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URSZULA RAFALOWSKA, ANNA PASTUSZKO

KARBOKSYMETYLACJA BIALEK I JEJ ROLA
W REGULACJI PROCESOW. NEUROSEKRECJI

Zesp6l! Neurochemii Instytutu Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
PAN, Warszawa

Podstawowym dawcg grup metylowych w biologicznych metylacjach
jest S-adenosylo-L-metionina (AdoMet) (Usdin 1979). Grupy metylowe
przenoszone sg na lipidy, bialka, weglowodany, DNA, RNA przy udzia-

cysteina
cysteine
L -metionina

T / L-methionine
L - homocysteina

L- homocysteine

pe——ATP
v
S-adenozyl - L- metionine

S-adenosyl - L- methionine

AT
P 1
! |
AMP adenozyna < — S-adenozyl - L - homocysteina
adenosyne 2 ~ S-adenosyl-L- homocysteine
3
inozyna
inosyne
hypoksantyna
e hipoxantine 1- metylaza
methylase

2- hydroksylaza adenozyl - homocysteiny -
adenosyl - homocysteine hydroxylase
3- dezaminaza adenozyny
adenosine desaminase
Ryc. 1. Metabolizm S-adenozyl-L-metioniny
Fig. 1. Metabolism S-adenosyl-L-methionine

http:/ircif.org.pl



274 U. Rafalowska, A. Pastuszko

le swoistych metylotransferaz. Produktem reakecji jest S-adenosylo-L-
-homocysteina (AdoHcy), ktora jest szybko metabolizowana w warun-
kach fizjologicznych w obecnosci hydrolazy S-adenosylo-L-homocystei-
ny. Nagromadzanie AdoHcy wystepujgce w warunkach patologicznych
powoduje zwrotne hamowanie reakeji metylacji (ryec. 1).

Przenoszenie grup metylowych z S-adenosylometioniny na karboksy-
lowe grupy bialek katalizowane jest przez karboksymetylaze bialkowa
(PCM) — S-adenosylo-metionina; biatko-karboksymetylotransferaza, EC.
2.1.1.24. (Axelrod, Daly 1965; Kim 1973; Morin, Liss 1973) (ryc. 2).

S - adenozyl - L- metionina (AdoMet) S - adenozy! - L - homocysteina ( AdoHcy])
S - adenosyl - L=methionina (AdoMet) S - adenosyl - L - homocysteine ( AdoHcy)
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Ryc. 2. Karboksymetylacja bialek (O’Dean i wsp. 1981)
Fig. 2. Protein carboxymethylation (O’Dean et al. 1981)

W ciggu ostatnich lat ukazalo si¢ wiele prac pdéwieconych metylacji
bialek, podkre§lajacych wazng role tego procesu w regulacji szeregu
funkeji komoérkowych, takich jak: rézne typy sekrecji, chemotaksje bak-
terii i leukocytow, roznicowanie i wzrost komoérek.

ROZMIESZCZENIE KARBOKSYMETYLAZY BIALKOWEJ W TKANKACH

Aktywnos¢ PCM w tkankach oznacza si¢ w nieobecnosci oraz w obec-
no$ci dodanego substratu biatkowego typu hormon luteinizujgcy (LH)
czy zelatyna (Diliberto, Axelrod 1976). W pierwszym przypadku okresla
sie tzw. aktywnos$¢ endogenna, dla ktérej substratami sa jedynie dostgp-
ne bialka badanej tkanki. W drugim przypadku przy dodaniu bialkowe-
go substratu uzyskuje si¢ tzw. egzogenng aktywnos¢, reprezentujgca
aktywno$¢ enzymu przy wysyceniu substratem. Stosunek swoistych ak-
tywnosci egzogennej i endogennej informuje o ilosci endogennych bia-
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Karboksymetylacja bialek w neurosekrecji 275

ek, ktore mogly byc¢ substratami bialtkowej karboksymetylazy. Aktyw-
nos¢ PCM jest obecna we wszystkich tkankach. Jest ona najwyzsza
w ukladzie nerwowym i w narzgdach wydzielania wewnetrznego (ta-
bela 1).

Tabela 1. Aktywno$§¢ biatkowej karboksymetylazy w tkankach wydzielniczych wedlug Diliberto,
Axelrod (1976)

Table 1. Protein carboxymethylase activity in endocrine tissues (Diliberto, Axelrod 1976).

Aktywno$é specyficzna askt:)Sunel;c.specyﬁcznej.
i ivi osci e e
Gruczol wydzielniczy Specific activity ydW: P g@;';gencj nej

Endocrine tissue Specific activity ratio

egzogenna endogenna
exogenous endogenous exogenous to endogenous

Przysadka moézgowa 8,854-0,07 4,7340,04 1,9
Pituitary gland

Tylny plat : 11,444-0,46 5,39+40,22 2,1

Posterior lobe

Przedni plat 6,374-0,18 3,024-0,15 : 2,1

Aanterior lobe
Szyszynka ? 1,824-0,11
Pineal ~
Nadnercze 4,43+0,06 0,324-0,01 13,8
Adrenol
Tarczyca 3,66-+0,31 0,894-0,11 4,1
Thyroid
Trzustka 3,434-0,04 0,14+0,04 24,5
Pancreas
Jadra 12,324-0,25 0,354-0,01 35,2
Testis
Jajniki 3,254-0,07 0,224-0,02 14,8
Ovarries

Aktywnos$¢ biatkowej karboksymetylazy byla oznaczana w obecnosci (egzogenna) i nieobecnodci
(endogenna) hormonu luteinizujacego (LH).

Specific activity of protein carboxymethylase was examined in the presence (exogenous) or absence
(endogenous) of protein substrates (LH).

Stosunek specyficznych aktywno$ci egzo- i endogennej jest najnizszy
w przysadce mozgowej, co wskazuje na najwyzszg, w poréwnaniu do
innych badanych gruczoléw, zawartos¢ hormonéw polipeptydowych —
bardzo efektywnych substratéow dla PCM (Diliberto, Axelrod 1974). Roz-
mieszczenie bialkowej karboksymetylazy w moézgu oznaczano mierzgc
jej aktywnos$¢ w réznych strukturalno-czynnosciowych ukladach mozgo-
wia (Diliberto, Axelrod 1976; Kim i wsp. 1975). Byla ona podobna we
wszystkich strukturach z wyjatkiem moézdzku, w ktérym wykazywala
nieco nizsze wartosci (tabela 2).

W poréwnaniu z moézgiem aktywnos¢ PCM w nerwie kulszowym
i zwoju szyjnym goérnym jest znacznie nizsza. Zarowno w mozgu, jak
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276 U. Rafalowska, A. Pastuszko

Tabela 2. Aktywno$§¢ biatkowej karboksymetylazy w osrodkowym i obwodowym ukladzie nerwo-
wym wedlug Diliberto, Axelrod (1976).
Table 2. Protein carboxymethylase activity in the central and peripheral nervous system (Diliberto,
: Axelrod 1976).

Aktywno$¢ specyficzna

Strdkiars Specific activity
Structure egzogenna endogenna
exogenous endogenous
Podwzgorze 15,334+0,31 1,60-+-0,06
Hypothalamus
Prazkowie 16,87+0,20 1,664-0,02
Striatum
Sr6dmézgowie 14,38-+0,22 1,43+0,05
Midbrain
Hipokamp 15,4440,23 1,8340,05
Hippocampus
Mbzdzek 11,584-0,28 1,22
Cerebellum
Piefi mézgu 13,81+0,20 1,31+0,08
Brain stem
Kora 15,03+0,51 2,25
Cortex
Nerw kulszowy 2,624-0,08 0,234-0,01
Sciatic nerve
Gorny zwdj szyjny 5,094-0,24

Superior cervical ganglion

Aktywno$é biatkowej karboksymetylazy byla oznaczana w obecnosci (egzogenna) i nieobecnosci
(endogenna) LH.
Specific activity was examined in presence (exogenous) or absence (endogenous) of LH.

i nerwach obwodowych endogenna aktywno$¢ PCM jest bardzo niska,
co $wiadezy o stosunkowo niskim poziomie substratow biatkowych dla
enzymatycznej metylacji. W obecnosci LH wigkszo$¢ struktur mozgu
wykazuje dwukrotnie wyzszag w poréwnaniu z innymi tkankami specy-
ficzng aktywnos¢ karboksymetylazy biatkowej.

SUBKOMORKOWE ROZMIESZCZENIE
BIALKOWEJ KARBOKSYMETYLAZY W MOZGU

Zgodnie z danymi Diliberto i Axelroda (1976) 95% aktywnosci PCM
mozgu wystepuje we frakeji S; otrzymanej po usunigciu z homogenatu
frakeji jadrowej. Najwyzsza aktywnos¢ PCM wystepuje w cytosolu (Ss)
komoérek nerwowych i glejowych. We frakeji P, (nieoczyszczona frakcja
mitochondrialna) i frakcji synaptosomalnej aktywnosci PCM "wzrasta
kilkakrotnie po rozbiciu struktur tych frakcji. We frakeji mikrosomalnej
P; i frakecji oczyszczonych mitochondriow aktywnos¢ biatkowej karbo-
ksymetylazy jest bardzo niska (ryc. 3).
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Homogenat (0,3 M sacharoza)
Homogenate (0,3 M sucrose)

100%
66,44
1000 g x 10 min
Py Sy
(w H20) 95,1%
(in H,0) 64,03
L5%
47,84

e 3

17 500 g %30 min

277

3 P 76,0%
(w 032 M sacharoza) w Hp0 179,60
(in 032 M sucrose) (in Hy0)
20,1% 63,6%
23,84 75,85
S3000 g x 120 min Py Ss
(W HzO) 65,1°/o
SR ithomas 1 1% (in Hy0) 194,15
03M sucrose | 196,67 _‘5%'_
- 42% :
///A 21,13
2 122%.
0,8 M sacharoza | 10,9
0,8 M sucrose %%
Y/ (]
25— I
1,2 M sacharozg| 0.5% J
-
7.2M sucrose 3,87 | I supernatant
0%
synaptosomy w sacharozie  synaptosomy w H,0 O
synaptosomes in sucrose synaptosomes in Hy0
2,0% 1,3%
1,38 62,07

Ryc. 3. Subkomérkowa lokalizacja karboksymetylazy bialkowej w moézgu szczura
(Diliberto, Axelrod 1976). Gérna liczba — procent aktywnosci homogenatu, dolna

liczba — aktywmnos$é specyficzna

Fig. 3. Subcellular distribution of protein carboxymethylase in rat brain (Diliber-
to, Axelrod 1976). Bold number — percent of homogenate activity, ital number —

specific activity
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Przedstawione powyzej dane $wiadczg o tym, ze bialkowa karboksy-
metylaza moézgu jest enzymem zwigzanym przede wszystkim z frakcjg
rozpuszczalng komorki.

CHARAKTERYSTYKA BIALKOWEJ KARBOKSYMETYLAZY

PCM byla izolowana i oczyszczana w wielu laboratoriach przy za-
stosowaniu klasycznych metod biochemicznych oczyszczania bialek en-
zymatycznych (Kim 1973; Diliberto, Axelrod 1976; Edgar, Hope 1976;
Kim i wsp. 1978) (tabela 3).

Tabela 3. Oczyszczanie bialkowej karboksymetylazy z przysadki wolu (Diliberto, Axelrod 1974)
Table 3. Purification of protein carboxymethylase from bovine pituitary (Diliberto, Axelrod 1974).

Stezenie +
Objetos¢  bialka  Aktywnos¢ Vydai-  Oczysz-
Preparatyka enzymu ml mg/ml specyficzna n:éé cu'eme
Enzyme preparation Volume Protein con-  Specific 'A'l Punﬁm-
ml  centration  activity = Yied  tion
mg/ml %
Homogenat 327 23 4,27 100 1,0
Homogenate '
Nadsacz 80 000x g przez 80 min 225 7.5 10,4 55 2,4
Supernatant at 80 000x g for 80 min 4 :
Whysalanie siarczanem amonu 40 13,5 23,9 42 5,6
Ammonium sulfate precipitate
Sephadex G-100 80 0,256 574 37 134
DEAE-Sephadex A-50 40 0,094 2255 26 528

Enzym jest stabilny przez 12 miesiecy w temperaturze 4°C. Traci
szybko aktywnos¢, gdy preparat jest zamrozony (Edgar, Hope 1976).
Parametry kinetyczne enzymu sg zalezne od stosowanego substratu —
egzogennego biatka. K, dla S-adenosylo-L-metioniny w obecnosci hor-
monu luteinizujacego jako akceptora grupy metylowej w przysadce wy-
nosi 1,47 pM, natomiast w obecnosci prolaktyny 1,94 uM (Diliberto,
Axelrod 1974). Oczyszczony enzym wykazuje optymalng aktywnosc¢
w $rodowisku kwasnym o pH 5,5—6,0. W $rodowisku zasadowym (pH =
9) obserwuje sie¢ calkowite zahamowanie jego aktywnosci. Oczyszczona
PCM z przysadki mézgowej podczas rozdzialu w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci siarczanu dodecylu daje jedno pasmo o cigzarze czgstecz-
kowym 25000 (Edgar, Hope 1976). Odpowiada to cigzarowi czgsteczko-
wemu bialkowej karboksymetylazy otrzymanej z erytrocytow (Kim
1974; Polastro i wsp. 1978).
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Karboksymetylacja bialek w neurosekrecji 279

SWOISTOSC SUBSTRATOWA BIALKOWEJ KARBOKSYLAZY

Bialka, ktére sg akceptorami grup metylowych (MAP) w reakcji
karboksymetylacji wystepuja przede wszystkim we frakeji blonowej,
chociaz sg rowniez obecne we frakcji rozpuszczalnej (Kim i wsp. 1975;
Diliberto, Axelrod 1976; Diliberto i wsp. 1976; Gagnon i wsp. 1978; Gal-
leti i wsp. 1978; O’Dea i wsp. 1978).

Swoistos¢ substratowa PCM ssakow wykazuje bardzo znaczng hete-
rogennos¢ (tabela 4). Biatka ulegajace metylacji réznig sie¢ cigzarem czg-
steczkowym. Bardzo dobrymi substratami PCM sg peptydowe hormony
o ciezarze czgsteczkowym mniejszym niz 25000, takie jak hormon lu-
teinizujgcy, hormon adrenokortykotropowy, hormon wzrostowy, prolak-
tyna, neurofizyna (Diliberto, Axelrod 1974; Edgar, Hope 1974, 1976;
Brownstein, Gainer 1977; Gagnon i wsp. 1978). Znacznie mniejszg swoi-
sto§¢ substratowg dla PCM maja wazopresyna i oksytocyna.

Tabela 4. Specyficzno$¢ substratu dla biatkowej karboksymetylazy w przysadce wolu (Diliberto,
Axelrod 1974).

Table 4. Substrate specificity of protein carboxymethylase (Diliberto, Axelrod 1974)

Substrat biatkowy ° Aktywnos$¢ specyficzna
Substrate protein Specific activity
Hormon luteinizujacy (LH) 2032
Luteinizing hormone (LH)
Hormon adrenokortykotropowy 1702
Adrenocorticotropic hormone
Hormon wzrostowy 1644
Growth hormone
Prolaktyna 1457
Prolactin
Ovalbumina - 967
Ovalbumin
Albumina 125
Bovine-serum albumin
Wazopresyna 120
Vasopressin
Oksytocyna 94
Oxytocin

Kalmodulina, ktéra speilnia role regulatora takich proceséw, jak de-
gradacja cyklicznych nukleotydow, aktywnos¢ wapniowozaleznej ATP-
azy, fosforylacja miozyny (Means, Dedman 1980), jest bardzo dobrym
substratem dla biatkowej karboksymetylazy, znacznie lepszym niz sze-
reg hormonéw przysadki (Cox i wsp. 1979; Gagnon i wsp. 1980). K, dla
kalmoduliny, jako substratu metylowego, wynosi 7 X 10—°M. Jest to war-
tos¢ zblizona do stezenia kalmoduliny w moézgu i w jadrach (Wolff
i wsp. 1977).

http://rcin.org.pl



280 U. Rafalowska, A. Pastuszko

ROLA KARBOKSYMETYLACJI W SEKRECJI I NEUROSEKRECJI

Wysoka aktywnos¢ bialkowej karboksymetylazy w tkankach wy-
dzielniczych i w tkance merwowej sugerowala jej role w procesie sekre-
cji i neurosekrecji. Wykazano, ze w gruczole $liniankowym szczura, po
wstrzyknieciu zwierzetom izoproterenolu (agonisty receptorow p-adre-
nergicznych), obserwuje si¢ wzrost wydzielania amylazy z jednoczesnym
wzrostem aktywnosci bialkowej karboksymetylazy i wzrostem ilosci do-
stepnych akceptoréw bialkowych dla metylacji (tzw._ pojemnos¢ MAP)
(tabela 5).

Tabela 5. Wplyw izoproterenolu na wydzielanie amylazy, aktywno$¢ PCM i pojemnos¢ MAP
w §liniance szczura (Gagnon i wsp. 1979)

Table 5. Effects of isoproterenol injection on amylase secretion, PCM activity and MAP activity
in rat parotid gland (Gagnon et al. 1979)

Czas po wstrzyknieciu Poziom amylazy  Aktywno$¢ PCM Pojemno$¢ MAP

Hopeotasengiu 9% kontroli % kontroli % kontroli

Time aftx:lll'ninjection Amylase content PCM activity MAP capacity
i % of control % of control % of control

0 100+2 100+ 1 100+ 4

] 8047 1214+ 5 127+ 5

10 - 140+ 1 146+11

15 6448 148+ 9 164+13

30 18+4 159410 162412

60 241 128414 11411

120 1043 120+ 7 121+ 7

Wykazano przy tym, ze wzrost akceptoréw bialkowych dla metyla-
cji po podaniu izoproterenolu wigze si¢ ze wzrostem tylko dwu bialek
o cigzarze czgsteczkowym nizszym od 25000, w przeciwienstwie do wa-
runkéw kontrolnych, w ktérych metylacji ulega wiele bialek (Gagnon
i wsp. 1979). Podanie zwierzetom D-izomeru izoproterenolu nieaktyw-
nego fizjologicznie nie powoduje zadnych zmian w karboksymetylacji
biatek. Podobnie jak w przypadku gruczolu sliniankowego wzmozenie
wydzielania z madnerczy oraz przysadki wigze si¢ réwniez-ze wzrostem
karboksymetylacji bialek (Diliberto, Axelrod 1974; Naccacha i wsp.
1979). Przyjmuje sie obecnie, ze karboksymetylacja bialek w gruczo-
lach wydzielniczych jest waznym czynnikiem regulujgcym sekrecje.

Wiele danych do$wiadczalnych przemawia rowniez za udzialem kar-
boksymetylacji bialek w regulacji neurosekrecji (Viveros 1975; Diliberto
i wsp. 1976; O’Dea i wsp. 1981). Materialem doswiadczalnym w bada-
niach dotyczacych tego zagadnienia byly komoérki PC 12 (Pheochromo-
cytoma) uwalniajgce noradrenaling w nastepstwie depolaryzacji o me-
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Karboksymetylacja bialek w neurosekrecji 281

chanizmie podobnym, jesli nie identycznym, do zachodzgcego w sy-
napsach in vivo (Greene, Rein 1977 a, 1977 b) oraz frakcja synaptoso-
malna. Dobrze oczyszczona frakcja synaptosomalna uzyskana metodg
flotacyjng wedlug Booth’a i Clarka zachowuje niezmieniong w stosun-
ku do in vivo aktywnos¢ energetyczng oraz metaboliczng i jest pra-
widlowym i bardzo wygodnym modelem do badan transmisji synaptycz-
nej (Deutsch, Rafalowska 1979; Rafatowska i wsp. 1980; Deutsch i wsp.
1981; Pastuszko i wsp. 1981 a, 1981 b).

W komorkach PC 12 metylacja ma duzy wplyw na neurosekrecje
noradrenaliny. Zastosowanie 3-deazaadenozyny (DZA) inhibitora mety-
lacji w $rodowisku wysokopotasowym powoduje zwiekszenie wyplywu
noradrenaliny z komoérek (Chiang, Contani 1979; Im i wsp. 1979; Schif-
fmann i wsp. 1979; Zimerman i wsp. 1979; Rabe i wsp. 1980).

W badaniach na frakecji synaptosomalnej zaobserwowano zaleznosé
miedzy depolaryzacja blony synaptosomalnej a zdolnoscig karboksyme-
tylacji. Weratrydyna, ktoéra depolaryzuje blone synaptosomalng, hamuje
réwnoczesnie proces metylacji (Eiden i wsp. 1979). W wyniku czesScio-
wego zahamowania aktywnosci synaptosomalnej karboksymetylazy bial-
kowej przez S-adenosyno-L-homocysteine (SAH) obserwuje si¢ zmniej-
szenie pobierania przez synaptosomy GABA oraz wzrost pobierania do-
paminy. Ten roézny wplyw inhibicji karboksymetylacji na pobieranie
GABA 1i dopaminy moze sie¢ wigza¢ z roézng wewngtrzsynaptosomalng
lokalizacja obu substancji neuroprzekaznikowych (Rafalowska, Pastusz-
ko 1982; Pastuszko, Rafalowska 1984). Prawdopodobnie zmiany w trans-
porcie neurotransmiteréw wywolane zmianami w karboksymetylacji
bialek wigzg si¢ z procesem egzocytozy pecherzykéw synaptycznych.
Podczas egzocytozy blony pecherzykow ,,stapiaja sie” z blong presynap-
tyczng, a ich zawartos¢ uwalnia sie do przestrzeni synaptycznej (De Ro-
bertis, Vaz Ferreira 1957; Kirshner, Viveros 1972; Viveros 1975). Blo-
ny pecherzykéw i blony plazmatyczne zakonczen nerwowych majg la-
dunek ujemny (Meres 1965; Mathews i wsp. 1972; Dean 1975). Aby
‘moégl zatem nastgpi¢ kontakt tych dwoch rodzajow blon w procesie
egzocytozy, musi dojs¢ do obnizenia istniejgcej miedzy nimi bariery
elektrostatycznej (Mathews i wsp. 1972; Dean 1975). Wielu autoréw su-
geruje, ze karboksymetylacja bialek odgrywa decydujgca role w tym
procesie. Réwniez bardzo istotna wydaje sie szybka, spontaniczna, nie-
enzymatyczna demetylacja, ktorej przypisuje sie role przywrodcenia po-
czatkowego ladunku ujemnego na powierzchniach blon i ,,oderwanie”
pecherzykow od blony zakonczen nerwowych (Diliberto, Axelrod 1976).

Zgromadzone dotychczas dane doswiadczalne pozwalajg na wysunie-
cie ogolnej hipotezy wskazujgcej, ze karboksymetylacja bialek moze
prowadzi¢ do modyfikacji ladunku bialek blonowych, co z kolei moze
wywola¢ zmiany konformacyjne, a w konsekwencji zmienia¢ wlasnosci
kanalow blonowych i bialek transportujgcych.
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KAPBOKCUMETMJIALIMA BEJIKOB U EE POJIb
IPU PETVJISILIUM ITPOLIECCOB HEMPOCEKPELIUM

Pe3oMme

B craThe nmpeacTaBieHbl 0630p HCCiIeI0BAHMM OTHOCSILIHMXCS K METHJIAIWH OEKOB M ee poib
B nporecce cekpenuu M Heiipocekpermmn. OOCYXIEHBI MEXaHH3M METHJIAIMH B POJIb KapOoKcHMe-
THnassl GenKoB B 3TOM mpomecce. IIpecTaBieHO pa3MeleHHe SH3MMa B PA3HBIX TKaHSAX H CyO-
KJIETOYHBIX CTPYKTYpax, OXapakTepH30BaHO €ro CBOMCTBa, oOpalas BHEMAaHEHE HA POJ M YPOBCHB
GenKkoBBIX CyOCTPaTOB MOMABEPTAIOLIMXCS METHIIALMAHA.

COrnacHO JIATEPATYPHBIM JAHHBIM YKa3aHO Ha DPEryJMPOBOYHYIO POJib MeTHNIAIMH GenkoB
B CEKpeLnH JKeJle3 ¥ €€ YIaCTHe B NPOLIECCe SK30MHATO3bI CHHANITHYECKAX MY3bIPEKOB HEPBHBIX OKOH~-
9YaHW BeJylmMM K OCBOOOXIECHHIO HEHPOTPAHCMHUTTEPOB B CHHANTHYECKYIO INEID.

CARBOXYMETHYLATION OF PROTEINS AND THEIR ROLE
IN THE REGULATION OF NEUROSECRETION

Summary

The paper reviews recent investigations on the methylation of proteins in
the secretion and neurosecretion. The distribution of the enzyme in different
tissues and subcellular fractions, and the nature and level of its substrates are
characterized. Particular attention is payed to the role of protein methylation in
hormone secretion and in the exocytosis of synaptic vesicles in the nerve endings
underlying the release of neurotransmitters into the synaptic cleft.
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The effects of intracerebral transplantation of immature dopamine
producing neurons in rats with experimentally induced Parkinson’s di-
sease could be investigated intravitally by rotational behaviour exa-
mination (Bjorklund et al. 1980). Another test of the efficacity of trans-
plantation is biochemical determination of the dopamine (DA) level in
the striatum of animals after unilateral lesion of the substantia nigra
(SN) and after transplantation (Freed et al. 1980).

When SN is destroyed on one side in the rat (nucleus Ay according
to Dahlstrom and Fuxe, 1964) a considerable decrease of DA content
is observed in the striatum on the lesioned side together with typical
changes in behaviour, described in detail by Ungerstedt (1971) consist-
ing of both spontaneous and dopaminergic drug-evoked asymmetry in
posture and rotating movements around the body axis (Gumulka et al. -
1970; Von Voigtlander, Moore 1973; Freed 1983). When SN embryonal
cells are transplanted into the striatum of such a rat it can be expect-
ed, that the asymmetry of movements will be compensated. Also the
decreased DA level in the ipsilateral striatum should be corrected be-
cause of the reinnervation of DA-containing axons of the caudatus-pal-
lidum complex. All these features depend on the survival of the trans-
plant and taking over the function of the destroyed nigro-striatal sy-
stem.

* Study supported by grant of the Polish Academy of Sciences within pro-
gramme No 10.4.2.05.24.
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In order to establish these possibilities a series of experiments were
performed with transplantation of immature mesencephalon cells (do-
paminergic nuclei Ay and Ajp) into the dorsal region of the striatum in
rats with unilaterally stereotaxically damaged nigro-striatal system. The
changes in the rotational behaviour induced by apomorphine — agonist
of DA receptors (Ungerstedt 1971) and the DA content in the striatum
after transplantation were evaluated.

MATERIAL AND METHODS

For the investigations 45 male rats of an inbred Wistar strain weigh-
ing 180—200 g were used. The transplantation material was taken from
newborn animals of the same strain. The rats were kept in plastic ca-
ges under natural light conditions at 20 * 2°C and 60—65% humidity.
The animals received standard food (Murigran, Bacutil) and water ad
libitum. Behavioural tests were always performed in the morning hours
(10—12 a.m.). The whole experiment lasted from April to September.

Chemical lesions of the SN

The surgical. procedure of the chemical SN lesions was described in
detail in the first part of this study (Dymecki et al. 1985). Rats were
anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg i.p.), and chemical lesions
with 6-hydroxydopamine were made stereotaxically according to A =
24 mm, L = 1.8 mm, V = 2.3 mm the coordinates of the Konig and
Klippel atlas (1963). In order to protect the noradrenergic neurons all
animals were pretreated with desipramine HCl (Pertofran, Ciba-Geigy),
25 mg/kg ip., 45 minutes before toxin injection. Then the rats were
injected intracerebrally with freshly prepared 6-OHDA (Calbiochem-Be-
hring) solution (8 pg in 4 pl) in ice-cold saline containing 0.2 mg/ml
of ascorbic acid, on the right side with 1 pl/min. rate.

The transplantation material containing cells from the ventral re-
- gion of the mesencephalon (DA nuclei Ay and A,) was taken from
brains of newborn rats. This tissue was then injected in a Stoelting
stereotaxic apparatus close to the dorsal part of the striatum near the
right lateral ventricle by means of a modified punction needle. The
control group consisted of rats to which a fragment of rat sciatic nerve
was transplanted into the striatum.

Study of rotational behaviour

All the rats were tested twice for rotational behaviour: two weeks
after destruction of the SN and two weeks after transplantation. Mo-
reover, a certain number of animals were examined preliminarily (be-
fore lesioning) and additionaly, four weeks after transplantation.
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Rotational behaviour was induced by subcutaneous injection of apo-
morphine (Polfa) in a 2 mg/kg dose. This drug evoked in animals with
destroyed substantia nigra rotations in direction contrary to the location
of the lesion (contralateral) (Ungerstedt 1971, Iwamoto et al. 1976). Af-
ter injection the animals were placed singly in wire cages of 21 X 21 X
21 ecm dimensions and after a lapse of 20 min., observations were start-
ed. The number of rotations by 360° around the body axis was counted
and their direction noted during 5 min. observation. It resulted from
analysis of the distribution of results that a relatively small number of
animals exhibited less than 10 rotations in the eobservation period. It
was considered that in these animals the lesion must have been done
incorrectly (did not reach the target point) and these rats were not
taken into account in analysis of results.

Biochemical study

Biochemical evaluations of dopamine content were performed sepa-
rately in isolated right and left striatum from 25 rats with unilateral
stereotaxic SN damage. The DA was extracted and its content determin-
ed according to the method of Haubrich and Denzer (1973) and Chang
(1964). The material was divided into two groups: 16 animals received
transplantation of neonatal SN neurons. In 9 animals sham transplan-
tation was performed by introduction of a needle and injection of Rin-
ger’s solution instead of the graft. This kind of control seems to be
more suitable for biochemical study that sciatic nerve transplantations
which were used in behavioural investigation, because it allows to avoid
the undesirable influence of disintegrating nervous tissue on biochemic-
al assay.

Statistical elaboration. In the analysis of rotational behaviour for in-
tergroup comparison the Mann-Whitney U-test and for intragroup com-
parison (after lesion and transplantation) Wilcoxon’s test for matched
pairs (Meddis 1975) were applied. For biochemical studies t-Student’s
test was used.

RESULTS

Behavioural studies performed in a random group of 10 rats before
SN lesion did not demonstrate any significant preference as regards the
direction of rotation under the influence of apomorphine (mean right
side rotation count = 0+*1.5). During tests of rotational movement, two
weeks after chemical damage of the DA neurons in the right SN, a di-
stinct asymmetry in the movements of the animals was observed (Fig.
1). Rotation prevailed in left (contralateral) direction, by a mean of

42 +8 revolutions (Table 1).

2 — Neuropatologia Polska 3/85

http://rcin.org.pl



290 J. Dymecki et al.

70+ [
3 60+
&
+|5 50
0wwuv
=
9 +I ]’
B 3 40- I 1 Vi
52
ot
58 301 l
3o
38 A
EN 20
35 1
I
sc SN sc SN
8 12 8 12
2 weeks after 2 weeks after
SN lesion transplantation
2 tygodnie po uszko- 2 tygodnie po trans-
dzeniu istoty czarnej plantacji

Fig. 1. Apomorphine-induced rotational behaviour after chemical SN lesion
and after transplantation of immature SN cells or sciatic nerve (SC). SC — scia-
tic nerve transplantation, SN — immature SN transplantation. Data are expressed
as mean = SEM and indicate the number of contralateral rotations per 5 min.
Number of animals in each group given below the columns. A = p < 0.025 vs
SC group, 2 weeks after transplantation, * = p << 0.002 vs SN group 2 weeks
after lesion
Ryc. 1. Zachowanie rotacyjne, wywolane przez apomorfing, po uszkodzeniu che-
micznym istoty czarnej oraz po transplantacji niedojrzalych komorek istoty
czarnej nerwu kulszowego (SC). SC — transplantacja nerwu kulszowego, SN —
transplantacja niedojrzalej istoty czarnej. Wyniki przedstawione jako $rednie
+ SEM wskazujg liczbe przeciwstronnych obrotéw w ciggu 5 min. Liczbe zwie-
rzat w kazdej grupie podano pod odpowiednig kolumng. A = p < 0,025 w sto-
sunku do grupy po transplantacji nerwu kulszowego (2 tygodnie po transplanta-
cji), * = p < 0,002 w stosunku do grupy po transplantacji istoty czarnej (2 ty-
godnie po uszkodzeniu SN)

The same animals examined again two weeks after receiving trans-
plants showed a significant decrease in the number of rotations in con-
tralateral direction (the mean difference in the number of rotations to
the left was 16+6, a statistically significant difference at p << 0.002,
Wilcoxon’s test. Further improvement of the state of the rats, express-
ed by a decrease in preferential lateralization of the revolutions, was
observed in five of the examined animals also after two successive
weeks (preference of rotation to the left 4+9, number too small for
statistical elaboration and not shown in the figure). When the numer-
ical data are expressed as percentile diminution of the number of ro-
tations (Delta %), it is seen that two weeks after immature SN trans-
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Table 1. Results of rotational behaviour induced by apomorphine after SN lesion and transplanta-
tion of immature SN neurons :
Tabela 1. Ocena rotacyjnego zachowania si¢, wywolanego przez apomorfing, po uszkodzeniu istoty
czarnej i po transplantacji niedojrzalych neuronéw istoty czarnej

Number of Mean number of Decrease in mean

Group of animals animals rotation +- SEM  number of rotation
Grupa zwierzat Liczba zwierzat Srednia liczba Spadek $redniej
obrotéw 4+ SEM liczby obrotéw

2 weeks after SN lesion

2 tyg. po uszkodzeniu istoty czarnej 12 421-8* 100%
2 weeks after transplantation
2 tyg. po transplantacji 12 16+6* 30%
4 weeks after transplantation
4 tyg. po transplantacji 5 449 10%

* — p<0.002- (two-tailed Wilcoxon test)
* — p< 0,002 (dwuczynnikowy test Wilcoxona)

Table 2. Dopamine content of left and right striatum of rat brains after unilateral right SN lesion
and ipsilateral transplantation of immature SN neurons

Tabela 2. Zawarto$¢ dopaminy w lewym i prawym prazkowiu szczura po prawostronnym uszko-
dzeniu istoty czarnej i wszczepieniu niedojrzalych neurondéw istoty czarnej po tej samej stronie

DA of wet tissue (nmoles/g 3+ SD)  Mean differences
Number DA w $wiezej tkance (nmole/g +  petween left and

: of + SD) right striatum
Group ofa.x'uma.ls animals  left striatum  right striatum  Srednia réznica
Grupa zwierzat Liczba (nonlesioned) (lesioned) miedzy lewym
zwierzat prazkowie lewe prazkowie prawe i prawym praz-
(nieuszkodzone) (uszkodzone) kowiem
SN lesion ]
Uszkodzenie istoty czarnej 9 35.7+14.12 13.34 7.1 22.3412.9
SN transplantations
Transplantacja istoty czarnej 16 44.24+14.0° 18.64-15.2vd 25.7+421.6
Sham transplantations
Transplantacja rzekoma 9 31.5+ 9.3¢ 6.3 4.9cd 25.2+12.6

The data (¥4-SD) were evaluated statistically by Student’s t test.

Dande (¥+SD) opracowano statystycznie przy uzyciu testu t Studenta.

a — p< 0:.001 c — p<0.001

b — p<0.001 d — p<0.001

Letters indicate the pairs of values subjected to statistical evaluation. The values not described
with letters showed no significant differences.

Litery oznaczaja pary wartosci, poddanych ocenie statystycznej. Wartosci nie oznakowane literami
nie wykazuja réznic statystycznie istotnych.
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plantation the animals exhibit an improvement of the order of 70 per-
cent, and after four weeks of more than 90 percent.

The control group showed two weeks after implantation of a frag-
ment of the sciatic nerve enhanced contralateral rotations. The in-
creasing lateralization seems to indicate progressing disturbances of
the functions of the lesioned nigro-striatal system. The differences be-
tween the control group and that with transplanted mesencephalon cells
reached a significance level at p << 0.025.

Biochemical studies showed that dopamine content in the right stria-
tum (ipsilateral to SN lesion) in the group with sham transplantation
is significantly lower than that of the left striatum (Table 2). After
transplantation of SN neurons the DA content in the right striatum
increased. It is very interesting that after transplantation, the DA con-
tent increased in the left striatum (on unlesioned side).

DISCUSSION

It was demonstrated in the present study that transplantation of
immature dopaminergic cells into the striatum in rats with unmilaterally
destroyed SN leads to a gradual normalization of movements, express-
ed as a diminution of the number of apomorphine-induced contralateral
rotations. The contralateral direction of the rotations, can be explained
by an enhanced influence of the drug on DA receptors in the striatum
of the lesioned side, since, owing to denervation, these receptors become
hypersensitive (Gomulka et al. 1970; Ungerstedt 1971; Iwamoto et al.
1976). The recovery from asymmetry of movements after transplantation
may be evidence that the cells of the transplant take over the function
of the destroyed DA neurons of the nigro-striatal system. Transplanta-
tion of neutral nerve tissue, that is not containing dopaminergic cells
(sciatic nerve) did not have any effect on the rotational behaviour. The
presently obtained results do not allow to answer the question whether
this effect is connected with DA release in the synapses of the newly
formed neuronal junctions between the grafted SN cells and the stria-
tum. The literature gives descriptions of reinnervation of the basal
nuclei by a dense network of processes derived from DA-containing
cells of the transplant (Bjorklund et al. 1980). It, therefore, seems pro-
bable that immature DA cells transplanted into the striatum of rats
with destroyed SN are capable of taking over the function of the no
more existing neurons of the nigro-striatal system.

Behavioural results are strongly supported by biochemical studies
which demonstrate that reduction of the DA level after unilateral SN
lesion can be improved by SN cells transplantation. This feature seems
to confirm that immature dopaminergic cells implanted into the stria-
tum can produce DA and compensate in some degree disturbances in
DA metabolism.
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At present it is difficult to forsee the practical implications of these
investigations for Parkinson’s disease therapy. Presentation of the patho-
genesis of this condition as a dysfunction of the dopaminergic nigro-
striatal system exclusively is a far going simplification. The nature of
the relations between various neurotransmitter (and neuromodulator)
systems within the basal nuclei is very complex. In the regulation of-
motor activity in the extrapyramidal system, beside dopaminergic neu-
rons also cholinergic, GABA-ergic, enkephalinergic ones and those con-
taining substance P participate and so do probably noradrenergic and
serotoninergic ones (Larsen, Calne 1982). It can, therefore, hardly be
imagined that transplantation of only ope kind of dopaminergic neurons
(technically possible in view of the existence of amatomical structures,
relatively large and homogeneous like the dopaminergic nuclei Ay and
Ay) could reverse the whole symptomatology of the disease. Never-
theless, it seems that in most cases disturbances in the function of the
nigro-striatal pathway are the primary cause of the basic pathological
symptoms — hypokinesia and tremor (Hornykiewicz 1975; Lloyd et al.
1975; Larsen, Calne 1982). Substitution of the function of the destroyed
neurons of the SN by cells of the transplant seems to promise the
introduction in the future of neuronal transplants producing dopamine
as a method of treatment in the neurological clinic with the hope of
better therapeutic results than those, recorded to date. '

Acknowledgements: We wish to thank Ciba-Geigy A. G., Dept. Pharm., War-
saw, Lektykarska str. 9, for supplying us with Pertofran (Desipramine HCI).

WYNIKI DOMOZGOWYCH TRANSPLANTACJI NIEDOJRZALEJ ISTOTY
CZARNEJ U SZCZUROW Z DOSWIADCZALNIE WYWORLANA CHOROBA
PARKINSONA

1II. Badanie zachowania rotacyjnego zwierzat oraz badania biochemiczne

Streszczenie

Przedstawiono wyniki badan wplywu domoézgowych przeszczepéw niedojrza-
lych komorek istoty czarnej (SN) u szczuréw z jednostronnym uszkodzeniem
ukladu nigro-striatalnego przy uzyciu 6-hydroksydopaminy na zachowanie zwie-
rzat oraz poziom dopaminy w prazkowiu. Kontralateralne ruchy rotacyjne, cha-
rakterystyczne dla szczuréw z jednostronnie zniszczong SN, byly aktywowane
przez podskérne podanie apomorfiny w dawce 2 mg/kg. W dwa tygodnie po
uszkodzeniu SN implantowano zwierzetom w okolice prazkowia (po stronie zniszczo-
nej SN) fragment brzuszno-bocznej czeéci srodmézgowia obejmujacy rejon istoty
czarnej, pobranego z moézgu noworodkéw szczurzych tego samego szczepu.

W dwa tygodnie po zabiegu liczba kontralateralnych ruchéw rotacyjnych byla
znamiennie nizsza w porownaniu do grupy szczurow, ktoérym przeszczepiono jako
kontrole fragment nerwu kulszowego.

Biochemiczne badania zawartosci dopaminy w izolowanym prazkowiu wyka-
zaly wyraziny spadek po stronie uszkodzonej SN. Przeszczepy niedojrzatych ko-
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moérek SN do prazkowia po stronie uszkodzenia powodowaly wzrost poziomu dopa-
miny w poréwnaniu z przeszczepami rzekomymi (wprowadzenie igly bez prze-
szczepu).

Wydaje sie, ze spadek ruchéw rotacyjnych po przeszczepie komérek SN jak
rowniez wzrost poziomu dopaminy po stronie transplantacji moze byé dowodem
przyjecia sie i rozwoju niedojrzalych komoérek dopaminergicznych wszczeplo-
nych do prazkowia oraz podjecia przez nie produkcji dopaminy.

PE3VJITATHl BHYTPUMO3I'OBBIX TPAHCIUIAHTALIMI HE3PEJIOI'O YEPHOTI'O
BEIIECTBA V KPbIC C 3KCIHEPUMEHTAJIBHO BBI3BAHHOM
BOJIE3HBIO TTAPKMHCOHA

>
III. Uccnenosanue POTALIMOHHOTO TOBEICHUSA XHBOTHBIX H OUOXHMHYECKHE HCCIIea0BaHUA

Pe3ome

IIpencraBiiensl pe3y/IbTaThl UCCIEAOBAHMN BIMAHMS BHYTPHMO3IOBBIX TPAHCIUIAHTATOB HE-
3peNbIX KJIETOK YepHOro BemecTsa (SN) y KpbIC € OJHOCTOPOHHHM IIOBPEXIEHHEM HHIPO-CTPHS~
TaJbHOM CHCTEMBI C NPHMEHEHHEM 6-THAPOKCHAO(DAMHHA HA MOBENEHHE KXKUBOTHBIX M HA YDOBEHB
notbamuna B HeocTpusityme. KOHTpanaTepasbHble POTALMOHHbIE JBIDKEHHS, XaDAKTEPHBIE Y KpbIC
C OZHOCTOPOHHO YHHYTOXeHHBIM SN, ObUTH aKTHBHPOBAHBI MyTEM MOIKOXHOIO BBEICHAS allOMOP-
¢una B g03e 2 Mr/kr. CoycTs [Be HeeaH IOCje MOBpexaeHrss SN HMIIAHTHPOBAHO KHUBOTHBIM
B ob6macte HeocTpusiTyMa (IO CTOpOHE yHHYTOXeHHOro SN) dparMeHT GpromHO-GOKOBOM 4acTH
CPEIHEr0 MO3ra, OXBaThIBAIOUM y4acTOK SN, B3STOro M3 MO3ra KPBICHHBIX HOBOPOXIEHHBIX
3TO0ro camoro poxa. Crycts JBe HEAeIH NOCHe NPOLEAYPSl YHCIO0 KOHTPANATEPATBHBIX POTAMOH=
HBIX JBHDKEHHH OBLIO CTATHCTHYECKH AOCTOBEPHO HHXKE B CONOCTABJIEHMH C IPYNION KPHIC, KOTO-
PHIM TPaHIUIAHTHPOBAHO KAaK KOHTPOJb (DparMeHT CeJaiMIIHOTO HEpBA.

BuoxuMmayeckue UCCIeN0BaHuA YPOBHA Ho(haMHHA B H30JMPOBAHHOM HEOCTPUSATYME NOKA3aIH
OTYET/IMBLINA CHaj ero mo cropoHe mospexaeHHoro SN. TpaHCIUIaHTaThl HE3penbIX KieTok SN
B HEOCTPHATYM IO CTOPOHE NOBPEXIEHHS BHI3BIBAJIM POCT YPOBHS HodaMMHA B CONOCTABJICHHH
C JIOXHBIMA TPAHCIUIAHTATaMH (BBeA€HHE MIJLI 0€3 TPaHCILUIAHTATa).

Kaxercs, 4To cnaJi pOTAMOHHBIX JBHKSHHM MOC/Ie TpaHCIUIaHTaTa KieTok SN, a TaKke pocT
YPOBHS ohamMuHa 1O CTOPOHE TPAHCIUIAHTAUAA MOXET OBITh JHOKa3aTeIbCTBOM NPUBHTHA H pa3-
BHTHS HE3pEIBIX NO(GaMHHIPIHYECKHX KJIETOK TPAHCIUIAHTHPOBAHHBIX B HEOCTPHATYM M Havaja
MMM MpOW3BOACTBA ModamuHa.
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AKTYWNOSC CYKLAZY ADENYLOWEJ
I FOSFATAZY ZASADOWEJ W NACZYNIACH MOZGU SZCZURA
W DOSWIADCZALNYM ZATRUCIU CHLORKIEM MANGANAWYM

Zesp6l! Neuropatologii, Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Badania patomorfologiczne doswiadczalnej encefalopatii mangano-
wej sugerujg, ze przynajmniej cze$¢ nieprawidlowosci strukturalnych
moze by¢ uwarunkowana upo$ledzeniem mechanizméw bariery krew-
moézg (Smiatek, Mossakowski 1981; Mossakowski i wsp. 1983 a, b; Dy-
dyk, Mossakowski 1984). Naleza do nich przede wszystkim wykladniki
naczyniopochodnego obrzeku moézgu, stwierdzane zaréwno w badaniach
histopatologicznych, jak i w mikroskopowo-elektronowych bezposrednio
po zatruciu i utrzymujace si¢ okolo 1 tygodnia. Znamienng cechg naczy-
niopochodnego obrzeku mozgu jest uposledzenie mechanizméw bariery
krew-mozg, zwigzane z uszkodzeniem elementéw strukturalnych zlgcza
naczyniowo-tkankowego (Klatzo 1967). Znajduja one zazwyczaj wyklad-
niki morfologiczne w obrazie mikroskopowo-elektronowym $cian naczyn
wlosowatych, badz czymnosciowe wyrazajgce sie przechodzeniem znacz-
nikowych substancji ,barierowych” z naczyn do tkanek moézgu (Klatzo
1967; Reese, Karnowsky 1967) lub zmianami aktywmnosci enzymoéw zlo-
kalizowanych w elementach zlgcza naczyniowo-tkankowego (Torack,
Barrnett 1964; Ostenda i wsp. 1978; Vorbrodt i wsp. 1983).

Badania mikroskopowo-elektronowe dotyczace zar6wno wczesnej, jak
i poéznej fazy encefalopatii manganowej wykazaly minimalne zmiany
w ultrastrukturze naczyn mozgu (Mossakowski i wsp. 1983 a, b; Dydyk,
Mossakowski 1984). Wyrazaly sie one nieznacznym obrzmieniem komo-
rek Srodblonka i zwigkszong iloScig pecherzykow mikropinocytarnych
w ich cytoplazmie. Obkurczenie drobnych tetniczek obserwowano jedy-
nie we weczesnych stadiach zatrucia. W tej sytuacji wydawalo sie celo-
we przeprowadzenie badan histochemicznych, pozwalajacych na doklad-
niejszg charakterystyke stanu naczyn moézgu w warunkach zastosowa-
nego uprzednio modelu do$wiadczalnego. Wobec przyjetego obecnie po-
gladu o zasadniczej roli srodblonka naczyn w utrzymaniu mechanizmow
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bariery krew-mozg (Reese, Karnowsky 1967; Bodenheimer, Brightman
1968; Joo6 1971) postanowiono oceni¢ aktywnos¢ cyklazy adenylowej i fo-
sfatazy zasadowej, enzymoéw zlokalizowanych w s$rédblonku-i uczestni-
czacych w procesach transportowych. Pierwszy z nich spelnia istotng
funkcje w regulacji makromolekularnego transportu (Joé 1979; Joo
i wsp. 1983), a drugi uczestniczy w procesach transportu czynnego po-
przez defosforylacje licznych metabolitow przechodzgcych do osrodko-
wego ukladu nerwowego (Samorajski, McCloud 1961; Vorbrodt i wsp.
1981 a, 1983).

MATERIAL I METODY

Encefalopatie manganowag wywolywano w taki sam sposoéb jak w po-
przednich badaniach (Mossakowski i wsp. 1983).. Szczury biale szczepu
Wistar, samce o masie ciala okolo 120—150 g otrzymywaly w okresie
4 tygodni 7 dozylnych iniekecji chlorku manganawego (MnCl,) w fizjo-
logicznym roztworze chlorku sodu. Pelna podana dawka s$rodka toksycz-
nego w przeliczeniu na Mn'" wynosila 250 mg/kg masy ciala. Dwie
pierwsze iniekcje w dawce po 20 mg Mn™*/kg masy ciala podano w od-
stepach trzydniowych, trzy dalsze po 40 mg Mn* */kg masy ciala w dwu-
dniowych odstepach, a dwie nastepne (40 mg Mn**/kg masy ciala)
w odstepach jednotygodniowych. Szczury kontrolne otrzymywaty w tym
samym czasie dozylne iniekcje fizjologicznego roztworu chlorku sodu.
Zachowanie zwierzgt doswiadczalnych w okresie zatruwania i ich $mier-
telnos¢ nie réznily sie od uprzednio opisanych (Smialek, Mossakowski
1981). Z ogoélnej liczby 38 zwierzgt, poddanych zatruciu, 17 padlo. Pa-
daly przewaznie w czasie podawania srodka toksycznego albo bezposred-
nio po iniekcji. Przez caly okres dos$wiadczenia szczury nie wykazywaly
objawow neurologicznych, stawaly sie jednak mniej ruchliwe i tracily
laknienie.

Badania histochemiczne obejmowaly ocene aktywnosci cyklazy ade-
nylowej i fosfatazy zasadowej w mikroskopie $wietlnym i elektrono-
wym. Badanie przeprowadzono bezposrednio po podaniu ostatniej dawki
MnCl,, po uplywie 24 godzin i po 7 dniach. Kazda grupa czasowa obej-
mowala 4 zwierzeta (3 doswiadczalne i 1 kontrolne).

Szczury przeznaczone do badan aktywnosci cyklazy adenylowej (AC)
u$miercano przez dekapitacje. Mozgi natychmiast wyjmowano z jamy
czaszki, oziebiano na lodzie i dzielono na dwie poltkule. Z poétkuli pra-
wej, przeznaczonej do badan w mikroskopie $wietlnym, pobierano bloki
tkankowe, ktore po zatopieniu w ,Tissue-tekk” zamrazano w suchym
lodzie i skrawano w kriostacie na skrawki grubosci 20 um. Z poéikuli
lewej, przeznaczonej do badan w mikroskopie elektronowym, pobierano
bloki tkanki o wymiarach 1 mm?® z okolicy jader podstawy i spoidia
wielkiego. W celu uwidocznienia aktywnosci cyklazy adenylowej za-
rowno skrawki kriostatowe, jak i nieutrwalone bloki tkankowe podda-
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wano trzem kolejnym etapom preparatyki histochemicznej, obejmujgcej
proces utrwalania, aktywacji enzymu i wlasciwej inkubacji wedlug me-
tody opisanej uprzednio przez Szumanska i wsp. (1984) oraz Vorbrodta
i wsp. (1984).

Utrwalanie przeprowadzano w $wiezo przygotowanym plynie utrwa-
lajacym zawierajacym cukroze (0,2 M), 5% dwumetylo-sulfoxid (DMSO),
kwas askorbinowy (0,1 mM), 1% paraformaldehyd w buforze kakodylo-
wym, pH 7,4 oraz aktywatory reakcji: 1-izoproterenol (0,1 mM) i s6l so-
dowg guanylylimidodwufosforanu GMP (PNP) (0,1 mM). Utrwalanie
przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Plyn aktywujacy zawieral wyzej wymienione aktywatory rozpusz-
czone w buforze kakodylowym, pH 7,4. Aktywacje prowadzono w tem-
peraturze pokojowej przez 30 minut.

Plyn inkubacyjny zawieral so6l sodowg 5’-adenylyl-imido-dwufosfora-
nu (AMP-PNP), wyzej wymienione aktywatory, inhibitor fosfo-dwueste-
razy oraz chlorek strontu (SrCl,), przeksztalcany nastepnie pod wply-
wem octanu olowiu, w widoczny w mikroskopie elektronowym fosforan
olowiu, rozpuszczone w 0,05 M buforze Tris-HCl, pH 9,0. Kohcowe pH
plynu inkubacyjnego wynosilo 8,5—8,7. Inkubacje przeprowadzano
w temperaturze pokojowej w ciggu 1—3 godzin.

Po inkubacji skrawki kriostatowe wywolywano w roztworze wielo-
siarczku amonu, plukano w 0,2 M cukrozie i zamykano w glicerozelaty- -
nie. Bloki tkanki przeznaczone do badan w mikroskopie elektronowym
ptukano w 0,2 M cukrozie, utrwalano dodatkowo w 1% czterotlenku
osmu w buforze kakodylowym, pH 7,2 barwiono en block w 0,5% octa-
nie uranylu przez 1 godzing, odwadniano w roztworach etanolu o wzra-
stajagcym stezeniu i zatapiano w zywicy ,,Spurr”. Kontrole swoistosci
odezynu histochemicznego wykonywano inkubujgc materiat bez substra-
tu i bez aktywatoréw oraz z zastosowaniem wybiorczych inhibitorow

Zwierzeta przeznaczone do badan aktywnosci fosfatazy zasadowej
(FZ) zabijano za pomocg przezsercowe] perfuzji plynem skladajagcym sie
z 2% paraformaldehydu i 1% aldehydu glutarowego w 0,2 M buforze
kakodylowym, pH 7,3. Czas perfuzji wynosil okolo 20 minut. Po per-
fuzji mozgi wyjmowano z jamy czaszki, przeznaczajgc jedng potkule
do badan w mikroskopie $wietlnym, a drugg do mikroskopii elektrono-
wej. :

Bloki tkanki przeznaczone do badan w mikroskopie $wietlnym skra-
wano na mikrotomie zamrozeniowym na wolnoplywajace skrawki o gru-
bosci okolo 20 um. Bloczki tkanki o wymiarach okolo 1 mm?® przezna-
czone do badan mikroskopowo-elektronowych pobierano w okolicy jadra
ogoniastego i spoidla wielkiego. Wolno plywajgce skrawki i bloczki
tkankowe utrwalano nastepnie w plynie perfuzyjnym, baczac aby lacz-
ny okres perfuzji i utrwalania imersyjnego nie przekraczal 1,5 godziny.

Reakcje histochemiczng stuzaca ujawnieniu aktywnosci fosfatazy za-
sadowe]j przeprowadzano wedlug metody Mayahara i wsp. (1967) w mo-
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dyfikacji Vorbrodta i wsp. (1981 a). Plyn inkubacyjny zawieral: 0,01
M a-glicerofosforan sodu, 0,1 M Tris-malleinian, 0,005 M chlorek mag-
nezu (MgCly) oraz 0,002 M cytrynian olowiu. Koncowe pH roztworu in-
kubacyjnego wynosilo 9,2. Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C
przez 45 minut. Plyn inkubacyjny w kontroli swoisto$ci odezynu histo-
chemicznego zawieral dodatkowo 0,5 mM hydrochlorek lewamisolu, sta-
nowigcy inhibitor FZ (Borgers 1973).

Skrawki do badan w mikroskopie $wietlnym montowano w sposéb:
typowy na szkietkach podstawowych. Bloczki do badan mikroskopowo-
-elektronowych przeprowadzano rutynowo do =zatopienia w zywicy
»Spurr”’,

Material do badan ME skrawano na ultramikrotomie LKB, monto-
wano na siatkach oraz ogladano i wykonywano zdjecia w mikroskopie
elektronowym JEM 100 Cx lub Philips 300 *.

WYNIKI

Aktywnos$¢ cyklazy adenylowe]

Badania w mikroskopie §wietlnym. U zwierzat kontrol-
nych reakcja histochemiczna wystepowala w naczyniach krwionosnych
moézgowia i w splotach naczyniowkowych. Wyrysowywala ona Sciany
naczyn we wszystkich strukturach OUN, zaréwno w istocie szarej (ryc.
1) jak i bialej. Intensywnos$é odczynu byla wyraznie wyzsza W naczy-
niach wiekszych miz w sieci wlosniczkowej (ryc. 1). Nie obserwowano
przy tym réznic nasilenia reakcji w licznych naczyniach wlosowatych
istoty szarej i ubogiej sieci kapilar w istocie bialej.

U zwierzat badanych bezposrednio po zatruciu odczyn histochemicz-
ny byt znacznie slabszy (ryc. 2); spadek ten byl wigkszy w naczyniach
istoty bialej niz szarej. Bylo to wyraznie widoczne w zwojach podstawy,
w ktorych naczynia peczkéow pallido-striatalnych pozbawione byty cal-
kowicie produktu reakcji histochemicznej lub wykazywaly znaczne
zréznicowanie intensywnoéci odezynu w réznych odcinkach (ryc. 3).
W korze moézgu, w ktérej obnizenie intensywnosci odczynu histochemicz-
nego bylo mniej wyrazne niz w jadrach podstawy, stwierdzano naczy-
nia o zroéznicowanym nasileniu reakcji oraz drobne polka z calkowicie
bezodczynowymi naczyniami wlosowatymi. Znaczne oslabienie odczynu
w stosunku do kontroli wystepowalo réwniez w splocie naczyniowko-
wym. :

U zwierzat badanych w 24 godziny po zatruciu utrzymywatlo si¢ na-
dal oslabienie odczynu histochemicznego, jakkolwiek bylo ono mniej
wyrazne niz w grupie poprzedniej (ryc. 4). Niekiedy stwierdzano wyz-
szy odczyn w naczyniach istoty bialej niz w formacjach szarych.

* Zdjecia wykonano w Instytucie Anatomii Uniwersytetu w Helsinkach oraz
w Instytucie Ochrony Pracy w Helsinkach.
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Ryc. 1 Kontrola Kora mozgu Cyklaza adenylowa. Reakcja dodatnia w kapila-
rach oraz silniejsza w wigkszych naczyniach moézgowych. Pow. 60 X

Fig. 1. Control rat. Cerebral cortex. Adenylate cyclase activity. Positive reaction in
capillary vessels, more pronunced in vessels of greater caliber. X 60

Ryc. 2. Czas 0 (zwierze zabite natychmiast po ostatniej dawce maganu). Ko-
ra moézgowa. Cyklaza adenylowa. Spadek aktywnos$ci enzymatycznej w sieci ka-
pilarow. W naczyniach wiekszych reakcja silna. Pow. 60 X
Fig. 2. Time 0 — rat sacrificed directly after last injection of MnCl,. Cerebral
cortex. Adenylate cyclase activity. Decrease of enzyme activity in capillary net-
work. Strong reaction in blood vessels of greater caliber. X 60

Ryc. 3. Czas 0. Jadro ogomaste Wyrainy spadek aktywnoécl cyklazy adenylowe]
w kapilarach. Pow. 200 X

Fig. 3. Time 0. Caudate nucleus. Distinct decrease of adenylate cyclase acti-
vity in capillary vessels. X 200
Ryc. 4. 24 godziny po ostatniej dawce maganu. Kora moézgowa. Wzrost ak-
tywnosci cyklazy adenylowej wobec grupy 0. Pow. 60 X

Fig. 4. Rat 24 h after last MnCl, injection. Increase of adenylate cyclase
activity in cerebral cortex in comparison with that at time 0. X 60
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U zwierzat, ktore przezyly 7 dni po ostatniej iniekcji MnCl,, obraz
reakcji histochemicznej przypominal opisany u zwierzat kontrolnych.
Intensywnos$¢ odezynu wyznaczajacego sie¢ maczyn kory mozgu wyda-
wala sie nawet wyzsza niz. w materiale kontrolnym. Réwnoczesnie zwra-
caly uwage naczynia pozbawione zupelnie “produktéw odczynu histoche-
micznego w istocie biatej (spoidlo wielkie) oraz znaczne zréznicowanie
intensywnosci reakcji w mnaczyniach jader podstawy od bardzo silnej
do sladowej. Czes¢ maczyn nie wykazywata jej w ogole.

Badanie mikroskopowo-elektronowe. U zwierzat kon-
trolnych stwierdzono dwa wzorce rozmieszczenia produktéow reakeji hi-
stochemicznej. W typie pierwszym, charakterystycznym przede wszyst-
kim dla kapilaréw, produkt reakcji zwigzany byl glownie z blong ko-
morkowg S$rodblonkow zwrocong do $wiatla naczynia (powierzchnia lu-
minalna) (ryc. 5) lub jej zaglebieniami i z pecherzykami pinocytarnymi.
W typie drugim, wilasciwym dla drobnych tetniczek, produkt reakcji
wykazywal zwigzek z luminalng i abluminalng blong komérek srodblon-
ka oraz zwrécong do blony podstawnej powierzchnia wypustek komorek
mies$ni gladkich.

Ryc. 5. Kontrola. Kora moézgowa. Cyklaza adenylowa. Produkt reakcji enzy-
matycznej rozmieszczony na luminalnej blonie komorek srédblonka. Pow. 9000 X

Fig. 5. Control rat. Cerebral cortex. Product of enzymatic activity distributed
on luminal membrane of endothelial cell. Adenylate cyclase activity. ~ 9000
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U zwierzat zabijanych bezposrednio i w 24 godziny po zatruciu
stwierdzono wyraznie ubozsze niz w kontroli odkladanie sie¢ produktu
reakcji histochemicznej zaréwno w $Scianach naczyn wlosowatych (ryc.
6), jak i w tetniczkach. Bardzo czesto spotykano przekroje naczyn cal-

£ IR NA
y

PR S ;
% v /

\"',“.,._‘ & ‘_

P - Y
*‘5""»« :

% o R gt‘ Py s
; N a8 N0 &
i v.»&'«" il N ol e

Ryc. 6. Naczynie wlosowate z jadra ogoniastego. Czas 0. Produkt reakeji cy-
klazy adenylowej zwigzany z blong abluminalng kapilary. Reakcja oslabiona wo-
bec kontroli. Pow. 4182 X

Fig. 6. Rat after manganese intoxication. Time 0. Capillary vessel from cau-
date nucleus. The reaction product connected with abluminal membrane. Decreas-
ed reaction compared with that of control rat. Adenylate cyclase activity. X 4182

kowicie pozbawione zlogow produktu koncowego. Dotyczylo to glownmie
naczyn z obrzmialymi komoérkami srédblonka, zawierajgcymi liczne pe-
cherzyki pinocytarne. Nierzadko stwierdzano naczynia wlosowate,
w ktorych produkt reakcji ograniczal sie wylgcznie do powierzchni ko-
morek s$rédblonka zwroconej do blony podstawowej.

U zwierzat zabijanych w 7 dniu po zatruciu odczyn histochemiczny
przypominal na ogol obrazy kontrolne. Zwracalo jednak uwage zrézni-
cowanie jego intensywnosci. W wielu naczyniach wystepowaly bardzo
znaczne zlogi produktu koncowego reakcji fryc. 7), w innych jedynie
sladowe. W wiekszosci naczyn wlosowatych, podobnie jak w normie,
byly one zwigzane z luminalng blong komoérek srodblonka.
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Ryc. 7. 7 dni po zatruciu manganem. Zlogi produktu reakcji uwidaczniajgce
cyklaze adenylowag wystepujacg zaro6wno w obrebie cze$ci luminalnej i abluminal-
nej $rédblonka, jak i w obszarze blony podstawnej. Pow. 3440 X

Fig. 7. Rat 7 days after MnCl, intoxication. Products of enzymatic reaction
within luminal and abluminal endothelial membranes and in the basal lamina.
Adenylate cyclase activity. X 3440

Aktywnosc fosfatazy zasadowej

Badania w mikroskopie §wietlnym. U zwierzat kontrol-
nych produkt reakcji histoenzymatycznej wyznaczat sie¢ naczyn wtloso-
watych we wszystkich strukturach moézgu. Odwrotnie niz w przypadku
cyklazy adenylowej, intensywno$¢ odczynu histochemicznego byla naj-
wyzsza w naczyniach wlosowatych i malala wraz ze wzrostem S$rednicy
naczynia (ryc. 8). Wydawala si¢ ona réwniez wyzsza w naczyniach for-
macji szarych (kora mozgu i zwoje podstawy) niz w istocie bialej (ryec.
9). W wiekszych powigkszeniach naczynia wlosowate moézgu wydawaly
sie jednolicie , wypelnione” produktem reakcji histochemicznej.

U zwierzat zabijanych bezposrednio po ostatniej iniekeji MnCl,
stwierdzono bardzo znaczne obnizenie intensywnosci odczynu zar6wno
w istocie szarej moézgu, jak i biatej (ryc. 10). Sie¢ naczyn wlosowatych
kory mézgu wydawala sie<,wyplukana” z produktu koncowego reakcji
(ryc. 11). W jadrach podstawy wyznaczona przez odczyn histochemiczny
sie¢ naczyniowa byla ubozsza niz u zwierzat kontrolnych, co wskazy-
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Ryc. 8. Kontrola. Kora moézgowa. Fosfataza zasadowa. Reakcna dodatnia w na-
czyniach wlosowatych, stabngca w miare wzrostu $rednicy naczyn. Pow. 200 <
Fig. 8. Control rat. Cerebral cortex. Alkaline phosphatase activity. Positive reaction
in capillary network declining with increase of vessels’ caliber. X 200

Ryc. 9. Kontrola. Jagdro ogoniaste. Fosfataza zasadowa. Pow. 60 X

Fig. 9. Control rat. Alkaline phosphatase activity in caudate nucleus. X 60
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Ryc 10 Natychmlast po podaniu ostatmej dawki manganu (czas 0). Wyrazny spa-

dek aktywnosci fosfatazy zasadowej w sieci naczyniowej kory moézgowej. Pow. 60 X

Fig. 10, Time 0 — directly after last maganese injection. Distinct decrease of alka-
line phosphatase activity in cortical vascular network. X 60

Rye. 11. Czas 0. Wlosniczki wydaja sie ,wyptukane” z produktu reakcji wykazujacej
fosfataze zasadowg. Kora mézgowa. Pow. 200 X
Fig. 11. Time 0. Capillary vessels in cerebral cortex seem to be washed away
from reaction product Alka,l;ne phosphatase activity. < 200
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Ryc. 12. 24 godziny po ostatniej iniekcji manganu. Wzrost aktywnosci fosfatazy
zasadowej w sieci naczyniowej kory moézgowej. Pow. 60 X
Fig. 12. Rat 24 h after last manganese injection. Increase of alkaline phosphatase
activity in vascular network of cerebral cortex. X 60

Rye. 13. 7 dni przezycia po intoksykacji manganem. Zro6znicowana aktywnos¢
fosfatazy zasadowej w przebiegu poszczegélnych naczyn. Ogolnie reakcja slabsza
niz w kontroli. Pow. 60 X

Fig. 13. Rat 7 days after intoxication. Different alkaline phosphatase activity
along the course of particular vessels. Generally the reaction is less pronounced
than in control. X 60

walo, iz w licznych naczyniach nie wystepowal on w ogole. Stwierdzalo
sie rowniez odcinkowe zréznicowanie nasilenia odczynu na przebiegu
tego samego naczynia. W istocie bialej, a przede wszystkim w spoidle
wielkim i w pograniczu korowo-podkorowym, wystepowaly liczne na-
czynia pozbawione produktu reakcji histochemicznej.

W 24 godziny po zatruciu nasilenie odczynu bylo wyzsze niz w gru-
pie poprzedniej. Dotyczylo to zwlaszcza kory mozgu (ryc. 12). Zwracalo
uwage zroéznicowanie intensywnosci reakcji. Obok naczyn o odczynie
wWyzZszym niz w normie wystepowaly naczynia z reakcjg Sladows.

Po 7 dniach odczyn histochemiczny byl nadal znaeznie slabszy niz
u zwierzat kontrolnych (ryc. 13). Duze odcinki naczyn wlosowatych nie
zawieraly w ogoéle produktu koncowego, w innych stwierdzano jego
znaczne nagromadzenie.

Badanie mikroskopowo-elektronowe. W materiale kon-
trolnym produkt reakcji histochemicznej ograniczony byl wylacznie
do komoérek srodblonka wlosniczek i tetniczek. Wystgpowal on w postaci
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Ryc. 14. Kontrola. Jadro ogoniaste. Fosfataza zasadowa. Produkt reakcji na lumi-
nalnej blonie komérek $roédblonka. Pow. 3440 X
Fig. 14. Caudate nucleus of control rat. Alkaline phosphatase activity. The
reaction product on luminal membrane of endothelial cell. X 3440

Ryc. 15. 24 godziny po podaniu manganu. Produkt koficowy wykazujacy miej-

sca aktywnosci fosfatazy zasadowej zgromadzony na luminalnej (duza strzatka)

i abluminalnej (male strzalki) blonie $rédblonka oraz na blonie podstawnej wios-
niczki. Pow. 17220 X

Fig. 15. Rat 24 h after manganese intoxication. The final reaction product

accumulated on luminal (big arrow) and abluminal (small arrow) membranes and

on the basal membthxmj)f//?cﬁﬁﬂéﬁtg _rﬂssel. X 17220
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Ryc. 16. 7 dni po podaniu manganu. Produkt koncowy reakcji wyznaczajacy

aktywnos$é fosfatazy zasadowej zlokalizowany jest w obszarze blony abluminalnej

(duza strzalka) i pogranicza z blong podstawowa $rodblonka (mata strzatka).
Pow. 17220 X

Fig. 16, Rat 7 days after intoxication. The reaction product localized on the
albuminal endothelial membrane (arrow) and at the border-line with the based
lamina (small arrow). Alkaline phosphatase activity. X 17220

drobnych nieregularnych ziarnistosci zwigzanych gléwnie z ich lumi-
nalng plazmolemms (ryc. 14). Niekiedy wystepowal rowniez w peche-
rzykach pinocytarnych.

Wzorzec zaburzen obrazu histochemicznego u zwierzat doswiadczal-
nych byl wspélny dla wszystkich grup czasowych. Produkt reakcji hi-
stoenzymatycznej gromadzil si¢ nie tylko na powierzchni luminalnej
komorek s$rodblonka, lecz réwniez na ich plazmolemmie albuminalnej

Ryc. 17. 7 dni po podaniu manganu. Produkt reakcji fosfatazy zasadowej zlokalizo-

wany w strukturach kanalikopodobnych $rodblonka (strzatki). Pow. 22140 X

Fig. 17. Rat 7 days after MnCl, intoxication. The reaction product localized in

tubular-like structures of endothelial cell. Alkaline phosphatase activity. X 22140

Ryc. 18. 7 dni po podaniu manganu. Fosfataza zasadowa. Reakcja negatywna
we wszystkich strukturach naczynia. Pow. 3440 X

Fig. 18. Rat 7 ‘days after manganese injection. Negative reaction of alkaline
phosphatase in all vascular structures. X 3440
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i w blonie podstawnej (ryc. 15). Czesto spotykand srodblonkowe struk-
tury kanalikopodobne wypelnione produktem odczynu histochemicznego.
Natomiast tylko cze$¢ sposréd licznych pecherzykéw pinocytarnych wy-
pelniona byla ziarnistosciami produktu koncowego. Cechg charaktery-
styczng wszystkich grup czasowych bylo znaczne zréznicowanie obrazu
histochemicznego. W czesci naczyn wlosowatych, podobnie jak w nor-
mie, odczyn ograniczal sie do luminalnej plazmolemmy komérek $rod-
blonka i jej glebokich wglobien, w czesci zwigzany byt z ich powierzch-
nig abluminalng i blong podstawng (ryc. 16), a w komoérkach srédblonka
wystepowaly struktury kanalikopodobne wypelnione produktem kon-
cowym reakcji (ryc. 17). W miektérych naczyniach stwierdzano jego ob-
fite nagromadzenie, w innych bardzo skgpe, a w innych nie stwierdzalo
sie go w ogdle (ryc. 18).

OMOWIENIE

Przedstawione obserwacje wskazuja, ze w zastosowanym modelu do-
Swiadczalnej encefalopatii manganowej wystepujg zaburzenia aktywno-
$ci cyklazy adenylowej i fosfatazy zasadowej w S$cianie naczyn krwio-
nosnych mozgu. Sg one najsilniej wyrazone we wczesnym okresie po
zatruciu, ale utrzymuja sie przez caly okres obserwacji. Zaznaczajg sig
przy tym wyrazne roznice miedzy obu badanymi enzymami, o ile bo-
wiem histochemiczny obraz aktywnosci cyklazy adenylowej wykazuje
tendencje do normalizacji w miare wydluzania sie czasu od zatrucia,
o tyle morfologiczne wykladniki zaburzonej aktywnosci fosfatazy zasa-
dowej sg zjawiskiem bardziej trwalym, utrzymujacym sie do konca ob-
serwacji. g 7

Histochemiczne zaburzenia aktywnosci obu enzyméw wyrazaly sie
przede wszystkim wyraznie zmniejszong intensywnoscia odczynu, az do
zaniku wilgcznie, bardzo znacznym zroéznicowaniem jego nasilenia w po-
szczegblnych naczyniach lub ich odcinkach, od bardzo silnego, przewyz-
szajacego w pozniejszych okresach obserwacji wystepujacy u zwierzat
kontrolnych, do $ladowego lub wrecz jego braku, i wreszcie zaburzeniem
jego rozmieszczenia w elementach $ciany naczyniowej. W warunkach
prawidlowych aktywnos$¢ cyklazy adenylowej w mnaczyniach moézgu wy-
kazuje zroznicowanie rozkladu. W naczyniach wlosowatych zwigzana
jest ona z luminalng plazmolemmg komorek srodblonka i jej wglobie-
niami oraz z pecherzykami pinocytarnymi, w drobnych tetniczkach na-
tomiast z luminalng i abluminalng powierzchnig $rodblonkow i zwréco-
nymi do blony podstawnej powierzchniami komoérek mie$ni gladkich
(Wagner i wsp. 1972; Joo6 1979; Panula, Rechard 1979; Szumanska i wsp.
1984; Vorbrodt i wsp. 1984). Rozklad ten ulegal wyraznemu zaburzeniu
po zatruciu manganem. Zmiany w cytologicznym rozkladzie aktywnosci
fosfatazy zasadowej byly jeszcze wyrazniejsze. U zwierzat kontrolnych
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koncowy produkt reakcji histochemicznej odklada sie linijnie na lumi-
nalnej powierzchni komoérek srodblonka, rzadko wykazujgc zwigzek z ich
plazmolemmg abluminalng i nielicznymi pecherzykami pinocytarnymi
(Vorbrodt i wsp. 1981 a; Kreutzberg, Toth 1983; Vorbrodt i wsp. 1983).
Sugeruje sie, iz wlasnie w obszarze luminalnej plazmolemmy komérek
srodblonka odbywa sie proces defosforylacji réznych substancji metabo-
licznych transportowanych z krwi do moézgu (Vorbrodt i wsp. 1981 a,
b). Polarnoé¢ ta ma warunkowa¢ w przypadku szeregu enzymoéw $rod-
blonkéw naczyniowych, w tym rowniez fosfatazy zasadowej, enzyma-
tyczng kontrole procesow czynnego transportu (Betz i wsp. 1980). Ule-
gala ona wyraznemu zaburzeniu w zatruciu chlorkiem manganawym.
Produkt reakcji enzymatycznej w licznych naczyniach byl w ogéle
nieobecny na zwréconej do $wiatla powierzchni komoérek srédblonka,
a gromadzil sie obficie w ich plazmolemmie abluminalnej, w blonie pod-
stawnej oraz w licznych pecherzykach pinocytarnych i w kanalikopo-
dobnych strukturach srédblonkowych. To ostatnie zjawisko Lossinsky
i wsp. (1981) wigzg szczegblnie ze wzmozong przepuszczalnoscia naczyn.
Caloksztalt stwierdzonych przez nas zaburzen histochemicznych jest
identyczny ze zmianami opisywanymi w przebiegu uszkodzenia mecha-
nizmoéw bariery krew-mozg (Jod 1979; Joo i wsp. 1983; Vorbrodt i wsp.
1981 a, b; 1983; Spatz, Mrsulja 1982). S3 one réwniez podobnel do
nieprawidiowosci histoenzymatycznych, dotyczacych szeregu fosfataz nu-
kleozydowych w innych do$wiadczalnych stanach patologicznych prze-
biegajacych z uszkodzeniem bariery krew-mozg (Torack, Barrnett 1964;
Szumanska i wsp. 1976; Ostenda i wsp. 1978; Szumanska 1981).
Opierajac sie na przedstawionych powyzej spostrzezeniach i danych
z piSmiennictwa mozna sgdzi¢, ze w zatruciu solami manganu dochodzi
do uposledzenia mechanizméw bariery krew-mozg, z jego wszystkimi
skutkami prowadzacymi do rozwoju ciezkich uszkodzen tkanki. Sg one
zbiezne w czasie z obecnoscig morfologicznych wykladnikéw naczynio-
pochodnego obrzeku moézgu. Patomechanizm naczyniopochodnego obrze-
ku mozgu nadal nie jest jednoznacznie wyjasniony. W przeciwienstwie
do weczesniejszych pogladow wigzacych jego rozwoj wylgcznie z uszko-
dzeniem Scistych zespolen miedzysrodblonkowych (Rapaport 1970; Bri-
ghtman i wsp. 1973), obecnie przyjmuje sie¢ alternatywny patomecha-
nizm, uwarunkowany przechodzeniem bialek surowicy krwi do tkanek
mozgu droga wzmozonego transportu pecherzykowego w s$rodblonkach
naczyn (Joo 1971; Beggs, Waggener 1976; Westergaard i wsp. 1978).
W regulacji tego zjawiska istotna role odgrywa cyklaza adenylowa, zlo-
kalizowana w $rodblonkach naczyn wlosowatych (Jo6 1972). Spostrze-
zenia Wierzby (1984) w tym samym modelu doswiadczalnej encefalo-
patii manganowej z uzyciem peroksydazy chrzanowej, wskazujgce na
penetracje znacznika barierowego z krwi do tkanek moézgu przy nie-
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zmienionym stanie zespolen S$cistych, sugeruja w naszym materiale do-
$wiadczalnym ten wlasnie mechanizm patogenetyczny naczyniopochod-
nego obrzeku mozgu. Potwierdzajg to réowniez przedstawione powyzej
wyniki badan histochemicznych dotyczacych aktywnosci cyklazy ade-
nylowej.

AKTUBHOCTH AJIEHWUJIOBOM IIUKJIA3BI Y IEJIOYHON ®OCPATA3BI
B COCYJAX I'OJIOBHOI'O MO3I'A KPBICHI B S3KCIIEPUMEHTAJIbLHOM
OTPABJIEHMU XJIOPUCTBIM MAPI'AHLIOM

Pe3rome

ABTOpBI OLICHWIA Ha YPOBHE CBETOBOTO M 3JIEKTPOHHOIO MHKPOCKONA aKTHBHOCTH a[ICHHJIO-
BO# ITUKJIa3bl ¥ IIET0YHOH docdaTassl B COCyAax TOIOBHOTO MO3ra KPHICHL B OTPABJICHHH XJIOPHC-
TBIM MaprasioM. MaprasuoByo HIE€(aIONaTHIO OHH BbI3bIBAJIA 7-KPATHBIM BHYTPHOPIOMIMHHBIM
BBEJICHHEM XJIOPMCTOTO Mapranna B nepuoze I Mecsna B obmeit 1o3e 240 mr M ++/kr Macce! Tena.
JKHBOTHBIX YMEPLIBJIAHO NPH IOMOIIM Ype3cepaedyHOi nepdy3un GHKCHPIOMIAM CpEACTBOM
HENOCPEICTBEHHO IIOCIIE OTPABJICHHS, COYCTA 24 Yaca M 10 MCTEYeHHH 7 JHEMH.

B MHKPOCKONHONM M B 3JI€KTPOHHO-MHKPOCKONHOM KAapTHHE KOHCTATHPOBAHO HM3MEHEHHSA
THCTOXHMHYECKON KapTHHBI BBIPAXAIOIIHECS CHHXKEHHEM AaKTHBHOCTH OOOMX 3H3HMOB a TakKke
HENPABWILHOM JIOKAIA3anAel KOHEYHON peaknuu: CBOMM XapakTepoM OHH HAalNOMMHAJIH Hapy-
WICHMs ONMCHIBAEMBIE B ClIyYasX MOBPEXACHUs reMaTo-3Huedamayeckoro 6aprepa. OHE BHYIIAIOT
ocnabiieHHe aKTHBHOTO TPAHCIOPTA B COCYAAX M MOBBHINIEHHE NPOHAIIAEMOCTH COCYIOB ISt BBICOe
KOMOJIEKYIAPHBIX BelecTB. OHH yKa3bIBaJId TAKKe HA TO, YTO HAPYIIEHHUS reMaTo-3HIe(hanmaIecKoro
6aprepa MOryT y4acTBOBAaTh IDH DPa3BUTHH MAapraHuoBOM 3HUe(DANONaTHH.

ADENYLATE CYCLASE AND ALKALINE PHOSPHATASE ACTIVITY
IN THE CEREBRAL BLOOD VESSELS OF THE RAT
IN MANGANESE CHLORIDE INTOXICATION

Summary

Changes in the histochemical activity of adenylate cyclase and alkaline pho-
sphatase in .the cerebral microvessels of the rat were studied in manganese in-
toxication at the level of light- and electron microscopy. Manganése encephalo-
pathy was induced by 7 intraperitoneal injections of manganese chloride in the
course of one month in a total dose of 240 mg Mnt+/kg body weight. The ani-
mals were sacrificed by transcardiac perfusion of the appropriate fixatives im-
mediately after last intoxication, 24 h and 7 days after it.

Light- and electronmicroscopic studies revealed alterations in the histoche-
mical picture as compared with that of untreated animals, expressed by reduction
of the activity of both enzymes and abnormalities in distribution of the reaction
end product. They were similar in nature to those described as a result of
changes in the blood-brain barrier. They suggest the existence of both disturbances
of active transport mechanism and increased permeability for high molecular
weight substances. The observed changes indicate that damage to the blood-brain
barrier may play an important role in the pathogenesis of manganese encephalo-
pathy.
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Most accounts of the history of lithium therapy begin with the re-
port by Cade in 1949 of an anti-manic action of lithium salts in a small
group of patients. Lithium is being used in the treatment of affective
disorders, such as hyperactivity in children and manic-depressive dis-
orders in adults. It was reported that it has also partial anti-psychotic
effects in schizophrenia (Hirschowitz et al. 1980). The mechanism of
anti-manic effects of lithium is not enough understood, however, it is
believed to involve catecholamine neurotransmission in the central ner-
vous system (Bunney, Murphy 1976).
Numerous reports indicated a teratogenic effect of lithium on de-
velopment and reproduction. It was found in amphibians that lithium
may produce abnormalities of the central nervous system (Schou 1957).
The abnormalities in the nervous tissue seem to depend mostly upon
electrolyte and osmotic disturbances in the neurons in prolonged lithium
intoxication. Lithium passes from the circulation into neurons where it
becomes highly concentrated. It causes a shift of sodium and potassium
from the cells into the intercellular spaces . (Katzman, Pappius 1973).
Having replaced sodium inside the neurons lithium does not leave the
nerve cells easily (Dieling et al. 1969). Trautner et al. (1958) and Johan-
sen and Urlich (1969) reported a teratogenic effect of lithium on rat
- fetuses. A high dose-related incidence of cleft palate was noted in mou-
. se fetuses from mothers treated with lithium (Szabo 1970). Mroczka et
- al. (1983) observed delayed postnatal growth and development after
" mating pairs of mice kept continuously on drinking water containing

50 mEq/l LiCl,. The development effect of lithium noted here may be
. due to some interaction with hormones since some endocrine tissues

have the ability to concentrate lithium (Stern et al. 1977). The effect
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of lithium on some hormonal functions may be mediated by its possible:
inhibition of adenylate cyclase activity which would prevent an increase
in intracellular cyclic AMP (Gelfand et al. 1979).

Weinstein and Goldstein (1973), on the other hand, found no fetal
abnormalities in humans treated with lithium. We are inclined to agree
with those authors who stated that most reported cases of lithium te-
ratogenicity in nonhuman mammals resulted from either single large
doses or multiple doses in excess of 5—6 -times those used clinically.
It seems that variations in the effects found may be due to the differ-
ences in dosage of lithium used, mode of administration or duration of
treatment in the various experiments.

This led us to study the direct effect of lithium on nervous tissue
maturing in vitro. In the present work, ultrastructural changes were-
studied with the use as a simple experimental model of organotypic
cultures of cerebellum, hypophyseal neural lobe and striatum deriving
from newborn rats treated with lithium carbonate in a dose correspond-
ing to a clinically used twenty-four-hour dose.

L MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on 14 organotypic cultures of cerebel-
lum, 12 cultures of hypophyseal neural lobe ar}d 12 cultures of striatum
which derived from mewborn rats of both sexes. The tissue sections were
explanted on collagen-coated coverslips and kept in Carrel flasks. The
nutrient medium, changed twice weekly, consisted of 50° human se-
rum, 40% Earle’s solution, pH 7.2, and 10% 9-day-old chicken embryo
saline extract. 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 living state by light microscopy. Se-
lected 14-day-old cultures were treated with lithium carbonate, added
to the culture medium in a single dose of 8 mg%o for three days. Con-
trol experiments were simultaneously carried out in which tissue were
cultured without lithium carbonate. For light microscopy, the cultures
were fixed in 10% formaldehyde and stained with hematoxylin-eosin.
The influence of lithium on mitosis was analyzed in three experimental
and three control cultures of cerebellum (Table 1). The number of mi-
totic cells in relation to the general number of cells in ten areas of
culture, both in the explant and in the outgrowth zone was counted at
a magnification X 400. The percentage of mitotic cells was estimated.

For electron microscopy the cultures were briefly rinsed in Locke’s
solution at room temperature, fixed in 1,5% glutaraldehyde in 02 M
cacodylate buffer, pH 7.2, for 30 min at 4°C, rinsed in 0.2 M cacodylate
buffer, pH 7.2, for 1 h and postfixed for 1 h in 1.5% osmium tetroxide
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Table 1. Influence of lithium carbonate on mitotic activity in cerebellum cultures
Tabela 1. Wplyw weglanu litu na aktywno$¢ mitotyczna w hodowli mézdzku

Experimental Control
Hodowla doswiadczalna Kontrola
Culture
Hodowla number of number and (%) number of cells number and (%)

of mitotic cells of mitotic cells

cells counted ’ ; counted ; ;
liczba komorek l'f:Zba "(%) ko- liczba komorek liczba l, (%) ko-
morek mitotycznych morek mitotycznych
I 1400 39 (2.9) 1400 25(1.8)
I 1400 SIA3: 1) 1400 19 (1.4)
111 1400 42 (3.0) 1400 24 (1.6)
Total 4200 132 (3.0) 4200 68 (1.6)

Razem

in 0.2 M cacodylate buffer, pH 7.2. After dehydration the cultures were
embedded in Epon 812, and thin sections counter stained with uranyl
acetate and lead citrate were examined with a JEM 7A electron mi-
croscope.

RESULTS

Light microscopy observations are summarized in Table 1. Lithium
carbonate added to the culture medium markedly increased the per-
centage of mitotic cells in the cerebellum cultures. Mean values were
3% of mitotic cells for experimental and 1.6%/s for control cultures of
cerebellum, respectively. Figure 1 shows the distribution of mitoses in
the experimental cultures. '

In comparison with controls, organotypic cultures of rat cerebellum
subjected to lithium influence exhibited ultrastructural changes in both
nerve and glia cells.

The basic ultrastructural features of neurons could be summarized
as follows: markedly enlarged nucleus; centrally located, irregular in
shape, rich in chromatin with heterochromatin aggregated beneath the
nuclear envelope (Figs. 2, 3). The prominent nucleolus consisted of fi-
brillar, granular and amorphous parts and perinucleolar chromatin.
Abundant rough endoplasmic reticulum in the form of numerous nar-
row, long and parallelly running channels was thickly and regularly
covered with ribosomes. Numerous free ribosomes and polyribosomes
were also observed. Enlarged Golgi apparatus mingled with other cell
organelles. Numerous and well preserved mitochondria and numerous
granulated vesicles, some of them showing close association with rough
endoplasmic reticulum (RER) profiles were observed. These vesicles
usually contained an electron-dense core or dark central dots (Figs 2 a,

http://rcin.org.pl



318 B. Gajkowska, A. Zareba-Kowalska

Fig. 1. Culture of cerebellum. An area of well differentiated glial cells with
numerous mitotic divisions. X 400
Ryc. 1. Hodowla moézdzku. Liczne podzialy mitotyczne komoérek glejowych.
Pow. 400 X

b). In size and morphology, they resembled secretory granules of very
active secretory cells. Both the perikarya and the numerous cell pro-
cesses contained neurotubules and neurofilaments.

Glial cells of rat cerebellum exhibited morphological features of both
karyokinesis and cytokinesis, this suggesting numerous mitotic cell di-
visions. Numerous glial cells showed ultrastructural manifestations of
different phases of mitosis (Figs 5, 6). In many cells the occurrence of
a mitotic spindle was observed. Centrioles and microtubules forming
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Fzg 2 i Culture of cerebellum Nerve cell w1th large irregular nucleus con-
taining a very dense nucleolus and abundant RER. X 12150

Ryc. 2 a. Hodowla moézdzku. Komérka nerwowa z duzym jadrem o nieregu-
larnym ksztalcie i elektronowogestym jaderkiem z obfitg RER. Pow. 12150 X

Fig. 2 b. Culture of cerebellum. Numerous granulated vesicles closely associat-
ed with parallel RER profiles (arrows). X 12150

Ryc. 2 b. Hodowla mézdzku. Pecherzyki z ziarnista zawartoscia w $cistym
kontakcie z kanalami RER, ulozonymi réwnolegle (strzalki). Pow. 12 150 X
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Fig. 3. Culture of cerebellum. Fragment of a neuron with hyperthrophic RER.
In glial cell (G) “ring” membrane in the vicinity of nucleus (arrow). Filaments
(F), dense bodies, lysosomes and vesicular Golgi apparatus (AG) are present.
% X 12150
Ryc. 3. Hodowla mézdzku. We -fragmencie neuronu obfita RER. W komoérce
glejowej (G) blona ,piericieniowa” (strzalka) w poblizu jadra. Filamenty (F),
cialka geste, lizosomy oraz pecherzykowaty aparat Golgiego (AG) obecne sg3 w cy-
toplazmie. Pow. 12150 X
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mitotic spindles could also be seen (Fig. 4). These structures are con-
sidered to be responsible for the contraction activities of the mitotic
spindle and constitute a kind of skeleton maintaining the direction of
chromosome movement. Some cells were in the latter half of prophase
while others were in prometaphase. The latter was manifested by the
disintegration of the nuclear envelope. Morphological features of late
metaphase and early anaphase were also found. Ultrastructurally, ana-
phase was manifested by the presence of short, separated daughter
chromosomes, lying loosely in the cytoplasm (Fig. 5). Telophase was
manifested by the presence of two separated nuclei (Fig. 6). Interphase
glial cells were characterized by an increased amount of filaments often
aggregated in bundles and microtubules. Numerous dense bodies and
secondary lysosomes were also observed (Figs 3, 4). Some cells contain-
ed “ring” membranes in the vicinity of the nucleus. “Ring” membranes
may be interpreted as “replicas” containing nuclear material passing
from the nucleus to the cytoplasm. Many cells possessed cilia.

In cultured pituicytes treated with Lit the frequent observation of
karyokinesis and cytokinesis is evidence of numerous cell divisions. The
interphase pituicytes contained hypertrophied RER. Frequently distend-
ed RER channels, covered with ribosomes, as well as interpituicytic
spaces, were abundantly filled with a homogeneous, flocculent material
of moderate electron density (Figs 7, 8). Prominent Golgi apparatus oc-
cupied large areas of the cytoplasm. Granular vesicles, pinched off
from the Golgi profiles (Figs 7, 9). A characteristic feature was the pre- °
sence of numerous filaments forming bundles in the cytoplasm (Figs
8, 9).

In cultures of striatum treated with Lit, changes were also observed
in both neurons and glial cells. The majority of merve cells displayed
morphological features of activation (Fig. 10). Moreover, some cells ex-
hibited ultrastructural abnormalities of the nuclear envelope (Fig. 11).
Enlarged spaces between the external and internal membranes of the
nuclear envelope contained floceulent material. The nuclei and nucleoli
of these cells did not.show ultrastructural changes, RER was poorly
developed and irregularly covered with ribosomes (Fig. 11). Polyribo-
somes were rarely observed. Granular vesicles were observed in close
association with or in the vicinity of some RER channels (Fig. 11). Neu-
rotubules and neurofilaments were irregularly distributed in the cyto-
plasm. Electron micrographs showed the fibrous masses to be composed
of felt-like undirected filaments (Figs 10, 11). Alterations appeared as
a swelling of the mitochondria in some neurons, whereas the majority
of the cells were intact. Some swollen mitochondria had an electron-lu-
cent matrix and shortened, peripherally displaced cristae. In some glial

4 — Neuropatologia Polska 3/85
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Fig. 4. Culture of cerebellum. Glial cells. In some of them note centrioles
from which tubules arise (asterisk) and “ring” membrane (arrow). In the second
cell abundant organelles, prominent Golgi apparatus (AG), dense bodies, lysoso-
mes, tubules (T), filaments (f) are present. X 12150
Ryc. 4. Hodowla moézdzku. Komoérki glejowe. W jednej widoczna centriola
i odchodzgce od niej tubule (gwiazdka) oraz blona ,pier$cieniowa” (strzatka).
W drugiej — obfita ilo§¢ organelli, dobrze rozwiniety aparat Golgiego (AG), cialka
geste, lizosomy, tubule (T) i filamenty (f). Pow. 12150 X
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Fig. 5. Culture of cerebellum. Glial cell. Pairs of separated daughter chromo-
somes (Chr) lying loosely in the cytoplasm. X 12150

Ryc. 5. Hodowla moézdzku. Komorka glejowa. LuZzno lezgce w cytoplazmie
rozdzielone siostrzane chromosomy (Chr). Pow. 12150 X



324 B. Gajkowska, A. Zargba-Kowalska

Fig. 6. Culture of cerebellum. Glial cell in telophase. In cytoplasm two nuclei
after division are visible. X 12150
Ryc. 6. Hodowla mézdzku. Komoérka glejowa w stadium telofazy. W cyto-
plazmie widoczne dwa jaderka po podziale. Pow. 12150 X
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Fig. 7. Culture of hypophyseal neural lobe. Note distended RER channels
densely covered with ribosomes and filled with electron-dense material. Golgi
apparatus with granular vesicles pinched off from Golgi profiles (arrows).
X 28800
Ryc. 7. Hodowla plata mnerwowego przysadki. W cytoplazmie poszerzone ka-
naly RER gesto pokryte rybosomami i wypelione wiékienkowatym elektronowo-
gestym materialem. Rozbudowany aparat Golgiego z .ziarnistymi pecherzykami od-
paczkowujacymi lub znajdujgcymi sie vcg poblizu aparatu Golgiego (strzalki). Pow.
28 800 X
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Fig. 8. Culture of hypophyseal neural lobe. Note disintegration of nuclear en-
velope (arrows), distended RER channels (RER) and filaments forming bundles
(asterisk). X 28800
Ryc. 8. Hodowla plata nerwowego przysadki. Otoczka jadrowa wykazuje nie-
prawidlowosci ultrastrukturalne (strzatki). W cytoplazmie poszerzone kanaly RER
(RER) i wigzki filamentow (gwiazdka). Pow. 28 800 X
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# \ Ak, g - 8 9. a{‘vm e &7 2 *
Fig. 9. Culture of hypophyseal neural lobe. Note prominent Golgi apparatus
(AG) and numerous filaments forming bundles (asterisk) and distended interpi-
tuicyte spaces filled with electron-dense material (arrows). X 26 700

Ryc. 9. Hodowla plata nerwowego przysadki. Mocno rozwiniety aparat Gol-
giego (AQG), liczne filamenty formujgce wigzki (gwiazdki) i poszerzone przestrzenie
miedzy pituicytami wypelnione elektronowogestym materialem (strzalki). Pow.
26700 X
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doplasmic reticulum (RER) and numerous granulated vesicles showing close con-
tact with RER (arrows). X 12150
Ryc. 10. Hodowla prazkowia. Fragmenty komoérek nerwowych z obfita RER
i licznymi ziarnistymi pecherzykami w $cistym kontakcie z RER (strzalki). Pow.
12150 X



Effect of lithium on nerve cultures 329

Fig. 11. Culture of striatum. Enlarged spaces between the external and in-~
ternal membrane of the nuclear envelope and swollen mitochondria (M) in nerve
cell are present. X 12150
Ryc. 11. Hodowla prazkowia. W jadrze komoérki nerwowej poszerzone prze-
strzenie miedzy zewnetrzng i wewnetrzng blong otoczki jadrowej oraz obrzmiale
mitochondria (M). Pow. 12150 X
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O ¥ -
Fig. 12. Culture of striatum. Dense filamentous cytoplasm (F) dominates in
glial cell. Numerous lysosomes and/or dense bodies. Scarcely dispersed endo-

plasmic reticulum. X 12450

Ryc. 12. Hodowla prazkowia. Hialoplazma komorki glejowej wypelnia cyto-
skeleton (F). Stosunkowo liczne lizosomy oraz ciala geste. Rozproszone fragmenty
siateczki $réodplazmatycznej. Pow. 12450 X

cells, ultrastructural changes concerned the cytoplasm while the struc-
ture of the nucleolus was normal. A large number of regularly distri-
buted filaments was observed in the cytoplasm of glial cells. These
cells contained moreover an increased number of lysosomes, dense bo-

dies and cytosegregosomes (Fig. 12).
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DISCUSSION

In the present study, we demonstrated that addition of lithium car-
bonate to the culture medium, in a dose corresponding to a clinically
used twenty-four-hour dose, increased the metabolic activity of nerve
and glial cells maturing in vitro. The ultrastructural changes observed
in all tissue cultures studied indicate a stimulatory effect of lithium
on the synthetic activity of nerve and glial cells. The frequent occur-
rence of numerous granulated vesicles probably reflects active synthesis
of protein material in neurons. Similar morphological pictures found in
neurosecretory cells have been described as an expression of enhanced
synthesis of neurosecretory proteins (Yukitake et al. 1971; Gajkowska
1981). Frequent observation of different stages of karyokinesis and cy-
tokinesis suggest that in the present experimental conditions lithium
increases mitotic activity of glial cells. In addition, the occurrence of
filaments, tubules, cilia as well as “replicas” may indicate enhanced
biosynthetic activity for the formation of these cellular structures. It
is worth noting that in pituicytes a particularly large amount of ele-
ctron-dense material was found in distended RER channels and in in-
tercellular spaces; the Golgi apparatus was very distinct. This may
reflect massive formation and secretion of -protein material by these
cells under lithium stimulation. In cultures of striatum, some neurons
exhibited ultrastructural abnormalities. The latter observation may in-
dicate that the striatum or some of its regions, are more sensitive to
Li* or that more lithium ions accumulate in this tissue than in others,
which may lead to the changes observed. The striatum has been shown
to have a high concentration of lithium (Bond et al. 1975; Hesketh 1976
b). This is associated with a well characterized dopaminergic neuronal
system that has its nerve terminals in the striatum. Striatal dopamine
and its metabolites were studied in rats given lithium chloride in the
diet (Hesketh et al. 1978). The results obtained by these authors indi-
cate an increase in the release and turnover of dopamine in lithium-
-treated animals. <

On the other hand, the ability of lithium to reduce dopaminergic
hyperresponsiveness may be the result of its action on presynaptic do-
pamine receptors located in substantia nigra (Allikmets et al. 1979;
Verimer et al. 1980). However, the recent results of Staunton et al.
(1982) cannot support the hypothesis that the anti-manic action of li-
thium is related to its ability to prevent dopamine receptor supersen-
sitivity.
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WPLYW LITU NA TKANKE NERWOWA W HODOWLI IN VITRO

Streszczenie

Oceniono ultrastrukture 14-dniowych hodowli mézdzku, plata nerwowego przy--
sadki oraz prgzkowia noworodkéw szczurzych poddanych dzialaniu litu przez trzy
dni. Weglan litu podawano w dawce odpowiadajacej dobowej dawce stosowanej
klinicznie. Wykazano stymulujgcy wplyw litu na tkanke w hodowli. Badania
w mikroskopie §wietlnym wykazaly wzrost liczby podzialéw mitotycznych w ho-
dowli.

Badania mikroskopowo-elektronowe wykazaly cechy morfologiczne $wiadcza-
ce o znacznej aktywnos$ci komoérek nerwowych i glejowych. W neuronach obser-
wowano hypertrofie jadra, siateczki $rodplazmatycznej ziarnistej, liczne rybosomy
i polirybosomy oraz obfite ziarniste pecherzyki w bezposrednim sgsiedztwie ka-
nalow siateczki $rodplazmatycznej ziarnistej, W komoérkach glejowych obserwo-
wano rozne stadia kariokinezy i cytokinezy. Wiele komoérek interfazowych wy-
kazywalo proliferacje cytoskeletonu w cytoplazmie. :

Na podstawie obserwacji morfologicznych mozna sgdzi¢, ze lit zwieksza me-
taboliczng aktywno$¢ komérek nerwowych i glejowych, na podstawie za§ zmian
ultrastrukturalnych spotykanych w niektéorych komérkach nerwowych prazkowia,
gdzie jony litu w stosowanej dawce powodujg uszkodzenie struktur komérkowych,
dzialanie litu pozostaje dyskusyjne.

BJIMSIHUE JIMTUSA HA HEPBHVIO TKAHBb B KVJIbTYPE

Pe3zome

ABTODBI OLIEHHIA YILTPACTPYKTYPY 14-IHEBHBIX KyJIbTYP MO3Xeuka HEpPBHOM Jomu ranodusa
M HEOCTPHATYMa KPBICHHBIX HOBOPOXKICHHBIX NOJBEPrHYTHIX NEHCTBHIO JIMTHA B TEYCHHE Tpex
nueii. KapOoHAT JIMTHS OHM BBOIWIM B J03€ COOTBETCTBYIOUIEH CYyTOYHOM 03¢ HNPHMEHAEMOK
KmuHHYeckd. OGHAPYKEHO CTHMYJIMpYIOLEe BIIMsAHAE JIATHS HA TKaHb B KyJbType. MccnenoBanus
B CBETOBOM MHKPOCKOINE MPOSBAIA POCT YMCJIAa MHTOTHYECKHX HEJICHWH B KyJIbType.

DAeKTPOHHO-MHKPOCKOIHEIE HMCCAENOBaHMs OOHAPYXHIH MOPGOIOruYecKHe NpPU3HAKH CBH-
JIETENLCTBYIOIHE O 3HAYMTEILHON AKTHBHOCTA HEPBHBIX M IVIMO3HBIX KJIETOK. B HepoHax aBTOPEI
Habmomama runepTpoduio sapa 3epHUCTON BHYTPHIUIA3MATHYECKOM CETOYKH MHOTOYHCIICHHBIS
pubocoMbl M OOMHPUOOCOMBI @ Takke OOHMJIBHBIE 3€PHHCTHIE Iy3BIDBKH B HENOCPEACTBEHHOM
COCEICTBE KAHAJIOB 3€PHUCTOM BHYTPHUILIA3MATHYECKOM CETOUYKH. B rMHO3HBIX KJIeTkax oHM Hab1r0-
Jlany pa3Hble CTaJWH KapUOKMHE3a M IATOKAHEe3a. MHOTOYHCIIeHHBIE MHTEp(da3HbIe KJIETKH Ipo-
SABJISIA TIPOJTAGEPANHIO LATOCKEIETOHA B IMTOIIA3Me.

Ha ocHoBanmm MOpP(}OJOTHYeCKHX HAOIIONSHHMIA MOXHO CYMTATh, YTO JIATHA yBEIHYHBaEr
MeTaboIMYECKY0 AKTHBHOCTh HEPBHBIX M IUIHO3HBIX KJIETOK, @ HA OCHOBAHHHA YJIbTPACTPYKTYPHBIX
M3MEHEHHI BCTPEYaEMbIX B HEKOTOPBHIX HEPBHBIX KJIETKaX HEOCTpHATyMa, IIe HOHBL JIATHSA B NpPH-
MEHSEMOU [103€ BBI3BIBAIOT MOBPEKACHHE KJIETOYHBIX CTPYKTYp, ACHCTBHE JIATHSA OCTACTCA IHC-
KYCCHOHHBIM.
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The gigantocellular region (GC) of the medullary reticular formation
has been a subject of interest in the past from both morphological
(Scheibel, Scheibel 1958; Bowsher, Westman 1970) and physiological (Se-
gundo et al. 1967; Bowsher et al. 1968) points of view. Despite the ob-
vious fundamental physiological significance of this region, relatively
few details are available concerning its morphology, especially in ex-
perimental conditions. The ultrastructure of the GC region is insuffi-
ciently known, and its precise function has not been determined.

It is well known that thermic stress of animal organisms leads to
adaptations, including thermoregulatory mechanisms. Exceeding the ca-
pacity of those mechanisms evokes some metabolic changes due to hy-
perthermia, which can harmfully affect various tissues, especially ner-
vous tissue. These changes include an increase in brain oxygen con-
sumption (Mayer, Handa 1967; Carlsson et al. 1976), an increase of
blood-brain barrier permeability (Mueller 1979), and thermally stimu-
lated panting (Pleschka 1971). Previous observations showed that the
physiological consequences of thermic stress in mammals are rather
complicated. The results of studies by Kapuscinski and Karczewski (1973)
as well as Karczewski et al. (1973) showed that panting evoked by ele-
vated temperature leads to the development of hypocapnia with con-
sequent cerebral vasoconstriction and ischemic hypoxia. Carlsson et al.
(1976) suggested that in heat stress ischemic-anoxic or hypoxic-anoxic
cerebral ischemia may take place.

It seemed interesting and justified to study fine structure and chang-
es in the GC region following hyperthermic stress. The aim of this study
was to add some information on the morphology and possible function
cf GC neurons. -
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MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on 12 adult male and female rab-
bits, weighing between 2.6 and 3.6 kg. Nine animals were exposed to
experimental thermic stress. Controls were three animals maintained in
normal conditions (at temperature 18—20°C and fluctuating air humi-
dity). Each experimental animal was individually placed in a cylindric-
al lucide chamber (90 X 40 X 40 cm) and exposed for 3 h to high
ambient temperatures and relative humidity ranging between 45°% and
60%0 was passed through this chamber *. For ultrastructural studies,
the sections containing the gigantocellular region of the reticular forma-
tion from brain stem were taken immediately after the 3 h exposure
of experimental animals to high ambient temperatures as well as 3, 6,
24 and 48 h after hyperthermic stress. Both the control and the experi-
mental animals were anesthetized with intravenous Vetbutal at 400
mg/kg doses, and then perfused through the left cardiac ventricle with
0.9%0 sodium chloride at room temperature, following by aldehyde fi-
xative at 4°C. The fixative consisted of 2.5% glutaraldehyde in 0.2 M
cacodylate buffer, pH 7.4. The brain stem sections containing giganto-
cellular region were removed and placed in the same fixative overnight.
Next, they were rinsed in 0.2 M cacodylate buffer, pH 7.2, postfixed
in 2% osmium tetroxide in 0.2 M cacodylate buffer, pH 7.2. After de-
hydration in ethanols the brain sections were embedded in Epon 812;
thin sections counterstained with uranyl acetate and lead citrate were
examined with a JEM 7A electron microscope. For light microscopy
sections stained with Toluidine blue have been used.

RESULTS

Light microscopic studies

Examination of the gigantocellular region of reticular formation re-
vealed very large, stellate neurons, which appeared to constitute the
majority of the nerve cells. Small neurons had oval body (Figs la, b).

Ultrastructure of the gigantocellular region

Electron microscopy examination revealed two different types of
neurons. Neurons of the first type had several dendritic branches and
were characterized by a round, centrally placed nucleus, poor in dis-
persed chromatin. Some nuclei showed deep indentations. The most
characteristic feature of the cytoplasm was the abundance of rough en-
doplasmic reticulum often consisting of several parallel running cister-

* Body temperature was measured anally. Before the experiment it was
38.5°C, after 3-hours hyperthermic stress it was 41.8°C.
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Fig. la. Light microscopical picture of large (arrow) and small (arrow head)
neurons within the gigantocellular region. Control rabbit. Toluidine blue. X 600

Ryc. la. Obraz mikroskopowy olbrzymich (strzatka) i malych (glowka strzalki)
neuronéow obszaru olbrzymiokomorkowego. Krélik kontrolny. Blekit toluidyny.
Pow. 600 X

Fig. 1b. Fragment of the same section showing three large neurons. X 1200
Ryc. 1b. W tym fragmencie widoczne sg trzy olbrzymie neurony. Pow. 1200X

nae. They, were observed throughout the cytoplasm and were present
in both the perinuclear and the peripheral regions. Free ribosomes and
polysomes were also noted. The Golgi complex was moderately develop-
ed. Mitochondria were numerous and showed considerable polymor-
phism. They varied greatly in size and had an oval, elongated or branch-
ed shape. Numerous lisosomes, multivesicular bodies as well as neuro-
tubules and bundles of neurofilaments were distributed mostly in the
perikaryal cytoplasm (Figs 2, 3). The surfaces of the neurons, includ-
ing the proximal parts of dendrites, were densely covered with presy-
naptic endings (Figs 2, 4). Observations revealed two distinct types of
presynaptic terminals. Synaptic vesicles of a given presynaptic termin-
al were either spherical or predominantly flattened. The spherical ve-
sicles usually appeared to be associated with slightly larger synaptic
cleft and a thicker subsynaptic web. The presynaptic terminals with
predominantly flattened vesicles often demonstrated thiner postsynaptic
density and a smaller synaptic cleft. In some boutons a few synaptic
vesicles were aggregated close to the synaptic contact (Fig. 3).

5 — Neuropatologia Polska 3/85
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Fig. 2. Plasma membrane of a large mneuron covered by numerous presynaptic
elements (arrows). Dispersed agglomerations of rough endoplasmic reticulum, and
concomitant polyribosomes; polymorphic mitochondria, neurotubules, neurofilaments
: and dense bodies are visible in cytoplasm. X 13050
Ryc. 2. Neuron olbrzymi, ktérego blona komoérkowa pokryta jest licznymi
zakonficzeniami presynaptycznymi (strzatki). W cytoplazmie widoczne sg liczne sku-
pienia siateczki $rédplazmatycznej ziarnistej, polirybosomy oraz polimorficzne mi-
tochondria, neurotubule, neurofilamenty i ciala geste. Pow. 13050 X

Neurons of the second type were small and exhibited a spherical
shape with few primary dendrites. Neurons of this type had a centrally
located nucleus, rich in heterochromatin aggregated beneath the nuclear
envelope, and a moderately developed rough endoplasmic reticulum and
Golgi complex (Fig. 4). The presynaptic endings were few in number on
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merous polyribosomes in the cytoplasm of a large neuron. X 18350

Ryc. 3. W cytoplazmie olbrzymiego neuronu widoczne sg duze skupienia sia-
teczki srodplazmatycznej ziarnistej oraz liczne polirybosomy. Pow. 18 350 X

2 + e T e m‘«:.’.‘;‘;fm Tl SR\ N
Fig. 4. Presynaptic end foots on a dendrite are present in the neuropil of
the gigantocellular region. X 13050
Ryc. 4. W neuropilu obszaru olbrzymiokomoérkowego obecne sg kolbkowate za-

konczenia w kontakcie synaptycznym z dendrytem. Pow. 13050 X
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Fig. 5. Two types of synaptic boutons are visible. a) axo-somatic synapse con-
taining spherical vesicles concentrated in the vicinity of synaptic cleft. < 28 800;
b) presynaptic bouton gontaining flattened vesicles. > 31 200

Ryc. 5. Dwa typy zakonczen synaptycznych. Widoczne s3a: a) synapsa akso-so-

matyczna zawierajaca kuliste pecherzyki skupione w poblizu szczeliny synaptycz-

nej. Pow. 28800 ; b) zakonczenie presynaptyczne zawierajace splaszczone pegche-
rzyki. Pow. 31200 X

them. The larger part of the neuronal membrane was in contact with
myelinated axons, blood vessels or glial cells. Branching dendrites of
gigantocellular region neurons and their axons with numerous colla-
terals intermingled with each other and with others axons and their
collaterals forming a dense neuropil. Numerous profiles of dendrites of
large diameter were prominent in neuropil. Dendrites contained mito-
chondria placed between microtubules and microfilaments. The mito-
chondria were concentrated predominantly in the vicinity of synaptic
contacts. The dendrites were densely covered by synaptic boutons (Fig.
6). Glial cells both astrocytes and oligodendrocytes were observed in the
neuropil.

Heat-stressed rabbits

Directly and 3 h after exposure of the rabbits to high ambient tem-
perature the majority of neurons of both types did not exhibit striking
deviations from the controls. Some large neurons contained a decreased
amount of rough endoplasmic reticulum and a decreased number of
polyribosomes. The Golgi complex consisted of a few narrow cisternae
and vesicles (Fig. 7). The nuclei of several small neurons displayed lar-
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Fig. 6. Small neuron which surface is covered with wall of capilare and myeli-
nated axon. X 13050

Ryc. 6. Maly neuron, ktérego powierzchnia pokryta jest glownie przez ele-
menty nie-synaptyczne, $ciane kapilary i zmielinizowany akson. Pow. 13050 X
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w

Fig. 7. Large neuron, 3 hrs after experiment. Electron-lucent cytoplasm is poor
in rough endoplasmic reticulum profiles. Note numerous polymorphic, intact mi-
tochondria and neurotubules. Moderately developed Golgi apparatus. X 10500

Ryc. 7. Neuron olbrzymi, 3 godziny po do$wiadczeniu. Cytoplazma o zmniej-

szonej gestosci elektronowej zawiera malg ilo§¢ siateczki $rédplazmatycznej ziar-

nistej, polirybosoméw, liczne niezmienione mitochondria oraz neurotubule. Sred-
nio rozwiniety aparat Golgiego. Pow. 10500 X
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Fig. 8. Small neuron, 3 hrs aftér experiment. Note large concentrations of

heterochromatin beneath nuclear envelope. Numerous neurotubules and ribosomes
are visible in the cytoplasm. X 12750
Ryc. 8. Maly neuron, 3 godziny po do$wiadczeniu. Widoczne sg duze skupienia
heterochromatyny pod otoczkg jadrowg, w cytoplazmie za§ liczne neurotubule
i rybosomy. Pow. 12750 X

Fig. 9. Neuropil, 3 hrs after experiment. Note swollen synaptic boutons (arrows),
in some of them irregular vacuoles. X 50400

Ryc. 9. Neuropil, 3 godziny po do$wiadczeniu. Widoczne sg duze nieregularne
wakuole w zakonczeniach synaptycznych (strzatki). Pow. 50400 X

.
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Fig. 10. Perivascular region, 3 hrs after experiment. Swelling of astrocytic
processes. X 13350 :

Rye. 10. Obszar okolonaczyniowy, 3 godziny po doswiadczeniu. Obrzmienie
wypustek astrocytow. Pow. 13350 X

ge aggregations of heterochromatin beneath the nuclear envelope. The
cytoplasm of these cells contained an increased number of polyriboso-
mes, especially in the vicinity of the nucleus. An increased number of
densely distributed neurotubules was observed (Fig. 8). Larger inter-
cellular spaces were observed in the neuropil. Some swollen presynaptic
terminals contained large, irregular in shape and electron-lucent va-
cuoles (Fig. 9). The most striking changes were found in glial cells,
above all in perivascular astrocytes. Electron-transparent cytoplasm of
swollen astrocytic processes contained few organelles (Fig. 10).
~ In rabbits 6 h after heat stress the large neurons showed consider-
able decrease in the amount of rough endoplasmic reticulum and in the
number of polysomes. They also exhibited decreased density of hyalo-
plasm. Both gigantic and small neurons contained large, irregular elec-
tron-lucent vacuoles that appeared to be derived from extensively di-
lated cisternae of endoplasmic reticulum (Figs 11, 12). The changes in
neuropil and the perivascular changes described above persisted.
Twenty-four hours after heat stress large and small neurons were
comparable to those of control. The neuropil and tissue surrounding
capillaries had normal structure (Fig. 13). Only some perivascular re-
gions showed the presence of slightly swollen astrocytic processes (Fig.
14).
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Fig. 11. Large neuron, 6 hrs after experiment. Cytoplasm with decreased elec-
tron-density containing large, irregular vacuole (V). X 13050
Ryc. 11. Olbrzymi neuron, 6 godzin po do$wiadczeniu. Cytoplazma o zmniej-
szonej gestosci. elektronowej zawierajaca duzg, nieregularng wakuole (V). Pow.
13050 X
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Fig. 12. Fragment of a small neuron (N) and neuropil, 6 hrs after experiment.
Large, irregular vacuoles are present in the cytoplasm of the neuron and in den-
drite of large neuron (arrows). X 12150
Ryc. 12. Fragment malego neuronu i neuropilu, 6 godzin po do$wiadczeniu.
Duze, nieregularne wakuole s3 obecne w cytoplazmie malego neuronu oraz w den-

drycie olbrzymiego neuronu (strzalki). Pow. 12150 X :

’
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Fig. 13. Perivascular region, 24 hrs after experiment. No ultrastructural chang-
es. X 25500
Ryc. 13. Obszar okolonaczyniowy, 24 godziny po doswiadczeniu. W poréwnaniu
z kontrolg nie obserwuje sie zmian ultrastrukturalnych. Pow. 25500 X

Fig. 14. Perivascular region, 24 hrs after experiment. Shghtly swollen astro-
cytic processes. X 28 800

Ryc. 14. Obszar okolonaczyniowy, 24 godziny po doswiadczeniu. Obrzmienie
wypustek astrocytow. Pow. 28 800 X
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DISCUSSION -

The gigantocellular reticular region of the brain stem of rabbit de-
monstrates several characteristics. The two different types of neurons
described above were easy to identify by their size and shape in sections
stained with Toluidine blue. Electron microscopic studies revealed evi-
dent differences between the two types of neurons and two types of
synaptic boutons. The two cell types in the gigantocellular area have
not been clearly distinguished by previous investigators using light
microscopic techniques, especially Golgi impregnations. These studies
have been concerned mostly with gigantic polydendritic neurons, per-
haps because they are preferentially impregnated by Golgi procedures.
The gigantocellular region of the rabbit reticular formation reveals
characteristics which are similar to those described by Bowsher and
Westman (1970) in the cat. The authors examined the gigantocellular
region of the cat bulbar reticular formation by light and electron mi-
croscopy, both in normal animals and following lesions of the cervical
spinal cord. They distinguished clearly two types of neurons: 1) large,
polydendritic neurons with 5 or 6 dendrites, spines on soma and den-
drites, the whole surface apparently covered with presynaptic endings
(circa 25/100 pwm?), and 2) small, oligodendritic neurons with one or
two dendrites, no observable spines, and whose surface was mostly co-
vered with nonsynaptic elements (5—6 boutons/100 pm?). Quantitative
electron microscopic examination of reticular neurons from the caudal
bulbar nucleus medullae oblongatae centralis and the mesencephalic
nucleus comissurae posterioris of the cat by the same authors (1970) re-
vealed the same ultrastructural characteristics as gigantocellular region.
The authors estimated that profiles of polydendritic neurons had their
somatodendritic surface covered with synaptic boutons to the extent
of 80% or more. The degree of synaptic coverage found on these neu-
rons was the highest than estimated in other regions of CNS. For
example, it even exceedes the degree of synaptic coverage of cell bodies
(47%) and proximal dendrites (43%0) of cat lumbar motoneurons (Con-
radi 1969). Westman and Bowsher (1971) suggested, that the polydendri-
tic, bouton-covered neurons are characteristic of the reticular formation
in its wider sense.

Our observations revealed also two distinct types of synapses. Si-
milar observations were previously made by Miller and Fry (1980)
during postnatal development of presynaptic terminals in the giganto-
cellular tegmental field of the rat. In respect to the functional signific-
ance of these distinct morphological categories of synapses, it is worth
noting that certain specific synapses in both the mammalian and in-
vertebrate systems appear to correlate with excitatory or inhibitory
postsynaptic effects. Walberg (1968) has indicated that inhibitory axo-
somatic synapses in hippocampal pyramidal cells have flattened vesicles
while the excitatory axodendritic synapses on the spines of these cells
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possess only round vesicles. Larramendi et al. (1969) have also demon-
strated that the excitatory endings of parallel and climbing fibers on
cerebellar Purkinje cells possess large, round vesicles while the inhi-
bitory endings of basket and stellate cells have small flattened vesicles.
It is known that Crustacean molluscs, which contain both excitatory
and inhibitory endplates, show two kinds of wvesicles (Atwood 1968,
Uchizono 1967). However, the explanation of the physiological signifi-
cance of the difference between spherical and polymorphic synapses
require a combined electrophysiological and electron microscopic studies.

The function of the gigantocellular region is not sufficiently known.
The GC neurons are receptive to numerous central and peripheral in-
puts, particularly of a multi-sensory nature (Pavlasek et al. 1977; Siegel
1979). Anatomic designation of the GC region is complex. Bowsher et
al. (1968) reported that cells in the GC region form a relay for somatic
impulses between the spinal cord and higher brain areas. The suggest-
ion that the GC region is a regulatory site is supported anatomically
by its extensive caudal connections. Anatomically, the nucleus reticu-
laris gigantocellularis has been described as a major receiving area for
ascending pain transmission pathways in the cat (Burton 1968). Bas-
baum et al. (1976, 1978) showed that the nucleus reticularis giganto-
cellularis projects to motor-related areas including cranial motor nuclei
of nerves VI, VII, and XII as well as to cells in laminae VII and VIII
of the spinal cord. In addition, this nucleus sends dense projections to
the periaqueductal gray matter and the dorsal raphe nucleus. The
authors also showed that the nucleus reticularis gigantocellularis pro-
jects to the lateral hypothalamus which, as a way station of the medial
forebrain bundle, is probably involved in affective aspects of the pain
response. From anatomical, physiological and behavioral studies, it ap-
pears that the GC region has diverse functions related to the signaling
of pain (Casey 1969; 1971).

From the results of our studies it is clear that hyperthermia evoked
morphological changes in all cellular elements of the GC region. Hy-
perthermia resulted in transient cytotoxic edema. The earliest edema-
tous changes affected glial cells, especially astrocytic processes. Edema-
tous changes persisted 6 h after hyperthermia and after 24 h only mi-
nimal signs of edema in perivascular tissue were perceptible. Distinct
changes in neurons occurred later, i.e., 6 h after hyperthermia, and af-
fected mostly large neurons. Numerous perikarya of large neurons show-
ed an evident decrease in the amount of rough endoplasmic reticulum
and in the number of ribosomes and polysomes, suggesting changes in
the activity of these neurons. The appearance of large, electron-lucent
vacuoles in the cytoplasm of large and some small neurons may indi-
cate osmotic disturbances. A decrease in electron-density of the cyto-
plasm of glial and nerve cells and an enlargement of intercellular spa-
ces in the neuropil were observed. Hyperthermia resulted in a spe-
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cific accumulation of cytoskeletal elements in small neurons. The me-
chanism of osmotic disturbances in hyperthermia is complex. Some-
authors indicate an increase in plasmolemma permeability for Na' in
neurons of some vertebrates and invertebrates during overheating (Gor-
man, Marmor 1970; Zacevic, Levitan 1980). This may finally lead to
swelling of the cells due to local osmotic changes (Tosteson 1964). Ac-
cording to Yoshimura et al. (1973) vacuolization of cellular organelles
may reflect cell response to stress situation due to metabolic distur-
bances. It is worth noting that in the brain of animals subjected to
high ambient temperature, apart from ischemic anoxia, hypoxic anoxia
can develop. This was confirmed by the results of studies of Carlsson
et al. (1976). They observed progressive low particle oxygen pressure in
the arterial blood in hyperthermic conditions. Ischemic and hypoxic
brain anoxia inhibit activity of the sodium-potassium pump, which can
lead to increase of concentration of Nat ions in cells of nervous tissue
with secondary increase of water content in their cytoplasm. Similar
observations were also made in central nervous system of mammals
during and after severe oxygen deprivation resulting in cerebral ische--
mia (Schneider, Drall 1973; Jenkins et al. 1981).

In conclusion, it seems that morphology of the gigantocellular region
of the rabbit does not differ, in general, from that described in the ‘cat
(Bowsher, Westman 1970). The hyperthermia resulted in small and tran-
sient edema of this region. The most striking changes affected the large
neurons. The ultrastructural changes found in the gigantocellular re-
gion were almost entirely reversible within 24 hours.
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WPLYW HIPERTERMII NA ULTRASTRUKTURE OBSZARU
OLBRZYMIOKOMORKOWEGO W TWORZE SIATKOWATYM
MOZGU KROLIKA

Streszczenie

Oceniono ultrastrukture obszaru olbrzymiokomérkowego mézgu krolikOw w nor—
mie oraz bezposrednio, 3, 6 i 24 godziny po przegrzaniu. Badania morfologiczne
wykazaly wystepowanie dwu typéw neuronéow: olbrzymich i matlych, oraz dwu
typéw synaps. U zwierzat doswiadczalnych stwierdzono zmiany ultrastrukturalne,.
ktoére dotyczyly gléwnie neuronéw olbrzymich. W wigkszosci sposréd nich siatecz-
ka $rédplazmatyczna ziarnista byla slabiej rozwinieta oraz wykazywala znaczne
poszerzenie kanaléw. Obserwowano réwniez zmniejszenie ilosci polirybosomow:
oraz przejaénienie cytoplazmy komérek. Zmianom neurondéw olbrzymich towarzy-
szyl przejéciowy obrzek badanego obszaru moézgu. Obserwowane zmiany ultra—
strukturalne byly prawie calkowicie odwracalne w ciggu 24 godzin po przegrza—

niu.
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BJIIASIHAE T'MITEPTEPMUM HA VIIBTPACTPVKTVYPY I' UT'AHTOKJIETOYHON
OBJIACTU B CETEBU/THOM OBPA30BAHHM I'OJIOBHOI'O MO3r'A KPOJIMKA

Pe3ome

ABTOpBI OLEHHIM YIbTPACTPYKTYPY TMTAHTOKJIETOYHOH 06JAaCTH TOJOBHOIO MO3ra KpOJIH-

KOB B HOPME a TAaKXe HENOCPeJCTBEHHO, 3, 6 u 24 4aca mocie runeprepmmn. Mopdonoruieckue
uCCreOBaHMA OOHAPYXHIIM BBICTYIUICHHE ABYX THIIOB HEMPOHOB: TMTAHTCKHX H MAaJbIX 4 Takxke
ABYX THIIOB CHHAINC. Y 3KCMEPHMEHTAJbHBIX KHBOTHBIX KOHCTATHPOBAHO YJIbTPACTPYKTYpajbHbIE
HM3MEHEHHs] KOTOPBIE OTHOCHIHMChH TJIaBHBIM O0pa3oM K I'MTAHTCKAM HepoHaM. V 6GoNbIIHHCTBA

u3

HHMX 3C€pHHUCTAasi BHYTpHIUIa3MaTH4YeCKas CETOYKa 6eima Gomnee cmaGo Pa3sBHTa M OPOsBIIAIA

3HAYHTEIBHOE PACIIUPEHHE KaHAJIOB. ABTOPBI HAOMIOJaIM TAKXKe YMEHBIIEHHE YHCia NOoaHpubo-
COMOB M NPOCBETJIEHHE LHUTOMIA3Mbl KJIETOK. VI3MEHEHUsIM THTAHTCKMX HEHPOHOB CONMyTCTBOBAE
BPEMEHHBIN OTEK HMCCiIenyeMoit o0nacTH ronoBHOro mosra. Habmomaemele ynbTpacTPyKTYPHBLT
H3MeHeHus ObUTH MOYTH MOJHO OOpaTHMBI B Te4eHHE 24 YacOB MOCINE THNEPTEPMHA.

10.

11.

12,

REFERENCES

Atwood H. L.: Peripheral inhibition in crustacean muscle. Experientia (Ba-
sel), 1968, 24, 753—T763.

Basbaum A. I, Clanton C. H., Fields H. L.: Ascending projections of nucleus
gigantocellularis and nucleus raphe magnus in the cat: an autoradiographic
study. Anat. Res., 1976, 184, 354—367.

Basbaum A. I, Clanton C. H,, Fields H. L.: Three bulbospinal pathways from
the rostral medulla of the cat: an autoradiographic study of pain modulating
systems. J. comp. Neurol.,, 1978, 178, 209—224.

. Bowsher D., Mallart A., Petit D., Albe-Fessard D.: A bulbar relay to the

centre median. J. Neurophysiol., 1968, 21, 288—300.

Bowsher W., Westman J.: The gigantocellular reticular region and its spinal
afferents: a light and electron microscopic study in the cat. J. Anat. (Lond.),
1970, 106, 23—36.

Burton H.: Somatic sensory properties of caudai bulbar reticular neurons in
the cat (Felis domestica). Brain Res., 1968, 11, 357—372.

Carlsson C., Hagendal M., Siesjo B. K.: The effect of hyperthermia upon oxy-
gen consumption and upon organic phosphates, glycolytic metabolites, citric
acid cycle intermediates and associated amino acids in rat cerebral cortex.
J. Neurochem., 1976, 26, 1001—1006.

Casey K. L.: Somatic stimuli, spinal pathways, and size of cutaneous fibers
influencing unit activity in the medial medullary reticular formation. Exp.
Neurol., 1969, 25, 35—56.

Casey K. L.: Responses of bulboreticular units to somatic stimuli eliciting es-
cape behavior in the cat. Int. J. Neurosci., 1971, 2, 15—28.

Conradi S.: Ultrastructure and distribution of neuronal and glial elements
on the motoneuron surface in the lumbosacral spinal cord of the adult cat.
Acta Physiol. Scand., Suppl., 1969, 332, 5—48.

Gorman A. L. F.,, Marmor M. F.: Temperature dependence of the sodium-po-
tassium permeability ratio of a mollusian neurone. J. Physiol. (Lond.), 1970,
210, 913—931.

Jenkins L. W., Pawlishock J. T., Lewelt W., Miller J. D., Becker D. P.:
The role of postischemic reticulation in the development of ischemic neuronal
injury following complete cerebral ischemia. Acta neuropath. (Berl), 1981,
55, 205. .

http://rcin.org.pl



352 A. Zareba-Kowalska, J. Borowicz

13. Kapuscinski A., Karczewski W. A.: The effects of hyperventilation on the ce-
rebral blood flow in normal and hyperthermic rabbits. IRCS Medical Science,
1973, (73—11) 11—1—22.

14. Karczewski W. A., Karczewska E., Rycembel Z.: Thermal polypnoea: response
of phrenic nerve activity to hyperthermia and hyperventilation. IRCS Medical
Science, 1973, (73—8) 12—1—12.

15. Larramendi L. M. N, Fickenscher L., Lemkey-Johnson N.: Synaptic vesicles
of inhibitory and excitatory terminals in the cerebellum. Science, 1967, 156,
967—969.

16. Meyer J. S., Handa I.: Cerebral blood flow and metabolism during experiment-
al hyperthermia. Minn. Med., 1967, 50, 37—44.

17. Miller A. J.,, Fry G.: Postnatal development of presynaptic terminals in the
gigantocellular tegmental fild (FTG) of the rat. Brain Res., 1980, 188, 301—
317.

18. Mueller S. M.: Increased blood-brain barrier permeability during hyperther-
mia in the awake rat. Trans. Am, Neurol. Assoc., 1979, 104, '81—83.

19. Pavlesek J., Gokin A. P.,, Duda P.: Visceral pain: response of the reticular
formation neurons to gall bladder distension. J. Physiol. (Paris), 1977, 73, 335—
346.

20. Pleschka K.: Interaction of CO, and thermal stimuli in panting. J. Physiol.
(Paris), 1971, 63, 383—386.

21. Scheibel M. E., Scheibel A. B.: Structural substrates for integrative patterns
in the brain stem reticular core. [In:] Reticular formation of the brain. Eds.
H. H. Jasper, L. D. Proctor, R. S. Knighton, W, C. Noshay, R. T. Costello. Lit-
tle, Brown and Co., 1958, 31—55.

22. Schneider H., Dralle J.: Ultrastructural changes in the rat spinal cord after
temporary occlusion of the thoracic aorta. Acta neuropathol. (Berl), 1973, 26,
302.

23. Segundo J. P., Takenaka T. Encabo N.: Somatic sensory properties of bulbar
reticular neurons. J. Neurophysiol., 1967, 30, 1221—1238.

24. Siegel J. M.: Behavioral functions of the reticular formation. Brain Res. Rev.,
1979, 1, 69—105.

25. Tosteson D. C.: Regulation of cell volume by sodium and potassium trans-
port. [In:] The cellular functions of membrane transport. Ed. J. F. Hoffman,
N. J. Englewood Cliffs, Prentice-Hall 1964, 89—101.

26. Uchizono K.: Inhibitory synapses on the stretch receptor neurons of the cray-
fish. Nature (Lond.), 1967, 214, 833—844.

27. Walberg F.: Morphological correlates of postsynaptic inhibitory processes, [In:]
Structure and function of inhibitory neuronal mechanisms. Eds. C. von Euler,
S. Skoglund, U. Sodeberg. Pergamon, Oxford 1968, 7—14.

28. Westman J., Bowsher D.: The fine structure of “non-specific” grey matter (la-
minae V and VII) of the cat spinal cord. Exp. Brain Res., 1971, 12, 227—236.

29. Yoshimura F., Harummiya K. Soiji T. Yokoyama M., Kumagai T.: Possible
reversion of pituitary “thyroidectomy cells” into their original acidophils in
rats. Endocrinol. Jap., 1973, 20, 249.

30. Zecevic D., Levitan H.: Temperature acolimation effects on membrane phy-
siology of an identified snail neuron. Am. J. Physiol., 1980, 239, 47—57.

Author’s address: Laboratory of Ultrastructure of the Nervous System, Medical
Research Centre, Polish Academy of Sciences, 3 Dworkowa St.,, 00-784¢ Warsaw,

Poland

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1985, °23, 3
PL ISSN 0028-3894

BARBARA GAJKOWSKA

REAKCJA JADRA NADWZROKOWEGO I JADRA
PRZYKOMOROWEGO PODWZGORZA KROLIKA
NA PRZEGRZANIE I OZIEBIENIE ORGANIZMU

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

Pod wplywem wstrzasu zaréwno uklad sympatyczno-rdzeniowo-nad-
nerczowy, jak i uklad podwzgérzowo-przysadkowo-nadnerczowy ulega
gwaltownej aktywacji (Makara i wsp. 1984). Istnieje wiele dowodow
wskazujgcych na udzial podwzgérza w termoregulacji ustroju (Bell
i wsp. 1981; Briese 1981; Cabanac, Dib 1983; Ferguson i wsp. 1984).'
Wilasne badania eksperymentalne (Gajkowska 1980; 1981; Gajkowska
i wsp. 1985; Loesch i wsp. 1985) przemawiaja za tym, iz obszary przed-
niego podwzgorza oraz uklad podwzgoérzowo-przysadkowy stanowia bar-
dzo istotng strefe mozgu dla utrzymywania homeostazy termicznej
(Szczepanska-Sadowska 1977; Satinoff 1978).

Dzialanie wysokiej temperatury otoczenia powoduje wzrost ogdlnej
cieploty ciala oraz wzrost metabolizmu. Pocigga to za sobg nasilenie
utraty wody. Warunki te sprzyjajg pobudzeniu podwzgoérzowo-przysad-
kowego ukladu antydiuretycznego.

Wyniki badan nad wplywem niskiej temperatury otoczenia na uklad
podwzgorzowo-przysadkowy sg kontrowersyjne (Khail 1954; Guzek
1956). Jedynie badania biochemiczne jednoznacznie wskazuja, ze hipo-
termia wywoluje diuretyczne odwodnienie organizmu, powodujac akty-
wacje neurondéw jader sekrecyjnych (Fregly, Tyler 1972; Nelson i wsp.
1974). Wykazano roéwniez, ze oziebienie powoduje gwaltowne wydziela-
nie katecholamin w zakonczeniach nerwéw sympatycznych oraz w rdze-
niu nadnerczy (Benedict i wsp. 1977; Johanson i wsp. 1977).

Przeprowadzono wiele badan neurochemicznych i meurofizjologicz-
nych nad rolg neurotransmiter6w (noradrenaliny, acetylocholiny, dopa-
miny, serotoniny) w kontroli temperatury ciala (Metcalf, Myers 1978;
Poole, Stephenson 1979). Przypuszcza sie, ze temperatura otoczenia
wplywa aktywujgco na udzial neurotransmiterow w . podwzgoérzowej re-

6 — Neuropatologia Polska 3/85

http://rcin.org.pl



354 B. Gajkowska

gulacji temperatury ciala (Ferguson 1984). Badania Lomax i Green
(1981) wykazaly takze szczegélnie wysoka zawarto$¢ histaminy w pod-
wzgorzowym szlaku termoregulacyjnym.

Przedstawiona praca jest kontynuacjg naszych poprzednich badan
nad wplywem wysokiej temperatury otoczenia na uklad podwzgoérzowo-
-przysadkowy. Jej celem jest ustalenie wplywu zaréwno przegrzania,
jak i oziebienia organizmu na wykladniki ultrastrukturalne aktywnosci
neuronow sekrecyjnych podwzgorza krolika. Badano meurony mnalezace
do antydiuretycznego ukladu podwzgérzowo-przysadkowego, odpowie-
dzialnego miedzy innymi za termoregulacje ustroju. Uzasadnieniem ce-
lowosci podjecia tych badan jest fakt, ze wielu ludzi przebywa ze
wzgledu na charakter wykonywanego zawodu w otoczeniu o wysokiej
temperaturze. Co wiecej, czesto ekspozycja na wysokg temperature oto-
czenia jest polgczona z wykonywaniem pracy fizycznej sprzyjajacej
dodatkowo podwyzszaniu wysokiej cieploty ciata. Ludzie ci po zakon-
czeniu pracy przechodzg do otoczenia o niskiej temperaturze.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na 13 krolikach albinosach, obu plci,
wagi okolo 3 kg, hodowanych w zwierzetarni w temperaturze 16—18°C.
Zwierzeta podzielono na cztery grupy: grupa I — dwa kroliki podda-
wane byly przez 3 godziny dzialaniu temperatury otoczenia do 38—
39°C, wedlug metody opisanej w poprzedniej pracy (Gajkowska i wsp.
1985); grupa II — trzy kroliki poddawano przez 40 minut dzialaniu
temperatury otoczenia obnizonej do 6—8°C. W obu tych doswiadcze-
niach wilgotno$¢ powietrza wynosila 85%; grupa III — pie¢ krolikow
poddawano przez 3 godziny dzialaniu temperatury otoczenia do 38—
39°C, a nastepnie bezposrednio przenoszono je do pomieszczenia o tem-
peraturze obnizonej do 6—8°C, gdzie przebywaly przez 40 minut; trzy
kroliki zdrowe stanowily kontrole.

We wszystkich grupach doswiadczalnych wykonano pomiary tem-
peratury ciala w rektum krolika. I tak w pierwszej grupie, zwierzat
wystawionych na 3-godzinne dzialanie wysokiej temperatury, tempera-
tura wynosita 41,8°C. W drugiej grupie, zwierzat oziebionych przez 40
minut, temperatura w rektum wynosita 37,9°C. W trzeciej grupie, gdzie
zwierzeta® byly przegrzane, a nastepnie gwaltownie ozigbione, tempera-
tura wynosila 38,5°C. Cieplota ciala krolikow kontrolnych wahala sie
od 38,0°C do 38,5°C.

Wycinki z jadra nadwzrokowego (SO) i jadra przykomorowego (PV)
pobierano natychmiast po zakonczeniu doswiadczen w kazdej z trzech
grup, zawsze lgcznie z wycinkami SO i PV od zwierzat zdrowych, kon-
trolnych. Material utrwalano w 4% roztworze aldehydu glutarowego
w 0,2 M buforze kakodylanowym o pH = 7,4 przez 1 godzine, a ma-
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stepnie plukano w tym samym buforze przez calg noc i dodatkowo
utrwalano przez 1 godzine w 2% roztworze OsO, w 0,2 M buforze ka-
kodylanowym, po czym odwadniano material we wzrastajgcych steze-
niach alkoholu i tlenku propylenu i zatapiano w Eponie 812. Skrawki
krojono na ultramikrotomie Reichart OmU,, dobarwiano wodnym roz-
tworem octanu uranylu i cytrynianem olowiu oraz ogladano w mikro-
skopie JEM T7A.

WYNIKI

Zwierzeta zdrowe. Kontrola

Neurony jadra nadwzrokowego (SO) i jadra przykomorowego (PV)
byly opisywane we wczesniejszej publikacji (Gajkowska i wsp. 1985).
Neurony obydwu jader wykazuja duze podobienstwo morfologiczne.
Zarowno w SO, jak i PV meurony ukladajg sie blisko siebie. Majg one
duze, bogate w chromatyne jadra, zawierajace jedno lub dwa jgderka.
Obfita cytoplazma tych neuronéw posiada dobrze rozwinietg siatke srod-
plazmatyczng pokryta gesto rybosomami. Pomiedzy jej kanalami znaj-
duje sie duza ilos¢ organelli, zwlaszcza mitochondriéw, polirybosomoéow
oraz pojedyncze tzw. ciala jaderkopodobne. We wszystkich neuronach
aparat Golgiego zajmuje duze obszary okolojagrowe. W jego okolicy
znajduje sie zmienna ilo$¢ ziarnisto$ci neurosekrecyjnych oraz roéznej
wielkosci elektronowo-przeziernych pecherzykow, pecherzyki oplaszczo-
ne. Obecne sg rowniez ciala wielopecherzykowe, ciala geste oraz wtor-
ne lizosomy. Miedzy neuronami SO i PV obecne sg liczne synapsy typu
akso-somatycznego, akso-dendrytycznego i synapsy akso-aksoniczne.

I grupa doswiadczalna

Neurony SO i PV krolikow po wstrzasie cieplnym opisane byty
szczegolowo w poprzedniej pracy (Gajkowska i wsp. 1985). Badania mi-
kroskopowo-elektronowe neuronéow SO i PV nie roznily sie¢ w tej gru-
pie doswiadczalnej od opisywanych poprzednio, wykazujgc takie same
zmiany morfologiczne zauwazalne w neuronach zaréowno SO, jak i PV.
Wstrzgs cieplny spowodowal wystapienie réznic w zawartoSci ziarni-
sto$ci neurosekrecyjnych. Poza tym w niektérych neuronach pojawialy
si¢ nieprawidlowosci w obrazie ultrastrukturalnym, polegajgce na
obrzmieniu cytoplazmy oraz mikrowakuolizacji pojedynczych neuronéw.

IT grupa doswiadczalna

Neurony SO i PV zwierzat poddanych naglemu ozigbieniu zachowuja
sie podobnie. Wiele neuronéw SO i PV posiada na ogot prawidlowa bu-
dowe ultrastrukturalng. Niekiedy jednak obserwowano gromadzenie fi-
lamentow posrednich cytoskeletonu, czemu towarzyszylo znaczne zmniej- °
szenie sie liczebno$ci ziarnisto$ci neurosekrecyjnych (ryc. 1). Dos¢ licz-
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Ryc. 1. Jadro nadwzrokowe. Hipotermia. We fragmencie neurocytoplazmy
zwickszona ilos¢ neurotubul (T), pojedyncze ziarnistosci neurosekrecyjne oraz mi-
tochondria (M) o nieregularnej obrzmialej macierzy, w poblizu widoczne synapsy
(S) o prawidlowej budowie ultrastrukturalnej. Pow. 12450 X
Fig. 1. Supraoptic nucleus. Hypothermia. Increased mnumber of neurotubules
(T), individual neurosecretory granules, and mitochondria (M), with swollen ma-
trix are visible in fragment of cytoplasm. In the vicinity the synapses (S) of
normal ultrastructure. < 12450 ]
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Ryc. 2. Jadro przykomorowe. Hipotermia. Neuron ciemny o duzym nieregu-
larnym jadrze z wglobieniami. Znaczne poszerzenie przestrzeni miedzy zewnetrzng
i wewnetrzng blaszkg otoczki jadrowej, wykazuje cigglo§¢ z kanalami siateczki
$roédplazmatycznej ziarnistej (gwiazdki)) W miejscach poszerzen gromadza sig¢ nie-
wielkie ilo$ci substancji klaczkowatej o matej gestosci elektronowej. W cytoplazmie
widoczny pecherzykowaty aparat Golgiego (G), liczne polirybosomy oraz mito-
chondria, niektére o obrzmialej macierzy (M). Pow. 10800 X
Fig. 2. Paraventricular nucleus. Hypothermia. Dark neuron containing large,
irregular nucleus. Dilatations between internal and external membrane of nuclear
envelope, showing connection with rough endoplasmic reticulum (asterisk). Small
amounts of substances of slow electron density are visible in places of dilatations.
Vesicular Golgi apparatus (G), numerous polyribosomes, and mitochondria (M),
some of them with swollen matrix, are visible in cytoplasm. X 10 800
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.

Ryc. 3. Jadro przykomorowe. Hipotermia. Fragmenty dwoéch neurondéw ciem-
nych (N), pomiedzy nimi poszerzone przestrzenie miedzykomérkowe. W neuronie
o prawidiowej budowie zwiekszona ilo§¢é neurotubul (T). Pow. 10800 X

Fig. 3. Paraventricular nucleus. Hypothermia. Fragments of two dark neurons (N).

Between them dilated intercellular spaces. Increased number of neurotubules (T)
is present in neuron of normal ultrastructure. < 10 800
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Ryc. 4. Jadro przykomorowe. Hipotermia. Naczynie krwionosne o prawidlowej
budowie ultrastrukturalnej; otaczajgce wypustki astrocytarne (A) obrzmiate. Pow.
10800 X
Fig. 4. Paraventricular nucleus. Hypothermia. Blood vessel of normal ultra-
structure surrounding swollen astrocytic processes (A). X 10800
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ne byly tzw. neurony ciemne (ryc. 2, 3), posiadajace jadro komorkowe
zpacznych rozmiaréow, zawierajgce duze ilosci heterochromatyny. Jadra
te mialy zwykle nieregularne ksztalty z licznymi wglobieniami, czemu
towarzyszyly nieprawidlowosci w budowie otoczki jadrowej. Czesto wy-
stepowaly znaczne poszerzenia przestrzeni pomiedzy wewnetrzng i ze-
wnetrzng blong otoczki jadrowej. Otoczka ta wykazywala czesto cigg-
los¢ z kanalami siateczki srodplazmatycznej ziarnistej. We wspomnia-
nych powyzej poszerzeniach oraz w kanalach siateczki srodplazmatycz-
nej spotykano niewielkie ilo$ci klaczkowatego materialu o matej gestosci
elektronowej. W neuronach tych aparat Golgiego wykazywal przewaz-
nie budowe pecherzykowatg. Siateczka $rodplazmatyczna ziarnista byta
bardzo obfita, lecz wiele jej kanalow krotkich i rozdetych, pokrytych
bylo skapa iloScia rybosoméw, natomiast zwracala uwage duza ilosc
polirybosoméw. Obserwowano takze znaczng ilo$¢ mitochondriéw okrag-
tych, owalnych, niektéore wykazywaly cechy obrzmienia. W wigkszosci
ciemnych neuronoéw ziarnistosci neurosekrecyjne znajdowano sporadycz-
nie. W niektérych neuronach ciemnych nieprawidlowosci ultrastruktu-
ralne jadra byly bardziej nasilone. Cytoplazma sprawiata wrazenie mniej
obfitej i zageszczonej, kanaly siateczki $rédplazmatycznej ziarnistej byly
przewaznie krotkie, rozdete i elektronowo-przezierne, prawie wszystkie
mitochondria byly obrzmiale, obserwowano liczne ciala wielopecherzy-
kowe. Przestrzenie miedzykomoérkowe w poblizu ciemnych neuronow
byly poszerzone (ryc. 3). W neuropilu otaczajagcym neurony SO i PV
' obserwowano nieprawidlowg budowe ultrastrukturalng wypustek astro-
cytarnych okolonaczyniowych. Wypustki te o jasnej cytoplazmie byly
niekiedy calkowicie pozbawione organelli, natomiast budowa ultrastruk-
turalna naczyn pozostawala prawidlowa (ryc. 4).

III grupa doswiadczalna

Zwierzeta poddawane dzialaniu 3-godzinnej hipertermii, a nastep-
nie oziebiane przez 40 minut wykazywaly bardzo znaczne zmiany ul-
trastrukturalne w wielu neuronach SO i PV. Nieliczne tylko sposrod
obserwowanych neuronéow SO i PV wykazywaly prawidlowg budowe
ultrastrukturalng, spotykano tam zazwyczaj bardzo dobrze rozwiniety
aparat Golgiego oraz niekiedy tzw. cialo jgderkopodobne, posiadajgce
blone otaczajacg (ryc. 5). Ziarnistosci neurosekrecyjne rozmieszczone by-
ly w mich zaré6wno w okolicy aparatu Golgiego, jak i w calej pozostalej
cytoplazmie (ryec. 6).

Natomiast wigkszos¢ ogladanych neuronéw SO i PV posiadala nie-
regularne w ksztalcie, bardzo znaczne poszerzenia kanalow siateczki
$rodplazmatycznej, zlokalizowane przewaznie w brzeznych obszarach ko-
morek oraz w wypustkach (ryc. 7, 8). Obecne byly takze ziarnistosci
neurosekrecyjne w catej komoérce oraz w poblizu aparatu Golgiego. Licz-
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Ryc. 5. Jadro nadwzrokowe. Hipertermia i hipotermia. Fragment jadra i cyto-
plazmy. W cytoplazmie dobrze rozwiniety aparat Golgiego (G) i liczne organella
oraz cialo jaderkopodobne (NLB) otoczone pojedyncza blong (strzatka). Pow,
12450 X 3
Fig. 5. Supraoptic mnucleus. Hyperthermia and hypothermia. Very well deve-
loped Golgi apparatus (G), numerous organelles and nucleolus-like body (NLB)
surrounded by unit membrane (arrow). X12450
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Ryc. 6. Jadro nadwzrokowe. Hipertermia i hipotermia. We fragmencie cyto-
plazmy ziarnisto$ci neurosekrecyjne (E) zaré6wno w poblizu aparatu Golgiego (G),
jak i w calej cytoplazmie. Obecne sa takze liczne drobne mitochondria, ciatka
geste i lizosomy. Pow. 12750 X
Fig. 6. Supraoptic nucleus. Hyperthermia and hypothermia. Numerous neuro-
secretory granules (E) are visible in the vicinity Golgi apparatus (G) and in whole
cytoplasm. Numerous small mitochondria, dense bodies and lisosomes are visible
in the fragment of cytoplasm. X 12750 .
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Ryc. 7. Jadro przykomorowe. Hipertermia i hipotermia. Fragmenty neuronu
ciemnego (N) oraz neuronu z duzymi nieregularnymi poszerzeniami kanaléw sia-
teczki $rodplazmatycznej w obwodowych partiach komérki. Pow. 12750 X
Fig. 7. Paraventricular nucleus. Hyperthermia and hypothermia. Fragment of
dark neuron (N), and neuron with big irregular dilatations of endoplasmic reti-
culum channels in periphery of cells. X 12750
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Ryc. 8. Jadro nadwzrokowe. Hipertermia i hypotermia. Obecne monstrualne
poszerzenia siateczki $roédplazmatycznej tworzace puste wakuole (V) oraz dobrze
rozwiniety aparat Golgiego (G) i liczne elementy cytoskeletonu (T). Niektére mi-
tochondria obrzmiale (M). Pow. 12750 X
Fig. 8. Supraoptic nucleus. Hyperthermia and hypothermia. Monstrual dilata-
tion of endoplasmic reticulum forming empty vacuoles (V), well developed Golgi
apparatus (G) and numerous cytoskeleton elements (T). Some swollen mitochondria
(M) are present. X 12750
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Rye. 9. Jadro nadwzrokowe. Hipertermia i hipotermia. We fragmencie wypust-
ki neuronu wakuolarne poszerzenia siateczki $rodplazmatycznej (V), liczne ele-
menty cytoskeletonu (T)s=eiala geste i lizosomy oraz przewaznie obrzmiale mito-
chondria (M). Pow. 12750 X
Fig. 9. Supraoptic nucleus. Hyperthermia and hypothermia. Vacuolar dilatations
of endoplasmic reticulum (V), numerous elements of cytoskeleton (T), dense bodies
and lisosomes and swollen mitochondria (M) in process of neuron. X 12750
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Ryc. 10. Jadro przykomorowe. Hipertermia i hipotermia. Fragmenty dwoch

neuronéw o réznym stopniu obrzmienia. W jednym neuronie organelle sg roz-

proszone, w drugim siateczka $rodplazmatyczna ziarnista tworzy agregaty. Pow.
12750 X

Fig. 10. Paraventricular nucleus. Hyperthermia and hypothermia. Fragments

of two neurons of various extent of swelling. In one of them organelles are

dispersed, in second rough endoplasmic reticulum forms aggregates. X 12750
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Ryc. 11. Jadro nadwzrokowe. Hipertermia i hipotermia. Fragmenty dwoch

neuronéw, jeden ulega mikrowakuolizacji (N), drugi o prawidlowej budowie ul-

trastrukturalnej z duza iloscig ziarnisto$ci neurosekrecyjnych (E), organelli i ele-
mentéw cytoskeletonu (T). Pow. 12750 X

Fig. 11. Supraoptic nucleus. Hyperthermia and hypothermia. Fragments of

two neurons. One of them is microvacuolized (N), second of normal ultrastructure,

with large number of neurosecretory granules (E), organelles and cytoskeleton
elements (T). X 12750

ne, roznej dlugosci neurotubule ukladaly sie z duza regularmoscig (ryc.
8, 9). Mitochondria byly obrzmiale.

W wielu neuronach obydwu jader neurosekrecyjnych obserwowano
duze obrzmienie cytoplazmy, prowadzace badz do agregacji organelli
(np. kanaléw siatki srodplazmatycznej ziarnistej, czy mitochondriow),
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Ryc. 12. Jadro przykomorowe. Hipertermia i hipotermia. Fragment neuronu
ciemnego, obok obrzmialte wypustki astrocytarne (A) oraz zakonczenia synaptyczne
o jasnej aksoplazmie i skupionych mikropecherzykach w niektérych synapsach (S).
Pow. 12750 X
Fig. 12. Paraventricular nucleus. Hyperthermia and hypothermia. Fragment
of dark neuron, beside swollen astrocytic processes (A), and synapses with elec-
tron lucent axoplasm and aggregated microvesicles (S). X 12750
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Ryc. 13. Jadro nadwzrokowe. Hipertermia i hipotermia. Fragment mocno zmie-
nionego neuronu ciemnego w towarzystwie komoérki mikroglejowej. Widoczne
obrzmiale wypustki astrocytarne (A). Pow. 12750 X
Fig. 13. Supraoptic nucleus. Hyperthermia and hypothermia. Fragment of con-
siderable changed dark neuron, beside microglial cell. Swollen astrocytxc proces-
ses (A) are visible. X 12750
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badz ich rozproszenia (ryc. 10). Obecne byly takze neurony ulegajace
mikrowakuolizacji (ryc. 11). Widywano réwniez typowe neurony ciem-
ne; towarzyszyly im w wiekszym lub mniejszym stopniu obrzmiale wy-
pustki astrocytarne (ryc. 12). W bliskim kontakcie z neuronami ciem-
nymi wydawatly sie komorki mikrogleju (ryc. 13).

Wokoét wielu naczyn krwionosnych obserwowano nieprawidlowosci
w budowie ultrastrukturalnej otaczajgcych wypustek astrocytarnych
polegajace na ich obrzmieniu. Budowa ultrastrukturalna niektorych po-
lgczen synaptycznych odbiegala od normy. Polgczenia akso-somatyczne
i akso-dendrytyczne w poblizu neuronéw ciemnych wykazywaly zmie-
niong budowe ultrastrukturalng, mianowicie w odcinku presynaptycz-
nym aksoplazma byla przejasniona, a wiele pecherzykéw synaptycznych
posklejanych miedzy soba; wystepowaly pojedyncze pecherzykx zZ ge-
stym rdzeniem roéznej wielkosci (ryec. 12).

OMOWIENIE

Na podstawie uzyskanych obrazéw morfologicznych nalezy sadzic,
ze zarowno hipertermia, jak i hipotermia wywolujg aktywacje wigkszo-
Sci neuronoéw jadra nadwzrokowego i przykomorowego podwzgorza kro-
lika, miektére tylko neurony ulegaja zmianom nieodwracalnym (mikro-
wakuolizacja). Wiele neuronéw ulega obrzmieniu, lecz jak wykazano,
w przypadku hipertermii sg to zmiany odwracalne (Gajkowska i wsp.
1985). Zastosowanie kolejno, bezposrednio po sobie nastgpujgcego prze-
grzania i oziebienia organizmu spowodowalo réowniez aktywacje jadra
nadwzrokowego i przykomorowego oraz ten sam charakter zmian w ul-
trastrukturze niektérych neuronéw SO i PV. W tym ostatnim doswiad-
czeniu zmiany mialy wigksze nasilenie, dotyczyly tez znacznie wigkszej
liczby neuronow. .

Wiekszos¢ obserwowanych neuronéow wykazywala nienormalnosci
morfologiczne prowadzgce do zaburzenia prawidlowego metabolizmu ko-
morki neurosekrecyjnej (obrzmienie i agregacja organelli oraz niepra-
widlowosci w budowie siateczki S$rodplazmatycznej ziarmistej). W tych
neuronach widywano tylko pojedyncze ziarnisto$ci neurosekrecyjne, co
Swiadczy¢ moze, ze ich synteza byla uposledzona.

W wielu neuronach zaréwno SO, jak i PV zmiany mogly prowadzic
do obumierania, czego dowodem bylo gromadzenie si¢ komoérek mikro-
gleju w ich najblizszym sgsiedztwie. Oprocz licznie wystepujacych meu-
ronéw o budowie ultrastrukturalnej odbiegajgcej od normy spotykano
w obydwu jadrach sekrecyjnych neurony prawidlowe, znajdujace sig
w roznych fazach cyklu sekrecyjnego. Cechy morfologiczne fazy syn-
tezy bialek sekrecyjnych opisywane przez Yukitake i wsp. (1977) od-
powiadaja cechom morfologicznym obserwowanym w wielu tzw. neuro-
nach ciemmych obecnych w naszym materiale do$wiadczalnym. Nie-
zwykle rzadko obserwowano natomiast fazg sekrecyjng, mianowicie neu-
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rony wykazujace duzg ilos¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych w perikario-
nie czy wypustkach. W wielu neuronach SO i PV obserwowano obec-
nos¢ kulistych nieoblonionych skupisk materialu ziarnistego o duzej ge-
stosci elektronowej, tzw. ciala jaderkopodobne, opisywanych w naszych
poprzednich pracach (Gajkowska, Borowicz 1976; Gajkowska, Kochman
1981) oraz przez innych autoréw (Anzil i wsp. 1973; Cohen, Pfaff 1981).
Zostaly one zidentyfikowane jako rybonukleoproteiny (Takeuchi, Takeu-
chi 1982). Po raz pierwszy w badanym materiale do$wiadczalnym za-
obserwowano istnienie blony otaczajacej te strukture. Cytoplazma wiek-
szosci neuronéw o prawidlowej budowie wypelniona byla neurotubulami
i neurofilamentami rozrzuconymi z pewng regularnoscia w perikarionie
oraz w wypustkach. Nieprzypadkowa jest rozbudowa cytoskeletonu
w komorkach neurosekrecyjnych. Ostatnio podnosi sie role mikrofila-
mentéw aktynowych w mechanizmie przenoszenia i wydzielania ziarni-
stosci sekrecyjnych w neuronach SO i PV (Livingston 1978; Alonso
i wsp. 1981). W neuronach SO i PV o bogato rozwinietym cytoskeleto-
nie obecnos$¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych jest zmienna, przewaznie
mniejsza niz w kontroli. '

Mozna sadzi¢, ze w zwigzku z aktywacjg podwzgorzowo-przysadko-
wego ukladu antydiuretycznego, spowodowang kolejnym przegrzaniem
i gwaltownym oziebieniem, nastepuje wzmozona synteza wazopresyny.
Wedtug miektérych autoréw wazopresyna tylko czesciowo tworzy typo-
we ziarnisto$ci neurosekrecyjne, pewna cze$¢ hormonu moze by¢ takze
transportowana w postaci wolnych form amorficznych (Kirsch 1980).

Ostatnie badania Mormeéde (1984) wykazaly, ze wazopresyna wplywa
rowniez na uwalnianie ACTH z przysadki oraz z réznych okolic moézgu
zawierajacych serotoning, norepinefryne i dopamine, co potwierdzily
rowniez badania immunocytochemiczne (Romagnano, Joseph 1983). Przy-
puszcza si¢ wiec, ze zaro6wno wazopresyna, jak i oxytocyna wytwarzana
w SO i PV — te dwa klasyczne neurohormony — moga posiada¢ takze
funkcje neurotransmiterow w osrodkowym ukladzie nerwowym (Buijs,
van Heerikhuize 1982). Niektore neurotransmitery zas odgrywajg donio-
stg role w kontroli ogélnej cieploty ciata (Poole, Stephenson 1979).

Obserwowana reakcja neuronéw jadra nadwzrokowego i przykomo-
rowego ma podwoéjny stres termiczny (przegrzanie, ozigbienie) pozwala
przypuszczaé, ze neurony obydwu jader sekrecyjnych sg zaangazowane
w mechanizmie kontrolujgcym termoregulacje ustroju.

PEAKIIUA HAIBPUTEJIBHOI'O AOPA Y OKOJIOXEJIYIOYKOBOI'O SOPA
T'UIIOTAJIAMYCA KPOJIMKA HA TMIIEPTEPMUIO U TMIIOTEPMMNO OPTAHU3MA

Pe3iome

ABTOp ONEHWIA BIHMSHHE CTPECCAa BHI3BAHHOTO OJHOPA30BOi THIEPTEpPMEEH M IHIIOTEPMHEH
BCEro OPraHM3Ma Ha YJIbTPACTPYKTYPY HelipocekpermonHbIX azep (O u P) rumoTanamyca Kposmka.
Ha oCHOBaHHH HOJTYYEHHBIX MOP(hOIOTHIECKHX KaPTHH CIEAYET CIMTATh 9TO KaK THNEPTEPMHAS
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TaK ¥ THOOTEPMHS BBI3BIBACT aKTHBAIMIO GonbmmHCTBA HEMpoHOB O m P. HexoTopsie HEKPOHBI
NPOSIBIAIOT YNBTPACTPYKTYPHBIE MOPG)OIOrHYeckne aHOMAJIMM 3AK/IIOYAIOMHAEcs B HaOyXaHHH
OUTOIUIA3MBI arrperannyd KJIETOYHBIX OPraHe/Ul a TAKXKe W3MEHEHHS B CTPYKTYpe 3€PHHCTOH BHY-
~ TPHIUIA3MATHYECKOH CceTo4kd. HeHpoceKpeuHOHHBIE 3€pPHACTOCTH B 3THX HEHPOHAX HEMHOIO-
yucneHHsbl. VIHTEHCHBHOCTh W3MEHEHHU JIOBOJIBHO 3HAYATENLHA TONBKO B HEMHOIOYMCIIEHHBIX
HelpoHaX INpPHBOJSA BEPOATHO K PACCTPOMCTBY MX CEKPELMOHHOro Metabommama. OaMHOYHEIE
Helipousl O w P DpOsBIAIOT JereHepaTHBHbIE M3MEHEHHsS. B MX OKpyXeHuu Haliromaercs Ha-
KOIUICHHE.

REACTION OF THE SUPRAOPTIC AND PARAVENTRICULAR NUCLEI
OF THE RABBIT HYPOTHALAMUS TO HYPER- AND HYPOTHERMIA

Summary

The influence of stress caused by a single exposure of the whole organism
to hyper- and hypothermia on the ultrastructure of the neurosecretive (SO and
PV) nuclei of the rabbit hypothalamus was evaluated.

‘On the basis of the obtained morphological pictures it would seem that both
hyper- and hypothermia activate most of the SO and PV neurons. Some neurons
exhibit ultrastructural abnormalities consisting in swelling of the cytoplasm, ag-
gregation of cell organelles and changes in the structure of the granular endo-
plasmic reticulum. The neurosecretory granules in these neurons are not numerous.
More pronounced changes leading probably to disturbances in their secretory me-
chanism are found in only some neurons. Single SO and PV neurons show dege-
nerative changes. They are surrounded by accumulated microglia.
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EARLY ELECTRON-MICROSCOPIC CHANGES IN HEPATOGENIC
ENCEPHALOPATHY INDUCED BY THIOACETAMIDE
INTOXICATION IN RATS
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of the Nervous System, Medical Research Centre, Polish Academy of Sciences,
Warsaw

Although primary astrocytic alterations in both spontaneous and ex-
perimentally induced hepatogenic encephalopathy are commonly accept-
ed, there exist considerable differences of opinion as far as their elec-
tron-microscopic nature is concerned. Descriptions of ultrastructural
changes of astrocytes in natural hepatic encephalopathies in man, based
on biopsy material are rare and as a rule concern advanced stages of
the pathological process (Martinez, 1968; Foncin, Nicolaides 1970). They
indicate the appearance of non-specific degeneration of astrocytes, in-
volving both perikarya and processes. In descriptions of animal material,
including various experimental models and different stages of hepato-
genic encephalopathies, two types of astrocytic abnormalities can be
distinguished. The first is represented by an increased cytoplasmic vo-
lume concomitant with an enhanced content of cytoplasmic organelles,
mostly mitochondria and rough endoplasmic reticulum. On the con-
trary, the second type consists in remarkable reduction of cellular or-
ganelles in watery looking astrocytic cytoplasm, this being accompanied
by an increased content of dense bodies and glycogen accumulation (Za-
mora et al. 1973; Norenberg, Lapham 1974; Ostenda et al. 1976). Noren-
berg (1981) considers the first group of changes as exponents of me-
tabolic and functional activization of astrocytes, typical for early stages
of experimental hepatogenic encephalopathy, while the others are sup-
posed to represent a late degenerative stage of the pathological process.
However, this concept does not find confirmation in other observations.
In experimental portal-caval encephalopathy Zamora et al. (1973) had
noted an entirely opposite sequence of events, namely, swelling of cy-
toplasm and reduction of subcellular elements in early stages of the
process, and reactive changes including proliferation of gliofilaments in
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its later phases. Norenberg (1977) observed ultrastructural evidence of
astrocytic activation in advaned stages of experimental hepatogenic en-
cephalopathy.

The above mentioned discrepancies inclined us to performe electron-
-microscopic analysis of the early phase of thioacetamide-induced hepa-
togenic encephalopathy in rats. This experimental model is characteriz-
ed by rapid severe liver damage accompanied by biochemical evidence
of its insufficiency and morphological and metabolic features typical
for hepatogenic encephalopathy (Hilgier, 1983, Hilgier et al. 1983). Our
previous studies revealed that electron-microscopic alterations of the
brain in the 274 and 3'@ weeks of its development consisted in genera-
lized astrocytic degeneration leading to the formation of typical Alzhei-
mer cells, type II (Mossakowski et al. 1984).

MATERIAL AND METHODS

Experiments were carried out on female albinotic Wistar rats, weigh-
ing 180—200 g, given two intraperitoneal injections of thioacetamide
in doses of 250 mg/kg b. weight, in the interval of 24 h. Control animals
received introperitoneal injections of physiological salt solution. The
animals were sacrificed in groups of 3 (2 experimental and 1 control)
after 24 h and 7 days following the second injection, by transcardiac
perfusion with 2 percent glutaraldehyde in cacodylate buffer, pH 7.2.
The brains taken out of the skull were additionally fixed overnight in
the same solution at 4°C. Then they were cut coronally into slices 1 mm
thick. For electron microscopy 1 mm? tissue blocks were taken from
the frontal cortex, cortico-subcortical junction of the same region and
from the putamen. They were postfixed in 2% osmium tetroxide and
processed in a routine way to embedding in Epon 812. Ultrathin sections,
counterstained with uranyl acetate and lead citrate were examined in
a JEM TA electron microscope.

RESULTS

The same electron-microscopic abnormalities were present in all exa-
mined structures. Although the nature of tissue alteration in animals
sacrificed 24 h and 7 days after intoxication was essentially similar, the-
re existed, however, differences in their general pattern which justify
their separate description.

Twenty four hours after intoxication neurocytes in both grey form-
ations were well preserved. However, in most of them mitochondria
were swollen with damaged or disappearing cristae (Fig. 1). In no case
were so-called dark neurons present. Profiles of neuropil, mostly den-
drites and both myelinated and unmyelinated axon cylinders showed no
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Fig. 1 Fagment of nerve cell with numerous swollen mitochondria and sli-
ghtly dilated cisterns of Golgi apparatus. EM. X 10125

Ryc. 1. Fragment komorki nerwowej z licznymi obrzmialymi mitochgndriami

i nieznacznie poszerzonymi zbiornikami aparatu Golgiego. M.E. Pow. 10125 X

Fig. 2. Fragment of oligodendrocyte with apparently normal ultrastructural
features. Neighbouring neuronal processes and axonal terminals with swollen mi-
tochondria. EM. X 10125

Ryc. 2. Fragment oligodendrocytu o prawidlowym obrazie ultrastrukturalnym.
W otoczeniu widoczne obrzmiale mitochondria wypustek nerwowych i zakonczen
synaptycznych. M.E. Pow. 10125 X
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Fig. 3. Fragment of astrocyte with abundant cytoplasm containing swollen
mitochondria, dilated channels of endoplasmic reticulum (arrows) and ribosomal
aggregations. E.M. X 11850
Ryc. 3. Fragment astrocytu z obfita cytoplazmg zawierajgca obrzmiale mito-
chondria, poszerzone kanaly siateczki $rodplazmatycznej (strzalki) i obfite skupie-
nia rybosoméw. M.E. Pow. 11850 X

Fig. 4. Fragments of two astrocytes. The right one with remarkably developed
cytoplasmic structures. The cell on the left side with with apparently normal cyto-
plasmic features and slightly dilated perinuclear space. (arrow). M — mitochon-
dria, G — Golgi apparatus. E.M. X 28 800
Ryc. 4. Fragmenty dwoch astrocytow. Komoérka po prawej stronie zawiéra
znacznie rozwiniete struktury cytoplazmatyczne. Komorka po stronie lewej z cy-
toplazmg o typowym obrazie, nieznaczne poszerzenie przestrzeni okolojadrowej
(strzatka). M — mitochondrium, G — aparat Golgiego. M.E. Pow. 28800 X
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Fig. 5. Fragment of astrocyte with abundant cytoplasm rich in subcellular
organelles. Dilated channels of endoplasmic reticulum and small dense bodies are
visible. E.M. X 11850
Ryc. 5. Fragment astrocytu z obfita cytoplazmg, bogata w organelle subko-
morkowe. Widoczne poszerzone kanaly siateczki s$rodplazmatycznej oraz pojedyn-
cze ciala geste. MLE. Pow. 11850 X

Fig. 6. Fragment of astrocyte with remarkably swollen cytoplasm, containing
single abnormal mitochondria and small ribosomal aggregates. E.M. X 12150

Ryc. 6. Fragment astrocytu z obrzmialg cytoplazmag perykarionalng i wypu-
stkowg zawierajgca. jedynie pojedyncze obrzmiale mitochondria i drobne skupie-
nia rybosomalne. M.E. Pow. 12150 X
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Fig. 7. Fragment of capillary vessel with normal ultrastructure of the
and unchanged neuropil surroundings. E.M. X 10125

Ryc. 7. Fragment naczynia wlosowatego o prawidlowej strukturze $cian i
zmienionym otoczeniu. MLE. Pow. 10125 X

Fig. 8. Fragment of capillary vessel with adjacent swollen astrocytic process,
containing amorphous floccular material and a single dark mitochondrium. E.M.
X 12150
Ryc. 8. Fragment naczynia wlosowatego z przylegajaca znacznie obrzmialg
wypustka astrocytu, zawierajacg wylacznie bezpostaciowy material klaczkowaty
i pojedyncze ciemne mitochondrium. M.E. Pow. 12150 X
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Fig. 9. Fragment of astrocyte. In the cytoplasm numerous elongated or bran-
ched mitochondria and scarce endoplasmic reticulum in the form of round and
elongated cisterns are seen. Less abundant ribosomal aggregates. E.M. X 18000
Ryc. 9. Fragment astrocytu. W cytoplazmie widoczne liczne, wydluzone lub
rozgalezione mitochondria oraz siateczka $rdédplazmatyczna w postaci okraglych
i wydluzonych zbiornikéw. Mniej obfite skupienia rybozomalne. M.E. Pow. 18 000 X

Fig. 10. Fragment of astrocyte. Normal nucleus. Light cytoplasm contains nu-

merous small mitochondria, searce fragments of endoplasmic reticulum, small

irregularly distributed ribosomal aggregates and some neurofilaments. E.M.
X 12150

Ryc. 10. Fragment astrocytu z prawidlowym jadrem i przejasniong cytoplazmg

zawierajgcg liczne drobne mitochondria, skape fragmenty siateczki §rédplazma-

tycznej, matle. nieregularnie rozrzucone skupienia rybosomalne i pojedyncze neuro-
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Fig. 11. Fragment of astrocyte with advanced disintegration of cytoplasmic
structures. Large areas of cytoplasm are light and deprived of subcellular struc-
tures. Some swollen mitochondria and irregular accumulation of endoplasmic re-
ticulum cisterns are seen. L. — lysosome, C — centrioles (arrows). E.M. X 31800
Ryc. 11. Fragment astrocytu z zaawansowang dezintegracjg struktur cytopla-
zmatycznych. Przeja$niona na duzych obszarach cytoplazma pozbawiona struktur
subkomorkowych. Widoczne sg nieliczne obrzmiale mitochondria, nieregularne sku-
pienia zbiornikéw siateczki $rédplazmatycznej, lizosom (L) i centriole (C) (strzai-
é ki). M.E. Pow. 31800 X

Fig. 12. Fragment of capillary wall. Adjacent astrocytic process with mostly
swollen mitochondria and accumulation of amorphous floccular and vesicular ma-
terial. EXM. X 34500
Ryc. 12. Fragment $ciany naczynia wlosowatego. Przylegajaca wypustka astro-
cytu zawiera mitochondria, cze$ciowo obrzmiale, oraz bezpostaciowy klaczkowaty

i drobnopec}ﬁtfmcwté?d: dYIE. Pow. 34500 X
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pathological changes, except some mitochondrial swelling. Unchanged
were oligodendrocytes, both in grey and white matter (Fig. 2). Altera-
tions involved astrocytes in all examined structures. The nuclei revealed
a typical ultrastructural pattern. They were light and contained a small
amount of fine-granular chromatine evenly distributed with some pe-
ripheral condensation. The nuclear envelope was sharply outlined. The
cytoplasm of most astrocytes was voluminous and much richer in sub-
cellular organelles as compared with control material. Alongside with
typical ribosomal aggregations, numerous large mitochondria, some of
them swollen and abundant fragments of granular endoplasmic reti-
culum were present (Figs 3, 4, 5). Some channels of rough endoplasmic
reticulum were distended forming vesicular structures. Sporadically
small dense bodies were seen. Golgi apparatus was well developed. In
addition to so changed astrocytes dominating the electron microscopic
picture, there were cells with entirely normal ultrastructure. In some
pictures severely swollen astrocytes were present. The cytoplasm of
their perikarya and processes was watery in appearance and contained
only a few swollen mitochondria and some small ribosomal aggregations
(Fig. 6). The capillary network showed no abnormality. Both endothe-
lial cells and meuropil structures surrounding capillaries, including as-
trocytic processes were unchanged, (Fig. 7). However, sporadically re-
markably swollen perivascular astrocytic processes, containing delicate
floccular material and scarce dense mitochondria were present (Fig. 8).

In animals sacrificed 7 days following intoxication ultrastructural
abnormalities were limited to astrocytes. Neurons, oligodendrocytes,
morphological elements of meuropil and capillary walls were unchanged.
Similarly as in the previously described group, hypertrophied astrocyt-
es were numerous. However, the amount of subcellular structures in
their cytoplasm was undergoing reduction (Fig. 9). This concerned most-
ly channels of rough endoplasmic reticulum and free ribosome aggre-
gates (Fig. 10). The next step of abnormalities consisted in cytoplasmic
disintegration with total or partial loss of organmelles (Fig. 11). The
electron-microscopic picture was dominated by astrocytes with watery
cytoplasm, containing some remmnants of subcellular organelles. Most of
the capillaries were surrounded by swollen astrocytic processes, con-
taining a few organelles and both floccular and vesicular material (Fig.
12). Astrocytes revealing normal ultrastructure were very rare.

DISCUSSION
Ultrastructural abnormalities found in experimental material in-
volved almost exclusively astrocytes. This confirms the commonly ac-

cepted opinion concerning primary astrocytic damage in hepatogenic
encephalopathy (Mossakowski 1966; Seitelberger 1970; Norenberg 1981).
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However, the most early electron-microscopic changes of astroglia
differ essentially from those described in human material (Martinez
1968; Foncin, Nicolaides 1970) and in most cases of experimental patho-
logy (Zamora et al. 1973, Norenberg, Lapham 1974, Ostenda et al. 1976).
They are also different from the ultrastructural abnormalities found in
later stages of the same experimental model (Mossakowski, Borowicz
1984). The most essential difference consists in the fact that a great
part of astrocytic population in early stage of hepatogenic encephalo-
pathy reveals features of functional and metabolic activization, with
only sligh participation of degenerative changes. The dominating astro-
cytic alterations were similar to those described by Norenberg (1979)
as well as Laursen and Diemer (1979) in early stages of hepatogenic
encephalopathy induced by hyperamonemia accompanying urease ap-
plication and portal-caval shunt. It is worth mentioning that thioaceta-
mide-induced experimental hepatic lesions are also characterized by
a remarkable increase of ammonia content in the blood, with its totaly
normal level in brain tissue in the stage under study (Albrecht, Hilgier
1984). As astrocytes form the basic cellular compartment of the central
nervous system, in which detoxification of ammonia to glutamine ta-
kes place (Norenberg 1981), it seems plausible to suggest that their acti-
vization evidences compensatory processes, which in turn condition a lack
of ammonia level increase in the brain in the course of the pathological
process, accompanied by its striking enhancement in the blood. The pro-
blem to what extend an enhanced activity of glutamate dehydrogenase
and increased glutamate sythetase synthesis, mentioned by Norenberg
(1981) in early stages of hepatogenic encephalopathy, be connected with
the increased number of astrocytic mitochondria and their enlargement,
and activization of rough endoplasmic reticulum observed in our ma-
terial, remains open owing to the lack of parallel biochemical studies.
Nevertheless, this hypothesis suggested by Norenberg (1981) seems both
probable and attractive.

A feature, worth mentioning is the fact, that already in the earliest
period of experimental hepatogenic encephalopathy with dominating
evidence of astrocytic activation, degenerative changes appear in them.
In this respect our observations differ from those of Norenberg (1977),
who stressed the lack of astrocytic degeneration in early phases of he-
patogenic encephalopathy. Basing on the here presented and earlier ob-
servations (Mossakowski, Borowicz 1984) it seem possible to suggest
a sequence of astrocytic abnormalities in the evolution of experimental
hepatogenic encephalopathy. The earliest process is characterized by
progressive astrocytic changes, expressed as generalized proliferation
and hypertrophy of astroglia. During evolution of the pathological pro-
cess they are overlapped by astrocytic degeneration. As shown in ani-
mals with 7-day survival following intoxication, features of degeneratlon
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appear in previously activated cells. Such a sequence of changes finds
confirmation in light-microscopic neuropathology of natural hepatogenic
encephalopathy in man and experimental animals, characterized by con-
comitance of both categories of cellular abnormalities. The question
whether subsequent changes are due to the same factor or to additional
pathogenic ones remains to be answered.

A distinct feature in the electron microscopic picture of the earliest
phase of hepatogenic encephalopathy induced by thioacetamide intoxi-
cation as compared to its more advanced stages consists in appearance
of neuronal abnormalities, taking the form of mitochondrial swelling
and distention of cisterns of the Golgi apparatus. Nerve cell alterations
do not belong to the morphological characteristies of hepatogenic ence-
phalopathy. They have not been described in its other experimental mo-
dels (Mossakowski 1981). Those, found in the presented series of experi-
ments seem to be connected with the direct neurotoxic action of thio-
acetamide, although its permeability across unchanged cerebral vessels
remains unknown. This mechanism seems to be even more probable
as neuronal abnormalities occur exclusively in the earliest stage of the
pathological process, being absent in the subsequent phase. It has been
shown in the experiments performed on organotypic cerebellar cultures,
that thioacetamide introduced into the nutrient media, without leading
to features of hepatogenic gliopathy, resulted in nonspecific neuronal
damage with predominat mitochondrial impairment“(Krasnicka et al
1983).

WCZESNE ZMIANY MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE
W ENCEFALOPATII WATROBOWEJ WYWOLANEJ
ZATRUCIEM TIOACETAMIDEM

Streszczenie

Oceniono obraz mikroskopowo-elektronowy moézgéw szczuréw poddanych dwu-
krotnemu zatruciu tioacetamidem, podawanym dootrzewnowo w dawce 240 mg/kg
masy ciala w odstepach 24-godzinnych. Zwierzeta zabijano aldehydem glutarowym
przez przezsercowg perfuzje po uplywie 24 godzin i 7 dni po drugim podaniu
$§rodka toksycznego.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym dominowaly nieprawidlowosci astrogle-
ju, przy minimalnym nieswoistym zwyrodnieniu neuronéw, wystepujacym tylko
we wczesniejszej grupie zwierzagt i calkowicie niezmienionych pozostalych ele-
mentach komoérkowych os$rodkowego ukladu nerwowego. Zmiany astrocytow wy-
stepowaly badZz pod postacig ich aktywizacji, wyrazajacej sie zwigkszeniem obje-
tosci cytoplazmy i wzrostem zawartosci organelli cytoplazmatycznych, takich jak
mitochondria i szorstka siateczka s$rodplazniatyczna, badZz tez jako wykladniki
ich zwyrodnienia: zubozenie organelli cytoplazmatycznych i wodnisty wyglad
cytoplazmy. Zmiany typu pierwszego dominowaly we wczesnym okresie po za-
truciu. Po uplywie 7 dni przewazaly zmiany typu drugiego, bardzo nieliczne
u zwierzagt grupy wczesniejszej.

8 — Neuropatologia Polska 3/85
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Uzyskane wyniki wskazuja, iz najwczesniejsza faze encefalopatii watrobowej
charakteryzuje aktywacja metaboliczna astrocytow, z ktorg wigza¢ zapewne nale-
zy brak wzrostu poziomu amoniaku w moézgu, mimo jego bardzo znacznego zwigk-
szenia we krwi. W dalszej fazie procesu ewoluujg one w kierunku zwyrodnienia
astrocytéw, stanowigcego charakterystyczny element obrazu neuropatologicznego
zaawansowanej encefalopatii watrobowej.

PAHHUE DJIEKTPOHHO-MUKPOCKOITHBIE U3MEHEHV S B ITEYEHOYHOI
SHLIEDAJIOIIATAN BBI3BBAHHOM OTPABJIEHUEM TUOALIETAMU/IOM

Pesome

ABTOpBI OLEHWIA 3JIEKTPOHHO-MUKPOCKOIHYIO KApTHHY TOJIOBHBIX MO3TOB KpPBIC MOABEp-
SKEHHBIX JBYKPATHOMY OTPABJIEHHIO THOALETAMH/IOM BBOJMMBIM BHYTPHOPIOIIMHHO B 103e 240 Mr/
KI' MacChl TeJIa B CyTOYHBIX MPOMEXyTKaX. JKHBOTHBIE ObUIN yMEpIIBISHBI IIyTaPOBBIM AJIbJETH-
JIOM IIpH IOMOIIM 4Ype3cepaeyHoit nepdys3uu nocie 24 4acos U Ha 7 JHIO NOCJIE BTOPOTO BBEICHHS
TOKCHYECKOI'O CPEACTBA.

B 371€KTPOHHO-MHKPOCKONHON XapTHHE Npeodiafaid M3MEHEHUs aCTPOTJIMH NP MHUHHMAIb-
HOlt HecmemmudUYECKOM [ereHepanuu HEUPOHOB BBICTYMAIOUIMX TOJNBKO B Oojee paHHe# rpymme
JKABOTHBIX M NPH MOJIHOCTHIO HEH3MEHEHHBIX OCTAJBHBIX KJIETOYHBIX 3JIEMEHTax LeHTpaJbHOMK
HEPBHOM CHCTEMBI. VI3MeHSHHSA acTPOMHTOB BHICTYNaym b0 B opme MX aKTHBH3ALMHU BbIpaxa-
IOIelicst B yBe/MYeHHA 00beMa IATOIUIA3MBI M B POCTE COJAEPKAHWS LHTOIUIA3MATHIECKHAX Opra-
HEJUT TaKuX KaK MHTOXOHZPHM M HIEPOXOBaTasi BHYTpPHIUIA3MaTH4ecKasi ceToyka mubo B dopme
nokasaresneif mx HereHepauuu: oOeHEHHWE B LHATOILUIA3MATHYECKHX OpPraHe/iax W BOJSHHCTHIA
BHJI IUTOIUIa3MbL. VI3MeHenus nepBoro Tama npeobiafand B paHHEM IEPHOJE MOCHe OTPaBJICHUS.
ITo ucrevennn 7 nuei up'eoGnanaJm HM3MEHEeHUsI BTOPOTrO THUMA OY€Hb HEMHOTOYHMCIICHHBIE Y KHBOT-
HbBIX OoJsiee paHHei rpynmsl.

ITony4eHHble pe3yabTaThl yKa3bIBAlOT HA TO 4YTO CAaMyIO PaHHIOKI (a3y neueHOYHOU 3HuEedasno-
DaTHU XapakTepu3yeT MeTaboimyeckasi akTHBALMSA ACTPOLMTOB C KOTOPOM BEPOATHO CIENyeT
CBA3BIBATH OTCYTCTBHE POCTAa YPOBHSI aMMHAKa B TOJIOBHOM MO3Ty HECMOTPS Ha €ro O4Y€Hb 3Ha-
YHTEJIbHOE YBEIMYEeHHE B KPoBH. B manpHei (aze npouecca OHM 3BOJIOMOHMAPYIOT K JETeHEPAHH
aCTPOLMTOB COCTABJISIONIEH XapaKTEPHBI 37€MEHT HEBPONATOJOTHYECKOH KapTHHBI NPOrPECCH-
pyroleil meveHoyHo# sHuedanonaTum.
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Multiple neoplasms of the nervous tissue produced in rats with ethyl-
nitrosourea (ENU) have been observed in nearly all experimental ani-
mal series. Besides macro- and microtumors also the early neoplastic
proliferations (ENP) are included into the groups of neoplastic foci: all
of them are considered consecutive stages of tumor development (Koest-
ner et al. 1971). The coexistent meoplastic foci in various locations of
the central and peripheral nervous system prompt us to compare their
developmental stage and histology with the aim to find some relation-
ship at the same or at the different sites of the nervous system.

MATERIAL AND METHOD

The investigated tissues originated from 20 non-inbred Wistar rats
(12 females, 8 males) selected from an experimental series of 38 off-
spring rats with singular neoplasms of the nervous system, the mothers
of which had been iv. injected with ENU solution 80 mg/kg b.wt. on
the 15'" day of pregnancy. ENU was freshly prepared by solution in
0.9 NaCl adjusted with 1%a NaH,PO, to pH 4.2—4.4. Dead or decapitated
animals were subjected to complete necropsy. Four frontal slices of the
brain, slices of the altered spinal cord and of other organs were fixed
in 10 formalin and embedded in paraffin. The tissue sections were
stained with HE and additionally according to the Kliiver-Barrera, Grid-
ley and Cajal method. Some paraffin sections were treated for visualiza-
tion of glial fibrillary acid protein (GFAP) and S 100 protein according
to Avidin-Biotin-Complex method (Hsu et al. 1981).

RESULTS

The material was divided into 3 groups depending on the tumors
localization (Tables 1—3). .
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- Group A consisted of multiple neoplastic foci located exclusively in
the brain (4 animals). All rats were decapitated. Altogether 7 macro-,
8 microtumors and 3 ENP were microscopically observed. Most com-
monly affected area was the subcortical white matter, next the peri-
ventricular area (4x) and hippocampal gyrus (4x). Foci in the upper
layers of the cortex were observed 4 times (Fig. 1). Oligodendrogliomas,
particularly isomorphic ones, were most frequent among macro- and
microtumors whereas the ratio of isomorphic to anaplastic forms was
9:2. Two tumors were classified as anaplastic gliomas, another two as
* mixed astrocytomas — oligodendrogliomas differing by the degree of
anaplasia.

The separate foci numbered from two in one hemisphere to six in-
dependent foci of various size in both hemispheres. In all cases at least
one focus was isomorphic oligodendroglioma. A case presenting many
different histological neoplastic foci revealed an anaplastic glioma in
the centrum semiovale (Fig. 2a) associated with isomorphic oligodendro-
glioma infiltration in the subcortical white matter and pyriform cortex
of the same hemisphere (Fig. 2b) and two neoplastic foci in the contrala-
teral one: oligodendroglioma of caudatum and mixed glioma of the I—
III layer of the entorrhinal cortex adjacent to the meningeal infiltra-
tion (Fig. 2c).

Another case exhibited unilaterally two oligodendrogliomas of corpus
callosum and dorsal parts of hippocampal gyri (Fig. 3 a) and a periven-
tricular anaplastic glioma (Fig. 3b), whereas basal ganglia of the con-
tralateral hemisphere were affected by a mixed anaplastic glioma, part-
ly with a multitude of thin-walled sinusoid angiomatous vessels (Fig.
3c), and partly with mesodermal proliferation (Fig. 3d). Besides, a well
delimited isomorphic oligodendroglioma was found.

In group A coexistent tumors of other organs were: sarcoma of the
jaw, a mammary tumor and an abdpminal one; the size of the latter
was 7 X 7 X 7 cm. It was encapsulated and connected with destroyed
sacral bone. It was diagnosed as anaplastic neurinoma with dispersed
ganglion cells.

Group B comprised multiple nedplasms of the brain and spinal cord
in 9 animals. All animals of this group, as in the previous one were
decapitated. Spinal neoplasms varied in size from ENP to tumors in-
volving all the length of the spinal cord, frequently as a “Stift Gliom”,
without preferential site in the particular segment of the cord. Histo-
logically the tumors were either “pure” oligodendrogliomas which dis-
played various degrees of anaplasia, or in some parts exhibited features
of mixed glioma or were totally anaplastic gliomas (Figs 4a, 4b). Ma-
crotumors (11 foci) and microtumors (8) were the most common cerebral
foci present in this animal group (Table 2). Early neoplastic prolifera-
tions were noticed 5 times (Fig. 5). Independently of the type and size
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Table 1. Type and localization of cerebral neoplastic foci in rats of group A
Tabela 1. Rodzaj i lokalizacja ognisk nowotworowych w mézgach szczuréw grupy A

Case
number ENP Microtumors Macrotumors
Numer Mikroguzy Makroguzy
przypadku
i — Oligodendroglioma isomorph. Oligodendroglioma anapl.
subcortical white matter periventricular + hippocam-
istota biala podkorowa pus
przykomorowo + z. hipo-
kampa
2. - Astrocytoma—oligodendroglioma Oligodendroglioma isomorph.
I-IV cortical layers periventricular + caudatum
I-1V warstwa kory przykomorowo -+ j. ogcniaste
Oligodendroglioma isomorph. Glioma anapl.
subcortical white matter white matter
istota biala podkorowa istota biata
Oligodendroglioma isomorph. —
3 I cortical layer subcortical white matter
I warstwa kory istota biala podkorowa
Oligodendroglioma isomorph.
corpus callosum - I-III cortical layer
spoidio wielkie I-IIT warstwa kory
Oligodendroglioma isomorph.
cortex periventricular 4 caudatum
kora przykomorowo -+ j. ogoniaste
4. — Oligodendroglioma isomorph. Astrocytoma-oligodendroglio-

hippocampus -+ corpus callosum

z. hipokampa + spoidto wiel-
kie

Oligodendroglioma isomorph.

corpus callosum

spoidlo wielkie

ma anapl.
caudatum
j. ogoniaste
Glioma anapl.
periventricular
przykomorowo
Oligodendroglioma isomorph.
subcortical white matter
istota biata podkorowa
Oligodendroglioma anapl.

- corpus geniculatum laterale

cialo kolankowate boczne

of the neoplasms, their localization was mostly periventricular, then
in the dorsal part of the hippocampal gyrus and in subcortical white
matter. The majority of macro- and microtumors was made up of
oligodendrogliomas (13) among which there were also anaplastic ones
(4). Mixed astrocytoma-oligodendrogliomas (5) included one anaplastic
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Table 2. Type and localization of cerebral and’spinal neoplastic foci in rats of group B

Tabela 2. Rodzaj i lokalizacja ognisk nowotworowych w moézgach i rdzeniach szczuréw grupy B

Case number Cerebral ENP Cerebral microtumors Cerebral macrotumors Spinal tumors
Numer ENP moézgu Mikroguzy moézgu Makroguzy mézgu Guzy rdzenia
przypadku
13 - Astrocytoma-oligodendroglioma Oligodendroglioma isomorph. ENP
periventricular subcortical white matter lumbar
przykomorowo istota biala podkorowa odc. ledzwiowy
Glioma Oligodendroglioma isomorph.
periventricular subcortical white matter
przykomorowo istota biala podkorowa
2 hippocampus Oligodendroglioma isomorph. Astrocytoma-oligodendroglioma anapl. Astrocytoma-oligodendroglioma
z. hipokampa hippocampus corpus geniculatum lat. cervical-thoracic

caudatum
j. ogoniaste

z. hipokampa

cialo kolankowate boczne

Astrocytoma-oligodendroglioma
periventricular
przykomorowo

Oligodendroglioma anapl.
hemisphere
poéikula

Oligodendroglioma anapl.
periventricular
przykomorowo

Oligodendroglioma isomorph.
hippocampus
z. hipokampa
Oligodendroglioma isomorph.
hippocampus

nitp://rcin.o tipokdmpa

odc. szyjno-piersiowy

Oligodendroglioma

cervical

odc. szyjny
Oligodendroglioma isomorph.
thoracic-lumbar

odc. piersiowo-lgdzwiowy

Oligodendroglioma polymorph
lumbar
odc. ledzwiowy
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area preoptica
pole przedwzro-
kowe

subependymal
podwyscidtkowo

cortex
kora

Oligodendroglioma isomorph.

hippocampus
z. hipokampa

Astrocytoma-oligodendroglioma
caudatum

j. ogoniaste
Oligodendroglioma isomorph.
hypothalamus

podwzgbrze

Oligodendroglioma isomorph.

striatum
prazkowie

Oligodendroglioma isomorph.
subcortical white matter
istota biala podkorowa

Oligodendroglioma polymorph,
periventricular
przykomorowo

Oligodendroglioma anapl.

lateral ventricles + fissura longit.
komory boczne + szczelina podt.

Astrocytoma-oligodendroglioma

cortex
kora

Glioma anapl.
cervical-lumbar
odc. szyjno-piersiowy

Oligodendroglioma anapl.
thoracic-lumbar
odc. szyjno-lgdzwiowy

Astrocytoma-oligodendroglioma
medulla oblongata
rdzen przedluzony

Oligodendroglioma isomorph.
transitional in glioma anapl.
cervical-thoracic

odc. szyjno-piersiowy
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Table 3. Type and localization of cerebral and intracranial neoplastic foci in rats of group C

Tabela 3. Rodzaj i lokalizacja ognisk nowotworowych w mozgach i czaszkach szczuréw grupy C '

Cerebral microtumors
Mikroguzy moézgu

Cerebral macrotumors
Makroguzy moézgu

Intracranial tumors
Guzy $rodczaszkowe

Case number Cerebral ENP
Numer ENP moézgu
przypadku
A -
2 —
3. subependymal
podwysciotkowo
4. commisura ant.

spoidio przed.

Oligodendroglioma isomorph.
n. amygdale

j. migdalowate
Oligodendroglioma isomorph.
hippocampus -+ white matter
z. hipokampa -} istota biala
Oligodendroglioma isomorph.
periventricular
przykomorowo
Oligondroglioma anapl.
caudatum

j. ogoniaste

Oligodendroglioma isomorph.
hippocampus
z. hipokampa

Oligodendroglioma isomorph.
hemisphere

poéikula ;
Oligodendroglioma isomorph.
hemisphere

potkula

Oligodendroglioma isomorph.
hippocampus

z. hipokampa
Oligodendroglioma isomorph.
hippocampus

z. hipokampa
Oligodendroglioma isomorph.
subcortical white matter
istota biala podkorowa
Oligodendroglioma anapl.
hippocampus

z. hipokampa
Oligodendroglioma isomorph.
caudatum

j. ogoniaste
Oligodendroglioma polymorph.

http://rcin .Si‘;gggfular + hippocampus

rowo + z. hipokampa

Neurinoma anapl.

nerve V + Gasser ganglion
nerw V -+ zwoj Gassera
Unclassified

cranial base, cerebellum
podstawa czaszki, mozdzek
Neurinoma anapl.

nerve V + Gasser ganglion
nerw V -+ zwéj Gassera

Neurinoma anapl.
nerve V + Gasser ganglion
nerw V -+ zw0j Gassera

Neurinoma anapl.
nerve V + Gasser ganglion
nerw V + zwdj Gassera

Neurinoma anapl.

nerve V + Gasser ganglion
nerw V -+ zw6j Gassera
Neurinoma anapl.

nerve V - Gasser ganglion
nerw V + zwdéj Gassera
Neurinoma anapl.
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Fig. 1.

Rye. 1. Grupa A, przyp. 3. Ognisko ENP w I warstwie kory. HE. Pow. 100 X
X 100 »

Fig. 2. Group Ay case 2. a) Anaplastic glioma in white matter. HE. X 400;
b) Isomorphic microoligodendroglioma in subcortical white matter. HE. X 100;
¢) Mixed glial microtumor in cortical layers I—III. HE. X 100
Ryc. 2. Grupa A, przyp. 2. a) Anaplastyczny glejak w istocie bialej. HE. Pow.
400 X; b) Izomorficzny mikroskapodrzewiak w istocie biatej podkorowej. HE.
Pow. 100 X; c¢) Mieszany mikroglejak w I—III warstwie kory. HE. Pow. 100 X
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Fig. 3. Group A, case 4. a) Isomorphic microoligodendroglioma in hippocampus.
HE. X 200; b) Anaplastic periventricular glioma, mitosis (arrow) in center. Kli-
ver-Barrera. X 400; ¢) Anaplastic mixed glioma, abnormal vessels in caudatum.
HE. X 200; d) Other part of the same tumor with proliferating mesodermal cells.
HE. X 200
Ryc. 3. Grupa A, przyp. 4. a) Izomorficzny mikroskapodrzewiak zakretu hi-
pokampa. HE. Pow. 200 X; b) Anaplastyczny glejak przykomorowy, widoczna mi-
toza (strzatka). Kliiver-Barrera. Pow. 400 X; c) Amaplastyczny glejak mieszany
z licznymi nieprawidlowymi naczyniami w jadrze ogoniastym. HE. Pow. 200 X;
d) Inna cze$é tego samego ogniska z obfitym rozplemem komérek mezodermalnych.
HE. Pow. 200 X
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Fig. 4. Group B, case 4. a) Isomorphic oligodendroglioma of th-ou‘acic-lumbar
spinal segments. HE. X 60; b) HE. X 400

Ryc. 4. Grupa B, przyp. 4. a) Izomorficzny skgpodrzewiak rdzenia odcinka
piersiowo-ledzwiowego. HE. Pow. 60 X; b) HE. Pow. 400 X

tumor. Among microtumors there was one glioma. Two animals re-
vealed simultaneous single cerebral and spinal cord growths. In the
first case the histological type of the tumors was the same except a high-
er degree of anaplasia of the oligodendroglial spinal tumor. Neoplastic
cells were scattered inside the cerebral ventricles and in the meninges.
In the second case the isomorphic oligodendroglioma of the hippocampus
was associated with a well-circumscribed mixed anaplastic glioma of the
spinal cord (Fig. 6 abc). Other animals of this group presented single
spinal cord tumors, but multiple neoplastic involvement of the brain.
Separate foci of cerebral oligodendrogliomas developed in two animals,
whereas the degree of anaplasia of their spinal cord counterparts differ-
ed greatly: in one case anaplastic cerebral tumors were accompanied by
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X200

Ryc. 5. Grupa B, przyp. 3. Ognisko ENP w jadrze ogoniastym. HE. Pow.
200 X

an isomorphic spinal oligodendroglioma, in the other isomorphic hippo-
campal oligodendrogliomas and a polymorphic periventricular one co-
existed with polymorphic spinal cord oligodendroglioma (Fig. 7 abc). The
brains of the remaining rats (5) showed multiple cerebral foci which
varied histologically. In each case, beside 1 or 2 oligodendrogliomas there
were separate foci of mixed gliomas (astrocytoma-oligodendroglioma).
Spinal cord tumors were either oligodendrogliomas (3) of low or high
degree of differentiation or mixed gliomas similar to cerebral neoplasms
(2). A single ENP in the fasciculus lateralis contacted the meninges.

The GFAP reaction performed in 3 cases was negative in oligoden-
droglioma cells, while a positive reaction was observed in stellate cells
with branching processes scattered through the focus as well as in the
narrow zone of surrounding tissue (Fig. 8a). GFAP positive reaction
was also visible in cells with scarce processes in the subependymal ENP
and microtumors. Short GFAP positive cellular processes were visualis~
ed under the adjacent ependymal layer (Fig. 8 bc). The reaction for
S 100 protein coincided with the GFAP pattern but its intensity and
extention were greater in the reactive astrocytes in the surrounding zo-
ne of mervous tissue (Fig. 9 abed). The pattern of GFAP and S 100
protein in oligodendrogliomas of the brain and spinal cord was identic-
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Fig. 6. Group B, case 6. a) Isomorphic microoligodendroglioma in hippocampal
gyrus. HE. X 400; b) Tumor of cervico-lumbar segments; involvement of central
region except ventral parts of anterior horns. HE. X 25; ¢) Anaplastic glioma of
spinal cord. HE. X 400
Ryc. 6. Grupa B, przyp. 6. a) Mikroognisko izomorficznego skapodrzewiaka
w zakrecie hipokampa. HE. Pow. 400 X; b) Guz rdzenia odcinka szyjno-ledzwio-
wego; zaoszczgdzone brzuszne cze$ci rogow przednich. HE. Pow. 2,5 X; c¢) Ana-
plastyczny glejak rdzenia. HE. Pow. 400 X
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& 5

Fig. 7. Group B, case 5. @) Two tumors in hippocampal gyri and one peri-
ventricular. HE; b) Isomorphic oligodendroglioma of hippocampus. HE. X 400;
¢) Polymorphic oligodendroglioma of spinal cord. HE. X 400
Ryc. 7. Grupa B, przyp. 5. a) Dwa ogniska w zakretach hipokampa i ognisko
przykomorowe. HE. Pow. lupowe; b) Izomorficzny skapodrzewiak zakretu hipo-
kampa. HE. Pow. 400 X; c¢) Polimorficzny skapodrzewiak rdzenia. HE. Pow.

400 X ;
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Fig. 8. Group B, case 1. a) GFAP reaction positive only in the stellate cells
in isomorphic oligodendroglioma of white matter. X 200; b) Periventricular mixed
microglioma. HE. X 200; ¢) GFAP reaction positive in neoplastic cells with and
without processes in mixed periventricular microglioma. X 200
Ryc. 8. Grupa B, przyp. 1. a) Dodatni odczyn GFAP wylacznie w gwiazdzi-
stych komérkach w izomorficznym skgpodrzewiaku istoty bialej. Pow. 200 X;
b) Mieszany mikroglejak przykomorowy. HE. Pow. 200 X; c¢) Dodatni odczyn
GFAP w wypustkach i bezwypustkowych komoérkach mieszanego glejaka przyko-
morowego. Pow. 200 X
-

9 — Neuropatologia Polska 3/85
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Fig. 9. Group B, case 9. a) Negative GFAP reaction in microoligodendroglioma
of striatum. X 200; b) Positive S 100 reaction in astrocytes around microoligo-
dendroglioma of striatum. X 200; c¢) Moderate GFAP reaction in cells of peri-
ventricular ENP. X 200; d) Positive S 100 reaction in astrocytes around periven-
tricular ENP. X 200
Ryc. 9. Grupa B, przyp. 9. a) Ujemny odczyn GFAP w mikroskgpodrzewiaku
prazkowia. Pow. 200 X; b) Dodatni odczyn S 100 w astrocytach woko6l mikro-
ogniska skgpodrzewiaka w prazkowiu. Pow. 200 X; c¢) Stabo dodatni odczyn GFAP
w komoérkach przykomorowego ENP. Pow. 200 X; d) Dodatni odczyn S 100 w as-
trocytach woko6t przykomorowego ENP. Pow. 200 X

http://rcin.org.pl



ENU-induced CSN tumors 403

%
- .

Fig. 10. Group B, case 8. Anaplastic lumbar neurinoma from abdominal ca-
vity. Focus of well preserved ganglion cells. HE. X 400
Ryc. 10. Grupa B, przyp. 8. Anaplastyczny nerwiak jamy brzusznej wycho-
dzacy z okolicy ledZwiowej. Grupa dobrze zachowanych komoérek zwojowych. HE.
Pow. 400 X

al. The reaction for GFAP in anaplastic gliomas of the spinal cord was
positive in the groups and foci of cells and also in single dispersed cells
with poorly developed processes as well as in peripheral reactive astro-
cytes. The localization of the reaction for S 100 protein in the tumor
cells and reactive cells was similar but its intensity less pronounced.

The coincident neoplasms of other organs in the animal group B
were: kidney tumor (not examined) and an abdominal cystic tumor,
which filled the whole abdomen. It had a granular surface, and was
attached to the lumbar vertebral region. It was diagnosed as an ana-
plastic neurinoma with scattered ganglion cells (Fig. 10).

Group C consisted of 7 rats with cerebral neoplasms associated with
intracranial tumors. The majority of rats died, their average survival
time was 261 days. Altogether there were 6 macro-, 5 microtumors and
2 ENP in the cerebral hemispheres. All intracranial tumors (13) were
oligodendrogliomas, mainly isomorphic (10) localized in one or both he-
mispheres (Fig. 11 abc). Some tumors were multifocal, unilateral. Pre-
vailing were hippocampal micro- and macrotumors also symmetrical,
which spread towards the basal ganglia or cerebral cortex. Isomorphic
oligodendrogliomas (10) were observed as both micro- and macrotumors.
In the large foci there often appeared sinusoidal vessels or mesodermal
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Fig. 11. Group C, case 3. a) Periventricular ENP and subependymal microtu-
mor. HE. X 60; b) Subependymal microoligodendroglioma. HE. X 400; c¢) Isomor-
phic microoligodendroglioma in white matter and ventral hippocampus. Some neu-
rons still preserved. Kliiver-Barrera. X 200
Ryc. 11. Grupa C, przyp. 3. a) Ognisko ENP i podwysciotkowy mikroguz
w $cianach komory bocznej. HE. Pow. 60 X; b) Podwysciotkowy mikroskgpodrze-
wiak. HE. Pow. 400 X; c¢) Izomorficzny mikroskapodrzewiak w istocie bialej
i brzusznej cze$ci zakretu hipokampa. Widoczne komoérki nerwowe zakretu. Kli-
ver-Barrera. Pow. 200 X

Fig. 12. Group C, case. 6. Anaplastic neurinoma of trigeminal nerve with in-
volvement of ganglion cells. Kliiver-Barrera. X 400

Ryc. 12. Grupa C, przyp. 6. Anaplastyczny nerwiak n. tréjdzielnego z widocz-
nymi komoérkami zwojowymi. Kliiver-Barrera. Pow. 400 X
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proliferation. Vascularization of small oligodendroglial foci was as a rule
poor. In six cases intracranial neurinomas were encountered including
a bilateral one. They always contained nests of ganglion cells, their lo-
calization was that of the trigeminal ganglion. All the tumors were ana-
plastic densely cellular with hyperchromatic nuclei and with vast ne-
crotic foci (Fig. 12). In the last case the neoplasm remained unclassified;
it overgrew olfactory bulbs, infiltrated the meninges and molecular la-
yer of cerebellar cortex.

Two rats presented neoplasms of other organs: sarcoma of the va-
gina and fibrosarcoma of the auricular area.

DISCUSSION

It has been proved on extensive material that in experimental con-
ditions identical to ours, but in other strains of rats, multiple neoplasms
of the nervous tissue are frequently observed (Ivankovic, Druckrey 1968;
Druckrey et al. 1970 b) sometimes even in 84% of rats bearing tumors
of the central nervous system (Jénisch et al. 1972). Wechsler et al. (1969)
express the opinion that the multifocal growth is more common that
the singular one. In the presented material the plurality of tumors is
likely a consequence of a high dose of the injected carcinogen. The
simple relationship between the dose and number of tumors was esta-
blished during perinatal investigations (Druckrey et al. 1970 a; Swen-
berg et al. 1972). The strain susceptibility of Wistar rats toward ENU
is poorly known since data cover mainly the BD IX strain (Druckrey
et al. 1970 b), Spraque-Dawley and Fisher rats (Koestner et al. 1971;
Swenberg et al. 1972), less often hooded rats (Jénisch et al. 1972) and
WAG (Bosch 1977). Schreiber et al. (1974) stated that it is easier to
induce in the Wistar rat tumors of the peripheral than of the central
nervous system. Development of multiple tumors is also strictly con-
nected with timing of the ENU action which is most efficient in the
last prenatal and first postnatal week of life resulting in a high per-
cent of meoplasms in the group and a multitude of tumors in the
individual animal (Druckrey et al. 1970 a; Bosch 1977). According to
my own evaluation (Table 4) the subcortical white matter, hippocampal
gyrus and subependymal periventricular zone around the lateral ven-
tricles are the privileged locations of micro- and macrotumors. Locali-
zation of ENP varied. Our results concerning the localization confirm
the data of other authors, though some of their investigations demon-
strate another order of the three privileged areas. In etiopathological ar-
guments particular significance is ascribed to periventricular ENP in
the subependymal layer which either initiates polymorphic periventri-
cular gliomas or their cells migrate to the subcortical white matter
(Lantos 1972, 1977; Lantos, Cox 1976; Schiffer et al. 1978; Lantos, Pil-
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Table 4. Number of macro- and microtumors in particular brain structures
Tabela 4. Liczba makro- i miokrguzow w poszczegélnych strukturach mézgu

Localization Macrotumors Microtumors Total
Lokalizacja Makroguzy Mikroguzy Razem
Number of tumors 26 21 47
Liczba guzbéw
White matter 5 4 9
Istota biala
Hippocampus i) 3 10
Z. hipokampa :
Periventricular 4 3 7
Przykomorowo
Periventricular + hippocampus 2 - 2
Przykomorowo -+ z. hipokampa
Periventricular 4 caudatum 1 1 2
Przykomorowo + j. ogoniaste
Caudatum 2 2 4
j. ogoniaste :
Cortex 1 2 3
Kora
Others . 6 4 10
Inne

kington 1979; Pilkington, Lantos 1979). The susceptibility of the hippo-
campal gyrus to neoplastic proliferation was also linked with the dif-
ferent chemical properties of the area (Ivankovic, Druckrey 1968). Glio-
mas of the spinal cord included in group B do not show any preferent-
ial site though other authors regard the lower cervical and upper lum-
bar segments as the most frequent abode of spinal tumors (Kleihues et
al. 1976).

Localization of the tumors from cranial nerves associated with brain
tumors of group C endorses the earlier opinion that tumors of the tri-
geminal nerve and its ganglion are the commonest among cranial nerve
tumors induced with ENU (Ivankovic et al. 1966; Wechsler et al. 1969;
Koestner et al.-1971; Kleihues et al. 1976).

The majority of cerebral neoplastic foci consist of oligodendroglio-
mas, both well and poorly differentiated, depending in part on the size
of the tumor (Tables 1—3). Microtumors particularly show a direct
relationship of size with the type and degree of differentiation as well
as tumor localization. Microtumors in the white matter and hyppocamp-
al gyrus are isomorphic oligodendrogliomas, periventricular ones are
mixed gliomas populated by cells of the astrocytic and oligodendroglial
line. In caudatum, striatum and cortex both types of tumors are found.
Only one microoligodendroglioma showed anaplastic features. The high
degree of differentiation and the isomorphism of oligodendroglioma mi-
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crotumors induced with ENU has already been stressed (Ziilch, Men- "
nel 1971; Swenberg et al. 1972; Stavrou, Haglid 1973, Bosch 1977; Schif-
fer et al. 1978).

Other types of microgliomas called here mixed gliomas appear main-
ly in the periventricular region and, according to Pilkington and Lantos

(1979), they are formed of a mixture of cellular components of the

subependymal layer, glioblasts and differentiating glial cells with high
mitotic index in various proportions, this resulting in marked poly-
morphism and malignancy. The difference between microtumors of iso-
morphic oligodendroglioma type and mixed gliomas is confirmed by an.
additional factor, i.e. the GFAP reaction, negative in the former and
positive in the latter, similar to that in human brain tumors (Deck et
al. 1978; van der Meulen et al. 1978).

Correlation of localization with histology in macrotumors is more
difficult to establish. Results demonstrated in Tables 1, 2, 3 concerning
in particular isomorphic oligodendrogliomas, indicate their prevalence
in the subcortical white matter and hippocampus, also symmetrically,
like in microtumors of the same nature. Anaplastic macrooligodendro-
gliomas are much more frequent than those in the form of microtu-
mors. The view represented by Koestner et al. (1971) that during pro-

- gression of the growth the tumors become anaplastic seems only partly

justified because there exist also large oligodendrogliomas without ana-
plastic features which affect hippocampal regions and large areas of
the brain. Mixed astrocytoma-oligodendrogliomas are present in the
same number and localization as their analogical microtumors, while
anaplastic tumors are more often encountered.

The limited histological variety of induced tumors, both cerebral
and spinal, and particularly the lack of ependymomas which are 10
percent in Ziilch and Mennel’s statistics (1971), should be stressed, ana-
plastic ependymomas being the most common spinal growths (Koestner
et al. 1971). The question arises whether the uniform histological pattern
of tumors in the spinal and cerebral tissue (Table 2) is not due to meta-
static spread. The possibility of a metastatic process is demonstrated by
case 3, group A in which minute neoplastic foci were found in atypical
sites in the upper cortical layers adjacent to meninges infiltrated by
neoplastic cells like those observed by Jénisch and Schreiber (1969).
A separate problem is the coexistence of neoplastic foci in various sta-
ges of proliferation. Koestner et al. (1971) suggested that this phenome-
non is due either to.a different onset of meoplastic process or to the
various growth rates of separate foci. Our material favors such con-
clusions but we may also suspect other mechanism which allow the on-
set of cellular proliferation of cells of the same type, but at different
times, exemplified by the concomitance of micro- and macro-oligoden-
drogliomas. The monotony of the histological pattern in all observed
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tumors confirms once more that, in the given experimental conditions,
only the target cells undergo proliferation leading to a similar type of
cerebral and spinal growths. Of special interest is in this context, group
C, in which six intracranial tumors are anaplastic neurinomas, while
all the cerebral tumors are oligodendrogliomas. The almost exclusive
development of anaplastic neurinomas from the trigeminal nerve and
its ganglion and their coexistence with cerebral and spinal tumors due
to ENU is well known (Wechsler et al. 1969; Koestner et al. 1971) but :
their joint appearance with oligodendrogliomas only, has not been ob-
served as yet and thus might be of etiopathological value.

The author wishes to express her gratitude to dr R. Maunoury, Centre Hos-
pitalier Sainte-Anne, Laboratoire d’Anatomie Pathologique, Paris, for advice and
help in immunohistochemical investigations.

MNOGIE NOWOTWORY TKANKI NERWOWEJ SZCZURA
WYWOLANE ETYLONITROZOMOCZNIKIEM

Streszczenie

Ocena morfologiczna ukladu nerwowego wykazala w 20 przypadkach, wybra-
nych z wiekszej serii szczuréw, mnogie nowotwory tkanki nerwowej u potomstwa
samic po jednorazowym wstrzyknigciu dozylnym etylonitrozomocznika (80 mg/kg
wagi ciala) w 15 dniu cigzy. Badania mialy za zadanie ustalenie obrazu histolo-
gicznego i stopnia zr6znicowania poszczegélnych ognisk nowotworowych. Nowo-
twory wystepowaly wieloogniskowo tylko w moézgu, w moézgu i rdzeniu kregowym
oraz w mézgu i nn. trojdzielnych. Ogniska te mialy postaé wczesnej proliferacji
nowotworowej (ENP) oraz mikro- i makroguzow. W oérodkowym ukladzie ner-
wowym obserwowano tylko dwa typy nowotworow: skgpodrzewiaki i gwiazdzia-
ko-skapodrzewiaki; pierwsze przewazaly liczebnie. Zjawisko anaplazji wystepowalo
glownie w makroguzach. Typ nowotworu w znacznej mierze zalezal od lokaliza-
cji. Zalezno$¢ ta uwidoczniala sie przede wszystkim w mikroguzach. Skgpodrze-
wiaki byly najliczniejsze w podkorowej istocie bialej, natomiast gwiazdziako-skg-
podrzewiaki wystepowaly gloéwnie przykomorowo. Guzy nerwéw czaszkowych byly
wylgcznie anaplastycznymi nerwiakami i towarzyszyly jedynie skgpodrzewiakom
moézgu. Nie stwierdzono zalezno$ci obrazu histologicznego ani stopnia zréznicowa-
nia miedzy guzami moézgu i rdzenia, chociaz wiekszo$¢ tych ostatnich stanowily
réwniez skapodrzewiaki.

MHOX>ECTBEHHBIE OITYXOJIX HEPBHOM TKAHU KPBLICHI BEI3BAHHBIE
STUJIHUTPO30MOYEBUHOMN

Pesome

Mopdonornyeckas ouenka HepBHOM CHCTEMBI 06Hapyxkuia B 20 cay4asx BEIGpaHHBIX U3 60Jb-
IIei CepHHM KPbIC MHOXKECTBEHHBIE OIYXOJIM HEPBHOM TKAaHH y MOTOMCTBA CaMOK IOCNe Pa30BOK
BHYTPHBEHHOM MHBEKLMH 3THIHATPO30MO4YeBHHEI (80 Mr/kr Beca Tena) Ha 15 quio GepeMEeHHOCTH.
Llensio uccnenoBanuit G6UI0 ONpeeieHHe THCTONOTHYECKOM KapTHHEI ¥ CTeneHn aubdepenmanun
OTJENbHLIX ONYXOJIEBBIX 04aroB. OmyXxoyiM BHICTYNAM MHOTOOYaroBO TOJILKO B TOJIOBHOM MO3Ty
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B TOJIOBHOM MO3Ty B B CIIMHHOM MO3TY a TakXke B I'OJIOBHOM MO3TY M B TPOMHHYHBIX HEpBaX. DTH
ovarn nmenu hopMy panHe# omyxosieBoit npoymdepauun (ENP) a Takke MUKPO- H MaKPOOIyXO-~
Jielt. B neHTpanpHOM HEPBHOW CHCTEMe aBTOP Habioaana TOJBKO [ABa THNA ONMyXOJEH: OJHrONeH-
APOTMOMBI H ACTPOLMTOMO-OJIMIOAEHAPOTTHOMBI: I€PBLIC HMEJIH YHCJIEHHBIA nepesec. SIBleHue
aHAIIA3MH BRICTYNAJIO TJIaBHBIM 00pa30M B MakpoomyXoJisiX. THII ONyXoJid B 3HAYHTENBHOM Mepe
3aBHCEJT OT JIOKATHM3AIMH. DTa 3aBHCHMOCTH OOHApYXMBAJach NMPEXIE BCETO B MHKPOOMYXOJIAX.
OymrogeHaporiMOMbl OblTM HauboJiee MHOTOYMCIIEHHBI B IOJKOPKOBOM 6€OM BEImECTBE 3aTO
aACTPOLMTOMO-OJIATONEHAPOTIMOMBI BBICTYNAM TJIABHBIM 00pa3oM mpmxenyao4koBo. Omnyxoam
YEPENHBIX HEPBOB ObLIM MCKITIOYUTEIHHO aHAIIACTHYECKHMHA HEBPOMAMM M CONYTCTBOBAJIH TOJBLKO
XJIMTOZICHAPOTIAOMAaM TOJIOBHOIO Mo3ra. He KOHCTaTHpOBAaHO 3aBHCHMOCTH THCTOJIOrHYECKOM
OapTHHBI HU cTeneHu TuddepeHmEanuy MeXIy OMyXOJIsSMH IOJIOBHOTO MO3ra M COMHHOTO MO3ra
KOTSi GONBIUMHCTBO 3THX NOCIHEOHHX COCTAaBJISUIM TAKXKE OJIATOICHIPOTTHOMEI.
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LOKALIZACJA SYNTETAZY GLUTAMINOWEJ
W ASTROCYTACH IN VITRO

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Swoiste markery komoérkowe, w tym takze astrocytarne, sa obecnie
powszechnie stosowane do identyfikacji komoérek w warunkach hodowli
in vitro i w badaniach nad rozwojem i roéznicowaniem tkanek ukltadu
nerwowego. Coraz czeSciej mysli sie takze o ich stosowaniu przy cha-
rakterystyce astrocytow w stanach patologicznych. Jednym z takich
markeréow jest syntetaza glutaminowa (ligaza L-glutaminian:amoniak
(ADP) — E.C. 6.3.1.2), kluczowy enzym malej puli glutaminianowej, ka-
talizujacy amidacje glutaminianu do glutaminy.

Martinez-Hernandez i wsp. (1977) zlokalizowali syntetaze glutamino-
wg w komérkach glejowych moézgu dorostego szczura, a nastepnie No-

* renberg i Martinez-Hernandez (1979) wykazali jej wystepowanie wy-
fgcznie w astrocytach. Wyniki ostatnich badan Hallermayera i Ham-
prechta (1984) wskazujg na znaczng przydatno$¢ immunocytochemicznej
lokalizacji syntetazy w badaniach nad heterogennoscig komoérek w pier-
wotnych hodowlach z mézgu. Réznice w wystepowaniu syntetazy gluta-
minowej w poszczegblnych typach astrogleju (Schousboe, Divac 1979;
Petel i wsp. 1983), zréznicowanie lokalizacji w warunkach in vivo i in
vitro, a takze przydatno$¢ modelu hodowli tkankowej w badaniach pro-
cesow patologicznych uzasadniaja przeprowadzenie badan lokalizacji en-
zymu w warunkach in wvitro.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie swoistosci i zastosowanie do
odczynu histochemicznego surowicy odpornosciowej przeciwko synteta-
zie glutaminowej, otrzymanej w naszym laboratorium.

MATERIAL I METODY

Otrzymywanie surowicy odpornosciowej. Kroliki al-
binotyczne, samce, uodporniano wielokrotnie, w tygodniowych odste-
pach, handlowym preparatem syntetazy glutaminowej z mozgu owcy
(Sigma, L-glutamine synthetase type III, 182 units/mg). Kroliki otrzy-
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mywaly podskérne iniekcje 0,1 mg enzymu rozpuszczonego w PBS o pH
7,4, zemulgowanego z réwna obojetoscig pelnego adjuwantu Freunda (Dif-
co). Przed rozpoczeciem wstrzykiwania od wszystkich krolikow pobie-
rano krew w celu skontrolowania surowicy na obecno$¢ ewentualnych
nieswoistych przeciwcial (préba 0). Po kilkakrotnym podaniu syntetazy,
od krolikow pobierano co tydzien krew z zyly usznej brzeznej; suro-
wice przechowywano w —20°C.

Immunodyfuzja (ID). Odeczyn podwoéjnej immunodyfuzji wy-
konywano wedlug rutynowej metody Ouchterlony’ego, uzywajac 1%
agar (Special Agar Noble, Difco), w buforze fosforanowym, pH 7,2.
Plytki agarowe z pasmami precypitacyjnymi ptukano w kilku zmianach
PBS i w wodzie destylowanej, suszono i barwiono w czerni amidowej
10B. Syntetaze glutaminowsg rozpuszczano w PBS i stosowano w steze-
niach 20, 10, 5, 2,5 i 1,25 mg/ml. Wyciag z moézgu szczura przygotowano
na drodze wirowania przy 40 000 g przez 1 godzine pelnego homogenatu
zawierajacego 1%/ Triton X-100 (Sigma).

Hodowle. Hodowle organotypowe z moézdzku l-dniowych mnowo-
rodkow szczurzych zakladano i prowadzono wedlug metody opisanej
przez Krasnickg i Mossakowskiego (1965). Szkietka z hodowlami plukano
trzykrotnie w cieplym PBS (37°C), suszono, utrwalano w zimnym
(—20°C) acetonie przez 4 min i przechowywano w —20°C.

Immunofluorescencja (IF). Stosowano odczyn immunofluo-
rescencji posredniej, przy uzyciu kroliczej surowicy odpornosciowej
przeciwko syntetazie glutaminowej w rozcienczeniu 1:10 jako pierwszej
warstwy i surowicy koziej przeciwko gammaglobulinom-kréliczym, kon-
jugowanej z izotiocjanianem fluoresceiny (Biomed, Warszawa), w roz-
cienczeniu 1:10 — jako drugiej warstwy. Odczynnik fluorescencyjny
absorbowano polimerem z gammaglobulin ludzkich i pudrem acetono-
wym z watréb mysich. Szczegély metody opisano uprzednio (Wein-
rauder, Krajewski 1979).

WYNIKI

Z czterech uodpornianych krolikow (1 padl przed zakonczeniem cy-
klu szczepien) tylko dwa (nr 116 i 119) wytworzyly przeciwciala precy-
pitujace, dajgce widoczng reakcje w odczynie ID z syntetazg w steze-
niu 10 mg/ml (ryc. 1). Reakcja byla dodatnia z antygenem w stezeniach
20, 10 i 5 mg/ml, przy uzyciu wiekszych rozcienczen reakcji nie uzy-
skiwano. Obie surowice reagowaly takze z wyciggiem z moézgu szczura,
a otrzymane linie precypitacyjne dawaly reakcje calkowitej identycz-
nosci (ryc. 2). Wynik ten wskazuje na identyczno$¢ antygenowsg synte-
tazy glutaminowej z mozgu owcy i szczura, a pojedyncze pasmo w re-
akeji z pelnym wyciggiem z mozgu jest potwierdzeniem wysokiej swoi-
stosci i monowalentnosci otrzymanej surowicy odpornosciowej.
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Ryc. 1. Odczyn ID. Reakcja surowic odpornosciowych z syntetazg glutamino-
wg (5 mg/ml) — otwoér srodkowy. a, b, e, f, — surowice odpornosciowe od 4 Kkro6-
likow. ¢, d — otwory puste
Fig. 1. ID test. Reaction of immune sera with glutamine synthetase (5 mg/ml) —
central well. a, b, e, f — immune sera from 4 rabbits. ¢, d — empty wells

Ryc. 2. Odczyn ID. a — wycigg z mozgu szczura, b — syntetaza glutaminowa
(20 mg/ml), ¢ — wyciagg z moézgu szczura, d — surowica przeciwko syntetazie
glutaminowej, e — surowica przeciwko wyciggowi z moézgu szczura, absorbowana

homogenatami z watroby, sledziony i nerki
Fig. 2. ID test. a — rat brain extract, b — glutamine synthetase (20 mg/ml),

¢ — rat brain extract, d — anti glutamine synthetase serum, e — immune serum
against rat brain extract after absorption with homogenates of liver, spleen and
kidneys
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Ryc. 3. Trzytygodniowa hodowla z moézdzku noworodka szczura. Reakcja IF
z surowicg przeciwko syntetazie glutaminowej (1:10). Grupa komoérek z silnie do-
datnig fluorescencjg w cytoplazmie. Pow. 600 X
Fig. 3. Three-week culture of newborn rat cerebellum. IF reaction with anti
glutamine synthetase serum (1:10). Group of cells with strong fluorescence in
cytoplasm.” < 600

Ryec. 4. Trzytygodniowa hodowla moézdzku. Reakcja IF z surowicg przeciwko
syntetazie. Widoczna pojedyncza komorka z bardzo silnym, homogennym sSwiece-
niem cytoplazmy i z ujemnymi wypustkami. Pow. 600 X
Fig. 4. Three-week culture of cerebellum. IF reaction with anti glutamine
synthetase serum. (1 : 10). Single cell with very strong and homogeneous fluorescence
in the cytoplasm and with negative processes. X 600
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W odezynie IF, w trzytygodniowych hodowlach z moézdzku stwier-
dzono wystepowanie dodatnich komorek. Odczyn byl zlokalizowany
w cytoplazmie, miat charakter ziarnisty lub dyfuzyjny (w komoérkach
z najsilniejszym S$wieceniem), wypustki komoérkowe byly slabo zazna-
czone (ryc. 3). Zwracaly uwage réznice intensywno$ci odezynu. Spoty-
kano ugrupowania komoérek o réznym masileniu Swiecenia, a takze po-
iedyncze astrocyty z bardzo intensywnym odczynem w cytoplazmie, le-
zgce wsrod komorek z odezynem znacznie slabszym lub negatywnym
(ryc. 4).

OMOWIENIE

Uodporniajgc kroliki handlowym preparatem syntetazy glutaminowej
z moézgu owcey, uzyskano wysoce swoistg surowice precypitujgcy, aktyw-
ng takze w odczynie immumofluorescencji. Odezyn immunodyfuzji wy-
kazal identycznos¢ antygenows enzymu z moézgu owcy i szczura. Wynik
ten jest zgodny z danymi uzyskanymi przez Martineza-Hernandeza
i wsp. (1977) i wskazuje na brak swoistosci gatunkowej syntetazy glu-
taminowej, co takze sugeruja w swojej pracy Hallermayer i Hamprecht
(1984). Prac, dotyczacych analizy immumochemicznej stosowanych su-
rowic odpornosciowych, w dostepnym piSmiennictwie nie znaleziono.
Mozna jedynie, na podstawie danych roéznych autorow postugujacych sie
metodami immunohistochemicznymi, przypuszcza¢, ze syntetaza glutami-
nowa podobnie jak GFAP (glial fibrillary acidic protein) — inny uzna-
ny marker astrocytow — nie wykazuje swoistosci gatunkowej. Jest to
oczywiscie korzystne z punktu widzenia zastosowania tego enzymu jako
markera w badaniach nad tkankg nerwowsg réznych gatunkow zwierzat
i czlowieka.

Za pomocg immunofluorescencji zlokalizowano syntetaze glutamino-
wg w komorkach z mozdzku noworodka szczura, rosngcych 3 tygodnie
in vitro. Intensywne $wiecenie obserwowano w cytoplazmie; wypustki
wykazywaly reakcje znaeznie stabszg lub ujemns.

Syntetaze zlokalizowano immunocytochemicznie w astrocytach moéz-
gu dorostego szczura (Norenberg, Martinez-Hernandez 1979) oraz w pier-
wotnych hodowlach z moézgu myszy (Hallermayer, Hamprecht 1984).
W astrocytach hodowanych, a pochodzacych z mézgu szczura, oznaczano
poziom tego enzymu metodami biochemicznymi (Schousboe i wsp. 1977;
Schousboe, Divac 1979). Schousboe i wsp. (1980) stwierdzili, ze enzym
wykazuje podobny wzorzec rozwojowy in vivo i in witro, czym roézni
sie od pozostalych enzyméw metabolizujgcych glutaminian. Aktywnosé
syntetazy oznaczana w trzytygodniowych hodowlach osiaga wyzszy po-
ziom niz aktywnos$¢ mierzona in wvivo. Mozna zatem wnioskowaé po-
$rednio, ze intensywna fluorescencja w astrocytach organotypowej ho-
dowli mézdzku, stwierdzona w niniejszej pracy, stanowi odbicie wyso-
kiej aktywnosci enzymu w warunkach in vitro. Porownawczych badan
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enzymatycznej aktywnosci syntetazy i immunohistochemicznie wykry-
wanego antygenu w hodowli nie prowadzono. Jedyne dane, ustalajace
ilosciowg korelacje miedzy tymi warto$ciami i liczbg komorek glejo-
wych, pochodzg z prac wykonanych na siatkowce (Moscona i wsp. 1972;
Linser, Moscona 1981). Nie wnikajgc blizej w te zaleznosSci nalezy
stwierdzi¢, ze syntetaza glutaminowa, coraz szerzej stosowana w bada-
niach neurobiologicznych, jest dobrym markerem astrocytow, a jak
o tym $wiadczg badania m. in. Hallermayera i Hamprechta (1984) mar-
kerem subpopulacji tych komoérek stanowigcych morfologiczne podloze
,maltej puli glutaminianowej”. Wykorzystanie immunohistochemicznej
lokalizacji syntetazy w badaniach nad kompartmentalizacja komorkows
enzymu (Linser i wsp. 1984) i w charakterystyce biologicznej astrocy-
tow patologicznie zmienionych (Mossakowski, Weinrauder 1984) otwiera
szersze perspektywy zastosowania tego enzymu jako swoistego mar-
kera.

JIOKAJIMBALIUA T'JIOTAMUHCHUHTETA3BI B KYJIbTUBUPYEMBIX ACTPOLIUT AX

Pesrome

B pa6oTe onucaHbl METO/IbI MOJIyYEHNS] HMMYHHOU CBIBODOTKH, COIEPKAIIECH aHTHTENA K IJIIO-
TAMAHCHHTETA3€, U €€ HCIOJIb30BaHWe B peakudsx uMMmyHomabdysmu (ID) m mmmyrodmroopec-
enmau (IF). Tloka3aHa MOHOBAJIEHTHOCTh M BBICOKAasl COEHM(BHYHOCTH TIONYYCHHOH HMMMYHHOH!
BIBOPOTKH. Pe3yIbTaThl OMBITOB, BEIIONHEHHLIX MeTomoM ID, yka3bIBalOT Ha aHTUTEHHYIO HICH-
THYHOCTHh TJIIOTAMHHCHHTETa3bl MO3ra KPbHICHI M OBLBL IIpH HCCIENOBAHHM KyJBTYP MO3XKEYKa
HOBOPOXXICHHBIX KpPbIC (TPH HEAENH in vitro) BbIABIICHA MHTeHCHBHas peakuust IF B muromnaszme
CaCTpPOILMTOB, YTO YKa3blBAET HA COXPAaHHOCTb AHTHTEHHOM (POPMBI IIIOTAMMHCHHTETa3bl B €THX
UKJIETKaX OpH UTHTEIGHOM KYyJIbTHBHPOBAHHH.

LOCALIZATION OF GLUTAMINE SYNTHETASE IN ASTROCYTES
IN VITRO

Summary

The method of production of anti-glutamine synthetase serum and its appli-
cation in immunodiffusion (ID) and immunofluorescence (IF) tests is described.
Evidence for the high specificity and monovalency of the serum is presented.
The results of ID test are indicative of the antigenic identity of sheep and rat
brain synthetase. Strong IF reaction in the cytoplasm of a 3-week culture of
newborn rat cerebellum confirms the presence of the antigenic form of the
enzyme also in astrocytes cultured in vitro.
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POZIOM KWASU GAMMA-AMINOMASEOWEGO (GABA)
I KWASU HOMOWANILINOWEGO (HVA) W PLYNIE
MOZGOWO-RDZENIOWYM CHORYCH Z PADACZKA
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Procesy prowadzgce do wystgpienia napadow drgawkowych i me-
chanizm dzialan przeciwpadaczkowych sg powszechnie wigzane z dzia-
laniem takich neuroprzekaznikéw, jak acetylocholina, glicyna, GABA,
kwasy dwukarboksylowe i serotonina (Meldrum 1978). Przyjmuje sig
przy tym, ze uklad GABAergiczny odgrywa istotng role w patogenezie
padaczki (Kelly, Beart 1975). Badania doswiadczalne potwierdzaja, ze
w ogniskach padaczkowych dochodzi do obnizenia poziomu GABA (Sei-
del i wsp. 1981). Natomiast wyniki badan stezenia GABA w wycinkach
ognisk padaczkowych pobranych w czasie zabiegéw chirurgicznych u lu-
dzi sg zroznicowane. Yamamoto i wsp. (1961) oraz van Gelder i wsp.
(1972) zanotowali obnizenie zawartosci GABA, podczas gdy Perry i wsp.
(1975) mie uzyskali istotnych zmian poziomu neuroprzekaznika. Rozbiez-
nosci uzyskanych wynikow tlumaczono wplywem innych ukladéw neu-
roprzekaznikowych na proces powstawania napadow drgawkowych.

Rola ukladu dopaminergicznego w patogenezie padaczki jest stosun-
kowo mato poznana zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat. U czlowieka dane
dotycza gléwnie drgawkorodnego dzialania lekow, ktorych punktem
uchwytu farmakologicznego sg aminy biogenne (Jeri 1957, Steward
1957). W padaczce doswiadczalnej potwierdzono wplyw niektorych lekow
na poziom GABA i dopaminy oraz jej metabolitu HVA (Horton i wsp.
1977, Anlezark i wsp. 1978). Wyniki badan sugerujg ponadto, ze istota
czarna, struktura zwigzana z funkcjg ukladu dopaminergicznego i GA-
BAergicznego, stanowi znaczgcy oSrodek dzialania przeciwdrgawkowego
zaleznego od GABA (Iadarola, Gale 1982). Na poziom neuroprzekazni-
kéw wplywa szereg lekow, rodzaj pozywienia, wysilek fizyczny. Steze-
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nie neuroprzekaznikow podlega rowniez wahaniom dobowym, a wedlug
niektérych autorow zalezne jest rowniez od plei i wieku chorych (Jo-
hansson, Roos 1967; Gottfries i wsp. 1971; Manyam, Hare 1983). Obser-
wacje ma zwierzetach wykazaly roéznice w stezeniach amin katecholo-
wych w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN) w zaleznosci od czasu
badania po wystgpieniu nmapadu (Kohsaka i wsp. 1978).

Znany jest poglad, ze jakkolwiek poziom GABA i HVA, ktéry moze
stanowi¢ wykladnik ukladu dopaminergicznego, w plynie mozgowo-rdze-
niowym (m—rdz) nie odzwierciedlajg ich stezen w poszczegélnych struk-
turach OUN, stanowig jednak cenng informacje o zawartosci tych sub-
stancji w OUN w warunkach obserwacji klinicznej chorego (Garelis,
Sourkes 1974; Bohlen i wsp. 1979; Manyam, Hare 1983). Celem szersze-
go poznania roli ukladu GABAergicznego i dopaminergicznego w pato-
genezie napadow padaczkowych postanowiono okreslic poziom GABA
i HVA w plynie m-rdz chorych z padaczkg w zaleznosci od plci, wieku,
rodzaju napadow i ich czestotliwosci, czasu trwania choroby, czasu wy-
konania badania po ostatnim napadzie oraz zastosowanego leczenia.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono u 44 chorych w wieku od 17 do 72 lat
(Srednia wieku 34,9). W grupie tej bylo 34 mezczyzn i 10 kobiet. Wszys-
cy chorzy przebywali w Klinice Neurologicznej II Wydzialu Lekarskie-
go AM w Warszawie, gdzie przeprowadzono badania neurologiczne, in-
ternistyczne, rutynowe testy laboratoryjne (m. in. morfologia z rozma-
zem, liczba plytek krwi, proby watrobowe, poziom cukru i mocznika
w surowicy krwi, badanie ogélne moczu), badanie plynu m-rdz oraz
badania elektroencefalograficzne, w wybranych przypadkach réwniez po
aktywacji. U wszystkich chorych wykonano ponadto badania psycholo-
giczne. W trakcie obserwacji 20 chorym nie podawano zadnych lekéw
przeciwpadaczkowych. Pozostali pacjenci przyjmowali leki przeciw-
drgawkowe: luminal i mizodin (7 chorych) oraz hydantoinal, hydantoinal
i amizepin, mizodin i amizepin, clonazepam i hydantoinal, hydantoinal
i amizepin, mizodin i amizepin — w mniej liczebnych 5 grupach. Wszy-
scy chorzy przyjmujacy leki przeciwdrgawkowe otrzymywali dodatkowe
witamine Bg.

Material podzielono na grupy wedlug plci, wieku, charakteru napa-
doéw, czestosci ich wystepowania, czasu trwania choroby, czasu badania
plynu m-rdz od ostatniego napadu i zastosowanych lekéw przeciw-
drgawkowych. Grupe kontrolng stanowilo 11 oséb w wieku od 19 do
26 lat ($rednia wieku 22 lata), ktore pozostawaly w obserwacji szpital-
nej. W grupie tej bylo 8 mezezyzn i 3 kobiety.

Plyn m-rdz pobierano z naklucia ledzwiowego w pozycji lezgcej na
boku, zawsze w godzinach rannych (pomigdzy 10—I11). Oznaczenia bio-
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chemiczne wykonano z pierwszych 10 ml plynu. Dla oznaczen poziomu
GABA i HVA natychmiast po pobraniu plyn zamrazano w mieszaninie
suchego lodu z metanolem, a nastepnie poddawano procesowi liofilizacji.

Oznaczanie poziomu GABA wykonano metodg Love i wsp. (1958)
w modyfikacji Suttona i Simmondsa (1974). Liofilizat z 1 ml plynu m-rdz
uzupelniano do objetosci 1 ml roztworem 0,01 mol/l NH,Cl. Pobierano
200 pl ptynu i dodawano 20 pl 10% roztworu kwasu tréjchlorooctowego
(TCA). Wytrgcone bialko usuwano przez wirowanie w temperaturze
+4°C przy 900 g przez 20 minut. Otrzymany nadsgcz inkubowano przez
30 minut w temperaturze 60°C po dodaniu 20 ul 50 mmol/l kwasu glu-
taminowego i 200 pl 14 mmol/l ninhydryny. Nastepnie dodawano 5 ml
odczynnika miedziowego (winian miedziowy z weglanem sodu). Fluo-
rescencje odczytywano w spektrofluorymetrze Aminco-Bowmana przy
dlugosciach fal 380—450 nm.

Oznaczanie poziomu GABA wykonano metodg Love i wsp. (1958)
diniusa (1965) w modyfikacji Farleya i wsp. (1977). Zliofilizowany ma-
terial otrzymany z 1 ml plynu m-rdz rozpuszczano w 0,3 ml 0,05 mol/l
buforu Trizma, pH 8,5. Dodawano 1 ml 0,4 mol/l kwasu nadchlorowego
(PCA) z cysteing (150 ml PCA + 25 mg cysteiny + 0,4 g KCI). Wy-
trzgsano 15 sekund w wytrzgsarce, a nastepnie recznie przez 5 minut.
Osad- odwirowywano w temperaturze +4°C przy 3600 g przez 10 mi-
nut. Do nadsgczu dodawano 4 ml octanu butylu oraz kilka krysztalkéw
KCl. Wytrzagsano dwukrotnie po 1 minucie. Do 3,5 ml fazy organicznej.
dodawano 1,2 ml 0,05 mol/l buforu Trizma, pH 8,5 i wytrzgsano przez
1,5 minuty. Odrzucano faze z octanem butylu, a faze wodng w objetosci
1 ml uzupelniano o 0,1 ml 0,05 mol/l buforu Trizma, pH 8,5, 0,1 ml
2 mol/l NH4OH, 50 pl K3 [Fe(CNg)], a po 4 minutach 50 pl 1% cysteiny.
Rownoczeénie do kazdej serii badan wykonano krzywa standardowg oraz
oznaczono kontrolnie standard wewnetrzny i slepg probe. Wyniki od-
czytywano przy uzyciu spektrofluorymetru Aminco-Bowmana przy diu-
gosciach fal 318 i 420 nm. :

Poziom GABA i HVA obliczano w nmol/l. Otrzymane wyniki anali-
zowano statystycznie przy zastosowaniu testu t Studenta oraz testu
Dixona.

WYNIKI

Wyniki badan klinicznych

U 20 chorych nie ustalono przyczyny napadéw padaczkowych. W 12
przypadkach przyczyng napadéw byly przebyte urazy czaszkowo-moz-
gowe, w 4 przypadkach — przebyte urazy okoloporodowe, w 6 —
prawdopodobnie przewlekly alkoholizm i w 2 przypadkach — choroby
naczyniowe mozgu. U zadnego.z badanych chorych nie stwierdzono istot-
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nych odchylen w stanie internistycznym i neurologicznym. Natomiast
u 4 oséb obserwowano przejSciowe objawy neurotoksycznego dzialania
lekéw przeciwpadaczkowych pod postacig zespolu mézdzkowego. Wyniki
badan biochemicznych plynu m-rdz tych chorych nie wykorzystano do
obliczen statystycznych. Wyniki rutynowych badan laboratoryjnych oraz
badanie plynu m-rdz nie wykazaly istotnych zmian.

Pierwotnie uogélnione maksymalne napady wystepowaly w 27 przy-
padkach, napady cze$ciowe — u 2 chorych, u 15 pacjentow — mapady
czeSciowe wtornie uogoélnione. U 16 chorych napady wystepowaly od
roku, u 8 — od 2 lat, u 5 — od 5 lat, u pozostalych chorych — wigcej
niz 5 lat. Napady bardzo czeste (od kilku dziennie do 1 w tygodniu)
wystepowaly u 8 osob, napady czeste (rzadziej niz jeden napad w ty-
godniu, do jednego w miesigcu) u 12 pacjentéow. U pozostalych 24 cho-
rych napady wystepowaly rzadko (mniej niz 1 mnapad drgawkowy
w miesigcu). W wywiadzie u 2 chorych stwierdzono wystgpowanie na-
padow gromadnych, a u 1 stan padaczkowy.

Wyniki badan biochemicznych

Wyniki badania zawartosci GABA i HVA w plynie m-rdz u badanej
populacji oraz w zaleznosci od plci zawarto w tabeli 1. U wszystkich
chorych z padaczky stwierdzono znamienne statystycznie obnizenie po-
ziomu GABA o 32,4%. U mezczyzn spadek ten wynosit 34%, a u kobiet
27,4%, przy czym nie uzyskano znaczgcych réznic miedzy grupa kobiet
i grupg mezczyzn. Poziom HVA nie wykazywal istotnych réznic zalez-
nych od plci w poréwnaniu z grupg kontrolng. W calym materiale
stwierdzono przyrost HVA o 17,6%, w grupie mezczyzn — o 19,3%,
w grupie kobiet — o 9,2%.

Poziomy GABA i HVA w poszczegolnych grupach wieku zestawiono
w tabeli 2. Analiza statystyczna nie wykazala istotnych roznic w zawar-
tosci GABA i HVA w plynie m-rdz chorych z padaczkg pomiedzy po-
szczegblnymi grupami pacjentow. '

Ocene zaleznosci pomiedzy stezeniem GABA i HVA a rodzajem mna-
padow drgawkowych przedstawiono w tabeli 3. W poréwnaniu z kon-
trolg znamienne obnizenie poziomu GABA (o 33,5%) stwierdzono w gru-
pie chorych z pierwotnie uogélnionymi maksymalnymi napadami padacz-
kowymi oraz w grupie chorych z czesciowymi, wtérnie uogélnionymi
napadami (o 33,2%). Obnizenia poziomu GABA u pacjentéw z czeScio-
wymi napadami nie analizowano statystycznie. Ocena statystyczna ste-
zen GABA w grupie chorych z maksymalnymi pierwotnie uogélnionymi
napadami i grupie z czeSciowymi wtoérnie uogélnionymi napadami nie
wykazala istotnych réznic.

Przyrost stezenia HVA o 19,8% w grupie chorych z napadami ma-
ksymalnymi pierwotnie uogélnionymi oraz o 35% u chorych z mapada-
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Tabela 1. Poziom GABA i HVA (n. mole/l), w plyrie m6zgowo-rdzeniowym chorych na padaczke
w zaleznoéci od plei

Table 1. Sex depending differences of GABA and HVA levels (nmoles/l) in cerebrospinal fluid of
epileptic patients

n GABA Pk Pb n HVA Pk Pb

Mezczyzni

i kobiety

Men and

women

Kontrola 10 236,74+ 6,9 — - 9 299,5440,1 — -
Control :

Chorzy na

padaczke 38 159,94 84 <0,001 - 38 352,2423,6 >0,05 -
Epileptic

patients

Mezczyzni

Men

Kontrola 7 238,54 6,5 - — 6 302,74+ 4,7 — -
Control

Chorzy 30 157,3+ 9,7 <0,001 >0,05 30 361,04+29,1 >0,05 >0,05
Patients :

Kobiety

Women

Kontrola 3 232,84 7,7 - - 3 292,9+84,6 — -
Control

Chore 8 169,0+16,1 <0,001 >0,05 8 319,8433,0 >0,05 >0,05
Patients

px — prawdopodobiefistwo migdzy badanymi grupami i grupa kontrolna obliczone wedlug testu
t Studenta.
probability between control and groups of epileptic patients calculated according to t Student’s
test. .

Po — prawdopodobiefistwo migdzy badanymi grupami chorych.
probability between the groups of patients.

n — liczba chorych.

number of patients.

mi czeSciowymi wtérnie uogoélnionymi nie wykazal znamiennosci sta-
tystycznej w stosunku do normy. Nie stwierdzono réwniez istotnych
réznic pomiedzy obu wyzej wymienionymi grupami pacjentow.
Poréwnanie poziomu GABA i HVA w plynie m-rdz w zalezno$ci od
czasu trwania choroby zawarto w tabeli 4. Znaczace obnizenie poziomu
GABA w poréwnaniu do kontroli stwierdzono we wszystkich badanych
grupach, przy czym przy chorobie trwajacej do roku o 33,5%, do
2 lat — o 36,6%, do 5 lat — o 25,1% oraz powyzej 5 lat o 31,5%.
Poziom HVA w poréwnaniu z grupa kontrolng wykazywal przyrost
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Tabela 2. Poziom GABA i HVA (nmole/1) w plynie mézgowo-rdzeniowym chorych na padaczke
w zalezno$ci od wieku

Table 2. Age depending differences in GABA and HVA levels (nmoles/1) in cerebrospinal fluid of
epileptic patients

Wiek (lata)
n GABA HVA
Age (years) v P ™
17-30 22 150,94 9,5 p>0,05 26 322,44-29,6 p>0,05
31-50 6 160,04-26,3 p>0,05 4 436,8+89,0 p>0,05
51-60 5 185,4+32,6 p>005 5 325,84+65,4 p>0,05
powyzej 60 3 132,1431,5 p>0,05 3 313,74+92,9 p>0,05

above

Objasnienia jak w tabeli 1.
Explanations as in Table 1.

Tabela 3. Poziom GABA i HVA (nmole/1) w plynie m6zgowo-rdzeniowym chorych na padaczke
w zaleznoéci od rodzaju napadoéw

Table 3. GABA and HVA levels (nmoles/1) in cerebrospinal fluid of epileptic patients depending
on the character of seizures ;

Rodzaj
napadow
Charastic n ‘GABA Pk Pb n HVA Px Pb

of seizure

Kontrola 10  236,746,9 9 299,5+40,1

Control

Pierwotnie

uogOlnione,

maksymalne 24 157449,7 <0,0001 >0,05 22 358,8433,0 >0,05 >0,05
Maximal

primary

generalized

Czgsciowe,

wtornie

uogolnione 12 158,1+4,5 <0,001 >0,05 14  309,9+428 >0,05 >0,05
Partial,

secondary

generalized

Czesciowe 2 100,4+5.4 - - 2 323,1+47,5 - —
Partial

Objaénienia jak w tabeli 1.
Explanations as in Table 1.

0 31,3% u chorych z czasem trwania padaczki do 1 roku, do 2 lat —
0 24% do 5 lat — o 15% i powyzej 5 lat — 12,8%, przy czym réznice
byly statystycznie nieznamienne zaréwno w stosunku do normy, jak
i pomiedzy poszczegélnymi grupami chorych.

Poziom GABA i HVA w plynie m-rdz chorych w zaleznosci od cze-
stosci napadéw zestawiono w tabeli 5. Znamienne obnizenie poziomu
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Tabela 4. Poziom GABA i HVA (nmole/1) w plynie mézgowo-rdzeniowym chorych na padaczke
w zaleznoéci od czasu trwania choroby

Table 4. GABA and HVA levels (nmoles/1) in cerebrospinal fluid of epileptic patients depending
on the disease duration

Czas trwania

choroby
Duration of ™ GABA Pk Pb n HVA Pk Pb

of disease

Kontrola 10 236,74 6,9 9 299,5+40,1

Control

Do 1 roku 14 157,4+20,5 <0,001 >0,05 11 39344412 >0,05 >0,05
To 1 year

Do 2 lat 6 150,04-16,9 <0,001 >0,05 8 371,4+62,7 >005 >0,05
To 2 yrs

Do 5 lat 3 177,2429,9 <0,001 >0,05 5 34454978 >0,05 >0,05
To 5 yrs

Powyzej

5 lat 15 162,24+12,3 <0,000 >0,05 14 337,9463,7 >005 >0,05
Above 5 yrs

Objasnienia jak w tabeli 1.
Explanations as in Table 1.

GABA o 29,2% w poréwnaniu z kontrolg uzyskano u chorych z napa-
dami wystepujacymi rzadko i o 32,5% w grupie pacjentéw z napadami
bardzo czestymi. Nie stwierdzono istotnych roéznic statystycznych miedzy
grupami chorych o réznej czestotliwosci napadow padaczkowych. Poziom
HVA w tych samych grupach chorych nie roéznil si¢ znamiennie od
wartosci uzyskanych w grupie kontrolnej. U chorych z napadami wy-
stepujacymi rzadko przyrost poziomu HVA wynosil 22,1%, u chorych
z napadami czestymi 28,8%, a w grupie chorych z mapadami bardzo
czestymi byl on obnizony o 21,8%. Roéznica stezen HVA miedzy grupag
chorych z napadami czestymi i bardzo czestymi byla statystycznie zna-
mienna. Natomiast nie stwierdzono istotnych roéznic pomiedzy grupg
chorych z napadami wystepujgcymi rzadko a grupa chorych z napada-
mi czestymi i bardzo czestymi.

Zawartos¢ GABA i HVA w plynie m-rdz w zaleznosci od odstepu
czasu pomiedzy ostatnim napadem i wykonanym badaniem zestawiono
w tabeli- 6. We wszystkich grupach stwierdzono znamiennie obnizony
poziom GABA w poréwmnaniu z kontrolg: w pierwszym dniu po ostatnim
napadzie o 31,0%, miedzy 2 a 7 dniem — o 23,8, miedzy 8 a 30 dniem
o 36,3% i po wiecej niz 30 dniach od ostatniego napadu o 39,6%. Nie
stwierdzono znamiennos$ei réznic miedzy poszczegélnymi grupami cho-
rych z padaczka. Statystyczna ocena roznic stezen HVA w poréwnaniu
z grupg kontrolng po 1 dniu od:ostatniego napadu wykazala niezna-
mienny przyrost o 3,1% i po 2—7 dniach przyrost o 24,9%. Istotny
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Tabela 5. Poziom GABA i HVA (nmole/1) w plynie m6ézgowo-rdzeniowym chorych na padaczke
w zaleznoéci od czestoéci napadoéw

Table 5. GABA and HVA levels (nmoles/1) in cerebrospinal fluid of epileptic patients depending
on frequency of seizures

Czgstosé
napadéw
Frequency
of seizures

Kontrola 10 236,7+ 6,9 9 299,5440,1

Control

Rzadkie 19 167,7+12,0 <0,001 >0,05 18  365,9+53,0 >0,05 >0,05
Rare

Czgste 9 159,8+17,9 <0,001 >0,05 12 385,7+338 >0,05 <0,05
Frequent

Bardzo czgste 8  147,0429,0 <0,001 >0,05 8 23414325 >0,05 <0,05
Very frequent

Objasnienia jak w tabeli 1.
Explanations as in Table 1.

Tabela 6. Poziom GABA i HVA (nmole/1) w plynie mézgowo-rdzeniowym chorych na padaczke
w zaleznosci od odstepu czasu pomiedzy ostatnim napadem i wykonaniem badania
Table 6. GABA and HVA levels in cerebrospinal fluid of epileptic patients depending on the time
interval between last fit and CSF examination (nmoles/1)

Odstep czasu
A VA
Time interval s b Px P 5 o Px "

Kontrola 10 236,74+ 6,9 9 299,54-40,1
Control
Grupa A —
1 dzien 8 163,3420,0 <0,000 >0,05 9 3088+249 >0,05 <0,05C
Group A — 1 >0,05B, D
day

Grupa B — 7

dni 12 180,34-16,7 <0,001 >0,05 13 3741654 >0,05 >0,05
Group B — 7

days

Grupa C —
8-30 dni 12 150,74-154 <0,001 >0,05 11 402,24-30,5 <0,05 <0,05 A
Group C — >0,05 B, D
8-30 days
Grupa D — pow.
30 dni 6 1429498 <0,000 >005 6 347,3+81,3 >0,05 >0,05
Group D —
above 30 days

Objasnienia jak w tabeli 1.
Explanations as in Table 1.
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wzrost stezenia HVA o 34,2%0 stwierdzono po 8—30 dniach, a po okresie
dilzszym niz 30 dni nieznaczgcy przyrost o 15%. Uzyskano takze zna-
mienng réznice pozioméw HVA w plynie m-rdz od chorych badanych
po 1 dniu i w okresie 8—30 dni po ostatnim napadzie. Obliczenia staty-
styczne wynikéw w pozostalych grupach nie wykazaly miedzy nimi
istotnych roéznic.

Poziom GABA i HVA u chorych z padaczkg w zaleznosci od zasto-
sowanego leczenia przedstawiono w tabeli 7. Stwierdzono znamienne
obnizenie poziomu GABA w poréwnaniu z kontrolg u chorych nie leczo-
nych o 27,2%, a w grupie chorych przyjmujgcych leki o 37,3%, w tym
w grupie chorych otrzymujgcych luminal + mizodin o 38,1%, a u przyj-
mujgcych pozostale leki o 28,9%0. Nie zanotowano istotnych réznic w ste-
zeniu GABA pomiedzy grupami chorych nie leczonych i leczonych oraz
grupg przyjmujacg luminal + mizodin i grupg leczong innymi lekami
przeciwpadaczkowymi.

Tabela 7. Poziom GABA i HVA (nmole/l) w plynie mézgowo-rdzeniowym chorych na padaczke
w zaleznosci od zastosowanego leczenia
Table 7. Treatment depending differences in GABA and HVA levels (nmoles/1) in cerebrospinal
fluid of epileptic patients

Grupa chorych

Group of patients GABA Pk Po B HVA P Po
Kontrola 10 236,7+ 6,9 9 299,5440,1
Control
Nie leczeni 16 172,24-16,5 <0,001 >0,05 17 371,4+50,5 >0,05 >0,05
Non treated
Leczeni 23 148,54+ 9,5 <0,001 20 311,54-28,7 >0,05
Treated
Leczeni luminalem

i mizodinem 6 145,1+184 <0,001 6 410,4+31,3 >0,05

Treated with Lu-
minal and Mizodin
Przyjmujacy inne >0,05 <0,05
leki 17 168,14-16,2 <0,001 14 269,2+26,4 >0,05
Treated with other
drugs

Objaénienia jak w tabeli 1.
Explanations as in Table 1.

Przyrost poziomu HVA w stosunku do mormy w grupie chorych nie
leczonych o 24% i leczonych o 4% byt statystycznie nieznamienny, po-
dobnie jak przyrost w grupie przyjmujgcej luminal + mizodin o 37%
i w grupie chorych leczonych innymi lekami przeciwdrgawkowymi
o 10,1%. Réznica wynikoéw 2 ostatnich grup byla statystycznie zna-
mienna.
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OMOWIENIE

Ocena uzyskanych przez nas wynikéw musi by¢ bardzo ostrozna ze
wzgledu na wplyw wielu czynnik6w na uklad GABA- i dopaminergicz-
ny, jak réwniez ze wzgledu na malg liczebno$¢ niektorych grup chorych.
StaraliSmy sie zachowaé¢ stale warunki przy pobieraniu pitynu m-rdz,
jednakze ni zawsze bylo to mozliwe (np. wielogodzinne unieruchomie-
nie pacjenta przed nakluciem). Nie mozna ponadto wykluczy¢ niekon-
trolowanego przyjecia leku przez pacjenta, np. pochodnych kwasu ace-
tylosalicylowego, zmieniajacych stezenie HVA.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze poziom GABA u chorych
z padaczkg jest znamiennie obnizony o 32,4% w pordéwnaniu do ludzi
zdrowych, co jest zgodne z obserwacjami innych autorow (Tower 1976;
Meldrum 1978; Wood i wsp. 1979; Manyam i wsp. 1980). Nie stwierdzo-
no zalezno$ci pomiedzy stezeniem GABA a plcia i wiekiem chorych,
rodzajem i czestoscia napadow, czasem trwania choroby, okresem, jaki
uplyngl od ostatniego napadu do pobrania plynu m-rdz oraz podanych
lekéw. Obserwacje te moga sugerowac istotng role GABA w patogene-
zie padaczki i mozliwoéé istnienia stalego defektu ukladu GABA-ergicz-
nego u chorych z padaczka. Moze on mie¢ miejsce na réznych etapach
przemian neuroprzekaznika. Jak wynika z badan doswiadczalnych na
zwierzetach obnizenie zawartosci GABA w OUN moze by¢ wywolane
zahamowaniem jego syntezy na etapie katalizowanym przez dekarbo-
ksylaze glutaminianowg w tkance nerwowej i/lub glejowej (Haber i wsp.
1970; Wu, Roberts 1973). Zahamowanie syntezy GABA moze wystepo-
wa¢é réwniez przy obnizonym poziomie witaminy Bs (Tower 1969), czego
klinicznym dowodem bylo wystepowanie drgawek u  dzieci pozbawio-
nych w pozywieniu tej witaminy (Hunt i wsp. 1954). Brak witaminy
Bs ma takze znaczenie w procesie rozkladu GABA poprzez wplyw tej
witaminy na aktywno$¢ aminotransferazy 4-aminomaslan :2-oksogluta-
ran (Simler i wsp. 1973). Na podstawie badan plynu m-rdz w warun-
kach obserwacji klinicznej chorego trudno ustali¢ przyczyne obnizenia
poziomu GABA w moézgu, poniewaz na jego stezenie wplywajg réowniez
procesy zwigzane z uwalnianiem i transportem blonowym (Tower 1976).

Jak wykazaly nasze badania, podawanie lekéw przeciwpadaczkowych
nie zmienialo w sposob istotny poziomu GABA w plynie m-rdz. Wobec
stwierdzonego zwiekszenia puli GABA pod wplywem barbituranow
i benzdwuazepin (Ho 1980; Tapia 1980; Loeschner 1981), obserwacja ta
jest trudna do wytlumaczenia. Zdaniem Kuriyama i wsp. (1970) niski
poziom GABA w plynie m-rdz u chorych leczonych moze by¢ zwigza-
ny z lepsza utylizacjg i/lub obnizeniem transportu z plynu mledzyko-
morkowego do plynu m-rdz.

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono wyraznych réznic
w stezeniu HVA pomiedzy chorymi z padaczka i grupg kontrolng. Nie
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znaleziono réwniez istotnych zaleznosci pomiedzy poziomem HVA i sze-
regiem badanych parametréw Kklinicznych. Wyjatek stanowil znamien-
nie podwyzszony poziom tego metabolitu dopaminy u chorych, u kto-
rych badanie plynu wykonywano od 8 do 30 dnia po napadzie. Inter-
pretacja tego zjawiska®est trudna. Na podstawie badan Hadwick i wsp.
(1975) mozna przypuszcza¢, ze wynika ono z osiggniecia poziomu tera-
peutycznego lekéw w tym okresie. Za duzg chwiejnoscig stezenia HVA
w plynie m-rdz moze przemawia¢ przyrost tego zwigzku o 174,3%9 u 4
chorych, u ktérych obserwowano objawy przedawkowania lekow w po-
staci zespolu moézdzkowego. Ponadto stwierdzono znaczny przyrost HVA
u chorych leczonych luminalem i mizodinem.

Zanotowano réowniez w badanym materiale obnizenie poziomu HVA
u chorych z napadami bardzo czestymi w poréwnaniu do chorych z na-
padami czestymi. Obserwacja ta znajduje uzasadnienie w stwierdzonym
przez Coolsa i wsp. (1975) podwyzszeniu pogotowia drgawkowego w wy-
niku obnizenia poziomu dopaminy. Przedstawione w pracy obserwacje
wymagaja potwierdzenia na wiekszym materiale, przy czym niezbed-
nym warunkiem jest rygorystyczne przestrzeganie zasad metodologicz-
nych przy pobieraniu ptynu m-rdz.

WNIOSKI

1. U chorych z padaczky stwierdzono w plynie m-rdz znamienne
obnizenie poziomu GABA.

2. Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy obnizeniem stezenia GABA
a plcig i wiekiem chorych, charakterem i czestoscia wystepowania na-
padéw drgawkowych, czasem trwania choroby, okresem, jaki uplynatl
od ostatniego napadu do dnia badania oraz leczenia preparatami prze-
ciwdrgawkowymi.

3. Stezenie HVA w plynie m-rdz u chorych z padaczka moze ulega¢
zmianie w zaleznosci od czestosci napadow oraz okresu badania po ostat-
nim napadzie.

VPOBEHb T'AMMA-AMUHOMACJISIHO KUCJIOTHI (GABA) U T'OMOBAHUJIMHOBO
KMCJIOTBI (HVA) B CIIMHHOMO3I'OBOM KUJAKOCTHU V BOJIBHBIX SITUJIEIICUEN

Pe3ome

Llensio paGoTst 6but aramA3 poma GABA-3pradeckoii  1odaMaHIpraYeckoit cucTeM B ma-
TOreHE3e SMMICNTHYECKAX IPUIAIKOB HAa OCHOBAaHUH ONEHKH YpoBHSI GABA m HVA B cnHHHOMO3+
TOBOM JXHIKOCTH B 3aBHCAMOCTA OT IIOJIa BO3PAcTa POAa MPUNALKOB MX YaCTOTHI MPOJOKHTE b=
HOCTH OONE3HH BpeMeHH NPOBENCHHS HCCIEAOBAHMS IOCHE MOCIEOHEr0 NpPHNANKa M JIeYeHHS
GONMBHBIX JMAICICHEH.

Hccnenosanms Gbuma npoBesieHsl y 44 0ONMbHBIX 3nmiencuei B Bo3pacre ot 17 1o 72 aer B ToM
vucie 34 myxund u 10 xenmqua. Onpenenerre yposas GABA aBTOPbI IPOBOJWIHA CIIEKTPOGITIOOpO-
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MerpraeckaM MeTonoM (Love u cotp. 1958 B momudukauuu Cyrrena m Cammonsca 1974). Kou-
uenTpauuio HVA mccnemoBano fipum momoumu crexTpodmroopomMerprieckoro Merona Koppons
u Bepmurnyca (1965) B Mmomudukanum Papries u cotp. (1977). B couHHOMO3TOBOM KAIKOCTH 607b-
HBIX SNHUJIENICHEH KOHCTATHPOBAHO CTATHCTHYECKH NOOCTOBEpHOE CHIKeHHe ypoBHS GABA Ha
32,4% B comocTaBiieHHH C KOHTPOJIBHOU rpynmoii. ABTOpbI HE HAOIIOQAIH CYIIECTBEHHBIX Pa3HMIL
B KOHIEHTPALIMH 3TOTO HeponepeJaTInKa B 3aBHCHMOCTH OT IIp! IX KIIMHAYECKHX TIapaMeTPOB.
CratucTayecknif aHaMW3 rpynn GONMBHBIX 3MMIIENCHel moka3an 410 KoHueHTpauus HVA moxe
TOABEPraThCA A3MEHEHHSAM B 3aBHCHMOCTH OT YaCTOTHI MPHIAJKOB NEPHOAA MCCIENOBAHUS CITHH
HOMO3rOBOM XHAKOCTH MOC/IE MOCAeJHEro MpHNaaka W OT PoJa NMPHMEHEHHOTO JIeYeHHs.

GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID (GABA) AND HOMOVANILLIC ACID (HVA)
LEVELS IN CEREBROSPINAL FLUID OF EPILEPTIC PATIENTS

Summary

The aim in view was analysis of the role of the GABA-ergic and dopami-
nergic systems in the pathogenesis of epileptic seizures, based on the GABA and
HVA levels evaluation in the cerebrospinal fluid, in dependence on sex, age,
kind of seizures, their frequency, duration of the disease, time of examination
after the last seizure and treatment of epileptic patients.

Forty four patients with epilepsy, aged from 17 to 72 years, including 34 men
and 10 women were examined. GABA level was determined by the spectrofluori-
metric method (Love et al, 1958, in the modification of Sutton and Simmonds;
1974). HVA concentration was determined by the spectrofuorimetric method of
Corrodi and Werdinius (1965) in the modification of Farley et al. (1977). A stati-
stically significant depression of the GABA level by 32.4 percent was noted in
the cerebrospinal fluid of epileptic patients as compared with that in the control
group. No significant differences in the concentration of this neurotransmitter,
dependent on the clinical parametres adopted were observed. Statistical analysis
of the epileptic patients according to groups demonstrated that HVA concentra-
tion may change in dependence on the frequency of seizures, the time at which
the cerebrospinal fluid is examined after the last seizure and the kind of therapy
applied.
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ELZBIETA KIDA, KRYSTYNA RENKAWEK, MIECZYSEAW SMIALEK

ROZLEGLE USZKODZENIE STRUKTUR PNIA MOZGU
W PRZYPADKU OSTREJ POSTACI CHOROBY WILSONA

Zesp6tl Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
. Warszawa

Choroba Wilsona jest spowodowana nadmiernym gromadzeniem
w ustroju miedzi na skutek nieprawidlowej funkecji lizosoméw hepato-
cytow (Strickland i wsp. 1972; Sternlieb i wsp. 1973). Miedz z uszkodzo-
nych hepatocytéw jest uwalniana do krwiobiegu i wtérnie odkladana
w ukladzie nerwowym, nerkach, kostcu i rogowce (Dobyns i wsp. 1979).
Schorzenie cechuje réznorodnos$é obrazu klinicznego, od tzw. postaci pio-
runujacych, manifestujgcych sie objawami nieodwracalnej niedokrwi-
stosci hemolitycznej z uszkodzeniem watroby (Roche-Sicot, Benhamon
1977, Mc Cullough i wsp. 1983), do bardziej typowego, dlugotrwalego,
postepujacego procesu chorobowego, w ktéorym dochodzi do uszkodzenia
uktadu nerwowego (Strickland, Leu 1975; Dobyns i wsp. 1979). Obraz
zmian neuropatologicznych odpowiada zazwyczaj przebiegowi kliniczne-
mu choroby. Opisany przypadek ilustruje rzadko spotykany, ostry prze-
bieg choroby Wilsona u dorostej pacjentki z nasilonymi objawami neu-
rologicznymi, bez cech klinicznych marskosci watroby, ktory zakonczyt
sie niepomyslnie mimo leczenia penicylaming. W obrazie neuropatolo-
gicznym uderza rozleglo$¢ uszkodzen strukturalnych pomimo kroétkiego
okresu trwania choroby.

OPIS PRZYPADKU

Chora B. M., lat 24, zostala przyjeta do Kliniki Neurologicznej ZNK
II Wydzialu Lekarskiego w Warszawie w dniu 14.01. 1983 r. Pierwsze
objawy choroby w postaci drzenia lewej reki wystgpily w grudniu
1982 r. Stopniowo drzenie objelo obie konczyny gérne, nastepnie dolg-
czyly sie trudnosci w polykaniu oraz zaburzenia mowy. Poczgtkowo
pacjentka byla leczona ambulatoryjnie lekami psychotropowymi (thio-
ridazin, mirenil, amitryptylinum), co nasililo objawy neurologiczne. Do
czasu obecnego zachorowania byla zdrowa. Nikt w rodzinie chorej nie
mial podobnych objawoéow.
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Przy przyjeciu do oddzialu w stanie internistycznym nie stwierdzo-
no odchylen. Cisnienie tetnicze wynosilo 130/80 mm Hg. Watroba i Sle-
dziona nie byly powigkszone. Badaniem neurologicznym stwierdzono
zespol pozapiramidowo-moézdzkowy z obecnoscig ruchow mimowolnych
o typie drzenia parkinsonowskiego, pozycyjnego o charakterze trzepota-
nia skrzydel i drzenia zamiarowego, wzmozone napiecie miesniowe o ty-
pie plastycznym z objawem Stewarta-Holmesa. Lewy odruch skokowy
byt polikloniczny. Twarz chorej wykazywala nieznaczng maskowatosc.
Wystepowaly zaburzenia mowy o charakterze mowy skandowanej' i no-
sowej. Pacjentka krztusila si¢ przy polykaniu. Po kilku dniach pobytu
w oddziale wystgpily nasilone objawy wegetatywne z wybitna potliwo-
Scig, Slinotokiem, przyspieszeniem czynnosci serca oraz znacznym osla-
bieniem, ktoére po zastosowanych lekach (propranolol, witaminy z grupy
B oraz 40% glukoza) ustgpily. Obserwowano jednak szybki postep cho-
roby z nasilaniem sie drzenia oraz niezwykle wzmozonego napiecia migs-
niowego w konczynach gornych z bolami stawowymi oraz przykurczami.
Po stwierdzeniu obecnosci pierscienia Kaysera-Fleischera, obnizonego
poziomu ceruloplazminy oraz miedzi radioaktywnej w surowicy rozpo-
czeto w dniu 31.01. 1983 leczenie penicylaming (cuprenil, Polfa), po-
czawszy od 250 mg dziennie. Pomimo dobrej tolerancji leku stan cho-
rej pogarszal sie. Pacjentka gorgczkowala, stawala sie dementywna,
obserwowano stany dysforyczne z okresami nocnego pobudzenia. W dniu
2.03. 1983 r. wystagpily trudne do opanowania stany miedocukrzenia, spa-
dek cisnienia tetniczego, hypernatremia. W stanie internistycznym
stwierdzono powigkszenie watroby na 2 palce oraz obrzeki calego ciala.
Chora zmarla w dniu 11.03. 1983 r. wsréd objawoéw niewydolnosci od-
dechowo-krazeniowej po okolo 3 miesigcach trwania choroby. Badania
dodatkowe (odchylenia od normy): niedokrwistos¢ niedobarwliwa w os-
tatnim okresie zycia (Hb — 7,6% g, erytrocyty 2676 000), OB — 67/1
godz., cholesterol — 115 mg%. Proby watrobowe: bilirubina, transami-
nazy, proba tymolowa w normie, préba BSP przy przyjeciu 20,5%, na-
stepnie 33%. Pod koniec zycia pacjentki obserwowano obnizenie poziomu
cukru w surowicy do 36 mg"e oraz wzrost sodu do 161 mEq/l. Ponadto
w ostatnim okresie zycia stwierdzono nieznaczny wzrost poziomu mocz-
nika (75 mg%) oraz obnizenie poziomu bialka ogoélnego (5,4 g%). Bada-
nie moczu bylo prawidlowe, w posiewie moczu wyhodowano Proteus
species o mianie 10°. Badanie ogoélne plynu mozgowo-rdzeniowego bylo
prawidlowe, poziom GABA: 152 nmol/l (norma — 236,7%6,9), poziom
HVA — 206,0 nmol/l (norma — 299,5*+40,1 nmol/l). Poziom ceruloplaz-
miny w surowicy 8,25 mg% (norma — 13—27 mg%bs). Poziom miedzi
radioaktywnej w surowicy: 24/2 — 0,16 oraz 48/2 — 0,20 (norma 24/2 —
1,32 +0,49 oraz 48/2 — 1,35%+0,63). W zapisie EEG stwierdzono obec-
nos¢ nieduzych uogélnionych zmian pod postacig zwolnienia czynnosci
podstawowej, z przewaga zmian nad prawg poétkulg. Tomografia kompu-
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terowa mozgu wykazala uogdélniony zanik korowo-podkorowy w obrebie
mozgowia i moézdzku z nastegpowym poszerzeniem ukladu komorowego
z niskimi zawartoSciami wspoélczynnika ostabienia dla istoty biatej obu
potkul. W badaniu EKG wykazano mozliwo$¢ zmian miesniowych. Kli-
nicznie rozpoznano chorobe Wilsona oraz posocznice. Na sekcji ogdlnej
stwierdzono marskos$¢ wielkoguzkowa watroby, zawarto$¢ krwi w $Swie-
tle przewodu pokarmowego, prawdopodobnie z krwawigcych zylakow
przelyku, stwardnienie i niedokrwienie nerek oraz obrzek pluc. Badanie
mikroskopowe wykazalo w watrobie obecno$¢ nieprawidlowych hepa-
tocytéow (ryc. 1) o zmianach zwyrodnieniowych  prowadzgcych do mar-
skosci oraz martwice kanalikowg nerek (dr K. Filipowicz).

Badanie neuropatologiczne
Moézg po utrwaleniu w formalinie wazyt 1300 g. Makroskopowo
stwierdzono zbledniecie calego moézgowia. Na przekrojach widoczne bytly
obustronnie liczne, drobne jamki w skorupie oraz punkcikowate wybro-

Tabela 1. Zawarto$¢ miedzi w poszczeg6lnych strukturach osrodkowego ukiadu nerwowego (mmol/g
suchej tkanki)

Table 1. Copper content in particular structure of the central nervous system (mmol/g dry tissue)

Struktura Chora Kontrola
Structure Patient Control

1. Kora czolowa 4,99 0,33
Frontal cortex

2. Istota biala pl. czolowego 2,33 0,25
Frontal white matter

3. Jadro ogoniaste 2,30 0,42
Caudatum

4. Galka blada 4,27 0,50
Pallidum

5. Skorupa 3,68 0,46
Putamen

6. Wzgbrze 5,49 0,39
Thalamus

7. Most 3,53 0,49
Pons ;

8. Opuszka 4,22 0,28
Medulla

9. Kora potyliczna : 6,61 0,38
Occipital cortex

10. Istota biala pl. potylicznego 1,92 0,30
Occipital white matter

11. Kora moézdzku 6,26 0,54
Cerebellar cortex

12. Istota biala moézdzku 2.7 0,44

Cerebellar white matter

Kontrole stanowil mézg 21-letniego mezczyzny, ktory zmart w wypadku samochodowym.
Control was the brain of 21 years old man, who succumbed in the traphic accident.
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czyny w czeSci podstawnej mostu. Do badania mikroskopowego pobrano
skrawki z plata czolowego, zwojow podstawy i wzgorza, srodmoézgowia,
mostu, opuszki i mézdzku. Material barwiono hematoksyling-eozyng,
fioletem krezylu, metoda Kliivera-Barrery, metoda PAS, sudanem czar-
nym B i blekitem alcjanu. Ponadto pobrano material z lewej pétkuli
moézgu, pnia i mézdzku dla oznaczenia poziomu miedzi metodg spektro-
graficzng wedlug Edena i Greena (1940). Uzyskane wyniki przedstawiono
w tabeli 1.

Badanie mikroskopowe

Najbardziej zaawansowane zmiany w postaci licznych poél bezodczy-
nowej martwicy ggbczastej obejmowaly obustronnie skorupe (ryc. 2).
Poza polami martwicy stwierdzono ubytki neuronalne, zmiany zwy-
rodnieniowe zachowanych neurocytow, glejoze astrocytarng oraz obec-
no$¢ komorek Alzheimera typu II i komorek Opalskiego (ryc. 3). Zwra-
cal ponadto uwage rozplem wlosniczek oraz pobudzenie srédblonka

Ryc. 1. Zaawansowane zmiany zwyrodnieniowe komoérek watroby. H—E. Pow.
400 X
Fig. 1. Advanced degenerative changes of hepatocytes. H—E. X 400
Ryc. 2. Skorupa. Pola martwicy ggbczastej, H—E. Pow. 60 X
Fig. 2. Plutamen. Areas of spongy necrosis. H—E, X 60
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Rye. 3. Skorupa. Glejoza, ubytki komoérkowe i zmiany naczyniowe w tkance
otaczajgcej pola martwicy. H—E. Pow. 100 X

Fig. 3. Putamen. Cellular gliosis, loss of neurons and vascular changes in the
tissue at the periphery of necrotic areas. H—E. X 100

Ryc. 4. Jadro ogoniaste. Komoérka Alzheimera typu I. Zggbczenie podscieliska.
H—E. Pow. 400 X

Fig. 4. Caudate nucleus. Alzheimer cell type I. Spongy degeneration of the
neuropil. H—E. X 400

drobnych tetniczek. W jadrze ogoniastym struktura tkanki byla wyraznie
rozluzniona z obecnoscig licznych, drobnych jamek. Neurocyty wykazy-
waly zaawansowane zmiany zwyrodnieniowe. Obserwowano liczne ko-
morki Alzheimera typu II i komoérki Opalskiego; rzadziej spotykano ko-
morki Alzheimera typu I (ryc. 4). We wzgoérzu oraz w galce bladej
proces patologiczny ograniczal sie do mieswoistych zmian komoérkowych
o typie schorzenia ischemicznego oraz stluszczenia. Sporadycznie spoty-
kano komorki Opalskiego, czesciej komoérki Alzheimera typu II. Kora
mozgu miala zachowang budowe warstwowa, nie obserwowano takze
zmian na pograniczu kory i podkorowej istoty bialej. Neurocyty wy-
kazywaly zmiany ischemiczne. We wszystkich warstwach widoczny byt
rozplem wilosniczek. Ponadto stwierdzono pobudzenie komoérek s$rodblon-
ka drobnych tetniczek oraz pommozenie liczby komorek glejowych z wy-
stepowaniem komoérek Alzheimera typu II. W mnakrywce srodmoézgowia
w obrebie skrzyzowania konarow gornych moézdzku oraz w jadrze kona-
rowo-mostowym nakrywki stwierdzono rozlegle pole bezodczynowej
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Ryc. 5. Nakrywka $réodmoézgowia. Pole martwicy gabczastej. H—E. Pow. 60 X
Fig. 5. Tectal part of midbrain. Area of spongy necrosis. H—E. X 60

Ryc. 6. Istota czarna. Uszkodzenie komérek barwnikowych warstwy zbitej oraz
zmiany gabczaste w warstwie siatkowatej. H—E. Pow. 100 X

Fig. 6. Substantia nigra. Neuronal damage in the compact zone and spongy
changes of the reticular zone. H—E. X 100

martwicy ggbczastej (ryc. 5). Na obrzezu obecne byly pojedyncze ko-
morki Opalskiego. W warstwie zbitej istoty czarnej stwierdzeno znacz-
ne obkurczenie neurondéw oraz zmiany zwyrodnieniowe i rozpad komo-
rek nerwowych z uwalnianiem barwnika, ktory widoczny byl w poblizu
naczyn oraz luzno w tkance. W warstwie siatkowatej stwierdzono znacz-
ne rozluznienie i zggbczenie tkanki (ryc. 6). W czesci podstawnej mostu
oraz czeSciowo we wstedze przysrodkowej widoczne bylo rozlegle pole
demielinizacji (ryc. 7) z zachowanymi komoérkami nerwowymi. W obre-
bie ogniska uszkodzenia mieliny odczyn astrogleju byl tylko zaznaczo-
ny. Wokét kilku drobnych naczyn widoczne byly koliste krwotoki, przy
czym cze$é wynaczynionych krwinek zawierala zmieniony barwnik krwi.
W makrywce mostu stwierdzono wyrazng glejoze astrocytarng oraz licz-
ne komorki Opalskiego (ryc. 8). W opuszce uszkodzenie ostonek mielino-
wych ograniczone bylo do szwu. W jadrze pasma samotnego oraz jadrze
grzbietowym nerwu blednego obserwowano zggbczenie oraz znaczny uby-
tek i zmiany zwyrodnieniowe neurocytéw. Komorki Opalskiego i ko-
morki Alzheimera typu II spotykano rzadziej niz w srédmoézgowiu i mo-
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Ryc. 7. Most. Pole demielinizacji z drobnymi krwotokami okotonaczyniowymi.
Kliiver-Barrera. Pow. lupowe

Fig. 7. Pons. Area of demyelination with small, perivascular hemorrhages.
Kliiver-Barrera. Magn. glass

Ryc. 8. Most. Komoérka Opalskiego. H—E. Pow. 800 X
Fig. 8. Pons. Opalski cell. H—E. X 800

Scie. Jadro zebate moézdzku wykazywalo nieznaczne zggbczenie utkania,
natomiast licznie wystepowaly komorki Alzheimera typu II. W korze
mozdzku ‘stwierdzono pomnozenie gleju Bergmana. Opony byly zwiok-
niale. Wokoél naczyn opon spotykano niewielkie skupienia komorek jed-
nojadrzastych.

OMOWIENIE

Ostra posta¢ choroby Wilsona u osoby dorostej, z tak znacznie nasilo-
nym zespolem neurologicznym, objawami wegetatywnymi i psychicz-
nymi, bez klinicznych cech marskosci watroby stanowi niezwykla rzad-
kos¢ kazuistyczng. Wedlug Kklasyfikacji podanej przez Denny Browna
(1962) postacie mozgowe choroby Wilsona mozna podzielic na dwa
glowne typy: typ pseudosklerotyczny z drzeniem jako dominujgcym ob-
jawem neurologicznym i glejozg wloknista w osrodkowym ukladzie mer-
wowym oraz postaC sztywnosciowo-dystoniczng z martwicg gabczasta
w zwojach podstawy, spotykang u oséb ponizej 20 roku zycia. Przed-
stawiony przypadek reprezentuje posta¢ mieszang, z réwnie nasilonym
zespolem ruchéw mimowolnych, jak tez ze sztywnos$cig mig$niows.
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W omawianym przypadku juz po wystapieniu objawow uszkodzenia
ukladu nerwowego doszlo do gwaltownego rozwoju zmian marskich
w watrobie, co z kolei moglo prowadzi¢ do znacznego i szybkiego gro-
madzenia miedzi w ukladzie nerwowym i w innych narzadach. Brak
zmian marskich w watrobie w poczatkowym okresie choroby Wilsona
nie nalezy do rzadkosci (Dobyns i wsp. 1979). Natomiast przypadki,
w ktéorych mimo dyskretnych zmian w watrobie, mozliwych do wykry-
cia dopiero w badaniu mikroskopowo-elektronowym, dochodzi do uszko-
dzenia ukladu nerwowego, spotykane sg sporadycznie (Enat i wsp.
1979). Czynnik, ktéry spowodowal gwaltowny rozwdj zmian w ukladzie
nerwowym i zmian marskich w watrobie pozostaje w opisanym przy-
padku nieznany. Nalezy jednak podkreslic mozliwos¢ niekorzystnego,
dodatkowo obcigzajacego wplywu lekéw psychotropowych, przyjmowa-
nych przez chorg w duzych dawkach w poczgtkowym okresie choroby.
Zastosowanie zwigzkow chelatujgcych w leczeniu choroby Wilsona przy-
niosto mie tylko znaczne przediuzenie przezycia chorych, ale niekiedy
takze cofanie si¢ objawow klinicznych (Goldstein i wsp. 1971; Walshe
1976). W opisanym przypadku miejasny jest brak poprawy klinicznej lub
zahamowania postepu choroby, mimo wecze$nie rozpoczetego leczenia
i prawidlowej tolerancji leku.

Poza nietypowym dla choroby Wilsona, niezwykle burzliwym i krot-
kim przebiegiem klinicznym, w obrazie neuropatologicznym oprocz
zmian charakterystycznych dla choroby Wilsona stwierdzono nasilone
uszkodzenia morfologiczne w $rédmozgowiu, moscie i opuszce. Znane
z kazuistycznych opisow przypadki choroby Wilsona z zajeciem na-
krywki Srédmozgowia czy istoty czarnej naleza do wyjatkow i dotycza
pacjentow o dlugotrwalym przebiegu choroby (Alajouanine i wsp. 1955;
Lichtenstein, Gore 1955). W opisanym przypadku zmiany w istocie czar-
nej mogly by¢ odpowiedzialne za zespél parkinsonowski. Uszkodzenie
istoty czarnej zarowno strukturalne, jak i czynnosciowe znalazlo u pa-
cjentki wykladnik kliniczny w znamiennym obnizeniu poziomu kwasu
homowanilinowego (metabolitu dopaminy) w plynie moézgowo-rdzenio-
wym.

Kolejng zmiang morfologiczng byla rozlegla demielinizacja wilokien
mostu odpowiadajgca obrazowi mielinolizy srodkowej mostu. Uszkodze-
nie to, wystepujace najczesciej w przypadkach marskosci watroby oraz
stanach wyniszczenia, obserwowano takze w chorobie Wilsona (Seitel-
berger 1974). Patogeneza tego uszkodzenia wigzana jest ostatnio z za-
burzeniami elektrolitowymi, gléwnie stanami hypernatremii lub szybko
wyréwnywanej hyponatremii (Laureno 1983). Wedlug Norenberga (1983)
hypernatremia uszkadza na drodze osmotycznej $rodblonek naczyn, co
prowadzi do uwolnienia $rédblonkowych czynnikéw mielinotoksycznych,
uszkodzenia bariery krew-moézg oraz naczyniopochodnego obrzeku moézgu.
Powodowa¢ to moze, przy udziale towarzyszacej gliopatii, uszkodzenie
oslonek mielinowych. Pelne uzasadnienie udzialu tych czynnikéw w pa-
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togenezie demielinizacji mostu potwierdza przedstawiony przypadek.
Przy czym zmiany naczyniowe wystepujace w chorobie Wilsona (Mos-
sakowski i wsp. 1964; Anzil i wsp. 1974) mogly by¢ dodatkowo nasilone
przez niekorzystny wplyw zaburzen elektrolitowych.

Znaczne nasilenie zmian strukturalnych stwierdzonych zaréwno
w zwojach podstawy, jak i w pniu mézgu mozna prawdopodobnie wig-
za¢ z szybkim gromadzeniem miedzi w poszczegolnych strukturach os-
rodkowego ukladu nerwowego, przekraczajgcej ponad 10-krotnie war-
tosci prawidlowe. Byloby to zgodne z hipotezg dotyczacg dynamiki roz-
woju choroby przedstawiong przez Dobynsa i wsp. (1979) na podstawie
przeanalizowanego materialu klinicznego. Brak $cislej zalezno$ci mig-
dzy nasileniem zmian histologicznych i podwyzszeniem zawarto$ci mie-
dzi w poszczegélnych strukturach osrodkowego ukladu nerwowego Wis-
niewski i wsp. (1967) wigza ze zmianami martwiczymi. Podobny wnio-
sek mozna wyciggng¢ rowniez w opisanym przypadku.

Objawy kliniczne ostrej postaci mozgowej choroby Wilsona zwigzane
z rozleglym uszkodzeniem osrodkowego ukladu nerwowego mogly byé¢
wiec z jednej strony wyrazem nadmiernego i szybkiego gromadzenia
miedzi, z drugiej za$ uszkodzenia naczyn. Przypuszczalnie wystepuje tu
ten sam badz podobny mechanizm jak w przypadkach encefalopatii wg-
trobowych (Mossakowski i wsp. 1978; Laursen 1982). Gwaltowne magro-
madzenie miedzi w ukladzie nerwowym i jej patogenne dzialanie odpo-
wiedzialne zaréwno za obraz kliniczny, jak i rozleglos¢ uszkodzen struk-
turalnych moézgu mozna byloby wowczas wigza¢ z uszkodzeniem me-
chanizméw strukturalnych i czynnosSciowych bariery krew-mozg.

ITPOTSDKEHHOE TIOBPEX/IEHUE CTPYKTYP CTBOJIA T'OJIOBHOI'O MO3TA
B CJIIVYAE OCTPOM1 ®OPMBI BOJIE3HU BUJILCOHA

Pe3ome

VIHTEHCHBHBIE HEBPONATOJOIHYECKHE W3MEHEHHsS B CTBOJIE TOJIOBHOTO MO3ra COCTaBJIAIOT
peaKyro kapTuny 6ose3un Briibcona. B omucaHHOM CiTydae ¢ OCTPBIM GLICTPO NMPOTPECCHPYFOITAM:
KJIMHUYECKUM TEYEHHEM KPOME M3MEHEHMI THna ryb4aToro HeKpo3a B y3JlaX OCHOBAaHMS KOHCTa-
THPOBAHO TAK)XE HAJIAYME HEKPO3a B MOKPHIMKE CPEAHErO MO3ra MOBPEXKICHHE YEPHOTO BEIECTBA
a TaKKe CpeJUHHBIA MHenMHOIH3 MocTa. CTeneHb JaJIbHEHIIEro pa3BHTHA MOP(OIOrHIECKuX.
H3MEHEHHN M MX XapakTep MOXHO CBA3BIBATH C OYEHb 3HAYATEIBHBIM M OBICTPHIM HAKOIJIEHHEM.
MM B OTAEJBHBIX CTPYKTYPaxX LEHTPAJIbHON HEPBHO! CHCTEMBI @ TAKXE C HAJMYMEM 3JIEKTPOJIAT~
HBIX PacCTPOMCTB. ABTOPHI JMUCKYTHPYIOT MATOTEHHYIO POJIb OOOHMX 3THX (HaKTOpPOB.

BRAIN STEM DAMAGE IN ACUTE FORM OF WILSON’S DISEASE

Summary

Remarkable neuropathological changes in the brain stem constitute an un-
frequent element of Wilson’s disease. This report ‘deals with a case of rapid pro-
gressive clinical course in spite of intensive Penicillamin therapy. Besides the-
necrotic foci in the basal ganglia, spongy necrosis in the midbrain, degenerative
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changes of the substantia nigra and central pontine myelinolysis developed. The
peculiar intensity and character of morphological changes may correspond to the
very high and rapid accumulation of copper in particular brain structures and
to electrolyte disturbances. These pathogenetic factors are discussed.
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