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MIROSEL.AW BERNARD KOZIK
1928—1983

12 lipca 1983 r. zmarl po ciezkiej, wyniszczajgcej chorobie prof. dr
hab. nauk medycznych Mirostaw B. Kozik, Kierownik Kliniki Neurolo-
gicznej i Zakladu Neuropatologii Wydzialu Pielegniarskiego Akademii
Medycznej w Poznaniu, wspoltwoérca wspolczesnej neuropatologii w Pol-
sce, znakomity organizator i inspirator zycia naukowego, oddany nauczy-
ciel i wychowaweca.

Mirostaw B. Kozik urodzit sie w 1928 r. w Koscianie. Jako kilku-
nastoletni chlopiec podzielit wojenne losy Polakéow zamieszkujgcych te-
reny Wielkopolski wlgczone do Rzeszy. Wysiedlony z miejsca zamiesz-
kania, w krotkim czasie zamienit klase szkolng na warsztat fabryczny
w wytworni samolotéw w Mielcu. Do nauki powrdcit dopiero po zakon-
czeniu wojny. Po ukonczeniu Gimnazjum Ogoélnoksztalcgcego w Skwie-
rzynie na Ziemiach Zachodnich, w 1948 r. podjat studia lekarskie na
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Uniwersytecie Poznanskim, kontynuowane nastepnie w Akademii Me-
dycznej w Poznaniu. Dyplom lekarza uzyskal w 1953 r. Stopien nauko-
wy doktora medycyny nadala mu Rada Wydzialu Lekarskiego macie-
rzystej uczelni w 1963 r. na podstawie pracy: ,,Badania cytochemiczne
i cytofotometryczne neuronu w krwotoku moézgowym”, wykonanej pod
kierunkiem prof. A. Dowzenki. Ta sama Rada Wydzialu w 1969 r. nadala
mu stopien doktora habilitowanego nauk medycznych na podstawie roz-
prawy: ,Zmiany zwyrodnieniowe neuronu w S$wietle badan do$wiad-
czalnych”. Profesorem nadzwyczajnym zostal w 1978 r. Na miesigc przed
Jego $miercia Rada Wydzialu Pielegniarskiego Akademii Medyczne]
w Poznaniu podjela uchwale zatwierdzong nastepnie przez Senat uczelni,
o wystgpienie z wnioskiem o nadanie Mu tytulu profesora zwyczajnego.

Jako student II roku Wydzialu Lekarskiego podjal prace w Zakladzie
Histologii i Embriologii macierzystej uczelni, rozpoczynajgc swojg po-
nad trzydziestoletnig karier¢ badacza. Tu ksztaltowaly sie Jego podsta-
wowe zainteresowania neuromorfologa, ktore tak konsekwentnie i owoc-
nie rozwijal w poézniejszej dzialalnosci naukowej, stad wyrastaly korze-
nie Jego bogatego, stale rozwijanego i wzbogacanego warsztatu meto-
dycznego. Te wlasnie doswiadczenia i wynikajace z nich idee sprawily,
ze w dojrzalym zyciu zawodowym Mirostawa Kozika przeplataly sic
i uzupelmialy dwa nurty: klinicysty-neurologa i badacza-neuropatologa.

Po ukonczeniu studiéw zwigzal sie z Poznanskg Klinikg Neurologicz-
ng. W niej uzyskal pelne wyksztalcenie w zakresie neurologii i neuro-
patologii, uzupelniane w ciggu kolejnych lat na licznych stazach nau-
kowych, z ktérych najbardziej znaczgcy i owocny okazal sie péiroczny
pobyt w Instytucie Neurologicznym im. Obersteinera na Uniwersytecie
w Wiedniu. W Klinice Neurologicznej w Poznaniu przeszed! kolejne
szczeble kariery mlodego nauczyciela akademickiego od asystenta do
docenta. Tu z inspiracji prof. A. Dowzenki podejmuje trud stworzenia
pracowni histopatologii ukladu nerwowego, jednej z pierwszych w po-
wojennej Polsce. Wykorzystujac swoje umiejetnoSci wyniesione z Za-
kladu Histologii i Embriologii wzbogaca ja wkrétce o laboratorium
histochemiczne, autoradiograficzne i mikroskopii elektronowej. W 1970 r.
dotychczasowa pracownia przykliniczna zostaje przeksztalcona w Sa-
modzielng Pracownie Patologii Ukladu Nerwowego i Narzadéw Zmys-
16w Akademii Medycznej w Poznaniu, a jej kierownictwo obejmuje Mi-
rostaw Kozik. Uzyskanie samodzielnego statusu wyzwala Jego nowe
inicjatywy, rodzi nowe koncepcje i zamierzenia. Rozbudowuje placowke
lokalowo. Powstajg w niej nowe pracownie — badan laserowych i kom-
puterowej analizy obrazéw mikroskopowych. Rasowy badacz-ekspery-
mentator, niezwykle wielkg wage przywigzuje do jako$ci i wszechstron-
nos$ci metodycznego warsztatu badawczego, stawiajgc w tym wzgledzie
najwyzsze wymagania, sobie i innym. Tu tkwi wlasnie zrédlo stalego
dazenia do doskonalenia i unowocze$niania warsztatu oraz organizowa-
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nia wielospecjalnosciowego i wielometodycznego zespolu, jako warunku
wszechstronnej analizy podejmowanych probleméw i zadan. Gromadzi
wokol siebie zesp6tl mlodych pracownikéw, ktérym bliska jest tematyka
biologii i patologii ukladu nerwowego, ksztalci ich, specjalizuje, dokto-
ryzuje, stawiajgc coraz wyzsze cele i coraz wyzsze wymagania.

Zaklad Neuropatologii, w ktéry w 1978 r. zostaje przeksztalcona do-
tychczasowa Pracownia, stanowigcy Jego podstawowy warsztat badaw-
czy, produkt Jego koncepcji, wysitkow i zabiegéw, staje sie jednym
z przodujgcych os$rodkéw neuropatologicznych w kraju i liczagcym sie
ogniwem europejskich nauk neurobiologicznych. W 1982 r. powraca raz
jeszcze do pracy klinicznej podejmujgc sie lgcznego prowadzenia Kli-
niki Neurologicznej i Zakladu Neuropatologii Wydzialu Pielegniarskiego
‘Akademii. Zwigzanych z tym planéw i zamierzen nie zdgzyl juz w pelni
zrealizowac.

W dorobku naukowym prof. Mirostawa Kozika, zamykajgcym sie
liczbg 186 publikacji i 159 komunikatow zjazdowych i konferencyjnych
przewijajg sie dwa zasadnicze nurty wzajemnie sie przenikajgce i uzu-
pelniajgce. Kierunek pierwszy, chronologicznie weczesniejszy to zagad-
nienia diagnostyki i terapii choréb ukladu nerwowego, drugi zas obej-
muje badania z zakresu klinicznej i doswiadczalnej neuropatologii oraz
neuromorfologii. Podzial ten, acz ulatwiajagcy probe podsumowania do-
konan badawczych prof. Kozika, nie jest ani do konca prawdziwy, ani
w pelni stluszny. Cele i ukierunkowania kliniczne okreslaly bowiem
i dominowaly réwniez i drugi obszar jego zainteresowan. Mirostaw Ko-
zik nigdy nie przestal by¢ klinicystg-neurologiem. Byl nim jako asystent
Kliniki Neurologicznej i jako Kierownik Zakladu Neuropatologii, w row-
nej mierze przy 16zku chorego i za stolem laboratoryjnym. W swoich
poszukiwaniach naukowych nie siegal po tematy efektowne, latwo
wprowadzajgce na karty podrecznikow. Podejmowal zagadnienia trudne,
praco- i czasochlonne, stuzgce jednak najlepiej wyjasnianiu problemoéow
patologii moézgu, zawsze zwigzane z kliniczng codzienno$cig i potrzebami
chorego.

Nurt kliniczny w publikowanym dorobku Profesora Kozika, zwig-
zany przede wszystkim z wezesnym okresem dzialalnoéci w Poznanskiej
Klinice Neurologicznej, reprezentujg zréznicowane tematycznie prace,
poswiecone wielu aspektom diagnostyki i patogenezy choréb neurolo-
gicznych. Na specjalng uwage zaslugujg opracowania dotyczgce odleg-
lych nastepstw urazéw czaszkowo-moézgowych. Autor wykazal w nich
wystepowanie zaburzenn mechanizméw neuroregulacyjnych, uwarunko-
wanych uszkodzeniem podwzgérzowo-przysadkowego ukladu wewngtrz-
wydzielniczego, a zaproponowane przez Niego testy kliniczne majg istot-
ng wartos¢ diagnostyczng w poszukiwaniu obiektywnych wykladnikéw
subiektywnych dolegliwosci zglaszanych przez chorych po przebytym
zamknietym urazie czaszki. Nalezy tu réwniez odnotowaé badania z za-
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kresu diagnostyki roznicowej udaréw moézgu o odmiennej etiopatogene-
zie, ktorych wyniki prowadzily do rewizji dotychczasowych, utrwalo-
nych pogladéw klinicznych i do zmiany postepowania lekarskiego. Obok
zbiorczych opracowan analitycznych w grupie tej znajduje si¢ niemalo
opisow kazuistycznych, poswieconych rzadkim zespolom klinicznym lub
nietypowemu przebiegowi i klinicznej manifestacji procesu chorobowego.
Opracowania te wystawiajg chlubne $wiadectwo wnikliwosci lekarskiej
Autora i niewgtpliwie wzbogacajg zasob wiedzy z zakresu neurologii
klinicznej. Spora cze$¢ prac tej grupy dotyczy zwyrodnieniowych cho-
rob ukladu nerwowego. Jest to ta dziedzina neurologii, w ktorej, wo-
bec nieznajomo$ci czynnikéw etiologicznych, mechanizméw patogene-
tycznych, a nierzadko i pelnej, fenotypowo zmiennej symptomatologii
klinicznej, kazde wnikliwe, analityczne opracowanie moze mie¢ znaczaca
wartosé poznawczg. Taki wlasnie charakter ma wiekszos¢ publikacji Mi-
rostawa Kozika w tym zakresie, wsérod ktorych chcialbym wymieni¢
prace poswiecone postepujacemu polowiczemu zanikowi ciala, zespolowi
nawracajacej sennos$ci Kleinego—Levina i patogenezie arthrogryposis
multiplex. Wprawdzie jak wspomnialem poprzednio, opracowania kazu-
istyczne pochodzg przede wszystkim z wczesnego okresu dzialalnosci
Mirostawa Kozika, powracal do nich jednak i poézniej. Nie omijal zad-
nej okazji, aby podzieli¢ si¢ z czytelnikami swoimi nowymi spostrzeze-
niami i wynikami dociekan, opartych o wzbogacony warsztat metodycz-
ny badan. Reprezentujg je miedzy innymi unikalne opracowania histo-
chemiczne przypadkow cardiac arrest i podostrego stwardniajgcego za-
palenia moézgu.

Gléownym nurtem zainteresowan naukowych prof. Miroslawa Kozika
byly do$wiadczalne badania neuromorfologiczne i neuropatologiczne,
prowadzone przy zastosowaniu technik histochemicznych, autoradiogra-
ficznych, mikroskopowo-elektronowych i analizy laserowej. Przewija sie
w nich kilka zasadniczych grup tematycznych, realizowanych w istocie
przez cale zycie zawodowe Autora, roznie tylko akcentowanych i ekspo-
nowanych w poszczegbélnych jego okresach.

Wiele miejsca wsrdod nich zajmujg badania nad neurosekrecjg, za-
poczatkowane i prowadzone przez szereg lat w Scistej wspélpracy z Za-
kladem Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Poznaniu. Przy-
niosty one wnikliwy i systematyczny opis struktur ukladu podwzgérzo-
wo-przysadkowego oraz histochemiczng analize procesu neurosekrecyjnego
u zwierzat doswiadczalnych i ludzi. Szczegblng uwage zwrocono przy
tym na udzial poszczegdlnych struktur komérkowych w produkeji neuro-
sekretu, jego transporcie i wydzielaniu, a takze na przemiany chemiczne
zachodzace w czasie transportu. W kolejnej serii prac oceniono wplyw
roznorodnych czynnikéow doswiadczalnych, takich jak: dieta gnilcorodna,
wstrzasy elektryczne, napady drgawkowe, niedocukrzenie, podawanie
$rodkéw moczopednych, ACTH, wyciagéw z przysadki, witaminy E i in.,

|
w

http://rcin.org.pl



Mirostaw B. Kozik 301

na morfologiczny i histochemiczny obraz struktur neurosekrecyjnych
oraz na proces neurosekrecji. W ostatnich latach cykl ten znalazl swoje
cenne uzupelnienie w badaniach nad dzialaniem toksycznych zwigzkow
cynku i rteci, stanowigcych czynne komponenty pestycydow i insektycy-
déw oraz substancji o dzialaniu cytostatycznym. Wszystkie prace z tej
grupy, nawet te najdawniejsze, pochodzgce z wczesnego okresu dzialtal-
nosci, znamionuje oryginalno$¢, nowatorstwo i charakterystyczne dla Mi-
rostawa Kozika kliniczne motywacje i ukierunkowania, a takze poszu-
kiwanie odniesienn do sytuacji chorego czlowieka. Do dzi$ stanowia one
cenny morfologiczny wklad do doswiadczalnej neuroendokrynologii.
Specjalng pozycje w dorobku Mirostawa Kozika zajmujg prowadzone
wspélnie z Mieczystawem Wenderem badania nad biologicznymi wlas-
ciwosciami neurogleju. Zapoczatkowaly je prace histologiczne i his-
tochemiczne, uzupelnione nastepnie analizg mikroskopowo-elektronows
i autoradiograficzng, a takze iloSciowymi metodami histochemicznymi,
dotyczgce przemian astrocytéw i oligodendrocytéw w procesie osobni-
czego dojrzewania. Pozwolily one na ustalenie i zrozumienie sekwencji
rozwoju komorki gwiazdzistej i skapowypustkowej oraz wykazanie jego
zalezno$ci od faz dojrzewania poszczegélnych strukturalno-czynnoscio-
wych ukladéw moézgu i ich metabolizmu. Stanowily one réwniez punkt
wyjécia do oceny przemian gleju w okresie mielinizacji osrodkowego
ukladu nerwowego. Cechg znamienng, wyrdzniajacg je wsréd innych
opracowan w tym zakresie, jest fakt, iz obejmujg one nie tylko okresy
czynnej mielinizacji i faze bezposrednio premielinizacyjng, lecz réwniez
stadia poprzedzajace mielinogeneze z jednej strony i etap zakonrczonej
mielinizacji z drugiej. Stwarzalo to warunki do przesledzenia dynamiki
histochemicznych przeobrazen gleju, stanowigcych wykladniki metabo-
licznych transformacji zwigzanych z procesem mielinogenezy i udowod-
nienia odrebnosci zjawisk metabolicznych w astrocytach i oligodendro-
cytach. Prowadzenie badan na poréwnawczym materiale zwierzecym
i ludzkim pozwalalo z kolei przesledzi¢ odmiennosci histochemiczne oraz
histoenzymatyczne wystepujace u ludzi w poréwnaniu z réznymi gatun-
kami zwierzat do$wiadczalnych. Rozszerzenie cyklu o badania dojrze-
wajacego nerwu wzrokowego, ze wzgledu na jego morfologiczng odreb-
nos¢ i tkankowg jednorodnos¢, wzbogacilo wiedze o poznanie zaleznosci
zroznicowania przemian glejowych od charakteru réznych strukturalno-
-czynnoSciowych ukladéw moézgowia. Zajecie sie problematyky aktyw-
nosci histoenzymatycznej gleju w procesach demielinizacyjnych stano-
wilo juz tylko logiczng konsekwencje i kontynuacje badan poprzednich.
Réznorodnos¢ doswiadezalnych modeli demielinizacji, w tym do-
Swiadczalnego alergicznego zapalenia moézgu i rdzenia, zatrucia cyjan-
kami i organicznymi zwigzkami cyny, wtérnej demielinizacji typu wal-
lerowskiego, z ich uzupelieniem unikalnymi w pi$miennictwie neuropa-
tologicznym histochemicznymi opisami podostrej postaci stwardnienia roz-
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sianego i podostrego stwardniajgcego zapalenia mézgu, a takze metodycz-
ne wzbogacenie badan o techniki mikroskopii elektronowej, stworzyty
szeroka skale analizy porownawczej. Pozwolily rownocze$nie na udowod-
nienie zréznicowanej reakcji astro- i oligodendrogleju w réznych rodza-
jach i typach demielinizacji oraz jej precyzyjng charakterystyke. Szcze-
gblnie cenne i oryginalne sa w tym zakresie spostrzezenia dotyczgce
przemian histoenzymatycznych oligodendrogleju w fazie poprzedzajgcej
rozpad oslonek mielinowych oraz ich dynamiki w réznych fazach demie-
linizacji. Ich efektem jest wprowadzenie pojecia metabolicznej reaktyw-
nosci komoérki skgpowypustkowej. Nie mozna tu roéwniez pomingc
obserwacji dotyczgcych metabolicznego zréznicowania morfologicznie
jednorodnych populacji glejowych, opartych o analize wbudowywania
pietnowanych prekursoréw bialek i kwaséw nukleinowych. Waznym
rozszerzeniem cyklu sg pochodzgce z ostatniego okresu dziatalnosci Pro-
fesora Kozika badania neurotoksycznego dzialania zwigzkow cynkuirte-
ci oraz substancji cytostatycznych. Wykazano w nich bowiem nie tylko,
ze odezyn glejowy, zroznicowany w poszczegélnych typach i odmianach,
stanowi pierwotny skladnik reakcji tkankowej na dzialanie zwigzkow
toksycznych, lecz takze i to, ze ma on zasadniczo odmienny charakter
i topografie w zaleznosci od stopnia dojrzalosci tkankowej i postaci che-
micznej czynnika uszkadzajgcego.

Ten wlasnie cykl ,glejowy”, przewijajacy sie przez wszystkie etapy
dzialalno$ci Mirostawa Kozika, stopniowo uzupeliany i wzbogacany,
charakteryzujgcy sie wielokrotnymi zmianami i modyfikacjami ogolnej
koncepcji, bodaj najlepiej ilustruje konsekwencje jego poszukiwan i me-
tode pracy badawczej. Stanowi réwniez jego niepodwazalny wkiad w po-
znawanie funkcji tej najmniej rozszyfrowanej tkanki zywego organizmu.

Nie uszly uwadze Profesora Kozika rowniez problemy patologii pod-
stawowego skladnika tkanki nerwowej — mneuronu. W tym obszarze
skoncentrowatl sie On na patomechanizmie tzw. nieswoistych zwyrodnien
komorek nerwowych. I znéw zgodnie z przyjetym ogélnym metodycznym
zalozeniem, przeprowadza rozlegle cykle badan na zroznicowanym spek-
trum modeli doswiadczalnych, nie pomijajagc dostepnego materiatu kli-
nicznego i wykorzystuje wszystkie, bedace w jego zasiegu techniki i me-
tody morfologiczne. Wykazuje jednoznacznie, ze w zaleznosci od wlasci-
wosci podioza tkankowego, uwarunkowanych odrebnosciami metabolicz-
nymi i stopniem dojrzalosci, dzialanie tego samego czynnika moze leze¢
u podloza réznego typu zwyrodnien neuronalnych, i na odwrét, ze roézne
czynniki mogg wywolywa¢ ten sam typ uszkodzen neuronu. Profesor
Kozik scharakteryzowal dynamike zaburzen histochemicznych towarzy-
szacych roéznym rodzajom zwyrodnien komorkowych, udowadniajgc, ze
mogg one stanowi¢ kolejne stadia tego samego procesu oraz okreslajagc
cechy i granice odwracalnosci nieswoistych zwyrodnien neuronalnych.
Waga spostrzezen Miroslawa Kozika lezy przede wszytkim w tym, ze
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nieswoiste zwyrodnienia komodrkowe stanowig do dzi§ przedmiot glebo-
kich kontrowersji wsrod neurocytopatologéw. Nierzadko przy tym wy-
powiadany jest poglad, ze sg one badz technicznymi artefaktami, badz
tez efektem posmiertnej autolizy. Ich uzyskanie w warunkach popraw-
nie przeprowadzonego do$wiadczenia oraz scharakteryzowanie zrdznico-
wanego metabolicznego podioza zmian, stanowi przekonujgcy argument
na rzecz ich przyzyciowego pochodzenia. Zastosowanie technik morfo-
metrycznych pozwolilo ponadto na ujawnienie nieprawidlowosci struk-
turalnych neuronu, nieuchwytnych w rutynowym badaniu histopatolo-
gicznym, podobnie jak wykorzystanie specjalnych srebrowych technik im-
pregnacyjnych umozliwilo dostrzezenie patologii protoplazmatycznych
wypustek komorki nerwowej, stale niedocenianej w kliniczno-morfolo-
sicznych interpretacjach.

Poszukiwanie podloza proceséw zwyrodnieniowych w modzgu oraz
dazenie do wyjasnienia zréznicowanej, a nierzadko wybidrczej wrazli-
wosei poszezeg6lnych struktur osrodkowego ukiadu nerwowego na dzia-
lanie réznych czynnikéw uszkadzajgeych, ukierunkowalto zainteresowa-
nia Mirostawa Kozika na problematyke topochemicznej organizacji oun.
Badania w tej dziedzinie, prowadzone znéw wspoélnie z Wenderem, do-
tyczyly poczatkowo rogu Amona i jgder podstawy, a nastepnie objely
i inne struktury moézgu, w tym przede wszystkim jadra ciala migdatowa-
tego. Oparly si¢ one na analizie odmiennej aktywnosci histoenzymatycz-
nej poszczegélnych ugrupowan komoérkowych i zréznicowanego whbudo-
wywania znakowanych aminokwaséw oraz prekursoréw kwaséw nukle-
inowych. Istotnym czynnikiem bylo przy tym, jak zreszta w wiekszosci
opracowan autora, uwzglednienie dynamicznych aspektéw rozwojowych.
Jesli obserwacje te nie wyjasnily catkowicie pojecia patoklizy, wprowa-
dzonego do piSmiennictwa neuropatologicznego przez C. i O. Vogtow,
a ze wzgledu na ograniczenia metodyczne speini¢ tej roli nie mogly, to
z calg pewno$cig przyblizyly jego zrozumienie i powigzaly je ze wsp6l-
czesnymi pogladami neurochemicznymi. Wykorzystanie w pézniejszym
okresie mikroanalizy laserowej umozliwilo iloSciowg analize rozmiesz-
czenia metali w osrodkowym ukladzie nerwowym w warunkach prawid-
lowych i patologicznych, takich miedzy innymi jak: encefalopatia watro-
bowa, egzogenne =zatrucia czy choroba Fahra, zaréwno u ludzi, jak
i u wolno zyjacych zwierzat.

W dorobku naukowym badacza przywigzujgcego niezwykle wielkg
uwage do wiarygodnosci warsztatu doswiadczalnego nie moglo zabrak-
na¢ prac poswieconych zagadnieniom metodycznym. W znacznej mierze,
cho¢ nie wylacznie, wigzaly si¢ one z wykorzystaniem mikroanalizy la-
serowej do badan materialu biologicznego. Opracowane przez Mirostawa
Kozika techniki pozwalaly nie tylko na charakterystyke rozmieszczenia
metali w mozgu, lecz réwniez i przede wszystkim na ilo$ciowg analize
aktywnosci histoenzymatycznej. Szerokie zastosowanie znalazla miedzy
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innymi metoda iloSciowego oznaczania aktywnosci kwasnej fosfatazy.
Wprowadzone przez Niego techniki i metody badawcze stanowily istotny
krok w histoenzymologii morfologicznej, wzbogacajac ja w podstawowe
elementy ilosciowe. Wyrazem tego samego dazenia do doskonalenia me-
todycznego warsztatu badan byly kolejne prace poswiecone mozliwosci
analiz histoenzymatycznych na materiale zatapianym w formalinie i epo-
nie oraz zalezno$ci odeczynéw histochemicznych od po$miertnych proce-
sow autolitycznych.

W krétkim wspomnieniu nie sposob przeprowadzi¢ pobieznej choc-
by analizy dorobku naukowego uczonego o tak rozleglych i wielokierun-
kowych zainteresowaniach, i tak oddanego pracy badawczej jakim byl
Profesor Mirostaw Kozik. Mozna tylko zarysowac¢ jego glowne nurty
i kierunki.

Oryginalnego dorobku badawczego Mirostawa Kozika nie wyczerpuje
lista jego publikacji. Mieszcza sie na niej rowniez opracowania monogra-
ficzne i podrecznikowe, miedzy innymi zawarte w pierwszym polskim
podreczniku neuropatologii, wydanym w 1981 r. pod tytulem ,Podstawy
Neuropatologii”, prace z zakresu historii medycyny, poSwiecone naucza-
niu i wychowaniu studentéw, wspomnienia, sprawozdania i oceny.

Drugim kierunkiem dzialalnosci Profesora Mirostawa Kozika, uprawia-
nym przez cale zycie zawodowe byla praca dydaktyczna. Uczyl od wezes-
nych lat studenckich, najpierw w Katedrze Histologii w Klinice Neuro-
logicznej, w Zakladzie Neuropatologii, a potem znéw w Klinice Chorob
Ukladu Nerwowego Wydzialu Pielegniarskiego. Zmienialy si¢ formy,
zakres i przedmiot nauczania, zmieniali sie ludzie, ktérym przekazywat
wiedze i umiejetnosci, nie zmienial sie natomiast jego stosunek do obo-
wigzkoéw nauczyciela akademickiego i nie zmienialo sie jego glebokie prze-
konanie, ze uczyé w szkole wyzszej znaczy réwnoczesnie wychowywac,
przekazywa¢ wiedze i ksztaltowa¢ osobowos¢. Lubit i potrafil uczyc.
Czynil to zawsze tak, aby mozliwie najlepiej uczestniczy¢ w spelnianiu
zasadniczego zadania szkoly medycznej, ktéorym, w jego przeswiadcze-
niu, bylo uzbrojenie mlodego adepta medycyny w mozliwie najwiekszy
zasOb nowoczesnej wiedzy i umiejetnosci zawodowych, przygotowanie
do korzystania z nich w praktycznym dzialaniu i uksztaltowanie osobo-
wosci lekarza lgczacego cechy biologa oraz spolecznika.

Zdumiewa ogrom zadan organizacyjnych, sprawnie realizowanych we
wszystkich fazach Jego zycia zawodowego. Byl zaangazowany w dziesigt-
kach Komisji i zespoldw uczelnianych zaré6wno doradezych, jak i wyko-
nawczych. Rozpoczynajgc od malej ustlugowej pracowni klinicznej, w krot-
kim czasie stworzy! tetnigcy zyciem, znaczgcy osrodek badan neuromor-
fologicznych. Nie baczgc na pietrzace sie trudnosci i przeciwnosci, do
konca zycia budowal dostownie i w przenosni Klinike Neurologiczng Wy-
dzialu Pielegniarskiego. Jego dzialania naukowo-organizacyjne, spoleczne
i polityczne daleko przekraczaly mury uczelni. Byl czynnym czlonkiem
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szeregu krajowych i miedzynarodowych towarzystw naukowych. W Za-
rzadzie Gléwnym Polskiego Towarzystwa Neurologicznego prowadzit Ko-
misje Historii Neurclogii, by? czlonkiem Zarzgdu Gléwnego Stowarzysze-
nia Neuropatologéw Polskich, wiceprezesem Polskiego Towarzystwa Hi-
stochemicznego i Cytochemicznego, kierujgc w nim ponadto, stworzong
przez siebie, Sekecjg Technik Histochemicznych. Organizowatl liczne zjaz-
dy, sympozja i konferencje naukowe. Uczestniczyl w dziesigtkach z nich,
przedstawiajgc zawsze wyniki swoich oryginalnych badan i dociekan.
Pracowal w Komisjach Naukowych Wydzialu Nauk Medycznych Pol-
skiej Akademii Nauk, w zespolach koordynacyjnych i oceniajacych, w ko-
legiach redakcyjnych. Bral czynny udzial w zyciu politycznym uczelni,
i poza uczelnig, jako czlonek Polskiej Zjednoczonej Partii Robotniczej
i Patriotycznego Ruchu Ocalenia Narodowego. Wszedzie z jednakowym po-
czuciem odpowiedzialnosci, sumienno$cig, zaangazowaniem i ofiarnoscia.

Przedwezesna $mier¢, w okresie dojrzalych doswiadczen, szerokich
plandéw i zamierzen oraz zasluzonego uznania, przerwala bogate, niepow-
szednie zycie, wypelione trudem lekarza, badacza, nauczyciela i organi-
zatora oraz rozleglymi, konsekwentnie i z pasjg realizowanymi zaintere-
sowaniami pozazawodowymi. Drogi tego nielatwego, spelnionego Zzycia
ksztaltowala wielka praca, niespozyta energia, pasja i rado$¢ tworzenia,
i ciekawo$¢ poznawania tego co nowe i jeszcze nieodkryte.

Odszedl czlowiek wielkiego talentu, ambicji i mozliwosci. Skromny,
prawy i wyjatkowo jednoznaczny. Odszedl kolega i przyjaciel, zyczliwy,
cieply i sedeczny. To co zostawil za sobg $swiadczy jak wiele jeszcze
moglo by¢ przed nim.

Odszed!? czlowiek, ktéoremu dane bylo zostawi¢ slad na ziemi. I taki
z nami pozostanie.

Mirostaw J. Mossakowski
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IRENA HAUSMANOWA-PETRUSEWICZ, ANNA M. KAMINSKA

DIAGNOSTIC YIELD OF QUANTITATIVE ELECTROMYOGRAPHY
AND MUSCLE BIOPSY IN MYOPATHIC DISEASES
(REPORT OF 464 CASES) *

Department of Neurology, Medical School, Warszawa

The aim of this study was to evaluate the contribution of quantitative
electromyography (EMG) and the morphological examination, including
histochemistry, to the correct clinical diagnosis of myopathic processes.
In particular, the diagnostic concordance of these two methods was
assessed. Finally, an attempt has been made to explain the causes of
some discrepancies between the diagnostic conclusions reached from the
morphological and electrophysiological evaluations. To avoid queries
around the distinction between neurogenic and myogenic features, this
paper concentrates on well defined diseases or syndromes, classically
considered as being myopathic.

The diagnosis was based on the clinical symptoms, genetic criteria and
the results of several tests. Due to the fact that the possibility of simul-
taneous examination of many muscles with EMG is not matched by very
restricted amount of specimen available for morphological examination,
the correlation between the EMG and morphological evaluation was
strictly limited to recordings from the muscles contralateral to the biopsy
side at the same time. This approach recently applied by Buchthal and
Kamieniecka (1982), differs from numerous earlier studies (Humphrey,
Shy 1962; Brusa et al. 1963; Schwartz et al. 1966; Hausmanowa-Petruse-
wicz, Jedrzejowska 1971; Black et al. 1974; Hausmanowa-Petrusewicz
1978; Micaglio et al. 1980).

Quantified EMG parameters of the myogenic record were based on
Buchthal’s criteria (Buchthal 1957; 1962; 1977; Buchthal, Kamieniecka
1982). Histological and histochemical abnormalities were analyzed using
classical criteria (Dubowitz, Brooke 1973; Dubowitz 1981).

* This work was partly supported by grant from the Polish Academy of Scien-
ces No 104.054.1.
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Biopsy findings were not quantified, since it is known from the
literature (Buchthal 1977; Buchthal, Kamieniecka 1982) that no single
EMG parameter can be related to a single histopathological abnormality,
except the long polyphasic potentials with increasing signs of regenera-
tion in patients with Duchenne muscular dystrophy, myotonic dystrophy
and pol)@yositis.

MATERIAL AND METHODS
Material

EMG and biopsy data of 464 patients diagnosed as having myogenic
diseases were selected from 1077 cases of neuromuscular diseases obser-
ved in the Department of Neurology, School of Medicine, Warsaw, in
the years 1970—1980. The earlier material was not taken because the
techniques used then are now considered inadequate. The reduction of
the material to more recent cases has led to its more uniform evalua-
tion. For purposes of classification the patients were grouped into 4 major
categories (Tab. 1).

The classification of the diseases was based on the personal and
family history, clinical examination and the results of several laboratory
tests. Certain disease entities are underrepresented either because the
muscle biopsies were not taken in clinically obvious cases, e.g. myasthenia
while other are overrepresented as a subject of special research interest,
e.g. dystrophy.

Methods

Electromyography. The EMG was done with Adrian-Bronk concentric
electrodes having an external diameter of 0.65 mm and an active surface
of 0.07 mm?® They were connected to a 3-channel Disa electromyograph.
In the smaller muscles and in children, needle electrodes of 0.45 mm in
diameter and 0.045 mm? in active area were used.

An analysis of the EMG record included a type of maximal effort
pattern, the mean value of parameters of at least 30 single action poten-
tials recorded from different parts of the muscle during slight effort —
duration, amplitude, shape (number of phases). In the case of the spon-
taneous resting activity, the following parameters were identified: in-
sertion potentials, fibrillations positive sharp wave potentials, fascicula-
tions and different types of spontaneous discharge bursts. All calculated
mean values of parameters of single potentials were compared with the
norms for the age and muscle (Buchthal 1957; Hausmanowa-Petrusewicz
et al. 1967). A significant increase of amplitude was taken into account
only when voltage exceeded 6 mV; potentials were considered to be
polyphasic when they showed more than 4 phases and polyphasia was
regarded as increased when the records showed more than 20% of poly-
phasic potentials. The mean duration of potentials was considered to
be significantly shorter if the mean duration was shorter by 25%, than
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Table 1. Clinical material
Tabela 1. Materiat kliniczny

309

Group Clinical diagnosis
Grupa Rozpoznanie kliniczne

Number of cases
Liczba przypadkéw

Muscular dystrophies

Dystrofie migéniowe
Duchenne type
Posta¢ Duchenne’a
Becker type

1 Posta¢ Beckera

Limb-girdle
Postaé obreczowo-koriczynowa
Facioscapulohumeral
Posta¢ twarzowo-lopatkowo-ramienna
Congenital
Posta¢ wrodzona

169

gg

11

Myotonic disorders
Zespoly miotoniczne
Myotonic dystrophy
11 Dystrofia miotoniczna
Myotonia congenita
Miotonia wrodzona

13

Myopathies
Miopatie
Congenital myopathies with characteristic structural changes
Wrodzone miopatie strukturalnie swoiste
Undetermined myopathies
Miopatie niezidentyfikowane
Congenital forms
Postacie wrodzone
111 Adult forms
Postacie dorostych
Metabolic myopathies
Miopatie metaboliczne
Endocrine myopathies
Miopatie w przebiegu zaburzefi
hormonalnych
Others
Inne

25

47

19

27

Inflammatory myopathies
Miopatie zapalne
Childhood type
v Postaé dziecigca
Adult type
Posta¢ wystepujaca u dorostych

14

20

Total
Razem

in normal muscles of the age-matched control. The maximal effort pat-
tern was classified, according to Buchthal (1957), into an interference
pattern, intermediate rich, intermediate poor and single oscillations.
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The criteria of the myogenic record were based on Buchthal’s criteria
(Buchthal 1957; 1962; 1977; Buchthal, Kamieniecka 1982), which are: 1)
a shortening of motor unit (m.u.) potentials; 2) an increased incidence
of polyphasic potentials; 3) a low amplitude of single m.u. potentials;
4) an interference EMG pattern at full effort — the record is usually
unproportionally rich in comparison to the weak contraction and its
amplitude is lower than in normal subjects.

If only one parameter of single m.u. potentials changes, it was con-
sidered insufficient to distinguish myopathy from neurogenic involve-
ment and/or from control.

Muscle biopsy. Biopsies were obtained by means of a standard tech-
nique, according to Dubowitz and Brooke (1973), from quadriceps, biceps
and deltoid muscle, from the side contralateral to EMG examination, to
avoid needle myopathy (Engel 1967; Paakari, Mumenthaler 1974). Very
weak and wasted muscles were avoided.

Tissue was routinely frozen and cross-sectioned at 10 um thickness
in a cryostat. Standard staining and histochemical methods (Dubowitz
1981) were used. There was not a “blind” study. A routine assessement
of morphological changes was made on all biopsies. For the purpose
of analyzing the pathological changes, classic criteria were adopted (Du-
bowitz, Brooke 1973; Dubowitz 1981). Excessive fiber degeneration (hy-
aline, granular and vacuolar changes, phagocytosis) and regeneration
(basophilia, vesicular nuclei) as well as copious endomysial fibrosis were
considered to be indicative of myopathy.

The presence of typical features of congenital myopathies such as
abundant central cores, minicores, rod bodies, as well as centronucleated
fibers and quantitative fiber type disproportion, in the absence of type
grouping were considered to be myopathic. Infiltrations of lymphocytes,
plasma cells and histiocytes, mostly around the blood vessels were con-
sidered to be inflammatory changes.

Random wvariation in muscle fibers size, fiber splitting, occasional
internal nuclei, moth-eaten fibers and ring fibers were not considered
to be characteristic. Group fiber atrophy, Histochemical type grouping
of both type I and II fibers and target fibers were considered to in-
dicate neurogenic impairment.

The muscle investigated electromyographically was contralateral to
that from which biopsy specimens were taken. The results of the ex-
amination of all other muscles in the same patients were only used if
the record from this one muscle was dubious.

RESULTS

Electrophysiologic and muscle biopsy results are reported in Table 2.
EMG abnormalities were noted in 441 patients (95.0%) and histopatholo- |
gical abnormalities in 448 patients (96.5%). EMG itself contributed to
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Table 2. Electrophysiologic and biopsy results
Tabela 2. Wyniki EMG i biopsji migéniowych

Group Clinical diagnosis 1™ 2 3 4
Grupa Rozpoznanie kliniczne

Muscular dystrophies — Dystrofie mi¢$niowe

Duchenne type 169
Posta¢ Duchenne’a
Becker type
I Postaé Beckera 6 "
Limb-girdle
Posta¢ obrgczowo-koriczynowa 63 1
Facioscapulohumeral
Postaé twarzowo-lopatkowo-ramienna 22 1 6
Congenital
Posta¢ wrodzona 11

Mytonic disorders — Zespoly miotoniczne
Myotonic dystrophy

II Dystrofia miotoniczna 8 4 1
Myotonia congenita
Miotonia wrodzona 2 5

Myopathies — Miopatie
Congenital myopathies with characteristic
structural changes b 1 3
Wrodzone miopatie strukturalnie swoiste
Undetermined myopathies
Miopatie nietypowe
Congenital forms

11 Postacie wrodzone 34710 3
Adult forms
Postacie dorostych 16 2 1
Metabolic myopathies
Miopatie metaboliczne 20 3 3 1
Endocrine myopathies
Miopatie w przebiegu zaburzefi hormonalnych 1 2
Others :
Inne 7 2
Inflammatory myopathies — Miopatie zapalne
v Childhood type
Postaé dziecigca 13 1
Adult type
Posta¢ wystepujaca u dorostych 16 4
Total — Razem 409 33 14 8
1.* Myogenic EMG — Myopathic biopsy
Miogenny zapis EMG Miopatyczne zmiany w biopsji mi¢$niowej
2. Myogenic EMG — Normal, nondiagnostic, neuropathic, myopathic-neuropathic
biopsy

Miogenny zapis EMG Obraz biopsyjny: prawidlowy, bez wartoéci diagnostycznej,
zmiany neurogenne, zmiany miopatyczno-neurogenne

3. Normal EMG Myopathic biopsy
Prawidlowy zapis EMG — Miopatyczne zmiany w biopsji migéniowej
4. Normal EMG — Normal biopsy

Prawidlowy zapis EMG Prawidlowa biopsja mig$niowa
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Table 3. Discordant clinical, EMG and biopsy data
Tabela 3. Niezgodno$¢ danych klinicznych, EMG i obrazu biopsyjnego
Age in Muscle
No Initials years Clinical diagnosis : EMG* Dbiopsy**
Nr Inicjaly  Wiek Rozpoznanie kliniczne Biopsja
w latach migsnia
1 LS. 20 Becker dystrophy Myo Myo-neuro
Dystrofia Beckera
2 Al 15 Limb-girdle dystrophy Myo Myo-neuro
Dystrofia typu obreczowo-konczynowego
3 A.S. 5 Facioscapulohumeral dystrophy N N
Dystrofia typu twarzowo-topatkowo-ramiennego
4 ZS. 5 N N
5 D.L. 6 N N
6 AL, 19 N N
7 T.S. 38 N N
8 D.P, 15 N N
9 PG 38 Myo Myo-neuro
10 M.D. Myotonic dystrophy N N
Dystrofia miotoniczna
11 L'D. 42 Myo Myo-neuro
12 P 61 Myo Myo-neuro
13 H.Z. 46 Myo Myo-neuro
14 W.0. 29 Myo Non diagn.
15 R.S. 12 Myotonia congenita Myo Neuro
Miotonia wrodzona
16 R.K. T Myo Non diagn.
17 M.A. Myo Non diagn.
18 J.P. 10 Myo N
19 R.M. 31 Myo N
20 10! 3 Rod myopathy N Myo
Miopatia nitkowata
21 K. 6 Congenital fiber type disproportion Myo
Wrodzona dysproporcja typow wiokien
22 R.G. 20 N Myo
23 M.P. 20 Central core disease Myo Myo-neuro
Miopatia typu central core
24 M.O. 16 Undetermined congenital myopathy N Myo
Niezdefiniowana miopatia wrodzona
25 K.S. 7 N Myo
26 TE 20 N Myo
27 H.B. 47 Undetermined adult myopathy N Myo
Niezdefiniowana miopatia dorostych
28 {6 8 6 Congenital undetermined myopathy Myo Myo-neuro
Niezdefiniowana miopatia wrodzona
29 K.F. < Myo Myo-neuro
30 S.B. 8 Myo Myo-neuro
31 K.K. 10 Myo Myo-neuro
32 ES. 3 Myo Myo-neuro
33 J.W. 29 Myo N
34 R.S, 9 Myo N
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c. d. Tabeli 3
Age in Muscle
No Initials years Clinical diagnosis & biopsy**
Nr Inicjaly Wiek Rozpoznanie kliniczne EMG Biopsja
w latach miesnia
35 A.S. 4 Myo N
36 M.P. 10 Myo N
37 U.G. 4 Myo N
38 E.J. 53 Undetermined adult myopathy Myo N
Niezdefiniowana miopatia dorostych
39 P 25 Periodic paralysis N Myo
Porazenie okresowe
40 E.Z. 30 N N
41 JS. 27 Lipid myopathy N Myo
Miopatia lipidowa
42 A.B. 46 N Myo
43 B 17 Periodic paralysis Myo Non diagn.
Porazenie okresowe
44 M.R. 25 Glycogenosis Myo Non diagn.
Glikogenoza
45 J.M. 6 Lipid myopathy Myo Myo-neuro
Miopatia lipidowa
46 AD. 64 Endocrine myopathy (hypothyreosis)
Miopatia z zaburzeniami hormonalnymi N Myo
(niedoczynno$¢ tarczycy) ;
47 C.M. 29 Endocrine myopathy (thyreotoxicosis)
Miopatia z zaburzeniami hormonalnymi ‘N Myo
(nadczynno$¢ tarczycy)
48 G.W. 23 Ocular myopathy Myo
Miopatia oczna
49 M.C. 44 N Myo
50 F.B. 70 Sarcoid myopathy Myo Myo-neuro
Miopatia sarkoidowa
51 L.M. 6 Inflammatory myopathy Myo Myo-neuro
Miopatia zapalna
52 A.M. 53 Myo Myo-neuro
53 J.W. 54 Myo Myo-neuro
54 i K 38 Myo Myo-neuro
55 J.F. 44 Myo Myo-neuro
* Myo — Myogenic type ** Myo-neuro — Mixed changes (myo
Typ miogenny and neuropathic)
Zmiany mieszane (mio-
i neuropatyczne)
N — Normal Non-diagn. — Non diagnostic
Prawidlowy i Bez wartosci diagnostycz-
nej
Neuro — Neuropathic changes
Zmiany neuropatyczne
N — Normal
Prawidlowy

2 — Neuropatologia Polska 3/84
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the diagnosis of myogenic lesion in 441 cases (95%) and muscle biopsy
in 423 (91.2%). Both EMG and biopsy were concordant with the diagnosis
in 409 cases (88.2%). Eight patients (1.7%) with clinically typical syn-
dromes had a normal EMG and biopsy and in 47 cases (10.1%) EMG
and biopsy data were discordant.

Table 3 illustrates the EMG and biopsy findings in 55 patients in
whom the one or both tests were at variance with the clinical classifica-
tion. All numbered cases mentioned in the text are referred to this table.

Group I — Muscular dystrophies

Duchenne dystrophy

EMG. In all cases of Duchenne dystrophy the electromyographic
record had the characterictics of very pronounced myogenic involvement,
i.e. the mean of the potential’s duration was decreased, the amplitude
was low, and in a high percentage the potentials were polyphasic. The
changes in the parameters of individual action potentials corresponded
to the stage of the disease, as did also, the maximal effort pattern,
which usually showed a pathologic interference. In very advanced stages,
the maximal effort pattern was, in some cases, reduced. It is also worth
stressing that in 12% of the muscles, spontaneous activity was found,
mainly in the form of fibrillations. In 4.1% of the muscles, in long
standing cases (over 8 years of duration), pseudomyotonic volleys were
noted (in 20.4%0 of hypertrophic muscles).

Muscle biopsy. The muscle biopsies in all 169 cases showed typical
myopathic changes, with marked features of degeneration and regenera-
tion, as well as proliferation of endomysial and perimysial connective
tissue (Fig. 1). The severity of changes corresponded to the stage of the
disease. No evidence of denervation was seen.

Comparison of EMG and muscle biopsy. All Duchenne patients had
both a myopathic EMG and biopsy.

Becker dystrophy

EMG. In all 7 cases of Becker dystrophy, there was a typical myo-
genic record, i.e. shortening of potential duration and a decrease in
amplitude, shomewhat less pronounced than in Duchenne dystrophy. No
spontaneous activity was observed except of pseudomyotonic volleys in
few very longstanding cases.

Muscle biopsy. Of the 7 patients, 6 showed myopathic changes in
biopsy: fibers undergoing necrosis and phagocytosis, hyaline fibers, baso-
philic fibers with vesicular nuclei. Marked variation in fibers size with
many hypertrophic and atrophic fibers, fiber splitting, endomysial fi-
brosis and variability in oxydative enzyme reaction pattern were seen
in all biopsies. Additionally, in one biopsy, (case No 1), fiber type group-
ing and group fiber atrophy were seen (Fig. 2). No target or targetoid
fibers were observed. ’
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ig. 1. Duchenne’s dystrophy. Quadriceps muscle. Marked random variation in
nuscle fiber size, endomysial fibrosis, necrotic fibers and phygocytosis, hypertro-
phic fibers with abnormal dark staining. H-E. Bar — 100 um
Ryc. 1. Dystrofia Duchenne’a. Miesien czteroglowy. Znaczne zréznicowanie wielkosci
viokien miesniowych, zwloknienie $rédmiesnej, wildékna zmienione martwiczo i fa-
Jocytowane, przerosle wlokna o mieprawidlowym ciemnym zabarwieniu. H-E. Po-
dzialka — 100 pm

"ig. 2. Becker’s dystrophy (case No 1). Quadriceps muscle. Small groups of atrophic

ibers (arrows) simulating neurogenic atrophy. NADH reaction., Bar — 100 pum

tyc. 2. Dystrofia Beckera (przyp. 1). Miegsien czteroglowy. Drobne ugrupowania

aniklych wlékien mig$niowych (strzalki) imitujgce zanik neurogenny. Odczyn
NADH. Podzialka — 100 pm

http://rcin.org.pl



316 I. Hausmanowa-Petrusewicz, A. Kaminska

Comparison of EMG and muscle biopsy. Six patients had both myo-
pathic EMG and biopsy, while 1 had myopathic EMG, associated with
muscle biopsy, showing advanced myopathic as well as slight neuropathic
changes (case No 1).

Limb-girdle dystrophy

EMG. In all 64 cases of limb-girdle dystrophy, the EMG record was
characteristic of myogenic involvement. It should be notied, that quite
a large number of potentials had normal parameters, some of potentials
were even higher than in normal. Fibrillations were noted in 4.8%0 and
pseudomyotonic volleys in 7.8%s of muscles in most advanced cases.
However, the cumulative pattern was obviously myogenic.

Muscle biopsy. The muscle biopsies in 63 cases showed myopathic
changes such as necrotic fibers, basophilic fibers and phagocytosis. Chan-
ges in fibers size and muscle fiber splitting were very pronounced. Archi-
tectural changes, moth-eaten fibers and whorled fibers were common.‘
In one patient (case No 2), the biopsy showed typical myopathic changes
as well as neurogenic features: fiber type grouping and group fiber
atrophy (Fig. 3).

-/

Fig. 3. Limb-girdle dystrophy (case No 2). Biceps muscle. Variations in fibers sizes
with marked hypertrophy. Groups of small dark angular fibers (arrows) and type
‘grouping of type II (light) fibers. NADH reaction. Bar — 100 um
Ryc. 3. Dystrofia konczynowo-obreczowa (przyp. 2). Migsien dwuglowy. Zréznico-
wanie wielkosci ‘widkien mie$niowych z bardzo znacznym przerostem. Zgrupowa-
nia malych wielobocznych ciemnych wlokien (strzatki) i skupienia wiokien typu II
(jasne). Odczyn NADH. Podziatka — 100 um
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Comparison of EMG and muscle biopsy. In all but one case, EMG and
iopsy data were concordant. In one case (No 2), EMG was myopathic
vhereas in biopsy, additionally to myopathic, minor neuropathic changes
vere seen.

facioscapulohumeral dystrophy

EMG. In 23 patients, the biceps brachii showed an electrical activity
meeting all criteria of the myogenic lesion. In 6 patients (cases No
3—8), however, the EMG records of muscles contralateral to biopsied
muscles were normal. In some of the other muscles of these patients
he EMG was myogenic and provided a sufficient basis for correct
liagnosis.

Muscle biopsy. In the group of 29 patients, 6 cases (No 3—8) had
1ormal muscle biopsy (4 taken from biceps, 1 from deltoid and 1 from
quadriceps muscle). Twenty two biopsies showed various degree of myo-
vathic alterations — from the mildest to the marked. Degeneration was
not pronounced, fibrosis was rarely seen. Mild inflammatory response
was observed in 1 case, profuse in 1. In one patient (case No 9) in ad-
Jition to mild myopathic alterations, changes of denervation, consisting
of group atrophy, fiber type grouping and targetoid fibers were present.

Comparison of EMG and muscle biopsy. In 6 clinically typical patients
(cases No 3—8), both EMG and biopsy were normal. In one case (case
No 9), EMG showed myopathic changes and, in biopsy, both myopathic
and neuropathic changes were seen.

Congenital muscular dystrophy

EMG. In all 12 cases of congenital dystrophy, the EMG showed changes
characteristic of pronounced myogenic lesion.

Muscle biopsy. An extensive adipose and connective tissue prolifera-
tion was a hallmark of the 11 biopsies in congenital dystrophy. There
was an increased variability in the size of fibers, with large and small
fibers, occasionally with central nuclei being present in all biopsies.
Changes of degeneration and regeneration, of various degree, were also
noted.

Comparison of EMG and muscle biopsy. All 12 cases of congenital
dystrophy had concordant EMG and biopsy results.

Group II — Myotonic disorders

Myotonic dystrophy

EMG. In all but one case of Steinert disease, the bioelectrical activity
was characteristic of myogenic lesion. In these cases additionally myoto-
nic volleys were recorded and there was a sufficient basis even for

http://rcin.org.pl
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nosological diagnosis. In one patient (case No 10) EMG was normal. In
3 patients (cases No 11—13) in distal muscles a neurogenic EMG record
and in some nerves slowing of motor conduction velocity was found.

Muscle biopsy. Of 13 patients with myotonic dystrophy, 8 showed
characteristic changes consisting of variability in the size of fibers with
type I fiber atrophy, type II hypertrophy, internally placed nuclei, occa-
sionally sarcoplasmic masses and ring fibers as well as necrosis, phago-
cytosis and fibrosis. Additionally in 3 biopsies (cases No 11—13) neuro-
genic features such as group fiber atrophy and fiber type grouping were
seen. (Fig. 4). In one biopsy (case No 14) the only pathology was type
I fiber atrophy and one biopsy (case No 10) was normal.

5

Fig. 4. Myotonic dystrophy (case No 14). Biceps muscle. Type grouping of type I
(dark) fibers. NADH reaction. Bar — 50 pm

Ryc. 4. Dystrofia mitoniczna (przyp. 14). Miesien dwuglowy. Zgrupowania wiokien
typu I (ciemnych). Odczyn NADH. Podziatka — 50 pm

Comparison of EMG and muscle biopsy. Twelve patients had both
myopathic EMG and biopsy, one (case No 10), with definite clinical
signs and family history had both normal EMG and biopsy. In three
patients (cases No 11—13) with some neurogenic signs in muscle biopsy,
the EMG record from biceps brachii fulfilled all criteria of myogenic
lesion, in other muscles, however, mostly in distal ones, the record had
a neurogenic character and the patients do belong to a so called in-
termediate group (see discussion). In one patient (case No 14) the EMG
and biopsy results should be considered as a true discordance.
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Myotonia congenita

EMG. In all cases of myotonia congenita, the EMG had a diagnostic
significance. In all 7 cases, there were pronounced myotonic volleys.
Only in 2 cases slight myogenic changes of EMG parameters (shorten-
ing of potential duration and increased polyphasia) were noted.

Muscle biopsy. In the group of 7 patients, 2 showed discrete myopathic
changes, 1 (case No 15) showed type I fiber grouping, 2 biopsies (cases
No 16 and 17) were considered non-diagnostic, and 2 were normal.

Comparison of EMG and muscle biopsy. In 2 patients, EMG and
biopsy results were concordant, in 1 patient (case No 15) EMG was
myopathic, whereas in biopsy, minor changes suggesting denervation,
were seen. In 2 cases (No 16 and 17) EMG was myopathic and biopsy
non-diagnostic and in 2 cases (No 18 and 19) EMG was myopathic,
whereas biopsy was normal.

Group III — Myopathies
Congenital myopathies with characteristic structural changes

EMG. All but 3 cases (No 20—22), of congenital myopathies with
characteristic structural changes showed myogenic EMG pattern. The
myogenic features were, however, much less pronounced than e.g. in
dystrophy. The EMG, in various myopathies, looked very much alike
and statistical analysis did not show any significant difference between
them (Hausmanowa-Petrusewicz, Ryniewicz 1976). The exception was
myotubular myopathy in which many fibrillations were detected. The
most commonly changed parameter was the potentials duration (in 70%o
of muscles). In 50%0 of the muscles, the percentage of polyphasic poten-
tials was increased, while 30% of muscles showed low amplitude of
bioelectrical activity. The maximal effort pattern in all but 10% of
the muscles was rich, proportionally to the force of a given muscle, i.e.
without features of pathologic interference. As mentioned, in 3 patients
the EMG record was normal, as it was, also in the other examined
muscles.

Muscle biopsy. The morphological picture of biopsy material revealed
nosologically dependent differences.

Central core disease. In group of 10 patients, 2 biopsies showed a pre-
sence of multicores, whereas in 8, typical central cores were present.
In one case cores coexisting with rods were seen and in one case, the
muscle appeared to be undifferentiated. In one case (No 23), with mode-
rate myopathic changes, there were seen cores as well as target and
targetoid fibers.

Myotubular myopathy. In all three cases central nuclei were obser-
ved in a majority of the fibers, with involvement of both fiber types.
In 2 cases they were associated with type I fiber hypertrophy.
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Rod myopathy. All 5 biopsies showed the presence of the rods, with
a weak differentiation in fiber types in 2 cases.

Congenital fibers type disproportion. Six of 7 patients had biopsies
characterized by small size of type I fibers and their deficiency. Only
in one case did type I fiber predominance occur.

Comparison of EMG and muscle biopsy. The myogenic character
of EMG records was alike in cases of congenital myopathies with dif-
ferent morphological abnormalities (Fig. 5). EMG and biopsy data were

Fig. 5. Congerntal myopathles with characterxstlc structural changes. A. Myotubular
myopathy. Most fibers with centrally placed nuclei. H-E. Bar — 100 pm. B. Cen-
tral core disease. Lack of enzymatic activity in central regions of numerous fibers.
NADH reaction. Bar — 50 um. C. Numerous cytoplasmic rods (arrows) in muscle
fibers. Modified Gomori trichrome. Bar — 50 um
Ryc. 5. Wrodzone miopatie strukturalnie swoiste. A. Miopatia miotubularna. Wigk-
szo$¢ wlokien miesniowych z centralnie umieszczonym jadrem. H-E. Podzialtka —
100 pm. B. Miopatia typu central core. Brak odczynu enzymatycznego w czesci
centralnej licznych wilokien mie$niowych. Odczyn NADH. Podziatka — 50 pm.
C. Miopatia nitkowata. Liczne struktury nitkowate w cytoplazmie wldékien miegsnic~
wych (strzalki). Zmodyfikowana trojbarwna metoda Gomoriego. Podzialka —
50 pm

concordant in 21 of group of 24 patients. In one patient (case No 23),
with central core disease, EMG was myopathic and muscle biopsy showed
in addition to myopathic changes features of denervation. In 3 cases

with definite abnormalities in muscle biopsy: case No 20 — rod myo-
pathy, cases No 21 and 22 — fibers type disproportion, EMG was
normal.

Undetermined myopathies

EMG. In so called undetermined myopathies, (65 cases), the changes
of the EMG parameters were slighty myogenic, similar to the congeni-
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tal ones. Of 65 patients, 4 (cases No 24—27), showed an entirely normal
pattern of electrical activity.

Muscle biopsy. Different features characterized respectively the con-
genital and adult forms of myopathy.

Congenital forms. The muscle biopsies in 37 patients showed changes
considered as myopathic, non characteristic. In 5 patients (cases No 28—
32) muscle biopsies showed, in addition, neurogenic changes, consisting
of fibers type grouping and/or group fiber atrophy. In 5 cases (No 33—
37) no pathological changes were noted.

Adult forms. All but one biopsy in this group of 18 cases showed
non-specific myopathic changes, varying from mild to severe. One biopsy
was normal.

Comparison of EMG and muscle biopsy. EMG and biopsy data were
concordant in 50 of 65 patients. In 4 cases (No 24—27), EMG was
normal and biopsy was myopathic. In 5 cases (No 28—32), EMG was
myogenic, whereas in biopsy, in addition to myopathic changes, slight
features suggesting denervation were seen. In 6 cases (No 33—38), EMG
was myogenic and biopsy was normal.

Metabolic myopathies

EMG. Of 9 patients with periodic paralysis, 7 had slight EMG changes
with myogenic features (between attacks): mainly shortening of poten-
tials, decrease of amplitude, increased polyphasia. Two cases (No 39 and
40) had normal EMG pattern. No myotonic volleys even in patients
with hyperkaliemic paralysis were observed. Of 10 patients with gly-
cogenosis, only 3 showed slight myogenic EMG changes, mainly shor-
tening of potentials and increased polyphasia. In 7 patients the EMG
was normal but bioelectrical abnormality of muscle was detected by
stimulation according to Dyken et al. (1967), which demonstrated a drop
in evoked muscle potentials during nerve stimulation at 18 Hz frequency.
In 7 of 9 cases of lipid myopathy, slight myogenic changes were stated.
Two patients (cases No 41 and 42) had normal EMG.

Muscle biopsy. The type of metabolic changes underlying the disease
process determined the morphological features of the biopsy material.

Periodic paralysis. Seven of 9 patients had myopathic biopsy, with
the presence of vacuoles in 1 case. In 1 biopsy (case No 43) the only
abnormality observed was a weak metabolic differentiation of the fiber
types. One biopsy was considered normal (case No 40).

Glycogenoses. In 9 muscle biopsies, besides characteristic enzymatic
changes and glycogen deposits, in some cases, myopathic alterations of
various degree were seen. In 1 case (No 44) the only abnormality was
the preponderance of type I fibers.

Lipid myopathies. Seven biopsies showed discrete myopathic changes
with an excess of lipid droplets in oil red 0 staining in a majority of
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the cases and ragged-red fibers present in one case. In one biopsy (case
No 45) in addition, targetoid fibers and weak metabolic differentiation
were observed.

Comparison of EMG and muscle biopsy. Twenty one patients had
both myopathic EMG and biopsy. In 1 case (No 40) of periodic paraly-
sis, with severe attacks and family history, both EMG and biopsy were
normal. In 1 patient (case No 43) with periodic paralysis, EMG was
myopathic and biopsy was considered non-diagnostic and in 1 patient
(case No 39) myopathic biopsy was associated with normal EMG. In
one case (No 45) of lipid myopathy with myopathic EMG, in the
biopsy were seen both myopathic and neuropathic changes. In 1 patient
(case No 41) with definite myopathic changes in muscle, EMG was
normal. In 1 patient (case No 44) with glycogenosis, EMG was myogenic
whereas biopsy showed no pathological changes.

Endocrine myopathies

EMG. Of 3 patients with thyroid myopathy, only 1 with thyreotox-
icosis had a myogenic EMG changes. Two patients (cases No 46 and
47) had a normal EMG record. However, using ischemic test or repeti-
tive stimulation, some abnormalities were noted.

Muscle biopsy. All 3 biopsies showed myopathic changes, consisting
of necrosis, phagocytosis, fiber atrophy and fibrosis. Vacuolated fibers
were seen in 1 case and moth-eaten and whorled fibers in another.

Comparison of EMG and muscle biopsy. In our group of 3 patients
only 1 had concordant EMG and biopsy data, 2 had normal EMG and
myopathic biopsy: case No 46 with hypothyreosis and case No 47 with
thyreotoxicosis.

Other myopathies

EMG. The subgroup of “other myopathies” included mostly ocular
myopathy. It is worth stressing that all but two cases (No 48 and 49)
had slight or moderate EMG changes in biceps brachii in spite of very
restricted ocular clinical features.

Muscle biopsy. Different morphological changes characterized ocular
myopathy and myopathy with sarcoidosis.

Ocular myopathy. Muscle biopsy in 7 cases revealed moderate myo-
pathic changes with the presence of ragged-red fibers. Type II fiber
atrophy was seen in two cases, vacuoles in many of the fibers were
noted in one biopsy.

Myopathy with sarcoidosis. In this biopsy (case No 50), besides mode-
rate myopathic alterations, group atrophy was seen.

Comparison of EMG and muscle biopsy. In two cases (No 48 and
49) of ocular myopathy with definite morphological muscle changes EMG
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was normal. In one patient (case No 50) with sarcoid myopathy EMG
was myopathic, and in biopsy both myopathic and neuropathic altera-
tions were seen.

Group IV — Inflammatory myopathies

EMG. All 34 cases, both of childhood and adult type of poly/dermato/
myositis, showed EMG features of myogenic lesion. In 45% of the
muscles, fibrillations, in 28% positive sharp waves and only in 3%
pseudomyotonic volleys were seen. Fifteen percent of the potentials had
an amplitude higher than normal. The most frequent changes were:
decreased mean potential duration, increased percentage of polyphasic
potentials and disproportionally rich maximal effort pattern as com-
pared to weak muscle force.

Muscle biopsy. Differences in the morphological picture were also
observed between the childhood and the adult form of the disease.

Childhood type. Muscle biopsies from 14 patients disclosed atrophy
of all fiber types, occasionally with perifascicular distribution. Most of
the biopsies showed inflammatory response of various degree (Fig. 6).
Changes typical of degeneration and regeneration were common. Tar-
getoid fibers, group atrophy and type I fiber atrophy, coexisting with
degenerative and inflammatory changes, were seen in one case (No 51)
(Fig. 7).

_ SO Rl e M. L
Fig. 6. Childhood polymyositis. Quadriceps muscle. Massive inflammatory infil-
trates in perimysial and endomysial connective tissue. Many necrotic and atrophic
fibers. H-E. Bar — 100 um
Ryc. 6. Zapalenie wielomig$niowe, typu dziecigcego. Miesien czteroglowy. Obfite
nacieki zapalne w tkance lgcznej $réodmiesnej i omiesnej. Liczne martwicze i za-
nikle wldékna miesniowe. H-E. Podziatka 100 pm
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. ' 2 ,‘; Prisy ; ¢ ﬁ; i 'zé
Fig. 7. Childhood dermatomyositis (case No 51). Quadriceps muscle. Targetoid fibers
(arrows) and type I (dark) fiber atrophy. NADH reaction. Bar — 100 um

Ryc. 7. Zapalenie sk6rno-miesniowe, typu dzieciecego. Miesien czteroglowy. Liczne
tarczowate wldékna miesniowe (strzalki) i zanik wildkien typu I (ciemne). Odczyn
NADH. Podziatka — 100 um

Adult type. In the group of 20 patients, the common pathological
alterations were: necrotic fibers with phagocytosis, regenerating fibers
occurring sometimes as a perifascicular atrophy, as well as mononu-
clear inflammatory infiltrates in the connective tissue. In addition, in
one patient, atrophy of type I fibers and hypertrophy of type II fibers
were seen. In 4 cases (No 52—55) changes typical of denervation, con-
sisting of group fiber atrophy and the presence of target and targetoid
fibers were observed.

Comparison of EMG and muscle biopsy. In 4 cases (No 51—54) EMG
was myogenic with fibrillations present in examined muscles, whereas
in muscle biopsy, myopathic alterations, with minor changes suggesting
denervation, were observed. In one case (No 55) with myopathic-neu-
ropathic biopsy, besides a myogenic pattern, pseudomyotonic volleys were
noted in EMG.

DISCUSSION

EMG and muscle biopsy are two basic tools in the diagnosis and
classification of neuromuscular diseases. The scope and limitations of
these two methods were compared by several authors (Humphrey, Shy
1962; Brusa et al. 1963; Schwartz et al. 1966; Hausmanowa-Petrusewicz,
Jedrzejowska 1971; Black et al. 1977, Hausmanowa-Petrusewicz 1978;
Micaglio et al. 1980), and most recently by Buchthal and Kamieniecka
(1982).
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The results were slighty different, however most of the authors
found an essential concordance between EMG and muscle biopsy data.
It appears, however, that, in some cases, clinical signs and laboratory
tests are inconsistent or contradictory. In our previous paper (Hausma-
nowa-Petrusewicz, Jedrzejowska 1971) we made an analysis of the cor-
relation between EMG and biopsy findings, in patients observed in
the period 1961—1969. We took into account both the neurogenic and
myogenic muscle diseases. However, the histochemical data were then
disregarded, limiting the analysis to conventional ligth microscopy.
Figure 8 confirms the importance of both methods used in present study —
EMG agrees with the overall diagnosis in 95% of the cases, muscle
biopsy in 91.2%0 of the cases.

Electrophysiological abnormalities
Nieprawidtowosci elektrofizjologiczne

95,0%

Morphological abnormalities
Nieprawidtowosci morfologiczne

96,5%

1]

EMG concordant with the final diagnosis
EMG zgodne z ostateczng diagnozq

95,0%

Biopsy concordant with the final diagnosis
Biopsja zgodna z ostateczng diagnozq

91,2%

Both EMG and biopsy concordant with ‘the final diagnosis
Biopsja i EMG zgodne z ostateczng diagnozq

88,2%

Fig. 8. Diagnostic yield of EMG and muscle biopsy (summary)
Ryc. 8. Diagnostyczna warto§¢ EMG i biopsji miesniowej (zestawienie zbiorcze)
Previous studies (Humphrey, Shy 1962; Brusa et al. 1963; Schwartz
et al. 1966; Hausmanowa-Petrusewicz, Jedrzejowska 1971; Micaglio et al.
1980) reported concordance between EMG and biopsy findings with cli-
nical classification in 80% to 95%0 of patients with myogenic diseases.
Buchthal and Kamieniecka (1982) found the clinical diagnosis to be
confirmed by both EMG and muscle biopsy in 77% of myogenic diseases.
Their study differs from previous ones in that biopsy findings were
compared with EMG only in contralateral muscles: histological abnorma-
lities were quantified, histochemistry was studied in all muscles and

specific abnormalities were distinguished from nonspecific ones.
In our material a concordance between two tested diagnostic methods
was higher (88.2%) than in Buchthal and Kamieniecka series (1982).
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The difference arises probably from different histological criteria used
by us, especially in the group of congenital myopathies, in which the
structural changes were assumed to be “specific”.

The diagnostic scope of EMG, based on the quantitative evaluation
of all possible parameters, is rather high. This examination is basic in
the attempt to classify the diseases into two main groups — neurogenic
and myogenic. The EMG was never misleading in our cases but, except
for myotonic disorders, did not contribute to the nosological diagnosis.

In this paper, the diagnostic scope of EMG was artificially reduced,
because, in order to obtain a correlation with a biopsy taken from the
same muscle, we limited the discussion on EMG results to one muscle.
This type of evaluation is, of course, voluntarily chosen.

The biggest advantage of EMG is, probably, the fact that it enables
the simultaneous examination of as many muscles as are needed. Further
we will try to explain some of the failures in obtaining correct EMG
results, due to the wrong choice of the biopsy site and to the fact, that
the evaluation of EMG was limited to one muscle (see facioscapulohu-
moral dystrophy, myotonic dystrophy).

Muscle biopsy, restricted to one or two muscles, limited by the
size of the taken specimen and not always representative for the whole
process, has the great advantage of making possible nosological diagno-
sis. The bioptic examination, has become more conclusive due to the
introduction of histochemistry and electron microscopy.

Histochemical techniques applied improved greatly the interpreta-
tion of muscle biopsies, showing muscle fiber abnormalities, which could
not be seen in routinely stained preparations (i.e. target, targetoids, cores,
rods, ragged-red fibers, enzyme deficiencies, fiber type disproportion, type
grouping and fiber type hypo- or hypertrophy). In our material histo-
chemical methods helped to make a specific diagnosis in 31 cases (7.0%0)
(Tab. 4).

Table 4. Cases with histochemically characteristic muscle findings
Tabela 4. Zestawienie przypadkOw z charakterystycznym obrazem histochemicznym migéni

Histochemical pattern Number of cases
Obraz histochemiczny Liczba przypadkow
Central core myopathy 10
Miopatia typu central core
Rod myopathy 5
Miopatia nitkowata
Congenital fiber type disproportion i
Wrodzone zaburzenie typow wiokien
Centronuclear myopathy with type I atrophy 2z
Miopatia miotubularna z zanikiem wiokien typu I
Ophthalmoplegia -+ presence of ragged-red fibers 77

Oftalmoplegia z obecnoécia postrzepionych czerwonych widkien migsniowych
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For the purpose of analyzing the pathological changes in muscle
biopsy classical criteria were adopted (Dubowitz, Brooke 1973). Most of
the individual pathologic features of muscle are not nosologically specific
for a given disease, but, in a certain context they indicate whether
the disease is primarily “myogenic” or “neurogenic”. There are, however,
problems concerning the interpretation of the pathological changes.
Alterations described as characteristic of myopathy, have been reported
in biopsies of muscles affected by chronic denervation (Drachman et al.
1967; Mumenthaler 1970).

According to Ringel et al. (1976), denervation-like changes can occur
in a muscle fiber not only after neuronal damage but, also, if a portion
of muscle fiber is deprived of neuronal trophic influence by a myopathic
process, e.g.: 1) blocking of “trophic-influence receptors” of the post
synaptic region of the neuromuscular junction, which could occur e.g.
in myasthenia gravis; 2) longitudinal splitting of a part of the fiber,
distant from the neuromuscular junction; 3) necrosis between a surviv-
ing part of the fiber and its neuromuscular junction; 4) fibers regenera-
tion from myoblasts not yet innervated in vivo or in tissue culture.

Thus, in many neuro-muscular diseases, characterized by segmental
injury to muscle fibers, such as muscular dystrophies or inflammatory
myopathies, the portion of the muscle fibers, deprived of its neural
influence may behave like a denervated fiber. This denervated segment
could produce fibrillation potentials (Desmedt, Borenstein 1973; 1975).

In EMG, the presence of spontaneous fibrillations and positive sharp
potentials, may be explained also by the involvement of the terminal
nerve fibers and axon endings, in addition to muscle fibers, which
results in so-called “distal neuronitis” or “neuromyositis”.

In an experimental study Desmedt and Borenstein (1975) recorded
fibrillation potentials from segments of muscle fibers, separated by
myotomy from the part carrying the motor endplate. Segmental muscle
fiber necrosis also divides the fiber into one part with and one without
the end plate. Longitudinal splitting of fibers can also cause “denervated”
fiber parts (Swash, Schwartz 1977; Bradley 1979). Segmental muscle
fiber necrosis and muscle fiber splitting are often seen in inflammatory
myopathies. This mechanism is confirmed by experiments performed by
Adams et al. (1962), McComas and Mrozek (1968) and also by Ludin
(1970). The latter author showed that instability of a membrane due
to reduced intracellular potassium concentration would explain the oc-
currence of spontaneous activity without denervation. Hence, a number
of the morphological changes in muscle could explain the occurrence
of spontaneous activity in EMG. However, the intramuscular nerve de-
generation cannot be excluded, and, in fact, the intramuscular nerve
involvement has been observed in inflammatory myopathies (Coérs 1965).
Even though, there are some indications of the involvement of the motor
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innervation in many myopathic diseases (Coérs 1965; Jedrzejowska et al.
1965; Karpati et al. 1971; Schochet et al. 1972; Bradley et al. 1978;
Henrikson, Stalberg 1978).

The observations of Humphrey and Shy (1962), Brusa et al. (1963),
Schwartz et al. (1966), Black et al. (1974), Micaglio et al. (1980), and
Buchthal and Kamieniecka (1982), however, suggest that a true divi-
sion between the neurogenic and myogenic process exists or, at least,
can be used as a convenient clinical criterion.

We were mostly interested in cases of a discrepancy between clinical
diagnosis and the two basic laboratory tests: EMG and muscle biopsy
and/or the discrepancy between these two tests.

No inconsistency was found between clinical and laboratory find-
ings in 169 cases of Duchenne dystrophy, confirming the previous observa-
tions (Hausmanowa-Petrusewicz, Jedrzejowska 1971; Black et al. 1974;
Micaglio et al. 1980; Buchthal, Kamieniecka 1982).

Bradley et al. (1978), in their review of 30 cases of slowly progressive
x-linked recessive Becker type of muscular dystrophy from 8 families,
reported both in histopathology and in EMG some features of involvement
of the motor innervation. Their observations agree well with those of
Goebel et al. (1979), who found a mixed “myopathic-neurogenic” pattern
in muscle biopsies of 2 patients. Buchthal and Kamieniecka (1982) stated
only myogenic changes both in biopsy and EMG. In one of our 7 cases
in muscle biopsy, fiber type grouping and group fiber atrophy, in addi-
tion to marked myopathic changes, were seen, whereas in EMG, a typical
myogenic record was present. The problem arises as to whether the
pathological process does primarily involve both muscle and motor nerves,
or in chronic diseases of this type, the pathological interplay between
muscle and motor innervation can result in neurogenic changes.

The same concerns the limb-girdle syndromes, where the interplay
between pathologically changed muscle and motor innervation may result
in “neuropathic” alterations in “myopathic” biopsy. As pointed out by
Bradley (1979), every patient in his group had changes indicating myo-
pathy and denervation at the same time. He found no relationship be-
tween changes in EMG and muscle biopsy. This was true in his series
even when EMG was performed on the same muscle on contralateral
side to that where biopsy was taken. Black et al. (1974) foud myopathic
changes, both in EMG and muscle biopsy, in 3 patients with limb-girdle
dystrophy with family history and 10 patients with limb-girdle syndrome,
which failed to show any significant clinical feature that would help
distinguishing between polymyositis and sporadic limb-girdle dystrophy.
Patients with slowly progressing weakness of pelvic and shoulder girdle
muscles, who do not have morphologically or biochemically distinct find-
ings in muscle biopsy, are diagnosed as a limb-girdle dystrophy. There
are 64 such patients in our material. There is a great concordance be-
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tween EMG and muscle biopsy findings in our group. Only in one case,
minor pathological changes suggesting denervation, in addition to marked
myopathic alterations, are present. There may be some difficulty in dist-
inguishing them from chronic spinal muscular atrophies. Coérs and
Tellerman-Toppet (1979) found that the terminal innervation ratio was
increased in limb-girdle cases, classified as denervation and might help
distinguishing spinal muscular dystrophy.

The confusions arising from histopathological evaluation of biopsy
in facioscapulohumeral dystrophy are mentioned even in text-books (Car-
roll 1979). The sampling problem is a very difficult one in this type of
dystrophy. There were a number of cases described with normal biopsy
from one muscle and with obvious changes from another ones (Carroll
1979). Also in Buchthal and Kamieniecka series (1982) in 5 cases from
25, the EMG or biopsy testing was either inconsistent with diagnosis
or of nodiagnostic value. It occurred also in our series. However, the
EMG performed in other muscles (beside contralateral to biopsy muscle)
proved the myogenic character of the cases. In our material, this appears
to be true not only for deltoid muscle, since 6 patients with definite
clinical features had normal biopsy taken from different muscles (4 taken
from biceps, 1 from deltoid and 1 from quadriceps muscle). Munsat et al.
(1972) described prominent inflammatory infiltrates in muscle biopsed
from several members of a family with this syndrome. We observed
inflammatory response in 2 cases. In general, the biopsies in facioscapu-
lohumeral dystrophy show milder changes than in other dystrophies.

In myotonic dystrophy, the bioptic picture may vary from near nor-
mal to markedly changed. The common finding, although not specific,
and which does not occur in all biopsies, is a type I atrophy and type
II hypertrophy, a predominance of type I fibers (Engel, Brooke 1966; Du-
bowitz, Brooke 1973), but also the presence of ring-binden fibers and
centrally placed nuclei. Some biopsies (Casanova, Jerusalem 1979) may
indicate a neurogenic process, although no morphologic abnormality of
peripheral nerve was found by Pollock and Dyck (1976) in myotonic
dystrophy. In our material, changes suggesting neurogenic impairement
in biopsy (taken from proximal muscles), were present in 3 patients,
in whom, clinically, the coexistence of peroneal muscular atrophy with
myotonic dystrophy was seen (Hausmanowa-Petrusewicz et al. 1977).
In those 3 cases, EMG from other muscles, beside the biceps brachii,
confirmed the mixed character of the cases. Thus, muscle biopsy, in
these cases is a more sensitive method of showing early denervation
(reinnervation changes).

In one case (No 10), a 7 year old girl with percussion myotonia and
family history, both EMG and biopsy were normal. Investigations were
obviously performed too early since distinct clinical symptoms developed
later in the course of the disease.

3 — Neuropatologia Polska 3/84
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The growing field in neuromuscular disorders are congenital myo-
pathies with characteristic structural changes. Our knowledge is based
mostly on histochemical and EMG data. The conventional quantitative
EMG can merely classify this group into myogenic diseases, which has
no nosological meaning. EMG can, however, help in describing the state
of a muscle as much more benign than e.g. in dystrophies or only sli-
ghtly — if at all-progressive (Hausmanowa-Petrusewicz, Ryniewicz 1976).

Many of these entities overlap and may be indistinguishable on any
ground other than morphological. In many cases, the severity of the
morphological changes seems to be unrelated to the clinical weakness
in the muscle (Brooke et al. 1979). The EMG most often shows similar
changes in various myopathies again not correlated with the severity
of the disease. This was also true in our material. The EMG changes
were usually mild, and in 3 cases (No 24, 25, 26) with definite abnormali-
ties in muscle biopsy (2 cases of congenital fiber type disproportion and
one case of rod myotrophy), even normal. The cause of this discrepancy
remains obscure and is probably due to insufficient sensitivity of EMG.

The poorly defined group called “undetermined myopathies” includes
patients with distinct clinical manifestations of myopathy who have
myogenic EMG and biopsy with no morphologically or biochemically
specific findings. It is possible that different etiology and pathogenesis
operates in each patient. A high incidence of discrepancy was found in
this group. EMG and biopsy results were dissociated in 24%o of cases.
This group is, however, open for further investigations.

In polymyositis Lambert et al. (1950; 1954) described the accurrence
of fibrillations (and less often other types of spontaneous activity), and
Vilppula (1972) confirmed these observations. The pathogenesis of this
spontaneous activity is still a matter of discussion. Originally, some
authors (Bauvens 1956; Richardson 1956) considered it to be connected
with changes in distal nerve findings which lead to denervation. Lambert
(1954) considered this activity to be a result of the well-known pheno-
menon of muscle fiber splitting.

As can be seen from our results (Tab. 2), the EMG showed no
neurogenic pattern in any case of myopathy. In the present study the
EMG test is found be, however, not sensitive enough in some mild
cases (for instance congenital myopathies), but never misleading. As has
been stated many times, this test is never (except for myotonic disorders),
specific and does not give a clue to the nosological diagnosis.

The appearance of neurogenic signs in myopathic biopsy in cases
with myogenic EMG represents the most frequent inconsistency in our
material. One possible explanation is that, EMG is not sensitive enough
to detect such minor neurogenic alterations; the other is that, changes
we considered neurogenic in muscle biopsy may result, in part, from
muscle fiber splitting.
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The reasons for the discrepancies stated in the present study may
be classified as follows: 1) the wrong choice of biopsy site; 2) unduly
conventional or difficult appraisal of histologic alterations; 3) insuf-
ficiently sensitive EMG testing which does not enable to. detect minimal
changes, which may be seen in histochemistry and EMG; 4) the in-
conclusive bioptic features in very advanced stages of morbid process
when EMG shows, usually, the distinct character of the abnormalities;
5) the mixed histopathological pattern seen in some muscles, whereas
the EMG usually has some more distinct features.

We feel that it is useful to make a retrospective study on the basis
of our experience. It gives us some indication as to what should be
done further and what to avoid. Also, it gives us an idea as to the
scope and limitations of these two diagnostic methods.

Some authors expressed the view that the division of neuromuscular
diseases into two groups, neurogenic and myogenic is a false one. In
turn, other authors (McComas et al. 1971) believe that most myopathies
are neural. According to our experience, the classification into neuro-
genic and myogenic neuromuscular diseases is justified and practically
useful. Other authors who make use of the quantitative EMG (Mumen-
thaler 1963; Black et al. 1974; Buchthal, Kamieniecka 1982) have reached
the same conclusion.

The necessary conditions for increasing the diagnostic yield of both
methods are: quantification, unconventional appraisal of the data and
the use of supplementary methods, both in EMG and histology.

*
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WARTOSC DIAGNOSTYCZNA ILOSCIOWEJ ELEKTROMIOGRAFII
1 BIOPSJI MIESNIOWEJ W MIOPATIACH
Opis 464 przypadkow

Z 1077 przypadkéw chorob nerwowo-mie$niowych leczonych w Klinice Neuro-
logicznej AM w Warszawie w latach 1970—1980 wybrano 464 przypadki choréb
pierwotnie migéniowych. Rozpoznanie ustalono biorgc pod uwage dane kliniczne,
genetyczne oraz wyniki szeregu testow laboratoryjnych. Oceniano przydatnosé
diagnostyczna badan elektromiograficznych (EMG) i wycinka mieéniowego (WM)
oraz porownywano wyniki tych dwdch rodzajéw badan. Poréwnanie dotyczylo je-
dynie wynikow EMG i WM w 2 miegsniach kontralateralnych, co rézni te prace
od podobnych poprzednio publikowanych, a wydaje sie sluszne ze wzgledu na
wiegksza dokladnosé oceny. Wyniki EMG i biopsji migéniowej byly zgodne z roz-
poznaniem w 409 przypadkach (88,2%). U 8 pacjentéow (1,5%) z wyraznymi klinicz-
nymi objawami uszkodzenia ukladu migéniowego, wyniki EMG i WM byly pra-
widlowe. W 47 przypadkach stwierdzono niezgodno$¢ pomiedzy dwiema ocenia-
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nymi metodami diagnostycznymi. Jako przyczyny tych rozbieznosci rozpatrywano
miedzy innymi: 1) Zly wybér miejsca wycinka; 2) Niedostateczng czulo$¢ badania
EMG, ktére nie wykrywa niewielkich zmian patologicznych, widocznych w badaniu
histochemicznym 1lub elektronowo-mikroskopowym; 3) Trudng interpretacje zmian
morfologicznych w przypadkach bardzo zaawansowanych, podczas gdy EMG daje
w tych przypadkach odpowiedZ jednoznaczng; 4) Mieszany charakter zmian mor-
fologicznych w mieéniu, podczas gdy w EMG wyraznie przewazaja cechy neuro-
genne lub miogenne.

JUATHOCTUYECKASI LIEHHOCTh KOJIMYECTBEHHOM 3JIEKTPOMUOI'PA®UU
Y MBIMIEYHOW BUOIICUU ITPU MUOITATUAX
Ananmu3 464 60JIbHBIX

Pe3ome

M3 1077 criiyyaeB HEPBHO-MBIIIEYHBIX 3a001eBaHMi rocnuTain3uposanHbiX B Heitponorayeckoii
Knuauke Menakanemun B Bapmase, B 1970—80 romax, Oesiim BoiOpaHsl 464 ciayyas NEpBHYHO
MbliIeYHBIX 3a601eBanmit. JJaarao3 ObUT MOCTaB/IEH HA OCHOBE KITHHHYECKAX M T€HETHYECKHX aHHBIX,
a TaKke psjaa 1abopaTOpHBIX TeCTOB. Bbla OlleHEHA IMATHOCTHYECKas MPUTOAHOCTDb 3JIEKTPOMHO-
rpadwuyeckux uccnenosanuii (AMTI) u Mbimeyno# 6uoncuu (My), a Takke CpPaBHHBAJIHCh PE3YJIbTAThI
9THX JBYX BHOB HCcieaoBaHuil. CpaBHEHHE OTHOCHIOCH JIMIIbL K pesynbrataM OMI' mw MV B 2
KOHTpJIaTepaIbHBIX MBIIINAX, YTO OTJHYAeT 3Ty pabory OT momobHBIX, paHee OnyOIMKOBAaHHBIX,
M TOBHIAMOMY, SBJISETCS LeJecoobpa3HeIM BBHAY OOJiblIed TOYHOCTH OLEHKH. Pe3ynbTaThl
OMIT u MblmeyHo# OGuomcwH cxommsl ¢ maarHo3oMm B 409 cioyyasx (88,2%). ¥V 8 mnammenTos
(1,5%) ¢ SBHBEIMA HADYIIEHHSIMH MBIMIEYHON CHACTEMBI, pe3ynbTatel DML' # MY OTKIOHAIACH
oT HOpMBI. B 47 ciydasx Obu1a oOHapyXeHa HECOTJIaCOBAHHOCTh MEXIy OLEHKAMH OBYX JAHArHOC-
THYECKMX METOHOB. IIpHYMHBI PAaCXOXKIEHHH ycMaTpuBaloTcsa B 4acTHOCTH B: 1) HempasmabHOM
Bbibope Mecta s Omomncuu; 2) HemocTaTo4HOM 4HyBCTBHTEIBHOCTH HccnemoBaHus OMIT, ko-
TOpoe He OOHapyXHBaeT HEOOJBIINX MATOJOrHYECKAX H3MEHEHHH, Y/IaBIABAEMBIX B IHCTOXHMHM-
YeCKOM MM 3JIEKTPOHHO-MHKPOCKONHYECKOM HccienoBanusax; 3) ClIoXHOM WHTepHnpeTanun
MOpPDOIOTHYECKHX H3MEHEHHM B JIMTENBbHBIX Ciy4asx, B To Bpemsa kak OMI' maer B 3THX
Cay4asx OJHO3Ha4YHbIN 0TBeT; 4) CMemanHOM XapakTepe MOPGOIOrHYeCKAX H3IMEHEHUH B MBIIIIIE,
B TO Bpems kak B DMI" oryersimBo mpeobrnanaroT HEHPOTreHHbIE MJIH MHOTEHHBIC Y€PTHI.
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IMMUNOFLUORESCENT DEMONSTRATION OF GLIAL
FIBRILLARY ACIDIC PROTEIN (GFAP)
IN HYPOPHYSEAL NEURAL LOBE IN VITRO *

Neuropathology Department, Medical Research Centre, Polish Academy of Sciences

The morphological features of pituicytes are relatively well known
(see Wittkowski 1980, for review). Although on this basis they were
considered to be glial cells, their classification and suggested neuroecto-
dermal origin required final proof. The application of the specific astro-
cytic marker — GFAP — by Suess and Pliska (1981) and Salm et al.
(1982) provided evidence that pituicytes of the rat hypophyseal neural
lobe in vivo are indeed glial cells exhibiting remarkable similarities to
astrocytes. GFAP, a protein isolated by Eng et al. (1971) was localized in
fibrillary astrocytes (Bignami et al. 1972; Uyeda et al. 1972; Bignami,
Dahl 1974; 1977), as well as in protoplasmic astrocytes in which glial
filaments were not present (Bissel et al. 1974; Ludwin et al. 1976; Braak
et al. 1978). This protein, considered to be the main component of 9—
10 nm intermediate filaments of astrocytes (Eng, Kosek 1974; Schachner
et al. 1977; Fedoroff et al. 1983), is now commonly used as an antigenic
marker in studies of development, differentiation and pathology of glia
in vivo and in vitro (for review see Raff et al. 1979).

In this work an attempt has been made to demonstrate GFAP in
organotypic cultures of hypophyseal neural lobes derived from newborn
rats and to describe the morphology of GFAP-positive cells by using
indirect immunofluorescence technique. Insofar such cells have only
been characterized in studies in vivo (Suess, Pliska 1981; Salm et al.
1982). Organotypic cultures of the rat hypophyseal neural lobes matur-
ing in vitro were described for the first time by Zareba-Kowalska et al.
(1983); preliminary results of studies on glial markers in pituicytes in
vitro have been published elsewhere (Zareba-Kowalska, Weinrauder 1984).

* Presented in part at the International Symposium on Histochemistry and
Cytochemistry, Poznan, June 3-5, 1983
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MATERIALS AND METHODS

Organotypic cultures

Twenty newborn Wistar rats of both sexes were decapitated, the
cranial cavity opened and the brain removed. The neural lobes were
separated from pars intermedia and adenohypophysis. After removal
of the capsular connective tissue, neural lobes were explanted on col-
lagen-coated coverslips and maintained in Carrel flasks. The nutrient
medium, renewed twice weekly, consisted of 50% human serum, 40%
Earle’s solution, pH 7.2 and 10% saline extract of 9-day-old chicken
embryo. It was supplemented with glucose (600 mg/100ml) and penicillin
(100 units/ml). The pH of the medium ranged from 7.0 to 7.3. The cul-
tures were examined with a light microscope.

Indirect immunofluorescence

Selected 12-day-old cultures were washed 3 times for 10 min in
buffered physiological salt solution (PBS), quickly air dried and fixed
in cold acetone (— 20°C) for 4 min. They were then stored at a tempera-
ture — 20°C. Before the test, the cultures were quickly rinsed in PBS
and air dried. In the test anti-GFAP human serum * (diluted 1 :100),
as a first layer for 30 min and gamma globulins against rabbit y-globulins
(IgG/F(ab), — fragment, fluorescein conjugated, Behringwerke, FRG)
(diluted 1:20) for 30 min as a second layer were applied. This was
followed by rinsing in PBS (3 X 15 min). All incubations and washings
were performed at a room temperature. Finally, coverslips were mounted
in a solution containing 9 parts of glycerol and 1 part of PBS and exami-
ned under a Leitz Orthoplan fluorescence microscope with appropriate
filters.

Controls were processed by substituting PBS or normal rabbit serum
for GFAP antiserum or by substituting PBS for fluorescein-labeled anti-
body. Further controls of GFAP specificity consisted of HeLa and mon-
key kidney cultures, on which the immunofluorescent tests were per-
formed.

RESULTS

In the outgrowth zones of the rat hypophyseal neural lobe cultures,
conglomerations of GFAP-positive cells were observed. They consisted
mostly of “flat” cells varying in number, exhibiting a negative nucleus,
a cytoplasm of fibrous structure and several short, thick processes, in
which fluorescence appeared g¢ondensed (Fig. 1). Spindle-shaped, bipolar
cells were also found in these conglomerations (Fig. 2). Individual cells

* Kindly supplied by Dr. Elisabeth Bock from Protein Laboratory, University
of Copenhagen
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Fig. 1. Outgrowth zone. “Flat” pituicyte exhibiting negative nucleus and fibrillary
pattern of immunofluorescence in cytoplasm. Cell lying against a background of
GFAP-negative cells. X 600

Ryc. 1. Strefa wzrostu. Pituicyt z ujemnym jgdrem i wildékienkowsg strukturg od-
czynu immunofluorescencyjnego w cytoplazmie, lezgcy na tle komérek o ujemnym
odczynie na GFAP. Pow. 600 X

Fig. 2. Conglomeration of GFAP-positive cells showing considerable polymorphism.

Spindle-shaped and spider-shaped cells and cells with short processes and fibril-

lary pattern of cytoplasm (arrow). Note cell with very long branched processes
(asterisk). X 400

Ryc. 2. Grupa komorek o dodatnim odczynie na GFAP i znacznym polimorfizmie.

Komoérki wrzecionowate, ,pajgczkowate” oraz komorki z krétkimi wypustkami

i wlokienkowg strukturg cytoplazmy (strzatka). Wyréznia si¢ komoérka z bardzo
dlugimi, rozgalezionymi wypustkami (gwiazdka). Pow. 400 X

were sometimes seen lying on the periphery of the culture some distance
from the explant. Clusters of GFAP-positive cells were generally visible
against a background of GFAP-negative cells or cells with weak fluores-
cence at varying distance from the periphery of the explant, frequently
without distinct connection to the explant.

In some cultures the pituicytes, lying in a three-dimensional network
of fluorescing cells and showing very long, thick and multibranched
processes were observed. They appeared to be growing out of the explant
and had very strong fluorescence (Fig. 3). Some cells exhibited perinu-
clear condensation of fluorescence and had a noticeable delicate network
of fibrils in their cytoplasm. The cells lying relatively loosely in the
outgrowth zone had stellate or spider-like shape, typical of astrocy-
tes, and showed a very strong, brilliant fluorescence. The observed mor-
phological pictures indicated considerable cellular polymorphism. The
pituicytes lying in the outgrowth zone often possesed a small perikaryon
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Fig. 3. Periphery of explant. At lower part of figure oval cells with very weak

reaction. At upper part — conglomeration of cells lying in network of processes

exhibiting very strong fluorescence. Spider-shaped cell with brilliant fluorescence
in perikaryon and thin processes (asterisk). X 400

Ryc. 3. Brzeg eksplantatu. W dolnej czesci zdjecia owalne komorki o bardzo sta-

bym odczynie, w gornej — skupienie komorek lezgcych w splgtanej sieci wypustek

‘wykazujgcych bardzo silng fluorescencje. ,Pajgczkowata” komoérka z silng fluores-
cencjag w perykarionie i z cienkimi wypustkami (gwiazdka). Pow. 400 X

Fig. 4. Astrocyte-like cell with numerous long and multibranched processes ex-
hibiting very strong immunoreactivity. X 600

Ryec, 4. Komorka astrocyto-podobna z licznymi, dilugimi, rozgalezionymi wypustka-
mi i z bardzo silnym odczynem. Pow. 600 X
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Fig. 5. Outgrowth zone. Strongly fluorescing pituicyte with “bizarre” shape lying
against a background of cells with weak GFAP reaction. X 800
Ryc. 5. Strefa wzrostu. Pituicyt o intensywnej fluorescencji i ,,dziwacznym?” ksztal-
cie, lezgcy na tle komorek ze stabym odczynem na GFAP. Pow. 800 X

Fig. 6. Control tests. A. Hypophyseal neural lobe — reaction with PBS instead of
GFAP antiserum. B. HeLa cells culture — reaction with GFAP antiserum. C. Mon-
key kidney culture — reaction with GFAP antiserum. X 400
Ryc. 6. Odczyny kontrolne. A. Nerwowy plat przysadki — odczyn z PBS zamiast
surowicy anty GFAP. B. Hodowla komoérek HeLa — odczyn z surowicg anty GFAP.

C. Hodowla nerki malpiej — odczyn z surowicg anty GFAP. Pow. 400 X

A
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and very long, slender and ramified processes (exceeding many times
the diameter of a perikaryon), (Fig. 4). Also found were cells showing
epithelioidal morphology with a “flat” cellular body and short, thick
processes (‘‘flat” epithelioid cells) as well as “bizarre” forms with
thickened processes resembling reactive astrocytes (Fig. 5).

All control tests were negative (Fig. 6), both those in which PBS or
normal serum was substituted for GFAP antiserum as well as those in
which HeLa cultures and monkey kidney cultures were used. This con-
firmed the specificity of the immunofluorescent test with anti-GFAP
serum used.

DISCUSSION

The present work provided, for the first time, evidence for the pre-
sence of GFAP — specific astrocytic marker in pituicytes in vitro. In-
sofar, the GFAP immunoreactivity in pituicytes was demonstrated only
in vivo in the human neural lobe (Velasco et al. 1979) and mature rat
neural lobe (Suess, Pliska 1981; Salm et al. 1982).

Pituicytes cultured for 12 days presented a homogeneous cell popu-
lation. The central part of the explant was composed of oval-shaped cells
exhibiting weak immunoreactivity, while the cells lying at the periphery
of the explant, especially in the outgrowth zone, showed strong fluores-
cence and astrocyte-like morphology. Suess and Pliska (1981) demon-
strated that after 6 days of implantation of dissected mature rat neural
lobe under the kidney capsule, GFAP-reactivity was frequently missing
in the central part of the explant. The authors interpreted this pheno-
menon as a rapid disappearance of GFAP from “nonfunctional” cells.
In the present experimental conditions in vitro absence or weak GFAP
reaction may have resulted from an incomplete maturation of the cells.
Pituicytes growing out of the explant were stellate-shaped, similar to
astrocytes, and frequently layed in the network of intermingled pro-
cesses exhibiting strong GFAP-immunoreactivity. The cells lying rela-
tively loosely in the outgrowth zone, having no distinct connection with
the explant, were characterized by considerable morphological poly-
morphism and some of them showed features similar to these of reactive
cells. They were distinguished from the rest of the population by very
strong fluorescence. Salm et al. (1982) pointed out the intensification of
GFAP-reactivity in pituicytes of the mature rat neural lobe in com-
parison to astrocytes in vivo. Comparative studies performed on organo-
typic cultures of newborn rat neural lobe and cerebellum appear to con-
firm this phenomenon (Weinrauder, in preparation). This may suggest
the occurrence of a greater number of GFAP antigenic determinants in
pituicytes than in astrocytes. As was demonstrated by the method ap-
plied, the pituicytes showed considerable morphological polymorphism in
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the outgrowth zone: stellate-shaped, spider-shaped, bipolar (comet-like)
cells as well as “bizarre” forms with thickened, branched processes were
observed. Considerable polymorphism of astrocytes in vitro was described
by Duffy (1982) and Fedoroff et al. (1983). In younger cultures, Duffy
(1982) observed many spindle-shaped cells with very strong GFAP-reac-
tivity in the cytoplasm. With progressive differentiation of astrocytes in
culture, cells appeared with small perikarya and numerous long, well de-
veloped processes rendering a stellate shape to the cells. Very similar
forms were observed in our material. Some cultured pituicytes took on
“bizarre” shapes, similar to those of the reactive astrocytes in vitro
previously described by other authors (Manthorpe et al. 1979; Duffy
1982; Fedoroff et al. 1983). Considerable polymorphism and the appea-
rance of reactive forms of astrocytes in association with the intensifica-
tion of immunoreactivity in reaction with anti-glial serum was observed
in cultured rat cerebellum subjected to MNU (Weinrauder, Krasnicka
1982). It seems that glial antigen production increases in stimulated
reactive astrocytes in wvitro. Increased GFAP may have expressed an
increased potential for filament formation, and this in turn may illus-
trate the process of structural adaptation of the cells to culture condi-
tions (Buckley, Porter 1967, Weinstein, Kornblith 1971). The fibrillary
pattern of fluorescence was observed only in some pituicytes, the majo-
rity of cells exhibited reaction of diffuse character.

The presence of 8—9 nm intermediate filaments in pituicytes was
questioned. In ultrastructural studies of fetal, immature and mature
rats (Galabov, Schiebler 1978; Dellmann, Sikora 1981) stressed the absen-
ce of glial filaments in pituicytes. On the other hand, in an earlier exa-
mination based only on light microscopic morphology, Dellmann (1962)
mentioned fibrous and protoplasmic pituicytes in the posterior pituitary.
The appearance of numerous filaments in cultured pituicytes starting
from the third week in vitro was noted in ultrastructural studies per-
formed in our laboratory (Gajkowska, Zareba-Kowalska 1983). Takei
et al. (1980) also reported that non-neoplastic pituicytes of human can-
cer patients contained numerous filaments in their cytoplasm. This sup-
ports the case for the appearance of glial filaments in reactive pituicytes
but does not allow to predict the presence of GFAP in association with
them because glial filaments may also have an antigenic character dif-
ferent from that of GFAP (Paetau et al. 1979). Immunoreactive soluble
GFAP was found in the absence of glial filaments in C-6 glioma cultures
(Bissel et al. 1974) and in astrocytomas (Eng, Rubinstein 1978), thus it
is possible that GFAP-positive cells exhibiting a diffuse pattern of
fluorescence have the capacity to form glial filaments. Glial filament
formation may be considered as a dual process involving the synthesis
of GFAP monomer subunits and subsequent initiation of polymerization
(Jacque et al. 1980). This would seem to be a key issue in explaining
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GFAP function and gliofibrillogenesis in normal and pathological cells.

The occurrence of glial markers in cells of the pituitary gland sug-
gest their glial character and may be very useful in the identification
of the particular types of cells of the gland. Apart from GFAP, the
S-100 protein — another glial marker — was studied in the pituitary
gland. The presence of S-100 was noted in folliculo-stellate cells of the
rat anterior pituitary (Cocchia, Miani 1980; Nakajima et al. 1980) as
well as in pituicytes of the posterior pituitary (Cocchia, Miani 1980;
Shirasawa et al. 1983).

The results of our studies provide further evidence for the neuro-
ectodermal origin of pituicytes and indicate that pituicytes cultured for
12 days in vitro retain their antigenic properties in relation to GFAP.
In our opinion, the possibility of following cell growth and differen-
tiation in vitro, which may shed light on the functional role of GFAP
which to date is little known, is deserving particular attention. The orga-
notypic culture of neural lobe seems to be a very useful experimental
model for such studies.

IMMUNOFLUORESCENCYJNA LOKALIZACJA KWASNEGO BIALKA
WLOKIENEK GLEJOWYCH (GFAP) W PLACIE NERWOWYM PRZYSADKI
IN VITRO

Streszczenie

Badano wystepowanie i lokalizacje kwasnego bialka wldkienek glejowych
(GFAP) w 12-dniowych hodowlach ptata nerwowego przysadki noworodka szczura.
Przy pomocy posredniej metody immunofluorescencji stwierdzono wystepowanie
GFAP w komoérkach wyrastajgcych z eksplantatu i lezacych w strefie wzrostu.
Obserwowano komoérki o typowej wilokienkowej budowie cytoplazmy i kroétkich,
szerokich wypustkach, a takze komorki z dyfuzyjng fluorescencjg cytoplazmy i sil-
nie rozbudowang siecig wypustek. Komoérki GFAP-dodatnie w hodowlach 12-dnio-
wych cechowal znaczny polimorfizm. W eksplantatach komoérki dodatnie spotyka-
no rzadko, a odczyn nie mial wldkienkowej struktury. Wyniki badan potwierdzaja
neuroektodermalne pochodzenie pituicytow i wskazujg na zachowanie przez nie,
wspélnych z astrocytami, witasciwosci antygenowych w warunkach in wvitro.

MMMYHO®JIFOOPECLIEHTHA TEMOHCTPALUA KHUCJIOI'O T'JIMAJIBHOI'O
OUBPWJISIPHOI'O BEJIKA (GFAP) B HEPBHOW JOJIN TUITO®U3A IN VITRO

Pe3ome

4
ABTOpPBI HCCIIENOBAJIA BHICTYIUICHAE M JIOKAJIA3ALUIO KHCIOTO TJIHO3HOIrO dmﬁpunnﬂpﬂoro

6enka (GFAP) B 12-1HEBHBIX KyJIbTypax HEpBHOM MO THnodu3a HOBOPOXKIEHHOH KPBICHI.
IIpH MOMOIIM KOCBEHHOrO METOZa HMMYHO(TyOpEeCIeHIMH KOHCTaTHPoBaHo BeicTymienne GFAP
B KJIETKaX BBIPACTAIONIMX M3 JKCIUTAHTATA M JIEXKAMIUX B 30HE pocTa. ABTOPBI HAOMIOJAIA KIETKH

http://rcin.org.pl



GFAP in pituicytes 343

C THOMYHBIM (GUOPHIIAPHBIM CTPOEHHEM LMTOMIA3MBI K C KOPOTKHMHM, HIMPOKMMH OTPOCTKAMH,
a TaKke KIeTKH C nuddy3uonHHo# ¢uryopecueHUHeil UUTOMIa3Mbl H C CHJIBHO Pa3BHUTOH CETHIO
otpocTkoB. GFAP— nonoxurenbHbie KIeTKH B 12-OHEBHBIX KyJbTYPaX OTJIMHYAIHCh 3HAYMTEIb-
HBIM NOMMMOP(HU3MOM. B 3KCruIaHTaTaxX MOJOXHTENbHbBIE KIETKH BCTPEYAINCh PEIKO, a PEaKius
He uMena (uOPWILIAPHOM CTPYKTYpbl. Pe3ynbTaTel MCCIENOBAHMM IMOATBEPKAAIOT HEBPOIKTO-
JIEPMAJIbHOE MPOHMCXOXKIEHWE MHUTYMLMTOB M YKa3bIBAIOT HA COXPAHEHHE MMM, OOLIMX C acTpo-
LIMTAMH, AHTHTEHHBIX CBOWCTB B YCJIOBHSIX in Vitro.
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It has been repeatedly demonstrated that, cerebral ischemia is follo-
wed by an increased content of various classes of prostaglandins in the
brain tissue (Ruszczewski 1977; Gaudet, Levine 1979; Gaudet et al. 1980;
Tannotti et al. 1981; Moscovitz, Coughlin 1981a; Bhakoo et al. 1982). This
led to a supposition, that they may be, at least in part, responsible for
the development of postischemic brain tissue alterations. Theoretically,
the damaging effect of prostaglandins may result from either their vaso-
active function and induction of intravascular thrombocytic aggregations
or their destabilizing activity on the cell membranes of the nervous
system, regardless unknown exact mechanism(s) of the latter. All ele-
ments of the above mentioned pathology were shown to follow cerebral
ischemia. The other studies demonstrated the preventive effect of in-
hibition of the cyclo-oxygenase activity on the development of postische-
mic events in the brain, which may participate in the nerve tissue le-
sions (Furlow, Hallenbeck 1978; Moscovitz, Coughlin 1981b; Boulu et al.
1982; Bhakoo et al. 1982; Kigstrom et al. 1983). In most of the studies
this effect was obtained with the use of indomethacin, a well known
potent inhibitor of prostaglandin synthesis (Abdel-Halim et al. 1978).

Our previous studies (Mossakowski, Kwiatkowska-Patzer 1982, 1983),
carried out on Mongolian gerbils in which cerebral ischemia was pro-
duced by bilateral occlusion of common carotid arteries for 30 min,
showed that indomethacin applied before cerebral ischemia prevented
neither postischemic venous hyperemia nor the appearance of secondary
ischemic foci located in the border-line zones between watersheds of
larger cerebral arteries. On the contrary, it obviously prevented the
occurrence of small patchy ischemic foci, spread over the most of the
brain grey structures in the postischemic period. Tissue lesions in indo-

http://rcin.org.pl



348 M. J. Mossakowski, B. Gajkowska

methacin-treated animals as compared with those in untreated ones,
appeared later, were less extensive and solely restricted to posterior
hypothalamic, septal and dorso-lateral thalamic regions. The remaining
brain structures, including cerebral cortex, white matter and basal gan-
glia were apparently normal. The aim of the present investigations was
an electron microscope evaluation of early tissue lesions and their evolu-
tion in animals in which temporary brain ischemia was preceded by
indomethacin treatment. The electron microscope examination included
both areas of the brain which under light microscope were apparently
normal and those which showed severe tissue alterations.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were carried out on adult Mongolian gerbils of both
sexes, weighing 55—70 g in which under light ether anesthesia both
common carotid arteries were ligated for a period of 30 min. In all
animals tracheostomy was performed, which was used in case of spon-
taneous respiration disturbances for artificial ventilation with room air
through mechanical respiratory pump (Medipan, Poland). The full sur-
gical procedure was presented previously (Kapuscinski, Mossakowski
1983).

The experimental animals were divided into two groups. The first
group of animals (n=9), 45 min prior to carotid ligation were given
intraperitoneally a single injection of indomethacin (Merck-Sharp and
Dohme Res. Lab. USA), dissolved in Krebs-Ringer solution in a dose of
10 mg/kg body weight. Indomethacin was prepared immediately before
each experiment by dissolving powdered substance in 70%0 ethanol and
then in 5 ml of CO,-saturated Krebs-Ringer solution. The second group
of animals instead of indomethacin were given intraperitoneal injection
of the solvent. The animals of both experimental groups were sacrificed
on 2, 4 and 6 hr after release of carotid arteries by intracardiac per-
fusion with 2 percent glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.3.
Following removal from the skull the brains were washed in the same
solution and then cut coronally into slices 1 mm thick. Tissue blocks
(1 mm? in size) were taken from the frontal cortex, Ammon’s horn, sub-
cortical white matter, thalamus, septal area and posterior hypothalamus.
The latter 3 blocks were cut in these regions in which light microscopy
revealed tissue damage, resistant to indomethacin action (Mossakowski,
Kwiatkowska-Patzer 1983). Tissue blocks were further postfixed for
1 hr in 2% osmium tetraoxide in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2, de-
hydrated routinely in graded ethanol solutions and embedded in Epon
812. Ultrathin sections, cut on ultramicrotome, were counterstained on
grids with uranyl acetate and lead citrate. The material was studied
under the Jeol electron microscope JEM 7 A.
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In order to visualize the blood vessels content in the examined, ma- _
terial part of animals (3 in each experimental group) gere sacrificed by
decapitation. Fresh tissue blocks taken from the brain regions mentioned
above, were fixed by immersion in 0.1 M glutaraldehyde in cacodylate
buffer, pH 7.3 and then processed routinely to embedding in Epon 812.

Additional control groups of animals were used for assessment of
possible direct influence of indomethacin and surgical procedure. Four
animals with no surgery were given identical dose of indomethacin and
then sacrificed in pairs after 2 and 6 h. In 4 others.45 min after indo-
methacin injection, sham-operation, consisting in bilateral isolation of
common carotid arteries, was performed. Animals were sacrificed 2 and
6 h after operation. The last control group consisted of 4 gerbils in
which sham operation was not preceded by indomethacin administration.
The material from all control groups was processed in the same manner
as that in experimental ones.

RESULTS

The electron microscope tissue lesions were found in both experi-
mental groups, although they differed remarkably in the intensity and
topographic distribution.

In animals, in which bilateral carotid artery ligation was not prece-
ded by indomethacin administration, contrary to the previous light
microscopic observations, grey structure alterations were present in all
examined areas of the brain already in the earliest stages of the study.
At the beginning they consisted in severe swelling of astrocytic cyto-
plasm involving both perikarya and cellular processes. In all areas of
the brain, numerous astrocytes with remarkably swollen cytoplasm,
either totally deprived of subcellular organellae or showing their abnor-
mal aggregation were present (Fig. 1). Swollen mitochondria with peri-
pherally displaced cristae, widened channels and cysterns of rough
endoplasmic reticulum with reduced number of ribosomes and numerous
dense bodies were seen amongst preserved cytoplasmic organellae. The
same concerned astrocytic processes, either surrounding capillaries or
lying free in the neuropil. Most of the other structural elements of
neuropil were normal. In most instances the capillary walls were un-
changed, only some of them revealing swelling of endothelial cells
(Fig. 2). At that period of observation neuronal perikarya were either
normal or showed ultrastructural alterations of minor intensity. They
consisted in some mitochondrial swelling and dilatation of channels of
rough endoplasmic reticulum (Fig. 2). Typical ischemic dark neurons,
with electron dense hyaloplasm, severely distended channels of rough
endoplasmic reticulum, and remarkably swollen mitochondria were rare.
As a rule, they were accompanied by swollen glial satellite cells (Fig. 3).
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Fig. 1. Ischemia, 2 h survival. Hypothalamus. Fragment of astrocyte with
remarkably swollen cytoplasm and reduced number of abnormal organelles group-
ed in perinuclear area. X 12 700

Ryc. 1. Niedokrwienie, 2 godz. przezycia. Podwzgérze. Fragment obrzmiatej
komérki gwiazdzistej ze skapg iloécig zmienionych organelli cytoplazmatycznych
zgrupowanych w okolicy przyjadrowej. Pow. 12700 X

Fig. 2. Ischemia, 2 h survival. Cerebral cortex. In the fragment of neuron (N)
some mitochondria (M) are swollen and channels of rough endoplasmic reticulum
dilated (arrows). Note swollen astrocytic processes (As) and endothelial cells

(asterisk). X 6000

Ryc. 2. Niedokrwienie, 2 godz. przezycia. Kora moézgowa. We fragmencie ko-
moérki nerwowej (N) widoczne sg obrzmiale mitochondria (M) i poszerzone kanaly
szorstkiej siatki $rdodplazmatycznej (strzalki). Zwraca uwage obrzmienie wypustek

astrocytow (As) i komoérek s$rodblonka (gwiazdka). Pow. 6 000 X
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g, & Ischeia, 2 h survival. eebral cortex. Fragment of a typical ischemic
dark neuron and swollen satellite glial cell with irregular aggregation of cytoplas-
mic organelles. X 5700

Ryc. 3. Niedokrwienie, 2 godz. przezycia. Kora moézgu. Widoczny fragment ty-
powego ciemnego neuronu i obrzmialej satelitarnej komoérki glejowej z nieregular-
nymi skupieniami organelli cytoplazmatycznych. Pow. 5 700 X

Fig. 4. Ischemia, 4 h survival. Cerebral cortex. Note extensively swollen perivas-
cular astrocytic processes (As), totally deprived of cytoplasmic organelles. X 14200

Ryc. 4. Niedokrwienie, 4 h godz. przezycia. Kora moézgu. Bardzo znacznie obrz-
miale okolonaczyniowe wypustki astrocytéw (As), calkowicie pozbawione struktur
cytoplazmatycznych. Pow. 14200 X
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Pathological changes intensified and become more widespread in the
later period of observation, that is 4 h following the release of carotid
arteries ligation. They were most severe in hypothalamic, septal and
thalamic areas. Astrocytic processes surrounding capillaries were dis-
tended in a baloon-like fashion and their cytoplasm was totally deprived
of any subcellular organelles (Figs 4, 5). The same concerned oligoden-
drocytes. Ultrastructural abnormalities involved neuropil elements such
as axons, dendrites and synapses. Most of them were swollen, contained
damaged mitochondria and widened cysterns and channels of either
smooth or rough endoplasmic reticulum (Fig. 5). In most of the presy-
naptic bags, vesicles were abnormally dispersed. Great proportion of
neurons showed severe ischemic alterations with cytoplasmic disintegra-
tion of varying intensity. On the 6th h after carotid ligation release, the
above described changes were more intensive, evolving to full tissue
necrosis (Fig. 6).

The white matter structures were also involved, starting from the
earliest period of observation. Similarly as in the grey structures, patho-
logical changes consisted in remarkable cytoplasmic swelling of both
oligodendrocytes and astrocytes (Fig. 7). Perivascular astrocytic proces-
ses were most severely damaged. The membrane structures of numerous
of them were entirely disrupted, leading to the situation, that capillaries
with either swollen or normal endothelial cells were lying in empty
spaces, containing some cellular residua (Fig. 8). Myelin sheaths were
generally unchanged, while axons contained swollen mitochondria and
vesicular structures originating probably from channels of smooth endo-
plasmic reticulum (Fig. 7). Neither intravascular clotting nor thrombo-
cyte aggregations were found at any observation period.

Electron microscopy in indomethacin-treated animals showed an
evident time-dependence and varied remarkably in different brain struc-
tures. In sections taken from the previously mentioned areas of hypo-
thalamus, septum and dorso-lateral thalami the ultrastructural picture
and its evolution did not differ essentially from those in untreated ani-
mals. There was severe astrocytic swelling, most intense around capillary
walls, which were in many instances lined by greatly swollen endo-
thelial cells (Fig. 9). The above changes intensified in time, involving
other structures of neuropil (Fig. 10). Most of the neurons revealed ty-
pical ischemic alterations. Even those with less intensive lesions were
surrounded by greatly swollen astrocytic processes and damaged nerve
cell extensions and their endings (Fig. 11). Contrary to that, in the cere-
bral cortex and in Ammon’s horn no ultrastructural abnormalities were
seen in the earliest period of examination, that is 2 h following carotid
release. In particular there was no astrocytic swelling both in the capil-
lary surrounding and in the neuropil remote from the blood vessels
(Fig. 12). Nerve cells were ultrastructurally normal. The same was
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Fig. 5. Ischemia, 4 h survival. Ammon’s horn. Swollen astrocytic processes
(As) with reduced number of cytoplasmic organelles and swollen mitochondria.
In neuropil adjacent to the blood vessels synapses (asterisks) with swollen axo-
plasm, irregularly distributed vesicles and small, shrunken mitochondria are seen.

X 8500

Ryc. 5. Niedokrwienie, 4 godz. przezycia. R6g Amona. Widoczne okolonaczy-
niowe wypustki astrocytow (As) sa obrzmiale i zawierajg nieliczne struktury srod-
plazmatyczne. Zwraca uwage obrzmienie aksoplazmy zakonczen synaptycznych
(gwiazdki) z nier6wnomiernym rozkladem pecherzykéw i obecnoscia drobnych, ob-

kurczonych mitochondriow. Pow. 8 500 X

Fig. 6. Ischemia, 6 h survival. Hypothalamus. Fragment of neuron and neuropil
elements exhibit severe ultrastructural abnormalities indicating their complete
disintegration. X 12 700

Ryc. 6. Niedokrwienie, 6 godz. przezycia. Podwzgorze. Fragment komoérki ner-
wowej i elementy neuropilu wykazuja ciezkie uszkodzenia ultrastrukturalne wska-
zujgce na ich dezintegracje. Pow. 12700 X
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Fig. 7. Ischemia, 4 h survival. Subcortical white matter. Fragment of severely
swollen astrocyte (As). Neighbouring nerve fibers with unchanged mpyelin sheaths
reveal swollen mitochondria (M) and small vesicular structures in the axoplasm.

X 12700
Ryc. 7. Niedokrwienie, 4 godz. przezycia. Podkorowa istota biala. Widoczny
fragment znacznie obrzmialego astrocyta (As). Polozone w sgsiedztwie aksony,
z nieuszkodzonymi ostonkami mielinowymi zawieraja w aksoplazmie obrzmiale mi-
tochondria (M) i drobne struktury pecherzykowate. Pow. 12700 X

Fig. 8. Ischemia, 6 h survival. Subcortical white matter. Severely swollen peri-
vascular astrocytic processes (As), almost totally deprived of cytoplasmic organelles
with disrupted cellular membranes. Note swelling of the capillary endothelial

cells (asterisk). X 12700

Ryc. 8. Niedokrwienie, 6 godz. przezycia. Podkorowa istota biala. Znacznie
obrzmiale okolonaczyniowe wypustki astrocytow (As), niemal catkowicie pozba-
wione struktur cytoplazmatycznych z uszkodzonymi blonami komoérkowymi. Zwra-
ca uwage obrzmienie komérek $rédblonka naczyniowego (gwiazdka). Pow. 12700 X
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Fig. 9. Ischemia with indomethacin, 6 h survival. Thalamus. Remarkably swol-
len perivascular astrocytic processes (As) with reduced number of cytoplasmic
organelles. Swollen endothelial cells (asterisk) narrowing the capillary lumen.

X 7400

Ryc. 9. Niedokrwienie z indometacyng, 6 godz. przezycia. Wzgoérze. Bardzo
znaczne obrzmienie okolonaczyniowych wypustek astrocytow (As) zawierajgcych
szczatkowe struktury cytoplazmatyczne. Widoczne jest obrzmienie komorek $rod-

blonka (gwiazdka) zwezajgce $wiatlo naczynia. Pow. 7400 X

Fig. 10. Ischemia with indomethacin, 6 h survival. Thalamus. Note few shrunken
mitochondria and vacuoles (v) in slightly swollen perivascular astrocytic processes
(As) and varying in number vesicles in synaptic buttons (asterisks) X 9000

Ryc. 10. Niedokrwienie z indometacyng, 6 godz. przezycia. Wzgoérze. Zwracajg
uwage skagpe obkurczone mitochondria i wakuole (v) w cytoplazmie lekko ob-
rzmialych okolonaczyniowych wypustek astrocytow (As) i zmienna ilo§é pecherzy-

koéw w zakonczeniach synaptycznych (gwiazdki). Pow- 9000 X
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Fig. 11. Ischemia with indomethacin, 6 h survival. Hypothalamus. Fragment of
ischemic neuron (N). Synaptic endings (asterisks) exhibit swollen axoplasm with
great number of vesicles. Note greatly swollen astrocytic processes (As) with

reduced number of cytoplasmic organelles. X 12700

Ryc. 11. Niedokrwienie z indometacyng, 6 godz. przezycia. Podwzgérze. Frag-
ment neuronu (N) z typowymi cechami uszkodzenia niedokrwiennego. Zakonczenia
synaptyczne (gwiazdki) o obrzmialej cytoplazmie zawieraja znaczng ilo$¢ pecherzy-
kow; skupionych w nieregularnych ugrupowaniach. Obrzmiale wypustki astrocy-

téow (As) pozbawione struktur cytoplazmatycznych. Pow. 12 700 X

Fig. 12. Ischemia with indomethacin, 2 h survival. Cerebral cortex. Note only
slight swelling of some astrocytic processes around unchanged blood vessels.
X 121700

Ryec. 12. Niedokrwienie z indometacyna, 2 godz. przezycia. Kora moézgu. Wokoét
naczynia o prawidlowej strukturze widoczne sg tylko pojedyncze wypustki astrocy-
tow z nieznacznym obrzmieniem. Pow. 12 700 X
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Fig. 13. Ischemia with indomethacin, 4 h survival. Ammon’s horn. Fragments
of two unchanged pyramidal neurons. X 8500
Ryc. 13. Niedokrwienie z indometacyng, 4 godz. przezycia. Widoczne fragmenty
dwoéch niezmienionych piramidowych komérek nerwowych. Pow. 8 500 X

Fig. 14. Ischemia with indomethacin, 6 h survival. Cerebral cortex. In a frag-
ment of apparently normal neuron, some swollen mitochondria (M), dilated Golgi
profiles and channels of rough endoplasmic reticulum are visible (arrows). X 6400

Ryc. 14 Niedokrwienie z indometacyna, 6 godz. przezycia. Kora mozgu. We
fragmencie skadingd niezmienionej komoérki nerwowej widoczne sg pojedyncze ob-
rzmiale mitochondria (M) oraz poszerzone kanaly siatki srodplazmatycznej i zbior-

niki aparatu Golgiego (strzalki). Pow. 6 400 X
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Fig. 15. Ischemia with indomethacin, 4 h survival. Subcortical white matter.
Apparently normal ultrastructure of most of the axons, myelin sheaths and glial
processes. X 12700

Ryc. 15. Niedokrwienie z indometacyng, 4 godz. przezycia. Podkorowa istota
biata. Prawidlowy obraz mikroskopowo-elektronowy wiekszosci wilokien osiowych,
oslonek mielinowych i wypustek glejowych. Pow. 12700 X

Fig. 16. Ischemia with indomethacin, 6 h survival. Thalamus. Neuron with
features of nucleolar microsegregation. Note partial segregation of filamentous
(arrows) and granular (asterisks) parts of nucleolus. X 12 700

Ryc. 16. Niedokrwienie z indometacyng, 6 godz. przezycia. Wzgoérze. Neuron
z cechami mikrosegregacji jaderka. Zwraca uwage czeSciowy rozdzial wiokienko-
wej (strzatki) i ziarnistej (gwiazdki) czesci jaderka. Pow. 12700 X
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observed after 4 h of recovery (Fig. 13). However, on the 6th h of the
postischemic period some ultrastructural abnormalities appeared in the
cerebral cortex. They consisted in a slight perivascular astrocytic swel-
ling, dilatation of cysterns and channels of endoplasmic reticulum and
Golgi system and mitochondrial swelling in some nerve cells (Fig. 14).
On the contrary, the white matter structures were apparently normal
in all observation stages (Fig. 15).

In all experimental and control animals treated with indomethacin,
great number of neurons and glial cells revealed nucleolar abnormalities
taking the form of microsegregation and accumulation of perichromatin
granules (Fig. 16). Except that, no other ultrastructural pathological chan-
ges were found in the control groups throughout.

DISCUSSION

In general, the present electron microscope study confirmed our pre-
vious light microscopic observation, concerning influence of cyclo-ox-
ygenase inhibition by indomethacin on the tissue sequela of temporary
brain ischemia. Indomethacin administered 45 min before carotid arte-
ries ligation for 30 min did not prevent the appearance or influenced
further evolution of focal tissue lesions localized in posterior hypotha-
lamic and septal regions as well as in dorso-lateral thalamic nuclei.
Pathological changes in these brain regions in indomethacin-treated ani-
mals did not differ essentially from those in untreated ones. In the
course of 6 h observation they evolved to full tissue necrosis, the
subsequent stages of which were similar to those described by Brierley
et al. (1973), Garcia et al. (1978) and Jenkins et al. (1979). The only
slight difference between the treated and untreated animals consisted
in less intense astrocytic swelling in the former ones. Our previous
supposition, concerning the possible appearance of thrombocyte aggrega-
tions in the blood vessels on the necrosis periphery was not confirmed.
The aggregations were totally absent from both treated and untreated
animals. This agrees well with previous observations of Hossmann et al.
(1980).

In the selectively damaged brain areas, in the previous studies on the
influence of indomethacin on the cerebral microcirculation following
brain ischemia, focal ischemic foci were found in the recovery period
both in untreated and treated animals (Mossakowski, Kwiatkowska-Pat-
zer 1982). Although the exact brain angioarchitectonics in Mongolian
gerbils is not known, a detailed inspection of the material presented
by Levy and Brierley (1974) and Tamura et al. (1981) allows to consider
the above mentioned regions as the borderline zones between watersheds
of larger branches of the internal carotid arteries and the carotid and
vertebral-basilar systems. Since the classical work of Ziilch (1955), the
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vascular borderline zones are known to be the areas of severe hemody-
namic disturbances, depending on the systemic hemodynamics. The pre-
sence of the latter in the Mongolian gerbils after both uni- and bilateral
carotid artery ligation was clearly shown by Ito et al. (1975) and Ka-
puscinski and Mossakowski (1983).

Indomethacin pretreatment markedly influenced the electron micro-
scope picture of the remaining brain structures. In untreated animals
ultrastructural tissue pathology, the same as in the above described
areas, was present in such brain structures as neocortex, Ammon’s horn
and subcortical white matter. The most striking abnormality consisted
in glial swelling, involving mostly astrocytic perikarya and perivascular
processes, and ischemic lesions of neurons including their extensions and
synaptic endings. In indomethacin-treated animals pathological changes
of this nature were not present at all or they appeared in much less
intense form solely on the 6th hour of postischemic period.

The mechanism of the preventive action of indomethacin remains
open. As an inhibitor of cyclo-oxygenase activity it remarkably reduces
the synthesis of endogenous prostaglandins in the brain. Abdel-Halim
et al. (1978) showed that single application of indomethacin in a dose of
3 mg/kg b.w. decreases cerebral synthesis of prostaglandins to 20 percent
for a period of 8 h. This led to the supposition of its protective effect
against the action of vasoactive prostaglandins, accumulation of which
in the brain after ischemia of different type and duration was found
by Ruszczewski (1977), Gaudet et al. (1979, 1980), Iannotti et al. (1981),
Moscovitz, Coughlin (1981a) and Bhakoo et al. (1982). Improvement of
the cerebral blood flow after ischemia, resulting from indomethacin pre-
treatment was described by Furlow and Hallenbeck (1978), Moscovitz and
Coughlin (1981b), Boulu et al. (1982) and Kégstrom et al. (1983). However,
Hallenbeck and Furlow (1979) and Hallenbeck et al. (1982) demonstrated
the positive effect of the drug only when indomethacin was applied in
combination with prostacycline PGI, and heparin. On the other hand,
Harris et al. (1982) noticed even a harmful effect of indomethacin on
the ischemic brain. Our own observations on the influence of the drug
on the postischemic cerebral microcirculation indicated its partial effi-
cacy, consisting in prevention of patchy secondary ischemic foci, spread
over most of the grey brain structures with no effect on postischemic
venous hyperemia and focal secondary ischemia in vascular borderline
zones (Mossakowski, Kwiatkowska-Patzer 1982).

Even more controversial are the results concerning the influence of
indomethacin on the blood flow in undamaged brain. Most of the authors
have demonstrated that indomethacin administration results in reduc-
tion of the cerebral blood flow and decrease of vascular reactivity, to the
increased CO, level (Pickard, MacKenzie 1973; Pickard et al. 1977,
Hedquist 1977; Bill 1979; Sakabe, Siesjo 1979; Dahlgren et al. 1981).
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On the contrary Busija and Heistadt (1983) found that indomethacin
influenced neither cerebral blood flow nor vascular reactivity to hyper-
capnia. According to Hierton’s observation (1981) indomethacin does
not reduce cortical blood flow, but diminishes it in the brain stem
structures and cerebellum. Similar regional differences were observed
by Pickard et al. (1976) and Vlachov (1976), who stated that indometha-
cin at the same time reduced the total cerebral blood flow but dilates
pial vessels.

In the light of the above presented data and the results of own ele-
ctron microscope observations, the solely vasogenic mechanism of the
protective action of indomethacin seems questionable. Its cytoprotective
action, preventing alterations of cellular membrane permeability and their
metabolic consequences, is more probable. The fact that early ultrastru-
ctural pathology of the ischemic brain is dominated by severe astrocytic
swelling, which is lacking in indomethacin-treated animals, appears to
support such a view. This concept was also brought up by Crockard et
al. (1980), Iannotti et al. (1981), Bhakoo et al. (1982) who related the
preventive effect of indomethacin on postischemic brain edema to its
cytoprotective action. Ischemic brain edema, at least in its early stages,
is of cytotoxic nature, resulting from altered permeability of cellular
membranes (Klatzo 1975). Astrocytic swelling is one of its fundamental
ultrastructural evidences. As swollen astrocytic processes are known to
compress cerebral capillaries, it seems possible that the preventive in-
fluence of indomethacin on the disturbances of regional cerebral flow
can also be connected with its effect on membrane permeability. This
would also explain lack of patchy ischemic foci spread over grey stru-
ctures of the brain in indomethacin-treated animals.

The molecular mechanism of cytoprotective action of indomethacin is
unknown. Perhaps it can be related to its inhibitory influence on the
activity of phospholipase A, (Jesse, Franson 1979). Volpi et al. (1980)
demonstrated that indomethacin reduced the permeability of the cellular
plasma membrane for calcium. Its antagonistic action to calcium ions
was also shown by Northover (1977). Pappius and Wolf (1977) although
denying the influence of indomethacin on the vasogenic brain edema,
demonstrated its protective effect on numerous metabolic parameters
in the brain damaged by various factors.

Two other questions concerning indomethacin action require short
discussion. The first is its time-dependence shown in our electron micro-
scope study. Preventive effect of indomethacin against generalized astro-
cytic swelling and ischemic damage to the nerve cells was clearly shown
to occur during the early stages of postischemic period. It was obviously
less at the 6th h of recovery period, as shown by the appearance of
slight perivascular astrocytic swelling and some features of nerve cells
injury. It seems plausible to connect this with the relatively short half-
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-life of the drug. In our previous study, when keeping ischemic animals
for longer survival periods, indomethacin was administered every sub-
sequent 6 h.

The second question concerns the presence of a rather unexpected
finding in the brains of indomethacin-treated animals. In all of them
ultrastructural features of nucleolar microsegregation were seen in both
nerve and glial cells. This may indicate a noxious side-effect of the drug
on nuclear RNA metabolism. This problem, forms subject of an accomp-
anying paper (Gajkowska et al. 1984).

WPLYW INDOMETACYNY NA OBRAZ ULTRASTRUKTURALNY WCZESNYCH
NIEDOKRWIENNYCH USZKODZEN MOZGU U CHOMIKA MONGOLSKIEGO
(Meriones unguiculatus)

Streszczenie

Oceniono obraz mikroskopowo-elektronowy moézgu chomikéw mongolskich,
u ktérych 30-minutowe obustronne podwigzanie tetnic szyjnych poprzedzono do-
otrzewnowym podaniem indometacyny w dawce 10 mg/l kg masy ciala. Wyniki
porownano z materialem zwierzat, u ktérych w tych samych warunkach doswiad-
czalnych nie stosowano indometacyny.

Stwierdzono, ze indometacyna pozostawala bez wplywu na pojawienie sig
i rozw6j ognisk uszkodzen tkankowych w obszarach pogranicza unaczynienia przez
duze pnie pochodzace od tetnic szyjnych wewnetrznych oraz pogranicza miedzy
ukladem szyjno-wewnetrznym i kregowo-podstawnym. Byly to ogniska w okolicy
tylnego podwzgorza, przegrody i grzbietowo-bocznych jader wzgorza. Wystepujace
tu zmiany w okresie 6 godzin obserwacji ewoluowaly do stadium martwicy tkanki
zarébwno u zwierzat leczonych, jak i nie leczonych. Podanie indometacyny zapobie-
galo natomiast uogélnionym uszkodzeniom tkanki wystepujacym w korze mézgu,
jadrach podstawy oraz w podkorowej istocie bialej. W szczego6lnoéci chronito ono
przed pojawieniem sie tu obrzmienia astrocytow oraz niedokrwiennych zmian ko-
moérek merwowych, nawet w obszarach charakteryzujgcych sie wybiérezg wrazli-
woscig neuronéw na niedostatek tlenu. Ostaniajgce dzialanie indometacyny wiazano
z jej wplywem cytoprotekcyjnym. U wszystkich zwierzgt, ktérym podawano indo-
metacyne stwierdzono nieprawidlowosci w strukturze jaderka, wystepujace za-
rowno w komoérkach nerwowych, jak i glejowych, w postaci mikrosegregacji i po-
jawienia si¢ w nadmiarze ziaren interchromatynowych. Zmiany tego typu uznane
sg za morfologiczny wykladnik zaburzen w syntezie i/lub transporcie kwaséw
nukleinowych. Biochemiczne potwierdzenie tego faktu ograniczy niewatpliwie ze
wzgledu na nastepstwa metaboliczne uzyteczno$¢ indometacyny jako $rodka ogra-
niczajacego skutki tkankowe niedokrwienia mozgu.

BJIMSAHUE MHAOMETALIMHA HA VJIIBTPACTPYKTYPHYIO KAPTUHYV
PAHHUX WIMEMMWYECKUX TIOBPEXIEHUIN MO3I'A MOHIOJIBCKOI'O XOMSKA
(MERIONES UNGUICULATUS)

Pe3iome

OueHUBAIACh JJIEKTPOHHO-MHUKPOCKOMAYECKass KapTHHA MO3ra MOHIOJILCKMX XOMSIKOB, Y KO-
TOpBIX BHYTPHODIOMMHHOE BBEAEHHE MHIOMeTAUMHA B 03¢ 10 Mr/Kr Beca Tesa, Npe/eCTBOBAIIO
JIBYCTODOHHEi TepeBsi3Ke IIEHHBIX apTepuif. Pe3ynbTaThl CPaBHUBAINCH C MATEPHATIOM JKHBOT-
HBIX, ¥ KOTOPBHIX B TAKHX K€ SKCIEPUMEHTAJIBHBIX YCIOBHAX HE NPHMEHSIICA HHIOMETALMH.
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BbuI0 0OHAPYKEHO, YTO MHIOMETAIMH HE BIIMS/I HA [OABJIEHAE W PAa3BHTHE 0YATOB TKAHEBHIX
MOBPEX/ICHHIT B MOTPAHAYHBIX 0OMACTAX GONMBIIAX COCYIOB, MPOHCXOISAIIAX OT BHYTPEHHHMX IOEii-
HBIX apTepHif, a TAK)Ke Ha I'PAHULICE MEXy BHYTPHIICHHON M NMO3BOHOYHO-0A3abHOM CHCTEMaMH.
D70 ObUIH OYard B 0ONACTH 3aqHEr0 IHIOTAJIAMYCA, TIEPErOPOAKHA W CIHHHO-OOKOBBIX SIEp 3pH-
TenbHOTO Oyrpa. M3menenusi, HaGnromaeMele B TeueHHE 6 4acoB HAOIIONEHHIA, PAa3BHBAIMACH 10
CTaJuH HEKPO3a TKaHW, KaK Y JICYHMBIX, TAK W Y HEJIEYMMBIX XKHBOTHBIX. OHAKO, BBEACHHE WH]IO-
MeTaluHa NpeAoTBpamano obiiee NOBPEKACHHE TKAHW, BBICTYNAIOUIee B MO3roBOii Kope, 6a3anb-
HBIX SApax M MOJKOPKOBOM GeioM BemiecTse. B 4aCTHOCTH, OHO NPEAOXPAHSIO OT IOSBJICHHUS
OTeKa aCTPOLMTOB M MIIEMHYECKNX H3MEHEHHi HEPBHBIX KJIETOK, JaXke B 001acTAX XapakTepH-
3YIOLIMXCA W30MpaTebHON YYBCTBHTEIBHOCTHIO HEHPOHOB K HENOCTATKYy KHcimopoma. Oxpans-
IolIee IeHCTBHE WHAOMETAUHHA OOBACHAETCA ero HATONPOTEKIHOHHBIM BIIUSHAEM. Y BCEX XXHBOT-
HBIX, KOTOPBIM BBOJMJICS MHIOMETAUWH ObL1M OOHApYXEHbI HAPYIICHHS B CTPYKTYpe SAPBILIKA,
BBICTYNAIOLIKE KaK B HEPBHBIX, TAK ¥ TIIMAIBHBIX KJIETKAX, B BHIE MUKPOCErPEraldi M MOSABJICHHS
B H30BITKE MHTEPXPOMATHHOBHIX 3epeH. Hapylenus 3TOro THma paccMaTpHBAIOTCA Kak mopdo-
JIOTMYECKHMI{ TOKa3aTe/lb HAPYIIEHH B CHHTE3€ M/HJIM TPAHCHOPTE HYKJICHHOBBIX KHCIOT. BHOXH-
MHYECKOE MOATBEPKICHHE 3TOro ¢axra, BBHIAY META0OIMYECKAX MOCIEACTBAN, HECOMHEHHO Orpa-
HUYMT TIPHTOJHOCTh HMHAOMETALlMHA KaK Cpe/CTBA, OTrPAaHHYEBAIOMIETO TKAHEBBIE IOCIEACTBHS
MIIEMHH MO3ra.
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In the recent years indomethacin, a well known inhibitor of fatty
acid cyclo-oxygenase, has been widely used in experimental studies on
brain ischemia as a factor preventing the damaging effects of prostagland-
ins, the level of which was shown to increase remarkably at the time
of cerebral ischemia and during the postischemic recovery (Ruszczewski
1977; Gaudet, Levine 1979; Gaudet et al. 1980; Iannotti et al. 1981;
Bhakoo et al. 1982). As demonstrated by Abdel-Halim et al. (1980) in-
domethacin in a single dosis of 3 mg/kg body weight reduces the
cerebral synthesis of prostaglandins to 20 percent for at least 8 hours.
Furlow and Hallenbeck (1978), Hallenbeck and Furlow (1979) and Boulu
et al. (1982) noticed that indomethacin premedication of animals subjected
to temporary cerebral ischemia remarkably reduced postischemic abnor-
malities of the regional cerebral blood flow. Indomethacin was also
claimed to prevent development of the postischemic brain edema (Crock-
ard et al. 1980; Iannotti et al. 1981; Bhakoo et al. 1982) and protein ex-
travasation to the brain tissue in experimental arterial hypertension, in-
duced by intravenous administration of adrenaline (Johanson 1981). In
our own studies, it was shown that the indomethacin administered prior
to carotid arteries ligation in Mongolian gerbils prevented appearance of
postischemic microcirculatory abnormalities and reduced to a great ex-
tent nerve tissue lesions, due to ischemic incident (Mossakowski, Kwiat-
kowska-Patzer 1982, 1983). However, electron microscopic studies besides
beneficial effect on the brain tissue, revealed some striking abnormali-
ties in the ultrastructure of nucleoli of nerve and glial cells being unu-
sual for the ischemic nerve tissue alterations (Brierley et al. 1973; Garcia
et al. 1978). This inclined us to study the direct effect of indomethacin
on the nerve tissue in in vivo and in vitro conditions.
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MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on organotypic cultures of the newborn
rats cerebellum and on animals given intraperitoneal injection of in-
domethacin in a dosis identical with that used in experiments on the
temporary brain ischemia (Mossakowski, Gajkowska 1984).

Tissue cultures. Organotypic cultures were prepared from newborn
Wistar rat cerebellar tissue on collagen-coated coverslips and mantained
in Carrel flasks. Nutrient medium, renewed twice weekly, consisted of
50% human serum, 40% balanced salt solution (BBS) and 10 embryo
saline extract, supplemented with glucose to a final concentration of
600 mg/100 ml of medium. The pH of the medium ranged from 7.0 to
7.3. Selected 14 day cultures were subjected for three days to the action
of indomethacin. This drug was added into the incubating medium in
two doses: 4 mg® and 8 mg%. Cerebellar cultures of the same age in
vitro carried out in a routine manner with no addition of indomethacin
served as control ones.

For electron microscopy the cultures were briefly rinsed in Locke
solution. In situ fixation was carried out in buffered glutaraldehyde,
pH 7.2, the postfixation in osmium tetroxide, the embedding in Epon
812. The cultures were cut on an ultramicrotome, counterstained with
uranyl acetate and lead citrate and examined under JEM 7 A electron
microscope.

Animals. Experiments were performed on 4-month-old Mongolian
gerbils (Meriones unguiculatus) of both sexes which were given intraperi-
toneal injection of indomethacin (Merck-Sharp and Dohme Res. Lab.
USA) dissolved in Krebs-Ringer solution in a dose of 10 mg/1 kg. The
drug was administered either 45 min or 6 hrs prior to decapitation. The
control animals were given intraperitoneal injection of the solvent.

The tissue blocks comprising cerebral cortex, hypothalamus, thalamus,
striatum, septal nuclei and Ammon’s horn were fixed in 2.5%0 glutaral-
dehyde in cacodylate buffer, pH 7.2 for 1 h, postfixed in osmium tetra-
chloride for 1 h, washed with Millonig’s buffer, dehydrated in grading
ethanol and embedded in Epon 812. The ultrathin sections were coun-
terstained in grids with uranyl acetate and lead citrate and examined
under JEM 7 A electron microscope.

RESULTS

Studies on tissue cultures. Marked effects of indomethacin on the
nucleoli of both nerve and glial cells were seen after 3 days incubation
of cultures in nutrient medium containing the drug in a dose of 4 and
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Indomethacin and nucleolar ultrastructure 369

8 mg’s. Remarkable variability of size and shape of nucleoli and their
partial segregation were the most striking features (Figs 1, 2, 3, 4). The
shape of nucleoli was more irregular than in normal untreated cultures.
There was partial segregation of RNP granules and fibrils. Relatively
large extranucleolar space of chromatin was visible (Figs 1, 2, 3). The

Fig. 1. Dose of 4 mg®s indomethacin. Partial segregation of the nuclear masses.
Note the granular and dense fibrillar areas’ (arrows) and large extranucleolar
accumulation of chromatin (Chr). X 10 520

Ryc. 1. Dawka 4 mg indometacyny. Jaderko wykazuje czesciowa segregacije.
Widoczna jest czes$é ziarnista i geste skupienia czeéci wildknistej jaderka (strzaiki)
oraz obfite zewnagtrz-jaderkowe nagromadzenie chromatyny (Chr). Pow. 10520 X
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Fig. 2. Dose of 4 mg%e indomethacin. In intranucleolar chromatin many per-
ichromatin granules (arrows) are present. X 10 520

Ryc. 2. Dawka 4 mg®s indometacyny. W chromatynie wewnatrzjgderkowej licz-
ne ziarnistosci (strzalki) perychromatynowe. Pow. 10 520 X

number of perichromatin granules was very high, particularly at the
inner surface of nucleolus-associated chromatin (Figs 2, 3). The granular
portion of nucleoli was smaller than in cells in untreated cultures (Figs
1, 4). In most of the cells nuclei contained dispersed chromatin granules,
but in some of them significant amount of chromatin condensed in
irregular aggregates was seen. In the cytoplasm the Golgi complexes
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Indomethacin and nucleolar ultrastructure 371

Fig. 3. Dose of 8 mg’s indomethacin. Note close relationship of the perichro-
matin granules (arrows) with fibrillar part of nucleolus and intranucleolar chro-
matin. The fibrillar substance of the nucleolus forms irregular figures. X 10520

Ryc. 3. Dawka 8 mg%o indometacyny. Zwraca uwage $cisly zwigzek ziarnistosci
perychromatynowych (strzatki) z czescia wloknistg jaderka i wewnatrzjaderkowg
chromatyna. Cze$¢ wioknista jaderka tworzy réznego ksztalttu figury. Pow. 10 520 X

were well developed and numerous mitochondria and liposomes were
present. In some cells channels of rough endoplasmic reticulum were
widely distended (Figs 2, 4). The above described changes were present
in cultures treated with both drug doses. No significant dose-dependent
differences were noticed, although in some cultures with higher in-
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Fig. 4. Dose of 8 mg’s indomethacin. Fragment of the nucleolus with typical
microsegregation. X 10 520

Ryc. 4. Dawka 8 mg%, indometacyny. Fragment jgderka z typowymi cechami
mikrosegregacji. Pow. 10520 X

domethacin dose the nucleolar abnormalities seemed to be more pro-
nounced.

Studies on animals. In indomethacin treated animals some of the
nerve and glial cells revealed ultrastructural changes in the nucleoli and
cytoplasm. They were more common in cortical and thalamic nerve
cells. Nucleolar changes consisted in segregation of its components into
two distinct zones: granular and fibrillar. The granular component was
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7 o ¥ % - X “
Fig. 5. Cerebral cortex of gerbll 45 min after mdomethacm Note the partial
segregation of granular and fibrillar material. X 10 520

Ryc. 5. Kora moézgowa chomika mongolskiego. 45 min po podaniu indometacy-
ny. Widoczne oddzielenie sie czg$ci ziarnistej i wiokienkowej jaderka. Pow. 10 520 X

separated sharply from other elements (Fig. 5). The granular substance
was usually located in central portion of nucleoli, while the fibrillary one,
as a rule was extruded to their periphery. The extranuclear areas con-
tained numerous perichromatin granules (Figs 5, 6). Amount of the
perinucleolar chromatin was changeable. The chromatin in most of the
nuclei was homogeneously distributed. In the cytoplasm of the cells
some channels of rough endoplasmic reticulum and Golgi complexes
were markedly distended. Most of the channels were electron lucent,
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Fig. 6. Striatum of gerbil 45 min after indomethacin. Partial segregation of
fibrillar and granular compartment of nucleolus and condensed perinucleolar
chromatin (Chr). X 10 520

Ryc. 6. Striatum chomika mongolskiego 45 min po podaniu indometacyny.
Widoczne cze$ciowe oddzielenie sie skladnikéw wiloknistych i ziarnistych jaderka
oraz zageszczenie przyjaderkowej chromatyny (Chr). Pow. 10 520 X

only some of them contained a small amount of flake-like material
(Figs 5, 6).

The above described changes were present in animals sacrificed both
45 min and 6 hrs following drug administration. It seemed that in
animals with longer exposition for the drug the nucleolar changes were
more widely distributed.
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-

DISCUSSION

Our observations disclose of the influence of indomethacin on the
cellular metabolism of the central nervous system. The drug induces
atypical nucleolar segregation, known under the name of microsegrega-
tion. This is characterized by the juxtaposition of granular and fibrillar
nucleolar compartments, without their segregation into completely sep-
arated zones. Similar nucleolar lesions were observed in other tissues
after cordycepin and campthotecin action (Puvion et al. 1974; Gajkow-
ska et al. 1977) and were considered as morphological evidence of
disturbances in normal synthesis or processing of nucleolar RNA. The
observed nucleolar segregation was concomitant with an accumulation
of perichromatin granules not only within nuclear chromatin located in
the extranuclear areas but also at the surface of the nucleolar RNA
components. It was only recently, that cytochemical and electron micro-
scopic-autoradiographic studies were undertaken to explain the functional
significance of perichromatin granules (Kumar, Wu 1973; Puvion et al.
1976; Gajkowska et al. 1977). It was suggested that, with a great proba-
bility these abnormal granules corresponded to storage forms of either
nontransported or abnormally processed ribosomal RNA. Our observa-
tions on nucleolar alterations induced by indomethacin in vitro and in
vivo are in good agreement with previous studies on the action of some
antimetabolites on the nucleic acids metabolism in non-neural tissue
(Monneron, Bernhard 1969; Monneron et al. 1970; Vazquez-Nin, Bern-
hard 1971; Puvion et al. 1974; Nash et al. 1975). Microsegregation of
nucleolar substances concomitant with abnormal perichromatin granules
accumulation in the nerve tissue cellular elements under the action of
indomethacin may suggest that the drug induces impairment in either
nucleolar RNA processing or r-RNA transport. In that case remote
effects of indomethacin may be harmful to the nerve tissue metabolism.
This side effects of the drug, if confirmed in biochemical studies, will
certainly limit its usefulness in the cerebro-vascular events, despite its
protective role in the development of postischemic tissue alterations.

WPLYW INDOMETACYNY NA ULTRASTRUKTURE JADERKA
Doniesienie wstepne

Streszczenie

Przes$ledzono wplyw indometacyny na ultrastrukture jaderka komoérek nerwo-
wych i glejowych w warunkach in vivo i in vitro.

Wykazano, ze pod wplywem leku dochodzi do mikrosegregacji jaderka i do nie-
prawidlowego mnagromadzenia ziaren perichromatynowych zaré6wno wsréd, jak
i na powierzchni okolojagderkowej chromatyny.
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Spostrzezenia te sugerujg, ze indometacyna, podobnie jak szereg substancji
antymetabolicznych moze prowadzi¢ do zaburzenia dojrzewania jgderkowego RNA
lub upos$ledzenia transportu r-RNA. Ten uboczny efekt dzialania leku, jesli znaj-
dzie potwierdzenie w badaniach biochemicznych, ograniczy niewgtpliwie jego uzy-
teczno$¢é w zapobieganiu tkankowym nastepstwom niedokrwienia moézgu.

BJIMSSHUE MHAOMETALIMHA HA VJIBTPACTPYKTVPY SAPBIMKA
Kpartkoe coobuieHue

Pe3ome

WccnenoBanock BIMSAHAE HHAOMETAUAHA HA YJIBTPACTPYKTYPY SAPBILIKA HEPBHBIX H TIJIH-
SUTbHBIX KJIETOK B YCJIOBHSIX in vivo H in vitro.

Bbu10 moka3aHo, 4TO MO BIHSHHEM IpernapaTa HaCcTymaeT MUKPOCerperayus siApbliika W He-
TNPaBHIBHOE CKOIUICHHE NePHXPOMATHHOBHIX 3€peH, Kak BHYTDH, TaK H HA MMOBEPXHOCTH OKOJIO-
SAPBIMIKOBOTO XPOMATHHA.

Ot HaOMIOAeHHS MOKA3BIBAIOT, YTO HHIOMETALMH, KAK ¥ PAX aHTAMETa00IHYECKHX BELIECTB
MOJKET BECTH K HapyIIeHHIO co3peBanus sapsimkosoit PHK wiu k yxyaumenunio Tpancnopra p-PHK.
OtoT mobGouHsIi 3ddexT BaAsHAA npenapara, eciad OyaeT HOATBEPKICH B OHOXHMHYECKAX HCCIIe-
JIOBAaHHUAX, HECOMHEHHO OrPAaHHYUT €ro MPHTrOJHOCTH I HPSAOTBPALICHHS TKAHEBBIX MOCIEI-
CTBHM HMINEMHH MO3ra.
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THIOACETAMIDE-INDUCED
HEPATIC ENCEPHALOPATHY IN THE RAT
Clinical Observations
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Recently in this laboratory a model of hepatic encephalopathy (HE)
was developed consisting in repeated administrations into rats of thio-
acetamide (TAA) (Hilgier et al. 1983; Krasnicka et al. 1983). The procedure
appears to be particularly well suited for studying the development of
distinct metabolic stages of the disease within a relatively short time
(Albrecht 1984; Albrecht, Hilgier 1984; Hilgier, Albrecht 1984). This paper
describes in some detail the results of electrocorticographic (ECoG) and
electrocardiographic (ECG) studies and behavioral observations made on
the animals at various stages of HE in the same model.

MATERIAL AND METHODS

The experiments was performed on 20 female Wistar rats weighing
180—220 g. The animals received intraperitoneal injections of 250 mg/kg
body weight of TAA in physiological saline, at 24 h intervals, respecti-
vely twice (48 h group), thrice (72 h group) and four times (94—96 h
group) (Hilgier et al. 1983; Albrecht, Hilgier 1984).

For implantation of ECoG electrodes the animals were anesthetized
with ether. Silver needle electrodes were inserted through holes bored in
the skull above the left hemisphere in the fronto-parietal, parieto-occipi-
tal and frontal sinus regions and placed epidurally. One bipolar and two
monopolar leads were employed. To eliminate the effects of ether, the
ECoG recordings were made 2 h after implantation. Both the ECoG and
ECG (second limbic lead) activities were recorded with an 8-channel EEG
apparatus (Accutrace-8, Beckman). The paper speed was 15 mm/sec.

Observations of the behavior and breathing rate of the rats were car-
ried out throughout the whole period of experiment.
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RESULTS

ECoG

The ECoG activity in control animals consisted of 8-17 cps 10—
100 nV waves, separated by low frequency (2—5 cps) waves of amplitude
reaching 220 uV. Beside, a great number of theta waves of varying ampli-
tude and a few delta waves were a constant element of the recordings
(Fig. 1).
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Fig. 1, ECoG and ECG changes after thioacetamide administration. Observa-
tion period: 48—94 h after the first administration of TAA. Time constant:
0.03 sec

Ryc. 1. Zmiany ECoG i EKG po podaniu tioacetamidu. Okres obserwacji: 48—
94 godz po pierwszym podaniu TAA. Stala czasu: 0,03 sek

In the recordings from the 48 h group, there dominated 18—26 cps
waves arranged in spindles of amplitude ranging from 5—10 to 50—70 uV.
Beside, numerous 5—7 cps 40 pV waves and single 2—3 cps 65 pV waves
were noted (Fig. 1).

After three TAA administrations (72 h) a marked enrichment of the
recording was observed. It mostly consisted of 18—23 cps 65 pV waves
and 23—33 cps, 10—45 uV spindles. Beside, 4—7 cps 60 pV waves and
sporadically 2—3 cps 45 uV waves were present (Fig. 1).
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Critical changes in the recordings were observed after the fourth TAA
administration (94—96 h group). In the 94th hour, 18—22 cps waves of
varying amplitude, typically present in the 72 h group, were separated
by a significant number of single — or groups of — slow waves. Nume-
rous 125 uV peaks occurred independently or preceded the slow waves.
Thirty minutes later, an instant decrease of the frequency and ampli-
tude of the recordings was noted (Fig. 2). Single 100 uV delta waves and
very low amplitude (5—10 uV) waves characterized the recording. In the
95th hour, 75 uV delta waves were still sporadically present and 1 h later
the recordings became isoelectric (Fig. 2).
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Fig. 2. ECoG and ECG changes after thioacetamide administration. Observa-
tion period: 94.5—96 h after the first administration of TAA. Time constant:
0.03 sec
Ryc. 2. Zmiany ECoG i EKG po podaniu tioacetamidu. Okres obserwacji:

94,5—96 godz po pierwszym podaniu TAA. Stala czasu: 0,03 sek

ECG

In the control animals, the ECG recordings showed regular sinusoidal
rhythm with a frequency of 390-—420/min (Fig. 1). In the 48 h group the
first manifestations of cardiac dysfunction were recorded, consisting of
bradycardia (200—220/min), an increase of P amplitude, prolonged du-
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ration of QRS complex and elevation of ST with disappearance of Q. In
the 72 h group the pulse rate was 240—260, the P amplitude was further
increased, the ST changes were maintained, though less pronounced and
T has begun to reverse. In the 94th h, the pulse rate was 300—310/min,
the pulse was regular, the ST changes persisted and T was reversed
(Fig. 1). Thirty minutes later, the P and ST changes retreated, the pulse
rate was 230—250/min and the QRS amplitude was increased from
160 nV in control to 260 uV. In the 95th hour, slight elevation of ST and
a pulse rate of 200—220/min were recorded. In the following 30 min, bra-
dycardia has further developed to 180—72/min and the QRS complex
was characterized by amplitude variations ranging from 360—80 nV. This
was followed by myocardial arrhythmia and ventricular tachycardia
(Fig. 2). Death usually occurred around the 96th hour.

Clinical and behavioral status

Following one TAA administration (during the first 24 h) the animals
showed no deviation from the control condition. Later the rats have
begun to show such symptoms as slowing down of movements, forced
changes of the body position and lack of attempts to leave the cage. The
animals were loosing agility and elasticity and payed no attention to the
environment. The animals of the 48 h group have frequently assumed
a maximally curled up position of the body and appeared to have lost
reaction to audial or visual stimuli.

Following the third TAA administration (72 h group) the disturbances
have further advanced, assuming the form of akinesia, areflexia and
stupor. The condition of the animals approached somnolence. The breat-
hing rate has gradually decreased throughout the period of experiment,
from 150—130/min in control animals to 80—60/min after four adminis-
trations of TAA (95.5 h group).

In the last hour of the experiment (96 h) the animals were characte-
rized by total lack of coordination of movements, tremor of the limbs
and clonic-tonic convulsions. Some further disturbances included involun-
tary pawing, catching breath, cyanosis and exhaustive diuresis. Beside,
all the animals showed akinesia, areflexia, flaccidity of muscles, and
a decrease of pulse and breathing rate — a combination of symptoms typi-
cal for a comatous condition. All the animals without exception died
around the 96th hour.

DISCUSSION
Changes in all the parameters under study became for the first time

apparent after two administrations of TAA (the 48 h group), which cor-
relates well with the appearance of changes in the cerebral metabolism
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in the same model (Albrecht, Hilgier 1984). Noteworthy, the pattern of
biochemical changes at this early stage was interpreted to be indicative
of metabolic stimulation of the brain rather than of advanced encephalo-
pathy. The results of the electroencephalographic measurements appear
to confirm this conclusion. The ECoG recordings at this stage were cha-
racterized by increased frequency and decreased amplitude of the waves,
which is in sharp contrast to what has been reported for more advanced
stages in patients and in different models. Holm et al. (1977) and Fischer
(1977), who have studied long-term HE with very high hyperammonemia
and symptoms of coma induced by TAA in the cat, reported decreased
frequency in their ECoG recordings, which was accompanied by either
an increase or a decrease of amplitude. In turn Opolon et al. (1976) in
their studies on the hepatic devascularization model in the pig, have
observed ECoG recordings where initially both the frequency and the
amplitude were increased. In patients with acute fulminant hepatic
failure, a slowing of cerebral electrical activity has been a frequent phe-
nomenon (Hoyumpa et al. 1979). On the other hand, the ECoG changes
observed in this study in the 48 h group, resemble those recorded by
Lenartowicz (1961) following the infusion of ammonium salts under light
ether anesthesia. The decrease of amplitude of ECoG as a characteristic
effect of ammonia was originally emphasized by Cohn and Ulshafer
(1958). The present results are thus consistent with the earlier observa-
tion of moderate hyperammonemia at the same stage of the experiment
(Albrecht, Hilgier 1984).

The changes in ECoG noted after subsequent TAA administrations,
including in particular the occurrence of high voltage and paroxysmal
slow wave forms, were typical of HE gradually advancing from excita-
tion to coma. Notably, the recordings made at subsequent intervals cor-
responded well with stages 3—1 of the progression of the disease, accor-
ding to the classification of Opolon et al. (1976).

All the stages of HE in the present model were accompanied by mar-
ked changes in the cardiovascular and respiratory systems and by be-
havioral abnormalities. The changes in ECG, in particular the ST and T
changes, as well as cardiac arhythmia, are interpreted to have manifested
the condition of hypoxia, which was related to gradually decreasing
breathing rate (cf. Pluta 1982). It remains to be envisaged whether these
cardiac changes are a consequence of hepatic encephalopathy or of direct
toxic action of thioacetamide or its metabolites. More elaborate studies
on the behavioral correlates of different stages of HE in this model are
under way.

In conclusion, the present study appears to have confirmed the major
advantages of using the TAA model, which were earlier demonstrated in
biochemical investigations: the possibility to envisage distinct stages of
HE in a short time and with high reproducibility.
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ENCEFALOPATIA WATROBOWA U SZCZUROW
WYWOELANA PODAWANIEM TIOACETAMIDU
Obserwacje kliniczne

Streszczenie

Przeprowadzono badania elektroencefalograficzne (ECoG) i elektrokardiograficz-
ne (EKG) oraz oceniono zachowanie sig¢ szczuréw w doswiadczalnej encefalopatii
watrobowej wywolanej przez kilkakrotne podanie tioacetamidu (TAA) w dawce
250 mg/kg masy ciala. Pierwsze zmiany w zapisach ECoG stwierdzano w 24 godzi-
ny po dwukrotnym podaniu TAA (grupa 48 godz.). Zmiany charakteryzowaly sie
zwiekszeniem czestotliwo$ei i zmniejszeniem amplitudy fal, co stanowi przeciwien-
stwo obrazu opisywanego w zaawansowanych stadiach schorzenia w innych mode-
lach doswiadczalnych. Spostrzezenie to zinterpretowano jako wykladnik tzw. po-
budzeniowej, ,,metabolicznej” fazy encefalopatii, co potwierdza wyniki badan bio-
chemicznych przeprowadzonych na tym samym modelu doswiadczalnym. W péz-
niejszych fazach doswiadczenia (po 3 i 4 podaniach TAA) zapis ECoG zblizal
sie do obrazu typowego dla $pigczki watrobowej. Narastaniu zmian ECoG towa-
rzyszylo poglebianie sie nieprawidlowosci w zapisie EKG, $wiadczacych o nie-
dokrwieniu mie$nia sercowego oraz zmian zachowania zwierzat — od stanu pobu-
dzenia do stanu $pigczki. Uzyskane wyniki potwierdzaja przydatnosé zastosowanego
modelu do szybkiej obserwacji réznych stadiow zaawansowania encefalopatii watro-
bowej.

TIEYEHOYHAS SHUE®AJIOTIATUA V KPBIC BBI3BBAHHAS
BBEJJEHVEM THMOALIETAMUIA
Knuuuveckue HabmroneHus

Pe3ome

B nposeneHsl asekTpodnnedanorpaduueckne (DKol) m  anekTpoxapamorpadmuyeckue
uccaemosanus (KI), a TakkKe OUEHMBAIOCH IIOBECHHE KPBIC NP IKCIEPUMEHTAIbHON MeYeH0Y-
HOM sHuedanonaTuy, BHI3BAHHON HECKONbKUMHU BBeAeHHAMH THoauetamuaa (TAA) B mose 250
mr/kr Beca Tena. ITepebie m3menenus B 3amucsax DKol 6bum oGHapyxens! uepe3 24 uwaca mocne
neykpatHoro Beemenusi TAA (rpymnma 48 dac.). VI3MeHeHMsi XapaKTe€pPH30BaIUCh TNOBELIIEHAEM
YaCTOTHl M CHHXKEHHEM AMIUIMTYIbI BOJH, 4TO SIBJISETCS MPOTHBOIMOJIOKHOCTBIO KAPTHHBI, OIH-
CHIBAEMOI MPH [AJIEKO 3aleAAX CTaaAusiX 3a00JIeBaHus B JIPYIHX HKCOCPUMEHTANIBHBIX MOAEIAX.
Or10 HabMoAEHNEe MHTEPNPETHPYETCA Kak IoKa3aTellb TAaK Ha3biBaeMo# BO30yIuTENbHOH, ,,Me-
Tabomuueckoi” (a3el dHUEDANONATHH, YTO MOATBEPXKIACT PE3yNbTAThl GHOXMMHYECKHX MCCIC-
JIOBaHMii, MPOBEACHHBIX HA 3TOM JXe 3KCIEePHMEHTaIbHOM Mozenu. B Oonee mo3gmux ¢aszax 3xc-
nepumenTa (nocne 3 u 4 Beepenuit TAA) 3amucs OKol' npubmmkanack K THIUYHOMN IS IEYEHOY -
HOM XOMBI, KapTure. Ycunenue uismeseHuit DKol conpoBoxaanoch yriyOieHueM HapyIeHMit
B 3amucu OKI, cBuaerensCTByOMMM O0 MINEMHH CEpAEYHON MBIMIIBI, & TAKXKE M3MEHEHUSMH
MOBECHNUS )KUBOTHBIX — OT COCTOsIHHS BO30YXKIEHHSI IO COCTOSHHS KOMBI. Iloy4YeHHBIe pe3ylib-
TaThl HOATBEPXKIAIOT NMPHIOAHOCTh, MPHUMEHEHHON MOAEIH /il ObICTPOro HAOG/IIONEHHs Pa3HBIX
CTajamii pa3sBHTHA NEYCHOYHOM 3HUedalonaTHH.
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ELZBIETA KIDA, KRYSTYNA RENKAWEK, TERESA PIOREK

OBRAZ NEUROPATOLOGICZNY NASILONEJ DYSKINEZY
TWARZOWO-JEZYKOWEJ

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
i Klinika Neurologiczna ZNK II Wydzialu Lekarskiego AM

Ruchy mimowolne o typie dyskinezy twarzowo-jezykowej stanowig
niejednorodny pod wzgledem etiologii zesp6l objawow klinicznych o nie-
znanej patogenezie. Posta¢ samoistna dyskinezy twarzowo-jezykowej
wystepuje u ludzi starych (Kameyama i wsp. 1974; Delwaide, Desseilles
1977). Rzadziej spotyka sie przypadki, gdy ruchom mimowolnym towa-
rzyszg dystoniczne skurcze odpowiednich grup miesniowych, jak ma to
miejsce w tzw. chorobie Meige’a (Altrocchi, Alto 1972; Tolosa 1981). Wy-
stepujg one rowniez w postaci dyskinez polekowych, spowodowanych
dlugotrwalym przyjmowaniem neuroleptykéw (Faurbye 1970; Simpson,
Kline 1976), preparatow L-DOPY (Chase, Tamminga 1979) i fenytoiny
(McLellan, Swash 1974). Dyskinezy twarzowe stanowi¢ mogg takze jeden
z objawow bogatej symptomatologii klinicznej w nabytych i dziedzicz-
nych chorobach moézgu, takich jak: encefalopatia watrobowa (Victor
i wsp. 1965; Nielubowiczowa, Tarnawska 1973; Finlayson, Superville
1981), plgsawica Huntingtona czy plgsawica starcza (Bruyn 1968).

W kazdej z wymienionych grup schorzen istniejg pewne cechy cha-
rakterystyczne dla obserwowanych ruchéow w obrebie twarzy. Sponta-
niczne dyskinezy twarzowo-jezykowe spotykane u oséb po 60 roku zycia,
z wyrazng przewagg kobiet, cechuje stereotypowos¢ ruchéw, ich nie-
rytmicznos¢, rozna czestotliwose (od 7 do 100 na minute) i amplituda oraz
stopniowe nasilanie sie wraz z czasem trwania choroby. Wyraznie zmniej-
szajg sie one lub ustepujg w stanach sennosci lub snu (Delwaide, Desse-
illes 1977).

W encefalopatiach watrobowych typowe sa ruchy mimowolne warg,
jezyka i twarzy polegajace na wysuwaniu jezyka, robieniu z ust ryjka,
mlaskaniu, oblizywaniu i grymasach twarzy (Nielubowiczowa, Tarnawska
1973; Finlayson, Superville 1981). Ruchy te czesto obejmujg takze kon-
czyny i tuldéw, nasilajgc sie¢ w stanach pogorszenia i ustepujac w okre-
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sach poprawy klinicznej, chociaz znane sg tez przypadki ich utrwalania
sie (Hurwitz, Montgomery 1965). Ruchy obserwowane w péznych dyski-
nezach polekowych przypominaja najbardziej ruchy plasawicze, czesto
obejmujgc takze konczyny i tutow (Klawans 1976).

Badania neuropatologiczne majace na celu znalezienie wykladnika
morfologicznego dla poszczegélnych form dyskinez twarzowych, z wy-
jatkiem obszernego materialu dotyczacego encefalopatii watrobowych,
sq nieliczne i dostarczajg czesto odmiennych danych.

Przedmiotem niniejszej pracy jest przedstawienie obrazu klinicznego
dyskinezy twarzowo-jezykowej o specyficznym charakterze ruchéw mi-
mowolnych i zmian morfologicznych, moggcych tlumaczyé objawy kli-
niczne.

OBRAZ KLINICZNY

Chora J. N., lat 75, przyjeta byla do Kliniki Neurologicznej ZNK II
Wydzialu Lekarskiego w Warszawie (Kierownik — prof. H. Jedrzejow-
ska) 30.10.1980 r. z powodu znacznie nasilonych ruchéw mimowolnych
w obrebie jezyka i zuchwy. Ruchy te pojawily sie po raz pierwszy przed
okolo poéttora roku przed przyjeciem do Kliniki ..., ale wystepowaly spo-
radycznie i w mniejszym stopniu. Na tydzien przed hospitalizacjg doleg-
liwosci zwigkszyly sie; z powodu stale utrzymujgcych sie ruchéw mimo-
wolnych chora miata duze trudnosci z jedzeniem, mowa stala sie dyzar-
tryczna, nastepnie dolaczyly sie zaburzenia postawy i chodu.

W 1975 r. chora przebyla lewostronng mastektomie z powodu raka sut-
ka (rozpoznanie histopatologiczne: carcinoma solidum dispersum partim
adenoides). W 1979 r. z powodu kilku epizodéw utraty przytomnosci
z przemijajagcym oslabieniem prawych konczyn miala wykonang tomo-
grafie komputerowag mozgu, ktéorej wynik byt prawidtowy. W wywiadzie
ponadto rozpoznana byla przed 15 laty niedoczynno$é¢ tarczycy oraz cze-
ste wzdecia po ciezkostrawnych pokarmach. Leczona byla $rodkami na-
sercowymi, preparatami tarczycy oraz przez krotki okres fenytoing
w dawce 150 mg dziennie. Do czasu obecnej hospitalizacji nie przyjmo-
wala neuroleptykéw, pochodnych L-DOPY czy cholinolitykow.

Przy przyjeciu u chorej stwierdzono, z odchylen w stanie internis-
tycznym: pojedyncze trzeszczenia u podstawy pluc oraz wyczuwalng wa-
trobe na 1 palec ponizej luku zebrowego. Cisnienie tetnicze130/80 mm Hg,
akcja serca miarowa.

Badanie neurologiczne wykazalo, ze pacjentka byla przytomna, spo-
wolniata psychoruchowo. Mowa byla niewyrazna, niezrozumiata z powodu
stalych, uporczywych ruchéw mimowolnych w obrebie dolnej polowy
twarzy. Ruchy te mialy charakter stereotypowy i polegaly na szybkim
wysuwaniu jezyka daleko na brédke z nastepowym jego zbaczaniem,
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zawsze w strone prawa, az do kacika zewnetrznego ust. Na skorze brody
stwierdzono maceracje naskorka. Czasami dolgczalo sie takze skrecanie
zuchwy w prawo. W zakresie konczyn ruchy czynne i sila byly prawid-
lowe. Zwracalo uwage wzmozenie napigcia miesniowego o typie plastycz-
nym z objawem kola zebatego w prawej konczynie gérnej. Nie bylo drze-
nia spoczynkowego, pozycyjnego czy zamiarowego. Odruchy fizjologiczne
byly miernie zywe, czucie niezaburzone, objawy patologiczne nie wy-
stepowaly. Chora samodzielnie nie potrafita stac.

Po podaniu haloperidolu w dawce 2 mg dziennie uzyskano znaczne
zmniejszenie ruchow mimowolnych, ale ze wzgledu na pojawiajgcy sie
sennos¢, a nastepnie stany goraczkowe i przemijajacy niedowlad prawo-
stronny lek odstawiono. Ogélny stan chorej po podaniu antybiotykow,
nawodnieniu i srodkach krazeniowych poprawil sie, natomiast nasility sie
ponownie ruchy mimowolne. W ciggu dalszej obserwacji u chorej po-
jawily sie silne wzdecia brzucha, wymioty, zaparcia. Stwierdzono obec-
nos¢ wolnego plynu w jamie otrzewnowej i oplucnej oraz masywne
obrzeki konczyn dolnych. Po $rodkach moczopednych i uzupeklieniu nie-
doboréow bialkowych oraz przetoczeniach krwi uzyskano ponownie po-
prawe stanu klinicznego. Zwracalo uwage, ze ruchy mimowolne wyraznie
nasilaly sie w okresach poprawy, natomiast zdecydowanie zmniejszaly
w stanach pogorszen z okresami patologicznej sennosci.

Na kilka dni przed zgonem dolgczyla sie niewydolnosé krazenia ze
spadkiem ci$nienia tetniczego, senno$¢ na zmiane ze stanami pobudzenia
psychoruchowego oraz niewydolnos¢ oddechowa. Chora zmarta 19.01.
1981 r. po ponad 2-miesiecznym pobycie w oddziale.

Badania dodatkowe: OB — 7 mm. Morfologia — Hb 7,6 g%, erytrocy-
ty 2520 000, leukocyty 3 500 z prawidlowym rozmazem. Surowica: mocz-
nik 98 mg%o, kreatynina 2 mg®. Cukier — od wartoéci prawidlowych
do 18 mg®bo pod koniec zycia. Transaminazy 52,72 j. Proteinogram: bial-
ko calkowite 5,2 g%, albuminy 49,4%, alfa,-globuliny 4,4%o, alfa,-globu-
liny 7,2%, beta-globuliny 12%, gamma-globuliny 27%. Bilirubina 2mg®o.
Cholesterol 108 mg®o. Wskaznik protrombinowy 77%. Przej$ciowo niskie
wartosci potasu (2,7 mE) oraz podwyzszony poziom fosfatazy zasadowej
(120—170 j.). Plyn moézgowo-rdzeniowy: cytoza 3, biatko 22 mg%s. EEG:
zapis niskonapieciowy, bez czynnosci alfa, z przewaga czynno$ci theta
6 Hz o amplitudzie 20—40 pV. Okresowo czynnosé¢ bioelektryczna zani-
kata, zwlaszcza po stronie lewej. Ponadto nad polkulami mézgu wystepo-
wala polimorficzna czynnos¢ fal 5 Hz o amplitudzie do 50 uV.

Rozpoznanie kliniczne: Dyskinesis oro-mandibularis probabiliter vaso-
genes (focus organicus in regione nucleorum basalium susp.). Ischaemia
cerebri reversibilis in reg. vasc. a. cerebri mediae sin. subs. hemiparesi
dextra cum aphasia transitoria recidivans. Status post operationem mam-
mae sinistrae. Morbus noeplasmaticus generalisatus susp. Ascites. Myo-
cardiopathia arteriosclerotica in stadio insufficientiae circulatoriae.
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Sekcja ogoélna wykazala: miazdzyce uogolniona duzego stopnia, za-
palenie pluc i oskrzeli oraz liczne ropnie watroby. W badaniu histopato-
logicznym nie stwierdzono ropni watroby, stwierdzono natomiast obecnos¢
w watrobie ognisk raka przerzutowego, z punktem wyjscia prawdopodob-
nie z usunietego sutka (dr K. Filipowicz).

BADANIE NEUROPATOLOGICZNE

Mozg po utrwaleniu w formalinie wazy! 1410 g. Sekcja makroskopowa
mozgu wykazala dyskretnie wyrazone cechy zaniku moézgu przy jedno-
cze$nie niepogrubiatych, spadnietych naczyniach podstawy zawierajacych
jedynie pojedyncze blaszki miazdzycowe.

Do badania mikroskopowego pobrano skrawki z plata czolowego, cie-
mieniowego, skroniowego, obustronnie zwoje podstawy na wysokosci glo-
wy jadra ogoniastego oraz rozwiniete zwoje podstawy ze wzgoérzem, srod-
mozgowie, most, opuszke i mozdzek. Zastosowano barwienia: H—E, Klii-
vera—Barrery, PAS, PAS-dimedon, Bielschowsky’ego, Perlssa, Cajala.

Badanie mikroskopowe mozgu wykazalo obecnos¢ rozleglych zmian
zwyrodnieniowych i opustoszen komorkowych w zwojach podstawy.
W czeéci grzbietowo-boczno-tylnej prawej skorupy stwierdzono obecnosc
pél martwiczych o charakterze martwicy gabczastej bez odczynu glejo-
wego (ryc. 1), natomiast z bardzo dyskretng proliferacjg wlosniczek na

¥ ; Fe 3 L4 T % 1. g x
Ryc. 1. Ognisko martwicy gabczastej w prawej skorupie. H—E. Pow. 25 X
Fig. 1. Spongiotic necrosis in the right putamen. H—E. X 25

Ryc. 2. Pole martwicy niezupelnej w prawej skorupie. Kliiver—Barrera. Pow.
[ 100 X

Fig. 2. Focus of uncompleted necrosis in the right putamen. Kliiver—Barrera.
X 100
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obwodzie ogniska. Drobne, rozsiane martwice o podobnym charakterze
stwierdzono w galce bladej. W czesci przedniej prawej skorupy stwier-
dzono pole martwicy zawierajace astrocyty odczynowe wsréd bladej tkan-
ki pozbawionej komoérek nerwowych, z czesciowo zachowanymi, uszko-
dzonymi peczkami wlokien mielinowych (ryc. 2). W pozostalych fragmen-
tach zwojow podstawy obserwowano znacznego stopnia rozsiane opusto-
szenia komoérkowe oraz znacznie nasilone zmiany zwyrodnieniowe ko-
moérek nerwowych o charakterze glownie zmian przewleklych, rzadziej
ischemicznych. Zmiany zwyrodnieniowe obserwowano gléwnie w skoru-
pie, mniejsze nasilenie zmian wystepowalo w galce bladej i jadrze ogo-
niastym. Podobne zmiany zwyrodnieniowe, z przewaga stluszczenia ko-
morek, wystepowaly w poszezegélnych jadrach wzgorza. W przeciwien-
stwie do nasilenia zmian komoérek nerwowych w zwojach podstawy gle-
joza byla niewielka z obecno$cig nielicznych komérek gleju przejscio-
wego i ,,nagich” jader (ryc. 3).

Wokoél wielu naczyn dochodzilo do tworzenia mniej lub bardziej roz-
legtych martwic i pustych jamek porozmieknieniowych. Drobne naczynia
zwojow podstawy wykazywaly pogrubienie $cian i ich zeszkliwienie, na-
tomiast naczynia wigksze, a wiec drobne tetniczki, nie mialy nasilonych
zmian przerostowych Scian.

Ryc. 3. Skorupa. Zmiany zwyrodnieniowe neurocytéw oraz nieliczne komorki
Alzheimera typ II. H—E. Pow. 200 X

Fig. 3. Putamen. Degenerative changes of neurons and a few Alzheimer’s
cells type II. H—E. X 200
Ryc. 4. Ubytki komérkowe w j. miejsca sinawego oraz glejoza okolokomorowa
H—E. Pow. 60 X

Fig. 4. Loss of the cells in locus coeruleus and cellular gliosis around the
ventricle. H—E. X 60
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W $rédmozgowiu istota czarna byta prawidlowo zachowana z obecnoscig
znaczne]j ilosci zachowanej melaniny w neurocytach. W moscie, w jadrze
miejsca sinawego obecne byly obustronnie ubytki komoérkowe, drobne
jamki z proliferacja astrocytéw oraz pojedyncze skupienia barwnika leza-
cego pozakomoérkowo (ryc. 4).

W opuszce jadra nerwoéw czaszkowych nie byly uszkodzone, natomiast
obserwowano znaczne stluszczenie komoérek nerwowych oliw dolnych
z wyrazng glejoza astrocytarng i mikroglejowa podscieliska (ryc. 5).

Ryc. 5. Zmiany zwyrodnieniowe neurocytoéw oraz pomnozenie komoérek glejo-
wych w oliwie dolnej. H—E. Pow. 200 X

Fig. 5. Degenerative changes of neurons and enhanced number of glial
cells in the inferior olive. H—E. X 200

Ryc. 6. Martwica gabczasta w rogu Amona, zmiany zwyrodnieniowe neuronow,
glejoza komoérkowa. H—E. Pow. 200 X

Fig. 6. Spongiotic necrosis in the Ammon’s horn, degenerative changes of neu-
rons and cellular gliosis. H—E. X 200

W korze, zwlaszcza okolic centralnych, stwierdzono rozlane ‘opustosze-
nia komérkowe oraz zmiany ischemiczne i przewlekle zachowanych neu-
ronéw. W impregnacji srebrowej metodg Bielschowsky’ego uwidocznily
sie pojedyncze plytki starcze w powierzchniowych warstwach kory moz-
gu oraz znaczne nagromadzenie neurofibrylli w neuronach.

W glebokich warstwach kory czolowej i ciemieniowej oraz na zlgczu
korowo-podkorowym obserwowano niewielkie pola zgabczenia tkanki bez
wyraznego odezynu glejowego. W poszczegolnych okolicach kory moézgu
wystepowala nieznaczna proliferacja gleju astrocytarnego, ktéry w gleb-
szych warstwach kory przybieral posta¢ gleju przejsciowego Stadlera
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z nieduzg domieszkg komoérek Alzheimera typu II. Obserwowano tez
drobne pasma martwicy warstwowej w korze wyspy i w rogu Amona
(ryc. 6). W istocie bialej podkorowej stwierdzono obecno$¢ zmian obrze-
kowych, gléwnie okolonaczyniowych z pojawianiem sie niekiedy odczynu
astrocytarnego, badz tez barwnika krwiopochodnego.

W moézdzku stwierdzono niewielkie ubytki komérkowe i zmiany zwy-
rodnieniowe w warstwie komoérek Purkinjego z towarzyszgcg nasilong
proliferacjg warstwy gleju Bergmanna.

OMOWIENIE

Glownym punktem zainteresowan klinicznych, jak tez bodzcem do
przeprowadzenia szczegélowych badan neuropatologicznych w powyz-
szym przypadku, byly obserwowane ruchy mimowolne jezyka, a nastep-
nie zuchwy, ktérych uporczywos¢ doprowadzila do glebokich zaburzen
artykulacji i przyjmowania pokarmoéw. Nie obserwowano przy tym zad-
nych ruchéw mimowolnych w obrebie gornej czesci twarzy czy tez
konczyn. :

W poszukiwaniu patogennego czynnika dyskinezy u opisywanej chorej
nalezy wzig¢ pod uwage zaréwno encefalopatie watrobowg w przebiegu
przerzutéw raka do watroby, jak i mozliwos¢ samoistnej dyskinezy wieku
podesztego. Na podstawie obrazu klinicznego nalezy przyjaé, ze typ ru-
chow wystepujacych w tym przypadku rézni sie od dyskinez opisywanych
w encefalopatiach watrobowych, ktore krotko scharakteryzowano we
wstepie pracy. Jako czynnik patogenny mozna takze odrzuci¢ krétko-
trwate przyjmowanie matych dawek fenytoiny.

W obrazie klinicznym zwraca uwage, ze zaréwno ruchy jezyka, jak
i zuchwy byly wybitnie zlateralizowane i stereotypowe, co moglo sugero-
wac wigksze lub wybidreze uszkodzenie struktur OUN po jednej stronie.
Znalazlo to potwierdzenie w obrazie zmian morfologicznych stwierdzo-
nych badaniem mikroskopowym. Zaréwno bowiem ognisko martwicy
gabczastej, jak i martwicy niezupelnej, naczyniopochodnej wystepuje
w obrebie skorupy prawej, przy czym jedno z nich w cze$ci grzbietowo-
boczno-tylnej, drugie natomiast w czesci przedniej. Ta lokalizacja zmian
morfologicznych i ich jednostronnos¢ sugeruja zwigzek uszkodzen struk-
turalnych z charakterem oraz wystgpieniem ruchéw mimowolnych.

Korelacja zmian strukturalnych z objawami klinicznymi poszczegdl-
nych postaci dyskinez nie zawsze daje wyniki potwierdzajgce zaleznosé
objawéw klinicznych od uszkodzen strukturalnych w mézgu. W encefalo-
patii watrobowej, w ktorej zwrocono uwage na zwigzek pojawienia sie
ruchéw mimowolnych z uszkodzeniem zwojow podstawy, podkreslano
wystepujacg czesto trudno$¢ w przeprowadzeniu takiej korelacji (Victor
i wsp. 1965). Finlayson i Superville (1981) usilujg wytlumaczyé¢ ten fakt
tym, ze by¢ moze za dyskineze odpowiedzialne sg juz pierwsze zmiany
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czynnosciowe neurondéw majgce pozniej swoj wykladnik morfologiczny
w postaci zmian zwyrodnieniowych. Zmniejszenie sie nasilenia dyskinez
po lekach blokujgcych uklad dopaminergiczny lub w mniejszym stopniu
cholinergiczny przemawia za istotng rolg czynnosciowag neuroprzekazni-
kéw (Pakkenberg, Fog 1974, Tolosa, Chi-Wan Lai 1979). Ostatnio opisano
rowniez korzystny wptyw leczniczy bromokryptyny podawanej w malych
dawkach (Delwaide, Hurlet 1980). Mozna wiec przypuszczal, ze W po-
czatkowym okresie procesu patologicznego dochodzi do zaburzen funkcjo-
nalnych w obrebie prazkowia, tak jak to sugeruja w chorobie Meige’a
Tolosa i Chi-Wan Lai (1979). Do chwili obecnej nie jest jeszcze znany
obraz neuropatologiczny tej choroby, stad brak danych morfologicznych
na potwierdzenie tego przypuszczenia.

Podobne trudnosci w skorelowaniu objawéw Kklinicznych z obrazem
morfologicznym stwierdzono w neuropatologicznych badaniach dyskinez
polekowych, gdzie nawet przy nasilonych ruchach mimowolnych nie zna-
leziono istotnych uszkodzen strukturalnych w mézgu (Hunter i wsp. 1968).
Christensen i wsp. (1970) w grupie dyskinez polekowych i spontanicznych
stwierdzili uszkodzenie istoty czarnej, wspolistniejagce czesto z ogniskami
rozmiekania w zwojach podstawy. Autorzy podkreslajg jednak, ze na-
czyniopochodne uszkodzenia zaréwno j. ogoniastego, jak i skorupy obecne
byly réwniez w grupie kontrolnej u chorych bez dyskinez, a wigee trudno
tak zlokalizowane naczyniopochodne ognisko lgczy¢ przyczynowo z kli-
nicznymi objawami ruchéw mimowolnych. Ponadto ocena i interpretacja
zmian w istocie czarnej u osob starszych jest mozliwa tylko przy znacz-
nie nasilonych, ogniskowych badz charakterystycznych zmianach pato-
logicznych.

Kameyama i wsp. (1974) oraz Narabayashi i wsp. (1979) w przebada-
nych przez siebie przypadkach dyskinez starczych — stwierdzili obecnos¢
drobnych, naczyniopochodnych ognisk martwicy w glowie jadra ogonias-
tego lub jego bliskim otoczeniu. Natomiast Appenzeller i Biehl (1968) wig-
z3 pojawienie sie ruché6w mimowolnych nie z uszkodzeniem zwojéw pod-
stawy, ale z zaobserwowanymi przez siebie zmianami w robaku i przy-
legajacych strukturach srodkowych mozdzku.

Na podstawie powyzszych rozbieznych danych co do lokalizacji uszko-
dzen w mozgu w dyskinezach najstuszniejsze wydaje sie przyjecie hipo-
tezy, ze za dyskinezy odpowiedzialne sg uszkodzenia morfologiczne i czyn-
nosciowe struktur prgzkowia i drog lgczacych prgzkowie z innymi struk-
turami mozgu, co moze z kolei modyfikowa¢ obraz kliniczny. Wytluma-
czenie wzajemnych polgczen morfologicznych i czynnosciowych mozna
znalez¢ w wynikach badan doswiadczalnych prowadzonych na zwierze-
tach. Wiadomo bowiem, ze w obrebie poszczeg6lnych struktur zalicza-
nych do zwojow podstawy przesledzi¢ mozna podobng organizacje soma-
totopows, jaka wystepuje w obrebie kory moézgu (DeLong 1972, Kiinzle

http://rcin.org.pl



Neuropatologia dyskinezy twarzowo-jezykowej 395

1975). Prawdopodobnie w przypadkach masywnego uszkodzenia zwojow
podstawy w ogniskach naczyniopochodnych w modzgu nie wystepuja ru-
chy mimowolne, nie dochodzi bowiem do wybioérczego uszkodzenia tych
jader i drog nerwowych, od ktérych zalezy pojawienie sie dyskinez.
Z kolei czeste uszkodzenia kory mozgowej i prawdopodobnie uszkodzenie
drég korowo-prazkowiowych obserwowane w encefalopatiach watrobo-
wych czy w moézgach ludzi starych moze mie¢ decydujgce znaczenie dla
wystgpienia dyskinez.

Na podstawie objawow klinicznych i badania mikroskopowego mozna
uwazac, ze bezposrednia przyczyng powstania dyskinezy u opisanej cho-
rej bylo uszkodzenie strukturalne w obrebie prawej skorupy, na ktoére
dodatkowo nalozyly sie niewielkie zmiany morfologiczne o typie ence-
falopatii watrobowej. Obserwowane ponadto zmiany, takie jak martwica
warstwowa kory Amona czy uszkodzenie oliw dolnych 1gczyé mozna
z wtornie istniejacg hipoksja i hipoglikemiy. Zwraca przy tym uwage nie-
wielki stopien zaawansowania zmian starczych oraz prawidlowy obraz
morfologiczny istoty czarnej, przy jednoczesnym uszkodzeniu jgdra miej-
sca sinawego. By¢ moze réowniez te czynniki dodatkowo modyfikowaly
przebieg choroby i obserwowang symptomatologie.

HEBPOITATOJIOTUYECKASI KAPTUHA VCUJIEHHOM
SI3BIKO-JIMLIEBOM INCKUHE3UU

Pesome

ABTOpBI TIPHBOIAT Ciy4aif 75-neTHel GONBHOM C CHMITOMAMH YCHJIEHHOM S3BIKO-THIEBOM
JIUCKWHE3MH M CONpOBOXAalomied ee sHuedanomaTHeil mpm Meracra3e HOBOOOpa3oBaHHSA Iie-
4yeHd. B HEHPONAaTOSIOrHYECKOM HCCIeNOBaHHM OBUIO OOHAPYKEHO HAJMYAEe O0YaroB HEKPO30B
B IPaBOii ckopuyne u c1abo BeIpaXKeHHbIe, THOMYHBIE IS IEYeHOYHOM 3HuedanonaTau, Mmopdoo-
ruveckne u3meHenus. OOCykIaeTcsi MPUYMHHASA CBSA3b MEXIY MOP(OIOrHYECKHM MOBPEXKIEHHEM
ornenbHeIX CTpykTyp IIHC M cHMOTOMamM#M si3bIKO-JTMLIEBON JAHCKAHE3HH.

NEUROPATHOLOGICAL PICTURE OF INTENSIVE
LINGUO-FACIAL DYSKINESIA

Summary

The authors described the case of a 75-year-old woman with symptoms of
linguo-facial dyskinesia and liver dysfunction caused by cancer metastases.

Neuropathological study revealed the necrotic foci and degenerative changes
in the basal ganglia. Moreover, slightly expressed morphological changes, typical
of hepatic encephalopathy were observed too. Interrelation between the morphologi=-
cal damage of particular structures in the CNS and the clinical dyskinetic symp-
toms is discussed.
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ZMIANY MORFOLOGICZNE I HISTOENZYMATYCZNE W MOZGU
MEODYCH I DOJRZALYCH SZCZUROW
PO PODAWANIU CCNU (LOMUSTINE) *

Zaklad Neuropatologii Akademii Medycznej, Poznan

CCNU (1-/2-chloroetylo/-3-cykloheksylo-1-nitrozomocznik) jest cyto-
statykiem, ktéry wskutek wlasciwosci alkilujgcych zaburza synteze DNA
(Goth, Rajewsky 1972; Jensen, Reed 1978) oraz synteze bialek (Cheng
i wsp. 1972; Abakumowa i wsp. 1974). Podobnie jak inne pochodne nitro-
zomocznika, zwigzek ten latwo rozpuszcza sie w lipidach i latwo prze-
chodzi do plynu moézgowo-rdzeniowego (Walker, Hilton 1976), dlatego
coraz powszechniej stosowany jest w chemioterapii nowotworéw mozgu
(Heiss i wsp. 1978; Hochberg i wsp. 1979; Cianfriglia i wsp. 1980).

Badania doswiadczalne nad toksycznym dzialaniem leku (Carter,
Newman 1968) dowiodly duzej wrazliwosci watroby, tkanek krwiotwor-
czych i przewodu pokarmowego na CCNU. Nie obserwowano natomiast
oddzialywania neurotoksycznego, pomimo podawania duzych dawek leku.

Chociaz lek uwaza sie za nieszkodliwy dla ukladu nerwowego (Young,
Posner 1979), wlasciwosci biochemiczne, a zwlaszcza szczegélne powino-
wactwo tego zwigzku do lipidéw, zadecydowaly o podjeciu niniejszej
pracy. .

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono na mlodych i dojrzalych szczurach rasy
Wistar obojga plci. Zwierzetom podawano lek w zawiesinie olejowej, do-
zolgdkowo za pomocg zglebnika.

Wielkos¢ pojedynczych dawek cytostatyku obliczano proporcjonalnie
do wielkosci powierzchni ciala na podstawie dawek stosowanych u ludzi
(Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska 1978).

Pierwsza grupe doswiadczalng stanowily mlode szczury masy okoto
20 g, ktorym podawano cytostatyk w dawce 0,25 mg dwukrotnie, tj. w 5
i 12 dniu zycia. W 19 dniu zycia zwierzeta usmiercano w narkozie etero-
we] przez przeciecie serca i wykrwawienie.

* Praca wykonana w ramach problemu wezltowego 10.4.05.3.3.
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Drugg grupe doswiadczalng stanowily szczury dojrzale o masie ciala
okoto 360 g, ktorym podawano CCNU czterokrotnie w odstepach 7-dnio-
wych (3 X 2,5 mg; 1 X 5,0 mg). Po uptywie 7 dni od zakonczenia poda-
wania CCNU zwierzeta usmiercano w sposob analogiczny jak szczury
z grupy I.

Materialem do badan byly moézgowia utrwalane w plynie Bakera przez
16 godz. w temperaturze 4°C. Mozgowia przeznaczone do badan morfo-
logicznych zatapiano w parafinie, cieto na skrawki grubosci 7 mikronéow
i barwiono wedlug metody Nissla oraz hematoksyling i eozyng. Mozgo-
wia przeznaczone do badan histoenzymatycznych cieto na mikrotomie
mrozeniowym i na skrawkach oznaczano aktywno$¢ nastepujgcych enzy-
mow: hydrolazy estrow karboksylowych (nieswoistej esterazy — NsE)
(E.L. * 3.1.1.1.), wedlug metody Nachlasa i Seligmanna (1949), inkubacja
15 min w temperaturze 37°C; hydrolazy acetylocholiny (acetylocholino-
esterazy — AChE) (E.L. 3.1.1.7), wedlug metody Gerebtzoffa (1953), in-
kubacja 120 min w temperaturze 37°C; acetylohydrolazy acylocholiny
(cholinoesterazy — ChE) (E.L. 3.1.1.8.), wedlug metody Gerebtzoffa (1953),
inkubacja 180 min w temperaturze 37°C; fosfohydrolazy monoestrow
ortofosforanowych (fosfatazy zasadowej — FZ) (E.L. 3.1.3.1.), wedlug
metody Gomoriego (1953), inkubacja 30 min w temperaturze 37°C; fosfo-
hydrolazy monoestrow ortofosforanowych (fosfatazy kwasnej — FK)
(E.L. 3.1.3.2.), wedlug metody Gomoriego (1953), inkubacja 50 min w tem-
peraturze 37°C; fosfohydrolazy ATP (ATPazy) (E.L. 3.6.1.3.), wedlug me-
tody Wachsteina i Meisela (1957), inkubacja 45 min w temperaturze 37°C;
fosfohydrolazy pirofosforanu tiaminy (TPPazy) (E.L. 3.6.1.6.), wedlug
metody Novikoffa i Goldfischera (1961), inkubacja 30 min w temperaturze
pokojowej.

W I grupie doswiadczalnej (szczury mlode) nie oznaczano aktywnosci
NsE, AChE, ChE i FZ z powodu bardzo slabej reakeji enzymatycznej
w odpowiedniej wiekowo grupie kontrolnej.

Jako zwierzeta kontrolne stuzyly szczury odpowiadajgce wiekiem
zwierzetom do$wiadczalnym. Podawano im dozolgdkowo olej jadalny.
Moézgowia zwierzat kontrolnych poddawano takiej samej procedurze, jak
mozgowia zwierzat doswiadczalnych.

WYNIKI
Zmiany morfologiczne
I Grupa doswiadczalna A

Na wszystkich ocenianych przekrojach moézgowia obserwuje si¢ zmia-
ny neuronalne zwyrodnieniowe lub martwicze, o zréznicowanym nasi-
leniu. Zmiany zwyrodnieniowe polegaja przede wszystkim na obkurcze-
niu i ciemnym wybarwianiu sie¢ neuronéw z charakterystycznym pofat-

* EL. — enzyme list (Florkin, Stotz 1973)
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dowaniem ich dendrytéw (ryc. 1). Obok zmian zwyrodnieniowych typu
schorzenia przewleklego Nissla obserwuje sie takze komorki nerwowe
z cechami obrzmienia, o zaokraglonym ksztalcie z drobnoziarnistym roz-
padem i rozproszeniem substancji Nissla. Poza zmianami neuronalnymi
typu schorzenia przewleklego i obrzmienia, w niektérych neurocytach
obserwuje sie wodniczki i niekiedy cechy neuronolizy.

W niektorych okolicach moézgu wokoét tak zmienionych neurocytow
spotyka sie rozrost komoérek glejowych o charakterze satelitozy (ryc. 2).
Zmiany neurocytéw o typie schorzenia przewleklego Nissla wystepuja
w korze czolowej, ciemieniowej, skroniowej, jadrze migdalowatym i ja-
drze siatkowatym wzgérza. Natomiast wakuolizacja neurocytéw i zmiany
rozplywne najsilniej wyrazone sa3 w korze wechomoézgowia, w polu CA,
i CA; kory amonalnej oraz w jgdrach wzgoérza przednim grzbietowym
i srodkowym. Rozplem oligodendrogleju jest najwiekszy w korze wecho-
mozgowia.

Zmianom neuronalnym i glejowym towarzysza zmiany naczyniowe —
rozplem i obrzmienie $§rodblonkoéw oraz $wieze, drobne ogniska wynaczy-
nien w korze zakretu obreczy (ryc. 3), w otoczeniu komory bocznej i we
wzgorzu.

W korze moézdzku zwracajg uwage liczne, wyraznie obkurczone, ciem-
no wybarwiajgce sie komorki Purkinjego, obok rzadziej wystepujacych
zmian homogenizacyjnych. Miedzy tak zmienionymi komoérkami Pur-
kinjego widoczny jest umiarkowany wzrost liczby komorek gleju Berg-
manna. Nalezy podkresli¢, ze patologicznie zmienione komérki Purkinjego
wystepujag w wiekszosci zakretoéw mozdzku. W korze moézdzku obecne sg
rowniez naczynia krwionosne, ktérych s$rédblonek wykazuje cechy roz-
plemu i obrzmienia. W niektérych zakretach, w warstwie drobinowej lub
ziarnistej, jak réwniez w istocie bialej wida¢ drobne ogniska krwotoczne
(ryc. 4).

IT Grupa doswiadczalna

W korze mozgu cze$¢ neurocytow wykazuje cechy schorzenia prze-
wleklego Nissla, najsilniej wyrazone w komoérkach piramidowych. Obszar
kory moézgu objetej tym schorzeniem jest znacznie mniejszy niz w I grupie
doswiadczalnej i ogranicza sie¢ do niewielkich p6l kory czolowej oraz cie-
mieniowej (ryc. 5). Schorzenie neuronalne o podobnym charakterze wi-
doczne jest w mneurocytach ciala migdalowatego, gdzie obok komorek
o cechach schorzenia przewleklego widoczne sg w neurocytach wakuole,
a takze rozplywanie si¢ pojedynczych komoérek. W korze wechomoézgowia
i ciala migdalowatego obok zmian neuronalnych wida¢ zwiekszenie ilosci
oligodendrocytoéw. Podobne zjawisko wystepuje w spoidle wielkim.

Zmiany naczyniowe w postaci rozplemu i obrzmienia S$rédblonkow
wystepuja tylko w niektérych naczyniach krwionosnych kory i istoty
bialej mézgu w platach czolowych i ciemieniowych.
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Ryc. 1. 1 grupa do$§wiadczalna. Kora skroniowa. Neurocyty o cechach schorzenia
ischemicznego i przewleklego. Fiolet krezylu. Pow. 300 X
Fig. 1. 1 experimental group. Temporal cortex. Ischemic and chronic neurocytopa-
thy. Cresyl violet. X 300

doswiadczalna. Kora wechomoézgowia. Rozrost oligodendrogleju o cha-
rakterze satelitozy. Fiolet krezylu. Pow. 300 X

Fig. 2. 1 experimental group. Entorhinal cortex. Satellitosis of oligodendroglia.

Cresyl violet. X 300



Ryc. 3. 1 grupa doswiadczalna. Kora zakretu obreczy. Ognisko krwotoczne W oto-
czeniu ogniska neurocyty ze zmianami wodniczkowymi i rozplywnymi. Fiolet
krezylu. Pow. 750 X
Fig. 3. 1 experimental group. Cingular cortex. Hemorrhagic focus and vacuolisa-
tion and liquefaction of neurocytes. Cresyl violet. X 750

Ryc. 4. 1T grupa do$wiadczalna. Ogmsko krwotoczne w istocie bialej moézdzku. Fiolet
krezylu. Pow. 38 X

Fig. 4. 1 experimental group. Hemorrhagic focus in the white matter of cerebellum.
Cresyl violet. X 38
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Ryc. 5. II grupa dos$wiadczalna. Kora ciemieniowa. Obkurczone neurocyty i opu-
stoszenia neuronalne. Fiolet krezylu. Pow. 240 X
Fig. 5. II experimental group. Parietal cortex. Shrinkage and loss of some neu-
rocytes. Cresyl violet. X 240

W korze moézdzku zdecydowana wiekszos¢ komoérek Purkinjego wy-
kazuje cechy schorzenia homogenizacyjnego, a tylko pojedyncze komorki
sg obkurczone. Zmianom zwyrodnieniowym komorek Purkinjego towa-
rzyszy silnie wyrazony rozplem gleju Bergmanna.

Podsumowujgc opisane powyzej zmiany patologiczne mozna stwier-
dzi¢, ze w I grupie doswiadczalnej (szczury mlode) przewazaja zmiany
rozplywne neuronéw, podczas gdy w grupie szczuréw dojrzalych do-
minujg zmiany o charakterze schorzenia przewleklego. Odczyn oligoden-
drogleju i zmiany naczyniowe sg silniej wyrazone u szczuréow mtodych
niz dojrzatych.

Zmiany histoenzymatyczne

I Grupa doswiadczalna

Fosfataza kwasna (FK). U zwierzat poddanych dzialaniu CCNU stwier-
dza sie uogdlniony spadek aktywnosci FK. W wigkszo$ci komoérek pirami-
dowych rogu Amona wystepuje obnizenie aktywnos$ci FK, jedynie w polu
CA, obserwuje sie pojedyncze komorki wykazujgce wysoka aktywmnosé
enzymu. W preparatach barwionych metodg Nissla komorki te wykazujg
cechy schorzenia przewleklego. Rowniez w splotach naczyniéwkowych
aktywnos¢ FK jest mniejsza niz w grupie kontrolnej.
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Adenozynotréjfosfataza (ATPaza). Bardzo silna aktywnos¢ w grupie
kontrolnej widoczna jest przede wszystkim w splotach naczyniéwko-
wych. Umiarkowang aktywnos$¢ enzymatyczng przejawiajg wszystkie na-
czynia krwionosne, zarowno w korze, jak i w zwojach podstawy. W rogu
Amona i w zwojach podstawy, obok aktywnosci w $cianach naczyn krwio-
nosnych, silnie dyfuzyjny odczyn wystepuje w przynaczyniowych wy-
pustkach astrocytow. Pod wplywem podawanego cytostatyku dochodzi do
spadku aktywnosci ATPazy w S$cianach naczyn. W astrogleju nie
obserwuje sie odczynu enzymatycznego.

Fosfohydrolaza pirofosforanu tiaminy (TPPaza). W grupie kontrolnej
umiarkowang aktywnos¢ enzymatyczng TPPazy stwierdza sie glownie
w Scianach naczyn, w komorkach piramidowych kory moézgu (ryc. 6)
i w warstwie komorek piramidowych kory amonalnej. W obu grupach
doswiadczalnych obserwuje sie delikatny wzrost aktywnosci TPPazy
w neurocytach (ryc. 7) i w gleju kory mézgu, jak réwniez w komoérkach
piramidowych pdl CA, i CA; kory amonalnej.

II Grupa doswiadczalna

Esteraza mieswoista (NsE). W grupie kontrolnej silng reakcje obserwu-
je sie w perycytach naczyn krwionosnych i stabg aktywnos¢ w pery-
karionach neurocytow kory (ryc. 8). Silny odczyn wykazujg sploty na-
czyniowkowe. Oligodendroglej spoidla wielkiego wykazuje srednig aktyw-
nos¢. W korze amonalnej zaréwno w komorkach piramidowych, jak i w
opasce zebatej, wida¢ delikatny odczyn w postaci drobnych ziarenek.
Wyrazng aktywnos¢ enzymatyczng przejawiajg komorki Purkinjego kory
mozdzku, przy sredniej aktywnosci w komorkach ziarnistych.

U zwierzat doswiadczalnych dochodzi do wyraznego wzrostu aktyw-
nosci w komorkach piramidowych kory mozgu (ryc. 9) i kory amonalnej,
szczegOlnie w polu CA, i CA; plytce koncowej i opasce zebatej oraz
w neurocytach zwojow podstawy. Zwieksza sie nieco aktywnos$¢ w oligo-
dendrocytach spoidla wielkiego i w komorkach Purkinjego kory mézdzku.

Acetylocholinoesteraza (AChE). W grupie kontrolnej wystepuje dyfu-
zyjny odczyn w neuropilu kory moézgu. Wyrazng aktywnos¢ wykazuja
tylko pojedyncze tzw. hiperaktywne neurocyty. Nieco wickszg aktyw-
nos¢, aczkolwiek rowniez o charakterze dyfuzyjnym, obserwuje sie
w korze zakretu obreczy. W korze amonalnej odczyn enzymatyczny jest
widoczny gltéownie w poczatkowych odcinkach dendrytéow, czesciowo w ak-
sonach komorek piramidowych, podczas gdy perykarion nie wykazuje
aktywnosci. W zwojach podstawy silng aktywnos$¢ enzymatyczng stwier-
dza sie w skorupie i galce bladej. Zréznicowany odczyn wystepuje w po-
szczegolnych jadrach wzgoérza i jadrach zespolu migdalowatego. W moz-
dzku obserwuje sie staby dyfuzyjny odczyn w warstwie ziarnistej i nie-
kiedy w delikatnych wypustkach otaczajgcych komérki Purkinjego, kto-
rych perykariony nie wykazujg aktywnosci. Staby dyfuzyjny odczyn wy-
stepuje rowniez w blaszkach rdzennych istoty bialej. W moscie silng
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Ryc. 6. Grupa kontrolna. Kora ciemieniowa. Umiarkowana aktywnos¢ TPPazy w cy-
toplazmie neurocytéw III warstwy kory. Pow. 470 X
Fig. 6. Control group. Parietal cortex. Moderate TPPase activity in cytoplasm of
neurocytes from III-rd cortex layer. X 470
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Rye. 7. 1 grupa doswiadczalna. Kora ciemieniowa. Nieznaczne zwiekszenie aktyw-
nosci TPPazy w cytoplazmie neurocytéw III warstwy kory. Pow. 470 X

Fig. 7. 1 experimental group. The increase of TPPase activity in cytoplasm of
neurocytes from III cortex layer. X 470
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Rye. 8. Grupa kontrolna. Kora ciemieniowa. Widoczna silna aktywnos$¢é NsE w pe-

rycytach oraz staba aktywnos$é¢ w neurocytach II i IIT warstwy kory. Pow. 140 X

Fig. 8. Control group. Parietal cortex. Strong nonspecific esterase activity in
pericytes of II and III cortex layers. X 140

Ryc. 9. II grupa dos$wiadczalna. Kora ciemieniowa. Wzrost aktywnosci NsE w neu-
rocytach wszystkich warstw kory. Pow. 140 X

Fig. 9. II experimental group. Parietal cortex. The increase of nonspecific esterase
activity in neurocytes of all cortex layers. X 140
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aktywno$¢ enzymatyczng wykazujg niektére neurocyty jader przedsion-
kowych, podobnie intensywny odczyn wystepuje w istocie siatkowatej
mostu.

W grupie poddanej dzialaniu CCNU obserwuje si¢ znaczny spadek
aktywnosci enzymatycznej na calym obszarze kory mozgu i kory amonal-
nej. W spoidle wielkim, podobnie jak w grupie kontrolnej, poza naczynia-
mi brak aktywnosci enzymatycznej. W moézdzku, w wyniku podawania
cytostatyku, stwierdza sie brak odezynu enzymatycznego w komoérkach
11 warstwy, a w warstwie ziarnistej i blaszkach rdzennych istoty bialej
wystepuje odezyn bardzo delikatny, dyfuzyjny. Podobnie w moscie zwra-
ca uwage spadek aktywnosci enzymatycznej.

Cholinoesteraza (ChE). U zwierzat z grupy kontrolnej aktywnos¢ en-
zymatyczna ChE wystepuje gléwnie w Scianach naczyn krwionosnych;
stabg, dyfuzyjng aktywnos¢ stwierdza si¢ ponadto w neuropilu i poje-
dynczych neurocytach w jgdrach przysrodkowych i bocznych wzgoérza.
Rowniez staby dyfuzyjny odeczyn wykazujg komorki Purkinjego w korze
mozdzku, a w moscie neurocyty jadra nerwu twarzowego. Podawanie
CCNU nie powoduje zmian w umiejscowieniu i nasileniu odczynu enzy-
matycznego.

Fosfataza zasadowa (FZ). W grupie kontrolnej najsilniejszy odczyn
enzymatyczny obserwuje sie w S$cianach naczyniowych. Wyrazny, acz-
kolwiek dyfuzyjny odczyn FZ, wystepuje w komodrkach piramidowych
kory amonalnej i czolowej oraz w komorkach Purkinjego kory moézdzku.
Stabszag aktywnos$¢ wykazujg neurocyty kory wechomoézgowia. W grupie
doswiadczalnej nie obserwuje si¢ zmian aktywnosci FZ.

Fosfataza kwasna (FK). W komoérkach nerwowych kory moézgu i zwo-
jow podstawy u zwierzat kontrolnych aktywnos¢ FK wystepuje w cyto-
plazmie w postaci réznej wielkosci ziaren. Aktywnos¢ ta jest wyrazna
w komorkach piramidowych kory moézgu i rogu Amona. W grupie kon-
trolnej w mozdzku tylko komoérki Purkinjego wykazuja silng reakcje,
podczas gdy na obszarze warstwy ziarnistej i drobinowej wida¢ slaby
odezyn dyfuzyjny. Podobnie silna reakcja jest charakterystyczna dla neu-
rocytow jadra nerwu twarzowego.

W grupie doswiadczalnej na pierwszy plan wysuwa sie uogélniony
spadek aktywnosci FK w komorkach nerwowych. Zjawisko to wystepuje
szczegolnie intensywnie w komorkach piramidowych kory moézgu i rogu
Amona. Nie wykazujg aktywnosci enzymatycznej oligodendrocyty spoidia
wielkiego. Natomiast wiekszos¢ komorek Purkinjego wykazuje dos¢ in-
tensywny odczyn, cho¢ w niektérych zakretach obserwuje sie wyrazny
spadek aktywnosci enzymatycznej. Neurocyty jadra nerwu twarzowego
wykazujg stabg aktywnosc.

Adenozynotrojfosfataza (ATPaza). W grupie kontrolnej aktywnos¢ en-
zymatyczna wystepuje glownie w Scianach naczyn, w przynaczyniowych
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wypustkach astrocytéw (ryc. 10), w niektorych oligodendrocytach spoidta
wielkiego oraz w komodrkach Purkinjego kory mozdzku.

Podawanie zwierzetom CCNU powoduje oslabienie aktywnosci tego
enzymu w Scianach naczyn, w neurocytach kory i zwojéw podstawy oraz
w astrocytach (rye. 11).

Pirofosfataza tiaminowa (TPPaza). W poréwnaniu z grupg kontrolna
obserwuje sie niewielki wzrost aktywnosci enzymatycznej zaréwno w ko-
morkach piramidowych kory moézgu, w polach CA, i CA; kory amonal-
nej, jak i w komorkach Purkinjego kory moézdzku. Nieco wiekszy wzrost
aktywnosci wystepuje w oligodendrogleju spoidita. Natomiast aktywnosé
enzymatyczna w naczyniach jest podobna jak w grupie kontrolnej.

Podsumowanie zmian histoenzymatycznych zawiera Tabela 1.

Tabela 1. Zmiany aktywnosci enzymatycznej w mozgu mlodych i dojrzatych szczuréw po podaniu
CCNU

Table 1. Changes of enzymatic activity in the brain of young and adult rats after CCNU treatment

Enzymy Neurocyty Neuroglej Naczynia krwiono$ne
Enzymes Neurocytes Neuroglia Blood vessels
—_Grupa kontrolna FK +4+ o 0
szczury mlode ATPaza 4+ i S
Control group TPPaza -+ + 3T
young rats
I grupa FK -+ + 0
doswiadczalna ATPaza + -4 &
szczury miode TPPaza 4 i + 4
I experimental group
young rats
Grupa kontrolna NsE + b LR Ll
szczury dojrzale  AChE + S i
Control group ChE -4 + +
adult rats FZ + 4+ o
FK et 2l 0
ATPaza + e +++
TPPaza i 1 e ++
II grupa NsE et sl +4++
doswiadczalna AChE i 0 5
szczury dojrzale ChE - L 4
1I experimental FZ + - Gredn
group FK + + 0
adult rats ATPaza + - T
TPPaza +++4 + ++
Objasnienia: 0 = brak aktywnosci lack of activity
Expanations: -+ = aktywno$¢ Sladowa trace activity
+ = staba weak
-+ -+ = umiarkowana moderate
+++ =silna strong
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Ryc. 10. Grupa kontrolna. Jadro przednie grzbietowe wzgoérza. Aktywno$¢ ATPazy
w naczyniach krwionoénych i w gleju przynaczyniowym. Pow. 375 X
Fig. 10. Control group. The anterior dorsal nucleus of the thalamus. ATPase
activity in blood vessel walls and perivascular glia. X 375

3 o i 5 » 7 .
Rye. 11. II grupa do$wiadczalna. Jadro przednie grzbietowe wzgoérza. Spadek akiyw-
noéci enzymatycznej ATPazy w $cianach naczyn krwiono$nych i w kemoérkach
astrogleju. Pow. 375 X
Fig. 11. II experimental group. The anterior dorsal nucleus of the thalamus. The
decrease of ATPase activity in blood vessel walls and astroglial cells. X 375
I+
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OMOWIENIE

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze dozolgdkowe wprowa-
dzanie CCNU prowadzi do zmian naczyniowych i do rozleglych uszko-
dzen komoérek nerwowych.

Ze spostrzezen poczynionych w niniejszej pracy wynika, Ze zmiany
patologiczne dotycza przede wszystkim tkanki nerwowej mlodych szczu-
row, ktore otrzymywaty CCNU w 5 i 12 dniu zycia. Zmiany te polegaja
na tigrolizie i wakuolizacji neuronéw, odczynowym zwigkszeniu liczby
ligodendrocytéow, rozplemie i obrzmieniu $rodblonkéw naczyniowych
oraz wystapieniu drobnych ognisk krwotocznych. Podobne zmiany, ale
w odniesieniu do innych pochodnych nitrozomocznika, opisali De Wys
i Fowler (1973) oraz Krasnicka i Gajkowska (1981). Nalezy sadzi¢, ze
zmiany te stanowigce morfologiczny wykladnik obrzeku mozgu (Klatzo
1967) sa spowodowane cytotoksycznym wplywem na tkanke nerwowa
CCNU lub aktywnych biologicznie produktéw jego rozpadu.

Wyjasnienie zjawiska szczegélnej wrazliwosci tkanki nerwowej
u szezuréw w okresie rozwoju pozaplodowego zwigzane jest z patome-
chanizmem dzialania CCNU, ktory poprzez aktywne produkty rozpadu
alkiluje nukleotydy wchodzace w sklad kwasow nukleinowych (Naka-
mura i wsp. 1979). W ten sposéb nastepuje zahamowanie syntezy RNA
i DNA i zaburzenia w syntezie bialek w dojrzewajacych komorkach ner-
wowych, co moze prowadzi¢c do zmian aktywnosci enzymatycznej. Ze
wzgledu na to, ze alkilacja spowodowana cytostatykiem =zachodzi we
wszystkich typach komoérek, wlgcznie z postmitotycznymi neuronami
(Kleihues, Magee 1973; Bosch 1977; Szczech 1983), zmiany morfologiczne
obserwuje sie rowniez u szczuréw dorostych, aczkolwiek w tej grupie
zwierzat przewazaja zmiany zwyrodnieniowe o charakterze schorzenia
przewleklego i o mniejszym topograficznie zasiegu.

Zmiany odczynow enzymatycznych majg podobny charakter i nasile-
nie w obu grupach doswiadczalnych i polegaja na zmniejszeniu aktyw-
nosci fosfatazy kwasnej i ATPazy oraz intensywniejszych odczynach na
TPPaze. Moze to wskazywac¢ na podobny mechanizm dziatania CCNU lub
jego metabolitéw na uklady enzymatyczne w strukturach komoérkowych
zarowno u milodych, jak i dojrzalych zwierzgt. Nalezy podkresli¢, ze
w przeprowadzonych do$wiadczeniach zmiany aktywnosci enzymatycznej
sqg wyrazne, aczkolwiek mniejsze w poréwnaniu do zmian wystepuja-
cych w przebiegu innych intoksykacji (Katzman i wsp. 1963; Torack 1965;
Wender i wsp. 1971; Kozik i wsp. 1977; Kozik, Wigowska-Sowinska 1978).

Uzyskane wyniki sa zgodne ze spostrzezeniami innych autorow
(Magee, Farber 1962; Wender i wsp. 1981), ktorzy oddzialywanie s$rod-
kéw alkilujgcych na enzymy cytoplazmatyczne uwazajg za efekt dodat-
kowy i drugorzedny. Najsilniej wyrazony jest spadek aktywnosci ATPazy
w naczyniach krwionosnych i w przynaczyniowych wypustkach astrocy-
tow, co wymaga oddzielnego omoéwienia.
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Z dotychczasowych badan Wendera i wsp. (1969) wiadomo, ze w okre-
sie rozwoju ontogenetycznego obserwuje sie narastanie w calym moézgo-
wiu okolonaczyniowej aktywnosci ATPazy, réwnolegle do rozwoju wy-
pustek okolonaczyniowych astrogleju; wysoka aktywnos¢ enzymu utrzy-
muje sie rowniez w dojrzalym mozgu. Spadek aktywnosci ATPazy w obu
grupach doswiadczalnych moze by¢ wynikiem bezposredniego toksycz-
nego oddzialywania cytostatyku na sroédblonki naczyniowe, co z kolei
moze powodowac zwigkszenie przepuszczalnosci Sciany naczyniowej,
a w dalszej konsekwencji doprowadzi¢ do obserwowanych zmian neuro-
nalnych. Za takim mechanizmem oddzialywania CCNU w przedstawio-
nym modelu do$wiadczalnym przemawia nasilenie zmian u zwierzat
mlodych, u ktéorych uklady enzymatyczne nie sa w pelni dojrzale.

WNIOSKI

1) Pod wplywem wielokrotnego podawania CCNU dochodzi do znacz-
nych zmian morfologicznych i histoenzymatycznych w komorkach ner-
wowych.

2) Charakter morfologicznych zmian w komorkach nerwowych za-
lezy od stopnia dojrzalosci moézgowia — w grupie szczuréw mlodych
przewazajg zmiany rozplywne, zmiany neuronéw i ich obrzmienie,
a w grupie szczuréow dojrzalych zmiany zwyrodnieniowe o typie scho-
rzenia przewleklego.

3) Po podaniu CCNU dochodzi do rozplemu oligodendrogleju i obrz-
mienia s$rodblonkéw naczyn wlosowatych. Zmiany te sg wyrazniejsze
w grupie szczuréow mlodych.

4) Zmianom neuronalnym i glejowym w moézgowiu mlodych szczu-
row towarzysza drobne ogniska krwotoczne.

5) CCNU powoduje wzrost aktywnosci enzymatycznej TPPazy oraz
spadek aktywno$ci enzymatycznej ATPazy, NsE, FK i AChE. Stopien
nasilenia tych zmian jest niezalezny od wieku zwierzat doswiadczalnych.

MOP®OJIOTUYECKUE U TUCTOSH3UMATUYECKHWUE U3SMEHEHUW S B MO3T'E MOJIO-
JAbIX U 3PEJIBIX KPBIC ITOCJIE BBEJEHUA
CCNU (LOMUSTINE)

Pe3ome

UccnenoBanus OPOBOIMINCE HA KpbICaX MOpoAbl BACTap, KOTOPHIM BHYTPHIKEIYJOYHO BBO-
mumr CCNU. Monoasie KpbIChI MOJIy4aId HATOCTaTAK B 103e 0,25 Mr. ABykKpaTHO, Ha 7 ¥ 12 neHs
JKM3HH, a 3pEeble KPHICKI — YETBIPEXKPATHO C CEMH/IHEBHBIMH MHTepBajaMd (TPEXKPATHO mo 2,5
u omuH pa3 5,0 mr.). ITo ucrevenun 7 aneit nmocne sBenenust CCNU xuBOTHBIX yOMBanu ¥ mpena-
PHpOBaJIA TOJOBHOM MO3r Ui MOP(OIOTAYEeCKAX M THCTOIH3AMATHYECKHX HCCIIeIOBAHMIA.

http://rcin.org.pl



Wplyw CCNU na OUN 413

Be11o obHapyxeHo, 4To Mopdosorayeckne W3MEHEHHsI ObLIH CHIIbHEE BHIPAXKEHBI B TPYIIE
Monoapix Kpeic. ITapanenbHo MOp(HOIOTHYECKAM HW3MEHEHHSIM HAOIIOAANCA POCT JH3MMAaTHYEC-
xoi aktuBHOCTH TII®a3sr u nanenne aktuBHOCTH AT®a3er, HD, KO® u AXD — BenuunHa m3Me-
HEHHIf YH3AMATHYECKOH aKTHBHOCTH ObLIA CXOAHON B 0OEMX HCCIIEAYeMBIX Tpymnmax.

MORPHOLOGICAL AND HISTOENZYMATIC CHANGES IN THE BRAIN
OF YOUNG AND ADULT RATS AFTER CCNU (LOMUSTINE)
ADMINISTRATION

Summary

The studies were performed on young and adult rats treated intragastrically
with CCNU suspended in olive oil.

Young rats received CCNU twice in 0.25 mg dose on the 7th and 12th day.
Adult rats were given the drug in four doses at one-week intervals; the total
dose was 12.5 mg. After 7 days from the end of the experiment the animals were
killed and their brains removed and subjected to morphological and histoenzyma-
tic investigations. CCNU caused changes in vascular walls, neurocytes and glial
cells. Many hemorrhagic foci were visible in cerebral cortex, thalamus and
cerebellum. The changes were more pronounced in the group of young rats.

An increase of TPPase activity and a decrease of nonspecific esterase, acid
phosphatase and AChE activities were the major effects of CCNU action on the
brain tissue. The histoenzymatic changes were similar in both experimental
groups.
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ZMIANY HISTOENZYMATYCZNE ISTOTY BIALEJ MOZGU
MEODYCH SZCZUROW ZACHODZACE POD WPLYWEM
WINKRYSTYNY PODAWANEJ W DRUGIEJ POLOWIE ZYCIA
PLODOWEGO *

Zaklad Neuropatologii Akademii Medycznej, Poznan

Winkrystyna, alkaloid szeroko stosowany ze wzgledu na swojg aktyw-
nos¢ antymitotyczng w chemioterapii nowotworow, nie jest substancjg
obojetng dla ukladu nerwowego.

Znany jest teratogenny wplyw winkrystyny podawanej w duzych
dawkach na rozwijajgcy sie osrodkowy uklad nerwowy (Ferm 1963; Cour-
tney, Valerio 1968; Joneja, Ungthavorn 1969) oraz jej dzialanie uszka-
dzajagce komorki nerwowe in vivo (Schochet i wsp. 1968; Wisniewski
i wsp. 1970) oraz in vitro (Burdman 1966). Chociaz glownymi powikla-
niami neurologicznymi w trakcie kuracji winkrystyng sg objawy ze stro-
ny obwodowego ukladu nerwowego (Rosenthal, Kaufman 1974; Young,
Posner 1979; Goldberg i wsp. 1982), wielokrotnie opisywano réwniez
uszkodzenia osrodkowego ukladu nerwowego manifestujgce sie drgaw-
kami, zaburzeniami $wiadomosci i objawami ubytkowymi (Grobe, Palm
1972; Dieterich 1979; Byrd i wsp. 1981).

Poniewaz nasze wczes$niejsze badania wykazaly, ze podawanie win-
krystyny nawet w niewielkich, zblizonych do terapeutycznych, dawkach
w okresie rozwoju embrionalnego, doprowadza do powstania szeregu za-
burzen w osrodkowym ukladzie nerwowym, objawiajgcych sie przyspie-
szeniem mielinizacji i zmianami w zawartosci DNA w oligodendrocytach
spoidia wielkiego (Godlewski 1983; Kozik, Godlewski 1983), wydawalo
sie celowe przesledzenie procesu ,dojrzewania histoenzymatycznego”
istoty bialej moézgu szczuréw poddanych dzialaniu réznych dawek tego
antymitotyku w drugiej polowie zycia plodowego.

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego 10.4.05.3.3.
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MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono na mlodych szczurach, samicach i samcach,
ktéorych matki w 11, 14, 17 i 20 dniu cigzy otrzymywaly domiesniowe
injekcje winkrystyny rozpuszczonej w 0,9% NaCl. Zwierzeta podzielono
na dwie grupy doswiadczalne. Pierwsza grupa pochodzila od matek
otrzymujacych winkrystyne w jednorazowej dawce 0,01 mg/kg masy
ciala. Matki szczuréw z drugiej grupy otrzymywaty winkrystyne w jed-
norazowej dawce 0,075 mg/kg masy ciata. Ciezarne samice i ich potom-
stwo przebywaly przez caly czas doswiadczenia w typowych warunkach
hodowlanych i otrzymywaly standardowsg pasze granulowang. Mtlode
szezury z obu grup doswiadczalnych podzielono na 6 grup wiekowych,
usmiercajgc je odpowiednio w 1, 3, 7, 14, 21 i 28 dobie po urodzeniu. Ma-
terial do badan stanowily mozgowia, ktore utrwalano w plynie Bakera
przez 16 godzin w temperaturze 4°C, a nastepnie cieto na mikrotomie
mrozeniowym w celu oznaczenia aktywnosci nastepujacych enzymow:
fosfohydrolazy pirofosforanu tiaminy (TPPazy) — E.L.* 3.6.1.6. wedlug
metody Novikoffa i Goldfischera (1961), czas inkubacji 30 min w tem-
peraturze pokojowej; hydrolazy estréw karboksylowych (nieswoistej este-
razy NsE) — EL. 3.1.1.1. wedlug metody Nachlasa i Seligmanna
(1949), inkubacja w temperaturze 37°C przez 15 min; hydrolazy acetylo-
choliny (acetylocholinesterazy — AChE) — E.L. 3.1.1.7. wedlug metody
Gerebtzoffa (1953), inkubacja w temperaturze 37°C przez 120 min; acy-
lohydrolazy acylocholiny (cholinoesterazy — ChE) — E.L. 3.1.1.8. wedlug
metody Gerebtzoffa (1953), inkubacja w temperaturze 37°C przez 180
min; fosfohydrolazy monoestrow ortofosforanowych (fostatazy zasado-
wej — FZ) — E.L. 3.1.3.1. wedlug metody Gomoriego (1953), inkubacja
w temperaturze 37°C przez 30 min; fosfohydrolazy monoestréw ortofos-
foranowych (fosfatazy kwasnej — FK) — E.L. 3.1.3.2. wedlug metody
Gomoriego (1953), inkubacja w temperaturze 37°C przez 50 min; fosfo-
hydrolazy ATP (ATPazy) — E.L. 3.6.1.3. wedlug metody Wachsteina
i Meisela (1957), inkubacja w temperaturze 37°C przez 45 min.

WYNIKI

Fosfohydrolaza pirofosforanu tiaminy (TPPaza)

Grupa kontrolna

W pierwszej dobie zycia pozaplodowego odczyn enzymatyczny
obserwuje sie w komorkach niezroznicowanego gleju podwysciotkowego,
w komoérkach migrujgeych z warstwy okolokomorowej macierzy, w ko-
morkach gniazd rozrodezych i w S$cianach naczyniowych. Niewielka

* E.L. — enzyme list (Florkin, Stotz 1973)
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aktywnos¢ widoczna jest w pojedynczych komérkach glejowych istoty
bialej potkul moézgowych. Podobng lokalizacje odeczynu enzymatycznego
obserwuje sie u zwierzat 3-dniowych (ryc. 1) i 7-dniowych. Zmniejsza sie
stopniowo aktywnos¢ w gleju podwysciétkowym, wyrazny odczyn prze-
jawiajg komorki glejozy mielinizacyjnej.

Ryc. 1. Grupa kontrolna. 3 dzien zycia. Umiarkowana aktywno$é enzymatyczna
TPPazy w niezréznicowanym gleju podwys$ciolkowym. Pow. 480 X

Fig. 1. Control group. 3rd day of life. Moderate TPPase activity in the cells of
the matrix layer. X 480

U szczuréw 14-dniowych i starszych odczyn na TPPaze wystepuje
w licznych komorkach oligodendrogleju (ryec. 2) oraz w przynaczynio-
wym astrogleju. Utrzymuje si¢ nadal wyrazna aktywnos$¢ enzymatyczna
w $cianach naczyniowych.

I grupa doswiadczalna

Lokalizacja odczynu enzymatycznego u szczuréw l-dniowych podda-
nych dzialaniu matych dawek wnikrystyny w drugiej polowie zycia
plodowego jest podobna jak u zwierzat kontrolnych. Zwieksza sie nieco
w porownaniu z grupa kontrolng intensywnosc¢ reakcji enzymatycznej na
TPPaze w niezréznicowanym gleju podwysciotkowym. U zwierzat 3-
i 7-dniowych, w poréwnaniu ze szczurami kontrolnymi dochodzi do wzro-
stu aktywnosci w komodrkach glejozy mielinizacyjnej i do zmniejszenia
intensywnosci odczynu enzymatyczego w warstwie okolokomorowej ma-
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Ryc. 2. Grupa kontrolna. 14 dzxen zycia. Staby odczyn enzymatyczny dla TPPazy
w oligodendrogleju i naczyniach krwionosnych strzepka hipokampu. Pow. 225 X

Fzg 2. Control group. 14th day of life. Weak TPPase activity in oligodendroglia
and in the blood vessels of fimbria hippocampi. X 225

cierzy. W istocie biatej obserwuje sie liczne komorki oligodendrogleju
wykazujgce slabg reakcje. Od 14 dnia po urodzeniu nie obserwuje sie
istotnych réznic w aktywnosci badanego enzymu pomiedzy zwierzetami
kontrolnymi i doswiadczalnymi (schemat 1). Odczyn enzymatyczny, poza
naczyniami krwiono$nymi, wystepuje w licznych oligodendrocytach
i przynaczyniowo polozonych astrocytach istoty bialej mozgu.

IT grupa doswiadczalna

W porownaniu ze zwierzetami kontrolnymi, w pierwszym dniu zycia
pozaplodowego obserwuje sie niewielki wzrost aktywnosci enzymatycznej
w komorkach niezréznicowanego gleju podwysciotkowego i w migruja-
cych komoérkach macierzy. W pozostalych grupach wiekowych obserwuje
sie wzrost aktywnosci enzymu w komoérkach glejozy mielinizacyjnej (zwie-
rzeta 7- i 14-dniowe), w oligodendrogleju (ryc. 3, 4) i w naczyniach krwio-
nosnych (schemat 1).

Hydrolaza estréw karboksylowych (NsSE)

Grupa kontrolna
W grupie zwierzat 1-, 3- i 7-dniowych aktywnos¢ enzymatyczna NsE
zlokalizowana jest w perycytach naczyn krwionosnych i komérkach wy-
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Ryc. 3. Grupa dos$wiadczalna II. 3 dzien zycia. W stratum oriens hipokampu
widoczny jest odczyn enzymatyczny dla TPPazy w pojedynczych oligodendroblas-
tach. Pow. 480 X
Fig. 3. 2nd experimental group. 3rd day of life. Weak TPPase activity in the
oligodendroblasts of stratum oriens. X 480

Ryc. 4. Grupa doswiadczalna II. 14 dzien zycia. Wzrost aktywnos$ci enzymatycznej
TPPazy w oligodendrogleju strzepka hipokampu. Pow. 225 X

Fig. 4. 2nd experimental group. 14th day of life. Increase TPPase activity in oli-

godendroglia of fimbria hippocampi. X 225
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Schemat 1. Zmiany histoenzymatyczne w istocie bialej moézgu mlodych szczuréow
w nastepstwie podawania winkrystyny w drugiej polowie zycia plodowego. Grupa
kontrolna — linia przerywana; grupy doswiadczalne — linia ciggla
Scheme 1. Histoenzymatic changes in the cerebral white matter of young rats
after vincristine treatment in the second part of gestation. Control group — in-
termittent line; experimental groups — continuous line

Sciotki. Rozsiany, drobnoziarnisty odczyn enzymatyczny obserwuje sie
w komorkach okolokomorowej macierzy, a u szczuréw 7-dniowych poja-
wia sie rowniez w komorkach glejozy mielinizacyjnej spoidia wielkiego
(ryc. 5). W istocie bialej zwierzat 14-, 21- i 28-dniowych poza perycytami
naczyn krwionosnych i komoérkami glejozy mielinizacyjnej, odczyn en-
zymatyczny widoczny jest w niektorych oligodendrocytach, zwlaszcza
w obrebie spoidia wielkiego.

I Grupa doswiadczalna

W poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi u szczurow 1-, 3-, 7- i 14-
dniowych obserwuje si¢ wzrost aktywnosci enzymatycznej NsE w pery-
cytach naczyn krwionosnych, komorkach macierzy i w komorkach gle-
jozy mielinizacyjnej (ryc. 6). Wezesniej niz w grupie kontrolnej, w 7 dniu
po urodzeniu, pojawiajg sie pierwsze oligodendroblasty spoidla wielkiego
wykazujgce obecnos¢ enzymu. W dalszych okresach zycia pozaplodowego
nie obserwuje si¢ roznic pomiedzy zwierzetami kontrolnymi i doswiad-
czalnymi (schemat 1).
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Ryc. 5. Grupa kontrolna. 7 dzien zycia. Istota biala obreczy, aktywno$é enzyma-
tyczna NsE w naczyniach krwionos$nych, sladowa reakcja enzymatyczna w ko-
morkach glejozy mielinizacyjnej. Pow. 140 X
Fig. 5. Control group. 7th day of life. Weak NsE activity in the blood vessels of
the cingulum white matter. Very weak enzymatic activity in the cells of myelina-

tion gliosis. X 140

R N "

Ryc. 6. Grupa doswiadczalna 1. 7 dzien zycia. Wyrazny wzrost aktywnosci enzyma-

tycznej NsE w komorkach glejozy mielinizacyjnej istoty bialej obreczy. Pow. 140 X

Fig. 6. 1st experimental group. 7th day of life. Considerable increase of NsE
activity in myelination gliosis cells of cingulum. X 140
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IT Grupa doswiadczalna

Lokalizacja odezynu enzymatycznego na NsE jest podobna jak u zwie-
rzat kontrolnych. We wszystkich badanych okresach rozwoju pozaplodo-
wego zaznacza sie wzrost aktywnosci enzymu w poréwnaniu ze zwie-
rzetami kontrolnymi, dotyczy to zaréwno perycytéw naczyn krwionos-
nych, komoérek glejozy mielinizacyjnej, jak i oligodendrogleju istoty
bialej potkul moézgu i spoidia wielkiego. Podobnie jak u zwierzat z pierw-
szej grupy doswiadczalnej wczesniej, bo w 7 dniu po urodzeniu, widocz-
ne sg na terenie spoidla wielkiego pierwsze oligodendroblasty wykazuja-
ce obecno$¢ odczynu na ten enzym.

Hydrolaza acetylocholiny (AChE)

Zaréwno w grupie kontrolnej, jak i w obu doswiadczalnych dodatni
odczyn na AChE obserwuje sie tylko w $cianach naczyn wlosowatych.
U zwierzat 1- i 3-dniowych poddanych dzialaniu duzych dawek winkry-
styny (II grupa do$wiadczalna) aktywnos¢ enzymatyczna w $cianach na-
czyniowych jest nieznacznie nizsza w poréwnaniu ze zwierzetami kontrol-
nymi (schemat 1). Roznic tych nie obserwuje sie u starszych szczuréw

z tej grupy.
Acylohydrolaza acylocholiny (ChE)

Grupa kontrolna

Reakcja na ten enzym jest dodatnia juz w 1 dobie po urodzeniu
w naczyniach krwiono$nych i splotach naczyniastych, i systematycznie
rosnie w calym badanym okresie. U zwierzat najmlodszych, 1-dniowych,
odczyn wystepuje glownie w erytrocytach i niektérych komorkach srod-
blonka, by w nastepnych grupach wiekowych pojawi¢ sie réwniez w blo-
nie podstawowej.

Grupy doswiadczalne

W poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi u szczuréw poddanych
dzialaniu zaréwno malych, jak i duzych dawek winkrystyny nie obser-
wuje sie jakichkolwiek roznic w nasileniu i lokalizacji odczynu enzyma-
tycznego na acylohydrolaze acylocholiny. Aktywnos¢ wystepuje jedynie
w naczyniach krwionosnych (schemat 1).

Fosfataza zasadowa (FZ)

Grupa kontrolna

W 1 dniu zycia pozaplodowego aktywnos¢ enzymatyczna fosfatazy
zasadowe]j wystepuje w naczyniach krwionosnych i w komoérkach nie-
zroznicowanego gleju podwysciotkowego. Od 7 dnia zycia odczyn enzy-
matyczny w gleju podwysciétkowym wyraznie spada, natomiast w na-
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czyniach krwiono$nych wzrasta powoli w calym okresie obserwacji.
U zwierzat 7-dniowych obserwuje si¢ nieznaczng aktywnos¢ w komor-
kach glejozy mielinizacyjnej, a u szczurow starszych, w nielicznych ko-
morkach glejowych istoty bialej.

Grupy doswiadczalne

W obydwu grupach doswiadczalnych nie obserwuje si¢ réznic w lo-
kalizacji i intensywnosci odczynu enzymatycznego na fosfataze zasadowa
w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (schemat 1).

Fosfataza kwasna (FK)

Grupa kontrolna

W 11i 3 dniu zycia pozaplodowego aktywnos¢ enzymatyczna fosfatazy
kwasnej widoczna jest w niezréznicowanym gleju podwysciétkowym pod
postacig drobnych ziaren. Ponadto, silny odczyn obserwuje sie w pas-
mach komorek migrujgcych 'z okolicy okotokomorowej (ryc. 7) i w na-
czyniach krwionosnych. Od 7 dnia po urodzeniu odczyn enzymatyczny
wystepuje w gniazdach komérek glejozy mielinizacyjnej (ryc. 8),
a w 14 dniu pojawia sie¢ w niektorych oligodendrocytach spoidla wielkie-
go i istoty biatej potkul moézgu.

- %

Ryc. 7. Grupa kontrolna. 3 dzien zycia. Reakcja enzymatyczna dla FK w nie-

zroznicowanym gleju podwysciotkowym i w komoérkach migrujgcych. Pow. 180 X

Fig. 7. Control group. 3rd day of life. Strong acP activity in the undifferentiated
ymatrix cells and in the migrated cells. X 180
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Ryc. 8. Grupa kontrolna. 7 dzien zycia. Odczyn enzymatyczny na FK w komor-
kach glejozy mielinizacyjnej. Pow. 350 X

Fig. 8. Control group. 7th day of life. acP activity in myelination gliosis cells.
X 350

I Grupa doswiadczalna

U szczuréow 1- i 3-dniowych, w poréwnaniu ze zwierzetami kontrol-
nymi, obserwuje sie wzrost aktywnosci enzymatycznej w komorkach
macierzy, komoérkach migrujgcych (ryc. 9) i Scianach naczyniowych.
W warstwie niezréznicowanego gleju podwysciotkowego wiecej jest ko-
morek o wysokiej aktywnosci. U zwierzat 7-dniowych i starszych roz-
nice te zanikajg (schemat 1).

II Grupa doswiadczalna

Wyzsza niz u zwierzat kontrolnych aktywnos$¢ enzymu w istocie bia-
lej mozgu utrzymuje sie u szczurow z tej grupy diuzej niz w poprzed-
niej grupie doswiadczalnej, az do 14 dnia zycia pozaplodowego. W tym
okresie rozwoju pozaplodowego widoczny jest wzrost aktywnosci fos-
fatazy kwasnej w niezréznicowanym gleju podwysciotkowym, w komor-
kach migrujacych i w komoérkach glejozy mielinizacyjnej (ryc. 10). W po-
rownaniu do grupy kontrolnej wieksza liczba oligodendrocytéw wykazu-
je dodatnig reakcje. W najstarszych grupach wiekowych, u zwierzgt 21-
i 28-dniowych, nie obserwuje sie istotnych roéznic w poréwnaniu ze
zwierzetami kontrolnymi.
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Ryc. 9. Grupa doswiadczalna I. 3 dzien zycia. Wzrost aktywnosci enzymatycznej
FK w komérkach migrujgcych z warstwy okolokomorowej macierzy. Pow. 180 X

Fig. 9. 1st experimental group. 3rd day of life. Increase of acP activity in the
migrated cells of the matrix layer. X 180

& . d\ :L s b
N " L ]
Ryc. 10. Grupa doswiadczalna II. 7 dzien zycia. Wzrost aktywnosci enzymatycznej
FK w komorkach glejozy mielinizacyjnej. Pow. 350 X

Fig. 10. 2nd experimental group. 7th day of life. Increase of acP activity in the
cells of the myelination gliosis. X 350

9 — Neuropatologia Polska 3/84
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Fosfohydrolaza ATP (ATPaza)

Grupa kontrolna

W pierwszej dobie po urodzeniu aktywnos$¢ enzymu jest widoczna
tylko w komérkach okolokomorowej macierzy i wywedrowujgcych z niej
pasmach komoérek oraz w naczyniach krwionosnych. W 3 dniu po uro-
dzeniu odeczyn w komorkach macierzy jest nieco nizszy. U zwierzat 7-
-dniowych aktywnos¢ fosfohydrolazy ATP pojawia sie¢ w komorkach
glejowych spoidla wielkiego (ryc. 11). W nastepnych grupach wiekowych,

e

Ryc. 11. Grupa kontrolna. 7 dzien zycia. Silna aktywno$¢ enzymatyczna ATPazy
w neurogleju spoidla wielkiego. Pow. 400 X

Fig. 11. Control group. 7th day of life. Strong activity of ATPase in neuroglia of
the corpus callosum. X 400

poza systematycznie nasilajgcym sie odczynem w przynaczyniowym astro-
gleju (ryc. 12), pojawia si¢ on rowniez w niektorych oligodendrocytach
spoidia wielkiego.

I Grupa doswiadczalna

U zwierzat poddanych dzialaniu niewielkich dawek winkrystyny
w okresie plodowym dochodzi do wzrostu aktywnosci enzymatycznej
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Ryc. 12. Grupa kontrolna. 14 dzien zycia. Silna aktywno$é¢ enzymatyczna ATPazy
w astrogleju spoidia wielkiego. Pow. 300 X

Fig. 12. Control group. 14 th day of life. Strong ATPase activity in astroglia of the
corpus callosum. X 300

w niezréznicowanym gleju podwysciétkowym, w gniazdach gleju rozrod-
czego i w naczyniach krwionosnych w 1, 3 i 7 dniu zycia. Wcze$niej
niz u zwierzat kontrolnych, w 3 dniu po urodzeniu, pojawia sie odczyn
enzymatyczny w przynaczyniowo polozonych astrocytach. U zwierzat
7-dniowych, w poréwnaniu do szczuréw kontrolnych, dodatnig reakcje
wykazuje wieksza liczba komérek glejowych (ryc. 13). Od 14 dnia zycia
nie obserwuje sie¢ istotnych roznic pomiedzy zwierzetami kontrolnymi
i dos$wiadczalnymi (schemat 1).

II Grupa doswiadczalna

Podobnie jak w poprzedniej grupie doswiadczalnej, w poréwnaniu
do zwierzat kontrolnych, obserwuje sie¢ wzrost aktywnosci enzymatycz-
nej fosfohydrolazy ATP (ryc. 14). Juz w 3 dniu zycia widoczne sg licz-
ne, przynaczyniowo polozone astrocyty z dodatnim odczynem. Jedynie
u zwierzat 28-dniowych nie obserwuje sie wyraznych roéznic pomiedzy
szczurami kontrolnymi i doswiadczalnymi.
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Ryc. 13. Grupa doswiadczalna I. 7 dzien zycia. Odczyn enzymatyczny dla ATPazy
widoczny jest w wypustkach neurogleju spoidita wielkiego. Pow. 400 X
Fag. 13.:1st experxmental group. 7th day of life. The appearance of ATPase activity
in processes of the corpus callosum neuroglia. X 400

- 3 -
v
Ryc. 14. Grupa doswiadezalna II. 14 dzien zycia. Wzrost aktywnosc1 enzymatycz-
nej ATPazy w astrocytach spoidia wielkiego. Pow. 300 X
Fig. 14. 2nd experimental group. 14th day of life. Increase of ATPase activity in
the astrocytes of the corpus callosum. X 300
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OMOWIENIE

W okresie ontogenezy pozaplodowej dochodzi do szeregu zmian w lo-
kalizacji i masileniu réznych odeczynéw histoenzymatycznych w osrodko-
wym ukladzie nerwowym (Wender, Kozik 1968; Wender i wsp. 1971),
Zjawisko to jest réownolegle do szeregu innych zmian biochemicznych,
takich jak: zmiana stopnia uwodnienia tkanki nerwowej, zmiany zawar-
tosci bialek, kwaséw nukleinowych, gangliozydéw (Bass i wsp. 1969a),
lipidéw mieliny (Bass i wsp. 1969b), histoné6w i DNA w jadrach komé-
rek nerwowych (Bregnard i wsp. 1979). W istocie bialej mézgu intensyw-
ne zmiany histoenzymatyczne w okresie postembrionalnym towarzyszg
mielinizacji wiokien nerwowych (Wender, Kozik 1968; Wender i wsp.
1971).

Z przeprowadzonych przez nas badan wynika, ze podawanie winkry-
styny nawet w niewielkich dawkach (szczury I grupy doswiadczalnej)
w okresie rozwoju plodowego prowadzi do szeregu zmian w aktywnosci
enzymatycznej fosfataz i esteraz w istocie bialej mézgu w okresie poza-
plodowym — dochodzi do przyspieszenia ,,dojrzewania histoenzymatycz-
nego” istoty bialej moézgu. Tak np. aktywnos$¢ enzymatyczna TPPazy
u szczuréw kontrolnych pojawia sie w niektérych oligo- i astrocytach
w 14 dniu Zycia pozaplodowego, a odczyn enzymatyczny na ATPaze wy-
stepuje w przynaczyniowym astrogleju od 7 dnia. U zwierzat doswiadczal-
nych natomiast odczyn enzymatyczny na TPPaze wystepuje w komor-
kach glejowych juz w 7 dobie po urodzeniu, a aktywnos¢ ATPazy obecna
jest w przynaczyniowym astrogleju od 3 dnia zycia. U zwierzat pod-
danych dzialaniu niewielkich dawek winkrystyny w okresie plodowym
roznice w aktywnosci enzymatycznej zanikajg po 14 dniu zycia. U szczu-
row otrzymujgcych duze dawki winkrystyny roéznice te utrzymuja sie
dtuzej, a dla TPPazy i NsE do konca badanego okresu, a wiec do 28 dnia
po urodzeniu. Roéznice w aktywnosci enzymatycznej pomiedzy zwierze-
tami kontrolnymi i do$wiadczalnymi nie sg jednakowe dla wszystkich
badanych enzyméw: najwicksze sa dla TPPazy, NsE, FK i ATPazy,
minimalne, i to tylko u najmlodszych zwierzat otrzymujgcych duze
dawki winkrystyny, w przypadku AChE. Nie obserwuje sie roznic w ak-
tywnosci enzymatycznej ChE i FZ.

Przedstawione zmiany aktywnosci histoenzymatycznej wywolane po-
dawaniem winkrystyny w czasie cigzy dobrze korespondujg z weczeéniej
opisanym przyspieszeniem mielinizacji spoidla wielkiego (Godlewski
1983) oraz zmianami morfologicznymi i zmianami w zawartosci DNA
w jadrach oligodendrocytéw spoidla wielkiego (Kozik, Godlewski 1983),
spowodowanymi réowniez podawaniem tego antymitotyku w okresie plo-
dowym. Jednak mechanizm prowadzacy do powstania zaobserwowanych
zmian nadal pozostaje niejasny.
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Winkrystyna poza szeroko znanym i wykorzystywanym w chemiote-
rapii nowotworow dzialaniem antymitotycznym, polegajagcym na bloko-
waniu podzialu mitotycznego w stadium metafazy (Owellen i wsp. 1976),
wykazuje szereg innych wlasciwosci. Alkaloid ten hamuje synteze kwa-
sow nukleinowych, biatek, a nawet lipidow (Creasey 1979), a ostatnie
doniesienia méwig o jego wplywie na metabolizm energetyczny tkanki
nerwowej (Hoyer i wsp. 1980, 1981). W odniesieniu do ukladu nerwowe-
go alkaloidy barwinka, a wigc i winkrystyna, powodujg obok zmian typu
zwyrodnienia wlokienkowego (,,neurofibrillary degeneration” — Wis-
niewski i wsp. 1968, 1970) rowniez zaburzenia transportu aksonalnego
(Nostrom i wsp. 1971; Johnson i wsp. 1979) i przewodnictwa wldkien
nerwowych.

Przedstawione spostrzezenia S$wiadczgce o przyspieszeniu ,,dojrzewa-
nia histoenzymatycznego” istoty bialej mozgu pod wplywem podawania
winkrystyny, warto poréwna¢ z innymi pracami moéwigcymi o wystepo-
waniu w osrodkowym ukladzie nerwowym pod wplywem tego antymi-
totyku zmian typowych dla procesu starzenia sie, podobnych do tych
jakie wystepuja np. w przedstarczych zanikach moézgu (Hoyer i wsp.
1980, 1981).

WNIOSKI

1) Wielokrotne podawanie winkrystyny w drugiej polowie cigzy po-
woduje u potomstwa przyspieszenie zmian aktywnosci enzymatycznej
charakerystycznych dla ,,dojrzewania histoenzymatycznego™ istoty bialej
mozgu szczura. |

2) W badanych warunkach doswiadczalnych najwieksze zmiany hi-
stoenzymatyczne obserwuje si¢ w odczynach na aktywnos¢ TPPazy,
NsE, FK i ATPazy.

3) Nie obserwuje sie zmian w aktywnosci enzymatycznej FZ i ChE.

4) Intensywnos¢ i czas trwania zmian histoenzymatycznych sa za-
lezne od wielkosci dawki winkrystyny. Wyzsze dawki cytostatyku powo-
dujg wieksze i utrzymujgce si¢ dluzej zmiany histoenzymatyczne.

HISTOENZYMATIC CHANGES OF BRAIN WHITE MATTER OF YOUNG
RATS FROM MOTHERS TREATED BY VINCRISTINE DURING
THE SECOND PART OF GESTATION

Summary

Histoenzymatic investigations were performed on young rats, the offsprings of
mothers treated by vincristine at the 11th, 14th, 17th and 20th days of gestation.

Experimental animals were divided in two groups: the first group was from
mothers treated by vincristine at a dose of 0.01 mg/kg body weight and second
from mothers treated by this drug at a dose of 0.075 mg/kg body weight.
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The activity of TPPase, NsE, AChE, BuTJ, alkP, acP and ATPase was studied
in both the vincristine treated and control rats aged 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days.

As compare to control animals in both experimental groups we have found
an advanced developmental changes of white matter histoenzymatic activity. This
phenomenon was observed on brains in 1st animals group from 1st to 14th days
of life and in 2nd group from birth to 28th day of life. The pronounced changes
were observed with respect to TPPase, NsE, acP and ATPase activity. The enzyma-
tic activity of alkP and BuTJ was unchanging.

TMMCTOOH3NMMATUYECKUE M3MEHEHWS BEJIOI'O BEIMECTBA MOJIOJBIX KPEIC
TMPOUCXOSMMUE IOJ BJIMAHUEM ITOJABAEMOI'O BO BTOPOI ITOJIOBUHE
BHYTPUYTPOBHON XWU3HU

Pe3ome

Beum mpoBeieHbI THCTO3H3AMATHYECKHE HCCIECIOBAHMA HA MOJIOABIX KpPBICAX, IMOTOMCTBE
MaTepeif, MONyYaBUIHM BHHKPHCTAH BO BTOPOM MOJO3HHE OSPeMEHHOCTH YeTHIPEXKPATHO — Ha
11, 14, 17 u 20 meup GepeMeHHOCTH. DKCIEPUMEHTA/IbHbBIE XKABOTHLIZ ObUIH pa3/eieHsl HA [Be
rpynisl: KPICHl U3 | Tpymrsl MPOUCXOOHIA OT MATep2if, MOJIy4aBUIAX BHHKPHCTHH B J103aX IO
0,01 Mmr/kr Beca Tema, Kpbickl w3 I[ rpymmel — OT MaTepeif, MOMYYaBIIMX BHHKPHCTHH B 103aX
no 0,075 mr/kr Beca Tena. Kpsic 3 Beex rpynn yousamu Ha 1, 3, 7, 14, 21 u 28 1eHb OT POXKICHUS.
Ha cpe3ax mo3ra ompemensyia 3H3MMATA4SCKYRO akTuBHOCTs> TIIIIa3sr, HI3, AXD, A®, BXD,
K® u AT®a3sl.

B ofemx rpymmax ObUIO OOHAPYXKEHO YCKOPEHHE MpOIECCa ,,THCTOIH3MMATHYECKOrO CO3pe-
BaHus® GEJIOTO BEmeCTBA MO3ra, BBIPAXKAIOIIHECH 00Jiee CHIbHBIMA DPEaKUUsAMHA 10 CPaBHEHHH
C KOHTPOJIbHBIMH JKHBOTHBIMA. DTO sIBJICHHE HAOIIIOAIOCh Y XKABOTHBIX 3 1 3KCIIEpAMEHTAIBLHOM
rpynmbl Mexay 1 u 14 mHem BHEYTPOOHOM Xu3HH, a y KpbIC U3 11 rpymmst o 28 mHs BHEyTPOOHOIT
#u3Hn. CaMble 6OJbIINE THCTOIH3UMATHYECKAE H3MEHEHHS OTHOCHIINCH K JH3MMATHYECKAM peak-
uuam Ha TTIMMa3y, H3, K® u AT®a3y; He Ha0/1101aIMCh W3MEHEHHS YH3AMATHIECKO aKTHBHOCTH
A®D u BXD.
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RYSZARD PLUTA

ZMIANY TEMPERATURY MOZGU I WYBRANYCH OKOLIC
CIALA KROLIKA ORAZ JEGO ZACHOWANIA SIE
W PODWYZSZONEJ TEMPERATURZE OTOCZENIA

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN

Temperatura jest jednym z gléwnych czynnikéw warunkujgcych
przebieg procesow zyciowych w komorkach roslin i zwierzat. Procesy te
ustajg w temperaturze zblizonej do 0°C, chociaz czesto w sposob odwra-
calny (Hensel i wsp. 1973). Wzrost temperatury w okreslonych granicach
zwieksza szybkos$¢ procesow metabolicznych. Przekroczenie temperatury
41°C rozpoczyna zaburzenia regulacji zlozonych ukladéw enzymatycz-
nych, wynikiem czego sg nieodwracalne zmiany strukturalno-czynnoscio-
we (Gwoézdz i wsp. 1978; Heikkila, Brown 1979).

Temperatura wnetrza ciala znacznej wiekszo$ci ssakow i ptakow re-
gulowana jest w granicach od 36 do 43°C oraz wykazuje zroznicowanie
gatunkowe (Schmidt-Nielsen 1964). Podwyzszona temperatura ciala zwie-
rzat stalocieplnych umozliwia wzrost dynamiki proceséw metabolicznych,
ktéorych produktem ubocznym jest cieplo. Ta szybka produkecja ciepla
jest koniecznym warunkiem regulacji temperatury ciala na poziomie
36—41°C. W celu jej zachowania wewngtrzustrojowe procesy produkcji
ciepla pozostajg w rownowadze z rozpraszaniem ciepta do otoczenia. Oba
procesy sg stale wzajemnie dostosowywane, kompensujgc zaklocenia wy-
wolane zmienng temperaturg otoczenia i réznym poziomem aktywnosci
zyciowej. Ich rownowage kontroluje osrodek termoregulacji mieszczacy
sie w podwzgoérzu (Mietkiewski 1969).

Jednoczesne badania temperatury moézgu i wnetrza tulowia oraz za-
chowania sie zwierzagt w podwyzszonej temperaturze otoczenia sg do-
tychczas nieliczne. Majg one istotne znaczenie nie tylko dla zrozumienia
przebiegu proceséw termoregulacji, ale takze dla wyjasnienia mecha-
nizméw zmian patologicznych rozwijajacych sie w czasie hipertermii.

Celem pracy byla ocena zmian temperatury podwzgoérza i kory moézgu
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oraz malzowiny usznej, miesni karku i odbytu u krélika i jego zachowa-
nia sie w temperaturze otoczenia 38—39°C podczas trzygodzinnej ekspo-
zycji.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 30 albinotycznych krolikach, obojga
plci, o masie ciata 2,6—3,9 kg. Implantacje termoelementéw miedziowo-
-konstantanowych (Cu-Konst) przeprowadzano we wziewne] narkozie
eterowej. Termoelementy implantowano w czterech punktach ciala:
w podwzgoérzu, korze mozgu, w miesniach karku oraz na malzowinie
usznej. '

Termoelementy mozgowe w ostonkach szklanych, o srednicy zewne-
trznej 0,5 mm, wprowadzono przez otwory trepanacyjne w sklepieniu
czaszki w wywiercone wiertarka dentystyczng. Do kosci czaszki przy-
twierdzano je przy pomocy somopolimeryzujgcej zywicy protetycznej
Duracryl. Skore, ktorg na sklepieniu czaszki przecinano w celu implanta-
cji termoelementéw, zszywano w ostatniej fazie zabiegu chirurgicznego.
Miejsca i wspolrzedne stereotaktyczne implantowanych termoelementow
okreslano wzgledem BREGMA (skrzyzowanie szwu strzalkowego i wien-
cowego). Termoelementy umieszczano w podwzgérzu tylnym — L-1,
P-1, V-16 mm (centralny osrodek termoregulacji) oraz w korze mogu —
L-1, P-1.

Ponadto jeden termoelement w ostonce szklanej wewngtrz cienkiej
igly umieszczano w miesniach karku w s$rodkowym odcinku szyi na
poziomie tetnicy kregowej — temperatura krwi plyngcej do mozgu i za-
razem temperatura wnetrza ciala. Mocowano go przy pomocy szwu z jed-
wabnej nitki oraz tasmy klejgcej. Kolejny termoelement w oslonce szkla-
nej mocowano na grzbietowej powierzchni malzowiny usznej nad gltow-
ng tetnicg uszng (okolo 6 cm od konca) — miejsce intensywnej ,,suchej”
wymiany ciepla z otoczeniem. Ponadto dokonywano pomiaru temperatu-
ry w odbycie na glebokosci okolo 7 cm, z miejsca na ogdél uwazanego za
reprezentujgce temperature wnetrza ciala.

Zwierzeta z implantowanymi termoelementami umieszczano w ko-
morze termicznej na 3 godziny, w temperaturze 38—39°C i wilgotnosci
wzglednej powietrza wahajgcej sie od 60 do 45%. Temperatura we
wnetrzu komory mogta by¢ regulowana na dowolnym poziomie w zakre-
sie 4—60°C, natomiast wilgotnos¢ wzgledna powietrza w zakresie 25—
100%o.

Czujniki termoelektryczne

Jako czujniki temperatury ciala uzyte zostaly termoelementy Cu-
-Konst w izolacji szklanej lub w izolacji szklanej i metalowej o $red-
nicy zewnetrznej 0,5—1,0 mm. Do pomiaru temperatury odbytu zasto-

http://rcin.org.pl



Przegrzanie mé6zgu 437

sowano termometr weterynaryjny. Termoelementy wykonywano z izo-
lowanych drutéw Cu-Konst o s$rednicy 0,1 mm przez skrecenie odizolo-
wanych koncéw i zespawanie w luku elektrycznym. Przed kazdym do-
$wiadczeniem termoelementy kalibrowano w komorze termicznej (zaw-
sze w tym samym miejscu) przez 1 godz., z uzyciem wzorcowego termo-
metru rteciowego o podzialce 0,1°C.

Pomiar i rejestracja temperatury

Temperature rejestrowano na 12-miejscowym kompensacyjnym réje-
stratorze punktowym typu MKV/T12 (firmy VEB Messgerdtewerk Erich
Weinert, Magdeburg, NRD), wyposazonym w automatyczny przelgcznik.
Jego zakres pomiarowy wynosil 0—2 mV, a szeroko$¢ papieru rejestra-
cyjnego 250 mm z podzialka 2,5 mm wyskalowang w °C przy pomocy ter-
moelementu Cu-Konst w komorze termicznej z termometrem wzorcowym
z podzialtkg 0,1°C.

Zastosowanie specjalnie skonstruowanego przedwzmacniacza na wejs-
ciu rejestratora pozwalalo przy stosowaniu termoelementéw Cu-Konst
na rejestracje temperatury z czuloscig 0,04°C/mm wychylenia pisaka
i dokladnoscig okolo 0,05°C. Wymagalo to jednak zawezenia zakresu po-
miarowego do 10°C na calej skali. Zakres ten zamykat sie w przedziale
35—45°C. W czasie rejestracji szybko$¢ przesuwu papieru wynosila
120 mm/godz.

Termoelementy umieszczone w ciele krolikéw wyprowadzono na zew-
natrz komory termicznej przez otwér wykonany w jej plastikowej przy-
krywie. Nastepnie lgczono je z przedwzmacniaczem zespolonym z reje-
stratorem. Przedwzmacniacz podigczano do sieci co najmniej na 30 min
przed rozpoczeciem rejestracji temperatury. Wyprowadzenie termoele-
mentéow w opisany sposob pozwalalo krélikom na swobodne poruszanie
sie wewnatrz komory.

Stosowano komore termiczng o wymiarach 40 X 40 X90 cm z regu-
lacja temperatury i wilgotnosci powietrza, przedzielong metalows kratks
na dwie czeSci. Temperature w komorze mierzono przy pomocy trzech
termometrow rteciowych i czujnika platynowego. Pierwszy termometr
byl umieszczony nad wlotem cieplego powietrza, drugi na tej samej
wysokosci, na przeciwleglej scianie w odleglosci 90 cm. Trzeci termometr
byl umieszczony na dnie komory na poziomie pyszczka kroélika w odleg-
losci 20 em od $cianki, w ktérej znajdowal sie wlot cieplego powietrza.
Czujnik platynowy umieszczony byl w odleglosci okolo 20 cm od trze-
ciego termometru (mniej wigcej na srodku komory). Pod wlotem ciepte-
go powietrza znajdowal sie higrometr wlosowy. Zwierze umieszczano
w drugiej czeSci komory z przykryciem wykonanym z przezroczystego
plastiku, co pozwalalo na obserwacje zachowania sie¢ zwierzat.
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Przebieg do$wiadczenia

Ogrzewanie komory wlgczano na godzine przed rozpoczeciem doswiad-
czenia. Roznica temperatur w czterech punktach komory wahala sie od
0 do 3°C ($rednio 1,5°C) i zalezala od temperatury otoczenia. Kroliki
na okolo 2 godziny przed doswiadczeniem pozbawiano pokarmu i wody.
Zwierzeta umieszczano w komorze termicznej na 3 godz. W tym czasie
wilgotnoé¢é wzgledna powietrza wahala sie w granicach 60—45%b.

Uwagi o zachowaniu sie zwierzat zapisywano na papierze rejestracyj-
nym obok zapisow temperatury. Czesto$¢ oddechéw oceniano na podsta-
wie obserwacji wizualnej i pomiaru czasu za pomocg stopera. Wszystkie
doswiadczenia przeprowadzano na pojedynczych, swobodnych zwierze-
tach, o tej samej porze dnia i roku. Po zakonczeniu doswiadczen lokali-
zacje implantowanych termoelementéw weryfikowano morfologicznie.

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

Kroliki reagowaly na podwyzszong temperature otoczenia zmiang
postawy ciala, aktywnosci ruchowej oraz innych przejawoéw zachowania
sie. W czasie przebywania w komorze termicznej zwierzeta przyjmowaty
trzy postawy ciala: normalng, spoczynkowo-aktywna (cechujgca sie wy-
stepujgcymi na przemian okresami spoczynku i pobudzenia ruchowego)
i wyciggnietg, z ulozeniem ciala na boku. Postawe normalng kroliki
przyjmowaly w pierwszej godzinie przebywania w komorze; po uply-
wie godziny zwierzeta zaczynaly wykonywaé¢ ruchy obrotowe w obie
strony w plaszczyznie poziomej. Czesto zmienialy pozycje i podejmo-
waly préby wydostania sie z komory. Dosy¢ czesto unosity glowe i przed-
nimi lapami pocieraly pyszczek, ktory w tym czasie stawal sie wilgotny.
W miare narastania stresu cieplnego pojawial sie $linotok, a zwierzeta
zwilzaly $ling siers¢ w okolicy pyszezka. Co pewien czas kroéliki wyko-
nywaly gwaltowne ruchy. Po uplywie 1,5 godz. przyjmowaly pozycje
lezgcg z glowag uniesiong do gory i rozstawionymi uszami. Obserwowano
bardzo silne przekrwienie uszu i $linotok, a ruchy wykonywane w tym
okresie byly nadal gwaltowne. Po 2 godzinach nadal wystepowal $lino-
tok, a kroliki utrzymywaly postawe lezaca z cialem maksymalnie wy-
ciggnietym i uniesiong glowg, probowaly wydosta¢ sie z komory lub
zagrzeba¢ sie w podlozu. W tym okresie zwierzeta wykazywaly objawy
spowolnienia ruchowego. Po 2,5 godz. nadal lezaly z cialem maksymal-
nie wyciggnietym, z uniesiong glowa i rozstawionymi uszami. Nasilala
sie tendencja zagrzebania w podlozu bez zmiany ulozenia ciala. Zwierze-
ta byly bardzo niespokojne i gwaltownie reagowaly na bodice zewne-
trzne.
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Przez caly okres przebywania w komorze obserwowano wzrost czesto-
$ci oddechéw z okolo 30/min do 350—400/min i wiecej. Oddechy w kon-
cowe]j fazie doswiadczenia byly bardzo plytkie.

Po zakonczeniu przegrzewania zwierzeta lezaly spokojnie, z maksy-
malnie wyciagnietym cialem, prawie nie zmieniajgc pozycji. Obserwo-
wano jednakze gwaltowne reakcje na bodzce np. stuchowe. W momencie
zblizenia si¢ eksperymentatora, zwierzeta usilowaly wydostaé sie z ot-
wartej komory, wykonywaly gwaltowne skoki, a nawet usilowaly gryzé.

Siedem zwierzat, ktére padly w czasie przebywania w komorze lub
bezposrednio po wyjeciu z niej, cechowalo sie nieskoordynowanymi ru-
chami i niemoznoscig utrzymania ciala w normalnej pozycji. Obserwo-
wano drzenie przednich koneczyn oraz drgawki kloniczno-toniczne. Zwie-
rzeta padaly wsréd typowych objawoéw przedagonalnych. Tuz przed zgo-
nem mialy plytki oddech, sinienie skéry uszu i pyszczka, wydalaty duze
ilo$ci moczu.

Zmiany temperatury wybranych okolic ciata kroélika

Podwzgorze. Temperatura podwzgorza u swobodnych krolikéw przed
doswiadczeniem miescila sie w zakresie 36,6—38,5°C, przy S$redniej
wartosci 37,6 + 0,8°C (n = 6). W czasie przebywania w komorze obser-
wowano ciggly wzrost temperatury. W trzeciej godzinie osiggala ona naj-
wyzszg warto$¢ dochodzgcg do 42,8°C, s$rednio 41,9 + 0,6°C (n = 6)
(p <<0,05) (ryc. 1). W ciggu trzech godzin przebywania zwierzat w tem-
peraturze otoczenia 38—39°C obserwowano wzrost temperatury podwzgé-
rza od 3,3 do 5,7°C, przy sredniej wartosci 4,4 * 0,9°C (n = 6). W ciggu
4 godzin obserwacji po do$wiadczeniu temperatura podwzgoérza nie ule-
gala normalizacji.

Kora mézgu. Temperatura kory moézgu u swobodnych krolikow przed
umieszczeniem w komorze wahala sie pomiedzy 36,1—38,9°C, przy s$red-
niej wartosei 37,6 * 0,9°C (n = 13). Przez caly czas do$wiadczenia stwier-
dzano powolny, ale systematyczny wzrost temperatury, ktérej najwyz-
sza warto$¢ w 3 godz. wynosila 41,4°C, s$rednio 39,4 * 0,9°C (n = 13)
(p<0,05) (ryc. 1). W czasie doswiadczenia wzrost temperatury kory
mozgu wynosil od 0,7 do 2,8°C, $rednio 1,8 + 0,8°C (n = 13). Po trzech
godzinach od zakonczenia do$wiadczenia temperatura kory moézgu w po-
jedynczych przypadkach osiggala wartosci kontrolne.

Miesnie karku. Temperatura miesni karku przed umieszczeniem zwie-
rzat w komorze wahala sie od 35,8 do 39,7°C, $rednio wynosila 37,8 *
*+ 1,0°C (n = 21). W czasie doswiadczenia stwierdzano systematyczny
wzrost temperatury od 1,4 do 6,3°C, $rednio o 3,1 * 1,5°C (n = 21).
Najwyzsza notowana temperatura wynosila 44,2°C, przy czym zwierzeta
z takim wzrostem temperatury miesni karku padaly w trakcie doswiad-
czenia lub bezposrednio po nim. U zwierzat, ktére przezyly, najwyzsza
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Ryc. 1. Przebieg zmian $rednich warto$ci temperatury podwzgoérza (1) (n=6) i ko-
ry mozgu (2) (n=13) u kroélikow oraz wilgotnosci wzglednej powietrza (3) (n=23)
podczas 3-godzinnej ekspozycji zwierzat w komorze termicznej o temperaturze
powietrza 38—39°C (4); n = liczba dos$wiadczen; czarnymi kwadracikami oznaczo-
no prawdopodobienstwo p<<0,05

Fig. 1. Changes of mean temperature in hypothalamus (1) (n=6) and cerebral cor-
tex (2) (n=13) of the rabbits and of relative air humidity (3) (n=23) during

a 3-hour exposure of the animals in a thermic chamber to 38—39°C (4); n =
number of experiments; black squares — probability p<<0.05

temperatura wynosila 42,5°C, $rednio 40,9 * 1,5°C (n = 21) (p <<0,05)
(ryc. 2). W ciggu czterech godzin po doswiadezeniu nie obserwowano po-
wrotu temperatury do normy.

Matzowina uszna. Temperatura malzowiny usznej przed doswiadcze-
niem wahata sie od 35,0 do 38,6°C, przy $redniej wartosci 37,4 +1,1°C
(n = 23). W trakcie doswiadczenia temperatura wzrastala od 1,5 do 7,4°C,
przy sredniej wartosci 3,3 = 1,7°C (n=23). Najwyzsza notowana tem-
peratura po doswiadczeniu wynosita 42,4°C, srednio 40,7 + 1,3°C (n=23)
(p <0,05) (ryc. 2). W jednym przypadku, w ktéorym zwierze padlo, tem-
peratura malzowiny usznej wynosila 43,4°C, a temperatura miesni kar-
ku przewyiszala 43°C. Temperatura malzowiny usznej osiggala warto-
$ci kontrolne po uplywie 10—50 min od zakonczenia do$wiadczenia.

Odbyt. Temperatura odbytu przed do$wiadczeniem wahala sie od 37,5
do 39,5°C, $rednio 38,8 + 0,6°C (n = 26). W trakcie do$wiadczenia obser-
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Ryc. 2. Przebieg zmian S$rednich wartosci temperatury mieéni karku (1) (n=21)

i malzowin usznych (2) (n=23) u krélikow oraz wilgotnosci wzglednej powietrza

(3) (n=23) podczas 3-godzinnej ekspozycji zwierzat w komorze termicznej o tem-

peraturze powietrza 38—39°C (4); n = liczba do$wiadczen; czarnymi kwadracikami
oznaczono prawdopodobienstwo p<0,05

Fig. 2. Changes of mean temperature in neck muscles (1) (n = 21) and ear auricles

(2) (n=23) of the rabbits and of relative air humidity (3) (n=23) during 3-hour

exposure of the animals in a thermic chamber to 38—39°C (4); n = number of
experiments; black squares — probability p<<0.05

wowano wzrost temperatury od 1,4 do 5,4°C, $rednio 3,1 * 0,9°C (n =
= 26). Najwyzsza temperatura odbytu po doswiadczeniu wynosita 42,7°C,
$rednio 41,9 + 0,7°C (n= 26) (p << 0,001). W ciggu trzech godzin po do-
$wiadczeniu obserwowano powrdt temperatury do normy. Jednakze zwie-
rzeta, u ktérych temperatura po doswiadczeniu przekraczata 43°C pada-
ly w krotkim czasie po jego zakonczeniu.

Wilgotnos¢ wzgledna powietrza

Zmiany wilgotnosci wzglednej powietrza w komorze termicznej przy
temperaturze powietrza 38—39°C przedstawiono na rycinach 1i 2. W 11

10 — Neuropatologia Polska 3/84
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przypadkach wilgotnosé powietrza w koncowej fazie do$wiadczenia obni-
zala sie 0 2—12%, w 5 nie ulegala zmianie, a w siedmiu byla wyzsza
o 1—4%o.

OMOWIENIE

Zmiany zachowania sie¢ krolikow w przedstawionej serii doswiadczen
sq podobne do obserwacji poczynionych przez innych autoré6w w odmien-
nych warunkach doswiadczalnych (Dutkiewicz 1956; Krause 1960; Ka-
dziela 1979; Caputa 1980). Autorzy ci stwierdzali réwniez przyspieszenie
czestosci oddecho6w w ostrym stresie cieplnym u ssakéw. W stanie hi-
pertermii pochodzenia egzogennego i endogennego temperatura mozgu
ulega podwyzszeniu, mimo istnienia mechanizmu jego wybiérczego chlo-
dzenia. Jednym z elementéw tego mechanizmu jest stwierdzane polipnoe
termoregulacyjne. W goragcym, suchym otoczeniu umozliwia ono utrzy-
manie temperatury mozgu zwierzat na poziomie nizszym od reszty ciala
(Caputa 1980). Stwierdzenie to znalazlo swoje potwierdzenie w przed-
stawionej serii doswiadczen jedynie w przypadku kory mozgu, w sto-
sunku do mie$ni karku, malzowiny usznej i odbytu. Wzrost temperatury
kory byt bardzo wolny i osiggal $rednig wartos¢ 39,4°C, najnizszg z wszy-
stkich badanych okolic mézgu. Temperatura podwzgorza wzrastala znacz-
nie bardziej, $rednio o 4,4 = 0,9°C, a w pojedynczych przypadkach nawet
o 5,7°C. Porownywalny wzrost temperatury wystepowal takze w mies-
niach karku, na malzowinie usznej oraz w odbycie. Spostrzezenia powyz-
sze wskazujg na zréznicowany wzrost temperatury réznych okolic moz-
gowia w warunkach przegrzania. Szczegdélnie istotny wydaje sie fakt
znaczaco nizszej temperatury kory mozgu, przy temperaturze podwzgo-
rza zblizonej do wystepujgcej w innych okolicach ciala. Sugeruje to
z jednej strony istnienie odrebnego mechanizmu ,,zabezpieczajacego ter-
micznie” kore moézgu, a z drugiej zapewniajgcego podwzgoérzu osigganie
wartosci temperatur zgodnych z wystepujgcymi w organizmie. To ostat-
nie wydaje sie szczegdlnie wazne z punktu widzenia termoregulacyjnych
funkcji badanej okolicy podwzgoérza.

Jest wysoce prawdopodobne, ze wymiana cieplna miedzy krwig czasz-
kowych rozlewisk zylnych, lgczgcych sie z siecia naczyniowg nosa, od-
grywajacg istotng role w chlodzeniu krwi, a odleglymi okolicami modzgu
zachodzi za posrednictwem plynu mozgowo-rdzeniowego. Mozna przy-
puszczac, ze przewodnictwo cieplne pltynu jest wyzsze niz duzych obje-
tosciowo struktur tkankowych moézgu. Podstawowe znaczenie dla od-
prowadzania ciepla z mézgowia ta drogg ma zapewne konwekcja termicz-
na cieczy. O roli plynu mézgowo-rdzeniowego w chlodzeniu mézgu moze
swiadczy¢ fakt, ze jego temperatura w komorze bocznej jest nizsza od
temperatury centralnych struktur moézgowych (Caputa 1980). Wyjasnia-
loby to znaczng roéznice temperatur pomiedzy podwzgoérzem a korg
mozgu. - g

http://rcin.org.pl



Przegrzanie moézgu 443

W badaniach wlasnych nie stwierdzono stabilizacji temperatury moézgu
na poziomie 40,4—40,5°C opisanej przez Kadziele (1979) i Capute (1980).
Zapewne nalezy to wigza¢ z faktem, ze kroliki nie byly przygotowywane
do przebywania w podwyzszonej temperaturze otoczenia, jak w przy-
padku badan tych autoréw. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze w przedsta-
wionym materiale pewne cechy stabilizacji temperatury odnotowano je-
dynie w przypadku kory mozgu, jednakze na nizszym poziomie niz opi-
suja to zaréwno Kadziela (1979), jak i Caputa (1980).

W skrajnych przypadkach, kiedy temperatura wnetrza ciala przekra-
czala 43°C, zwierzeta padaly. Wydaje sie bardzo malo prawdopodobne,
aby $mier¢ nastepowala w wyniku istotnych zmian w narzgdach we-
wnetrznych. Potwierdzeniem tego sg spostrzezenia Stroma i wsp. (1979),
w ktorych wykazano, Ze miejscowe ogrzanie narzgdéw wewnetrznych
prowadzi do ich uszkodzenia dopiero przy temperaturze zblizonej do
45°C. W oparciu o wlasne spostrzezenia kliniczne i pomiary tempera-
tury w wybranych miejscach ciala wydaje sie, ze do $mierci zwierzat
dochodzilo z przyczyn moézgowych, po przekroczeniu temperatury 42,5°C
w podwzgorzu.

TEMPERATURE CHANGES IN THE BRAIN AND IN SOME BODY REGIONS
AND BEHAVIORAL CHANGES IN A RABBIT EXPOSED TO ELEVATED
TEMPERATURE

Summary

The experiments were performed on 30 Albino rabbits. The animals were
kept in a thermic chamber at 38—39°C with relative humidity of 60—45% for
3 h. A statistically significant increase of temperature was measured in hypotha-
lamus, cerebral cortex, neck muscles, ear auricle and rectum. Elevation of the
temperature above 42.5°C in hypothalamus and above 43°C in the body was obser-
ved to lead to death with accompanying cerebral symptoms. The increase of tem-
perature in the cortex differed from that in hypothalamus where it was close to
that in other parts of the body.

V3MEHEHWSI TEMITEPATYPBI MO3T'A I BBIBPAHHBIX OBJIACTEN TEJIA KPOJIMKA
M EI'O TMOBEJAEHUS B TTOBBIMIEHHOW TEMIIEPATYPE OKPVIKEHUS

Pe3iome

OxcnepuMeHT Obul npoBeneH Ha 30 KponMkax-anbOMHOCAX. JKUBOTHBIX MOMEIIAIH B TEPMH-
YecKylo kamepy C TemnepaTypoit Bo3ayxa 38 —39°C m OTHOCHTENBHOM BIaXHOCTBIO 60—459%,
Ha 3 yaca. HaGmiomancss xapakTepHBI pOCT TEMIepaTyphl THIOTanamyca, KOpbl MO3ra, MBI
LIIEH, YITHOW PAKOBHHBI M aHyca. BbUIO yCTAaHOBIIEHO, 4TO MNpeBbImeHHe TemmepaTypsl 42,5°C
B runoranamyce u 43°C BHYTpHU Tesia BeIET K THOC/IM XMUBOTHBIX IPH MO3TOBBIX CHMITOMAax. BBLT
obHapyxen nuddepeHunPOBAHHBIN NPHPOCT TEMIEPATYPHI KOPbI MO3ra IO CPaBHEHHIO C THIIO-
TaaamMycoM, B KOTOpOM TemnepaTypa Obuia CXOomHA ¢ TeMnepaTypoil B Apyrux obractsx Tena.
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It is known that even minor temperature changes influence cell me-
tabolism. At temperatures ahove 40°C mammalian cells are unable to
divide, their growth is arrested and protein synthesis is inhibited (Mc
Cormick, Penman 1969; Warocquier, Scherrer 1969). The studies per-
formed on several types of mammalian cells cultured in vitro subjected
to hyperthermic stress have revealed striking morphological and bio-
chemical changes in both DNA- and RNA-containing structures of nucleus
and nucleolus (Simard, Bernhard 1967; Amalric et al. 1969; Simard et
al. 1969; Heine et al. 1971; Cervera 1978; Cervera, Montero 1980). The
increase in the environmental temperature from 37° to 41° up to 45°C
partially or completely blocks the ribosomal RNA synthesis and in-
hibits transfer of ribosomal RNA (rRNA) to the cytoplasm as well
found in ascites tumor cells of the hepatoma of Zajdela (Amalric et al.
1969). At the same time ribosomal precursor granules disappear, pro-
bably by reconversion into fibrils, and the intranucleolar chromatin is
greatly diminished. The authors also reported that the effects caused
by elevated temperatures are reversible and after return to mormal
temperature recovery of the cells is complete (Amalric et al. 1969; Heine
et al. 1971).

So far, cells of neuroectodermal origin have not been examined for
the morphological effects of supranormal temperatures. We have chosen
hypophyseal neural lobe cultures from newborn rats as an experimental
model already used in our laboratory. The aim of this study was to
follow at the ultrastructural level the time course of events after
hyperthermic shock with respect to activity of nucleus and other cellular
organelles in neurohypophyseal glial cells (pituicytes).
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MATERIAL AND METHODS

Sixty newborn, Wistar rats of both sexes were decapitated, the
cranial cavity opened and the brain removed. The neural lobes were
separated from the pars distalis and pars intermedia of the hypophysis.
After removal of the capsular connective tissue, neural lobes were ex-
planted on collagen-coated coverslips and maintained in Carrel flasks.
The nutrient medium, renewed twice weekly, consisted of 50%¢ human
serum, 40° Earle’s solution (pH 7.2), and 10% saline extract of 9-day-
old chicken embryo. It was supplemented with glucose (600 mg/100 ml)
and penicillin (100 units/ml). The pH of the medium ranged from 7.0
to 7.3. The cultures were monitored in the living state by light micro-
scopy. Selected 14-day-old cultures were then placed in an incubator
previously warmed to the required temperature, which ranged from
41°C to 42°C, and subjected to thermic shock for three hours. After
hyperthermia, the cultures were either fixed immediately for electron
microscopy (0 group) or transferred to a new maintenance medium
and allowed to grow at 37°C for 3 h (I group) and for 24 h (II group)
so that their ability to recover from the effect of heat shock could
be studied. Next, they were fixed for electron microscopy. Control
experiments were simultaneously carried out in which cells were cul-
tured normally (at 37°C).

For electron microscopy the tissue cultures were briefly rinsed in
Locke’s solution at room temperature, fixed in 1.5% glutaraldehyde in
0.2 M cacodylate buffer (pH 7.2, for 30 min at 4°C), rinsed in the same
buffer for 1 h and postfixed for 1 h in 1.5% osmium tetroxide in
0.2 M cacodylate buffer, pH 7.2. After dehydration in ethanols the
cultures were embedded in Epon 812, and ultrathin sections counter-
stained with uranyl acetate and lead citrate and examined with a JEM
7 A electron microscope.

Histochemical procedure

In all groups of tissue cultures the activity of the following enzymes
in pituicytes was determined: glucose-6-phosphate dehydrogenase —
G-6-PDH (according to Hess et al. 1958), succinate dehydrogenase —
SDH (Novikoff 1963), and lactate dehydrogenase — LDH (Hess et al.
1958). Histochemical demonstration of the enzymes was carried out on
living, unfixed cultures, which were subsequently examined with
a light microscope.

RESULTS
Electron microscopic study

Controls. The morphological picture of neurohypophyseal glial cells
has been previously described (Gajkowska, Zareba-Kowalska 1982; Za-
reba-Kowalska et al. 1983). Fourteen day cultured pituicytes were ir-
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regular in shape and extended numerous finger-like and villiform pro-
cesses into the extracellular space. The cell membranes were in close
apposition due to well-developed junctional complexes. Complex junc-
tions, i.e., tight junctions combined with small gap junctions as well as
intermediate junctions and spot desmosomes were recognized as interpi-
tuicytic contacts (Fig. 1). Pituicytes had large, oval nuclei with marginal

Fig. 1. Control group. Note numerous junctional complexes interposed between
pituicytes (arrows). * 13 350. Insert — normal nucleolus. X 17 800

Ryc. 1. Grupa kontrolna. Widoczne zlgcza miedzy pituicytami (strzatki). Pow.
13350 X. Insert — jgderko o prawidlowej budowie ultrastrukturalnej. Pow.
17800 X

heterochromatin. Major part of chromatin was distributed evenly thro-
ughout the nucleus while its certain amounts were condensed and ag-
gregated beneath nuclear membrane and throughout the nucleolus. The
nucleoli were not prominent structures and consisted of the fibrillar
and granular elements of the nucleolonema which formed an irregular
network. In the meshes of the nucleolonema clumps of intranucleolar
chromatin and fibrillar centres were seldom found. The fibrillar centres
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£ By

Fig. 2. Group Q after thermic shock. Nucleus showing folded nuclear envelope

and chromatin-poor nucleoplasm with light places and local concentrations of

chromatin granules. Nucleolus consists of aggregated fibrillar material. X 10875

Ryc. 2. Grupa 0 po szoku termicznym. Widoczne jadro z pofaldowanag otoczka

i nukleoplazmg ubogg w chromatyne, z przejasnieniami i miejscowymi skupienia-

mi ziarnistosci chromatynowych. Jaderko zbudowane ze zbitego materialu wiokien-
kowatego. Pow. 10875 X
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Fig. 3. Group 0 after thermic shock. The pituicyte exhibits “degranulated” nucle-
olus consisting of aggregated fibrillar material. Note enlarged intercellular spaces
and absence of junctional complexes between pituicytes. X 13 050
Ryc. 3. Grupa 0 po szoku termicznym. Pituicyt ze zmienionym jgderkiem, wykazu-
jacym zanik czesci ziarnistej, zbudowanym ze zbitego materialu wldékienkowatego.
Widoczne powiekszone przestrzenie miedzykomoérkowe oraz brak zlgcz miedzy pi--
tuicytami. Pow. 13050 X
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Fig. 4. Group I after thermic shock. Enlarged RER cisternae (arrows) are filled

with electron-dense substance, one of them shows connection between nuclear

envelope. In nucleus light places and local concentrations of chromatin granules
are visible. X 13 050

Ryc. 4. Grupa I po szoku termicznym. Poszerzone cysterny siateczki ziarnistej

(strzalki) wypelnione substancja elektronowo-gesta, jedna z cystern kontaktuje sie

z otoczka jadrowa. W jadrze widoczne miejscowe przejasnienia i skupienia ziar-
nistosci chromatynowych. Pow. 13 050 X

were composed of loose fibrillar substance (Fig. 1 — insert). Interchro-
matin granules were rarely observed. Perichromatin granules were ir-
regularly distributed in aggregations of chromatin beneath nuclear mem-
brane and in the nucleoplasm. The cytoplasm was abundant and contained
prominent Golgi complexes and well developed granular and smooth
endoplasmic reticulum. A moderate number of mitochondria as well as
numerous ribosomes and polysomes were present. The lysosomes and
lipid droplets were few.

Cultures which have been maintained for three hours at elevated
temperature (41—42°C) revealed changes in nuclei and characteristic le-
sions of nucleoli. The cells examined immediately after incubation at
higher temperature disclosed nuclei irregular in shape with folded nuclear
envelope (Fig. 2). Most of the nucleolar bodies revealed striking changes
(Figs 2, 3, 4, 5). They showed a loss of the major part of its granular
component although some granules were still observed. The nucleolus
consisted exclusively of condensed particles and closely packed fibrils.
Aggregates of tight fibrillar material were presenf in the meshes of
the nucleolonema and at the nucleolar periphery. The disorganization
of the nucleolar structure was accompanied by ultrastructural changes
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Fig. 5. Group I after thermic shock. Fragment of pituicyte. Note degranulation of
the nucleolus. In nucleus light places and local concentrations of chromatin gra-
nules are observed. X 10 875

Rye. 5. Grupa I po szoku termicznym. Fragment pituicyta. Widoczna degranulacja
jaderka. W jadrze widoczne miejscowe przejasnienia i skupienia ziarnistosci chro-
matynowych. Pow. 10875 X

Fig. 6. Group I after thermic shock. Fragment of pituicyte. Dilatations of space
between external and internal membranes of nuclear envelope are visible (arrows).
X 321700

Ryc. 6. Grupa I po szoku termicznym. Fragment pituicyta. Widoczne poszerzenia
przestrzeri pomiedzy zewnetrzng a wewnetrzng blong otoczki jadrowej (strzatki).
Pow. 32700 X

of the nucleoplasm, which appeared electron-transparent and poor in
granular ribonucleoprotein components (Figs 2, 3, 4). The cytoplasmic
structures were perfectly preserved. The only changes observed were
dilatations of granular endoplasmic reticulum and moderate swelling of
some mitochondria (Fig. 2). In the majority of cells the mitochondria
were normal (Fig. 3). The RER channels were filled with an amorphous
substance of moderate electron-density and showed distinct connections
both with the nuclear envelope as well as with the plasmalemma (Fig. 4).
In some cells the nuclear envelope exhibited large dilatations of space
between external and internal membranes (Fig. 6). The cultures subjected
to elevated temperature showed a loss of tissue integrity. The junctional
complexes between the cells were rarely found in comparison with con-
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Fig. 7. Histochemical demonstration of activity of dehydrogenases: A) G-6-PDH,
B) SDH, C) LDH. On the left site control cells, on the right site cells after thermic
shock (Group 0). X 400
Ryc. 7. Obraz histochemiczny aktywnos$ci dehydrogenaz: A) G-6-P, B) SDH,
C) LDH. Po lewej stronie komoérki kontrolne, po prawej komoérki po szoku ter-
micznym (grupa 0). Pow. 400 X
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trol cells. Larger intercellular spaces probably resulting from separa-
tion of junctional complexes were observed (Figs 3, 4).

The changes persisted over 3 hours lasting reincubation (I group)
at 37°C. All the above described nuclear and nucleolar abnormalities
were entirely reversible within 24 hours if the cells were reincubated
at 37°C even after a long exposure to thermic shock (group II). The
nucleus had a normal shape and the nucleoplasm was not distinguishable
from that of control cells. The cytoplasm was unchanged. Only lysosomes
appeared to be more numerous than in control cells.

Histochemical changes

Histochemical demonstration of the activity of G-6-P, SDH and LDH
dehydrogenases revealed changes in the intensity of histochemical reac-
tion in “0” and I groups in comparison to control and II groups. G-6-
-PDH and SDH activity as compared with that in control cells decreased
immediately after thermic shock and persistently decreased for three
hours, while LDH activity increased (Fig. 7). In the II group, ie., 24
hours after thermic shock, the histochemical picture of all dehydrogenases
studied did not change essentially and was very similar to that observed
in control cells. The return of the activity of all enzymes studied to
control values was noted.

DISCUSSION

After hyperthermic shock of cultured hypophyseal neural lobe, ul-
trastructural changes in pituicyte nuclei and nucleoli were apparent.
A major part of the granular form of the nucleolar ribonucleoproteins
disappeared. This was associated with retraction of intranucleolar chro-
matin. Only closely packed fibrillar ribonucleoproteins were well preser-
ved. Heated pituicytes showed the ability to recover from nucleolar
lesions within 24 hours of return to normal temperature. Reversible
changes in pituicytes were associated with the reappearance of a con-
siderable amount of nucleolar chromatin and granular ribonucleoproteins.
There were no significant changes in the cytoplasm of pituicytes after
hyperthermia. Our observations showed, however, that neural lobe tis-
sue lost its integrity when cultured at 41—42°C. The action of supranor-
mal temperature resulted in separation of junctional complexes in hea-
ted cells.

Our studies confirm previous observations which revealed that the
nucleolus is the site of a thermosensitive cellular function. It was shown
that exposure of mammalian cells cultivated in vitro to hyperthermia
evokes nuclear and nucleolar changes both morphological and metabolic
(Simard, Bernhard 1967; Amalric et al. 1969; Simard et al. 1969; Heine
et al. 1971; Cervera 1978; Cervera, Montero 1980). The characteristic
lesion of the nucleolus evoked by supranormal temperature was pre-
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viously described and called “nucleolar degranulation” (Simard, Bern-
hard 1967). It is known that the major function of the nucleolus is the
synthesis of RNA. Ribosomal RNA is formed as 45 S pre-ribosomal
RNA which is metabolized to functional 28 S and 18 S rRNA through
a sequence of discrete stages involving 41 S, 36 S and 32 S pre-rRNA
(Scherrer et al. 1963). Heine et al. (1971) revealed that morphological
changes in the nuclei and nucleoli of HeLa-S; cells subjected to supra-
normal temperatures (41°C to 45°C) were associated with the inhibi-
tion of nucleolar RNA synthesis and cleavage of 45 S ribosomal precursor
RNA as well as the inhibition of the transfer of ribosomal RNA to the
cytoplasm. The disappearance of the granular form of ribonucleoproteins
after hyperthermic shock was observed by several authors. Simard et
al. (1969) suggested that granular ribonucleoproteins are very thermo-
sensitive and are a transitory configurational form of ribonucleoproteins
which may be associated with the transport of RNA from the nucleolus
to the cytoplasm. The fibrillar ribonucleoproteins were considered to be
a more stable form in which the nucleolar RNA could be “pooled”.
Ultrastructural and high resolution autoradiographic studies (Cervera
1978) carried out on HEp-2 cells revealed, furthermore, that at 42°C
the rate of amino acid incorporation and the synthesis and maturation
of TRNA decreased. These changes were reversible when cells were
returned to 37°C. The recovery of synthesis and processing of pre-rRNA
occurred later than that of protein synthesis. Thus the inhibition of
protein synthesis by thermic shock resulted in the reduction of nucleolar
transcription and pre-rRNA maturation.

Histochemical demonstration revealed changes in the enzyme ectivity
of glucose-6-phosphate, succinate and lactate dehydrogenases in pituicy-
tes subjected to supranormal temperature as compared with the activity
of these enzymes in control cells. They are a morphological reflection
of metabolic disturbances in heated cells. A common feature of histo-
chemical disorders in the pituicytes was their reversibility within 24
hours of return to normal temperature. The observed decrease of G-6-P
dehydrogenase activity may be considered to indicate an inhibition of
the pentose pathway of glucose metabolism, hence also a slow-down of
the metabolic processes in pituicytes in response to hyperthermia. The
decrease of SDH activity may be evidence of inhibition of oxygen
metabolism in heated cells. This was associated with an increase in LDH
activity which indicates enhanced glycolytic activity in pituicytes sub-
jected to prolonged hyperthermia.

In conclusion, the main result of this work was that hyperthermic
shock evoked morphological changes of degranulation type in the nucleoli.
These changes indicated disturbances in nucleolar metabolism. On the
other hand, in cytoplasmic structures there were no distinct changes,
apart from minor swelling of mitochondria in some cells investigated.
The nuclear and nucleolar changes observed were entirely reversible.
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WPLYW SZOKU HIPERTERMICZNEGO
NA ULTRASTRUKTURE HODOWANYCH PITUICYTOW

Streszczenie

Badano ultrastrukture pituicytéw poddanych dzialaniu 3 godzinnej hipertermii
(41—42°C) in vitro.

Najwieksze nieprawidlowosci zaobserwowano w budowie ultrastrukturalnej
jaderka; struktury cytoplazmatyczne pozostawaly bez zmian. Szok hipertermiczny
prowadzil do uszkodzenia jagderka powodujgc jego degranulacje. Zmiany te
obserwowano bezposrednio i po 3 godz. po dos$wiadczeniu. Natomiast obserwacje
prowadzone po uplywie 24 godz. od zakonczenia do$wiadczenia nie wykazywaly
nieprawidlowosci w budowie ultrastrukturalnej pituicytow. Obserwowane zmiany
miaty zatem charakter odwracalny. Badania histoenzymatyczne wykazaly spadek
aktywnosci niektérych enzyméw (G-6-P dehydrogenazy, SDH) w badanych pi-
tuicytach podczas hipertermii, co wskazuje na obnizenie metabolizmu komorko-
wego pozostajacego w zwigzku ze zmieniong funkecjg jgdra komoérkowego.

BJIMAHUE 'MITEPTEPMUYECKOI'O IIOKA HA VJIBTPACTPVKTVYPV
KYJIBTUBNPOBAHHLIX MMUTYULINTOB

Pe3iome

Beina wmccnenoBaHa yabTPAacTPYKTypa MNUTYMUHMTOB, MOABEPTHYTHIX HEHCTBHIO 3 4acoBoOi
ranotepmun (41 —42°C) in vitro.

HauGonemme wHapynmieauss HaOli0JaNuch B YIBTPACTPYKTYPHOM CTPOEHHH  SIAPHIIIKA;
LIMTOMJIA3MATHYECKAE CTPYKTYPbl OCTaBAMCH ©Oe3 wM3MeHeHwif. [ MneprepMHYecKdii IIOK
TIPUBOAMJI K TIOBPEXKICHHIO SAPHINIKA, BbI3BIBASA €0 JErpaHyIsAUuio. DTH W3MeHeHusi Habmoxa-
JIUCh HEMOCPEACTBEHHO MOCJE JKCMEPHMEHTAa W 4Yepe3 TPH 4Yaca MOCiIe OKOHYAHHS IKCIEPHMEHTA.
Hab6nronenust npoBe/icHHbIE Yepe3 24 yaca moc/ie OKOHYAHHsl HKCEPUMEHTA HE MOKA3a/IM Hapylue-
HAM B yIBTPACTPYKTYPHOM CTPOSHHH NMHTYHHHTOB. CrezoBaTenbHO, HabIOnaeMble H3MEHEHWUS
uMeH obpaTuMblit XxapakTep. I MCTOIH3MMATHYECKHE HCCIIEI0BAHMS BEISIBUIIM MAICHAE AKTHBHOCTH
HeKOTOphIX 3H3uMOB (G-6-P nmeruaporenasa, SDH) B uccieayeMbIX NUTYHLUHUTAX BO BpPEMS T'H-
MOTEPMHUH, YTO YKa3bIBACT HA W3MEHEHHYI0 (YHKUMIO KJIIETOYHOrO sapa.
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