizacji w moézgowiu
Fig. 1. Scheme showing localization of macroscopically observed demyelinating
foci
Ryc. 2. Ognisko rozpadu mieliny. Wéréd licznych komoérek zernych.widaé kilka
astrocytow o hiperchromatycznych jgdrach. H—E. Pow. 80 X
Fig. 2. Focus of the myelin destruction. Some astroglial cells with hyperchromatic
nuclei are seen among macrophages. H—E. X 80
Ryc. 3. Okolonaczyniowy naciek zapalny zlozony z limfocytéw. H—E. Pow. 100 X
Fig. 3. Perivascular inflammatory infiltrate composed of lymphocytes. H—E. X 100
Ryc. 4. Przerosty astrocyt z mnieregularnym i hiperchromatycznym jadrem —
astrocyt ,mnietypowy”. H—E. Pow. 250 X
Fig. 4. Hypertrophied astrocyte with irregular and hyperchromatic nucleus —
sabnormal astrocyte”. H—E. X 250
Ryc. 5. Oligodendrocyt z wyraznie powiekszonym jadrem wykazujgcym homo-
genne przejasnienie w czesci Srodkowej. H—E. Pow. 250 X
Fig. 5. Oligodendrocyte with hypertrophied nucleus containing homogenous ,body”
in its central part. H—E. X 250
Ryc. 6. Powiekszone jadra oligodendrogleju w obszarze przylegajacym do ogniska
destrukecji mieliny. H—E. Pow. 200 X

Fig. 6. Enlarged oligodendroglial nuclei within the area adjacent to focus of the
myelin destruction. H—E. X 200
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nano preparaty barwione Sudanem III. Pobrano réwniez wycinki do
badania w mikroskopie elektronowym. Skrawki ultracienkie oceniano
w mikroskopie JEM-100 B.

Badania w mikroskopie Swietlnym. Poza rozleglymi obszarami de-
mielinizacji — widocznymi makroskopowo — stwierdzono bardzo liczne
i drobne jej ogniska, ktére uwidocznily sie¢ w preparatach zabarwionych
wedilug Heidenhaina. Na obraz morfologiczny zmian ognisk demielini-
zacji skladaty sie: 1) rozpad ostonek mielinowych do tluszczéow prostych
z uprzgtaniem produktéw rozpadu przez komorki zerne (ryec., 2); 2) oko-
lonaczyniowe nacieki zapalne zlozone z limfocytéw i nielicznych komo-
rek plazmatycznych (rye. 3); 3) przerost astrogleju — obfita cytoplaz-
ma, hiperchromatyczne i nieregularnego ksztaltu jadro lub jadra (astro-
cyty ,nietypowe” — ryc. 2,4); 4) zanik oligodendrogleju, a takze obec-
nos¢ przerostych komoérek skapowypustkowych, zawierajgcych niekie-
dy kwasochlonne, homogenne wtrety srédjadrowe (rye. 5).

W zadnym z ognisk demielinizacji proces uprzgtania produktéw roz-
padu mieliny nie byl calkowicie zakonczony. Centralne, a wiec najstar-
sze czeSci duzych ognisk, charakteryzowal zanik oligodendrogleju, staby
odczyn zapalny wokél naczyn krwionosnych oraz dosé liczne ,,nietypo-
we” astrocyty. Swieze ogniska demielinizacji Wyréznialy sie bardziej -
nasilonymi naciekami zapalnymi, nielicznymi ,nietypowymi” astrocyta-
mi i obecnoscig przerostych oligodendrocytow. Komorki gleju skapowy-
pustkowego z powiekszonymi jadrami napotykano takze w sasiedztwie
obszaréw demielinizacji (ryc. 6). Ponadto stwierdzono przerzedzenie
neuronéw kory w okolicach sgsiadujgcych z polami rozleglych zmian
istoty biatej. W oponach miekkich moézgu i mézdzku ujawniono ogni-
skowe, nieobfite skupienia limfocytéw. W wycinkach z rdzenia krego-
wego nie wykryto istotnych zmian morfologicznych.

W badaniach w mikroskopie elektronowym nie wykryto czastek
wirusopodobnych mimo ich poszukiwania w licznych wycinkach. Nega-
tywny wynik dalo takze badanie immunologiczne z surowica przeciw
wirusowi SV-40 wykonane metodg peroksydazowa na skrawkach para-
finowych (badanie wykonano w pracowni neuropatologicznej Ottawa
Civic Hospital w Kanadzie; kierownik pracowni B. Lach).

OMOWIENIE

Przedstawiony przypadek zaréwno pod wzgledem klinicznym, jak
i patomorfologicznym reprezentuje cechy typowe dla leukoencefalopatii
wieloogniskowe]j postepujacej. Zasadniczym skladnikiem obrazu morfo-
logicznego sg liczne, réznej wielkosci pola rozpadu ostonek mielinowych.
Uwaza sie, ze demielinizacja w LMP zachodzi wskutek cytolizy oligo-
dendrogleju, spowodowanej namnazaniem sie wirusow w jadrach. Two-
ry wirusopodobne wykryto w wigkszosci opisanych dotychczas przy-
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padkéw (glownie w materiale pochodzacym z biopsji mézgu). Umiejsco-
wione byly one zwykle w jadrach oligodendrogleju, a niekiedy ponadto
w astrocytach (Mazlo, Herndon 1977). Wirusy SV-40 i JC, ktére wy-
kryto w preparatach mikroskopowo-elektronowych lub wyizolowano
z moézgu chorych na LMP, nalezg do grupy papova. Trzeci z tej grupy,
wirus BK wyizolowany przez Gardner i wsp. (1971), moze réwniez od-
grywac role w powstawaniu LMP (Walker 1978).

Wplywem wirusow na astroglej mozna tlumaczy¢é powstawanie
w LMP ,dziwacznych”, przerostych komérek, przypominajgcych astro-
cyty nowotworowe. Jest to tym bardziej prawdopodobne, poniewaz wi-
rusy z grupy papova majg wilasciwosci onkogenne, indukujgc wzrost
nowotworéw u niektérych zwierzat do$wiadczalnych (Brun i wsp. 1973).
Sposréod wymienionych wiruséw czynnikiem etiopatologicznym LMP
bywa najczesciej wirus JC. Tym tez tlumaczy¢ mozna negatywny wy-
nik badania antygenu SV-40 w naszym przypadku (poszukiwania anty-
genu JC nie przeprowadzono z powodu braku odpowiedniej surowicy).
Nie udalo sie réwniez wykry¢ wiruséw w mikroskopie elektronowym,
pomimo przebadania licznych wycinkéw tkankowych. Mozna to wigzac
z faktem, ze dysponowano jedynie materialem sekcyjnym. Nie przema-
wia to przeciwko wirusowej etiologii LMP, tym bardziej ze w prepara-
tach histopatologicznych stwierdzono ciala wtretowe w jadrach oligo-
dendrocytow. Pewne rozpoznanie kliniczne LMP ustala sie w zasadzie
tylko na podstawie obrazu morfologicznego biopsji moézgu chorego. Inne
metody diagnostyczne, zwlaszcza badania kontrastowe, odgrywaja giow-
nie role pomocnicza.

Komputerowa tomografia osiowa mozgu (CT) nie wykazuje wpraw-
dzie obrazu swoistego dla LMP, ale rejestrowane tg metoda zmiany sg
do$é typowe (Durham 1980). Rokowanie w LMP jest zle. Choroba trwa
zwykle kilka miesiecy i konczy sie zgonem chorego. Nie opracowano
dotad skutecznej metody leczenia. Stosowanie cytarabiny (leku hamu-
jacego namnazanie sie wiruséw), skuteczne w kilku przypadkach, w kil-
ku innych spowodowalo gwaltowne przyspieszenie choroby (Walker
1978; Van Horn i wsp. 1978). W piSmiennictwie podkresla si¢ znaczenie
wezesnego rozpoznania klinicznego LMP w tych przypadkach, w ktérych
spadek odpornosci organizmu wigze sie ze stosowaniem lekéw immuno-
supresyjnych (Walker 1978). Zaprzestanie takiego leczenia powoduje:
niekiedy zahamowanie postepu LMP. W tym kontek$cie warte jest pod-
kre$lenia, ze w naszym przypadku neurologiczny zesp6! kliniczny roz-
wingl sie w kilka tygodni po zaprzestaniu podawania azatiopryny.

*

Autorzy dziekuja Panu dr. med. Bolestawowi Lachowi z Ottawa Ci-
vic Hospital w Kanadzie za wykonanie badania immunologicznego.
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ITPOI'PECCHUPYIOIIASI MHOT'OOYATOBA S JIENKODHLE®AJIOTTATHUS

3ameyaHus o noBoay ciy4as

Pe3zome

IIpencrapien ciydaif 26-IeTHeil JKEHIIMHBI HOABEPTHYTON HECKOJBKOJIETHEMY HMMYHOCYII~
IIPECCHOHHOMY JICYEHHIO IO MOBOAY KiIyOoukoBoro Hebpura. CrycTs aBa Mecsna IOcCie mpeKpa-
IEHAs] HMMYHOCYIIIIPECCAOHHOM TePAliy y NAalUEHTKH BBICTYIIHIA HEBPOJIOTHYECKHE CHMITOMEIL:
CEHCOPHO-MOTOpHAsi ada3ms, HapacTAlOmHil Napamape3 M IICHXO-JBHIATEIBHOE 3aMeJICHHE.
BoisibHast ymMepia B TPH Mecsilla OT HOSIBJICHAS HEBPOJIOTHYECKHX CHAMIITOMOB.

KiuHIYecKH THArHOCTHPOBAHO INPOTPECCUPYIONIYI0 MHOTOOYAroBYyIO JIEHKO3HIEe(daIOnaTHIO.
Mopdosoraieckoe HCClIeIOBaHHE TOJIOBHOTO MO3ra NPOSIBHIO MHOTOYHCIIEHHbIE MPOTSDKEHHbIE
M MEJIKHE OYard JEMHEIHHH3ALUH HAXOASAIIHeCs B pa3HbIX (a3ax pa3puTus. B 3THX oyarax Ha-
XOIUJIMCh NEPUBACKYJISIPHBIC BOCHATHTE/IbHbIE HH(MIBTPATEI, THTAHTCKAE ACTPOLMTHI CO CTPaH-
HBIMH W THIEPXPOMATHYECKUMH SIZIPAMH, a TAKXK€ OJIMTOACHAPOLMTEI COAEPXAIIUe BHYTPHSIAED-
Hbl€ MHKIIO3MM. XOTS HPH HOMOIIM 3/1€KTPOHHO-MHKPOCKOIHOTO HCCIIEIOBAaHHMS HE YOAJIoCh
BBISIBUTH BHPYCONOJOOHBIX MOJIEKYJI, OJHAKO CiIy4ail MpeACTaBlsieT COOON THNMYHYIO KapTHHY
MOpP(OTOrHIeCKuX H3MEHEHHM XapaKTEepHYIO IUIsi MHOTOO0YaroBOil JeiikodnuedanonaTuy.

PROGRESSIVE MULTIFOCAL LEUKOENCEPHALOPATHY
(Some remarks on the basis of one case)

Summary

The presented case concerns a 26 year old woman, who was given immunosup-
presive therapy for three years due to glomerulonephritis. Two months after
cessation of immunosuppression she showed some meurological symptoms (senso-
-motor aphasia, right and then left side hemiparesis). The patient died in the
third month of disease.

Clinical diagnosis of progressive multifocal leukoencephalopathy (PML) found
confirmation in the neuropathological examination. The brain revealed wides-
pread focal demyelination, which ranged from microscopic foci to huge confluent
areas found in both hemispheres, brain stem and cerebellum.

Perivascular inflammatory infiltrates, reactive fibrillary astrocytes with giant,
bizzare forms were observed as well as intranuclear inclusion bodies in oligo-
dendrocytes. However, electron-miscroscopic examination did not reveal any cell
with virus-like particles. In spite of that the presented case reveales typical
pattern of changes characteristic for PML.
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DZIAEL. KRONIKI I INFORMACJI

‘W dniu 8 czerwca 1983 r. Rada Panstwa nadala tytul naukowy profesora
zwyczajnego prof. dr +hab. med. Antoniemu Prusinskiemu, kierownikowi Kliniki
Neurologicznej AM w FLodzi.

Tytuly profesoréw nadzwyczajnych tegoz dnia otrzymali:

— doc. dr hab. med. Hanna Jedrzejowska-Kulakowska, kierownik Kliniki
Neurplogicznej Zespolu Nauczania Klinicznego II Wydziatlu Lekarskiego AM w War-
szawie,

— doc. dr hab. med. Antoni Musiol, kierownik Kliniki Neurologicznej Sl. AM
w Katowicach.

*

Rada Wydzialu Lekarskiego AM w Poznaniu nadala w dniu 18 marca 1981 r.
stopien naukowy doktora habilitowanego nauk medycznych w zakresie neurologii
dr med. Andrzejowi Wajgtowi z Kliniki Neurologicznej AM w Poznaniu. Tematem
pracy habilitacyjnej byla ,Rola zjawisk odpornosciowych w etiopatogenezie stward-
nienia rozsianego”.

W dniu 29 czerwca 1983 r. ta sama Rada nadala stopien naukowy doktora
habilitowanego nauk medycznych w zakresie neurochemii dr farm. Zofii Adam-
czewskiej-Goncerzewicz, rowniez z Kliniki Neurologicznej AM w Poznaniu. Tema-
tem rozprawy habilitacyjnej byt ,Rozwéj nerwu wzrokowego krélika w Swietle
badan lipidowych”.

*

W dniu 26 maja 1983 r. w Instytucie Psychoneurologicznym w Warszawie
odbyla sie pod przewodnictwem prof. I. Walda narada Specjalistow Wojewoédzkich
w dziedzinie neurologii. Jednym 2z punktéw programu bylo oméwienie przez
prof. J. Dymeckiego aktualnej sytuacji w zakresie neuropatologii. W dyskusji
zwrécono uwage na trudnosci w zakresie badan neuropatologicznych w terenie.
Podkreslono, ze sekcyjna weryfikacja rozpoznan klinicznych stanowi sprawdzian
poziomu diagnostyki i terapii danego oddzialu i winna stanowié istotny punkt
oceny przy okazji wizytacji oddzialdw przez specjalistow wojewoéddzkich. Liczba
pracowni neuropatologicznych w kraju jest zbyt mala, dzialaja one gléwnie przy
Klinikach Neurologicznych AM. Terenowe oddzialy neurologiczne moglyby nawig-
zaé z nimi wspélprace i zapewnié sobie w ten sposéb weryfikacje sekcyjng mate-
rialu mézgowego oraz wykonywanie biopsji miesni i nerwéw obwodowych. Makro-
skopowe sekcje mézgu winny byé wykonywane po utrwaleniu moézgowia w for-
malinie i przy zastosowaniu przekrojéw czolowych, co pozwala na lepszy wglad
w topografie i strukture zmian, niz praktykowane tradycyjnie przez patomorfo-
logbw sekcjonowanie moézgéw nie utrwalonych po otwarciu ukladu komorowego
tzw. ,cieciem ksigzkowym”. W szpitalach, gdzie istnieja pracownie patomorfo-
logii, pozgdane byloby nawigzanie wspélpracy z patomorfologami w celu unowo-
czesnienia metod diagnostyki neuropatologicznej. Zwrécono réwniez uwage na nie-
pokojgce zjawisko spadku liczby wykonywanych w szpitalach sekcji ogélnych, co
zwigzane jest z niedoborem kadry patomorfologéw.

*

W Osrodku Badan nad Nowotworami w Leyden (Holandia) powstal. Mied;y-
narodowy Rejestr Rodzinnych Przypadkéw Guzéw Mézgu. Celem jego jest reje-
stracja wszystkich przypadkéw rodzinnego wystepowania guzéw moézgu. Osrodek
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zwraca sie z prosbg o nadsylanie informacji z calego $§wiata o takich przypadkach,
zar6wno publikowanych, jak i niepublikowanych.
Wstepne wyniki badan Osrodka zostaly opublikowane w dziele:
Tijssen C. C., Halprin M. R. and Endtz L. J., 1982,
Familiar Brain Tumours, A Commented Register,
Martinus Nijhoff Publishers, The Hague, The Netherlands.
Adres Osrodka:
International Register of Familial Brain Tumours (IRFBT)
Comprehensive Cancer Centre,
Vondellaan 47, 2332 AA Leyden
The Netherlands.

Jerzy Dymecki
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WARUNKI PRENUMERATY

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

— do dnia 26 listopada na I péirocze roku nastepnego i na caly nastepny,

— do 31 maja na II péirocze roku biezgcego.

péirocznie  — 200.— zl
rocznie — 400.— zi

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

Prenumerate ze zleceniem wysyltki za granice przyjmuje RSW ,Prasa-Ksigzka-
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 za granice jest drozsza od prenumeraty krajowej o 50°0 dla zlecenio-
dawcow indywidualnych i o 100% dla zlecajgcych instytucji i zakladéw pracy.
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XAMHYECKUE U YIbTPACTPYKTypHBIE MCCIIEIOBAHHSI ACTPOLUHUTOB B KYJIBTYpE .
Boituex Xunerep: ITeuenounas suuedanonaTusi y KpeIChl BbI3BaHHASI BBEJACHMEM THOAIETA
muzna 1L IlpensaputenbHasi ouenka Merabonu3mMa aMMuaka . . . . . =iy e
Vpuryssi Beicmbik-1{siOynsi: TlonmbITKa OLEHKH MeTabosm3Ma Y-alvmuomacnanon KHCJIOTBL
(TAMK) B rooBHOM MO3re y KPBICHI B 9KCHEPHMEHTAJIBHOM NEeYeHOYHOM 3Huedano-
NATHA .
Mutena Jlﬁype-KaMHOHoacxa Mapuﬂ ,[IOMGCKa I'IOBpexcneHm Moa)!ce'n(a B cmmpOMe ne-
PUHATAJIBHON THIOKCHH . i A e
Anmpxeit KanyCblMHBCKHA: I/IaMeHeHm{ 6uoane1<rpmec1cou d)ymamn rononnoro Mo3ra
M Cepia, a TakKe KPOBSHOTO NABJICHUS B OKCIEPHMEHTAIBHOM KPOBOTEYEHHH B MO3-
rosble xenynaouxku (M3 3KCHepuMEHTANbHOM Ka3yMCTHKH) . IR .
Benucnas [Manex, Aaym Asesacsk, Aatoand IIpycuHbCKH: Hporpeccnpylomaﬂ MHOI‘OO‘ia-
roBas nemcoanuecbanonama 3amMeyaHdd MO IOBOMAY Cliyyasi .
Otpen xporaxu u uHpopMmaumu (Exm dpivenxwm) . . . . .
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