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ELECTRON MICROSCOPIC STUDY OF GLIA IN PT RABBIT
DURING MYELINATION

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

Our previous study of pt rabbit revealed some differences in the light
microscopic pattern of glial cell populations between this mutant and
normal rabbits of the same age (Zelman, Taraszewska 1984). These diffe-
rences are very pronounced in the period of myelination and consist in
an increased density of glial cells, protracted myelination gliosis and hy-
pertrophic astrogliosis.

The subject of this study was electron microscopic evaluation of
this morphological features of glia in the pt mutant in comparison with
the glia in control rabbits in various myelination periods.

The study was undertaken on the same structures as in previous ultra-
structural and quantitative investigations of myelination in the pt mu-
tant (Taraszewska 1983; Taraszewska, Zelman 1985, 1986), i.e., on dorsal
funiculi of the spinal cord, optic nerves, and corpus callosum. These
structures differ in time and rate of myelin development. The earlier
myelinating structures are dorsal funiculi of the spinal cord. In normal
rabbits myelin appears already 2 days before birth and rapidly increases
during two weeks of postnatal life (Dekaban 1956). In optic nerves of
normal rabbits myelination occurs in the first postnatal week and is
more intensive during the first month of life (Wender et al. 1979; Snia-
tala-Kamasa 1982; Taraszewska, Zelman 1985). Myelination of corpus
callosum begins late in postnatal life, around the 14th day of age and
progresses during the second month of life (Dgmbska, Danielewicz-Koto-
wicz 1978; Taraszewska, Zelman 1986).

In the pt mutant myelination of respective structures develops in
the same sequence, but is retarded and prolonged as compared with con-
trols (Zelman, Taraszewska 1984; Taraszewska, Zelman 1985, 1986).
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352 A. Taraszewska, I. B. Zelman

MATERIAL AND METHODS

The study was performed on the pt mutants and control rabbits,
at the age of 2, 8, 14, 28, 90 postnatal days and on adults. In each age
group at least two pt rabbits and 2 control animals were used for
electron microscopic examination.

The animals were perfused through the aorta ascendens with solu-
tion of 3.9%s glutaraldehyde in 0.4 M phosphate buffer (pH 7.6). Small
blocks from the intracranial portion of optic nerves, middle portion of
anterior part of corpus callosum and dorsal funiculi of cervical spinal
cord were dissected, postfixed in 2% osmium tetroxide, dehydrated in
a graded series of ethanol and propylene oxide and embedded in Epon.
Semithin Epon sections were stained with toluidine blue for light micro-
scopic survey. The ultrathin sections were stained with uranyl acetate
and lead citrate and studied in a JEM 100B electron microscope.

RESULTS

Period prior to the onset of myelination

The glial cells were examined on the cross-section of the optic ner-
ves from 2-day-old and of the corpus callosum from 14-day-old rabbits.
In both structures at this time the axons are unmyelinated except for

Fig. 1. Optic nerve of 2-day-old control rabbit. Two young astrocytes with light
cytoplasm rich in organelles. There are well developed Golgi apparatus (G), long
cisternae of granular endoplasmic reticulum (ER), many rosettes of ribosomes, mito-
chondria (M), lysosomes (L). ~ 12700

Ryc. 1. Nerw wzrokowy 2-dniowego kroélika kontrolnego. Dwa mlode astrocyty

z jasng cytoplazmg bogata w organelle. Widoczny dobrze rozwiniety aparat Golgie-

go (G), dlugie kanaly ziarnistej siateczki srédplazmatycznej (ER), liczne rozetki rybo-
somo6w, mitochondria (M), lizosomy (L). Pow. 12700 X
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Glia in pt mutant myelination 353

single myelinated ones with diameter larger than 1 pum. Glial cells in
different stages of development, mainly glioblasts, young or immature
astrocytes and oligodendroblasts were encountered.

In pt rabbits and in controls, the glioblasts were identified by their
oval or elongated nuclei with chromatin aggregates distributed beneath
the nuclear envelope and throughout the nucleus. Nucleoli were seldom
visible. The cytoplasm appeared rather scanty and contained many free
ribosomes, but few other organelles. The glioblasts characterized by the
presence of a few wide cisternae of granular endoplasmic reticulum,
dense bodies and mitochondria with light matrices seemed to be deve-
loping astrocytes. In pt rabbits glioblasts occurred more frequently than
in controls.

Young astrocytes in control rabbits were characterized by enlarged
perikaryal cytoplasm of lucent appearance extending into processes, with

Fig. 2. Optic nerve of 2-day-old pt rabbit. Young astrocyte with cytoplasm of in-
creased electron density containing many free ribosomes. ER — granular endoplas-
mic reticulum. Nucleus with irregular outline. Numerous astrocytic processes (A)
filled with microfilaments and microtubules are seen in the neighbourhood. X 17400

Ryc. 2. Nerw wzrokowy 2-dniowego kroélika pt. Mlody astrocyt z cytoplazma

o zwiekszonej gestosci elektronowej, zawierajgcg duzg ilo§¢é wolnych rybosomoéw.

ER — ziarnista siateczka $rédplazmatyczna. Jadro o nieregularnym ksztalcie. W oto-

czeniu widoczne liczne wypustki astrocytarne (A) wypelnione mikrofilamentami
i mikrotubulami. Pow. 17400 X
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354 A. Taraszewska, I. B. Zelman

loosely scattered glial filaments and microtubules. The cytoplasm con-
tained also Golgi complex, long cisternae of rough endoplasmic reticu-
lum, rosettes of ribosomes, mitochondria with light matrices and a few
dense bodies (Fig. 1). The nuclei exhibited a thin rim of condensed
chromatin beneath the nuclear envelope and prominent nucleoli. In pt
rabbits the astrocytes were distinguished by a relatively higher density
of nucleoplasm and cytoplasm. Small clumps of heterochromatin were
scattered throughout the nucleus and along the nuclear envelope. Nu-
cleoli were usually present. The most characteristic features of these cells
in mutants were an excessive number of branching processes and increas-
ed amount of glial filaments in the perikaryal cytoplasm and in pro-
cesses (Fig. 2).

Oligodendroblasts were observed more frequently in pt rabbits than
in controls. The oligodendroblasts were characte:ized by electron-dense
cytoplasm with numerous free ribosomes arrariged in rosettes, a few
short cisternae of granular endoplasmic reticulum, small mitochondria
and few microtubules. The chromatin was more clumped than that in
astrocytes and nucleoli were present (Fig. 3).

Fig. 3. Optic nerve of 2-day-old pt rabbit. An oligodendroblast. The nucleus with
marked condensation of chromatin. The cytoplasm with greater electron density
than the axoplasm of surrounding axons. A large cytoplasmic protrusion (asterisk)
and few ensheathed axons (arrows) are indicated. X 14770
Ryc. 3. Nerw wzrokwy 2-dniowego krélika pt. Oligodendroblast. Jadro o wyraZznie
zageszczonej chromatynie. Cytoplazma o wigkszej gestosci elektronowej niz akso-
plazma otaczajacych aksonéw. Widoczne szerokie uwypuklenie cytoplazmy (gwiazd-
ka) oraz kilka aksonéw otoczonych cytoplazmatycznymi wypustkami (strzalki).
Pow. 14770 X
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Fig. 4. Optic nerve of 2-day-old control rabbit. Fragment of light oligodendrocyte

with abundant cytoplasm containing many polyribosomes, short cisternae of granu-

lar endoplasmic reticulum (ER), Golgi apparatus (G), small mitochondria (M) and

microtubules (T). The nuclear chromatin is dispersed. Ax — myelinated axon.
X 11 300

Ryc. 4. Nerw wzrokowy 2-dniowego kroélika kontrolnego. Fragment jasnego oligo-

dendrocytu z obfitg cytoplazma zawierajgcg liczne polirybosomy, krétkie kanaty

ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej (ER), aparat Golgiego (G), male mitochondria

(M) oraz mikrotubule (T). Chromatyna jadrowa jest rozproszona. Ax — zmielinizo-
wany akson. Pow. 11300 X

More differentiated oligodendroglia with features of light oligo-
dendrocytes were identified in control rabbits (Fig. 4). These cells had
voluminous perikaryal cytoplasm rich in organelles such as well develo-
ped Golgi apparatus, many ribosomal aggregations, short cisternae of
granular endoplasmic reticulum, mitochondria and microtubules. The
nuclear chromatin was uniformly dispersed and a large nucleolus was
located in the central part of the nucleus. In pt rabbits light oligoden-
drocytes were not encountered at this time.

Period of active myelination

Optic nerves and dorsal funiculi of spinal cord from animals on days
8, 14 and 28 of age and corpus callosum on day 28 of age were exa-
mined. An increasing with age number of myelinated axons was ob-
served in both control and pt rabbits. In the optic nerve and dorsal
funiculi nearly all axons, also of less than 1 um diameter were myeli-
nated in 28-day-old control rabbits; however, in pt mutants numerous
unmyelinated axons were still present at this time.

http://rcin.org.pl



356 A. Taraszewska, I. B. Zelman

In control material all intermediate forms of differentiated oligo-
dendroglia, i.e., light, medium and dark oligodendrocytes could be reco-
gnized. Medium oligodendrocytes occurred most frequently. They display-
ed increased aggregations of chromatin along the nuclear envelope and
rather denser nucleoplasm than in the light type of cells. In the cy-
toplasm the clusters of free ribosomes were less abundant, granular
endoplasmic reticulum showed long, often stacked cisternae and the
Golgi complex was prominent (Fig. 5). Dark oligodendrocytes were cha-
racterized by electron-dense cytoplasm with well developed profiles of
granular endoplasmic reticulum and distended saccules of the Golgi com-
plex. The nuclei showed large clumps of chromatin along the nuclear
envelope and also in more central parts and small nucleolus located usu-
ally beneath the nuclear envelope.

Fig. 5. Spinal cord of 8-day-old control rabbit. Fragment of medium oligodendro-

cyte. Nucleus with a small clumps of chromatin beneath the nuclear envelope.

Cytoplasm with well developed granular endoplasmic reticulum and Golgi appara-
tus. T — microtubules. X 26 800

Ryc. 5. Rdzen kregowy 8-dniowego-krélika kontrolnego. Fragment posredniego oligo-

dendrocytu. Jadro z malymi skupieniami chromatyny pod otoczka jadrowg. W cy-

toplazmie dobrze rozwinieta ziarnista siateczka srédplazmatyczna i aparat Golgiego.
T — mikrotubule. Pow. 26 800 <
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Glia in pt mutant myelination 357

The astrocytes had abundant cytoplasm, rich in organelles and pro-
cesses extending between the groups of nerve fibres. Loose bundles of
glial filaments were scattered in the cytoplasm predominantly along the
processes. Besides, small narrow astrocytic projections, surrounding sepa-
rate unmyelinated axons were seen occasionally in the optic nerve of
rabbits at 8—14 days of age, but were never observed in 28-day-old
animals.

In the group of pt rabbits, the oligodendrocytes resembling the cells
of light type in controls were most common, but usually they exhibited
some abnormal features. They were characterized by voluminous cyto-
plasm with abundance of free dispersed ribosomes and poorly develop-
ed profiles of granular endoplasmic reticulum (Fig. 6). The cytoplasm

A N

Fig. 6. Spinal cord of 28-day-old pt rabbit. Fragment of oligodendrocyte with abun-

dant cytoplasm containing dispersed free ribosomes, mitochondria with electron-

-dense matrix, small profiles of smooth endoplasmic reticulum (arrows), Golgi appa-
ratus (G). X 33400

Ryc. 6. Rdzen kregowy 28-dniowego kroélika pt. Fragment oligodendrocytu o obfitej

cytoplazmie zawierajgcej rozproszone wolne rybosomy, mitochondria o elektronowo

gestej macierzy, drobne profile gladkiej siateczki $rodplazmatycznej (strzalki), apa-
rat Golgiego (G). Pow. 33 400 X
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358 A. Taraszewska, I. B. Zelman

also contained short and slender profiles of smooth endoplasmic reticu-
lum, Golgi complex with many vesicles and distended cisternae, pro-
minent dense mitochondria and microtubules. The cytoplasm showed
higher electron-density than in normal light oligodendrocytes. The nuclei
of these cells displays a variable chromatin pattern. The chromatin was
either dispersed uniformly, like in normal light oligodendrocytes or much
more clumped.

In the cytoplasm of some oligodendrocytes pronounced accumulation
of multiple vesicles, short dilated cisterns and slender tubular profiles
were visible (Fig. 7). Often, the nuclei showed large aggregations of chro-
matin distributed throughout the nucleus and a dilated space between

Fig. 7. Spinal cord of 28-day-old pt rabbit. Fragment of oligodendrocyte. The nu-
clear chromatin is loosely dispersed. Cytoplasm with accumulation of vesicles and
minute tubular profiles of smooth endoplasmic reticulum (arrows). Small mito-
chondria (M), microtubules (T), Golgi apparatus (G) and lysosomes (L) are also
present. X 13 900
Ryc. 7. Rdzen kregowy 28-dniowego kroélika pt. Fragment oligodendrocytu. Chro-
matyna jadrowa jest luzno rozproszona. W cytoplazmie widoczne jest nagromadze-
nie pecherzyk6éw i drobnych kanalikow gladkiej siateczki $rédplazmatycznej. Obec-
ne sg takze male mitochondria (M), mikrotubule (T), aparat Golgiego (G) i lizosomy
(L). Pow. 13900 X
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Glia in pt mutant myelination 359

Occasionally, cells bearing ultrastructural features of mitosis were
encountered in 14- and 28-day-old mutants. These mitotic cells were
identified mostly in prophase and were characterized by an abundance
of smooth-membraneous vesicular and tubular profiles and dispersed
free ribosomes.

The astrocytes in pt rabbits were characterized by multiple cyto-
plasmic processes forming a prominent network among the nerve fibres
as compared with controls. Many of them showed narrow finger-like
projections wrapping around unmyelinated or myelinating axons (Fig. 8).

Fig. 8. Optic nerve of 14-day-old pt rabbit. Increased amount of astrocytic processes

containing both glial filaments and microtubules asterisks) are seen between the

nerve fibres. Narrow finger-like astrocytic processes with electron-denser cytoplasm
(arrows) surround unmyelinated or myelinated axons. X 23500

Ryc. 8. Nerw wzrokowy 14-dniowego krélika pt. Pomiedzy wléknami nerwowymi

widoczna jest zwigkszona ilo§é wypustek astrocytarnych zawierajacych zaréwno

filamenty glejowe jak i mikrotubule (gwiazdki). Waskie palczaste wypustki z ciem-

niejszg cytoplazmg okrecaja sie¢ wokél niezmielinizowanych lub zmielinizowanych
aksonow (strzalki). Pow. 23 500 X

Late period of myelination

The dorsal funiculus of spinal cord, optic nerve and corpus callosum
of 90-day-old animals were investigated. Specimens from adult rabbits
were employed for comparison.

In 90-day-old control rabbits axons of all diameters were myelinated.
The oligodendrocytes were represented predominantly by cells of the
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360 A. Taraszewska, I. B. Zelman

dark type like in adult animals. The astrocytes showed fewer bundles
of glial filaments than those in younger animals and retracted, straight-
-running, electron-lucent processes, typical of adult rabbits.

Contrary to controls, in 90-day-old pt mutants considerable numbers
of unmyelinated axons were still observed. A very prominent feature in
the mutants was the presence of hypertrophied astrocytes with abundant
cytoplasm and multiple processes densely packed with glial filaments.
Like in younger pt rabbits, the astrocytic processes showed narrow pro-
jections surrounding unmyelinated or myelinated axons (Fig. 9). The
presence of microtubules was also recognized in astroglial processes.

Fig. 9. Optic nerve of 90-day-old pt rabbit. Astrocytic processes contain both glial
filaments and microtubules (asterisks). Note also finger-like projections with denser
cytoplasm (arrows) emerging from astrocytic cytoplasm (A). X 29500

Ryc. 9. Nerw wzrokowy 90-dniowego krélika pt. Wypustki astrocytarne zawieraja

zaréwno filamenty glejowe jak i mikrotubule (gwiazdki). Widoczne sg takze pal-

czaste wypustki z ciemniejsza cytoplazma (strzalki) wychodzace bezposrednio z cy-
toplazmy astrocytu (A). Pow. 29 500 X

The oligodendrocytes with abundant cytoplasm rich in free ribosomes
but with scarce granular endoplasmic reticulum were still frequently
observed in 90-day-old mutants. A similar pattern of oligodendroglial
cytoplasm was also encountered in adult pt rabbits (Fig. 10).

An additional finding in the pt mutant was the occurrence of micro-
glial cells with accumulation of lipid droplets in their cytoplasm (Fig. 11).
The microglial cells could be recognized by the characteristic pattern of
the nucleus with broad electron-dense chromatin aggregates beneath the
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Fig. 10. Spinal cord of adult pt rabbit. Fragment of oligodendrocyte with abundant

cytoplasm containing irregular aggregations of free ribosomes, many microtubules

(T), prominent Golgi apparatus (G), but very scarce granular endoplasmic reticu-
lum. D — dense bodies. X 21100

Ryc. 10. Rdzen kregowy doroslego krolika pt. Fragment oligodendrocytu z obfitg cy-

toplazmg zawierajacg nieregularne skupienia wolnych rybosoméw, liczne mikro-

tubule (T), dobrze rozwiniety aparat Golgiego (G) oraz bardzo skgpa ziarnistg sia-
teczkg $rédplazmatyczng. D — ciata geste. Pow. 21100 X

nuclear envelope. The cytoplasm showed long and narrow cisternae of
granular endoplasmic reticulum, small clusters of ribosomes, prominent
Golgi complex, frequent granular vesicles and dense bodies. Besides, in
pt mutants the cytoplasm often contained multiple, grape-like arranged,
electron-lucent vacuoles bounded by a homogeneous, moderately-electron-
-dense rim (Fig. 11). These lipid-laden cells were most frequently observed
in 28- and 90-day-old mutants. In controls at this time, the microglial
cells had rather scanty cytoplasm without lipid droplets; however, lipid-
-laden cells were seen sporadically before myelination onset in corpus
callosum of 14-day-old control rabbits.

http://rcin.org.pl
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Fig. 11. Corpus callosum of 90-day-old pt rabbit. A microglial cell with intracyto-
plasmic accumulation of vacuolated lipid droplets (L) and with dense bodies (X).
X 13 840

Ryc. 11. Spoidlo wielkie 90-dniowego krélika pt. Komoérka mikrogleju ze $roédplaz-
matycznym nagromadzeniem zwakuolizowanych kropli lipidowych (L) i z cialami
gestymi (X). Pow. 13840 X

DISCUSSION

Our observations on the differentiation and maturation of glial cells
during myelination in control rabbits are in general agreement with
data on normal gliogenesis in mammalian brain (Privat 1975), and espe-
cially in rat (Vaughn, Peters 1967; Vaughn 1969; Mori, Leblond 1970;
Ling 1976; Kozik 1976; Skoff et al. 1976) as also in rabbit (Dekaban
1956; Robain 1970; Wender et al. 1979).

The present study indicated, that oligodendrocytes appear just before
the onset of myelination and their maturation roughly parallels the de-
position of myelin. The developmental pattern of the three types of oligo-
dendrocytes, evidenced in our studies of control rabbits, corresponds to
the original description of light, medium and dark oligodendrocytes in
the rat by Mori and Leblond (1970). The presence of a number of astro-
glial cells in the premyelination period in the optic nerve and corpus
callosum of rabbits agrees also with the.statement of many investigators,
that astrocytes precede oligodendrocytes and are generated much earlier
(Vaughn 1969; Sturrock 1975; Privat 1975; Skoff et al. 1976).

In the pt mutant early morphological changes are observed in imma-
ture astrocytes as early as in the premyelination period. These cells show
hypertrophy of cytoplasmic processes with an increased content of mi-
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crofilaments; on the other hand, they seem to represent rather younger
cell forms of developing astroglia than those in controls.

The reaction of astrocytes of pt mutants is very conspicuous in the
myelination period; it is much more pronounced than astrogliosis accom-
panying normal myelination in the control rabbits. Moreover, the hyper-
trophic astrocytes in the pt mutant exhibit some features of immature
cells, such as the presence of microtubules and narrow processes wrap-
ping around unmyelinated or myelinated axons. Vaughn and Peters
(1967) and Vaughn (1969) observed in the optic nerve of normal develop-
ing rats small finger-like projections of immature astrocytes, which
have a tendency to enclose unmyelinated axons. Similar observations
in the early postnatal kitten optic nerve (Blunt et al. 1972), in rat spinal
cord before the onset of myelination (Nagashima 1979), and in human
fetal spinal cord (Choi et al. 1983) have been reported. Choi et al. (1983)
described in early gliogenesis the presence of “transitional cells” which
possess morphological and immunohistochemical features of both astro-
glial and oligodendroglial cells.

In our material these peculiar astrocytic processes were also obser-
ved in control rabbits, but they occurred infrequently and only in the
early stage of myelination, whereas in pt rabbits they were a common
feature, obser\{ed even in the late period of myelination. It seems, that
in the pt mutant astrocytes maintain some enhanced tendency to contact
the axons, what in normal development is characteristic only of cells
at earlier differentiation stages.

The oligodendrocytes in the pt mutant have features of active my-
elinating cells characterized by large perikaryal cytoplasm. However, the
sparsely developed granular endoplasmic reticulum, and the abundance
of free ribosomes in the cytoplasm may be indicative of their immature
state. The rare occurrence of mature dark oligodendrocytes in 3-month-
-old pt rabbits supports the suggestion, that maturation of oligodendro-
cytes is retarded. The abnormal oligodendrocytes with aggregation of
dilated tubular and vesicular profiles are similar in some aspects to the
oligodendrocytes described in myelin-deficient (md) mutant rats (Den-
tinger et al. 1982). In oligodendrocytes of md rats the vacuolar profiles
have the appearance of dilated cisternae of rough endoplasmic reticulum,
whereas in oligodendrocytes of pt rabbits they are believed to be rather
the proliferating membranes of smooth endoplasmic reticulum. More-
over, these oligodendrocytes of pt rabbits show the presence of mitotic
figures during the period of myelination. Presumably, the protracted
mitotic activity of oligodendrocytes may be connected with their delayed
maturation. A great number of unmyelinated axons could be also a fac-
tor stimulating the oligodendrocytes to proliferation. It has to be em-
phasized that in developmental studies of normal glia, proliferation of
oligodendrocytes appears to be limited to immature cells only in the
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early stage of myelination (Skoff et al. 1976). Disturbed development and
a severely reduced number of oligodendrocytes have been reported in
the hypomyelinated Jimpy (jp) mouse mutant (Privat et al. 1972; Kraus-
-Ruppert, Herschkowitz 1973; Meier et al. 1974; Meier, Bischoff 1975;
Privat et al. 1982; Skoff 1982). On the other hand, increased proliferation
of the oligodendroglial cell line in jp mice was documented by radio-
autographic studies; however, the protracted proliferation does not lead
to an increase of maturing oligodendrocytes because their differentiation
and maturation are interrupted and the death incidence of oligodendro-
glial cells increases (Privat et al. 1982; Skoff 1982). In pt rabbits the
defect in oligodendroglia development is not so severe as in the jp
mouse. The number of oligodendrocytes does not seem to be reduced
and the increased death rate is not apparent.

The occurrence of oligodendrocytes with features of active myelinat-
ing cells in 3-month-old pt rabbits correlates well with the prolonged
and slowly progressing myelination process, although the decreased rate
of myelin sheaths formation leads to incomplete and defective myelina-
tion in adult mutants (Taraszewska, Zelman 1986).

The deficient myelin formation in pt rabbit could be related with
the abnormalities in maturation of oligodendroglial cells. On the other
hand, the strong hypertrophic reaction of astroglial cells as well as their
delayed maturation indicate the more general involvement of neuroglia
in the pathomechanism of hypomyelination in the pt mutant. Further-
more, it has been previously reported that in pt rabbits astrocytes show
intracytoplasmic accumulation of sudanophilic lipid droplets (Taraszew-
ska 1983, 1986). These fat-laden astrocytes appear selectively in large
amounts in the cerebellar white matter during the period of myelina-
tion. It has been suggested (Taraszewska 1986) that lipid accumulation
in astrocytes is similar to the changes described as “neuroglial fatty me-
tamorphosis” (Schneider et al. 1976) and may be due to some intrinsic
metabolic disturbances of astrocytes. Some investigations of Jimpy mice
provided evidence for the significant role of astroglia in the process of
hypomyelination (Skoff 1976; Omlin, Anders 1983).

The present study revealed that in pt rabbits microglial cells are
lipid-laden as well. The presence of lipid droplets in microglia is a nor-
mal feature of the phagocytic function of these cells; however, the
origin of the phagocytosed material is not clear. It may represent accu-
mulation of components destined for myelin-associated lipids which can-
not be utilized in deficient and defective myelin sheaths formation. An-
other possibility is that secondary degeneration of myelin of some nerve
fibres may appear in the course of abnormal myelination and these
degradation products are accumulated in microglia cells.

Similar cells occur in corpus callosum of control rabbits before the
onset of myelination. Accumulation of lipid droplets has been described
in various glial cells also in normally developing rats (Ferrer, Sarmiento
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1981) and in humans (Mickel, Gilles 1970). Mickel and Gilles (1970) po-~
stulated, that it is a. normal phenomenon connected with premyelinic
lipidogenesis. In pt mutants lipid-laden microglial cells occur during the
period of advanced myelination and presumably they may reflect some
events associated with unspecific phagocytosis rather than with myelino-
genesis. In other hypomyelinated mutants, lipid-laden microgliocytes
were reported in Jimpy mouse (Privat et al. 1972; Omlin et al. 1980)
and in md rat (Dentinger et al. 1982), but their primary connection with
myelin deficit remains also undetermined.

BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE GLEJU U KROLIKA
PT W OKRESIE MIELINIZACJI

Streszczenie

Celem pracy bylo okre§lenie zmian w ultrastrukturalnym obrazie gleju u mu-
tanta krélika pt z hipomielinizacja oun. Badano nerwy wzrokowe, spoidlo wielkie
i powro6zki tylne rdzenia w réznych okresach mielinizacji u krélikéw pt i kontrol-
nych w wieku 2, 8, 14, 28, 90 dni i dorostych.

We weczesnym okresie mielinizacji obserwowano czestsze wystepowanie glio-
blastéw i oligodendroblastéw u krélikéw pt niz w kontroli. U krélikéw pt mlode
astrocyty mialy wyglad komérek mniej dojrzatych niz u kontrolnych krélikow,
a réwnocze$nie wykazywaly wigkszy rozrost wypustek zawierajgcych duzg ilo§é
filamentéw glejowych, jak réwniez mikrotubule. Cechy przerostu astrocytéw byly
szczeg6lnie nasilone w okresie zaawansowanej i péznej mielinizacji. W tym okresie
w przerostych astrocytach obserwowano nadal obecno$é mikrotubul oraz wystepo-
wanie cienkich astroglejowych wypustek okrecajacych sie wokét aksonéw. Oligo-
dendrocyty u krolikéw pt charakteryzowaly sie obecno$cig licznych wolnych rybo-
somoOw rozproszonych w cytoplazmie i bardzo skapg iloscig ziarnistej siateczki §réod-
plazmatycznej. Cechy te byly typowe dla oligodendrocytow zar6wno w okresie mie-
linizacji, jak i u krolikéw dorostych. W péZnym okresie mielinizacji u 90-dniowych
krolikébw pt przewazaly oligodendrocyty o wygladzie duzych jasnych komoérek
w przeciwienstwie do ciemnych dojrzalych oligodendrocytéw u krélikéw kontrol-
nych. Ponadto u krélikéw pt spotykano oligodendrocyty z cytoplazmg zawierajgca
liczne gladkobloniaste struktury pecherzykowe i tubularne. W okresie zaawansowa-
nej mielinizacji niektére oligodendrocyty z wielopecherzykowymi zmianami cyto-
plazmy wykazywaly obrazy kariokinezy, co moze sugerowaé przediuzong prolifera-
cje oligodendrogleju. Przedstawione wyniki wskazuja na przediuzong niedojrzalo§é
oligodendrocytéw i astrocytow oraz na wczesne zmiany przerostowe astrogleju
w przebiegu opéznionej i przediuzonej mielinizacji u mutanta pt.

QJIEKTPOHHO-MUKPOCKOITMYECKUE MCCJIIEJOBAHUS TJIMU V KPOJIMKA
pt BO BPEMs MUEJIMHU3BALIN

Pe3ome

Lensro MecnenoBannii ObLIO ONpeeNeHHe YIbTPACTPYKTYPHBIX M3MEHCHWH TJIMK Yy MyTaHTa
Kponuka pt ¢ THIOMHEIHHU3ALME! LEHTPaJbHOM HEPBHOW CHCTEMBI. VICCIIEOBaMCh 3PHTENb-
HbIE HEPBBI, MO3OJIACTOE TENO M 3aJHWE KAHATHKH COMHHOTO MO3ra B Pa3HBIX MEPHOIAX MHE M-
HH32LWK Y KPOJIMKOB Pt X KOHTPOJBLHBIX B Bo3pacTe 2, 8, 14, 28, 90 nxeit B B3pOCIBIX.
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B panHeM nepuonae MueImHW3AUMM Habmoganocs 0osiee 4acToe IMOSBJICHHE IIHOOIACTOB
M ONAroAeHAPOOIACTOB Yy KPOIWKA Pt 4eM y KOHTPOJBHBIX. ¥ KPOIMKOB pt MOJOMbIE aCTPOUMTHI
Ka3aJMCh MEHEee 3PEIbIMH YeM Y KOHTPOJIBHBIX, HO OJHOBPEMEHHO MPOMBISUIH Oomnbmiee paspac-
TaHHE OTPOCTKOB COAEPXKAINUX OONbIIOE KOMMYECTBO TJIAO3HBIX (DHIIAMEHTOB a TakkKe MHKpO-
TyOymu. YepTsl ranepTpodua acTpOUATOB ObLTH 0060 HHTEHCHBHBI BO BPEMsi BbIABHHYTOU U MO3-
IHOI MHenWHU3aUMK. B 3TOM nepuoje B rHOepTPO(GUYECKHX ACTPOIHTAX BCE emle Habnroaamch
MHEKPOTYOY/IM M TOHKHE OTPOCTKH AcCTPOTJIMK OOBEPTHIBAIOLIMECS BOKPYr akcoHOB. OmMrones-
OPOUMATHL y KPOJHMKOB Pt XapaKTepH30BAJUCh MPUCYTCTBHEM MHOTOYHCIICHHBIX CBOOOIHBIX pH-
00308 paccesHHBIX B LMTOMJIA3ME X OYEHb HEIOCTATOYHBIM KOJMYECTBOM WIEPOXOBATON 3HIO-
TUIa3MATHYECKOH CeTKH. DTH 4YepThl ObUIM XapaKTepHBI Ui OJIMTOACHIPOLMTOB Kak BO BpeMs
MUEITMHA3ALMA, TAK K Y B3pPOC/IBIX KPOJIHMKOB. B mo3aHeM mepuone MueImHH3auHA y 90-1HEBHBIX
KPOJIMKOB pt npeo61aani OJMroJeHAPOLMTEI, KOTOPbIE BBILJIAAEIH KaK OOJbIINE CBETIIbIC KIIeT-
KH, NPOTHBOIOJIOKHO TEMHBIM 3DEIbIM OJMTOACHIPOLUHETAM KOHTPOIBHBIX KponmkoB. Kpome
TOTO Y KPOJIAKOB pt BCTPEYaACh OJMTOACHIPOLUMTHI C HATOMIA3MOM COAEpKaIIEH MHOTOYHCIICH-
HbIE TJIAAKOMEMOpDAHHBIE BE3WKYJSApHBIE W TYOy/sipHBIE CTPYKTYpPhl. BO BpeMsi BBIJABHHYTOI
MHETAHA3ALMA HEKOTOPHIE OJIMTOJCHAPOLUMTEI C MHOXECTBEHHBIMU BE3WKYJISIDHBIMH M3MEHE-
HUSMH LATONIA3MbI NPOSBIISIH KAPHOKHHE3BI. DTO MOKET BHYIIATH IPOITHOHHYIO IpOIHdepano
omuaroneHaporinuu. IIpencraBiieHHbIe pe3ybTaThl YKa3blBalOT HA JUIMTEIBbHYIO HE3DPEeJIOCTh OJIH-
TOJICHAPOLMTOB ¥ ACTPOLIATOB M HA paHHWE THOEPTPO(HIECKHe W3MEHEHHMS aCTPOIJIMK BO BpeM:d
Ono3JaBlie W IJIHTENIbHOA MHETMHM3AUMK y MyTaHTa pt.
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THE ROLE OF ASTROGLIA IN PATHOLOGICAL PROCESSES
CHARACTERIZED BY MYELIN DISINTEGRATION.
I. MORPHOLOGY OF ASTROGLIA IN EXPERIMENTAL
INJURY OF WHITE MATTER

Department of Neurology, School of Medicine, Poznan, Poland

Morphological studies in experimental injury of white matter consist
in analysis of changes in axons, their myelin sheaths as well as in vessel
walls and neuroglial cells. Recently some trials are undertaken to evalua-
te how the changes of individual structural elements of white matter
are interconnected with each other. This approach seems to be the key
for understanding the pathomechanism of white matter injury, which
is especially important in the search for the cause of demyelinating
diseases.

Up till now, the role of astroglia in the above mentioned processes
still remains not fully elucidated. Multiple data have been accumulated,
especially in recent years, which speak in favour of the vital function
performed by these cells in physiology as well as in pathological con-
ditions within the central nervous system (CNS). The descriptions of
astroglial ultrastructural pathology in world literature are consistent
with each other (Fernando—Fernando 1973; Nathaniel, Nathaniel 1981)
and involve a pattern of progressive changes as depicted by classical
neuropathology (Mossakowski 1981). It is generally agreed that these
changes constitute an important element of any pathological process
taking place within white matter. However, the question still remains
open whether the astroglial reaction is primary, or only secondary to
the basic pathological phenomenon which in demyelinating processes
consists in myelin disintegration.

One of the possible means to settle this problem is a systematic de-
scription of the astroglial reaction associated with myelin damage, com-
prising also the earliest stages of controlled experiment. A description
of astroglia ultrastructure in several experimental models of white mat-
ter injury is the subject of this publication.
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MATERIAL AND METHODS

Investigations were performed on the following experimental
models:

1. Myelopathy induced by cerebrospinal fluid “pumping” after Bunge
et al. (1960) in cats. The procedure involves repeated withdrawal and
reinjection of cerebrospinal fluid through a needle inserted into cisterna
magna. Subpially located white matter of the two upper segments of
the cervical spinal cord was dissected 6 and 18 days after the experi-
mental procedure (in the early, preparalytic and the late, paralytic
period, respectively). Fixation began by 10 minutes in situ application
of the cold fixative mixture after Karnovsky (1965), containing 3.6/
paraformaldehyde and 4.6% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer,
pH 7.4. This was followed by immersion of dissected tissue in the same
fixative for 4—6 hours at 4°C. After overnight washing in cold 0.1 M
cacodylate buffer (pH 7.4), small pieces of material were postfixed for
1 hour in 1% buffered osmium tetroxide and then routinely dehydrated
and embedded in Epon 812. Control material derived from cats with the
needle surgically inserted into cisterna magna for the time equivalent

to that of the “pumping” procedure, but na withdrawal or reinjection
of cerebrospinal fluid was performed.

2. Central Wallerian degeneration (¢cWD) inflicted by unilateral in-
cision of right optic nerve close to the eye bulb in rabbits and rats. In
the study part of the optic nerve most proximal to the chiasma was
exclusively used 4, 8, 16, 24, 32 and 80 days after surgical removal of
eye bulb (details of procedure described by Goncerzewicz 1982). Material
from rabbits was fixed in situ, dissected, immersed in Karnovsky fixa-
tive exactly as described above. Material from rats was taken after
20—30 minutes of transcardiac perfusion with Karnovsky fixative, fol-
lowed by 2 hours immersion in the same fixative at 4°C. Subsequently,
material from both rabbits and rats was washed in cacodylate buffer,
pH 7.4, postfixed in osmium tetroxide, dehydrated and embedded in
Epon exactly as described above. The contralateral, uninjured optic
nerve served as a control.

3. Encephalopathy in the course of chronic triethyltin (TET) intoxi-
cation after Eto and Suzuki (1971). The experiment was performed on
young adult Wistar rats. The poison — thriethyltin sulfate — was
added to the animal’s drinking water, accessible ad libitum. The concen-
tration of poison varied from 5 mg to 10 mg per liter, depending on
the duration of experiment (Wender et al. 1982). Material from optic
nerves and corpus callosum was taken in the presymptomatic stage (5
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and 24 hours of experimental intoxication) as well as at the onset of
clinical improvement (28 and 42 days of experiment). Rats were trans-
cardiacally perfused with Karnovsky fixative for 20-—30 minutes, and
subsequent handling of material was exactly the same as described
above in the group of rats subjected to unilateral eye bulb removal.
The control group consisted of healthy young adult Wistar rats.

RESULTS

“Postpumping” myelopathy

In the early period of experimental myelopathy 6 days after “pump-
ing” local splitting of almost all myelin sheaths with disappearance of
intraperiod line was observed. At the same time the non-split parts
of any sheath retained their normal structure (Fig. 1).

Fig. 1. Pumping myelopathy. Early period. Axoplasm essentially unchanged (Ax;),
in some places condensed (Ax; or shrunken (Axs;). Myelin sheaths retain in some
parts their normal structure (arrows). Their split fragments are frequently adjoined
by astrocytic processes (Ap). One of the processes near a blood vessel (BV) exhibits
swelling. No hematogenous cells within the CNS parenchyma can be seen. X 3400

Ryc. 1. Mielopatia wywolana ,pompowaniem” plynu mézgowo-rdzeniowego. Okres

wezesny. W czeSci wiokien osiowych aksoplazma jest prawidlowa (Ax;), w innych

wykazuje zageszczenie (Ax,) lub obkurczenie (Ax,). Oslonki mielinowe wykazuja

miejscami prawidlowa strukture (strzalki). Do fragmentéw rozszczepionych czesto

przylegaja wypustki astrocytow (Ap). Jedna z takich wypustek w poblizu naczynia

(BV) wykazuje cechy obrzmienia. W migzszu tkanki nerwowej nie obserwuje sie
komoérek pochodzgcych z lozyska naczyniowego. Pow. 3400 X
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Fig. 2. Pumping myelopathy, Early period. Myelin sheath which begins to split
is surrounded by astrocyte processes filled with intermediate filaments (GF) ex-
hibiting voluminous, dense cytoplasm. X 21 000
Ryc. 2. Mielopatia wywolana ,,pompowaniem” plynu mézgowo-rdzeniowego. OKkres
wcezesny. Oslonka mielinowa w poczgtkowej fazie rozszczepienia jest otoczona przez
wypustki astrocytarne wypelnione wiékienkami klasy poSredniej (GF). Zwraca
uwage obfita i gesta cytoplazma okolojgdrowa astrocytu. Pow. 21 000 X

The ultrastructural appearance of axoplasm was generally normal,
only occasionally shrinkage or condensation were observed (Fig. 1). Cyto-
plasmic processes containing intermediate filaments came in close con-
tact with axons, the myelin sheaths of which begun to split (Figs 1, 2).
Some of these processes, especially those located perivascularly, revealed
some features of swelling (Fig. 1). The perikarya of cells containing in-
termediate filaments were much larger and more dense as compared
with normal conditions. The latter phenomenon was due to an increased
content of polyribosomes, rough endoplasmic reticulum channels as well
as dense bodies of different size. However, no increase in the content
of glycogen granules was noted (Fig. 2). The number of intermediate
filaments gathered in bundles in the perikarya as well as in cell pro-
cesses was especially increased in the later period of myelopathy. Being
in close contact with degenerating myelin sheaths the processes contain-
ed also numerous osmiophilic structures which partially retained the
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Fig. 3. Pumping myelopathy. Late period. Astrocytic process contains large osmio-
philic formation. Most of accumulated material has an amorphous appearance.
However, fragments with retained periodicity are visible (arrows). X 14500

Ryc. 3. Mielopatia wywolana , pompowaniem” plynu moézgowo-rdzeniowego. Okres

poézny. Wypustka astrocytarna zawiera duzy twoér osmofilny. Wiekszo§é nagroma-

dzonego materialu ma charakter amorficzny, jednakze widoczne sg réwniez frag-
menty zachowujgce budowe periodyczng (strzatki). Pow. 14 500 X

periodicity, characteristic of myelin (Fig. 3). Even more numerous were
amorphous osmiophilic structures associated with not yet fully developed
lipid droplets. The structures occupied large spaces not only within the
processes, but also in the perikarya of typical astrocytes (Fig. 4). As
far as oligodendroglia are concerned, only a moderate increase in the
number of polyribosomes and microtubules was noted. No infiltration
of CNS parenchyma with cellular elements from the vascular bed could
be observed.

Central Wallerian degeneration

As early as after 4 days of cWD in the rat and rabbit optic nerves,
disintegration and shrinkage of axoplasm were observed, manifested by
accumulation of electron-dense, fuzzy or membraneous material accom-
panied by empty spaces, very often within the same axonal fibre. The
changes appeared almost regularly on the 8th day of observation (Fig.
5). In spite of the extent of axoplasmic disintegration, only slight loosen-
ing of surrounding myelin sheaths was observed and normal periodicity
was retained even in collapsed sheaths forming myelin ovoids (Figs 5,
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Fig. 4. Pumping myelopathy. Late period. Subpially located astrocyte (bundles of

intermediate filaments — GF — are clearly visible in its cytoplasm) exhibits peri-

nuclearly large osmiophilic deposit. On its border lipid droplets are formed (arrow).
sS — subarachnoid space. X 5200

Ryc. 4. Mielopatia wywolana , pompowaniem” plynu moézgowo-rdzeniowego. Okres

p6ézny. Podoponowy astrocyt (wyraznie widoczne sa w jego cytoplazmie wigzki

wibkienek klasy posredniej — GF) wykazuje okolojadrowo obecnos¢ zltogéw osmo-

filnych. Na ich obrzezu tworzg sie kule lipidowe (strzatka). Przestrzen podpaje-
czynéwkowa oznaczona sS. Pow. 5200 X

6). Contrary to the slow pace of myelin disintegration, structural chan-
ges of astroglia were much more pronounced already in the earliest period
of observation.

Nuclei of the cells exhibited dense karyoplasm with a large amount
of perichromatin granules. Nuclear membranes were much more invagi-
nated as compared with normal condition. Perikarya were greatly enlar-
ged with vast amount of polyribosomes and rough endoplasmic reticulum
channels, complex structures of Golgi apparatus and numerous dense
bodies. Due to the presence of these structures, perikarya as well as
some processes penetrating the spaces between degenerating myelinated
axons exhibited high electron density (Fig. 5). Moreover, the processes
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Fig. 5. Central Wallerian degeneration. 8 days after operation. In myelinated axons

axoplasmic changes are more pronounced as compared with those of myelin sheath.

Astrocyte of very dense nucleus and cytoplasm (A;) sends processes adjoining de-

generated axons (arrows) and forming convoluted glia limitans (GL). The other

astrocyte (A;) of voluminous cytoplasm containing numerous polyribosomes and

endoplasmic reticulum channels (ER) has broad processes filled with intermediate
filaments (GF). X 2200

Ryc. 5. OSrodkowe zwyrodnienie Wallera, 8 dzien po zabiegu. Zmiany w aksoplaz-
mie widékien osiowych sg bardziej zaawansowane niz w otaczajacej je mielinie.
Astrocyt o bardzo gestym jadrze i cytoplazmie (A;) wysyla wypustki wchodzace
w kontakt z degenerujacymi aksonami (strzalki) oraz formujgce pofaldowang gra-
niczng blone glejowa (GL). Inny astrocyt (A;) z obfitg cytoplazmg wypelniong licz-
nymi polirybosomami oraz kanatami siateczki $roédplazmatycznej (ER) posiada sze-
rokie wypustki zawierajgce wilokienka klasy pos$redniej (GF). Pow. 2200 X

were easy to identify because of the presence of intermediate filaments
(Figs 5, 6). No increase of glycogen granules within astrocytic cytoplasm
was observed. Complete disintegration of axoplasm and progressive splitt-
ing of myelin lamellae was characteristic of the latest periods of ob-
servations (16 days after operation and onwards). Numerous collapsed
myelin ovoids seemed to be present extracellularly, for no remnants
of oligodendroglial external or internal loops were observable and astro-
cytic processes adjoining the outermost lamellae of collapsed myelin
were separated by small, irregular empty spaces (Fig. 6). Periodicity
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Fig. 6. Central Wallerian degeneration. 32 days after operation. Degenerated axon
with myelin of partially retained periodicity (arrows), with adjoining several astro-
cytic processes (Ap) separated by small clefts of extracellular space (ES). In lower
left corner osmiophilic structure associated with lipid droplets (L), which appears
within the cell possessing bundles of intermediate filaments (GF). X 7500

Ryc. 6. Osrodkowe zwyrodnienie Wallera. 32 dzien po zabiegu. Degenerujacy
akson z mieling o cze$ciowo zachowanej periodycznej budowie (strzatki), do ktoérej
przylega kilka wypustek astrocytarnych (Ap), przedzielonych niewielkimi szczeli-
nami przestrzeni pozakomérkowej (ES). W lewym dolnym rogu twér osmofilny sa-
siadujacy z wakuolami lipidowymi (L), ktére to struktury wystepuja wewnatrz ko-
morki posiadajgcej wigzki wlékienek klasy posredniej (GF). Pow. 7500 X

¢
was still visible in those “telescopic” forms of myelin, which was also

true for the part of osmiophilic structures found within the cytoplasm
even in the latest period of observation. However, most of the ingested
osmiophilic material displayed more or less obliterated periodicity and
was closely associated with amorphous osmiophilic debris as well as
agglomerations of lipid droplets (Figs 7, 8). All the above mentioned
osmiophilic structures were found within the cytoplasm of cells which
displayed also bundles of intermediate filaments (Figs 6, 7, 8). There-
fore, the cells might be positively identified as astrocytes. They formed
the vast majority of the whole cell population in the latest period of
observation and their processes, filled with bundles of gliofilaments,
formed a solid glial scar. Oligodendroglia of somewhat denser than nor-
mal cytoplasm were rarely spotted and within it small number of lipid
droplets, but no osmiophilic inclusions were noted. Pericytes present in
perivascular spaces contained a moderate number of dense bodies but
these cells never entered the CNS parenchyma.
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Fig. 7. Central Wallerian degeneration. 80 days after operation. The cell with nu-

clear features resembling classical microglia filled with many lipid droplets (L)

and osmiophilic debris. Its short process completely encircled myelin ovoid (asterisk).

Multiple processes containing intermediate filaments (GF) closely apposed to the
other degenerated axons. X 4800

Ryc. 7. OSrodkowe zwyrodnienie Wallera. 80 dni po zabiegu. Jadro komoérki posiada

cechy upodabniajace je do mikroglejowej. Cytoplazme jej wypelniaja liczne kule

lipidowe (L), a jej krotka wypustka calkowicie otacza owoide mielinowa (gwiazdka).

Liczne wypustki komoérkowe zawierajgce wildokienka klasy posredniej (GF) $cisle
przylegaja do innych degenerujacych aksondéw. Pow. 4800 X

Chronic TET intoxication

Within the first 24 hours of intoxication the cells identifiable as
astrocytes displayed an increased number of polyribosomes (Fig. 9) and
in some instances also extended areas of Golgi apparatus and rough
endoplasmic reticulum. Their processes, filled with intermediate filaments
have been seen to penetrate between individual axons and to border
closely intermyelinic clefts of different size (Figs 9, 10). Oligodendrocytes
also exhibited an increased number of polyribosomes and endoplasmic
reticulum structures in their cytoplasm (Fig. 9). No infiltration with cells
from the blood vessels has been observed.
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Fig. 8. Central Wallerian degeneration. 80 days after operation. The enlargement of
perinuclear part of the cell presented in Fig. 7 reveals two processes filled with
gliofilaments (GF) emerging from its perikaryon. Osmiophilic debris partially re-
tain periodicity characteristic of myelin (arrows). X 14500
Ryc. 8. Osrodkowe zwyrodnienie Wallera. 80 dni po zabiegu. Powigkszenie okoto-
jadrowej czeSci komérki przedstawionej na ryc. 7 ujawnia dwie wypustki wypel-
nione wilékienkami glejowymi (GF) odchodzace od jej okolojadrowej cytoplazmy.
Zlogi osmofilne cze$ciowo zachowuja budowe periodyczng znamienng dla mieliny
(strzatki). Pow. 14500 X

Fig. 9. TET intoxication. First day of intoxication. Astrocyte (A) sends its long
process (Ap) apposing it to the large intermyelinic vacuole (V). In the cytoplasm
of the oligodendrocyte (O) multiple cisternae of Golgi apparatus (GA) and channels
of rough endoplasmic reticulum (ER). No morphological changes in myelinated
axons could be observed. X 5400
Ryc. 9. Zatrucie tréjetylocyng. Pierwszy dzien zatrucia. Astrocyt (A) wysyla swa
dlugg wypustke (Ap) przylegajaca do duzej wewngtrzmielinowej wakuoli (V). W cy-
toplazmie oligodendrocytu (O) liczne cysterny aparatu Golgiego (GA) oraz kanaly
ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej (ER). Zmielinizowane wlékna osiowe sg mor-
fologicznie niezmienione. Pow. 5400 X
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Fig. 10. TET intoxication. 24 hours of intoxication. Astrocytic process (Ap) filled
with intermediate filaments penetrates between individual axons and closely bor-
ders large intramyelinic cleft (IV). X 18 000

Rye. 10. Zatrucie tréjetylacyna. 24 godzina zatrucia. Wypustka astrocytu (Ap) wy-

pelniona wlékienkami klasy posredniej penetruje pomiedzy poszczegblnymi zmie-

linizowanymi wiéknami osiowymi i przylega sciSle do brzegéw duzej wakuoli we-
wnatrzmielinowej. Pow. 18 000 <

Material taken from animals on day 28 and 42 of intoxication repre-
sented the period, when clinical recovery appeared. In fact, some regres-
sion of formerly observed alterations in myelin sheaths was observed.
However, astrocytes retained their morphological characteristic of the
earliest period of intoxication, and the presence of numerous cell pro-
cesses filled with intermediate filaments in between individual myeli-
nated axons was conspicuous (Fig. 11).

However, “intracellular edema” of astroglial cells was the phenome-
non which attracted even more attention. Within the perikarya as well
as in cell processes, sharply demarcated, electron-lucent areas of differ-
ent size appeared. Sometimes membraneous material could be observed
within these usually empty spaces. Simultaneously, plasma membranes
close to “edema zones” preserved their integrity, this holds true also
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Fig. 11. TET intoxication. 28th day of intoxication. Numerous sharply delineated
spaces of intracytoplasmic edema within astrocytic perikaryon (A). Otherwise, this
astrocyte exhibits a normal structure of its plasma membrane, nucleus and cyto-
plasmic organelles. In between morphologically normal myelinated axons nume-
rous processes filled with intermediate filaments are visible (arrows). X 4200

Rye. 11. Zatrucie tr6jetylocyna. 28 dzien zatrucia. Liczne, ostro odgraniczone obsza-

ry wewnatrzcytoplazmatycznego obrzeku widoczne sg w perykarium astrocytu (A).

Ponadto komoérka ta wykazuje normalnag strukture swej blony cytoplazmatycznej,

jadra oraz organelli cytoplazmatycznych. Pomiedzy morfologicznie niezmienionymi

zmielinizowanymi wiéknami osiowymi widoczne sa liczne wypustki wypelnione
wlokienkami klasy posredniej (strzalki). Pow. 4200 X

for the neighbouring cytoplasmic organelles (Figs 10, 11). Moreover, no
nuclear changes could be seen in the cells which underwent intracyto-
plasmic edema. Small vessels were very often completely surrounded by
swollen astroglial end-feet. However, no changes in endothelium, vascu-
lar basement membrans as well as no infiltration of CNS parenchyma
with any cells from the vessels were observed (Fig. 12).

In none of the two described periods of observations could signs of
phagocytosis be seen. Namely, no osmiophilic, myelin-like structures
were observable either intracellularly or within extracellular spaces.
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Fig. 12. TET intoxication. 42 day of intoxication. Swelling of perivascular astro-
cytic end-feet is visible (asterisks). The continuity of their plasma membranes as
well as of the endothelial lining is retained. X 2500

Ryc. 12. Zatrucie tréjetylocyna. 42 dzien zatrucia. Obrzek astrocytarnych okolona-

czyniowych nézek ssgcych oznaczony gwiazdkami. Zachowana jest cigglo§é zardéw-

no ich blon cytoplazmatycznych, jak i warstwy komoérek $rédblonka naczynia. Pow.
2500 X

DISCUSSION

The pathomorphology of white matter injury in the three above pre-
sented experimental models proved to be entirely different. The pro-
cedure which evokes “postpumping” myelopathy produced a shallow
area of myelin injury within the border part of the upper cervical
spinal cord, probably because of mechanical impairment of vascular sup-
ply (Bunge, Glass 1965) in the vascorona territory. According to the clas-
sical description of Bunge et al. (1960), the area of lesion became in-
vaded by the reactive neuroglial cells, which revealed bundles of glio-
fibrils within their copious cytoplasm.

Wallerian degeneration within the central nervous system is charac-
terized by slowly progressing, simultaneous disruption of both axons
and myelin. Their debris become engulfed by phagocytes. In due course,
the degenerated structures are replaced by hypertrophied astrocytes and
their processes (Aldskogius 1974).
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The most characteristic phenomenon in chronic TET intoxication is
the formation of intramyelinic clefts. Myelin lamellae delineating these
electron-lucent spaces dissociate along intraperiod lines. At the time
of occurrence the most severe clinical symptoms (third week of intoxi-
cation) accumulation of perivascular edematous fluid is also noted. It
is postulated that consecutive clinical improvement could be rendered
possible by some mechanisms of reabsorption of this fluid (Wender et al.
1982).

In each of the three here presented experimental processes the pa-
thomechanism of myelin damage seems to be entirely different. In my-
elopathy induced by cerebrospinal fluid exchange, injury to white mat-
ter of marginal parts in the spinal cord is caused, according to Bunge
and Glass (1965), by vasogenic edema. In Wallerian degeneration, after
mechanical lesion to nerve fibers, axons and their myelin sheaths distal
to the site of lesion undergo degenerative changes (Aldshogius 1974).
When the experiment is performed properly and material is taken in
appropriate distance from the site of lesion, accompanying vasogenic
changes are neglegible (Vaughn, Pease 1970; Goncerzewicz 1982 b). Fi-
nally, chronic TET intoxication causes cytotoxic edema of white matter
(Eto, Suzuki 1971).

In spite of the differences, the nature and dynamics of astroglial
morphological changes seem to be very similar in all the above presented
experimental models. Beginning with the earliest periods of observa-
tions, the morphology of astroglial nuclei and cytoplasm is changed,
always preceding perceptible indications of structural myelin disintegra-
tion. The most typical features of these reactive astrocytes include nuclei
with heterochromatin spread towards euchromatin territory and with
invaginated nuclear envelope; voluminous cytoplasm, much densier than
in normal conditions, containing a number of polyribosomes, dense bo-
dies, developed system of endoplasmic reticulum channels and of Golgi
cisternae; finally, numerous processes containing intermediate filaments,
penetrating between morphologically still unchanged myelinated axons.

Some authors have assumed that reactive cells of this kind represent,
in fact, astrocytes dedifferentiating to their precursor forms, astroblasts
(Fernando—Fernando 1973) or they represent an entirely new popula-
tion of macroglia, intermediate between astrocytes and oligodendrocytes,
capable of remyelination (Bunge et al. 1960). No significant grounds
for a definitive opinion are available nowadays. The morphology of
reactive astroglia is rather considered to reflect activation of metabolic
processes, in response to CNS injury (Nathaniel, Nathaniel 1977). This
point of view has been biochemically confirmed by Albrecht (1984), who
showed in studies of the astroglial fraction from the early period of
hepatic encephalopathy in rats that stimulation of RNA and protein
synthesis precede the appearance of morphological changes.
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It should be pointed out, however, that the astroglial reaction of
morphological characteristics described above occurs in many pathologi-
cal processes of various etiology and should by no means be considered
specific for any of them. For instance, Friede (1962) described remarkable
astroglial reaction on the border of cortical ischemic foci, when no pa-
rallel changes in white matter could be seen. Other authors have used
different terms describing the astroglial reaction in the processes with
myelin damage. Adams et al. (1965) pointed out that the two phenom-
ena coexist only. Lassmann et al. (1980) in turn, stressed the variability
in the extent of astroglial reaction in chronic relapsing experimental al-
lergic encephalitis depending upon species studied as well as topogra-
phical differences.

However, the advent of improved techniques of electron microscopy
has allowed more detailed observations on the morphology of astroglial
reaction. Careful analysis of electron microscopic patterns of ¢cWD in
the myelinating optic nerve has enabled Fulcrand and Privat (1979) to
demonstrate surface protrusions of reactive astrocytes, which developed
into thin processes tending to wrap around degenerating axons or bund-
les of axons. Cook et al. (1973) have proven that astroglial hypertrophy
in ¢WD is associated with formation of a peculiar plasma membrane
configuration which has been observed in normal conditions. In pre-
viously published papers on Wallerian degeneration of adult (Goncerze-
wicz 1982) and myelinating (Goncerzewicz et al. 1982) rabbit optic nerve,
the penetration of astroglial processes between bundles of degenerating
axons has been clearly demonstrated. This paper described a similar
phenomenon in three different models of experimental white matter
injury. Therefore it is reasonable to say that development of close astro-
glial-myelin morphological contacts is an aspect of astroglial reaction
as important as nuclear or cytoplasmic morphological changes. Further-
more, it may be assumed that a novel type of intercellular interactions
has been demonstrated within the injured white matter.

These morphological reactive changes of astroglia might be, as a
whole, considered a necessary step in “preparation” of these cells to
phagocytosis and scar formation, i.e. two important functions performed
by astroglia in later stages of white matter injury.

As far as phagocytosis is concerned, the long-lasting controversy re-
ferring to the type of cells capable of phagocytosis seems now to be
settled. Among others, Vaughn and Pease (1970) and, then, Lemkey-
Johnston et al. (1974) have proven that a graded phagocytic response
takes place on the part of several different elements, depending upon
the sort of noxious factor and its selectivity to individual components
of nerve tissue and upon the extent of the lesion and degree of inflam-

3 — Neuropatologia 4/87
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mation involved. A general agreement exists that astrocytes belong to
cell populations capable of phagocytosis.

The common trait of pathological processes presented here (i.e. post-
pumping myelopathy, Wallerian degeneration of the optic nerve and
TET intoxication) is the absence of infiltration of CNS parenchyma with
circulating cells from the vascular bed. This should be considered an
important factor which renders astrocytes capable of playing a primary
role in phagocytosis of myelin debris. The morphological proof of this
action involves the presence of osmiophilic structures within the cyto-
plasm of cells carrying bundles of intermediate filaments. In the earlier
stages, engulfed fragments of discernible periodicity (characteristic of
myelin) are visible. Later, the periodicity becomes more and more effac-
ed and, finally, processes of intracellular degradation generate highly
electron-dense, irregular, multilamellar or amorphous structures (pro-
bably of protein origin) and electron-lucent vacuoles, which probably
represent the counterpart of digested myelin lipids (Bignami, Ralston
1969; Goncerzewicz 1982). Obviously, the extent of phagocytosis differs
appreciably between the models, depending upon the extent of myelin
damage. For instance, in ¢WD all the myelin sheaths are affected, where-
as in postpumping myelopathy only a narrow rim of subpial white mat-
ter is involved. In the chosen period of observation in TET intoxication,
no phagocytic activity of astroglia has been demonstrated. This is pro-
bably due to the fact that myelin changes in this model are essentially
reversible. However, it should be noted that Wender et al. (1982) have
demonstrated phagocytosed myelin within astroglial cells in the optic
nerve of chronically TET-intoxicated rats.

As far as the latter experimental model is concerned, the “intracellu-
lar edema” of reactive astroglia occurring at a late stage of the patholo-
gical process has never up till now been described in details. Concomi-
tantly with the still present intermyelinic vacuoles, astrocytic swelling
produces a spongy appearance of the injured white matter. The preser-
ved integrity of membraneous structures, including plasma membranes
of astrocytes displaying “edematous changes”, rules out inadequate pre-
servation as a possible source of artifact. The unchanged morphology
of nuclear and cytoplasmic structures of the cells, in which intracellu-
lar edema has appeared, allows to exclude cell death as the background
of these changes. Moreover, Hirano et al. (1968) in their ultrastructural
studies have proven that vacuoles observable in TET intoxication do
not communicate with extracellular space. Therefore, it should be con-
cluded that in the pathological process presented here, selective, intra-
cytoplasmic edema of reactive astrocytes has appeared. The phenome-
non must have something in common with the astrocytic changes result-
ing from the action of various neurotoxic substances, as described by
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Adornato and Lampert (1971). In fact, these cells appeared in the in-
jured white matter at the time when clinical as well as biochemical
recovery had taken place (Wender et al. 1983). Therefore, it may be
assumed that astrocytes play some role in restoring the “status quo”
at late stages of TET intoxication. This function may be analogous to
that postulated by Noremberg (1981) in hepatic encephalopathy, in which
astrocytes initially undergo hypertrophy in an attempt to detoxify am-
monia. The described above characteristic pattern of astroglial reaction
within the injured white matter has permitted some assumptions on
the possible primary role of the reaction in myelin disintegration. First
of all, observations of three different pathological processes have pointed
to astroglia as one of the principal exponents of the process leading to
myelin damage. Morphologically discernible activation of astroglia pre-
cedes visible signs of myelin disruption. In due course astroglial pro-
cesses come into close contact with degenerating myelin and engulf it.
This commences the process of its intracellular digestion. Another im-
portant function of astroglia within the injured white matter seems to
involve a reparative role, including formation of glial scar and probably
also detoxication.

CONCLUSIONS

1. In the described models of white matter injury (postpumping
myelopathy, central Wallerian degeneration and TET intoxication) astro-
cytes with morphological features indicating an increased metabolic acti-
vity appeared before discernible features of structural myelin disinte-
gration were noted.

2. At the earliest stages of postpumping myelopathy and central Wal-
lerian degeneration, penetration of astroglial processes between as yet
unchanged myelinated axons represents the first alteration in the succes-
sion of events, which terminate in phagocytosis and intracellular diges-
tion of degenerated myelin. The phagocytizing cells were simultaneously
engaged in the process of scar formation.

3. In the model of TET intoxication, selective intracytoplasmic edema
which appeared in astroglia at the time of clinical recovery, may be con-
sidered as morphological proof of action of compensatory mechanisms
involving astrocytes.

4. Astrocytes, as the cell population active in phagocytosis, scar for-
mation and detoxication seem to demonstrate a novel type of interaction
within the injured white matter. Some assumptions as to the important
role of astroglia played in myelin disintegration are, therefore, put for-
ward.
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ROLA ASTROGLEJU W PROCESACH CHOROBOWYCH PRZEBIEGAJACYCH
Z ROZPADEM MIELINY.
I. MORFOLOGIA ASTROGLEJU
W DOSWIADCZALNYM USZKODZENIU ISTOTY BIALEJ

Streszczenie

Przedmiotem badan byla morfologia ultrastrukturalna reakcji astrogleju w réz-
nych okresach do$wiadczalnego uszkodzenia istoty bialej, wywolanego réznorodnymi
procesami. Celem badan bylo przeS§ledzenie powigzan reakcji astrogleju ze zjawis-
kiem rozpadu oslonek mielinowych, ktére bylo cechg wspoélna wszystkich badanych
modeli do$wiadczalnych. Badania wykazalty, ze formy astrogleju o morfologicznych
cechach wzmozonej aktywno$ci metabolicznej pojawiajg sie w strefie zmian wezes-
niej niz oznaki morfologicznego rozpadu struktury ostonki mielinowej. Wykazano
narastajacy w czasie proces penetracji wypustek astrogleju pomiedzy zmielinizo-
wane wilékna osiowe juz w poczgtkowych okresach rozpadu ich ostonek mielino-
wych. Kolejnym etapem tego zjawiska byla fagocytoza uszkodzonej mieliny przez
te wypustki, a nastepnie proces chemicznej degradacji fragmentéw mielinowych
w obrebie cytoplazmy astrocytow. Fagocytujgce komorki byly réwnoczes$nie zaanga-
zowane w proces tworzenia blizny glejowej. Obserwowany w okresie klinicznej po-
prawy w przebiegu przewleklego zatrucia TET selektywny wewnatrzcytoplazma-
tyczny obrzek astrogleju moze byé interpretowany jako wyraz mechanizméw kom-
pensacyjnych, ktére dzialajg w uszkodzonej tkance za po$rednictwem astrocytéow.
Na podstawie przytoczonych danych wysunieto wniosek, ze astrocyty jako komoérki
aktywnie zaangazowane w proces fagocytozy, formowania blizny glejowej oraz od-
truwania wytwarzaja w uszkodzonej istocie bialej nowy rodzaj strukturalnych
i czynno$ciowych powigzan miedzykomoérkowych. Zasugerowano réwniez mozliwosé
spelniania przez astrocyty pierwotnej roli w procesie rozpadu mieliny.

POJIb ACTPOI'JIUU B BOJIESBHEHHBIX TTPOLIECCAX, ITPOTEKAFOMNX
C PA3IIAZIOM MMEJINHA.
1. MOP®OJIOTUA ACTPOI'JINU
B OKCIIEPUMEHTAJIBHOM ITOBPEXJIEHWU BEEJIOI'O BEIIECTBA

Pe3ome

WUccnenosanach yJiIbTPAcTPYKTypHAss MOPQOJIOTHS ACTPOTIHAIBHON peakudd B Pa3IdYHBIX
[epuoaax 3KCIEePHEMEHTALHOTO MOBPEXIACHHS 0€JIOro BEIIEeCTBa, BLI3BAHHOTO Pa3HBIMHU NPOIEC-
camu. CylHOCTBIO HCC/IEIOBaHM ObUta OlLeHKAa cBsi3eil acTPOTJIMANBbHOM PEaKlMh C SIBICHHEM
pacnazia MHEJIMHOBBIX 00051049€K, KOTopoe Obulo OOmHMM INPH3HAKOM BCEX PAacCCMATPHBAEMBbIX
9KCIIEPUMEHTAILHBIX MozAenu. MccineaoBaHus mokasain, 4To (OpPMBI acTporimy ¢ Mopdomoru-
YECKUMM YePTAMK yCHJIEHHON MEeTabOJIM4eCKOi aKTHBHOCTH TOSIBIISIIOTCS B 30HE M3MEHCHWIl paHb-
e, YeM INPHU3HAKA MOPQOIOrHYecKOro pacmaja MHeNTWHOBOM 00omouku. ITokasaHo Hapacrta-
IOIIMI MOCTENEHHO MPOLIECC NMPOHAKHOBEHUS OTPOCTKOB ACTPOI/IMH MEXIY MHCIHHA3MPOBAHHLIC
HEPBHBIE BOJIOKHA B CaMbIX HAYaJIbHBIX CTAAMAX Pacmajga X MHEIRHOBBIX 000s04ek. OuepenHbIM
3TanoM 3TOro sABjeHHs Obul (ArouuTO3 MOBPEKACHHOTO MHEIWHA THMHK OTPOCTKAMH, a 3aTeM
MpOLECC XAMMYECKOH JerpajlalMd MHEIMHOBBIX (PPArMEHTOB B LMTOMIA3ME ACTPOLUTOB. OTH
(aroMTApyIONIME KIETKA NMPUHUMAJIR OIHOBPEMEHHO yYacTHe B mpoiecce (pOPMHPOBAHUS TJIH-
03HOro pybua. HabGmrogaemblit BO BpeMsi KIIMHHYECKOrO YJIyYUICHHS B TEYCHWE XPOHHYECKOH WH-
Toxchakauu TET ceeKTHBHOE MHTPALMTONIIA3MATHYECKOe HAOyXaHWe acTPOrIHM MOXKeT ObiTh
MHTEPNPETHPOBAHO KaK MPOSBIICHHE KOMMEHCATOPHBIX MEXaHU3MOB, NEHCTBYIOLIMX MOCPEACTBOM
ACTPOLMTOB B NOBPEXKACHHOW TKaHH.
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Ha ocroBaHmm TIPUBEICHHBIX JTAaHHBIX BHYINACTCSA, YTO aCTPOUMTBI, AHTAXKMPOBAHHBIE B MPO-

necc daroumTo3a, GopMHUPOBAHUS TIMO3HOIO pydua W AeTOKCHKAUMA GOPMHPYIOT B MOBPEXKICH=
HOM ©enloM BemiecTBe HOBBIM BHI CTPYKTYPHBIX M (DYHKIMOHAIBHBIX MEXKKIETOYHBIX CBs3eil. Bo3.
MOXHO TOXe€, YTO aCTPOLMTHI MIPalOT NEPBOHAYAJLHYIO DPONIb B NPOIECCE pacmaja MUeIHHA
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W przebiegu przewleklej intoksykacji alkoholowej obserwuje sie r6z-
norodne zespoly chorobowe zwigzane z uszkodzeniem okreslonych struk-
tur anatomicznych osrodkowego ukladu nerwowego. Do najpozniej wy-
odrebnionych jednostek chorobowych nalezy opisana w 1959 r. przez
Adamsa, Victora i Mancalla mielinoliza $rodkowa mostu, charakteryzu-
jaca sie¢ sudanofilnym rozpadem oslonek rdzennych w czesciach $rodko-
wych podstawy mostu oraz uszkodzeniem oligodendrogleju przy wzgled-
nym zaoszczedzeniu komorek nerwowych i wiékien osiowych.

W doniesieniach kazuistycznych obraz opisywanych zmian morfolo-
gicznych rézni sie czesto zaréwno pod wzgledem wielkosci i lokalizacji,
jak i intensywnosci uszkodzenia poszczegblnych elementéw struktural-
nych mostu. Symptomatologia kliniczna zespolu jest réwniez niejed-
norodna.

W obrazie klinicznym najczesciej dominuje zesp6l zaburzen $wiado-
mosci z dezorientacja w czasie i w przestrzeni, a w koncowym okresie
stan $pigezki moézgowej; rzadziej spotyka sie porazenie wszystkich kon-
czyn, niedowlad nerwu twarzowego oraz niemozno$§¢ moéwienia i poly-
kania (Lereboullet, Escourolle 1962).

Prawidlowe rozpoznania przyzyciowe zespolu nalezg do rzadkosci.
Spotyka sie je tylko sporadycznie w piSmiennictwie (Boudin i wsp. 1963;
Paguirigan, Lefken 1969; Gross, Pfolz 1974; Seitelberger 1974).

* Praca wykonana w ramach CPBR VII.01 oraz wygloszona na VII Konferen-
cji Stowarzyszenia Neuropatologéw Polskich i V Polsko-Wegierskim Sympozjum
Neuropatologicznym w Gdansku. 4—6 czerwiec, 1957,
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Celem niniejszego opracowania byla szczegélowa ocena struktury
i topografii zmian w moscie, w przypadkach przewleklego alkoholizmu.
Interesujgce wydawalo sie przy tym przesledzenie obrazu uszkodzenia
mostu w zaleznosci od wieku chorego oraz czasu trwania nalogu, jako
przyczynek do wyjasnienia patomechanizmu mielinolizy $rodkowej mostu.

MATERIAL I METODA

Material pochodzi ze zbioréw Zakladu Neuropatologii Instytut'u Psy-
chiatrii i Neurologii i obejmuje 65 przypadkéw sekcyjnych chorych, na-
duzywajacych przewlekle alkohol. Wiekszo$¢ chorych (55 przypadkéw)
zmarlo w oddziatach psychiatrycznych.

Do badania histopatologicznego pobierano wycinki z mostu oraz z in-
nych reprezentatywnych okolic o$rodkowego ukladu nerwowego*. Ma-
terial zatapiano w parafinie. Skrawki barwiono fioletem krezylu, hema-
toksyling i eozyng oraz wedlug metod van Gieson, Spielmeyera, Biel-
schowskyego i Kanzler-Arendta.

Charakterystyka kliniczna

W grupie 65 przypadkéw bylo 59 mezczyzn i 6 kobiet, zmarlych w
wieku od 24 do 78 lat. Srednia wieku wynosita 52 lata. Okres naduzy-
wania alkoholu u 26 chorych zamykal si¢ w granicach od 5 do 29 lat,
$rednio trwal 15 lat; u 22 chorych wynosil powyzej 30 lat. U pozosta-
lych 17 chorych w wywiadzie powtarzalo sie okreslenie ,,dlugo”. Ilosci
jednorazowo spozywanego alkoholu, jak i czestosci jego naduzywania nie
udalo sie ustalié.

W przebiegu nalogu u 29 chorych wystepowalo majaczenie drzenne,
u 7 — ostra lub przewlekla halucynoza alkoholowa, u 12 — napady pa-
daczkowe, najczesciej typu grand mal.

Badaniem psychiatrycznym u wszystkich chorych stwierdzono zespot
psychoorganiczny z degradacja alkoholowa, doprowadzajgcy w 19 przy-
padkach do ciezkiego otepienia.

W stanie neurologicznym w 36 przypadkach dominowaly rozsiane
objawy uszkodzenia ukladu nerwowego, najczeSciej ataktyczne zabu-
rzenia chodu, polowicze niedowlady lub bezwlady (12 przypadkéw),
zwlaszcza w koncowym etapie zycia. U 8 chorych wystepowala obwodo-
wa polineuropatia.

Przyczyng zgonu w 22 przypadkach bylo majaczenie drzenne, u 11
chorych krwotok podtwardéwkowy, u 6 — krwotok podpajeczynowko-

* Zmiany patologiczne moézgu czeSci badanych przypadkéw zostaly oméwione
szczegblowo w pracy E. Tarnowskiej-Dziduszko ,Proces inwolucyjny kory amonal-
nej i ugrupowan jgdra migdalowatego w przewleklym alkoholizmie” (1978).
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wy, $rédmigzszowy lub rozmiekanie nadnamiotowe. Pozostali chorzy
zmarli wéréd objawéw wyniszezenia w przebiegu zapalenia ptuc (18 przy-
padkow), krwawienia z zylakéw przelyku (2 przypadki), bgdz wrzodu
zolagdka (3 przypadki) i mocznicy (3 przypadki).

Badaniem anatomo-patologicznym w 50 przypadkach stwierdzono
sttuszczenie i/lub marskos¢é watroby, w 38 — zwyrodnienie mieénia ser-
cowego, w 24 — uszkodzenie migzszu nerek. Owrzodzenie zolgdka i/lub
dwunastnicy wystepowalo w 20 przypadkach, a zapalenie pluc w 45.

WYNIKI
Badanie makroskopowe ukladu nerwowego

Badanie makroskopowe w 46 przypadkach wykazalo zmiany zaniko-
we moézgu (zwezenie zakretéw z poszerzeniem rowkow, zwezenie kory
i istoty bialej, réznego stopnia zanik czesci przedniej i Srodkowej spoidia
wielkiego oraz poszerzenie rogéw czolowych i skroniowych komoér bocz-
nych). Obrzek mézgu obecny byt w 31 przypadkach. Zmiany miazdzyco-
we w naczyniach podstawy II i III stopnia obserwowano w 18 przypad-
kach. Tylko w 4 stwierdzono obnizenie konsystencji tkanki w zakresie
mostu z zatarciem zaryséw jego struktury.

Badanie mikroskopowe mostu

Naczynia $rodmigzszowe mostu wlosniczki, tetniczki i tetnice w wiek-
szo$ci przypadkow (48) byly maksymalnie wypelnione krwig. Ich $Sciany
ulegly prawie pelnej przebudowie wioknistej, a czesto, bo w 30 przy-
padkach, byly pogrubiale. W 12 przypadkach stwierdzono zwezenie
Swiatla i czeSciowe zeszkliwienie $ciany naczyniowej. Przestrzenie okolo-
naczyniowe niemal zawsze byly poszerzone, a tkanka otaczajgca je byla
rozluzniona i zggbczala. Wokél naczyn obserwowano ,jeziorka” wlékni-
ka. Niewielkich rozmiaréw krwinkotoki kuliste i plomykowate obecne
byly w poszczegélnych przypadkach w czesci nakrywkowej lub podstaw-
nej mostu. W 2 przypadkach wystepowaly nacieki zapalne wokét naczyn.
Sporadycznie, bo tylko w 5 przypadkach, obserwowano wzmozong okolo-
naczyniowg glejoze widknista. W 10 przypadkach obecne byly klebki
naczyniowe.

W licznych przypadkach (47) komorki jader wlasnych mostu oraz
neurony tworu siatkowatego byly nadmiernie obladowane lipofuscyng;
czesto tez byly one obkurczone i hiperchromatyczne. Nierzadko obser-
wowano cienie komérkowe i obrazy tigrolizy centralnej. W jadrze miej-
sca sinawego w 7 przypadkach doszlo do czesciowego odbarwienia ko-
moérek nerwowych. Wyrazne opustoszenie neuronalne zaré6wno w struk-
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turach tworu siatkowatego, jak i w jadrach wlasnych mostu, poza na-
czyniopochodnym uszkodzeniem, obecne bylo tylko w 7 przypadkach.
Rzadko zwyrodnieniu komoérek nerwowych towarzyszyla wzmozona sa-
telitoza glejowa lub neuronofagia. Postacie przerostowe mikrogleju
i grudki glejowe spostrzegano jedynie w 5 przypadkach, podobnie rzadko
obserwowano nagie jadra glejowe (4 przypadki).

W zalezno$ci od rozleglosci uszkodzenia oslonek mielinowych i za-
chowania sie wldkien osiowych badany material podzielono na 4 grupy.

Do grupy I zaliczono 12 przypadkéw z rozlanym splowieniem mieliny
oraz ogniskowym rozpadem ostonek. Splowienie mieliny bylo umiejsco-
wione w czesci centralnej podstawy mostu (ryc. 1 a—f). W jednym przy-

Ryc. 1. a—f. Splowienie mieliny z ogniskowym rozpadem oslonek rdzennych poto-
zone w czeSci centralnej podstawy mostu. Spielmeyer. Pow. lupowe
Fig. 1. a—f. Pallor of myelin with focal sheaths destruction, localized in central
part of pontine basis. Spielmeyer. Magn. glass
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padku uszkodzenie oslonek mielinowych przechodzilo réwniez na czesé
dolng nakrywki (ryc. 2). Granice demielinizacji byly nieregularne, od-
cinkowo zatarte, gubily sie w otoczeniu. Mimo tych zmian rysunek ana-
tomiczny mostu byl dos¢ dobrze widoczny.

Ryc. 2. Destrukcja ostonek mielinowych podstawy mostu obejmujaca dodatkowo
cze$é dolng nakrywki mostu. Spielmeyer. Pow. lupowe

Fig. 2. Destruction of myelin sheaths in the pontine basis involving partially in-
ferior portion of tegmentum. Spielmeyer. Magn. glass

W polach splowienia mieliny uszkodzeniu ulegly zaréwno ostonki
wiokien poprzecznych mostu, jak i wiékien piramidowych (ryc. 3). Inten-
sywnos¢ zmian w poszczegélnych peczkach zaréwno grubych, jak i cien-
kich byla niejednakowa. Obok splowienia cze$ci peczka obserwowano
wrzecionowate lub kuliste deformacje oslonek z rozluznieniem widkien
badz ogniska rozpadu mieliny (ryc. 4). Niekiedy w polu demielinizacji
widoczne byly pasma widkien z dobrze utrzymanymi ostonkami. Widkna
osiowe byly zazwyczaj zachowane, czasami ulegaly niewielkiemu prze-
rzedzeniu i deformacji (ryc. 5). Mozna bylo natomiast dostrzec przerze-
dzenie komoérek oligodendrogleju zwlaszeza w tych czesciach splowienia
mieliny, w ktérych uszkodzenie ostonek mielinowych bylo ciezsze. Miej-
scami przybieralo ono posta¢ pelnej demielinizacji, rownoczesnie dosé
czesto obserwowano wtedy zggbczenie podloza tkankowego (ryc. 6). Mie-
dzy peczkami wlokien wokél zachowanych komérek oligodendrogleju
widoczne bylo jasne ,halo”.

Ugrupowania komoérek nerwowych jader wiasnych mostu, zaréwno
w polach splowienia mieliny, jak i poza tymi obszarami, w 3 przypad-
kach ulegly przerzedzeniu. Poszerzenie przestrzeni okolonaczyniowej
z ,jeziorkami” wi6knika, znaczne przekrwienie naczyn, przynaczyniowe
krwinkotoki obserwowano w tej grupie przypadkéw zaréwno w czesci
nakrywkowej, jak i poza polami splowienia mieliny — na obwodzie mos-
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Ryc. 3. Ognisko demielinizacji w sasiedztwie szwu cze$ci podstawnej mostu, obej-
mujgce wldkna poprzeczne i peczek piramidowy. Spielmeyer. Pow. 60 X
Fig. 3. Demyelination focus in the vicinity of the raphe of pontine basis, involving
both transverse fibres and pyramidal bundle. Spielmeyer. X 60

Ryc. 4. Deformacja oraz rozpad oslonek mielinowych wéréd prawidtowo zachowa-
nych ostonek. Spielmeyer. Pow. 200 X

Fig. 4. Deformation and disintegration of the same myelin sheaths, distributed among
normal ones. Spielmeyer. X 200
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Ryc. 5. Przerzedzenie wibkien osiowych w polu uszkodzenia ostonek mielinowych w
peczkach poprzecznych mostu. Bielschowsky. Pow. 400 X

Fig. 5. Decreased number of axoncylinders in the area of damaged myelin sheaths,
involving transverse pontine fibres. Bielschowsky. X 400

o
Rye. 6. Zgabczenie podloza i ubytki komorek oligodendrogleju. H—E. Pow. 100 X
Fig. 6. Tissue spongiosis with loss of oligodendroglial cells. H—E. X 100

ol 7Y % S
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tu. Przekrwienie i zast6j mialy charakter ogniskowy. Naczynia $rédmigz-
szowe byly zwlokniate. Dotyczylo to zarowno wlosniczek, jak i tetni-
czek.

W grupie II obejmujacej 14 przypadkow smugowate lub okragle pola
splowienia i demielinizacji oslonek byly zlokalizowane zazwyczajw cze-
$ci centralnej podstawy mostu, mniej lub bardziej symetrycznie po obu
stronach szwu (ryc. 7 a—f). Uszkodzenie oslonek mielinowych czasami
obejmowalo cale peczki piramidowe lub czeé¢ ich przekroju, jak i wlo-
kien poprzecznych mostu. We wiéknach osiowych nie stwierdzono zmian.

Ryc. 7. a—f. Pola splowienia mieliny i rozpadu oslonek rdzennych zlokalizowane
symetrycznie po obu stronach szwu podstawy mostu. Spielmeyer. Pow. lupowe
Fig. 7. a—f. Areas of myelin pallor and disintegration of medullary sheaths, localiz-
ed symmetrically on both sides of raphe in basal pons. Spielmeyer. Magn. glass
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Ryc. 8. Zmiany zwyrodnieniowe wiékien osiowych — obrazy sferoidéw aksonal-
nych. Bielschowsky. Pow. 400 X

Fig. 8. Degeneration of axon cylinders in the form of axonal spheroids. Bielschow-
sky. X 400

Ryc. 9. Odnaczyniowe szerzace sie ogniska zggbczenia tkanki obejmujgce ugrupo-
wania komoérek jader wlasnych mostu. H—E. Pow. 200 X

Fig. 9. Foci of tissue spongiosis spreading from the perivascular areas, involving
some group of pontine neurons. H—E. X 200
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Podobnie nie bylo widocznych ubytkéw neuronéw ani zmian o charak-
terze odczynu glejowego. W poszczegélnych przypadkach mozna bylo
natomiast przesledzi¢ mniej lub bardziej nasilone cechy obrzeku okolona-
czyniowego, przekrwienie i zast6j. W naczyniach krwionosnych z reguly
obserwowano zwlOknienie bez wyraznych cech pogrubienia $ciany ani
zwezenia $Swiatta.

W III grupie, obejmujgcej 15 przypadkéw, obserwowano niewielkie
ogniska splowienia i rozpadu mieliny rozrzucone w sposéb nieuporzadko-
wany, asymetrycznie w obrebie podstawy mostu. W obszarach tych, poza
uszkodzeniem mieliny, stwierdzano ubytki i zmiany zwyrodnieniowe
wlokien osiowych. Czeste byly obrazy sferoidéw (ryc. 8). Zgabczenie wi-
doczne w polach rozpadu mieliny przechodzilo nierzadko na ugrupowania
komoérkowe jader wlasnych mostu szerzgc sie na ogél odnaczyniowo
(ryc. 9). Obok opisanych powyzej nieprawidiowosci obserwowano ogniska
pelnego rozpadu tkanki w fazie rozbiérki makrofagowej oraz rozsiane
ubytki neuronéw z odczynem proliferacyjnym gleju komérkowego. Cze-
ste byly w tych razach obrazy ostrego obrzmienia neuronéw, neuronofa-
gia i grudki glejowe, a zmiany demielinizacyjne, o charakterze zwyrod-
nienia wtoérnego, obejmowaly wybioérczo badz znaczne obszary szlakow
piramidowych (ryc. 10) lub pojedyncze ich peczki. W dwoéch przypadkach
z tej grupy, w przebiegu wglobienia struktur nadnamiotowych, obserwo-
wano martwice obrzekowg umiejscowiong w bocznej czesci podstawy
mostu (ryc. 11). Zwyrodnienie naczyn $rédmigzszowych mostu bylo bar-
dziej nasilone w poréwnaniu z tego typu zmianami w obu poprzednich

Ryc. 10. Ogniskowe uszkodzenie mieliny w drogach piramidowych o charakterze

zwyrodnienia wtérnego (blizny w strukturach zlokalizowanych nadnamiotowo).
Spielmeyer. Pow. lupowe

Fig. 10. Secondary degeneration of nerve fibres in the pyramidal tract, resulting
from supratentorial brain damage. Spielmeyer. Magn. glass

Ryc. 11. Zgabczenie bocznej cze$ci podstawy mostu w przypadku jednostronnego
wglebienia podnamiotowego. Spielmeyer, Pow. lupowe
Fig. 11. Spongiosis of lateral portion of pontine basis in a case of unilateral sub-
tentorial herniation. Spielmeyer. Magn. glass
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Ryc. 12. Zgabczenie okolonaczyniowe utkania mostu. H—E. Pow. 200 X
Fig. 12. Perivascular spongiosis of pontine structure. H—E. X 200

grupach. Zeszkliwienie $cian tetniczek i tetnic oraz zwezenie ich $wiatla
obserwowano w 10 przypadkach tej grupy.

W grupie IV, obejmujgcej pozostale 24 przypadki badanego materiatu,
w 5 przypadkach obecne byly kuliste lub plomykowate krwotoki zloka-
lizowane w czeSci $rodkowej podstawy mostu oraz na jej pograniczu
z nakrywka. Wystepowaly one w przypadkach wylewéw podtwardéwko-
wych. W dwéch przypadkach przewleklej halucynozy alkoholowej stwier-
dzono nacieki limfocytarne wokét naczyn mostu. Uszkodzenie ostonek
mielinowych w wigkszosci przypadkéow tej grupy ograniczato sie do zggb-
czen okolonaczyniowych rozsianych w calym moscie (ryc. 12). Sciany
naczyn $réodmigzszowych byly najczesciej zwlékniale i pogrubiate.

OMOWIENIE

W badanym materiale przewleklego alkoholizmu w grupie I, liczacej
12 przypadkéw, stwierdzono zespét zmian strukturalnych odpowiadajacy
kryteriom morfologicznym niezbednym dla rozpoznania mielinolizy $rod-
kowej mostu. Wiek chorych tej grupy zamykat sie w granicach od 34 do
76 lat, przy czym az 1/3 chorych zmaria miedzy 34 a 42 rokiem zycia.
Na ten przedzial wieku przypada, wedlug danych z piSmiennictwa (Goe-
bel, Herman-Ben Zur 1972; Gross, Pfolz 1975), szczyt wystepowania
mielinolizy centralnej mostu. Wszyscy chorzy przewlekle, zazwyczaj od
kilkudziesieciu lat, naduzywali alkoholu i byli wielokrotnie hospitalizo-

4 — Neuropatologia 4/87
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wani na oddzialach psychiatrycznych. U 3 chorych obecne bylo glebokie
otepienie, u wszystkich pozostalych znacznie nasilony zespél psychode-
gradacji alkoholowej. Pieciu chorych zmarlo w przebiegu majaczenia
drzennego, a 1 wsréd objawow halucynozy alkoholowej. Wszyscy wyka-
zywali cechy mniej lub bardziej nasilonego wyniszczenia ze znacznym
odwodnieniem 1 zakléceniami gospodarki elektrolitowej, znamiennie
czesto spostrzeganymi w majaczeniu alkoholowym (Tavel 1962; Jacob,
Spalke 1971). U zadnego z chorych, podobnie zresztg jak w wigkszo$ci
doniesien kazuistycznych, nie rozpoznano klinicznie mielinolizy $rod-
kowej mostu. Z zestawienia doniesien kazuistycznych (Goebel, Herman-
-Ben Zur 1972) wynika, ze na sto opisanych morfologicznie przypadkoéw
zespolu przypadajg jedynie dwa prawidlowe rozpoznania przyzyciowe.
Cze$é trudnosci diagnostycznych wynika z faktu, iz mielinoliza $rodkowa
mostu zwykle nie wystepuje w sposéb izolowany, towarzyszg jej nato-
miast nieprawidlowosci innych struktur osrodkowego ukladu nerwowego
(oun) zacierajgce objawy uszkodzenia mostu (Mathieson, Olszewski 1960;
Aleti, Terry 1963; Berry, Olszewski 1963; Goebel, Herman-Ben Zur 1972;
Seitelberger 1974), zwlaszcza przedwczesne starzenie sie oun, a szczegdl-
nie ukladu limbicznego odpowiedzialnego za prawidlowe funkcje mnes-
tyczne. Ten zesp6l zmian opisano w naszym materiale przewleklego alko-
holizmu (Tarnowska-Dziduszko 1978).

Podobnie jak w opisach innych autoréw (Goebel, Herman-Ben Zur
1972; Gross, Pfolz 1975; Okeda 1974; Seitelberger 1974), spostrzegane
przez nas uszkodzenie mostu w przebiegu mielinolizy $rodkowej mostu
bylo zréznicowane zaréwno, co do wielkosci obszaru splowienia mieliny,
nasilenia uszkodzenia ostonek rdzennych, jak i przebudowy wldknistej
$cian naczyn, czy nasilenia zwyrodnienia neuronéw w ugrupowaniach
jadrowych mostu. Moze to by¢ wyrazem indywidualnej wrazliwosci na
zadzialanie czynnika szkodliwego.

Etiologia i patogeneza zespolu chorobowego mimo wieloletnich badan
i obserwacji nie sa jednoznacznie wyjasnione. Zesp6l charakterystycznego
uszkodzenia mostu poza przewlekla intoksykacja alkoholowa opisywano
i w innych schorzeniach doprowadzajacych do dlugotrwalych stanow
odwodnienia oraz wyniszczenia. Spostrzegano go w zakazeniach wiru-
sowych (Mathieson, Olszewski 1960), w ropniu podtwardéwkowym
(Bailey i wsp. 1960), w nastepstwie ciezkich urazéw czaszki u dzieci
(Minauf, Jellinger 1970) i u dorostych (Seitelberger, Jonasz 1970), w prze-
biegu choroby Wilsona i innych schorzen watroby (Seitelberger 1974),
w zakrzepie zyly Galena (Landers i wsp. 1965), czy w bialaczce (Minauf,
Krepler 1969; Okeda 1974).

Nie ma réwniez jednolitego pogladu na temat patomechanizmu i ewo-
lucji stwierdzonych uszkodzen. Wiekszo$¢ autoréw uwaza, ze u podloza
zmian lezy uszkodzenie oligodendrogleju, w konsekwencji ktérego do-
chodzi do przerwania wytwarzania mieliny badz tez do produkecji nie-
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pelnowartosciowych lipidéw oslonek mielinowych. Na podstawie prac
doswiadczalnych (Hirano i wsp. 1967; Bass 1967) podkresla sie szczegdlng
wrazliwo$¢ oligodendrogleju pnia mozgu, a zwlaszcza mostu na intoksy-
kacje (Paguirigan, Lefken 1969). Okeda (1974) uwaza, ze przyczyna
uszkodzenia oligodendrogleju jest anoksja oligemiczna, wywolana na-
glymi spadkami ci$nienia krwi, anamnestycznie uchwytnymi u znacznego
odsetka chorych zmartych z powodu mielinolizy $rodkowej mostu. Autor
zwraca uwage na stabiej rozwiniete unaczynienie istoty biatej mostu
i zjawisko tzw. vascular steal. Na podstawie obserwacji klinicznej McCor-
mick i Danneel (1967) przypuszczaja, ze nagle nawodnienie chorego wy-
niszczonego moze sprzyja¢ rozwojowi obrzeku moézgu, co w konsekwencji
mialoby prowadzi¢ do wybiérczego uszkodzenia mieliny. Seitelberger
(1974) uwaza, ze podstawowym czynnikiem powodujgcym zmiany de-
mielinizacyjne mostu jest dystrofia glejowa zar6wno oligo-, jak i astro-
gleju, spowodowana zaburzong czynno$cig watroby, szczegdlnie czesto
obserwowana u alkoholikéw. Wspbéluczestniczy¢ w tym majg zjawiska
immunopatologiczne.

W $wietle przytoczonych pogladéw powstanie rozlanej demielinizacji
w centralnych cze$ciach podstawy mostu jest zjawiskiem patogenetycz-
nie zlozonym. Moze by¢ wywolane zar6wno przez bezposrednie dzialanie
substancji toksycznych, jak i nalozenie sie szeregu dodatkowych czynni-
kow o typie zaburzen naczynioruchowych i nieprawidlowosci gospodarki
elektrolitowej.

Zmiany demielinizacyjne maja rozwija¢ sie z drobnych ognisk uszko-
dzenia mieliny, poszerzajgcych mimosrodkowo swoje rozmiary, w prze-
biegu procesu chorobowego (Schneck 1966). W zwigzku z powyzszym
wydaje sie, ze stwierdzone w grupie II naszego materialu (obejmujgcej
14 przypadkéw) niewielkie ogniska uszkodzenia ostonek mielinowych,
zlokalizowane w czeSci podstawnej mostu i polozone zazwyczaj symet-
rycznie po obu stronach szwu, bez cech wybidrczosci w stosunku do ukta-
déw anatomicznych, ze wzglednym zaoszczedzeniem widkien osiowych,
moga by¢ uznane za weczesne stadia mielinolizy $rodkowej mostu, badz
tez za jej posta¢ poronng. Zagadnienia tego nie mozna jednak jedno-
znacznie rozstrzygng¢. Podobnie jak w grupie I uszkodzenia te wystepo-
waly cze$ciej (8 chorych) miedzy 24 a 45 rokiem zycia. Najstarszy chory
mial 70 lat. Trzech chorych zmarlo w przebiegu majaczenia drzennego.
Stwierdzone w tej grupie przypadkéw zmiany mozna bylo stosunkowo
dobrze zréznicowa¢ z ogniskami uszkodzenia mieliny, powstajacymi na
podlozu naczyniowym lub zwyrodnieniowym w nastepstwie nadnamio-
towych uszkodzen oun, spostrzeganych w grupach III i IV przedstawio-
nego materiatu.

Jak juz wspomniano poprzednio, obserwowane uszkodzenia mieliny,
rozlane lub ogniskowe, rozwijaly sie przy réwnoczesnej znacznie nasilo-
nej przebudowie wléknistej i/lub zeszkliwieniu $cian naczyn $rédmigz-
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szowych mostu. Towarzyszylo im znaczne zwyrodnienie barwnikowe
neuronéw, przy skgpym odczynie rozrostowym i przerostowym komoérek
glejowych. Na podstawie danych z piSmiennictwa (Pentschew 1958;
Seitelberger, Gross 1962; Colmant 1965; Tarnowska-Dziduszko i wsp.
1978) wydaje sie, iz zmiany te nalezy wigza¢ raczej z przewlekly intoksy-
kacjag alkoholowa.

PODSUMOWANIE

W przypadkach przewleklego alkoholizmu, niezaleznie od wieku cho-
rego, obserwowano w strukturach mostu znacznie nasilone zmiany in-
wolucyjne przyjmujgce postaé zwyrodnienia tluszczowego i schorzenia
przewleklego neuronéw jader wilasnych mostu oraz jader tworu siatko-
wego. Naczynia $rédmigzszowe ulegaly zazwyczaj znacznej przebudowie
wléknistej rzadziej zeszkliwieniu, a ich $wiatlo przewezeniu. Utkanie
mostu woké! naczyn krwionosnych bylo czesto rozluznione i zggbczale.
W otoczeniu naczyn zwlaszcza w nakrywce i na obrzezu mostu obecne
byly krwinkotoki. W przypadkach z naczyniopochodnym uszkodzeniem
struktur mostu uderzala nikla reakcja rozplemowa i przerostowa ko-
morek glejowych. Uszkodzenie ostonek mielinowych przebiegajace z de-
strukcjg wiokien osiowych i obrazami sferoidéw aksonalnych bylo badz
ograniczone do okreslonych struktur anatomicznych, i mialo charakter
zwyrodnienia wtérnego wystepujacego w przebiegu nadnamiotowego
uszkodzenia osrodkowego ukladu nerwowego, badz tez wystepowalo
w obszarach zgabczen tkankowych szerzacych si¢ odnaczyniowo.

Rozlane splowienia mieliny z ogniskowym rozpadem ostonek rdzen-
nych przy réwnoczesnym zaoszczedzeniu widkien osiowych i zubozeniu
ilosci komérek oligodendrogleju polozone w czesciach centralnych pod-
stawy mostu obecne w okolo 1/5 ogélnej liczby badanych przypadkow,
odpowiadalo diagnostycznym kryteriom mielinolizy $rodkowej mostu.
Smugowate i kuliste splowienia mieliny z ogniskowym rozpadem oslonek,
zachowanymi wléknami osiowymi, zlokalizowane zazwyczaj symetrycz-
nie po obu stronach szwu czesci podstawnej mostu obserwowano réwniez
w 1/5 przypadkéw. Zmiany tego typu uznano za wczesng faze mielinolizy
Ssrodkowej mostu badz tez za jej posta¢ poronng.

Zaréwno rozlane, jak i smugowate lub kuliste uszkodzenia mieliny
polozone w czes$ciach centralnych podstawy mostu wystepowaly na tle
znacznie nasilonych zmian inwolucyjnych w jego strukturach jadrowych,
przy silnym zwldéknieniu $cian naczyn Srédmigzszowych i rozluznieniu
utkania okolonaczyniowego, nawet w przypadku chorych mtlodszych,
zmartych miedzy 34 a 42 rokiem zycia. Na uwage zastuguje rownoczesne
uszkodzenie narzadéw migzszowych u tych chorych, w tym przede
wszystkim stluszczenie i marsko$¢ watroby oraz zwyrodnienie mie$nia
sercowego.
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MORPHOLOGICAL CHANGES IN THE PONS IN THE COURSE
OF CHRONIC ALCOHOLISM WITH PARTICULAR REFERENCE
TO CENTRAL PONTINE MYELINOLYSIS

Summary

The structure of the pons and topography of its alterations were evaluated
in 65 patients with diagnosis of chronic alcoholism who died at the age of 24 to
78 years. The pons belongs to structures particularly sensitive to the toxic action
of ethanol. 3

The period of alcohol abuse by the patients under study varied from 15 to 30
years.

In dependence on the extent of myelin sheaths lesions and preservation of the
axonal fibers the material was divided into four groups.

To group I, 12 cases were classified with diffuse myelin pallor and focal sheath
disintegration both located in the central part of the pons, and involving its trans-
verse fibers and pyramidal bundles. The axons were preserved but the number of
oligodendroglial cells was diminished. This group corresponds to the diagnostic
criteria of central pontine myelinolysis.

Group II included 14 cases with streak-like areas of myelin pallor and sheath
disintegration, usually lying symmetrically on both sides of the raphe of the pons
base. The nerve fibres in the involved areas were well preserved. Cases included
into this group were considered as either initial stage or abortive form of central
pontine myelinolysis.

In group III comprising 15 cases small foci of myelin pallor and disintegration
with damaged axonal fibers showing pattern of axonal spheroids were either ir-
regurarly dispersed in the pons base or had the character of secondary degenera-
tion connected with supratentorial lesions of the central nervous system. The cha-
racter of the degeneration in this group indicates its vasogenic pathogenesis.

In group IV of 24 cases demyelination with damage to axonal fibers was limi-
ted to disseminated perivascular spongy foci in the whole pons, being probably of
vascular origin.

The complex pathomechanism of central pontine myelinolysis and its con-
nection with chronic alcohol intoxication as well as the difficulty of intra vitam
diagnosis of the syndrome are discussed.

AHAJIN3 MOP®OJIOTUYECKUX U3MEHEHUM B BAPOJIMEBOM MOCTE
B XPOHUYECKOM AJIIT'OXOJIMBME C OCOBbBIM VYETOM MYELINOLYSIS
CENTRALIS PONTIS

Pe3iome

V 65 GONbHBIX C JRArHO30M XPOHHYECKOrO ajJroxXojM3Ma, YMepLIuX B Bo3pacte 24-78 ner
HCCJIEIOBANACh CTPYKTYpa M TOMOrpadusi M3MEHEHHH B BOPOJMEBOM MOCTE NPHHAJIIEKAOIIAM
K CTPYKTypaMm OCOOGEHHO YyBCTBHTEIBHBIM K TOKCHYECKOMY JeicTBHIO 3TaHona. Ilepmon 3moymo-
Tpebnenwss anroxons mmarcs ot 15 mo 30 ner.

B 3aBHCMMOCTH OT BEJMYHAHBI HAPYLICHHS MHEIHHOBBIX OOOJIOYEK M COCTOSHHS HEPBHBIX
BOJIOKOH MaTepussl Obln pasnened Ha 4 Tpynmbl:

I rpyona cocrosina ¢ 12 ciy4aeB ¢ auddy3asIM noGaeHEHHEM MHEIHHA, C OYarOBBIM pa3-
nmanoM 000JI0YeK B LIEHTPAJIbHON YaCTH MOCT2, 3aXBATHIBAIOIIMM KaK €ro Nomepe4yHbie BOJIOKHA,
TaKk NEpPaMHEIHbIE Myuku. HepBHble BOJIOKHA OBIIM COXpaHEHBI, KOJMYECTBO KJIETOK OJIATOICH-
Iporjuu OBII0 yMEHBIIEHO. DTa Ipymnma OTBeYaja JMAarHOCTHYECKMM KPUTEPHSIM IEHTPAaIbHOTO
MHEIAHOH3A.
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Bo II rpynme cocrosiBieit ¢ 14 ciydyaeB mosrocatsie noust nmobseaHesns u pasmaga o6oouex
ObUTH IPEHMYILECTBEHHO JIOKAJTH3UPOBAHBI CHMMETPHYECKH, ¢ OOOWX CTOPOH MIBA B OCHOBaHMH
Mocra. HepBHbIE BOJIOKHA ObUTH B 3THX MECTaX COXPAaHEHbI. DTOT ThIl M3MEHEHHI SBNSAETCS Ha-
YaneHeIM (a30M LEHTPATbHOM MOCTOBOM MHEIXHOIA3GI.

B III rpynne cocrosBuicit ¢ 15 cimyyaes, HeGopinre oyaru mobJeTHEHUS K pa3laja MHEIHHA
C IOBPEXkICHHEM HEPBHBIX BOJIOKOH C KapTHHOM aKCOHAIBHBIX cdepowmos, Obumr mim Oecropsi-
IOYHO pa30pocaHbl B OCHOBAHMH MOCTA, YaCTh W3MEHEHWMH NPOSBIIS/IA YepThl BTOPHUYHOI Iere-
HEpalMK, CBA3AHHOW C HAJHAMETHBIM IOBPEeXICHHEM LICHTPAJbHOW HEPBHOW CHCTeMbl. Bunx
M3MEHEHHi{ B 3TOM Tpymie NOKa3blBaeT HA HX COCYIHCTOE NPOHCXOXKICHHE.

B IV rpynne, oburMaromeit 24 crnyyas, [eMHEIMAU3ANMS C TIOBPEXKICHAEM HEPBHBIX BOJIOKOH
OrpaHMYNBAJIACh K PACCESHHOMY OKOJIOCOCYAHMCTOMY CIIOHTHO3Y BO BCEM MOCTE, BEPOSITHO COCYy-
JIUCTOTO MPOUCXOXKICHHS.

OOcyxImaeTcst CIIOXKHBIM MATOMEXaHW3M IOSIBJICHWS MEHTPAIbHOX MOCTOBOM MHEITAHOJIU3bI
€€ CBfi3b C XPOHMYECKOM MHTOKCHKALMEH alroxojeM M TPYOHOCTH INPHKH3HEHHOIO IHarHosa
CHHApOMA.
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WPLYW PROSTACYKLINY NA ULTRASTRUKTURE KORY MOZGU
KROLIKA PO CALKOWITYM 20-MINUTOWYM
NIEDOKRWIENIU MOZGOWIA

CZESC 1. NEURONY I NEUROPIL

Zaklad Neuropatologii, Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Prostacyklina (PGI,) uwalniana przez komorki $rédblonka ma wia-
Sciwosci antyagregacyjne oraz rozszerzajace naczynia krwionosne (Mon-
cada 1982). Te wlasciwosci sa wykorzystywane w terapii stanéw patolo-
gicznych zwigzanych z zaburzeniami ukrwienia, miedzy innymi w za-
rostowym zapaleniu tetnic (Szczeklik i wsp. 1979), niedrozno$ci naczyn
siatk6wki (Zygulska-Mach i wsp. 1980), nadci$nieniu tetniczym, ostrej
niewydolnosci naczyn wiencowych (Szczeklik i wsp. 1980), chorobie Ray-
nauda. Ostatnio podnosi sie znaczenie prostacykliny PGI, w zwalczaniu
skutk6w niedotlenienia i niedokrwienia moézgowia (Nikolov i wsp. 1982;
Pluta 1985a).

Odnosénie terapeutycznego dzialania PGI, w warunkach niedokrwienia
moézgowia poglady poszczegbélnych autoréw sa kontrowersyjne. Obok
opinii o korzystnym wplywie tej prostacykliny zastosowanej w okresie
recyrkulacji krwi w moézgowiu (Gryglewski i wsp. 1983; Miller i wsp.
1984; Pluta 1984, 1985a,b, 1986a,b,c), wypowiadane sg zdania o braku jej
wplywu lub wrecz szkodliwym oddzialywaniu (Kerckhoff i wsp. 1983;
Miller i wsp. 1984; Pluta 1984, 1986a,b). Wydaje sie jednak, ze brak wply-
wu lub szkodliwe dzialanie PGI, na zaburzenia krgzenia mézgowego po
niedokrwieniu wigzg sie z czasem jej podawania. Kerckhoff i wsp. (1983)
podawali PGI, w 3 godz. po calkowitym jednogodzinnym niedokrwieniu
moézgowia, a Pluta (1984, 1985b, 1986a,b) stosowal PGI, jedynie przez
15 min przed niedokrwieniem i w czasie 15 min niedokrwienia. W pierw-
szym przypadku PGI, podawano przypuszczalnie za p6zno po niedokrwie-
niu, a w drugim z kolei za wczesnie. W dalszych badaniach wykazano, ze
ochronny wplyw PGI, na osrodkowy uklad nerwowy po jego niedokrwie-
niu wystepuje pod warunkiem stosowania jej w czasie niedokrwienia
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i bezposrednio po incydencie niedokrwiennym (Pluta 1984, 1985a,b,
1986a,b,c).

Badania w mikroskopie swietlnym wykazaly, ze PGI, zmniejsza na-
silenie wykladnikéw cytotoksycznego obrzeku oraz pozwala na utrzy-
manie strukturalnej integralnosci wiekszosci neuronéw w moézgowiu po
calkowitym niedokrwieniu (Pluta 1985a). Na podstawie tych spostrzezen
wysunieto przypuszczenie, ze podstawg korzystnego wplywu PGI, po cal-
kowitym niedokrwieniu moézgowia jest jej dzialanie cytoprotekcyjne. Sklo-
nilo to do préby oceny wplywu PGI, na ultrastrukture neuronéw kory
mozgowia. O wyborze tej bogatokomoérkowej formacji tkankowej zade-
cydowalo wysokie zapotrzebowanie i zuzycie tlenu, ktére wykazuje kora
w prawidlowych warunkach. Przyjeto, iz zmiany w tkance nerwowej
mozgowia spowodowane calkowitym niedokrwieniem, ich brak albo ich
ograniczenie po podaniu PGI, powinny wystepowa¢ najwyrazniej w neu-
ronach kory, na co wskazaly juz wczesniejsze badania (Pluta, Gajkowska
1984; Pluta 1985a). Ponadto postanowiono sprawdzi¢, czy istniejg réznice
w obrazach mikroskopowo-elektronowych neuronéw i neuropilu kory ru-
chowej, czuciowej, skroniowej i potylicznej u zwierzat z calkowitym nie-
dokrwieniem moézgowia w przypadku stosowania i nie stosowania PGI,.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 15 krélikach rasy mieszanej, o ma-
sie ciata 2,5—3,0 kg. Calkowite, trwajace 20 minut, niedokrwienie moéz-
gowia wywolywano przez wewngtrzklatkowe zamkniecie pnia ramien-
noglowowego, lewej tetnicy podobojczykowej oraz obu tetnic piersio-
wych wewnetrznych (Pluta 1981). W celu unikniecia obocznego naptywu
krwi do moézgowia obnizano skurczowe cisnienie tetnicze do 601+10 mm
Hg, metoda kontrolowanego skrwawiania przez tetnice udowg do kom-
pensatora ci$nienia (Pluta, Kapuscinski 1980).

Zwierzeta usypiano pentobarbitalem (Nembutal 30 mg/l1 kg masy
ciala) podawanym dozylnie (i.v.) z dodatkiem 2,5 ml soli sodowej kwasu
{[(2,3-dimetylo-5-okso-1-fenylo-3-pirazolin-4-ylo)-metylo]-amino }-metano-
-sulfonowego (Pyralginum — Polfa) — jako srodka przeciwbdlowego.
Miejscowo stosowano 1% chlorowodorek 2-etyloamino-2',6'-acetoksylidydu
(Xylocain — Astra Chemicals). Nastepnie wykonywano tracheostomie
i po unieruchomieniu zwierzat przy uzyciu tréjetylojodku 1,2,3-tri-(2-
-dietyloaminoetoksy)-benzenu (Tricuran — Germed) w dawce 3 mg/kg
masy ciala (i.v.) prowadzono kontrolowang wentylacje pluc mieszaning
powietrza z tlenem (Pluta 1981). W razie potrzeby podczas trwania do-
Swiadczenia podawano dozylnie dodatkowe dawki Nembutalu (10—20
mg), Pyralginy (2,5 ml) i Tricuranu (Pluta 1982). Jedng tetnice i zyle
udowg kaniulowano w celu pomiaréow ci$nienia krwi i wstrzyknieé¢ lekéw.
Czynno$¢ bioelektryczng kory moézgu rejestrowano za pomocg aparatu
do EEG (Accutrace-8, Beckman) w postaci elektrokortykogramu (ECoG).
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W tym celu w ko$ciach czaszki wiercono otwory o $rednicy 1 mm w oko-
licy czolowo-ciemieniowej i ciemieniowo-potylicznej nie uszkadzajac opo-
ny twardej oraz w zatoce czolowej. Do otworéw wprowadzano srebrne
elektrody iglowe uzyskujac kontakt z opong twardg. Elektrody rejestru-
jace znajdowatly sie w odleglosci 1—5 cm od siebie, w zalezno$ci od wiel-
kosci czaszki. Na tym samym aparacie EEG rejestrowano réwnoczesnie
zintegrowang aktywno$¢ nerwu przeponowego za pomocg srebrnej elek-
trody dwubiegunowej oraz cisnienie tetnicze krwi i EKG (odprowadze-
nie II). W krwi tetniczej kontrolowano pH, pO,, pCO, i hematokryt (Ht).
Temperature ciala zwierzat mierzono w prostnicy.

Krazenie moézgowe wznawiano przez zdjecie zaciskow z wszystkich
tetnic doprowadzajgcych krew do moézgowia z réwnoczesnym podniesie-
niem cis$nienia tetniczego krwi do 100 mm Hg. W czasie niedokrwienia
i po niedokrwieniu ci$nienie tetnicze krwi utrzymywano za pomocg re-
transfuzji wlasnej krwi zwierzecia oraz dozylnych wlewéw noradrenaliny
(2—4 mg/100 ml 0,9% NaCl). Powr6t czynnosci osrodkéw naczynioru-
chowych oceniano na podstawie czasu, od ktérego ci$nienie tetnicze krwi
utrzymywalo sie bez wspomagania farmakologicznego. Jako wykladnik
powrotu czynnosci oddechowej przyjmowano pojawienie sie fazowej
aktywnosci nerwu przeponowego u zwierzat zwiotczonych lub wlasnego
oddechu u zwierzat niezwiotczonych.

Do badan uzywano prostacykline Epoprostenol (The Wellcome Foun-
dation Ltd, London). PGI, rozpuszczano bezposrednio przed podaniem
w 1 M buforze Tris o pH 9,0 tak, aby uzyska¢ koncowe stezenie 1 mg
zwigzku w 1 ml. Nastepnie 100 ul wyjsciowego roztworu rozcienczano
w 10 ml 50 mM buforu Tris o pH 7,5. Roztwér PGI,, oziebiony do 4°C
podawano w cigglym wlewie za pomocg pompy infuzyjnej do prawej
zyly udowej w dawce 2 pg/kg/min.

Doswiadczenia przeprowadzono w dwoéch grupach. Grupe I stanowilo
6 krolikéw z catkowitym 20-minutowym niedokrwieniem mozgowia, kté-
rym podawano bufor Tris o pH 7,5 przez 3 min przed niedokrwieniem,
przez caly okres niedokrwienia oraz przez 15 min po przywréceniu krg-
zenia moézgowego. W grupie II 6 krélikéw z 20-minutowym niedokrwie-
niem moézgowia otrzymywalo PGI, przez 3 min przed zatrzymaniem krag-
Zzenia moézgowego, w czasie niedokrwienia i przez 15 min po niedokrwie-
niu. Dodatkowg grupe kontrolng stanowity 3 kroliki, u ktérych wykony-
wano pelng preparatyke chirurgiczng z wyjatkiem zaci$niecia tetnic
doprowadzajacych krew do mézgowia, i ktére utrzymywano w narkozie
pentobarbitalowej przez okres 3 godz.

W 3 i 6 godz. po niedokrwieniu zwierzeta zabijano przez perfuzje
1,5%0 aldehydem glutarowym przez lewg komore serca pod ci$nieniem
80 mm Hg. Do badan pobierano wycinki z kory ruchowej, czuciowej,
skroniowej i potylicznej. Wycinki do badan w mikroskopie elektrono-
wym przygotowywano w sposéb rutynowy. Zdjecia wykonywano w mi-
kroskopie elektronowym JEM 100B.
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Czas przygotowania doswiadczenia wynosil 2 godz. Zwierzeta obserwo-
wano przez okres 3—6 godz. po niedokrwieniu. U wszystkich zwierzat
przeprowadzono badanie sekcyjne narzadéw wewnetrznych i moézgowia.

Znamienno$é statystyczng uzyskanych wynikéw oceniano przy zasto-
sowaniu testu t Studenta.

WYNIKI
Podstawowe wskazniki fizjologiczne

Wartosci pomiar6w gazometrycznych i hematokrytu w krwi tetniczej,
ukladowego cisnienia tetniczego oraz tetna przed niedokrwieniem i po
niedokrwieniu przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wybrane parametry fizjologiczne opisujace stan zwierzat podczas calkowitego 20-minu-
towego niedokrwienia mozgowia z prostacykling i bez prostacykliny
Tael 1. Physiological parameters characterizing the animals’ condition in 20-min global cerebra
ischemia treated and not treated with prostacyclin PGl,

Okres po niedokrwieniu

Dane do$wiadczalne Kontrola Postischemic period
Experimental data Control 1 godz. 3 godz. 6 godz.
1h 3h 6 h

20-minutowe niedokrwienie bez podawania prostacykliny
20-min ischemia without prostacyclin treatment

Liczba zwierzat 6 6 6 3
Number of animals

Ci$nienie tetnicze (mm Hg) 106+5* 89413 86-+9 8348
Arterial pressure (mm Hg)

Tetno (min—*) 269-4-24 22245 200416 19049
Pulse rate (min—!)

pH krwi 7.384+0.04 7.354-0.17 7.314+0.05 7.404-0.08
Blood pH

pO. (mm Hg) 95414 111416 120+19 108412
pCO, (mm Hg) 3143 35411 4147 3849
Hematokryt (%) 36-+4 3441 3343 3241

Hematocrit (vol %)

20-minutowe niedokrwienie z podawaniem prostacykliny
20-min ischemia with prostacyclin treatment

Liczba zwierzat 6 6 6 3
Number of animals

Cisnienie tetnicze (mm Hg) 12246 106416 104 +10 118424
Arterial pressure (mm Hg)

Tetno (min—1) 267421 2414-36 225437 22043
Pulse rate (min—')

pH krwi 7.42+0.08 7.324-0.14 7.3240.08 7.43+0.11
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Blood pH

pO, (mm Hg) 105411 1344-38 10820 11447
pCO,; (mm Hg) 3347 3547 37411 3943
Hematokryt (%) 36+5 3343 3142 3241

Hematocrit (vol %)

* — warto$ci §rednie +SD
mean -+SD

Po 3 min infuzji PGI; ci$nienie tetnicze obnizalo sie do 70 mm Hg,
a czestos¢ akeji serca wynosita od 258 do 313/min. Pozostale parametry
nie ulegaly uchwytnym zmianom.

W czasie niedokrwienia w obu grupach doswiadczalnych -ciSnienie
tetnicze utrzymywano na poziomie 70—50 mm Hg za pomocg infuzji
noradrenaliny. W grupie I czesto$¢ akcji serca wahala sie od 180 do
260/min, a w grupie II — od 200 do 290/min.

Czynnos¢ bioelektryczna mézgowia

Zatrzymanie doptywu krwi do moézgowia prowadzilo po 15 s do za-
niku czynnosci bioelektrycznej kory moézgu w obu grupach doswiadczal-
nych (rye. 1, 2). Czynnos¢ osrodkéw oddechowych i naczynioruchowych
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Ryc. 1. Zmiany ECoG w calkowitym 20-minutowym niedokrwieniu mézgowia (Grupa
doswiadczalna I). Stata czasu 0,03 s. Control — okres przed niedokrwieniem; Ische-
mia — niedokrwienie; Recovery — okres po przywroceniu krazenia; Fz—Cj;, Fs—
P;, C;—P3 — odprowadzenia zapisu ECoG
Fig. 1. ECoG changes in global 20 min cerebral ischemia without prostacyclin ap-
plication (Experimental group I). Time constant 0,03 s F3—Cj; F;—P3; C3—P3; —
leads of ECoG recordings
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Ryc. 2. Zmiany ECoG w calkowitym 20-minutowym niedokrwieniu moézgowia przy

podawaniu prostacykliny PGI, (Grupa doswiadczalna II). Stata czasu 0,03 s. Con-

trol — okres przed niedokrwieniem; PGI, — 3 min — okres podawania prosta-

cykliny przed niedokrwieniem; Ischemia + PGI, — 7 s — wczesna faza niedokrwie-

nia przy podawaniu prostacykliny; Recovery + PGI, — r6zne fazy recyrkulacji w wa-

runkach stosowania prostacykliny; F3—C; F;—Ps;, C;—P3; — odprowadzenia zapisu
ECoG

Fig. 2. ECoG changes in global 20-min cerebral ischemia with prostacyclin applica-
tion (Experimental group II). Time constant 0,03 s F3—C;, F3—P; C;—P; — leads
of ECoG recording

zanikala po 3—6 min od poczatku niedokrwienia. W dalszych okresach
doswiadczenia w obu grupach utrzymywal sie izoelektryczny zapis ECoG
oraz brak aktywnos$ci osrodkéw oddechowych i naczynioruchowych.
Powrét czynnosSci moézgowia po niedokrwieniu oceniano na podstawie
pojawienia sie aktywnosci w zapisach ECoG oraz czynnosci oddechowej
i naczynioruchowej. W grupie I pierwsze oznaki powrotu ECoG stwier-
dzano w 35—55 min, a ciggly zapis ECoG w 60—93 min (ryc. 1). W gru-
pie II odpowiednio w 5—33 min i w 15—48 min (ryc. 2). R6znice miedzy
grupami w czasie powrotu czynnosci bioelektrycznej mézgowia po nie-
dokrwieniu przedstawiono w tabeli 2. Normalizacja zapisu ECoG pod
wzgledem czestotliwosci w grupie I nastepowala okolo 6 godz. po recyr-
kulacji lub nie pojawiala si¢ (ryc. 1), a w grupie II po okoto 4 godz. (ryc.
2). W tym czasie amplituda zapisow ECoG w obu grupach osiggala 50—
70%0 amplitudy wyjsciowej. Czynnosé osrodkéw oddechowych i naczynio-
ruchowych, w grupie I, powracala odpowiednio w 11,1 * 3,7 min i w
11,3 £ 6,3 min. Natomiast w grupie II w pierwszych 15 min recyrkulacji.
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Tabela 2. Powrét spontanicznej czynnoéci:bioelektrycznej kory mézgu u zwierzat po calkowitym
' 20-minutowym niedokrwieniu mozgowia z podawaniem i bez podawania prostacykliny
Table 2. Time of recovery of spontaneous bioelectric activity of the brain following 20-min global
ischemia in animals treated and not treated with prostacyclin PGI,

Liczba Pierwsze objawy powrotu Ciagla aktywno$¢ ECoG

. ECoG 3
Grupa doswiadczalna ;wnerzqt First signs of recovery of Cox:}nl.ulous 'cere:{ra?:
Experimental group UM ®T cerebral bioclectric activity o o
of animals % (min)
(min)
20-minutowe niedokrwienie
bez podawania prostacykliny 6 47.2-1-7.88 73.04+12.2
20-min ischemia without (n=6) (n = 6)
prostacyclin treatment
20-minutowe niedokrwienie
z podawaniem prostacykliny 6 17.8+11.5* 31.2+11.1*
20-min ischemia with prosta- (n = 6) (n = 6)

cyclin treatment

& — wartoéci §rednie 4-SD; * — prawdopodobienstwo p < 0.05; n — liczba zwierzat
mean -+SD probability p < 0.05 number of animals

Zmiany ultrastrukturalne

Zwierzeta kontrolne, Obrazy komoérek nerwowych i neuropilu u zwie-
rzat kontrolnych, u ktérych nie wywolywano niedokrwienia mézgowia,
pokrywatly sie z opisami podanymi przez Petersa i wsp. (1976) u ssakow
bytujacych w normalnych warunkach.

Grupa doswiadczalna I. Obrazy mikroskopowo-elektronowe kory ru-
chowej, czuciowej, skroniowej i potylicznej wykazywaly podobne zmiany
ultrastrukturalne po niedokrwieniu. W 3 i 6 godz. po catkowitym 20-mi-
nutowym niedokrwieniu moézgowia w neuronach i neuropilu obserwowa-
no nieprawidlowosci ultrastrukturalne o znacznym nasileniu. Dotyczyly
one w jednakowym stopniu cytoplazmy i jader komoérek nerwowych.
Cytoplazma byla przewaznie elektronowo przezierna i uboga w organelle
komérkowe. Nieliczne kanaly ziarnistej siateczki srédplazmatycznej byly
krotkie, pofragmentowane i poszerzone, ulozone dos¢ nieregularnie i po-
kryte nielicznymi rybosomami (ryc. 3). Niektére z nich ukladaty si¢ row-
nolegle, a waskie przestrzenie miedzy ich blonami zawieraly nie rybo-
somy, lecz jednorodny material o duzej gestosci elektronowej. Zjawisko
to wystepowalo zwlaszcza w tzw. ciemnych neuronach. Gladka siateczka
przyjmowala posta¢ wiekszych lub mniejszych, regularnych badz nie-
regularnych, ale bardzo szerokich pecherzykéw. Natomiast aparat Gol-
giego byl miernie rozwiniety i dosy¢ rzadko stwierdzano jego obecnosc¢.
Nieliczne mitochondria byly znacznie obrzmiate. Macierz mitochondrialna
byla przejasniona, a grzebienie skrocone lub nieobecne.
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Rye. 3. Grupa do§wiadczalna I — niedokrwienie bez podawania prostacykliny. Trze-
cia godzina recyrkulacji. Kora ruchowa. Fragment komorki nerwowej. Cytoplazma
o zmniejszonej gesto$ci elektronowej z pojedynczymi obrzmialymi mitochondriami
(m) i fragmentami poszerzonych kanaléw siateczki $rédplazmatycznej (ER). Struk-
tura pecherzowata (strzalka) w jadrze (N). Pow. 18.000 X
Fig. 3. Experimental group I — ischemia without prostacyclin application. Three
hours of recirculation. Motor cortex. Fragment of nerve cell. Cytoplasm with re-
duced electron density, contains single swollen mitochondria (m) and fragments of

dilated channels of endoplasmic reticulum (ER). Vasicular structure (arrow) in the
nucleus (N). X 18 000

Ryc. 4. Grupa do$wiadczalna I — niedokrwienie bez podawania prostacykliny. Trze-
cia godzina recyrkulacji. Kora ruchowa. Filamentarne wtrety $rédjadrowe w ko-
morce nerwowej. Krzyzujgce sie wigzki o przebiegu podtuznym oraz trafione sko$nie,
Pow. 72.000 X
Fig. 4. Experimental group I — ischemia without prostacyclin application. Three
hours of recirculation. Motor cortex. Intranuclear filamentous inclusions in the
nerve cell. Crossing longitudinal bundles of filaments. Some of them cut obliquely.
X 72 000
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Jadra komorkowe byly duze o nieregularnym ksztalcie. Cechowaly
sie one glebokimi wglobieniami i licznymi poszerzeniami miedzy zew-
netrzng i wewnetrzng blong otoczki jadrowej. Chromatyna byla rozpro-
szona i tworzyla wieksze lub mniejsze agregaty. Jaderko ulegalo segre-
gacji z wyraznie wyrézniajgca sie czescig wiloknistg i ziarnista. Oprocz
tego w jadrach spotykano duze skupiska ziarnistos$ci interchromatyno-
wych. W okolo 50% badanych jgder wystepowaly pojedyncze lub mnogie
struktury pecherzowate o nieregularnych obrysach (ryc. 3). Struktury
te byly otoczone pojedynczg blong. Wnetrze ich bylo przewaznie elektro-
nowo przezierne lub zawieralo niewielky ilo$¢ klaczkowatej, lub ziarnistej
substancji. Strukturom pecherzowym towarzyszyly wtrety (ryc. 4) zlo-
zone z wigzek filamentéw o linijnym, rownoleglym uktadzie. Niekiedy
filamenty krzyzowaty sie pod katem zblizonym do prostego. W zaleznosci
od uzyskiwanego przekroju uzyskiwano do$¢ znaczng zmiennos$¢ obrazu

Ryc. 5. Grupa do$wiadczalna I — niedokrwienie bez podawania prostacykliny.

Szésta godzina recyrkulacji. Kora czuciowa. Fragment komoérki nerwowej. Zaawan-

sowana dezintegracja cytoplazmy. Jgdro komérkowe (N) o nieregularnych zarysach

z ubogg iloScig chromatyny zawiera wtrety zlozone z wigzek filamentéw (strzalki).
Pow. 27.000 X

Fig. 5. Experimental group I — ischemia without prostacyclin application. Six hours

of recirculation. Sensory cortex. Fragment of neurocyte with severe cytoplasmic

disintegration. Cellular nucleus (N) with irregular outlines and scarce chromatine
contains inclusions composed of bundles of filaments (arrows). X 27 000

5 — Neuropatologia 4/87
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morfologicznego wtretéw. Wtrety te nie mialy kontaktu ze strukturami
pecherzowatymi ani z jaderkiem i otoczkg jadrowa. Ilos¢ struktur peche-
rzowatych i wtretow oraz stopien nasilenia zmian strukturalnych byty
mniejsze w korze czuciowej niz w pozostatych rodzajach kory. Natomiast
w korze skroniowej obserwowano najwieksze nasilenie zmian ultrastruk-
turalnych zar6wno w neuronach, jak i neuropilu.

W neuropilu w zmielinizowanych i w niezmielinizowanych wypust-
kach neuronéw obecne byly obrzmiale mitochondria. Wi6kna zmielinizo-
wane mialy porozsuwane blaszki mielinowe i poszerzone przestrzenie
miedzy ostonkg mielinowg a aksonami. Miedzy neuronami a neuropilem
obserwowano znaczne poszerzenie przestrzeni miedzykomérkowych.

W 6 godz. po niedokrwieniu obserwowano nasilenie wyzej opisanych
zmian strukturalnych (ryc. 5). Zmiany te byly identyczne i powtarzalne
u wszystkich badanych zwierzat.

Grupa do$wiadczalna II. W 3 i 6 godz. po catkowitym 20-minutowym
niedokrwieniu w obecnosci podanej PGI, stwierdzano réwniez wystepo-

Ryc. 6. Grupa doswiadczalna II — niedokrwienie z zastosowaniem prostacykliny.
Trzecia godzina recyrkulacji. Kora skroniowa. Fragment komérki nerwowej i przy-
legajacego neuropilu. Cytoplazma ze skupieniami dobrze zachowanej ziarnistej sia-
teczki srédplazmatycznej. N — jadro komoérkowe. Pow. 10.800 X
Fig. 6. Experimental group II — ischemia with prostacyclin application. Three
hours of recirculation. Temporal cortex. Fragment of nerve cell with adjacent neu-
ropil. Cytoplasm with aggregations of well preserved rough endoplasmic reticulum.
N — cellular nucleus. EM. X 10800



Prostacyklina w niedokrwieniu moézgu I 417

wanie zmian ultrastrukturalnych zar6wno w neuronach, jak i neuropilu
we wszystkich badanych okolicach kory. Nasilenie zmian bylo jednak
mniejsze niz w grupie poprzedniej. Obserwowano gléwnie neurony jasne.
Zmniejszenie intensywnosci zmian patologicznych dotyczylo przede
wszystkim cytoplazmy. Trzy godziny po niedokrwieniu z zastosowaniem
PGI, w obrazach mikroskopowo-elektronowych komoérek nerwowych ko-
ry moézgowia wystepowaly dwa ich typy. Pierwsze charakteryzowaly sie
cytoplazmg o zwiekszonej przeziernosci elektronowej, ktérej jednak to-
warzyszyly gesto skupione kanaly ziarnistej siateczki Srodplazmatycznej
(ryc. 6). W drugim typie przewazala obecnos$¢ licznych wolnych ryboso-
moéw i polirybosoméw grupujacych sie zwlaszeza w bezposrednim sg-
siedztwie jadra komoérkowego badz zajmujgcych znaczng czes¢ cyto-
plazmy. Aparat Golgiego byl dobrze rozwiniety i byt obecny we wszyst-
kich badanych neuronach. Macierz mitochondrialna i grzebienie miaty
strukture zblizong do mitochondriéw wystepujgcych w neuronach kon-
trolnych zwierzat. Jagdra komérkowe mialy regularne ksztalty. Chroma-
tyna byla rozproszona. Jaderka nie wykazywaly réznic w stosunku do
grupy I. W jadrach obecne byly struktury pecherzowate i wszystkie ro-
dzaje wtretow opisanych w grupie poprzedniej (ryc. 7). Jednakze ilosé
zaréwno struktur pecherzowatych, jak i wtretow byla wieksza niz w gru-
pie I. Sze$¢ godzin po niedokrwieniu spotykano komérki nerwowe z licz-
nymi rybosomami zgrupowanymi zwlaszcza w poblizu jadra (ryc. 8).
Komoérki te mialy rowniez dobrze rozwiniete kanaliki szorstkiej siateczki
srodplazmatycznej oraz liczne mikropecherzyki o réznej gestosci elektro-

o B ! % 5, g

Ryec. 7. Grupa do$wiadczalna II — niedokrwienie z zastosowaniem prostacykliny.
Trzecia godzina recyrkulacji. Kora skroniowa. Filamentarny wtret $rodjadrowy.
Przekr6j sko$ny. Pow. 144.000 X

Fig. 7. Experimental group II — ischemia with prostacyclin application. Three
hours of recirculation. Temporal cortex. Filamentous intranuclear inclusion. Obli-
que section. X 144 000

http://rcin.org.pl



Ryc. 8. Grupa do$wiadczalna II — niedokrwienie z zastosowaniem prostacykliny.
Szésta godzina recyrkulacji. Kora potyliczna. Fragment komoérki nerwowej. W cy-
toplazmie komoérki liczne rybosomy skupione w okolicy przyjadrowej, dobrze za-
chowane kanaly ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej i liczne mitochondria oraz
bogato rozwiniety aparat Golgiego (G). W jadrze widoczne struktury pecherzowate
(strzatki). Pow. 10.800 X
Fig. 8. Experimental group II — ischemia with prostacyclin application. Six hours
of recirculation. Occipital cortex. Fragment of nerve cell. In the cytoplasm abun-
dant ribosomes accumulated in the direct vicinity of nucleus, well preserved chan-
nels of rough endoplasmic reticulum, numerous normally looking mitochondria,
and rich Golgi apparatus (G) are seen. In the nucleus vesicular structures are pre-
sent (arrows). X 10 800
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Ryc. 9. Grupa doswiadczalna II — niedokrwienie z podaniem prostacykliny. Szésta
godzina recyrkulacji. Kora skroniowa. Fragment komoérki nerwowej. Cytoplazma
z licznymi mikropecherzykami, dobrze zachowanymi mitochondriami oraz kanalami
ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej z licznymi rybosomami. Struktury pecherzo-
wate w jadrze (strzatki). Pow. 10.800 X
Fig. 9. Experimental group II — ischemia with prostacyclin application. Six hours
of recirculation. Temporal cortex. Fragment of nerve cell. Cytoplasm with numer-
ous microvesicles, well preserved mitochondria and channels of rough endoplasmic
reticulum with abundant ribosomes. Vesicular structures are persent within nucleus
(arrows). X 10800
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nowej. Struktura mitochondriéw byla taka sama jak w 3 godz. po nie-
dokrwieniu. Zmiany w jadrach mialy podobne nasilenie jak obserwo-
wane w 3 godz. recyrkulacji. Wystepowaly réowniez komérki nerwowe
z licznymi rybosomami i polirybosomami rozproszonymi w cytoplazmie,
z waskimi kanalikami ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej. W komor-
kach tych obecne byly stosunkowo liczne ciala geste (ryc. 9).

W strukturach neuropilu tej grupy doswiadczalnej stwierdzano po-
jedyncze obrzmiale mitochondria. We wloknach zmielinizowanych do-
minowaty uwypuklenia blaszek mielinowych w kierunku aksonéw, co
sprawialo wrazenie duzych pojedynczych wakuoli wystepujacych miedzy
blaszkami mieliny. Porozsuwanie blaszek mielinowych na calej szerokosci
przekroju poprzecznego wildkien zmielinizowanych wystepowalo dos¢
rzadko.

W 6 godz. po niedokrwieniu nie obserwowano nasilenia zmian ultra-
strukturalnych w wyzej opisanych strukturach. Zmiany wystepujgce
w tej grupie zwierzat byly identyczne i powtarzalne we wszystkich ba-
danych mézgach. W ciggu 6 godz. recyrkulacji nie stwierdzano réznic
w obrazach ultrastrukturalnych réznych rodzajow kory mézgowia po
podaniu PGIL,.

OMOWIENIE

W obrazach mikroskopowo-elektronowych neuronéw i neuropilu kory
ruchowej, czuciowej, skroniowej i potylicznej krélikéw po calkowitym
20-minutowym niedokrwieniu moézgowia bez podawania PGI, dominujg
zmiany, ktére moga by¢ uznane za wykladniki narastajacego obrzeku
mozgu. Nieprawidlowosci te polegajg na zmniejszeniu gestosci elektrono-
wej cytoplazmy komoérek nerwowych, na masywnym obrzmieniu mito-
chondriéw i poszerzeniu kanaléw ziarnistej siateczki Srédplazmatycznej
oraz na poszerzeniu przestrzeni miedzykomoérkowych w neuropilu. Wzrost
zawartosci wody w elementach komoérkowych tkanki nerwowej po cal-
kowitym niedokrwieniu moézgowia stanowi kryterium diagnostyczne
obrzeku cytotoksycznego (Klatzo 1967). Przedstawione powyzej obrazy,
jak i1 wyniki wezesniejszych badan (Pluta 1985a), w ktérych obok zmniej-
szonej gestosci elektronowej cytoplazmy komérek nerwowych i glejo-
wych obserwowano poszerzenie przestrzeni miedzykomoérkowych, a takze
wykazanie wzrostu przepuszezalnosci bariery krew—mozg po niedokrwie-
niu (Pluta i wsp. 1987), wskazujg, ze obrzek mozgu powstajacy pod wply-
wem jego calkowitego niedokrwienia ma cechy obrzeku mieszanego, 13-
czacego zjawiska wlasciwe zaréwno dla obrzeku cytotoksycznego, jak
i naczyniopochodnego. Istotnym elementem przedstawionych obserwacji
jest stwierdzenie struktur pecherzowatych i wtretow fibrylarnych w ja-
drach neuronéw. Mozna przypuszczaé, ze tego typu zmiany w jadrach
mogg powodowa¢ wtérne metaboliczne zaburzenia w calej komorce, pro-
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wadzgce nastepnie do glebokich nieprawidiowosci czynnosciowych i struk-
turalnych, a w rezultacie do $mierci neuronéw. W korze czuciowe]
w grupie zwierzat bez podawania PGI, zmiany ultrastrukturalne byly
wyraznie mniej nasilone. Natomiast w korze skroniowej osiggaly one
najwieksze natezenie.

Charakter i dynamika zaburzen czynnosci bioelektrycznej mézgowia
w przedstawionych badaniach w obu grupach, w czasie niedokrwienia,
byly identyczne do nieprawidlowosci opisanych przez innych autoréow
w podobnych lub takich samych warunkach doswiadczalnych (Hossmann,
Zimmermann 1974; Pluta i wsp. 1980; Kerckhoff i wsp. 1983; Pluta 1982,
1984, 1985a,b, 1986a,b,c). Istotne réznice miedzy grupami pojawialy sie
w okresie po niedokrwieniu. Dotyczyly one czasu i stopnia powrotu
czynno$ci bioelektrycznej kory moézgu oraz zachowania ci$nienia tetni-
czego, ktore u zwierzat z zastosowang PGI, stabilizowalo si¢ po niedo-
krwieniu w granicach kontrolnych. Prostacyklina opo6zniala wystepowa-
nie bradykardii w okresie recyrkulacji i ograniczala jej nasilenie (Pluta
1985b). Po podaniu PGI, zmiany ultrastrukturalne w neuronach kory
mozgowia byly mniej nasilone i nie narastaly w czasie. Zalezno$¢ ta naj-
wyrazniej odnosita sie do zmian obrzekowych. Zjawisko to nalezy za-
pewne wigza¢ z opoznieniem dojrzewania procesow patologicznych w ko-
morkach tkanki nerwowej lub z cytoprotekcyjnym, czy ostaniajagcym
wplywem PGI, na ultrastrukture komorek stwierdzonym w warunkach
in vitro przez Renkawek i wsp. (1986). Prostacyklina nie wywierala na-
tomiast wplywu na wystepowanie struktur pecherzowatych i wtretow
w jadrach komérek nerwowych. Wrecz przeciwnie, odnosito sie wrazenie,
ze podanie PGI, zwiekszalo ilos¢ obu struktur w jadrach neuronéw. Po-
mimo to przedstawione w niniejszej pracy badania wykazaly w ciggu
6 godz. obserwacji po niedokrwieniu dodatnig korelacje pomiedzy stanem
ultrastrukturalnym i funkcjonalnym neuronéw.

Na podkreslenie zasluguje fakt, iz u zwierzat z zastosowaniem PGI,
w 3 i 6 godz. po niedokrwieniu obserwowano wokdét jader komoérek ner-
wowych lub w calej ich cytoplazmie zwigkszenie liczebnosci rybosomow.
Obrazy te sugerowa¢ mogg zwiekszong synteze bialek. Na uwage zastu-
guje takze wystepowanie w komoérkach nerwowych duzej liczby mikro-
pecherzykow. Obserwowano réwniez zwiekszenie liczby struktur peche-
rzowatych i wtretow w jagdrach neuronéw. Wydaje sie, ze wszystkie te
zjawiska mogg wskazywac¢ na wzrost przemian metabolicznych zachodza-
cych w neurocytach. Potwierdzeniem tego moze by¢ okolo dwa razy
szybszy powrét czynno$ci bioelektrycznej kory mozgowia u zwierzat
z PGIl,.

Podsumowujac powyzsze badania nalezy stwierdzi¢, ze PGI, ogranicza
w pierwszej kolejnosci wystepowanie obrzeku cytotoksycznego. W mniej-
szym natomiast stopniu wplywa na pojawianie si¢ zmian o typie obrzeku
naczyniopochodnego u zwierzat po calkowitym niedokrwieniu moézgowia.
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Sugeruje to cytoprotekcyjne dzialanie PGI, na komérki nerwowe kory
mozgowia. Podkreslic nalezy réwniez pojawianie sie w okresie po niedo-
krwieniu, w przypadku stosowania prostacykliny, zmian ultrastruktural-
nych wskazujgeyh na aktywizacje procesow metabolicznych komérki
nerwowej.

Autor serdecznie dziekuje Panu Slawomirowi Januszewskiemu za
wspoblprace podczas wykonywania doswiadczen.

INFLUENCE OF PROSTACYCLIN ON THE CEREBRAL CORTEX
ULTRASTRUCTURE IN THE RABBIT AFTER COMPLETE BRAIN
ISCHEMIA OF 20 MIN DURATION

I. NEUROS AND NEUROPIL

Summary

The experiments were run in two groups with 12 rabbits in which complete
20-min brain ischemia was induced. In group I the animals received Tris buffer,
pH 7.5 for 3 min before ischemia, during arrest of cerebral circulation and for
15 min after ischemia. Rabbits of group II received prostacyclin PGI, under the
same time conditions as those for group I.

After ischemia lasting 20 min ultrastructural examination of neurons and neu-
ropil in the motor, sensory, temporal and occipital cortex revealed changes indicat-
ing advancing brain edema and cellular disintegration. The investigations showed
that brain edema as consequence of ischemia combines features of cytotoxic and
vasogenic edema. Vesicular structures were noted in the neurocyte nuclei. So were
intranuclear inclusions of the type of rodlets, lattices and fibrillary bundles. In
the sensory cortex the above mentioned ultrastructural changes were less pro-
nounced, whereas in the temporal cortex they were most intensive. In the group,
where PGI, was applied, a marked reduction of ultrastructural exponents of both
cytotoxic and vasogenic brain edema was observed. On the other hand, in the
neurocyte nuclei the number of vesicular structures and inclusions was increased
as compared with that in cells in animals not treated with prostacyclin. A positive
correlation was demonstrated between the ultrastructural and the functional state
of cerebral cortex neurons in the course of 6-hour observation after ischemia.
The data obtained indicate a cytoprotective action of PGI, on the cells of the ce-
rebral cortex under conditions of ischemia.

BJIMSIHUE TTIPOCTALUUKIIMHEI HA VJILTPACTPVKTYPY KOPBI MO3TA
KPOJIMKA TTIOCJIE TTOJTHOM 20-MWHYTHOM MUIEMHU MO3rA

I YACTB. HEBPOHBI M1 HEBPOITUJI

Pe3iome

OkcnepuMeHThl ObIIM NPOBEIEHb] B IBYX rpynnax Ha 12 KpoJmMKax, y KOTOpPbIX Oblia BbI3Bana
nonHas 20-MuHyTHas HeMas mo3ra. B I rpynne xuBoTHBIe moaydamu 6ydep Tris ¢ pH 7,5 B Te-
YeHue 3 MHHYT Neped HIeMueif, BO Bpemsi 3alepKKH MO3rOBOr0 KpOBOOOpAIIeHHS M B TeueHHe
15 munyT nocyie umeman. Bmecto Toro, B rpynme II xpomikr moiyyama npocraumkmmuay PGI,
B Toxe camoe Bpems kak B rpynne I. ITocne npomormxkaronieiics 20 MAHYT MIIEMHB MO3Ta, B yiib-
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TPACTPYKTYPHBIX HMCCIIEJOBAHHAX HEBPOHOB W HEBPONWMIA IBWIATENHHOM, YYBCTBHTENBHOM, BH~
COYHOM M 3aTBUIOYHOM KODBI NOSABIAIOTCA M3MEHEHHs, SIBIISIOLIMECS IOKA3aTeNsMH NpPOTPECCH=
pylomero oreka mosra. MccienoBanus noxkasais, 9TO OTEK MO3ra BCJIEACTBHE HIIEMAH COCINHSET
4€pThl IMTOTOKCHYECKOTO ¥ COCYAMCTOrO OTeKa. B sapax HEBPOHOB OOHApYXeHbI Iy3BIpYaThie
CTPYKTYPBI ¥ TIaJIOYKOBHIHBIC, PELICTKOBAJHBIC W NYYKOBHIHBIC BKIIOYEHHA, B 4yBCTBHTENLHOM
KOpe HACHIECHHE 3THX YIbTPACTPYKTYPHBIX M3MEHEHHWH ObLIO MeHee BhipasuTenbHOoe. CuibHee
BCcero OHHM ObITH BBIPAXKEHBI B BHCOYHOM KOpeE.

B rpymne ¢ npumenerneM PGI, 06HapyXeHO OTYETIHBOE YMEHBINEHHE HANPSUKEHHs MOKa-
3aTenedf HTOTOKCHYECKOTO M COCYTHCTOTO OTeka. BMeCTO TOro, B siApax HEBPOHOB OOHADYKEHO
YBE/IHYEHHE KOJIMYECTBA My3bIPYATBIX CTPYKTYP M BKJIFOYEHHH IO CPABHEHMIO C TPYMIOH, B KO10-
poii He MPUMEHSIACh NPOCTALMKIINHA.

ViccnenoBanms noKa3ami MOJOXHTEIBHYIO KOPPEISIHIO MEXAY YIbTPACTPYKTYPHBIM H (yH-
KIMOHATBHBIM COCTOSIHHEM HEBPOHOB KOPHI MO3ra B T€YeHHE 6-TH 4acOBOrO HAGIONEHMs mocie
uwemud. TTonyyeHHbIe TaHHBIE IOKA3bIBAIOT OXpaHsrouee neiicreue PGI, Ha KIETKH KOPBI MO3Ta
B YCIOBHAX KIIEMHH.
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RYSZARD PLUTA

WPLYW PROSTACYKLINY NA ULTRASTRUKTURE KORY MOZGU
KROLIKA PO CALKOWITYM 20-MINUTOWYM
NIEDOKRWIENIU MOZGOWIA

CZESC II. ASTROCYTY I NACZYNIA KRWIONOSNE

Zaktad Neuropatologii, Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Doswiadczalne badania catkowitego niedokrwienia moézgowia wyka-
zaly wystepowanie zespoléw neurologicznych o réznym nasileniu oraz
zroznicowanych zmian histopatologicznych w neuronach poszczegélnych
struktur o$rodkowego ukladu nerwowego (Jenkins i wsp. 1981). Zmiany
neuronalne zalezne byly od rodzaju zwierzat doswiadczalnych i modelu
niedokrwienia moézgowia. Niejednolite jakosciowe i iloSciowe zmiany
pojawily sie nawet w tym samym modelu doswiadczalnym, pomimo zwra-
cania bacznej uwagi na powtarzalnos¢ i jednorodnos$¢ postepowania ope-
racyjnego (Hossmann, Hossmann 1973; Jenkins i wsp. 1981; Pluta 1982).
Uszkodzenia neurologiczne wystepowaly z jednej strony juz po 4-minu-
towym niedokrwieniu (Weinberger i wsp. 1940), podczas gdy z drugiej
nie stwierdzano ich po 25-minutowym zatrzymaniu krazenia mézgowego
(Neely, Youmans 1963). Cze$¢ autorow stwierdza, ze zmiany w neuronach
po niedokrwieniu majg charakter uogélniony z predylekcyjnym zajeciem
komérek nerwowych kory mézgu i mézdzku (Nemoto i wsp. 1977; Kalimo
i wsp. 1979; Kolata 1979; Pulsinelli, Brierley 1979). Natomiast inni do-
wodzg, ze maja one charakter wybiérezy z przewagg lokalizacji w galce
bladej, prazkowiu oraz we wzgérzu (Hossmann, Zimmermann 1974; Mar-
shall i wsp. 1975).

W obrazach ultrastrukturalnych astrocytéow i naczyn krwionosnych
nie stwierdzono réznorodnosci zmian morfologicznych, ktéra bylaby
zalezna od rodzaju zwierzat, czy doswiadczalnego modelu niedokrwienia
mozgowia (Jenkins i wsp. 1979; Mossakowski, Gajkowska 1984; Pluta
1986). We weczesniejszych wlasnych badaniach i u wielu innych autoréw,
wykazano identyczne zmiany w astrocytach i naczyniach krwiono$nych.
Wyrazaly sie one masywnym obrzmieniem cytoplazmy astrocytéow, kto-
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rych okolonaczyniowe wypustki uciskaly naczynia wlosowate, w skraj-
nych przypadkach prowadzgc do calkowitego zaci$niecia ich $wiatel
(Pluta 1982; Pluta, Gajkowska 1984). Obserwowano takze typowe dla
zespoléw niedokrwiennych zmiany strukturalne w jadrach astrocytow,
ktére wyrazaly sie znaczng przeziernoscig elektronowg karioplazmy z nie-
rownomierng agregacjg chromatyny. Warunki uposledzenia zaopatrzenia
tkanki nerwowej w krew prowadzg w pierwszej kolejnosci do glebokich
nieprawidlowosci cytoplazmy astrocytéow na zasadzie ,,blednego kola”.
Zachowanie strukturalnej integralnosci i czynno$ciowej sprawnosci astro-
cytébw z ich funkcjami buforowymi, metabolicznymi i odzyweczymi
w okresie recyrkulacji ma obok dobrego stanu neuronéw zasadnicze zna-
czenie dla utrzymania sprawnosci osrodkowego ukladu nerwowego po
catkowitym dlugotrwalym niedokrwieniu moézgowia. Jak wiadomo, w na-
stepstwie niedokrwienia dochodzi do obnizenia zasobéw energetycznych
i zwiekszonej w wyniku metabolizmu beztlenowego produkeji kwasu
mlekowego prowadzacego do zakwaszenia $rodowiska wewnatrz- jak
i zewngtrzkomérkowego. Efektem zaburzen metabolizmu zwigzkéw wy-
sokoenergetycznych sg nieprawidlowosci w metabolizmie fosfolipidow
btonowych. Powoduje to uwalnianie kwaséow tluszczowych, sposréd kto-
rych kwas arachidonowy uruchamia kaskade przemian metabolicznych
prowadzacych do syntezy réznych klas prostanoidéow, z ktérych czese¢
wywiera niekorzystny wplyw na uklad naczyniowy i blony komoérkowe
(Wolfe 1982). W zwigzku z tym wydawalo sie celowe podanie w niedo-
krwieniu mézgowia prostaglandyny PGI, w celu ograniczenia lub zapo-
biezenia tym zmianom na zasadzie jej konkurencyjnego dzialania w sto-
sunku do uszkadzajacego oddzialywania innych prostanoidéow, w tym
tromboksanu.

Celem podjetych badan bylo przeto przesledzenie stanu astrocytow
i naczyn krwiono$nych w korze ruchowej, czuciowej, skroniowej i po-
tylicznej w okresie recyrkulacji po catkowitym niedokrwieniu mézgowia
-po uprzednim podaniu prostacykliny PGI,. Badaniami objeto zwierzeta,
u ktérych obserwowano powrdt czynnosci bioelektrycznej moézgowia po
jego catkowitym 20-minutowym niedokrwieniu (Pluta 1987). Ponadto
postanowiono sprawdzi¢, czy w tych warunkach istniejg réznice w obra-
zach mikroskopowo-elektronowych astrocytéw i naczyn krwionosnych
w poszczegolnych obszarach kory mézgu.

MATERIAL I METODY

Badania prowadzono na 12 krélikach, u ktérych wywolywano catko-
wite 20-minutowe niedokrwienie moézgowia. Dokladny opis modelu do-
Swiadczalnego oraz rejestrowanych parametrow przedstawiono w pierw-
szej czeSci pracy (Pluta 1987). Doswiadczenia wykonano w dwéch gru-
pach. Grupe I stanowilo 6 krélikéw z caltkowitym 20-minutowym nie-
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dokrwieniem moézgowia, ktéorym podawano bufor Tris o pH 7,5 przez
3 min przed niedokrwieniem, w czasie i przez 15 min po niedokrwieniu.
Grupa II obejmowala rowniez 6 krélikéw z identycznie diugotrwalym
niedokrwieniem mozgowia, ktére otrzymywaly prostacykline PGI, przez
3 min przed zatrzymaniem krgzenia mézgowego, w trakcie niedokrwienia
i przez 15 min po restytucji krgzenia w mézgowiu. Grupe kontrolng sta-
nowily 3 kréliki, u ktérych wykonywano pelng preparatyke chirurgiczng
z wyjatkiem niedokrwienia mézgowia, i ktére utrzymywano w narkozie
pentobarbitalowej przez 3 godz.

W 3 i 6 godz. po niedokrwieniu zwierzeta zabijano przez przezsercows
perfuzje 1,5% aldehydem glutarowym pod ci$nieniem 80 mm Hg. Na-
stenie pobierano wycinki z odpowiednich okolic kory mézgu do badan
w mikroskopie elektronowym, ktére przygotowywano do ogladania w spo-
s6b rutynowy (Pluta, Gajkowska 1984). Zdjecia wykonywano w mikro-
skopie elektronowym JEM 100B.

WYNIKI

Zwierzeta kontrolne

Obrazy komoérek glejowych i naczyn krwiono$nych u zwierzat opero-
wanych, lecz nie poddanych niedokrwieniu mézgowia byly identyczne
z tym, co opisat Peters i wsp. (1976) oraz Jenkins i wsp. (1981) u ssakow
w zwyklych warunkach bytowania.

Grupa doswiadczalna I — niedokrwienie bez podawania prostacykliny

Obrazy mikroskopowo-elektronowe astrocytéw kory ruchowej, czu-
ciowe], skroniowej i potylicznej uzyskiwane w 3, jak i w 6 godz. po
niedokrwieniu charakteryzowaly sie podobnymi zmianami ultrastruktu-
ralnymi (ryc. 1, 2). Astrocyty wykazywaly bardzo nasilone obrzmienie,
niezaleznie od okolicy kory mézgowia. Jgdra astrocytéw mialy elektro-
nowo przezierng karioplazme z niewielkg iloscig chromatyny, ktéra two-
rzyla drobne zgrupowania o duzej gestosci elektronowej. Zgrupowania te
byly skupione gléwnie przy otoczce jgdrowej. Otoczka jgdrowa charakte-
ryzowala si¢ poszerzeniami miedzy zewnetrzng a wewnetrzna blong oraz
uwypukleniami blony zewnetrznej do cytoplazmy. Uwypuklenia te osig-
galy niejednokrotnie bardzo znaczne rozmiary. W pojedynczych jadrach
spotykano male, okraglego ksztaltu struktury pecherzowate, Byly one
otoczone pojedyncza blong gltadky. Ich wnetrze bylo elektronowo prze-
zierne.

Cytoplazma astrocytéw byla opustoszala, spotykano w niej jedynie
fragmenty gladkiej i ziarnistej siateczki srédplazmatycznej oraz struktury
pecherzowate bardzo réznych rozmiaréw. Substancja podstawowa cyto-
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Ryc. 1. Grupa do$wiadczalna I — niedokrwienie bez podawania prostacykliny. Trze-

cia godzina recyrkulacji. Kora ruchowa. Fragment astrocytu. W jadrze (N) o elektro-

nowo przeziernej karioplazmie z niewielkg ilo$cig chromatyny widoczna struktura

pecherzowata (strzatka). Elektronowo przezierna cytoplazma zawiera nieliczne frag-
menty organelli komoérkowych. Pow. 27 000 X

Fig. 1. First experimental group — ischemia without prostacyclin application. Three

hours of recirculation. Motor cortex. Astrocyte. In the nucleus (N) with electron

lucent karyoplasm and scanty chromatin aggregates a vesicle-like structure is vi-

sible (arrow). Electron-lucent cytoplasm comprises but few fragments of cellular
organelles. X 27 000

plazmy byla z reguly elektronowo przezierna. Dosy¢ rzadko spotykano
w niej pojedyncze mitochondria z przejasniong macierzg i skréconymi
grzebieniami.

Wypustki astrocytarne mialy cechy masywnego obrzmienia. Ich ele-
ktronowo przezierna cytoplazma byla prawie caltkowicie pozbawiona orga-
nelli. Napotykano w niej jedynie substancje klaczkowatg o matej gestosci
elektronowej oraz struktury pecherzowate. W 6 godz. po niedokrwieniu
zmiany w perykarionach i wypustkach astrocytéw znacznie nasilily sie,
co wyrazalo sie¢ niemal calkowitym zanikiem organelli cytoplazmatycz-
nych.

.
ttr

ntp://rcin.org.pl



Prostacyklina w niedokrwieniu mézgu II 429

; . ik
.

bl s
&

£y

t 4
A
&
- T8
g g :

®

Ryc. 2. Grupa do$wiadczalna I — niedokrwienie bez podawania prostacykliny. Trze-

cia godzina recyrkulacji. Kora skroniowa, Fragment astrocytu. Jadro (N) o jasnej

karioplazmie z niewielkg ilo§cig chromatyny. W elektronowo przeziernej cytoplazmie

pojedyncze mitochondria i fragmenty ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej. Pow.
27 000 X

Fig. 2. First experimental group — ischemia without prostacyclin application. Three
hours of recirculation. Temporal cortex. Fragment of astrocyte. Nucleus (N) with
electron lucent karyoplasm and scarce chromatin. Electron lucent cytoplasm con-
tains single mitochondria and fragments of rough endoplasmic reticulum. X 27 000

We wszystkich przebadanych okolicach kory moézgu wigkszo$¢ naczyn
krwiono$nych sprawiala wrazenie zacisnietych przez otaczajace je ma-
sywnie obrzmiale wypustki astrocytarne (ryc. 3). Komorki s$rodblonka
naczyniowego wykazywaly dobrze zachowane organelle z pojedynczymi
obrzmiatymi mitochondriami.

Powyzsze zmiany byly spostrzegane u wszystkich badanych zwierzat.
Grupa do$wiadczalna II — niedokrwienie z zastosowaniem prostacykliny

Po 3 i 6 godz. recyrkulacji u zwierzagt z niedokrwieniem mézgowia,
ktérym podawano PGI,, stwierdzalo sie w obrazie ultrastrukturalnym
astrocytéw i naczyn krwionosnych badanych obszaréw kory zmiany zna-
cznie mniej nasilone (ryc. 4). Ograniczenie zmian patologicznych doty-
czylo przede wszystkim cytoplazmy (ryc. 5). Zmiany te mialy jednak ro6z-
ne nasilenie. W cytoplazmie o nieco zmniejszonej gestosci elektronowej
niektére mitochondria byly tylko nieznacznie obrzmiale. Ziarnista siatecz-
ka Sroédplazmatyczna nie wykazywala zmian, podobnie aparat Golgiego.
Obserwowano liczne ciala geste i struktury filamentarne.
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Ryc. 3. Grupa do$wiadczalna I — niedokrwienie bez stosowania prostacykliny. Trze-

cia godzina recyrkulacji. Kora ruchowa. Naczynie krwiono§ne z zaci$nietym S$wiat-

lem. Do blaszki podstawnej $rédblonka przylegaja bardzo znacznie obrzmiale wy-

pustki astrocytéw. Ich cytoplazma jest elektronowo przezierna i pozbawiona cal-
kowicie organelli komérkowych. Pow. 27 000 X

Fig. 3. First experimental group — ischemia without prostacyclin application. Three

hours of recirculation. Motor cortex. Blood vessel with completely compressed

lumen. Basal membrane surrounded by severely swollen astrocytic processes. Their
electron-lucent cytoplasm almost totally devoid of cellular organelles. X 27 000
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Ryc. 4. Grupa doswiadczalna II — niedokrwienie z zastosowaniem prostacykliny.

Trzecia godzina recyrkulacji. Kora skroniowa. Astrocyt. Jadro (N) z jasng kario-

plazma z niewielkg ilo$cig chromatyny. W cytoplazmie liczne dobrze zachowane
organelle komoérkowe. Pow. 14 400 X

Fig. 4. Second experimental group — ischemia with prostacyclin application. Three

hours of recirculation. Temporal cortex. Astrocyte. Electron-lucent karyoplasm with

scarce chromatin granules (N), In the cytoplasm abundant, well preserved cellular
organelles. X 14 400

Zmiany ultrastrukturalne karioplazmy i jader mialy podobny cha-
rakter jak w grupie I. Jednakze otoczka jgdrowa stosunkowo rzadko uja-
wniala charakterystyczne dla poprzedniej grupy uwypuklenia blony ze-
wnetrznej i wewnetrznej.

Wypustki astrocytarne miaty mniej nasilone cechy obrzmienia i za-
wieraly wiecej organelli cytoplazmatycznych niz w grupie I. Aczkolwiek
w wielu przypadkach mimo ograniczenia cech obrzmienia w cytoplazmie
wypustek lezgcych przy naczyniach ilos¢ organelli byla znikoma lub po-
dobna jak w grupie I.

Wiekszo$¢ naczyn krwionosnych posiadala szerokie $wiatlto o stosun-
kowo duzej $rednicy, co bylo zwigzane z ograniczeniem obrzmienia ota-
czajacych je wypustek astrocytarnych (ryc. 6). Swiatla naczyn mialy nie-
regularny ksztalt. Srédblonki posiadaly liczne mikrokosmki, pecherzyki
o roznej wielkosci i ciala geste. W cytoplazmie $rédblonkéw widywano
zgrupowania filamentéw. Blona podstawna byla wyrazna.

6 — Neuropatologia 4/87
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Ryc. 5. Grupa doswiadczalna II — niedokrwienie z zastosowaniem prostacykliny.
Szo6sta godzina recyrkulacji. Kora czuciowa. Astrocyt. Jadro (N) o jasnej kario-
plazmie z nielicznymi zbitymi grudkami chromatyny. W cytoplazmie o stosunkowo
licznych organellach, widoczne sg miedzy innymi mitochondria i krétkie kanaty
szorstkiej siateczki $rédplazmatycznej. Pow. 18 000 >
Fig. 5. Second experimental group — ischemia with prostacyclin application. Six
hours of recirculation. Sensory cortex. Astrocyte. Nucleus (N) with electron-lucent
karyoplasm, contains scanty clumps of chromatin. In the cytoplasm relatively
rich in cellular organelles some mitochondria and fragments of rough endoplasmic
reticulum are seen. X 18 000

Zmiany obserwowane w tej grupie doswiadczalnej byly identyczne
i powtarzalne u wszystkich zwierzat. Nie stwierdzono réznic w obrazach
ultrastrukturalnych astrocytéw i naczyn krwiono$nych po podaniu PGI,
w korze ruchowej, czuciowej, skroniowej i potylicznej. W 3 i 6 godz. po
niedokrwieniu nie obserwowano w tej grupie zwierzat réznic w natezeniu
zmian patologicznych zaréwno w perykarionach, jak i wypustkach astro-
cytow.
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Ryc. 6. Grupa do$wiadczalna II — niedokrwienie z zastosowaniem prostacykliny.

Szésta godzina recyrkulacji. Kora potyliczna. Naczynie krwiono$ne z szerokim

swiatlem, w ktorym zawarta jest krwinka czerwona. Zwraca uwage obfito§é fila-
mentéw w cytoplazmie endotelialnej. Pow. 18 000 X

Fig. 6. Second experimental group — ischemia with prostacyclin application. Six
hours of recirculation. Occipital cortex. Blood vessel with wide lumen containing
erythrocyte. Note abundance of filaments in the endothelial cytoplasm. X 18 000
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OMOWIENIE

Wyniki przedstawionych badan wskazujg, ze calkowite 20-minutowe
niedokrwienie moézgowia wywoluje podobne zmiany w ultrastrukturze
astrocytow i naczyn krwionosnych kory ruchowej, czuciowej, skroniowej
i potylicznej. Pomimo powrotu czynnosci bioelektrycznej kory moézgu
(patrz Pluta 1987) natezenie zmian w naczyniach, a w szczegoélnosci
w astrocytach w grupie zwierzat, ktérym nie podawano prostacykliny,
nasilalo sie wraz z wydluzeniem czasu recyrkulacji. Obserwowane zmia-
ny byly wyrazem narastajacego obrzeku i postepujacej destrukeji pery-
karionéw i wypustek astrocytow. Wyrazaly sie one zmniejszeniem ge-
stodci elektronowej zaréwno cytoplazmy, jak i karioplazmy z nastepowym
ubytkiem organelli cytoplazmatycznych.

Zwezenie lub zacisniecie $wiatla naczyn wlosowatych bylo réwniez
charakterystyczng zmiang stwierdzong w grupie I zwierzat. Zjawisko to
wigzane jest gtownie ze skurczem naczyn po niedokrwieniu (Hart i wsp.
1978) i/lub z zaci$nieciem ich $wiatla poprzez obrzmiale wypustki astro-
cytarne (Pluta, Gajkowska 1984). Obecnie uzyskane wyniki wydajg sie
potwierdza¢ podane przez nas uprzednio przypuszczenie. Spostrzezenia
te nasunely nam nastepujgce pytania. Po pierwsze czy zmiany w astro-
cytach sg odwracalne czy nieodwracalne? Po drugie czy istnieje jakas
substancja lub substancje, ktére bylyby w stanie zapobiec lub ograniczy¢
wystepujace nieprawidlowosci tkankowe?

Odpowiedzi na te pytania uzyskano w pewnej mierze w II grupie
doswiadczalnej zwierzat z niedokrwieniem mozgu, ktérym podawano
PGI,. Stwierdzono, iz w przypadku podawania PGI, uzyska¢ mozna ko-
rzystny wplyw na stan cytoplazmy niedokrwionych astrocytéw. Nie moz-
na jednak powiedzie¢ tego w odniesieniu do obrazéw ultrastrukturalnych
karioplazmy. W perykarionach astrocytéw u zwierzat grupy II stwier-
dzono zwykle ilosci organelli lub nawet ich zwigekszone nagromadzenie.
Obrazy ultrastrukturalne astrocytow byly poréwnywalne z astrocytami
w prawidlowych warunkach (Jenkins i wsp. 1981). W wypustkach astro-
cytarnych oproécz ograniczenia zmian obrzekowych nie stwierdzano zwigk-
szenia liczebno$ci organelli cytoplazmatycznych. Nalezy doda¢ przy tym,
ze w ciggu 6 godz. po niedokrwieniu nie obserwowano w grupie II na-
silenia zmian ultrastrukturalnych. Wydaje sie przeto, ze PGI, hamuje,
jesli nie trwale, to przynajmniej przejsciowo w okresie prowadzonych
obserwacji, rozw6j zmian patologicznych. Przypuszczalnie w pierwszej
kolejnosci PGI, wplywala na ograniczenie zmian w przepuszczalnosci
bariery krew-mozg. Sugestia ta miataby cze$ciowe potwierdzenie we
wczesniejszych badaniach, w ktorych wykazano ograniczenie lub zniesie-
nie zmian krwotocznych w korze moézgu po catkowitym dlugotrwatym
niedokrwieniu moézgowia (Pluta 1985). W tym kontekscie odpowiedzi na
postawione powyzej pytania bylyby pozytywne. Zmianom w astrocytach
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po niedokrwieniu mozna zapobiec, mozna uzna¢ je wiec za odwracalne.
Odpowiedzig na drugie pytanie bylyby wlasciwosci biologiczne prostacy-
kliny z jej korzystnym wplywem zaréwno na bariere krew-mozg, a prze-
de wszystkim na stan blon cytoplazmatycznych astrocytéw. Podsumowu-
jac przedstawione powyzej spostrzezenia w konfrontacji z obserwacjami
zawartymi w pierwszej czesSci pracy (Pluta 1987) mozna stwierdzi¢, ze
PGI, dziala cytoprotekcyjnie nie tylko w stosunku do neuronéw, ale
w szczegblnosci wobec astrocytow. Charakter zmian ultrastrukturalnych
w niedokrwionych neuronach i astrocytach w przypadku stosowania
prostacykliny jest podobny oraz sugeruje nie tylko efekt cytoprotekcyjny
substancji, lecz réwniez mozliwo$¢ wzmagania komérkowych procesow
metabolicznych.

Autor serdecznie dzigkuje Panu Slawomirowi Januszewskiemu za wspo6liprace
podczas wykonywania do$wiadczen.

INFLUENCE OF PROSTACYCLIN ON THE CEREBRAL CORTEX
ULTRASTRUCTURE IN THE RABBIT AFTER COMPLETE BRAIN
ISCHEMIA OF 20 MIN DURATION

II. ASTROCYTES AND BLOOD VESSELS

Summary

Astrocytes and blood vessels of the motor, sensory, temporal and occipital
cortex were examined in 12 rabbits after complete 20-min brain ischemia.

The experiments were performed in two groups of animals. Group I comprised
rabbits subjected to 20-min complet cerebral ischemia, receiving Tris buffer, pH
7.5 for 3 min before, during and 15 min after ischemia. Group II consisted of
animals which received under the same conditions prostacyclin PGI, 3 min before,
during and for 15 min after ischemia.

Ultrastructural examination of the astrocytes in brains of animals subjected
to ischemia revealed changes indicating swelling and destruction of their perikarya
and processes. As a consequence the cytoplasmic organelles disappeared. The blood
vessels were compressed by the massively swollen astrocytic processes. In group
II in which cerebral ischemia was accompanied with simultaneous administration
of PGI, the ultrastructural picture of the astrocyte cytoplasm was normal, although
the nuclear changes were not favourably affected by PGI,. Most blood vessels
seemed to be patent with wide lumina, The described data indicate a cytoprotective
action of PGI, on astrocytes. This permits maintaining a normal state of brain
blood vessels.

BJIMSIHUE TTPOCTALIMKJIMHBI HA VIIBTPACTPYKTYPY MO3I'A KPOJIMKA
TTOCJIE TIOJIHOM 20-MUHYTHOM MIIEMUWH MO3TA

II YACTh. ACTPOLIUTEI 1 KPOBEHOCHBIE COCY/IBI
Pe3ome

ACTPOLATHl ¥ KPOBEHOCHBIE COCYIbI JBHIATENbHOM, YyBCTBHTEILHOM, BUCOYHOM M 3aTHIIOY-
HOIl KOpBI HCCNIENOBANACh Y 12 KPOJMKOB 1OCIe NOJHOM 20-MAHYTHOM HIIEMHH MO3ra. DKcnepy-
MEHTHI BEJHCh B ABYX rpynmax. ['pynna I BMem@ana Kponumkd, KoTopble momyyama Oydep Tris
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¢ pH 7,5 B Teyenue 3 MHHYT mepe] WINEMWHe, BO BpeMsi K B TeyeHne 15 MHHYT mocne HuieMuu.
Ko II rpynne npuHaiiexain KUBOTHBIE, KOTOPbIE B TEX K€ YCIOBAAX MOJYYagd MPOCTALMKIHHY
PGI, B Teuenwe 3 MEHYT Nepe/ HIIEMHEH, B ee Bpemsi ¥ B TedeHue 15 MUHyT mocse wimemuu. B yib-
TPacTPYKTYPHBIX MCCICHOBAHMAX ACTPOLUTOB ObLIA OOHApYKEHBI MpOsiBiIcHUs HAOyXaHums W ne-
CTPYKIIMA TNEPHKAPDHOHOB M MX OTPOCTKOB. BcClielCTBHE 3TOr0 MHUTOMIA3MATHYECKHE OPraHE b
TOJIHOCTBIO OTCYTCTBOBaM. KpOoBEHOCHBIE cOCynbl ObUTH 3a)kaTble OY€Hb HAGYXIHMMH acCTpOIM-
TapHBIMH OTPOCTKaMH.

B rpynne II ¢ mmemneit Mo3ra 1 ogHOBpeMeHHbIM Beeaennem PGI, Geina HaiineHa HOpmab-
Has yJIbTPacTPyKTypa LMTOIUIA3MbI ACTPOIRTOB. SlIepHble M3MEHEHHS HE NOIBEPrajuch IMOJIE3-
HOMY BusiHHIO PGI,. BoIbIIMHCTBO KPOBEHOCHBIX COCYIOB Ka3aj10Ch MPOXOJUMBIMH, OHK BMEIU
GosbIIAe IPOCBeTHl. DTH JaHHBIE CBUACTENLCTBYIOT O OXpaHsiounm aeiictsusitenn PGI, ma acTpo-
LMTHI, TO3BOJISIIOIIMM YyAepXaTb HOPMAaJIbHOE COCTOSIHHE KPOBEHOCHBIX COCYJIOB MO3ra.
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WPLYW BLOKOWANIA BLONOWYCH KANALOW WEJSCIA
WAPNIA
NA ROZWOJ NIEDOKRWIENNYCH USZKODZEN NEURONOW
SEKTORA CA, ROGU AMONA U CHOMIKOW MONGOLSKICH

Zaklad Neuropatologii, Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Mechanizm selektywnego uszkodzenia neuronéw piramidowych sek-
tora CA; rogu Amona w krotkotrwalym niedokrwieniu mézgu u chomi-
koéw mongolskich jest niewyjasniony. Jego opo6znienie w stosunku do
innych wybiérezo wrazliwych na niedotlenienie okolic i struktur mozgo-
wia, odmienno$¢ obrazu mikroskopowo-elektronowego w stosunku do
typowych niedokrwiennych zmian komérek nerwowych, a wreszcie zna-
mienne zachowanie czynnosci bioelektrycznej w fazie poprzedzajacej
rozwo6j nieprawidlowosci prowadzacych nieodwotalnie do $mierci komorki
sugerujg, iz mechanizm ten jest inny niz w wiekszo$ci niedokrwiennych
zespoléw patomorfologicznych. Koncepcjg szeroko lansowang w ostatnich
latach jest poglad, iz powolne, nieodwracalne zmiany neuronéw sektora
CA; rogu Amona w krétkotrwalym, przej$ciowym niedokrwieniu przodo-
moézgowia zaréwno u chomikéw mongolskich, jak i szczuréw sg nastep-
stwem dzialania ekscytotoksycznych neuromediatoréw aminokwasowych,
przede wszystkim glutaminianu (Olney 1978; Meldrum 1981; Meldrum
i wsp. 1985; Petito, Pulsinelli 1984; Suzuki i wsp. 1985; Kirino i wsp.
1985). Za taka mozliwo$cig przemawia miedzy innymi fakt bogatej iner-
wacji glutaminergicznej neuronéw CA,, pochodzacej z zakonczen odgale-
zien kolateralnych Schaffera (Wieraszko 1982), zwiekszona aktywnosé
bioelektryczna neuronéw CA; w okresie pierwszej doby po niedokrwieniu
(Suzuki i wsp. 1983, 1985) oraz charakter wczesnych zmian ultrastruk-
turalnych komoérek, sugerujgcy ich czynnosciowg aktywizacje (Kirino
i wsp. 1984; Petito, Pulsinelli 1984; Mossakowski i wsp. 1987). Przypusz-
cza sie przy tym, ze efektem wzmozonej aktywnosci komérki jest zwiek-
szony naplyw wapnia, prowadzgcy do rozprzezenia jej funkecji metabo-
licznych i $mierci (Simon i wsp. 1984). Na role wapnia w mechanizmie-
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uszkodzen komoérkowych w osrodkowym ukladzie nerwowym zwraca
uwage szereg autorow (Lazarewicz i wsp. 1978; Wieloch, Siesjo 1981),
a hipoteza sformulowana przez Siesjo (1986) o roli dokomérkowego
naplywu wapnia, jako zasadniczego ogniwa patogenetycznego niedo-
krwiennych zmian neuronalnych, zyskala szerokg akceptacje. Uzasadnia
to préby ochronnego oddzialywania na niedokrwiong tkanke nerwowa
przy uzyciu farmakologicznych s$rodkéow blokujacych blonowy transport
wapnia (Hoffmeister i wsp. 1979; Kazda i wsp. 1979; Steen i wsp. 1983,
1984; Heffez, Passonneau 1985).

Celem niniejszych badan byla ocena wplywu blokowania blonowych
kanaléow wejscia wapnia przy uzyciu nimodipiny na rozwdj selektyw-
nych uszkodzen neuronéw piramidowych sektora CA; rogu Amona,
w nastepstwie krotkotrwalego podwigzania obustronnego tetnic szyjnych
‘wspolnych u chomikéw mongolskich.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na dojrzatych chomikach mongolskich, sam-
cach o masie ciala 70g, ktérym w narkozie wziewnej (2%0 narkotan po-
dawany w ukladzie otwartym w mieszaninie gazowe] skladajgcej sie
z 70% azotu i 30%o tlenu) zaciskano obustronnie tetnice szyjne wspélne
na okres 7,5 min. Po zabiegu zwierzeta doswiadczalne, ktérym w réznym
czasie w stosunku do incydentu niedokrwiennego podawano nimodipine
(Nimotop, firmy Bayer, Leverkusen, RFN), oraz zwierzeta kontrolne,
ktore nie otrzymywaly zadnych preparatow farmakologicznych, poza
dootrzewnowsg iniekcjg fizjologicznego roztworu chlorku sodu, pozosta-
wiano w warunkach zwierzetarnianych na okres 5 dni. Po tym czasie
usmiercano je przez przezsercowg perfuzje zbuforowanym 10%o roztwo-
rem formaliny.

Nimodipine podawano w dawce 1 mg/kg masy ciala zwierzecia, zgodnie
z danymi do$wiadczalnymi Heffeza i Passonneau (1985), w postaci komer-
cjalnie przygotowanego roztworu alkoholowego, zawierajacego 10 mg
substancji czynnej w 50 ml rozpuszczalnika. Lek podawano w iniekcjach
-dootrzewnowych, w objetosci 0,35 ml roztworu na jedno podanie.

W zaleznosci od czestotliwosci podawania leku i czasu w stosunku do
incydentu niedokrwiennego, wydzielono cztery grupy doswiadczalne zwie-
rzat.

Grupa 1 obejmowala 6 chomikéow mongolskich, ktére otrzymalty dwa
podania leku: pierwsze na 60 min przed podwigzaniem tetnic szyjnych
wspolnych, drugie w 5 godzinie reperfuzji.

Grupa 2 skladala sie z pieciu zwierzat réwniez z dwukrotnym zasto-
sowaniem nimodipiny, z tym tylko, ze pierwsza dawke podano na 15 min
przed niedokrwieniem, a drugg w 3 godzinie po przywréceniu krgzenia
moézgowego.
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Grupe 3 stanowilo 5 chomikéw mongolskich z trzykrotnym poda-
niem nimodipiny. Dwie dawki podane wedlug schematu grupy 2 uzupel-
niono dodatkowsa iniekcjg leku w 24 godz. po niedokrwieniu.

W grupie 4 obejmujgcej réwniez 5 zwierzat, nimodipine podano
jednorazowo w 24 godzinie reperfuzji.

Jak wspomniano powyzej, zwierzeta kontrolne w liczbie 6 nie otrzy-
mywaty zadnych substancji czynnych poza jednorazowa dootrzewnows
iniekcjg 0,9%0 chlorku sodu podang na 15 min przed podwigzaniem tetnic
szyjnych wspoélnych. Uklad odniesienia stanowily 3 chomiki mongolskie
nie poddane zadnym zabiegom doswiadczalnym. Uzyskane wyniki oce-
niono morfometrycznie wedlug metody opisanej uprzednio (Mossakowski,
Gadamski 1987), ktérej podstawa bylo okreslenie $redniej liczby komo-
rek piramidowych w 0,3 mm odcinku segmentu CA, rogu Amona. Sred-
nig warto$¢ uzyskiwano z ogélnej liczby neuronéow wystepujacych w 3
odcinkach o tej diugosci w 3—5 kolejnych skrawkach histologicznych od
kazdego zwierzecia. Wyniki odnoszono do wartosci uzyskanych u zwie-
rzat nie poddanych zadnym zabiegom do$wiadczalnym. Uzyskang w ten
sposob $rednig réwng 44,7 +25 komérek traktowano jako 100%.

Przeprowadzone obliczenia pozwolily na wyodrebnienie nastepujgcych
kategorii obrazu morfologicznego:

— brak zmian morfologicznych, gdy liczba komoérek piramidowych
réowna byla $redniej u zwierzat nie poddanych zabiegom doswiadczal-
nym — calkowity ubytek neurontéw piramidowych, charakteryzujgcy
sie zastgpieniem warstwy komoérek nerwowych proliferujgcym glejem
gwiazdzistym,

— czesciowy ubytek neuronéw piramidowych znamionowalo utrzy-
manie zmiennej proporcji komoérek nerwowych, wymagajgce dalszej
kwantyfikacji. Wyodrebniono mianowicie 3 stopnie czeSciowego ubytku
komérek piramidowych: 1° — z utrzymaniem 73,9%0 populacji neuronéow,
2° — z 52,7% oraz 3° — z zachowaniem jedynie 35%0 $redniej, prawidto-
wej populacji komérkowej.

Statystyczna analiza z uzyciem testu t dla niezaleznych $rednich wy-
kazala znaczng znamienno$¢ réznic miedzy poszezegélnymi stopniami
i miedzy kazdym z nich a warto$ciami prawidlowymi.

WYNIKI

W grupie kontrolnej obejmujacej 6 zwierzat catkowity zanik komorek
nerwowych obserwowano w 3 przypadkach, a czesciowy w 2, w tym po
jednym przypadku w stopniu 1 i 3. U jednego ze zwierzat populacja
komoérek nerwowych byla calkowicie niezmieniona.

W grupie do$wiadczalnej 1, na 6 zwierzat badanych u dwéch obserwo-
wano catkowity ubytek neuronéw (ryc. 1), a u dwéch czesciowy o nasi-
leniu 3° (ryc. 2). Jedynie u dwéch sektor CA; rogu Amona nie wykazy-
wal zmian morfologicznych.
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W grupie doswiadczalnej 2 sytuacja przedstawiala sie¢ podobnie. Spo-
$sré6d 5 badanych chomikéw mongolskich u 3 obserwowano calkowity
ubytek neuronow sektora CA,, u jednego, z czgsciowym zanikiem komo-
rek, nasilenie uszkodzen mialo cechy 1° (ryc. 3). Tylko jedno zwierze
charakteryzowato sie brakiem zmian sektora CA,.

W grupie doswiadczalnej 3 wszystkie 5 zwierzat wykazywalo niezmie-
niony obraz morfologiczny sektora CA; rogu Amona (ryc. 4).

Rye. 1. Zwierze z grupy do$§wiadczalnej 1. Pogranicze sektora CA; i CA,. W CA1
kompletny brak neuronéw. Kliiver—Barrera. Pow. 100 X
Fig. 1. Experimental group 1. Borderline between CA,; and CA, sectors. Sector CA;
totally devoid of pyramidal neurons. Kliiver—Barrera. X 100
Ryc. 2. Zwierze z grupy do$wiadczalnej 1. W sektorze CA; zachowanych okolo 30%
neuronow. Kliiver—Barrera. Pow. 200 X
Fig. 2. Experimental group 1. In sector CA,, about 30 percent of pyramidal neurons
are preserved. Kliiver—Barrera. X 200
Rye. 3. Zwierze z grupy doswiadczalnej 2. W sektorze CA; zachowanych okolo 70%
neuronéw. Kliiver—Barrera. Pow. 100 X
Fig. 3. Experimental group 2. In sector CA; about 70 percent of pyramidal neurons
are preserved. Kliiver—Barrera. X 100
Ryc. 4. Zwierze z grupy do$wiadczalnej 3. Pogranicze CA; i CA,. W CA; zacho-
wanych 100 neurondéw. Kliiver—Barrera. Pow. 100 X

Fig. 4. Experimental group 3. Borderline between CA; and CA, sectors. In sector
CA; 100 percent of pyramidal neurons are preserved. Kliiver—Barrera. X 100
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Tabela 1. Poroéwnanie wynikOw uzyskanych u zwierzat leczonych i nieleczonych
Table 1. Comparison of results obtained in treated and untreated animals

Liczba  Brak zmian  Czgéciowe uszkodzenie Calkowity ubytek
zwierzat patologicznych neurondéw sektora CA,; mneurondéw CA,

Grupa zwierzat No of No pathological Partial damage of sector Total loss of CA;

Group of animals

animals changes CA neurons neurons
10 20 30
Zwierzeta nieleczone
Untreated animals 6 1 2 o 3 J
Zwierzeta leczone 21 1 ’ 1 ’ 5

Treated animals

Tabela 2. Porownanie wynikOw u zwierzat leczonych w zalezno$ci od schematu stosowania Nimotopu

Table 2. Comparison of results obtained in treated animals in dependence on the pregram of Nimotop
application

Liczba Brak zmian  CzeSciowe uszkodzenie Calkowity ubytek
zwierzat patologicznych neuronow sektora CA; neuronéw sek-

Grupa  zwierzat No of No pathological Partial damage of sector tora CA,

Group of animals

animals changes CA, neurons Total loss of
1° 20 30 CA, neurons
Zwierzeta kontrclne .

Control animals 6 1 1 o 1 3
ool g S DA
ok 6 2 Ea. ety 2
ek Z 2 5 1 L el 3
ggﬁz 3 5 5 e ik = i
j;ﬁ: 4 5 3 1 b5 &

W grupie do$wiadczalnej 4 przy péznym, lecz jednorazowym podaniu
nimodipiny, wyniki byly mniej korzystne, cho¢ lepsze niz w dwéch pierw-
szych grupach doswiadczalnych. Sposréod 5 badanych zwierzat nie zmie-
niony sektor CA; rogu Amona stwierdzono u 3, a u 2 pozostalych z cze-
sciowym zanikiem neuronéw, ich nasilenie odpowiadato stopniowi pierw-
szemu i drugiemu.

Sumaryczne zestawienie wynikow przedstawiono w tabeli 1 i 2.

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki wskazuja na istnienie ostaniajgcego dzialania nimo-
dipiny (Nimotopu) w stosunku do wybiérezych uszkodzen neuronéw pira-
midowych sektora CA; rogu Amona, stanowigcych nastepstwo krotkotrwa-
lego niedokrwienia przodomoézgowia u chomikéw mongolskich. Spostrze-
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zenia nasze potwierdzaja w tym wzgledzie obserwacje takich autorow,
jak Hoffmeister i wsp. (1979), Kazda i wsp. (1979, 1982), Steen i wsp.
(1983, 1984), Borgers (1985), Giesvold i Steen (1985), Baethmann i Jansen
(1986), Fujisawa i wsp. (1986), Mabe i wsp. (1986), poczynione u réznych
zwierzat w odmiennych modelach do$wiadczalnego niedokrwienia osrod-
kowego wukladu nerwowego. Na oslaniajgce dzialanie nimodipiny
w naszych badaniach wskazuje poréwnanie proporcji zwierzgt z nie zmie-
niong, czesciowo uszkodzong i calkowicie zanikla populacja neuronéw
sektora CA,; u zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych. Wéréd zwierzat
kontrolnych, ktére nie otrzymywaty leku, w potowie przypadkéw wyste-
powal zupelny zanik komorek piramidowych sektora CA;, w jednej trze-
ciej ich czesciowe uszkodzenie, a tylko u jednego z szeSciu chomikéw
nie stwierdzono w ogoéle uszkodzen komoérkowych. W przeciwienstwie
do tego u zwierzat doswiadczalnych, ktéorym podawano nimodipine, obraz
komoérkowy sektora CA, w polowie przypadkéw nie odbiegal od stwier-
dzanego u zwierzat nie poddanych zadnym zabiegom. Calkowity zanik
neuronéw wystepowat w jednej czwartej przypadkéow. W takiej samej
proporcji obecne byly uszkodzenia cze$ciowe.

Zestawienie wynikow uzyskanych w poszczegolnych grupach doswiad-
czalnych wskazuje jednakze na zaleznos¢ ochraniajgcego wplywu nimo-
dipiny od schematu jej stosowania, dotyczgcego zaréwno czestosci poda-
wania leku, jak i jego okresu w stosunku do przebytego incydentu nie-
dokrwiennego. W dwéch pierwszych grupach doswiadczalnych, w ktorych
lek podawano na krotko przed podwigzaniem tetnic szyjnych (odpowie-
dnio 60 i 15 min) oraz we wczesnym okresie restytucji krgzenia (od-
powiednio 5 i 3 godz.), uzyskano wynik negatywny, a proporcje poszcze-
golnych rodzajéw zmian komérkowych nie odbiegaly zasadniczo od spo-
strzeganych u zwierzgt bez stosowania leku. Najkorzystniejszy wynik,
wyrazajacy sie utrzymaniem niezmienionej populacji neuronéow CA,
u wszystkich zwierzat, obserwowano w grupie do$wiadczalnej 3, w kto-
rej schemat grupy 2 uzupelniono dodatkows dawksg leku podang w 24
godz. po niedokrwieniu. Réwniez korzystny, jakkolwiek mniej przeko-
nywajacy niz w grupie 3, efekt dziatania leku uzyskano u zwierzat, kto-
re otrzymywaly jego pojedynczg dawke w 24 godz. po przywroéceniu
krazenia moézgowego. W grupie tej nie otrzymano wprawdzie calkowi-
tego zahamowania uszkadzajacych efektéw niedokrwienia, lecz propor-
cja zwierzgt bez zmian strukturalnych sektora CA,, byla znacznie wiek-
sza niz w grupie kontrolnej i w dwoéch pierwszych grupach doswiadczal-
nych, a stwierdzone uszkodzenia miaty nikle nasilenie, uchwytne dopiero
w ocenie morfometrycznej.

Ta wlasnie rozbieznos¢ wynikéw miedzy grupami z ,,wezesnym” i ,,p6z-
nym” stosowaniem leku zasluguje na odrebng uwage, tym bardziej, ze
réznica schematu doswiadczalnego w negatywnej grupie 2 i wysoce po-
zytywnej grupie 3 sprowadzala sie wylgcznie do podania dodatkowej
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dawki leku w péznym okresie po restytucji krgzenia moézgowego, pod-
czas gdy schemat ten w przypadku obu korzystnych grup 3 i 4 odbiegat
od siebie zasadniczo zaréwno lgczng dawka nimodipiny, jak i calkowi-
tym pominieciem w grupie 4 wczesnego podawania leku.

Wydaje sie, ze rozbieznosci te, podobnie jak i réznice w stosunku
do licznych prac wykazujgcych korzystny ostaniajgcy efekt nimodipiny
w warunkach niedokrwienia moézgu (Hoffmeister i wsp. 1979; Kazda
i wsp. 1979, 1982; Steen i wsp. 1983, 1984; Borgers 1985; Baethmann, Jan-
sen 1986; Fujisawa i wsp. 1986; Mabe i wsp. 1986), rozpatrywac¢ nalezy
w kontekscie wlasciwosci zastosowanego przez nas modelu doswiadczal-
nego, mechanizméw tzw. opéznionej $mierci neuronéw (delayed neuronal
death — Petito, Pulsinelli 1984; Suzuki i wsp. 1985; Kirino i wsp. 1985)
oraz czasowej sekwencji zmian zachodzacych w wuszkodzonej komorce
(Suzuki i wsp. 1984; Mossakowski i wsp. 1987).

Cechg znamienng reakeji neuronéw piramidowych sektora CA; rogu
Amona w nastepstwie krétkotrwalego niedokrwienia jest ich bioelektryczna
hiperaktywizacja w pierwszej dobie po przywroceniu krazenia moézgo-
wego (Suzuki i wsp. 1983), ktérej w obrazie mikroskopowo-elektrono-
wym towarzyszg ultrastrukturalne wykladniki metabolicznego pobudze-
nia (Mossakowski i wsp. 1987). Dopiero druga doba po niedokrwieniu
przynosi wygasanie aktywnosci bioelektrycznej i pojawianie sie ultra-
strukturalnych cech uszkodzenia neuronu. Wsrod tych ostatnich zwraca
uwage S$rodplazmatyczne gromadzenie sie elektronowo gestych, amorficz-
nych struktur, uznanych przez Kirino i wsp. (1985) za odkladajace sie
ztogi wapnia. Dokomoérkowa penetracja wapnia, przyczynowo zwigzana
ze zjawiskiem hiperaktywnos$ci bioelektrycznej neuronéw, w zastosowa-
nym przez nas modelu dos’wiadézalnym wydaje sie¢ zjawiskiem pdéznym.
Na pozne gromadzenie sie wapnia w neuronach w nastepstwie niedo-
krwienia zwracali uwage réowniez inni autorzy, miedzy innymi Yanagi-
hara i McCall (1982) oraz Hossmann i wsp. (1985). Ci ostatni uwazaja
zresztg Srodkomoérkowy naplyw wapnia za zjawisko nakladajace sie na
szereg wezesniejszych proceséw patologicznych prowadzgcych do uszko-
dzenia neuronéw.

Doswiadczenia nasze wskazujg na korzystne oddzialywanie blokowa-
nia kanalow wejscia wapnia w 24 godz. po niedokrwieniu, a wiec w_o-
kresie wygasania hiperaktywnosci bioelektrycznej komoérki nerwowej.
W zestawieniu ze wspomnianymi powyzej zmianami ultrastrukturalnymi
wydaje sie, ze jest to okres najwiekszego dokomoérkowego napltywu wap-
nia. Nimodipina podana parenteralnie szybko gromadzi si¢ w os$rodko-
wym ukladzie nerwowym osiggajac maksymalne stezenie w 15 min po
iniekcji. Spadajace do polowy w ciggu kolejnej godziny moézgowe ste-
zenie leku jest nadal wystarczajgce dla jego farmakologicznej aktywno-
Sci (Heffez i wsp. 1985). Najkorzystniejszy wynik uzyskany w grupie
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doswiadczalnej 3 wskazuje réwnoczesnie na zasadnos¢ jego wczes$niej-
szego podawania.

W Swietle uzyskanych przez nas wynikéw, wydaje sie uzasadnione
stwierdzenie, ze w warunkach stosowanego modelu do$wiadczalnego kro-
tkotrwalego niedokrwienia moézgu, mieszczgcego sie¢ w czasowych grani-
cach odwracalnosci zmian strukturalnych, a prowadzacego wytacznie do
wybiorczego uszkodzenia neuronéw sektora CA, rogu Amona, najbar-
dziej skuteczne jest osiggniecie odpowiedniego tkankowego stezenia leku
w koncowym okresie pierwszej doby po przywrdceniu krazenia moézgo-
wego. Jego skutecznos¢ wzrasta przy poprzedzajagcym podawaniu nimo-
dipiny. Wkroczenie ze stosowaniem leku wylgcznie w okresie niedokrwie-
nia i we wezesnych fazach recyrkulacji okazato si¢ nieskuteczne. Wydaje
sie przy tym, ze z réznicami modeli doswiadczalnych, glebokosci nie-
dokrwienia oraz czasu stosowania substancji blokujgcych kanalty wejscia
wapnia w relacji do okreslonej fazy niedokrwienia i recyrkulacji nalezy
wigza¢ odmiennosci efektéw uzyskiwanych przez poszczegélnych bada-
czy, w tym réwniez negatywne wyniki opisane przez Barnetta i wsp.
(1986) oraz Vibulsrestha i wsp. (1987). W rozwazaniach tych uwzglednic
nalezy réwniez opinie Petersa (1987), ktéory uwaza, iz w warunkach in
vivo substancje blokujgce wejscia wapniowe opdzniaja, a nie zapobiega-
ja penetracji wapnia do komorki. Moze to wlasnie uzasadni¢ niezbednosé
wielokrotnego podawania leku, podtrzymujacego opoznienie wnikania
wapnia do czasu funkcjonalnej restytucji blony komoérkowej uszkodzo-
nej przez niedokrwienie. Moze rowniez stanowi¢ wskazanie do réwno-
czesnego stosowania innych $rodkéw farmakologicznych o dzialaniu mem-
branoprotekcyjnym, np. prostacykliny PGI, (Mossakowski, Gadamski 1987).

Mechanizm ostaniajgcego dzialania nimodipiny w warunkach niedo-
krwienia moézgu jest zagadnieniem nie rozstrzygnietym. Znaczna grupa
autoréow, w tym przede wszystkim Kazda i wsp. (1979), Steen i wsp.
(1983, 1984) oraz Giesvold i Steen (1985), stojag na stanowisku, iz u pod-
staw korzystnego oddzialywania nimodipiny lezy jej normalizujgcy wpltyw
na mozgowy przeplyw krwi. W ostatnich latach ukazaly sie jednak prace
sugerujgce metaboliczne dzialanie, niezalezne od czynnikéw krazenio-
wych (Borgers 1985; Heffez, Passonneau 1985; Mabe i wsp. 1986).
Szczegélnie przekonywajagce w tym wzgledzie sg spostrzezenia Heffeza
i Passonneau (1985), ktérzy wykazali zréznicowany efekt nimodipiny na
rozne parametry zaburzonego w nastepstwie niedokrwienia metabolizmu
mozgu, odmienny zresztg w poszczegdlnych jego okolicach, pozwalajacy
jesli nie na wylgczenie roli czynnika naczyniowego, to przynajmniej na
uznanie oddzialywan metabolicznych za niezalezne od wplywéw kraze-
niowych. Za bezposrednim dziataniem cytoprotekcyjnym nimodipiny
przemawiajg réwniez nasze spostrzezenia. W péznym okresie recyrku-
lacji, w ktorym oddzialywanie leku okazalo sie najskuteczniejsze, w sto-
sowanym modelu doswiadczalnym nie wystepuja zaburzenia mikrokra-
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zenia (Mossakowski 1978). Niewielkie zresztg nasilenie nieprawidlowosci
krgzenia moézgowego spotyka sie natomiast we weczesnym okresie re-
cyrkulacji, kiedy podawanie leku nie wywieralo korzystnego wplywu.
Heffez i Passonneau (1985) podkreslajq réwniez, iz nimodipina nie dzia-
fa na zjawisko poniedokrwiennej hiperperfuzji, odgrywajgcej role czyn-
nika uszkadzajgcego tkanke nerwows. Za cytoprotekcyjnym dzialaniem
nimodipiny przemawiaja rowniez wyniki badan prowadzonych na poza-
ustrojowej hodowli tkanki nerwowej poddanej glebokiemu niedotlenieniu
(Renkawek, fazarewicz 1987). Warto przy tym podkresli¢, iz w warun-
kach anoksji in vitro stwierdzono zblizong do naszych spostrzezen czaso-
wa zalezno$¢ skutecznosci cytoprotekcyjnej leku.

INFLUENCE OF THE CALCIUM CHANNEL BLOCKER ON THE ISCHEMIC
CHANGES IN SECTOR CA; PYRAMIDAL NEURONS OF AMMON’S HORN
IN MONGOLIAN GERBILS

Summary

The protective effect of Nimotop (Bayer) — a calcium channel blocker, being
an equivalent of nimodipine, on the development of selective damage of CA; neu-
rons of Ammon’s horn resulting from short-term ischemia of forebrain in Mon-
golian gerbils was evaluated. The experimental animals, subjected to 7.5 min bila-
teral ligation of common carotid arteries were given the drug in a dosis of 1 mg/kg
body weight in the form of intraperitoneal injection at various periods in relation
to cerebral ischemia. In group 1 — Nimotop was administered twice — 60 mijin
before ischemia and 5 h after arterial release. In group 2 a double dosis of the
drug was given 15 min prior to carotid occlusion and in 3rd hour of the recircula-
tion. In group 3 the scheme applied in group 2 was supplemented with a third
dosis of Nimotop given 24 h following cerebral ischemia. The latter was the time
of a single drug dosis application in group 4. The control animals were subjected
to cerebral ischemia with no medication.

Experimental and control animals were sacrificed by transcardiac perfusion
with 10° neutral formalin 5 days after ischemia. The state of CA; neurons of
Ammon’s horn was morphometrically evaluated in paraffin sections stained accord-
ing to the Kliiver-Barrera method in comparison with the picture characteristic
for animals not subjected to any experimental procedure.

It was found that Nimotop exerts a full protective effect on pyramidal neu-
rons of the CA; sector only in the case of its repeated application extended over
24 h following cerebral ischemia. A positive, although less conspicuous, effect was
obtained with a single drug dosis applied at a late postischemic period, while
a double dosis given in the early periischemic state remained ineffective.

Basing on the obtained results the authors suppose that the late effectiveness
of the calcium channel blocker demonstrated in the presented results is connected
with particularities of the experimental model applied in which the mechanism
of neuronal damage and death is related with an excitotoxic action of the amino
acid neurotransmitter (s). Delayed death of CA; pyramidal neurons is preceded
by their hyperactivity lasting for the period of one day following cerebral ische-
mia. This period of functional neuronal hyperactivity is with all probability con-

7 — Neuropatologia 4/87
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nected with intracellular influx of calcium ions, leading to cellular irreversible
damage. The results obtained suggest that this period is to be covered by the
blocking action of the drug. Results of experiments with a single dose of the
blocker given in late postischemic period may indicate its special importance in
the development of postischemic pathology.

BJIMSIHUE BJIOKUPOBAHWS MEMBPAHHBIX KAJIBIIMEBBIX KAHAJIOB
HA MIIEMUWYECKME TMTOBPEXJEHWS HEBPOHOB CEKTOPA CA,
AMMOHUEBA POT'A MOHI'OJIBCKOI'O XOMAKA

Pe3ome

OueHsAIOCh NpenoXpaHuTebHOE AeiicTBue Nimotopa SBJISIOLIErOCs 3KBHBajaeHTOM Nimo-
dipina Ha pa3BHTHE CEJEKTHBHBIX NOBpEXIeHHN HeBpOoHOB cekTopa CA,; aMMOHHMEBa pora, rno-
SABJISIONIAXCST BCICACTBHE KPATKOBPEMEHHOM HMIIEMHH IEPEJIHEr0 MO3ra Yy MOHTOJIbCKHX XOMSi-
KOB. DKCEpPUMEHTAJIbHBIE )KUBOTHBIE IOABEPTHYThIE HA 7,5 MUHYT 3aKymopke 00enxX OOLIMX COHHBIX
apTepuii, Nosy4anm JeKapcTBO B MHTpabprommuHON MHbekumK I mr/l kr Macel Tena B pasHom
BpeMen# OT wumemur. B I rpynme nekapcTBo BBOAWIOCH 2 pa3a: 60 MHHYT nepea Mmemuei u 5
yacoB nocie peuupkynsuud. Bo Il rpynne aByxkpaTHas Ho3a NpEMEHsIach 15 MBHYT nepen re-
PEeBA3KOI cocynoB u 3 yaca nociie ux ocBoboxkaeras. B rpymne 111 cxema rpynmer II 6012 momost-
HeHa J100aBOYHOM 1030# JiekapcTBa 24 yaca mocie penupKyasuud. B 3T0 ke Bpems mojasanach
OIHOKpaTHAs 1032 JiekapcTsa B rpynne 1V. KOHTpOIbHBIN MaTepuas COCTABIISUIM )KUBOTHBIE C aHa-
JIOTHYHOM MUIEMHEH MO3ra, HO HE MOJyYMBLIKE JIEKapCTBA. DKCIEPHMEHTAIbHBIE M KOHTPOJIbHbIE
JKHBOTHBIE ObITM yMEpIUBJIEHbI KHTpacepaedHoi nepdysueir 10% dopmamana. CocTosHre HEBPO-
HOB cekTopa CA; aMMOHHEBA POra OLEHSI0Ch MOpHOMETpHYECKH HAa mapaHHHLIX Cpe3ax OKpa-
mennsix Metonom Kliivera-Barrery, conocrasiisisi NOJIy4YeHHbIE Pe3yJbTaThl ¢ 06pa3’oM y *KMBOT-
HBIX HE MOIBEPrHYTHIX HUKAKUM IKCIIEPMMEHTATbHBIM HpONeaypaM. BBISBICHO, HTO nNpuUMEHeHne
Nimotopa MOJHOCTBIO NpeoXpanseT HeBpOHbI cekropa CA; TOJBKO NPA MHOTOKPATHOM €ro
BBEJICHVK B Teyenue 24 yacos mocne nmemun. ITose3Hsli, X0Ts MeHHee yoexnarommii oG dexT Obut
MOJIy4eH P Pa30BBIM ITO3IHKM BBEINCHHUIO JIeKapcTBa. [[ByXKpaTHOE BBEICHHE B PAHHEM HILIEMH-
YeCcKOM mepuone Obuio 6e3pe3ynbTaTHO.

Ha ocHOBaHHMHM NOJIYYEHHBIX Pe3yJIbTaTOB aBTOPHI NMPEANONAraioT, YTO 3)HEKTHBHOCTL 1031~
Hero OJOKHpOBaHMS MEMOpPAaHHBIX KAJIbLMEBBIX KAHAJIOB — 3TO SIBJICHHE, CBOMCTBEHHOE TOJIbKO
B YNOTPEOJIEHHON 3KCIEPHEMEHTAILHON MOJEIH C OCOOBIM MEXaHH3MOM IOBPEXKICHUS M CMEPTH
HEBPOHOB, CBS3aHHBIM C JKCLIATOTOKCHYECKHM JIEHCTBHEM AMMHOKHCIIOTHBIX HEBPOTPAHCMMTTE-
poB. CMepTh HEBPOHOB IIPEINIECTBYET MX IMIEPAKTHBHOCTD, BHICTYMAIOMIAs B MEPBLIA AEHb Nocie
HIIEMAH. B 3TOM HMMEHHO NEpHOAe THOEPAKTHBHOCTH HEBPOHOB COBEPIIACTCSH, NO-BHIUMOMY,
NPUTOK B KJIETKY KaJblMsi, BEAYLOWl K ee HeoOpaTHMOMY HOBpPeXICHHWIO. ITony4eHHbie pesyiib-
TaThl BHYLIAIOT, YTO B 3TOM HMEHHO NEPHOAE HYKHO BBOJMTH CPEACTBA OIIOKMpYIOIIHE Kajiblye-
Bbie KaHAJbl. Pe3ynbTaThl MOJy4YEeHHbIE NIPH PAa30BOM IO3JHUM BBEICHHIO JIEKAPCTBA CBHICTEC/Ib~
CTBYIOT O 0co00OM 3HA4YeHHW MO3aHed (a3bl TMNEPAaKTUBHOCTH KJIETKAM.
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The chronological sequence of the ischemic brain tissue breakdown
and its morphotic components have been known for a long time (Green-
field 1963; Sornés et al. 1972; Levis 1976; Rabinowitz 1979). It has been
found, however, that this sequence of events may be determined by
the age of patients. In patients over 80 years of age, deceased owing to
the brain infarction, the cell reaction occurred later and different mor-
photic elements remained within infarcted area longer than in the con-
trol group of younger patients, who died with the same brain pathology.
This cellular reaction was much more protracted than it has been assumed
up till now (Barcikowska-Litwin 1984).

In the group of 74 brains of patients with ischemic cerebral infarct,
used for the above mentioned studies in 17 cases (23 per cent) presence
of lymphocytes, among other cellular elements of the necrotic tissue was
noted. The assessment of these cases seemed to be of particular interest,
because lymphocytes may represent the exponents of immunological pro-
cess, accompanying ischemic brain lesion.

MATERIAL AND METHODS

Seventeen brains with lymphocytic infiltration found among 74 brains
of patients, who died in the Department of Neurology, School of Me-
dicine in Warsaw, from ischemic brain damage, were examined.

Patients were 50 to 87 years old. The survival period after ischemic
brain accident was 5 days to 3 years. In most of the patients this was
the only brain infarct. In 3 cases the second ischemic stroke was the
fatal one. Arterial hypertension was diagnosed in seven cases and diabetes
mellitus in three. Basic clinical characteristics is presented in the Table 1.

** Study supported by Polish Academy of Sciences (Grant No. 06.02.II1.1.4).
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Table 1. Material
Tabela 1. Material

A. Clinical data
Dane kliniczne

Other diseases Cause of decease
Survival  Previous Inne choroby Przyczyna zgonu
time (days) stroke
No  Sex Age Okres  (years ago_) Arisibiiele: Arter:a{ Diabetes Arrhythmia .Heart Malignant Pulmonary .Heart P
Lp. Ple¢ Wiek proezycia Poprzedni = .~ hypertonsion o oiue 7ab, rytmu infarct neoplasm artery emb. infarct 7.0
(dni) udar Miazdzyca Nadc.léme- Cukrzyca sitich Zawal Nowotyvbr Zator t.. Zawal phuc
nie serca  zlosliwy plucnej m. serca

d M 55 5 4 ok | o =
2 K 85 10 -+ + -+
3 K 87 11 A == S +=
4 K 87 11 o e s e ==
5 M 50 12 ; = 3
6 K 82 13 i G 35 i p
7 K 87 14 G £ A
8 K 87 15 opr &t 5
9 M 77 16 e &+ e
10 K 85 18 eap o
11 K 86 18 Tdleateet + o =} =
12 K 80 28 e
13 M 76 28 2 Sl == S
14 K 83 LY. + 4 -+ + + +
15 K 83 39 10 o iy st o
16 M 79 46 + 4+ -+ + +
17 M 60 3 yrs + - -+
lata
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Fig. la. Discrete lymphocytic infiltration (+) in the vicinity of small vessel. H—E.

X 200
Ryc. la. Dyskretny naciek limfocytarny w okolicy malego naczynia. H—E. Pow.
200 X
Fig. 1b. Mononuclear infiltration classified as monolayer (++) in infarct area.
H—E. X 200

Ryec. 1b. Naciek komoérek jednojadrzastych, zakwalifikowany jako jednowarstwowy
(++) w polu zawalu. H—E. Pow. 200 X

Fig. Ic. Lymphocytic cuff (+++4) around venous vessel in ischemic tissue. H—E.
A 200

Ryc. lc. Wielorzedowy okolozylny naciek limfocytarny (+-++). H—E. Pow. 200 X

Fig. 1d. Lymphocytic infiltration grade ++ to +-+-+ around small arterioles. H—E.
X 200

Rye. 1d. Nacieki limfocytarne zakwalifikowane jako ++ do +++ dookola te-

tniczek.h ow. 200 X

tp-/froinord.pl
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In all cases autopsy was performed within 24 hours after death. Eight
patients died because of embolus of pulmonary artery, 2 — due to heart
infarct. In 5 cases bilateral pneumonia as a cause of death was diagno-
sed. In 2 further cases neoplastic disease was found at autopsy (Table 1).

Brains fixed in 10%p calcium formaline were examined macroscopically.
Paraffin-embedded sections of the damaged cerebral hemisphere and con-
tralateral “healthy” ones were stained with following methods: hemato-
xylin—eosin, Luxol-fast bue, van Gieson, an then examined in a light
microscope.

The intensity of lymphocytic reaction in the perivascular spaces was
determined according to a score from 1 + to 3 +:

+ — a few perivascular lymphocytes (Fig. 1a).
+ -+ — single layers of lymphocytes around the vessel (Fig. 1b).
++ + — perivascular lymphocytic cuff (Fig. 1c).

% gq&...&‘ *?’

Fig. 2a. Mixed cuﬁ around small vein contalmng lymphocytes, macrophages and
some plasma cells. H—E. X 400
Ryc. 2a. Wielorzedowy naciek dookola maltego naczynia zylnego, skladajacy sie
z limfocytéw, makrofagéw i pojedynczych komoérek plazmatycznych. H—E. Pow.
400 X
Fig. 2b. Infarcted tissue with dispersed lymphocytic infiltration. H—E. X 200

Ryc. 2b. Rozproszony naciek limfocytarny w obszarze zawalu. H—E. Pow. 200 X
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The intensity of macrophage and gemistocytic reaction also was
estimated in the same way.
+ — a small number of macrophages and gemistocytes,
+ -+ — moderate number of them,
+ -+ + — severe macrophage and gemistocytic reaction.

RESULTS

Lymphocytes were found between 5 and 9 days (3 cases), after 10—
20 days (10 cases), 30—40 days (3 cases) and 3 years (1 case) from the
date of the ischemic stroke.

Mononuclear cell infiltration was of different intensity in various
cases (Table 2) and also within the same area of the infaret. Lymphocy-
tes, usually observed at the margin of the ischemic focus were mainly

Table 2. Lymphocytic, macrophage and glial reaction in the hemisphere with infarction
Tabela 2. Reakcja limfocytarna, glejowa i makrofagowa w polkuli z zawalem mozgu
B. Morphological examination
Ocena morfologiczna

Perivascular lymphocytic < Other morpholo- Subara-

infiltration gical elements  chnoideal

3 3 Okolonaczyniowy naciek within the infarctarea space pe-
Survival Previous limfocytarny Inne elementy mor- rivascular

time stroke
No Sex Age (days) (years

Single  Mono-  Multi- fotyczne w obszarze infiltrations

Lp. Pleé Wik -Obxen. 7 igoy = %8 o s - e Tawaly _Podpa-
przezycia Poprzedni Poje- 1n§ltra- mﬁ.ltra- : jeczynow-
(dni) e dyncze_ tion tion Gemisto- Macro- kO}Ve‘
komorki Naciek Naciek  cytes phages  nacieki
jedno-  wielo- Gemisto- Makro- Okolona-
rzedowy rzedowy  cyty fagi ~ CZyniowe
S~ ey 5 2 4 + + + +
2 K 85 10 4+ o\l 5 -+ +
3 K 87 11 ek 4= 5 ) L & s SRR o T i
& R 11 + +
5 M 50 12 +4 o+ +
" Al Y 13 ++ + 4+ + o +
7 K 87 14 ' e A e o i o
8 K 87 15 - + e s
9 M 1. 16 ++ + -+ + 44 +
10 K 18 + + + - + +
$77 RS 18 ++ + ++ + - -
15 28 -+ ++ ++ +++
13 M 76 28 2 - Sy e
14 K 8 32 ++ + + - +4++ +
15 0 K es 39 10 ++ + ++
16 M 19 46 ++ + +
17 M 60 3yms b i A, o +
lata
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Fig. 3a. Infarcted area in the cortex with slight lymphocytic reaction in the sub-
arachnoid space. H—E. X 100

Ryc. 3a. Niewielka reakcja limfocytarna w przestrzeni podpajeczynéwkowej przy-
leglej do obszaru martwicy w korze. H—E. Pow. 100 X

Fig. 3b. Higher magnification of the border of ischemic lesion (long arrow in the
Fig. 3a) with many gemistocytes and single microglial cells. H—E. X 400

Ryc. 3b. Brzeg ogniska martwiczego (dluga strzalka na ryc. 3a) z licznymi gemisto-
cytami oraz pojedynczymi komérkami mikrogleju w wiekszym powiekszeniu mikro-
skopowym. H—E. Pow. 400 X

Fig. 3c. Necrotic area (short arrow in the Fig. 3a) with many macrophages and
single lymphocytes. H—E. X 400

Ryc. 3c. Obszar martwicy (krétka strzalka na ryc. 3a) z licznymi makrofagami i po-
jedynczymi limfocytami. H—E. Pow. 400 X
discreet and frequently surrounded venous vessels (Figs la, b, c). Spora-
dically mononuclear infiltrations were seen in the vicinity of small ar-
terioles (Fig. 1d). In 10 cases lymphocytic infiltrations were categorized,
as cuffs, in which single plasmatic cells appeared (Figs lc, d, 2a). In
case no. 3 perivascular infiltration was extremely intensive. In some
cases lymphocytes were dispersed in necrotic tissue without distinct
connection with vessels (Fig. 2b). In 10 cases single lymphocytes were
found in subarachnoid space in the hemisphere with infarction (Fig. 3a).
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Commonly, in the neighborhood of lymphocytic infiltrations glial
proliferation with numerous gemistocytes, microglial cells and macropha-
ges were found (Figs 3a, b, c).

Table 2 indicates, that in all cases the lymphocytes were present
in the infarcted area containing macrophages and gemistocytes or in the
surroundings of both kinds of these cells (Figs 3a, b, ¢). In heterolateral
hemispheres examined at the level of the focus in the damaged hemi-
sphere, only in one case were a few lymphocytes present in the perivascu-
lar space.

DISCUSSION

In the brains of 74 patients with ischemic brain stroke, neuropatho-
logical examination revealed the presence of mononuclear perivascular
and interstitial infiltrations of the infarcted area in 23% of the cases.
Lymphocytes were absent in other intact regions of the brain, includ-
ing the contralateral hemisphere. An exception was the case with addi-
tional infarcts seen in both hemispheres (case No. 3). The infiltrations
were not connected with hematogenic bacterial or viral perivenous me-
ningoencephalitis. In the majority of cases there were only disseminated
vascular changes connected with arteriosclerosis and/or features of hy-
pertonic encephalopathy.

The most interesting findings were noted in case no. 3 in which
heavy perivascular and dispersed lymphocytic infiltrations in the inte-
rstitial tissue of the infarct were seen. It seems that the presence and
intensity of lymphocytic reaction in our material was related only to
the appearance and the quantity of macrophages and gemistocytes. This
local immune activity was not dependent on the age and survival period
of the patients.

In the available literature we did not find any date on this kind of
morphological and immunological reactions in brain infarcts. Similar
infiltrations in brain tumors were considered as a reaction towards the
invasion of tumor cells, which are characterized by special foreign anti-
gens and immune complexes (Hitchock et al. 1977, Martin-Achord et al.
1980; Krajewski et al. 1986). It is possible, that the breakdown of the
nerve tissue in the ischemic brain lesions becomes a source of normal
and modified antigens of the CNS. Due to simultaneous blood-brain bar-
rier disturbances this can cause an immunological response, similar to
the response observed in the CNS tumors.

Additional confirmation of the hypothesis concerning antigen release
from necrotic tissue may be the fact that lymphocyte occurrence was
constantly accompanied by gemistocytes and/or macrophages. One of the
roles of macrophages is presentation of antigens in the process of immu-
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nological memory and in the transfer of information to the peripheral
immunological system for production of specific antibodies.

The role of astrocytes and their gemistocytic forms was widely stu-
died, however, it seems still to be insufficiently recognized. Recently,
there are reports concerning the macrophageal function of astrocytes
in primary tissue culture (Noske et al. 1982) with expression of special
superficial membrane markers and presentation of myelin basic pro-
tein antigen to T-cells in multiple sclerosis brains (Woodroof et al. 1986)
or to the encephalitogenic T-cell line in tissue culture (Fontana et al.
1984).

Probably in other pathological processes in the brain they may also
take part in such cooperation with the immune system, presenting for
example, as in our case, antigens from necrotic CNS tissues.

The circulation of specific anticerebral antibodies in sera of patients
with stroke has already been reported (Makinodan 1976; Redei et al.
1979; Cohen, Eisdorfer 1980; Dwilewicz-Trojaczek 1981; Goodwin et al.
1982; Nandy 1982).

In this context one can presume that the second infarct, because
of previous contact with CNS antigens should be a provoking factor
for a fast and extensive antibody-cell mediated reaction. However, our
three cases with the repeated brain infarcts showed only a moderate in-
tensity of the lymphocytic reaction. We do not know, however, exactly
the whole immunological status, e.g. serology, of our patients. Maybe
the above observation is connected with a very early (5 days) or very
late (28 and 39 days) period of necrotic lesion organisation. The small
number of these cases does not allow conclusions on the dependence
between the cellular immune response and the duration of the disease.
This relationship could not be noted in all of our cases, either in the
first, or in the second ischemic stroke. It may be an argument for great
individual differences in the immunological system function.

Summarizing our observations we suggest a local activity of the
immunological and nervous system in organization of the necrotic focus
caused by cerebral ischemia.

LIMFOCYTY W OBSZARZE ZAWALU MOZGU U LUDZI

Streszczenie

Z grupy 74 moézgéw chorych zmarlych wskutek zawalu mézgu, wyodrebniono
17 przypadkéw (23%), w ktérych w ognisku rozmiekania, znajdujacym sie w roz-
nej fazie procesu rozbiérkowego i organizacji, oprécz typowych elementéw komor-
kowych procesu patologicznego, wystepowaly limfocyty. Nacieki limfocytarne, prze-
waznie okolozylne, zlokalizowane byly w obszarze zawalu, na jego obrzezu i nie-
kiedy w przestrzeni podpajeczynéwkowej w poblizu ogniska martwicy. Czasem
w martwiczych tkankach wystepowal rozproszony naciek limfocytarny. We wszyst-
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kich przypadkach stwierdzono obecno$é makrofagéw 1lub/i gemistocytéw. Obrazy
powyzsze wskazuja na miejscowg reakcje immunologiczng, w ktérej Zrédiem anty-
genu sg prawdopodobnie martwicze tkanki. Wzieto pod uwage mozliwo§é udzialu
gemistocytow w prezentacji antygenu w reakcji immunologicznej stanowigcej na-
stepstwo zawalu moézgu.

Niewielka stosunkowo proporcja przypadkéw naczyniopochodnej martwicy moz-
gu z okolonaczyniowymi naciekami limfocytarnymi moze $wiadczyé o znacznych
réznicach indywidualnych w reakecji ukltadu immunologicznego.

JIMM®OLUTEI B OYATE MO3IOBOI'O MH®APKTA V JIFOJEN

Pe3ome

B mosrax 74 cnydaeB yMepIIHMX BCIECOCTBHE MIIEMHYECKOrO HMHCYNIbTa, OOHapyxeHo 17 cmy-
yaes (239%), B KOTOPHIX B MONyIUapui ¢ HHGAPKTOM KPOMEe OOBIKHOBEHHBIX MOP(OTHYECKHX 3Iie-
MeHTOB HH(papkTa Obln HaigeHs! nuMdbouuTsl. JivMbouuTapasie HHOHIBTPATHI, TABHBIM 00-
Pa30M OKOJIOBEHO3HBIE, ObIJTH pa3MEIeHbl B OYare HEKpo3a, B OKPYKAIOMUX €ro TKaHAX M, MHOTJa,
B cybapaxHouIealbHOM MPOCTPAHCTBE B Oim3M ovara Hekpo3a. VIHOTIa B HEKPOTHYECKMX TKaHIX
Obim oOHapyxeH paccesHHbIN maMboTrHYeckuit uHbwILTPaT. BOo BCex ciy4asx ObuM HalneHs
Makpodarn 1/BaM FeMHACTORMTEL, DTH HAaHHbBIE BHYIIAIOT MECTHYIO HMMYHOJIOTHYECKYIO PEaKIHMIO,
B KOTOPOl HCTOYHHKOM AHTHICHA SIBJISIOTCS, BEPOATHO, HEKPOTHYECKHE TKaHW. PaccMaTpmBaercs
BO3MOXHOCTb Y4acCTHsl TeMHUCTOLMTOR B MPEICTABIICHWH AHTHICHA B UMMYHOJIOTHYECKOH peakiiiu.

Hebonbmas yacTe ciay4aeB HEKpO3a MO3ra COCYAMCTOrO IMPOHMCXOXKICHAS C OOHApPYXEHHBIMA
OKOJIOCOCYIHCTBIMI JTAMGBOLMTAPHBIMA HWHOHIBTPATAMH CBHIETEILCTBYET O 3HAYHTE/IbHBIX WH-
JMBUYANTbHBIX OTKJIOHGHHSX B PEAKUWH HUMMYHOJIOTHYECKOH CHCTEMBI.
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Senile alterations of the myelin-oligodendroglia complex have not
been frequently studied. In microscopical studies of the ageing human

and dog brains changes in the myelin sheaths stainability and, more ra-
rely, some demyelination were noticed by Iwanowski and Ostenda (1974),
Tarnowska-Dziduszko (1973) and Taraszewska et al. (1971). Ultrastruc-
tural investigation of ageing myelin demonstrated disintegration of the
intraperiod line, formation of loops, vesicles and irregular multivesicular
structures (Iwanowski 1984).

In our studies of the myelin lipid pattern of the ageing brain we
have found three main types of alterations: increased content of lyso-
phosphatidylcholine, rise of cholesterol esters level as well as relative
increase in total phospholipid content (Wender et al. 1987b). Samorajski
and Ordy (1972) emphasized a relative increase in the proportion of mo-
noenoic fatty acids (18:1 and 20:1) and a decrease in the proportion
of polyunsaturated fatty acids (20:4, 22:4 and 22:6) in phosphatidyl
ethanolamine and glycerophospholipids of the myelin, isolated from aged
human brain as compared with the myelin of the younger age groups.
More pronounced changes in the white matter were described in cases
of senile Alzheimer dementia (England, Brun 1986). The authors noticed
a significant decline in cerebroside and sulfatide contents in the white
matter as well as a reduction of the oligodendroglia number. The rela-
tion between the changes in the oligodendroglia and those seen in myelin
sheaths is unknown.

Extending our research program concerning alterations of the cere-
bral white matter in the course of the ageing process, we have performed
karyometric and cytophotometric studies of oligodendroglia on human
autoptic material.
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MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on the autoptic material of 12 patients,
deceased at the age of 74 to 86 years (mean age 79.6 years). The autopsies
were performed 6 to 16 hours after death. The results were compared
with those obtained for the autoptic material of 5 patients aged 28 to 44
years (mean age 33.6 years), who died of diseases not involving the ner-
vous system. Sections were taken from the cerebral white matter of
the frontal lobe as well as from the cerebellar white matter and were
submitted to histological, karyometric and cytophotometric studies.

Histological studies. Morphological evaluation was performed on ma-
terial embedded in paraffin and stained by the following methods: Nissl,
Weil, hematoxylin—eosin, Kanzler, van Gieson, and PAS. Frozen sec-
tions were slver-impregnated according to Bielschowsky.

Karyometric and cytophotometric studies. Small brain slices were
fixed in Baker’s solution at room temperature. Paraffin sections, 7 pym
in thickness were stained with cresyl violet. Other sections were subject-
ed to the Feulgen reaction for detection of DNA. The acid hydrolysis
time of 3.5 h at 37°C was chosen for the Feulgen method with the use
of the hydrolysis curve established earlier, according to Krygier-Stoja-
towska (1982).

Morpho- and cytophotometric studies were carried out in monochro-
matic light, at 560 nm wavelength using the automatic analyser of mi-
croscopic images “Morphoquant” (VEB Carl Zeiss Jena, GDR). The fol-
lowing parameters of the cells were measured according to the MOSAIK
programme (Voss et al. 1979).

KONL — length of nuclear circumference determined by the number
of raster points covering the circumference of the examined structure,

KOFL — cross-section area of cell nucleus expressed by the total
number of raster points on and inside the circumference of the examined
object,

FOFA — shape index of cell nucleus representing the quotient of
the squared circumference to the cross-section area,

DMVH — elongation index determined by the quotient of minimal
to maximal diagonals. The extent of elongation is inversely proportional
to the value of this index,

FLVH — shape regularity index of cell nucleus determined by the
quotient of the cross-section area to the area of the smallest octagon
circumscribed on the cross-section of the examined object; it illustrates
the extent of folding of the examined object surface,

EXTS — sum of extinctions of all points of the examined object,
expressed in working units used in cytophotometry,

KOMP — index determining compactness of nuclear chromatin,
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ZNTR — index determining rate of chromatin concentration around
centre of the nucleus.

The results of measurements of oligodendrocytes in aged brains were
compared with those in control material of adult brains using the Kol-
mogorov-Smirnov nonparametric test.

The observed changes were considered significant at the level of
p << 0.05.

RESULTS

Table 1 lists the neuropathological findings in the studied material
of aged persons (more than 70 years old). According to the morphologi-
cal characteristics it has been possible to categorize the material into two
subgroups: the first in which only vascular changes were noted in the
brain (atheromatosis, artheriosclerosis and/or amyloid angiopathy with
its ischemic sequelae in the nervous tissue) and the second one showing
not only vascular changes, but also degenerative features of senile atro-
phy. Characteristic signs of the latter, visible in the cerebral and cere-
bellar cortex, include the presence of senile plaques as well as dystrophy
of neurocytes, mainly of pigment type. Some neurocytes exhibit also
fibrillary tangles of Alzheimer type. In all studied cases the white matter
shows only minor changes such as some perivascular myelin pallor
and/or the existence of small scattered shadowed foci in the cerebral
and cerebellar white matter.

Morphometric studies. Results of karyometric and cytophotometric
studies of oligodendroglia in the cerebral white matter of the frontal
lobe are presented in Table 2 and those of the cerebellar white matter
in Table 3.

The length of the nuclear circumference (KONL) showed marked
changes in the ageing brain when compared with the control material
of patients who died in adult age of non-neurological diseases. The most
pronounced changes — extensive elongation of the circumference (KONL)
and increase of cross-section area (KOFL) of cell nuclei were observed
in the brains with vascular changes only. Less pronounced, although
also significant, proved the deviations, when the whole group of aged
brains, or the subgroup with vascular and senile atrophy were compared
with the control material.

Deviations in the index of nuclear shape (FOFA), in the form of its
decrease and in DMVH values (elongation index) indicating spheric trans-
formation of cell nuclei, were almost identical in both subgroups of
ageing brains (the subgroup with vascular changes only as compared
with the subgroup with both vascular and senile changes). The index
of shape regularity (FLVH) was unchanged in the ageing brains.

Results of cytophotometric estimation of relative DNA content in
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http://rcin.org.pl



464

M. Wender et al.

Tabe 1. Neuropathological characteristics of the studied material

Tabela 1. Charakterystyka neuropatologiczna badanego materialu

Age Sex Diagnosis
Wiek Ple¢ Rozpoznanie
Subgroup 1
Podgrupa I
Cases with vascular changes only
Przypadki ze zmianami naczyniowymi
74 Female Cerebral atheromatosis. Encephalomalacia.
Kobieta Miazdzyca moOzgu. Rozmigkanie mozgu.
85 Male Arteriosclerosis. Haemorrhagia subarachnoidealis.
Meizczyzna  Stwardnienie tetnic. Krwotok podpajeczynoéwkowy.
86 Male Arteriosclerosis. Haemorrhagia cerebro-subarachnoidealis.
Megzczyzna  Stwardnienie tgtnic. Krwotok moézgowo-podpajeczynéwkowy.
78 Female Cerebral atheromatosis. Encephalomalacia.
Kobieta Miazdzyca mozgu. Rozmigkanie mozgu.
84 Female Cerebral atheromatosis. Encephalomalacia.
Kobieta Miazdzyca moézgu. Rozmigkanie mézgu.
84 Female Cerebral atheromatosis. Encephalomalacia.
Kobieta Miazdzyca moézgu. Rozmigkanie mozgu.
Subgroup 11
Podgrupa 11
Cases with vascular and senile changes
Przypadki ze zmianami naczyniowymi i starczymi
74 Female Cerebral atheromatosis. Encephalomalacia. Senile degeneration.
Kobieta Miazdzyca mozgu. Rozmigkanie moézgu. Zwyrodnienie starcze.
85 Male Arteriosclerosis. Haemorrhagia cerebro-subarachnoidealis. Senile degene-
ration.
Mezczyzna  Stwardnienie tetnic. Krwotck moézgowo-podpajeczyndéwkowy. Zwyrodnienie
starcze.
86 Male Arteriosclerosis. Haemorrhagia cerebro-subarachnoidealis. Senile degenera-
tion.
Mezczyzna  Stwardnienie tetnic. Krwotok mézgowo-podpajeczynéwkowy. Zwyrodnienie
starcze.
78 Female Atheromatosis. Encephalomalacia. Senile degeneration.
Kobieta Miazdzyca moézgu. Rozmigkanie moézgu. Zwyrodnienie starcze.
84 Female Atheromatosis. Encephalomalacia. Senile degeneration.
Kobieta Miazdzyca mozgu. Rozmigkanie mozgu. Zwyrodnienie starcze.
84 Female Atheromatosis. Encephalomalacia. Senile degeneration.
Kobieta Miazdzyca mézgu. Rozmigkanie mozgu. Zwyrodnienie starcze.

oligodendroglial nuclei showed several deviations. An increase in the
sum of extinctions at all points over an examined cell nucleus (EXTS)
was disclosed in the ageing brains, with most pronounced changes seen
in the subgroup of vascular changes only. In the latter subgroup a mark-
ed decrease in KOMP value was found indicating some loosening of
the chromatin structure. The ZNTR index was slightly increased only
in the subgroup of ageing brains with both vascular and senile changes,
indicating a shift of chromatin granules to the cell nucleus center.
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Table 2. Results of karyometric and cytophotometric studies of oligodendroglia in the cerebral white matter (frontal lobe) of the ageing brain
Tabela 2. Wyniki badan kariometrycznych i cytofotometrycznych oligodendrogleju istoty bialej (plat czolowy) starzejacego si¢ mozgu

fraup Value . wonL KOFL FOFA DMVH FLVH EXTS KOMP ZNTR*
Grupa Wartosci
Control material (5 cases) x+SD 834-3.5 2294183 1544-2.5 824+1.2 8740.5 744-13.9 844-4.3 644-0.5
Material kontrolny min. 64 143 132 33 85 38 45 35
(5 przypadkow) max. 116 383 180 100 95 154 78 100
Ageing brains total x+SD 88-+7.3 264+-41.1 150+3.6 854+1.9 88-+0.5 91+15.6 82+5.3 65+2.4
(12 cases) min. 63 138 129 55 85 37 52 43
Starzejacy si¢ moézg ogodlem max. 122 455 180 100 95 179 83 100
(12 przypadkow) p< 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Brains with vascular changes X+SD 91+8.4 280-+48.1 1514-2.8 85+0.9 884-0.4 954-17.5 80+5.6 6512.8
only (6 cases) min. 63 144 129 56 85 37 51 42
Przypadki ze zmianami tylko max. 123 455 180 100 95 179 83 100
naczyniowymi pP< 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
(6 przypadkow)
Brains with vascular changes X+SD 85+4.6 248+-23.8 149+-4.2 85424 88+40.6 87+11.9 85443 664-1.7
and senile atrophy min. 64 138 128 55 85 38 51 43
(6 cases) max. 117 395 188 100 94 139 82 100
Przypadki ze zmianami p< 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 ns

naczyniowymi i starczymi
(6 przypadkow)

* Abbreviations in text
* Objasnienia w tekscie
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Table 3. Results of karyometric and cytophotometric studies of oligodendroglia in the cerebellar white matter of the ageing brain
Tabela 3. Wyniki badan kariometrycznych i cytofotometrycznych oligodendrogleju istoty bialej mozdzku w starzejacym si¢ mézgowiu

Urgup Vahwo - o KOFL FOFA DMVH FLVH EXTS KOMP ZNTR*
Grupa Wartosci
Control material (5 cases) x*+SD 8745.7 2424354 157+3.8 8342.0 8740.6 67420.6 81+45.5 65+2.3
Materiat kontrolny min. 59 126 132 50 85 18 48 22
(5 przypadkow) max. 118 438 180 100 94 112 80 100
Ageing brains total X+SD 90+6.7 272+37.2 150+4.2 86+1.7 88+0.5 89+17.0 80+8.1 65+2.7
(12 cases) min. 63 146 129 53 85 36 48 36
Starzejacy si¢ mozg ogbdlem max. 132 498 180 180 95 176 81 100
(12 przypadkow) p< 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 ns
Brains with vascular changes x4-SD 88--6.3 267+39.4 1484-2.8 85+1.9 88+0.5 90+-16.1 83+7.1 64418
only (6 cases) min. 63 146 129 57 85 48 48 41
Przypadki ze zmianami tylko max. 118 451 180 180 95 176 81 100
naczyniowymi Pp< 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
(6 przypadkow)
Brains with vascular changes Xx+SD 91+6.9 278+34.4 151+5.0 8640.9 8840.5 881-17.8 77+8.2 65+43.2
and senile atrophy (6 cases) min. 64 149 130 53 85 36 49 36
Przypadki ze zmianami na- max. 132 498 180 100 95 153 81 100
czyniowymi i starczymi P< 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

(6 przypadkow)

* Abbreviations in iext
* Objasnienia w tekscie
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Table 4. Cell nuclei of oligodendroglia in the cerebral white matter (frontal lobe) of the ageing brain
cathegorized into classes according to value of KOFL (cross-section of area of cell nucleus)

Tabela 4. Jadra komorek oligodendrogleju istoty bialej (plat czolowy) starzejacego si¢ mozgu po-
dzielone na klasy stosownie do warto$ci KOFL (prz ekr6j poprzeczny pola jadra komorkowego)

Individual nuclei
Poszczegoblne jadra

Absolute number

Liczby bezwzgledne %

Cases with Cases with Cases with Cases with

vascular  vascular and  Control vascular  vascular and

Control  changes only senilechanges Grupa changes only senile changes

Classes Grupa Przypadki ze Przypadki ze kontrolna Przypadkize Przypadkize

Klasy kontrolna  zmianami  zmianami zmianami  zmianami

tylko naczy- naczyniowymi tylko naczy- naczyniowym

niowymi i starczymi niowymi i starczymi
0— 136 0 0 0 0 0 0
137— 154 18 8 9 12 4 5
155— 172 47 29 39 31 16 21
173— 190 139 85 99 92 47 55
191— 208 258 17 162 172 65 90
209— 226 283 157 191 188 87 106
227— 244 254 183 228 169 101 126
245— 262 230 176 212 153 97 117
263— 280 135 202 222 90 112 123
281— 298 73 173 168 48 96 93
299— 316 38 150 125 25 83 69
317— 334 14 137 110 9 76 61
335— 352 5 124 93 3 68 51
353— 370 3 88 55 2 48 130
371— 388 3 75 47 2 41 26
389— 406 0 54 25 0 30 13
407— 424 0 29 9 0 16 5
425— 442 0 8 4 0 4 2
443— 460 0 5 2 0 2 1
461— 478 0 0 0 0 0 0
479— 496 0 0 0 0 0 0
497— 514 0 0 0 0 0 0
515— 532 0 0 0 0 0 0
533— 550 0 0 0 0 0 0
551— 568 0 0 0 0 0 0
569— 586 0 0 0 0 0 0
587—-2047 0 0 0 0 0 0

A
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Table 5. Cell nuclei of oligodendroglia in the cerebral white matter of the ageing brain cathegorized
into classes according to value of EXTS (sum of extinctions of all points of the examined object,
expressed in working units used in cytophotometry)

Tabela 5. Jadra komoérek oligodendrogleju istoty bialej starzejacego si¢ mézgu podzielone na klasy
stosownie do wartoSci EXTS (suma ekstynkcji wszystkich punktow badanego obiektu, wyrazona
w jednostkach roboczych uzywanych w cytofotometrii)

Individual nuclei
Poszczegblne jadra

Absolute number

Liczby bezwzgledne %
cl Cases with Cases with Cases with Cases with
asses
Klasy vascular  vascular and vascular  vascular and
Control  changes only senilechanges Control changes only senile changes
Grupa Przypadki  Przypadki Grupa Przypadki  Przypadki
kontrolna ze zmianami ze zmianami Kontrolna ze zmianami ze zmianami
tylko naczyniowymi tylko naczyniowymi
naczyniowymi i starczymi naczyniowymi i starczymi
0— 28 0 0 0 0 0 0
29— 34 1 0 0 0 0 0
35— 40 3 1 2 0.2 0 0.1
41— 46 15 0 14 1.0 0 0.7
47— 52 91 10 9 6.0 0.5 0.6
53— 58 191 i | 22 12.7 0.6 12
59— 64 127 60 70 8.4 3.3 3.8
65— 170 219 101 146 14.6 5.6 8.1
71— 76 212 165 212 14.1 9.1 317
77— 82 155 204 273 10.3 11.3 15.1
83— 88 158 231 235 10.5 12.8 13.0
89— 94 100 148 280 6.6 8.2 15.5
95— 100 102 101 249 6.8 5.6 13.8
101— 106 3 116 95 4.8 6.4 52
107— 112 39 142 61 2.6 7.8 33
113— 118 8 208 49 0.5 11.5 27
119— 124 2 162 40 0.1 9.0 2.2
125— 130 2 99 30 0.1 5.5 1.6
131— 136 0 36 10 0 2.0 0.5
137— 142 1 3 3 0 0.1 0.1
143— 148 0 0 0 0 0 0
149— 154 1 0 0 0 0 0
155— 160 0 0 0 0 0 0
161— 166 0 1 0 0 0 0
167— 172 0 0 0 0 0 0
173— 178 0 0 0 0 0 0
179—2047 0 1 0 0 0 0
.
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The briefly presented deviations in mean values of karyometric and
cytophotometric estimations, resulted also in absolute and relative altera-
tions in the categorisation of individual cells to distinct size classes. Two
examples of these shifts may be seen in Tables 4 and 5.

DISCUSSION

In the studies presented heretofore we have established karyometric
and cytophotometric changes of oligodendroglia nuclei in the ageing
brain: enlargement of the cell nucleus, its spheric transformation, as
well as an increase in relative DNA extinction values concomitant with
some loosening of the chromatine structure. Explanation of these find-
ings, especially concerning the results of cytophotometric estimations
is very difficult.

The first point which should be raised is the marked preponderance
of deviations in the subgroup exhibiting only vascular changes. It must
mean, firstly, that, in the pathomechanism of oligodendroglia alterations
in the ageing brain, the vascular factor plays a decisive role and, se-
condly, that the vasogenic and senile changes exert reciprocal effects
on the oligodendroglia. This leads to the situation that deviations are
markedly smaller in brains affected by both pathological processes to-
gether.

A possible role of the vasogenic factor in the mechanism of white
matter changes in senility may be deduced from many investigations.
In our studies of myelin lipids in the ageing brain (Wender et al. 1987b)
we found a striking similarity of the detected alterations with the effect
of hypoxia on myelin lipids of the rat: both include lesions of the mole-
cular myelin structure without clear cut demyelination. Iwanowski and
Ostenda (1974) and Iwanowski (1984), considering morphological obser-
vations indicating an increased permeability of vessel walls due to dege-
nerative changes in ageing brain, have also advocated the view that
vascular alterations are the primary factor leading to axon damage and
subsequently, to myelin lesion.

Multiple experimental data indicate that oligodendroglia cells are
very sensitive to the action of hypoxia (Korthals et al. 1973; Hoppe 1974).
In tissue culture studies, Mossakowski and Gajkowska (1976) observed
alterations in mitochondria as the predominating changes in the oligo-
dendroglia under the effect of cyanide, contrasting with a relatively
good preservation of these structures in astroglia. Similar results have
been obtained in studies of the effect of sodium cyanate on glia in tissue
culture (Mossakowski 1978). The main conclusion of the author points
to cell swelling and vesicular degeneration as basic oligodendroglia le-
sions, probably indicating disturbances in cell membrane permeability.
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In our studies of the oligodendroglia in the corpus callosum of rats
after acute and moderate hypoxia (Wender et al. 1987a) we have ob-
served enlargement of cell nuclei in the early period after hypoxia and
some nuclear shrinkage in the later period. Cytophotometric analysis of
the relative DNA content in cell nuclei of oligodendroglia has demon-
strated an increased extinction of DNA in the early period and a decrea-
sed extinction in the late period after acute or moderate hypoxia.

An additional discussion seems necessary concerning the observation
that in the aged brain an increase occurs in the sum of extinction at
all points of the examined cell nucleus in cytophotometric estimations
of relative DNA content in oligodendroglia together with some loosen-
ing of chromatin structure. We cannot definitely explain these findings
and may suggest only that the obtained results reflect changes in DNA
configuration in the oligodendroglia nuclei of an ageing brain, asso-
ciated with some shift between the metabolically more active, loose and
less active, heterochromatic, DNA fractions.

CONCLUSIONS

1. The length of the nuclear circumference is longer and cross-sec-
tion area larger in the oligodendroglia of the ageing brain as compared
with those established for adult age.

2. The oligodendroglial cell nuclei in the ageing brain show a ten-
dency to spheric transformation.

3. In the ageing brain, oligodendroglial cell nuclei show an increase
in the sum of extinction and some loosening of chromatin structure in
cytophotometric estimations of relative DNA content.

4. The karyo- and cytophotometric changes of the oligodendroglial
nuclei are more pronounced in the ageing brains exhibiting only vascular
changes than in those with both vasogenic and senile alterations.

5. The vasogenic factor plays a decisive role in the pathomechanism
of oligodendroglial alterations in the ageing brain.

OLIGODENDROGLEJ W STARZEJACYM SIE MOZGU CZEOWIEKA.
BADANIA KARIOMETRYCZNE I CYTOFOTOMETRYCZNE

Streszczenie

Przeprowadzono badania 12 moézgéw chorych zmarlych w wieku powyzej 70
roku zycia. Wyniki poréwnano z materialem autopsyjnym 5 chorych w wieku
dojrzalym zmartych z powodu choréb nieneurologicznych.

Badania kariometryczne i cytofotometryczne jader oligodendrogleju przepro-
wadzono na aparacie' ,Morphoquant” wedlug programu MOSAIK.

" Wyniki badan doprowadzily do nastepujgcych wniosk6w:
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1. Dlugo$é obwodu jadra jest diuzsza, a pole powierzchni wieksze w oligo-
dendrogleju moézgu starczego w poréwnaniu ze stwierdzanym w wieku dojrzalym.

2. W moézgu starczym jgdra oligodendrogleju wykazuja tendencje do transfor-
macji sferycznej.

3. W badaniach cytofotometrycznych wzglednej zawarto§ci DNA jadra oligo-
dendrogleju w moézgu starczym charakteryzujq sie wzrostem sumy ekstynkcji i pew-
nym rozluznieniem struktury chromatyny.

4. Zmiany kario- i cytofotometryczne jader oligodendrogleju sg bardziej za-
znaczone w mozgach starczych, w ktoérych obrazie histologicznym stwierdza sie
tylko zmiany naczyniowe niz w tych, w ktérych wystepuja lgcznie zmiany naczy-
niopochodne i zwyrodnienie starcze.

5. Czynnik naczyniowy odgrywa decydujgcg role w patomechanizmie zmian
oligodendrogleju w starzejgcym sig¢ moézgu.

OJIMT'OAEHAPOIJIMA B CTAPEFOIIMMCSA MO3IE YEJIOBEKA.
KAPUOMETPUYECKHUE U HUTOPOTOMETPUYECKUE UCCJIIEJOBAHUS

Pe3ome

TIposenens! uccnenoBanns 12 Mo3roB 60JbHBIX yMepmux B Bo3pacte Bbime 70 ser. Pe3yinb-
TaThl OBUIA CPaBHEHBI C CEKLMOHHBIM MAaTEPHAIOM 5 OGONBHBIX B 3PEJIOM BO3pACTe, YMEPIIMX
BCII€ZICTBHE HEHEBPOJIOTBYECKHX OOJIE3HU.

KapromMerpuyeckde ¥ IMTOPOTOMETPHYECKHE MCCIIEIOBaHHsSI OBUIM NPOBENEHBI annapaToM
,sMorphoquant” no nmporpamme Mosaik.

Pe3ynbTaThl MCCIIEAOBAHAWM NPHBEIX K CIECAYIOIIEM BBIBOAAM:

1. JInuHa OKpYXHOCTH sOpa [UIAHEE, a €ro miomanab Gonbhle B ONMIOACHAPOrIHA CTap-
YECKOr0 MO3ra IO CPaBHEHMIO C OOHApYXEHHBIMH B MO3ry 3pesioro BO3pacTa.

2. B crapyeckoM MO3ry siipa OJIMTOAEHIPOTIIHA MMEIOT TEHACHUHIO K chepHyeckxil TpaHc-
dbopmaimm.

3. B uuMTOoOTOMETPHYECKHX MCCIIEAOBAHUAX OTHOCHTEILHOrO cojepxanus JIHA, sapa
OJIMIOJICHIPOTJIKA CTAPYECKOTO MO3ra NpOSIBISIOT YBEJIMYEHHE CYMMBbI 3KCTHHKIMH B HEKOTOPOE
pa3pexeHne CTPYKTYPbl XPOMATHHA.

4. Kapuo- ¥ uuTopOTOMETPHYECKHE W3IMEHEHHS siIep OJIArOJeHIPOriMu Oosiee BbIpa3WTEib-
HbI€ B CTApPYECKHX MO3rax, B THCTOJIOTHYECKOM KapTHHE KOTOPbIX OOHAPYXEHBI TOJILKO COCYIHC-
Thi€ M3MEHEHHUs], YeM B MO3rax, B KOTOPBIX COCYIHCThbIe W3MEHEHHs BBICTYHAIOT HApsdAy CO CTap-
YECKOHU JereHepauuei.

5. Cocyauctsiit (hakTOp Wrpaer pemarollyi0 poJib B MaTOMEXaHH3ME HM3MEHEHMH OJIMrOIeH-
JPOJIOTMM CTApYecKOro Mosra.
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JOZEF SZCZECH

COMPARATIVE APPRAISAL OF OLIGODENDROGLIA
IN VARIOUS BRAIN STRUCTURES IN RATS EXPOSED
TO HYPOXIA
KARYOMETRIC AND CYTOPHOTOMETRIC STUDIES

Laboratory of Neuropathology, Department of Neurology, School of Medicine,
Poznan, Poland

Hypoxia, representing a process seriously injuring nervous tissue,
has provided a subject for numerous morphological and neurochemical
studies within the scopes of both experimental pathology (Albrecht,
Smiatek 1975; Mossakowski 1978) and casuistics (Ingvar, Brun 1972).
Glia injury and associated with it changes in the white matter, mainly
in myelin sheaths, represent some of the morphological exponents of
injuries induced, together with the better recognized neuronal altera-
tions (Koenig, Koenig 1952) by anoxia. Interrelations between injuries
in oligodendroglia and in myelin which take place in hypoxia have been
studied using numerous experimental models (Krasnicka, Renkawek 1972;
Mossakowski, Gajkowska 1976; Wender et al. 1978). The topographically
variable response of nervous tissue to the action of noxious agents,
indicated by morphological (Gilles 1963), neurochemical (Friede 1966)
and neurohistochemical results (Hassler 1964), prompted us to under-
take studies on lesions induced by hypoxia in various brain structures
with an attempt to evaluate selectively the sensitivity of some white
matter regions to hypoxia.

MATERIAL AND METHODS

Studies on the effect of hypoxia on oligodendroglia of brain white
matter structures were conducted on 63 adult rats of Wistar strain,
weighing each 200 to 250 g. The animals were exposed to hypoxia in
a chamber of 79.2 1. capacity, in two experimental groups. Moderate
hypoxia was induced by flushing the chamber with a gas mixture con-
taining 7% O,, 92.9%0 N, and 0.1% CO, for 30 min and acute hypoxia —
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with a gas mixture containing 2% O,, 97.9% N, and 0.1% CO, for 3 min.
During exposure, abnormalities in animal behaviour were registered, in
the form of motor excitation, followed by slowed down movements,
akinesia and, finally, flaccidity and disturbed respiratory rhythm. Chan-
ges in blood following the hypoxia were evaluated gasometrically, using
BKS-2 apparatus (Radiometer).

The control group consisted of 7 rats, kept in standard laboratory
conditions.

Animals of both experimental groups were sacrificed in ligth ether
anesthesia 4 and 24 h, and 14 and 60 days after hypoxia. The brains
were taken for studies and fixed in Baker’s fluid, embedded in paraffin.
Sections 7 um thick were stained according to hematoxilin and eosin,
Nissl and Weil techniques or subjected to Feulgen reaction (Krygier-Sto-
jatowska 1982). The sections served for karyometric and cytophotometric
studies. The measurements were performed on cell nuclei of oligoden-
droglia in corpus callosum, fimbria hippocampi and in fornix columns.
Measurements were performed in monochromatic light of 560 nm wave-
length, using a Morphoquant microscope (VEB Carl Zeiss, Jena), cou-
pled to a KSR 4100 computer and MOSAIK computer program (Voss et al.
1979). The following parameters of oligodendroglial cell nuclei were
estimated.

1. Size indices:

KONL * — length of cell nucleus cross-section contour expressed by
the number of raster points positioned over the contour,

KOFL — area of cell nucleus cross-section expressed by the number
of measuring raster points positioned over the cross-section,

2. Shape indices:

FOFA — ratio of KONL square to KOFL, reflecting elongation of
cell nucleus and regularity of cell nucleus contour,

DMVH — ratio of diagonals in the smallest octagen circumscribed on
the cell nucleus, reflecting its elongation,

FLVH — ratio of the area of cell nucleus cross-section to the area of
the smallest octagen circumscribed on the cell nucleus, reflecting the re-
gularity of the cross-section shape and degree of folding of its outline,
3. Extinction indices: .

KOMP — index reflecting compactness of nuclear chromatin,

ZNTR — index reflecting concentration of nuclear chromatin around
cell nucleus center.

Each index and coefficient, based on measurements made in 300 cells
within any experimental groups and any white matter structures, was
compared with the respective index or coefficient in the control group.

* Letter designations of the indices originate from MOSAIK program (Voss
et al. 1979).
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Statistical appraisal of karyometric and cytophotometric alterations after
hypoxia was conducted using Snedecor’s statistics F and trifactorial ana-
lysis of variance (Gren 1962; Oktaba 1966). The calculations were per-
formed using a MERA 400 computer. The mean ratio of a studied trait
value in an experimental group to that in the control group (Q) provided
grounds for plotting curves of trait variability as dependent upon degree
of hypoxia and upon time, elapsed after hypoxia. Changes were regarded
significant at the probability level of p <C 0.05.

RESULTS

Histopathological studies

Hypoxia caused morphological alterations in the rat brain, in the
form of hyperemia, with occasional erythrorrhages, widenning of vas-
cular lumen in the choroid plexus and swelling of epithelial cells in the
plexus (Fig. 1). Numerous neurocytes were affected, principally within

Fig. 1. Choroid plexus, corpus callosum and fimbria hippocampi 4 hrs after acute

hypoxia. Hyperemia and swelling of epithelial cells in the choroid plexus. Oligo-

dendroglial nuclei in the white matter structures with a normal appearance. Corpus
callosum on the left. H—E. X 500

Ryc. 1. Splot naczyniowkowy, spoidio wielkie i strzepek hipokampa 4 godziny po

ostrym niedotlenieniu. Zast0j krwi i obrzmienie nablonka w splocie naczyni6éw-

kowym. Oligodendroglej istoty bialej o zwyklym wygladzie. Spoidlo wielkie po le-
wej stronie. H—E. Pow. 500 X
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brain cortex, developing chronic ischemic sequelae and exhibiting va-
cuoles. The injuries were more evident in the group subjected to acute
hypoxia. Beginning with the 14th day after hypoxia, the vascular chan-
ges began to disappear (Fig. 2) but high numbers of injured neurocytes
were still present. No microscopic alterations were observed in oligoden-
droglia or in myelin of the studied brain structures.

Fig. 2. Normal pattern of choroid plexus, corpus callosum and fimbria hippocampi
60 days after acute hypoxia. Corpus callosum on the left. H—E. X 500

Ryc. 2. Splot naczyniéwkowy, spoidlo wielkie i strzepek hipokampa 60 dni po ostrym
niedotlenieniu. Prawidlowy obraz histologiczny. H—E. Pow. 500 X

Karyometric and cytophotometric studies

Mean values, standard deviations of indices and corresponding values
of quotient Q in trifactorial analysis of variance are listed in Tables
1.t0:7.

Alteration dynamics for some morphometric and cytophotomeric in-
dices following hypoxia is presented in Figures 3 to 5.

Estimation of cell nuclei size coefficients in oligodendroglia (Tables 1
and 2, Fig. 3)

Following moderate hypoxia (7%, O, in respiratory mixture), the cell
nucleus outline (KONL) and cell nucleus cross-section area were signifi-
cantly augmented in the oligodendroglia in corpus callosum and in for-
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Table 1. Trifactorial analysis of variance of changes in oligodendroglia nuclei contour length (KONL)

after hypoxia

Tabela 1. Trojczynnikowa analiza wariancji zmian dlugosci obwodu jader oligodendrogleju (KONL)

po niedotlenieniu

Control Time
Region (;r(rup B % e
Okoli o
olica by 2 4n 24h 144 604
£+SD T T T L T R I
corpus 85+ 9 7% 90+ 9 1.0512 914+ 9 1.0702 85+ 7 0.9989 7848 0.9120
callosum 29% 964+ 7 1.1279 1044+ 8 1.2206 76+ 8 0.8963 78+5 0.9242
spoidio
wielkie
fimbria 92+ 8 7% 84+ 9 09127 88+ 6 0.9570 87+ 6 09372 76+6 0.8208
hippocampi 2% 964+ 8 1.0384 994 7 1.0740 75+ 7 0.8109 78+7 0.8385
strzgpek
hipokampa

columnae 84-+10
fornicis

% 86+ 7 1.0711 934 7 1.1557 86110 1.0689 7316 0.9022
2% 914+10 1.1198 100410 1.2411 68+ 7 0.8449 7348 0.9068

kolumny
sklepienia
Fo.01 = 2.80 NIRy.os = 0.0149
Feale. = 15.56 Po-os 0.9851 > Q > 1.0149

Explanation: ¥+SD

1;'0-01

Fcalc.

NIRg.05

Po-os

= arithmetical mean and standard deviation for numerical value of mea-
surements
§rednia arytmetyczna i odchylenie standardowe wartosci liczbowych
pomiaroéw

= table value of Snedecor F test at the statistical significance level 0.01
tabelaryczna warto$¢ testu F Snedecora dla poziomu istotnosci sta-
tystycznej 0,01

= the calculated value of Snedecor F test as quotient of mean square of
experimental factors (region, % of oxygen and time) to mean square of
error
obliczona wartc$¢ testu F Snedecora jako iloraz $rednicgo kwadratu
czynnikéw doswiadczalnych (okolica, 9, tlenu i czas) do sredniego
kwadratu bledu

= minimal significant difference at the statistical significance level 0.05
najmniejsza istotna roznica na poziomie istotnos$ci statystycznej 0,05

= mean ratio of investigated parameter values in experimental and control
groups. Q in control group is 1.0000
$redni stosunek badanej cechy grupy doswiadczalnej do grupy kontrol-
nej. Q w grupie kontrolnej rowna si¢ 1,0000

= the value of Q quotient for the changes at statistical significance level
p < 0.05
warto$¢ ilorazu Q dla zmian na poziomie istotnosci statyscycznej p < 0,05
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nix columns. The changes persisted till the 14th day after hypoxia. On
the 60th day after hypoxia the values of the studied coefficients decrea-
sed below those obtained in control rats. Cell nuclei of oligodendroglia
in fimbria hippocampi showed a distinct reaction to the lowered oxygen
content in the respiratory mixture. For the whole period of observation
the cross-section area of the cell nuclei was lower than that in the con-
trol rats.

Table 2. Trifactorial analysis of variance of changes in oligodendroglia nuclei cross-section area
(KOFL) after hypoxia
Tabela 2. Tréjczynnikowa analiza wariancji zmian pola przekroju poprzecznego jader oligodendro-
gleju (KOFL) po niedotlenieniu

Control Time

Region Grupa % i

Okolica tl::ll:a 0, 4n 24n 144 604
X+SD

X4+SD Q x¥+SD Q *¥+SD Q x¥+SD Q

corpus 245440 7% 282444 1.1450 283447 1.1577 282435 1.1533 20836 0.8511

callosum 2% 296+30 1.2058 342439 1.3956 182432 0.7470 223426 0.9120
spoidlo
wielkie
fimbria 273438 7% 248-+41 09104 2744-33 1.0032 261--32 0.9534 20024 0.7298
hippocampi 2% 292437 1.0692 301436 1.1050 190427 0.6950 211-+30 0.7701
strzgpek
hipokampa
columnae 243435 79 248432 1.0229 267440 1.1022 242431 0.9974 199423 0.8169
fornicis 2% 256430 1.0560 297-+46 1.2271 1544-28 0.6385 186--29 0.7684
kolumny
sklepienia
Fo.01 = 2.80 NIRg.05 = 0.0221
Peale, ='34.53 Po-os 0.9779 > Q > 1.0221

Explanations: see Table 1
Objasnienia jak do Tabeli 1

An acute hypoxia-induced marked increase of the cell nuclei cross-
-section area in the oligodendroglia was observed in all studied brain
structures. This was more pronounced in the 24th h of observation and
less intense in fimbria hippocampi than in the remaining structures.
On days 14 and 60 after hypoxia oligodendroglial cell nuclei clearly
decreased in size as compared with those of the control group.
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Q
KOFL
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12+
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4h 24h 14d 60d lSln3

Fig. 3. Q quotient changes in trifactorial analysis of variance of oligodendroglia

nuclei cross-section area (KOFL) measurements, in dependence upon time after
hypoxia.

value Q of corpus callosum oligodendroglia nuclei, moderate hypoxia,

value Q of corpus callosum oligodendroglia nuclei, acute hypoxia,

value Q of fimbria hippocampi oligodendroglia nuclei, moderate hypoxia,

value Q of fimbria hippocampi oligodendroglia nuclei, acute hypoxia,

value Q of columnae fornicis oligodendroglia nuclei, moderate hypoxia,

— value Q of columnae, fornicis oligodendroglia nucle1 acute hypoxia,

p> 0. 05 the field of statlstxcally insignificant Q quotient values

Ryc. 3. Zmiany wartoSci ilorazu Q tréjczynnikowej analizy wariancji pomiaréw pola
powierzchni przekrojéw poprzecznych jader oligodendrogleju (KOFL), w zalezno$ci
od czasu po niedotlenieniu.

1 — warto§é Q oligodendrogleju spoidia wielkiego mézgu, niedotlenienie umiar-
kowane,

— warto§é Q oligodendrogleju spoidia wielkiego mézgu, niedotlenienie ostre,

— warto$§é Q oligodendrogleju strzepka hipokampa niedotlenienie umiarko-
wane,

— warto$§¢ Q oligodendrogleju strzepka hipokampa, niedotlenienie ostre,

— warto$§¢ Q oligodendrogleju kolumn sklepienia, niedotlenienie umiarko-
wane,
6 — warto$é Q oligodendrogleju kolumn sklepienia, niedotlenienie ostre

p > 0,05 pole zmian warto$ci Q nieistotnych statystycznie

(< WS I SUCR U
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Estimation of shape and outline regularity of cell nuclei in oligodendro-
glia (Tables 3 to 5, Fig. 4)

Following moderate hypoxia, oligodendroglial cell nuclei showed
spheric transformation (increased DMVH), increased regularity of cross-
-section outline (increased FLVH) and lowered ratio of squared circum-
ference to cross-section area (decreased FOFA) as compared with the
control group. The alterations were expressed more clearly in oligoden-
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Table 3. Trifactorial analysis of variance of changes in oligodendroglia nuclei shape index (FOFA)
after hypoxia
Tabela 3. Trojczynnikowa analiza wariancji zmian wskaznika ksztattu przekroju poprzecznego jader
oligodendrogleju (FOFA) po niedotlenieniu

Control Time
Grupa % Czas
Region kon- O,
Okolica  trolna 4 24» 144 604
x4-SD *¥+SD Q *¥+SD Q % +SD Q X¥+SD Q
corpus 149411 7% 147412 0.9847 14813 0.9930 150413 1.0057 146-+13 0.9786
callosum 29% 157+13 1.0526 159414 1.0650 162+19 1.0796 142+ 7 0.9541
spoidto
wielkie
fimbria 152413 7% 143413 0.9469 143+ 9 0.9418 1454 9 0.9498 144+10 0.95C6
hippocampi 29 154411 1.0120 153412 1.0060 161419 1.0590 14312 0.9415
strzgpek
hipokampa
columnae 160430 7% 1414+ 9 0.8831 146410 0.9167 153428 0.9539 145+10 0.9058
fornicis 2% 160+27 1.0062 170417 1.0628 1524-20 0.9514 145417 0.9067
kolumny
sklepienia
Fo.01 = 2.80 NIRg.os = 0.0154
Peae. = 33.13 Po-os 0.9846 > Q > 1.0154

Explanations: see Table 1
Objasnienia jak do Tabeli 1

Table 4. Trifactorial analysis of variance of changes in oligodendroglia nuclei elongation index
(DMVH) after hypoxia
Tabela 4. Trojczynnikowa analiza wariancji zmian wskaznika wydluzenia ksztaltu przekroju po-
przecznego jader oligodendrogleju (DMVH) po niedotlenieniu

Control Time
] Grupa Czas
Region kon- %
Okolica trolna O, 4t 241 144 O
*+SD ¥+SD Q ¥+SD Q x¥+SD Q X+SD Q
corpus 69+10 7% 75411 1.0859 74411 1.0809 71411 1.0236 73-+12 1.0457
callosum 29% 75410 1.0818 76410 1.0934 61413 0.8893 77410 1.1103

spoidlo wielkie
fimbria 75+ 9 7% 82410 1.0872 81+ 9 1.0760 824 9 1.0914 74411 0.9767

hippocampi 29% 84+ 8 1.1206 83+ 8 1.1097 64+11 0.8566 77+ 8 1.0302
strzgpek

hipokampa
columnae 85+ 3 7% 80410 1.0695 77410 1.0338 75410 1.0063 76+10 1.0118

fornicis 2% 81+ 9 1.0894 77+10 1.0322 83+11 0.9809 78+ 8 1.0448
kolumny

sklepienia

Fo.(u e 2.80 NIRO~05 - 0.0229

Feoate, = 25.98 Po.os 0.9771 > Q > 1.0154

Expl nations: see Table 1
Objaénienia jak do Tabeli 1
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droglial cell nuclei of fimbria hippocampi and of fornix columns than in
those of corpus callosum. Beginning on the 14th day after hypoxia, dif-
ferences in DMVH and FLVH indices observed between experimental
and control groups diminished while the value of FOFA index resembled
that noted at the 4th hour after hypoxia.

Twenty-four hours after acute hypoxia, spheric transformation of
oligodendroglial cell nuclei (increased DMVH value) was noted in all
examined structures. In corpus callosum and in fornix columns it was
associated with an increase in squared circumference of cell nucleus
cross-section related to the area of the cross-section (increased FOFA
index). Moreover, in corpus callosum oligodendroglia a decreased value
of shape regularity index (FLVH) was observed. In oligodendroglial cell
nuclei of fimbria hippocampi, their increasingly spheric character was
associated with an increase in the shape regularity index. On the 14th
day after hypoxia, oligodendroglial cell nuclei in the studied white mat-
ter structures became elongated (DMVH value decreased below the con-
trol group level) this being associated with increased FOFA index and
a decreased shape regularity index (FLVH) in oligodendroglia of corpus
callosum and that of fimbria hippocampi. Shape alterations were defini-
tely less pronounced in oligodendroglia of fornix columns. On the 60th

Table 5. Trifactorial analysis of variance of changes in oligodendroglia nuclei shape regularity
index (FLVH) after hypoxia
Tabela 5. Trojczynnikowa analiza wariancji zmian wskaZnika regularnos$ci ksztaltu przekroju po-
przecznego jader oligodendrogleju (FLVH) po niedotlenieniu

Control Time
Region Grupa % : b
Okolica ¥om o, 4 240 14¢ 601
trolna
o 48D (Q 248D Q248D @ (faesp 49
corpus 88+3 7% 8943 1.0092 8943 1.0070 89+2 1.0098 88-+3 1,0006
callosum 2% 8742 09948 8742 0.9929 85+4 0.9613 8942 1.0101
spoidlo
wielkie
fimbria 87+2 7% 89+2 1.0289 89+2 1.0316 8942 1.0292 88+2 1.0201
hippocampi 2% 8842 1.0160 88+2 1.0109 8445 0.9726 88+2 1.0220
strzgpek
hipokampa
columnae 85+2 7% 89+2 1.0452 8942 1.0375 8843 1.0270 88+2 1.0290
fornicis 2% 8743 1.0195 86+3 1.0019 86+4 1.0028 88+4 1.0273
kolumny
sklepienia
Fo.01 = 2.80 NIRg.o5 = 0.0055
Pab: = 19:53 Po-os 0.9945 > Q > 1.0055

Explanations: see Table 1
Objasnienia jak do Tabeli 1
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day after acute hypoxia, the oligodendroglia of studied structures showed
spheric transformation of cell nuclei cross-sections (increased DMVH,
lowered FOFA) and increased shape regularity (increased FLVH), as
compared with the control group.
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Fig. 4. Q quotient changes of trifactorial analysis of variance of oligodendroglia
nuclei cross-section regularity index (FLVH) measurements, in dependence upon
time after hypoxia. For explanation: see Fig. 3

Ryc. 4. Zmiany warto$ci ilorazu Q tréjczynnikowej analizy wariancji pomiarow
wskaznika regularno$ci ksztaltu przekrojéw poprzecznych jader oligodendrogleju
(FLVH), w zalezno$ci od czasu po niedotlenieniu. Objasnienia jak do ryc. 3

Estimation of extinction indices of oligodendroglia cell nuclei (Tables 6
and 7, Fig. 5)

The compactness index of nuclear chromatin (KOMP) showed, after
moderate hypoxia, a decreased value in oligodendroglial cell nuclei of
corpus callosum, this was noticeable till the 14th day of observation.
After the 60th day following hypoxia the index did not vary from that
noted in the control group. In oligodendroglia of fimbria hippocampi
and of fornix columns the values of the index were markedly higher at
all periods after hypoxia than the results obtained in the structures of
control animals. Changes in the nuclear chromatin compactness index
were parallelled by a corresponding decrease or increase in nuclear chro-
matin concentration (ZNTR). Four and 24 hours after acute hypoxia,
a marked decrease in compactness and concentration of nuclear chroma-
tin was observed in oligodendroglia of all examined structures, particu-
larly in corpus callosum. On the 14th and 60th day after acute hypoxia,
fimbria hippocampi and fornix columns exhibited greater compactness
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Table 6. Trifactorial analysis of variance of changes in oligodendroglia nuclei density of chromatin
(KOMP) after hypoxia
Tabela 6. Tréjczynnikowa analiza wariancji zmian wskaznika zbito$ci chromatyny jadrowej jader
oligodendrogleju (KOMP) po niedotlenieniu

Control

Time
Region Grupa % Goas
Okolica kon- O,
trolna 4h 24n 144 604
xX4+SD X+SD Q X+-SD Q Xx+SD Q x+SD Q
corpus 6543 7% 6445 09797 6315 09672 65+5 0.9928 6644 1.0068
callosum 2% 604 0.9217 57+5 0.8833 6543 09993 6343 0.9627
spoidto
wielkie
fimbria 62+4 7% 67+5 1.0769 6515 1.0410 67+5 1.0718 65+3 1.0432
hipocampi 2% 60+5 09661 59+4 09520 64+3 1.0307 6443 1.0299
strzepek
hipokampa
columnae 63+4 7% 67414 1.0687 6514 1.0320 68+4 1.0896 6543 1.0453
fornicis 2% 5943 0.9403 59+4 0.9379 6543 1.0302 64+3 1.0377
kolumny
sklepienia
FO-OI s 2.80 NIRo.05 = 0.0107
Feaic, = 23067 Po-os 0.9893 > Q > 1.0107

Explanations: see Table 1
Objadnienia jak do Tabeli 1

Table 7. Trifactorial analysis of variance of changes in oligodendroglia nuclei concentration of chro-
matin (ZNTR) after hypoxia
Tabela 7. Trojczynnikowa analiza wariancji zmian wskaznika koncentracji chromatyny jadrowej
jader oligodendrogleju (ZNTR) po niedotlenieniu

Control Time
. Grupa G
Region kon- %
Okolica trolna O, 4h 24n 14¢ 60¢
X+ SD X+SD Q x+SD Q x¥+SD Q X4-SD Q
corpus cal-
losum 77+7 7% 72411 09296 68413 0.8816 6649 0.8617 78+9 1.0128
spoidto 2% 634 9 0.8168 61+11 0.7917 8547 1.1035 70+8 0.9143
wielkie
fimbria 70+9 7% 75410 1.0584 70+10 0.9923 7349 1.0303 77+7 1.0866
hippocampi 2% 66+8 0.9280 634+ 9 0.9006 85+4 1.2124 78+7 1.1043
strzgpek
hipokampa
columnae 73+8 7% 80+ 6 1.0937 76+ 8 1.0322 7549 1.0279 80+7 1.0952
fornicis 2% 66+ 7 0.9030 67+ 8 0.9180 90+5 1.2261 77+8 1.0573
kolumny
sklepienia
Fo.01. = 2.80 NIR.o5 = 0.0188
Feale = 1884 Po-os = 0.9812 > Q > 1.0188

Explanations: see Table 1
Objasnienia jak do Tabeli 1
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Fig. 5. Q quotient changes of trifactorial analysis of variance of oligodendroglia
nuclei chromatin compactness (KOMP) measurements, in dependence upon time
after hypoxia. For explanation: see Fig. 3

Ryc. 5. Zmiany warto$ci ilorazu Q trdjeczynnikowej analizy wariancji pomiaréw
wskaznika zbito$ci chromatyny (KOMP) w jadrach oligodendrogleju w zalezno$ci
od czasu po niedotlenieniu. Objasnienia jak do ryc. 3

and concentration of nuclear chromatin than these observed in the con-
trol group. On the other hand, oligodendroglia of corpus callosum sho-
wed nuclear chromatin compactness identical to that observed in the con-
trol group on the 14th day after hypoxia and a decreased one on the
60th day after hypoxia.

DISCUSSION

It remains a matter of dispute whether oligodendroglia is injured in
the course of hypoxia. Brierley (1976), basing on light-microscopical
observations, is of the opinion that oligodendroglia injury is insignificant
and is restricted to swelling of the cells.

However, histochemical and histoenzymatic observations have provi-
ded numerous data on altered enzymatic activity in oligodendroglia in
experimental models of hypoxia and in human pathology (Mossakowski
1978; Wender, Kozik 1978). Electron microscopic studies have pointed to
injury of intracellular structures such as mitochondria and endoplasmic
reticulum (Mossakowski, Gajkowska 1976). The presented appraisal of
changes in oligodendroglia cell nuclei after hypoxia is based on compu-
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terized measurements made on a large number of cells, what was not
possible when using conventional light microscopy. Application of com-
puterized microscopical image analysis has permitted to register a num-
ber of alterations dependent upon the degree of hypoxia and the time
elapsing after hypoxia.

One day after acute hypoxia a definite increase in size of oligoden-
droglial cell nuclei took place, being associated with their spheric trans-
formation and elongation of their cross-section circumference. The chan-
ges were associated with a decreased density and concentration of nuclear
chromatin. The whole pattern of karyometric and cytophotometric chan-
ges corresponds to swelling of oligodendroglial cell nuclei. Fourteen days
after acute hypoxia, reciprocal alterations were noted in the oligoden-
droglia of the experimental animals: a decreased circumference of cell
nucleus cross-section, decreased area of the cross-section and elongation
of cell nuclei, together with an increased compactness and concentration
of nuclear chromatin. The pattern may correspond to degenerative lesions
in cell nuclei, known in histopathology as pyknotic lesions.

It should be stressed that karyometric and cytophotometric indices
tended to return to control values on the 60th day after hypoxia. How-
ever, the tendency was expressed unequally in individual structures of
the cerebral white matter.

In the presented model of moderate hypoxia, a less pronounced
oxygen deficit was counterbalanced by a longer exposure of the animals.
As compared with acute hypoxia, karyometric indices showed less pro-
nounced or no swelling of oligodendroglia in fimbria hippocampi, while
pyknotic lesions at the later stage were identical to those seen in oligo-
dendroglia of corpus callosum and of fornix columns. When comparing
all studied indices, corpus callosum oligodendroglia is, in the experimen-
tal group, less susceptible to the effect of hypoxia and the observed
morphometric alterations disappear faster than in oligodendroglia of
fimbria hipppocampi or of fornix columns.

The presented evidence indicates sensitivity of oligodendroglia to
oxygen deficit and is consistent with the opinion of Ibrahim et al.
(1963) even if the conclusions of these authors stem from a different
experimental model. The obtained data do not permit to draw direct
conclusions as to a disturbed function of oligodendroglia. However, it
may be expected that the observed karyometric and, in particular, cyto-
photometric changes are connected with serious disturbances in the phy-
siological role of the cells, which, among other things, are responsible
for an appropriate structural and functional condition of myelin sheaths.
The observed cytophotometric alterations of nuclear chromatin play
a particular role of the disturbances, and may provoke sequential distur-
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bances in protein and enzyme synthesis. Numerous data have been pu-
blished on protein (Albrecht, Smiatek 1975; Zalewska 1975) and enzymatic
deviations (Yonezawa et al. 1962) in oligodendroglia following hypoxia.

CONCLUSIONS

1. Hypoxic hypoxia induces in the rat brain morphometric, karyome-
tric and cytophotometric changes, dependent upon the degree of hypoxia
and the time elapsing after hypoxia.

2. On the first day after acute hypoxia, oligodendroglial cell nuclei
exhibit karyometric traits of swelling, together with a decreased compact-
ness and concentration of nuclear chromatin. Between the 14th and 60th
day after hypoxia, oligodendroglial cell nuclei decrease in size while
compactness and concentration of their nuclear chromatin increases.

3. Karyometric and cytophotometric alterations after moderate hy-
poxia are less pronounced than those seen in acute hypoxia.

4. Oligodendroglia in individual white matter structures exhibit dif-
ferences in susceptibility to the injuring effect of hypoxia.

POROWNAWCZA ANALIZA OLIGODENDROGLEJU W ROZNYCH
STRUKTURACH MOZGU U SZCZUROW PODDANYCH
NIEDOTLENIENIU

BADANIA KARIOMETRYCZNE
I CYTOFOTOMETRYCZNE

Streszczenie

Przeprowadzono ocene wplywu niedotlenienia na komoérki gleju skapowypustko-
wego w roznych strukturach istoty bialej moézgu szczura.

Badania przeprowadzono w warunkach niedotlenienia hipoksyjnego na 63
szczurach, ktére przetrzymywano przez 30 min w mieszaninie gazowej zawiera-
jacej 7% tlenu, badz tez przez 3 min w atmosferze z 2% zawarto$cig tlenu. Zwie-
rzeta poddawano badaniu po uplywie 4 i 24 godz. oraz 14 i 60 dni po niedotlenie-
niu. Ocene morfologiczng mézgéw przeprowadzono przy uzyciu mikroskopii $wietl-
nej. Zmiany w obrazie oligodendrocytéw oceniono za pomocg technik kario- i cyto-
fotometrycznych, na skrawkach tkankowych przygotowanych wedilug metody Feul-
gena, z uzyciem sprzezonego z komputerem mikroskopowego analizatora obrazéw
Morphoquant. Rozmiary, ksztalt i oznaczenie wskaZnika ekstynkcji DNA oceniono
na 300 komoérkach oligodendroglejowych u kazdego do§wiadczalnego zwierzecia, po-
réwnujgc je z grupa 300 oligodendrocytow u kazdego szczura kontrolnego na po-
ziomie prawdopodobienstwa p << 0.05.

Przeprowadzone oznaczenia wykazaly, iz w nastepstwie niedotlenienia dochodzi
w oligodendrocytach mézgu szczura do zmian w ich charakterystyce kariometrycz-
nej i cytofotometrycznej, zaleznych od stopnia niedotlenienia i badanej struktury
osrodkowego ukladu nerwowego. Uzyskane wyniki potwierdzaja wrazliwo$é oligo-
dendrocytéw na uszkadzajgce dzialanie niedotlenienia.
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CPABHUTEJIBHAA OLEHKA OJIMT'OAEHIOI'VIMA B PA3JIMYHBIX
CTPYKTVYPAX MO3I'A KPbIC, ITOJABEPIHYTBIX I'MITOKCUU.
KAPUOMETPUYECKHUE U IIUTO®OTOMETPUYECKUE
MNCCIEOOBAHUS

Pe3ome

WccenoBamuch pe3ysibTaThl THIOKCHHE HA OJMTOACHIPOTIINIO B pasmmuHbIX (corpus callosum,
fimbria hippocampi, columnae fornicis) CTpyKTypax MoO3ra KpsiC.

Uccnenosarmst ObUIL NPOBENEHBI, HCHONB3Yss MOZEIbL THOOKCHYECKON I'MIIOKCHM, Y 63 KpEIC
NOABeprayTeix 30-MHHYTHOMY HOEHCTBHIO CMECH Ia3oB, cozepkaromieir 7% KHCIOpoja WIH Xe
3-MMUHYTHOMY IEHCTBHIO CMECH 3akirovaromei 29, kucinopona. JKmBOTHbIE ymepmiBisieMble 4
u 24 vaca, 14 n 60 nHe# nocne runokcrd. Vi3MeHeHns: B MO3rax KpbIC GbUIM PaCUEHHBAHbBI B CBETO-
BOM MHKPOCKOMHH. VI3MeHEHHs ONMIOJCHAPOTJHM BbIIE YIOMSHYTBIX CTPYKTYP MCCIIEIOBAJIACH.
KapyoOMETPHYECKH B LHATOGOTOMETPHYECKH B cpe3ax MoaBeprHyThix peakuwn Feulgena ymorpe-
Onsisi aHa;IM3aTOPa MHEKPOCKOMEYECKOro o0pa3a COeOMHEHHOro ¢ XomMmyTepoM Morphoquant.
KoMnyTepu3upoBaMCh pa3Mepsl BeMRYMsbl, GopMbl M mokasartens skcTuHKiME JIHA Tpexcor
KJIETOK OJMTOACHAPOIIHA KaXAOro 3KCHEPHMEHTAILHOTO JXHBOTHOTO @ DPe3yJIbTAaThl CPaBHUBA~
JIACH C TPYNNOH TPEXCOT KJIETOK KaXIO0M KOHTPOJIbHOM KPBHICHI HA 3HAMEHATEIIbHOM YPOBHE p <.
0,05.

IIpoBeneHHBIC H3MEPEHHS OOHAPYXAIA B MO3TaX THIOKCHYECKHX KPBIC HEKOTOPOE KOJIHYECTBO!
KapHOMETPHYECKAX B IUTOGOTOMETPHYECKAX M3MEHEHUH, 3aBUCHMBIX OT CTEHNEHH T'MITOKCHH M HC-
TJIEIOBAHHLIX CTPYKTYp Oemoro BemecTBa. Mccie1oBaHMs NOATBEPOHIH YYBCTBHTEIBHOCTH ONH~
DONEHIPOTJIAM K HOBPEXHAIONIEMY HEHCTBUIO THIIOKCHH.
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PENTOBARBITAL A HOMEOSTAZA WAPNIA W SYNAPTOSOMACH
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Molekularne mechanizmy anestetycznego dzialania barbituranéw nie
sg poznane, jednakze obecnie dominuje tendencja do wigzania tego efek-
tu z oddzialywaniem pochodnych kwasu barbiturowego na blony plaz-
matyczne komoérek nerwowych, zmianami transportu jonéw i zwigzkéw
niskoczgsteczkowych (Chang, Ho 1979; Cutler i wsp. 1974), modyfikacja
odpowiedzi receptorowych (Costa, Guidotti 1979), a w konsekwencji za-
burzeniem przewodnictwa i transmisji synaptycznej. Jony wapnia od-
grywaja istotng role w regulacji pobudliwosci i sa niezbednym czynni-
kiem w procesie sekrecji neuroprzekaznikéw w zakonczeniach synaptycz-
nych (Erulkar, Fine 1979). Wiadomo, ze barbiturany hamujg transmisje
nerwowg w synapsach osrodkowego i obwodowego ukladu nerwowego
(Ho, Harris 1981), a efekt ten moze by¢ zwigzany z zaburzeniami homeo-
stazy wapnia.

Wykazano, ze barbiturany modyfikujg transport i rozmieszczenie Ca®"
w roznych strukturach subkomérkowych neuronéw (Blaustein, Ector
1975; Friedman i wsp. 1979; Hood, Marris 1979). Zaburzenia transportu
wapnia dotyczg przede wszystkim hamowania przez barbiturany zalez-
nych od potencjatlu kanaléw wapniowych (Blaustein, Ector 1975; Lazare-
wicz i wsp. 1981). Wykazano ponadto pobudzajgcy wplyw barbituranow
na aktywnosé¢ (Ca?t-Mg?t)-ATPazy w izolowanych blonach synaptoplaz-
matycznych moézgu (Deliconstantinos 1983; Willow, Johnston 1979), nie
zostalo jednak wyjasnione czy zjawisku temu towarzyszy aktywacja
pompy wapniowej w zakonczeniach synaptycznych.

Istnieja sprzecznosci w ocenie wplywu barbituranéw na wigzanie wap-
nia z blonami plazmatycznymi neuronéw. Wczesne doniesienia postulujgce
wzrost wigzania wapnia (Blaustein 1967; Seeman 1972) nie zostaly po-
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twierdzone (Harris, Fenner 1982). Z drugiej jednak strony, jak wyka-
zaliSmy poprzednio (Lazarewicz i wsp. 1981), barbiturany podane in wvi-
tro zwiekszaja wigzanie wapnia z hydrofobowymi domenami blon synap-
toplazmatycznych, co manifestuje sie wzrostem fluorescencji kompleksu
chlorotetracyklina — wapn. Nasunelo to przypuszczenie, ze istniejg
zwigzki przyczynowe miedzy zwiekszong zawarto$cia wapnia w hydrofo-
bowych rejonach blon a inhibicjg kanaléw wapniowych przez barbitu-
rany (Lazarewicz i wsp. 1981). Wykazano, ze przewlekle stosowanie bar-
bituranéw in vivo, wywolujace tolerancje, obniza wplyw tych zwigzkow
in vitro na nagromadzanie wapnia w synaptosomach mézgu (Leslie i wsp.
1980), nie wiadomo jednak, czy podobny efekt moze dotyczy¢ monitoro-
wanego przez chlorotetracykline (CTC) wigzania Ca w domenach o niz-
szej polarnosci.

Niniejsza praca miala na celu ocene wplywu pentobarbitalu stosowa-
nego in vitro na wyplyw wapnia z izolowanych zakonczen synaptycznych
mozgu (bedacy czesciowo odbiciem aktywnosci pompy wapniowej za-
leznej od ATP w synaptosomach). Badania zmierzaty takze do wyjasnie-
nia wplywu przewleklego dawkowania barbituranu na wigzanie wapnia
z lipidowg komponentg blon.

MATERIAL I METODY

Material

Do doswiadczen stosowano szczury rasy Wistar o masie ciala 200—
250 g. Jednorazowo podawano pentobarbital sodu w dawce 60 mg/kg
masy ciala w iniekeji dootrzewnowej. Po 30 min zwierzeta dekapitowano
i pobierano material do badan. Kontrole stanowily szczury, ktérym do-
otrzewnowo podano 0,9%, NaCl. W przypadku wielokrotnego podawania
pentobarbitalu dawkowanie barbituranu dostosowywano do zmian masy
ciala zwierzecia. W pierwszym dniu zwierzeta otrzymywaty dootrzewno-
wo pentobarbital sodu w dawce 30 mg/kg masy ciala. W ciggu nastepnych
21 dni dawke stopniowo zwiekszano kontrolujgc jednoczesnie mase ciata
i uwzgledniajgc zmiany szybkosci metabolizmu barbituranu w organizmie
oraz rozwo6j tolerancji (Elrod, Leslie 1980). Ostatnia dawka pentobarbi-
talu wynosita 50 mg/kg masy ciala (wzrost o 67, w stosunku do dawki
wyjsciowej), natomiast przyrost masy ciala wyniést 21% w grupie kon-
trolnej i 19,4% w grupie doswiadczalnej. Kontrole stanowily zwierzeta,
ktére otrzymywaly dootrzewnowo 0,9% NaCl.

Preparatyka synaptosoméw

Synaptosomy z pétkul mézgu szczura otrzymywano metodg flotacyjna
Bootha i Clarka (1978). Material homogenizowano recznie w szklanym
homogenizatorze Dounce’a w s$rodowisku izolacyjnym zawierajacym
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0.32 M sacharoze z 1 mM EDTA oraz 10 mM Tris-HCI, pH 7,4. Nieoczy-
szczong frakcje mitochondrialng P, otrzymywang po kolejnych wirowa-
niach przez 3 min przez 1300 g oraz 10 min przy 17 000 g rozdzielano na
niecigglym gradiencie stezen 12% i 7% ficollu w 0,32 M sacharozie,
przez 30 min przy 99 000 g, stosujac ultrawiréwke MSE Super Speed 65
z wychyleniowym rotorem 3 X 25 ml. Material zebrany z warstwy mie-
dzy 12%, i 7%, ficollem rozcienczano czterokrotnie ptynem izolacyjnym
i wirowano przez 10 min przy 17 000 g. Synaptosomy zawieszone w 0,32 M
sacharozie uzywano do dalszych oznaczen.

Nagromadzanie **Ca

Synaptosomy (1 mg biatka/ml) preinkubowano przez 10 min w 30°C
w 0,3 ml srodowiska jonowego zawierajgcego 120 mM NaCl, 5 mM KCI,
1,2 mM CaCl,, 1,2 mM MgCl,, 1,0 mM bufor fosforanowy pH 7,4, 10 mM
Tris-HCI pH 7,4, 10 mM glukoze. Nagromadzanie *Ca inicjowano przez
dodanie 0,2 ml $rodowiska inkubacyjnego z **Ca (0.1 uCi/umol), standar-
dowego lub zmodyfikowanego, wysokopotasowego, w ktéorym NaCl zo-
stal zastgpiony réwnowazng iloscia KCl. Reakcje konczono przez doda-
nie 5 ml ochlodzonego srodowiska bezwapniowego zawierajgcego 12 mM
EGTA. Kazda probke natychmiast filtrowano przez saczki Whatman
GF/B, ktore przemywano dwoma 10 ml porcjami zimnego medium bez-
wapniowego. Radioaktywnos¢ #Ca mierzono w liczniku scyntylacyjnym
Beckman LS 9000 stosujac ptyn scyntylacyjny Braya.

Uwalnianie 45Ca

Synaptosomy (1 mg biatka/ml) preinkubowano przez 10 min w wy-
sokopotasowym medium jonowym zawierajagcym 1,2 mM 4%CaCl, (akt.
spec. 0,1 uCi/umol). Nastepnie, gdy uwalnianie **Ca badano metodg super-
fuzji, mieszanine inkubacyjng rozcienczano dwukrotnie zimnym standar-
dowym roztworem jonowym i wirowano przez 5 min przy 1000 g celem
osadzenia synaptosoméw na filtrze Whatman GF/B. Filtry umieszczano
w komorze superfuzyjnej, opisanej poprzednio (Lazarewicz i wsp. 1977).
Wymuszona przez pompe perystaltyczng szybkosé przeplywu roztworu
jonowego wynosila 1,2 ml/min. Prébki tego roztworu zbierano co 1 min
i oznaczano w nich radioaktywnos¢ #Ca w 10 ml plynu scyntylacyjnego
Braya. Gdy uwalnianie %Ca oceniano przez pomiar radioaktywnosci po-
zostajgcej w synaptosomach, izolowane zakonczenia synaptyczne wyzna-
kowane *Ca przemywano dwukrotnie ochlodzonym standardowym roz-
tworem jonowym wirujge proby przez 5 min przy 1000 g. Synaptosomy
ponownie zawieszano w tym $rodowisku i inkubowano przez 5 min
w temperaturze 30°C. Do réwnolegltych préb dodawano 0,3 mM pento-
barbital sodu i 1 mM 2,4-dwunitrofenol (DNP) oraz kontynuowano inku-
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bacje przez nastepne 15 min. Inkubacje przerywano sgczeniem synapto-
soméw przez sgczki Whatman GF/B, filtry przemywano 20 ml ochlodzo-
nego standardowego roztworu jonowego pozbawionego wapnia. Radio-
aktywno$é oznaczano w 10 ml plynu scyntylacyjnego Braya.

Badanie fluorescencji kompleksu chlorotetracyklina-wapn

Fluorescencje kompleksu CTC-Ca mierzono we frakecji synaptosomow
przy wzrastajgcym stezeniu Ca oraz pentobarbitalu. Wszystkie pomiary
przeprowadzano przy swietle wzbudzenia o dilugosci fali 410 nm i szero-
ko$ci szczeliny 1,0 mm oraz przy dlugosci fali emisji 520 nm i szerokosci
szczeliny 1,0 mm na spektrofluorymetrze Aminco-Bowman, jak opisano
poprzednio (Lazarewicz i wsp. 1981). Synaptosomy (0,3 mg biatka) zawie-
szone byly w $rodowisku jonowym zawierajagcym 120 mM NaCl, 5 mM
KCIl, 10 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM bufor fosforanowy pH 7,4 oraz
10 mM glukoze w koncowej objetosci 1 ml. Roztwory CaCl, i pentobarbi-
talu dodawano w objetosciach 10—20 pl, a przy obliczeniach zmian fluo-
rescencji uwzgledniano efekt rozcienczenia.

Oznaczanie bialka w probach. Stezenie bialka badano metoda Lowry
(1951).

Analiza statystyczna wynikéw. Wyniki przedstawiono jako $rednie =+
standardowy blad $redniej z podanej liczby doswiadczen. Ocene istotnosci
réznic miedzy Srednimi dokonywano przy uzyciu testu t Studenta.

WYNIKI

Wplyw pentobarbitalu in wvitro na transport #Ca w synaptosomach
kontrolnych

Pobieranie #*Ca przez synaptosomy badano w standardowym srodo-
wisku zawierajgcym 5 mM KCl oraz w roztworze zawierajagcym podwyz-
szone, depolaryzujgce stezenie jonow potasu (ryc. 1). Uzyskane wyniki
reprezentujg odpowiednio: spoczynkowg dyfuzje wapnia zgodnie z gra-
dientem elektrochemicznym oraz — przy depolaryzacji — napltyw #Ca?*
przez zalezne od potencjalu kanaly wapniowe, zachodzacy na tle biernej
dyfuzji. Dla ujawnienia zaleznej od potencjalu skladowej nagromadza-
nia wapnia obliczano réznice miedzy pobieraniem %Ca w s$rodowisku
wysoko- i niskopotasowym (AK). Jak przedstawiono na rycinie 1, pento-
barbital w stezeniu 0,3 mM nie mial wplywu na spoczynkowe pobieranie
wapnia, hamowal natomiast w 27% nagromadzanie ze $rodowiska depo-
laryzujgcego. Zalezna od depolaryzacji skladowa nagromadzania wapnia
(A K) byla hamowana w okoto 40%s.

Whplyw pentobarbitalu na procesy odpowiedzialne za usuwanie jonow
wapnia z zakonczen synaptycznych oceniano przez pomiar wyplywu Ca
z uprzednio wyznakowanych synaptosoméw. Jak przedstawiono na ryci-
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Ryc. 1. Wplyw pentobarbitalu in vitro na nagromadzanie %%Ca w synaptosomach
moézgu szczura. Synaptosomy inkubowano 5 min w temp. 30°C w $rodowisku nisko-
potasowym (5 mM K+) oraz wysokopotasowym (50 mM K+) zawierajacym 0,3 mM
pentobarbital. AK stanowi réznice miedzy nagromadzaniem %Ca w medium nisko-
i wysokopotasowym. Wyniki sg §rednimi * standardowy blad $redniej z 9 doswiad-
czen. *p < 0,05

Fig. 1. Effect of pentobarbital in wvitro on %Ca uptake in rat brain synaptosomes.
Synaptosomes were incubated for 5 min at 30°C in low-potassium (5 mM K+) or
high-potassium (50 mM K-+) media containing 0.3 mM pentobarbital. AK is the
difference between #Ca uptake in low- and high-potassium media. Means = S.E.M.
of 9 experiments. *p < 0.05
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Rye. 2. Wplyw 0,3 mM pentobarbitalu na wyplyw %Ca%t+ z synaptosomé6w. Synapto-
somy wyznakowano 4Ca i badano uwalnianie radioaktywnos$ci przez superfuzje
standardowym $rodowiskiem jonowym (° © ©) lub od momentu zaznaczonego
strzatkqg medium zawierajacym 0,3 mM pentobarbital (®¢ © @) Wyniki — radio-
aktywnos$é¢ poszczegélnych porcji superfuzatu wyrazono w procentach calkowitej
radioaktywnos$ci pozostajacej w probce. Wyniki sg $rednimi * standardowy blad
$§redniej z 4 do$wiadczen
Fig. 2. Effect of 0.3 mM pentobarbital on #Ca%+ efflux from synaptosomes. Synapto-
somes were labelled with 45Ca, then the efflux of radioactivity was followed by
superfusion with standard ionic medium (¢ © ©) or, from the time point marked
by arrow, with medium containing 0.3 mM pentobarbital (® ©® @) Results — the
radioactivity in superfusate is expressed in per cent of total radioactivity remaining
in the sample. Means * S.E.M. of 4 experiments
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nie 2, przy zastosowaniu metody superfuzji, nie stwierdzono istotnego
wplywu pentobarbitalu na usuwanie %Ca z synaptosoméw. Ten brak
efektu mogt byé spowodowany utrzymywaniem sie zbyt niskich, ogra-
niczajgcych transport, stezen wapnia w synaptoplazmie. W nastepnych
doswiadczeniach inkubowano wiec synaptosomy w obecnosci rozprzega-
cza oksydacyjnej fosforylacji — 2,4-dwunitrofenolu (DNP), aby kosztem
mitochondrialnej puli wapnia zwiekszy¢ aktywno$¢ jonéw Ca?t w sy-
naptoplazmie. Ze wzgledu na gaszacy scyntylacje wplyw DNP, uwal-
nianie wapnia oznaczano przez ubytek %Ca?t z synaptosoméw, a nie
przez jego wyplyw do Srodowiska inkubacyjnego. Uzyskane wyniki (tab.
1) wskazujg na znaczne pobudzenie usuwania *Ca®t z synaptosomow
poddanych dzialaniu DNP. Nie stwierdzono natomiast wplywu pento-
barbitalu na ten efekt.

Tabela 1. Wptyw 0,3 mM pentobarbitalu oraz 1 mM 2,4-dwu-

nitrofenolu (DNP) na wyplyw 4°Ca2+ z synaptosomoéw moézgu
szczura

Table 1. Effect of 0.3 mM pentobarbital and 1 mM 2.4-dinitro-

phenol (DNP) on*® Ca?* efflux from rat brain synaptosomes

45Ca?+ pozostajacy

Srodowisko inkubacyjne w synaptosomach
Incubation medium 45Ca?+ reamaining in
synaptosomes %

Kontrolne — Control 100,0

+0.3 mM pentobarbital 101,54+1,9

+1.0 mM DNP 47,24-1,4*

+0.3 mM pentobarbital 48,1+1,7%
1.0 mM DNP

Synaptosomy (1 mg biatka) wyznakowane 43Ca?*+ inkubowano w standardowym $rodowisku
Krebsa-Ringera przez 15 min w temp. 30°C. Mierzono radioaktywno$¢ **Ca pozostajaca w sy-
naptosomach. Wyniki sa $rednimi + standardowy blad $redniej z 5 doswiadczen. * p < 0.01

Synaptosomes (1 mg protein) labelled with *Ca?+were incubated for 15 min at 30°C in stan-
«dard Krebs-Ringer solution, then the 4°Ca radioactivity remaining in the synaptosomes was measured.
Results represent means 4 S.E.M. of 5 experiments. * p < 0.01

Wplyw ostrego i przewleklego podawania pentobarbitalu na transport
45Ca?*t w synaptosomach.

Podawanie pentobarbitalu in vivo w pojedynczej dawce wywolujg-
cej narkoze lub przez okres 21 dni, co wywoluje tolerancje, mialo nie-
wielki, nieznamienny statystycznie wplyw na pobieranie wapnia przez
synaptosomy inkubowane w $srodowisku nisko- i wysokopotasowym, a tak-
ze na zalezng od depolaryzacji skladowg nagromadzenia %Ca?t (A K)
(tab. 2). Natomiast ujawnienie efektu dzialania pentobarbitalu in vivo
jest mozliwe po jego podaniu in vitro, w stezeniu 0,3 mM. Stwierdzono
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Tabela 2. Wplyw ostrego i przewleklego dawkowania pentobarbitalu in vivo oraz podawania in
vitro na nagromadzanie #5Ca2+ w synaptosomach moézgu szczura
Table 2. Effect of pentobarbital in acute and chronic in vivo treatment and in vitro administration
on 45Ca2+t uptake by rat brain synaptosomes

Nagromadzanie “°Ca (nmole/mg biatka/5 min)
45Ca2t uptake (nmoles/mg protein /5min)

Srodowisko Podawanie pentobarbitalu in vivo
inkubacyjne in vivo pentobarbital administration
Incubation medium % % %

Kontrola hamowania Przewlekle hamowania Ostre hamowania
Control  Inhibition Chronic Inhibition Acute Inhibition
(%) (%) (%)

Wysokopotasowe 8,78-+0,56 9,294-0,60 10,114-0,53
High potassium
Wysokopotasowe +
0,3 mM pentobar-
bital 6,47-+0,32 26,3 8,164-0,40 12,2 7,98+0,40 21,1
High potassium -+
0.3 mM pentobar-
bital
Niskopotasowe 3,38+0,28 4,63+0,39 4,364-0,30
Low potassium
Niskopotasowe +
0,3 mM pentobar-
bital 3,20+0,25 54 4,52+0,46 2,4 3,97+0,33 9,0
Low potassium + ’
0.3 mM pentobar-

bital

AK 5,404-0,34 4,66-+0,45 5,754+0,46

AK + 0.3 mM 3,27+0,23 40,2+5,4 3,64+0,12 21,84-4,4* 4,01+0,42
pentobarbital 30,7+5,0

Dawkowanie pentobarbitalu in vivo opisano w Metodach. Synaptosomy inkubowano w wy-
sokopotasowym (50 mM KCIl) oraz niskopotasowym (5 mM KCI) $rodowisku inkubacyjnym
przez 5 min w temp. 30°C. AK stanowi roznic¢ migdzy nagromadzaniem 43Ca?+ w $rodowisku
zawierajacym 50 mM K* i 5 mM K+. Srednie - standardowy blad $redniej z 6-11 dos$wiadczen.
*p < 0.05

In vivo pentobarbital administration as described in Methods. Synaptosomes were incubated
for 5 min at 30°C in high-potassium (50 mM KCI) or low potassium (5 mM KCI) incubation me-
dium. AK is a difference between #3Ca2+ uptake in the high- and low potassium media. Means
+S.E.M. of 6-11 experiments. * p < 0.05

(tab. 2), ze netto naptyw **Ca?t do synaptosoméw kontrolnych jest hamo-
wany w 40% w obecno$ci pentobarbitalu (por. takze ryc. 1), natomiast
efekt dzialania barbituranu w synaptosomach izolowanych ze zwierzat
uprzednio otrzymujacych pentobarbital jest ostabiony. Przy przewlek-
tym podawaniu barbituranu hamujgce dzialanie pentobarbitalu in wvitro
na zalezne od depolaryzacji pobieranie wapnia jest obnizone o 50% w
poréwnaniu z kontrolg. Efektu tego nie stwierdzono po jednorazowym
podaniu barbituranu.

10 — Neuropatologia 4/87
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Wplyw pentobarbitolu na fluorescencje kompleksu CTC-Ca
w synaptosomach

Wigzanie wapnia w hydrofobowych domenach blon synaptosomal-
nych bylo w tej pracy monitorowane przez pomiar fluorescencji chloro-
tetracykliny (CTC). Jak wykazano w doswiadczeniach kontrolnych, dy-
namika wzrostu intensywnosci fluorescencji CTC w wyniku dodania
wapnia do zawiesiny synaptosoméw i wigzania si¢ go z blonami jest
bardzo szybka. Fluorescencja osiagga maksimum po 30 s, wszystkie po-
miary wykonywano wiec w czasie nie przekraczajgcym 1 min.

Dane na rycinie 3 A obrazujg wplyw wzrastajgcych stezen jonow
wapnia na fluorescencje kompleksu CTC-Ca w synaptosomach kon-

A - pentobarbital R

3004
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Ryc. 3. Wplyw pentobarbitalu in vivo i in wvitro na intensywno$¢ fluorescencji
CTC-Ca w synaptosomach. Do $rodowiska inkubacyjnego zawierajacego synapto-
somy (0,5 mg/ml) dodawano pentobarbital i CaCl, w réznych stezeniach. Krzywe
przedstawiajg fluorescencje CTC-Ca w synaptosomach kontrolnych (° ©) lub
izolowanych po jednorazowym (®------ ®) i wielokrotnym (® ®) podawaniu
pentobarbitalu in vivo. Srednie z 3—6 do$§wiadczen. Warto§é standardowego bledu
$redniej nie przekracza 10% warto$ci $redniej. Intensywno$é fluorescencji podano
w jednostkach umownych. * Réznice znamienne statystycznie w poréwnaniu z od-
powiednimi synaptosomami kontrolnymi (p < 0.05), ** Réznica znamiennie statys-
tyczna w poréwnaniu z synaptosomami kontrolnymi inkubowanymi bez pentobar-
bitalu (p < 0,05)
Fig. 3. Effect of pentobarbital administered in vivo and in vitro on CTC-Ca fluores-
cence intensity in synaptosomes. Pentobarbital and CaCl, in different concentrations
were added to incubation media containing synaptosomes (0.5 mg/ml). Courves re-
present CTC-Ca fluorescence in control synaptosomes (° O) or in synaptosomes
isolated after single (®------ ®) or multiple (® ®) pentobarbital injections
in vivo. Results represent means of 3—6 experiments. S.E.M. do not exceed 10%
of the mean value. Fluorescence intensity is expressed in arbitrary units. * Diffe-
rence significant in respect to corresponding control synaptosomes (p < 0.05).
** Difference significant in respect to control synaptosomes incubated without pen-
tobarbital (p < 0.05)

http://rcin.org.pl



Pentobarbital a homeostaza wapnia 497

trolnych oraz izolowanych ze zwierzat otrzymujacych pentobarbital in
vivo, jednorazowo lub w dawkach przewleklych. Pobudzajacy wplyw
pentobarbitalu obecnego in vitro w stezeniach 0,3, 0,6, i 1,2 mM na fluo-
rescencje CTC-Ca przedstawiono na rycinach 3 B, C, D. Ten efekt
wzmozenia fluorescencji CTC-Ca, obserwowany w synaptosomach gru-
py kontrolnej w obecnosci 0,3 mM pentobarbitalu, byt catkowicie znie-
siony w synaptosomach zwierzat poddanych przewleklemu dawkowaniu
barbituranu (ryc. 3 B). W obecnosci 1,2 mM pentobarbitalu zaréwno w
synaptosomach izolowanych po jednorazowym, jak i po przewleklym
dawkowaniu barbituranu in vivo obserwowano obnizenie fluorescencji
CTC-Ca ryc. 3 D). Przedstawione wyniki wykazaly wiec, ze przewlekle
podawanie pentobarbitalu in vivo prowadzi zaréwno do obnizenia hamu-
jacego wplywu tego barbituranu in vitro na zalezne od potencjalu pobie-
ranie Ca, jak i do zmniejszenia stymulowanego przez pentobarbital in
vitro wigzania wapnia do elementéw hydrofobowych bton.

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki badan nad wplywem pentobarbitalu podanego in
vivo na nagromadzanie wapnia w izolowanych zakonczeniach nerwowych
nie wskazuja na istnienie znacznych zaburzen, mimo glebokiego uspie-
nia zwierzat. Efekt ten mozna tlumaczy¢ czesciowym odplukaniem bar-
bituranu z zakonczen nerwowych w czasie procedury izolacji. Natomiast
zgodnie z weczesniejszymi obserwacjami (Blaustein, Ector 1975; Elrod,
Leslie 1980; Lazarewicz i wsp. 1981), stwierdzono hamowanie przez pen-
tobarbital podawany in wvitro zaleznego od depolaryzacji nagromadzania
wapnia. Wydaje sig, ze efekt ten nie jest spowodowany obnizeniem
wewnatrzsynaptosomalnego wigzania tego kationu. Przemawia za tym
brak wplywu pentobarbitalu na dynamike uwalniania #Ca z synaptoso-
moéw. Whbrew poprzednim doniesieniom, wskazujgcym na hamujgce dzia-
lanie barbituranéw na nagromadzanie Ca przez izolowane mitochondria
moézgu (Pincus, Hsiao 1981), wykazano jednak aktywacje tego procesu
przez pentobarbital (Willow, Bygrave 1982). Retencje %Ca w synapto-
somach mogloby obnizy¢ pobudzenie aktywnego usuwania Ca?t z sy-
naptoplazmy z udzialem (Ca*t-Mg*t)-ATPazy zlokalizowanej w blonie
plazmatycznej. Sugerowano, ze uklad enzymatyczny pompy wap-
niowej we frakcji blon synaptoplazmatycznych moze by¢ modulowany
przez pentobarbital (Willow, Johnston 1979; Deliconstantins 1983).
Przedstawione w tej pracy wyniki dotyczace wplywu pentobarbitalu na
usuwanie Ca?" z synaptosoméw, uzyskane dwoma metodami wykazaly
jednak brak tego efektu. Trudno jednoznacznie stwierdzi¢, czy wynik
ten oznacza rzeczywiscie brak nastepstw czynnosciowych modyfikacji
zaleznej od wapnia ATPazy, czy tez wykazanie zmian aktywno$ci pompy
wapniowe]j wymaga specjalnych warunkow doswiadczalnych.
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Przedstawione dane sugerujg, ze najbardziej prawdopodobnym miej-
scem dzialania barbituran6w na homeostaze Ca?" jest blona synaptoplaz-
matyczna i zlokalizowane w niej kanaly wapniowe. Interakcja barbitura-
néw z lipidowg komponentg blony w otoczeniu kanalu wapniowego wydaje
sie prowadzi¢ do obserwowanego hamowania zaleznego od depolaryzacji
nagromadzania wapnia. Dostepne dane z piSmiennictwa dotyczace oddzia-
lywania barbituranéw na blony nie sa jednoznaczne, co mozna wigzac
z szerokg gamg stosowanych metod badawczych i réznymi dawkami uzy-
tych barbituranéw. Sugerowano wprawdzie (Harris, Bruno 1985), ze
wplyw barbituranéw na zalezne od potencjalu kanaly wapniowe nie po-
zostaje w prostej zaleznoséci od ich zdolnosci do dezorganizacji fazy lipi-
dowej blon synaptoplazmatycznych, jednakze za zaburzeniem przez pen-
tobarbital wlasciwosci obszaréw hydrofobowych blon zdecydowanie prze-
mawia wykazany w tej pracy wzrost fluorescencji kompleksu CTC-Ca
w blonach synaptosoméw, co odpowiada wzrostowi wigzania wapnia w
domenach o nizszej polarnosci. Podlozem molekularnym tych efektéw
sg prawdopodobnie zmiany konformacyjne szkieletu fosfolipidowego blon
z tendencjg do ekspozycji grup lub obszaré6w wykazujacych powino-
wactwo do wapnia (Seeman 1972). W blonach synaptoplazmatycznych
barbiturany wywierajg jednak kompleksowy i réznorodny wplyw na
wigzanie i zawarto$¢é wapnia. Co prawda wzrasta monitorowane fluores-
cencjg CTC wigzanie Ca?" w domenach hydrofobowych, ale maleje calko-
wita zawartos¢ tego kationu w blonach (Hood, Harris 1979; Lazarewicz
i wsp. 1981) i jego wigzanie z ich zewnetrzng powierzchnig (Harris,
Fenner 1982). W tej sytuacji uzasadnione wydaje sie przypuszczenie,
ze mechanizm dzialania barbituranéw moze by¢ zwigzany z przemiesz-
czeniem wapnia z hydrofilnych obszaréw blony do jej domen hydrofo-
bowych, co z kolei powodowaloby zmiany w oddzialywaniach miedzy
czasteczkami wewnatrz blony i wtérnie zaburzalo aktywnos¢ kanatow
jonowych, zwlaszcza zaleznych od potencjalu kanaléw wapniowych. Nie
wyklucza to jednak mozliwosci oddzialywania barbituranéw na bialka,
a zwlaszcza na receptory blonowe (Costa, Guidotti 1979).

Model tolerancji na pentobarbital okazal si¢ przydatny do okresle-
nia powigzan miedzy wywolanymi przez barbiturany zmianami struktury
lipidowej blon, zwlaszcza w ich obszarach hydrofobowych, a aktywnos-
cig kanaléw wapniowych. Wiadomo, ze przewlekle podawanie szeregu
zwigzkow, w tym roéwniez pentobarbitalu, modyfikuje sklad lipidowy
blon synaptosomalnych (Ingram i wsp. 1978). Z drugiej strony stwier-
dzono, obserwowane takze w naszych badaniach, ostabienie hamujacego
dzialania pentobarbitalu in vitro na zalezny od depolaryzacji naplyw
wapnia do zakonczen nerwowych izolowanych ze zwierzat, ktérym chro-
nicznie podawano ten zwigzek (Ondrusek i wsp. 1979; Leslie i wsp. 1980).
Wykazane przez nas oslabienie stymulujgcego dzialania pentobarbitalu
na monitorowane fluorescencja CTC wigzanie wapnia w hydrofobowych
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obszarach blon synaptosoméw ze zwierzat chronicznie otrzymujgcych
ten barbituran jest, o ile wiemy, pierwszg obserwacjg tego typu. Efekt
ten znajduje najprawdopodobniejsze wytlumaczenie w zmianach skiadu
fosfolipidowego blon synaptoplazmatycznych, a zwlaszcza modyfikacji
ich profilu acylowego (Ingram i wsp. 1978). Fakt, ze tolerancja na bar-
biturany dotyczy w réownym stopniu aktywnosci kanaléw wapniowych,
jak i wigzania wapnia w hydrofobowych domenach blon synaptosomal-
nych mogg $wiadczy¢ o powigzaniach przyczynowych miedzy obu tymi
procesami. Czynnikiem wigzgcym oba zjawiska zachodzgce w tolerancji
barbituranowej sg zmiany wlasciwosci fizykochemicznych srodowiska li-
pidowego blon. Wyniki te podkreslajg istotng i zlozong role lipidowej
struktury btony w utrzymywaniu homeostazy wapnia w neuronach.

WNIOSKI

1. Badania potwierdzily hamujacy wplyw pentobarbitalu in vitro na
aktywowane przez potas pobieranie wapnia przez synaptosomy mézgu
szczura oraz wzrost mierzonego fluorescencja chlorotetracykliny wig-
zania wapnia w hydrofobowych domenach bion synaptosomalnych. Nie
wykazano natomiast aktywacji przez pentobarbital uwalniania Ca?" z sy-
naptosoméw.

2. Stwierdzono, ze tolerancja na pentobarbital, ktéra rozwija sie w
wyniku przewleklego dawkowania tego barbituranu wyraza sie, obok
obnizenia wrazliwosci zaleznych od potencjalu kanaléw wapniowych,
takze zmniejszonym wplywem pentobarbitalu na wigzanie wapnia w hy-
drofobowych domenach blon.

3. Uzyskane wyniki wskazujg na modyfikacje lipidowych elementéw
struktury blon synaptoplazmatycznych, jako na istotny element mecha-
nizmu tolerancji na barbiturany w osrodkowym ukladzie nerwowym.

PENTOBARBITAL AND CALCIUM HOMEOSTASIS IN RAT BRAIN
SYNAPTOSOMES: EFFECT OF CHRONIC TREATMENT
AND IN VITRO ADMINISTRATION

Summary

In vitro studies concerned the effect of pentobarbital on 4Ca uptake and efflux
from control rat brain synaptosomes and on the accumulation and binding of cal-
cium by synaptosomes isolated from animals submitted to single or chronic (for 21
days) pentobarbital treatment in wvivo. Pentobarbital, when applied in the concen-
tration inhibiting the potassium depolarization-dependent portion of %Ca uptake
and increasing Ca?t binding with synaptosomal membranes remained without effect
on calcium efflux from synaptosomes. It was found that chronic administration of
the barbiturate not only diminished the sensitivity of depolarization-dependent
4Ca uptake on the inhibiting effect of pentobarbital in wvitro, but also decreased
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the pentobarbital-evoked elevation of Ca?* binding to synaptosomes, as measured
with CTC-Ca fluorescence. These results demonstrated that the tolerance to bar-
biturates may be manifested by the modification of calcium channels activity and
changes in Ca%t+ binding ability of hydrophobic domains in synaptoplasmatic mem-
branes. Moreover the results point to the crucial role of membrane lipids in neuro-
nal calcium homeostasis.

IIEHTOBAPBUTAJI I TOMEOCTA3 KAJIbLIUS B CUHAIITO30MAX
MO3I'A KPBICBI. BJIMSAHUE XPOHMYECKOI'O JO3UPOBAHUA
1 VIIOTPEBJIEHUA IN VITRO

Pe3ome

WccnenoBanoch BIMsHAE NMeHTOGApOHTana in vitro Ha B3sATHE K OcBOOOXaeHHe *°Ca u3 cu-
HaNm1030MOB MO3ra KOHTPOJIbHBIX KDBIC, @ TAKXKe HAa aKKyMY/SILHMIO ¥ HM3MEpeHHOe (DIIFOOpHUCLICH-
umeit xnoporerpauukiaabl (CTC) cBsaseiBanne Ca CHHANTO30MaMH JKHBOTHBIX, NOIYYarOIIHX
neaTo0apOuTal in vivo, B OMHOM 03¢ MK XPOHHYECKH B TedeHue 21 mus. OOHApPYKEHO, YTO MEH-
T0Oap6uTan B KOHUSHTPALEHK, KOTOPasi TOPMO3UT 3aBHCHMYIO OT ACHONIAPH3AIMA HOHAMHA KajiHs
cocraBHyio B3sTHA “°Ca M yBenmuumBaeT cBs3biBaHMe Ca2t cHHANTO30MabHHIMH MeMOpaHamu,
HEe BJMSJ HAa OCBOOOXIEHHE Kaiusi M3 CHHANTO30MOB. ITOKa3aHO, YTO XPOHMYECKOE IOJaBaHUE
GapOuTypaHa He TOJIBKO yMEHbIIAeT BOCHPHEMYABOCTH 3aBHCHMOrO OT JCMOJSPH3ALKK B3ATHS
45Ca K TOpMO3silIeMy JeHCTBUIO MeHTOOAapOuTana in vitro, HO TAKXKE IMOHMKAET BBI3BAHHOE IEH-
ToGap6uTanoM yBenmyennoe Bazanue Ca2+, nposeisomeecs ysenudenneM doopecuexumy CTC-
-Ca B cunanTo3omax. IToyueHHBIE Pe3yJIbTAaThl MOKA3BIBAIOT, YTO BHIHOCIHBOCTH K 6apOuTypanam
BBISBJISAETCS, KPOME MOIM(HKANMA AKTHBHOCTH KAJIbLHEBHIX KAHAJIOB, TAKKE M3MECHEHHMSAMM Bsi-
3aHds Kajbuusa TEApOodOOHBIME O00/1aCTAMH CHHANTOIIA3MATAYECKHX MemOpaH. Pesynbratsl
CBUJIETENBCTBYIOT O 3HAYMTEIBHOM POJIM JIANIAAHON COCTABHOM YacTH B FOMEOCTa3e KajbLHUs B HE-
BpPOHaX.
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Jedng z najczeSciej rozpoznawanych choréb nerwéw obwodowych
jest polyradiculoganglioneuropathia, znana pod nazwag zespotu Guillain—
Barré (zesp6l G—B). Zespét G—B cechuje sie wiotkim niedowladem
konczyn z zajeciem mies$ni dosiebnych lub dosiebnych i odsiebnych. Nie-
dowlady mogg obejmowac rowniez miesnie unerwione przez nerwy czasz-
kowe (zwlaszcza przez n. VII i nerwy opuszkowe) oraz przeponeg i migsnie
miedzyzebrowe. Zaburzenia ruchowe przewazajg nad czuciowymi. W ply-
nie moézgowo—rdzeniowym (p. m—r.) stwierdza sie rozszczepienie bial-
kowo—komoérkowe. Szybkos¢ przewodzenia w nerwach jest znacznie
zwolniona. Biopsja nerwu obwodowego wykazuje przede wszystkim roz-
legla demielinizacje wildkien, czasami réznego stopnia ubytek widkien
mielinowych, ktérego nasilenie zaleze¢ moze od czasu trwania procesu
chorobowego.

Zesp6l G—B uwazany jest za wieloprzyczynows chorobe autoimmu-
nologiczng, nie okreslono jednak dotgd dokladnie antygenéw ostonki mie-
linowej, przeciwko ktéorym skierowana jest reakcja immunologiczna prze-
de wszystkim typu komérkowego.

Symptomatologia kliniczna obserwowanego przez nas przypadku od-
powiadala, w zasadzie, kryteriom diagnostycznym zespolu G—B, mimo
pewnych drobnych nietypowosci.

OPIS PRZYPADKU

Dane kliniczne

T.B., mezczyzna, lat 62, na poczatku marca 1984 r. zaczal odczuwaé
dretwienie i mrowienie lewej polowy twarzy oraz lewej konczyny dol-
nej. Po 2 tygodniach przyjety zostal do rejonowego oddzialu neurolo-

* Praca wykonana w ramach planu wezlowego 10.4.05.4.1.
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gicznego, gdzie stwierdzono niedowlad obwodowy n. VII lewego, nie-
dowlad konczyn lewych z obnizonym napieciem i ostabionymi odru-
chami. Plyn mézgowo-rdzeniowy wykazywal wowezas cytoze 23, biatko
149 mg%, odczyny globulinowe ++. Na poczatku kwietnia wystapit
niedowlad obwodowy prawego n. VII, niedostuch obustronny oraz nie-
dowlad wiotki prawej konczyny dolnej. Po 6 tygodniach trwania choroby
dotgczyly sie zaburzenia polykania, niedowlad n. XII oraz krétkotrwala
niewydolnos¢ miesni oddechowych. Z powodu tych objawéw przyjety
zostal do Kliniki Neurologicznej AM w Warszawie.

Badaniem przedmiotowym stwierdzono: RR 110/80, tetno — 100—
130/min, zaostrzenie szmeru pecherzykowego w plucach, powigkszenie
watroby.

Badanie neurologiczne (lekarz prowadzgcy: dr A. Friedman) wyka-
zalo niedoczulice lewej polowy twarzy, obustronne porazenie n. VII, obu-
stronng gluchote, niedowlad odsiebny konczyn gérnych z obnizonym na-
pieciem i brakiem odruchéw okostnowych, porazenie konczyn dolnych
z wiotkim napieciem i brakiem odruchéw kolanowych oraz skokowych.
Czucie bélu i dotyku typu ,rekawiczek” i ,skarpetek” bylo uposledzone
na obu dloniach oraz obustronnie ponizej stawu kolanowego. W plynie
moézgowo-rdzeniowym (16 IV 1984 r.) stwierdzono cytoze 32 i bialko
212 mg®o. W osadzie p. m-r. 80% stanowily limfocyty, 17% — komorki
monocytoidalne, 3% — granulocyty obojetnochtonne i komorki siateczki.
Rutynowe badania laboratoryjne nie wykazywaly odchylen. W badaniach
elektrofizjologicznych stwierdzono brak odpowiedzi na draznienie nn.
VII, pachowego, strzatkowego i piszczelowego, zwolnienie szybkosci prze-
wodzenia ruchowego w ksobnym odcinku n. lokciowego (36,1 m/s) i po-
Srodkowego (31,9 m/s). Szybko$¢é przewodzenia w odcinkach odsiebnych
tych nerwow byla prawidlowa. Szybkos$¢ przewodzenia we wibéknach czu-
ciowych n. posrodkowego byla prawidlowa, a n. lydkowego — zwol-
niona (38,0 m/s). Zapis z migénia piszczelowego i prostownika krotkiego
palcow wskazywal na uszkodzenie typu neurogennego.

Biopsja nerwu }ydkowego w barwieniu hematoksyling-eozyng oraz
wedlug metody van Gieson nie wykazala odchylen od normy. W pol-
cienkich skrawkach eponowych stwierdzono s$redniego stopnia ubytek
wldkien mielinowych réznej srednicy. W preparatach czesanych (100
wilokien) odcinkowg demielinizacje lub remielinizacje obserwowano w
19 wlbkien, zwyrodnienie aksonalne w 7% wiokien. Badanie mikro-
skopowo-elektronowe potwierdzilo obecnos¢ powyzszych zmian.

Na podstawie zespolu klinicznego, odpowiadajacego polineuropatii,
podwyzszenia poziomu biatka w plynie mézgowo-rdzeniowym, zwolnie-
nia szybkosci przewodzenia w korzeniach i ksobnych czeSciach nerwéw
obwodowych oraz odcinkowej demielinizacji w nerwie lydkowym, roz-
poznano, mimo pewnych nietypowosci, zespé! G—B. Za niezbyt typowe
objawy uznano gluchote, brak zwolnienia szybkosSci przewodzenia ru-
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chowego w czeSciach odsiebnych niektérych nerwoéw obwodowych oraz
$redniego stopnia ubytek wldékien mielinowych w biopsji n. tydkowego.
Kontynuowano leczenie wysokimi dawkami Encortonu (80 mg/dz.), roz-
poczete w rejonowym oddziale neurologicznym. Po 7 tygodniach trwa-
nia choroby pacjent zmarl wéréd objawéw niewydolno$ci kragzenia.

Badanie anatomopatologiczne

-

Badanie sekcyjne, wykonane 5 godz. po zgonie wykazalo $luzowe
zapalenie oskrzeli, rozstrzenia oskrzeli, gruzlice wldknista obu pluc oraz
bardzo nasilong miazdzyce uogdlniona.

Badanie neuropatologiczne

Obraz makroskopowy. W sekcji makroskopowej mézgu stwierdzono
dos¢ liczne, ostro odgraniczone od otoczenia, biatawo-zéltawe, dos¢ spo-
iste ogniska ziarnistej tkanki. Byly one zlokalizowane w Srodkowe]j czesci
spoidla wielkiego, w prawym rogu Amona, cialku czworaczym gérnym
prawym, w nakrywce mostu i konarze gérnym moézdzku po stronie lewej
oraz w robaku i grudce prawej moézdzku. Sekcja utrwalonego rdzenia
wykazala w wigkszosci korzeni rdzeniowych ogona konskiego liczne, r6z-
nej wielkosci okraglawe zoltawe guzki, dos¢ twarde, nie dajgce sie od-
dzieli¢ od korzeni (ryc. 1). Podobne guzki widoczne byly przyrdzeniowo,
w korzeniach brzusznych i grzbietowych. Rozpoznanie makroskopowe:

Ryc. 1. Korzenie ogona konskiego usiane licznymi, réznej wielko$ci guzkami. Pow.
5 X

Fig. 1. Cauda equina roots covered with multiple nodules of different size. X 5



506 H. Drac, J. Rafalowska

Foci meoplasmatici multiplices (Ca? Sa in decursu morbi Recklinghau-
seni?) hemisphaerii cerebri utriusque, trunci cerebri, cerebelli et radicu-
um medullae spinalis.

Wycinki tkankowe (potkule moézgowe, pien mézgu, rdzen kregowy,
korzenie rdzeniowe) pobrane z utrwalonego w 10% zobojetnionej forma-
linie moézgowia i rdzenia kregowego, przeprowadzono w sposéb rutyno-
wy do parafiny. Skrawki parafinowe barwiono hematoksyling-eozyna,

A" ; ;
Ryc. 2. Zachylek komory IV, miejsce pierwotnego wzrostu nowotworu. H—E. Pow.
12 X
Fig. 2. Primary site of neoplastic growth in IVth ventricle recess. H—E. X 12
Ryc. 3. Ostro ograniczone od otoczenia ognisko przerzutowe w spoidle wielkim.
Widoczne pola martwicy oraz okolozylny naciek limfocytarny. H—E. Pow. 100 X
Fig. 3. Metastatic focus in corpus callosum sharply delineated from neighbouring
tissue. Necrotic area and lymphocytic infiltration. H—E. X 100
Ryc. 4. Komérki nowotworowe roznej wielko$ci i ksztaltu, z pecherzykowatym jas-
nym jadrem, oraz jaderkiem. Mitozy (strzatka). H—E. Pow. 200 X
Fig. 4. Different shape and size of tumor cells with vesicular pale nucleus and
nucleolus. Mitoses (arrow). H—E. X 200
Ryc. 5. Wodniczki w licznych komérkach nowotworowych. H—E. Pow. 200 X
Fig. 5. Vacuoles in numerous neoplasmatic cells. H—E. X 200
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mucikarminem i blekitem alcjanu, a takze wedlug metod van Gieson,
Kliivera—Barrery, PTAH-Malloryego oraz impregnowano wedlug metody
Bielschowskyego.

Do badania mikroskopowo-elektronowego pobrano w biopsji nerw
lydkowy, a z materialu autopsyjnego nerw lokciowy oraz utrwalone w
formalinie korzenie brzuszny i grzbietowy na poziomie Ss.

Korzenie rdzeniowe po wyptukaniu w wodzie biezacej (3 godz.) i prze-
prowadzeniu przez bufor sacharozowy (24 godz. w temp. 4°C) przygo-
towano do badania mikroskopowo-elektronowego w sposéb rutynowy.
Wycinek n. lydkowego oceniono w histologicznych barwieniach rutyno-
wych, na pétcienkich skrawkach eponowych, w preparatach czesanych
oraz w mikroskopie elektronowym. Wlékna izolowane uzyskiwano me-
todg Lubinskiej (1960), a péicienkie skrawki eponowe barwiono blekitem
toluidyny i oranzem akrydyny. Material oceniono w mikroskopie NF
Zeiss oraz w mikroskopie elektronowym JEM 100 B.

Obraz mikroskopowy. W zachytku komory IV po stronie lewej stwier-
dzono znaczny obrzek czesci splotu naczyniowkowego (ryc. 2). W pozo-
stalej czesci splotu i przyleglych tkankach obserwowano bogatokomor-
kowe utkanie nowotworowe. Zar6wno w miejscu powstania, jak i w ostro
odgraniczonych od otoczenia (ryc. 3) ogniskach przerzutowych nowotwoér
zbudowany byl z réznoksztaltnych, réznej wielkosci komérek o dosc
ubogiej cytoplazmie i duzym pecherzykowatym jadrze z rézng zawar-
toscig chromatyny oraz wyraznym jaderkiem (ryc. 4). Niekiedy komorki
mialy ksztalt walcowaty i przesuniete ku obwodowi jadro, a ich uklad

Ryc. 6. Komorki z wodniczkami, przypominajgce komorki sygnetowate. W niekto-
rych widoczny jest §luz (strzalki). Mucikarmin. Pow. 400 X

Fig. 6. Vacuolated cells resembling signet ring cells. Some cells filled with mucus
(arrows). Mucicarmin. X 400

S sy 1y sl O ~
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przypominal czasami splot naczyniéwkowy. Miejscami widoczne byty ko-
morki z obkurczonymi, nadmiernie barwliwymi jgdrami, komérki wielo-
jadrzaste oraz komoérki olbrzymie. Bardzo liczne byly patologiczne mi-
tozy (ryc. 4). Wiele komérek wykazywalo pojedyncze lub mnogie mate
wodniczki (ryec. 5). Czasem pojedyncze wodniczki rozpychaty cialo ko-
morki przesuwajac na obwod splaszczone jadro. Taki obraz przypomi-
nat komorki ,sygnetowate” (ryc. 6). Zawarto$¢ wodniczek wybarwiala
sie¢ niekiedy mucikarminem (ryc. 6) i bigkitem alcjanu. Guz zawieral

. sy Sgw : ply] - &
s W W SNR O woow LSRR LA
Ryc. 7. Naciek nowotworowy w powrézku i korzeniu przednim Cs. H—E. Pow. 100 X
Fig. 7. Neoplasmatic infiltration in anterior funiculus and ventral root C;. H—E.
X 100
Ryc. 8. Naciek nowotworowy w powroézku i korzeniu przednim Ls. H—E. Pow, 100 X
Fig. 8. Neoplasmatic infiltration in anterior funiculus and ventral root L;. H—E.
X 100
Ryc. 9. Naciek nowotworowy w korzeniu tylnym Ls;. H—E. Pow. 200 X
Fig. 9. Neoplasmatic infiltration in dorsal root Ls. H—E. X 200
Ryc. 10. Mitoza w komoérce nowotworowej w korzeniu tylnym S;. (strzalka). Elektro-
nogram. X 1800

Fig. 10. Mitotic figure (arrow) in tumor cell in dorsal root S;. Electron micrograph.
X 1800
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N®T N 0 /) SR
Ryc. 11. Liczne komoérki nowotworowe $§wietle tetnicy w ognisku przerzutowym.
H—E. Pow. 200 X
Fig. 11. Numerous tumor cells in arterial lumen in metastatic focus. H—E. X 200

Ryc. 12. Liczne komoérki nowotworowe w S$wietle zyly w ognisku przerzutowym.
H—E. Pow. 200 X

Fig. 12. Numerous tumor cells in venous lumen in metastatic focus. H—E. X 200

Rye. 13. Naciek limfocytarny(ciraz nieliczne komérki nowotworowe w oponie okolicy
Ls;. H—E. Pow. 400 X

Fig. 13. Lymphocytic infiltration and few tumor cells in subarachnoideal space in
region L;. H—E. X 400

liczne naczynia o zgrubialych, homogennych $cianach oraz bogaty sieé¢

naczyn bardzo maltego kalibru.

W ogniskach przerzutowych widoczne byly obszary martwicy (ryc. 3).
Wokét mniejszych z nich, a takze w otoczeniu cze$ci naczyn obserwo-
wano rozetowate uklady komoérek nowotworowych. Naciek nowotworo-
wy obecny byt miejscami pod pajeczynéwksg poétkul moézgowych, pnia
mozgu i rdzenia kregowego, w korzeniach przednich (ryc. 7, 8) i tylnych
(ryc. 9, 10). Swiatlo niektérych naczyn tetniczych (rye. 11) i zylnych
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(ryc. 12) wypelnione bylo komoérkami nowotworowymi. Niekiedy wi-
doczne byly okolonaczyniowe w utkaniu guza (ryc. 3) i rozproszone w
przestrzeni podpajeczynéwkowej nacieki limfocytarne (ryc. 13). Barwie-
nie metodg van Gieson wykazalo delikatne lgcznotkankowe wiékna w
podscielisku nowotworu. Wilokien glejowych oraz sluzu w podscielisku
nie stwierdzono. W impregnacji srebrowej nie uwidoczniono rzesek i cial
podstawnych.

Ocena guzkéw pobranych z korzenia przedniego L; oraz tylnego S;
wykazala naciek nowotworowy o cechach opisanych powyzej, jedynie
w guzku z korzenia przedniego Ls obficie wystepowaly widékna tkanki
1acznej, komérek nowotworowych bylo dos¢ mato, a wiokien nerwowych
nie stwierdzono. Na podstawie obrazu mikroskopowego rozpoznano Pa-
pilloma malignum plexus chorioidei.

W badaniu mikroskopowo-elektronowym nerw lokciowy nie wyka-
zal zmian. W Kkorzeniach rdzeniowych obecne byly jedynie nieliczne
wilokna mielinowe. W wielu komoérkach nowotworowych widoczne bytly
wodniczki i mitozy (ryc. 10). Rzesek oraz cial podstawnych nie stwier-
dzono.

OMOWIENIE

Brodaweczaki splotu naczyniéwkowego sa guzami rzadkimi. Kernohan
(1971) w duzym materiale nie stwierdzit ani jednego przypadku. W ko-
morze bocznej zlokalizowane sg gléwnie u dzieci (Friedman, Soloman
1936), natomiast w komorze III i IV przewazajg u dorostych (Kahn, Lu-
ros 1952; Bohme, Strang 1961). Zlosliwe brodawczaki splotu naczyniow-
kowego sg jeszcze rzadsze, w materiale niektérych autoréw stanowig
okolo 1/9 brodawczakéw splotu (Van Wagenen 1930). Mimo ze Swiatowa
Organizacja Zdrowia wyodrebnila w 1976 r. w Kklasyfikacji guzéw la-
godne i zlosliwe brodawczaki splotu naczyniéwkowego (Ziilch 1976), nie-
ktorzy autorzy zaliczajg te guzy do wysScioleczakow, a postaci ztosliwe —
do wyscidlezakéw IV® (Slooff, Slooff 1975). R6znica zdan zwigzana jest
ze stwierdzeniem w mikroskopie elektronowym rzesek, cial podstawnych
i kosmkoéw zaréwno w komérkach splotu naczyniéwkowego, jak i ko-
moérkach wysciotki (Peters i wsp. 1976).

Cechami charakterystycznymi odrézniajgcymi brodawczaki splotu na-
czynidwkowego od wysciolczakéw brodawkowatych jest obecnos¢ w ko-
morkach brodawczaka wodniczek, zawierajgcych czesto §luz, barwigcy
sie mucikarminem i blekitem alcjanowym.

Podscielisko brodawczakéow utworzone jest podobnie jak w naszym
przypadku z delikatnych widkien lacznotkankowych i naczyn, nie za-
wiera natomiast Sluzu i widkien glejowych (Turner, Simon 1937, Ker-
nohan 1971). Cechy nowotworu w naszym przypadku odpowiadajg wiec
kryteriom rozpoznawczym brodawczaka zlosliwego. Wieksze trudnosci
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nasuwa roéznicowanie z gruczolakorakiem, ktérego obraz histologiczny
moze by¢ bardzo podobny. Nie stwierdzono jednak nowotworu w narzg-
dach wewnetrznych, a zachylek komory IV wydawal sie miejscem pier-
wotnego ogniska nowotworowego zlosliwego brodawczaka splotu naczy-
niowkowego.

W opisanym przypadku nie znaleziono rzesek i cial podstawnych.
Wynika to, prawdopodobnie, z niedojrzatosci komérek nowotworu wy-
kazujgcego liczne cechy anaplazji. Rzeski i ciala podstawne stanowig,
wydaje sie, organelle calkowicie zréznicowanej i dojrzalej komoérki. Mniej
istotng przyczyng braku tych organelli moze by¢ ocena mikroskopowo-
-elektronowa materialu utrwalonego w formalinie.

Stwierdzone przez nas liczne przerzuty nowotworu ilustrujg mozli-
wos¢ rozsiewu brodawczakéw, zwlaszeza zlosliwych, drogg plynu mézgo-
wo-rdzeniowego do opon miekkich i przestrzeni podpajeczynéwkowej
(Russel, Rubinstein 1963) oraz do kazdej czeSci osi moézgowo-rdzeniowej
(Turner, Simon 1937). Mozliwos¢ przerzutéw poza uklad nerwowy (Russel,
Rubinstein 1963) potwierdza w naszym przypadku obecno$é¢ licznych ko-
morek nowotworowych w $wietle naczyn tetniczych i zylnych. Lokali-
zacja naciek6w nowotworowych w korzeniach rdzenia kregowego i w ogo-
nie konskim, imitujgca chorobe Recklinghausena, spowodowala wystg-
pienie bezbdélowego zespotu klinicznego, traktowanego przez klinicystéw
jako polineuropatia G—B. Przedstawiony przypadek nie jest pod tym
wzgledem odosobniony. Nerwiak okolicy ogona konskiego moze imitowaé
strzalkowy zanik mies$ni (Stroinska i wsp. 1981; Roohi i wsp. 1982). Zna-
ne sg tez przypadki bezbélowego przebiegu nerwiakéw, nerwiakowldknia-
kéw (Roohi i wsp. 1982) i chloniakéw (Karp i wsp. 1984) ogona konskie-
go. Nie potrafimy wytlumaczy¢ tego zjawiska, zwlaszcza w $wietle ma-
sywnych naciekéw nowotworowych w licznych korzeniach tylnych rdze-
nia kregowego i ogona konskiego.

Powstaje pytanie, czy wnikliwa analiza kliniczna pewnych drobnych,
nietypowych dla zespolu G—B, objawéw mogla zapobiec pomylce diagno-
stycznej? W omoéwieniu tego zagadnienia uwzgledni¢ nalezy nastepujgce
elementy:

1. W zespole G—B bardzo rzadko stwierdzana jest gluchota. Opisany
jest jednakze przypadek z zajeciem n. VIII (Wiederholt i wsp. 1964).

2. Dyskusyjne jest zagadnienie narastania zawartosci komérek w pty-
nie mézgowo-rdzeniowym. Obecnos¢ limfocytow w osadzie miesci sie jed-
nak w zespole G—B (Guillain—Barré Syndrome Study Group, 1985).
W opisanym przypadku okolozylne nacieki limfocytarne widoczne byly
w okolicy tkanki nowotworowej réznie zlokalizowanych przerzutéw.

3. Niecharakterystyczne dla zespolu G—B bylo réwniez niewielkie
zwolnienie przewodzenia w badanych korzeniach rdzeniowych oraz brak
zwolnienia w odcinkach odsiebnych niektérych nerwéw obwodowych.
Réznice szybkosci przewodzenia w odcinkach odsiebnych i ksobnych nerwu

11 — Neuropatologia 4/87
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spotyka sie jedynie w poczatkowym okresie choroby, z tym ze zwolnie-
nie przewodzenia w odcinkach ksobnych jest znacznie wigksze.

4. Niezbyt charakterystyczne sa tez zmiany aksonalne w nerwie lyd-
kowym: ubytek wildkien i odsetek wlékien ze zwyrodnieniem aksonal-
nym. Zmiany takie obserwowane sg jednak niekiedy w biopsjach nerwu
w zespole G—B i w pracach doswiadczalnych (Madrid, Wisniewski 1977).

5. Przebieg zespolu G—B moze by¢ bardzo rézny. Jednakze niektérzy
autorzy (Barron 1985) uwazajg, ze nagle pogorszenie stanu klinicznego
po wielu tygodniach choroby nie jest charakterystyczne dla tego zespolu.

Powyzszy przypadek nakazuje ostroznos¢ w rozpoznawaniu zespolu
G—B, nawet przy zblizonym do typowego obrazie klinicznym choroby.
Wszelkie, nawet drobne watpliwosci wymagaja wylgczenia choroby no-
wotworowej i rozsiewu nowotworu do opon miekkich oraz przestrzeni
podpajeczynéwkowej kanatu kregowego. Badanie plynu m-r. wykazuje
.niekiedy obecno$é komoérek nowotworowych. Wylgczy¢ tez nalezy ukla-
.dowy proces zapalny naczyn, w przebiegu ktérego patomechanizm ob-
jawow polineuropatycznych moze by¢ bardzo rézny. Najistotniejszym
kryterium diagnostycznym w zespole G—B jest, jak sie wydaje, wynik
badania elektrofizjologicznego oraz przebieg kliniczny choroby.

GUILLAIN-BARRE SYNDROME PRODUCED BY MALIGNANT
PLEXUS PAPILLOMA

Summary

The authors describe a case of a 62-year-old man with clinical features of
flaccid paraplegia of legs, bulbar nerve palsy and hypoacussis. There was sensory
disturbance in the ¢“gloves” and “stockings” distribution. CSF protein level was
elevated: 212 mg®, number of cell count: 32. Electrophysiological examination re-
vealed denervation of muscles and moderate slowing of motor and sensory con-
duction velocity in upper and lower limbs. G—B—S syndrome was diagnosed. The
clinical condition worsened progressively: the patient died ten weeks from the onset
of the disease. At autopsy in the brain clearly delineated foci resembling meta-
stases were visible. At the cauda equina numerous nodules imitating Recklinghau-
sen’s disease were observed. Malignant plexus papilloma was demonstrated in the
microscopic examination.

PAPILLOMA MALIGNUM PLEXUS CHORIOIDEI MMWTHPVIOMWII CHUHIPOM
GUILLAIN-BARRE-STROHL’A (G-B-S)

Pe3ome

Ormcan cayyait 62-jeTHero 60JBHOTO C KIMHIYECKHMH CHMITOMAMH BAJIOTO Napajmya HYoK-
HITX KOHewnocTell, nepudepryecksm napesom VII HepBa, Hape3oM Oynb0apHBIX HEPBOB M IOHH-
JKEHHEM CIIyXa. B IMCTanmbHBLIX YacTSX BEPXHHX M HWDKHMX KOHEYHOCTel Oblim OGHapyKEeHbI YyB-
CTBUTEIbHBIE PACCTPOICTBA. B COHHHO-MO3TOBOM XHIKOCTH KOJHYeCTBO Genka OBIIO NOBBIHIEHO
no 212 mr/%, a xommyectBo JMMGbOUMTOB — 1m0 32.
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D5IeKTPODU3NOIOrHYECKOe BCCIICIOBAHUE BBISBAJIO JCHEPBALMIO MBI M YMEPEHHOE 3ame-

JUICHUE CKOPOCTH MPOBOXKIEHUSI B JIBUTATE/IbHBIX M YYBCTBHTEJbHBIX HEpBAX BEPXHUX M HUKEHX
kxoneunocteit. Ilocrapneno nmarno3 cuanpoma G—B—S. KimHrueckoe coctosHue GOIbHOTO
MOCTENEHHO yXyamanochk, 6onbHOM ymep 10 Hemens oT Havana OOE3HM.

CeKUMOHHOE MCCIIEOBAHME MO3ra 06Hapy7l(ﬂ.110 OTYETIIMBO OTIrPAHMYCHHBIC OT OKPYXAIOMHUX

TKaHel oYary HaroMHMHaromue meracrassl. B cauda equina Gbutn HaliIEHBI MHOTOYHCIIEHHBIC Y3€I1-

KA

mmuTHpylomme Gone3nb Recklinghausen’a I'MCTONATONOTHYECKOE MCCIIEIOBAHUE BBISBAIIO

Papilloma malignum plexus chorioidei.
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MENINGIOMA WITH PSEUDOPAPILLARY PATTERN.
CASE REPORT

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

Since the first description by Cushing and Eisenhardt (1938) of ce-
rebral meningioma which after many recurrences displayed ante finem
fields of unusual papillary pattern, the number of such tumors is
slowly growing. After the last review of Pasquier et al. (1986) the group
consists presently of 46 cases but with the omitted case of Ramsey et al.
(1980), five case of Royttd et al. (1982), one of Kochanek et al. (1986)
and one of Piatt et al. (1986) — a total of 54 cases. This group of tu-
mors is believed to differ from other meningiomas, besides their un-
usual pattern, also by their clinical course and postoperative aggression.

Report of the present 55th case is intended not only to depict a still
uncommon histological variant, but to stress its lenient clinical course.

CASE REPORT
Clinical history

A 44-year-old female LK. reported to the Neurosurgery Department
(No. 27/84) of our Institute, with headaches of 10 years duration, slight
balance disturbance, dizziness, and after two short incidents of loss of
consciousness two weeks prior to admission. There were no neurological
signs but mild, bilateral papilledema and focal, fronto-temporal EEG
changes on the left. CT and carotid angiography showed a large, left-
-sided frontal tumor supplied by a. carotis externa. The tumor involved
also a sclerotized inner table of the frontal bone. At craniotomy an en-
capsulated, firm, smooth-surface extracerebral tumor was removed to-
tally in one lump. The attachment of the tumor to the dura mater was
excised and its adhesion to the falx was coagulated. The postoperative
course was uneventful. Presently, 3.5 years after extirpation of tumor
the patient is well, under the care of the outpatient clinic.
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Gross pathological findings

The surgical specimen was whitish, firm, elastic, fibrous, of 4.0 X

X 4.0 X 5.0 cm dimensions (Fig. 1). Its weight was 35 g (both data after
formalin fixation).

nn R T AR HHMH HHEITIT
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Fig. 1. Tumor w1th attached dura mater. Natural size &t
Ryc. 1. Guz z przylegajaca opong twardg. Wielko§¢ naturalna

Microscopic examination
The specimen was fixed in formalin, embedded in paraffin, sections

stained with hematoxylin-eosin, with mucicarmin, van Gieson, Gridley
for reticulin, with PTAH and Masson’s trichrome, and Oil Red.

Fig. 2. Memrgothehal.part of the memngloma H—E % 200
Ryc. 2. Meningotelialna cze$é oponiaka. H—E. Pow. 200 X
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Fig. 3. Alveolar field. Pseudopapillary groups of cells among degenerated neopla-
stic tissue. H—E. X 200
Ryc. 3. Pseudobrodawkowe grupy komoérek wsrod zwyrodnialej tkanki guza. H—E.
Pow. 200 X

Fig. 4. Pseudopapillary structure in rarefied degenerated tissue. Trichrome. X 400

Ryc. 4. Struktury pseudobrodawkowe w luzZnej, zwyrodniatej tkance guza. Met. tr6j-
barwna Massona. Pow. 400 X
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s ¥ y P v
Fig. 5. Pseudopapillary bands of neoplastic cells adhering to thin fibrovascular
cords of tissue. H—E. X 200

Ryce, 5. Pseudobrodawkowe pasma komérek nowotworowych przylegajacych do
cienkich sznuréw naczyniowo-lgcznotkankowych. H—E. Pow. 200 X

The central area of the tumor was composed of irregular, large sheets
of syncytial cells divided by septa of connective tissue, very rich in colla-
gen and reticulin fibres (Fig. 2). There was no tendency to whorl for-
mation. The nuclei were of medium size, round or oval, some contained
eosinophilic inclusions. Mitotic divisions were not observed. Towards the
periphery the tumor’s structure became looser and alveolar (Fig. 3).
Within the alveolar fields upon the empty background with rests of
eosinophilic amorphous substance there were thin reticulin fibres with
adhering in grape-like manner (Fig. 4), meningothelial cells. The vascu-
lar component was limited to thin-walled sinusoidal vessels. In the septa
of connective tissue and in the tumor capsule they were of large dia-
meter, whereas among the syncytial fields and within the alveolar struc-
tures their number was scarce (Fig. 5). Psammoma bodies, necrotic and
hemorrhagic foci were not observed.

DISCUSSION

The presented case confirms Kepes’ (1982) opinion that  “variations
of histological patterns in meningiomas are almost endless”, and to a les-
ser degree demonstrates variations in the clinical course displayed by
papillary meningiomas. The histological difference from the majority
of published cases is the lack of anaplastic features predominant in pri-
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mary tumors of larger series (Ludwin et al. 1975; Royttd et al. 1982;
Brignolio, Favero 1984; Pasquier et al. 1986), so one can doubt whether
the growth presenting only a tendency to a papillary pattern without
other signs of anaplasia can be classified to papillary type. Besides, the
tumor represents the second, rare subtype of papillary variety, charac-
terized by cores of fibro-vascular stroma covered with rows of cells,
the variant associated rather with epitheloid meningioma as postulated
by Stefanko and Mackay (1981) than with the more common perithelial
form in which perivascular, radial cellular arrangement is displayed in
otherwise typical syncytial tissue. The relationship of two subtypes as
two stages in formation of the papillary pattern is not clear. The scar-
city of vessels, as observed in the present case may contribute to pseudo-
papillary formations in large alveolar degenerative structures around
fibro-vascular cores, a phenomenon due possibly to dissolution of peri-
pheral cells. In general, the papillary pattern is only rarely predomi-
nant in the reviewed cases (Pasquier et al. 1986), but then the pattern
is associated with typical meningioma structures. Association of such
pattern with an unusual variant of meningioma is exceptional (Kepes et
al. 1983). Sometimes, without unfolding in primary tumors, the papillary
pattern develops only in recurrent or metastatic foci (Cushing, Eisen-
hardt 1938; Kepes et al. 1971; Miller, Ramsden 1972; Ludwin, Corley
1975).

The clinical course also differs from the events reported by other
authors. Ten-year-long development of neurological impairment is com-
parable only to the six-year-long preoperative history reported by Cush-
ing and Eisenhardt (1938), contrary to the usual rapid development of
neurological symptoms within one year (Brignolio, Favero 1984). As to.
the postoperative course, up till now, three years after extirpation of
the tumor, there is no sign of local recurrences which are most common
in the published cases, some of them being reoperated even 16 years
after removal of the primary lesion (Ludwin et al. 1975). There are
verified 16 cases with known postoperative history which have exhibited
neither local recurrence nor distant metastases (5 cases of Stefanko,
Mackay 1981; 5 of Ludwin et al. 1975; 2 of Brignolio, Favero 1984; 2 of
Inoue et al. 1984; 2 of Pasquier et al. 1986). Postoperative follow up of
these patients ranges from 2 months to 22 years, but only 11 patients
are observed, as our patient, over 3 years, a long period for patients
presenting tumors known for their histological anaplasia and clinical
malignancy. In spite of statements favoring a bad outcome for patients
with papillary meningioma (Ludwin et al. 1975; Royttd et al. 1982;
Brignolio, Favero 1984), some authors do not consider the papillary pat-
tern itself as an expression of anaplasia, without other signs of histolo-
gical malignancy (Stefanko, Mackay 1981; Inoue et al. 1984). It seems
that the present case confirms such an opinion, both histologically and
clinically.
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OPONIAK PSEUDOBRODAWKOWY. OPIS PRZYPADKU

Streszczenie

Opis dotyczy 44-letniej kobiety o 10-letnim przebiegu objawéw przedoperacyj-
nych, ktéra powrdcita do zdrowia po 3,5 latach po doszczetnym usunigciu przystrzal-
kowego oponiaka czolowego. Oponiak ten, o przewazajgcej budowie typu zespdl-
niowego, odznaczal sie¢ duzymi polami zwyrodnialej tkanki, w ktérej wsréd resztek
amorficznego materialu wystepowaly waskie pasma tkanki widknistej z nielicznymi
cienko$ciennymi naczyniami. Do pasm tych przylegaly komoérki tworzaec obraz ma-
lych brodawek. Nie obserwowano oznak anaplazji poza umiarkowanym polimor-
fizmem.

Obserwowane struktury pseudobrodawkowe reprezentujg drugi wariant tego
typu budowy, ktéry moze powstaé na skutek wazotropizmu komoérkowego i zwy-
rodnienia komoérek lezgcych obwodowo w stosunku do naczyn (Stefanko, Mackay
1981). W przeciwienstwie do panujgcej opinii o oponiakach brodawkowych, przy-
padek nie $§wiadczy ani o zlo$liwosci klinicznej, ani histologicznej tego typu nowo-
tworu i nalezy do nielicznych (12), w ktérych obserwowano przezycie ponad 3 lata
spoérod 55 opublikowanych przypadkow.

CJIVYAU TICEBIOTTATIUJUISIPHON MEHUHIMOMBI

Pe3ome

Onucana 44-neTHsisi KeHm@HA ¢ 10-T€THEM [EPHOOOM TEpeIONepaurOHHbIX CHMITOMOB
KOTOpas craja 340poBa 3,5 roma mocjie pagukajbHOrO yAAJNeHHs MapacavydTalbHON (POHTAIB-
HOM MEeHWHrHOMBI. MEHMHTHOMa, ¢ npeobraamaromiell CHHUNTHAIBHOM CTPYKTYpPOM, OTIMYanach
OONBIIFME OYaramMu NEreHePHPOBAHHON TKAHK. B 3TOM TKaHW, CpeJd OCTATKOB aMOpP(HIECKOro
MaTepHasna MosBIISIACH Y3KAE HOJIOCH! GUOPO3HON TKAHA C HEMHOIOYHCICHHBIMA TOHKOCTEHHBIMH
cocynamu. K nosiocam mpmiieraim KIeTKH ¥ COCIaBa/il KapTHHY MaleHbKHX cockoB. Kpome yme-
peHHOro mnoymMopdm3Ma aHamiasus He Habmrozanack.

Hab6nronaemble nceBIONaniUIsPHBIE CTPYKTYPBI IPEJICTABIISAIONIAE BTOPOIl BapHAHT 3TOrO
THOA CTPOEHUS, MOT'YT BO3HMKATH BCJIEACTBHE KJIETOYHOTO BAa30TPONHM3MA WIIH JETCHEPalnH Kiie-
TOK PAcroJIOKEHHBIX Tepudeprdeckn o OTHOIIEHAIO K cocyaam (Stefanko, Mackay 1981). IIpo-
THBOMOJIOKHO CYIIECTBYIOIMIEMY MHEHHIO HACYET MANMUIPHBIX MEHWHIMOM, OMNMCAHHBIM ciydai
He CBHAIETENbCTBYET HH O KJIMHAYECKOM HM O TMCTOJIOrMYECKON 3JIOKAYEeCTBEHHOCTH 3TOrO THNA
onyxonu. ITpuHAIIEXAT OH K HEMHOro4yuciieHHsiM (12) cpeap 55 omyGiMKOBaHHBIX CITy4yaeB B KO-
TOpPOM HAOIONANOCh MEPEXHBAHAE CBHIE 3-X JIeT.
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ZMIANY STRUKTURALNE W OSRODKOWYM UKLADZIE
NERWOWYM U SZCZURA W WYNIKU ZATRUCIA
CHLORKIEM MANGANAWYM (MnCl,)

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

Z patologii ludzkiej wiadomo, ze zatrucie manganem prowadzi do wy-
stgpienia objaw6éw neurologicznych, przede wszystkim w postaci zespolu
pozapiramidowego. W patologii doswiadczalnej objawy neurologiczne po
zatruciu manganem obserwowano jedynie sporadycznie. Do wyjatkow
pod tym wzgledem nalezy doniesienie van Bogaerta i Dallemagne’a (1953)
o zespole pozapiramidowym u malp poddawanych inhalacjom tlenkiem
manganawym. W serii naszych doswiadczen z chlorkiem manganawym
zesp6t pozapiramidowy uzyskano tylko u szczuréw po podaniu MnCl, do
tetnicy szyjnej wspoélnej po uprzednim obustronnym podwigzaniu tych
tetnic (Kosicka i wsp. 1985). W bezobjawowym modelu zatrucia manga-
nem, podawanym dozylnie w 7 dawkach przez okres 28 dni, zmiany
stwierdzone u zwierzat z 4-tygodniowym przezyciem po zakonczeniu za-
truwania dotyczyly przede wszystkim istoty biatej i mialy charakter
jej uogoélnionego zgabczenia (Smiatek, Mossakowski 1981). Towarzyszyto
im wybiéreze uszkodzenie neuronéw istoty czarnej oraz niewielkie zmia-
ny komoérkowe rozsiane w korze moézgu, w zakrecie hipokampa, wzgo-
rzu i innych strukturach osrodkowego ukladu nerwowego (oun). Prze-
prowadzone w tym samym modelu badania ultrastrukturalne, bezposred-
nio po zakonczeniu zatruwania i u szczurow z tygodniowym okresem
przezycia, nie potwierdzily wybiorczosci uszkodzen, wykazaly tylko nie-
znaczne zmiany w strukturach szarych, narastajgce nieprawidtowosci w
istocie bialej oraz ich dwufazowy charakter (Mossakowski i wsp. 1983;
Dydyk, Mossakowski 1984). Sklonilo to nas do zastosowania innego mo-
delu doswiadczalnego, w ktérym szczury otrzymywaty MnCl, w wodzie
do picia. Bezposrednim celem pracy bylo okreslenie charakteru uszko-
dzen strukturalnych po zatruciu manganem z uwzglednieniem ich topo-
graficznego zréznicowania.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 20 szczurach rasy Wistar, samcach 6-ty-
godniowych w momencie zaczynania doswiadczenia, o masie ciala okoio
160 g. Zwierzeta przez 8 tygodni zamiast wody otrzymywaly do picia
0,8%0 wodny roztwér chlorku manganawego (MnCly). Grupe kontroing
stanowily szczury w tym samym wieku pojone woda, przetrzymywane
przez okres do$wiadczenia w tych samych warunkach hodowlanych.
Obie grupy zwierzat usmiercano w nastepnym dniu po zakonczeniu po-
jenia MnCl,.

Zwierzeta przeznaczone do badan w mikroskopie $wietlnym usmier-
cano wykonujgc przezsercowg perfuzje 10% zobojetnionym roztworem
formaliny. Mézgowie po wyjeciu dotrwalano w plynie perfuzyjnym przez
48 godzin, a nastepnie krojono na bloki w plaszczyznie czolowej i po-
bierano do badania skrawki na poziomie dobrze rozwinigtych zwojow
podstawy oraz $rédmoézgowie. Bloki tkankowe przeprowadzano w sposob
rutynowy do parafiny. Preparaty barwiono hematoksyling i eozyng oraz
wedlug metody Kliivera—Barrery.

Zwierzeta przeznaczone do badan mikroskopowo-elektronowych per-
fundowano 2,5 aldehydem glutarowym w 0,1 M buforze kakodylano-
wym o pH 7,4. Po wyjeciu moézgowia pobierano wycinki z kory moézgu,
zakretu hipokampa, istoty czarnej i prazkowia. Bloki tkankowe dotrwa-
lano przez 1 godz. w 2,5% aldehydzie glutarowym, nastepnie ptukano
w 0,1 M buforze kakodylanowym i utrwalano dodatkowo przez 1 godz.
w 2% czterotlenku osmu w 0,1 M buforze kakodylanowym, odwadniano
w sposob rutynowy i zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie skrawki kon-
trastowano w octanie uranylu i cytrynianie otowiu. Posilkowano sie
mikroskopem elektronowym JEM 7A.

WYNIKI

Szczury pojone MnCl, nie wykazaly objawéw neurologicznych. Za-
obserwowano jedynie zmatowienie siersci oraz obnizenie masy ciala
o 8% w poréwnaniu ze szczurami grupy kontrolnej.

W mikroskopie swietlnym obserwowano niewielkie rozrzedzenie utka-
nia w warstwie brzeznej kory, natomiast w jej gtebszych warstwach roz-
siane nadbarwliwe neurony (neurony ciemne). Neurony prazkowia nie
wykazywaty wyraznych cech uszkodzenia. W peczkach wiokien striopalli-
darnych widoczne byly pojedyncze jamki. Wokoél niektérych komorek
glejowych i drobnych naczyn spostrzegano nieznacznie poszerzone prze-
strzenie. W rogu Amona obserwowano jedynie pojedyncze nadbarwliwe
i obkurczone neurony. Nieliczne tego typu komérki znajdowano réwniez
w istocie czarnej, natomiast w ukladach przylegajacych do niej widkien
widoczne bylo niewielkie rozrzedzenie struktury oraz pojedyncze jamki
o nieregularnym ksztalcie.
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Ryc. 1. Kora moézgu. Fragment astrocytu (A) o obrzmialej cytoplazmie pozbawio-
nej organelli oraz fragment ,ciemnego” neuronu (N). Widoczne roéwniez synapsy
(S) obrzmiale ze skupieniem pecherzykéw synaptycznych. Pow. 12 750 X
Fig. 1. Cerebral cortex. Fragment of astrocyte (A) with swollen cytoplasm devoid
of cellular organelles and fragment of a dark neuron (N). Synapses (S) swollen
with aggregates of synaptic vesicles are also seen. X 12750
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Ryc. 2. Kora mo6zgu. Fragment naczynia przedwlosowategou 0 pfawidlowej budowie
ultrastrukturalnej. W komoérkach s$rédblonka zwiekszona liczba pecherzykéw pino-
cytarnych. Przynaczyniowe wypustki astrogleju o obrzmialej cytoplazmie ze zniko-
mg iloScig organelli. Pow. 12450 X
Fig. 2. Cerebral cortex. Fragment of precapillary blood vessel with normal ultra-
structural features. Increased number of pinocytic vesicles in endothelial cells.
Perivascular astrocytic processes with remarkable cytoplasmic swelling and resi-
dual cellular organelles. X 12 450
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W badanych w mikroskopie elektronowym strukturach ukladu ner-
wowego zwierzat pojonych MnCl, zaobserwowano szereg nieprawidiowo-
$ci ultrastrukturalnych. W korze moézgu obserwowane sporadycznie zmia-
ny dotyczyly komorek nerwowych i astrocytéow. Obraz mikroskopowo-
-elektronowy oligodendrocytéw nie odbiegal od stanu prawidiowego.

Wiekszo$¢ obserwowanych neuronéw wykazywala niezmieniong ultra-
strukture. Spotykano jednakze tzw.. neurony ciemne. Polozone w ich
sasiedztwie zakonczenia synaptyczne charakteryzowaty sie z reguly ob-
rzmieniem aksoplazmy oraz obecno$cig niewielkiej ilosci pecherzykow
synaptycznych, przewaznie bezladnie rozproszonych. W wiekszosci astro-
cytéw obserwowano przejasnienia cytoplazmy perikarionalnej i wypust-
kowej o zréznicowanym nasileniu oraz zmniejszenie ilosci struktur sub-
komoérkowych (ryc. 1). Okolonaczyniowe wypustki astrocytarne byly
czesto obrzmiale i calkowicie pozbawione organelli (ryc. 2).

W zakrecie hipokampa neurony nie wykazywaly nieprawidlowosci
ultrastrukturalnych, jedynie niektére astrocyty i ich wypustki przeja-
wialy cechy umiarkowanego obrzmienia (ryc. 3). Rzadziej spotykano ob-
rzmienie wypustek astrocytarnych wokét naczyn.

Badanie istoty czarnej ujawnilo nieprawidtowosci w budowie ultra-
strukturalnej niektérych zmielinizowanych wloékien. Dotyczyly one za-
réwno samych aksonéw, jak i ostonek mielinowych. Wiele aksonéw cha-
rakteryzowalo sie obecnoscig elektronowo przeziernej aksoplazmy z po-
jedynczymi maltymi mitochondriami o skondensowanej macierzy oraz
ogniskowo znaczng iloscig struktur filamentarnych tworzgcych peczki
(ryc. 4). Obecne byly tez aksony o znacznie obkurczonej i zageszczonej
aksoplazmie, obfitujgce w struktury filamentarne do$¢ réwnomiernie roz-
mieszczone (ryc. 5). Wiele wiokien mialo ostonke mielinowg o niepra-
widlowej budowie, z odcinkowo rozwarstwionymi lub posklejanymi blasz-
kami (ryc. 6). Obserwowano réwniez widkna nerwowe z ostonkami o nie-
prawidlowym uktadzie blaszek tworzgcych owalne struktury o koncen-
trycznym ukladzie, pozostajace przewaznie w Iaczno$ci z ostonks (ryc. 7).
Wsréd zmielinizowanych widkien o prawidlowej budowie ultrastruktu-
ralnej wiekszos¢ wykazywata do$¢ wyrazne poszerzenia przestrzeni okoto-
aksonalnych, zawartych miedzy aksonem o jasnej lub ciemnej akso-
plazmie i okoloaksonalng blaszka mielinowg. W wiekszosci komérek oli-
godendroglejowych stwierdzano réznie nasilone przejasnienia cytoplazmy
z malg iloScig organelli i obecnoscig wielkich wakuoli. Jgdra tych ko-
morek mialy jednakze prawidlowg budowe ultrastrukturalng. Wiekszosé
neuronéw istoty czarnej nie wykazywala istotnych odchylen od stanu
prawidlowego, spotykano jednakze réwniez neurony obkurczone ,ciem-
ne”, w poblizu ktérych obecne byly komérki mikrogleju. Astrocyty
z cechami obrzmienia cytoplazmy spotykano sporadycznie w neuropilu
i woko6t naczyn.

Obraz mikroskopowo-elektronowy prazkowia nie réznil sie zasadni-

12 — Neuropatologia 4/87
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Ryc. 3. Zakret hipokampa. Fragmenty neuronéw (N) o prawidlowej budowie ultra-
strukturalnej. Wypustki astrocytéw (A) o obrzmialej cytoplazmie, prawie pozba-
wionej organelli. Pow. 12 450 X
Fig. 3. Ammon’s horn cortex. Fragments of neurons with entirely normal ultra-
structural picture. Astrocytic processes (A) reveal cytoplasmic swelling and almost
total lack of cellular organelles. X 12450
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Ryc. 4. Istota czarna. Widoczne aksony z jasng aksoplazmg zawierajaca znaczng
ilos¢ struktur filamentarnych (strzaiki) i mitochondria o zageszczonej macierzy lub
cze$ciowo obrzmiale. Pow. 12450 X
Fig. 4. Substantia nigra. Axons with light cytoplasm containing increased amount
of filamentous structures (arrows) and abnormal mitochondria with condensed
matrix, some of them showing features of swelling. X 12450
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Ryc. 5. Istota czarna. Wi6kna nerwowe z aksonami o jasnej (ax) i ciemnej (ax,)
aksoplazmie. Poszerzone sg rowniez przestrzenie okoloaksonalne (strzatki). Fragment
oligodendrocytu z obrzmialg cytoplazma. Pow. 12 450 X
Fig. 5. Substantia nigra. Axons with variable axoplasmic appearance: some of
them with light (ax), other with condensed (ax;) axoplasm. Periaxonal spaces
dilated (arrows). Visible fragment of oligodendrocyte shows swollen cytoplasm.
X 12450
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Ryc. 6. Istota czarna. Wi6kno nerwowe z aksonem o prawidlowej budowie ultra-
strukturalnej z odcinkowym rozwarstwieniem ostonki mielinowej. Pow. 12450 X

Fig. 6. Substantia nigra. Nerve fibre with normally appearing axon shows partial
splitting of myelin sheath. X 12450
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Ryc. 7. Istota czarna. Nieprawidlowy uklad blaszek oslonki mielinowej. Owalne
mielinowe struktury $rédaksonalne o koncentrycznym ukladzie blaszek, pozosta-
jace w lgcznosci z ostonka. Pow. 12450 X
Fig. 7. Substantia nigra. Abnormal structure of myelin lamellae. Oval myelin struc-
tures with concentric lamellar arrangement are located intraaxoplasmically, pre-
serving contact with myelin sheath. X 12450
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i . : !
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Ryc. 8. Prazkowie. We fragmentach wldkien nerwowych aksony z jasng aksoplazmg,

zawierajgce duzg ilo§¢ struktur neurofilamentarnych oraz stosunkowo nieliczne

mikrotubule. Widoczne poszerzenia przestrzeni okoloaksonalnej (strzalka) i roz-

warstwienia ostonki mielinowej. Pow. 12 450 X ~

Fig. 8. Striatum. Fragments of nerve fibres with axons containing abundant neuro-

filamentous structures and relatively scarce microtubules. Dilatation of periaxo-
nal space (arrow) and splitting of myelin lamellae are also seen. X 12450
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Ryc. 9. Prazkowie. Fragment neuronu bogatego w organelle. Zwraca uwage bardzo
duza ilo$¢ elementéw cytoskeletonu i obrzmiale mitochondria. Wiekszo§é synaps
o obrzmialej aksoplazmie i skupiajacych sie pecherzykach synaptycznych. Pow.
12 450 X
Fig. 9. Striatum. Fragment of neuron rich in organelles. Note rich cytoskeleton
elements and swollen mitochondria. Most of the synapses with swollen cytoplasm
and aggregation of synaptic vesicles. X 12450
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czo od opisanego w istocie czarnej. Odnosilo sie to w szczegélnosci do
nieprawidlowosci w uksztaltowaniu aksonéw i oslonek mielinowych (ryc.
8). W komorkach nerwowych obserwowano podobne zmiany jak w neu-
ronach istoty czarnej. Wiele neuronéw o cechach hiperaktywnosci zna-
mionowalo sie zwiekszong liczebnos$cig organelli oraz elementéw cytoske-
letonu. Mitochondria byly jednak przewaznie obrzmiale. Znajdujace sie
w neuropilu zakonczenia synaptyczne mialy przewaznie rozrzedzong ak-
soplazme i nieliczne, czesto skupione pecherzyki synaptyczne (ryc. 9).

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki badan mikroskopowo-elektronowych wskazuja
na reakcje niektérych elementéw komoérkowych w wybranych struktu-
rach moézgu szczura w doswiadczalnym =zatruciu chlorkiem mangana-
wym. W badanych przez nas wycinkach z kory centralnej, zakretu hipo-
kampa, istoty czarnej oraz prazkowia wystepowaly zmiany mogace $wiad-
czy¢ o zréznicowanej wrazliwosci poszczegélnych regionéw moézgowia na
dzialanie manganu. Cechg wspélng dla wszystkich badanych obszarow
oun bylo obrzmienie astrocytéw dotyczgce zaréwno ich perykarionow,
jak i wypustek. Natomiast charakterystyczng zmiang w istocie czarnej
i prazkowiu byly nieprawidlowosci w budowie aksonéw i oslonek mieli-
nowych oraz satelitarnych oligodendrocytéw. Mozna sadzi¢, ze u pod-
loza obserwowanych uszkodzen aksonalnych lezg pierwotne “zmiany w
komorkach ‘nerwowych, wyrazajace sie wystepowaniem tzw. ciemnych
neuronéw. Nie mozna jednak wylaczyé bezposredniego wplywu manganu
na rozw6j zmian we wibéknach nerwowych. Badania przeprowadzone na
hodowli prazkowia poddanej in vitro dzialaniu MnCl, wykazaly prze-
wage zmian w wypustkach nerwowych i komoérkach glejowych nad uszko-
dzeniem perykarionéw komérek nerwowych (Gajkowska i wsp. 1983).
Jednakze w malych neuronach prazkowia obserwowano w tych warun-
kach znaczne nieprawidlowosci ultrastrukturalne, a takze ostabienie ak-
tywnosci szeregu dehydrogenaz i acetylocholinoesterazy. Zdaniem auto-
row wilékna o zmienionej aksoplazmie mogg stanowi¢ wypustki tych
wlasnie matych neuronéw. Obnizenie aktywnosci enzymoéw mitochon-
drialnych wykazano po zatruciu manganem w licznych badaniach bio-
chemicznych i histochemicznych (Chandra 1972; Hietanen i wsp. 1981).
Dydyk i Mossakowski (1984) obserwowali po zatruciu MnCl, znaczne
uszkodzenie ultrastruktury mitochondriéw zaré6wno w neuronach, jak
réowniez w komoérkach glejowych. Autorzy ci wigzali zmiany w mito-
chondriach ze znanym powinowactwem manganu do tych organelli, wy-
stepujagcym zaré6wno w warunkach prawidlowych, jak i patologicznych.

Zmiany w ositonkach mielinowych o podobnym charakterze, jak w
naszym materiale obserwowano réwniez w hodowli prazkowia poddanej
dzialaniu MnCl, (Gajkowska i wsp. 1983), jak i w modelu in vivo (Mossa-
kowski i wsp. 1983). Byly one réwniez podobne do opisanych u szczuréw
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po zatruciu kobaltem z réwnoczesnym niedokrwieniem mézgu (Gajkow-
ska i wsp. 1985). Zblizony charakter tych nieprawidlowosci moze wy-
nika¢ z duzego podobienstwa dzialania kobaltu i manganu w ukladach
blon komoérkowych (Iwasa, Inbushi 1983).

Nieprawidlowosci w aksonach i oslonkach mielinowych wystepowaly
w naszym materiale w istocie czarnej oraz pragzkowiu, natomiast nie
stwierdzono ich w korze moézgu i w zakrecie hipokampa. Wskazuje to
na zréznicowanie wrazliwosci badanych struktur na dzialanie manganu.
Mozna przypuszcza¢, ze zmiany w ostonkach mielinowych stanowig na-
stepstwo zaburzen metabolizmu oligodendrocytéw, ktérych obrzmienie
obserwowano réwniez tylko w istocie czarnej i prazkowiu. Nalezy przy
tym podkresli¢, ze w prazkowiu hodowanym in vitro w obecnosci man-
ganu oligodendrocyty wykazywaty bardzo znaczne nieprawidtowosci ultra-
strukturalne (Gajkowska i wsp. 1983).

Obrzmienie astrocytéw obserwowano w naszym materiale we wszyst-
kich badanych strukturach, podobnie zreszta jak u szczuréw po dozyl-
nym podawaniu MnCl,. Nie stwierdzono natomiast w naszym materiale
odczynu widkienkowego astrogleju, traktowanego przez Mossakowskiego
i wsp. (1983) jako nastepstwo naczyniopochodnego obrzeku wystepuja-
cego we wczesnej fazie po zatruciu i wyprzedzajacego obrzek cytotok-
syczny. Wykladniki tego ostatniego stwierdzono réwniez w naszym mo-
delu w badaniach mikroskopowo-elektronowych, jakkolwiek byly one
mniej nasilone i mialy mniejszy zasieg niz po dozylnym zatruwaniu
zwierzat.

Nieprawidlowos$ci obserwowane w okreslonych tylko elementach struk-
turalnych oun, zwlaszcza wobec braku uogélnienia uszkodzen, sugeruja,
ze zatrucie manganem prowadzi do rozleglych zaburzen metabolicznych,
ktore znajdujg wykladnik morfologiczny tylko w tych obszarach oun,
ktére sg najbardziej wrazliwe na jego dzialanie.

STRUCTURAL CHANGES IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM
OF RATS AS THE RESULT OF POISONING WITH MANGANOUS
CHLORIDE (MnCly)

Summary

Results of morphological studies in the light and the electron microscope of
the cerebral cortex, hippocampal gyrus, substantia nigra nad corpus striatum in
experimental poisoning of rats with manganous chloride are presented. The animals
received instead of drinking water a 0.8 per cent aqueous solution of manganous
chloride for eight weeks.

Some rarefaction of the white matter and the presence of “dark neurons” were
noted in the examined structures in the light microscope. Electron-microscopy re-
vealed in all the structures under study swelling of perikarya of astrocytes and
their processes, especially the perivascular ones. In the striatum and substantia
nigra ultrastructural abnormalities were observed, moreover, in numerous neu-
rons, in the mylinated fibers and axonal endings. Swelling of oligodendrocytes was
also noted.



Encefalopatia manganowa 537

CTPYKTYPAJIbHBIE U3MEHEHVSI B LIEHTPAJIBHO HEPBHOW CUCTEME
KPBICBI BCJIIEACTBUE OTPABJIEHUSA XJIOPMCTBIM MAHI'AHLIOM (MnCl;)

Pe3ome

IlpencraBneHsbl pe3ybTaThl THCTONATOJIOrHYECKOTO ¥ 3JIEKTPOHHOMHKOCKONHYECKOTO MCCrie-

JIOBaHMsA KOPbHI MO3ra, KOHHKOBOM H3BHIIMHBI, YEPHOTO BEIIECTBA M MOJIOCATOrO TeJa B JKCIEPH-
MEHTAJIbHOM OTPABJICHHM XJIOPACTHIM MAaHTAHLOM Y KPbIChl. JKNBOTHbIC B TeYeHHE 8§ HEIENb Io-
nydanu 0,89, BOmHBIA PacTBOP XJOPHUCTOrO MAHTaHIIA BMECTO NMUIIEBOH BOABI. B mccnemyemMbix
CTPYKTYpPax [EHTPAIbHON HEPBHO! CHCTEMBI B CBETOBO MMKpOCKOMAM OOHApyxeHO Hebosbioe
pa3spexenne Oenoro BemIeCTBA W HPUCYTCTBHE ,, TEMHBIX® HEBPOHOB.

DIEKTPOHHO-MAKPOCKOIIMYECKOE HCCIIEIOBAHME BCEX WMCCIEAYEMBIX CTPYKTYP BBISBHIO Ha-

‘Oyxanne NepUKapHoOHOB ACTPOLMTOB 1 MX OTPOCTKOB, OCOOEHHO OKOJIOCOCYAMCTHIX. B moyocaTom
Tejle ¥ YePHOM BellecTBe Haboganmmuch, KpOME TOrO, YIbTPAaCTPYKTYpPHbIE H3MEHEHHS B MHOIO-
YHUCJIEHHBIX HEBPOHAX, B MHEJIMHU3WPOBAHHBIX HEPBHBIX BOJIOKHAX W AKCHOHAJIBHBIX OKOHYAHWSX.
O6HapyxeHo Takxke HaOy3aHHe ONMTOACHAPOIIHH.

~1
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Apart from the classic form of amyotrophic lateral sclerosis (ALS),
characterized by clinical symptoms of simultaneous involvement of both
upper and lower motor neurons, there exists quite a number of atypi-
cal forms of the disease (Hudson 1981). These, occurring both in spora-
dic and familial variants combine in addition to the leading motor neu-
ron symptomatology, clinical features indicating involvement of other
systems of the neuraxis. Among them, combination of amyotrophic la-
teral sclerosis with dementia and/or extrapyramidal syndrome seems
to be the most common (Greenfield, Matthews 1954; Boudouresques et
al. 1967; Bonduelle et al. 1968, 1970; Moya et al. 1969; Munset, Bradley
1979; Hudson 1981). The latter cases are clinically similar to those ende-
mically occurring on the Guam island and Kii peninsula in Japan, as
combination of ALS with the Parkinsonism-Dementia complex (Kurland,
Brody 1975; Shiraki, Yase 1975; Mitsuyama, Takamiya 1979).

The pathomorphology of the disease shows even greater variability.
Even in its classic form, in a large proportion of cases, neuropathologi-
cal abnormalities exceed widely the structures of upper and lower mo-
tor neurons (Smith 1960; Brownell et al. 1970). The pathomorphological
variability is considerably greater in atypical forms of the disease, in
which involvement of other structures of the brain and spinal cord is
as common as alterations of both neurons of the motor pathway (Green-
field, Matthews 1954; Boudouresques et al. 1967; Moya et al. 1969;
Brownell et al. 1970; Bots, Staal 1973; Finlayson et al. 1973; Kaiya, Me-
hraein 1974; Kosaka, Mehraein 1978; Hudson 1981).

Our intention is to present a clinical-pathological analysis of a case
of amyotrophic lateral sclerosis with atypical clinical picture and course
and unusually rich and complex neuropathological findings.
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CASE REPORT

Clinical data *

The case concerned a 47-year-old man with negative family history,
in whom general asthenia and apathy, mental and psychomotor slow-
ness, difficulty in walking with weakness of lower extremities, slurred
speach and writing abnormalities had been progressively developing in
the course of the last year prior to hospitalization. Neurological exami-
nation, in addition to mild dementia, speach difficulty and writing ab-
normality revealed increased muscle tone in all extremities, fine tre-
mor in upper limbs, bilateral lack of ankle jerks and Babinski sign on
the right side. Due to lowered ceruloplasmine (9.5 mg%) and copper
levels in the blood serum (30 ug%e) and presence of a delicate Kayser-
-Fleischer ring found on ophthalmological examination, Wilson’s disease
was diagnosed and typical therapy with chelating agents was applied
with positive subjective results.

Three years later, on second hospitalization, severe deterioration of
the patient’s state was found. The demented patient was emaciated, he
did not speak spontaneously, neither did he answer questions and fol-
low orders. Swallowing difficulties were noticeable. The face was ami-
mic, palmomental and snout reflexes were present. Muscle wasting in-
volving bilaterally shoulder girdle muscles and those of both hands was
striking. Fasciculations in the atrophic muscle groups were present.
Coarse tremor was observed in both hands. Muscle strength in both low-
er extremities was decreased. Increased muscle tone of extrapyrami-
dal type was present in all extremities. Tendon reflexes in lower ex-
tremities were absent. Plantar reflexes were bilaterally extensor. Ceru-
loplasmine level was extremely low (0.55 mg%), that of copper, al-
though higher than in previous examination, was lower than normal
(70 pg%o). A discreet Kayser-Fleischer ring was also seen.

During the 4-month hospitalization the patient progressively dete-
riorated. He died 4 years after the beginning of clinical symptoms.

Pathological findings

General autopsy findings were irrelevant. Moderate atheromatosis
of larger arteries and purulent bronchitis and bronchopneumonia were
noted. Liver cirrhosis was not a feature. Microscopic examination of
liver revealed moderate vacuolization of hepatocyte nuclei.

Neuropathological findings

Gross brain examination revealed moderate frontal cortical atrophy,

* The patient was treated in the Neurological Department, Postgraduate Medi-
cal Education Centre, Military Medical Academy, Warsaw. The authors are indept to
Prof. Dr. T. Domzal for kind permission to use clinical data.
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atrophy and bilateral cavitation of substantia nigra, some atrophy of
cervical spinal enlargement and poor outlines of grey spinal structures.
In addition an inveterate hemorrhagic focus was found in the temporo-
-parietal region of the right hemisphere.

Microscopic examination. Microscopic neuropathological examination
was carried out on representative sections of the brain, brain stem, cere-
bellum and spinal cord. Paraffin sections were stained with hematoxylin-
-eosin and according to Kliiver-Barrera, van Giesen, Griedley, Kanzler-
-Arendt and PAS methods. Silver-impregnation according to Bielschow-
sky was performed on frozen sections. Histochemical reaction for iron
was run according to Pearle’s method.

Microscopic examination revealed severe loss of large motor neurons
in the anterior horns of the spinal cord, being the most pronounced
in the spinal enlargements, first of all the cervical one. Here, practically
the whole population of large motor neurons was absent, with only some
small nerve cells preserved (Fig. 1). In other spinal segments neuronal
loss concerned mostly antero-medial groups of large motor neurons.
The preserved motor nerve cells showed severe degeneration in the form
of lipochromatosis, chromatolysis, shrinkage and vacuolar degeneration
(Fig. 2a). Some cells showed features of granulovacuolar degeneration
(Fig. 2b). Similar abnormalities, but much less pronounced, concerned
posterior horn neurons. Neuronal loss and degeneration were accompa-
nied by cellular and fibrous gliosis. Neuronal loss and degeneration in-
volved also motor nuclei of the cranial nerves, mostly those of the hy-
poglossus and vagus nerves (Fig. 3). Changes in the motor cortex were
less advanced, although there was moderate rarefaction of large pyra-
midal neurons in the fifth cortical layer. There was no noticeable de-
myelination of the pyramidal tracts on their whole length, except slight
pallor of some pyramidal bundles in the pons. However, under higher
magnification some rarefaction and spongiosis, with no macrophagic acti-
vity, were seen in the lateral cortico-spinal tracts in the cervical and tho-
racic segments of the spinal cord. Similar abnormalities were present
in the dorsal spino-cerebellar tracts and in the central portion of the
posterior funiculi.

Substantia nigra in addition to macroscopically seen bilateral cavita-
tion revealed almost complete neuronal loss in both compact and reti-
cular portions. The only melanin-bearing neurons left were those located
in the most lateral part of the structure. Coarse and fine melanin gra-
nules were lying loosely in the neuropil, often in perivascular aggrega-
tions (Fig. 4). This was accompanied by severe cellular and fibrous gliosis.
Numerous yellowish-brown, fine granular deposits were spread widely
over the structure (Fig. 5). Their accumulation arround astrocytic nuclei
suggested their intracellular location. Most of them revealed a positive
iron reaction (Fig. 6).
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Fig. 1. Spinal cord, cervical segment. Almost total loss of large motor neurons with
secondary gliosis. Kliiver—Barrera. X 60

Ryc. 1. Rdzen kregowy, odcinek szyjny. Prawie calkowity zanik duzych neuronéw
ruchowych z wtérng fibroglejoza. Kliiver—Barrera. Pow. 60 X
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Globus pallidus was bilaterally shrunken and fibrous (Fig. 7). There
was severe neuronal loss and degeneration and glial proliferation and
hypertrophy (Fig. 8). Numerous fine and coarse granular deposits, simi-
lar to those seen in substantia nigra, were spread widely in the neuropil
and aggregated arround astrocytic nuclei. Most of them revealed a posi-
tive reaction for iron, although some of them were negative (Fig. 9).
There was strong adventitial siderosis of medium-size pallidal arteries.
Cytology of the putamina, caudate and subthalamic nuclei was appar-
ently normal. Thalami showed moderate neuronal loss and degenera-
tion. In both putamina and thalami some delicate iron-positive deposits
were seen. Frontal cortex showed patchy and laminar neuronal loss,
confined in most instances to the II and III cortical layers, with no re-
markable astrocytic proliferation (Fig. 10). There was some pallor of
myelin in the frontal subcortical white matter. Neurofibrillary tangles,
Pick’s argentophilic degeneration and senile plaques were not a feature.
The most striking finding consisted in the presence of numerous neuro-
axonal spheroids spread all over the central nervous system. Varying
greatly in size and morphology they were most numerous in both grey
and white structures of the spinal cord (Fig. 11), substantia nigra (Fig.

Fig. 2. Degeneration of large motor neurons. A) Severe lipochromatosis and shrink-
age of large motor neurons in the cervical segment of spinal cord. H—E. X 400.
B) Vacuolar and granulovacuolar degeneration of large motor neuron in the lum-
bar segment of the spinal cord. H—E. < 1200
Ryc. 2. Zwyrodnienie duzych neuronéw ruchowych. A) Stluszczenie i obkurczenie
zachowanych duzych neuronéw ruchowych w szyjnym odcinku rdzenia kregowego.
H—E. Pow. 400 . B) Wodniczkowe i ziarnisto-wodniczkowe zwyrodnienie duzego
neuronu ruchowego w ledZzwiowym odcinku rdzenia kregowego. H—E. Pow. 1200 X

Fig. 3. Neuronal loss and degeneration in the nucleus of hypoglossal nerve. Kliiver—
Barrera. < 200
Ryc. 3. Ubytki komoérek nerwowych i zwyrodnienia neuronalne w jadrze nerwu
podjezykowego. Kliiver—Barrera. Pow. 200 *

Fig. 4. Substantia nigra: loss of pigmented cells, cellular gliosis, loose granules of
pigment lying free in the neuropil. H—E. < 200

Ryc. 4. Istota czarna: zanik komorek barwnikowych, glejoza komorkowa, ziarna
barwnika rozsiane w neuropilu. H—E. Pow. 200 <

Fig. 5. Substantia nigra: glial proliferation and hypertrophy. Fine granular deposits
seen in neuropil. H—E. X 400

Ryc. 5. Istota czarna: proliferacja i przerost gleju. Drobnoziarniste zlogi w neuro-
pilu. H—E. Pow. 400 x

Fig. 6. Substantia nigra: coarse and fine granular iron-positive deposits. Pearle.
* 400
Ryc. 6. Istota czarna: grube i delikatne zelazo-dodatnie zlogi. Pearle. Pow. 400 X

13 — Neuropatologia 4/87
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12) and pallidum. They were less numerous in the medulla, being not
limited to the nuclei of the posterior funiculi, in basal ganglia, thalami,
cerebral cortex and the subcortical white matter. The neuropathological
picture of the case was completed by severe fibrosis and hyalinization
of the small blood vessel walls (Fig. 13); this being most advanced in
the white matter of the spinal cord and putamina.

Chemical data

The copper content in basal ganglia, cerebral cortex and subcortical
white matter was 24.43, 11.74 and 7.02 mg of copper/g of the dry tissue
weight, respectively. Lead content, estimated as that of copper, spectro-
photometrically (atomic absorption standard method of Jarrall-Ash) was
markedly increased in all examined structures of the central nervous
system as compared with that found in identical CNS areas in a non-neu-
rological patient of the same age group as ours. The comparative data
are shown in Table 1.

Fig. 7. Globus pallidus: shrinkage and fibrogliosis of medial and lateral segments.
Kanzler—Arendt, Magnif. glass.
Ryc. 7. Galka blada: obkurczenie i glejoza widknista obu segmentow jadra. Kan-
zler—Arendt. Pow. lupowe

Fig. 8. Globus pallidus: glial proliferation and hypertrophy, fine granular material
spread over neuropil. Axonal spheroid seen in the lower part of the picture. H—E.
# 400
Ryc. 8. Galka blada: proliferacja i przerost gleju, drobnoziarniste zlogi rozsiane w
neuropilu. Sferoid aksonalny widoczny w dolnym fragmencie ryciny. H—E. Pow.

400 ~

Fig. 9. Globus pallidus: granular, iron-positive deposits spread over neuropil. Pearle.
X 200

Ryc. 9. Galka blada: ziarniste, zelazo-dodatnie zlogi w neuropilu. Pearle. Pow.
200 ~

Fig. 10. Frontal cortex: neuronal loss in II and III layers. Kliiver—Barrera. ~ 100
Ryc. 10. Kora czolowa: ubytki neuronalne w II i III warstwie. Kliiver—Barrera.
Pow. 100 -

Fig. 11. Spinal cord: A) axonal spheroid from the lateral funiculus. H—E. > 800.
B) axonal spheroids from the posterior spinal root. H—E. X 400
Ryc. 11. Rdzen kregowy: A) sferoid aksonalny z bocznych powrézkéw. H—E. Pow.
800 X. B) sferoid aksonalny w sSrédrdzeniowym odcinku korzenia tylnego. H—E.
Pow. 400 X
Fig. 12. Spheroid in the reticular part of substantia nigra. H—E. X 800
Ryc. 12. Istota czarna: sferoid aksonalny w cze$ci siatkowatej H—E. Pow. 800 X
Fig. 13. Fibrosis of blood vessel walls in the posterior funiculus of the spinal cord.
H—E. X 400

Ryc. 13. Rdzen kregowy: zwléknienie §ciany drobnego naczynia tetniczego w po-
wrozku tylnym. H—E. Pow. 400 X
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Table 1. Lead content in various structures of the central nervous system
(ng/g of dry tissue weight)
Tabela 1. Zawarto$¢ olowiu w roéznych strukturach os$rodkowego ukladu
nerwowego (p.g/g suchej masy tkanki)

Structure of the CNS Patient Reference case
Struktura oun Pacjent Przypadek referencyjny
Cerebral cortex
7.20 3.15

Kora moézgu
Subcortical white matter

2 s
Istota biala podkorowa 5.62 2.11
Basal ganglia
Jadra podstawy 8.68 4.10
Spinal cord
Rdzen kregowy 21.90 7.20
DISCUSSION

In the presented case, the 4-year-long disease process began with
progressive psychoorganic changes concomitant with an extrapyramidal
syndrome with some features of pyramidal involvement. Muscular atro-
phy with fasciculations, involving bilaterally upper limbs appeared in
the further stage of the disease. The extrapyramidal syndrome with psy-
choorganic changes, accompanied by both laboratory and clinical ex-
ponents of copper metabolism abnormalities inclined the clinician to
diagnose hepato-lenticular degeneration. Further development of the
disease, especially appearance of the amyotrophic syndrome, shook this
diagnosis, which was neither proven at the postmortem examination.
This revealed lack of liver pathology and neuropathological exponents
of Wilson’s disease as well as an apparently normal copper level in
the brain tissue. However, the question of copper metabolism disturb-
ances, manifested by reduced blood content of both copper and ceruloplas-
mine and presence of the Kayser-Fleischer corneal ring remains open.
The same concerns the transitory positive clinical response to copper-
-chelating agents, while House et al. (1978) pointed out negative results
of penicillamine treatment in amyotrophic lateral sclerosis.

Light-microscopic examination revealed a variety of neuropathologi-
cal abnormalities involving practically the whole central nervous system.
Neuronal loss and degeneration concerning spinal and bulbar motor neu-
rons are classic neuropathological exponents of amyotrophic lateral scle-
rosis. Involvement of the upper motor neurons, although present, was
mild. This, however, has been observed in quite a number of the most
classic cases of ALS. In the series of Brownell et al. (1970) in 20 per cent
of classic cases there were no changes in pyramidal tracts and motor
cortex. On the other hand slight involvement of the posterior horn neu-
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rons and abnormalities in the posterior funiculi and spino-cerebellar tracts
are not unusual components of both classic and atypical forms of the
disease. So are neuronal loss and degeneration, in globus pallidus and
substantia nigra (Malamud et al. 1961; Boudouresques et al. 1967; Moya
et al. 1969; Bonduelle et al. 1968; Bots, Staal 1973; Kaiya, Mehraein
1974; Shiraki, Yase 1975; Kosaka, Mehraein 1978; Hudson 1981). Both
of these structures, alongside with the cerebral cortex, belong to those
most commonly affected in ALS combined with dementia and/or ex-
trapyramidal syndrome. In our case nigral and pallidal lesions were
particularly intensive. Damage to substantia nigra resulted in its cavita-
tion. The clinically extrapyramidal syndrome preceded the appearance
of amyotrophy. Neuronal loss, secondary gliosis, neuroaxonal dystrophy
and accumulation of iron-positive deposits in the substantia nigra and
globus pallidus, observed in our case, constitute a typical neuropatholo-
gical background of the Hallervorden-Spatz disease. Concomitance of
morphological abnormalities characteristic of the Hallervorden-Spatz
disease, with amyotrophic lateral sclerosis was described by Hirano et
al. (1961), Staat and Bots (1969), Bots and Staat (1973) and Kosaka and
Mehraein (1978). More striking neuropathological features of Hallervor-
den-Spatz disease were demonstrated by Shiraki and Yase (1975) in tweo
Japanese cases combining amyotrophic lateral sclerosis and the Parkin-
sonism-Dementia complex. Contrary to our case, pallidal changes were
more advanced than nigral ones. However, in Hallervorden-Spatz disease
pigmentary alterations concern selectively the reticular portion of the
substantia nigra, while in our case severe tissue disintegration with pig-
ment deposition involved both its reticular and compact parts. Cavita-
tion of substantia nigra, being the most advanced tissue abnormality,
was located in its reticular portion. Similarly, neuroaxonal spheroids,
although numerous in both substantia nigra and globus pallidus, were
spread widely all over the central nervous system. The distribution of
neuroaxonal degeneration in our case resembled more that described in
cases of neuroaxonal dystrophies than that characterictic o Hallervor-
den-Spatz disease (Seitelberger 1971). Spheroid localization exceeded
also the topistic sides of their accumulation connected with either phy-
siological or pathological brain ageing (Jellinger, Haub 1968; Jellinger,
Jirasek 1971; Seitelberger 1971; Fujisawa, Shiraki 1980). Neuroaxonal
spheroids were very common in most of the cases described by Shiraki
and Yase (1975), including those of both classic type and ALS combined
with the Parkinsonism-Dementia complex. However, their distribution,
contrary to our case, was limited to the affected areas of the spinal
cord and typical topistic sides of their accumulation. It seems that in
our case generalized neuroaxonal dystrophy can be considered either as
an exponent of a multisystemic dystrophic process (Blakemore, Cavanagh
1969; Koenig 1968; Jellinger, Jirasek 1971; Fujisawa, Shiraki 1980) or
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as an indicator of precocious presenile changes (Jellinger, Jirasek 1971).
The latter assumption is supported by the appearance of widespread gra-
nulovacuolar degeneration of neurons. In general the neuropathological
pattern of our case resembles most that of two previously mentioned
cases from the series of Shiraki and Yase (1975). However, the most
substantial difference between them consists in a lack in our case of
intracytoplasmic neurofibrillary tangles, which were the typical find-
ing in the Japanese cases. The second essential difference consists in
the presence of vascular abnormalities in the form of fibrosis and hyali-
nosis of small vessel walls, with consecutive perivascular damage to the
brain parenchyma. They occurred in a relatively young man with no
arterial hypertension or renal pathology, mild atheromatosis of larger
peripheral vessels and complete lack of atheromatosis in larger cerebral
arteries. This type of vascular abnormalities, although described in some
cases of amyotrophic lateral sclerosis (Rafalowska, Bunina 1969) does
not belong to typical elements of the neuropathological picture of the
disease.

The question of increased lead content in the tissue of the central
nervous system requires a short comment, because of the possibility of
professional exposure of our patient to the action of this metal. The
problem of the role of lead in the pathogenesis of amyotrophic lateral
sclerosis, opened at the beginning of the century with Wilson’s paper
(1907), has revived in the seventies, despite the changing general con-
cepts concerning the etiopathogenesis of this disease (Campbell et al.
1970; Petkau et al. 1974; Conradi et al. 1976, 1978). The concept of the
pathogenetic role of lead is based on observations of ALS cases indicat-
ing its increased content in blood serum, cerebro-spinal fluid and in seve-
ral tissues and organs, first of all in muscles and the peripheral and cen-
tral nervous systems (Conradi et al. 1976, 1978; Petkau et al. 1974). The
observation of Petkau et al. (1974) are of special interest, as they have
demonstrated increased lead levels in various parts of the central nervous
system, with the striking preponderance of the spinal cord in patients
with amyotrophic lateral sclerosis exposed and not exposed to contact
with the metal, exceeding that of an average population. According to
the hypothesis of Conradi et al. (1976, 1978) lead penetrates to the cen-
tral nervous system either through damaged blood vessels or via peri-
pheral nerves, transported with a retrograde axonal flow from motor-
-end-plates to the perikarya of large motor neurons. Involvement of
the upper motor neuron, secondary in nature, is supposed to be brought
about via transsynaptic metal transport from motor neurons localized
either in the spinal cord and/or medulla.

It seems extremely difficult to draw any conclusions in this respect
basing on the data concerning the presented case, despite its unusually
rich clinical picture and neuropathological abnormalities. However, it
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seems worthwhile to point out several questions. A striking increase of
lead content was found in all examined structures of the central ner-
vous system, being not limited to the spinal cord. This corresponds well
with generalized neuropathological changes, extending beyond both lower
and upper motor systems. Goldstein et al. (1974) have shown that chro-
nic lead intoxication produces disturbances in the metabolism of catecho-
lamines. This seems interesting in the light of extrapyramidal sympto-
matology, dominating alongside with the dementia clinical picture of the
disease in its initial stage. Severe neuronal loss within the cerebral
cortex, by no means limited to the motor area, which could be consi-
dered as structural basis for the psychoorganic syndrome in the relati-
vely young man without morphological features of presenile dementia,
was the only neuropathological alteration, common with the described
up till now, verified cases of lead encephalopathy (Whitefield et al. 1974;
Nyka et al. 1978). It should be added, however, that neuropathology of
lead encephalopathy is neither specific nor diagnostic. All the above
discussed questions cannot be considered as indicating pathogenic parti-
cipation of lead in the development of amyotrophic lateral sclerosis,
although in the particular case presented it could have played some role
in complicating and enriching both the clinical picture of the disease
and its pathomorphological exponents.

Summarizing, we would like to consider our case as one more example
of the coexistence of motor neuron disease with other systemic degene-
rative processes of the central nervous system with unusually rich and
diversiform neuropathology.

STWARDNIENIE ZANIKOWE BOCZNEJ Z UOGOLNIONA DYSTROFIA
NEUROAKSONALNA I WYBIORCZYM USZKODZENIEM UKEADU
NIGRO-PALIDARNEGO

Streszczenie

Przedstawiono przypadek 47-letniego chorego, u ktérego w okresie czterech
lat rozwinal sie ciezki, prowadzgcy do zejScia $miertelnego, zesp6l neurologiczny,
skladajacy sie z otepienia, objawéw pozapiramidowych, przypominajacych w ok-
resie poczatkowym obraz choroby Wilsona, dyskretnych objawéw piramidowych
oraz symetrycznych zanikOw mies$ni obreczy barkowej i ragk. Objawy zajecia ob-
wodowego neuronu ruchowego byly zjawiskiem stosunkowo poéznym, poprzedzo-
nym zespolem pozapiramidowym i cechami postepujgcego otepienia.

W obrazie neuropatologicznym stwierdzono zaawansowane objawy uszkodzenia
obwodowego neuronu ruchowego na poziomie opuszki i rdzenia kregowego, przede
wszystkim w obrebie zgrubienia szyjnego, bez wyraznego zajecia drég korowo-
-rdzeniowych. Dominujgcym zjawiskiem uzupelniajgcym bylo wybiércze, symetrycz-
ne uszkodzenie galki bladej i istoty czarnej, w jej czesci zbitej i siatkowatej, wy-
razajgce sie zanikiem neuronow, wtérng fibroglejozg oraz nagromadzeniem ziar-
nistych zlogéw zelazo-dodatnich. W calym osrodkowym ukladzie nerwowym, z wy-
razng przewaga ukladu nigropalidarnego, pnia mozgu, a przede wszystkim rdze-
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nia kregowego, wystepowaly liczne, réznigce sie ksztaltem i wielko$cig sferoidy
neuroaksonalne. W korze mozgu wystepowaly uogoélnione i rozsiane ubytki komo-
rek nerwowych, bez wyraznej predylekcji topograficznej. Zmian starczych, typu
plytek i zwyrodnienia widkienkowego Alzheimera, nie stwierdzono. Obecne byly
natomiast stosunkowo liczne neurony z cechami zwyrodnienia ziarnisto-wodniczko-
wego, glownie w formacjach rdzenia krggowego. Obraz neuropatologiczny uzupel-
nialy zmiany naczyniowe o typie zwléknienia i zeszkliwienia drobnych naczyn tet-
niczych. Badanie chemiczne wykazalo bardzo znaczny wzrost zawartosci olowiu
w korze mozgu, jadrach podstawy, a przede wszystkim w rdzeniu kregowym, prze-
kraczajgcej wielokrotnie odpowiednie wartosci kontrolne.

Autorzy uwazaja przedstawiony przypadek za przykiad wspoélistnienia stward-
nienia zanikowego bocznego z innymi ukladowymi procesami zwyrodnieniowymi
oSrodkowego ukladu nerwowego, o niezwykle bogatym i zréznicowanym obrazie
neuropatologicznym. Ze wzgledu na zawodowa ekspozycje chorego na dziatanie
olowiu, specjalng uwage zwroécono na mozliwag role patogenetyczna tego metalu w
opisanym zespole chorobowym.

BOKOBOM AMMUOTPO®UYECKWUN CKJIEPO3 C OBOBIIEHHOM
HEBPOAKCOHAJIBHOW JUCTPO®UEN U CEJEKTUBHBIM TTOBPEX/JIEHUEM
HUT'PO-TTIAJUJIMTAPHOM CUCTEMBI

Pesome

INpeacrasnen ciy4aii 47-neTHero 60JLHOrO y KOTOPOro MOSBMJICA ¥ B TeYEHWE 4 JIeT mpHBesn
K CMEPTH HEBPOJIOTMYECKHH CHHAPOM, COCTOALUMHA C JEMEHUXHU, IKCTPANUPAMAIHBIX CUMITOMOB
(C KIMHMYECKON KapTWHOM HamomMuHatouled Gone3nb BuibcoHa), ¢j1abo BbIPAXKEHHOIO NUPAMMII-
HOIO CHHIPOMA M CHMMETPHUYHOMU aTpOodUU MbIUIL 1JIeYeBOro nosica u pyk. CUMNTOMBI MOBPEX-
JIeHust nepueprUyYecKoro ABUraTeIbHOr0 HEBPOHA MOSBWIINCH OTHOCHTEIBHO MO3/HO, MPEalecT-
BOBAN OJKCTPAMUPAMMUIHBI CHHAPOM M MPOTPECCHPYIOLIAs IEMEHLIHS.

HesponaTonoruyeckuii 00pa3 BbisBMJI BBIABUHYTHI CHHAPOM MOBPEKIEHUs mnepudpepuyec-
KOro ABMIaTeIbHOI0 HEBPOHA HA YPOBHE MPOAOJIFOBATOr0 K COMHHOTO MO3ra, 0COOEHHO B LIEHHOM
yTosesnu, 6e3 OTYETIIMBOTO HAPYIIEHUS] KOPKOBO-CMMUHANBHBIX MY4YKOB. /[ONOJHAIOUIMM NOMHM-
HUPYIOUIMM SIBIEHHEM ObUIO CENICKTHBHOEC CHMMETPHYHOE MOBpexkaeHue OnenHoro mapa um uep-
HOro BeuecTsa (Kak pars compacta Tax pars reticularis) NPOSIBIAIOLICECH MOJHBIM OTCYTCTBHEM
HEBPOHOB, mnpojudepauneil BOJOKHUCTON TMTHH W CKOMJIEHHEM 3EPHUCTBIX KEJe30MO3HTABHBIX
oTaokenuit. Bo Bceii 1EHTPAanNbHONH HEPBHOM CHUCTEME C OTHYETJIMBBIM MpPeodaZlaHueM HUIpo-
-NaJUTMIAPHON CHCTEMBI, CTBOJIA MO3Ta ¥ 0COOEHHO CIMHHOTO MO3ra, OblIM OOHAPYKEHbI MHOTO-
YHC/ICHHbIE, pa3Hbie MO (OpMe K BeIMYMHE, HEBPOAKCOHAIbHbIe cheporasl. B kope Mo3ra BbICTY-
nann o6OOLIEHHbIE K paccesiHHbIE KIETO4YHble YObITKM, Oe3 ocoboit nokanm3zauuu. Crapyeckux
Gnsiuiek ¥ HeBPOOMOPHILUTAPHOI KieTouHOM nerenepaunu Alzheimera me naiineno. Bmecto Toro
ObuUTH OOHAPYKEHbI MHOTOYMCIICHHbBIE HEBPOHbI C 3€PHUCTO-BAKYOISPHON NETEHEPAlINE, BBICTY-
narolne ocoOOEHHO B CTPYKTYpax CHMHHOro Mo3ra. HeBpomaTomorMyeckyro KapTHHY JIOMOJIHAIN
00001IEHHbIE M3MEHEHRS COCya0B B BHIe GuOpo3a M ruanmHo3a aprepuon. XUMHYECKOe ucciie-
JIOBaHHE OOHAPYXHUIO OYeHb DOMBLIOE KOJMYECTBO CBMHIA B MO3rOBOM Kope, OejioM BellecTse,
NOAKOPKOBBIX TAHIIAX U, OCODEHHO, B CMHHHOM MoO3Te. KOMMYecTBO 3T0 MHOIrO pa3s mpeBbIIaio
KOHTPOJIbHbIE JaHHbIC. :

ABTOpBI PACCMATPUBAIOT MPEACTABIICHHBIN C/yYai KaK mpUMep cOocyllecTBOBaHUS GOKOBOTO
aMHOTPOPHUYECKOTO CKIEPO3a C APYTMMH CHCTEMHBLIMU ACTCHEPALMOHHBIMH NMPOUECCAMH, OTJIH-
Yalommnics HeoObIYHBIM pa3HOoOOpa3HeM HEBPONATOIOrHYECKONH KapTHHBI. B cBA3M ¢ mpodeccuo-
HAJILHOM 3KCro3uumeil 6OJBLHOrO Ha BAMSAHME CBHHUA, 0cob0e BHUMaHKe OblJIO OOpameHo Ha BO3-
MOXHYIO [ATOMEHETHYECKYIO POb ITOro Merana B (GOPMHUPOBAHMM OOJIE3HEHHOTO CHMITOMO-
KOMIIJIeKca.
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