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JANINA RAFALOWSKA

DOJRZEWANIE MIELINY, DEMIELINIZACJA I REMIELINIZACJA
W OSRODKOWYM I OBWODOWYM UKELADZIE NERWOWYM *

Klinika Neurologiczna AM, Warszawa
DOJRZEWANIE MIELINY

Mielinizacja jest waznym kryterium dojrzalosci morfologicznej
i biochemicznej oraz prawidlowej czynnosci komorki oligodendrogleju
i komérki Schwanna. Badania nad mielinizacjg osrodkowego (OUN)
i obwodowego ukladu nerwowego (PUN) prowadzone sg w gtéwnej mierze
na materiale doswiadczalnym. Material ten, badany w mikroskopie elek-
tronowym, dal mozliwos¢ oceny procesu mielinizacji w réznych okresach
rozwoju oraz pozwolil na wyjasnienie niektérych podstawowych elemen-
tow tego procesu. Okazalo sie, ze u réznych gatunkéw kregowcow mie-
linizacja przebiega podobnie i postepuje w kierunku ksobno-odsiebnym
i czaszkowo-ogonowym (z pewnymi odchyleniami dotyczgcymi okreslo-
nych zespoldw neuronéw, ktéorych rozwdj ma znaczenie w czynnoSci
odruchowej). Powyzsze dane znalazly potwierdzenie w dos¢ wyrywko-
wych pracach dotyczacych mielinizacji u czlowieka.

Mielinizacja w o$rodkowym ukladzie nerwowym

Przy pomocy tymidyny znakowanej trytem wykazano na materiale
doswiadczalnym gwaltowng proliferacje komoérek oligodendrogleju —
tzw. glejoze mielinizacyjng — poprzedzajacg mielinizacje w osrodkowym
ukladzie nerwowym (Schonbach i wsp. 1968). Glejoze mielinizacyjng
wykazano réwniez w badaniach OUN czlowieka (Friede 1961; Maslinska
1974; Rafalowska 1979). Glejoza doprowadza do znacznego zwiekszenia
liczby komoérek glejowych, przypadajgcych na 1 akson, jednak do sto-
sunku 1 komoérka — 1 akson, jak to ma miejsce w obwodowym ukladzie
nerwowym, nie dochodzi (Samorajski, Friede 1968). W zwigzku z tym
istnieje koncepcja, ze oligodendrocyt moze wytwarza¢ mieline w kilku

* Prace wykonano w ramach planu wezlowego 10.4.05.4.1.
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miedzywezlach, a nawet w szeregu aksonow (Peters 1962). Mozliwe, zZe
do tworzenia mieliny dochodzi w tych wszystkich czeSciach cytoplazmy
oligodendrocytéw, ktoére przylegaja do aksonu (Hirano, Dembitzer 1967).
Prawdopodobnie bodZcem do mielinizacji jest dojrzalo$¢ morfologiczna
komoérek nerwowych (Peterson, Murray 1955) i ich metabolizm wpty-
wajacy na przeplyw aksonalny oraz na wzrost srednicy aksonu do 0.3 um
(Matthews 1968). Przy tej Srednicy aksonu zaczyna sie¢ w OUN proces
mielinizacji. Wypustka oligodendrocytu otacza na okreSlonej diugosci
wlokno tworzac mezakson, pomiedzy blonami ktérego znajduje sie cyto-
plazma komorki. Nastepnie tworzg sie dalsze luzne skrety komorki mie-
linizujgcej (Peters 1960). Dzieki przyleganiu do siebie blon komérkowych
wypustki oligodendrocytéw tworzg sie linie elektronowe — cienka gesta
i gruba gesta — powtarzajace sie w odstepach 10,5—11,5 um. Wraz z po-
stepem mielinizacji liczba skretéw wzrasta, czego efektem jest powsta-
nie zbitej ostonki mielinowej. W przeciwienstwie do nerwu obwodowego,
w OUN roznych gatunkéw kregowcoéw nie ma Scistej zaleznosci pomigdzy
liczbg warstw mieliny u osobnika dorostego a $rednicg aksonéw (Reine
1977; Hildebrand, Hahn 1978). Komorka oligodendrogleju mielinizuje
odcinek jednego lub szeregu aksonéw, tworzac miedzywezla, pomiedzy
ktorymi powstaje przewezenie Ranviera, w przeciwienstwie do widkna
w PUN nie osloniete cytoplazmg komorki mielinizujacej i blong pod-
stawng. Dlugo$¢ miedzywezla zalezy od Srednicy wldkna (Peters, Vaughn
1970).

Mielinizacja w obwodowym ukladzie nerwowym

Badania nad mielinizacjg obwodowego ukladu nerwowego u zwierzat
i czlowieka (Peters, Muir 1958; Cravioto 1965; Gamble 1966; Asbury 1567;
Ochoa 1971) wykazaly, ze proces ten jest zblizony do procesu mielinizacji
w OUN. Pozwolily one na wyodrebnienie stadiow rozwoju komoérki
Schwanna: 1) sznury komoérek Schwanna wzdluz peczkéw aksonow,
2) migracja komoérek, 3) podzialy komorek, 4) mielinizacja (Cravioto
1965). W okresie migracji dochodzi do podzialu na mniejsze peczki bardzo
licznych (500—800) matych aksondw zwigzanych dotad z 1 komorka
Schwanna (Gamble 1966; Ochoa 1971). Réwnolegle ze wzrostem wielkos$ci
aksondéw dochodzi do rozplemu komorek Schwanna, ktére dzielg peczki
aksonéw na mniejsze niz poprzednio wiazki, zawierajgce po 50—150 akso-
now. Powoduje to zwiekszenie sie kontaktu aksonéw z cytoplazma ko-
morki Schwanna (Martin, Webster 1973). Podzial komoérek Schwanna
trwa do czasu, gdy 1 komoérka Schwanna przypada na 1 akson, czyli do
wytworzenia sie wldkien przedmielinowych (Friede, Samorajski 1968).
Etap ten jest poczatkiem mielinizacji (Cravioto 1965; Fraher 1972; Web-
ster i wsp. 1973). Podobnie jak w OUN, jednym z bodZcéw do mielini-
zacji jest wzrost srednicy aksonu do okolo 1 um, niezaleznie od gatunku
zwierzecia (Matthews 1968). Utworzenie wewnetrznego mezaksonu jest
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poczatkiem mielinizacji, ktéra przebiega podobnie jak w OUN — ostonka
mielinowa wykazuje jednak pewne réznice w stosunku do mieliny OUN.
Jedna komorka Schwanna mielinizuje jeden odcinek wlékna nerwowego.
W czeSci proksymalnej nerwu (blizszej komoérce macierzystej wiokna)
proces zaczyna sie wcze$niej. Tworzace sie miedzywezla wyznaczajg
przewezenia Ranviera. W przeciwienstwie do wlékna nerwowego
w OUN, w PUN wypustka cytoplazmy komodrki Schwanna oraz blona
podstawna otaczajg cale wi6kno mielinowe wraz z przewezeniem Ran-
viera (Peters, Vaughn 1970). Staly stosunek: $rednica aksonu — grubosé
ostonki mielinowej — dlugos¢ miedzywezla (Friede, Samorajski 1967;
Matthews 1968) jest zaklocony jedynie w dlugich nerwach obwodowych,
pochodzacych z korzeni przednich odcinka krzyzowego rdzenia kregowe-
go (Friede i wsp. 1981) oraz w okresie mielinizacji (Gamble i wsp. 1978),
w czasie ktérej, zar6wno w OUN, jak i w PUN, pojawiaja sie tzw. krot-
kie miedzywezla (Fracher 1978). Proces mielinizacji ukladu nerwowego
u czlowieka jest dilugotrwaly; rozpoczyna sie w korzeniach brzusznych
odcinka szyjnego rdzenia kregowego w 18 tygodniu zycia plodowego
(Niebro6j-Dobosz i wsp. 1980b), nastepnie obejmuje stare filogenetycznie
szlaki rdzenia kregowego i korzenie grzbietowe, stare filogenetycznie
szlaki w pniu moézgu oraz polgczenia struktur podkorowych (Dekaban
1959). Istota biata pétkul mézgowych i moézdzku oraz szlaki mlode filo-
genetycznie (np. piramidowy boczny) sg u noworodka ludzkiego niezmie-
linizowane. Nie wiadomo dokladnie, kiedy konczy sie proces mielinizacji
w OUN. W PUN sérednice aksonu odpowiadajgce $rednicom aksonow
osobnika dorostego zostaja osiagniete w wieku 5—9 lat (Rexed 1944).
Nalezy przypuszczaé, ze w tym okresie proces mielinizacji zostaje za-
konczony. Mozliwosci interpretacyjne morfologicznych badan tego pro-
cesu nie sg zbyt wielkie. Mikroskop elektronowy daje obraz bardzo ogra-
niczonego obszaru tkanki i, mimo mozliwosci ilosciowej oceny blaszek
mieliny, nie pozwala na wnioskowanie o calo$ci procesu. Mikroskop
Swietlny pozwala, z pewnym trudem, na okreslenie poczatku procesu
mielinizacji, nie daje jednak mozliwo$ci ustalenia, czy proces jest zakon-
czony, a mielina catkowicie dojrzata. Skorelowane badania morfologiczne
i biochemiczne (Niebréj-Dobosz i wsp. 1980a,b) wykazaly, Zze z poste-
pem mielinizacji i nawarstwianiem blaszek mieliny idzie w parze jej
dojrzewanie biochemiczne, przejawiajgce sie zmiang stosunku frakeji
ilosci cholesterolu i cerebrozydéw (uznanego wskaznika mielinizacji —
Svennerholm, Vanier 1972) oraz spadkiem ilo$ci kwaséw tluszczowych
i tréjglicerydow. Wykazano, ze w okresie, gdy brak jeszcze morfologicz-
nych cech mielinizacji, mozna wyodrebni¢ — niedojrzale co prawda —
frakcje mieliny. Badania te pozwolily takze na stwierdzenie, Ze w okre-
sie gdy obraz morfologiczny wskazywal na zakonczong mielinizacje, nie
zostala osiggnieta jeszcze chemiczna dojrzalo$é mieliny. Wydaje sie to
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wazne w codziennej praktyce neuropatologicznej. Istotna jest bowiem
umiejetnos¢ odréznienia procesu chorobowego od niepelnej dojrzatosci
mieliny. W procesach chorobowych toczacych sie w niedojrzalym uktla-
dzie nerwowym nalezy umie¢ zréznicowaé, ktére cechy stanowig przejaw
niepelnej mielinizacji, a ktére sa wykladnikiem demielinizacji lub rege-
neracji mieliny.

DEMIELINIZACJA I REMIELINIZACJA W OSRODKOWYM
I OBWODOWYM UKELADZIE NERWOWYM

Rozw6j mikroskopii elektronowej, ultracytochemii, immunologii oraz
stara metoda czesania wldkien nerwowych pozwolily na proby wyjasnie-
nia trudnych do interpretacji zjawisk klinicznych i poglebienia danych,
dostarczanych przez neuropatologie kliniczng. Stalo sie mozliwe poszu-
kiwanie mechanizméw réznych proceséw chorobowych, miedzy innymi
choréb demielinizacyjnych osrodkowego i obwodowego ukiladu nerwo-
wego.

Zespoly i objawy kliniczne stanowily inspiracje do tworzenia modeli
doswiadczalnych. Modele te pozwalajg na przesledzenie kolejnych eta-
pow procesu demielinizacji pierwotnej (wynikajacej z uszkodzenia ko-
morki mielinotworczej lub ostonki mielinowej) oraz regeneracji mieliny.

Jednymi z pierwszych doswiadczen, wywolujagcych demielinizacje
oceniang w mikroskopie elektronowym i $wietlnym, byly upusty i po-
nowne wstrzykniecia plynu moézgowo-rdzeniowego u kotéw. Pierwsze
cechy rozpadu mieliny pojawiajg sie po 2 dniach, a pelng demielinizacje
na obwodzie rdzenia kregowego stwierdza si¢ w mikroskopie Swietlnym
w 8 dniu doswiadczenia. W 2 tygodniu wsréd licznych komérek fago-
cytarnych wyréznia sie komorki ,gleju reaktywnego”, biorgce udzial
w remielinizacji zdemielinizowanych aksonéw, a powstajace z oligoden-
drocytow. Mielina tworzy sie przez spiralne skrety plaszczyznowych wy-
pustek komoérki mielinizujgcej dookola aksonu. Pierwszy pelny skret
spirali tworzy wewnetrzny mezakson. Obecna poczatkowo w obrebie
wypustek cytoplazma komoérki zanika w miare narastania skretéw mie-
liny. Doprowadza to do zetknigcia sie zewnetrznych i cytoplazmatycznych
powierzchni wypustek i tworzenia sie¢ zbitej oslonki mielinowej. Nie-
wielka ilos¢ cytoplazmy pozostaje na zewnatrz oslonki oraz w okolicy
okolomezaksonalnej. Zewnetrzna petla cytoplazmy polozona jest podob-
nie do polozenia wewnetrznego mezaksonu. Pomiedzy zremielinizowa-
nymi miedzywezlami powstaja przewezenia Ranviera. Tak wiec, obser-
wowane przez Bunge i wsp. (1962) stadia remielinizacji odpowiadaja
morfologicznym stadiom dojrzewania mieliny i stanowia pierwsze dane
dotyczace remielinizacji w OUN dorostych ssakéw. Przejawy remielini-
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zacji w mikroskopie elektronowym obserwowano w 15 dniu do$wiadcze-
nia (Bunge i wsp. 1961).

Pézniejsze badania mozna podzieli¢é na 3 gléwne grupy: modele de-
mielinizacji pochodzenia toksycznego, immunologicznego i wirusowego.

Demielinizacja pochodzenia toksycznego
Os$rodkowy uklad merwowy

Toksyna blonicza wprowadzona dordzeniowo oraz do przestrzeni pod-
pajeczynéwkowej powoduje zwyrodnienie mieliny zaréwno na obwodzie
ogniska w rdzeniu kregowym, jak i w korzeniach rdzeniowych. Prowa-
dzone na kotach badania wldkien czesanych i mikroskopowo-elektronowe
wskazujg, ze juz po 6 godzinach od podania toksyny nastepuje poszerze-
nie przewezen Ranviera, a nastepnie demielinizacja w ich okolicach
wyrazajgca sie bardzo znacznym scienczeniem ostonki mielinowej. Nie-
kiedy cienka oslonka mielinowa widoczna jest w kilku kolejnych miedzy-
wezlach (Harrison i wsp. 1972c). Blaszki mieliny sa poprzerywane,
wzrasta liczba wecie¢, przypominajgcych weciecia Schmidt-Lantermanna.
Czasem zmiany w mielinie u kotow i krolikdw przypominajg plaster
miodu, otaczajacy akson (Wisniewski, Raine 1971). Fagocytoza dokony-
wana przez makrofagi pojawia sie¢ po 24 godzinach, przy czym komorki
zerne nie fagocytujg nieuszkodzonej mieliny (Wisniewski, Raine 1971).
Srodkowa cze$¢é wywolanego przez toksyne bloniczg ogniska demielini-
zacji wykazuje rowniez zwyrodnienie aksonalne (Harrison i wsp. 1972a).

Zatrucie cjanowodorem mtlodych, dorostych szczuréw powoduje, po-
dobnie do innych $rodkéw toksycznych, demielinizacje pierwotng na
brzegu ogniska, a w czesci Srodkowej zwyrodnienie aksonalne. W pierw-
szym stadium zatrucia badanie spoidla wielkiego w mikroskopie elektro-
nowym wykazuje ciezki obrzek aksonéw, a po 24 godzinach zaczyna sig
proces zwyrodnienia mieliny z udzialem gleju i makrofagéw w fagocy-
tozie oraz uprzatania uszkodzonych tkanek (Hirano i wsp. 1968).

Cuprison zastosowany w diecie oseskéw mysich powoduje demieli-
nizacje konaréw goérnych moézdzku (Blakemore 1973a,b). Wraz z poczat-
kiem demielinizacji wzrasta liczba komérek mikrogleju, ktérych wypust-
ki w miare rozpadu rozwarstwionych blaszek mieliny wnikajg miedzy
elementy komoérkowe i aksony. Wypustki te wykazuja niskg gestosé
optyczng, zawierajg glikogen, male fragmenty mieliny i krople tluszczu.
Po zakonczeniu procesu demielinizacji liczba komérek mikrogleju zmniej-
sza sie, zanikajg ich wypustki. Prawie calkowitg demielinizacje uzyskuje
sie po 6—8 tygodniach diety zawierajacej Cuprison (Johnson, Ludwin
1981). Zaréwno w jednorazowej (Blakemore 1973a), jak nawracajgcej de-
mielinizacji (Johnson, Ludwin 1981; Ludwin, Johnson 1981) podkresla
sie obecno$¢ cech zwyrodnienia oligodendrocytow. W nawracajacej de-
mielinizacji pierwsze zmiany w oslonce wystepuja w wewnetrznej petli
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cytoplazmy oligodendrocytu: obrzmienie, wzrost gestosci elektronowej,
obecnosé cial gestych. Demielinizacja rozpatrywana jest jako wynik
procesu ,,dying back”, dotyczacego komoérki skapowypustkowej: zmiany
zwyrodnieniowe (lub martwica) oligodendrocytu prowadza do zmian
w mielinie w postaci rozwarstwienia blaszek oraz wewnatrzoslonkowej
wakuolizacji. Dezintegracja mieliny z fagocytoza mikroglejowa (poja-
wiajaca sie w 4 tygodniu) doprowadza do calkowitej demielinizacji
w ciggu 11 tygodni. Spada aktywno$¢ mitotyczna i proliferacyjna ko-
morek makrogleju, w tym i oligodendrocytow.

Lizolecytyna wstrzyknieta dordzeniowo kotom powoduje powstanie,
podobnie do toksyny bloniczej i cjanowodoru, ognisk uszkodzenia tka-
nek, na obwodzie ktérych dochodzi do pierwotnej demielinizacji, a w $rod-
kowej czeSci do zwyrodnienia aksonalnego wlokien osiowych. Proces
demielinizacji jest podobny do opisanego wyzej (Blakemore i wsp. 1977,
Murray, Blakemore 1980).

Remielinizacja w OUN nasladuje mielinogeneze, jest jednak powolna
i niekompletna. Po uplywie roku od demielinizacji pobloniczej, obecne
sa liczne aksony pozbawione calkowicie oslonki lub otoczone niewspoi-
miernie cienkg mieling (Wisniewski, Raine 1971; Harrison i wsp. 1972a,b;
Harrison 1980).

Po zatruciu cjanowodorem proces remielinizacji jest rowniez powolny
i niekompletny, mimo ze zaczyna si¢ juz po uptywie 1 tygodnia. Wyste-
puje on w 3 postaciach: a) remielinizacji, nasladujacej mielinogeneze;
b) remielinizacji, w przebiegu ktorej dochodzi do oddzielenia aksonu od
ostonki mielinowej przez wypustke komoérki mielinizujgcej (nie wiadomo,
czy zwigzanej z danym aksonem) lub do utworzenia koncentrycznej, po-
dwojnej oslonki mielinowej; c¢) remielinizacji z wytwarzaniem niezwyk-
lych konfiguracji mieliny w postaci tzw. ,zbytecznej” ostonki mielino-
wej Roseblutha, mielinizacji ciala komérki nerwowej lub tworzenia sie
diugich pojedynczych blaszek mieliny, kontaktujgcych sie z szeregiem
réoznych aksonéw (Hirano i wsp. 1968).

Po uptywie 4 tygodni od odstawienia Cuprisonu wszystkie aksony
w konarze gérnym mozdzku otoczone sg oslonkg mielinows. Jest ona
jednak cienka, prawidlowa proporcja pomiedzy $rednicg aksonu a gru-
boscig oslonki nie jest osiagana nawet po 6 tygodniach (Blakemore
1973b). W nawracajgcej demielinizacji po Cuprisonie wiekszo$¢ widkien
jest niezmielinizowana po 16 tygodniach. Remielinizacja nasladujgca mie-
linogeneze przebiega bardzo powoli. W poczatkowym okresie wystepuja,
podobnie do remielinizacji po zatruciu cjanowodorem, nieprawidlowe
konfiguracje mieliny (Johnson, Ludwin 1981).

Po podaniu lizolecytyny zremielinizowane miedzywezla w rdzeniu
kregowym sg, podobnie jak w innych modelach do$wiadczalnych, krotsze
niz w prawidlowym wiéknie (Murray, Blakemore 1980).
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W procesie de- i remielinizacji toksycznej w OUN biorg udzial astro-
cyty. Szczegélnie zywa reakcja astrocytarna towarzyszy procesowi roz-
padu mieliny po diecie zawierajgcej Cuprison. Objetos¢ cytoplazmy astro-
cytow wzrasta, zmienia sig¢ rozklad chromatyny jadrowej, wzrasta liczba
filamentow i ilosc¢ zlogéow glikogenu. Od 4 tygodnia w cytoplazmie moz-
na stwierdzi¢ mate fragmenty mieliny. Obecne sa mitozy. Cienka wy-
pustka astrocytarna otacza poczatkowo cate grupy zdemielinizowanych
aksonow, a nastepnie pojedyncze aksony (Blakemore 1973a).

Otaczanie zdemielinizowanych aksondéw wypustkg astrocytarng po-
przedza réwniez remielinizacje po lizolecytynie, a nasilenie reakcji astro-
cytarnej zalezy od gatunku zwierzecia (Blakemore i wsp. 1977). Oprocz
réznic miedzy gatunkami reakcja astrocytarna zalezy prawdopodobnie
od stopnia uszkodzenia ukladéw enzymatycznych komorki. Uszkodzenie
ukladu enzyméw oddechowych w zatruciu cjanowodorem utrudnia, byé¢
moze, udzial astrocytéw, opisany po innych zatruciach. Dyskusyjne jest
zagadnienie tzw. gleju reaktywnego (Bunge i wsp. 1961) w OUN. Kon-
cepcja transformacji i powstawania przejSciowych postaci komoérek ma-
krogleju (Smart, Leblond 1961) nie znajduje potwierdzenia w badaniach
mikroskopowo-elektronowych (Peters i wsp. 1976). ,,Multipotencjalne”
za$ komorki glejowe moga stanowi¢ ultrastrukturalny odpowiednik ko-
morek mikrogleju (Vaughn i wsp. 1970).

W remielinizacji w OUN mogg bra¢ rowniez udzial komoérki Schwan-
na. Na obwodzie rdzeniowego ogniska demielinizacji po toksynie blo-
niczej, w okolicy wnikania do rdzenia korzeni tylnych, pojedyncze mie-
linizujace sie wldkna otaczane sg w 13 dniu cytoplazmg komorki Schwan-
na i blong podstawng. W pézniejszym okresie periodyczno$¢ uksztalto-
wane]j zbitej ostonki mielinowej wynosi 15,6 nm, odpowiada wiec mieli-
nie korzeni rdzeniowych (Harrison i wsp. 1972b). Zawiesina komorek
Schwanna, wprowadzona do rdzeniowych uszkodzen pobloniczych, po-
woduje szybkg remielinizacje cze$ci aksonoéw i powstawanie do$é¢ grubej
oslonki mielinowej (Harrison 1980).

W brzeznej czeSci jamistych uszkodzen przodomézgowia rozwijajacych
sie po zatruciu szczuréw cjanowodorem spotyka si¢ rowniez komorki
Schwanna, pochodzace prawdopodobnie z nerwéw obwodowych, towa-
rzyszacych oponowym naczyniom krwionosnym (Hirano i wsp. 1969).

Po podaniu lizolecytyny, podobnie do opisanych wyzej modeli do-
swiadczalnych, czes¢ wilokien wykazuje obwodowy typ remielinizacji.
Naswietlanie promieniami X rdzenia kregowego przed wprowadzeniem
lizolecytyny obniza aktywno$¢ remielinizacyjng zaréwno oligodendrocy-
tow, jak i komérek Schwanna (Blakemore 1977). U naswietlanych zwie-
rzat z przeszczepem nerwu kulszowego, jako zroédiem komoérek Schwan-
na, mozna uzyska¢ remielinizacjg, rézna jednak w zaleznosci od gatunku
zwierzecia doswiadczalnego (Blakemore 1977).
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Obwodowy uklad nerwowy

Toksyna blonicza w obwodowym ukladzie nerwowym $winki morskiej
i szczura uszkadza blony komérki Schwanna, wywolujgc zmiany w kon-
cowych petlach mieliny w przewezeniach Ranviera, rozpad powierzchnio-
wych warstw oslonki, a nastepnie ostonki na calej jej szerokosci i mezo-
aksonu, przerwy w blonie aksonalnej oraz drobne uszkodzenia w akso-
nie. W cytoplazmie komoérek Schwanna pojawiaja sie wodniczki. Naj-
weze$niej obserwuje sie zmiany w okolicach przewezen, sa one najcigezsze
i doprowadzajga szybko do znacznego poszerzenia przewezenia (Webster
i wsp. 1961; Allt, Cavanagh 1969). Podobne zmiany obserwuje si¢ po
zatruciu olowiem. Powoduje ono u szczuréw zwyrodnienie komoérek
Schwanna i demielinizacje. Rozpoczyna sie ona réwniez w przeweze-
niach Ranviera, nastepnie dochodzi do rozwarstwienia ostonki w miedzy-
wezlu i tworzenia sie z oddzielonych blaszek bloniastych struktur. Ma-
krofagi fagocytuja rozpadajaca sie mieline (Lampert, Schochet 1968).
Oprocz odcinkowej demielinizacji obserwowano zmiany w amficytach
i niektérych komoérkach czuciowych zwoju rdzeniowego, a niekiedy zwy-
rodnienie aksonalne (Schlaepfer 1969).

Remielinizacja po toksynie bloniczej widoczna jest juz po 3 tygod-
niach, przebiega szybko i obejmuje wszystkie uszkodzone miedzywezla
(Allt 1969; Wisniewski, Raine 1971). Uwaza sie, ze istniejg 2 typy od-
twarzania przewezenia Ranviera: 1) przy znacznym jego poszerzeniu
nowa, wtracona komoérka Schwanna wytwarza nowe miedzywezle,
2) mniejsze poszerzenie przewezenia pozwala na jego rekonstrukcje przez
istniejgcg poprzednio, czeSciowo uszkodzong komoérke Schwanna (Jacobs
1967; Allt 1969).

Remielinizacja po zatruciu olowiem nasladuje mielinogeneze, a wy-
raza sie wytworzeniem cienkiej, w stosunku do $rednicy aksonu, oston-
ki. Tak zwane twory cebulkowate (,,onion bulbs”) $wiadczg o powta-
rzajagcym sie zwyrodnieniu i proliferacji komoérki Schwanna, czyli o po-
wtarzajgcej sie de- i remielinizacji (Lampert, Schochet 1968).

Dzialanie czynnikéw toksycznych wywolujacych demielinizacje jest
bardzo réznorodne. Toksyna blonicza powoduje zahamowanie aktywnosci
transferazy adenozynodwufosforybozy, koniecznej do syntezy biatka oraz
blokuje szybki przeptyw aksonalny (Kidman i wsp. 1978). Cjanowodér
obniza aktywny transport aminokwasow oraz aktywnos$¢ oksydazy cyto-
chromowej. Lizolecytyna obniza napiecie powierzchniowe blon komér-
kowych i powoduje zmiany w ich strukturze, prowadzace do uszkodzenia
komorki (Kent i wsp. 1974). Ol6w hamuje aktywno$¢ oksydazy cyto-
chromowej. Zwiazek chelatujacy miedz — Cuprison — powoduje praw-
dopodobnie (podobnie jak tréjetylenek cyny) zahamowanie aktywnosci
Na*, K*-adenozynotréjfosfatazy, a przez to aktywnego transportu blo-
nowego (Smith, Benjamins 1977). Jak widaé, wiekszo$¢é czynnikow tok-
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sycznych wplywa na metabolizm komorki, przy czym nie dotyczy to
wylgcznie komorki mielinizujgcej, ale takze neurocytow, astrocytow,
amficytow i komoérek ukladu naczyniowego. W OUN demielinizacja jest
poprzedzona przez obrzek.

Badania nad demielinizacjg pochodzenia toksycznego wykazuja wiec,
ze roéznorodne czynniki toksyczne wywoluja w OUN i PUN podobne
zmiany — odcinkowg demielinizacje. W PUN demielinizacja ta ma
zwigzek zaréwno z uszkodzeniem komorki Schwanna lub jej blon, jak
tez czesto segmentu aksonu, zwigzanego z komorkg Schwanna. Mozli-
wos¢ metabolicznej interakeji aksonu i komérki Schwanna (Kidman
i wsp. 1979) zdaje sie potwierdza¢ istnienie wspoéizalezno$ci struktural-
nej i czynno$ciowej wlokna nerwowego oraz jego oslonki mielinowej.
Dotyczy to prawdopodobnie réwniez OUN.

Remielinizacja po opisanych wyzej czynnikach toksycznych jest
w zasadzie jednorodna. Zaréwno w OUN, jak w PUN nasladuje mielino-
geneze, jest jednak procesem bardziej diugotrwalym, szczegélnie w OUN.
Powolna i niepelna remielinizacja w OUN nie zalezy od czynnika wy-
wolujgcego demielinizacje. Doswiadczenia z uciskiem rdzenia kregowego
i nerwu II wykazuja, ze w zremielinizowanych wloknach, po dlugim
nawet czasie, grubos$¢ ostonki mielinowej nie wraca do normy (Clifford-
-Jones i wsp. 1980), a miedzywezla sa krétsze niz w warunkach fizjolo-
gicznych (Gledhill i wsp. 1973). Rowniez krotkie wtracone miedzywezla
nie sg swoiste dla remielinizacji po toksycznym uszkodzeniu. Stwierdza-
no je u zwierzagt w regeneracji nerwu obwodowego (Lubinska 1959,
1961) oraz w okresie mielinizacji rozwojowej (Fraher 1978). Nie osiagaja
one zwykle normalnej diugosci. Swiadczyé to moze o zmniejszonym
obszarze wypustki mielinizujgcej komoérki Schwanna (Peyronnard i wsp.
1973).

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze krotkie i cienkie zremielinizowane mie-
dzywezla wykazujg, podobnie jak w warunkach fizjologicznych, Scisla
zalezno$¢ pomiedzy objetoscig mieliny a powierzchnig pola aksonu, zwig-
zanego z dang komoérkg Schwanna (Smith i wsp. 1982).

Demielinizacja pochodzenia immunologicznego

Osrodkowy uktad nerwowy

Badania nad demielinizacjg pochodzenia immunologicznego przepro-
wadzane s3 najczesciej na modelu ostrego i przewleklego doswiadczal-
nego alergicznego zapalenia moézgu oraz rdzenia (EAE). Surowica zwie-
rzat chorych na EAE powoduje zahamowanie réznicowania si¢ oligoden-
drogleju, prowadzi wiec do uposledzenia lub braku mielinizacji w ho-
dowli plodowego rdzenia kregowego myszy (Bornstein, Raine 1970).
Stwierdza sie réwniez zanik oligodendrocytéow oraz wzrost glejozy wlok-
nistej. Po krétkotrwalym dzialaniu surowicy remielinizacja wystepuje
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po 1—2 tygodniach. Po przewleklym dzialaniu surowicy EAE do remie-
linizacji nie dochodzi (Raine, Bornstein 1970).

Najwczesniejsze zmiany w EAE u szczuréw to wzmozona przepu-
szczalno$é Scian drobnych naczyn zylnych dla bialek osocza oraz ko-
morek jednojadrzastych (Lampert, Carpenter 1965). Inwazja tych ko-
morek, wykazujacych powinowactwo do zmielinizowanych aksonéw i oli-
godendrogleju, poprzedza demielinizacje. Komérki jednojadrzaste wni-
kajg w okolice przewezenia Ranviera, pod ostonke lub pomiedzy blaszki
mieliny, rozwarstwiajac je. Blaszki te ulegajg nastepnie fagocytozie.
W obrebie strefy nacieku komérkowego obserwuje sie rowniez ogniskowe
rozrzedzenie lub pecherzykowaty rozpad mieliny (Lampert 1965). Po-
dobne zmiany spotyka sie¢ u krolikow (Wisniewski 1977) i $winek mor-
skich (Wisniewski, Keith 1977), uczulonych zasadowym biatkiem mieli-
ny lub istota bialg z adjuwantem Freunda. Pojawiaja sie okolozylne na-
cieki zlozone z komoérek jednojgdrzastych. Kontakt tych komérek z oston-
ka mielinowg oraz wnikanie ich wypustek pomiedzy blaszki mieliny
powoduje rozwarstwienie ostonki. Drugim rodzajem rozpadu mieliny jest
rozpad pecherzykowaty. Oba te procesy, w obszarze nacieku, przesuwa-
ja sie wzdluz aksonu pozbawiajgc go mieliny, ktéra fagocytowana jest
przez makrofagi. Niekiedy obserwuje sie réwniez zwyrodnienie akso-
nalne.

Uczulenie $winek morskich i krélikow swoistym antygenem z adju-
wantem Freunda pozwala réwniez na wywolanie przewleklego EAE
(Prineas i wsp. 1969; Snyder i wsp. 1975) oraz EAE przewleklego prze-
biegajacego ze zwolnieniami (Snyder i wsp. 1975; Wisniewski, Keith
1977). W rdzeniu kregowym uzyskuje sie zmiany ostre, analogiczne do
wyzej opisanych, oraz zmiany przewlekle, charakteryzujace si¢ brakiem
cech zapalnych w starych blaszkach, niekiedy z aktywna demielinizacja
na ich obwodzie. Demielinizacja ma charakter odcinkowy (Wisniewski,
Keith 1977). Odcinkowy charakter demielinizacji ma miejsce réwniez
w nerwie wzrokowym krolika (Wisniewski, Bloom 1975a), niezaleznie
od tego, czy demielinizacja wywolana zostala swoistym, czy nieswoistym
antygenem. Uwaza sie wiec, ze kazdy antygen, wywolujacy komoérkowsg
reakcje immunologiczna, moze powodowaé odcinkowa demielinizacje (Wi-
$niewski, Bloom 1975a). W oparciu o badania na $winkach morskich
przyjmuje sie réwniez, ze komoérkowa reakcja immunologiczna na roézne
antygeny moze by¢ czesciowo odpowiedzialna za demielinizacje oraz mo-
ze stanowi¢ model de¢ badan chor6éb demielinizacyjnych pochodzenia
immunologicznego (Wisniewski, Bloom 1975a).

Zaréwno w ostrym, jak i w przewleklym doswiadczeniu ma miejsce
remielinizacja, nasladujaca mielinogeneze w OUN, przy czym, podobnie
jak w mielinogenezie, jedna komorka oligodendrogleju zwigzana jest
z wieloma aksonami (Lampert 1965).
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W sSwiezych ogniskach demielinizacyjnych wypustki astrocytow ota-
czajg peczki zdemielinizowanych aksonow (Snyder i wsp. 1975). Remie-
linizacja jest dlugotrwala i niepelna, liczne sa aksony otoczone zbyt
cienka, w stosunku do s$rednicy wiokna, ostonkg mielinowg; wiele akso-
now pozostaje zdemielinizowanych nawet po 10 miesigcach (Prineas
i wsp. 1969). W obszarach demielinizacji, zlokalizowanych w okolicach
wnikania do rdzenia korzeni rdzeniowych, w remielinizacji moga ucze-
stniczy¢ komorki Schwanna (Snyder i wsp. 1975).

Obwodowy uklad nerwowy

W obwodowym ukladzie nerwowym do$wiadczalna demielinizacje po-
chodzenia immunologicznego wywoluje sie przez s$rédskorne wstrzyk-
niecie zawiesiny nerwu obwodowego (Astrém i wsp. 1968; Ballin, Thomas
1969a) lub istoty biatej moézgu (Schréoder, Kriicke 1970) z adjuwantem
Freunda. Uzyskuje sie w ten sposéb doswiadczalne alergiczne zapalenie
nerwéw obwodowych (EAN). W doswiadczalnym zapaleniu mozgu
i rdzenia (EAE) dochodzi do demielinizacji rowniez w obwodowym ukla-
dzie nerwowym (Raine i wsp. 1969; Wisniewski i wsp. 1969; Raine i wsp.
1971). Najwczesniejsze zmiany w EAN w nerwie kulszowym szczura to
ogniskowe uszkodzenie wewnetrznej powierzchni S$ciany zylek przez
krazace w lozysku naczyniowym limfocyty. Limfocyt przybiera wyglad
»recznego lusterka”, nastepnie splaszcza sie¢ na powierzchni $rédblonka
oraz przenika przez jego cytoplazme, bez uszkodzenia blony komoérkowej
obu komoérek. Limfocyty ulegajg transformacji i dzielg si¢ zaréwno we-
wnatrz-, jak i zewnatrznaczyniowo. Migrujace limfocyty stajg sie w prze-
strzeni okolonaczyniowej wieksze i réznoksztaltne. Niekiedy wokoét na-
czyn stwierdza sie, podobnie jak w OUN, plyn zawierajacy biatko. Zmia-
ny te poprzedzajg demielinizacje i obserwuje sie je do 15 dnia do-
Swiadczenia (Astréom i wsp. 1968). Podobne, zainicjowane przez komorki
jednojadrzaste, zmiany obserwuje sie w EAN u $winek morskich (Bal-
lin, Thomas 1969a) i krélikéw (Schroder, Kriicke 1970). Naciek zapalny
w endoneurium tworzg gléwnie limfocyty i monocyty. Demielinizacja
wystepuje u tych zwierzat w $cistym zwigzku z komoérkami jednojadrza-
stymi. Zwykle zaczyna si¢ w przewezeniu Ranviera (Ballin, Thomas
1969a), w obrebie ktorego koncowe skrety mieliny oddzielajg sie od
aksonu i tworza sie owoidy lub pecherzyki ulegajace fagocytozie makro-
fagowej. Zmiany moga obejmowac cale miedzywezle. Badania widkien
czesanych wykazuja jednak, ze demielinizacja moze zaczyna¢ sie w kaz-
dym miejscu miedzywezla (Wisniewski 1977). Zwyrodnienie aksonalne
spotyka sie sporadycznie w badaniach mikroskopowo-elektronowych
(Ballin, Thomas 1969a; Schréder, Kriicke 1970), natomiast badania wlo-
kien czesanych wskazuja na jego rownoleglos¢ z pierwotna demielini-
zacja (Wisniewski 1977).
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W ostrym doswiadczalnym alergicznym zapaleniu moézgu i rdzenia
(EAE), podobnie do doswiadczalnego zapalenia nerwéw (EAN), demieli-
nizacja korzeni rdzeniowych nastepuje w obecnosci réznoksztaltnych ko-
moérek jednojadrzastych i makrofagéw. Komérki te przenikaja niekiedy
przez cytoplazme komorki Schwanna i blone podstawng. Uszkodzenie
mieliny wystepuje w miejscu kontaktu z inwazyjng komoérksg albo w po-
staci ogniskowego rozrzedzenia powierzchniowych blaszek albo w po-
staci zmian pecherzykowatych, ulegajacych nastepnie fagocytozie (Wi-
Sniewski i wsp. 1969). W obrazach mikroskopowo-elektronowych stwier-
dza sie roéwniez obkurczenie mieliny przy przewezeniu Ranviera oraz
jego poszerzenie. Komorki jednojadrzaste (makrofagi) atakujg mezakson,
oddzielajgc zewnetrzne blaszki ostonki. Rozwarstwienie przebiega wzdiuz
grubej linii optycznej (Arnason 1975). Dochodzi wiec do immunologicz-
nej fagocytozy mieliny. Dane te odpowiadaja opézZnionej reakcji nad-
wrazliwosci komoérkowej (Wisniewski i wsp. 1969). Komoérka Schwanna
nie wykazuje wyraznych zmian i nie ulega fagocytozie (Wisniewski
1977).

W przewleklym doswiadczalnym zapaleniu moézgu i rdzenia aktywna
demielinizacja korzeni przednich, dokonywana przez fagocytujace ko-
morki jednojadrzaste, konczy sie w ciggu 3 tygodni od wystgpienia kli-
nicznych objawéw choroby; w tym okresie obserwuje sie ogniskowe roz-
warstwienia i poszerzenie calej ostonki, przypominajgce jej obrzmienie.
Zwyrodnienie aksonalne wystepuje rzadko, ale $rednica aksonéw zde-
mielinizowanych ulega zmniejszeniu (Raine i wsp. 1969). Redukcja ta
ma charakter segmentarny (Raine i wsp. 1971). W przewleklym do-
$wiadczeniu z klinicznymi nawrotami choroby (niejasnego zresztg po-
chodzenia wobec jednorazowego uodpornienia) obserwuje sie¢ 3 rodzaje
uszkodzen: 1) §wieze — aktywne, z naciekami komorek jednojadrzastych
zlokalizowanych okolonaczyniowo i wzdluz miedzywezli; 2) stare (naj-
czestsze), z widknami ulegajacymi remielinizacji oraz 3) mieszane, z ce-
chami aktywnej demielinizacji i remielinizacji (Raine i wsp. 1971).

Remielinizacja korzeni rdzeniowych i nerwéw obwodowych w EAN
oraz EAE rozpoczyna sie wczesnie, w 3—4 tygodniu po uodpornieniu,
i obejmuje prawie wszystkie (a w kazdym razie bardzo liczne) widkna.
Przejawia sie zmniejszong s$rednica aksonu oraz cienka w stosunku do
jego Srednicy oslonkg (Ballin, Thomas 1969; Prineas i wsp. 1969; Raine
i wsp. 1971). Polowe fizjologicznej grubosci oslonka mielinowa osigga
w ciggu 10 miesiecy (Raine i wsp. 1969). Podobnie do procesu remieli-
nizacji w OUN, remielinizacja w PUN nasladuje w zasadzie mielino-
geneze, jest ona jednak znacznie szybsza i pelniejsza. W przebiegu remie-
linizacji obserwowano w EAN nadmierng proliferacje komérek Schwanna
i prawdopodobnie zwigzane z tym nieprawidlowos$ci w postaci mielini-
zacji ciala komérki Schwanna, zwigzanej ze zmielinizowanym juz akso-
nem lub tez np. mielinizacji kompleksu: komérka Schwanna — nie-
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zmielinizowany akson. Moze to wskazywaé na duzg aktywno$¢ komorek
Schwanna ,,poszukujacych” aksonu do mielinizacji (Ballin, Thomas 1969b).
Obserwuje sie réwniez twory o charakterze ,onion bulbs” (Schréder,
Kriicke 1970).

Demielinizacja pochodzenia wirusowego

Osrodkowy uklad nerwowy

Wyniki badan na modelach doswiadczalnych i dane pochodzgce z na-
turalnych modeli zwierzecych wskazujg na mozliwo$é pierwotnej demie-
linizacji OUN w przebiegu zakazen wirusowych. Trwale zakazenie, prze-
bieg z rzutami i zwolnieniami, zmiany zapalno-demielinizacyjne oraz
przejawy ostrej i przewleklej demielinizacji wystepuja w przebiegu
noséwki prostej, zapalenia watroby myszy, visny oraz zapalenia mézgu
i rdzenia Theilera u myszy (Martin, Nathanson 1979). Dwa zasadnicze
mechanizmy mogg odpowiada¢ za powstanie demielinizacji: 1) bezpo-
$rednie cytopatyczne dzialanie wirusa na oligodendroglej; 2) reakcja
immunologiczna gospodarza na wirus lub antygeny OUN. Prawdopodob-
nie w wigkszosci zakazen odgrywajg role oba te mechanizmy (Dal Can-
to, Rabinowitz 1982). Cztery mechanizmy immunologiczne mogg dopro-
wadzi¢ do demielinizacji pochodzenia wirusowego: 1) cytoliza zakazonych
oligodendrocytéw — odpowiedz immunologiczna sprowadza si¢ do neu-
tralizacji uwolnionego wirusa; 2) swoiste wirusowe antygeny wbudowa-
ne w blone komoérkows zakazonych komoérek wywoluja atak immunolo-
giczny, skierowany przeciw tym antygenom, co doprowadza do S$mierci
komorki; 3) mielina moze wystepowa¢ w charakterze ,widza” — zostaje
ona uszkodzona niejako ,przy okazji”, w przebiegu nieswoistej reakcji
immunologicznej, skierowanej przeciwko nie zwigzanym z mieling anty-
genom; 4) w poczatkowym okresie infekecji wirusowej moga by¢ uwol-
nione antygeny mieliny, wywolujace odpowiedz autoimmunologiczng
(Martin, Nathanson 1979). Kazdy z tych mechanizméw moze bra¢ udzial
we wszystkich modelach doswiadczalnych.

Obwodowy uklad nerwowy

W obwodowym ukladzie nerwowym zwierzat zapalenia wieloner-
wowe z demielinizacjg sg wywolywane przez liczne wirusy z grupy RNA
i bakterie, np. przy okazji szczepien (Arnason 1975). Niektére wirusy, jak
np. wirus opryszczki zwyklej, powodujg demielinizacje aksonéw zaréwno
obwodowego, jak i osrodkowego ukladu nerwowego (Kristensson i wsp.
1982). W przebiegu wyzej wymienionych zakazen dochodzi do odcin-
kowej demielinizacji, a nastepnie remielinizacji. Komérki Schwanna,
podobnie jak to ma miejsce w remielinizacji w przebiegu innych choréb
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w PUN, proliferuja wzdluz obnazonego aksonu, ktéry nastepnie remie-
linizuja, wytwarzajac nowe, krotsze niz poprzednie, miedzywezla i ciensza
ostonke mielinowa (Arnason 1975).

CHOROBY DEMIELINIZACYJNE U CZLOWIEKA

Kliniczny przebieg EAE, zwlaszcza z mozliwoscia nawrotéw choroby,
rozsiane w OUN i PUN obszary demielinizacji z naciekiem komorek
jednojadrzastych w $wiezych ogniskach oraz wystepowanie ognisk de-
mielinizacyjnych w réznym czasie upodabniajg ten model dos§wiadczalny
do stwardnienia rozsianego (SM) i poszczepiennego (np. po szczepieniu
przeciw wsciekliznie) zapalenia mézgu i rdzenia (Raine i wsp. 1971).
Badania ultrastrukturalne ognisk demielinizacji w SM wykazujq rozwar-
stwienie lub oddzielenie blaszek mieliny, produkty rozpadu mieliny
w makrofagach i astrocytach, zmiany zwyrodnieniowe niektérych akso-
néw i obszary zdemielinizowanych aksonéw, pomiedzy ktérymi widoczne
sa wypustki astrocytéw wldknistych (Perier, Gregoire 1965; Prineas
i wsp. 1969). W biopsjach moézgowych u chorych z SM, poza obszarami
zdemielinizowanymi, stwierdza sie liczne fagocyty i drobne zmiany zwy-
rodnieniowe w mielinie (Suzuki i wsp. 1969). W materiale sekcyjnym,
w rdzeniowych blaszkach demielinizacyjnych, obserwuje sie remielinizacje
przez komorki Schwanna, zidentyfikowang w badaniu mikroskopowo-
-elektronowym (Ghatak i wsp. 1973). Mozliwe, ze zwiewno$¢ i cofanie
sie niedowladéw obwodowych nerwu VII w przebiegu SM (Hausmanowa
1952) zwigzane jest z udzialem komérek Schwanna w remielinizacji
brzeznej czesci mostu. Mimo pewnych roéznic w obrazie morfologicznym
EAE i SM (miedzy innymi wyrazne zmiany patologiczne w komoérkach
makrogleju w SM — Suzuki i wsp. 1969), uwaza sie, Ze mechanizm
uszkodzenia mieliny jest podobny w obu tych procesach (Wisniewski
1977).

W obwodowym ukladzie nerwowym pewng analogie do EAN i EAE
stanowi u czlowieka zesp6l zapalenia wielonerwowego Guillain-Barré-
-Strohla (G-B-S) lub tzw. idiopatycznego zapalenia wielonerwowego.
Wspélng ceche morfologiczna, w do$¢ duzym materiale klinicznym,
stanowi demielinizacyjne zapalenie nerwéw obwodowych z okotonaczy-
niowymi naciekami limfocytarnymi na kazdym poziomie PUN, przy
czym nacieki wspdlistnieja lub poprzedzajg kliniczny poczatek choroby
(Asbury i wsp. 1969). Podobnie jak w modelach do$wiadczalnych, od-
cinkowa demielinizacja zwigzana jest z inwazja komoérek jednojadrza-
stych. W ich obecnosci dochodzi do siatkowatych lub pecherzykowatych
zmian w mielinie, fagocytowanej nastepnie przez makrofagi. Akson wy-
kazuje zmiany niewielkie. Zespél objawéw odpowiada wiec pierwotnej
chorobie demielinizacyjnej (Wisniewski i wsp. 1969). Warto podkresli¢,
ze zespol G-B-S poprzedzaja czesto rozne infekcje wirusowe lub bak-
teryjne, zabiegi chirurgiczne itd. Wskazuje to na mozliwos¢ infekeji jako
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czynnika etiologicznego. Podobnie wiec do EAN, zespét G-B-S jest
przejawem opOznionej nadwrazliwo$ci komoérkowej swoiscie uczulonych
limfocytéw (Asbury i wsp. 1969).

Podobne do wyzej opisanych, zmiany morfologiczne (poza zwyrodnie-
niem pecherzykowatym) stwierdzono w nawracajgcym idiopatycznym za-
paleniu wielonerwowym (Prineas 1971; Prineas, McLeod 1976). Odcin-
kowej aktywnej demielinizacji towarzyszy rowniez redukcja $rednicy
aksonow. Remielinizujace sie wlokna wykazujg cienka ostonke mieli-
nowg, czeste sg twory o charakterze ,,onion bulbs”. Nasuwajgca skoja-
rzenie ze stwardnieniem rozsianym (Prineas 1971), powtarzajaca sie de-
i remielinizacja powoduje odsuwanie na zewnatrz komorki Schwanna
(ktérej mielina zostala zniszczona) oraz blony podstawnej tej komorki.
Odsuwanie to nastepuje w zwigzku z podzialem komoérki Schwanna, ota-
czajacej zdemielinizowane miedzywezle przed remielinizacjg (Dyck 1975).
Im wiecej epizodéw de- i remielinizacji (niezaleznie od przyczyny), tym
wiecej jest warstw koncentrycznie ulozonych komoérek Schwanna i blo-
ny podstawnej. Struktury typu ,,onion bulbs” nie stanowia o swoistosci
procesu chorobowego, a jedynie o powtarzajacej sie¢ de- i remielinizacji.
W nerwach czaszkowych i w OUN zmiany te sa niezmiernie rzadkie.
Tak zlokalizowane nieprawidlowosci stwierdzano u zmarltych, u ktérych
neuropatia przerostowa wspdlistniala ze stwardnieniem rozsianym (Schoe-
ne i wsp. 1977).

Ostre rozsiane zapalenie moézgu i rdzenia, SM, niektére zapalenia po-
szczepienne, zespél Guillain-Barré-Strohla oraz zapalenie wielonerwo-
we z nawrotami wykazuja szereg cech klinicznych i morfologicznych,
podobnych do stwierdzanych w demielinizacyjnych modelach dos$wiad-
czalnych. Istniejg réwniez podobienstwa w przebiegu i morfologii choréb
demielinizacyjnych czlowieka w osrodkowym oraz obwodowym ukladzie
nerwowym. Jednak niejasna etiologia tych chor6éb oraz niemozno$¢ —
na obecnym etapie wiedzy — wyjasnienia ich patogenezy (vide: 4 me-
chanizmy immunologiczne) kazg odnosi¢ sie z rezerwg do ,,zaszufladko-
wywania” demielinizacji do okreslonych patomechanizméw immunolo-
gicznych.

Powtarzajgce sie¢ w bardzo réznych procesach w OUN i PUN zmiany
w mielinie w postaci rozwarstwienia oraz siatkowatego lub pecherzyko-
watego zwyrodnienia wskazujg na mozliwo$¢ jej nieswoistego uszkodze-
nia w przebiegu reakcji immunologicznej nie skierowanej przeciwko
mielinie. W badaniach in vitro okazalo sie, ze swoisScie aktywne makro-
fagi wydzielajg przy udziale plazminogenu proteazy zasadowe, powodu-
jace uszkodzenie mieliny. Mozliwe, ze pecherzykowate zwyrodnienie mie-
liny jest morfologicznym przejawem tego procesu (Dal Canto, Rabinowitz
1982). Mielina, podobnie jak inne tkanki, ma ograniczone mozliwosci
reakeji na dzialanie czynnikéw chorobotwérczych. Rézne wiec czynniki
uszkadzajgce moga wywolywaé¢ podobne lub takie same zmiany morfolo-
giczne.
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Dotychczasowy stan badan nad de- i remielinizacja pozwala na wy-
sunigcie nastepujgcych wnioskow:

1. Zaréwno w osrodkowym, jak i obwodowym ukladzie nerwowym
proces demielinizacyjny zaczyna sie zwykle od przewezen Ranviera,
stopniowo obejmuje miedzywezle i doprowadza do odcinkowej demieli-
nizacji aksonu.

2. Wyrodniejgca mielina ulega fagocytozie.

3. Komérki jednojadrzaste zapoczatkowujg proces demielinizacji je-
dynie w przebiegu reakcji immunologicznej.

4. Zdemielinizowany akson wykazuje niewielkie zmiany; zwykle ulega
zmniejszeniu $rednica zdemielinizowanego odcinka.

5. Wydolnos¢ komoérek mielinizujgcych — oligodendrocytéw i komo-
rek Schwanna — zapewnia odnowe mieliny.

6. Morfologiczny obraz remielinizacji odpowiada procesowi dojrzewa-
nia mieliny.

7. Zremielinizowane miedzywezla sg krotsze, a oslonka mielinowa
przez dlugi czas nie osigga grubosci fizjologicznej w stosunku do srednicy
widkna nerwowego.

8. Proces remielinizacji w os$rodkowym ukladzie nerwowym jest
znacznie wolniejszy i ograniczony w poréwnaniu z tym procesem w ob-
wodowym ukladzie nerwowym.

9. Niepelna i powolna remielinizacja w OUN ma prawdopodobnie
zwigzek z nastepujacymi czynnikami: a) w przeciwienstwie do komoérki
Schwanna oligodendrocyt mielinizuje szereg odcinkéw wiékna nerwo-
wego lub szereg aksonéw; b) wypustki komoérek gwiazdzistych otaczaja
w OUN zdemielinizowane aksony; c) oligodendrocyty sa prawdopodob-
nie mniej aktywne i majg mniejsza zdolnos¢ proliferacyjng niz komorki
Schwanna.

10. Komoérki Schwanna mogg wspomaga¢ remielinizacje w oSrodkowym
ukladzie nerwowym zwlaszcza w rdzeniu kregowym. Ich zrédiem sg
zwykle korzenie rdzeniowe.

11. Proces demielinizacji i remielinizacji przebiega podobnie u roz-
nych gatunkoéw ssakow i u czlowieka, mimo istnienia réznic miedzy-
gatunkowych.

CO3PEBAHME MUMEJIMHA, JEMMWEJIMHU3SALIUA 1 PEMUEJIMHU3ALIUA
B LIEHTPAJIbHOM Y MIEPUGEPUYECKON HEPBHOWM CUCTEME

Pe3ome

Ha ocHOBaHMHM IJAHHBIX MO JATEpaType OMHMCAH IPOLECC MHEIWHOTICHe3a, JeMHEIMHH3ALHK
¥ PEMHUEIIHHA3ALMHA Y Y€JIOBEKA H XHBOTHBIX. Paccmorpena IKCIIEpUMEHTAJIbHASA JCMHEITHHU3ALNA
TOKCHYECKOT0, HMMYHOJIOTHYECKOITO M BHPYCHOI'O NMPOMCXOXICHUS, & TAKXC HCKOTOPBIEC IEMHEITH-
HH3alHOHHbIE B30O/I€BaHHS YeliOBeKa.
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MYELINATION, DEMYELINATION AND REMYELINATION IN THE CENTRAL

AND PERIPHERAL NERVOUS SYSTEM

Summary

Review of current data concerning myelination, demyelination and remyelina-

tion in the human and animal central and peripheral nervous system is presented.
Experimental models of demyelination, including those of toxic, immunological
and viral origin and selected human demyelinating diseases are discussed.
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Although the etiology of subacute sclerosing panencephalities (SSPE)
seems to be elucidated (Connolly et al. 1967; Horta-Barbossa et al. 1969),
the pathogenesis of this lethal disease is far from being fully understood.
The main unexplained pathogenic phenomenon in SSPE is the persis-
tence of measles-like virus infection of the central nervous system (CNS)
despite an active antiviral immune response of the host. It has been
recently postulated and demonstrated by in vitro studies (Barry, Oldston
1974; Barry et al. 1975) that such a phenomenon can be best explained
by antibody-induced antigen modulation. As the result, infected cells
loose their virus-specific recognition receptors to which the reactants of
the immune system must attach themselves before they destroy the
infected cells.

The present study was undertaken to find out if this mechanism may
be responsible for the persistence of measles-like virus infection of the
CNS and the development of SSPE.

MATERIAL AND METHODS

Patients. The studies were carried out on 3 SSPE cases. Two of
them were boys, one a girl. They were 5, 7 and 8 years old, respecti-
vely. The children were admitted to the hospital and SSPE was dia-
gnosed on the basis of clinical symptoms and EEG pattern and high
anti-measles antibody titer measured by immunofluorescence (IF) in
serum and cerebrospinal fluid (CSF). In each patient at the time of
admittance the clinical symptoms of disease had lasted 1 to 2 years.
The children were under clinical control until death (4—6 months). Serum
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from each patient was checked for complement-dependent cytotoxicity
(CDC) and the peripheral blood lymphocytes (PBL) for cell-mediated
cytotoxicity (CMC). From each autopsy case, the brain, medulla oblon-
gata and the spinal cord were taken 2 to 4 hours after death.

Anti-measles antibody titer was stable during the observation period
both in the serum and CSF in all patients and varied between 1 :4000
in the serum and 1:80 in CSF.

Immunofluorescence. In each case the tissue material from frontal,
parietal, temporal and occipital lobes, from basal nuclei, pons Varoli,
medulla oblongata and spinal cord was taken for IF. As control the
brain from autopsy of a 35-year-old woman who died of liver cir-
rhosis was used. For immunofluorescence and immune electrono-
microscopy (IEM) material from control brains was prepared by the
same method as the SSPE brains. The tissue blocks were snap-frozen in
petroleum ether, precooled to —80°C in acetone-dry ice mixture and
stored until use at —20°C in a freezer.

SSPE viral antigen(s), IgG, IgM, IgA, C,'q, C;’ and C, were localized
in 3 p cryostat sections. Localization of SSPE antigens were carried out
by direct IF. For staining 2 reagents were used: anti-SSPE and anti-
-measles FITC globulins. Anti-SSPE reagent was prepared from SSPE
serum and anti-measles reagent from a measles convalescent serum by
ammonium sulphate precipitation and FITC conjugation. The staining
dilution of the reagents was determined by IF direct staining on measles-
-infected HeLa cell smears. They were prepared from HeLa cells in-
fected with the commercial vaccinial measles strain L-16, harvested
4—5 days after infection. From these cells drop smears were prepared
on slides and used after fixation in acetone. IF direct staining was
carried out at room temperature for 30 minutes, then the slides were
washed out 3 times with phosphate buffered saline (PBS), and mounted
with 10% glycerin in PBS. The specificity of the reagents for measles
virus antigen(s) was checked by the blocking and absorption procedure
presented elsewhere (Wrzos et al. 1979). The immunoreagents for IF
localization of IgG, IgM, IgA, C)q, Ci/, C; and guinea pig C; were
Behring and Biomed products.

Identification of immune complexes (IC) bound to glial and neuronal
cells was done on cryostat sections by binding of exogenous homologous,
or heterologous C;’, and by dissociation of immune complexes by low
pH. Binding of homologous C;” was done on a set of 4 cryostat sections
mounted on separate slides and fixed in acetone. C;" was supplied with
SSPE serum diluted 1:10 and 1:20. The control consisted of the same
serum heated for 30 min at 56°C prior to the reaction. The binding pro-
cedure of heterologous C;’ was similar to that except that C;” was hetero-
logous (from a guinea pig). Dissociation of the immune complex was
carried out on unfixed cryostat sections mounted on microscope slides in
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glycine-HCI buffer pH 2.8. Dissociation was checked by staining of slides
for both measles antigen(s) and IgG by IF. Specificity of dissociated
IgG was controlled on drop smears of HeLA cells infected with L-16
measles virus after concentration of dissociating solution 50 X on an
Amicon concentrator.

Anti-measles antibody titers in the sera and CSF of our SSPE pa-
tients were determined by indirect IF. As a substrate were used drop
smears of HeLa cells infected with measles virus strain L-16.

All IF studies and photography were done on a Reichert Polyvar-
-type microscope.

IEM was done on ultrathin sections cut from 10 p cryostat sections
obtained from the parietal lobe of SSPE brain, fixed in 1% buffered
formalin and stained with goat antihuman IgG labelled with peroxidase
(goat anti-human IgG Px). Ultrathin sections were cut on a LKB micro-
tome, stained with lead citrate and uranyl acetate. IEM photography
was done with a Philips electron microscope.

Cytotoxicity assay. The approach of Brunner et al. (1968) was fol-
lowed, except that microtiters were used in place of culture tubes. The
assay was based on incubation of PBL from SSPE patients and PBL
from healthy blood donors as a control, with the %Cr-labelled Lu-106
cell line persistently infected with measles virus. The amount of chro-
mium release from Lu-106 cells indicated the number of destroyed
cells. For labelling 2 X 106 target cells in 0.5 ml Eagle’s minimum essen-
tial medium with 5%, fetal calf serum (MEM 5% FCS) were incubated
with 100 puCi of Nay5iCrO, solution (specific activity 50—400 pCi —
Swierk, Poland) for 1 hour at 37°C. Next, the target cells were washed
3 times in ice-cold MEM 5% FCS, counted and resuspended at a con-
centration of 2 X 105 cells per ml. Lymphocytes were prepared from
peripheral venous blood by centrifugation over a Ficoll-uropoline den-
sity gradient at 450 X g for 25 min at room temperature. The interface
gradient was removed and the cells therein washed 3 times
with Parker medium and resuspended in Parker’s medium containing
antibiotics and 5% FCS. After counting, the number of lymphocytes.
was adjusted to give a concentration of 4 X 106 per mililiter. The test
was performed in roundbottomed microtiter plates (Falcon). Each well
contained a volume of 200 pl consisting of 100 pl of target cell suspen-
sion (2 X 10* cells) and 100 pl of effector cell suspension (4 X 10° cells)
of fresh, cell free medium (Parker + 2 mM glutamine + antibiotics +5%0
FCS) with or without SSPE serum fractions diluted from 10! to 10-3.
Plates were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,
in air for a period of 18 hours. The radioactivity released into the super-
natans was measured with an automatic type counter (Beckman 9000).
Cytotoxicity was expressed as specific 5'Cr release calculated as a per-
centage from the formula:
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Experimental Spontaneous
release release
Specific 51Cr release (%) = — X 100
Maximum  Spontaneous
release release

where maximum release was that amount of radioactivity released from
target cells frozen and thawed in the presence of Triton-100. The results
for each of set of 3 replicate microcultures were expressed as the
mean * SD.

Cytotoxicity of sera from SSPE patients was determined by a modi-
fication of the eosin micromethod (Ferrone et al. 1971).

Immune complexes in sera. The SSPE sera and sera from the two
healthy donors were fractionated on a Pharmacia column with Sephadex
G-200. Eluted fractions were checked for the presence of antimeasles
antibody in IgG and IgM by indirect IF on HeLa cells infected with L-16
strain of measles virus. Serum positive fractions in the IF test were
also checked in CmC for their cytotoxicity blocking properties. Immune
complexes were detected in eluates from the Sephadex G-200 column
on Raji cells according to the procedure given by (Theofilopoulos et al.
1976).

RESULTS

Localization of immune complexes in SSPE brains

The SSPE virus antigen(s) was localized in all tissue blocks taken
from the CNS of 3 SSPE patients. The greatest number of cells infected
with SSPE virus found in the frontal, parietal, temporal and occipital
lobes. A smaller number of infected cells was found in other checked
parts of the CNS: basal nuclei, pons Varoli, medulla oblongata and
spinal cord. /

The SSPE virus antigen was predominantly present in nuclei of glial
and neuronal cells (Figs 1, 2), but was also seen in the cytoplasm and/or
in the cell membrane (Figs 3, 4). The amount of viral material varied
from case to case and from one tissue block to another. The localization
and the character of immunofluorescence of SSPE virus antigen(s) was
similar after staining with anti-SSPE or anti-measles reagents labelled
with FITC.

IgG was found on the cell membrane and in the cytoplasm and nu-
cleus of infected cells, after staining with FITC-antihuman IgG. The
localization of IgG parallelled closely the SSPE virus antigen distribution
although cell membrane localization predominated (Figs 5, 6, 7).

The IgG bound to the glial and neuronal cells with SSPE virus could
not be washed out in normal solution. However, it was washed out after
treatment of tissue sections with glycine-HCl buffer, pH 2.8, which is
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Fig. 1. SSPE virus antigen(s) in nucleus. Staining: human anti-SSPE FITC
reagent. X 400

Ryc. 1. Antygen(y) wirusa SSPE w jadrze. Barwienie: odczynnik — ludzkie anty-
-SSPE przeciwciala FITC. Pow. 400 X

Fig. 2. SSPE virus antigen(s) in nucleus, cytoplasm and cell membrane of glial
cells. Staining: human anti-SSPE FITC reagent. X 400

Ryc. 2. Antygen(y) wirusa SSPE w jadrze, cytoplazmie i blonie komoérek glejo-
wych. Barwienie: odczynnik — ludzkie anty-SSPE przeciwciala FITC. Pow. X 400

Fig. 3. SSPE virus antigen(s) in cell membrane, cytoplasm and nucleus. Staining:
human anti-measles FITC reagent. X 400

Ryc. 3. Antygen(y) wirusa SSPE w blonie, cytoplazmie i jgdrze komoérki. Barwie-
nie: odczynnik — ludzkie anty-odrowe przeciwciala FITC. Pow. 400 X

Fig. 4. SSPE virus antigen(s) in cell membrane, cytoplasm and nucleus of neurons.
Staining: human anti-measles FITC reagent. X 400

Ryc. 4. Antygen(y) wirusa SSPE w blonie, cytoplazmie, jadrze i neuronach komér-
ki. Barwienie: odczynnik — ludzkie anty-odrowe przeciwciala FITC. Pow. 400 X

known as an effective immune complex dissociator (Brzosko et al. 1971;
Nowostawski et al. 1972). Almost complete dissociation of IgG from
infected cells was observed after 6 to 8 hours of treatment of sections
at low pH. The specificity of IgG dissociated from tissue was checked
on HeLa cells infected with L-16 measles virus by indirect IF and was
found positive.

SSPE virus-infected cells of the CNS with immunologically bound
IgG vigorously reacted with exogenous homologous and heterologous
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Fig. 5. IgG in SSPE brain. Numerous cells with IgG localized predominantly in
nuclei. Staining: goat anti-human IgG FITC. X 200
Ryc. 5. 1gG anty-SSPE w moézgu. Liczne komorki z IgG zlokalizowanymi glownie
w jadrze. Barwienie: kozie anty-ludzkie IgG FITC. Pow. 200 X

Fig. 6. Glial cells coated with IgG. Antibody present on cells membrane, in cyto-
plasm and nucleus of the cells. Staining: goat anti-human IgG FITC. X 600
Ryc. 6. Komérki glejowe oplaszczone IgG. Przeciwciala obecne w blonie, cyto-
plazmie i jadrze komoérek. Barwienie: kozie anty-ludzkie IgG FITC. Pow. 600 X

Fig. 7. Glial cells coated with IgG. Antibody present on cells membrane, in cyto-
plasm and nucleus of the cells. Staining: goat anti-human IgG FITC. X 600

Ryc. 7. Komoérki glejowe oplaszczone IgG. Przeciwciala obecne w blonie, cyto-
plazmie i jadrze komoérek. Barwienie: kozie anty-ludzkie IgG FITC. Pow. 600 X
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C;" supplied with SSPE serum and guinea pig serum in the IF test
(Figs 8, 9). The activity of IC was very high, as was judged by the
brightness of the fluorescence.

Besides its presence in glial and neuronal cells, SSPE virus antigen(s)
was localized in the walls of small and larger brain vessels. IgG para-
lelled closely the localization of SSPE viral antigen(s) in the walls of
brain vessels. Vigorous binding of the homologous and heterologous Cj’
(Fig. 9) was also noted.

Fig. 8. Binding of exogenous human C; by SSPE virus antigen(s). Immune com-
plex localized in cells and within walls of brain blood vessels. Staining: human
serum / anti-guinea pig Ci° FITC. X 600
Ryc. 8. Wigzanie egzogennego ludzkiego C, przez antygen(y) wirusa SSPE. Kom-
pleksy immunologiczne zlokalizowane w komérkach i naczyniach krwiono$nych
moézgu. Barwienie: surowica $winki morskiej anty-ludzie C;' FITC. Pow. 600 X

Fig. 9. Binding of exogenous guinea pig Ci; by SSPE virus antigen(s). Immune
complex localized in cells and within walls of brain blood vessels. Staining: human
serum / anti-guinea pig C;° FITC. X 600
Ryc. 9. Wigzanie egzogennego C; $winki morskiej przez antygeny(y) wirusa SSPE.
Kompleksy immunologiczne zlokalizowane w komoérkach i naczyniach krwionosnych
moézgu. Barwienie: surowica ludzka anty Ci $winki morskiej FITC. Pow. 600 X

IF staining for the IgG, IgM and IgA producing cells disclosed a small
number of IgG producers randomly distributed throughout the brain
sections. Most of the cells infiltrating perivascular spaces were found
negative when stained for the presence of the IgG, IgM and IgA. No
IgM, IgA, Cyq, Ci’ or C, was found in the area of SSPE brain lesions
tested by immunofluorescence.

IF staining of tissue sections taken from the control brain for the
presence of SSPE virus antigen(s) was performed. There was no SSPE
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virus antigen(s) present in the normal brain cells stained with either
anti-SSPE reagent or anti-measles reagent conjugated with FITC. Small
amount of IgG, IgM and IgA were found in the blood vessel system
only. No binding of exogenous, homologous or heterologous C; was
found in control tissue of the central nervous system.

Immunoelectronmicroscopy

The presence of IgG on the cell] membrane, cytoplasm and nucleus
of glial cells was confirmed by IEM. As shown in Figure 10 IgG was
found to be bound to the SSPE viral nucleocapsid abundantly localized
in the nucleus and dispersed sparsely on the cell membrane.

Fig. 10. IgG on the nucleus and on the cell membrane of the glial cell. X 2600.
a — Fragment of the nucleus of the glial cell from Fig. 10 disclosing the structure
of SSPE virus nucleocapsid. Staining: goat anti-human IgG Px. X 45 000.

Ryc. 10. IgG w jadrze i blonie komoérek glejowych. Pow. 2600 X, a — Fragment
jadra komoérki glejowej z ryc. 10 uwidaczniajgcy nukleokapsydy wirusa SSPE. Bar-
wienie: odczynnik — kozie przeciwciala anty-ludzkie IgG Px. Pow. 45000 X

Cytotoxicity assay

Cytotoxicity assay for evaluation CMC of PBL to measles-virus-
-infected cells revealed that PBL from SSPE patients exhibited higher
cytotoxicity than those from healthy blood donors did. As seen in table 1,
PBL from 3 SSPE patients in the presence of 10% of FCS as well as 10%0
of normal human serum released about twice more 5!Cr from target
cells during overnight incubation than PBL from healthy blood donors
did.

Addition of 10% of SSPE serum with anti-measles antibody (titer
1:1000 or higher), inhibited the CMC cytotoxic reaction caused by PBL
from SSPE patients and in a lower degree CMC caused by PBL of
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Tabela 1. Spontaniczna i zalezna od przeciwcial liza komoérek Lu-106 zakazonych wirusem odry przez limfocyty z krwi obwodowej pochodzace od pacjentow
z SSPE i zdrowych dawcow

Cytotoxicity : specific 3!Cr release (%) (mean + SD)in 18 h

b é Cytotoksyczno$¢: uwalnianie specyficzne (%) 3!Cr (Srednia 4 SD) po
Medium supplemented with 18 godz

Medium z dodatkiem

Case 1 Case 2 Case 3 Healthy donors
Przypadek 1 Przypadek 2 Przypadek 3 Zdrowi dawcy
10% FCS 29.34+1.2 252412 2.0+1.1 10
10%, cielgcej surowicy plodowej 19—-5.8
10% Normal serum 30.5+1.2 272415 21,9409 15
109%, surowicy zdrowego dawcy 20.0—-9.0
Autologous SSPE serum 10% 5.9+40.8 0.6+0.3 11.9+0.1 8.9
9.8—-5.2
1% 7.94+2.0 14.84+-3.9 12.94-0.6 114
124-113
Autologiczna surowica SSPE 0.1% 147+19 20.0+2.3 18.8+2.1 13.1
; 14.0—11.4
Column fractions of SSPE serum 0.2% void fraction 0.3+0.1 14.0-4-0.6 17.7+1.8 4.2
frakcja cigzka 2.2—-6.3
Rozdzial kolumnowy surowicy SSPE 0,2% IgG fraction 76.6+15.3 62.4+3.2 24.84-0.6 29.6
frakcja IgG 59.1-11.0
Column fractions of normal serum 0.2% void fraction 25.1+1.2 25.421.5 20.0+238 15.0
frakcja ciezka 20.0—9,9
Rozdzial kolumnowy surowicy zdrowego dawcy 0.2% IgG fraction 29.9+1.2 35.0+1.2 31.2+23 21.5
frakcja IgG 28.0—-15.0

1. Spontaneous 5'Cr release in 18 h for all experiments was 28.24-1.5%
Spontaniczne uwalnianie 5'Cr po 18 godz. inkubacji we wszystkich eksperymentach wynosito 28.241.5%

2. Specific 5! Cr release in six experiments expressed as mean value and range (the lowest and the highest value). For ADCC lysis of Lu-106 by PBL from
healthy donors SSPE serum from case 1 has been used
Swoiste uwalnianie 3!Cr w 6 eksperymentach wyrazone bylo wartoscig $rednia oraz zakresem najwyzszych i najnizszych wartosci. W efekcie cytotoksycznym

ADCC liza komérek Lu-106 przez limfocyty obwodowe zdrowycl}_ﬂat\bcp”r ino}yowraaa B)[la przy uzyciu surowicy z pierwszego przypadku SSPE.
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healthy donors. The blocking effect of SSPE serum was observed in
a serum concentration ranged from 10 to 0.1%.

Under similar experimental conditions a serum from healthy blood
donors did not inhibit CMC mediated by PBL from SSPE patients.

In separate experiments with IgM and IgG-containing fractions pre-
pared from SSPE serum, the high molecular weight fraction collected
from Sephadex G-200 column in a void volume, highly inhibited CMC
of PBL from healthy blood donors. In contrast, the IgG fraction in the
same protein concentration as the void fraction (0.2%), enhanced the
cytotoxicity of PBL derived from SSPE patients or normal subjects.
Anti-measles activity examined by indirect IF on HeLa cells infected
with measles virus was found in the IgG fraction in a 1:640 titers.

The void fraction run on Sephadex G-200 column prepared from
normal serum had no blocking effect in the CMC system. IgG fraction
with an anti-measles antibody titer 1: 100 showed no significant enhanc-
ing effect on PBL-mediated cytotoxicity.

The high molecular void fraction prepared from SSPE serum exa-
mined by immunofluorescence on the HeLa cells infected with measles
virus was found to be negative when stained for anti-measles activity
in the IgM class, and positive when stained in the IgG class. Analysis
of the fraction for the presence of immune complexes on Raji cells
revealed positive IF staining with anti-IgG reagent.

The void fraction obtained from the two control sera derived from
healthy blood donors, was negative in respect to anti-measles activity
when stained in IF with FITC-anti-SSPE serum and FITC-anti-measles
reagents. This fraction was also negative when analyzed for the immune
complexes on the Raji cell system.

DISCUSSION

The results presented here from immunofluorescence and immuno-
electronmicroscopic studies on material from 3 SSPE brains revealed
that IgG with anti-measles specificity was attached to the majority of
brain cells. IgG was localized on the cell surface as well as intracellu-
larly: in the cytoplasm and nuclei of infected cells.

The present observations support the hypothesis that, in SSPE,
chronic infection of brain cells with measles-like virus is mainly due
to the antibody-induced antigenic modulation process which has been
demonstrated in vitro by Barry.et al. (1974; 1975). According to these
experiments, the removal of measles virus antigens from the surface
of infected cells occurs in wvitro in the presence of specific antibodies
and in the absence of functional complement. Furthermore, measles
virus-infected cells, grown in the presence of anti-measles antibodies,
maintain the virus infection. However, there was full reexpression of
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antigenic sites on the cell membrane once antibodies had been removed
from the culture medium.

In our observations, measles virus-specific IgG antibodies were found
immunologically attached to the surface viral antigens on infected brain
cells. These antibodies were also detectable extracellularly in the peri-
vascular space as well as in the walls of blood brain vessels, complexed
with SSPE virus antigen. These observations support the view that the
antigen modulation event may occur in vivo.

Too little is known about the mechanisms of antibody-induced antigen
modulation to tell whether the additional intracellular occurrence of the
immune complexes consisting of SSPE virus and specific IgG, is a part
of the process. It seems reasonable to consider that the abnormal occur-
rence of immune complexes inside the living brain cells, could have
some pathogenic consequences. These are questions which should be
tackled with in vitro model.

Conceivably, antigen modulation in vivo might actually be respon-
sible for the establishment of viral persistence in SSPE brain tissue
because the measles-infected cells, by progressive loss of surface measles
antigenicity, may become unsusceptible to an immune attack and escape
immune surveillance. Furthermore, antigen modulation could help to pro-
mote a continuous formation of free soluble immune complexes of SSPE
virus with specific IgG. Our immunofluorescent findings of localization
of such immune complexes in the walls of blood vessels in SSPE brains
and in perivascular area, strongly suggest that immune complexes may
inhibit immune cell penetration into the brain tissue and protect the
infected cells from the cytotoxic activity of immune cells.

The finding of the presence of immune complexes in CNS of SSPE
patients prompted us that immune complexes should also be present
in serum of SSPE patients and could interfere with the immune reac-
tivity of SSPE PBL.

In order to test that such activity of immune complexes could change
the cytotoxic activity of PBL against measles infected target cells we
have investigated the effect of SSPE sera on lymphocyte-mediated cyto-
toxicity using a microculture system with 5!Cr-labelled persistently
measles-infected cells as target cells. We have found that lymphocytes
from peripheral blood of SSPE caused a specific cytotoxicity in the
absence of measles antibodies and complement. There have been con-
flicting reports on whether lymphocytes from SSPE patients are immu-
nologically defective and whether they are able to respond to measles
antigen (Ahmed et al. 1974; Kreth et al. 1975; Kreth, Wiegant 1977).
Our findings indicated that cell-mediated immunity against measles
virus does exist in SSPE patients.

In separate experiments when SSPE lymphocytes interacted with
target cells in the presence of measles IgG antibodies prepared from

3 — Neuropatologia Pol, 1/84 http//rC|n Org . pl



34 W. J. Brzosko et al.

SSPE serum by column separation, enhancement of cytotoxicity has been
noted. The effect was dependent on measles antibody concentration and
can be demonstrated with lymphocytes from SSPE and normal indivi-
duals. These results show that the antibody-dependent cytotoxicity of
“K-cells” is intact in patients with SSPE. Normal antibody-dependent
cytotoxicity of lymphocytes from SSPE patients has also been found
by others (Kreth, Wiegand 1977).

SSPE serum added into our cytotoxicity system in a concentration
ranging from 10 to 0.1%, had a significant blocking effect on specific
cell-mediated cytotoxicity of lymphocytes from SSPE patients and con-
trol donors as well. Under similar conditions serum from normal donors
as well as normal serum fractions prepared by Sephadex G-200 column
preparation, had effect on cell-mediated cytotoxicity.

Testing SSPE fractions from Sephadex G-200 we found that blocking
activity was mainly observed in the high molecular weight void frac-
tion. By immunofluorescence staining we discovered that this inhibitory
fraction had no anti-measles activity in the IgM class but it was present
in the IgG class. This fraction also showed positive staining for immune
complexes with anti-IgG reagent on the Raji cell system.

As regards the presence of anti-measles IgG in the high molecular
weight fraction and the positive staining of this fraction for immune
complexes, it seems reasonable to consider that the blocking factor
present in SSPE serum is an immune complex consisting of measles
virus antigen and specific antibodies.

Similar results have been reported previously by Ahmed et al. (1974)
indicating an inhibitory activity of SSPE plasma and spinal fluid on
cellular immunity in vitro against measles and SSPE virus antigens.
This blocking factor was characterized as an immune complex consisting
of SSPE virus antigen, specific antibodies and complement.

To sum up, our data from cytotoxic studies indicate a highly effi-
cient lymphocyte “killer” function in patients with SSPE, but also pre-
sent evidence for the serum blocking factor which seems to be an
immune complex with specificity to measles antigen.

It is conceivable that the blocking factor as well as antigen modula-
tion might be responsible for the failure of the immune system to elimi-
nate the persistent virus infection of the central nervous system. How-
ever, the presence of brain cells infected with SSPE virus coated with
immunologically attached antibodies suggests that persistence of SSPE
virus infection is a much more complicated process than that limited to
the antigen modulation only.

As shown by the present results, no C,'q, C;’ or C," was found to be
attached to the cell membrane immune complex, but exogenous homo-
logous or heterologous complement components were readily bound. This
indicates clearly, that infected cells may bind complement through anti-
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viral antibodies, what is a prerequisite for immunocytolysis of measles
virus-infected cells. On the other hand sera for SSPE patients were
found to be highly effective in complement-dependent lysis (unpublished
data). This paradoxal effect may be partially attributable to the fact
that the target organ for SSPE infection — the central nervous system —
is separated from the direct influence of the immune system by the
blood-brain barrier which itself not being damaged by SSPE virus repli-
cation sustains partially its biological activity. The immune pattern
which was found by immunofluorescence in SSPE brains, at least 1—2
years after initiation of SSPE infection, indicates that even at this stage
of the disease, the blood-brain barrier was not permeable for complement
constituents such as C,'q, C3’ or C,”. This may explain the fact why the
C-mediated lysis may be defective in SSPE patients at the brain level
despite the normal C value in the serum. However, the presence of anti-
-measles antibodies in SSPE brain tissue seems to be contradictory to
the unchanged structure of the blood-brain barrier. The possibility can
not be excluded that specific anti-measles IgG antibodies which have
been found in the SSPE brains, were apparently produced there by
plasma cells abundantly present in the infected central nervous system.

It is also possible that in the perivascular area complement consti-
tuents could be highly consumed both by immune complexes and lym-
phocytes bearing receptors for C,q and Cj. This explanation receives
strong support for the observed localization of immune complexes in
the walls of the brain blood vessels, the presence of immune complexes
in serum and lymphatic tissue (Ahmed et al. 1974; Steele et al. 1975)
and also from the morphology of perivascular infiltrates so typical for
SSPE.

It may be speculated that IC deposited inside the cell may exert
some cytotoxic effect through disturbance of cell metabolism. This type
of cell injury may be operational and effective on the cells with a long
life span. A similar phenomenon has been observed in chronic aggressive
hepatitis B where anti-BHc may be visualized inside the hepatic cell
nucleus complexed with HBc Ag.

Considering the different factors relevant to the pathogenesis of
SSPE, special attention should be devoted to the nature of SSPE virus
as the main pathogen in this disease. Although, the SSPE virus and
measles virus have common antigens, they are not identical. Data already
collected indicate that there are differences in the cell susceptibility
towards these viruses in their growth kinetics (Ter Meulen et al. 1972,
Hamilton et al. 1973), immunogenicity (Salmi et al. 1972), and bio-
chemical and biophysical characteristics (Yeh 1973; Miller, Field 1976).
Replication of SSPE virus in man is restricted to glial and nerve cells
and lymphocytes (Wrzos et al. 1979). No replication of SSPE virus was
found in the cells of the blood-brain barrier. According to our and other
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authors’” immunofluorescent observations (Hamilton et al. 1973) SSPE
virus may exert a low cytopathogenic effect on cells in which they are
replicated. Thus, the elimination of cells infected with SSPE virus should
rather be mediated by immune cells and immune mechanisms than by
a direct viral cytopathic effect.

*

Lu-106 cell line was obtained from Dr. Norrby, Karolinska Institute,
Stockholm, Sweden. Material for IEM was prepared by Dr. T. Michalak
from Laboratory of Electron Microscopy, State Institute of Hygiene,
Warszawa, Poland.

BADANIA NAD PATOGENEZA PODOSTREGO STWARDNIAJACEGO
ZAPALENIA MOZGU

Streszczenie

Metodg immunofluorescencji (IF) i badaniami immunoelektronomikroskopo-
wymi wykazano, ze komoérki zakazone wirusem SSPE sg pokryte IgG. Stwierdzono,
ze jest to gamma globulina o swoistosci anty-odrowej, tworzgca kompleks immuno-
logiczny (IC) z antygenami wirusowymi. Za pomocg odczynu IF zlokalizowano
IgG na powierzchni komoérek zakazonych wirusem SSPE. Obserwacja ta zostala
potwierdzona immunoelektronomikroskopia, dzieki ktorej stwierdzono ponadto,
ze czasteczka IgG jest zwigzana z antygenem (antygenami) nukleokapsydu wirusa
SSPE.

Ciq, C;3 ani C4 nie byly zwigzane z czasteczkami przeciwcial przylaczonych do
komorki, chociaz wykazano, ze ten kompleks immunologiczny (IC) moze inten-
sywnie wigzaé homologiczny i/lub heterologiczny C,;. Zaréwno odpornosé humo-
ralna, jak i komoérkowa u chorych z SSPE byla w pelni zachowana wobec
komoérek zakazonych wirusem odry, nawet je§li w surowicach pacjentéw byly
obecne kompleksy immunologiczne. Stwierdzono, ze kompleksy te byly utworzone
z antygenu (antygenéw) wirusa SSPE i czgsteczki przeciwciala klasy IgG.

UCCJIIEAOBAHMA IMATOT'EHE3A ITOJOCTPOI'O CKJIEPO3UPYIOUIEIO
BOCITIAJIEHUA T'OJIOBHOI'O MO3Ir'A

Pe3rome

TIpr momomm Merona ummyHodmoopecuenuwn (IF) m HMMYyHO3/1€KTPOHHO-MHKPOCKOIH-
YECKMX HCC/IEIOBAHMM JOKAa3aHO, YTO K/ICTKH 3apaXXeHHbIe BHPYCOM HOAOCTPOrO CKJIEPO3HPYIOIIEro
BocmasieEus ronosEoro mMosra (ITCBI'M) mokpsitel IgG. KoncTatupoBaHo, 4TO 3TO ramMma rijio-
GynuHbl C aHTH-KOPEBO# crneuupuIHOCTBIO, O6pasyromme mMMyHOIOrEYeckmit kommiekc (IC)
¢ BupycHbIMA auTHreHaMu. IIpu momomu peakuun IF noxammsuposano IgG ma moBepXHOCTH Kie-
TOK 3apaxenHsix Bupycom IICBI'M. 310 Habmonenne GbLI0 MOATBEPKIACHO MOCPEACTBOM HMMY-
HOJ/IEKTPOHO-MHKPOCKONHH, Garogaps KOTOPOHl KOHCTATHPOBAHO CBEPX TOIO, YTO MOJIEKysa
IgG cBsizaHa ¢ aHTHreHOM (AaHTHreHAMH) HyKJIeokancuaa supyca TICBI'M.

C.q, C; Hr C, He ObuTH CBA3aHBI C MOJIEKYJION AHTHTENIA MPHCOEIHHEHHOM K KIETKe, XOTS
J0Ka3aHo, 4YTO 3TOT MMMyHoOIorHYeckuit KoMmmieke (IC) MoXkKeT MHTEHCHBHO CBSA3BIBATH TOMOJIO-
THYHBIN #/wia reteponorudnsiii C;. Kak ryMopiabHblif, TaAK | K/I€TOYHBIH HMMYHHTET ¥ GOJIBHBIX
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¢ TICBI'M 6511 dpysxmmoHansHo 3¢¢hEeKTHBEH MO OTHOINEHHIO K KJIETKAM 3apaK€HHBIM BHPYCOM
KOpH, JlaXe €Clli B CBIBOPOTKAaX MANHEHTOB NPHCYTCTBOBAJIM HMMMYHOJIOTHYECKHE KOMILIEKCHI.
KOHCTaTHPOBAHO, YTO 3TH KOMILIEKCHI ObLIM 06pa3oBaHbl U3 aHTATeHA (anTHreHOB) Bupy3a [ICBI'M
M MOIEKynsl anTHTena kiacca IgG.
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ANDRZEJ LOESCH

ZIO-IMPREGNOWANE KOLBKI SYNAPTYCZNE W NEUROPILU
JADRA NADWZROKOWEGO I PRZYKOMOROWEGO SZCZURA
POZBAWIONEGO WODY DO PICIA

Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN, Warszawa

Na podstawie ultrastrukturalnych i elektrofizjologicznych badan
ukladu nerwowego zwierzat kregowych Uchizono (1965; 1975) przepro-
wadzit klasyfikacje pecherzykéow synaptycznych oraz zakonczen nerwo-
wych i jednocze$nie z Bodianem (1966) podal hipoteze, wedlug ktorej
kolbka presynaptyczna zawierajgca okragle pecherzyki synaptyczne
(elektronowo-przezierne) zwigzana jest z pobudzeniowg czynnoscig synap-
tyczng. Natomiast obecno$¢é pecherzykéw synaptycznych splaszczonych
(elektronowo-przeziernych) zwigzana jest z hamulcowg czynnoScig sy-
naptyczng. W obu rodzajach zakonczen synaptycznych, nazwanych od-
powiednio typami S i F, wystepujg niekiedy réwniez pecherzyki z ge-
stym rdzeniem (Uchizono 1975).

W jadrze nadwzrokowym i przykomorowym szczura wystepujg dwa
rodzaje kolbek synaptycznych, ktére zawieraja okragle lub splaszczone
pecherzyki synaptyczne (Loesch 1981a). Przy zastosowaniu cytochemicz-
nego barwienia cynkowo-jodowo-osmowego (ZIO) na poziomie ultrastruk-
turalnym stwierdzono, ze w obrebie tych kolbek produkt reakecji ZIO
wybarwia zaréwno okragle, jak i splaszczone pecherzyki synaptyczne.
Badania ilosciowe ZIO-impregnowanych kolbek synaptycznych, zawiera-
jacych okragle pecherzyki synaptyczne (u szczura w warunkach prawi-
dlowych) wykazaly ponadto cytochemiczne podobienstwo jadra nad-
wzrokowego i przykomorowego w zakresie wartosci wzglednej liczby (%)
ZIO-reaktywnych pecherzykéw synaptycznych.

W pracy przeprowadzono ocene ultrastrukturalnej organizacji kolbek
synaptycznych jadra nadwzrokowego i przykomorowego szczuréw pozba-
wionych wody do picia (odwodnienie prowadzgce do pobudzenia neuro-
sekrecyjnego ukladu podwzgoérzowo-przysadkowego). Szczegblng uwage
zwrocono na zachowanie sie kolbek synaptycznych typu S, zawierajacych
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okragle pecherzyki synaptyczne. W badaniach nad dynamika zmian
ultrastrukturalnych w obrebie tych kolbek wykorzystano zjawisko wy-
stepowania produktu reakecji ZIO w pecherzykach synaptycznych. Celem
dokladniejszego oszacowania tej dynamiki ocene opisowg uzupeliono
oceng iloSciows.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na 40 szczurach szczepu Wistar, trzymiesiecznych
nieciezarnych samicach. Doswiadczenie przeprowadzono na przelomie
marca i kwietnia w nastepujacych grupach:

I — szczury pobierajace pokarm i wode do picia ad libitum —
14 zwierzat (warunki prawidlowe — kontrola);
II — szczury pozbawione wody do picia (odwodnione) przez 4 dni —
14 zwierzat;
IIT — szczury pozbawione wody do picia (odwodnione) przez 12 dni —
12 zwierzat.

Do badan w mikroskopie elektronowym jadro nadwzrokowe (SON)
i przykomorowe (PVN) pobierano po dekapitacji zwierzat.

Zastosowano dwie metody utrwalania. 1) Konwencjonalne utrwalanie
glutaraldehydem. Wycinki utrwalano przez 2 godz. w 2% aldehydzie
glutarowym w 0,05 M buforze fosforanowym (pH 7,4), a nastepnie przez
1 godz. w 1% OsO4 w 0,05 M buforze fosforanowym (pH 7,4), w tem-
peraturze 4°C. Po utrwaleniu wycinki odwadniano w etanolu i zata-
piano w Eponie. 2) Utrwalanie do impregnacji cynkowo-jodowo-osmowej
(ZIO). Wycinki utrwalano przez 20 min w 4% roztworze paraformalde-
hydu w 0,05 M buforze fosforanowym. Nastepnie przeplukiwano je
w tym samym buforze fosforanowym i utrwalano w 6,2% aldehydzie
glutarowym w 0,1 M buforze fosforanowym (pH 7,4) przez 2 godz. Po-
dwdjne utrwalanie przeprowadzano w temperaturze 4°C. Po utrwaleniu
wycinki plukano 3 razy po 5 min w buforze Tris, zawierajgcym: 3,3 g
NaCl, 0,06 g CaCl,, 0,03 g MgCl,- 6 H,0O, 0,605 g ,, Trizma-Base” (tris/hy-
droxymethyl/aminomethane, Sigma) i 100 ml wody destylowanej. Na-
stepnie wycinki inkubowano przez 16 godz. w temperaturze 4°C, w mie-
szaninie ZIO przygotowanej wedlug Kawany i wsp. (1969). Po inkubacji
wycinki przeplukiwano buforem Tris, odwadniano w etanolu i zatapiano
w Eponie.

W obu metodach skrawki kontrastowano octanem uranylu i cytry-
nianem olowiu, a nastepnie ogladano i fotografowano w mikroskopie
elektronowym JEM-TA.

Analiza iloSciowa

Badania ilosciowe przeprowadzono na ZIO-impregnowanych kolbkach
synaptycznych typu S 2z okraglymi pecherzykami synaptycznymi
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(z uwzglednieniem tych kolbek, ktére dodatkowo zawieraly pecherzyki
z gestym rdzeniem) pochodzgcych z neuropilu jgdra SONiPVN. W tym
celu wymienione kolbki synaptyczne fotografowano w mikroskopie elek-
tronowym stosujgc powiekszenie 18 000 X. Nastepnie przy uzyciu pla-
nimetru obliczano pole ich profilu z odbitek fotograficznych powiekszo-
nych trzykrotnie. Réwnoczesnie w kolbkach synaptycznych okreslano
liczbe pecherzykoéw synaptycznych okraglych (typu S) oraz liczbe peche-
rzykow wybarwionych produktem reakcji ZIO. Z powyzszych danych
otrzymano ostatecznie zmienne w postaci:

— pola profilu poszczegdlnych kolbek,

— liczby pecherzykéw synaptycznych typu S w polu profilu kolbek,

— wzglednej liczby (%) ZIO-dodatnich pecherzykéw typu S w polu
profilu kolbek. Poréwnanie pod wzgledem tych zmiennych przeprowa-
dzano pomiedzy nastepujgcymi grupami:

I SON — II SON I PVN — II PVN I SON — I PVN
II SON — III SON II PVN — III PVN II SON — II PVN
I SON — III SON I PVN — III PVN IIT SON — III PVN

Do oszacowania istotnosci stosowano test mediany z uzyciem staty-
styki Chi?. Przyjeto, ze obserwowane réznice sa znamienne, jezeli war-
tos¢ p odpowiadajaca danej wartosci Chi® bedzie mniejsza od 0,05.

WYNIKI

Obraz mikroskopowo-elektronowy

Szczury kontrolne (grupa I)

Kolbki synaptyczne z okraglymi pecherzykami synaptycznymi wyste-
powaly zaréwno w jadrze SON, jak i PVN. Wiekszo$¢ z nich kontak-
towala sie¢ z perykarionami neuronéw sekrecyjnych (ryc. lab) i dendry-
tami (ryc. lc,d). Zastosowanie impregnacji ZIO umozliwilo lepszg iden-
tyfikacje kolbek synaptycznych. Stwierdzono mianowicie, ze produkt
reakeji ZIO zabarwial wybiérczo pecherzyki synaptyczne okragle i spla-
szczone w odpowiednich typach kolbek synaptycznych (ryc. 2a,b,c). Nie-
ktore cechy ultrastrukturalne ZIO-impregnowanych kolbek synaptycz-
nych w jadrze SON i PVN szczura w warunkach prawidiowych byly
takze oméwione we wczesniejszej publikacji (Loesch 1981a).

Szczury odwadniane przez 4 dni (grupa II)

Wigkszos¢ kolbek synaptycznych obserwowanych w jadrze SON i PVN
wykazywala prawidlowe cechy ultrastrukturalne oraz nie réznita sie od
grupy kontrolnej. Jedynie nieliczne kolbki w obu jadrach podwzgoérza
byly zmienione. Zmiany te widoczne byly w postaci przejasnionej lub
zageszczonej aksoplazmy, wakuolizacji obszaru presynaptycznego, sku-
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Ryec. la-d. Szczur kontrolny. la. SON. Kolbka typu S w kontakcie z neuronem

sekrecyjnym. Pow. 44000 X. 1b. PVN. Kolbka typu S w kontakcie z neuronem

sekrecyjnym; obok pecherzykéw jasnych widoczne pecherzyki z gestym rdzeniem.

Pow. 62000 <. Ic. SON. Kolbka typu S w kontakcie z dendrytem; obok peche-

rzykéw jasnych jeden pecherzyk z gestym rdzeniem. Pow. 72000 X. Id. PVN.

Kolbka typu S w kontakcie z dendrytem; widoczne liczne pecherzyki okragle.
Pow. 35000 X

Fig. la-d. Rat in normal conditions. Ia. SON. S-type bouton synapsing on secretory

neuron. X 44000. 1b. PVN. S-type bouton synapsing on secretory neuron; the

bouton contains electron-lucent and dense-cored vesicles. X 62 000. Ic. SON. S-type

bouton synapsing on dendrite; the bouton contains one dense-cored vesicle and

a few electron-lucent vesicles. X 72000. 1d. PVN. S-type bouton synapsing on den-
drite; numerous spheroid vesicles are seen. X 35 000
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Ryc. 2a-c. Szczur kontrolny. 2a. SON. ZIO-dodatnie pecherzyki okragle i spla-
szczone w kolbkach typu S (S) i typu F (F) kontaktujacych sie z dendrytem (D).
Pow. 54000 X. 2b. PVN. ZIO-dodatnie okragle pecherzyki w kolbce typu S, kon-
taktujacej sie z dendrytem. Pow. 46 000 X. 2c¢. PVN. Kolbka typu F ze splaszczo-
nymi ZIO-dodatnimi pecherzykami; pe — element postsynaptyczny. Pow. 52000 X

Fig. 2a-c. Rat in normal conditions. 2a. SON. ZIO-positive spheroid and flat-

tened vesicles within the S-type (S) an F-type (F) boutons on dendrite

(D). X 54000. 2b. PVN. S-type bouton contacting dendrite contains ZIO-positive

spheroid vesicles. X 46 000. 2c. PVN. Within the F-type bouton ZIO-positive flat-
tened vesicles; pe — postsynaptic element. X 52000
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Ryc. 3a-b. Szezur odwadniany przez 4 dni. 3a. SON. Fragment neuropilu przedsta-

wia zmienione kolbki; w kolbce Bt; skupienie pecherzykéw i przejasnienie akso-

plazmy, w kolbce Bt; polimorfizm pecherzykéw i wakuolizacja obszaru presynap-

tycznego; D — dendryt z gestg macierza. Pow. 42 000 X. 3b. PVN. Fragment neuro-

pilu przedstawia zmienione kolbki; w kolbce Bt; skupienie pecherzykéw i prze-

jasnienie aksoplazmy, w kolbce Bt; pleomorficzne pecherzyki; D — dendryt z gesta
macierzga. Pow. 49 000 X

Fig. 3a-b. Rat dehydrated for 4 days. 3a. SON. Fragment of neuropile demonstrat-

ing some altered boutons; in Bt; bouton electron-lucent axoplasmic ground and

clustered vesicles, in Bt, bouton pleomorphic vesicles and vacuolization of pre-

synaptic area; D — dendrite with dense matrix. X 42000. 3b. PVN. Fragment of

neuropile demonstrating some altered boutons; in Bt; bouton clustered vesicles, in
Bt; bouton pleomorphic vesicles; D — dendrite with dense matrix. X 49 000
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Ryec. 4a-d. Szczur odwadniany przez 4 dni. 4a. SON. ZIO-impregnowana kolbka
typu S; N — neuron sekrecyjny. Pow. 42000 X. 4b. SON. Blaszkowate pierscienie
(strzatka) woké6l ZIO-impregnowanego kompleksu aksodendrytycznego; N — neu-
Ton sekrecyjny. Pow. 27000 X. 4c. PVN. ZIO-impregnowana kolbka typu S w kon-
takcie z dendrytem (D). Pow. 33000 X. 4d. PVN. ZIO-impregnowana kolbka typu S
w kontakcie z kolcami dendrytéw (Sp); widoczne réwniez zmienione wiékna ner-
wowe, prawdopodobnie dendryty. Pow. 22000 X
Fig. 4a-d. Rat dehydrated for 4 days. 4a. SON. ZIO-stained S-type bouton; N —
secretory neuron. X 42000. 4b. SON. Lamellar whorls (arrow) around ZIO-stained
axo-dendritic complex; N — secretory neuron. X 27000. 4c. PVN. ZIO-stained
S-type bouton synapsing on dendrite (D). X 33000. 4d. PVN. ZIO-stained S-type
bouton contacting spine dendrites (Sp); altered nerve fibers, probably dendrites
are also seen. X 22000
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Rye. 5a-d. Szczur odwadniany przez 12 dni. 5a. SON. Obfito$é pecherzykéw w kolb-

ce typu S kontaktujacej sie z dendrytem; N — neuron sekrecyjny. Pow. 40 000 X.

5b. PVN. Obfitos¢é pecherzykéw w kolbce typu S kontaktujgcej sie z dendrytem.

Pow. 39000 X. 5c. SON. Blaszkowate pierscienie (strzatki) wokoél akso-dendrytycz-

nego kompleksu synaptycznego. Pow. 41000 X. 5d. SON. We fragmencie neuronu

sekrecyjnego (N) wakuola (va) wpuklona w kolbke kontaktujgcg sie z dendrytem.
Pow. 40000 X

Fig. 5a-d. Rat dehydrated for 12 days. 5a. SON. Abundance of vesicles in S-type

bouton synapsing on dendrite; N — secretory neuron. X 40000. 5b. PVN. Abun-

dance of vesicles in S-type bouton synapsing on dendrite. X 39000. 5c. SON.,

Lamellar whorls (arrows) around an axo-dendritic synaptic complex. X 41000.

5d. SON. Fragment of secretory neuron (N) exhibits vacuole (va) admitted into
the bouton synapsing on dendrite. X 40 000
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Ryc. 6a-b. Szczur odwadniany przez 12 dni. 6a. SON. W kolbkach typu S (S) tylko

nieliczne pecherzyki ZIO-dodatnie; niektére zmienione kolbki zawierajg ZIO-

-reaktywne pleomorficzne pecherzyki. Pow. 37000 X. 6b. PVN. W kolbkach typuS
liczne ZIO-dodatnie pecherzyki. Pow. 36 000 X.

Fig. 6a-b. Rat dehydrated for 12 days. 6a. SON. In S-type boutons (S) only few

vesicles contain ZIO-precipitate; some altered boutons exhibit ZIO-reactive pleo-

morphic vesicles. X 37000. 6b. PVN. In S-type boutons numerous ZIO-positive
vesicles. X 36 000

http://rcin.org.pl



48 A. Loesch

&,

- A . 8 h .
K T % Y & WS e & B ek ,%

Ryc. 7a-d. Szczur odwadniany przez 12 dni. 7a. PVN. Kilka kolbek w kontakcie
z dendrytem; jedna z nich zawiera ,balonowate” ZIO-dodatnie pecherzyki (strzal-
ka). Pow. 32000 X. 7b. SON. Zmieniona kolbka z ZIO-dodatnimi strukturami pe-
cherzykowymi i tubularnymi oraz z ZIO-reaktywnymi figurami mielinowymi
(strzatka). Pow. 58 000 X. 7c. PVN. Kolbka synaptyczna z ZIO-reaktywnymi elemen-
tami siateczki plazmatycznej (er); sc — szczelina miedzysynaptyczna. Pow. 93 000 X.
7d. SON. W kolbce typu S kontaktujgcej sie z neuronem sekrecyjnym ZIO-reak-
tywna figura mielinowa (strzatka). Pow. 54 000 X
Fig. 7a-d. Rat dehydrated for 12 days. 7a. PVN. A few boutons synapsing on
dendrite; one of them contains ZIO-positive “balooning” vesicles (arrow). X 32 000.
7b. SON. An altered bouton exhibits ZIO-positive vesicular and tubular structures,
as well as the ZIO-reactive myelin-like figures (arrow). X 58 000. 7c. PVN. Within
synaptic bouton ZIO-reactive elements of axoplasmic reticulum (er); sc — sub-
synaptic cleft. X 93000. 7d. SON. ZIO-reactive myelin-like figures (arrow) within
S-type bouton synapsing on secretory neuron. X 54000
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Ryc. 8a-b. Szczur odwadniany przez 12 dni. 8a. SON. ZIO-reaktywna figura mie-
linowa (strzatka) w postsynaptycznym dendrycie. Pow. 40000 X. 8b. PVN. Inten-
sywna ZIO-reaktywno$é wszystkich elementéw cytoplazmatycznych stanowigcych
kolbke synaptyczng typu S. Pow. 42000 X
Fig. Sa-b. Ra{ dehydrated for 12 days. 8a. SON. ZIO-reactive myelin-like figure
(arrow) within postsynaptic dendrite. X 40 000. 8b. PVN. Note intensive ZIO-reactiv-
ity of all elements constituting the S-type bouton- X 42 000

piania sie pecherzykéw synaptycznych oraz ich polimorfizmu (ryc. 3a,b).
Po zastosowaniu impregnacji ZIO niektére pecherzyki synaptyczne bytly
Z10-dodatnie. Jednakze zaobserwowano tu wiekszg niz u szczuréw kon-
trolnych zmienno$¢ pod wzgledem liczby wybarwionych pecherzykow
synaptycznych w obrebie poszczegélnych kolbek. Zjawisko to dotyczylo
zarowno jgdra SON, jak i PVN (ryc. 4a,b,c,d).

Szczury odwadniane przez 12 dni (grupa III)

W obu badanych jadrach kolbki synaptyczne czesto obfitowaly w pe-
cherzyki synaptyczne. Obserwacje te dotyczyly przede wszystkim kol-
bek, ktore mialty kontakt z dendrytami (ryc. 5a,b). Jednoczesnie w obre-
bie jadra SON, obok synaps dobrze zachowanych, czesto obserwowano
kompleksy synaptyczne, ktére charakteryzowaly sie nieprawidlowosciami
organizacji ultrastrukturalnej. Nieprawidlowosci te to zewnetrznie umiej-
scowione i luzno ulozone blaszkowate pierscienie wokoét akso-dendry-
tycznych kompleksow synaptycznych (ryc. 5c) lub wakuole zwigzane
z kolbkami synaptycznymi (ryc. 5d). Po zastosowaniu impregnacji ZIO
stwierdzono niejednakowg ZIO-reaktywnos¢ pecherzykow synaptycz-
nych typu S w jadrze SON i PVN. Pomimo ze wiekszo$¢ kolbek synap-
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tycznych w jadrze SON zawierala liczne pecherzyki synaptyczne, to tylko
pojedyncze pecherzyki wykazaly produkt reakeji ZIO (ryc. 6a). Natomiast
w jadrze PVN liczne kolbki synaptyczne obfitowaly w ZIO-dodatnie pe-
cherzyki i pod tym wzgledem podobne byly do tych, ktére obserwo-
wano u zwierzat kontrolnych (ryc. 6b). W obu jgdrach niektére zmienio-
ne kolbki synaptyczne charakteryzowaly sie obecnoscig ZIO-dodatnich
struktur, ktérych nie stwierdzono u zwierzat kontrolnych. Obserwowano
mianowicie ZIO-dodatnie pleomorficzne struktury pecherzykowe (ryc. 6a,
7a), ZIO-dodatnie struktury tubularne (ryc. 7b,c) oraz ZIO-dodatnie figu-
ry mielinowe (ryc. 7b,d), ktore wystepowaly rowniez w postsynaptycz-
nych dendrytach (ryc. 8a). W jadrze PVN stwierdzono ponadto kolbki
synaptyczne silnie reagujace z mieszaning ZIO. W tych sporadycznych
przypadkach caly element presynaptyczny, to znaczy: blona presynap-
tyczna i pozostala aksolemma, pecherzyki synaptyczne oraz mitochondria
byly wybarwione (ryc. 8b).

Analiza iloSciowa

Dane z badan morfometrycznych zostaly przedstawione w formie
graficznej (ryc. 9, 10, 11), natomiast wiekszo$s¢ wynikéw analizy staty-
stycznej zestawiono w tabeli 1.

Pole profilu kolbki

Dla jadra SON poréwnanie pod wzgledem tej zmiennej wykazato, ze
réznice pomiedzy wszystkimi grupami, tzn. I i II (p>0,25), II i III
(p>0,975) oraz I i III (p>>0,1), nie byly znamienne. W przypadku
jadra PVN poréwnanie pod wzgledem tej zmiennej wykazalo istotna
réznice pomiedzy grupag I i II (p <<0,025), natomiast nieistotng miedzy
grupami II i III (p > 0,9) oraz Ii III (p > 0,1).

Z analizy statystycznej wynika roéwniez, ze istotne réznice pomiedzy
jadrem SON i PVN pod wzgledem wielkosci pola profilu kolbek synap-
tycznych typu S wystgpily u szczuréw odwadnianych przez 4 i 12 dni
(grupa II i III), natomiast u szczuréw kontrolnych (grupa I) jadra te nie
roznity sie pod wzgledem tej cechy (Tab. 1).

Liczba pecherzykéw typu S w profilu kolbki

Dla jadra SON poréwnanie pod wzgledem tej zmiennej wykazalo
istotne roéznice pomiedzy grupami I i II (p<<0,025) oraz II i III
(p < 0,001), natomiast pomiedzy grupg I i III (p> 0,5) roznice te nie
byly znamienne. W przypadku jgdra PVN poréwnanie pod wzgledem
tej zmiennej wykazalo, ze réznice pomiedzy wszystkimi grupami tzn.
I1ill (p>0,25), II i III (p>0,1) oraz I i III (p> 0,9) nie byly zna-
mienne.

Z analizy statystycznej wynika rowniez, ze istotne roéznice pomiedzy
jadrem SON i PVN pod wzgledem liczby pecherzykéw typu S wystapity
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Ryc. 9. Rozklad punktéw w diagramach wskazuje na zwigzek pomiedzy polem
profilu kolbki typu S i ogbélng liczbg okragglych pecherzykéw synaptycznych (suma
Z10-dodatnich i ZIO-ujemnych), w warunkach prawidlowych (grupa I), po 4 dniach
odwodnienia (grupa II) i po 12 dniach odwodnienia (grupa III). Strzalki wskazujg

na odpowiednie warto$ci mediany omawianych zmiennych

Fig. 9. Scatter of the points in the diagrams indicates association between the
area of the S-type bouton profiles and the total number of spheroid synaptic
vesicles (amount ZIO-positive and ZIO-negative), in normal rats and rats dehy-

drated for 4 and 12 days. Arrows point to the positions of the median
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Ryc. 10. Rozklad punktéw w diagramach wskazuje brak wyraznej wspoélzaleznosci
pomiedzy polem profilu kolbki i wzgledng liczbg (%) ZIO-dodatnich pecherzykow
synaptycznych typu S, w warunkach prawidlowych (grupa I), po 4 dniach od-
wodnienia (grupa II) i po 12 dniach odwodnienia (grupa III). Strzatki wskazujg
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Ryc. 11. Histogram czestosci wystepowania kolbek typu S w zaleznos$ci od wzgled-

nej liczby (%) ZIO-dodatnich pecherzykéw synaptycznych, w warunkach prawi-

dlowych (grupa I), po 4 dniach odwodnienia (grupa II) i po 12 dniach odwod-
nienia (grupa III)

Fig. 11. Frequency distributions of the occurrence of S-type boutons in relation
to percentages of ZIO-positive synaptic vesicles, in normal rats and rats dehy-
drated for 4 and 12 days

tylko u szczuréw odwadnianych przez 12 dni (grupa III), natomiast
u szczuréw kontrolnych (grupa I) i odwadnianych przez 4 dni (grupa II)
jadra te nie roznity sie¢ pod wzgledem tej cechy (Tab. 1).

Wzgledna liczba (%) ZIO-dodatnich pecherzykéw typu S w profilu kolbki

Dla jgdra SON porownanie pod wzgledem tej zmiennej wykazalo,
ze roznice pomiedzy wszystkimi grupami, tzn. I i II (p <<0,01), II i III
(p<<0,001) oraz I i III (p<<0,001), byly wysoce znamienne. Wynikato
to z postepujacego w przebiegu eksperymentu zmniejszania sie liczby
ZI10-reaktywnych pecherzykéw synaptycznych. W przypadku jagdra PVN
istotne réznice pod wzgledem tej zmiennej stwierdzono pomiedzy gru-
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Tabela 1. Porbwnawcza ocena ZIO-impregnowanych kolbek synaptycznych typu S w neuropilu jadra nadwzrokowego (SON) i przykomorowego (PVN)
szczuréw pozbawionych wody do picia ;
Table 1. Comparative evaluation of ZIO-stained S-type boutons in neuropile of supraoptic (SON) and paraventricular (PVN) nuclei of the normal and dehy-
drated rats

Liczba pecherzykoéw :
typu S w polu profilu % ZIO-dodatnich pecherzykéw

Pole profilu kolbki w p.m? Kolbki typu S w polu profilu kolbki

Warunki Jadro 3 a %
Conditions Nucleus Bouton area in pm No. of S-type vesicles % °f] ZIO-po;l)tlve S-type
per bouton area vesicles per bouton area
n Me Ra P Me Ra P Me Ra P >
Warunki prawidiowe SON 176 047 0,02—2,60 s O ., Al SN oo 5
Normal conditions PVN 194 0,39 0,03—2,34 5 57 2-257 ’ 40,0 11,1—-81,8 g @
=
Odwodnienie 4-dniowe SON 214 0,42 0,02—1,98 0.01* 55 2—-254 0.25 36,6 6,6—92,0 0.25
4 days’ dehydration PVN 159 0,34 0,01—2,88 i 64 2-900 5 34,0 5,9—80,0 >
Odwodnienie 12-dniowe SON 193 0,42 0,03—2,39 0.025* 7 3—401 0.05* 16,7 0,6—74,7 0.001*
12 days’ dehydration PVN 210 0,34 0,01—2,01 = 57 2—-321 £ 424 9,6—88,9 =
n — liczba obserwacji Me — warto$¢ mediany p — poziom prawdopodobiefistwa Ra — zakres
number of observations value of the median probability range
* — istotnie rozne, p < 0,05 (test Chi?)
significantly different, p < 0,05 (Chi? test)
htto://rein ara ol
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pami I i II (p<<0,001) oraz II i III (p<<0,001), natomiast réznice po-
miedzy grupg I i III (p > 0,2) byly nieistotne.

Z analizy statystycznej wynika réwniez, ze istotne réznice pomiedzy
jadrem SON i PVN w zakresie wartosci wzglednej liczby pecherzykow
ZIO-dodatnich wystapity tylko u szczuré6w odwadnianych przez 12 dni
(grupa III), natomiast u szczuréw kontrolnych (grupa I) i odwadnianych
przez 4 dni (grupa II) jadra te nie réznily sie pod wzgledem tej cechy
(Tab. 1).

Wspélzaleznosé pomiedzy polem profilu kolbki i liczbg pecherzykéw
synaptycznych typu S przedstawia rycina 9. Przy poréwnywaniu wszyst-
kich badanych grup nie stwierdza si¢ wyraznej réznicy pod wzgledem
stopnia wspoélzaleznosci pomiedzy tymi zmiennymi, odnosi sie nawet
wrazenie, ze wspolzaleznosé ta jest w obrebie jagdra SON wyrazniejsza
w grupie IT i III w poréwnaniu z kontrolg.

Na rycinie 10 przedstawiono zwigzek pomiedzy polem profilu kolb-
ki i wzgledng liczbg (%) ZIO-dodatnich pecherzykéw synaptycznych
typu S. Rozklad punktéw wskazuje, ze we wszystkich badanych gru-
pach (I, II i III) brak jest wyraznej wspodlzaleznosci pomiedzy tymi
zmiennymi.

Wspolzaleznos¢ pomiedzy czestosciag wystepowania kolbek synaptycz-
nych typu S i wzgledng liczbg ZIO-dodatnich pecherzykéw synaptycz-
nych w jadrze SON i PVN przedstawiono graficznie na rycinie 11.
Obserwuje sie roznice w rozkladach czestosci pomiedzy grupami I, II
i III zaréwno w jadrze SON, jak i PVN. Dla zwierzat kontrolnych roz-
klad czestosci zblizony jest do normalnego, podczas gdy po 12 dniach
odwodnienia w przypadku jgdra SON rozklad ten staje sie wyraznie
jednostronnie skos$ny; sko$no$¢ rozkladu zwigzana jest ze zwiekszeniem
wzglednej liczby kolbek synaptycznych, ubogich w ZIO-dodatnie peche-
rzyki synaptyczne.

OMOWIENIE

Wiadomo, ze pozbawienie ssakéw wody do picia (odwodnienie) po-
budza ich neurosekrecyjny uklad podwzgoérzowo-przysadkowy do zwie-
kszonego wydzielania hormonéw czesci nerwowej przysadki, a szczeg6l-
nie wazopresyny. Komorki neurosekrecyjne tego ukladu zgrupowane
w jadrze SON i PVN kontrolowane sg nie tylko przez substancje che-
miczne, ktore poprzez uklad naczyniowy oddzialujg na nie droga sprze-
zenia zwrotnego, ale roOwniez poprzez osrodki neuronalne znajdujace sie
w osrodkowym ukladzie nerwowym (Schadé 1970; Ariéns Kappers 1972).
Neurotransmitery uwalniane z presynaptycznych zakonczen nerwowych,
podobnie jak i substancje chemiczne krazace we krwi, mogg oddziatywaé
hamujgco lub pobudzajaco na te komérki. Oshima i Gorbman (1969)
uwazaja, ze zakonczenia synaptyczne w jadrze SON i PVN w wigkszym
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stopniu kontrolujg procesy zwigzane z uwalnianiem neurohormonow
przysadkowych niz z ich synteza. Wedlug Findlay’a (1972) problem po-
srednictwa neuronalnego w zjawisku neurosekrecji mozna rozpatrywac
w odniesieniu do neurotransmiteréw dzialajgcych w tych obszarach pod-
wzgbrza lub tez w stosunku do miejse, od ktérych biorg poczatek do-
chodzace do nich zakonczenia synaptyczne.

Badania ultrastrukturalne kolbek synaptycznych w neuropilu jadra
SON i PVN szczura wskazuja na udzial wiékien monoaminoergicznych
oraz cholinergicznych w regulacji neuronéw sekrecyjnych (Rechardt
1969; Morris 1974). Jak wykazaly wyniki wlasnych badan, w obrebie
obu jader podwzgoérza wystepuja podobne pod wzgledem budowy kolbki
synaptyczne, ktoére tworza przede wszystkim synapsy akso-dendrytyczne
i akso-somatyczne. Zwrocili juz na to uwage Enerstrom (1967), Rechardt
(1969), Clementi i Ceccarelli (1970), Szentagothai i wsp. (1972) oraz Mor-
ris (1974). Chociaz szczegoly dotyczace polaczen pomiedzy wstepujgcymi
i zstepujacymi szlakami nerwowymi w obszarze jgdra SON, a szczegdl-
nie PVN nie sg dobrze poznane (Hayward 1972), badania Woodsa i wsp.
(1966) wskazuja jednakze, ze u ssakow polaczenia te uczestniczg w kon-
troli uwalniania wazopresyny. Wedlug Dreifussa i Kelly'ego (1972a,b)
zakonczenia synaptyczne reguluja czestotliwo$é¢ wyladowan potencjalow
czynnosciowych neuronéw sekrecyjnych, odpowiedzialnych za uwalnia-
nie hormonéw czesSci nerwowej przysadki.

Wedlug licznych autoréw (Akert i wsp. 1971; Awood, Lang 1972;
Birks 1974; Uchizono 1975; Reinecke, Walther 1978), charakterystyczny-
mi objawami potwierdzajacymi pobudzenie zakonczen synaptycznych sa
takie zjawiska morfologiczne, jak zmniejszenie liczby pecherzykéow sy-
naptycznych oraz ich agregacja. Objawy takie zaobserwowano w bada-
niach wlasnych u szczuréw pozbawionych wody do picia przez 4 dni
szczegblnie w neuropilu jadra SON, gdzie w sposob istotny zmniejszyla
sie¢ w tym okresie liczba pecherzykéw typu S, jak tez ich ZIO-reaktyw-
no$¢. Jednakze u szczuré6w pozbawionych wody do picia przez 12 dni
liczba pecherzykow typu S w kolbkach jadra SON nie roéznita sie od
obserwowanej u zwierzat kontrolnych, podczas gdy ich ZIO-reaktywnos¢
ulegla zmniejszeniu w jeszcze wiekszym stopniu. Zjawisko to wydaje sie
wskazywaé, ze w tym okresie synapsy jadra SON sg juz mniej aktywne.
Zmniejszenie sie wzglednej liczby ZIO-dodatnich pecherzykéow nasuwa
réwnoczesnie przypuszczenie, ze okre$lone wartosci stosunku liczby pe-
cherzykéw wybarwionych do catkowitej liczby pecherzykow synap-
tycznych typu S moga odpowiada¢ okreslonym stanom aktywnosci za-
konczenia synaptycznego. Przy zalozeniu takiej hipotezy stwierdzono
miedzy innymi zwiazek iloSciowy pomiedzy ziarnistoSciami neurosekre-
cyjnymi i ZIO-dodatnimi mikropecherzykami w pobudzonych aksonach
sekrecyjnych czesci nerwowej przysadki szczura (Loesch 1983).
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W badaniach wlasnych zaobserwowano ponadto, ze w stanie odwod-
nienia zwierzat wystepuja w obrebie zakonczen synaptycznych zmiany
o charakterze zwyrodnieniowym, w postaci zwiekszonego polimorfizmu
pecherzykéw synaptycznych, agregacji pecherzykow, przejasnienia lub
wakuolizacji czeSci aksoplazmy. Zmiany takie obserwowano réwniez
w zwyrodnieniu typu Wallera i po chemicznym uszkodzeniu zakonczen
nerwowych (Akert, Sandri 1975), po przecieciu nerwu (Uchizono 1975)
i w padaczce audiogennej u myszy (Dymecki i wsp. 1977). Wedlug Aker-
ta i Sandri (1975) wystepowanie ,balonowatych” ZIO-dodatnich peche-
rzykéw synaptycznych jest charakterystyczne dla proceséw zwyrodnie-
nia zakonczenia nerwowego. W obecnej pracy stwierdzenie licznych zmie-
nionych wlékien nerwowych w obu jadrach podwzgérza moze zatem
wskazywac¢ na zakloécenie kontroli synaptycznej tych obszaréw podwzgéd-
rza i .zaklécenie czynnoSciowe neurosekrecyjnego ukitadu podwzgoérzowo-
-przysadkowego szczuréw pozbawionych wody do picia przez 12 dni.

Przeprowadzone w tej pracy badania iloSciowe na ZIO-impregnowa-
nych kolbkach synaptycznych typu S wykazaly, ze oba jadra podwzgo-
rza zachowujg sie podobnie w zakresie ZIO-reaktywnosci pecherzykow
synaptycznych zar6wno u zwierzat kontrolnych (grupa I), jak i zwierzat
pozbawionych wody do picia przez 4 dni (grupa II). Natomiast u zwie-
rzat pozbawionych wody do picia przez 12 dni (grupa III) jadra SON
i PVN roéznig sie istotnie przy ocenie tego zjawiska. Zr6znicowanie cyto-
chemiczne (reakcja ZIO) zakonczen synaptycznych typu S w grupie III,
czemu towarzyszy réwniez zroznicowanie morfologiczne neuronéw se-
krecyjnych (Loesch 1981b), moze nasuwaé¢ przypuszczenie, ze W procesie
odwadniania organizmu oba jadra podwzgoérza kontrolowane sg cen-
tralnie w niejednakowy sposob. W tym kontekscie interesujace sg spo-
strzezenia Shute (1970), zgodnie z ktérymi u szczura, a takze u kota
i malpy acetylocholinoesteraza wystepuje w wiekszych ilosciach w ob-
szarze jadra PVN niz SON. Nizsza koncentracja enzymu w neuronach
jadra SON stanowila podstawe do wnioskowania, ze te komorki sekre-
cyjne sa bardziej wrazliwe na acetylocholing (Lederis, Livingston 1969).-
Mogloby to tez wskazywaé, ze acetylocholina kontroluje uwalnianie wa-
zopresyny w wiekszym stopniu na poziomie podwzgoérza niz czesSci ner-
wowej przysadki (Shute 1970). W rzeczywistosci jednak kontrola sy-
naptyczna jadra SON i PVN wydaje sie¢ bardziej zlozona poprzez
fakt, ze te obszary podwzgérza charakteryzuja sie réznorodnoscig wy-
stepujgcych tam neurotransmiteréw. Zagadnienie to bylo poruszane
w poprzedniej publikacji (Loesch 1981a).

Stwierdzony w badaniach wlasnych spadek liczby ZIO-dodatnich pe-
cherzykéw synaptycznych w jadrze SON szczuréw po 12 dniach odwad-
niania jest byé¢ moze zwigzany z przebyta faza zwigkszonej aktywnosci
zakonczen synaptycznych typu S, wskazujac przy tym na ich uczestnic-

http://rcin.org.pl



H8 A. Loesch

two w procesie pobudzenia neuronéw sekrecyjnych. W tym miejscu
mozna postawi¢ pytanie, czy ZIO-dodatnie pecherzyki sg wlgczane
w proces przekaznictwa synaptycznego i czy uwalniajg specyficzny kom-
ponent chemiczny? Niestety, na podstawie przeprowadzonych badan od-
powiedZz na to pytanie nie jest mozliwa. Co prawda Dymecki i wsp.
(1977) oraz Walski (1977) przypuszczaja, ze zmniejszenie liczby ZIO-do-
datnich pecherzykéw w obrebie kolbki synaptycznej zwigzane jest ze
zjawiskiem oprézniania pecherzykoéw z substancji przekaznikowej, z dru-
giej jednak strony, pomimo ze produkt reakcjt ZIO wystepuje w obre-
bie peeherzykéw synaptycznych, nie ma oczywistych dowodéw na to,
ze jest on specyficznym markerem neurotransmitera (Akert, Sandri
1975).

Przedstawione powyzej badania ilosciowe wykazaly rowniez, ze we
wszystkich grupach doswiadczalnych (I, II i III) istnieje wspolzaleznosc
(korelacja dodatnia) pomiedzy polem profilu kolbek i liczbg pecherzy-
kow typu S. Jest zrozumiale, ze kolbki o wiekszym profilu moga po-
miesci¢ wiecej pecherzykow synaptycznych niz te o profilu mniejszym.
Natomiast nie wiadomo, dlaczego brak jest takiej wspoélzaleznosci w od-
niesieniu do liczby ZIO-dodatnich pecherzykéw. By¢ moze zréznicowana
w poszcezeg6lnych kolbkach ZIO-reaktywnosé pecherzykow wigze sie —
jak juz wspominano — ze stopniem aktywno$ci danego zakonczenia sy-
naptycznego. W przypadku potwierdzenia tej tezy, brak ujednoliconej
reakcji ZIO pecherzykow synaptycznych rowniez nalezaloby laczyé z fak-
tem, ze badane profile kolbek stanowily niejednolitg grupe ze wzgledu
na rodzaj powigzania z elementem postsynaptycznym. Wydaje sie za-
tem, ze bardziej precyzyjne okreslenie mozliwej korelacji pomiedzy
ZIO-reaktywnoscia pecherzykéw synaptycznych a aktywnosciag danego
zakonczenia synaptycznego, mozna uzyskaé poprzez wzajemne porow-
nanie polgczen akso-dendrytycznych i akso-somatycznych, wystepujg-
cych powszechnie w jadrze SON i PVN szczura.

Podkreslenia wymaga fakt, ze pomimo potraktowania w obecnej pra-
cy zakonczen synaptycznych typu S jako grupy jednolitej (bez uwzgled-
nienia typu powigzania z elementem postsynaptycznym), analiza iloSciowa
wykazala istotne réznice pomiedzy jadrem SON i PVN szczura odwod-
nionego. Nalezy réwniez dodaé, ze analiza ta nie obejmowala zakonczen
synaptycznych typu F (ze splaszczonymi pecherzykami synaptycznymi),
celowo pominietych ze wzgledu na ich prawdopodobnie odmienny cha-
rakter czynno$ciowy (Uchizono 1965). Na marginesie wskaza¢ nalezy, ze
ten typ zakonczen synaptycznych zgodnie z wlasnymi obserwacjami (da-
ne nieopublikowane) wydaje sie¢ w przebiegu tego eksperymentu by¢
bardziej stabilny w zakresie ZIO-reaktywnosci pecherzykéw synaptycz-
nych. Obserwacje te sg zgodne ze spostrzezeniami Walskiego (informacja
ustna) poczynionymi podczas badan innych obszaréw osrodkowego ukla-
du nerwowego myszy i szczura w odmiennym modelu do$wiadczalnym.
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Zakonczenia synaptyczne w NUPP b9

Barwienie ZIO pozwolilo lepiej uwidoczni¢ przebieg zmian morfolo-
gicznych w kolbkach synaptycznych, w warunkach postepujgcego odwod-
nienia organizmu. Ponadto stwierdzono réznorodno$¢ struktur cyto-
plazmatycznych wybarwionych produktem reakcji ZIO, co bylo szczegdl-
nie wyrazne w okresie zaburzen wywolanych stanem przewleklego od-
wodnienia (grupa III). Fakt ten potwierdza poglad, ze produkt tej reakcji
nie jest swoistym markerem jednej okreslonej organelli komoérkowej
(Akert, Sandri 1975). Jedna z najnowszych hipotez dotyczgca swoistosci
reakcji ZIO zaklada, ze powstanie precypitatu ZIO zwigzane jest z miej-
scami obfitujagcymi w dwuwartosciowe jony wapnia (Gilloteaux, Naud
1979). W odniesieniu do ukladu nerwowego hipoteza ta jest szczegoélnie
interesujgca, gdyz odpowiednie stezenie jonéw Ca?" w tkance nerwowej
jest niezbedne do prawidlowego funkcjonowania przekaznictwa synap-
tycznego.

WNIOSKI

Podczas doswiadczalnego odwodnienia szczuréw (wywotanego pozba-
wieniem zwierzagt wody do picia) zastosowanie metody ZIO do badan
kolbek synaptycznych typu S w jadrze SON i PVN pozwolilo na prze-
prowadzenie poréwnania pomiedzy iloscig pecherzykéw synaptycznych
o roznym powinowactwie do cynku, jodu i osmu oraz réznymi stanami
aktywnosci neurosekrecyjnego ukladu podwzgoérzowo przysadkowego.
Jednoczes$nie, znamienne zréznicowanie cytochemiczne (reakcja ZIO) kol-
bek synaptycznych typu S w jadrze SON moze wskazywa¢, ze w przed-
stawionym modelu doswiadczalnym to wtlasnie jadro podwzgérza od-
grywa istotng role zwigzang z czynnos$cig ukladu neurosekrecyjnego. Po-
nadto, zastosowanie metody ZIO umozliwilo lepszg obserwacje zmian
ultrastrukturalnych, szczegélnie o charakterze zwyrodnieniowym, w obu
badanych jadrach podwzgoérza.

ZIO-UMITPETHUPOBAHHBIE CHUHAIITUYECKUE KOJIBOYKM B HEBPOITUJIE
HA/I3PUTEJIBHOTO M OKOJIOXEJIYJOYKOBOI'O SAPA KPBICHI JIMIIEHHON
TMUTHEBOM BOJBI

Pesome

Bbliu HecieI0BaHbl CHHANITHYECKAE OKORYaHUs THOA-S B Ham3puTensHoM (SON) u okosoxe-
nynoukosoMm siape (PVN) KpbIC JIMIICHHBIX MHTHEBOM BOABI B Teyenue 4 u 12 nmeir. B uccneaosa-
HUSX JHHAMHKHE H3MEHEHHl B CHHANTHYECKHX K0JIOoukax Gbutr mpuMmenen Meton ZIO. PesynsTaTsl
KOJIA9ECTBEHHBIX MCC/IeIOBAHUIA TMOKA3aJ|, YTO B YCIOBHSAX IETHApATALMA OPraHW3Ma TaKHe Be-
JIHYMHBI KaK nosie npodmis konGoukd, YHCI0 CHHANTHYECKUX My3bIPBKOB B 1OJie Npoduis KO-
604KkH, a TaKXKe OTHOCHTEIbHOE YHCIIO0 (%) ZIO-TOM0XHTENbHBIX My3PhIbKOB THNA-S B IIOJE Mpo-
bunsa xonboukn noasepraTCs H3MeHeHuo 1 aaddepenuupyroT 0ba siapa runoranamyca. Ummpe-
raamus ZIO cienana BO3MOKHBIM KPOME TOTO JIy4miee OOHapyKeHHE HEKOTOPHIX LUTOIUIA3MATH-
YECKUX IIEMEHTOB B JCreHEPHPOBAHHBIX CHHANTHYECKHX KO0JIOOYaKX, KOTOpble KOHCTATHPOBAHO
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B 060mX AApax rEOOTaNaMyca no ucredyenuu 12 ameii aermapartammy. Kax pesynbTaThl onucaTebe
HBIX, TaK ¥ KOJHYECTBEHHBIX HCCIEIOBAHMN yKA3bIBAIOT HA aKTHBHOE YYaCTHE CHHAITHYECKHX OKOH~
yanuit Tuna-S, ocobenno B sape SON, B npomeccax COnyTCTBYIOIINX YCHIIEHHON HelpOCeKpernoH-
HOM (GYHKIMHM THMIOTAIAMO-THIO(GH3apHON CHCTEMBI B YCIOBHSX JETHAPATALMH OPTaHM3MA.

ZIO-STAINED SYNAPTIC BOUTONS IN NEUROPILE OF SUPRAOPTIC
AND PARAVENTRICULAR NUCLEI OF NORMAL AND DEHYDRATED RATS

Summary

Ultrastructural studies of S-type synaptic boutons in supraoptic (SON) and
paraventricular (PVN) nuclei were carried out on samples of normal and de-
hydrated rats (after 4 and 12 days of drinking water deprivation). Observation
of the dynamics of changes in the boutons was facilitated by introducing the
ZIO-staining technique. It was found that the ZIO reaction product stains synaptic
vesicles (normal rats) and pleomorphic ones including “ballooning” vesicles, tubular
elements of axoplasmic reticulum and myelin-like structures (dehydrated rats).
Quantitative data are also presented. They indicate that in normal conditions.
there was no difference between SON and PVN nuclei as regards the relative
number (%o) of ZIO-reactive S-type vesicles per area of sectioned profiles of the
boutons. While, in rats dehydrated for 4 days, in both these nuclei a decrease in
the relative number of ZIO-reactive vesicles was noticeable, the decrease in the
total number of S-type vesicles was confined to the SON nucleus. On the other
hand, in rats dehydrated for 12 days, in the SON nucleus a further considerable
decrease of the ZIO-positive vesicles was noted with the total number of S-type
vesicles within normal limits. At the same time, in the PVN nucleus the values
of these two variables were within normal limits. Thus, a possible relationship
between the relative number of ZIO-positive vesicles and the state of functional
activity of the S-type synaptic boutons is suggested. Moreover, in normal rats
and rats dehydrated for 4 and 12 days the relationship between the surface area
of the sectioned profiles of the boutons and the total number of S-type vesicles
indicates a correlation between these two variables, while there is no close relation-
ship between the bouton area and the relative number of ZIO-reactive S-type
vesicles.

By the fact that this paper did not concern the problem of different relation-
ships of S-type boutons within the nuclei, therefore the obtained results dealing
with this topic ought to be completed in the future.
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MORPHOMETRIC EVALUATION *
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In the course of studies on the dynamic changes occurring in the
synapses as the result of epileptic seizures in mice, it became necessary
to find such a way of sacrificing the experimental animals which, on
the one hand, would reveal the current functional state of the synapse
at any chosen moment of the experiment, and on the other, would
ensure possibly best fixation of the material. The number of synaptic
vesicles in the axon terminals is the morphological exponent of the state
of excitation of the neuron. Under the influence of neuron excitation
their number diminishes significantly (Birks 1974). It is known that the
transmitter substance contained in the synaptic vesicles is released
at the moment of neuron excitation into the synaptic cleft (Heuser,
Reese 1973; Uchizono 1975). Visualisation of the transmitter substance
in the synaptic vesicles is possible, owing to application of the zinc-
-iodide-osmium tetroxide (ZIO) method (Kawana et al. 1969). At the
moment of excitation of the neuron due to an epileptic seizure the num-
ber of synaptic vesicles impregnated with zinc-iodide (ZIO-positive), that
is containing the neurotransmitter, decreases considerably (Dymecki et
al. 1981).

Synaptic transmission is a very rapid process. Investigation of its
particular phases and of the dynamics of changes requires an extremely
quick and efficient technique of animals killing as well as immediate
fixation of the material, in order to arrest the rapidly progressing
functional changes in the synapse.

* Paper presented at the Polish-Scandinavian Neuropathological Symposium,
Szczecin, 14—16 May, 1981

http://rcin.org.pl



64 J. Dymecki et al.

Therefore, the aim of the present study was the comparison of va-
rious methods of sacrificing animals, in order to evaluate their suitabi-
lity for investigations of the dynamics of changes in the CNS synapses.

MATERIAL AND METHODS

The material comprised 10 mice of the Swiss Albino Rb strain. They
were divided into experimental groups according to the applied method
of killing.

Group A — the animals were anesthetised with Nembutal injected
intraperitoneally in a dose of 20 mg/kg body weight, and after opening.
the chest, the fixative was introduced into the left heart ventricle (Kar-
novsky 1965) under constant pressure of 80 mm Hg. After 10 min the
brain was removed from the skull and fixation by immersion in the
same fixative was continued for about 2 h.

Group B — the animals were anesthetised with Nembutal in the
same dose as in group A, then they were rapidly decapitated with
shears, the brain was removed and fixed by immersion in Karnovsky’s
fixative for 2 h.

Group C — the animals were kept in the laboratory room for two
weeks before the experiment to become familiar with the surroundings,
personnel and the instruments used. They were sacrificed by rapid de-
capitation and the procedure was the same as in group B.

Group D — the animals were not anesthetised or made familiar
with the premises and they were rapidly decapitated. The further proce-
dure was the same as in groups B and C.

The fifth group consisted of animals killed by sudden throwing into
liquid nitrogen. The frozen brain was removed from the skull and fixed
by immersion in Karnovsky's fixative at 4°C. This material, however,
owing to the destruction of the brain tissue could not be used for obtain-
ing technically correct electronmicrographs and for morphometric ana-
lyses.

For electron-microscopic examination material was taken from the
motor cortex, impregnated according to the ZIO-technique (Kawana et
al. 1969) and routinely processed before embedding in Epon 812. It was
examined in a JEM 7A electron microscope.

For each group about 60 electronmicrographs of cholinergic synapses
were prepared in a final magnification of 123 000. The results were
statistically elaborated by Student’s t test.

Morphometric analysis comprised: calculation of the total number of
synaptic vesicles per 1 um? of bouton cross section surface area with par-
ticular attention to the number of ZIO-positive and ZIO-negative synap-
tic vesicles.

Before undertaking the calculations, the surface area of the particular
synapses was evaluated by the planimetric method.
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RESULTS

Ultrastructural evaluation

The method of fixation by perfusion gave the technically best pic-
tures of the brain tissue. No features of swelling were observed and
the membraneous structures were well preserved. Material obtained by
the method of decapitation with subsequent immersion fixation gave also
technically good electronmicrographs. However, in some places widening
of the intercellular spaces was noted. The membranes of mitochondria,
synaptic boutons and vesicles were well preserved.

Group A. The electronmicrographs of synapses from animals, treated
by perfusion under Nembutal anesthesia, showed well preserved synaptic
and vesicular membranes. The boutons were filled with numerous sy-
naptic vesicles, containing the product of ZIO-reaction (Fig. 1).

Group B. The ultrastructural picture of the synaptic boutons from
animals decapitated under Nembutal anesthesia the brains of which were
fixed by immersion showed relatively well, preserved synaptic mitochon-

Fig. 1. Group A — animals perfused under Nembutal anesthesia. Well preserved
synaptic and vesicular membranes. Bouton filled with synaptic mostly ZIO-positive
vesicles. X 123 000. (All the electronmicrographs represent material from the mouse
motor cortex. Impregnation by zinc-iodide-osmium tetroxide — ZIO-method)
Ryc. 1. Grupa A — zwierzeta perfundowane w narkozie nembutalowej. Dobrze
zachowane blony synaptyczne i pecherzykowe. Wnetrze kolbki wypelnione pe-
cherzykami gléwnie ZIO-dodatnimi. Pow. 123 000 X. (Wszystkie mikrofotografie po-
chodzg z kory ruchowej myszy. Impregnacja cynkowo-jodowo-osmowa — ZIO)
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Fig. 4. Group D — animals decapitated without anesthesia or previous taming.
In synaptic bouton scarce ZIO-positive vesicles. X 120 000

Ryc. 4. Grupa D — zwierzeta dekapitowane bez uprzedniego us$pienia lub oswo-
jenia. W obrebie kolbki synaptycznej bardzo nieliczne pecherzyki ZIO-dodatnie.
Pow. 120000 X
drial and vesicular membranes though somewhat worse, than after per-
fusion. In the boutons a large number of synaptic, mostly ZIO-positive

vesicles, could be seen (Fig. 2).

Group C. The electronmicrographs of synapses in the group of ani-
mals which became habituated before the experiments, and then deca-
pitated, showed rather well preserved synaptic and vesicular membranes.
Within the boutons a large number of synaptic vesicles, mostly ZIO-
-positive, were visible (Fig. 3).

Group D. In the material of animals decapitated without previous
anesthesia or taming a much smaller number of vesicles could be seen

Fig. 2. Group B — aninfals decapitated under Nembutal anesthesia. Rather well
preserved synaptic and mitochondrial membranes. Large number of synaptic
vesicles in bouton, particularly of ZIO-positive ones. X 120000
Ryc. 2. Grupa B — zwierzeta dekapitowane w narkozie nembutalowej. Dosyé
dobrze zachowane blony synaptyczne i mitochondrialne. W obrebie kolbki duza
liczba pecherzykéw synaptycznych, zwlaszeza ZIO-dodatnich. Pow. 120 000 X

Fig. 3. Group C — animals decapitated after familiarisation with surroundings.
Bouton filled with synaptic vesicles containing product of ZIO-reaction. X 123 000
Ryec. 3. Grupa C — zwierzeta dekapitowane po oswojeniu z otoczeniem. Kolbka

wypelniona pecherzykami synaptycznymi zawierajgcymi produkt reakeji z jod-
kiem cynku. Pow. 123000 X
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in most boutons, particularly those revealing a ZIO-positive reaction
(Fig. 4).

In the material from animals frozen in liquid nitrogen the brain
tissue was greatly destroyed; there was considerable widening of the
spaces between the membranes and swelling of the synaptic boutons
with a relatively well preserved structure of the synaptic clefts and
active zones. The products of reaction with zinc-iodide was visible only
in some synaptic vesicles with somewhat enlarged dimensions. Clear
vesicles were greatly enlarged and sometimes destroyed (Fig. 5).

Morphometric analysis

Morphometric analysis showed that the total number of synaptic
vesicles per 1 um? of bouton cross section surface area in the groups A,

Fig. 5. Synapses of animals frozen in liquid nitrogen. Structure of synaptic bouton

relatively well preserved in contrast to surrounding tissue where marked widening

of spaces between membranes and their impairment are seen. Destruction of

synaptic vesicles and their considerable enlargement should be noted. Small
number of ZIO-positive vesicles. X 123 000

Ryc. 5. Synapsy zwierzat zamrozonych w cieklym azocie. Struktura kolbki synap-
tycznej stosunkowo dobrze zachowana, w przeciwienstwie do tkanki otaczajacej,
gdzie widaé znaczne poszerzenie przestrzeni miedzy blonami i uszkodzenie bton.
Widoczna destrukcja pecherzykéw synaptycznych i znaczne powiekszenie ich roz-
miaréw. Niewielka liczba pecherzykéw ZIO-dodatnich. Pow. 123000 X
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Fig. 6. Histogram of total number of synaptic vesicles per 1 um? of synaptic cross
section area in the four experimental groups

Ryc. 6. Histogram calkowitej liczby pecherzykéw synaptycznych na 1 um?2 pola
powierzchni przekroju w czterech grupach doswiadczalnych
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Fig. 7. Histogram showing the number of synaptic ZIO-positive vesicles per 1 um?
of synaptic cross section area in the four experimental groups
Ryc. 7. Histogram przedstawiajgcy liczbe pecherzykéw synaptycznych ZIO-dodat-
nich na 1 um? pola powierzchni przekroju kolbki synaptycznej w czterech grupach
doswiadczalnych
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B and C (perfusion under Nembutal anesthesia, decapitation under Nem-
butal anesthesia, decapitation after taming) was high and their content
did not show significant differences between the groups, this indicating
a low degree of neuron excitation. In group D (decapitation without
anesthesia or taming) the number of vesicles was significantly lower
as compared with that in the remaining groups, this being evidence of
a high degree of neuronal excitation (Fig. 6).

The number of synaptic ZIO-positive vesicles, that is those con-
taining transmitter substance was high and remains at a similar level in
groups A, B and C, being highest in the latter, comprising animals
decapitated after taming, whereas in group D (animals decapitated
without anesthesia or taming) this number was much lower, indicating
a high degree of excitation of the neurons (Fig: 7).

DISCUSSION

The choice of an appropriate method of sacrificing the animals plays
an important role in the correct performance of the experiment and
thus in correct evaluation of the results.

Investigations on the dynamics of the changes in synapses in the
course of experimental epileptic seizures are a particularly hard task
for experimenters. Recording of the functional state of the synapse at
strictly defined phase requires killing of the animals in a flash and
good fixation of the material as fast as possible.

These conditions are fulfilled by rapid decapitation and immediate
collection of material. The circumstances associated with decapitation,
however, evoke a strong psychomotor excitation of the animals, and this
cannot remain without influence on the functional state of the axon
terminals. Owing to this, it is impossible to distinguish the effect of
synapse excitation caused by epileptic seizure in the group of experi-
mental animals from excitation due to the psychomotor reaction as-
sociated with the decapitation procedure in the group of control
animals.

This excitation can be avoided by anesthetising the animals and
fixing the material by perfusion. This method gives very good effects
as far as the technical quality of the fixed material is concerned, how-
ever, anesthesia causes extinction of the neuron excitation evoked by
the epileptic seizure, which is the object of our interest. It also protracts
in time the moment of fixation of the material. This makes impossible
recording of the current functional state of the synapse at a definite
phase of the epileptic seizure.
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In search for the best way of sacrificing animals a trial was made
to modify decapitation so as to, as far as possible, avoid the psychomotor
excitation of the animals. For this purpose two additional variants of
decapitation were introduced: it was performed under Nembutal anes-
thesia and after two weeks familiarisation of the animals with the labo-
ratory room, where decapitation was to take place, with the instruments
and the experimenter.

The axon terminals were additionally examined after sudden inhi-
bition of synaptic transmission by throwing the animals into liquid nitro-
gen. The method of freezing in liquid nitrogen could not be used for
morphometric studies in view of the severe destruction of brain tissue,
occurring probably in the course of defrosting of the material.

Our earlier investigations (Dymecki et al. 1977; Walski 1977; Dymecki
et al. 1981) showed that excitation of neurons under the influence of an
epileptic seizure is accompanied by a considerable decrease of the number
of synaptic vesicles and that this occurs at the cost of the ZIO-positive
ones, that is those containing transmitter substance. This was confirmed
by the investigations of Reinecke and Walther (1978) who demonstrated
that after electric stimulation of the neuron a significant decrease of
the number of synaptic ZIO-positive vesicles takes place, whereas the
number of the ZIO-negative ones remains unchanged. According to these
authors the ZIO-negative vesicle are a form of maturation of synaptic
vesicles in the process of their reconstruction.

It results from morphometric analysis of the number of synaptic
vesicles in the two variants of decapitation (under anesthesia and after
taming) that both these ways give similar results, that is there are no
significant differences in the number of vesicles per 1 um?® of surface
area of the synapse cross section between the animals decapitated accord-
ing to the two variants.

It should be noted that the experiments with two these ways of
killing the animals give results which do not differ significantly from
those obtained in the group anesthetised with Nembutal and subjected
to perfusion. This is evidence that earlier familiarisation of the animals
with the surroundings eliminates the excessive excitation of neurons as
efficiently as Nembutal anesthesia.

Comparison of the results in the three groups of decapitated animals,
under Nembutal anesthesia, after habituation with the surroundings and
without earlier taming or anesthesia seems to indicate that it is not
the decapitation procedure, but the situation stress associated with it,
that evokes the strong psychomotor excitation of the animals decapitated
without anesthesia or taming. This is manifested by a significantly lower
number of synaptic vesicles in the latter group as compared with the
other ones.
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CONCLUSIONS

1. In investigations on various methods of sacrificing experimental
animals for the evaluation of the dynamics of changes in the synapses,
the most suitable proved itself the method of decapitation after previous
familiarisation of the animals with the surroundings.

2. Owing to rapid killing of the animal it makes possible recording
of the current functional state of the synapse at a definite phase of the
experiment.

3. It also eliminates the stress reaction of the animal, owing to which
it is difficult to differentiate the changes due to epileptic seizure from
those caused by psychomotor excitation, associated with the decapitation
procedure.
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WPLYW SPOSOBU USMIERCANIA ZWIERZAT DOSWIADCZALNYCH
NA OBRAZ SYNAPS KORY RUCHOWEJ (OCENA MORFOMETRYCZNA)

Streszczenie

Celem pracy bylo poréwnanie réznych sposobéw usSmiercania zwierzat dla
oceny ich przydatno$ci w badaniach nad dynamikg zmian w synapsach oun u my-
szy. Zastosowano dwie rutynowe metody, tzn. perfuzje i dekapitacje, te ostatnig
w trzech wariantach. Badania przeprowadzono na 10 myszach, podzielonych na
nastepujace grupy doswiadczalne: a) po perfuzji w narkozie nembutalowej; b) po
dekapitacji w narkozie nembutalowej; c) po dekapitacji, z wczesniejszym, 2-tygod-
niowym oswojeniem zwierzat z pomieszczeniem, narzedziami i personelem; d) po
dekapitacji bez uprzedniego uspienia lub oswojenia. Ostatnig grupe stanowily zwie-
rzeta usSmiercone przez wrzucenie do cieklego azotu, jednakze z uwagi na duza
destrukcje tkanki wywolang zamrozeniem material nie nadawat sie do analizy
morfometrycznej. Material do badan w mikroskopie elektronowym pobrano z kory
ruchowej i impregnowano metoda cynkowo-jodowo-osmowgq. Dla kazdej z bada-
nych grup wykonano po okolo 60 mikrofotografii synaps przy ostatecznym powig-
kszeniu 123 000 X.

Analiza morfometryczna obejmowala obliczenie liczby pecherzykéw synaptycz-
nych na 1 um? powierzchni przekroju kolbki synaptycznej mierzonej planimetrycz-
nie, z uwzglednieniem liczby pecherzykéw synaptycznych, zawierajgcych substancje
przekaznikowa (ZIO-dodatnich) i nie zawierajgcych jej (ZIO-ujemnych).

Z uzyskanych wartoSci wynika, ze liczba pecherzykéw synaptycznych w za-
konczeniach aksonalnych zwierzat po perfuzji w narkozie nembutalowej, deka-
pitacji w narkozie nembutalowej oraz dekapitacji po uprzednim oswojeniu jest
wysoka i nie wykazuje istotnych réznic, co $wiadczy o niewielkim stopniu pobu-
dzenia neuronéw. Liczba pecherzykéw synaptycznych u zwierzat po dekapitacji
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bez uprzedniego uspienia lub oswojenia jest istotnie nizsza w poréwnaniu z pozo-
stalymi trzema grupami, co jest wyrazem znacznego pobudzenia neuronéw.

Wyniki pracy wskazujg na to, Zze nie sama procedura dekapitacji, lecz towa-
rzyszgce jej reakcje psychoruchowe zwierzecia zwigzane ze stresem, sa przyczyna
duzego pobudzenia neuronéw w grupie zwierzat dekapitowanych bez uspienia lub
oswojenia. Oswojenie zwierzat przed dekapitacja pozwala na wyeliminowanie
reakcji psychoruchowych, uniemozliwiajacych odréznienie zmian wywolanych przez
napady padaczkowe od zmian spowodowanych pobudzeniem psychoruchowym. Me-
toda ta wydaje sie najbardziej przydatna w badaniach nad dynamika zmian
w zakonczeniach aksonalnych oun.

BIMSIHME CIIOCOBA VMEPHIBJIEHMA OKCIIEPUMEHTAJIBHBIX JXUMBOTHBIX
HA KAPTMHY CHHATICOB IBUTIATEJBHON KOPHI (MOP®OMETPUYECKAS
OLIEHKA)

Pe3iome

B 371€KTPOHHO-MHKPOCKONMYECKHX MCCIEOBAHANAX HHAMHKH M3MEHCHHN B CHHANCAX B Teye-
HHE JKCHEPHMEHTAJIbHBIX SMIICNTHYECKHX NPHUNANKOB CyIIECTByeT HeOOXOIMMOCTH TaKOro CIo-
coba yMepmiB/IeHHs KHBOTHBIX, KOTOPBIH MO3BOJIAI 6Bl YJIOBHTH B OOHADYXHTH aKTyabHOE (hyH-
KIHOHAJIbHOE COCTOSIHAE CHHAIICA B ONpenelieHHo# dase mpumaaxa.

MopdonoraaeckaM mokas3aresneM COCTOSIHUS BO30yKIEHAS HEUPOHA ABJIAETCS YHC/IO CHHANTH-
YECKHX ITy3bIPBKOB B aKCOHAJIbHOM OKOHYaHHH, KOTOPOE IOJ BIMAHHEM BO30YXIEHHS MOABEpra-
€TCsl 3HAYMTETBHOMY YMEHBIICHHIO.

Heneio paboTel GBLIO COMOCTABIEHHE PA3HBIX CIOCOOOB yMEPIIBIECHAS KUBOTHEIX /IS OLEH-
KH MX IPUTOJHOCTH B HCCJIEIOBAHHAX IHHAMHMKH M3MEHEHHN B CHHANCAX nepudeprdecKoi HEPBHOM
CHCTEMBI Y MbIlIeH. ABTOPSI IPHMEHIIA /IBA OCHOBHBIX, PYTHHHBIX METO/a T.3H. nepdy3mio u ne-
KamMTaNuio, 3Ty NOCIEOHIO B TPeX BapHaHTaxX.

HUccnenopanns 6utd nposeenst ¢ 10 MbImmaMu, pa3aeleHHBIME Ha ClEIyOIAe IKCIepPUMEH-
TaNbHBIC TPYIIIBI:

A. nocne nepdy3nu B HeMOYTaJI0BOM HapKo3e,

B. mocne nekamuTanuM B HEMOYTaJOBOM HapKO3e€,

B. nocne mexanuraimm ¢ Gosee paHHAM, 2-HENEIBHBIM IPHPYICHHEM JKABOTHBIX K IOMeIIe-
HHUIO, HHCTPYMEHTAaM M K NEePCOHAIy,

I'. mocne nexamataumu Ge3 MpeabIAyLIEr0 HAPKO3a WIH IPHPYYCHHS.

TTocnennio0 Tpynimy COCTaB/SUIA JKHBOTHBIE YMEPINBJICHHBIE MOCPEICTBOM OIYINECHHS HX
B XKHJKHI a30T, OTHAKO BBHIY 60/BIION AECTPYKIMH TKAHH BEI3BAHHOM 3aMOPOXEHHEM, MaTepHal
He ObIT NpHrozeH K MOp(poMeTpHYECKOMY aHanm3y. Matepman Ui 3/1eKTPOHHO-MHKPOCKOIH~
YECKMX MCCIIeIOBAHMM aBTOPBI Opalii W3 ABHATATENLHON KOPBI M MMIIPErHHPOBAIIH IIAHKOBO-HOIHO~
-OCMHEBBIM METOIOM. 1115 KaXI0# M3 HCCEeMYEMBIX TPYII ABTOPLI M3rOTOBH/IH 110 OK. 60 3/1eKTpO-
TpaMM CHHANCOB NPH OJHHAKOBOM, OKOHYATeNbHOM ysenmyenu:m 123 000 X.
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CAPILLARY BLOOD VESSELS OF THE BRAIN *

I. VASCULARISATION DENSITY IN VARIOUS PARTS
OF THE CAT AND RAT CEREBRAL CORTEX

Laboratory of Electron Microscopy, Institute of Medical Biology, Medical School,
Gdansk

In the latest twenty years interest has been growing in the terminal
blood vessels of the brain. In an increasing number of publications atten-
tion is called to the distinct, selective and diversely controlled blood-
-brain barrier which is usually located at the level of the capillary
endothelium (Reese, Karnovsky 1967; Rapoport 1976; Bradbury 1979;
Bochenek, Reicher 1981; Samuels, Schwartz 1981).

The endothelial cells in brain capillaries have been found to possess
distinctive structural features as well as specific biochemical and physio-
logical characteristics (Raichle et al. 1975; Amtrop 1980; Barry et al.
1980; Head et al. 1980; Altura 1981; Betz, Golstein 1981; Edwards, Gar-
lick 1981; Goehlert et al. 1981; Skolasinska et al. 1981; Vorbrodt et al.
1981; Crone, Olesen 1982).

To date the subject of angioarchitecture of the smallest brain blood
vessels has hardly been investigated, whilst that of larger blood vessels
is well established. Data concerning the degree and variability of capil-
lary penetration of nerve tissue are rather scarce despite their functional
importance. The available information concerns mostly the growing or
ageing subjects (Bar 1980; Bell, Ball 1981).

The aim of our studies was to determine the density of terminal
vascularisation in functionally distinct areas of the brain, namely, the
motor, limbic and visual cortex. To compare the terminal wvascular
network density two species of mammals — the rat and the cat were
chosen.

* Work supported by the Polish Academy of Sciences grant No. 10.4.05.1.4.
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MATERIAL AND METHODS

The object of our studies were sections of the motor, limbic and
visual cortex of both cat and rat. In the cat, specimens were taken from

the posterior sigmoid gyrus — motor cortex, from within the sulcus
cruciatus on its medial surface — limbic cortex, and from the posterior
lateral gyrus — visual cortex (Fig. 1). In the rat, specimens were ob-

tained from the cortex surface of the brain: the frontal area by the

MOTOR CORTEX LIMBIC CORTEX
VISUAL CORTEX

A B

Fig. 1. Localization of sites where sections were obtained from the cerebral cortex
of the cat. A. convex surface of the left hemisphere viewed from the left.
B. medial surface of the right hemisphere viewed from the left
Ryc. 1. Lokalizacja miejse, z ktérych pobrano wycinki kory moézgowej kota.
A. powierzchnia wypukla lewej p6tkuli widziana ze strony lewej. B. powierzchnia
przysrodkowa prawej poikuli widziana ze strony lewej

MOTOR CORTEX

LIMBIC CORTEX

VISUAL CORTEX

Fig. 2. Localization of sites where sections were taken from the cerebral cortex
of the rat. Viewed from above
Ryc. 2. Lokalizacja miejse, z ktérych pobrano wycinki kory moézgowej szczura.
Widok z géry
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longitudinal fissure — motor cortex, from the parietal area along the
longitudinal fissure — limbic cortex, and slightly posterior to it sepa-
rated by a sulcus — the visual cortex (Fig. 2).

The material from the cerebral cortex of the cat was obtained from
6 healthy animals each weighing 2000—2500 g. Nembutal anesthesia
was used. The animals were fixed by perfusion (according to Juraniec
et al. 1978) with a 4% solution of paraformaldehyde with 8% sacharose
in phosphate buffer, pH 7.4. The fixed brains were sliced and cerebral
cortex specimens were taken with a needle. The specimens were fixed in
6.25%0 glutaraldehyde with 8% sucrose in 0.1 M phosphate buffer, pH
7.4 for the next 24 hours. The material was also obtained from 19 rats
of the Wistar breed (each weighing about 200 g). The animals were
anesthetised with Nembutal. The tissues were fixed by perfusion
according to Peters (1970). The fixed brain was cut into slices 1 mm
thick and the required cortical fragments were taken with the use of
a needle. The specimens were fixed in a 2.5% glutaraldehyde solution
in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.4 for 24 hours.

All the sections of cat and rat brains were postfixed for 1 hour in
OsO, solution, dehydrated in alcohol of increasing concentrations and
embedded in Epon 812. The semithin sections were stained with tolui-
dine blue and examined in the light microscope at a magnification of
175 X. The blood vessels appeared as clear light vascular lumina on
a clear blue stained background. Within each sample the terminal vessel
cross sections of less than 12.5 ym diameter with a single layer wall
made up only of endothelial cells were counted.

The area in which the number of blood vessels was to be determined
was delineated by placing a Thom chamber beneath the slide in which
each square was 50 um in diameter. To avoid errors in measurement of
the section area, its outline was traced on ruled paper equivalently to
that in the Thom chamber.

Once the blood vessels in each section had been counted, their number
per square milimeter was established for each section. From the sums
obtained arithmetic means and standard deviations of the results were
calculated and compared to each other.

RESULTS

The results are presented in Table 1. On comparison of the figures
obtained we found a distinct difference in the density of capillary net-
work of the cat cortex. The section of limbic cortex contained a smaller
number of terminal blood vessels per unit area than the two remaining
cortical areas. The difference is statistically significant — P <<0.001.
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Table 1. Comparison of the arithmetic means of the number of terminal vessels in various sections
of the cerebral cortex in cat and rat
Tabela 1. Porownanie $rednich arytmetycznych liczby naczyh terminalnych w réznych okolicach
kory moézgowej kota i szczura

Cat Rat
Cortex Kot Szczur
Kora 2 =
n X4s n X4s

motor 35 295,0+77,2 31 308,94-52,7
ruchowa
limbic 71 241,44-46,8 28 369,2-4-69,1
limbiczna
visual 38 335,34+71,9 28 305,9+73,9
wzrokowa

n — number of sections examined
liczba zbadanych probek

X — arithmetic mean of the number of blood vessel cross sections per square mm
$rednia arytmetyczna liczby przekrojow naczyn wlosowatych na mm?

s — standard deviation
odchylenie standardowe

Moreover, there was a difference in the density of capillary wvessels
between the motor and the visual cortex of the cat (P <<0.01).

In the rat, contrary to the previous result we found the limbic cortex
to be more densely vascularised than the motor and the visual cortex.
The difference in the density of terminal vascularisation between the
limbic cortex and the two remaining cerebral cortical areas of the rat
was found to be statistically significant (P << 0.001). On the other hand,
the density of terminal vascularisation of the motor and visual cortex
of the rat were found to be similar.

Comparison of the results of these studies in the two examined spe-
cies showed that the density of terminal vascularisation of the cat limbic
cortex is definitely lower than that of the rat and the difference is
statistically significant (P <<0.001). No differences were however, found
between the species in the capillary vascularisation density of the motor
and the visual cortex (P> 0.1 in both cases).

DISCUSSION

Comparison of the terminal vascularisation density of functionally
distinct areas of the cerebral cortex reveals differences and similarities
both in the cat and the rat. The motor and visual cortex are within
certain limits vascularised similarly within the same species. This uni-
formity of terminal vascularisation density in the examined fragments
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of both cortical areas in two species could suggest that the terminal
blood vessels penetrate the entire motor and visual cortex uniformly.
The possibility cannot, however, be excluded that the detected correla-
tion exists exclusively at the points which were examined.

As no significant difference was noted in the capillary density of
cat and rat in the examined specimens of motor and visual cortex
a functional correlation of analogous parts of the brain may be sus-
pected — the motor cortex serving the same function in cat and rat.
The same applies to the examined visual cortex samples.

It is noticeable in the material studied that there exists a difference
in the limbic cortex vascularisation between the species as opposed to
the similarity found between the motor and the visual cortex.

In the rat this fact is of particular significance since the sites from
which specimens were obtained in the case of the limbic and the visual
cortex differed distinctly in capillary density and yet were only 1 mm
apart (Fig. 2). Such a marked difference in capillary density could point
to diverse requirements and functional correlations between various parts
of the cerebral cortex and the terminal vascular system.

Amongst the three investigated cortical areas the limbic cortex stands
out significantly since not only does it differ in terminal vessel density
from the two remaining regions, but also a marked difference between
the species is observed.

It seems that the difference in capillary density of the limbic cortex
between the cat and the rat could be caused by collecting specimens
from anatomically different points of the limbic system. It is quite likely
that the specimens examined were from functionally different points of
the limbic system, and hence differently vascularised as regards capil-
lary vessels. As the knowledge about this system increases an anatomical
and functional diversity and even areas performing opposed functions
are found within it (Fonberg 1965; 1967; 1969; 1974; Juraniec et al.
1974; 1978; Bochenek, Reicher 1981).

It cannot of course be excluded that the difference observed was
influenced by the variability in the genetic background between the cat
and rat which after all are very distantly related mammalian species.
The biological difference between the two species could influence the
functional differentiation of structures of the nervous system, including
its microvascularisation.

Further studies of the terminal vascularisation density of the brain
should bring us a step closer to explaining the reasons for its diversity.
Study of various parts of the limbic system regarding capillary vascu-
larisation density may throw some light on the cause of the differences

observed and may reveal the rules regulating the diversities within the
system itself.

6 — Neuropatologia Pol. 1/84 http://rcin.org.pl
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NACZYNIA WLOSOWATE MOZGU

I. Gesto$é unaczynienia terminalnego réznych czesci kory mézgowej kota
i szczura

Streszczenie

Celem pracy bylo zbadanie gestosci unaczynienia terminalnego w réznych
czynnos$ciowo odcinkach kory mézgowej — w korze ruchowej, limbicznej i wzro-
kowej szczura i kota. Wycinki pobrano od 19 szczuréw i 6 kotéw. Badania prze-
prowadzono w mikroskopie $wietlnym na skrawkach eponowych poéicienkich.
Stwierdzono, ze u obu gatunkéw gesto§¢ unaczynienia jest rézna w zbadanych
wycinkach kory moézgowej.

KATIWIJIAPBI I'OJIOBHOI'O MO3Tr'A
I. I'yctoTa TepMHUHAIBHON BACKY/ISAPH3AUMA DPA3HBIX YacTeil MO3rOBOM KOPHI KOIIKH M KDBICHI

Pe3ome

Ilenso paGoTel GBUIO HCCIEAOBAHHE IYCTOTHI TEPMHHAJILHOM BACKYJSPH3AlMH B Pa3HbIX
B ()YHKUMOHATBHOM OTHOIIEHMH OTpE3KaX MO3rOBOM KOpPHI — B IBHIATENbHOM, NMMOHYeCKoi
M 3PUTENILHON KOpe KpBICHI B KomkH. CerMeHTHI B3sum OT 19 xpric u oT 6 Komek. Miccnenosanus
OBUIH MPOBEAEHHI B CBETOBOM MHKPOCKOIE Ha NMOJYTOHKHX CPE3KaX NOTPYXEHHBIX B dmoHe. KoH-
CTaTHPOBAHO, YTO y OOOHMX HCCIICIOBAHHBIX BH/IOB TyCTOTa BACKY/JISPH3allH¥ B BBIMIEYKA3aHHBIX
CerMeHTax MO3roBOM KOpBI HEOJHHAKOBA.
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II. AXON TERMINALS OF CAPILLARY VESSELS IN DIFFERENT
PARTS OF THE CAT AND RAT CEREBRAL CORTEX
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The terminal vascular network of the central nervous system has
been studied by various methods (Amtrop 1980; Jokelainen et al. 1980;
De Bault et al. 1981; Edwards, Garlick 1981; Goehler et al. 1981; Stefa-
novich, Gojowczyk 1981; Crone, Olesen 1982). The relation of nerve
endings to terminal vessels is a subject of many studies with the use
of the fluorescence technique and electron microscopy (Rennels, Nelson
1975; Itakura et al. 1977; Ando 1981; Lossinsky et al. 1981; Madison
et al. 1981; Vorbrodt et al. 1981). However, the results of the investiga-
tions are not equivocal.

It is generally accepted that the axon terminals of the autonomic
nervous system reach the arterial and venous branches, that is the
vessels which do not form the blood-brain barrier. At this level there
is a perivascular space with connective tissue elements penetrating from
the pia mater (Owman, Edvinsson 1978; Kobayashi et al. 1981).

Fluorescence studies show that there exist in the vicinity of small
arterioles and veins, axon terminals containing biogenic amines (Ko-
bayashi et al. 1981; Madison et al. 1981). Using fluorescence microscopy,
nerve terminals have been also found in the blood vessels forming the
blood-brain barrier in some cases of central nervous system damage
(Kobayashi et al. 1981). Immunofluorescent studies also revealed the
presence of contractive elements in the endothelium of brain capillaries
and they suggest the ability of these to contract, hence the purposeful-
ness of their innervation (Owman et al. 1977).

The first electron microscope studies suggesting the presence of nerve
terminals in the vicinity of the capillaries in the central nervous system

* Work supported by the Polish Academy of Sciences grant No. 10.4.05.1.4.
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were published by Dragiev (1967). Rennels and Nelson (1975) demons-
trated the existence of an immediate contact of the nerve endings with
the capillary walls in the rat hypothalamus.

The aim of the present work was a study of the relation of nerve
terminals to the capillary walls within the motor, limbic and visual
cortex of the cat and rat brain.

MATERIAL AND METHODS

The subject of our studies was the motor, limbic and visual cortex
of 10 rats and 3 cats. The procedure of preparation for electron micro-
scopy has been described earlier, (Wrzotkowa et al. 1984).

In the electron micrographs, the relation of terminal boutons to ca-
pillary walls was determined with acceptance of the following criteria:
1) The nerve terminal is considered “close” if it is separated from the
vascular basement membrane by a cell process not wider than 40 nm,
or if it adheres immediately to the basement membrane along a small
segment; 2) while judging the distance of the terminal boutons the
distribution of synaptic vesicles within the axon terminal or the locali-
sation of the presynaptic thickening were not taken into consideration.

In each of the ultrathin sections the number of capillaries was
determined in the electron microscope and then photographs of these
were taken at a magnification of 14 000. On the electron micrographs
from each sample the number of “close” axon terminals was counted.
The results were compared with the total number of capillary vessels in
the same sample, and the number of axon terminals per capillary vessel
in each sample was determined. The results were analysed by Student’s
t test.

RESULTS

In each of the areas of the brain cortex investigated, in both cat and
rat, nerve terminals termed as “close” were found to be present. The
average number of “close” terminal boutons per capillary blood vessel
in the three cortex areas of both species is shown in Table 1. In the
rat this type of adherence was found to be least frequent in the limbic
cortex — on the average 0.47 per capillary examined, more so in the
motor (1.16) and in the visual cortex (1.04). The difference between the
number of nerve endings per capillary in the limbic as opposed to the
motor and visual cortex is statistically significant (P << 0.001).

In the cat the highest number of axonal endings per blood vessel
was found in the limbic cortex (1.82). The difference between this and
the number of terminal boutons in the motor cortex is statistically signi-
ficant (P << 0.001). In the cat the smallest number of endings per vessel
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Table 1. Comparison of the arithmetic means of the number of axon terminals of capillary vessels
in various sections of the cerebral cortex of rat and cat
Tabela 1. Poréwnanie $redniej arytmetycznej liczby zakonczeri nerwowych przypadajacych na jedno
naczynie wlosowate w réznych okolicach kory mézgowej szczura i kota

Cortex Cat Rat

area Kot Szczur

Kora n X+s n X+s
motor 173 1,224-0,33 134 1,164-0,28
ruchowa
limbic 346 1,824-0,50 146 0,474-0,19
limbiczna
visual 264 1,644-0,37 124 1,04--0,44
wzrokowa

n — number of capillaries examined

liczba zbadanych naczyn wlosowatych
— average number of axon terminals per capillary

§rednia liczba zakonczen nerwowych przypadajacych na jedno naczynie wlosowate
— standard deviation

odchylenie standardowe

»l

w

(1.22) was noted in the motor cortex. There is a statistically significant
difference between this and the number in the limbic cortex (P << 0.001)
and the visual cortex (P <<0.01). The visual cortex has an intermediate
number of nerve endings, on the average 1.64 per terminal vessel.

In both cat and rat various ways of contact of “close” synaptic ter-
minals with the basement membrane of the vessel were observed. In
the majority of cases the axon terminal was separated from the base-
ment membrane by a very narrow process consisting of two glial cell
membranes which formed a distinct barrier between the terminal bouton
and the basement membrane. The system of three membranes — the
cell membrane of the axon terminal and the two membranes of the
glial cell process were in close adherence to one another and to the
basement membrane (Fig. 1). Occasionally the processes of two glial
cells formed a junction between the bouton and the basement membrane
(Fig. 2).

At the same time cases were observed where two glial processes
separating the axonal endings from the basement membrane were se-
parated from each other and the bouton’s cell membrane slipped in
between them (Fig. 3).

In some places the bouton was separated from the basement mem-
brane by two layers of thin glial processes. One of these layers was
made up of two processes which, as they did not adhere, formed a gap
where the bouton’s cell membrane squeezed in, followed by synaptic
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Fig. 1. Terminal vessel of the cat cerebral cortex. A synaptic bouton with spherical

vesicles is separated from the basement membrane by two cell membranes of

a thin glial process and by its own cell membrane. The bouton forms a synaptic
contact with a dendrite (arrow). X 80000

Rye. 1. Naczynie wlosowate kory mézgowej kota. Kolbka synaptyczna z pecherzy-

kami kulistymi oddzielona jest od blony podstawnej dwiema blonami komérko-

wymi cienkiej wypustki glejowej oraz wlasng blong komérkows. Kolbka ta tworzy
styk z dendrytem (strzatka). Pow. 80000 X
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vesicles (Fig. 4). Quite often the structure of the cell membrane became
blurred at the point where the bouton adhered to the capillary wall
(Fig. 5). Even so, it must be stressed that in the electron micrographs
examined some of the “close” axon terminals formed synapses with the
dendritic process (Figs. 1, 5, 6) right next to the capillary wall (Fig. 6).
In both the studied species close adherence of the terminal bouton to

Fig. 2. Two glial processes form a junction (O<«) which separates the “close”
axon terminal from the basement membrane of the terminal vessel. X 60000

Rye. 2. Dwie wypustki glejowe tworzg styk (O<«) w miejscu ,bliskiego” przyle-
gania zakonczenia nerwowego do blony podstawnej naczynia wlosowatego. Pow.
60 000 X

the vessel wall often occurred at the junction point of two endothelial
cells (Fig. 6). Among the “close” axon terminals there was a prevalence
of terminals with the small spherical vesicles. In the cat we also found
boutons containing single or occasionally several granular vesicles
(Fig. 3b) as well as single flattened ones. In the studied specimens the
synaptic bouton was not found to penetrate the vessel wall beyond the
basement membrane.
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Fig. 3. Two glial processes are separated from each other allowing the membrane

of the synaptic bouton to adhere directly to the basement membrane of the vessel

(arrow). 3a. The synaptic bouton contains spherical vesicles. X 40000. 3b. The sy-
naptic bouton contains granular vesicles (double arrow). X 70 000

Rye. 3. Rozsuniete wypustki glejowe ograniczaja przestrzen, w ktérej blona kolbki

synaptycznej z pecherzykami kulistymi i pecherzykami ziarnistymi przylega bez-

poérednio do blony podstawnej naczynia (strzalka). 3a. Kolbka synaptyczna zawiera-

jaca pecherzyki kuliste. Pow. 40 000 X. 3b. Kolbka synaptyczna zawierajaca peche-
rzyki ziarniste (podwdjna strzatka). Pow. 70 000 X
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Fig. 4. Two parallel glial processes separate the synaptic bouton from the base-

ment membrane of the vessel. Along a small section the glial processes of one

layer are separated from each other allowing the synaptic bouton to slip into
the gap they form (arrow). X 40000

Ryc. 4. Dwie warstwy wypustek komoérek glejowych oddzielajg ,bliskg” kolbke

synaptyczng od blony podstawnej naczynia wlosowatego. Na malej przestrzeni wy-

pustki glejowe jednej z warstw sg rozsuniete a w szczeline te wpukla sie kolbka
synaptyczna (strzatka). Pow. 40 000 X
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Fig. 5. The ‘“close” synaptic bouton containing spherical vesicles has a blurred
membrane structure at the point where it adheres to the basement membrane. It
also forms a synaptic contact with a dendrite (arrow). X 70 000

Ryc. 5. ,Bliska” kolbka synaptyczna z pecherzykami kulistymi ma zatartg struk-
ture swej blony w miejscu przylegania do blony podstawnej naczynia. Kolbka ta
tworzy styk z dendrytem (strzatka). Pow. 70 000 X
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Fig. 6. Capillary vessel endothelium forms a junction (double arrow) Multiple “close”.
synaptic boutons along the irregularly indented basement membrane of this vessel.
The boutons form synaptic contacts with dendrites (arrow). X 50000
Ryc. 6. Naczynie wlosowate ze stykiem komoérek $rédblonka (strzatka podwoédjna).
Wzdluz wpuklajacej sie nieregularnosci blony podstawnej naczynia liczne ,bliskie”
kolbki synaptyczne. Kolbki te tworzg styki z dendrytami (strzatka). Pow. 50 000 X
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DISCUSSION

The question arising from the results presented is whether the ter-
minal boutons described as “close” do have some functional relation to
the capillaries or whether their presence is an expression of the pene-
tration of nervous tissue by the capillaries.

The results presented here seem to suggest a functional correlation
between the capillaries and the “close” axon terminals. In the cat and
rat the findings were as follows: a varying degree of separation of glial
cell processes (Figs 3, 4), blurring of the synaptic terminal cell mem-
brane at the area where it adhered to the basement membrane (Fig. 5),
the appearance of axon terminals in the vicinity of the junction of two
endothelial cells (Fig. 6). These results may suggest a functional correla-
tion between the axon terminal and the capillary wall.

The establishment of the existence of differences in the number of
perivascular nerve endings in the motor, limbic and visual cortex of
the cat and rat, presented in this work, adds to our belief in a functional
role of the “close” synaptic endings in regard to the capillary vessels
in the cortical areas studied.

Comparison of the number of “close” nerve endings in the cat with
that found in the same cortical areas of the rat points to certain simila-
rities as well as some interspecial differences. The difference in the
number of synaptic boutons in the limbic cortex could be due to the
collection of specimens from functionally different regions of the limbic
system. The validity of this supposition will, however, require further
investigation of anatomically defined areas of the limbic system which
are known to perform antagonistic functions (Narkiewicz et al. 1975).

The varying number of nerve endings surrounding the terminal
vessels in areas of the central nervous system which are often anato-
mically close (e.g. the limbic and visual cortex of the rat) seems to sup-
port the view that the results presented are not accidental. However,
when evaluating the significance of the results we must take into
account the occurrence of junctions of “close” synaptic boutons and
dendrites.

In the here examined specimens of cat and rat brain cortex the
observations of Rennels and Nelson (1975) who saw the endings merged
into the basement membrane like pericytes were not confirmed. It is
possible that this type of connection is characteristic of the rat hypo-
thalamus or, as Rennels and Nelson suggest, of the terminals of axons
originating in the locus coeruleus.

From the above results illustrating the structural relation of axon
terminals to capillary walls it may be concluded that in the motor,
limbic and visual cortex a functional interdependence between the
“close” terminals and the capillary walls exists. The results presented
require further mvestlg?)t}lpns w1th the usF of different methods.



Cerebral capillaries. II. 95

NACZYNIA WELOSOWATE MOZGU

II. Zakonczenia nerwowe naczyn wlosowatych
w réznych czesciach kory moézgowej kota i szczura

Streszczenie

Celem pracy bylo zbadanie stosunku zakonczen nerwowych do $ciany naczyn
wlosowatych w korze ruchowej, limbicznej i wzrokowej kota i szczura. Badania
wykonano na 3 kotach i 10 szczurach.

Stwierdzono, ze kolbki synaptyczne ,bliskie” byly oddzielone od blony pod-
stawnej naczynia cienkg wypustkg glejowa, badZz przylegaly bezposrednio do blo-
ny podstawnej na matym odcinku.

Liczba ,bliskich” zakonczen nerwowych przypadajgcych na 1 naczynie byla
rézna w badanych polach u obu badanych gatunkéw. Stwierdzono réwniez pewne
réznice i podobienstwa miedzygatunkowe w liczbie zakonczen nerwowych przy-
padajgcych na 1 naczynie. Te réznice, jak réwniez morfologiczna reakcja blony
»bliskich” zakonczen nerwowych i wypustek glejowych w okolicy naczynia wloso-
watego, sugerujag mozliwo$é czynno$ciowej zaleznoSci miedzy zakonczeniem ner-
wowym i $ciang naczynia.

KAINWIJIAPBI I'OJIOBHOI'O MO3Ir'A

II. HepBHblE OKOHYAHHSI KANHWLISAPOB
B pa3HbIX YacTAX MO3TOBOM KOPHI KOIIKH M KPBICHL

Pe3ome

Ienbio paGoThl GBUIO HCCIENOBAHAE OTHOLIEHHS HEPBHBIX OKOHYAHWI K CTEHKE KaIMLISpOB
B JBHTATeJbHOM, THMOMYECKOM ¥ 3PATEILHON MO3rOBOi KOpe KOWIKM M KpbICHl. Viccienosanus
Obutn mpoBeneHsl Ha 3 Komkax u 10 Kphicax.

KoncratupoBano, 4TO ,,0/M3KkHe’ CHHANTHYECKHE KONOOYKM ObUIM OT/AENEHBI 0T Ga3aibHOM
000/109KH COCy]a TOHKHM [JIHO3HBIM OTPOCTKOM, HJIH 7K€ IPAJIErajid HEMOCPEICTBEHHO K 6a3ambHOM
0o0o04Ke Ha MajloM OTpe3Ke.

Yucno ,,6nu3Kkux” HEPBHBIX OKOHYAHMM mpuxoAsmxcst Ha 1 cocy GbII0 HEOJAMHAKOBO B MC-
ClelyeMbIX NOJSAX y 000MX HCCIeOBaHHBIX BAAOB. KOHCTATHPOBAHO TAKkKe HEKOTOPBIE Pa3HHIIBI
M MEXBM/IOBBIC CXO/ICTBA OTHOCHTEIBHO HEPBHBIX OKOHYaHMM mnpuxojsnmmxcs Ha 1 cocyxn. Otu
pa3HHLEL, @ Takke Mopbonorayeckas peakuus 060I09KH ,,01H3KHX"’ HEPBHBIX OKOHYAHMIL ¥ ITIHO-

3HBIX OTPOCTKOB B OGJIACTH KAIM/UIAPa BHYLIAIOT BO3MOXHOCTH (DYHKIMOHAJBHON 3aBHCHMOCTH
MeX/1y HEPBHBIM OKOHYAaHHEM M CTEHKOM cocyna.
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WPLYW WYSOKIEJ TEMPERATURY NA ULTRASTRUKTURE
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Jednym z najczesciej badanych czynnikow srodowiskowych oddziatu-
jacych na ustréj zywy jest temperatura. Wyniki badan nad jej wply-
wem na uklad nerwowy sg czesto kontrowersyjne, a badania mikrosko-
powo-elektronowe osrodkowego ukladu nerwowego w warunkach hipo-
lub hipertermii sg nieliczne. W zwiagzku z powyzszym na podstawie prac,
ktore wykazaly wzrost zuzycia tlenu przez mozg zwierzat poddanych
przegrzaniu (Meyer, Handa 1967; Nemoto, Frankel 1970; Carlson i wsp.
1976), przystapiono do badania wplywu wysokiej temperatury na ultra-
strukture kory mozgu. O wyborze wlasnie tej bogato komoérkowej struk-
tury zadecydowalo duze zuzycie tlenu, ktére wykazuje kora mézgu w wa-
runkach normotermii. Przyjeto zatem, ze zmiany spowodowane przez hi-
pertermie w tkance nerwowej moézgu powinny wystapi¢ najwyrazniej
w korze. Ponadto postanowiono sprawdzi¢, czy u zwierzat poddanych
dzialaniu wysokiej temperatury istniejg réznice w obrazach mikrosko-
powo-elektronowych kory ruchowej i kory czuciowej, a takze przesledzi¢
wplyw przegrzania na ultrastrukture substancji bialej podkorowej.

MATERIAL I METODY

Prace wykonano na 12 kroélikach albinotycznych, obojga plci, o masie
ciala 2,6—3,9 kg. Doswiadczenia prowadzono w komorze termicznej
o wymiarach 90 X 40 X 40 cm. Temperatura w komorze utrzymywana
byla w granicach 38—39°C, natomiast wilgotnos¢ wzgledna powietrza
w zakresie 45—60%. Czas trwania doswiadczenia w tych warunkach
wynosit 3 godziny. Doswiadczenia rozpoczynano zawsze o tej samej
porze dnia (godz. 9%°), a do komory wkladano kroliki pojedynczo. Tem-
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98 L. Dydyk, R. Pluta

perature w komorze termicznej kontrolowano przy pomocy czujnika pla-
tynowego oraz trzech termometrow rteciowych. Temperature rejestro-
wano przy uzyciu 12-kanalowego rejestratora typu MKV/T12, firmy
VEB Messgeratwerk Erich Weinert (Magdeburg NRD), w polaczeniu
z przedwzmacniaczem.

Material do badan mlkroskopowo-elektronowych pobierano bezpo-
$rednio oraz po 3, 6 i 24 godzinach po doswiadczeniu. Kroéliki usypiano
Vetbutalem w dawce 40 mg/kg masy ciala. Perfuzje wykonywano 3%
roztworem aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze kakodylanowym
o pH 7,3. Plyn perfuzyjny podawano przez lewa komore serca do tetnicy
gléwnej wstepujacej, przy réwnoczesnym zacisnieciu tetnicy gléwnej
zstepujacej i nacieciu prawego przedsionka serca. Mozg wyjety z czaszki
pozostawiano w plynie perfuzyjnym w temperaturze 4°C przez 24 go-
dziny. Wycinki z ruchowej i czuciowej kory mézgu oraz z podkorowej
substancji bialej wkladano na 2 godziny do 0,1 M buforu kakodylano-
wego o pH 7,3, a nastepnie utrwalano w 2% roztworze czterotlenku osmu
w tym samym buforze przez 2 godziny. Utrwalony material odwadniano
w roztworach etanolu o wzrastajgcym stezeniu, zatapiano w Eponie 812
i skrawano na ultramikrotomie LKB. Pélcienkie skrawki sluzace do kon-
troli pobrania materialu z wlasciwego miejsca barwiono blekitem tolui-
dyny i ogladano w mikroskopie $wietlnym. Ultracienkie skrawki kon-
trastowano octanem uranylu i cytrynianem olowiu, nastepnie oglgdano
oraz wykonywano zdjecia w mikroskopie elektronowym JEM 7A.

WYNIKI

Obrazy mikroskopowo-elektronowe wykazywaly podobne zmiany
w ultrastrukturze ruchowej i czuciowej kory moézgu.

Bezposrednio po doswiadczeniu w cytoplazmie perykarionéw komérek
nerwowych stwierdzono poszerzone zbiorniki ukladu Golgiego, obrzmiale
mitochondria z jasng macierza i odsunietymi na obwdéd grzebieniami,
pojedyncze ciala geste (ryc. 1) oraz szerokie kanaly gladkiej siateczki
$rédplazmatycznej (ryc. 2). W dendrytach, z cytoplazma o matlej gestosci
elektronowej, obserwowano szerokie zbiorniki gladkiej siateczki $rod-
plazmatycznej i pojedyncze obrzmiale mitochondria. W licznych akso-
nach koncowych z cytoplazmg o matej gestosci elektronowej pecherzyki
synaptyczne skupialy sie¢ w poblizu szczeliny synaptycznej (ryc. 2).
Zmiany w perykarionach i wypustkach komérek glejowych zaznaczaly
sie przede wszystkim w astrogleju przynaczyniowym. Najczesciej pole-
galy one na malej gestosci elektronowej cytoplazmy ubogiej w organelle
subkomoérkowe (ryc. 3). Rzadziej obserwowano znaczne poszerzenie ka-
naléw gladkiej siateczki S$rédplazmatycznej, przy dobrze zachowanych
mitochondriach (ryc. 4). W cytoplazmie komérek s$rodblonka naczyn
przedwlosowatych wystepowaly liczne pecherzyki pinocytarne (ryc. 4).
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Ryc. 1. Kora czuciowa moézgu, bezposrednio po doswiadczeniu. Poszerzone zbiorniki
ukladu Golgiego (G) w komérce nerwowej. Pow. 8900 X

Fig. 1. Sensory cerebral cortex, immediately after experiment. Dilated cysternae
of Golgi apparatus (G) in neuron. X 8900

Ryc. 2. Kora ruchowa mozgu, bezposrednio po dos§wiadczeniu. Szeroki kanal glad-
kiej siateczki $rédplazmatycznej (SER) i obrzmienie mitochondriéw (m) w komorce
nerwowej. Dendryt (D). Pow. 8 900 X
Fig. 2. Motor cerebral cortex, immediately after experiment. Large channel of
smooth endoplasmic reticulum (SER) and swelling of mitochondria (m) in neuron.
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Rye. 3. Kora ruchowa mézgu, bezposrednio po doswiadczeniu. Obrzmienie okolo-
naczyniowej wypustki astrocytu (ast). Swiatlo naczynia wlosowatego (cl). Pow.
13 350 X

Fig. 3. Motor cerebral cortex, immediately after experiment. Swelling of perivascu-
lar astrocytic process (ast). Capillary lumen (cl). X 13 350

Ryc. 4. Kora ruchowa moézgu, bezposrednio po doswiadczeniu. Szerokie kanaly

gladkiej siateczki $rédplazmatycznej (SER) w komérce astrogleju i liczne peche-

rzyki pinocytarne (pv) w cytoplazmie komérki srédblonka naczynia wlosowatego.
Swiatlo naczynia wlosowatego (cl). Pow. 13 350 X

Fig. 4. Motor cerebral cortex, immediately after experiment. Large channels of
smooth endoplasmic reticulum (SER) in astroglial cell and numerous pinocytic
vesicles (pv) in cytoplasm of capillary endothelial cell. Capillary lumen (cl).
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Ryc. 5. Substancja biala podkorowa, bezposrednio po do$wiadczeniu. Szerokie prze-
strzenie miedzykomoérkowe (ICS). Pow. 13 350 X
Fig, 5. Subcortical white matter immediately after experiment. Wide intercellular
spaces (ICS). X 13350

Ryc. 6. Kora ruchowa moézgu, 3 godziny po doswiadczeniu. Komérka nerwowa
z cytoplazmg o zmniejszonej gestosci elektronowej i skupionymi kanalami ziarni-
stej siateczki $rédplazmatycznej (GER). Pow. 13350 X
Fig. 6. Motor cerebral cortex, 3 hrs after experiment. Neuron cytoplasm with
decreased electron density and with collected channels of granular endoplasmic
reticulum (GER). X 13350
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W substancji bialej podkorowej przestrzenie miedzykomoérkowe byly sze-
rokie (ryc. 5).

Trzy godziny po doswiadczeniu w obrazach mikroskopowo-elektro-
nowych kory mozgu wystepowaly dwa typy zmian komérek nerwowych.
Pierwszy wystepowal w komérkach z cytoplazmag o zmniejszonej ge-
stosci elektronowej i z gesto skupionymi kanalami ziarnistej siatecz-
ki $rédplazmatycznej (ryc. 6). W drugim typie zmiany polegaly na obec-
nosci licznych wolnych rybosoméw otaczajgcych jadro komoérkowe (ryc. 7).
W zakonczeniach aksonalnych stwierdzono agregacje pecherzykow sy-
naptycznych. W czesci postsynaptycznej zaznaczalo sie¢ wyrazne posze-
rzenie pasa zageszczenia cytoplazmy przy szczelinie synaptycznej (ryc. 8).
Obserwowano liczne komérki astrogleju z cytoplazmg o malej gestosci
elektronowej (ryc. 9). Swiatlo pojedynczych naczyn wlosowatych bylo
zwezone (ryc. 10). W substancji biatej podkorowej widoczne byly ko-
morki astrogleju z mitochondriami o konfiguracji skondensowanej oraz
z szerokimi kanalami gladkiej siateczki s$rédplazmatycznej i szerokimi
zbiornikami ukladu Golgiego.

Szes¢ godzin po do$wiadczeniu w cytoplazmie perykarionéw komorek
nerwowych wystepowaly liczne ciala geste, obrzmiale mitochondria i po-
szerzone zbiorniki uktadu Golgiego, w sasiedztwie ktérego widoczne byly
liczne pecherzyki oplaszczone i mniej liczne ziarniste (ryc. 11). W nie-
licznych komorkach nerwowych obserwowano cytoplazme o malej ge-
stosci elektronowej, skupianie sie kanalow ziarnistej siateczki srédplazma-
tycznej i liczne ciala geste (ryc. 12). Wylgcznie w korze ruchowej spo-
tykano komérki nerwowe, w jadrze ktérych stwierdzono skupianie sie
chromatyny w grudki oraz réznego ksztaltu struktury o wygladzie nie-
regularnych torbieli otoczonych pojedynczg blong. Kanaly ziarniste]
siateczki $rédplazmatycznej tych komoérek byly szerokie (ryc. 13).
W przynaczyniowych wypustkach astrogleju z cytoplazmg o matej ge-
stosci elektronowej wystepowaly szerokie zbiorniki gladkiej siateczki
$rodplazmatycznej oraz mitochondria o konfiguracji skondensowanej.
W synapsach aksodendrytycznych i aksospinalnych utrzymywalo sie po-
szerzenie pasa zageszczonej cytoplazmy przy blonie postsynaptycznej
(ryc. 14). Obrazy substancji bialej podkorowej nie réznity sie od opisa-
nych w trzeciej godzinie po doswiadczeniu.

Dwadziescia cztery godziny po doswiadczeniu spotykano komérki
nerwowe z licznymi rybosomami w poblizu jadra (ryc. 15) oraz komérki
nerwowe, w cytoplazmie ktérych widoczne byly liczne mikropecherzyki
o roznej gestosci elektronowej (ryc. 16). Obok nich wystepowaly komoérki
nerwowe z licznymi rybosomami i polirybosomami w cytoplazmie, z wa-
skimi, o duzej gestosci elektronowej zbiornikami ziarnistej siateczki $réd-
plazmatycznej, z licznymi cialami gestymi i ze zmianami wakuolarnymi
ukladu Golgiego (ryc. 17). Zmiany w dendrytach, polgczeniach synaptycz-
nych, perykarionach i wypustkach astrogleju byly podobne do opisanych
we weczeSniejszych godzinach po doswiadczeniu (ryc. 18).
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Ryc. 7. Kora czuciowa mézgu, 3 godziny po dos$wiadczeniu. Komérka nerwowa
z licznymi rybosomami (r) w cytoplazmie okolojadrowej. Jadro komérkowe (N).
Pow. 13350 X
Fig. 7. Sensory cerebral cortex, 3 hrs after experiment. Neuron with numerous
ribosomes (r) in perinuclear cytoplasm. Nucleus (N). X 13350

Ryc. 8. Kora czuciowa moézgu, 3 godziny po doswiadczeniu. Polgczenia synaptyczne
z poszerzonym zageszczeniem postsynaptycznym cytoplazmy (strzalki). Pow.
13 350 X
Fig. 8. Sensory cerebral cortex, 3 hrs after experiment. Synaptic junctions with
enlarged postsynaptic density of cytoplasm (arrows). X 13350
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Ryc. 9. Kora ruchowa mézgu, 3 godziny po doswiadczeniu. Obrzmienie cytoplazmy
astrocytu (ast). Pow. 13350 X

Fig. 9. Motor cerebral cortex, 3 hrs after experiment. Swelling of astrocytic cyto-
plasm (ast). X 13 350
Rye. 10. Kora ruchowa moézgu, 3 godziny po doswiadczeniu. Zwezone $wiatlo na-
czynia wiosowatego (Cl). Pow. 13350 X

Fig. 10. Motor cerebral cortex, 3 hrs after experiment. Narrowed lumen of capillary
(CD). X 13350
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Ryec. 11. Kora ruchowa mézgu, 6 godzin po doswiadczeniu. Obrzmiate mitochondria
(m), ciala geste (db) i liczne mikropecherzyki (v) w komorce nerwowej. Pow.
11125 X

Fig. 11. Motor cerebral cortex, 6 hrs after experiment. Swollen mitochondria (m),
dense bodies (db) and numerous microvesicles (v) in neuron. X 11125
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Ryc. 12. Kora czuciowa mbézgu, 6 godzin po do$wiadczeniu. Komérka nerwowa
z cytoplazmg o zmniejszonej gestosci elektronowej ze skupieniami kanaléw ziarni-
stej siateczki $rédplazmatycznej (GER) i licznymi cialami gestymi (db). Pow.
13 350 X
Fig. 12. Sensory cerebral cortex, 6 hrs after experiment. Neuron cytoplasm with
decreased electron density, with accumulations of channels of granular endo-
plasmic reticulum (GER) and with numerous dense bodies (db). X 13350
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Ryc. 13. Kora ruchowa mézgu, 6 godzin po do$wiadczeniu. Struktury torbielo-

-podobne (strzatka) w jadrze (N) komoérki nerwowej. Grudka chromatyny (CH).

Poszerzone kanaly ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej (GER). Pow. 8900 X

Fig. 13. Motor cerebral cortex, 6 hrs after experiment. Vacuole-like structures

(arrow) in nucleus (N) of neuron. Chromatin clumping (CH). Dilated channels of
granular endoplasmic reticulum (GER). X 8900
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Ryc. 14. Kora czuciowa mézgu, 6 godzin po doSwiadczeniu. Szeroki kanalt gladkiej
siateczki S$rédplazmatycznej (SER) i mitochondria o konfiguracji skondensowanej
(m) w cytoplazmie przynaczyniowej wypustki astrocytu. Polgczenia synaptyczne
z poszerzonym zageszczeniem postsynaptycznym cytoplazmy (strzatki) Pow.
13350 X
Fig. 14. Sensory cerebral cortex, 6 hrs after experiment. Large channel of smooth
endoplasmic reticulum (SER) and condensed mitochondria (m) in cytoplasm of
perivascular astrocytic process. Synaptic junctions with enlarged postsynaptic
density of cytoplasm (arrows). X 13350
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Ryc. 15. Kora ruchowa moézgu, 24 godziny po doswiadczeniu. Komoérka nerwowa
z licznymi rybosomami (r) w przyjadrowej cytoplazmie, z licznymi mikropeche-
rzykami (v) i obrzmialymi mitochondriami (m). Pow. 8900 X
Fig. 15. Motor cerebral cortex, 24 hrs after experiment. Neuron with numerous
rybosomes (r) in perinuclear cytoplasm, with numerous microvesicles (v) and
swollen mitochondria (m). X 8900

Ryc. 16. Kora ruchowa moézgu, 24 godziny po doswiadczeniu. Cytoplazma komérki
nerwowe] z licznymi mikropecherzykami (v) i z szerokimi cysternami ziarnistej
siateczki $rédplazmatycznej (GER). Pow. 8 900 X
Fig. 16. Motor cerebral cortex, 24 hrs after experiment. Neuron cytoplasm with
numerous microvesicles (v) and large channels of granular endoplasmic reticulum
(GER). X 8900
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Rye. 17. Kora ruchowa moézgu, 24 godziny po do$wiadczeniu. Komérka nerwowa
z cytoplazmg o zwigkszonej gestosci elektronowej ze skupieniami waskich kana-
6w ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej o zwiekszonej gestosci elektronowej
(GER), ze zmianami wakuolarnymi ukladu Golgiego (G) i licznymi cialami gestymi
(db). Pow. 8900 X
Fig. 17. Motor cerebral cortex, 24 hrs after experiment. Neuron cytoplasm with
increased electron density, with accumulations of narrow channels of granular
endoplasmic reticulum with increased electron density (GER), with vacuolar chan-
ges in Golgi apparatus (G) and numerous dense bodies (db). X 8 900
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Ryec. 18. Kora czuciowa moézgu, 24 godziny po doswiadczeniu. Szeroki kanal glad-
kiej siateczki $rédplazmatycznej (SER) w dendrycie. Mitochondrium o konfiguracji
skondensowanej (m) w przynaczyniowej wypustce astrocytu. Polgczenia synaptycz-
ne z poszerzonym zageszczeniem postsynaptycznym cytoplazmy (strzaltki). Pow.
11125 X
Fig. 18. Sensory cerebral cortex, 24 hrs after experiment. Large channel of smooth
endoplasmic reticulum (SER) in dendrite. Condensed mitochondrium (m) in peri-
vascular astrocytic process. Synaptic junctions with enlarged postsynaptic den-
sity of cytoplasm (arrows). X 11125
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OMOWIENIE

W obrazach mikroskopowo-elektronowych kory moézgu i substancji
bialej podkorowej krolikow poddanych przegrzaniu wystepuja zmiany
mogace by¢ wyrazem przejSciowego obrzeku moézgu, ktéory utrzymuje
si¢ do szo6stej godziny po doswiadczeniu i ustepuje miedzy szésta a dwu-
dziesta czwarta godzing po do$wiadczeniu. Zmiany te polegaja na zmniej-
szeniu gestosci elektronowej cytoplazmy komorek nerwowych i glejo-
wych, na obrzmieniu mitochondriow i poszerzeniu zbiornikéw ziarnistej
siateczki $rédplazmatycznej w komoérkach nerwowych oraz na poszerzeniu
przestrzeni miedzykomoérkowych w substancji bialej podkorowej.

Mechanizm wzrostu wodochtonnosci komoérek tkanki nerwowej mozgu
w warunkach hipertermii mnie jest wyjasniony. Wedlug Davisa (1973),
regulacja objetosci komorki jest SciSle zwigzana z transportem katio-
néw. W zwigzku z przepuszczalnoscig blony komoérkowej dla wody zmia-
na stopnia transportu czynnego lub przepuszczalnosci biernej sodu i po-
tasu prowadzi do zmiany stezen tych kationéw w komorce i osomotycz-
nego obrzmienia koloidu komoérki. Whittam (1956) oraz Tosteson i Hoff-
man (1960) wykazali osmotyczne obrzmienie koloidu komérek w warun-
kach prowadzgcych do inhibicji czynnego transportu sodu, natomiast
Cook (1956) i Tosteson (1964) stwierdzili osmotyczne obrzmienie komorek
w stanie zwigkszonego biernego wnikania do nich jonow.

Badania Gormana i Marmora (1970), Marchiafovy (1970) oraz Zece-
vica i Levitana (1980), prowadzone na réznych gatunkach zwierzgt pod-
danych przegrzaniu, wykazaly wzrost przepuszczalnosci blony cytoplaz-
matycznej komoérek nerwowych dla biernego wnikania jonéw sodu.

Powstaje pytanie, czy w warunkach hipertermii dochodzi réwniez
do hamowania czynnego transportu sodu? Paradoksalne zjawisko wzro-
stu wentylacji plucnej przy niskim cisnieniu czgstkowym dwutlenku
wegla we krwi tetniczej, ktére w warunkach hipertermii stwierdzili
Albers (1960) oraz Euler i wsp. (1970), mozna uznaé¢ za nastepstwo bez-
posredniego wplywu wysokiej temperatury (Pleschka 1971). Badania pro-
wadzone przez Karczewskiego i wsp. (1973), Grieba i Karczewskiego
(1973), Grieba i wsp. (1973) oraz Kapuscinskiego i Karczewskiego (1973)
wykazaly, ze hiperwentylacja, ktéra wystepuje w warunkach hiper-
termii przy niskim ci$nieniu czastkowym dwutlenku wegla we krwi te-
tniczej, obniza wtérnie to ci$nienie i w ten sposob prowadzi do skurczu
naczyn moézgowych oraz niedokrwienia moézgu.

W mozgu zwierzat poddanych dzialaniu wysokiej temperatury, obok
niedotlenienia typu ischemicznego rozwija¢ si¢ moze niedotlenienie typu
hipoksyjnego. Wskazuja na to badania Carlssona i wsp. (1976), ktérzy
w warunkach hipertermii obserwowali postepujace obnizenie cis$nienia
czgstkowego tlenu we krwi tetniczej.
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Niedotlenienie ischemiczne i hipoksyjne moézgu hamuje dzialanie pom-
py sodowo-potasowej, co prowadzi do wzrostu stezenia jonéw sodu w ko-
morkach tkanki nerwowej mézgu, z wtérnym wzrostem ich wodochton-
nosci.

Wzrost zawartosci wody w komoérkach tkanki nerwowej moézgu zwie-
rzat poddanych przegrzaniu, spowodowany wzrostem biernego wnikania
i inhibicjg czynnego transportu jonéw sodu, stanowi kryterium rozpo-
znawcze obrzeku cytotoksycznego. Nasze badania, w ktérych obok zmniej-
szonej gestosci elektronowej cytoplazmy komoérek nerwowych i glejo-
wych obserwowano poszerzenie przestrzeni miedzykomoérkowych w sub-
stancji bialej podkorowej, jak réwniez badania Muellera (1979), ktory
u szczuréw poddanych wplywowi wysokiej temperatury stwierdzit wzrost
przepuszczalnosci bariery krew-moézg, moga wskazywaé, ze obrzek moéz-
gu powstajacy pod wplywem przegrzania ma cechy nie tylko obrzeku
cytotoksycznego, lecz takze naczyniopochodnego.

Druga zmiang stwierdzong w badaniach mikroskopowo-elektronowych
kory moézgu jest zwezenie $wiatla pojedynczych naczyn wlosowatych,
obserwowane w trzeciej godzinie po do$wiadczeniu.

Wydaje sie, ze zjawisko to mozna wigzaé z powrotem do stanu nor-
motermii, w ktérym ustepuje wplyw wysokiej temperatury powodujgcy
wzrost mézgowego przeptywu krwi (Meyer, Handa 1967; Carlsson i wsp.
1976) i z obnizeniem przez hiperwentylacje poziomu ci$nienia czgstko-
wego dwutlenku wegla we krwi tetniczej.

W trzeciej godzinie po doswiadczeniu wokél jadra komoérek nerwo-
wych obserwowano liczne rybosomy. W dwudziestej czwartej godzinie
po do$wiadczeniu pojawily si¢ komérki nerwowe z bardzo licznymi rybo-
somami w calej cytoplazmie perykarionu. Obrazy te sugerujg zwigkszong
synteze bialek. Sugestie te¢ moze potwierdza¢ praca Freedmana i wsp.
(1981), ktorzy wykazali, ze hipertermia powoduje wzrost syntezy biatek
mikrosomalnych i synaptycznych.

Obrazy mikroskopowo-elektronowe polgczen synaptycznych, wykazu-
jace poszerzony pas zageszczenia cytoplazmy przy blonie postsynaptycz-
nej, odpowiadajg obrazom frakcji synaptozomalnych mézgu zwierzgt pod-
danych przegrzaniu (Freedman i wsp. 1981). Interpretacja tych obrazow
wymaga dodatkowych badan.

Na uwage zastluguje wystepowanie w komoérkach nerwowych duzej
liczby mikropecherzykow. Wydaje sie, ze zjawisko to moze wskazywac
na wzrost zachodzacych w nich przemian metabolicznych. Wyrazem tego
moglby by¢ wzrost zuzycia tlenu przez mozg, obserwowany u zwierzat
poddanych przegrzaniu (Meyer, Handa 1967; Nemoto, Frankel 1970).
Jednakze przecza temu prace, ktére wykazaly, ze hipertermia nie za-
burza metabolizmu komoérek tkanki nerwowej moézgu (Nemoto, Frankel
1970; Artru, Gronert 1980).
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WNIOSKI

1. Hipertermia prowadzi do przejsciowego mieszanego obrzeku moézgu.

2. Powoduje zmiany w obrazach mikroskopowo-elektronowych kory
moézgu sugerujace wzrost syntezy bialek.

3. Wywiera podobny wplyw na ultrastrukture kory ruchowej i czu-
ciowej.

BJIMSTHUE BBICOKOW TEMITEPATYPEI HA VIIbTPACTPYKTYPY
KOPBI I'OJIOBHOI'O MO3I'A U BEJIOI'O ITOAKOXXHOI'O BEHMECTBA KPOJIMKA

Pe3ome

PaGora Obuta nmposeseHa Ha 12 anbOHHOTHYECKHX KPOJIMKaX, KOTOpHIE MOMEINAIA B TePMH-
4eckoit xamepe Ha 3 vaca. TemmepaTypa B KaMmepe coxpamsiaack B rpanmmax 38—39°C, a oTHO-
CHTeJIbHAs BJIAXHOCTh BO3AyXa koyebanaces ot 45 no 60%. Marepuasn [/ HCCIIEAOBaHUN aBTOPBI
Gpama HenmocpeACTBeHHO H B 3, 6 M 24 vaca IOC/Ie 3KCIEPHMEHTA. DIIEKTPOHHO-MHKPOCKOMHEIE
HCCIeOBAHAS MOKA3a/IH, YTO FHNEPTEPMHS BEAET K CMEIIAHHOMY, BPEMEHHOMY OTEKY IOJIOBHOTO
MO3ra M BbI3BIBACT M3MEHEHHS B 3JIEKTPOHHO-MHPKOCKONHBIX KapTHHAX HEPBHBIX KJIETOK KOPBI
TOJIOBHOTO MO3ra BHYIIAIOmIAE POCT cuHTE3s! 6enkoB. KpoMe TOro KOHCTaTHpOBAHO, YTO Y Kpo-
JIAKOB MOJBEPTHYTHIX MHNEPTEPMHN M3MEHEHHS B YIbTPACTPYKTYpe KJIETOK JBHTATEILHOM M CEH-
COPHO#M KOpe IOJIOBHOTO MO3ra MOXOXH.

INFLUENCE OF HYPERTHERMIA ON ULTRASTRUCTURE OF THE CEREBRAL
CORTEX AND SUBCORTICAL WHITE MATTER IN RABBITS

Summary

The study was carried out on 12 albino rabbits, which were subjected to
high surrounding temperature in a thermic chamber for 3 h. The temperature
within the chamber ranged from 38 to 39°C, the relative humidity was 45—60%s.
Material for electron microscopy was taken from the motor and sensory cortex
and from subjacent white matter, immediately after the end of experiment and
3, 6 and 24 h later. The study showed that hyperthermia resulted in transient
brain edema combining the morphological features of both cytotoxic and vasogenic
edematous process, and changes in the ultrastructure of neurons indicating an
increase of protein synthesis. Ultrastructural abnormalities in both motor and sen-
sory cortex were essentially similar.
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Epileptic seizures exert a harmful effect on the nervous system
(Scholz 1951; Meldrum, Horton 1973) causing often more injury to the
immature brain than to the adult one (Fowler 1957; Meldrum et al.
1973; Wasterplain, Plum 1973). The question arises, whether epileptic
seizures in the mother during her pregnancy exert also a damaging
effect on the developing fetal brain.

The aim of this study was: 1) to verify experimentally if the injurious
factors arising in the organism of the mother during seizures effect the
fetuses; 2) to evaluate morphologically the influence of the mother’s
seizures during pregnancy on the development of fetal brain.

MATERIAL AND METHODS

Studies were performed on 5 pregnant rabbits weighing 3—4 kg.
Seizures in these animals were evoked by the use of the Pacemaker PM
electrostimulator, from the 10th day of pregnancy, by applying electric
stimulation of 70 V, 60 Hz for 3 min. Rabbits manifested the “grand
mal” type of seizures with a tonic and clonic phase. Gasometric investi-
gation of rabbit blood (pH, pCO,, pO,) and verification of glucose level
were performed before, immediately after and 1 h 30 min or 2 h after
seizures. Rabbits were anesthetized with Eunarcon immediately after
the last electroshock on the day of expected delivery and cesarean sec-
tion was performed. Gasometric investigation immediately after birth
and 1 h 30 min later and verification of the blood glucose level of
2 newborn rabbits from each litter were performed. Other newborn
were used for morphological examination.

http://rcin.org.pl



118 M. Dambska et al.

Mature fetuses from 3 rabbits not subjected to electroshocks delivered
also by cesarean section served as the control group. Rabbits were de-
capitated under anesthesia.

For light microscopic examination the sections through the hemisphere
at the level of the motor cortex and through the bulbar region were
stained with cresyl violet.

Fresh cryostat sections from the bulbar region of fetal brains were
used to study succinic dehydrogenase (SDH), and acid phosphatase
(Acp) activities. SDH activity was demonstrated by the method of Nach-
las et al. (1957). Acid phosphatase activity was revealed by (a) the metal
salt method of Gomori, and (b) naphthol AS-TR phosphatase (substrate),
Fast blue B (diazonium salt) (Pearse 1972). The material for electron
microscopic examination obtained from the same brain regions, was
fixed in paraformaldehyde in cacodylate buffer pH 7.2—7.3, postfixed
in osmium tetroxide, and embedded in Epon 812. Synapses, axosomatic
and between the processes, in the second layer of the motor cortex
were counted in 3 control and 3 experimental animals. Two types of
synapses were distinguished: 1) immature with single presynaptic ve-
sicles, and 2) more mature with more numerous presynaptic vesicles.
They were counted in 10 fields of each grid.

RESULTS

Gasometric investigations in adult rabbits demonstrated appearance
of hypoxemia after electroshock (Tab. 1). It lasted up to 1 h 30 min
after seizures. The pH level immediately after seizures was significantly
lower than before. The difference between pH level before seizures and
1 h 30 min later was statistically not significant. The pCO, level im-
mediately after seizure was significantly higher than before. The diffe-
rence between the pCO, level before seizure and 1 h 30 min later was
at the limit of statistical significance. The pO, level immediately after
seizure and 1 h 30 min later was significantly lower than before it.
Hypoglycemia was also found in these animals. The glucose level was
significantly lower, persisting for 2 h after electroshock (Tab. 2).

In newborn rabbits the comparison between the control and the ex-
perimental groups demonstrated in the newborn from mothers treated
by electroshock immediately before cesarean section features of hypo-
xemia (Tab. 3). The pH and pO, levels were significantly lower, and the
pCO, level was significantly higher in the experimental group than in
control animals immediately after delivery and 1 h 30 min later. The
content of glucose in the blood of newborn rabbits was also significantly
lower after seizures of the mother in comparison with its value in the
control animals (Tab. 4).
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Table 1. Gasometric investigation in pregnant rabbits
Tabela 1. Badania gazometryczne u krolic cigzarnych
pH pCO, pO,
X SD (n) X SD (n) x SD (n)
Before seizures
Przed napadami
drgawkowymi 7.40 0.14 (10) 42.00 1.30  (10) 108.00 024 (10)
After seizures
Po napadach drgaw-
kowych 7.30%** 0.11 (10) 48.00*** 036 (10) 60.00*** 14 (10)
1 hour 30 min after
seizures
1 godz 30 min po
napadach 7.40 1.14 (10) 43.00 214 = (10). 61.00*** 228 .(10)
*%* p < 0.001
(n) — number of animals
liczba zwierzat
Table 2. Glucose content in blood of pregnant rabbits
Tabela 2. Zawarto$¢ glukozy we krwi krolic cigzarnych
Before seizures After seizures Two hours later
Przed napadami drgawkowymi Po napadach drgawkowych Dwie godziny p6zniej
X SD (n) x SD (n) X SD (n)
88.00 2.37 (10) 65.00%** 1.80 (10) 58.00%** 1.70 (10)
**% p < 0.001
(n) — number of animals
liczba zwierzat
Table 3. Gasometric investigation in newborn rabbits
Tabela 3. Badania gazometryczne u.noworodkéw kroliczych
pH pCO, pO;
X SD (n) X SD (n) X SD (n)
Control group
Grupa kontrolna 7.36 0.04 (6) 4230 238 (6) 86.00 2.54 (6)
Experimental group
After seizure of mother
Grupa doswiadczalna
Po napadzie drgawko-
wym matki T.16%%* 1021 (10) . 6260%** | 218 (10) / 42.00%***" 262 (10)
1 hour 30 min later
1 godz 30 min p6zniej  7.25*** 2.10 (10) 49.20*** 2,54 (10) 53.00*** 238 (10)

oD < .00
(n) — number of animals
liczba zwierzat
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Table 4. Glucose content in blood of newborn rabbits
Tabela 4. Zawarto$¢ glukozy we krwi noworodkéw kréliczych

Control group Experimental group
Grupa kontrolna -Grupa dos$wiadczalna
% SD (n) % SD (n)
63.00 0.54 (6) 41.00*** 014 10)
*** p < 0.001
(n) — number of animals
liczba zwierzat

Light microscopy: Fetal brains from the control group were com-
pared with those of the experimental one. In the experimental group
the cortex was not so well differentiated, regarding the layers and ma-
turity of particular cells, as in the control group. Similar differences
were observed in the brain stem as far the appearance of the nerve
cells was concerned. Neither necrosis nor neuronal injury were noted
in the experimental group.

Fig. 1. Control group. Activity of succinic dehydrogenase localized in perikarya
of motor neurons (nuc. n. hypoglossi) and in neuropil of the brain stem. X 400

Rye. 1. Grupa kontrolna. Aktywno§é dehydrogenazy bursztynianowej zlokalizowana
w perykarionach neuronéw ruchowych (jadro n. XII) i w neuropilu pnia mézgu.
Pow. 400 X
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In the control group of animals the “activity of succinate dehydro-
genase was demonstrated in the perikarya and neuropil of the brain
stem motor neurons (nuc. n. hypoglossi) (Fig. 1). In experimental am-
mals the activity of this enzyme was localized mainly in the perikarya
of neurons, but it was very low in neuropil (Fig. 2). Acid phosphatase
activity was slightly higher in the experimental group of animals than
in the control one.

&,

Fig. 2. Experimental group. Succinic dehydrogenase activity lqcalized mainly in
perikarya of motor neurons (nuc. m. hypoglossi) and very low in the neuropil of
the brain stem. X 400

Ryc. 2. Grupa doswiadczalna. Aktywno$é dehydrogenazy bursztynianowej zlokali-
zowana glownie w perykarionach neuronéw ruchowych (jadra n. XII), a bardzo.
niska w neuropilu w pniu mézgu. Pow. 400 X

Electron microscopy: Second external layers of the motor cortex
verified in semithin sections revealed that in the control group most
of the nerve cells were neuroblasts with large nucleus, numerous ribo-
somes and single channels of rough endoplasmic reticulum. The major-
ity of synaptic junctions were synapses between the neuronal processes
in early stages of development with few presynaptic vesicles and sym-
metrical distribution of electron-optically dense material on both syn-
aptic membranes (Fig. 3). Some of them had more or less numerous
presynaptic vesicles and a thin layer of electron-optically dense material
on the postsynaptic membrane (Fig. 4). Axosomatic junctions were very
scarce and usually containing only 1—2 synaptic vesicles. In the expe-
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Fig. 3. Second layer of motor cortex of newborn rabbit. Young axo-dendritic

synaptic junction with few presynaptic vesicles and symmetrical distribution of

electron-optically dense material in pre- and postsynaptic membranes; s — synaptic
junction. X 27 000

Ryc. 3. Druga warstwa kory ruchowej u noworodka krélika. Mlode polaczenie

synaptyczne miedzywypustkowe =z nielicznymi pecherzykami presynaptycznymi

i symetrycznie rozlozonym materialem gestym elektronowo-optycznie na obu blo-
nach, s — polgczenie synaptyczne. Pow. 27000 X

Fig. 4. Second layer of motor cortex of control newborn rabbit. Synaptic junction
between processes with presynaptic vesicles and thin layer of electron-optically
dense material on postsynaptic membrane; s — synaptic junction. X 27 000
Rye. 4. Druga warstwa kory ruchowej noworodka krélika. Miedzywypustkowe po-
laczenie synaptyczne z pecherzykami presynaptycznymi i cienka warstwg elektro-
nowo-optycznie gestego materialu na blonie postsynaptycznej; s — polaczenie
synaptyczne. Pow. 27 000 X
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Fig. 5. Average number of synaptic junctions in motor cortex of newborn rabbits

Rye. 5. Srednia liczba polgczen synaptycznych w korze ruchowej noworodkéw
kréliczych

rimental group these features of immaturity of synaptic junctions in
the cortex were more pronounced (Fig. 5).

In the brain stem motor neurons of hypoglossal nuclei were classified
on semithin sections. In the control group the cytoplasm of motor neu-
rons was abundant. Rough endoplasmic reticulum consisted of numerous
narrow channels covered with ribosomes. The Golgi apparatus was
composed of few electron-optically empty channels and vesicles. Mito-
chondria were rather numerous. In experimental group the motor neu-
rons of the tegmental part of the brain stem including those of the
hypoglossal nucleus were characterized by large often irregularly shaped
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Fig. 6. Experimental animal. Motor neuron of brain stem. Scanty channels of
rough endoplasmic reticulum, numerous free ribosomes; N — nucleus, re, — rough
endoplasmic reticulum, r — ribosomes, m — mitochondria. X 13 350

Ryc. 6. Grupa do$wiadczalna. Komérka ruchowa pnia moézgu. Nieliczne blony siatki
szorstkiej, duze nagromadzenie wolnych rybosoméw; N — jadro, re — siatka
szorstka, r — rybosomy, m.— mitochondria. Pow. 13350 X

nuclei with randomly distributed chromatin. Rough endoplasmic reti-
culum was scanty, with few short channels. Free ribosomes forming
rosettes were abundant (Fig. 6). The Golgi apparatus was very well
developed in the form of numerous vesicles and channels.

DISCUSSION

In the present studies the method of evoking seizures in pregnant
rabbits corresponds to that used by Appleton and De Vivo (1974). For
evaluation of the influence of seizures in mothers on the fetal brains,
oxygenation and glucose content in maternal and fetal blood immedia-
tely after and 1 h 30 min or 2 h after electroshock was determined,
according to procedure used by Meldrum and Horton (1973; 1974).

Morphological studies of brains of fetuses from mothers subjected
during the postteratogenous phase of pregnancy to 20 electroshocks, did
not exhibit any focal injuries. However, comparison of the nervous sy-
stem of control and experimental animals revealed a retardation of its
maturation. Since evaluation of morphological maturity of the nervous
system is more or less subjective, different methods were used for its
verification. Control and experimental groups were compared on the
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basis of comparable morphological features, it means 1) the general
appearance of the motor cortex, 2) the number and maturity of synapses
in the second cortical layer and 3) the maturity of selected groups of
nerve cells in the brain stem. The delay of maturation in the cortex in
the experimental group was manifested by lower differentiation visible
in the light microscope and an earlier stage of development of synapses
as seen in the electron microscope. The maturation of synaptic junctions
was estimated according to Gruner and Zahnd (1967) and Jones and
Revel (1970). The very low number of axosomatic synapses, which
appeared later than junctions between the processes (Vochler et al. 1963)
was also considered as a feature of retardation of their development in
the experimental group.

In the brain stem the retardation of maturation was expressed by
the delayed maturation of neurons visible in the electronmicroscope:
Its evaluation was based on general features of cellular immaturity (Ca-
ley, Maxwell 1968; Eayrs, Goodhead 1959). Histoenzymatic studies cor-
respond well with the morphological electronmicroscope observations:.
Lower activity of succinate dehydrogenase in the neuropil of the expe-
rimental group may be related to the lack of development of dendritic
processes. An elevated activity of acid phosphatase may correspond to
interaction between GERL with lysosomes and rough endoplasmic reti-
culum in the period of intensive maturation (Whaley 1975).

Recurrent seizures in pregnant rabbits as indicated by our observa-
tions, constitute a sufficient damaging factor evoking hypoxemia and in
consequence retardation of fetal brain development.

WPELYW NAPADOW DRGAWKOWYCH KROLIC CIEZARNYCH
NA ROZWOJ PLODU

Streszczenie

Celem pracy byla ocena wplywu codziennych napadéw padaczkowych krélicy
ciezarnej w ciggu dwu ostatnich dekad cigzy na rozw6éj moézgu plodu. Napady
drgawkowe wywolywano elektrostymulatorem Pacemaker PM, stosujgc draz-
nienie przez okres 3 min i uzyskujac napad typu ,grand mal”. Stwierdzono, ze
niedotlenienie i hipoglikemia, wystepujaca po napadach we krwi matki, pojawia
sie réwniez u plodu i utrzymuje sie ponad 1 godz. 30 min. Mézgi donoszonych
ptodéw, uzyskiwanych przez ciecie cesarskie, oceniano w mikroskopie $wietlnym
i elektronowym. Nie stwierdzono w nich uszkodzen ogniskowych. Natomiast po-
réownanie ukladu nerwowego zwierzat doswiadczalnych z kontrolnymi pozwolilo
na stwierdzenie niewielkiego opéznienia jego dojrzewania u plodéw po doswiad-
czeniu: kora ruchowa byla slabiej zroznicowana, polgczenia synaptyczne w jej
obrebie mniej rozwinigte. Neurony ruchowe jadra nerwu podjezykowego wykazy-
waly mniejsza dojrzalo$é w obrazie mikroskopowo-élektronowym oraz pod wzgle-
dem aktywnosci histoenzymatycznej.
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BJIUSTHUE CYJIOPOXHBIX TIPUITAZTKOB BEPEMEHHBIX KPOJIB‘]I/]X
HA PA3BUTHE ITJIOJA

Pe3iome

Iemsio paboThl Gbl1a OLEHKA BIHAHHS €XKEIHEBHBIX JMWICNTAIECKHX NPUNAAKOB GepeMeHHOM
KPOJTBYHXH B TEYEHHE ABYX TOC/IETHAX AeKa] GEPeMEHHOCTH HA Pa3BHTHE OJOBHOTO MO3ra IUio/a.
CynopoxHble NpHNaJKH aBTOPHI BHI3BIBAJH JIEKTPOCTEMYJsTopoM Pacemalter PMA-6, npu-
MeHsisl pa3/ipaXkeHHs B TeYeHHEe 3 MHHYT M NOJNy4Yas NpHNAaNoK THNa ,,grand mal”’. Koncratnposa-
HO, YTO TATIOKCHS M FHIOTJIAKEMHS, BBICTYTIAIOIIAs TI0C/Ie IPHNAKOB B KDOBH MaTEPH, MOABISIOTCS
TaKXke y IUIOa | yAepXKUBarOTCA cpbimue 1 yaca m 30 MaHyT. MO3rH NOHOIIEHHBIX IWIOAOB ONY-
YaeMbIX NIPH MOMOIIH KECapeBa CEYEHHS OLICHHBAIACh B CBETOBOM M 3JIEKTPOHHOM MHKPOCKOTAX.
He KOHCTATHPOBAaHO B HHX IOJIOBHBIX NOBPEXIECHHM. 3aTO CPABHEHAE HEPBHOM CHCTEMBI KCIIEDH~
MEHTAJIbHBIX XHBOTHBIX C KOHTPOJILHBIMH NO3BOJHIO KOHCTATHPOBAaTh HEGONBIIOE 3aMEUICHHE
CO3pEBaHHUA 3TOM CHCTEMBI y IKCIIEPHMEHTAJIBHBIX IUIONOB: ABHraTeNbHas Kopa 6bina ciabee mad-
¢depeHEPOBaHHEA, CHHANITHYECKHE COCJHHEHNS B €€ Npe/eiaX MEeHee Pa3sBHTHL [{BHTATE/bHEIE HEk~
POHBI 5/Ipa MOABA3BIYHOTO HEPBa HNPOSBISIA MEHBUIYIO 3DEoCh B 3JIEKTPOHHO-MHKDOCKOIH~
9eCKOM KapTHHE M B OTHOINCHHH TI'MCTO3H3MMATHYECKOM AKTHBHOCTH.
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Intoxication with Dichlorvos (DDVP), an organophosphorous pesticide
and strong inhibitor of acetylcholinesterase (AChE) leads to disorders in
the central nervous system (CNS). Regarding the human beings there
exists a posibility of acute and chronic intoxications with this substance.
This was one of the reasons for studying this problem. During long
lasting investigations intoxication with DDVP appeared as the most
harmful one for the developing brain (Maslinska, Zalewska 1978a,b).
Dichlorvos was applied to young animals during the period of intense
maturation of the cerebral and cerebellar cortex and myelination of the
white matter. It caused a delay of maturation and provoked irreversible
changes in the nervous tissue (Dgmbska, Maslinska 1981; Maslinska et
al. 1981). Electron microscopic examination demonstrated that several
neurons, both perikarya and axons, and myelin sheath were damaged
(Dambska et al. 1981). Glial cells showed more severe lesions in oligo-
dendrocytes than in astrocytes (Dambska, Maslinska 1982).

Anticholinesterase agents have been known to be capable of increas-
ing the permeability of brain capillaries (Greig, Mayberry 1951). Among
them most organophosphorous pesticides change the permeability of
vessels in the CNS following chronic poisoning (Clark, Stavinoha 1971;
Greig, Holland 1949). The aim of the present study is the observation
of the influence of DDVP on vessel walls, the perivascular area and
permeability of the barriers in developing brain.

MATERIAL AND METHODS

The investigations were performed on rabbits. Dichlorvos was given
during ten days starting on the 6th day of life. Twelve young rabbits
received DDVP per os (9 mg/kg of body weight per day, in 0.1 ml of
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oil). Clinically they tolerated this dose relatively well. The brains were
examined on the 16th and 32nd days of life. Other eight untreated ani-
mals of the same age served as the control group.

Histochemical studies of butyryl- and acetylcholinesterase were per-
formed on 14 pm thick cryostat sections according to Gomori’s (1952)
and to Karnovsky’s method (1964). The preincubation and incubation
solutions contained 105 M 284C51 (Wellcome Res. Lab.) and 10¢ M
iso-OMPA (Koch-Light) to inhibit specific and nonspecific cholinesterases,
respectively. Butyrylthiocholine iodide and acetylthiocholine iodide were
used as substrates. Incubation was carried out at 37°C for 3—5 hours.
Control reactions without substrates were also performed.

Corpus callosum, motor cortex and cerebellar cortex were studied
in the electron microscope after perfusion with 1.5% glutaraldehyde,
later postfixed in osmium tetroxide and dehydrated in ethanol. The
blocks were embedded in Epon 812. Ultrathin sections were stained with
lead citrate and uranyl acetate and examined in a Tesla 500 electron
microscope. Microvessels and the choroid plexus from 3 normal and
3 intoxicated 16-day-old rabbit brains were studied ultracytochemically
for transport of the horseradish peroxidase (HRP) protein tracer through
the vessel wall as a marker of normal or damaged blood-brain barrier
(BBB). In the group of 16-day-old animals, the procedure with HRP,
including injection, fixation and incubation was /performed according to
the modified Karnovsky’s method (Lossinsky et al. 1979).

RESULTS

In brain capillary walls of the control rabbits activity of butyryl- and
acetylcholinesterase was detected. Acetylcholinesterase (AChE) activity
was present only in the vessel walls of some brain regions (e.g. in
mesencephalon) (Fig. 1). '

In 16-day-old animals treated with Dichlorvos the activity of ace-
tylcholinesterase (Fig. 2) and butyrylcholinesterase was inhibited. In
32-day-old rabbits, which survived 16 days after the last treatment the
activity of butyryl- and acetylcholinesterase was the same as in the
control animals.

Electron microscopic examination of 16-day-old experimental animals
revealed in the vessel walls endothelial cells with numerous ribosomes,
abundant rough endoplasmic reticulum, and relatively numerous chan-
nels of smooth endoplasmic reticulum. Dense bodies were also encoun-
tered. In other endothelial cells of capillary walls a stimulated GERL
system was observed (Fig. 3). In the control group of the same age all
these features observed in endothelial cells were much less pronounced.
In intoxicated animals the astrocytes adjacent to the vessel exhibited
rarefaction of cytoplasm, large mitochondria with granular matrix and
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Fig. 1. Acetylcholinesterase activity in the brain of 16-day-old control rabbit

Ryc. 1. Aktywnos$é acetylocholinoesterazy w mézgu 16-dniowego krélika — grupa
kontrolna

v

Fig. 2. Acetylcholinesterase activity in the brain of rabbit (16 days old) treated
with Dichlorvos (DDVP)

Ryc. 2. Aktywno$é acetylocholinoesterazy w mézgu 16-dniowego krélika po poda-
waniu dichlorfosu
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Fig. 3. 16-day-old rabbit treated with DDVP. Distended GERL system in endo-

thelial perikaryon (arrow), glial extension swollen. Primary magn. X 5000

Ryc. 3. Krélik 16-dniowy po zatruciu DDVP. Poszerzony uklad GERL w komorce
endotelialnej (strzalka), obrzek wypustek glejowych. Pow. kliszy 5000 X

Fig.4. 16-day-old rabbit treated with DDVP. Astrocyte adjacent to the wvessel
shows rarefaction of cytoplasm and large mitochondria with granular matrix and
peripherally located cristae (arrow). Primary magn. X 5000
Ryc. 4. Kr6lik 16-dniowy po zatruciu DDVP. W astrocycie przynaczyniowym cyto-
plazma jest rozrzedzona, mitochondria duze z ziarnista macierzg i zepchnietymi
na obwo6d grzebieniami (strzatka). Pow. kliszy 5000 X
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short peripherally located cristae (Fig. 4). The rarefaction of cytoplasm
was most often visible in the perivascular end feet (Fig. 3). Several
astrocytes showed short fragments of smooth and rough endoplasmic
reticulum in focally electron-lucent cytoplasm. Damage to mitochondria
in perivascular tissue was also often visible. Capillaries of similar size
examined in different structures showed similar lesions.

On the 32nd day of life (16 days after intoxication) in all examined
structures the lesions in a great part still persisted. In some vessel walls
they were even more pronounced. The rarefaction of cytoplasm of peri-

vascular astrocytes (Fig. 5) was well expressed in neuropil of normal
appearance.

Fig. 5. 32-day-old rabbit, 16 days after DDVP treatment. Swollen perivascular
astrocyte with damaged mitochondria and distended endoplasmic reticulum. Pri-
mary magn. X 3000

Rye. 5. Kroélik 32-dniowy w 16 dni po zatruciu DDVP. Astrocyt przynaczyniowy
jest obrzekly, ma uszkodzone mitochondria i poszerzone kanaly siatki $rodplazma-
tycznej. Pow. Kkliszy 3000 X

The HRP reaction product in the brain vessels of 16-day-old rabbits
was observed in some pinocytic vesicles and locally in intercellular
junctions. It was closed in by tight junctions (Fig. 6). No pigment was
observed in the basal lamina of capillaries. However, some HRP product
penetrated into the brain parenchyma and was located in the dense
bodies in astrocytes and segmentally in intracellular spaces in close
vicinity of the vessels. There was no marked difference in HRP distri-
bution in the control group and in the experimental one. In the choroid
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Fig. 6. 16-day-old rabbit treated with DDVP and injected with HRP. HRP visible
in large miecropinocytic vesicles and segmentally in intercellular space. Primary
magn. 5000 X

Ryc. 6. Krolik 16-dniowy po zatruciu DDVP i podaniu peroksydazy chrza}nowej.
Peroksydaza jest widoczna w duzych pecherzykach pinocytarnych i odcinkowo
w przestrzeni miedzykomérkowej. Pow. kliszy 5000 X

plexus the HRP product filling intracellular spaces, was closed in by
top junctions. It was observed also intracellularly in pinocytic vesicles.
Some HRP product was also present on the surface of microvilli. In the
experimental animals the presence of the HRP product on the surface
of microvilli was more marked than in the control.

DISCUSSION

The decrease of cholinesterases activity in brain capillary walls, found
in animals treated with Dichlorvos could suggest changes in permeabi-
lity of the blood-brain barrier. This is in agreement with the mentioned
former investigations (Greig, Mayberry 1951; Firemark et al. 1964). In
our studies we looked for changes in the morphological substrate of the
barrier, during the period of its maturation (Gabriel 1973).

Electron-microscopic examination revealed on the 16th day of life
directly after the end of intoxication features of stimulation of cyto-
plasmic organelles in endothelial cells. The question arises whether this
picture is characteristic of this developmental stage or if it results from
DDVP influence. The features observed in endothelial cells in the expe-
rimental group were not visible to the same degree in control animals
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of the same age. On the other hand, a similar picture as that in 16-day-
-old experimental rabbits was seen in the experimental 32-day-old ani-
mals. In this group the changes were even more advanced. Both obser-
vations testify that DDVP intoxication could be responsible in a great
part for this state of endothelial cells.

Features of increased permeability for horseradish peroxidase reac-
tion products in the brain parenchyma were not found. It is known, that
the blood-brain barrier mechanism does mot concern lipid-soluble com-
pounds, such as Dichlorvos. Thus, Dichlorvos quite easily penetrated
brain tissue and caused morphological and histochemical changes. The
lesions observed in perivascular astrocytes might be explained by the
influence of this substance. They are most pronounced in mitochondria
which were enlarged with short cristae pushed to the periphery and
even showing more advanced damage. It seems that cytotoxic edema
followed mitochondrial lesions. These changes appeared as partly irre-
versible, reaching what is called the no-return point. They caused pro-
longed disorders resulting in lesions to perivascular astrocytes visible
even on the 32nd day of life. The observed lesions of the perivascular
astrocytes and the changes in endothelial cells as well as the inhibition
of cholinesterase activity in capillary walls do not disturb the blood-
-brain barrier mechanisms for horseradish peroxidase particles. How-
ever, the marked accumulation of HRP reaction products on the surface
of microvilli could suggest, that Dichlorvos affects the permeability of
the choroid plexus, thus cerebrospinal fluid barrier.

BARIERA KREW—MOZG U MLODYCH KROLIKOW
PO ZATRUCIU DICHLORFOSEM

Streszczenie

Przedmiotem badan byl wplyw zatrucia dichlorfosem (DDVP) kro6likéw w okre-
sie rozwoju na §$ciany naczyn moézgowych oraz przepuszczalnos$é bariery krew-
-mozg. DDVP (9 mg/kg wagi ciala) podawano krélikom przez 10 dni poczynajgc
od 6 dnia zycia, czyli w okresie dojrzewania bariery krew-mézg. Do badania
pobierano moézgi zwierzat do$wiadczalnych i kontrolnych w 16 i 32 dniu zycia.
Przeprowadzono odczyny histochemiczne na aktywnos$é butyrylo- i acetylocholino-
esterazy. Kore moézgu, kore moézdzku i spoidio wielkie oceniano w mikroskopie
elektronowym. Ponadto u 16-dniowych krélikbw przeprowadzono ultracytochemicz-
ne badanie transportu peroksydazy chrzanowej (HRP).

Stwierdzono, ze DDVP powoduje zahamowanie aktywno$ci AChE w $cianach
naczyn mézgowych. Badania ultrastrukturalne wykazaly pobudzenie organelli w ko-
mérkach endotelialnych oraz uszkodzenie astrocytéw przynaczyniowych utrzymu-
jace sie¢ do 32 dnia Zycia zwierzat. Zaobserwowane zmiany pozwalaja przyjaé, ze
wywoluje je DDVP przechodzacy przez $ciany naczynia jako zwigzek rozpuszczalny
w tluszezach. Nie bylo bowiem objawéw wzmozonej przepuszczalnosci dla HRP
w naczyniach mézgowych, a jedynie nieznaczne jej zwiekszenie w obrebie splotu
naczyniowkowego.
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TEMATO-2HLIE®AJIMYECKUN BAPBEP V MOJIOJBIX KPOJIMKOB
ITOCJIE OTPABJIEHUA OUXJIOP®OCOM

Pe3ome

ITpenmerom uccrnenoBanusi ObulH BaMsiHWE OTpaBieHus auxiopdpocom (DDVP) kpoimkos
B NEPHOJE Pa3BUTHA HAa CTEHKH IOJJOBHOMO3IOBBIX COCYIOB, a TaKXe NPOHMIAEMOCTH TeMaTo-
-3unedanmyeckoro 6aprepa. DDVP (9 Mr/kr eca Tena) BBOAMIM KPOJHKaM B Tedenue 10 mneii,
Ha4yWHAs OT 6 IHS XKHU3HH, T.€. B IEPHOAE CO3peBaHHs reMaro-3uuedanuieckoro 6apeepa. MUccre-
JIOBAHO TOJIOBHBIE MO3TH JKCHEPHMEHTAIBHBIX H COOTBETCTBEHHBIX KOHTPOJIBHBIX )XHBOTHBIX Ha
16 u 32 gHio %wu3HM. BBUIO IPOBENEHO THCTOXMMHYECKOE MCCIIEI0BAHUE AKTHBHOCTH GyTHpHII-alie-
THIXOJMHAICTepa3bl. Kopa roioBHOro Mosra, xopa Mo3xeuka u Gojblias crnaika OLEHHBAJIUCH
B 3JIEKTPOHHOM MuKpockone. Kpome Toro y 16-IHEBHBIX KPOJIHKOB OBUIO IPOBENEHO Y.IbTPALU-
TOXHMHYECKOE MCCIIEIOBAaHHE TpaHcHopra XpeHoBoi mnepoxcumassl (HRP).

Koncratuposano, yto DDVP BBI3bIBa€T TOPMOXKEHHE AKTHBHOCTH ALETHIIXOJHMHICTEPA3bI
B CTEHKaX I'OJIOBHOMO3TOBBIX COCYOB. YJIbTPAaCTPYKTYpPHbIE HCCIICJOBAHUS NPOSABHIH BO30yxae-
HHE OpraHe/Ul B SHIOTEIHAIbHBIX KJIETKaX, a TAKXKe NOBPEXICHHE OKOJOCOCYIHCTHIX aCTPOLIMTOB.
Hab6nronaemblie u3MeHEHHsI IO3BOIAIOT BhICKA3aTh MHEHHME, YTO OHH BhI3bIBatoTcss DDVP npoxo-
JAIIAM 4Yepe3 CTEHKH COCyla Kak COeIMHEHHE pacTBopsieMoe B Kupax. He 6bLI0 CHMOTOMOB yCH-
JieHHO# npoHuuaemoctd st HRP B ronoBHOMO3rOBBIX COCylIax, a TOJNBKO HE3HAYHTEIBHOE ee
yBennYeHHEe B OO/IACTH BaCKyJISPHOTO CIUIETEHHS.
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Intranuclear inclusions in neurons of the central nervous system and
in ganglion cells of the vegetative system in various animal species have
a vast position in the literature of the subject since the first observations
at the end of the past century (Mann 1894) up to the detailed descrip-
tions based on electron microscopy investigations (Siegesmund et al.
1964). However, nuclear inclusions are not an unusual feature of the
nervous cells only since they were found in many physiological and
pathological conditions in the organs of the alimentary system (Tusques,
Pradal 1968; Boquist 1969; Dahl 1970; Iwanaga et al. 1981), respiratory
system (Tamura, Aronson 1978; El-Bermani et al. 1981) and endocrine
glands (Arstila, Hopsu-Havu 1967; Frink et al. 1978). More than that,
the inclusions similar morphologically were demonstrated also in the
plant kingdom, in about 200 plant species (Wergin et al. 1970). Intra-
nuclear inclusions in general can be classified as cytoplasmic pseudo-
inclusions and genuine ones. Among the latter the most popular are
amembranous intranuclear inclusions of rodlet type, of lattice type and
fibrillar-tubular and tubular inclusions. To the types rarely found be-
long genuine membranous intranuclear inclusions.

Three types of genuine intranuclear neuronal inclusions in control
and experimental material were observed in mice during ultrastructural
studies, in which the effect of ethylnitrosourea (ENU) on the central
nervous system was investigated (Kroh, Cervoés-Navarro 1983). The
question arises whether there exists a relation of the pathological pro-
cess induced by ENU with the presence and the type of inclusions or
if they represent an independent phenomenon.

MATERIAL AND METHODS

Thirty five non-inbred Swiss mice were divided into four groups:
eight controls, eight pregnant mice (age 72—272 days at the beginning
of the experiment), eleven of the offspring of the pregnant mice, eight
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adults (age 80—143 days). The pregnant mice (on gestational day 15)
and the adults were injected i.v. with a single dose of freshly prepared
ENU (80 mg/kg b.wt) dissolved in 0.9 NaCl adjusted to pH 4.2—4.4 with
1% NaH,PO,. Control mice were injected with buffered NaCl physio-
logical saline. Mice injected during pregnancy and the adult mice were
killed on days 7, 14, 28, 48, 70, 100, 200 and 300 after injection. The
controls and the offspring were killed on the corresponding days of their
life and on days 21 and 60, respectively. All the animals were anesthe-
tized i.p. with Nembutal and perfused through the heart (except for
7-day-old mice) with 3% glutaraldehyde in 0.2 cacodylate buffer, pH
7.2—T7.4. After immediate removal of the brain and coronal cuts, the
cerebral tissue from the sixteen standard locations was taken with a bio-
psy needle for ultrastructural investigations. This technique, the method
of fixation, cutting and contrasting as well as examination in the EM
were previously described in detail (Kroh, Luciani 1978; Kroh, Cervos-
-Navarro 1983).

RESULTS

_ The initial intention to use the material only for investigations of
the effect of ENU on the oligodendroglia (Kroh, Cervos-Navarro 1983)
did not allow quantitative evaluation of intranuclear inclusions in each
particular cerebral region. Initially the intranuclear inclusions were
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Fig. 1. Control mouse. a — 7-day-old. Numerous membranous inclusions in the
nuclei of adjacent parietal cortical neurons. Areas of rarefied chromatin and
segmented profiles in lower neuron. X 4070. b — 500-day-old. Inclusions in parie-
tal cortical neuron. X 3300
Ryc. 1. Kontrola. a — Mysz T-dniowa. Liczne wtrety oblonione w jadrach sgsia-
dujacych neuronéw kory ciemieniowej. Pola rozrzedzonej chromatyny i nie zam-
kniete profile bloniaste w dolnym neuronie. Pow. 4070 X. b — Mysz 500-dniowa.
Wtirety oblonione w neuronie kory ciemieniowej. Pow. 3300 X
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evaluated as an accidental finding, later each finding has been docu-
mented.

Intranuclear inclusions were noticed only in nerve cells. In control
material the inclusions were observed in 4 mice, aged 7, 21, 80 and 500
days in the neurons of the parietal and pyriform cortex, in basal gan-
glia, in the pericommisural (anterior) area, medulla oblongata and cere-
bellar cortex *. The inclusions were manifested by partly or completely
closed membranous irregular profiles. The membrane was unilayered
(Figs. 1a,b), rarely double. The conent was either translucent or consisted
of rarefied, floccular material. In some cases the inside presented an
additional small membranous irregular profile. The intranuclear inclu-
sions were single or multiple, localized rather in the central area of the
nucleus without any relation to the nuclear envelope.

In the offspring, whose mothers were injected with ENU on the
15th day of pregnancy, the membranous inclusions were observed in 4

out of 11 mice. The animals were 7, 14, 21, 28 days old. The inclusions
were localized in the meurons of the pyriform cortex, in the pericom-

misural area and medulla oblongata. Their structure was like those in
the control animals (Fig. 2).

In 3 out of 8 animals which were given ENU injections in adult
life, the intranuclear neuronal inclusions were of a different character.
The age of animals was 180, 282, 380 days. The inclusions were present
in the parietal and pyriform cortex. They were spindle-shaped rodlets
formed by the fibrils (Fig. 3) and, possibly, fibrils and tubules. The
poles of the rodlets were usually sharply tapered, in others the bunches
of fibrils of various length were asymmetrically arrayed. The fibrils of
the rodlet were not exactly parallel to each other, adhering closer at some
distances. The majority of rodlets was located in the zone of rarefied
chromatin which formed a pale “halo”. Of particular appearance was the
rodlet two walls of which consisted of oblique fibrils with a wide layer
of rarefied chromatin inbetween (Fig. 4). The rodlets were most often
visible in the central area of the nucleoplasm, sometimes close to the
nucleolus, but never in contact with the nuclear envelope. They were
always single and never branched, located in nuclei with smooth as
well as with irregular profiles.

Another type of intranuclear inclusions in this group of experimental
mice resembled a narrow, straight or slightly curved line consisting of
parallel layers. Some segments reveal an oblique pattern of particular
layers, a lattice pattern (Figs 5a,b). The lattice-type inclusions were less
numerous than the rodlets, they also appeared singly contacting neither
nucleolus nor the nuclear membrane. Their immediate surrounding con-
sisted of rarefied chromatin.

* Anatomical terms according to Craigie’s neuroanatomy of the rat (1963)
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Fig. 2. Offspring mouse, 14-day-old. Membranous intranuclear inclusions, also
with double membrane, with floccular content in the neuron of medulla oblongata.
x 5000
Rye. 2. Mysz potomna, 14-dniowa. Srédjadrowe wirety oblonione, takze o podwdj-
nym profilu, z klaczkowatg zawartoscia w neuronie rdzenia przediuzonego. Pow.
5000 X
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Fig. 3. Adult mouse, 180-day-old, 70th experimental day. Fibrillar rodlet in the
nucleus of parietal cortical neuron. X 5000

Ryc. 3. Mysz dorosta, wiek 180 dni, 70 dzien doswiadczenia. Srédjadrowy wibkien-
kowy wtret pateczkowaty w neuronie kory ciemieniowej. Pow. 5000 X

Six out of 8 mice which were given ENU injections on the 15th day
of gestation developed all types of intranuclear inclusions in the neurons.
Three mice exhibited membranous inclusions only; they were localized
in the area of the striatum, hippocampal, cortex and medulla oblongata,
on day 14, 100 and 300 of the experiment (the exact age of the animals
at the begining of the experiment was unknown but they were at least
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Fig. 4. Adult mouse, 380-day-old, 300th experimental day. Two parts of fibrillar

intranuclear inclusion separated by chromatin granules. Pyriform cortex. X 25000

Ryc. 4. Mysz dorosta, wiek 380 dni, 300 dzien doswiadczenia. Dwa pasma S$rédjgadro-

wego wiretu wilékienkowego rozdzielone chromatyng. Kora gruszkowata. Pow.
25000 X

10 — Neuropatologia Pol. 1/84
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Fig. 5. Adult mouse, aged 282 days, 200th experimental day. Intranuclear lattice
inclusion in the area of rarefied chromatin in the parietal cortex neuron. a —

X 5000, b — X 20400
Ryc. 5. Mysz dorosta, wiek 282 dni, 200 dzien dos$wiadczenia. Srédjadrowy wtret
kratkowaty w polu rozrzedzonej chromatyny neuronu kory ciemieniowej. a — Pow.
5000 X, b — Pow. 20400 X
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Fig. 6. Mother mouse, 200th experimental day. Numerous membranous intranuclear
inclusions, also with double membrane in the parietal cortex neuron. > 8000

Ryc. 6. Mysz matczyna, 200 dzien doswiadczenia. Liczne $roédjgdrowe wtirety oblo-
nione, robwniez o podwdéjnym profilu w neuronie kory ciemieniowej. Pow. 8000 X

over 60 days old). Other 3 animals exhibited membranous inclusions
(Fig. 6), rodlets and lattices (Figs 7a,b) in the same areas, i.e, in the
parietal cortex, commissural region, cerebellar cortex and medulla
oblongata. Oblique cuts of some fibrillar bundles showed a central space,
some others a partial turn around the long axis of the rodlet (Figs 8a,b).
The age of the mice was 81, 129 and over 260 on the experimental day
7, 48 and 200, respectively. More than one inclusion of identical or
different type was never observed in a single nucleus.
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Fig. 7. Mother mouse, aged 81 days, 7th experimental day. Intranuclear lattice
inclusion in cortical parietal region. a — X 8000, b — X 50000

Ryc. 7. Mysz matczyna, wiek 81 dni, 7 dzien dos$wiadczenia. Sroédjadrowy wtret

kratkowaty w neuronie kory ciemieniowej. a — Pow. 8000 X, b — Pow. 50000 X
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Fig. 8. Mother mouse, aged 81 days, 7th experimental day. a — Oblique cut of
the intranuclear rodlet in pyriform cortex neuron. Central part devoid of fibrillar
tubular component. X 31700. b — Pericommisural area. Some fibrils partially turn-
ed around the long axis of the rodlet. X 20400
Ryc. 8. Mysz matczyna, wiek 81 dni, 7 dzien dos$wiadczenia. a — Skos$ny przekréj
wiretu pateczkowatego w neuronie kory gruszkowatej. Centralna cze$é wtretu po-
zbawiona struktury wibkienkowo-tubularnej. Pow. 31700 X, b — Okolica spoidia
przedniego. Czes¢ wlokien skrecona wokol osi dlugiej wtretu. Pow. 20400 X

http://rcin.org.pl



150 H. Kroh

DISCUSSION

Most frequent were intranuclear membranous inclusions present both
in the neurons of healthy and experimental mice. In control animals the
inclusions were observed between 7 and 500, in the experimental ones
between 7 and 380 days of life, this indicating a lack of any relationship
of this type of inclusions with the age of the animals. Scarce literature
data present contradictory evidence. According to Field and Peat (1971),
who found membranous intranuclear inclusions in neurons of the parietal
cortex in CBA mice only in old, healthy animals (11—31 months), this
finding is related to the process of ageing. David and Nathaniel (1978)
on the contrary studying nucleus cuneatus in young rats (1—6 weeks
old) observed membranous intranuclear inclusions in the first week of
life and their increase in number till the third week. In the authors’
opinion these data indicate the role of the membranous inclusions in
active neuronal differentiation. On the other hand, the same authors
suggest the origin of membranous inclusions from the detached internal
nuclear membrane, especially when the immature tissue of young ani-
mals can be easily damaged by fixation. The here presented material of
inclusions in the neurons of young and mature animals speaks against
such an explanation. The ultrastructure of membranous inclusions does
not differ in general from the previous descriptions (Field, Peat 1971;
David, Nathaniel 1978) except those mot fully closed profiles. The ques-
tion arises if a part of the membrane is not yet formed or whether it
already became disintegrated. Ghadially (1975) presents this second
possibility in the case of some intranuclear pseudoinclusions which after
dissolution of the surrounding membrane become genuine intranuclear
inclusions. If the other hypothesis is true, the membranous profiles might
be fully formed among chromatin granules. Spots of rarefied chromatin
around segmented profiles favour both concepts.

The presented material does not demonstrate quantitative data in par-
ticular areas, but the presence of membranous inclusions in many cere-
bral regions extends the phenomenon to many different types of neu-
rons.

Other types of intranuclear inclusions, i.e. fibrillary bundles or fi-
brillar tubular inclusions of rodlet or lattice type were observed exclusi-
vely in the groups of experimental animals, at the age of 80—380 days,
which were already adult when the experiment started. Masurovsky
et al. (1970) demonstrated that the first appearance of fibrillar inclusions
of rodlet type in tissue culture of chicken ganglion cells is preceded
from the 4—9th embryonal day by a granular fibrillar body which gra-
dually increases in size. The fully organized fibrillar inclusions are visible
since the 2nd-3rd week of culture, increasing till 160 days in witro.
Their organisation proceedes together with neuronal differentiation. In
the neurons of the parietal cortex of young mice (4—6 weeks old) intra-
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nuclear fibrillar inclusions have been found at a rate 1:100, whereas
in old mice (11—31 months old) the number of inclusions increased to
1:18 (Field, Peat 1970). One of the first publications on this subject
(Chandler 1966) demonstrated inclusions in the neurons of mice and
rats 5—6 months old. Also Meier (1968) found inclusions in the neurons
of the sensomotor cortex of ageing (25 months) rats. The observations
of Nathaniel and David (1978) indicate that the number of fibrillar in-
clusions in the nucleus cuneatus of the rat increases with age since the
first week of life reaching 6—=8%0 in the sixth week at the termination
of the experiment. The given data agree with the present author’s per-
sonal experience. The location of fibrillar and fibrillar-tubular inclusions
in the neurons of the parietal and pyriform cortex, in the cerebellar
cortex and in the area of the anterior commissure was more limited
than that of membranous inclusions. Intranuclear fibrillar inclusions
since the first descriptions documented in EM by Siegesmund et al. (1964)
in neurocytes of the olfactory bulb, pyramidal cortex and granular ce-
rebellar layer have been found in normal conditions almost exclusively
in the cerebral neurons and ganglion cells of the peripheral nervous
system of various animal species, from the hagfish (Mugnaini 1967) to
humans (Gambetti, Gonatas 1967). In the central nervous system of mice,
in hippocampal and thalamic neurons there were inclusions of rodlet
and lattice type (Chandler 1966; Chandler, Willis 1966), whereas in rats
such inclusions were demonstrated in many cerebral structures (Karls-
son 1966; Magalhaes 1967; Sotelo, Palay 1968; Feldman, Peters 1972;
Seite et al. 1977b; Lafarga, Palacios 1977; 1979; Dimova et al. 1980),
also in ependymal cells (Brightman, Palay 1963; Hirano, Zimmermann
1967; Weindl et al. 1968; Warchol 1978). Rodlet inclusions were observed
in rabbits neurons of lamina terminalis (Weindl et al. 1968), in nume-
rous neurons of hypothalamic nuclei (Clattenburg et al. 1972), whereas
the inclusions of lattice and rodlet type were present in olfactory bulb
and cortex (Willey, Schultz 1972). The inclusions are very frequent in
ganglion cells of the vegetative system in various animal species (Kim
et al. 1970; Seite et al. 1977c; Vuillet-Luciani et al. 1979; Costa, Paula-
-Barbosa 1979). The authors present different opinions concerning the
frequency of inclusions. There exists a distinct difference between the
individuals, between symmetrical and subsequent ganglia and also bet-
ween particular cells (Seite et al. 1977c). The majority of investigators
stresses the singularity of inclusions per nucleus, whereas in serial sec-
tions of sympathetic ganglia in cat up to five different inclusions, among
them rodlets were demonstrated in a single neuron (Vuillet-Luciani et
al. 1979). The problem of origin of intranuclear inclusions is rather com-
plicated especially when one considers very rare documentation of cyto-
plasmic fibrillar inclusions associated with nuclear ones (Mugnaini 1967;
Arstila, Hopsu-Havu 1967; Tanaka et al. 1976; Iwanaga et al. 1981). They
were seen by Holmgren (1899) and demonstrated by Masurovsky et al.
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(1970) as the rodlets penetrating nuclear membrane of a chicken sym-
pathetic neuron. An overriding consideration is that inclusions are a phy-
siological, functional phenomenon of unknown significance. Kim et al.
(1970) proved that fibrillar inclusions are composed of protein with some
addition of lipids. The main components are the following amino acids:
arginine, lysine, histidine, tyrosine and tryptophan. The study of Fukui
(1978) of fibrillar inclusions showed that they consist of actin; as such
they can affect the construction and the shape of the nucleus. The phy-
siological significance of the neuronal intranuclear inclusions has been
additionally confirmed by Seite et al. (1977a) who found that under the
influence of cAMP analogs as well as theophylline the number of inclu-
sions in sympathetic ganglia increases up to 8.5 times. According to the
same authors the formation of intranuclear inclusions is regulated by
cellular cAMP which increases during physiological activity of sym-
pathetic neurons. \

In pathological conditions the possible increase of cAMP in the cere-
bellar cortical neurons connected with intranuclear inclusions was al-
ready suspected in experimental chronic alcoholism (Tavarez, Paula-
-Barbosa 1981). The intranuclear fibrillar inclusions in the here presented
material are demonstrated only in experimental conditions and despite
the coincidence with increasing age, some influence of a pathological
process on the number of rodlets cannot be excluded. Nuclear inclusions
in nervous tissue treated with ENU have not been described yet. Multi-
vesicular membranous intranuclear inclusions were found in a late stage
of cancerogenesis induced with nitrosomorpholine in hepatic cells and
in hepatoma (Bannasch 1975) but never in brain tumors induced with
ENU. Intranuclear rodlets were observed by Hirota (1979) in mice sali-
vary glands carcinomas induced with nitrosoamine—nitrosonornico-
tine. Fibrillary bundles in a few neuronal nuclei of hamsters implanted
intracerebrally with dibenzanthracene were seen by Popoff and Stewart
(1968). Intranuclear fibrillar inclusions of rodlet type were evidenced
before in cells of human glioblastoma multiforme (Robertson, MacLean,
1965), astrocytoma (Tani et al. 1971), mixed glioma (Bertel et al. 1981)
and in human tumors of other organs (Stefani, Tonaki 1970; Tanaka et
al. 1976; Sherwin et al. 1977; Gonzalez-Crussi et al. 1978; Ryder et al.
1979; Vacher-Lavenu 1981), including mice xenograft treated with Adria-
mycin (Benjamin et al. 1980). Determination of the interrelation between
neuronal intranuclear inclusions and the demyelination process seems
to be unavailing, though the fibrillar bundle in the neuron of the pa-
rietal cortex in a case of multiple sclerosis has also been documented
(Raine, Field 1968). The rodlet and lattice inclusions in cortical neurons
were present in two cases of SSLE (Perier et al. 1967) as well as in
myoclonus epilepsy (Brown et al. 1967). The changes found and published
in the same material previously (Kroh, Cervoés-Navarro 1983) consisted
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in the transformation of oligodendroglial cells with coexistence of
demyelination foci. Neuronal changes were not observed in this vast
material except in one period (100 days) of the experiment, when
damage to the axons and their myelin sheath could be noticed (Kroh,
Luciani 1978). In conclusion based upon the whole of the investigated
material including changes evoked in oligodendroglia, it should be
stressed that the pathological process in the central nervous system,
which affects mainly cells of other type than the neurons, can induce
morphological changes, like intranuclear fibrillar inclusions in neurons,
most probably of functional origin. The etiology of membranous in-
clusions has to be left unexplained.

WTRETY SRODJADROWE W NEURONACH MYSZY

Streszczenie

W przebiegu badan nad wplywem etylonitrozomocznika (ENU) na OUN, pod-
czas ktoérych stwierdzono transformacje oligodendrogleju i ogniska demielinizacji,
dodatkowym odkryciem byly wtrety $rédjadrowe w komoérkach nerwowych mézgo-
wia. Wtirety zauwazono u cze$ci zwierzat ze wszystkich badanych grup. U myszy
kontrolnych w réznym wieku wystepowaly wylacznie wtrety oblonione, tak jak
1 u mlodych myszy potomnych z matek, ktérym podano ENU w 15 dniu cigzy.
Podanie ENU dorostym, nieciezarnym myszom w réznym wieku powodowalo wy-
stapienie w jadrach neuronéw nieoblonionych wtretéw widkienkowych i wiodkien-
kowo-tubularnych typu paleczek (rodlet) i kratownicy (lattice). W neuronach samic,
ktore otrzymaly ENU w czasie cigzy stwierdzano wszystkie typy wtretéow.

Obecnosé wtretéw w neuronach u zwierzat, u ktérych ENU uszkodzilo glownie
komoérki oligodendrogleju mozna poczytywaé za skutek wtoérnego pobudzenia neu-
rondéw poprzez patologicznie zmieniony oligodendroglej.

BHYTPUSAAEPHBIE BKJIFOYEHUSA B HEMIPOHAX MBIIIEN

Pe3ome

B xoxe uccnenoBanuii BausiHAs 3THIHUTpoMoYeBHHBl (ENU) Ha HeHTpaibHYIO HEPBHYIO CH-
CTeMy, BO BDEMS KOTOPbIX KOHCTATHPOBAHO TPaHCHOPMALMIO OJIMIOACHAPOIJIHA M O4ara JeMue-
JIMHU3ALMHA, JOTOJHUTEIBHBIM OTKPBITHEM ObLTM BHYTPHS/IEDHBIE BKJIIOUEHHS B HEPBHBIX KIET-
Kax TOJOBHOro Mo3ra. Bkitoyenusi Obl/In 3aMe4YeHbl Y YaCTH JKHBOTHBIX M3 BCEX HCCIIEAYEMBbIX
rpyny. ¥ KOHTPOJIBHBIX MBIIIEH B Pa3HOM BO3pACcTe BBICTYNAJIM MCKJIIOYHTE/ILHO BKJIIOYEHHS T10-
KpEiThle 060/109KOM, TaK ke KaK y MOJOIBIX MbIiei, POXKIEHHBIX MAaTePsSIMH, KOTOPHIM BBOJIMIN
ITWIHMTPOMOYEBHHY Ha 15 nHi0 OGepemeHHOCTH. BBeleHMe 3TMIHMTPOMOYEBMHBI B3POC/IBIM He-
GepeMEeHHBIM MbILIAM B PA3HOM BO3PACTE BBI3BIBAJIO BBICTYIUICHHE B ApPAaX HEHPOHOB HE MOKPbi-
THIX 0007104K0i (GUOPHUIAPHBIX BKJIIOYEHHH, a Takke (UOPHIIAPHO-TYOYNSPHBIX BKIIOYEHMIH
Tuna najoyek (rodlet) u pewerku (lattice). B HeiipoHax caMOK, KOTOPbIM BBOAWIH 3THIHATPOMO-
YEeBUHY BO BpeMsi GepeMEeHHOCTH KOHCTATHPOBAHO BCE THIbI BKJIFOYEHHI.

Hannyne BKIIOYEHHI B HEMPOHAX y KHBOTHBIX, Y KOTOPBIX THIHHTPOMOYEBHHA MOBpEIA/IA
riaaBHBIM 00pa30oM KJIETKH OJIMOACHIAPOTVIMKM MOXHO NPH3HATH PE3yJbTATOM BTOPHYHOIO BO3-
OyXIeHHs HEMPOHOB Yepe3 NAaTOJIOTHYECKH H3MEHEHHYIO OJIMTOJCHIPOIJIAIO.

http://rcin.org.pl



154

10.

i1,
12.
13.

14.
15.

/ 16.
b iy
18.
19.
20.
21.

22.

H. Kroh
REFERENCES

Arstila A. V., Hopsu-Havu V. K.: Nuclear and cytoplasmic microfilaments in
the pineal chief cells of the rat. Ztschr. Zellforsch. 1967, 80, 22—28.
Bannasch P.: Die Cytologie der Hepatokarcinogenese. In‘ Handbuch der allge-
meinen Pathologie. VI Band, III Geschwiilste, Modelle experimenteller Karcino-
genese. Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York 1975.

Benjamin J., Rana M. W., Xynos F. P., Urhahn J.: Intranuclear filaments in
xenografts of human squamous cell carcinoma in nude mice. Human Pathol.,
1980, 11, 87—89.

Bartel C., Gouranton J., Menault F., Chatel M.: The intranuclear filamentous
inclusions of a human glioma. Their relation with nuclear bodies. Eur. J. Cell
Biol., 1981, 25, 36—45.

Boquist L.: Intranuclear rods in pancreatic islets f-cells. J. Cell Biol., 1969,
43, 377—384.

Brightmann M. W., Palay S. L.: The fine structure of ependyma in the brain
of the rat.' J. Cell Biol., 1963, 19, 415—439.

Brown W., Kotoriik J., Riehl J.: Ultrastructural studies in myoclonus epi-
lepsy. Neurology (Minneap.), 1968, 18, 427—438.

Chandler R. L.: Intranuclear structures in neurons. Nature, 1966, 209, 1260—
1261.

Chandler R. L., Willis R.: An intranuclear fibrillar lattice in neurons. J. Cell
Sci., 1966, 1, 283—286.

Clattenburg R. E., Singh R. P., Montemurro D. G.: Intranuclear filamentous
inclusions in neurons of the rabbit hypothalamus. J. Ultrastruct. Res., 1972,
39, 549—555.

Costa C. B., Paula-Barbosa M. M.: Inclusions in the nerve cells of the spheno-
palatine ganglion of the dog. Cell Tiss. Res., 1979, 201, 289—294.

Dahl E.: The fine structure of intranuclear inclusions. J. Anat. (London),
1970, 106, 255—262.

David S., Nathaniel E. J.: Intranuclear inclusions in the developing neurons
of the rat cuneate nuclei. Cell Tiss. Res., 1978, 193, 525—532.

Dimova R., Vuillet J., Seite R.: Study of the rat neostriatum using a combined
Golgi electron microscope technique and serial sections. Neuroscience, 1980,
5, 1581—1596.

El-Bermani Al. W., Montvilo J. A., Bloomquist E. J.: Intranuclear rodlets in
a pulmonary neuroepithelial body of a rabbit. Cell Tiss. Res., 1981, 1220, 439—
443,

Feldman M. L., Peters A.: Intranuclear rods and sheets in rat cochlear nucleus.
J. Neurocytol., 1972, 1, 109—127.

Field E. J.,, Peat A.: Intranuclear inclusions in neurons and glia: a study in
the ageing mouse. Gerontologia, 1971, 17, 129—138.

Fink R., Krupp P. P., Young R. A.: Intranuclear fibrillary inclusions in in-
fluenza pneumonia. Arch. Pathol. Lab. Med., 1978, 102, 252—257.

Fukui Y.: Intranuclear actin bundles induced by dimethyl sulfoxide in inter-
phase nucleus of dictyostelium. J. Cell Biol., 1978, 76, 146—157.

Gambetti P., Gonatas N. K.: Fibrils and lattice-like intranuclear structures in
nuclei of neurons. Riv. Patol. nerv. ment., 1967, 88, 188—196.

Ghadially F.: Ultrastructural and pathological alterations in cell fine struc-
ture. Butterworths, London, Boston 1975.

Gonzalez-Crussi F., Hull M., Mirkin D.: Intranuclear filaments in a soft tissue
sarcoma. Human Pathol., 1978, 9, 189—198.

http://rcin.org.pl



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

40.

41.

42.

43.

4.

45.

Neuronal intranuclear inclusions 1556

Hirano A., Zimmermann H. M.: Some new cytological observations of the
normal rat ependymal cell. Anat. Rec., 1967, 158, 293—302.

. Hirota N.: Intranuclear rodlets in undifferentiated carcinomas of salivary

glands in strain A mice in a study involving a tabacco specific nitrosoamine.
Cancer Lett.,, 1979, 6, 365—369.

. Holmgren E.: cit. after K. A. Siegesmund, C. R. Dutta, C.A. Fox 1964.
. Iwanaga T., Yamada J., Yamashita T., Misu M.: Intranuclear filamentous

inclusions in the gastro-enteropancreatic (GEP) endocrine cells of birds. Cell
Tiss. Res., 1981, 217, 283—288.

Karlsson M.: Three-dimensional studies of neurons in the lateral geniculate
nucleus of the rat. J. Ultrastruct. Res., 1966, 16, 429—481.

Kim S., Masurovsky E., Benitez H., Murray M.: Histochemical studies of the
intranuclear rodlet in neurons of chicken sympathetic and sensory ganglia.
Histochemie, 1970, 24, 33—40.

Kroh H., Cervos-Navarro J.: Transformation of oligodendroglia: a para- or
preneoplastic effect of ethylnitrosourea on mouse brain. Acta mneuropath.
(Berl.), 1983, 59, 309—315.

Kroh H., Luciani A.: The effect of transplacental ethylnitrosourea on the fine
structure of the adult mouse brain. I. Nerve cell. Neuropat. Pol., 1978, 16,
449—560.

Lafarga M., Palacios G.: Intranuclear rodlets in retrochiasmatic area neurons
of the hypothalamus of the rat. Experientia, 1977, 33, 1368—1369.

Lafarga M., Palacios G.: Nuclear inclusions in paraventricular nucleus neurons
of the rat hypothalamus. Cell Tiss. Res., 1979, 203, 223—229.

Magalhaes M. M.: Intranuclear bodies in cells of rabbit and rat retina. Exp.
Cell Res., 1967, 47, 628—632.

Mann G.: cit after Willey J., Schultz R., 1971.

Masurovsky E., Benitez H., Kim S., Murray M.: Origin, development and
nature of intranuclear rodlets and associated bodies in chicken sympathetic
neurons. J. Cell Biol., 1970, 44, 172—192.

Meier C.: Nukleare Einschlusskérper in Neuronen alternder Ratten. - Expe-
rientia, 1969, 25, 294.

Mugnaini E.: On the occurrence of filamentous rodlets in neurons and glial
cells of Myxine glutinosa (L). Sarsia 1967, 29, 221—232.

Perier O., Vanderhaeghen J., Pelc S.: Subacute sclerosing leucoencephalitis.
Electron microscopic finding in two cases with inclusion bodies. Acta neuro-
path. (Berl.), 1967, 8, 362—380.

Popoff N., Stewart S.: The fine structure of nuclear inclusions in the brain
of experimental golden hamsters. J. Ultrastruct. Res., 1968, 23, 347—361.
Raine C. S., Field E. J.: Nuclear structures in nerve cells in multiple sclerosis.
Brain Res., 1968, 10, 266—268.

Robertson D., MacLean J. D.: Nuclear inclusions in malignant gliomas. Arch.
Neurol., 1965, 13, 287—296.

Ryder D., Horvath E. Kovacs K.: Nuclear inclusions in the human adeno-
hypophysis. Acta anat., 1979, 105, 273—283.

Seite R., Leonetti J., Luciani-Vuillet J., Vio M.: Cyclic AMP and ultrastructural
organisation of the nerve cell nucleus: stimulation of nuclear microtubules
and microfilaments assembly in sympathetic neurons. Brain Res., 1977a, 124,
41—51.

Seite R., Vuillet-Luciani J., Vio M., Cataldo C.: Sur la présence d’inclusions
nucléaires dans certains neurones du noyau candé du rat: repartition, fré-
quence et organisation ultrastructurale. Biol. Cellulaire, 1977b, 30, 73—T76.
Seite R., Zerbib R., Vuillet-Luciani J., Vio M.: Nuclear inclusions in sympa-

http://rcin.org.pl



156

46.

47.
48.
49.
50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.
60.

61.

Poli

H. Kroh

thetic neurons: a quantitative and ultrastructural study in the superior cer-
vical and celiac ganglia of the cat. J. Ultrastruct. Res., 1977c, 61, 254—259.
Sherwin R., Kaufman C., Dermer G., Monroe S.: Intranuclear rodlets in an
intrathyroid tumor associated with hyperparathyroidism. Cancer, 1977, 39,
178—185.

Siegesmund C., Dutta C., Fox C.: The ultrastructure of the intranuclear rodlet
in certain nerve cells. J. Anat. (London), 1964, 98, 93—97.

Sotelo C., Palay S.: The fine structure of the lateral vestibular nucleus in the
rat. I. Neurons and neuroglial cells. J. Cell Biol, 1968, 36, 151—179.

Stefani S., Tonaki H.: Fibrillar bundles in the nucleus of blood lymphocytes
from leukemic and nonleukemic patients. Blood, 1970, 35, 243—249.

Tamura H., Aronson B.: Intranuclear fibrillary inclusions in influenza pneu-
monia. Arch. Pathol. Lab. Med., 1978, 102, 252—257.

Tanaka R., Santoli D., Koprowski H.: Unsusal intranuclear filaments in the
circulating lymphocytes of patients with multiple sclerosis and optic neuritis.
Am. J. Path., 1976, 83, 245—254.

Tani E., Ametani T., Ishijima Y., Higashi N., Fujihara E.: Intranuclear para-
cristalline fibrillar arrays in human glioma cells. Cancer Res., 1971, 31, 1210—
1217.

Tavares M. A., Paula-Barbosa M. M.: Cerebellar intranuclear inclusions in
chronicaly alkoholized rats. Cell Tiss. Res., 1981, 216, 227—230.

Tusques J., Pradal G.: Inclusion d’aspect filamenteux, dans le noyau des cel-
lules argyrophiles de la muqueuse du lapin, mise en évidence en microscopie
électronique. C.R. Acad. Sci. (Paris), 1968, 267, 1738—1741.

Vacher-Lavenu M. C., Louvel A. Daudet-Mousac M. Le Charpentier Y.,
Abelanet R.: Inclusions tubulo-filamenteuses intranucléaires dans le cellules
multinucléées des tumeurs a cellules géantes des os. Etude ultrastructurale
d’une série de 31 tumeurs. C.R. Acad. Sci. (Paris), 1981, 239, 639—644.
Vuillet-Luciani J., Vio M., Cataldo C., Seite R.: Frequency distribution of
tubulo-filamentous nuclear inclusions in the celiac ganglion of the cat as
revealed by serial sections. Experientia, 1979, 36, 394—396.

Warchol J.: Intranuclear microfilament bundles in the ependymal cells of the
third ventricle of the rat. Cell Tiss. Res., 1978, 194, 353—359.

Weindl A., Schwink A., Wetzstein R.: Der Feinbau des Gefidssorgans der La-
mina terminalis beim Kaninchen. II. Das neuronale und gliale Gewebe. Ztschr.
Zellforsch., 1968, 85, 552—600.

Wergin W. P., Gruber .P J., Newcomb E. H.: Fine structural investigation of
nuclear inclusions in plants. J. Ultrastruct. Res., 1970, 30, 533—557.

Willey T. J., Schultz R. L.: Intranuclear inclusions in neurons of the rat
primary olfactory system. Brain Res., 1971, 29, 31—45.

Zeman W., Innes J. R. M.: Craigie’s neuroanatomy of the rat. Academic Press,

New York, London 1963.

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

http://rcin.org.pl



OCENA KSIAZKI

RECENT ADVANCES IN NEUROPATHOLOGY. Vol. 2. W. T. Smith, J. B. Cava-
nagh, Eds. Churchill Livingston, Edinburgh, London, Melbourne and New York
1982, s. VIII + 301, rys. 134, tab. 12.

Ksigzka sklada sie z 11 rozdzialbw omawiajacych takie zagadnienia, jak: tech-
niki immunohistologiczne w neuropatologii, cytoskeleton komoérek ukladu nerwo-
wego, mielinizacja, demielinizacja i remielinizacja w osrodkowym ukladzie nerwo-
wym, czynnosciowe wlasciwosci mikrogleju, starzenie sig, kwasy nukleinowe
i barwniki, zagadnienia choroby Jakoba-Creutzfeldta i podostrych encefalopatii
gabczastych pochodzenia wirusowego, zamknigte urazy moézgu, niedokrwienne
uszkodzenia mézgu, mechanizm zwyrodnien aksonalnych w toksycznych neuro-
patiach, neuropatologia idiopatycznego nietrzymania stolca . patogeneza zwezenia
wodociggu Sylwiusza.

Potrzeba publikowania prac przegladowych, krytycznie podsumowujgcych do-
tychczasowe wyniki badan w neuropatologii, podobnie jak w innych dziedzinach
nauk medycznych, jest bezdyskusyjna. Uzasadnia ja bardzo szybki, cho¢ nieré6wno-
mierny rozwdéj badan, szerokie zréznicowanie nowo wprowadzanych technik, roz-
szerzajacych zakres dotychczasowej wiedzy, a niejednokrotnie diametralnie zmie-
niajacych utrwalone poglady i opinie, a takze masowo$¢ nowych informacji, bar-
dzo rozproszonych i czgstkowych. Wybér przedmiotu tych publikacji zalezy
w znacznej mierze od subiektywnych odczué¢ redaktora wydawnictwa i jako taki
moze i powinien byé dyskutowany: czy omawiane zagadnienia dotycza rzeczywiscie
kluczowych dla danej dyscypliny kierunkéw, decydujacych o jej dalszym rozwoju,
czy tez obejmujg problemy — wprawdzie nowe — ale zamknigte w sobie i lezgce
na poboczu ogbélnych zainteresowan. Mozliwe jest rOwniez lgczenie obu tematow.
Te ogolne uwagi dotyczg w calej rozcigglosci recenzowanego II tomu ,Recent
Advances in Neuropathology”. Nie jestem przekonany, ze wszystkie artykuly wia-
czone do drugiego tomu, reprezentujg pierwsze zagadnienie, cho¢ nalezy do niego
wigkszo$é spoéréd nich. Chcialbym w tym aspekcie zwrécié specjalng uwage na
dwa pierwsze opracowania dotyczace technik immunohistologicznych w neuro-
patologii i problematyki cytoskeletonu komoérek osrodkowego ukladu nerwowego.
Wilgczylbym tu rowniez opracowanie poswiecone czynnosciowym wilasciwosciom
mikrogleju, cho¢ zabraklo mi w nim morfologicznego materialu dokumentacyj-
nego.

Wszystkie bez wyjatku rozdzialy ksigzki zostaly opracowane wysoce kompetent-
nie przez autor6w, bedacych ekspertami w poszczegélnych dziedzinach i wnoszgcych
do omawianego tematu wlasne doswiadczenie i oparte o nie opinie, cho¢ réznig si¢
one w sposob oczywisty potraktowaniem tematu.

Dwie uwagi krytyczne, jakie chcialbym zglosi¢, sa natury edytorskiej. Pierw-
sza dotyczy nie najlepszej jakosci niektorych rycin, co zadziwia u znakomitego
wydawcy, jakim jest Churchill Livingston, druga — starannosci spisOw bibliogra-
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ficznych. Wydawnictwo tego typu, co omawiana ksigzka, stanowi miedzy innymi
‘wazne zrodlo referencyjne, wymaga wiec bardzo duzej dokladnosci i pelnosci cy-
towan.

Omawiang ksigzke uwazam za bardzo dobrg i niezwykle cenna publikacje,
kontynuujgca w doskonaly sposob tradycje zapoczatkowana przez pierwszy tom
serii, ktéry ukazal sie w 1979 r. Nalezy zyczy¢ redaktorom rownie udanych dal-
szych tomoéw, na ktére czytelnicy beda czekaé z niecierpliwoscia. Z ksiazka ta
winien zapozna¢ sie kazdy czynnie zajmujacy sie neuropatologia, a kazdy neuro-
log, neurochirurg, ogélny patomorfolog i biolog komérkowy znajdzie w niej rzeczy
niewgtpliwie uzyteczne, ciekawe, a nawet fascynujace.

Mirostaw J. Mossakowski
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DZIAL KRONIKI I INFORMACJI

Prof. dr hab. med. Mirostaw Mossakowsl(i, Dyrektor CMDiK PAN i Kierow-
nik Zespolu Neuropatologii Centrum zostal powolany w dniu 1 stycznia 1984 r.
ponownie na stanowisko Sekretarza Wydziatlu VI Nauk Medycznych PAN.

*

25 pazdziernika 1983 r. Rada Panstwa nadala tytul naukowy profesora zwy-
czajnego prof. dr. hab. med. Januszowi Groniowskiemu z Akademii Medycznej
w Warszawie.

Tytul naukowy profesora nadzwyczajnego otrzymala w tym samym dniu
doc. dr hab. med. Eleonora Jankowicz, kierownik Kliniki Neurologicznej AM
w Bialymstoku.

*

Sekretarz Naukowy PAN przyznal doroczne nagrody naukowe za rok 1983 na-
stepujgcym osobom:

— prof. dr. hab. med. Witoldowi Karczewskiemu (z CMDiK PAN), wraz
z zespolem, za prace ,Model rozszczepionego osrodka oddechowego”.

— doc. dr hab. med. Krystynie Renkawek i dr med. Ewie Matyi (z CMDIK
PAN) za prace ,,Model doswiadczalny choroby Huntingtona”.

*

Rada Naukowa przy Ministrze Zdrowia i Opieki Spolecznej przyznala nagrode
naukowg za prace pt. ,Diagnostyka prenatalna i postnatalna defektow meta-
bolicznych — choréb lizosomalnych’.

Nagrode otrzymal zespél Zakladu Genetyki Instytutu Psychoneurologicznego
w skladzie: dr hab. med. Jacek Zaremba, dr med. Barbara Czartoryska, doc. dr
hab. med. Hanna Wehr, prof. dr hab. med. Ignacy Wald, dr n. biol. Teresa
Abramowicz, mgr Danuta Goérska oraz technicy — Elzbieta Gwiazda, Ewa Harmal
i Stanistaw Koman.

*

Doroczne nagrody naukowe Stowarzyszenia Neuropatologow Polskich za rok
1983 przyznane zostaly za nastepujgce prace:

1) dwie réwnorzedne nagrody za prace opublikowane w ,Neuropatologii Pol-
skiej” przyznano kolezankom:
— Zofii Adamczewskiej-Goncerzewicz z Kliniki Neurologicznej AM w Poznaniu

za prace pt. ,Rozwo6j nerwu wzrokowego krolika w $wietle badan lipidowych”;
— Annie Pastuszko z CMDIiK PAN w Warszawie za prace pt. ,Synaptosomy —

metabolizm w warunkach prawidlowych, w narkozie i niedotlenieniu”.

2) Nagrode za najlepsze doniesienie na posiedzeniu SNP przyznano Janu-
szowi Szymasiowi z Zakladu Anatomii Patologicznej AM w Poznaniu za prace pt.
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»Glejak wieloogniskowy” (przedstawiong 22 I 83 r.) oraz za prace pt. ,Identy-
fikacja morfologiczna MAG w glejakach moézgu” (przedstawiong 16 XII 83 r.).

*

Dr med. Jacek Zaremba, adiunkt Zakladu Genetyki Instytutu Psychoneurolo-
gicznego, uzyskal stopien doktora habilitowanego na podstawie rozprawy, pt.
»Genetyka przewleklej proksymalnej postaci rdzeniowego zaniku mies$ni”. Kollok-
wium habilitacyjne odbylo sie¢ 23 listopada 1983 r. przed Radg I Wydzialu Lekar-
skiego Akademii Medycznej w Warszawie.

*

13 pazdziernika 1983 r. Rada Naukowa CMDiK PAN nadala stopien doktora
nauk przyrodniczych mgr biol. Krystynie Noremberg na podstawie pracy pt.
»Zaleznos$¢ transportu wapnia od stanu komponenty lipidowej”. Promotor: doc. dr
hab. med. Jerzy Lazarewicz.

*

10 pazdziernika 1983 r. Rada Naukowa Instytutu Psychoneurologicznego na-
dala stopnie doktora nauk medycznych nastepujacym kolegom:

—— lek. Marii Kolackiej-Pasternak na podstawie pracy pt. ,,Zgloszenia mie-
szkancow Lodzi z powodu urazéw glowy do placéwek opieki zdrowotnej w okresie
1 X 73—30 IX 74”. Promotor: prof. dr hab. Ignacy Wald;

-— lek. Zenonowi Rzepeckiemu na podstawie pracy pt. ,Uczulenie limfocytow
plynu moézgowo-rdzeniowego i krwi obwodowej na skladniki lipidowe mieliny
w stwardnieniu rozsianym”. Promotor: doc. dr hab. Anna Czlonkowska.

16 stycznia 1984 r. Rada Naukowa tegoz Instytutu nadala stopien doktora me-
dycyny lek. Ewie Pitkowskiej na podstawie pracy pt. ,,Ocena stanu neuronu
obwodowego u o0s6b narazonych na dwusiarczek wegla”. Promotor: doc. dr hab.
med. Danuta Wochnik-Dyjas.

Jerzy Dymecki

WARUNKI PRENUMERATY

Prenumerate na kraj przyjmujag Oddzialy RSW ,Prasa-Ksigzka-Ruch” oraz
urzedy pocztowe i doreczyciele w terminach:
— do dnia 25 listopada na I poélrocze roku nastepnego i na caly rok nastepny,
— do 31 maja na II poélrocze roku biezgcego.
Cena prenumeraty:

poéirocznie — 200 zl
rocznie — 400 zl

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

Prenumerate ze zleceniem wysylki 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 wysylki za granice jest drozsza od prenumeraty krajowej o 50° dla
zleceniodawcow indywidualnych i o 100% dla zlecajacych instytucji i zakladow
pracy.
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