NEUROPATOLOGIA
- POLSKA




NEUROPATOLOGIA POLSKA

KWARTALNIK
TOM 26 1988 ZESZYT 3

KOMITET REDAKCYJNY
Zofia Adamczewska-Goncerzewicz, Janusz Groniowski, Jozef Katuza, Adam Kunicki, Agnieszka

Jedrzejewska, Tadeusz Majdecki, Mirostaw J. Mossakowski, Przemystaw Nowacki, Wielistaw
Papierz, Mieczystaw Wender, Irmina B. Zelman

PRZY WSPOLPRACY
Ludo van Bogaert (Antwerpia), Werner Janisch (Halle), Igor Klatzo (Bethesda), Istvan Koernyey

(Budapeszt), Jochen Quandt (Bernburg-Saale), Franz Seitelberger (Wieden), Istvan Tariska
(Budapeszt)

REDAKCIJA SCISLA

Janusz Groniowski, Adam Kunicki, Mieczystaw Wender, Irmina B. Zelman

REDAKCIJA
Redaktor Naczelny: Mirostaw J. Mossakowski

Zastgpca Redaktora Naczelnego: Irmina B. Zelman
Sekretarz Redakcji: Irena Wilkoszewska

ADRES REDAKCII

Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk, ul. Dworkowa 3,
00-784 Warszawa, tel. 49-54-10

Wydano z pomoca finansowa Polskiej Akademii Nauk

Maszynopis niniejszego nru przekazano Wydawcy 18 kwietnia 1988



NEUROPAT. POL., 1988, 26, 3
PL ISSN 0028-3894

IRENA HAUSMANOWA-PETRUSEWICZ

THE EMERY-DREIFUSS DISEASE*

Department of Neurology, School of Medicine, Warsaw and Neuromuscular Unit, Medical
Research Centre, Warsaw

Although dystrophy with early contractures already has been described in
1902 (Cestan, Lejonne 1902), in the last two decades it has been become a
subject of growing interest. The modern neurological tools have a much greater
possibility to contribute to its diagnosis than was the case at the beginning of
the century. Many cases of dystrophy with early contractures and
cardiomyopathy have remained, however, undiagnosed properly uptill now;
they came often first to the attention of cardiologists. It is difficult to evaluate
how many cases have been diagnosed as various myopathies, scapulo-peroneal
dystrophy, Backer dystrophy, rigid spine syndrome etc. Strange enough
Emery-Dreifuss (E-D) dystrophy is not mentioned in important text book
classification (Gardner-Medwin, Walton 1974).

The modern approach to the understanding of dystrophy with early
contractures started with the papers of Becker and Kiener (1955), Dreifuss and
Hogan (1961) and Emery and Dreifuss (1966). Since that time the disease has
been characterized by the following criteria: early contractures, most often
starting at the elbow and neck; involvement of the proximal muscles in upper
extremities and distal muscles in legs (at least distal muscles are affected earlier
than pelvic muscles) with absence of pseudohypertrophy. The pattern of
inheritance is X-linked recessive. Cardiac conduction abnormalities found
usually later in the course of the disease are an important part of the syndrome
(Seitz 1958; Rothauwe et al. 1972; Camman et al. 1974; Petty et al. 1986).

The first papers were followed by other reports, some of them concerning
actually the same disease, but some others rather confusing. In a rewiev of E-D
cases Merlini et al. (1986) reported that until then only six families with 73
affected subjects had been described in a reliable way; they also reported on a
new case of an Italian family. Since then four more families have been described
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Fig. 1. Pedigree of P. family. Propositus
IV-17 M. P.

Ryc. 1. Rodowéd rodziny P. Proband
IV-17 M. P. |

Fig. 1A. Propositus IV-17 M. P. at age of
21 years and his brother IV-20 M. P. at
age of 10 years
Ryc. 1A. Proband IV-17 M. P. w wieku lat
21 z bratem 1V-20 M. P. w wieku lat 10
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in the literature and three families have been observed in Warsaw. We feel that
the report on the familial cases may be a further contribution to the
knowledge of this peculiar syndrome, we therefore describe these three families
with 10 affected males.

1. Family P. (Figs 1 and 1a).

Propositus M. P. (IV-17) and 5 members were examined in our
Department (see Table 1).

M. P. IV-17, born in 1963 in asphyxia, developed since early childhood
contractures at the elbows and neck, and later also ankles. His gait was always
wadding. He was examined in our Department for the first time at the age of 15
years. On examination the muscles were generally very thin, particularly biceps
brachii, triceps brachii and tibialis anterior. There was no hypertrophy. He
walked on tiptoe and had difficulty in climbing stairs and getting up from the
floor. Flexion of the neck was limited to 20% of movement. Elbow extension
was limited to 75%. Pectus excavatus and winging scapulae were noted.
Dorsiflexion of the ankles was very limited. Tendon reflexes were abolished.
There was pronounced lumbar lordosis, at present he is weaker and has more
difficulty in walking. For laboratory data see Table 1.

All the living (affected and nonaffected) members of the family P. were
personally seen by one of our staff. All the living affected males were examined
as inpatients and enzymes estimation, electrocardiography, electromyography,
biopsy were done in all of the cases (Table 1). The members II-3 and. II-5
(Fig. 1) died suddenly of “heart attacks”. Two of the affected members are
briefly described here because of a very different clinical expression of disease:

M. P. IV-20, born 1968. He was seen in our Department at the age of 10
years as a “healthy” brother of the propositus. The family had not noticed any
abnormalities in the child. Our only finding was that he was unable to walk
uphill. For laboratory tests see Table 1.

T. Sz. IV-13, born 1980 as a premature infant (his birth weight was 2200 g).
Since early childhood he had had a wadding gait. He was examined for the first
time at the age of 5 years. Examination revealed slimness of the limb muscles,
winging scapulae, muscular hypotonia, weakness of the shoulder muscles. In
the lower limbs there was weakness of the hip flexors and toe extensors. Knee
reflexes were absent, he had difficulty in rising from the floor. The disease has
been rapidly progressing and at present he can hardly walk. For laboratory
data see Table 1. The EMG needs more detailed description: there was a
considerable shortening of potentials, increased percentage of polyphasic
potentials and the full interference pattern, in spite of weak concentration,
indicates myophatic lesion. Nerve conduction velocity (both motor and
sensory) was normal.

The quadriceps femoris muscle was examined in all patients. In none of them
was this muscle normal. All had fiber type 2 predominance. The NADH
reaction shows type 1 fibers to be significantly smaller than type 2 fibers (Fig.
2). The type 2 fibers measured 70 p +4, the type 1 fibres 20 p + 3. In one patient
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Table 1. Clinical and laboratory findings in affected males in family P
Tabela 1. Kliniczna i laboratoryjna charakterystyka chorych w rodzinie P

IV-6 Iv-8 Iv-13 1V-17 1v-18 IV-20
Delivery normal normal premature asphyxia normal complic.
pregnancy
Age of onset of symptoms Bl 4 2 3
Age of first examination 10 i § 5 15 13 10
Ambulant + + - + + +
Lumbar lordosis + + + - - -
Winging scapulae + + + L + -
Wasting
of upper limb m.m.
distal = - + - - -
proximal i = + * o+ -
of lower limb m.m.
distal + ¥ e . + T e
proximal & + + - -
Weakness
of upper limb m.m.
distal* +/- + ++ - - -
proximal + s ++ + o
of lower limb m.m.
distal +/- * e it 1 ok A 4= +*
proximal + + +++ - +/-
Contractures
neck % s - - - -
elbow + - for + + #+ *
ankle i F + + et + =
hip - — - - - -
other -
Reflex arms/legs -/- + +/—K —/- +/—-K +/+
+A +A
Calf hypertrophy - - - - - -
Course progr. progr. rapidly slowly  progr. stat.
LQ. 101 120 96 120 117 104
Creatinine Kinase (CK)** 212 147 123 78.5 185 68.6
Electromyography Miop. Miop. severe Miop. Miop. Miop. Miop.
Biopsy:
type 1 atrophy g + * + -+
type 2 predominance ++ ++ + + i
other = = +° - - -
Abnormal ECG - - L + e =

° The biopsy was different from other biopsies in this family — it is shown in Fig. 5

* Predominantly wrist extensor +/— slight
** Normal range 0 — 34 LU. + mild
+ + moderate
+ + + severe
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Fig. 2. Quadriceps femoris (patient from pedigree P. IV-20). NADH staining shows type 1 fibers to
be significantly smaller than type 2 fibers (20 pm +3 and 70 um + 4, respectively)

Ryc. 2. Migsien czworoglowy uda (chory z rodziny P. 1V-20). Barwienie NADH wykazuje, ze

widkna typu 1 sa znacznie mniejsze od widkien typu 2 (odpowiednio 20 um +3 i 70 pm +4)

Fig. 3. Quadriceps femoris (patient PA from pedigree P., IV-6). Small angulated fibers type 1 seen
against background of type 2 fibers: 34 — NADH, x224. 3B — ATP-ase pH 4.3, x224

Ryc. 3. Migsien czworoglowy uda (chory P. A. z rodziny P. IV-6). Male angularne wiékna typu 1

widoczne na tle wiokien typu 2. 34 — NADH. Pow. 224 x 3B — ATP-aza pH 4,3. Pow. 224 x

http://rcin.org.pl
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Fig. 4. Patient Sz. T. IV-13 from pedigree P. Quadriceps femoris, some variability of the size of
fibers. ATP-ase pH 4.3. x 224
Ryc. 4. Chory Sz. T. IV-13 z rodziny P. Migsieri czworogtowy uda. Réznorodnos¢ srednicy widkien
migsniowych. ATP-aza pH 4,3. Pow. 224 x

only a few type 1 fibers were seen. In this patient NADH reaction showed only
a few small, dark, angulated fibers seen against a background of type 2 muscle
fibers (Fig. 3A). The ATP-ase pH 4.3 reaction showed the small angulated
fibers more clearly because of their very dark staining (Fig. 3B). In case IV-13
biopsy of the quadriceps femoris showed increased connective tissue between
muscle fibers, the fibers were of very different diameters, in some fascicles
hypertrophic fibers with central nuclei were seen (Fig. 4). In 60% of fibers
small vacuoles were present (Fig, 5A). Metabolic differentiation was preserved,
the predominance of type 2 fibers was, however, very pronounced. No
PAS-positive accumulation was seen, vacuoles showed fat content above
normal. Electron microscopy revealed an excess of lipid droplets between
myofibrils (Fig. 5B).

In case IV-13 the muscle was tested for calcium-binding protein just for
differentiation from Duchenne muscle. No abnormality in calcium-binding
protein was noted (Niebroj-Dobosz et al., in preparation). No colour blindness
was found in any of the family members. Blood samples from 19 members of
family P. were tested in Glasgow for recombination of DNA and it was found
that E-D was linked to several DNA markers on distal Xq. The results have
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Fig. 5. Patient Sz. T. IV-13 from pedigree P. Quadriceps femoris 54 — muscle fiber with small
vacuoles. H—E. x 448. 5B — Lipid droplets seen between myofibrils. x 17000

Ryc. 5. Chory Sz. T. z rodziny P. Migsien czworogtowy uda. 54 — Widkno migsniowe z matymi
wodniczkami. H—E. Pow. 448 x. 5B — Kropelki thuszczu migdzy miofibrylami. Pow. 17000 x

been reported previously (Yates et al. 1986), the previously published figure of
pedigree shows only the family members included in the linkage study.

2. Family K. (Figs 6 and 7).

Propositus I1I-4 examined in 1986 at the age of 30 years. The contractures
at the elbows and ankles started in early childhood at the age of 3—4 years,
and were followed by neck and hip contractures. However, he has been able to
walk and has been working as an architect. The muscles were very thin, there
was no pseudohypertrophy, except maybe for the extensor digitorum brevis.
There was slight weakness of triceps brachii and biceps brachii. Reflexes in
upper and lower extremities were absent except for the ankle reflexes. He was
very bright. He has never complained about his heart. CK was 110 IU, aldolase
46, EMG showed significantly shortened action potentials, increased percent of
polyphasic potentials, full interference at maximal effort pattern. These signs
indicated myopathic changes. Biopsy of quadrices femoris dexter revealed
increased connective tissue content between muscle fibers, some necrosis,
metabolic differentiation into types was absent. Routine ECG was normal,

http://rcin.org.pl
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Fig. 6. Pedigree K. Propositus II1-4
Ryc. 6. Rodowdd rodziny K. Proband III-4

Fig. 7. Z. K. at 32 years of age, III-4 pedigree K
Ryc. 7. Z. K. 111-4 z rodziny K. w wieku 32 lat



Emery-Dreifuss disease 273

Holter monitoring, however, revealed abnormal sinu-atrial and atrio-ventral
conduction. The patient refuse to use a pacemaker.

His sister’s son I1V-4, 16 years old had contractures since childhood, EMG,
ECG, were normal, CK was 57.3, aldolase 30. No colour blindness was found
in any of them.

3. Family D. (Fig. 8).

Propositus Z. D, I1I-4, born 1972. According to his mother since the age of
6 years he started walking on tiptoe and ankle contractures appeared. He was
examined for the first time in our Department at the age of 12 years. In the
upper limbs the muscles, particularly the proximal ones, were very thin. He had
winging scapulae, slight elbow and Achilles contractures, and areflexia.
Electromyography showed very slight changes indicative of myopathy. CK was
39 IU, ECG was normal. Biopsy of the m. biceps brachii showed type 2 fibers
predominance, and the few spread out type 1 fibers were of very small diameter.

Z.]., 11-4, the maternal uncle of Z. D., born in 1946. Since the age of 11
years he has had gait difficulties and muscles weakness. The first examination
in our Department was carried out in 1984. In the upper limbs, weakness and
slimness of biceps brachii, pronator teres, extensor carpi radialis, extensor carpi
ulnaris, extensor digitorum communis were noted. In the lower limbs extensor
hallucis longus, interossei dorsalis and m. plantaris were moderately weak. There
were elbow and Achilles contractures. For many years he had had heart
problems. Laboratory tests showed the following data: EMG revealed advan-
ced myogenic changes, ECG and echocardiography showed conduction block,
atrial fibrillation and bradykinesia. CK was 102.5 IU, and aldolase 18.5. His 3
brothers died suddenly in early childhood from unknown cause. In both
patients no colour blindness was observed.

EMERY¥ -DREIFUSS T¥PE D¥STROPH¥
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Fig. 8. Pedigree D. Propositus I11-4
Ryc. 8. Rodowod rodziny D. Proband I11-4
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Table 2. Emery-Dreifuss syndrome*. The familial cases with X-linked
transmission

Tabela 2. Zesp6t Emery-Dreifussa*. Przypadki rodzinne ze sprzgzo-
nym z plcia dziedziczeniem

Authors Year No. of cases
Autorzy Rok Liczba przypadkow

Emery and Dreifuss 1966 8

Rotthauwe et al. 1972 ¥

Thomas et al. 1974 8

Camman et al. 1975 18

Hopkins et al. 1981 17

Merlini et al. 1986 5

Johnston and McKay 1986 3

Voit et al. 1988 6

Present series 1988 10 (in 3 families)

(w 3 rodzinach)

* Sporadic cases even the most convincing, are omitted
* Przypadki sporadyczne, nawet najbardziej przekonywajace,
zostaly pominigte

DISCUSSION

The described families meet all criteria of E— D disease and in the largest of
the examined kindred, the disease is not only confirmed by the mode of
inheritance but also by linkage study. Recently several excellent reviews on the
E—D disease have been published (Rowland et al. 1979; Merlini et al. 1986;
Petty et al. 1986) and there is no need to repeat them. Only some selected
problems will be discussed, namely:

1. Intrafamilial clinical variability of E—D disease

2. Is the course of the disease as mild as it is thought to be?

3. Relation between contractures and other symptoms

4. Confusing meaning of some laboratory data, particularly EMG,
sometimes also biopsy

5. Is E—D disease a nosological entity or a syndrome and what is the
relation of the X-linked form to the autosomal dominant “E—D type” form?

Ad. 1. Striking intrafamilial clinical variability in E—D disease has been
observed by us. In the large P. family there are severe cases (eg. IV-13, Fig. 1) or
cases which are mild and non-progressing (IV-20). Such cases as the latter
would remain unrecognized if they did not belong to the affected family and
would not have been examined. Some patients mostly have heart problems and
they would never come to the attention of a neurologist, unless referred by a
cardiologist. The same is stated recently by Voit et al. (1988).

Ad. 2. The other question which should be answered is whéther the E—D
disease is justifiably considered to be mild. This question was already raised by
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Merlini et al. (1986) and we do agree with them that there is no reason to call
this disease mild. As Merlini et al. (1986) mention 30 out of 73 reported cases
died suddenly. In the family P. there were also two (II-3, II-5, Fig. 1) and in
family D. three sudden deaths. In E—D disease the risk of sudden death is very
high and it should also be stressed that death is very often unexpected and
patients usually have no cardiac symptoms before acute heart failure (only one
of our patients in family D., II-2 had cardiac complaints). Our patient II-4 from
family K. had never complained about any cardiac problem, and first Holter
monitoring revealed a severe atrio-ventricular block of which he was not
aware. Cardiac disturbances such as conduction block and rythm ab-
normalities are nearly always present in adult patients (Emery, Dreifuss 1966;
Rothauwe et al. 1972; Waters et al. 1975; Hopkins et al. 1981; Voit et al. 1988).
In children the cardiac problem may not be present and develops later in the
course of the disease, or it is so mild that it may be missed in routine ECG. It is
confirmed by others (Voit et al. 1988) and for instance the patient from original
E—D family, who developed elbow contractures at the age of 3, developed
cardiac symptoms after 23 years (McKusick 1971). It seems, however, that in
some children cardiac disturbances may appear early and be so severe that they
lead to sudden death in infancy even before any skeletal muscular problem is
observed and diagnosed. Since the disease seems to be rather severe prenatal
diagnosis is very important and is at present possible (Thomas et al. 1986).

Ad. 3. The next puzzling question is, why do the patients have contractures
so early, i.e. at the stage when the muscles are often still quite strong. Usually
the contractures precede weakness and frequently are out of proportion to
muscle weakness. There is also no correlation between these contractures and
cardiac involvement, or between cardiac involvement and muscle weakness
(Waters et al. 1975; Voit et al. 1988). In older literature Trommer (1925)
discussed the nature of the phenomenon which he called “dystrophia
myosclerotica” (one of his cases seems to be a true E—D dystrophy) and in
more recent papers these disproportions have always been stressed but rarely
explained. Some authors (Schenk, Mathias 1920; Hallen 1966) tried to explain
the condition termed as “dystrophia muscularis progressive retrahens” which
they considered to be the result of muscle fibrosis (only one out of two cases of
Hallen (1966) was familial and indicated an autosomal dominant inheritance).
There are no sufficient modern data on muscle itself in E—D disease or on the
nervous system either. In necropsy of the E— D case described by Thomas et al.
(1972) the spinal cord was not examined. In a case described by Dubowitz and
Brooke (1973) in necropsy the nervous system was entirely normal. As concerns
the primary cause for early contractures the central mechanism should be also
taken into account.

Ad. 4. Interpretation of EMG and biopsy in the E—D disease is sometimes
difficult. In papers on E—D disease electromyographic examination is
evaluated in a very confusing way. In some papers conclusions refer to the
myopathic character, but in others such findings as high potentials, fibrillation,



276 I. Hausmanowa-Petrusewicz

positive sharp waves beside full recruitment pattern are stressed. Some authors
refer to EMG as neuromyopathic, some describe a mixed character of
findings — in one muscle — apparently neurogenic, in another — myopathic.
Lin (1982) states clearly that the EMG indicates longstanding benign
myopathy, and also stresses the frequency of complex potentials with satellite
components. The reason for this confusion may be either too schematic
interpretation of EMG changes or, as we believe may be the case, truly
complex conditions of shortened muscle. Witt et al. (1987) believe that in the
dominant autosomal form of the E—D syndrome EMG is neurogenic. In our
series EMG is definitely indicative of myopathy in all the patients, fiber density
is normal, some very peculiar signs in the EMG findings will be discussed
elsewhere (Hausmanowa-Petrusewicz, Rowiniska — in preparation). Many
authors point out that it is often difficult to decide, whether even the biopsy
should be evaluated as neuro- or myogenic. In children with E—D disease the
muscle fibers are well preserved and no abnormalities, except fiber type
disproportions are noted. In case IV-13 from the family P., beside
predominance of type 2 fibres, and smallness of type 1 fibers, lipid vacuoles are
observed. These findings have also been mentioned in the literature (Merlini et
al. 1986).

Type 1 fiber smallness and predominance of type 2 fibres are unusual in
muscle dystrophies and the first assumption is often to recognize this pattern as
neurogenic. Some authors indicate that reinnervation is not the only
mechanism responsible for fiber type disproportion, others (Guth, Yellin 1981)
showed that the feedback mechanism from the muscle itself may change the
nerve impulses supplying the muscle. So far in “myopathic” patients (with the
exception of myotonic dystrophy) only the shift in fiber type composition
towards slowing of muscle has been described, i.e. increase in the proportion of
type 1 fibers (Johnson et al. 1973). In E—D patients the shift is obviously
towards the predominance of type 2 fibers. It could be also possible as Sarnat
(1986) proposes in some cerebral dysgeneses that the following phenomena
occur: a) maturation delay or arrest, i.e. incomplete histochemical differen-
tiation of muscle fibers, b) one fiber type predominance of more than 80 %, c)
selective hypotrophy of type 1 muscle fibers. In addition the complex condition
of muscle restricted so early in its normal function, which is the case in E—D
myopathy, should also be stressed. Changes in type 2 fibers with splitting,
described by some authors (Rowland et al. 1979; Merlini et al. 1986) speak also
in favour of myopathy. The uniform metabolic pattern in the adult patient I1-4
from family K. could be the result of progressing changes (atrophy?) of type 1
fibers and their subsequent disappearance and replacement by connective
tissue. In adult patients we generally observed moderately increased connective
tissue content, but no splitting. Voit et al. (1988) evaluate their biopsies as just
dystrophic.

CK is slightly or moderately raised. In our cases its level did not exceed 220
IU (normal range 0-34 IU) and an approximately similar increase has been
mentioned in the literature. When the level of CK was followed up over ten
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years (Johnson, McKay 1986) it could be observed that CK increased in the
course of the disease, contrary to what is seen, e.g. in Duchenne dystrophy. It is
possible that the CK rise is related to muscle shortening and to secondary
muscle changes.

Ad. 5. We will not discuss the difficullties in differential diagnosis from other
similar syndromes such as rigid spine syndrome (Dubowitz 1973; Goto et al.
1981) or from some obviously neurogenic E—D-like syndromes (Mawatari,
Katayama 1973; Takahashi et al. 1974). Differential diagnosis has already been
done in a very detailed way by Rowland et al. (1979). It is worth stressing that
the rigid spine syndrome occurs in some families only in males (Dubowitz 1973;
Goto et al. 1981) and, at least in some children, it is quite similar to E—D
disease.

What manifestations should be called E—D disease and which should be
excluded? Should the form “disease” or “syndrome” be used? No doubt some
cases of E—D disease are unrecognized or misdiagnosed. It is particularly true
in sporadic or atypical cases e.g. with predominance of cardiac symptoms
(Waters et al. 1975; Voit et al. 1988). On the other hand, some cases are
described as E—D disease without convincing evidence, e.g. the very
interesting family described by Wadia et al. (1976). In the affected members of
this family the contractures appeared late in the course of disease, in most
patients the clinical features are suggestive of Becker dystrophy. In some
doubtful sporadic cases it is safer to avoid what Rowland et al. (1979) call
“compulsive need to assign near diagnostic slots for every patient”. In their
excellent paper on the E—D disease Rowland et al. discuss all the cases
reported in the literature, including sporadic ones and stress the typical
homogeneous clinical expression in E— D dystrophy. This expression seems to
be far from homogeneous and we agree with Merlini et al. (1986) that at present
only farnilial cases with a known mode of inheritance should be the basis for
studying the nature of E—D dystrophy. We feel that the diagnosis of E—D
disease should be limited to X-linked recessive inheritance, by now also
confirmed by gene studies (Boswinkel et al. 1985; Thomas et al. 1986; Yates et
al. 1986), which map the gene in the distal part of the long arm of the X
chromosome. The autosomal dominant “dystrophy” which has strong clinical
resemblance to the E—D X-linked disease is of course a separate nosological
entity. This dominant autosomal muscular “dystrophy” with early contractures
and cardiomyopathy was described much earlier than the X-linked form. As
authors of the first clinico-genetical description of the autosomal dominant
form, Hauptmann and Thannhauser (1941) should be accepted or — if we do
not like to multiply eponyms — the term “Emery-Dreifuss syndrome” should
be introduced instead E— D dystrophy or E—D disease and two nosologically
distinct entities might be called by the same name of syndrome. After
publication of the original paper, more families with autosomal dominant type
of transmission have been described (Chakrabarti, Pearce 1981; Fenichel et al.
1982; Miller et al. 1985; Witt et al. 1987).

Is a clear distinction between these two diseases possible? According to

http://rcin.org.pl
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Becker (1982, 1986) it is up till now impossible. He suspects, however, that the
dominant type is more variable as regards severity of the disease and the age of
its onset. Miller et al. (1985) suggest that the kind of cardiac involvement may
be different in these two types. According to our experience, the X-linked type
of E—D disease exhibits an extremely high intrafamilial variability, since the
criterion of clinical expression does not seem to be valid. According to the
paper of Miller et al. (1985), who also reviewed the cases from the literature, the
onset of the disease seems to be the same in both types. One sign is striking, in
the cases of Miller et al. (1985) — the patient has large calves which have never
been seen in our series. According to Miller et al., (1985) cardiac involvement of
ventral character occurs only in the dominant autosomal type, but Becker
(1986) is probably right in saying that this problem needs further investigation
and the experience of Voit et al. (1988) speeks in favour of similar cardiac
involvement in both forms. Consequently, the clinical picture is unique but not
so homogeneous as Rowland et al. (1979) suppose and it is the reason why
some mild cases remain unrecognized or some are under the care of
cardiologists, because the muscle involvement is overlooked being so
unimportant. Some other, particularly sporadic cases, are frequently misdiag-
nosed.

CONCLUSIONS

The E—D syndrome includes at least two distinct nosological entities with
the same (or very similar) phenotypic expression.

The name E—D disease should be limited to the X-linked form of muscle
involvement with early contractures and cardiomyopathy.

This disease shows extremely high intrafamilial variability and in some
cases it is far from being benign, not because of muscle weakness, but owing to
increasing contractures and cardiac failure.

CHOROBA EMERY —DREIFUSSA

Streszczenie

W pracy przedstawiono 10 przypadkéw choroby Emery— Dreifussa pochodzacych z trzech
rodzin, w ktoérych stwierdzono sprzezone z picia dziedziczenie tej choroby. Autor podkresla: 1)
wewnatrzrodzinng zmienno$¢ obrazu klinicznego, 2) niewyjasniony patomechanizm przykurczy, 3)
cigzki przebieg choroby u niektorych chorych, zalezny od niewydolnosci sercowej oraz 4) trudnosci
w interpretacji czynnoéci elektrycznej i obrazu morfologicznego migsnia. U 19 czlonkow jednej z
omawianych rodzin, w ktorej byto 6 chorych, stwierdzono lokalizacj¢ genu na dlugim ramieniu
chromosomu X (w jego czgéci dystalnej). Dystroficzny charakter choroby Emery — Dreifussa jest
jeszcze niedostatecznie udowodniony. Autor sugeruje zachowanie eponymu ,,Emery — Dreifussa”
wylacznie do zespotu o dziedziczeniu sprz¢zonym z picia.
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BOJIE3Hb EMERY-DREIFUSSA

Pe3ome

Ipencrasnedo 10 cayuaes Gonesun Emery-Dreifussa, nmpoucxonsumx u3 3-X cembeid,

B KOTOpPbIX 0OHapyXeHa CBA3aHHAS C MOJIOM HACJIEACTBEHHOCTb 3TOM 60Je3HH. ABTOD NMOT4EPKH-
BaeT: 1) BHYTpHCEMEHHYIO W3MEHYHBOCTh KJIMHHYECKOM KAPTHHBI, 2) HEBbIACHEHHBIN MAaTOreHE3
KOHTPaKTyp; 3) Tskenoe TeyeHHe OOJNE3HH y HEKOTOPBIX GOJIBHBIX, 3aBHCHMOE OT CEpAEYHOM
HEJI0CTATOYHOCTH U 4) TPYAHOCTH B MHTEPNPETALMH 3JIEKTPUYECKOH aKTHBHOCTH M Mopdoioru-
4ECKOM KapTHHBI MBI, Y 19 4ieHOB OJHOI W3 BBIIEYTIOMSAHYTHIX CEMbei, B KOTOPO# 6oeno 6
YeJIOBEK, Hal/IeHa JIOKaJM3alMs TeHa Ha JUIMHHOM 4YaCTH XpOMOCOMBI X, B €€ JMCTaJbHOM
y4acTke.

Auctpoduyeckuit xapaktep Gonesnn Emery-Dreifussa eme HeA0OCTaTOYHO Joka3aH. ABTOp

HACTaWBaeT Ha TOM, 4TOOBI smoHuM ,,607ne3Hp Emery-Dreifussa” ynotpe6nste Tonbko mpu
CHHJIPOMAX C HACJICICTBEHHOCTBIO, CBS3aHHOM C MOJIOM.
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EFFECT OF DENERVATION ON MUSCLE MATURATION
IN RATS*
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The neonatal rat muscle is immature at birth and in the short period of
postnatal development reaches its morphologic (Dubowitz 1963; Kaminska
1979) and physiologic (Close 1964; Boéthius 1971) maturation. As such it can
serve as a most suitable model to study the role of innervation in muscle fiber
maturation and differentiation. From the studies of muscle development in
tissue culture by Konigsberg (1963) and Holzer (1970) it is clear that the early
stages of myogenesis are independent of neural control. The development of
more mature fibers, however, requires intact innervation (Zelena, Hnik 1957;
Shafiq et al. 1972). Therefore, we investigated the development of normal and
denervated rat gastrocnemius muscle up to 8 weeks after birth by means of
histochemistry and electron microscopy to determine the influence of
innervation on rat muscle maturation.

MATERIAL AND METHODS

Normal gastrocnemius muscles of Wistar rats were examined 1, 5, 7, 14, 28
and 56 days after birth. Each group consisted of 3 rats. Denervation was
performed surgically by removing about 3 mm of the right sciatic nerve at
trochanteric level within 6 hours post partum under cold anesthesia. Muscle
samples taken from the central region of the gastrocnemius muscle were
examined 7, 14, 21, 28 and 56 days after denervation. Each group consisted of 5
rats. For histochemical investigations the specimens were bathed in isopentane,
cooled in liquid nitrogen and cross sectioned into 10-micron slices in a
cryostat. The sections were stained with hematoxylin and eosin, modified
Gomori trichrome and a battery of histochemical methods, including:
NADH-TR, SDH, ATPase with preincubation at pH 9.4 and 4.35. To permit
counting and diameter measurement, random microscopic fields from the

* Work supported in part by grant from Polish Academy of Sciences No. 06-02.IL5.1.
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medial gastrocnemius muscle were examined and photographs were taken.
Morphological patterns were analyzed and the percentage of myotubes was
calculated. The size of the muscle cells was determined by measuring the lesser
fiber diameter according to Dubowitz and Brooke (1973). The mean fiber
diameter was calculated from histograms of 100 normal muscle fibers and from
200 denervated muscle fibers.

Along with histochemical examinations the samples from the gastro-
cnemius muscle of normal and denervated rats were taken for electron
microscopic study. Small strips of muscle were stretched, fixed in 5%
glutaraldehyde in cacodylate buffer (pH 7.4) for 2 hours, postfixed in 2%
osmium tetroxide in cacodylate buffer (pH 7.4) for 2 hours and dehydrated in
graded series of alcohol and acetone. The specimens were embedded in Epon,
sectioned to a thickness of 1.5 ym and stained with methylene blue for light
microscopy. Thin sections from selected areas of the blocks were stained with
uranyl acetate and lead citrate for examination in a JEM 100S electron
microscope (Jeol).

Cross sections were used for estimation of arrangement of muscle cells,
measurement of the mean diameter and percent content of particular types of
muscle cells. The mean diameter of muscle fibers was calculated after
measuring of the lesser fiber diameter of 100 normal muscle fibers and 200
fibers from denervated muscle. The content of different types of muscle cells
was estimated, exluding presumptive myoblasts (which cannot be clearly
distinguished from other undifferentiated cells), i.e. early fibroblasts. On the
longitudinal sections the arrangement of myofibrils, the length of sarcomeres,
the width of the Z-line, the content of mitochondria and the degree of
development of sarcoplasmic reticulum were assessed. The parameters
mentioned above formed the baseline for evaluation of metabolic types of
muscle fibers (Padykula, Gauthier 1967).

RESULTS

Normal muscle

Light microscopy (LM): in the gastrocnemius muscle of newborn rats 35%
of all muscle cells within 24 hours of age were in the myotube stage of
development (Fig. 1a). As myotube, in light microscopy, the extrafusal muscle
fibers were recognized by: 1) the centrally placed single nucleus in cross section
with HE staining, 2) central rim of myofibrils seen with ATPases reactions, 3)
increase or decrease of activity in the central part of the muscle cell with

NADH-TR reaction.
Fiber density was low with a large amount of inter-fiber connective tissue.

NADH-TR (Fig. 1b), SDH and ATPase at pH 94 (Fig. 1c) failed to
differentiate fiber types at this age. All fibers showed high myosin ATPase
activity with both alkaline and acid preincubation, as well as with oxidative
enzymes. Only with ATPase reaction after acid preincubation some variation
in enzyme activity was observed (Fig. 1d).
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Fig. 1a— If. Normal rat gastrocnemius muscle. Ia. First day of life. Muscle fibers at different stages
of development, loosely arranged. HE. x400. 1b. First day of life. Many myotubes show
accumulation or lack of staining in the center of the cell. No differentiation into muscle fiber types.
NADH. x 400. Ic. First day of life. Note the uniform, high activity. ATP-ase, pH 9.4. x 200. 1d.
First day of life. Majority of cells show low activity, note several cells with high activity (arrows).
ATP-ase, pH 4.35. x 200. le. Fifth day of life. Very few fibers with centrally placed puclei are

observed (arrow). HE. x 400. If. Fourteenth day of life. Mixed pattern of muscle fiber types.-

NADH. x 200

Ryc. la—If. Prawidlowy migsien brzuchaty tydki szczura. la. Pierwszy dzien zycia. Wiokna
mig$niowe w réznych stadiach rozwoju, luzno utozone. HE. Pow. 400 x . 1b. Pierwszy dzien zycia.
Wiokna w stadium miotuby wykazuja nagromadzenie lub brak aktywnosci w srodkowej czgsci
komorki. Nie ma réznicowania wiokien na typy. NADH. Pow. 400 x. Ic. Pierwszy dzien zycia.
Widoczna jednolita, wysoka aktywno$¢. ATP-aza, pH 9,4. Pow. 200 x . 1d. Pierwszy dzien Zycia.
Wiekszo§¢ wiokien wykazuje niska aktywnosé, tylko niektore maja wysoka aktywno$c (strzatki)
ATP-aza, pH 4.35. Pow. 200 x . le. Piaty dzien zycia. Nieliczne wiokna z centralnie potozonymi
jadrami (strzatka). HE. Pow. 400x. If. Czternasty dzien zycia. Widokna roznych typow
metabolicznych, nieregularnie przemieszane. NADH. Pow. 200 x

By 5 days only a few myotubes near the connective tissue septae were seen
(Fig. le). There was no regular fiber type differentiation although some muscle
fibers showed diversified activity with both ATPases. At 14 days myotubes
were no longer recognized, at 21 days all histochemical methods demonstrated
an adult checker-board pattern of activity (Fig. 1f).

Electron microscopy (EM): in the gastrocnemius muscle multiple stages of
myogenesis could be seen simultaneously at birth (Figs 2a—2d):

1) Presumptive myoblasts: similar in morphology to other mesenchymal
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Fig. 2a—2d. First day of life. Normal gastrocnemius muscle. Muscle cells at different stages of
development, loosely arranged. 2a. Undifferentiated cell presumptive myoblast without myofibrils
and hyperchromatic nucleus (arrow) x6000. 2b. Myotube with well developed myofibrils and
centrally located nucleus. x 6000. 2c. Immature muscle fiber (cluster of three cells under common
basal lamina). x 6000. 2d. Mature muscle fiber with peripherally located nucleus. x 6000

Ryc. 2a—2d. Pierwszy dzien zycia. Prawidtowy m. brzuchaty tydki. Komorki migsniowe w réznym

etapie dojrzewania, o luznym ukladzie. 2a. Komorka niezr6znicowana przypuszczalny mioblast z

hyperchromatycznym jadrem, nie zawierajaca miofybryli (strzatka). Pow. 6000 x . 2b. Miotuba z

dobrze wyksztalconymi miofybrylami i osrodkowo potozonym jadrem. Pow. 6000 x. 2c. Nie-

dojrzale wtokno mig$niowe (skupienie 3 komorek pod wspolna blona podstawng). Pow. 6000 x .
2d. Dojrzale widkno migsniowe z obwodowo polozonym jadrem. Pow. 6000 x

cells, mononucleated cells without myofibrils, with hyperchromatic nucleus,
numerous ribosomes, scant mitochondria and well developed Golgi apparatus
(Fig. 2a).

2) Myotubes — elongated multinucleated cells with centrally placed nucleus
surrounded by sarcoplasm (Fig. 2b). Early myotubes had small bundles of
myofilaments, numerous free ribosomes, some glycogen granules and sparse
canals of sarcoplasmic reticulum. More mature myotubes had well developed
myofibrils with a hexagonal array in the A band in cross section. Each
myotube was enveloped by its own basal lamina, closely adjacent to the
plasmalemma. Some of the more mature myotubes had single undifferentiated
cells lying under their basal lamina. The amount of myotubes was 47% of all
cells with myofibrils.

3) Immature muscle fibers — cluster of several cells at different stage of
maturity under a common basal lamina. These clusters constituted 49% of all
cells with myofibrils (Fig. 2c).

4) Mature muscle fibers — with nuclei located at the periphery and with
sarcoplasm tightly filled with myofibrils (Fig. 2d). The mitochondria were
numerous and elongated and the sarcoplasmic reticulum was developed. The
quantity of such cells was only -4% of all cells with myofilaments.
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Fig. 3. Fourth day of life. Normal gastrocnemius muscle. Immature muscle fiber with five cells at
different stages of development under the common basal lamina. x 6000

Ryc. 3. Czwarty dzien zycia. Prawidlowy m. brzuchaty lydki. Niedojrzale wtékno migsniowe z
pigcioma komoérkami w réznym etapie dojrzewania pod wspoina blona podstawna. Pow. 6000 x

By 4 days after birth the number of myotubes gradually decreased. Clusters
of several cells at the same stage of maturation with undifferentiated cells
wedged between them were often observed (Fig. 3). They were closely
connected and enveloped by common basement membrane. Sarcoplasmic
bridges extending between two cells were seen within the cluster (Fig. 4). This
phenomenon usually involved two myotubes, or a myotube and a myoblast.

By 7 days the gastrocnemius muscle contained 8% myotubes, 28%
immature muscle fibers and 64% of mature muscle fibers (Fig. 5). The muscle
fibers were arranged in bundles. All of them were mature with well developed
myofibrils and peripheral nuclei. 10% of muscle fibers calculated in cross
sections had satellite cells. These fusiform mononucleated cells located between
the sarcolemma and the basal lamina of muscle fibers had usually abundant
cytoplasm, which was rich in organelles i.e. free ribosomes, Golgi apparatus,
numeorus mitochondria. Sometimes mitotic figures were seen within the
satellite cells.

http://rcin.org.pl



290 J. Finowicka, A. M. Kaminska

Fig. 4. Fourth day of life. Normal gastrocnemius muscle. Immature muscle fiber: sarcoplasmic
bridge extending between two cells (arrow). x 24000

Ryc. 4. Czwarty dzien zycia. Prawidlowy m. brzuchaty lydki. Niedojrzale wiokno migsniowe:
mostek sarkoplazmatyczny pomiedzy dwiema komoérkami (strzatka). Pow. 24000 x

The muscle reached the structural features of maturity on the 14th day after
birth. By 21 days after birth the content of muscle fibers with satellite cells
decreased to 4% . As the satellite cells were more “quiescent” than before, with
scant cytoplasm, sparse organelles and hyperchromatic nuclei. The ultra-
structural differences between two metabolic types of muscle fibers became
distinguishable; type I fibers had wider Z-lines, more numerous mitochondria
and a less developed sarcoplasmic reticulum than type II fibers. In further
periods up to the 56th day after birth the only changes was increase in diameter
of muscle fibers.

Denervated muscle

7th day after denervation:
LM: Denervation performed at birth produced uniform atrophy of muscle
fibers. The mean diameter of muscle fibers was reduced to 12+4 p as
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Fig. 5. Seventh day of life. Normal gastrocnemius muscle. More compact than at birth arrangement
of muscle fibers. Note the presence of muscle with satellite cell (arrow). x 3400
Ryc. 5. Sibdmy dzien zycia. Prawidlowy m. brzuchaty tydki. Bardziej $cisty, niz tuz po urodzeniu
ukiad wiokien migsniowych. Zwraca uwage obecno$é wlokna migsniowego z komorka satelitarna
(strzatka). Pow. 3400 x

compared with 18 +5 p in normal muscle. 28% of muscle cells had centrally
placed nuclei (Fig. 6a). In contrast with normal muscle of that age no fiber type
differentiation was observed in any histochemical method (Fig. 6b).

EM: In comparison with normal muscle from the same age group there
were signs of delayed maturation: 18% of muscle cells still showed features of
myotubes, 50% were immature muscle fibers and only 32% were completely
mature. The myotubes were smaller and contained less myofibrils than those in
normal muscle of that age, therefore they resembled the myotubes seen in
normal rats on the 2nd and 3rd day of life.

Focal disintegration and/or depletion of myofibrils was observed in some
immature as well as in mature fibers. Nevertheless the structure of muscle cells

was generally well preserved and the basal lamina was in close contact with the
sarcolemma.
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Fig. 6a—6f. Denervated rat gastrocnemius muscle. 6a. One week after denervation. Note the
increased variability in size and the presence of many myotubular forms (arrow). H—E. x 400. 6b.
One week after denervation. Many cells show increased activity in the center (arrow) no
differentiation into muscle fiber types is observed. NADH. x 400. 6¢. Two weeks after denervation.
Note atrophy of the majority of fibers and persistence of muscle cells with central nuclei (arrow).
H—E. x400. 6d. Two weeks after denervation. Uniform activity of all muscle fibers and persistence
of myotubular forms with accumulation or lack of activity in the center (arrows). NADH. x 400.
6e. Four weeks after denervation. Uniform atrophy of the muscle with numerous fibers with central
nuclei (arrow). Note variability in size. HE. x 200. 6f. Six weeks after denervation. Uniform marked
atrophy and lack of metabolic differentiation. NADH. x 100

Ryc. 6a—6f. Odnerwiony migsien brzuchaty tydki szczura. 6a. Tydzien po odnerwieniu. Widkna
mig$niowe o roéznej srednicy, niektore z centralnie polozonymi jadrami. H—E. Pow. 400 x. 6b.
Tydzien po odnerwieniu. Wicle komorek wykazuje nagromadzenie aktywnosci w czeéci srodkowej,
nie ma roéznicowania na typy. NADH. Pow. 400 x. 6¢c. Dwa tygodnie po odnerwieniu. Zanik
wigkszosci wiokien, widoczne wiokna z centralnie polozonymi jadrami. H—E. Pow. 400 x . 6d.
Dwa tygodnie po odnerwieniu. Ujednolicona aktywno$é wszystkich wiokien. Obecno$é wiokien w
stadium miotuby z nagromadzeniem lub brakiem aktywno$ci w $rodku wilokna. NADH. Pow.
400 x. 6e. Cztery tygodnie po odnerwieniu. Zanik wildkien mig$niowych oraz liczne widkna z
centralnie polozonymi jadrami. Zwraca uwage roéznorodnosé rozmiaréw wiokien. H—E. Pow.
200 x . 6f. Szes¢ tygodni po odnerwieniu. Znaczny zanik wiokien migsniowych; brak réznicowania
na typy metaboliczne. NADH. Pow. 100 x

14th day after denervation:

LM: As the process of denervation proceeded, the muscle diameter
decreased to 1146 p (compared with 23+ 5 p in normal muscle of the same
age group), 26% muscle fibers contained centrally placed nuclei (Fig. 6c). Peri-
fascicular connective tissue became slightly hyperplastic. Muscle fibers were
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undifferentiated into muscle fiber types and displayed moderate activity in all
histochemical methods (Fig. 6d).

EM: A loose arrangement of muscle fibers was noticed in denervated
muscle. There was greater variation in the diameter of muscle cells and
diminution of mean diameter value (9.5+6.1 p) in comparison with normal
muscle of this age (21.4 + 5.4 p). Many fibers with centrally placed nuclei were
still present. Some of them were smalier (5.7+2.5 p) than the smallest fibers in
normal muscles of that age, 28% of muscle fibers contained satellite cells. In
normal muscle of the same age group only 10% of muscle fibers had satellite
cells. Some of fibers with central nuclei and mature muscle fibers showed focal
areas of disintegration of myofibrils. Immature muscle fibers containing more
than one cell with myofibrils were not noticed in this experimental group.

Fig. 7. Four weeks after denervation. The gastrocnemius muscle. Loose arrangement of muscle
fibers. Note the wide variation of fiber size with presence of very narrow fibers with central nuclei
and well preserved myofibrils (arrows). x 2400
Ryc. 7. Cztery tygodnie po odnerwieniu. M. brzuchaty tydki. Zwracaja uwage duze roznice
rozmiaréw wlokien migsniowych z obecnoscia bardzo waskich wiokien z osrodkowo potozonymi
jadrami i dobrze zachowanymi miofibrylami (strzalki). Pow. 2400 x
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Fig. 8. Four weeks after denervation. The gastrocnemius muscle. Immature muscle fiber (three cells
— 1, 2, 3 — at different stages of development, under the common basal lamina). x 9000
Ryc. 8. Cztery tygodnie po odnerwieniu. M. brzuchaty tydki. Niedojrzate wiékno mig$niowe (trzy
komérki — 1,2, 3 — w réznym etapie dojrzewania, pod wspolna btona podstawna). Pow. 9000 x

28th day after denervation:

LM: Significant atrophy of denervated muscle was observed (Fig. 6e). The
mean diameter of muscle fibers was reduced to 11+7 p as compared with
33+ 6 in normal muscle. Central nuclei were observed in 23% of muscle cells of
different sizes. There was no evidence of histochemical differentiation of the
muscle fibers.

EM: The loose arrangement of muscle fibers was distinct. There was a great
variation in muscle fiber diameter (Fig. 7). Among the fibers of nearly normal
size, we found many very narrow, round ones with well preserved myofibrils
and centrally located nuclei. The plasmalemma was in close contact with the
basal lamina. A few immature muscle fibers were found in this group (Fig. 8)
whereas in normal rats this was observed only up to the 7th day of life. The
amount of muscle fibers containing satellite cells increased up to 12% (sporadic
in the normal group). Simultaneously signs of progressive secondary dege-
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Fig. 9. Four weeks after denervation. The gastrocnemius muscle. Muscle fiber with local depletion
of myofibrils. x 5100
Ryc. 9. Cztery tygodnie po odnerwieniu. M. brzuchaty tydki. Wiokno migéniowe z miejscowym
ubytkiem miofibryli. Pow. 5100 x

neration of muscle fibers could be observed. Those changes consisted of: 1)
uniform depletion of myofibrils. 2) focal areas of complete depletion of
myofibrils (Fig. 9); 3) focal areas of disintegration of myofibrils arranged in
different directions (Fig. 10); 4) foci of severe destruction of myofibrils with
dense osmophilic structures, resembling target-like changes.

The areas of disintegration or destruction of myofibrils were sometimes
very distinctly separated from other parts of the muscle fiber with well
preserved structure (Fig. 11).

56th day after denervation:

LM: It was evident from the cross-section that atrophy was diffuse and
most of the muscle fibers were affected. The mean fiber diameter was decreased
as compared with normal muscle (11+6 p and 41+9 p respectively). Only
12% of muscle fibers were of normal size. The percentage of muscle fibers with
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Fig. 10. Four weeks after denervation. The gastrocnemius muscle. Focal disintegration of
myofibrils. x 6500

Ryc. 10. Cztery tygodnie po odnerwieniu. M. brzuchaty tydki. Ogniskowa dezintegracja miofibryli
(strzatka). Pow. 6500 x

centrally placed nuclei was 21%. Marked hyperplasia of connective tissue was
present. All histochemical methods failed to show fiber differentiation (Fig. 6f).

EM: Uniform atrophy of denervated muscle was observed. The intercellular
spaces became very extensive, usually filled by collagen. Myotube fibers usually
became angular in shape; sometimes folds of basal lamina were seen.
Diminution of mean diameter of muscle fibers was distinct: 10.0+7.7 p as
compared with 38.6—7.5 p in normal rats at this age. Many muscle cells at
different stages of maturation demonstrated severe disintegration of myofibrils
or even their complete focal absence. Some mature muscle fibers contained
more than one nucleus visible in cross-section. In normal muscle we have seen
only single nuclei in cross section within one muscle fiber. Up to this time there
were no ultrastructural features of muscle fiber differentiation into metabolic

types.

3 — Neuropatologia Polska 3/88

http://rcin.org.pl



298 J. Finowicka, A. M. Kaminska

Fig. 11. Four weeks after denervation. The gastrocnemius muscle. The area of disintegration of
myofibrils (1) and the area of well preserved structure (2) coexisting in one muscle fiber. Note the
presence of channels separating these two parts (arrow). x 16500

Ryc. 11. Cztery tygodnie po odnerwieniu. M. brzuchaty tydki. Obszar dezintegracji miofibryli (1) i
obszar z dobrze zachowana struktura (2) w obrebie jednego wiokna migsniowego. Zwraca uwage
obecno$¢ kanalikow oddzielajacych te dwie czgsci wiokna migsniowego. Pow. 16500 x

DISCUSSION

Our results confirmed previous reports that rat muscle is immature and
histochemically undifferentiated at birth. The number of myotubes in light
microscopy differed in the literature from few (Kelly, Schotland 1972) to many
(Shafiq et al. 1972). In our material the content of myotubes was 35% when
counted in the light microscope and 47% in the electron microscope. This
probably reflects the limitations of light microscopy to determine whether a
small cells is a muscle fiber. On the other hand the content of mature muscle
fibers is higher in the light than in the electron microscope since it is difficult to
recognize immature muscle fibers (clusters) on optical micrographs.

In newborn rats all muscle fibers in the gastrocnemius muscle preserve
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characteristics of type 2c fibers. Differentiation into fiber types starts around
the 7th day and is completed around the 21st day. Our observations appear to
be consisted with earlier reports (Dubowitz 1963).

Ultrastructural investigations of skeletal muscle in fetal and newborn rats
were performed by several authors (Diamond, Miledi 1962; Kelly, Zacks 1969;
Landon 1970). All of them described an asynchronous development of muscle
cells where multiple stages of myogenesis could be seen at the same time. Our
findings support the simultaneous presence of myoblasts, myotubes, immature
and mature muscle fibers at birth. By several days post partum the content of
clusters (i.e. immature muscle fibers) decreases, since they transform to mature
muscle fibers. Opinions about the mechanism of disappearance of clusters are
controversial. Most authors postulate fusion of muscle cells surrounded by the
common basal lamina to form one large muscle fiber (Ishikawa 1966; Kelly,
Zacks 1969; Landon 1970). Other authors feel that the cells of the cluster
separate and that each cell acquires its own basal lamina (Ontell 1977). Our
observations in rats of close contact of muscle cells lying under common
basement membrane and formation of sarcoplasmic bridges are strongly in
favor of fusion. Since no mode of nuclear replication is known to occur in
multinucleated muscle cells (Stockdale, Holzer 1961) sarcoplasmic bridges
formation results from muscle cell fusion.

The time of complete ultrastructural maturation of rat skeletal muscle is
not strictly determined in the literature. In 1978 Ontell and Dunn found few
immature muscle fibers on the 8th day post partum. Our findings support this
opinion. In our material these fibers disappear on the 10— 14th day of life. In
this period we found under the common basal lamina of muscle fibers only
satellite cells. This is in accordance with Ontell (1977) and Schultz (1978). In
our material the ultrastructural features of metabolic differentiation were
completed on the 21st day post partum. Hanzlikova and Schiaffino (1973)
found these features after 2 weeks, Shafiq et al. (1972) after 2—3 weeks.

Neonatal denervation of immature muscle causes severe impairment of
maturation with many myotubular forms and complete lack of metabolic
differentiation. This is in aéreement with Dubowitz (1963), Brooke et al. (1971)
and Shafiq et al. (1972). Only Engel and Karpati (1968) observed that,
following neonatal neurectomy, type I fibers developed normally and achieved
normal size, whereas type II fibers remained arrested at the myotube stage.

Only a few authors have investigated the ultrastructural muscle changes
occurring after neonatal denervation. Hanzlikova and Schiaffino (1973)
described the presence of many narrow fibers, but they called them “atrophic”.
We considered such fibers as “myotube-like” fibers, because they resemble
myotubes from the early period of normal myogenesis. They are rather arrested
in development than atrophied because they have a rounded shape, well
preserved structure, no folds of basal lamina and no multiplication of
myonuclei in cross section, which is characteristic for denervated muscle cell.
Nevertheless in later periods after neonatal denervation, secondary atrophy of
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these “myotube-like” fibers occurrs. They become angular, with scant sarco-
plasm and with folds of basal lamina. Another sign of delayed maturation of
denervated muscle is the persistence of immature muscle fibers and increased
number of satellite cells what is in accordance with Ontell (1974) and Schultz
(1978).

From both light and electron microscopic evaluations it is apparent that
some (12% and 14%, respectively) fibers reach normal size, despite of
longstanding denervation. This finding suggests, that the denervated muscle of
rapidly growing animals can respond to growth factors other than neural.
Among these mechanical (stretching by growing bones) as well as hormonal
(circulating growth hormone) should be taken into consideration. The present
study indicates that abnormal nerve-muscle interactions during myogenesis
arrest normal muscle maturation. Neonatal rat muscles provide an ideal
experimental model for studying the effects of denervation before myofiber
differentiation.

WPLYW ODNERWIENIA NA DOJRZEWANIE MIESNI U SZCZURA

Streszczenie

Oceniano wplyw odnerwienia na rozwoj migénia szkieletowego u szczura. Material stanowito
25 szczuréw rasy Wistar, u ktoérych w 6 godzin po urodzeniu dokonano przecigcia n. kulszowego
oraz 18 szczuréw zdrowych. Na podstawie wynikow badan w mikroskopie $wietlnym z uzyciem
metod histochemicznych oraz badan w mikroskopie elektronowym wykazano, ze m. brzuchaty
tydki u szczura uzyskuje dojrzatos¢ morfologiczng w 2 tygodnie po urodzeniu. Odnerwienie
dokonane bezposrednio po urodzeniu hamuje rozwoj migsnia szkieletowego u szczura, powodujac
przetrwanie wielu niedojrzatych wiokien migsniowych do 8 tygodnia Zycia oraz zupelny brak
roznicowania na typy metaboliczne.

BIIMAHUE NEHEPBALIMU HA CO3PEBAHUE MBIIIL] KPbICHI

Pe3omMme

OuEeHMBAJIOCh BJIMSHHE ACHEPBALMM HAa Pa3BHTHE CKEJIETHOH MBIIIIBI KpbICHl. MaTepunan
NOJIy4eH OT 25 KpbIC JIMHUM BHCTap, y KOTOpBIX Yepe3 6 4acoB nocje poXaACHUs NMPOU3BOAMIIACH
nepepe3ka CeIaIMIIHOTO HepBa, u oT 18 310poBbIX kpbic. Ha oCHOBaHMM pe3ysbTaTOB HCCIIENI0-
BaHMI, MPOBENCHHBIX C NMPUMCHEHHEM CBETOBOH MHKPOCKONHH, MMCTOXMMHYECKHX METOJIOB H
3JIEKTPOHHOM MHKPOCKOIHH, MOKAa3aHO, YTO HKPOHOXHAS MBIIIIA KPbICBI CTAHOBHTCA MOpPGOJIO-
IMYECKH 3peJioil 4epe3 2 HeleNHu nocie poxaeHus. JleHepBalus, MPOM3BEIEHHAs cpa3y Iocie
POXIEHHS,, TMPHOCTAHABIIMBAET PA3BHUTHE CKEJICTHOM MBIIILBI KPBICHI, BbI3BIBASl COXPAaHEHHE
MHOTHX HE3peJbIX MBIILIEYHbIX BOJIOKOH 10 8- HEeIenW JKH3HH, TNPH TOJHOM OTCYTCTBHH
muddepeHuManmu Ha MeTaboJIHYECKHE THMbI.
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WPLYW CALKOWITEGO NIEDOKRWIENIA MOZGU
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Morfologia jadra olbrzymiokomorkowego tworu siatkowatego (nucleus
reticularis gigantocellularis), umiejscowionego w pniu mozgu, jest stosunkowo
mato poznana, a piSmiennictwo z tego zakresu jest skape (Scheibel, Scheibel
1958; Bowsher, Westman 1970; Zargba-Kowalska, Borowicz 1987). Jadro to
ma podstawowe znaczenie czynnosciowe jako wazny osrodek kojarzeniowy.
Z badan fizjologicznych wynika, ze neurony tego jadra odbieraja, kojarza
1 przekazuja impulsy z wielu osrodkow mozgu i rdzenia kregowego (Bowsher i
wsp. 1968; Guilbaud i wsp. 1973; Siegel 1979). Wiadomo rowniez, ze jadro
olbrzymiokomoérkowe stanowi osrodek przekaznictwa bodzcow bolowych
(Burton 1968; Casey 1969; 1971; Basbaum i wsp. 1976; 1978).

Pomimo bogatego piSmiennictwa na temat ischemicznych i poischemicz-
nych zmian ultrastrukturalnych w roznych obszarach osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN), brak jest szczegotowych danych dotyczacych zmian w
jadrze olbrzymiokomorkowym. Wiadomo jednakze, ze jadro to nalezy do
struktur wybiorczo wrazliwych na niedokrwienie (Mossakowski i wsp. 1986).

Przedmiotem obecnej pracy, ktora stanowi kontynuacj¢ uprzednio pro-
wadzonych badan, jest charakterystyka zmian ultrastrukturalnych w jadrze
olbrzymiokomoérkowym szczurow, ktore przezyly incydent $mierci kliniczne;j,
spowodowanej zatrzymaniem akcji serca i czynnosci oddechowej. W od-
réznieniu od poprzednich doswiadczen (Zar¢gba-Kowalska, Borowicz 1987)
wydluzono czas trwania ischemii, a obserwacje prowadzono w odmiennych
odstgpach czasu po doswiadczeniu.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 12 dojrzalych szczurach szczepu Wistar,
samicach o masie ciatla 160— 180 g, pochodzacych z normalnych warunkow
hodowlanych. U 8 szczuréw spowodowano $mier¢ kliniczna wedlug metody
Korpaczeva i wsp. (1982). Zwierzetom w lekkiej narkozie eterowej wpro-
wadzono do klatki piersiowej iglowy zacisk i uciskano peczek naczyniowy
serca przez okres 3 min. Prowadzilo to w czasie 1,5—2 min do zatrzymania
akcji serca i czynnosci oddechowej, utrzymujacego si¢ mimo usunigcia zacisku
do momentu rozpoczgcia czynnosci reanimacyjnych, ktére podejmowano po
uplywie 5 min. Stosowano zewng¢trzny masaz serca az do przywrocenia jego
spontanicznej czynnos$ci oraz kontrolowana wentylacje pluc powietrzem o
normalnym skladzie gazowym przy uzyciu respiratora. Przerywano ja po
uzyskaniu pelnosprawnej wlasnej czynnosci oddechowej. Wedhig Mossa-
kowskiego i wsp. (1986) juz po kilkunastu sekundach od chwili ustania akcji
serca i czynnosci oddechowej dochodzi w tych warunkach do $mierci kli-
nicznej, co przejawia si¢ zanikiem czynnosci bioelektrycznej mozgu. Zasto-
sowanie czynnosci reanimacyjnych przywracato czynnos¢ serca w okresie 1 —3
min. Spontaniczna czynno$¢ oddechowa wracata $rednio po okoto 6 min.

Zwierzeta doswiadczalne usmiercano w dwoch grupach, wykonujac
przezsercowa perfuzj¢ zbuforowanym roztworem paraformaldehydu i alde-
hydu glutarowego wedlug Karnovskiego. Pig¢ zwierzat zdekapitowano po 3
godzinach (I grupa doswiadczalna) po reanimacji, 4 po uptywie 7 dni (II grupa
doswiadczalna) po zabiegu. Kontrolg stanowily 3 szczury, nie poddane zadnym
zabiegom. Do badan mikroskopowo-elektronowych pobierano wycinki z pnia
mozgu zawierajace jadro olbrzymiokomorkowe. Utrwalano je przez imersje
wedlug  Karnovskiego, dotrwalano 1% OsO,, odwadniano w alkoholu ety-
lowym i tlenku propylenu oraz zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie skrawki
kontrastowano nasyconym wodnym roztworem octanu uranylu i cytrynianu
olowiu. Preparaty ogladano i fotografowano w mikroskopie JEM 1200 EX.

WYNIKI

Grupa kontrolna. Prawidlowa organizacja ultrastrukturalna jadra olbrzy-
miokomorkowego pnia mozgu, zostata poprzednio opisana u krolika (Zargba-
-Kowalska, Borowicz 1985). Ze wzgledu na istotne podobienstwa pomigdzy
jadrem olbrzymiokomorkowym u krolika i u szczura, dokumentacja dotyczaca
prawidlowej budowy tego jadra u szczura zostala pominigta. Podobnie jak
u krolika, w jadrze olbrzymiokomoérkowym szczura wystgpowaly dwa typy
neuronow, roznigce si¢ znacznie zarowno wielkoscia, jak i ksztaltem. Neurony
pierwszego typu — olbrzymie — odznaczaly si¢ znacznymi rozmiarami
perykarionow oraz bogato rozwinigtymi i wtornie rozgaleziajacymi si¢ den-
drytami. Posiadaly one zwykle duze, centralnie potozone jadra z rownomiernie
rozproszona chromatyna, Niektore z nich wykazywaly niewielkie wglobienia
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otoczki jadrowej. Charakterystyczna cecha neuronéw olbrzymich byla obfita
siateczka $rodplazmatyczna ziarnista, tworzaca czesto rownolegle utozone
kanaly. Kompleks Golgiego byl srednio rozwinigty. Powierzchnia ciala neu-
ronow, jak rowniez proksymalne czesci dendrytow byly gesto pokryte zakon-
czeniami presynaptycznymi.

Neurony drugiego typu, o okragtym lub owalnym ksztalcie, odznaczaly si¢
matymi rozmiarami oraz nielicznymi dendrytami. Centralnie potozone jadra
tych komorek byly bogate w chromatyne i wykazywaly zageszczenia hetero-
chromatyny pod otoczka jadrowa. Kompleks Golgiego i siateczka $rod-
plazmatyczna ziarnista byly mniej rozwinigte. Na tych neuronach obser-
wowano tylko nieliczne zakonczenia presynaptyczne. Znaczna czgs¢ po-
wierzchni matych neuronoéw kontaktowala si¢ ze zmielinizowanymi aksonami,
naczyniami lub komoérkami glejowymi.

I grupa doswiadczalna (3 godz. po reanimacji). Znaczna cze$¢ obser-
wowanych neurondéw olbrzymich nie wykazywala zmian w budowie ultra-
strukturalnej jadra i cytoplazmy w poréwnaniu z kontrola. Tylko nieliczne
neurony olbrzymie, charakteryzujace si¢ obfitoscia organelli komérkowych,
zawieraly obrzmiale mitochondria oraz drobne, elektronowo-przezierne
wakuole. W cytoplazmie tych komorek licznie wystepowaly lizosomy oraz
elementy cytoskeletonu: neurotubule i neurofilamenty (ryc. 1, 2, 3). Drobne
wakuole byly obecne rowniez w otaczajacym neuropilu, w cytoplazmie
astrocytow oraz w dendrytach (ryc. 1). Kolbki presynaptyczne polaczen
akso-somatycznych na neuronach olbrzymich, jak rowniez na ich dendrytach
nie wykazywaly nieprawidlowosci poza obrzmieniem pojedynczych mitochon-
driow (ryc. 3). Nie obserwowano zmian obrzgkowych w obszarach okoto-
naczyniowych. Neurony male nie roznily si¢ od kontroli (ryc. 4).

II grupa doswiadczalna (7 dni po reanimacji). Podobnie jak w poprzedniej
grupie, czg$¢ neurondw olbrzymich nie wykazywata zmian ultrastrukturalnych.
Jednakze czg¢$¢ populacji tych neurondéw réznita si¢ w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Ich jadra wykazywaly czesto glebokie wglobienia. W jadrach
sporadycznie wystgpowaly paleczkowate wtrety w postaci wiazki filamentow.
W cytoplazmie neuronéw olbrzymich obserwowano elektronowo-przezierne
wakuole. Neurony te wykazywaly niekiedy miejscowe przejasnienia hialo-
plazmy (ryc. 5, 6, 7). W niektorych neuronach wystgpowalo znaczne po-
szerzenie poszczegolnych cystern ukladu Golgiego (ryc. 7), lub wzrost li-
czebnosci lizosomoéw. Synapsy akso-somatyczne na neuronach olbrzymich, jak
rowniez zakonczenia presynaptyczne na ich dendrytach nie wykazywaly
nieprawidlowosci. W kolbkach presynaptycznych tych potaczen byly obecne
liczne, drobne mitochondria (ryc. 8). W jednym polu widzenia cytoplazma
neuronu olbrzymiego zawierala wtopiony profil wypustki, przypuszczalnie
astrocytu z licznymi filamentami. W obszarach okolonaczyniowych obser-
wowano obrzmienie wypustek astrocytarnych (ryc. 9). Elektronowo-przezierna
cytoplazma tych wypustek byta uboga w struktury wewnatrzkomoérkowe. Male
neurony nie wyxkazywaly zmian w poroéwnaniu z kontrola.
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Ryc. 1. Szczur 3 godz. po ischemii. Fragment neuronu olbrzymiego (N) z przylegajaca wypustka
dendrytyczna (D). W cytoplazmie wystepuja pojedyncze obrzmiale mitochondria, w dendrycie
widoczna wakuola. Pow. 18750 x
Fig. 1. Rat 3 hours after ischemia. Fragment of large neuron (N) contacting with dendritic process
(D). Swollen mitochondria are visible in neuronal cytoplasm, vacuole in dendritic process.
x 18750
Ryc. 2. Szczur 3 godz. po ischemii. Fragment olbrzymiego neuronu. W cytoplazmie widoczne
banieczkowato obrzmiate mitochondria. Pow. 18000 x
Fig. 2. Rat 3 hours after ischemia. Fragment of large neuron. In cytoplasm swollen mitochondria
are visible. x 18000



Ryc. 3. Szczur 3 godz. po ischemii. Fragment neuronu olbrzymiego o prawidlowej budowie z
przylegajacymi prawidlowymi zakorczeniami synaptycznymi. Pow. 18750 x
Fig. 3. Rat 3 hours after ischemia. Fragment of large neuron with presynaptic endings on its
surface, exhibiting normal structure. x 18750

Ryc. 4. Szczur 3 godz. po ischemii. Maly neuron o prawidlowej budowie ultrastrukturalnej. Pow
22500 x

Fig. 4. Rat 3 hours after ischemia. Small neuron of normal structure. x 22500
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Ryc. 5. Szczur z 7 dniowym przezyciem po resuscytacji. Fragment neuronu olbrzymiego.
W cytoplazmie widoczne liczne wakuole (V), lizosomy i pojedyncze obrzmiate mitochondria. Pow.
18750 x
Fig. 5. Rat 7 days after resuscitation. Fragment of large neuron. Numerous vacuoles (V), lysosomes
and some swollen mitochondria are present in cytoplasm. x 18750
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Ryc. 6. Szczur 7 dni po ischemii. Fragment neuronu olbrzymiego. Jadro komérkowe z wglobieniem
zawiera wtret jadrowy zbudowany z filamentoéw (strzatka). Pow. 18000 x

Fig. 6. Rat 7 days after ischemia. Fragment of large neuron. Nucleus with invagination contains
filamentous nuclear body (arrow). x 18000
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Ryc. 7. Szczur 7 dni po ischemii. Fragment neuronu olbrzymiego ze znacznie poszerzong cysterna
ukladu Golgiego (G) oraz lizosomami w cytoplazmie. Pow. 18750 x

Fig. 7. Rat 7 days after ischemia. Fragment of large neuron. Note dilated Golgi cistern (G) and
lysosomes in cytoplasm. x 18750
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Ryc. 8. Szczur 7 dni po ischemii. Profil dendrytu neuronu olbrzymiego (D) z przylegajacymi
prawidtowo wyksztalconymi zakoriczeniami presynaptycznymi. Pow. 22500 x

Fig. 8. Rat 7 days after ischemia. Presynaptic endings on dendrite (D) surface exhibit normal
structure. They contain numerous microvesicles and mitochondria. x 22500
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Ryc. 9. Szczur 7 dni po niedokrwieniu. Obszar okotonaczyniowy. Elektronowo przezierna

wypustka astrocytu (A) uboga w organelle subkomorkowe, zawierajaca wakuole. Pow. 18000 x

Fig. 9. Rat 7 days after ischemia. Perivascular area. Astrocytic process (A) with electron-lucent
cytoplasm poor in subcellular organelles and contains vacuoles. x 18000
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OMOWIENIE

Wyniki przedstawionych badan wskazuja na powstawanie stosunkowo
niewielkich zmian ultrastrukturalnych w jadrze olbrzymiokomoérkowym pnia
moézgu szczura w nastgpstwie S-minutowego, calkowitego niedokrwienia
mozgu, w przebiegu incydentu $mierci klinicznej. Dotyczy to zwlaszcza zmian
obserwowanych w 3 godziny po reanimacji. Nieprawidlowosci ultrastruk-
turalne obserwowane w jadrze olbrzymiokomorkowym byly bardziej uchwytne
7 dni po niedokrwieniu. Obserwacje te wskazuja na nasilenie si¢ zmian
patologicznych wraz z uplywem czasu po reanimacji. Zmiany w neuronach
olbrzymich w 3 godziny po przywroceniu krazenia krwi byly typowe dla
niedokrwienia i polegaly na obrzmieniu mitochondriow, co moze odpowiadac
drobnowodniczkowym zmianom cytoplazmy komorek, obserwowanym w
mikroskopie $wietlnym (Mossakowski i wsp. 1986). Jak wykazaly uprzednio
prowadzone badania nad doswiadczalnie wywotanym niedokrwieniem, mito-
chondria reaguja bardzo szybko, a zmiany ultrastrukturalne tych organelli
obserwuje si¢ juz w krotkim czasie po rozpoczgciu doswiadczenia (Brierley
1 wsp. 1971; Karpati i wsp. 1974). We wczesnym okresie obserwacji stwier-
dziliSmy rowniez w neuronach olbrzymich obecnos$¢ licznych wakuoli w
cytoplazmie. Pojawianie si¢ wakuoli w neuronach mozna tlumaczy¢ wyste-
powaniem miejscowych zmian osmotycznych. Wiadomo, ze w trakcie niedo-
krwienia i w okresie poniedokrwiennym dochodzi do zaburzenia homeostazy
wodno-elektrolitowej, powodujacej wzrost osmolalnosci tkanki (Hossmann,
Takagi 1976; Bandaranayake i wsp. 1978), jak rowniez do zahamowania
pompy jonowej oraz do zmian w przepuszczalnosci blon (Astrup 1982).
Wedtug niektorych autorow, zahamowanie dzialania pompy sodowo-potaso-
wej moze prowadzi¢ do wzrostu st¢zenia jonéw Na* w komoérkach nerwowych
i glejowych, a wraz z nim do zwigkszenia zawartosci wody w ich cytoplazmie
(Schneider, Dralle 1973; Jenkins i wsp. 1981).

W II grupie doswiadczalnej, tj. 7 dni po incydencie $mierci klinicznej, w
niektorych neuronach olbrzymich obserwowano podobne zmiany jak
w poprzedniej grupie. Polegaly one na wakuolizacji cytoplazmy oraz wyste-
powaniu miejscowych przejasnien hialoplazmy. Ponadto pojedyncze neurony
olbrzymie wykazywaly poszerzenia cystern kompleksu Golgiego. Obecnosé
wtretow jadrowych moglaby $wiadczy¢ o wzmozonej aktywnosci metabo-
licznej tych komorek. Podobne wtrety jadrowe zostaly opisane przez Seitea
i wsp. (1977) w neuronach zwojow sympatycznych kota. Wymienieni autorzy
sadza, ze czgsto$¢ wystepowania tych wtretow zalezy od stopnia aktywnosci
komorek. Seite i wsp. (1977) podaja, ze czgstos¢ ich wystgpowania wzrastala
185-krotnie po podaniu analogow cyklicznego AMP, lub w wyniku stymulacji
elektrycznej. Biologiczne znaczenie tych struktur nie jest dotychczas w petni
wyjasnione.

Czgstym i powtarzalnym zjawiskiem, obserwowanym 7 dni po niedo-

:
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krwieniu, bylo obrzmienie okotonaczyniowych wypustek astrocytarnych. Wy-
stepowanie tego typu zmian w astrogleju w warunkach niedokrwienia i/lub
niedotlenienia OUN jest zgodne z doniesieniami innych autoréw (Chiang
i wsp. 1968; Hossmann, Sato 1970). W $wietle ostatnich badan Shigeno i wsp.
(1986) obrzmienie astrogleju we wczesnej fazie obrzgku mozgu ma charakter
cytotoksyczny, chociaz istnieja takze dowody S$wiadczace o istotnej roli
kapilarow moézgowych w rozwoju wczesnego obrzgku poischemicznego.

Obecne wyniki badan morfologicznych sa uzupelnieniem poprzednich
badan nad wplywem krotkotrwalego 2,5-minutowego niedokrwienia mozgu na
ultrastrukture obszaru olbrzymiokomorkowego pnia mozgu szczura (Zargba-
-Kowalska, Borowicz 1987). Z przeprowadzonych badan wynika, ze przebyte
catkowite 5 minutowe niedokrwienie mozgu wywoluje zmiany w obszarze
olbrzymiokomoérkowym pnia mézgu, obserwowane w trzy godziny po zabiegu
i wystepujace w wigkszym nasileniu u zwierzat z 7-dniowym przezyciem po
reanimacji.

EFFECT OF COMPLETE CEREBRAL ISCHEMIA ON
THE ULTRASTRUCTURE OF THE NUCLEUS GIGANTOCELLULARIS
OF THE BRAIN STEM IN THE RAT

Summary

The experiment was performed on Wistar rats in which the incident of clinical death was
induced according to the method of Korpaczev et al. (1982). Electron-microscopic observations
performed 3 hours after reanimation revealed changes affecting mostly the giant neurons of the
nucleus gigantocellularis. The neurons exhibited the presence of swollen mitochondria and
electron-lucent vacuoles in their cytoplasm. Ultrastructural alterations were more pronounced 7
days after the ischemic incident, indicating gradual and progressive changes in the metabolic
activity of these neurons. Edematous changes affecting astrocytes, especially their processes were
observed in the perivascular tissue on the 7th day after the experiment. Small neurons did not show
any abnormalities.

BJIMAHUE TMOJIHOM MIIEMUU MO3TrA HA VJbTPACTPYKTYPY
T'MIrAHTOKJIETOYHOI'O SAIPA CTBOJIA MO3I'A KPbIChI

Pe3ome

UccrieoBauus NMPOBOAMIINCH HA 3PENIbIX KpbICax JMHMM BHCTap, y KOTOpBIX caaBjieHHE
cocyaucToro myyka cepaua (mer. KopmaueBa u coaBTopoB 1982) mpuBOAMIO K OCTaHOBKE
KpoBOOOpAllleHHs] W KJIHHMYECKO#H cMepTH. PeaHMManus NpeANpUHMUMAIACL MO MCTEYEHHUH 5
MHHYT.

[Moce MOAHOM HIIEMHH MO3ra pe3yJibTaThl 3JIEKTPOHHO-MHKPOCKOMHYECKHX MCCIIEI0BAHUN
OOHAPYXMBAIOT TOSBJICHHE YJIbTPACTPYKTYPHBIX M3MCHCHHH B TMTAaHTCKMX Helponax. B 1-i
SKMEPUMEHTAJILHOM rpynne — 3 ¥aca Mocje KCNEPUMEHTa — HEKOTOPbIe THIAHTCKHE HEHPOHBI
cofepxai HabyXiiMe MHTOXOHJADHH M 3JIEKTPOHHO-TIpO3pauHbie Bakyosd. Onnako B 6oib-
LIMHCTBE THTAHTCKHX HEMPOHOB M B MEJIKHX HEHPOHAX He ObUIO yIbTPACTPYKTYPHBIX H3MEHEHHI.
IMo6M30CTH OT COCY/IOB B HEKOTOPBIX aCTPOLMTAPHBIX OTPOCTKax Takxke HabJroJamuch 3JIek-
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TPOHHO-NIPO3payHble Bakyosu. Bo 2-if akcnepuMeHTanbHOM rpynmne — 7 QHEH mocjie 3KCnepu-
MEHTa — B THFaHTCKHMX HEHpOHaX ObUIM CXOQHbIE H3MEHEHHs. Pe3yibTaThl HCC/IEIOBAHMS
TIOKa3bIBAIOT, YTO MOJHAS 5-MUHYTHAs HIIEMHs MO3ra BBI3BIBAET YMEPEHHOE, COXPAHSIONIEECS B
TeueHue 7 aHed HabyxaHume 061acTH TMraHTOKJIETOYHOTO s/Ipa CTBOJIA MO3ra KpbICHI
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WPLYW CALKOWITEGO NIEDOKRWIENIA MOZGU
NA ULTRASTRUKTURE PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWEGO
UKELADU NEUROSEKRECYJNEGO SZCZURA
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PAN, Warszawa

Pomimo obszernego pismiennictwa dotyczacego zmian ultrastrukturalnych
w réznych obszarach osrodkowego ukladu nerwowego ssakow, spowodowa-
nych niedokrwieniem, dane dotyczace zmian neurosekrecyjnego ukiadu pod-
wzgorzowo-przysadkowego w nastgpstwie ischemii sa niedostateczne. Pra-
widlowa czynnos$¢ neuronoéw podwzgorzowych jader sekrecyjnych: jadra nad-
wzrokowego (nucleus supraopticus — SO) i jadra przykomorowego (nucleus
paraventricularis — PV) jest zwigzana z wytwarzaniem, przechowywaniem
i wydzielaniem do krwi biologicznie czynnych peptydow, w tym przede
wszystkim hormonéw wazopresyny i oksytocyny. Uwalnianie tych hormonow
do krwi w narzadzie neurohemalnym, ktory stanowi czg$¢ nerwowa przysadki,
reguluje prawidlowy przebieg podstawowych procesow fizjologicznych orga-
nizmu. Uklad podwzgérzowo-przysadkowy jest w znacznej mierze odpowie-
dzialny za utrzymanie homeostazy wodno-elektrolitowe;.

Z badan nad niedokrwieniem mozgu wynika, iz powoduje ono liczne
zmiany fizjologiczne, biochemiczne oraz morfologiczne (Bakay, Lee, 1968; Yu i
wsp. 1972a, b: Hossmann i wsp. 1973, Hossmann, Zimmerman 1974).
Wiadomo rowniez, ze nieprawidtowosci metaboliczne oraz zaburzenia mikro-
krazenia w moézgu utrzymuja si¢ przez szereg godzin po incydencie niedo-
krwiennym (Klatzo 1975, 1985). Obecna praca jest kontynuacja uprzednio
prowadzonych badan ultrastrukturalnych neuronéw jader sekrecyjnych SO
i PV po krotkotrwalym, catkowitym niedokrwieniu moézgu u szczura (Gaj-
kowska 1987).

W badaniach nad ischemia wykorzystano model Korpaczeva i wsp. (1982).
Zalety oraz ograniczonos¢ tego modelu zostaly szczegotowo przeanalizowane
przez Mossakowskiego i wsp. (1986).

Przedmiotem obecnej pracy jest charakterystyka ultrastrukturalna neuro-
sekrecyjnego ukladu podwzgorzowo-przysadkowego szczura po przebytym
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catkowitym niedokrwieniu moézgu. W porownaniu z poprzednio prowadzo-
nymi badaniami wydluzono czas niedokrwienia, a obserwacje morfologiczne
przeprowadzono po dluzszym okresie przezycia zwierzat.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na dojrzatych szczurach szczepu Wistar, sa-
micach o masie ciala okolo 180 g. W plytkiej narkozie eterowej zwierz¢tom
wprowadzono do klatki piersiowej igtowy zacisk i uciskano pgczek naczyniowy
serca przez okres 3 minut. Prowadzito to do ustania czynnosci serca i oddechu,
utrzymujacego si¢ mimo usunigcia zacisku do momentu rozpoczecia czynnosci
reanimacyjnych, ktére podejmowano po upltywie 5 min. Stosowano zewngtrzny
masaz serca do przywrocenia jego spontanicznej czynnosci oraz kontrolowang
wentylacje pluc za pomoca respiratora, az do uzyskania pelnosprawnej wlasnej
czynnos$ci oddechowej. Zastosowanie czynnosci reanimacyjnych przywracalo
czynnos¢ serca w okresie 1—3 min. Spontaniczna czynnos¢ oddechowa
wracala $rednio po okoto 6 min.

Zastosowany model doswiadczalny zostal dokladnie opisany pod wzgle-
dem fizjopatologicznym (Korpaczev i wsp. 1986; Mossakowski i wsp. 1986).

Zwierzeta usmiercano w grupach po 3 szczury, po 3 godz. (I grupa
doswiadczalna) i po 7 dniach (II grupa doswiadczalna) po zabiegu, wykonujac
przezsercowa perfuzje utrwalaczem Karnovskiego. Kontrolg badan stanowity 3
szczury, nie poddane zadnym zabiegom. Pobrane fragmenty podwzgorza
zawierajace jadra nadwzrokowe i przykomorowe oraz plat nerwowy przysadki
utrwalano nast¢pnie przez imersj¢ w utrwalaczu Karnovskiego przez 1 godz.
w temperaturze pokojowej oraz 1 godz. w 4°C. Nastgpnie material utrwalono
w 1% roztworze czterotlenku osmu, odwadniano w alkoholu etylowym
i zatapiano w Eponie. Ultracienkie skrawki kontrastowano wodnym nasyco-
nym roztworem octanu uranylu i cytrynianem olowiu. Preparaty ogladano
i zdjecia wykonano w mikroskopie elektronowym JEM 1200 EX.

WYNIKI

I grupa doswiadczalna. W tej grupie prowadzono obserwacje neuronéow SO
i PV oraz plata nerwowego przysadki (PN) trzy godziny po przywroceniu
krazenia krwi. Zaobserwowano podobna reakcje na niedokrwienie w obu
badanych jadrach, dlatego podane opisy dotycza neuronow obydwu jader
neurosekrecyjnych.

W poréwnaniu z kontrola wigkszos¢, obserwowanych neuronow wydziel-
niczych znajdujacych si¢ w roznych stadiach procesu neurosekrecyjnego, nie
wykazywala zmian w budowie ultrastrukturalnej. Neurony posiadaty duze
jadra z lekkimi wglobieniami otoczki jadrowej, wypeinione roéwnomiernie
rozproszona chromatyna jadrowa. Zwracata uwage obecno$¢ duzego jaderka
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Ryc. 1. Szczur z 3-godz. przezyciem po ischemii. Jadro nadwzrokowe. Fragment neuronu z bogato
rozwinigta siateczka §rodplazmatyczng ziarnista (RER) i kompleksem Golgiego (G) oraz licznymi
drobnymi mitochondriami. Pow. 25000 x
Fig. 1. Rat 3 h after ischemia. Supraoptic nucleus. Fragment of neuron with well developed
granular endoplasmic reticulum (RER), Golgi complex (G), and numerous small mitochondria.
x 25000
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Ryc. 2. Szczur z 3-godz. przezyciem po ischemii. Fragment neuronu o dobrze rozwinigtej siateczce

$rodplazmatycznej ziarnistej (RER) tworzacej uklady wstazkowate (ribbon-formations) (strzatka).

W cytoplazmie dobrze rozbudowany kompleks Golgiego (G) niektore mitochondria sa obrzmiale,
widoczne rowniez cialo jaderko-podobne (NLB). Pow. 18750 x

Fig. 2. Rat 3 h after ischemia. Paraventricular nucleus. Fragment of neuron with well developed

granular endoplasmic reticulum (RER), forming ribbon formation (arrow). In cytoplasm well

developed Golgi complex (G), some swollen mitochondria and nucleolus-like body (NLB). x 18750
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Ryc. 3. Szczur z 3-godz. przezyciem po ischemii. Jadro nadwzrokowe. F ragmenty dwoch neuronéow
(N). W jednym z nich poszerzone kanaly siateczki sroédplazmatycznej ziarnistej (RER), ciata
wielopecherzykowe (MVB) oraz ciato jaderko-podobne (NLB). Pow. 37500 x
Fig. 3. Rat 3 h after ischemia. Supraoptic nucleus. Fragments of two neurons (N). In one of them

dilated channels of granular endoplasmic reticulum (RER), multivesicular body (MVB) and
nucleolus-like body (NLB). x 37500
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Ryc. 4. Szczur z 3-godz. przezyciem po ischemii. Plat nerwowy przysadki. Widoczne profile
obrzmialych aksonéw (ax), wtopionych w cytoplazme pituicytu. Pituicyt z elektronowo-przezierna
cytoplazma, uboga w organelle subkomorkowe. Pow. 22500 x
Fig. 4. Rat 3 h after ischemia. Hypophyseal neural lobe. Profiles of swollen axons (ax) enclosed in
pituicyte cytoplasm are visible. Pituicyte with electron-lucent cytoplasm and few organelles.
x 22500
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.

Ryc. 5. Szczur z 3-godz. przezyciem po ischemii. Plat nerwowy przysadki. Poszerzone przestrzenie

pomigdzy aksonami. Aksony zawieraja rozne ilosci ziarnisto$ci neurosekrecyjnych, neurotubule

oraz neurofilamenty. W jednym z profili aksonalnych widoczne ciato jaderko-podobne (NLB).
Pow. 18750 x

Fig. 5. Rat 3 h after ischemia. Hypophyseal neural lobe. Dilated spaces between axons. Axons

contain various amounts of neurosecretory granules, neurotubules and neurofilaments. In one of
axon profiles nucleolus-like body (NLB). x 18750
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Rye. 6. Szczur z 3-godz. przezyciem po ischemii. Plat nerwowy przysadki. Fragment pituicytu (P)
we wnetrzu ktorego widoczny jest akson (ax), zawicrajacy duza ilos¢ figur mielinowych, pustych
pecherzykow oraz neurotubule. Pow. 18750 x
Fig. 6. Rat 3 h after ischemia. Hypophyseal neural lobe. Fragment of pituicyte (P) with enclosed
axon profile (ax). In the axon myelin figures, numerous microvesicles and neurotubules are present.
x 18750
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Rye. 7. Szczur z 3-godz. przezyciem po ischemii. Plat nerwowy przysadki. Wokot naczynia (V)
widoczna poszerzona przestrzen okotonaczyniowa, poszerzone sa rowniez przestrzenie migdzy-
komorkowe (gwiazdka). W niektorych aksonach (ax) zwigkszona ilos¢ figur mielinowych i
lizosomoéw. Pow. 18750 x
Fig. 7. Rat 3 h after ischemia. Hypophyseal neural lobe. Dilated perivascular space around the
vessel (V) is visible. Intercellular spaces are dilated (asterix) In some axons (ax) increased numbers
of myelin figures and lisosomes. x 18750
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o znacznej gestosci elektronowej. W cytoplazmie neuronow SO i PV
obserwowano dobrze rozwinigty kompleks Golgiego, rozmieszczony zarowno
w okolicach okolojadrowych, jak rowniez w innych obszarach cytoplazmy
oraz obecnos¢ w jego otoczeniu ziarnistosci neurosekrecyjnych, ktorych li-
czebno$¢ zalezala od stanu czynnosciowego komorki. Licznie wystgpowaly
rybosomy i polirybosomy oraz lizosomy i ciala wielopecherzykowe. Neurony
charakteryzowaly si¢ obfita siateczka S$rodplazmatyczna ziarnista (RER),
tworzaca czesto rownolegle utozone kanaly wstggowate (ribbon formations).
W cytoplazmie obserwowano luzno lezace ciata jaderko-podobne (NLB) oraz
pojedyncze mitochondria o cechach obrzmienia (ryc. 1, 2, 3). Synapsy tworzace
polaczenia na perykarionach tych neuronéw nie wykazywaly nieprawidlo-
wosci.

Niektore mniej liczne neurony SO i PV wykazywaly zmiany ultrastruk-
turalne polegajace na poszerzeniu zbiornikow Golgiego oraz siateczki
srodplazmatycznej ziarnistej (ryc. 3). Niekiedy zbiorniki uktadu Golgiego oraz
kanaly RER silnie poszerzone zawieraly niewielka ilos¢ klaczkowatego ma-
teriatu. W cytoplazmie licznie wystgpowaly elementy cytoskeletonu: neuro-
tubule i neurofilamenty. Nieliczne polaczenia akso-somatyczne wykazywaly
obrzmienie aksoplazmy w odcinku presynaptycznym.

Wigkszos¢ obserwowanych profili aksonow plata nerwowego przysadki,
podobnie jak u zwierzat kontrolnych, zawierala liczne ziarnisto$ci neuro-
sekrecyjne, wykazujace znaczne roznice Srednicy (120—225 nm) i gestosci
elektronowej. Aksony zawieraly ponadto mitochondria, mikropecherzyki,
neurotubule, neurofilamenty oraz pojedyncze figury mielinowe. Niektore
aksony sekrecyjne wykazywaly cechy obrzmienia (ryc. 4). Aksony te charak-
teryzowaly si¢ elektronowo-przezierng aksoplazma oraz ubogoscia ziarnistosci
neurosekrecyjnych. Pituicyty z elektronowo-przezierna cytoplazma byly ubo-
gie w organelle subkomorkowe. W aksonach wystepowaly niekiedy ciala
jaderko-podobne (ryc. 5). Czgsto obserwowano zmienione profile aksondow
sekrecyjnych, wtopione w cytoplazm¢ pituicytow lub pozostajace w bardzo
scistym kontakcie powierzchniowym z pituicytami (ryc. 4, 6). Aksony te
znajdowaly si¢ w roznych fazach zwyrodnienia; od dezintegracji ziarnistosci
neurosekrecyjnych do tworzenia si¢ gestych cial lamellarnych i zaniku akso-
lemmy. Przestrzen migdzykomoérkowa byla miejscami znacznie poszerzona
i elektronowo przezierna (ryc. 7).

Niektore naczynia wlosowate plata nerwowego przysadki zwierzat do-
$wiadczalnych mialy poszerzona przestrzen okolonaczyniowa, zawierajaca
skapa ilos¢ wiokien kolagenowych (ryc. 7).

II grupa doswiadczalna. Obserwacje jader SO i PV oraz plata nerwowego
przysadki prowadzono po 7 dniach od wykonania do$wiadczenia. Neurony
obydwu badanych jader neurosekrecyjnych wykazaly podobna reakcje na
niedokrwienie. Wigkszos¢ obserwowanych neuronow SO i PV znajdujacych si¢
w roznych stadiach procesu neurosekrecyjnego miala prawidiowa budowe
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Ryc. 8. Szczur z 7-dniowym przezyciem po ischemii. Jadro przykomorowe. Fragmenty dwoch

neuroné6w (N I i N II). W jednym z nich obecna znacznie rozbudowana siateczka $rod-

plazmatyczna ziarnista, w drugim za$§ zwraca uwage obfito$¢ organelli komoérkowych, niektore
mitochondria (M) sa obrzmiale, widoczne wakuole. Pow. 22500 x

Fig. 8. Rat 7 days after ischemia. Paraventricular nucleus. Fragments of two neurons (N I and N

I1). In one of them extensively developed granular endoplasmic reticulum, in the other numerous
cellular organelles, swollen mitochondria (M) and vacuoles. x 22500
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Ryc. 9. Szczur z 7-dniowym przezyciem po ischemii. Plat nerwowy przysadki. Widoczny fragment
pituicytu (P) oraz poprzeczne przekroje aksonow wypelnionych ziarnistosciami neurosekrecyj-
nymi. W poblizu naczynia krwionosnego (V) widoczne aksony (ax) wypetnione przewaznie mikro-
pecherzykami. Pow. 22500 x
Fig. 9. Rat 7 days after ischemia. Hypophyseal neural lobe. Fragment of pituicyte (P) and
transverse sections of axons with numerous neurosecretory granules. Axons (ax) containing mostly
microvesicles are visible in the vicinity of blood vessel (V). x 22500
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ultrastrukturalng. Charakterystyczna cechg tych komoérek byt rozbudowany
kompleks Golgiego cytoplazmy okotojadrowej, w ktorego sasiedztwie obser-
wowano ziarnistosci neurosekrecyjne. W cytoplazmie widoczne byly liczne
lizosomy i ciala wielopgcherzykowe oraz neurotubule i neurofilamenty.
Siateczka srodplazmatyczna ziarnista byla dobrze rozwinigta, licznie wyste-
powaly rybosomy, polirybosomy oraz mitochondria. Niektore mitochondria
byly obrzmiale, mialy elektronowo-przezierna macierz i skrocone, fragmen-
taryczne grzebienie. Podobnie jak w grupie poprzedniej, obserwowano rowniez
neurony, ktore wykazywaly poszerzenia cystern kompleksu Golgiego oraz
kanalow siateczki $rodplazmatycznej ziarnistej (ryc. 8). Nie obserwowano
odchylen od normy w otaczajacym neuropilu.

Budowa ultrastrukturalna plata nerwowego przysadki wykazala niezna-
czne roznice w poréwnaniu z kontrola (ryc. 9). Zdecydowana wigkszo$¢ profili
aksondéw sekrecyjnych charakteryzowala si¢ obfita zawartoscia ziarnistosci
neurosekrecyjnych; profile te wykazywaly rowniez obecno$¢ mikropecherzy-
kow i mitochondriow. Przestrzen okotonaczyniowa wokot wigkszoéci obser-
wowanych wlosniczek byla wypelniona delikatnym materialem wiokienkowa-
tym o malej gestosci elektronowej oraz zawierala niewielka ilo$¢ wiokienek
kolagenowych. Aksony znajdujace s¢ w poblizu kapilarow zawieraly oprocz
nielicznych ziarnisto$ci neurosekrecyjnych, mikropecherzyki i drobne mito-
chondria, tubularne- formacje gtadkiej siateczki aksoplazmatycznej oraz
neurotubule.

OMOWIENIE

Wyniki przedstawionych badan wskazuja na wystgpowanie zmian ultra-
strukturalnych w uktadzie podwzgorzowo-przysadkowym szczura po przebytej
smierci klinicznej z zatrzymaniem akcji serca, krazenia krwi i czynnosci
oddechowej. Zmiany obserwowano zaréwno po 3 godz. po incydencie $mierci
klinicznej, jak tez po 7 dniach. Charakter tych zmian byt podobny zar6wno po
3 godz., jak i po 7 dniach, jednakze ich nasilenie po 7 dniach bylo wyraznie
mniejsze. Mozna wigc sadzi¢, ze zmiany te mialy charakter czynnosciowy,
poniewaz po 7 dniach wigkszos¢ neuronow w jadrze nadwzrokowym i jadrze
przykomorowym nie roznita si¢ od neuronéw sekrecyjnych zwierzat kontrol-
nych. Niektore zmiany neuronalne obserwowane u zwierzat doswiadczalnych
byly charakterystyczne dla niedokrwienia. Wyrazaly si¢ one przede wszystkim
obrzmieniem mitochondriow. Obrzmiale byly takze niektore odcinki presy-
naptyczne polaczen akso-somatycznych. Pewna czes¢ populacji neuronow
wykazywala cechy wzmozonej aktywnosci metabolicznej, o czym $wiadczyty
obserwacje dotyczace kompleksu Golgiego oraz znacznie rozbudowana sia-
teczka Srodplazmatyczna ziarnista, wykazujaca znaczne poszerzenia kanatow.

Badany przez nas obszar podwzgorza, a mianowicie jadro nadwzrokowe
i jadro przykomorowe, syntetyzuje wazopresyne, hormon antydiuretyczny
zwigzany z regulacja gospodarki wodnoelektrolitowej, oksytocyne i inne
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neuropeptydy, ktore sa magazynowane i wydzielane do krwioobiegu w placie
nerwowym przysadki. Obserwacje plata nerwowego przysadki prowadzone w 3
godz. po doswiadczeniu wskazywaly na hamowanie wydzielania hormonéw do
krwioobiegu. Obserwowano bowiem wzrost ilosci profili aksonow sekre-
cyjnych zawierajacych lizosomy, figury mielinowe oraz wakuole autofagowe.
Wazrost ilosci tych struktur obserwowany zaréowno w perykarionach, jak
i zakonczeniach aksonow sekrecyjnych jest wskaznikiem aktywnos$ci meta-
bolicznej, dzigki ktorej jest regulowany proces sekrecji hormonow na drodze
granulolizy i krynofagii (Boudier i wsp. 1979; Chang, Dellmann 1984). Charak-
terystyczng cecha ultrastrukturalna plata nerwowego przysadki zwierzat do-
$wiadczalnych 3 godz. po incydencie $mierci klinicznej byla obecnos¢
profili aksonoéw sekrecyjnych, wtopionych w cytoplazme pituicytow, lub
bedacych w bardzo Sscistym kontakcie powierzchniowym z pituicytami.
Obserwacje te wskazuja na wzajemne oddzialywania pomigdzy aksonami
neurosekrecyjnymi a pituicytami. Tweedle i Hatton (1980) przeprowadzili
badania morfometryczne plata nerwowego przysadki odwodnionych i kon-
trolnych szczuréw oraz wykazali, z2 w warunkach hamowania uwalniania
hormonéw do krwioobiegu, aksony sekrecyjne sa $ciSle otoczone przez
pituicyty lub wtopione w cytoplazme¢ pituicytow, natomiast znajduja si¢
w luznym kontakcie powierzchniowym w czasie wzmozonego wydzielania
hormondéw. Wymienieni uprzednio autorzy wykazali zatem morfologicznie
udzial pituicytow w kontroli uwalniania hormonéw w placie nerwowym
przysadki. Niektore aksony sekrecyjne znajdowaly si¢ w réznych fazach
zwyrodnienia. Wiadomo, ze w warunkach patologicznych pituicyty moga
fagocytowa¢ aksony sekrecyjne (Dellmann 1973; Zargba-Kowalska i wsp.
1983). Mechanizm oddziatywania pituicytow na aksony sekrecyjne jest zlozony
i niedostatecznie wyjasniony. Niektorzy autorzy sugeruja, ze pituicyty hamuja
uwalnianie hormonow (Tweedle 1983; Van Leeuven, de Vries 1983). Proces ten
odbywac si¢ moze na drodze: 1) degradacji hormonéw w wyniku zwyrodnienia
aksonu, 2) regulacji zewnatrzkomorkowego srodowiska jonowego, glownie
jonow wapnia i potasu, lub 3) przez wydzielanie GABA przez pituicyty. Nasze
poprzednie badania biochemiczne (Zargba-Kowalska, Wysmyk-Cybula 1985),
wykazaly dwukrotny wzrost syntezy GABA w placie nerwowym przysadki
odwodnionych szczuréw.

Obserwacje morfologiczne przeprowadzone 3 godz. po incydencie Smierci
klinicznej moga odzwierciedla¢ zaburzenia czynnosci bedace wynikiem wplywu
czynnikow cytotoksycznych towarzyszacych niedokrwieniu OUN. Dotyczy to
obrzmienia mitochondriow, kolbek presynaptycznych potaczen akso-somaty-

- cznych oraz zmian obrzgkowych w placie nerwowym przysadki. Shigeno i wsp.
(1986) sugeruja, ze przyczyna powstawania wczesnego obrzeku tkanki ner-
wowej, szczegblnie komorek astrogleju, sa zaburzenia homeostazy jonowe;.
Sadza, ze jest to obrzek cytotoksyczny. Natomiast 7 dni po incydencie $mierci
klinicznej nie obserwowano zmian obrzgkowych w placie nerwowym przy-
sadki. Nie stwierdzono rowniez oznak hamowania uwalniania hormonéw do
krwioobiegu. Mozna przeto przyja¢, ze zaobserwowane zmiany ultrastruk-
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turalne w neuronach SO i PV wspoiuczestnicza w ogolnej, chociaz zroz-
nicowanej odpowiedzi ukitadu nerwowego na niedokrwienie i niedotlenienie
wywolane incydentem S$mierci klinicznej. Poprzednie badania prowadzone
bezposrednio po krotkim (2,5 min) niedokrwieniu wykazaly zmiany w neu-
ronach SO i PV. W obrazach ultrastrukturalnych dominowaly neurony o
cechach wzmozonej aktywnosci metabolicznej (Gajkowska 1987). W placie
nerwowym przysadki przewazaly aksony obfitujace w ziarnistosci neurose-
krecyjne, aksony zas o cechach wzmozonego wydzielania ziarnisto$ci neuro-
sekrecyjnych stanowily zdecydowana mniejszos¢ (Loesch 1987).

Morfologiczne obserwacje wykazaly reakcje ukladu podwzgorzowo-
-przysadkowego na niedokrwienie. Jak wiadomo, uklad ten jest w znacznej
mierze odpowiedzialny za utrzymanie homoestazy wodno-elektrolitowej, a
badania tego uktadu maja istotne znaczenie, poniewaz wykazano, ze w trakcie
niedokrwienia i w okresie poniedokrwiennym dochodzi do zaburzenia home-
ostazy wodnoelektrolitowej, powodujacego wzrost osmolalnosci tkanki
(Hossmann, Takagi 1976; Bandaranayake i wsp. 1978).

EFFECT OF COMPLETE CEREBRAL ISCHEMIA ON
THE ULTRASTRUCTURE OF THE HYPOTHALAMO-NEUROHYPOPHYSEAL
SYSTEM OF THE RAT

Summary

Ischemic and postischemic changes appearing in the hypothalamic secretory nuclei — SO and
PV and hypophyseal neural lobe of rats which underwent the incident of clinical death were
studied. The incident of clinical death was experimentally induced by constriction of the heart
vascular bundle according to the method of Korpaczev et al. (1982). Electron-microscopic
observations performed 3 hours after ischemia revealed changes in some neurons of both
hypothalamic nuclei. The neurons showed ultrastructural features indicating enhanced cellular
activity. The pathological changes observed in some neurons consisted of dilatation of singular
cisternae of the Golgi complex and channels of granular endoplasmic reticulum and swelling of
some mitochondria. Some presynaptic endings of axo-somatic synapses were also swollen. In the
hypophyseal neural lobe a characteristic feature consistently observed in rats 3 hours after
reanimation was axon enclosure by pituicytes, which indicates a peculiar interaction between
pituicytes and neurosecretory axons. Signs of phagocytosis by pituicytes of neurosecretory axons
were also observed. These observations may indicate the inhibition of release of neurohormones to
the blood circulation. The uitrastructural changes persisted in some neurons 7 days after ischemia,
while the majority of neurons had a normal structure. Inspection of the hypophyseal neural lobe
did not reveal any signs indicating inhibition of the release of neurohormones to the blood
circulation.

BJIMSIHUE TTOJIHOW MIIEMUU MO3IA HA VJIBTPACTPYKTYPY
TMIIOTAJIAMO-TUTTO®U3APHON HEMPOCEKPETOPHOM CUCTEMBI

Pesome

Hccenenopanuck HIIEMHYECKHE W MOCTUINEMHYECKHE U3MEHEHMS B THIOTalaMo-rHnodusap-
HOM CHCTEME KPBIC NOCIE KIMHHYECKOH CMepTH.DKCIEPHMEHTHI NPOBOHIMCE MeToaoM Kopmna-
4yeBa M coaBTopoB (1982). Mopdosoruyeckue HabmroneHHs: 4epe3 3 waca NOCHE PeaHUMALMU
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OOHApyXMJIH H3MEHEHHs B CYNpPAONTHYECKOM M NEPUBEHTPHKYJISPHOM siapax. B HekoTopbix
HeipoHax o6OMX siep OOGHApYXHBAJIKCH YJIbTPACTPYKTYPHBIE NPH3HAKH YCHJIEHHOH MeTabosu-
4eCKOW aKTHBHOCTH B BHM/IE PACUIMPEHMS] HEKOTOPBIX LMCTEPH KOMIUIeKca [OJIb/DKM M IIEpPOXO-
BaTOW OJHJOMNAa3MaTHyeckoi cetH. Habmopanoch, xpome Toro, HabyxaHHe MHUTOXOHIAPHH H
NPECHMHANITUYECKMX YYACTKOB B CHHANTHYECKHX OKOH4YaHUAX. B Heiliporumoduse BCTpevanuch
CEKPETOPHBIE AKCOHBI B TECHOH CBS3H C MATYUIMTAMHU, NPOSBJISIOIIMMH (haronuTapHbie CBOHCTBA.
OTH H3MEHERHMS MOTYT CBHIETEJIbCTBOBATH O 3aJEPKKE CEKPElMH TOPMOHOB M3 runodusa B
KPOBSIHOE PYCJIO.

B HabnmiofeHUsX, NPOBE/ICHHBIX MOCe 7 JHEeH, OTKJIOHEHHH OT HOPMBI B yJIbTPACTPYKTYpe
HEHPOHOB CYNPAaONTHYECKOTO M NMEPHBEHTPHKYJISIPHOTO SAEp HE HAaWIeHO, a B Helporunoduse He
06OHapykeHO TPHU3HAKOB 3aJ€PXKKH CEKPEIHH TOPMOHOB.
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Swoiste wlasciwosci zlacza naczyniowo-tkankowego w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym, okreslone nazwa bariery krew —mozg, zapewniajacej wy-
biodrczo$¢ dwukierunkowej wymiany substancji migdzy lozyskiem naczynio-
wym a tkanka nerwowa, zwigzane sa z cechami strukturalnymi, czyn-
nosciowymi i metabolicznymi naczyn terminalnych. Pod pojgciem tym nalezy
rozumie¢ zarOwno naczynia wilosowate, jak i powiazane z nimi odcinki
tetniczek i zylek. Na poziomie tych wlasnie naczyn zachodza intensywne
procesy wymiany metabolicznej. W obecnym stanie wiedzy zasadnicza role
w utrzymaniu mechanizméw bariery krew —mozg przypisuje si¢ srodblonkom
terminalnej sieci naczyniowej (Reese, Karnowsky 1967, Bodenheimer,
Brightman 1968; Jo6 1971). Szczegdlne znaczenie w tym mechanizmie przy-
pada ukladom enzymatycznym komorek srodblonka (Joo 1969; 1971;
Oldendorf 1977; Betz, Goldstein 1978; Betz i wsp. 1980; Joo i wsp. 1983;
Vorbrodt i wsp. 1983). Sposrod nich najczesciej zwraca si¢ uwage na role
nieswoistej fosfatazy zasadowej (Samorajski, McCloud 1961), swoistych
fosfataz nukleotydowych (Torack, Barrnett 1964), a ostatnio rowniez cyklazy
adenylowej (Vorbrodt i wsp. 1981a, 1983, 1984; Szumanska i wsp. 1984).
Uwaza sig, iz fosfataza zasadowa uczestniczy w procesach czynnego transportu
przez $ciang¢ naczyniowa poprzez defosforylacj¢ licznych metabolitow zarowno
przechodzacych do tkanek osrodkowego ukiadu nerwowego (Vorbrodt i wsp.
1981a, 1983), jak i je opuszczajacych (Vorbrodt i wsp. 1985). Cyklaza
adenylowa wigzana do niedawna w ukladzie nerwowym wylacznie z procesami
neurotransmisji i opisywana w lokalizacji synaptycznej (Rechardt, Hirkonen
1977; Panula, Rechardt 1979; Rechardt, Harvonen 1985, 1986), okazala si¢
stalym sktadnikiem komorek srodbtonka naczyniowego, odgrywajacym istotna
funkcj¢ w mechanizmach bariery krew —mozg (Wagner i wsp. 1972; Jod, Toth
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1975; Karnushkina i wsp. 1980; Szumanska i wsp. 1984; Vorbrodt i wsp. 1984).
Jo6 (1979) oraz Joo i wsp. (1983) przypisuja jej zasadnicza rolg w regulacji
transportu makromolekularnego.

Nalezy przy tym podkresli¢, iz nieprawidlowosci w aktywnosci wszystkich
wymienionych wyzej enzymow opisywano w roznorodnych typach doswiad-
czalnej patologii osrodkowego ukladu nerwowego nie wylaczajac niedokrwie-
nia i niedotlenienia, ktérych wspolna cecha, potwierdzong réznymi metodami,
bylo zaburzenie czynnosci bariery krew —mozg (Szumanska i wsp. 1976, 1987,
Ostenda i wsp. 1978; Szumanska, Ostenda 1980; Szumarnska 1981; Vorbrodt i
wsp. 1981b, 1983, 1985; Wisniewski i wsp. 1983; Szumarnska, Mossakowski
1985). Powtarzalnos¢ tych nieprawidtowosci jest tak duza, iz mozna je
w sposOb niewatpliwy traktowac jako wykiadniki zaburzen przepuszczalnosci
naczyn osrodkowego ukladu nerwowego.

Niedokrwienie mézgu, zarOwno globalne, jak i1 czesciowe, bardzo czesto
prowadzi do uposledzenia przepuszczalnosci naczyn i rozwoju wtornego
w stosunku do niego naczyniopochodnego obrzgku (Klatzo 1975, 1985). Cecha
znamienng przy tym jest fakt, iz uszkodzenia mechanizmdéw barierowych
wystgpowa¢ moga w zaleznosci od cigzkosci incydentu niedokrwiennego
w réznym czasie po jego przebyciu, zgodnie z prawidlowosciami zjawiska
dojrzewania procesu patologicznego (Klatzo 1975; Fujimoto i wsp. 1976).
Warto rowniez podkresli¢, ze Ostenda i Gadamski (1980) zwrdcili uwage na
dwufazowe uposledzenie naczyniowych mechanizméw barierowych u cho-
mikow mongolskich w nastgpstwie jednostronnego podwiazania tetnic szyj-
nych wspolnych, wystepujace w kilka godzin i po kilku dniach od incydentu
niedokrwiennego. Identyczne zjawisko obserwowali Kuroisawa i wsp. (1985)
w ogniskowym niedokrwieniu mézgu u kotow.

W tym kontekscie wydawalo si¢ celowe przeprowadzenie oceny aktywnosci
fosfatazy zasadowej (FZ) i cyklazy adenylowej (AC), traktowanych jako
znaczniki stanu przepuszczalnosci naczyn moézgu w warunkach globalnego
niedokrwienia o$rodkowego ukladu nerwowego, stanowiacego nastepstwo
doswiadczalnie wywotanej $mierci kliniczne;.

MATERIAL T METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na dorostych szczurach, rasy Wistar,
samicach, o masie ciala 160—170 g, u ktorych wywolywano $mier¢ kliniczna
wedlug metody opisanej przez Korpaczeva i wsp. (1982). Zwierzgtom w plytkiej
narkozie eterowej wprowadzono do klatki piersiowej zacisk iglowy, za pomoca
ktorego uciskano peczek naczyniowy serca na okres 3 —3,5 min. W tym czasie
nastgpowato pelne zatrzymanie akcji serca i czynnosci oddechowej. Zabiegi
reanimacyjne, polegajace na zewnetrznym masazu serca i zastosowaniu
kontrolowanego oddechu przy uzyciu respiratora dla malych zwierzat
laboratoryjnych, podejmowano po 10 min od zatrzymania akcji serca.
Prowadzity one do kolejno po sobie nastgpujacych: powrotu czynnosci serca,

http://rcin.org.pl




Histochemia naczyn oun w niedokrwieniu 337

akcji oddechowe;j, reakcji na bol oraz odruchu rogowkowego. Szczegolowe
omowienie modelu doswiadczalnego oraz jego charakterystyke patofizjolo-
giczng przedstawiono w pracy Mossakowskiego i wsp. (1986). Doswiadczenie
cechowala wysoka S$miertelnos¢ zwierzat. W okresie S$mierci klinicznej
lub/i w czasie czynnoéci reanimacyjnych gingto okoto 50% szczuréow. Grupe
kontrolng stanowily zwierzgta poddane krotkotrwalej narkozie eterowe;j,
ktorym wprowadzano do klatki piersiowej zacisk iglowy bez wywolywania
ucisku na pnie naczyniowe serca. Zwierzgta zabijano po uplywie 6, 24 godz. i 3
dni po zabiegu doswiadczalnym.

Badanie histochemiczne obejmowalo ocen¢ aktywnosci fosfatazy zasado-
wej (FZ) 1 cyklazy adenylowej (AC) w naczyniach o$rodkowego ukladu
nerwowego, przeprowadzona w mikroskopie $wietlnym i elektronowym.

Zwierzgta przeznaczone do oznaczen aktywnosci (FZ) usmiercano przez
przezsercowa perfuzj¢ roztworem utrwalajacym, zawierajacym 2% parafor-
maldehyd i 0,5% aldehyd glutarowy w 0,1 M buforze kakodylanowym, pH 7,4
(22°C). Czas perfuzji wynosit okoto 20 min, po czym wyjmowano moézgowie
z jamy czaszki, przeznaczajac jedna poétkule mozgu do badan w mikroskopie
swietlnym, druga — w mikroskopie elektronowym. Do badan w mikroskopie
swietlnym pobierano blok tkankowy o grubosci okoto 4 mm, przechodzacy
przez calg szerokos¢ potkuli na wysokosci skrzyzowania wzrokowego. Do
badan w mikroskopie elektronowym pobierano bloczki tkankowe o wymia-
rach okoto 1 mm?® z kory moézgu i spoidla wielkiego. Pobrany material
utrwalono dodatkowo w zimnym (4°C) plynie utrwalajacym o podanym
powyzej skladzie, przez 1 godz. Bloki przeznaczone do badan w mikroskopie
$wietlnym skrawano na mikrotomie zamrozeniowym na wolnoptywajace
skrawki o grubosci 30 pm.

Aktywno$¢ FZ wykrywano wedlug metody Mayahara i wsp. (1967)
w modyfikacji Vorbrodta i wsp. (1981a). Plyn inkubacyjny zawieral: 0,01 M
B-glicerofosforan sodu, 0,1 M Tris-maleinian, 0,004 M siarczan magnezu oraz
0,005 M zasadowy cytrynian otowiu. Koncowe pH roztworu inkubacyjnego
wynosito 9,2—-9,4. Inkubacje wolnoptywajacych skrawkow i bloczkow tkan-
kowych przeprowadzano w temperaturze 37°C przez 45 min. Plyn inkubacyjny
dla przeprowadzenia kontroli odczynu histochemicznego zawieral dodatkowo
0,5 mM hydrochlorek lewamisolu, stanowiacy swoisty inhibitor FZ (Borgers
1973).

Zwierzeta przeznaczone do oceny aktywnosci AC dekapitowano. Mozgi
wyjmowano natychmiast z jamy czaszki i dzielono je na lodzie na dwie potkule.
Z potkuli przeznaczonej do badan w mikroskopie $wietlnym pobierano blok
tkankowy o grubosci okoto 4 mm, przechodzacy przez cala jej szeroko$¢ na
poziomie skrzyzowania nerwdw wzrokowych, zatapiano go w ,tissue tek”,
zamrazano w suchym lodzie i skrawano w kriostacie na skrawki grubosci
20 pum. Z potkuli przeznaczonej do badann w mikroskopie elektronowym,
pobierano bloczki tkankowe o wymiarach okoto 1 mm? z kory mézgu i spoidia
wielkiego. Skrawki kriostatowe i bloczki tkankowe poddawano nastepnie
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trzem po sobie nastgpujacym etapom preparatyki histochemicznej — utrwa-
laniu, aktywacji enzymatycznej i wlasciwej inkubacji wedlug metod opisanych
przez Szumanska i wsp. (1984) oraz Vorbrodta i wsp. (1984). Zastosowana
metoda histochemiczna ujawnia aktywnos$¢ cyklazy adenylowej w srodblon-
kach naczyniowych, wykazuje ona jedynie w nieznacznym stopniu aktywnos¢
enzymu w obszarze potaczen synaptycznych.

Utrwalanie przeprowadzono w $wiezo przygotowanym roztworze utrwa-
lajacym, ktory zawieral: 1% paraformaldehyd, 0,1% aldehyd glutarowy
w 0,1 M buforze kakodylanowym (pH 7.4), 0,2 M cukrozg, 5% dwume-
tylosulfotlenek (DMSO), 0,1 mM L-izoproterenol, 0,1 mM kwas askorbinowy
oraz 0,1 mM so6l sodowa guanyliloimidodwufosforanu (GMP-PNP). Po
utrwaleniu trwajacym 3—5 min w temperaturze 22°C skrawki kriostatowe i
bloczki tkankowe przenoszono do ptynu aktywujacego, zawierajacego wszyst-
kie z wymienionych wyzej skladnikow, poza aldehydami, rozpuszczone
w 0,1 M buforze kakodylanowym (pH 7,4). Proces aktywacji przeprowadzono
w temperaturze 22°C, przez 30 min.

Po aktywacji przeprowadzano wlasciwa inkubacje, w temperaturze pokojo-
wej, w czasie 1—3 godz. Plyn inkubacyjny zawieral substrat w postaci 0,5
mM soli sodowej lub litowej 5-adenyliloimidodwufosforanu (AMP-PNP),
5 mM chlorek magnezu, 0,1 mM L-izoproterenol, 0,1 mM kwas askorbinowy,
0,1 mM so6l sodowa guanyliloimidodwufosforanu (GMP-PNP), 5 mM teofiling,
5% DMSO oraz 10 mM uwodniony chlorek strontu (SrCl,-6H,0), roz-
puszczone w 0,05 M buforze Tris-HCl o pH 9,0. Koncowe pH plynu
inkubacyjnego wynosito 8,5—8,7.

Do wykazania aktywnosci AC w obrazach mikroskopowo-elektronowych
niezbedna byla uzupelniajaca preparatyka histochemiczna. Bloczki tkankowe
po inkubacji ptukano przez 10 min w buforze Tris-HCI (pH 9,0), zawierajacym
0,2 M cukroze, a nastgpnie przenoszono je do 80 mM roztworu cytrynianu
otowiu o pH 9,0 na okres 5 min (powtarzajac ten zabieg dwukrotnie), w celu
przeksztalcenia imido-dwufosforanu strontu w imidodwufosforan otowiu wi-
doczny w obrazach mikroskopowo-elektronowych. Kontrole histochemiczne
odczynu ujawniajacego aktywnos¢ cyklazy adenylowej przeprowadzano
w roztworach inkubacyjnych pozbawionych substratu i aktywatorow enzymu.

Koncowe fazy preparatyki histochemicznej byly podobne dla obu enzy-
mow. Material do badan w mikroskopie swietlnym (skrawki wolnopty-
wajace i kriostatowe) przemywano w 0,2 M cukrozie i przenoszono do
roztworu zo6ttego siarczku amonu, ptlukano w wodzie i zamykano na szkietkach
podstawowych w glicerozelu.

Bloczki tkankowe przeznaczone do badan w mikroskopie elektronowym
po inkubacji, przeptukiwano w 0,2 M roztworze cukrozy, a nastgpnie
utrwalono je dodatkowo w 1% czterotlenku osmu w 0,1 M buforze
kakodylanowym, pH 7,2. Z kolei kontrastowano je en block w 0,5% octanie
uranylu przez 1 godz. a nastgpnie odwadniano w roztworach etanolu
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o wzrastajacym stezeniu i zatapiano w Eponie. Bloczki eponowe skrawano na
ultramikrotomie LKB i montowano na siatkach. Material ogladano i zdjecia
wykonano w mikroskopie elektronowym JEM 100Cx.

WYNIKI
Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (FZ)

Badania w mikroskopie swietlnym

U zwierzat kontrolnych odczyn histochemiczny wyznaczal wyraznie siec
naczyniowa poétkul moézgu, zarbwno w strukturach szarych, jak i biatych
(ryc. 1). Cecha znamienna bylo najwigksze nasilenie odczynu we wlosniczkach,
malejace wraz z powigkszaniem si¢ kalibru naczynia krwionosnego (ryc. 2).

U zwierzat doswiadczalnych w 6 godz. po przebytym niedokrwieniu
charakter i.nasilenie odczynu w wigkszych naczyniach nie zmienialy si¢ w
stosunku do stwierdzonych u zwierzat kontrolnych (ryc. 3). Byt on natomiast
wyraznie stabszy w sieci naczyn wlosowatych (ryc. 3 i 4). W 24 godz. po
incydencie niedokrwiennym odczyn histoenzymatyczny byt sladowy zaréwno

v

Ryc. 1. Zwierze kontrolne. Fosfataza zasadowa (FZ). Glgbokie warstwy kory, spoidio wielkie
i zakret hipokampa. Odczyn enzymatyczny wyznaczajacy sie¢ naczyniowa mozgu. Pow. 25 x
Fig. 1. Control animal. Alkaline phosphatase (Alk P) activity in deep cortical layers, white matter
and hippocampal gyrus. Strong enzymatic activity marking vascular network of the brain. x 25
Ryc. 2. Zwierze kontrolne. FZ. Kora mozgu. Silny odczyn histochemiczny w naczyniach
wiosowatych (strzalki), stabnacy w miar¢ wzrostu kalibru naczyn. Pow. 200 x

Fig. 2. Control animal. AlkP activity in the cerebral cortex. Strong histochemical reaction in
capillaries (arrows) decreasing parallelly with an increase of vascular caliber. x 200
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e A

Ryc. 3. Zwierze do$wiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. FZ. Glgbokie warstwy kory, spoidto
wielkie i zakret hipokampa. Znaczne ostabienie odczynu histochemicznego dotyczace przede
wszystkim naczyn wlosowatych. Odczyn enzymatyczny w wigkszych naczyniach przypomina
spotykany u zwierzat kontrolnych. Pow. 25 x
Fig. 3. Experimental animal, 6 hrs after ischemic incident. AIkP activity in deep cortical layers,
white matter and hippocampal gyrus. Remarkable reduction of the intensity of histochemical
reaction concerning mostly capillary vessels. Reaction in larger blood vessels similar to that in
control animals. x 25

R.yc. 4. Zwierze do$wiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. FZ. Kora mozgu. Spadek aktywnosci
enzymatycznej w sieci naczyn wlosowatych (strzalki). Pow. 200 x

Fig. 4. Experimental animal, 6 hrs after ischemic incident. AIkP activity in the cerebral cortex.
Reduction of enzymatic activity in capillary network (arrows). x 200

' Ryc. 5. Zwierze do$wiadczalne, 24 godz. po niedokrwieniu. FZ. Kora mozgu. Niemal catkowity
brak aktywnosci enzymatycznej w sieci naczyniowej mozgu. Pow. 25 x
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w wigkszych naczyniach, jak i we wlosniczkach (rys. 5). Po upiywie 3 dni
odczyn histochemiczny wzrastal w porOéwnaniu z wczesSniejszymi grupami
doswiadczalnymi. Cecha charakterystyczng wyrozniajaca go w porownaniu do
odczynu u zwierzat kontrolnych bylo jego znaczne zréznicowanie. Obok
naczyn wlosowatych, w ktorych nasilenie reakcji histochemicznej nie rdznito
si¢ od typowego dla zwierzat kontrolnych, wystgpowaty wiosniczki, a nawet ich
odcinki, z odczynem bardzo stabym, a nawet sladowym (ryc. 6).

Badanie w mikroskopie elektronowym

U zwierzat kontrolnych odczyn histoenzymatyczny wystgpowal w Scianach
naczyn roznego kalibru, wykazujac w sposob typowy najwigksze nasilenie
w naczyniach wlosowatych. Koncowy produkt odczynu wystepujacy w postaci
drobnych, elektronowo-gestych, nieregularnych ziarnistosci gromadzil si¢ na
zwroconej do $wiatla naczynia wlosowatego powierzchni blony cytoplaz-
matycznej komorek srodblonka (ryc. 7).

U zwierzat doswiadczalnych, ktoére przezyly 6 godz. po przebytej $mierci
klinicznej, produkt reakcji enzymatycznej gromadzit si¢ zarowno na lumi-
nalnej, jak i1 abluminalnej powierzchni blony cytoplazmatycznej komorek
srodblonka naczyn wlosowatych (ryc. 8), a niekiedy byl widoczny réwniez
w ich blonach podstawnych. Zwracalo uwage znaczne zrdznicowanie roz-
mieszczenia produktu koncowego odczynu w poszczegdlnych naczyniach.
W niektorych wlosniczkach ziarniste ztogi byly nieregularnie rozproszone na
luminalnej powierzchni blony cytoplazmatycznej srodblonka w miejscach jej
wpuklen (inwaginacji) o roznej glebokosci (ryc. 9). Obrazy takie sugerowaty
mozliwos¢ przemieszczania si¢ czasteczek enzymu z blony luminalnej
w kierunku abluminalnej powierzchni komorki. W przypadkach tych spoty-
kano rowniez nieznaczne nagromadzenia produktu reakcji enzymatycznej
w strukturach kanaliko-podobnych potozonych w cytoplazmie $rodblonkow
(ryc. 9). W innych naczyniach wlosowatych reakcja enzymatyczna ograniczona
byla do niewielkich odcinkow blony podstawnej, podczas gdy komorki
srodblonka byly jej catkowicie pozbawione (ryc. 10). W licznych naczyniach,
w tym rowniez wlosowatych, nie stwierdzono w ogole odczynu histoenzyma-
tycznego. Nalezy dodac, iz w ocenianym okresie naczynia wlosowate charak-

Fig. 5. Experimental animal, 24 h following cardiac arrest. AlkP activity in the cerebral cortex.
Almost total absence of histochemical reaction in the cerebral vascular network. x 25

Ryc. 6. Zwierze doswiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. FZ. Odczyn histoenzymatyczny znacznie
wyrazniejszy niz w poprzedniej grupie czasowej (patrz ryc. 5) wyznacza nieregularnie sie¢
naczyniowa kory mozgu. Zwraca uwage nierownomierny rozktad produktu reakcji na przebiegu
naczyn. Pow. 25 x !
Fig. 6. Experimental animal, 3 days after ischemic incident. AIkP activity in the cerebral cortex and
white matter. Histochemical reaction much stronger than in previous experimental group (compare
Fig. 5)marking inregullarely cortical vessels. Note unequal distribution of the reaction end product
along the course of vessels. x 25
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Ryc. 7. Zwierze kontrolne. FZ. Kora mézgu. Ztogi produktu odczynu histochemicznego umiejsco-
wione sa na luminalnej blonie komorek srodblonka (strzatki). Pow. 3440 x

Fig. 7. Control animal. AIkP activity in the cerebral cortex. Products of histochemical reaction
accumulated in the luminal surface of endothelial cells (arrows). x 3440

Ryc. 8. Zwierze do$wiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. FZ. Zlogi produktu reakcji enzyma-
tycznej zlokalizowanej zarowno na luminalnej, jak i abluminalnej btonie komorek srodblonka oraz
w niektorych odcinkach blony podstawnej. Pow. 22140 x
Fig. 8. Experimental animal, 6 h following ischemic incident. AlkP activity. Products of
histoenzymatic reaction accumulated on both luminal and abluminal membranes of endothelial
cells as well as in some partions of basal membranes. x 22140
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Ryc. 9. Zwierze doswiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. FZ. Kora mozgu. Elektronowo ggste
skape ziarnistosci produktu reakcji enzymatycznej zlokalizowane na wpukleniu btony luminalnej
srodblonka oraz w strukturze kanaliko-podobnej (strzatki). Pow. 22140 x
Fig. 9. Experimental animal, 6 h following ischemic incident. AIkP activity. Electron dense, scanty
deposits of histochemical reaction aggregated within invagination of luminal endothelial membra-
ne and in canalicular structures within endothelial cytoplasm (arrows). x 22140

Ryc. 10. Zwierze doswiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. Odczyn histochemiczny ujawniajacy
aktywnos¢ FZ widoczny wylacznie w ,,aktywnych odcinkach” strzalki blony podstawnej naczynia
wlosowatego. Pow. 32000 x
Fig. 10. Experimental animal, 6 h following ischemic incident Histochemical reaction of AIkP seen
exclusively in “active” fragments (arrows) of capillary basal membrane. x 32000
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Ryc. 11. Zwierze doswiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. Silna aktywno$¢ FZ zlokalizowana w
blonie podstawnej i na abluminalnej powierzchni komorek srodbtonka (strzatka). Znacznie stabszy
odczyn enzymatyczny w jego blonie luminalnej (groty strzalek). Pow. 32000 x.
Fig. 11. Experimental animal, 3 days after ischemic incident. Strong histochemical reaction of
alkP localized mostly in the basal membrane and abluminal surface of endothelial cells (arrows).
Histoenzymatic reaction on the luminal site of capillary endothelium much less intense (arrow
: heads). x 32000

Ryc. 11a. Aktywno$¢ FZ w pecherzykach pinocytarnych komorek srodblonka (strzatki). Pow.
32000 x
Fig. 11a. AIkP, activity in the pinocytic vesicles of endothelial cells (arrows). x 32000

teryzowaly si¢ do$¢ znacznym obrzmieniem $rodblonkéw oraz poszerzeniem
ztacz migdzysrodbtonkowych.

W 24 godz. po niedokrwieniu w wigkszoéci naczyn mozgowych nie
stwierdzono wykiadnikow aktywnosci enzymatycznej FZ. W niektorych wios-
niczkach wystgpowalo jedynie odcinkowe nagromadzenie produktu konco-
wego reakcji wylacznie w ich blonie podstawnej, naczynia wlosowate w tym
okresie charakteryzowaly si¢ obfitym nagromadzeniem pgcherzykoéw pinocy-
tarnych w cytoplazmie obrzmialych komorek $rodblonka oraz znacznym
poszerzeniem przestrzeni migdzysrodbtonkowych.

Grupe zwierzat z 3-dniowym przezyciem po przebytym incydencie nie-
dokrwiennym charakteryzowalo bardzo znaczne zréznicowanie wzorca aktyw-
nosci fosfatazy zasadowej w naczyniach moézgu, przy ogolnie bardziej
nasilonym odczynie histoenzymatycznym w porOwnaniu z wczesniejszymi
okresami po niedokrwieniu. W bardzo licznych naczyniach, stwierdzano obfite
nagromadzenie zlogéw produktu koncowego odczynu, w blonie podstawnej

http://rcin.org.pl



Histochemia naczyn oun w niedokrwieniu 345

1 przylegajacej do niej abluminalnej blonie cytoplazmatycznej srodblonkow.
Stwierdzono znacznie mniejsze nasilenie reakcji na ich powierzchni luminalnej
(ryc. 11). Niekiedy natomiast aktywnos$¢ enzymatyczna blony cytoplazmaty-
cznej srodblonkow, zwroconej do $wiatta naczynia, dorownywata nasileniem
reakcji wystgpujacej w strukturach abluminalnych. Dos¢ czesto spotykano
przekroje naczyn, w ktorych aktywno$¢ FZ wystgpowala w pecherzykach
pinocytarnych i kanaliko-podobnych strukturach cytoplazmy s$rodblonkow
(ryc. 11a) oraz na obu powierzchniach — luminalnej i abluminalnej blony
cytoplazmatycznej. Rownoczes$nie nierzadko spotykano naczynia nie wykazu-
jace zupelnie odczynu enzymatycznego.

Aktywnos¢ cyklazy adenylowej (AC)

Badanie w mikroskopie swietlnym

U zwierzat kontrolnych wysoka aktywnos¢ AC wystepowala zarowno w
splotach naczyniéwkowych, jak i w sieci naczyniowej mozgu. W przeci-
wienstwie do FZ, odczyn histoenzymatyczny wydawal si¢ bardziej nasilony
w naczyniach wigkszego kalibru, niz we wlosniczkach (ryc. 12). Nie stwierdzano

12

Ryc. 12. Zwierze kontrolne. Silny odczyn histoenzymatyczny ujawniajacy aktywnos$¢ cyklazy
adenylowej (AC) w sieci naczyniowej kory mozgu. Aktywnos¢ enzymu jest wyzsza w naczyniach
wigkszych (strzatka) niz we wilosniczkach (grot strzatki). Pow. 200 x
Fig. 12. Control animal. Adenylate cyclase (AC) activity in the vascular network of the cerebral
cortex. Enzymatic activity stronger in larger vessels (arrow) than in capillaries (arrow head). x 200
Ryc. 13. Zwierze doswiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. Stabszy odczyn aktywnosci AC w sieci
wlosniczkowej kory moézgu. Pow. 200 x

Fig. 13. Experimental animal, 6 h after ischemic incident. AC activity. Weak histochemical reaction
in cortical capillaries. x 200
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Ryc. 14. Zwierze do$wiadczalne, 24 godz. po niedokrwieniu. Bardzo staby odczyn ujawniajacy
aktywno$¢ AC w naczyniach moézgu. Pow. 200 x
Fig. 14. Experimental animal, 24 h after ischemic incident. AC activity. Residual histoenzymatic
reaction in cortical capillaries. x 200

Ryc. 15. Zwierze do$wiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. Aktywnos¢ AC w sieci wiosniczkowej
moézgu wyraznie wyzsza w poréwnaniu z poprzednimi grupami do$wiadczalnymi (patrz ryc. 13 i
14). Pow. 200 x

Fig. 15. Experimental animal, 3 days after ischemic incident. Histochemical reaction visualizing AC
activity stronger than in previous experimental group (see Figs. 13 and 14). x 200

natomiast réznic w nasileniu reakcji w naczyniach formacji szarych i sieci
naczyniowej istoty bialej. Dodatni odczyn wykazywaly roéwniez krwinki
zawarte w Swietle naczyn.

U zwierzat badanych po uplywie 6 godz. od przebytego incydentu
niedokrwiennego stwierdzono wyrazne obnizenie intensywno$ci odczynu
histochemicznego, zwlaszcza w sieci naczyn wlosowatych moézgu, w porow-
naniu z kontrola (ryc. 13). Spadek ten byl jeszcze wyrazniejszy u zwierzat z 24
godz. przezyciem po niedokrwieniu (ryc. 14) i dotyczyl zaréwno naczyn
wiekszego kalibru, jak i wlosniczek. W mozgach szczurow, ktore przezyly 3 dni
po przebytej $mierci klinicznej stwierdzano natomiast wyrazny wzrost aktyw-
nosci enzymatycznej w porownaniu do obu wczesniejszych grup doswiadczal-
nych (ryc. 15). Sie¢ naczyn wlosowatych moézgu charakteryzowala si¢ przy tym
bardzo znacznym zroznicowaniem intensywnosci odczynu histochemicznego.
W niektorych naczyniach aktywno$s¢ AC nie roznita si¢ od stwierdzanej
u zwierzat kontrolnych, podczas gdy w innych polozonych w tej same;j
warstwie kory mozgu, byta ona jedynie §ladowa lub caltkowicie nieobecna.
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Badanie w mikroskopie elektronowym

Naczynia mézgu u zwierzat kontrolnych, zgodnie z poprzednimi obser-
wacjami (Vorbrodt i wsp. 1984), wykazywaly dwa wzorce rozmieszczenia
produktu reakcji enzymatycznej. Pierwszy, typowy dla mniejszych naczyn,
przede wszystkim wlosniczek, charakteryzowal si¢ obecnoscia ztogéw pro-
duktu koncowego reakcji umiejscowionych glownie na luminalnej powierzchni
bion cytoplazmatycznych komorek srodblonka. Typ drugi, wystepujacy prze-
waznie w naczyniach wigkszych, glownie arteriolach, znamionowato groma-
dzenie si¢ optycznie gestych ziarnistosci produktu koncowego na obu blonach
srodblonkéw — luminalnej i abluminalnej (ryc. 16). Nalezy przy tym
podkresli¢, iz w mozgach zwierzat kontrolnych wiele naczyn lub ich pewne
odcinki nie wykazywaly w ogole aktywnosci AC, niekiedy spostrzegano na-
tomiast stabo zaznaczone obszary aktywnosci enzymatycznej w zlaczach
synaptycznych.

U zwierzat do$wiadczalnych w 6 godz. po niedokrwieniu wystepowat
wyrazny spadek aktywnosci AC w $cianach wigkszosci naczyn. Wyrazato sig to
zaroOwno zmniejszeniem ilosci ziarnistego produktu koncowego reakcji enzy-
matycznej, jak i ograniczeniem jego obecnosci wylacznie do abluminalnej

Ryc. 16. Zwierze kontrolne. Kora mozgu. AC. Produkt koncowy reakcji histochemicznej
zlokalizowany zaréwno na luminalnej (strzatki), jak i abluminalnej (groty strzalek) powierzchni
srodblonka. Pow. 40000 x
Fig. 16. Control animal. AC activity in the cerebral cortex. End product of histochemical reaction
localized both on luminal (arrows) and abluminal (arrow heads) membranes of endothelial cells.
x 40000
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Ryc. 17. Zwierze doswiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. Kora mozgu. AC. Produkt koncowy
reakcji enzymatycznej umiejscowiony jest wylacznie w blonie abluminalnej komérek srodbtonka.
Pow. 3440 x
Fig. 17. Experimental animal, 6 h after ischemic incident. AC activity. End product of
histochemical reaction localized exclusively on abluminal endothelial membrane. x 3440

Ryc. 18. Zwierze do$wiadczalne, 24 godz. po niedokrwieniu. Sladowa aktywnos¢ AC w $cianie
naczynia mozgu. Pow. 3440 x

Fig. 18. Experimental animal, 24 h after ischemic incident. Residual histochemical reaction
visualizing AC activity in the walls of cortical vessels. x 3440
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Ryc. 19. Zwierze doswiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. Elektronowo geste ztogi produktu

koncowego reakcji enzymatycznej wskazujace na aktywnos¢ AC umiejscowione sa w cytoplazmie

obrzmiatych komoérek srodblonka, gtownie w ich czesci luminalnej (groty strzalek). Staba
aktywno$¢ AC widoczna réwniez w rejonie synaps (strzatki). Pow. 3440 x

Fig. 19. Experimental animal, 3 days after ischemic incident. AC activity. Electron dense fine

aggregates of end product of enzymatic reaction are localized in the luminal portion of swollen

endothelial cells (arrow heads), some enzymatic activity seen in the synaptic contacts (arrows).
x 3440

powierzchni komorek $rodblonka (ryc. 17). Na licznych przekrojach naczyn
stwierdzano rowniez skupienie optycznie gestych ziarnistosci w blonie pod-
stawnej naczyn. Opisanym obrazom histochemicznym towarzyszylo obrzmie-
nie Srodblonkow oraz nagromadzenie w ich cytoplazmie licznych pecherzykow
pinocytarnych. Nierzadko wystgpowaly pecherzyki oplaszczone. W obu typach
pecherzykow nie stwierdzono gromadzenia si¢ produktow odczynu histoche-
micznego.

Grupe zwierzat z 24-godzinnym przezyciem po niedokrwieniu znamiono-
walo dalsze obnizenie aktywnosci enzymatycznej w naczyniach krwiono$nych
mozgu, w tym przede wszystkim w naczyniach wlosowatych. Niekiedy tylko
obserwowano S$ladowy odczyn histochemiczny (ryc. 18), czesciej nie stwier-
dzano go w ogole.

Po uplywie 3 dni od niedokrwienia aktywno$¢ AC wzrastala bardzo
znacznie w poréwnaniu z wczesniejszymi okresami obserwacji. Elektronowo-
-geste, ziarniste zlogi produktu korcowego reakcji gromadzily sie glownie
w cytoplazmie obrzmialych komorek S$rodblonka, przede wszystkim w jej
czesci skierowanej do $wiatla naczynia (ryc. 19). Blona luminalna $rédbtonkow
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Ryc. 20. Zwierze doswiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. AC. Aktywnos$¢ enzymatyczna umiejs-
cowiona w wypustkach migsniowki gladkiej, przylegajacych do blony podstawnej (groty strzalek),
oraz w rejonie synaps (strzatki). Pow. 32000 x
Fig. 20. Experimental animal, 3 days after ischemic episode, AC activity. Histochemical reaction
localized in processes of smooth muscle fibres (arrow heads) and in synaptic contacts (arrows).
x 32000

pozbawiona byla na ogoét produktu reakcji enzymatycznej. Niekiedy nato-
miast wystgpowal on w wypustkach komorek migsni gtadkich, przylegajacych
do blony podstawnej naczyn (ryc. 20). Nalezy podkresli¢, iz w obrzmiatych
komorkach srodblonka, w licznych naczyniach wlosowatych nie stwierdzano
sladowej nawet aktywnosci enzymatycznej. Przestrzenie migdzysrodblonkowe
tych naczyn byly znacznie poszerzone.

Na uwage zashuguje rowniez fakt, iz w mozgach zwierzat, ktore przezyly
3 dni po przebytej $mierci klinicznej obserwowano $ladowa aktywnos¢ cyklazy
adenylowej w zakonczeniach synaptycznych (ryc. 19, 20). Jej obecnos¢ byta
zjawiskiem stalym u zwierzat kontrolnych. Utrzymywata si¢ ona nadal w 6
godz. po $mierci klinicznej. Nie stwierdzano jej natomiast u zwierzat z
24-godzinnym przezyciem po niedokrwieniu.

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki wskazuja, ze glebokie niedokrwienie mozgu zwigzane z
10-minutowa $miercia kliniczng prowadzi do zaburzen aktywnosci obu bada-
nych enzyméw, wyrazajacych si¢ w obrazie histochemicznym zmniejszeniem
intensywnosci odczynu, az do jego catkowitego zaniku oraz nieprawidlowa
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dystrybucja jego produktu koncowego. Zmiany dotyczace aktywnos$ci zarowno
FZ, jak i AC, charakteryzowaly si¢ podobnym wzorcem histochemicznym
i dynamika w poszczegolnych fazach po przebytym incydencie niedokrwien-
nym. Towarzyszyly one uchwytnym w obrazie mikroskopowo-elektronowym
nieprawidlowosciom strukturalnym $ciany naczyn wlosowatych, wyrazajacym
si¢ obrzmieniem komorek srodblonka, zwigkszeniem liczby pecherzykow
pinocytarnych oraz wyraznym poszerzeniem zlacz migdzysrodblonkowych.
Brak badan mikroskopowo-elektronowych z uzyciem peroksydazy chrzanowej
nie pozwala na jednoznaczna ocene stanu zespolen s$cistych. Dominujace
w obrazie mikroskopowo-elektronowym przemieszczenie produktu konco-
wego odczynu z powierzchni luminalnej komorek $rodblonka na ich po-
wierzchni¢ abluminalng moze by¢ uznane za wykladnik zaburzenia czyn-
nosciowej polarnosci, charakterystycznej dla komorek, w ktorych zachodza
procesy czynnego transportu (Betz, Goldstein 1978; Betz i wsp. 1980; Vorbrodt
i wsp. 1983).

Fosfataza zasadowa uznana za enzym uczestniczacy w aktywnym
transporcie poprzez aktywacj¢ lub inaktywacje roéznych enzymow komorko-
wych na drodze ich defosforylacji, lub wprost defosforylacji transportowanych
substratow (Goldstein, Harris 1981), wykazuje w warunkach prawidlowych
silng aktywno$¢ zlokalizowana w luminalnej plazmolemmie $rodblonkow
wszystkich naczyn osrodkowego uktadu nerwowego, wyposazonych w mecha-
nizmy barierowe. W nastgpstwie 10-minutowego niedokrwienia dochodzito do
postepujacego spadku jej aktywnosci w wigkszosci naczyn wlosowatych,
wyrazajacego si¢ w 24 godz. po przebytej $mierci klinicznej niemal catko-
witym brakiem odczynu histochemicznego. Wprawdzie pojawiat si¢ on ponow-
nie w stosunkowo wysokim nasileniu po uptywie 3 dni, nie osiagajac jednakze
intensywnosci typowej dla warunkéw prawidtowych, a co wazniejsze nie
normalizowala si¢ jego dystrybucja komorkowa. Na podkreslenie zastuguje
przy tym dynamika jej zaburzen. W 6 godz. po niedokrwieniu produkty
aktywnosci enzymatycznej obserwowano zaroOwno w luminalnej, jak i ablu-
minalnej plazmolemmie $rodblonkow, a takze w blonie podstawnej niektorych
wlosniczek. Cecha znamienna tej fazy poischemicznej byta bardzo znaczna
nieregularno$¢ rozmieszczenia produktow odczynu. W tym tez okresie wyste-
powaly one w inwaginacjach luminalnej plazmolemmy oraz w ujawniajacych
si¢ wowczas cytoplazmatycznych strukturach kanaliko-podobnych. Obrazy te
w kontekscie pojawiania si¢ aktywnosci w abluminalnej plazmolemmie
i w blonie podstawnej moga sugerowac transcytoplazmatyczne przemieszcza-
nie si¢ enzymu. Za taka interpretacja zjawiska opowiadaja si¢ migdzy innymi
Vorbrodt i wsp. (1981a). W 24 godz. po niedokrwieniu, na tle na ogot
negatywnego odczynu ujawniajacego aktywnos¢ FZ, nieliczne naczynia wyka-
zujace jego obecnos$¢ gromadzity produkty koncowe reakcji na abluminalnej
powierzchni srédblonka. Restytucja aktywnosci enzymatycznej, obserwowana
w 3 dniu w niewielkim tylko stopniu dotyczyta powierzchni komoérek zwroco-
nych do S$wiatla naczyniowego. Przewazal odczyn w blonie podstawnej
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i skierowanej do niej powierzchni komorek srodbtonka. W tym tez biegunie ich
cytoplazmy gromadzily si¢ przede wszystkim stosunkowo nieliczne pecherzyki
wypelnione ziarnistym produktem odczynu histochemicznego. Wigkszos$¢ bo-
wiem licznych pecherzykoéw srodplazmatycznych nie wykazywata aktyw-
nosci enzymatycznej. Spostrzegano ja natomiast w strukturach kanaliko-
-podobnych. Obraz histochemiczny wyst¢pujacy w 3 dniu po niedokrwieniu
stanowil niejako odwrotnos¢ tego, co spostrzegano w 6 godz. i przypominat
zmiany opisane przez Vorbrodta i wsp. (1985) w okresie rezolucji obrzgku
mozgu. Analogiczne do opisanych przez nas zmiany aktywnosci FZ wyste-
powaly rowniez w innych typach doswiadczalnej patologii moézgu, ktérych
wspolna cecha byly uszkodzenia bariery krew —mozg (Vorbrodt i wsp. 1981a,
b; 1983; Wisniewski i wsp. 1983). Towarzyszace nieprawidlowosciom histoche-
micznym pojawianie si¢ struktur kanaliko-podobnych w cytoplazmie $rod-
blonkow obserwowane bylo rowniez przez innych autorow i traktowane jako
jeden z morfologicznych wyktadnikow zaburzenia naczyniowych mechaniz-
mow barierowych (Simionescu i wsp. 1978; Lossinsky i wsp. 1981; Lossinsky,
Wisniewski 1986). Uwaza sig, iz stanowia one droge transportu ptynu z krwi do
tkanki, a by¢ moze i w odwrotnym kierunku — z obrzgklej tkanki do $wiatla
naczyn.

Na marginesie tych spostrzezen warto odnotowaé, iz we wczesniejszym
cyklu prac, poswigconych aktywnosci swoistych fosfotaz nukleotydowych
w sieci naczyniowej moézgu w roznych typach niedostatku tlenowego
z zespotami niedokrwiennymi wiacznie, stwierdzono rowniez szereg niepra-
widtowosci wskazujacych na uposledzenie funkcji transportowych w zlaczu
naczyniowo-tkankowym (Szumanska i wsp. 1976; Ostenda i wsp. 1978;
Szumanska, Ostenda 1980; Szumanska 1981). Ich cecha charakterystyczna bylo
zroznicowanie wzorca nieprawidtowosci histoenzymatycznych, ich topografii
i dystrybucji w poszczegdlnych elementach strukturalnych naczyn i otaczaja-
cych je wypustkach astrocytarnych, a takze w dynamice narastania i cofania si¢
zmian w zaleznosci od stosowanego modelu doswiadczalnego i wystgpujacych
w nim uszkodzen tkankowych. Podstawowym czynnikiem réznicujacym byt
charakter rozwijajacego si¢ obrzgku — cytotoksycznego lub naczyniopochod-
nego. Wydaje si¢ to oczywiste w $wietle zasadniczej roznicy ich mechanizmu
patogenetycznego — braku zmian czynnosci transportowej naczyn w pierw-
szym oraz ich obecnosci w drugim (Klatzo 1967). Wspomniana uprzednio
roznorodnos¢ zmian obrazu histochemicznego mogta stanowi¢ odbicie faktu, iz
w wiekszosci sytuacji doswiadczalnych oba mechanizmy patogenetyczne ob-
rzeku mozgu wzajemnie si¢ na siebie nakladaja. Dotyczy to zwlaszcza stanow
niedostatku tlenowego (Klatzo 1985).

Drugi z badanych enzymoéw — cyklaza adenylowa — w warunkach
prawidtlowych charakteryzuje si¢ zroznicowana lokalizacja aktywnosci w
zaleznosci od kalibru naczynia (Szumanska i wsp. 1984; Vorbrodt i wsp. 1984).
W naczyniach wlosowatych koncowy produkt reakcji enzymatycznej zwia-
zany jest z luminalna plazmolemma $rodblonkéw, z obecnymi na jej po-
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wierzchni inwaginacjami oraz z pgcherzykami zawartymi w ich cytoplazmie.
W drobnych tetniczkach natomiast gromadzi si¢ on na powierzchni ablumi-
nalnej komorek srodbtonka, w btonie podstawnej oraz na blonach zwroconych
do niej wypustek migsniowki gladkiej. Przebyte niedokrwienie prowadzito do
poglebiajacego si¢ w czasie obnizenia aktywnosci enzymatycznej, az do
sladowej w 24 godz. po $mierci klinicznej oraz do znacznych, nie normali-
zujacych si¢ do 3 dnia nieprawidlowosci w rozmieszczeniu produktéw reakcji
histochemicznej w $cianie naczyn, mimo wyraznego w tym okresie zwigkszenia
jej nasilenia. Wzorzec zaburzen odczynu byt w zasadniczych zarysach zblizony
do stwierdzonego w przypadku FZ. Przy bardzo znacznym nagromadzeniu
pecherzykow pinocytarnych w cytoplazmie komorek srodblonkowych, w zad-
nym okresie po niedokrwieniu nie stwierdzono gromadzenia si¢ w nich
produktu reakcji histoenzymatyczne;.

AC jest integralnym skladnikiem blon komorek srodblonka (Wagner i wsp.
1972), spetniajacym zasadnicza rol¢ w czynnym transporcie metabolitow z krwi
do tkanek osrodkowego ukladu nerwowego (Dux i wsp. 1984; Joo 1985).
Przypisuje si¢ jej migdzy innymi szczegdlne znaczenie w regulacji pecherzy-
kowego transportu substancji makromolekularnych (Joo 1971), ktory stanowi
alternatywna w stosunku do przestrzeni migdzysrodblonkowych droge prze-
chodzenia bialek surowicy krwi do tkanek osrodkowego uktadu nerwowego,
wystepujacego w warunkach zaburzenia przepuszczalnosci naczyn, a w nie-
wielkim stopniu réwniez w naczyniach prawidlowych (Jo6 1971; Beggs,
Waggener 1976).

Dux i wsp. (1984) wykazali, iz w stanach niedotlenienia, prowadzacego do
wzrostu aktywnosci pinocytarnej w komorkach srodblonka i zaburzen prze-
puszczalnosci naczyn, wystgpuje podwyzszenie aktywnosci AC. Nasze spostrze-
zenia roznia si¢ w sposob zasadniczy. Pomimo niewatpliwego zwigkszenia
liczby pecherzykéw pinocytarnych w srodblonkach naczyniowych oraz stwier-
dzonej metodami immunochemicznymi ekstrawazacji biatek surowicy krwi do
tkanek (Mossakowski, Krajewski 1987) w zadnym okresie poischemicznym nie
stwierdzaliSmy wzrostu aktywnosci enzymu. Wrecz przeciwnie, wystgpowat jej
wyrazny spadek, ktory nawet w okresie jej restytucji nie osiagal nasilenia
wystepujacego w materiale kontrolnym. Podobne obnizenie aktywnosci AC
obserwowano w przypadku przewleklego zatrucia zwigzkami manganu (Szu-
manska, Mossakowski 1985) oraz ostrego zatrucia tlenkiem wegla (Szumanska
i wsp. 1988). Zmiany enzymatyczne w obu modelach zatrucia roznily si¢ jednak
od nastgpstw przebytej $mierci klinicznej cdmienna dynamika ich narastania
i cofania si¢ oraz pelnym powrotem obrazu histochemicznego do stanu
typowego dla zwierzat kontrolnych. W poroéwnywaniu uzyskanych wynikow
zachowac¢ nalezy znaczna ostroznos¢, ze wzgledu na odmiennos¢ warunkow
doswiadczalnych i cigzkosci zwiazanych z nimi uszkodzen tkankowych.

W kontekscie zmian stwierdzanych w zastosowanym przez nas modelu
smierci kliniczrej, wyrazajacych si¢ wykladnikami obrzeku naczyniopochod-
nego we wczesnym okresie poreanimacyjnym (Mossakowski i wsp. 1986),
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przechodzeniem bialek surowicy do utkania moézgu (Mossakowski, Krajewski
1987) oraz wybitnie wzmozona aktywnoscia pinocytarng sréodbtonkow naczy-
niowych wydaje si¢ uzasadniona hipoteza ,wyczerpywania” si¢ aktywnosci
enzymatycznej AC w energochtonnych procesach funkcji komoérek srodblonka.
Czas restytucji jej aktywnosci zalezalby od nasilenia dzialania czynnikow
uszkadzajacych, réoznych w przytoczonych powyzej modelach doswiadczal-
nych. Wyniki uzyskane przez Duxa i wsp. (1984) byly w tym kontekscie
wykladnikiem aktywizacji enzymu pod wplywem czynnikéw o stosunkowo
niewielkim oddzialywaniu na stan przepuszczalnosci naczyn (Kuroisawa i wsp.
1985).

W pracy ze wzgledu na zastosowana technike¢ badan histochemicznych nie
rozwinieto zagadnienia aktywnosci cyklazy adenylowej w ztaczach synaptycz-
nych, mimo uchwytnych zmian ich obrazu. Ocena aktywnosci AC w obszarze
synaps, opisana przez Rechardt i wsp. (1986) stanowi przedmiot odrgbnego
opracowania.

CHANGES IN THE ACTIVITY OF ALKALINE PHOSPHATASE AND
ADENYLATE CYCLASE IN THE BRAIN VASCULAR NETWORK
IN EXPERIMENTAL POSTRESUSCITATION SYNDROME

Summary

Activity of alkaline phosphatase and adenylate cyclase was evaluated in the brain vascular
network of rats subjected to 10 min clinical death due to cardiac arrest.

Progressive decrease of both enzymes activities was noted in the early survival stages, reaching
the lowest intensity in 24th h after ischemic incident. Restitution of enzymatic activity was observed
2 days later, although even then it did not reach intensity typical for normal controls. Electron
microscopic study revealed disturbances of normal polarity of enzyme distribution in the
cytoplasmic membranes of vascular endothelia. Activity of enzymes disappeared from luminal
endothelial surfaces, appearing on abluminal ones and in the capillary basal membranes.
Ultrastructural picture of the cerebral capillaris was additionally characterized by remarkable
increase of micropinocytic vesicles, and appearance of coated vesicles as well as canalicular
structures. Swelling of endothelial cytoplasm and widening of interendothelial clefts were also
present.

The results obtained indicate that deep 10 min ischemia in experimentally induced clinical
death is leading to the impairment of transport functions in damaged cerebral capillary
vessels.

U3MEHEHUE AKTUBHOCTH WEJIOYHOW ®OCPATA3BI U AJEHUJIOBO
LIMKJIA3bI COCYJIUCTOW CETU MO3T'A I1PM DKCIIEPUMEHTAJIBHOM
IMOCTPEAHUMALIMOHHOM CHUHIPOME

Pe3ome

C noMompb0 MUTOXHMHYECKHX METO/OB, NIPUMCHSAEMBIX B CBETOBOW M 3JI€KTpOHHOﬁ MHUKPO-
CKOTIHH, OIICHMBAJIaCb AKTHBHOCTH LLEJIOYHOM d)OCd)aTa:ibl M aJICHWJIOBOW ILMKJIa3bl B cocyaax
MO3ra KpbIC, HAXO/AUBILIHUXCA B TCYCHHEC 10 MHHYT B COCTOSSHHH 3KCNIEPHUMEHTAJILHO BBI3BAHHOM
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KJIMHUYeckoH cMepTH. OGHAPYkEeHO MPOrPecCHpPYIOIEe NOHUKEHHE dAKTHBHOCTH 0DOUX IH3UMOB,
HauboJsice pe3ko BbIpaxkeHHoe 24 waca mocsne HiueMuH. BoccTaHoBiieHME SH3MMATHYECKOU
AKTUBHOCTH, HabirofaBuieecs B TeueHHe 3-X JIHEH ImoOcje MIIEMHHM, HE JIOCTHrajio ypOBHS,
THIIMYHOTO Ul KOHTPOJIbHBIX KHBOTHBIX. DJIEKTPOHHO-MHKPOCKONUYECKOE HCCIIEOBAHME TOKa-
3aJ10 HApyLIEHWE TOJIAPHOTO PACMOJIOXEHUSI JH3MMOB HAa LHMTOIUIa3MaTHYECKHX MeMmOpaHax
SHAOTE/ION KANUJUIAPOB. DH3UMATHYECKAs AKTHBHOCTH HAa MpHWJEraromieifl K mpocBeTy cocyaa
IIa3MOJIEMME JHOTEIHAJIbHBIX KJIETOK CHMXKAJaCh M TMOSBJAJACh HA BHEIIHEH CTOpPOHE
u B 6a3anbHOl MeMOpane. KpoMe TOro, yJabTpacTpyKTypa COCYIOB XapaKTepH30BaJlach 3HAYH-
TEJIbHBIM  YBEJIMYEHUEM COJICPKAHHS TNHHOUMTAPHBIX Ty3bIPHKOB, MOSIBJICHHEM OKpPYKEHHBIX
obostouko¥ (MeMOpaHOif) MHHONMTAPHBIX My3bIPHKOB H KaHAJIbLENOAOOHBIX CTPYKTYp, a TaKke
HaOyXaHWEM UMTOTJIA3MBl W PACIIHPEHHEM MEXIHAOTENHAbHBIX TpocTpaHcTB. [MosyyeHHbIe
pe3yJibTaThl TOKa3biBalOT, 4TO 10-MHHYTHAas HMUIEMHS NPH IKCIEPHMEHTAJIBHBIX YCJIOBHSX
KJIMHUYECKOH CMEPTH MPHUBOAMT K HAPYLICHHIO TPAHCTIOPTHLIX (PYyHKLMH B CTEHKAX MOBPEX/ICH-
HBIX MO3rOBBIX COCYOB.
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Wprowadzenie metody peroksydaza-antyperoksydaza (PAP) dalo moz-
liwo$¢ oceny immunocytochemicznej, uprzednio utrwalonego w formalinie
i zatopionego w parafinie materialu sekcyjnego, dotyczacego réznych chorob
uktadu nerwowego cztowieka. Duze zainteresowanie budzi mig¢dzy innymi
choroba Alzheimera i zespoly przebiegajace z otgpieniem, w ktorych badania
immunocytochemiczne pozwolily juz na uzyskanie istotnych danych o budo-
wie biochemicznej skrgconych neurotubul (Gambetti i wsp. 1986; Nukina i wsp.
1986; Selkoe 1986). Badania immunocytochemiczne umozliwily rowniez oceng
lokalizacji niektorych neuropeptydow w chorobach Alzheimera, Huntingtona
i Parkinsona (Grafe i wsp. 1985). Poszukiwania na poziomie czasteczkowym
stanowia wigc jeden z kierunkoéw badan przy uzyciu technik immunomorfo-
logicznych. Innym ich kierunkiem jest ocena przepuszczalnosci naczyn osrod-
kowego ukladu nerwowego. Oprocz licznych prac, wskazujacych na niepra-
widlowosci przepuszczalnosci bariery krew —moézg w nowotworach OUN,
zwlaszcza w glejakach, obserwowano wyciek bialek z tozyska naczyniowego
w chorobie Alzheimera, w otgpieniu starczym typu alzheimerowskiego oraz
w wieloogniskowych zawalach mozgu z otgpieniem (Alafuzoff i wsp. 1985;
1987). Zawaly moézgu, mimo iz czgstsze, nie wzbudzaja tak duzego zaintere-
sowania. Z tego tez zapewne powodu w dostgpnym piSmiennictwie, poza wyzej
wspomnianymi badaniami, nie znaleziono danych, dotyczacych oceny prze-
puszczalnosci naczyn krwionosnych w chorobach naczyniowych mozgu czlo-
wieka. Sklonilo to nas do przeprowadzenia oceny naczyniowych ukladow
barierowych w naczyniopochodnych uszkodzeniach moézgu cztowieka. Do

* Praca wykonana w ramach Centralnego Programu Badan Podstawowych — 06.02.11.1.4.
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badan wybrano 5 sposrod 17 przypadkow udarow niedokrwiennych,
w ktorych zawalowi mozgu towarzyszyla znaczna reakcja limfocytarna

(Barcikowska-Litwin i wsp. 1987).

Tabela 1. Materiat
Table 1. Material

Miazdzy-
Przy- ik ca naczyn
Wiek Okres  Nadcis- zgonu ;
padek S i : mozgu ; ;
Nr (lata) przezycia nienie (sekcja og.) Beain Badam.e makroskopo'we mozgu
Age  Survival Hyperten- Cause of Brain gross examination
Case 2 | vessels
(years) time sion death :
No (autopsy) arterio-
scler
1 50 12 dni + Zakrzepica + + Zawal krwotoczny w obszarze
59/82 tt. ptucnych unaczynienia t. moézgu srodko-
wej prawej. Obrzek
12 days Pulmonary Hemorrhagic infarct in area of
arteries vascularization of right middle
thrombosis cerebral artery. Edema
2 60 3 lata —  Zawal + + + Liczne jamy poudarowe w ob-
72/76 m. serca szarze unaczynienia t. moézgu
srodkowej lewej. Obrzgk-
3 years Cardiac Multiple postapoplectic cavities
infarct in area of vascularization of
left middle cerebral artery
Edema
3 87 11 dni +  Zawal + + + Zawal blady w obszarze una-
112/73 m. serca czynienia t. mozgu Srodkowej
prawej
11 days Cardiac Ischemic necrosis in area of
infarct vascularization of right middle
cerebral artery
4. 87 15 dni + Zator +  Zawal blady w obszarze una-
15/76 t. plucnej czynienia t. mézgu srodkowej
prawej
15 days Pulmonary Ischemic necrosis in area of
embolism vascularization of right middle
cerebral artery
= 83 35 dni —  Zapalenie +  Zakrzep t. szyjnej wew. lewej.
63/78 ptuc Zawal krwotoczny w obszarze
unaczynienia t. mozgu Srod-
kowej lewej. Obrzek
35 days Pneumonia Left internal carotid thrombo-

sis. Hemorrhagic infarct in area
of vascularization of left middle
cerebral artery. Edema
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MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byly moézgi 5 chorych, zmarlych w przebiegu udaru
niedokrwiennego mozgu w wieku 50, 60, 83 —87 lat. Sekcje ogolna wykony-
wano do 24 godz. po zgonie. Dane kliniczne i wyniki badania sekcyjnego
podano w tabeli 1.

Bloki tkankowe pobrane z ognisk zawalowych oraz z przeciwleglej potkuli
mozgu, traktowanej jako kontrola, utrwalono w 10% zbuforowanej forma-
linie i zatopiono w parafinie. Skrawki barwiono hematoksylina i eozyna,
wedlug metody PAS, Kliivera-Barrery oraz PTAH.

Do oceny zaburzen bariery krew —mozg zastosowano metod¢ immuno-
peroksydazy posredniej, wedlug Sternbergera i wsp. (1970), celem uwidocz-
nienia bialek surowicy krwi gospodarza, takich, jak IgG, alfa-2-makroglobuli-
na i fibrynogen. Ponadto oceniano naczynia krwionosne za pomoca przeciw-
cial przeciwko czynnikowi VIII — swoistemu znacznikowi komorek $rodblon-
ka. Nacieki komorek krwiopochodnych probowano okresli¢ blizej przy
zastosowaniu znacznika komorek histiocytarnych i makrofagow w barwieniu
na obecno$¢ alfa-1-antytrypsyny.

Metoda immunoperoksydazy posredniej polegata na kolejnych inkuba-
cjach odparafinowanych preparatow poczatkowo z surowica normalng $wini
(1:100), przez 1 godz. w celu wygaszenia nieswoistego tfa, a nastgpnie przez noc
z wyzej wymienionymi przeciwcialami pierwotnymi rozcienczonymi odpo-
wiednio: IgG (Biomed, Polska) — 1:5000, alfa-2-makroglobulina (Biomed,
Polska) — 1:3000, fibrynogen (Biomed, Polska) — 1:1500, czynnik VIII
(Dakopatts, Dania) — 1:1000 oraz alfa-1-antytrypsyna (Dakopatts, Dania) —
1:1000. Nastepnie po ptukaniu w PBS skrawki inkubowano przez 45 min z
przeciwcialami $wini przeciwko globulinom krolika (Dakopatts, Dania) —
1:50, oraz kompleksem peroksydazy-antyperoksydazy (Dakopatts, Dania) —
1:200. Reakcje uwidaczniano umieszczajac preparaty w 0,05% roztworze
dwuaminobenzydyny (Sigma, USA) z dodatkiem 0,01% H,0O,. Po skontra-
stowaniu hematoksyling i odwodnieniu w alkoholach preparaty zamykano za
pomoca De-Pe-X (Serva, RFN).

WYNIKI
Badanie histologiczne

Przypadek 1 (59/82). Martwica kory i istoty bialej prawie bezodczynowa
z wyrazng sekwestracja tkanek martwiczych. Miejscami II i IIT warstwa kory
byly nieco lepiej zachowane i zawieraly niewielka ilos¢ komorek nerwowych
i glejowych oraz pojedyncze makrofagi. W okolicy demarkacji tkanek martwi-
czych widoczne byly nieregularne, girlandowate zgabczenia z nielicznymi
makrofagami i1 glejoza astrocytarng z gemistocytami.

Przypadek 2 (72/76). Jama porozmigknieniowa obejmujaca kore¢ i istote
biala z niewielka iloscia makrofagow, otoczona siatkowato rozrzedzona
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tkanka, wérod ktorej widoczne byly roznej wielkosci obszary wypetnione
komérkami zernymi. Na obrzezu ognisk rozbiorki makrofagowej w obszarze
martwicy niezupelnej wystgpowala znacznie nasilona glejoza astrocytarna
z licznymi przerostymi komorkami gwiazdzistymi i gemistocytami. Rozrost
glejowy wykazywal szczegélne nasilenie w zachowanych czgsciach warstwy
drobinowej kory.

Przypadek 3 (112/73). Martwica w stadium rozbiorki mezodermalnej
z tworzeniem si¢ jamy wypelnionej makrofagami. Tkanki otaczajace wykazy-
waly cechy martwicy niezupelnej z pomnozeniem gleju astrocytarnego z udzia-
lem gemistocytow. W korze oddalonej od ogniska widoczne byly nieliczne
komorki nerwowe z cechami zwyrodnienia ischemicznego.

Przypadek 4 (15/76). Martwica krwotoczna z rozbiérka makrofagowa
umiejscowiona w istocie bialej. W tkankach otaczajacych martwica niezu-
pelna z pomnozeniem astrogleju i obecnoscia gemistocytow wystepujacych
rowniez w pewnej odlegtosci od martwicy. W korze oddalonej od ogniska
mozna bylo napotka¢ niezbyt liczne neurocyty z nasilonymi zmianami ische-
micznymi.

Przypadek 5 (63/78). Ognisko martwicy o zréznicowanym obrazie morfo-
logicznym, stanowiacym wykladnik roznego stopnia zaawansowania procesu

Ryc. 1. Przypadek 4. IgG. Wybitnie dodatnia reakcja w przestrzeni okotonaczyniowej. Pow. 250 x
Fig. 1. Case 4. Intensive positive IgG reaction within perivascular space. x 250

Ryc. 2. Przypadek 3. IgG. Reakcja dyfuzyjna w poblizu martwicy. Reakcja $rodkomoérkowa
w neuronach i gemistocytach. Okolonaczyniowy naciek limfocytarny. Pow. 250 x

Fig. 2. Case 3. IgG. Diffuse reaction in the vicinity of necrosis. Intracellular reaction of nerve cells
and gemistocytes. Perivascular lymphocytic infiltrate. x 250
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Ryc. 3. Przypadek 3. IgG. Srédkomérkowa reakcja gemistocytow w obszarze martwicy niezupelnej
otaczajacej jam¢ poudarowa. Pow. 500 x

Fig. 3. Case 3. IgG. Intracellular gemistocytic reaction in a partially necrotic area surrounding
postapoplectic cavity. x 500

patologicznego. W jego obrgbie stwierdzono obszary martwicy skrzepowej,
martwicy rozptywnej z duza iloscia makrofagow i tworzeniem si¢ jam, duze
pole przesigku rozlanego w podlozu oraz liczne przesigki okolonaczyniowe.

We wszystkich przedstawionych wyzej przypadkach stwierdzono zmiennie
nasilona okolonaczyniowa reakcje¢ limfocytarna.

Badania immunocytochemiczne

Immunoglobulina G.

W barwieniu na obecnos¢ IgG wykazano jej rozlegla i intensywna reakcje
zarowno w ognisku patologicznym, jak rowniez w obszarach mozgu oddalo-
nych od ogniska i sprawiajacych wrazenie strukturalnie nie zmienionych. IgG
obecna byla niekiedy w przestrzeni okolonaczyniowej (ryc. 1), intensywnie
zabarwiala struktury neuropilu (ryc. 2). W obszarach martwicy niezupelnej
wyrozniajacych si¢ znacznie zaawansowanym odczynem glejowym najinten-
sywniej barwily si¢ reaktywne astrocyty (ryc. 3). Nierzadko lokalna reakcje
srodkomorkowa obserwowano w komorkach kory oddalonych od ogniska
patologicznego, sprawiajacych w barwieniach przegladowych wrazenie struk-
tur niezmienionych. Najstabsze natgzenie reakcji IgG notowano w starych
jamach porozmigknieniowych i w ogniskach z zaawansowana rozbiorka
makrofagowa.

Alfa-2-makroglobulina

Rozklad biatka w badanych przypadkach roznit si¢ od IgG swoim
zasiggiem. W ogniskach swiezych wystgpowalo ono w poblizu naczyn krwio-
nosnych (ryc. 4). Wyjatkowo tylko dyfuzyjny odczyn zajmowat caly obszar
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Ryc. 4. Przypadek 5. Alfa-2-makroglobulina. Reakcja okofonaczyniowa. Dyskretny naciek
limfocytarny. Pow. 500 x

Fig. 4. Case 5. a-2-macroglobulin. Perivascular reaction. Discreet lymphocytic infiltrate. x 500
Ryc. 5. Przypadek 1. Alfa-2-makroglobulina. Dodatnia dyfuzyjna reakcja komorek nerwowych
kory w ognisku martwicy niezupelnej. Pow. 250 x

Fig. 5. Case 1. a-2-macroglobulin. Positive diffuse reaction in the cortical neurons situated in a
partially necrotic area. x 250
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zawatu (ryc. 5). Rzadko obserwowano reakcje okotonaczyniowa w odlegltych,
nie zmienionych obszarach mozgu (ryc. 6). Niekiedy stwierdzano komorki
nerwowe i gemistocyty (ryc. 7) wykazujace dodatni odczyn immunohistoche-
miczny.

Fibrynogen

W obszarach zawalu wystgpowalo nagromadzenie wioknika ujawniajacego
si¢ w postaci dyfuzyjnego odczynu tkankowego oraz skupien okolonaczynio-
wej siateczki (ryc. 8). Intensywne wynaczynienia wioknika stwierdzano wokot

Ryc. 8. Przypadek 4. Fibrynogen. Nasigkanie $cian naczyn i tkanek okolonaczyniowych w poblizu
martwicy. Pow. 250 x

Fig. 8. Case 4. Fibrinogen. Imbibition of vascular walls and perivascular tissues in the vicinity of
necrosis. x 250
Ryc. 9. Przypadek 5. Fibrynogen. Brzeg ogniska martwicy. Dodatnia reakcja okotonaczyniowa.
Srodkomorkowa reakcja gemistocytow. Pow. 250 x

Fig. 9. Case 5. Fibrinogen. Border of the necrotic focus. Positive perivascular reaction. Intracellular
reaction of gemistocytes. x 250

Ryc. 6. Przypadek 4. Alfa-2-makroglobulina. Reakcja okolozylna w istocie biatej, oddalonej od
ogniska martwicy. Pow. 500 x

Fig. 6. Case 4. a-2-macroglobulin. Perivenous reaction within white matter distant necrotic focus.
x 500

Ryc. 7. Przypadek 2. Alfa-2-makroglobulina. Reakcja srodkomoérkowa odczynowych astrocytow
i gemistocytow w obszarze martwicy niezupetnej. Okolonaczyniowy naciek limfocytarno-plazmo-
cytarny. Pow. 500 x
Fig. 7. Case 2. a-2-macroglobulin. Intracellular reaction of reactive astrocytes and gemistocytes in
the arca of sclective necrosis. Perivascularly few plasmatic and lymphocytic cells. x 500
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naczyn krwionosaych, ktorym towarzyszyly krwinkotoki (ryc. 8) oraz naczyn
polozonych w strefie formujacego si¢ obszaru demarkacyjnego (ryc. 9).
W polach martwicy niezupelnej podbarwione byly niekiedy gemistocyty. Stare
ogniska zawieraly wioknik jedynie w Swietle naczyn krwionosnych, ich
scianach lub pojedynczych astrocytach. Nie wystgpowalo natomiast dyfuzyjne
podbarwienie zrgbu (przyp. 72/76).

Czynnik VIII

Odczyn immunohistochemiczny ujawniajacy czynnik VIII, stanowiacy
znacznik $rodblonka naczyn krwionosnych, wystepowat w postaci dyfuzyjnego
podbarwienia tkanki w obszarze niedokrwienia (ryc. 10 i 11), nie wykazujacym

Ryc. 10. Przypadek 4. Czynnik VIII. Dodatnia reakcja osocza oraz $cian naczyn krwionosnych
w oponach przylegtych do martwicy. Reakcja dyfuzyjna kory moézgu. Pow. 125 x

Fig. 10. Case 4. Factor VIII. Positive reaction of plasma and blood vessels within meninges
adjacent to the necrotic area. Diffuse reaction of cerebral cortex. x 125

Ryc. 11. Przypadek 4. Czynnik VIII. Dodatnia reakcja $cian naczyn réznego kalibru w obszarze
niedokrwienia kory moézgu. Pow. 125 x

Fig. 11. Case 4. Factor VIII. Positive reaction of various size vessel walls within ischemic cortex.
x 125

cech wyraznej rozbiorki makrofagowej. Szczegélnie intensywnie barwily si¢
naczynia (ryc. 11) oraz ich otoczenie w polach martwicy rozptywnej, w obszarze
demarkacyjnym migdzy tkanka zdrowa i martwica niezupeilna oraz w oponach
przylegajacych do martwicy (ryc. 10).
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Alfa-1-antytrypsyna

Najwigksze roznice w zasiggu i intensywnosci reakcji tkankowych
w ogniskach niedokrwienia zaobserwowano w odczynie ujawniajacym obec-
nos¢ alfa-1-antytrypsyny, enzymu hamujacego aktywnos¢ enzymow proteoli-
tycznych i posrednio wskazujacego na udzial enzymoéw proteolitycznych
w procesie rozbiorki martwiczej tkanki. Intensywny dyfuzyjny odczyn alfa-1-
-antytrypsyny wystepowal w $Swiezych ogniskach martwicy oraz w polach
wybiodrczej martwicy kory, nie wykazujacych reakcji makrofagowej. Najinten-
sywniej barwily si¢ pola martwic niezupelnych (ryc. 12), martwica typu
skrzepowego oraz ukrwotocznione martwicze obszary. W polach usianych
makrofagami reakcja byta zroznicowana, od wybitnej (ryc. 13) do stabe;j. Stare
jamy poudarowe charakteryzowaly si¢ stabym odczynem alfa-1-antytrypsyny
ograniczonym wylacznie do fagocytow. Sposrod elementéow komorkowych
duza intensywnoscia reakcji wyroznialy si¢ astrocyty, wybitnie proliferujace w
obszarach martwicy niezupeinej. Ich intensywna reakcja srodcytoplazmatyczna
widoczna byla na tle negatywnego zrgbu tkankowego (ryc. 14). Niekiedy
srodkomorkowy odczyn wystgpowat rowniez w komorkach nerwowych kory

Ryc. 12. Przypadek 5. Alfa-1-antytrypsyna. Reakcja dyfuzyjna w obszarze niezupelnej martwicy
kory mozgu. Reakcja srodkomorkowa gemistocytow. Pow. 250 x

Fig. 12. Case 5. o-l-antitrypsin. Diffuse reaction within area of selective cortical necrosis.
Intracellular reaction of gemistocytes. x 250

Ryc. 13. Przypadek 4. Alfa-1-antytrypsyna. Intensywna reakcja Sciany naczynia i makrofagow.
Pow. 250 x

Fig. 13. Case 4. a-1-antitrypsin. Highly intensive reaction of vessel wall and macrophages. x 250
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Ryc. 14. Przypadek 5. Alfa-1-antytrypsyna. Srodkomoérkowa reakcja gemistocytow w okolicy
rowka migdzyzwojowego w poblizu martwicy. Pow. 250 x

Fig. 14. Case 5. a-1-antitrypsin. Intracellular reaction of gemistocytes in sulcal cortical area in the
vicinity of necrosis. x 250

Ryc. 15. Przypadek 4. Alfa-1-antytrypsyna. Srédkomoérkowa reakcja komorek piramidowych ITI
warstwy kory, oddalonej od martwicy. Pow. 500 x

Fig. 15. Case 4. a-1-antitrypsin. Intracellular reaction of pyramidal cells within the third cortical
layer distant from necrosis. x 500

w obszarze martwicy niezupelnej oraz w korze pozornie niezmienionej,
oddalonej od ogniska martwicy (ryc. 15).

Wyniki badan immunocytochemicznych zestawiono w tabeli 2. Intensyw-
no$¢ odczyndéw oceniano we wszystkich barwieniach w skali od 1+ do 4+.

OMOWIENIE

Podsumowujac wyniki badan (tab. 2) stwierdzamy, ze we wszystkich
zastosowanych odczynach wystgpowala reakcja dyfuzyjna okolonaczyniowa
i srodkomérkowa.

Reakcja dyfuzyjna, stwierdzona we wszystkich przypadkach, byla wyraz-
niejsza i intensywniejsza w obszarze zawalu niz w jego otoczeniu. We
wszystkich przypadkach obserwowano najrozleglejszy przeciek IgG. Pozostate
badane skladniki osocza obecne byly we wszystkich przypadkach, jednakze
odczyny ujawniajace ich pozanaczyniowe nagromadzenie wykazywaly zrozni-
cowane nasilenie, a ich rozleglos¢ byla z reguly mniejsza niz w przypadku IgG.
Najmniej rozlegle przesigkanie bialek osocza krwi stwierdzono w przypadku 2,
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Wiek przezycia martwicy Reakcja
padek Age Survival Kind of Reaction  Ognisko Otoczenie Ognisko Otoczenie Ognisko Otoczenie Ognisko Otoczenie Ognisko Otoczenie
Case time necrosis Necrot. Surroun- Necrot. Surroun- Necrot. Surroun- Necrot. Necrot. Surroun-
lesion ding lesion ding lesion ding lesion lesion ding
1. 50 12 dni Bezodczyno- Dyfuzyjna +++ + + = +54 + +t - -
59/82 wa Diffusive
Okolonaczyn. - - + = b - - = =
Perivascular
12 days Areactive, Srodkomork. + + + ++ + ++ + - - ++ +
acellular Intracellular
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Perivascular
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w ktorym udar mial miejsce trzy lata przed zgonem, a najwyrazniejsze —
w przypadkach 4 i S u chorych zmarlych w wieku 83 i 87 lat. Dodatkowo
zwraca uwage dyfuzyjny charakter reakcji bialek krazacych we krwi: fib-
rynogenu, czynnika VIII, znakujacego rowniez komorki srodblonka oraz
alfa-1-antytrypsyny, hamujacej proteazy (McCombe i wsp. 1985) 1 stanowiacej
w zwiazku z tym znacznik krwiopochodnych makrofagow, spetniajacych role
komoérek fagocytarnych rowniez w moézgu (Oehmichen 1982; Schelper,
Adrian 1986).

Nasuwa si¢ pytanie, czy rozlegla reakcja dyfuzyjna nie byla artefaktem
zwigzanym z czasem, jaki uplynal miedzy zgonem chorego a utrwaleniem
mozgu? Jednakze badania niektérych autorow (Alafuzoff i wsp. 1987) doty-
czace szesciu bialek osocza, w tym IgG i fibrynogenu, przeprowadzone na
materiale utrwalonym w czasie od 6 do 52 godz. po zgonie nie wykazywaly
zaleznosci rozleglosci i intensywnosci dyfuzji od dlugosci okresu pomigdzy
zgonem a sekcja, a fibrynogen wybarwial jedynie Sciany naczyn.

Nasilenie reakcji dyfuzyjnej, nie jednakowe w réznych barwieniach mozna
prawdopodobnie wiaza¢ z trzema czynnikami. Pierwszym z nich jest stopien
uszkodzenia bariery krew —moézg. Umiarkowane uszkodzenie bariery powo-
duje przenikanie z naczyn do otaczajacych tkanek wody i elektrolitow. Ich
przesickanie wraz z bialkami osocza $wiadczy o glebokim uszkodzeniu
przepuszczalnosci naczyn (Lee 1982). Przeciek w niedokrwieniu odbywa sig
glownie poprzez zwigkszenie liczby pecherzykow pinocytarnych (Bakay, Lee
1968; Katzman i wsp. 1977, Westergaard i wsp. 1978a, 1978b). Uwaza si¢
rownoczesnie, ze komorki Srodblonka i ich Sciste polaczenia sa bardzo
odporne na dzialanie czynnikow uszkadzajacych (Katzman i wsp. 1977).
Wiadomo skadinad, ze hiperosmotyczny roztwor mocznika (Derovini-Zis
i wsp. 1987) oraz czynniki hemodynamiczne zwigzane z nadci$nieniem
(Rapoport 1976) powoduja przenikanie skltadnikéw osocza rowniez poprzez
szczeliny miedzy komorkami srodblonka. Zmiany w stanie mechanizmow
barierowych, przebiegajace z wyciekiem skladnikow osocza zaréwno przez
aktywowany proces pinocytozy, jak przez otwarcie Scistych polaczen mig-
dzy-srédblonkowych stanowi¢ moga przyczyne znacznej rozlegtosci i nasilenia
reakcji dyfuzyjnej. O jej zroznicowaniu decydowaé moze przy tym stopien
zaburzenia mechanizmoéw barierowych.

Dodatkowym czynnikiem, wplywajacym na przepuszczalnos¢ naczyn moz-
gowych w opisanych przypadkach, mogly by¢ ponadto zmiany w ich struk-
turze, zwigzane z procesem nadcisnieniowym (przyp. 1, 3 i 4), miazdzycowym
(przyp. 1 i 2) lub starczym (przyp. 3, 4 i 5. W obszarze martwicy oraz
w tkankach otaczajacych do wyzej wymienionych zmian nalezy dodac¢ glgbokie
uszkodzenia troficzne calej Sciany naczyn wigkszego kalibru i martwicg $cian
drobnych naczyn.

Pod uwage nalezy wzia¢ fakt, ze réznice w nasileniu reakcji dyfuzyjnej
moga mie¢ zwiazek z zawartoscia odpowiednich bialek we krwi (Seitz,
Wechsler 1987) oraz z wielkoscia i cigzarem czasteczkowym przenikajacych
skladnikow biatkowych osocza. Alfa-1-antytrypsyna i IgG o niskich cigzarach
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czasteczkowych odpowiednio (54000 i 150000) moga przechodzi¢ atwiej przez
$cian¢ naczyn z umiarkowanymi zaburzeniami przepuszczalnosci niz czastecz-
ka alfa-2-makroglobuliny o cigzarze czasteczkowym okoto 820000. Nalezy
sadzi¢, ze w przypadkach 4 i S, charakteryzujacych si¢ bardzo znacznie
nasilona i rozlegla reakcja dyfuzyjna, dotyczaca prawie wszystkich badanych
zwiazkow, uszkodzenie bariery krew —mozg bylo najwigksze. Jej rozpad mogt
by¢ czynnikiem prowadzacym do zaskakujacej reakcji dyfuzyjnej alfa-1-anty-
trypsyny oraz czynnika VIII, ktorego cigzar czasteczkowy waha sie, w za-
leznosci od skladu, od 380000 do 1-—2000000.

Okotonaczyniowa reakcja immunohistochemiczna byla znaczna w przy-
padku 5, charakteryzujacym si¢ obecnoscia rozlegtych obszarow przesigku,
widocznych juz w barwieniu przegladowym. Trudna do wyjasnienia jest
rozbiezno$¢ pomigdzy znaczna reakcja dyfuzyjna i brakiem lub niklymi
wyktadnikami przesigkania w okolicy naczyn w pozostatych przypadkach. Byc¢
moze w rachubg wchodza czynniki ulatwiajace rozlegla penetracj¢ wynaczy-
nionych skladnikow osocza w tkankach OUN. Nie mozna rowniez wykluczyc,
ze zmiany przepuszczalnosci, prowadzace do rozleglego ,wylewania si¢”
biatkowych sktadnikow osocza dotyczyty tylko naczyn. Nie bez znaczenia jest
rowniez czynnik czasu po przebytym udarze. Nalezy przy tym podkresli¢
rozleglejszy i intensywniejszy rozklad znacznikow barierowych w przypadkach
starczych.

Srodkomoérkowa reakcja na IgG moze mie¢ zwiazek z jej nieswoistym
wigzaniem przez elementy tkanki nerwowej i naczynia (Goust i wsp. 1984).
Moze tez by¢ przejawem autoimmunologicznego procesu, nasilajacego si¢
z wiekiem (Ingram i wsp. 1974). Istnieje ponadto mozliwos¢ krzyzowych reakcji
immunoglobulin w obecnosci komoérek zernych jako dawcow tlenu (Jasin
1987). Niewykluczone, ze nasilenie reakcji krzyzowych wiaze sie z bogatym
komoérkowym odczynem immunologicznym, stwierdzonym w opisywanych
przypadkach (Barcikowska-Litwin i wsp. 1987). W obszarach martwicy niezu-
pelnej, otaczajacej ogniska martwicy rozptywnej, dodatnie odczyny immuno-
cytologiczne wykazywaly komorki nerwowe, przeroste astrocyty oraz typowe
gemistocyty. W przypadku komorek nerwowych dodatnia reakcja dotyczyla
IgG oraz alfa-1-antytrypsyny. Znaczna czg$C gemistocytow i S$cian naczyn
krwionos$nych wybarwiala si¢ we wszystkich stosowanych metodach. Podobne
zjawisko zaobserwowano w reaktywnych astrocytach w otoczeniu guzow
glejowych u ludzi (Seitz, Wechsler 1987).

Miedokrwienie, aktywujace fosfolipaze A, prowadzi do glgbokiego uszko-
dzenia blon komoérkowych (Jesse, Franson 1979), ktore moga stac si¢ prze-
puszczalne dla roznych czasteczek. Nie mozna wykluczyé, ze ten wiasnie
mechanizm odgrywat rolg w wybidrczym wybarwianiu si¢ oddalonych od
ogniska martwicy komorek nerwowych kory, ktore w barwieniu H—E
odpowiadaty komorkom ischemicznym. Obecnosc¢ takich komorek w mozgach
ludzi w zaawansowanym wieku nalezy wiaza¢ z przebytymi zaburzeniami
w ukrwieniu.

Ocena immunocytochemiczna 5 przypadkow zawalu mozgu wykazala
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wyktadniki glebokiego uszkodzenia bariery krew —mozg. Zbyt mata liczba
przypadkow nie pozwala na $ciste skorelowanie danych klinicznych i morfolo-
gicznych. Zwraca jednak uwage fakt, ze nieprawidlowa przepuszczalnosc
naczyn wystepowala w przypadkach o roznym czasie przezycia od przebytego
udaru. W materiale Horniga i wsp. (1983) ocena stosunku albumin i alfa-2-ma-
kroglobulin w ptynie mézgowo-rdzeniowym i w surowicy krwi u 39 pacjentow
z udarem niedokrwiennym wykazala, ze zaburzenia bariery wystgpowaly
czesciej w pierwszych 2 tygodniach choroby. Jednakze wsrod tych 39 chorych u
2 chorych z rozleglym zawalem w zakresie unaczynienia tetnicy srodkowe;j
mozgu, zweryfikowanym w tomografii komputerowej, okres zaburzen barie-
rowych wynosit 1 i 4 tygodnie. W przebiegu catkowitego i niepelnego
niedokrwienia mozgu wystepuje zjawisko tzw. dojrzewania zmian morfologicz-
nych (Klatzo 1975) przejawiajacych si¢ narastaniem w czasie niedokrwiennych
zmian tkankowych (Ito i wsp. 1987; Kapuscinski, Mossakowski 1985; Mossa-
kowski i wsp. 1986). Proces ten dotyczy rowniez zaburzen mechanizmow
bariery krew —mozg (Mrsulja i wsp. 1978) wyrazajacych si¢ obrzgkiem mozgu.
Nadcis$nienie tetnicze nasila nieprawidlowosci barierowe i poglebia obrzek
mozgu (Westergaard i wsp. 1978b). Rozne gatunki zwierzat wykazuja zrozni-
cowang przepuszczalnos¢ bariery krew —mozg w roéznych strukturach mézgu
(Lee 1982). Wystepuje to rowniez prawdopodobnie u cztowieka. Przebycie w
zyciu osobniczym oraz nakladanie si¢, zwlaszcza u ludzi w zaawansowanym
wieku, roznorodnych, czesto dlugotrwatych procesow chorobowych stwarza
mozliwos¢ glebszego, niz w warunkach doswiadczalnych, uszkodzenia mecha-
nizmoéw barierowych oraz bardzo znacznych réznic indywidualnych w nara-
staniu obrzeku moézgu i dojrzewaniu zmian w obszarze niedokrwienia. Uszko-
dzenie bariery moze przeto wystapi¢c w roznych przedzialach czasowych
procesu chorobowego.

Ocena zmian w przepuszczalno$ci bariery krew —mozg w badaniach
immunocytochemicznych mozgu cztowieka jest bardzo trudna, jednakze bada-
nia te dostarczaja wigcej informacji niz stosowane powszechnie przegladowe
metody histologiczne barwienia tkanki.

AN APPRAISAL OF THE BLOOD-BRAIN BARRIER IN SOME CASES
OF HUMAN BRAIN INFARCT. IMMUNOCYTOCHEMICAL INVESTIGATIONS

Summary

Immunocytochemical characterization of the blood-brain barrier (BBB) disturbances in 5
subjects deceased at the age 50, 60, 83 and 87 years with diagnosis of brain infarct was performed.
Peroxidase-antiperoxidase Steinberger’s (1970) method for visualization of the host IgG, fibrinogen
and a-2-macroglobulin as markers of BBB permeability was used. The factor VIII as a marker for
endothelial cells identified blood vessels. The staining for o-1-antitrypsin demonstrated hemato-
genous phagocytes.

Diffuse, perivascular and intracellular immunoreactivity in all cases was noted, however, its
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intensity varied in different cases. Among serum proteins, leakage of 1gG was most intensive and
was scen within brain infarct arca and at a distance from the infarct. Marked brain tissue infarct
immunoreactivity against x-l-antitrvpsin. irrespectively of phagocyte infiltration, was noted. It is
not known, whether it is connected with proteolytic activity in tissue breakdown initiation or a
manifestation of an increase of the BBB permeability. Immunocytochemical investigations of the
brain infarct facilitate appreciation of the BBB disturbances in the brain vascular diseases and
provide more information, than routine histological methods.

OLEHKA TEMATO-9HUE®PAJITMYECKOIO BAPLEPA TP HEKOTOPBIX
CIIYHAAX UHDPAPKTA MO3I'A YEJTOBEKA.
UMMVYHOLUUTOXUMUYECKOE UCCJIEAOBAHUE

Peszwome

[MpencrasieHa MMMYHOLMTOXHMHYECKAs] XapAKTEPHCTUKA HAPYLICHHI remMaTosHuedauyec-
xoro Gapwepa (BBB) y 5 GonbHbix, ymepumx B Bo3dpacte 50, 60, 83 u 87 ner ¢ amar€ozom
Mmosrosoro uHpapkra. [lns ouenku ummyHornobynusna (IgG), hpubpunorena u anbda-2-Makpo-
ria06ynHa, yka3biBAaIOIMX HA MPOHHIAeMocTs BBB, HCnob30Balics METO NIEpOKCHAA3BI-aHTH-
nepokcuaasel (Sternberger 1970). ®akrop VI, oTMmevaromuii 3HAOTENHI, BHISBHJ KPOBEHOCHbIE
cocyabl. Peakuusi Ha anbda-I-anTuTpuncuH oGHapykuia remMaTorenssie (arouutsl. Pacmpoct-
paHEHHasl OKOJIOCOCY/MCTasi M BHYTPHKJIETOYHAss HMMYHOPEAKTUBHOCTh Oblla OOHapyxeHa BO
BCEX CJIy4asiX, OJTHAKO B Pa3HbIX CIy4asX e MHTEHCHBHOCTb ObUTa pa3nu4HOi. Cpeay MpOTEeHHOB
m1a3mbl poHnkHOBeHHE IgG Obino HambGosiee MHTEHCHBHBIM M OMpEZENIAIOCh KaK B odare
HEKpO3a, TaK M B OTAaJIeHHbIX TkaHsX. OOHapykeHa 3HAYMTEIbHAS HMMYHOPEAKTHBHOCTH
HEKPOTUYCCKUX TKAHCH MpOTHR anbda-I-aHTUTPUNICHHA. HC3ABUCHMO OT Halnyus (DaroimTOB.
Heu3BeCT10. CBABUHO M ITO € MPOTEOJTHTHYCCKONW IH3NMATHYECKON AKTHBHOCTBIO B HAYaIbHOM
CTA/IMK  PaClajla TKAHH MM KC ITO — TMPOSIBJICHUC YBEJIWYEHHOW TnpoHuuaemocty BBB.
MMMYHOIMTOXHMHYECKOE HCCIIEOBAHHE MO3roBOro WHpapkTa obJeryaer OLEHKY HapyLIeHHi
remaTo-sHuedannyeckoro Gapbepa NpH COCYQMCTBIX 3abosieBaHMSAX Mo3ra M JaeT OGoJblie
uHpopManuK, YeM OOBIKHOBEHHBIE THCTOJIOTHYECKHE METO/IbI.
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Mioklonie podniebienia (nystagmus veli palatini, drzenie podniebienia)
cechuje regularny wahadlowy rytm i utrzymywanie si¢ w czasie snu, co je
wyrdznia sposrod innych mioklonii (Kinsborne, Rosenfield 1975; Rudkowska i
wsp. 1975), by¢ moze z wyjatkiem tych, ktore wystgpuja w przebiegu zapalen
mozgu (Kinsborne, Rosenfield 1975). Czgstos¢ drgan waha si¢ od 20 do ponad
180 na minut¢ (Herrmann i wsp. 1957, Herrmann, Brown 1967; Kaps,
Kisselbach 1983). Mioklonie podniebienia sa przewaznie symetryczne, rzadko
poczatkowo jednostronne. W niektérych postaciach ruchy mimowolne szerza
si¢ na migsnie gardla i krtani (mioklenie gardlowe i krtaniowe), a nawet moga
rozprzestrzenia¢ si¢ na migsnie dzwigacza kata ust, napinacze blony bgbenko-
wej, migsnie dna jamy ustnej, dolnej czgsci twarzy, przepony, migsnie miedzy-
zebrowe. Takie mioklonie obejmuja wigc migsnie oralno-skrzelowo-oddecho-
we (Herrmann, Brown 1967, Bonduelle 1968; Kinsborne, Rosenfield 1975).
Wyjatkowo opisywano przypadki mioklonii podniebienia i galek ocznych
(Dobson, Riley 1941; Chocroverty 1969).

Szczegb6lnym objawem moze by¢ rytmiczny dzwigk styszalny przez chorego,
a czasami jego otoczenie, wskutek mioklonicznych drgan mig¢$nia zamyka-
jacego trabke¢ Eustachiusza (Bjerk 1954; Morris, Heller 1962; Gryczynska
1972). Dzwigk ten wystuchiwalem u dwu innych chorych z miokloniami
podniebienia i objawami uszkodzenia pnia mozgu.

Badania posmiertne wykazaly, ze gléwna przyczyna mioklonii podniebie-
nia jest niedokrwienny udar pnia moézgu i/lub moézdzku z wiasciwa sobie
symptomatologia (Kinsborne, Rosenfield 1975; Rudkowska i wsp. 1975).
Opisywano je rowniez w guzach i malformacjach naczyniowych moézgowia,
jego urazach, zapaleniach, takze w jamistosci rdzenia przedtuzonego i stward-
nieniu zanikowym bocznym (Swanson i wsp. 1962).

Omawiane mioklonie wystepuja wskutek uszkodzenia peczka srodkowego
nakrywki, jadra zgbatego i drogi zgbato-oliwkowej (Guillain, Mollaret 1931;
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Matsuo, Ajax 1979; Kaps, Kisselbach 1983). Sa to czesci tzw. trdjkata
Mollareta (nucleus dentatus — nucleus ruber — olivae) (ryc. 1). Wiokna
nerwowe tworzace ten trojkat wychodza z jadra zebatego moézdzku i podzie-
lone somatotopicznie wnikaja do gornej czesci robaka moézdzku i jego
konaréw gornych, w dalszym przebiegu krzyzuja si¢ w tzw. spoidle Werne-
kinka, wnikajac do przeciwstawnego jadra czerwiennego i dalej biegna w pniu
mozgu w obrebie srodkowego peczka nakrywki do oliwek dolnych, a stamtad
z powrotem przez konary dolne mézdzku do jadra zgbatego (Brodal 1940;
Lapresle, Hamida 1970).

Poza polaczeniami idacymi z jadra czerwiennego liczne widkna drogi
srodkowej nakrywki biegnace do oliwek dolnych pochodza z kory mézgu oraz
z okotowodociagowe;j istoty szarej srodmozgowia. Niektore witokna aferentne

1

Ryc. 1. Schemtyczne przedstawienie trojkata Mollareta wedlug Kapsa i Kisselbacha (1983). ND —
nucleus dentatus, O — olivae, NR — nucleus ruber. Odcinek NR—O przebiega w peczku
srodkowym nakrywki
Fig. 1. Schematic depiction of the triangle of Mollaret after Kaps and Kisselbach (1983). ND —
dentate nucleus, O — inferior olives, NR — red nucleus. The section NR—O runs within the
medial longitudinal fasciculus
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do oliwek dolnych pochodza z dolnego jadra przedsionkowego, z czgsci jadra
pasma rdzeniowego nerwu trdjdzielnego oraz z przeciwstronnych glebokich
jader mozdzku (Carpenter 1985). Widkna rdzeniowo-oliwkowe sa najwazniej-
szym wstepujacym szlakiem aferentnym oliwek dolnych. Stanowia one ogniwo
w kregu polaczen rdzeniowo-moézdzkowych.

Aksony komorek oliwki dolnej krzyzuja si¢ w szwie posrodkowym,
zawijaja w kierunku tylno-bocznym i wnikaja do przeciwnej strony mozdzku
przez jego konary dolne. Skrzyzowanie wlokna oliwkowo-mozdzkowego
stanowia najwigkszy sktadnik konaru dolnego mézdzku i biegng do wszystkich
czesci kory moézdzku oraz glebokich jader moézdzku (Brodal 1940).

Zmiany w przebiegu drogi zgbato-czerwienno-oliwkowej lub peczka $rod-
kowego nakrywki wywotuja tzw. przerostowe zwyrodnienie oliwek dolnych
(Herrmann, Brown 1967; Alajouanine, Hornet 1968; Lapresle, Hamida 1970;
Jellinger 1973; Halliday 1975) wyrazajace si¢ powigkszeniem ich neuronow
(Alajouanine, Hornet 1968). Przerostowe zwyrodnienie oliwek dolnych nie
zawsze laczy si¢ z miokloniami podniebienia (Bonduelle 1968; Halliday 1975).

OPIS PRZYPADKU

Mgzczyzna 61-letni, pracownik naukowy (hist. chor. nr 302/73) przebywat
w Klinice Neurologicznej AM we Wroctawiu dwukrotnie w latach 1973 —1974.
Rozpoznano cukrzyce i rozlany proces miazdzycowy, zwlaszcza tetnic moz-
gowych. Wystapit poczatkowo polowiczy niedowlad lewostronny, potem
dotaczyly si¢ prawostronne objawy mozdzkowe oraz zespot opuszkowy, ktory
doprowadzit do anartrii i dysfagii na rok przed $miercia.

Obserwowano mimowolne nierytmiczne ruchy podniebienia migkkiego o
czgstotliwosci 2¢/s (tj. 120/min), utrzymujace si¢ we $nie, ktore zarejestrowano
w emg. Opis tych mioklonii podano w pracy Rudkowskiej i wsp. (1975).

Badanie neuropatologiczne (nr 1014/74). Moézg sredniej wielkosci, opony
migkkie zmleczale. Naczynia podstawy (w tym tetnica podstawna) zmienione
miazdzycowo. W prawej tetnicy mozgu tylnej — zakrzep. Na przekrojach
czotowych: w platach czolowym i ciemieniowym prawym rozlegle ognisko
rozmigkania, drugie ognisko widoczne na podstawie prawego plata potylicz-
nego. W moscie dwa ogniska rozmigkania bladego: wigksze po stronie lewej
w okolicy srodkowo-podstawnej w poblizu szwu, mniejsze po stronie prawej na
pograniczu nakrywki i podstawy bocznie od wstegi przysrodkowej, przediu-
zajace si¢ w dot w kierunku bocznej powierzchni opuszki (ryc. 2). Przekroje
przez rdzen przedluzony na wysokosci oliwek dolnych wykazaty ich asymetrig
na korzysc¢ lewej strony (ryc. 3). W prawej potkuli mézdzku ognisko rozmig-
kania w obszarze jadra zgbatego.

Badanie mikroskopowe ujawnilo w ogniskach rozmigkania cechy rozbiorki
ruchowe;j. ,,Przerosta” oliwka dolna cechowala si¢ pozornie zwigkszona ges-
toscia neurocytow wskutek ich powigkszenia (ryc. 4). Komorki te nie wykazy-
waly cech zwyrodnienia w obrazach rutynowych (mikroskopu $wietlnego).



Ryc. 2. Przekr6j mostu. Widoczne dwa ogniska martwicy bladej. Heidenhain. Pow. lupowe 5 x

Fig. 2. Frontal section through the pons. Two foci of pale infarctions are visible.
Heidenhain. x5

Ryc. 3. Przekroj przez rdzen przedluzony na wysokosci 1/3 dolnej opuszki. Po lewej stronie wstegi
oliwki dolnej wyraznie pogrubiale. Po stronie prawej ognisko rozmigkania i demielinizacja
w grzbietowo-bocznej czgsci opuszki. Heidenhain. Pow. lupowe 5 x
Fig. 3. Frontal section through the inferior third of the medulla. On the left side olivary ribbons are
thickened. In the dorso-lateral part on the right side necrotic focus and demyelination are seen.
Heidenhain. x 5
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Ryc. 4a. Przekrdj przez oliwk¢ dolna po stronie lewej. Neurony znacznie powigkszone
w pordéwnaniu ze strona prawa. H—E. Pow. 625 x
Fig. 4a. Frontal section through the inferior olive on the left side. Neurons are markedly
hypertrophied as compared with their counterparts on the right side. H—E. x 625

Ryc. 4b. Przekroj przez oliwkg¢ dolna po stronie prawej. H—E. Pow. 625 x
Fig. 4b. Frontal section through the inferior olive on the right side. H—E. x 625

OMOWIENIE

W opisanym przypadku mioklonie podniebienia wystapily w przebiegu
nawracajacych udaréw mozgu u chorego z cukrzyca 1 miazdzyca tetnic mézgu.
Choroba ta doprowadzita do licznych ognisk rozmigkania (dwa w prawej
potkuli mozgu, jedno w prawym jadrze zebatym mozdzku oraz dwa w moécie).
Wykryto ponadto drobne ognisko rozmigkania w bocznej czesci opuszki po
prawej stronie. Po lewej stronie stwierdzono powigkszenie dolnej oliwki, ktore
odpowiadato transneuralnemu ,,zwyrodnieniu” przerostowemu jakie wystepuje
wskutek uszkodzenia drogi zgbato-oliwkowej, biegnacej z przeciwstronnego
jadra z¢batego mozdzku. Droga ta zostala uszkodzona co najmniej w dwaoch
miejscach (prawe jadro zgbate oraz lewa polowa pnia moézgu). Zapewne
przerwane byly nadto potaczenia korowo-oliwkowe biegnace w $rodkowej
drodze nakrywki po lewej stronie. Uszkodzenia te mogly by¢ przyczyna
symetrycznych mioklonii podniebienia (Kaps, Kisselbach 1983).

Wystepowanie mioklonii podniebienia taczy si¢ z zagadnieniem tzw. funkcji
fazowych w ukladzie nerwowym (fazy snu i czuwania, wahania neurohormo-
nalne, oczoplas, itp.), w tym przypadku patologicznych, powstalych zapewne
wskutek ustania bodzcow hamujacych (Swanson i wsp. 1962; Herrmann,
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Brown 1967), przewodzonych droga zgbato-oliwkowa i by¢ moze tez korowo-
-oliwkowa. Pojecie funkcji fazowych taczy si¢ z zagadnieniem biocybernetyki
(Jovanovi¢ 1976). Patologiczne lub fizjologiczne wahania rownowagi migdzy
doptywem bodzcow pobudzajacych i hamujacych powoduje albo wygaszenie,
albo uwolnienie spod kontroli automatyzméw biologicznych. Mioklonie pod-
niebienia uwazane sa przez Lafore (1955) oraz Swansona i wsp. (1962) za objaw
deliberacyjny z pnia mézgu. Scheibel i Scheibel (1955) uwazaja, ze bogactwo
polaczen dendrytycznych predysponuje oliwki do synchronicznych wytado-
wan, ktore fizjologicznie podlegaja kontroli zstgpujacych drog nakrywkowo-
-oliwkowych. Kloniczne skurcze podniebienia moga by¢ powodowane patolo-
gicznymi niekontrolowanymi wyladowaniami w komorkach oliwek dolnych.
Herrmann i Brown (1967) nazwali ten fenomen ,,padaczka oliwkowa”. Badania

elektrofizjologiczne (Eccles i wsp. 1966) wskazuja na pobudzajacy charakter

drog oliwkowo-moézdzkowych.

W przedstawionym przypadku potwierdzono istnienie zjawiska przerostu
transneuralnego oliwek dolnych, ktory powstaje w nastgpstwie uszkodzenia
drogi zgbato-oliwkowej w obrgbie ,trojkata Mollareta”. Przerost komorek
oliwek dolnych nie ma cech zwyrodnienia, przeciwnie powigkszone neurocyty
maja zachowana struktur¢. By¢é moze ich przerost jest nastgpstwem ich
nadmiernej czynnosci tj., odhamowania funkcji fazowych, ktora doprowadza
do mioklonii nie znikajacych we $nie.

PALATAL MYOCLONUS AND OLIVARY HYPERTROPHY.
CASE REPORT

Summary

A case is described of a 61-year-old diabetic patient with palatal myoclonus in the course of
multiple strokes. Autopsy revealed multiple infarcts in the cerebral hemispheres, right dentate
nucleus of the cerebellum and in the brainstem. Left-sided olivary hypertrophy was noted. The
phenomenon of transneuronal olivary hypertrophy resulting from damage to the dento-olivary
pathway has thus been confirmed. The hypertrophied cells did not show any signs of degeneration.

‘MUOKJIOHUU HEBA U TI'MIIEPTPO®HMA OJIUB — OIIMCAHME CIIVUYAS

Pe3ome

OnucaH NaTOJOTHYECKMit MaTepHan oT 6l-neTHero MyxuuHbl, GosbHOTO aHaGeTOM,
y KOTOpOro B pe3yJibTaTeé MHOXECTBEHHBIX MO3TOBBIX HHCYJIbTOB NMOSBHJIMCh MHOKJIOHHH Heba.
BCKpBITHE 1MOKa3aJl0 MILEMHYECKHE OYarH B MO3rOBBIX MOJIYLIApHSX, B MpaBoM 3y6uaTom sape
MO3Xe4Ka H B CTBOJIe Mo3ra. OGHapyXeHa Takke rHnepTpodHs HHKHHX OJIMB C JIEBOH CTOPOHBI.
IMoaTeepxaeH (eHOMEH TPaHCHEBPAJIbHOM TMNEPTPOGHH OJIHB, BBHI3BAHHOH NOBPEXICHHEM
3y6uaTo-onuBapHOro nmyTu. [Hneprpoduueckue KJIETKH HE NPOABJISAIH MPH3HAKOB JIET€HEPALHH.

——
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The mechanisms of axonal influence on myelination during all phases of
myelin sheaths formation and their involvement in affected myelination are up
till now not completely understood. The role of axons is thought to be essential
for initiation of the myelination process and for regulation of the amount of
myelin production. Morphological studies of central and peripheral nervous
system myelination indicate a relationship between the caliber of axons and the
onset and sequence of their myelin sheaths development (Matthews, Duncan
1971), the sheath thickness (Friede 1972; Wender, Goncerzewicz 1986) and
length of their internodes (Hess, Young 1949). It has also been established, that
in the central nervous system a single oligodendrocyte can myelinate simul-
taneously several axons of varying caliber and form myelin sheaths of different
thickness matched to the axonal size (Waxman, Sims 1984). These observations
suggest, that development of myelin is dependent not only on glial myelin-
-forming cells, but also upon the control of factors related with the growth and
size of the axons. It seems, that these factors can also play an important role in
myelination pathology.

In the pt rabbit mutant with CNS hypomyelination, quantitative evaluation
of myelination disturbances revealed a relationship between the size of nerve
fibers and the severity of hypomyelination in the optic nerve and corpus
callosum (Taraszewska, Zelman 1985, 1986). Myelination in pt rabbit is
delayed, prolonged and incomplete and these disturbances affect more severely
the small axons with diameter < 0.5 pum than axons of larger calibers.
Furthermore, retarded and arrested growth of axons in corpus callosum has
been established (Taraszewska, Zelman 1986).

Like in other known mutants with CNS hypomyelination, the myelin deficit
in the pt mutant is connected directly with the abnormalities of oligoden-
droglial cells, namely, with their delayed differentiation and maturation
(Taraszewska, Zelman 1987). Coincident changes observed in astrocytes
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(Taraszewska 1986; Taraszewska, Zelman 1987) and in neurons (Taraszewska,
Zelman 1981) indicate, that alternations are not limited to one cell type only,
however, the primary pathogenetic cause of these changes has not as yet been
elucidated.

This report presents the electron-microscopic pattern of myelinating axons
of the central nervous system in pt rabbits in comparison with axons in control
rabbits at various myelination periods. The purpose of these studies was to
qualify axonal changes associated with abnormal myelination and to discuss
their possible significance in the pathology of myelin sheath development in the
pt mutant.

MATERIAL AND METHODS

The study was performed on the material of 24 pt rabbits and 20 control
rabbits at the age of 2, 8, 14 days, 1, 2, 3 months and on adults. From 14 pt and
14 control rabbits, the optic nerves, corpus callosum and dorsal funiculi of the
spinal cord were examined for each age and these studies were in part
performed on material previously used for morphometric evaluation of the
myelination process (Taraszewska, Zelman 1985, 1986). In addition, the
cerebellum and medulla oblongata were examined in 10 pt and 6 control
rabbits at the age of 1 —3 months. In each age group at least two pt rabbits and
2 control animals were used for study.

The animals were anesthetized with 8% chloralhydrate by intraperitoneal
injection of 0.5 ml per 100 g body weight and perfused through the aorta
ascendens with a solution of 3.9% glutaraldehyde in 0.4 M phosphate buffer
(pH 7.6). The tissue specimens were postfixed in 2% osmium tetroxide,
dehydrated in ethanol and propylene oxide and embedded in Epon. Ultrathin
sections stained with uranyl acetate and lead citrate were examined with a JEM
100B electron microscope.

The ultrastructural pattern of axons was evaluated in pt and control rabbits
of the same age in separate brain structures, taking into consideration the
different myelination time of these structures. The results are presented
together for the whole examined material.

RESULTS

In the premyelination period, the axons showed in cross-section a similar
ultrastructural pattern in pt and control rabbits. Axoplasm contained mainly
microtubules, concomitant with neurofilaments, occasionally mitochondria
and lamellar bodies and relatively frequent vesiculotubular profiles of smooth
membranes (Fig. 1). Arrangement of axons and glial processes was, however,
more irregular in pt rabbits (Fig. 2) as compared with controls. Astrocytic
processes characterized by the presence of glial filaments and glycogen granules
were more numerous in pt rabbits and their multiple branches were inter-

e e e e
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Fig. 1. Optic nerve of 2-day-old control rabbit. Unmyelinated axons closely arranged in large
bundles separated by long astroglial processes (AP). Some axons (ax) are ensheathed. x 25230

Ryc. 1. Nerw wzrokowy 2-dniowego krolika kontrolnego. Niezmielinizowane aksony utozone
scisle obok siebie w duzych peczkach rozdzielonych dlugimi wypustkami astroglejowymi (AP).
Niektore aksony (ax) sa otoczone wypustkami mielinizacyjnymi. Pow. 25230 x

mingled with small groups of axons or single axons. The extracellular space
between axons was usually enlarged and sometimes vacuolar myelin-like
figures were noted (Fig. 2). Variations in axon calibers were also prominent in
pt rabbits and were observed even in small groups of axons. In contrast, the
axons in control rabbits, mostly of the same size, were arranged in large
bundles surrounded by long, straight-running branches of astrocytic processes
(Fig. 1).

During the myelination period and after the end of myelination in control
rabbits, the axons showed a relatively uniform appearance of electron-lucent
axoplasm containing evenly dispersed microtubules and neurofilaments, single
mitochondria and few profiles of smooth endoplasmic reticulum (Fig. 3).
Myelinated axons had a regular outline and were surrounded by myelin
sheaths with compacted lamellae. The innermost lamella formed usually a
small cytoplasmic pocket of the inner mesaxon, extending over a limited
segment of the axonal circumference. Larger cytoplasmic layers surrounding
the whole axon circumference were seen only in sheaths consisting of few
myelin lamellae in an early stage of their development.

In contrast to control material, in pt rabbits great variability in the
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Fig. 2. Optic nerve of 2-day-old pt rabbit. Unmyelinated axons divided into irregular groups by
numerous branches of astroglial processes (AP). Enlarged extracellular space and degenerating
figures (df) between axons x 26500
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Fig. 4. Optic nerve of 1-month-old pt rabbit. Varied changes in axoplasm of myelinated axons:

increased density of microtubules (ax1, ax2), numerous profiles of axoplasmic reticulum and

uneven distribution of neurofilaments (ax2, ax3), disintegration of axoplasmic components and
degenerating axons (ax4, ax5). x 23530

Ryve. 4. Nerw wzrokowy 1-miesigcznego krolika pt. Zmiany o réznym nasileniu w aksoplazmie

zmielinizowanych aksonow: zageszczenie mikrotubul (ax1, ax2), liczne profile siateczki aksoplaz-

matycznej i nierownomierne rozmieszczenie neurofilamentow (ax2, ax3), rozpad skladnikow
aksoplazmy 1 zmiany zwyrodnieniowe (ax4, ax5). Pow. 23530 x

ultrastructural pattern of myelinated axons, concerning the appearance both of
axoplasm and surrounding myelin sheaths was observed during the myelina-
tion period. In the majority of fibers, the axoplasmic changes were slight and
consisted in increased content of microtubules and of smooth-walled vesicles,
especially in the early period of myelination (Fig. 4 and 5), as well as increased
density of neurofilaments (Fig. 6) and in their uneven distribution. Most
advanced changes were represented by a fine granular, osmophilic appearance

Ryc. 2. Nerw wzrokowy 2-dniowego kroélika pt. Niezmielinizowane aksony rozdzielone na

nieregularne grupy przez liczne rozgalezienia wypustek astroglejowych (AP). Migdzy aksonami
widoczne figury zwyrodnieniowe (df) oraz poszerzona przestrzen pozakomoérkowa. Pow. 26500 x
Fig. 3. Optic nerve of 1-month-old control rabbit. Myelinated axons with normal appearance of
axoplasm and myelin sheaths. x 23530
Ryc. 3. Nerw wzrokowy 1-miesigcznego krolika kontrolnego. Zmielinizowane aksony z prawidlo-
wym obrazem aksoplazmy i oslonek mielinowych. Pow. 23530 x
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Fig. 5. Optic nerve of 14-day-old pt rabbit. Axon with irregular contour. At axolemma aggregation
of disrupted smooth membraneous vesicles (v). Myelin sheath with irregularly, loosely arranged
lamellae. x 37880

Ryc. 5. Nerw wzrokowy 14-dniowego krolika pt. Akson o nieregularnym obwodzie. Przy blonie
aksonalnej skupienie rozpadajacych si¢ pecherzykéw blon gladkich (v). W ostonce mielinowej
luzny, nierowny uklad blaszek. Pow. 37880 x

Fig. 6. Optic nerve of 3-month-old pt rabbit. Axon with irregular outline showing deep indentation
of axoplasm (x) and increased density of neurofilaments and microtubules. Very thin myelin sheath
with distorted folds and disintegration of lamellae (dM). x 22020

Ryc. 6. Nerw wzrokowy 3-miesigcznego kroélika pt. Akson o nieregularnym obwodzie z glgbokim
wglobieniem aksoplazmy (x) i zaggszczeniem neurofilamentéw i mikrotubul. Bardzo cienka
ostlonka mielinowa z poskrgcanymi petlami i rozpadem blaszek mieliny (dM). Pow. 22020 x

Fig. 7. Medulla oblongata of 14-day-old pt rabbit. Axon with granular disintegration of axoplasm
(dA) and abnormal myelin sheath. Large fragment of oligodendroglial cytoplasm in outer part of
sheath (dM). x 16700
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Fig. 9. Optic nerve of 1-month-old pt rabbit. Accumulation of convoluted lamellar electron-dense
bodies in axoplasm of both unmyelinated (ax1) and thinly myelinated (ax2) axons. Electron-dense
axon (dA) is present nearly. x 13570

Ryc. 9. Nerw wzrokowy 1-miesigcznego krolika pt. Nagromadzenie kigbiastych blaszkowych ciat
elektronowo-gestych w aksoplazmie aksonu niezmielinizowanego (ax1) i w aksonie z cienka
ostonka mielinowa (ax2). Obok widoczny elektronowo-ggsty akson (dA). Pow. 13570 x

of the axoplasm with disintegration of all axoplasmic constituents (Fig. 4 and 7)
and occurrence of dark degenerated axons (Fig. 8, 9 and 10). Some axons
exhibited accumulation of multiple polymorphic dense bodies, membraneous
structures and degenerated mitochondria in the axoplasm (Fig. 9 and 10).
Altered axons were often surrounded by very thin myelin sheaths or completely
deprived of them. These changes were observed in pt rabbits both in the
myelination period and after it then in adult mutants (Fig. 10). Some similar
changes were seen also in control rabbits but very rarely.

Ryc. 7. Rdzen przedtuzony 14-dniowego krolika pt. Akson z ziarnistym rozpadem aksoplazmy (dA)
i zmieniona ostonka mielinowa. W zewnetrznej czgsci ostonki duzy fragment cytoplazmy
oligodendrogleju (dM). Pow. 16700 x

Fig. 8. Cerebellum of 2-month-old pt rabbit. Myelinated axons (dA) with electron-dense axoplasm

and convoluted myelin. An axon (ax) with irregular profile and thin myelin sheath. x 8560

Ryc. 8. Mbzdzek 2-miesigcznego krolika pt. Zmielinizowane aksony (dA) z elektronowo-gesta

aksoplazma i skl¢biong mieling. Akson (ax) o nieregularnym obwodzie z cienka ostonka
mielinowa. Pow. 8560 x
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Fig. 10. Corpus callosum of adult pt rabbit. Degenerating myelinated axons (dA) with aggregations
of electron-dense deposits or convoluted membraneous structures in axoplasm. x 20970
Ryc. 10. Spoidio wielkie dorostego krolika pt. Zwyrodniale aksony zmielinizowane (dA) ze

skupieniami elektronowo-gestych mas badz sklgbionych btoniastych struktur w aksoplazmie. Pow.
20970 x

Fig. 11. Optic nerve of 1-month-old pt rabbit. Axons surrounded by myelin sheaths with adaxonal
large layers of oligodendroglial cytoplasm and loosely arranged outer lamellae. x 28750
Ryc. 11. Nerw wzrokowy l-miesigcznego krolika pt. Aksony otoczone ostonkami mielinowymi
z szerokimi warstwami cytoplazmy oligodendrogleju w czgsci przyaksonalnej i rozluznionym
ukladem blaszek mielinowych w czesci zewngtrznej ostonek. Pow. 28750 x
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Fig. 12. Spinal cord of 14-day-old pt rabbit. Enlarged adaxonal layers of oligodendroglial
cytoplasm (xxx) are visible over large segment of axonal length. x 25230
Ryc. 12. Rdzen kregowy 14-dniowego krolika pt. Poszerzone warstwy przyaksonalnej cytoplazmy
oligodendrogleju (xxx) widoczne na dlugim odcinku wzdluz aksonu. Pow. 25230 x

Fig. 13. Cerebellum of 2-month-old pt rabbit. Adaxonal accumulation of convoluted membraneous

electron-dense structures and of electron-lucent vacuoles in enlarged oligodendroglial cytoplasm.

Axoplasm contains several small mitochondria and numerous neurofilaments. Myelin sheaths
surrounding axons are too thin in regard to the axon diameter. x 11800

Ryc. 13. Mézdzek 2-miesigcznego krolika pt. Przyaksonalne nagromadzenie skigbionych blonias-

tych struktur elektronowo-gestych oraz elektronowo-przeziernych wakuoli w poszerzonej cyto-

plazmie oligodendrogleju. W aksoplazmie widoczne liczne neurofilamenty i drobne mitochondria.

Ostonki mielinowe wokot aksonow sa niewspotmiernie cienkie w stosunku do $rednicy aksonéw.
Pow. 11800 x
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Fig. 14. Medulla oblongata of adult pt rabbit. Disintegration of myelin lamellae adjacent to
segmental expansion of adaxonal cytoplasmic layers in a sheath showing in other respects normal
compact lamellar structure. x 38070
Ryc. 14. Rdzen przedtuzony dorostego krolika pt. Rozpad blaszek mielinowych przylegajacych do
odcinkowo poszerzonych przyaksonalnych warstw cytoplazmatycznych ostonki, ktéra poza tym
wykazuje prawidlowa zwarta struktur¢ blaszkowa. Pow. 38070 x

Fig. 15. Spinal cord of 1-month-old pt rabbit. Large deposits and folds of degenerated myelin in
adaxonal part of sheaths (dM). x 6440
Ryc. 15. Rdzen krggowy 1-miesigcznego krolika pt. Olbrzymie zlogi i petle zwyrodnialej mieliny
w przyaksonalnej czgsci ostonek (dM). Pow. 6440 x
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Fig. 16. Spinal cord of 3-month-old pt rabbit. Axons with very thin myelin sheaths and axoplasm
containing glycogen granules, randomly distributed neurofilaments and small condensed mito-
chondria. x 17740

Ryc. 16. Rdzen kregowy 3-miesigcznego krolika pt. Aksony z bardzo cienkimi ostonkami
mielinowymi i z aksoplazma zawierajaca ziarna glikogenu, nierbwnomiernie rozmieszczone
neurofilamenty i drobne mitochondria. Pow. 17740 x

Despite changes in the axoplasm, the myelinating axons in pt rabbits were
characterized often by an irregular profile and undulated axonal membrane.
The surrounding sheaths displayed loosely arranged, distorted myelin lamellae
and large adaxonal layers of oligodendroglial cytoplasm, wrapped around the
whole circumference of the axon in often two or more turns (Fig. 5 and 11). The
presence of periaxonal space between the axonal membrane and the membrane
of the glial adaxonal cytoplasm was characteristic for internodal segments
of myelin sheaths and differentiated this arrangement of cytoplasmic layers
from the paranodal terminal loops of myelin. Enlarged adaxonal layers of
oligodendroglial cytoplasm occupying internodal segments of sheaths were
seen also on longitudinal sections of nerve fibers (Fig. 12).

In the late period of myelination in pt rabbits some axons still retained an
irregular contour with less or more deep indentation between axoplasm and
adaxonal glial cytoplasm. Sometimes, in enlarged adaxonal cytoplasm accu-
mulation of heterogeneous dense bodies with detached fragments of axoplasm
were observed (Fig. 13). Axons with irregular profile had usually thin and
undulated sheaths with disarranged myelin lamellae. Splitting of lamellae and



Fig. 17. Higher magnification of a fragment of Fig. 16. Astrocytic process (AP) containing glial
. filaments and glycogen granules, adjacent directly to axolemma and myelin lamellae is visible
between oligodendroglial adaxonal processes (x). x 41930

Ryc. 17. Wigksze powigkszenie fragmentu ryc. 16. Pomigdzy przyaksonalnymi wypustkami

oligodendrogleju x widoczna wypustka astrocytarna (AP) z filamentami glejowymi i ziarnami

glikogenu, ktora przylega bezposrednio do aksolemmy i do blaszek cienkiej ostonki mielinowe;.
Pow. 41930 x

Fig. 18. Spinal cord of 2-month-old pt rabbit. Longitudinal section of a thin myelinated fiber with
maldeveloped paranodal region (arrows). Cytoplasm of astrocytic process (AP) penetrating from
parinodal region (x) is seen between myelin sheath and axon. x 19000
Ryc. 18. Rdzen kregowy 2-miesi¢gcznego krolika pt. Przekrdj podluzny widkna z cienka ostonka
mielinowa i nieprawidlowa okolica przywezlowa (strzatki). Migdzy ostonka mielinowa i aksonem
jest widoczna cytoplazma wypustki astrocytarnej (AP) wnikajacej z okolicy okolowgzlowej ( x ).
Pow. 19000 x
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distorted, redundant myelin loops were seen more frequently (Fig. 6 and 14).
Sometimes, large degenerated myelin balls situated adaxonally within sheaths
and pressed on the axon were observed (Fig. 15).

In late period of myelination many axons displayed very thin myelin
sheaths consisting only of few lamellae. The axons surrounded with such thin
sheaths were characterized by the diverse axoplasmic changes, described above.
Furthermore, accumulation of organelles, especially of mitochondria and
smooth endoplasmic reticulum, high density of neurofilaments and presence of
glycogen granules in the axoplasm were seen also in thin myelinated axons
(Fig. 16). In addition, within abnormal myelin sheaths, the adaxonal occurrence
of astroglial processes, characterized by the presence of glial filaments and
glycogen granules was recognized. These astrocytic processes were apposed
immediately to the axolemma and neighboured with oligodendroglial proce-
sses and myelin lamellae (Fig. 17). In one fiber on longitudinal section,
penetration of an astrocytic process under the sheath at the site of malformed

terminal loops of myelin from the region of node of Ranvier has been observed
(Fig. 18).

DISCUSSION

The present study indicates that axonal changes in pt rabbits appear mainly
in the period of myelination and involve mostly the fibers with abnormal very
thin myelin sheaths or those completely devoid of sheaths, whereas the
premyelinating axons show no appreciable axoplasmic changes. This observa-
tion suggests that axon lesions develop secondary to disturbed myelination,
however, with respect to all the abnormalities in the pattern of myelinating
fibers, a more complex mechanism of axonal involvement in the process of
pathological myelination cannot be excluded in the pt mutant.

Neither has the significance of axonal changes associated with CNS
hypomyelination in known mutants of other animal species been definitively
resolved. The occurrence of degenerated axons and axonal spheroids with
accumulation of multiple organelles, dense bodies and abnormal membraneous
structures has been described in mouse mutants, that is in Jimpy (Hirano et al.
1969; Rosenfeld, Friedrich 1983), Quaking (Suzuki, Zagoren 1975) and Shiverer
(Friedrich et al. 1980) and also in md rats (Dentinger et al. 1982). These changes
were regarded as additional or secondary axonal alterations due to the
abnormal development of myelin sheaths. On the other hand, a possibility of
primary neuroaxonal defect in Jimpy mouse has been suggested by some
authors with regard to findings of retarded growth of axons in corpus callosum,
spinal cord (Robain, Mandel 1974) and optic nerve (Webster et al. 1976) and of
structural abnormalities in the dendrites of neocortical neurons (Kristt, Butler
1978). Omlin and Anders (1983) postulated, that the abnormal relationship
between astrocytes and axons before myelination may cause an alteration in
the axonal growth in Jimpy mouse. The authors suggest, that an excessive
network of astrocytic processes branching between axons may highly reduce
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mutual axon-axon contact and change the local environment of developing
axons. Furthermore, some observations point to presumably metabolic da-
mage of axons. In axons of the optic nerve, increased axonal proteolysis in
Jimpy and Quaking mice (Nixon 1982) and increased density and size of
mitochondria in md rat (Dentinger et al. 1985) have been observed. All these
data indicate that axonal pathology in the disturbed myelination process is not
yet sufficiently recognized.

Hypomyelination in the pt mutant is less severe than in other mutants, in
particular in comparison with Jimpy and md characterized by almost complete
lack of myelinated fibers. In pt rabbits, the majority of fibers become
myelinated, however, myelin sheath thickness is reduced, the rate of myelina-
tion is decreased and myelination of small fibers is most retarded and
incomplete. Evidence of retarded and arrested growth of axons in corpus
callosum of pt rabbits suggested that the relationship between disturbances of
myelination and size of axons may be connected in part with changes in the
axon itself, particularly with regard to the critical axon diameter and the role of
axons for initiation of the process of myelination (Taraszewska, Zelman 1986).

The present morphological studies showed, that disorder in distribution of
axons and astroglial processes in the premyelination period in pt rabbits is
comparable with the changes reported in Jimpy mouse (Omlin, Anders 1983).
In pt rabbit, the astrocytic processes show an enhanced tendency to surround
single premyelinating and myelinated fibers, and hyperplasia of these processes
appears before onset of myelination and augments during myelination of axons
(Taraszewska, Zelman 1987). It is not well known, what factors stimulate the
reaction of astrocytes and whether excessive hyperplasia of astroglial processes
can influence axon growth (Omlin, Anders 1983), or on the contrary, the
astrocytic reaction is secondary to disturbed development of axons.

In pt rabbits, the majority of myelinated fibers were characterized by
relatively small axoplasmic changes. These changes, in comparison with the
control, consist mostly in increased content of microtubules, particularly in the
early period of myelination, increased number of smooth-walled vesicles,
uneven distribution of neurofilaments and microtubules and sometimes occur-
rence of glycogen granules.

A transient increase in the microtubular density has been reported in
normal growing axons and a possible contribution of microtubules in the
determination of axonal caliber during development has been suggested by
Faundez and Alvarez (1986). Intraaxonal clusters of vesicotubular profiles
prior to myelination contribute probably to the longitudinal growth of axons
(Hildebrand, Waxman 1984). Furthermore, it is also known, that both
microtubules and axoplasmic vesicles are involved in the mechanism of axonal
transport (Ochs 1982; Miller et al. 1987), especially for high molecular weight
components.

It may be supposed, that the slight axoplasmic changes observed in
myelinating fibers in pt rabbits reflect some quantitative disturbances of
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processes connected with growth of axons and presumably with axonal
transport. However, most advanced changes lead to degeneration of axons, but
this concerns a relatively small proportion of fibers in their total population.
Some abnormalities in development and maturation of axons may be also
suspected indirectly by findings of structural changes in the innermost part of
myelin sheaths. It is known, that the process of myelin sheath formation is
associated with simultaneous differentiation of axolemma into internodal,
paranodal and nodal domains (Waxman, Foster 1980). In all these regions the
intercourse between axolemma and the membranes of oligedendroglial and
astroglial processes varies. In the normal myelin sheath, the cytoplasmic
portions of the oligodendroglial process are present only in the inner and outer
mesaxons and in terminal loops at the paranodal region. These parts of the
myelin sheath in CNS showed selectively a high content of myelin-associated
glycoprotein (MAG), which is probably involved in maintenance of interaction
between myelin and axon (Quarles 1983/1984). The amount and molecular
weight of MAG is higher in early stages of myelin sheath development and
decreases in the course of compaction and maturation of myelin. It has been
reported that in the Quaking mutant this glycoprotein presents a higher
molecular weight than normal in coincidence with structural abnormalities of
myelin sheaths characterized by incomplete compaction of myelin lamellae
and presence of many cytoplasmic layers within the sheaths (Matthieu et al.
1978).

In the pt mutant protracted appearance of uncompacted cytoplasmic layers
of the oligodendroglial process in the axonal part of sheaths was observed. This
is usually accompanied by an irregular profile of axons with invaginations both
of axolemma and glial membrane, sometimes with periaxonal accumulation of
degenerated dense bodies, by advanced axoplasmic changes and distorted or
disintegrated myelin lamellae. These changes as well as the incidence of
astrocytic processes within some myelin sheaths and occurrence of numerous
fibers, with inadequate to size of axon very thin sheaths, may indicate
a disturbed interrelationship between glia and axons. Although, abnormal,
formation of myelin sheaths could be attributed mainly to a dysfunction of
oligodendroglial cells, the question arises whether and how far these changes
may be influenced by the affected mechanisms of axonal contro! upor
myelination.

The normal course of the process of myelination depends on the complex
mechanism of continuous interaction between axon and glia, responsible for
spatial formation of the myelin sheath suitably to axon development and to
regional modification of the axonal membrane (Waxman, Foster 1980; Hil-
debrand, Waxman 1984).

The presented results suggest, that in the pt mutant damage of axons may
constitute a significant factor contributing to the pathological process of
disturbed myelination, particularly in development of abnormal axo-glial
interrelationships.
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ULTRASTRUKTURA AKSONOW W ZABURZENIACH MIELINIZACJI
OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO U KROLIKA pt

Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie zmian w ultrastrukturalnym obrazie mielinizujacych si¢
aksonéw u mutanta pt w hipomielinizacji osrodkowego ukladu nerwowego. Badania przeprowa-
dzono na materiale nerwéw wzrokowych, spoidla wielkiego, mézdzku, rdzenia przedtuzonego
i rdzenia kregowego u krolikoéw pt i kontrolnych w wieku 2, 8, 14 dni, 1, 2, 3 miesigcy i dorostych.
Stwierdzono, ze zmiany aksonalne u krolikow pt rozwijaja si¢ rownolegle z mielinizacja wiokien.
W aksoplazmie mielinizujacych si¢ widkien wystgpowalo wigksze zageszczenie mikrotubul,
nieréwnomierne rozmieszczenie neurofilamentéw, zwigkszenie ilosci pecherzykéw blon gladkich.
Ponadto aksony u krélikow pt charakteryzowaly si¢ czgsto nieregularnym obwodem i pofaldowa-
niem blony aksonalnej a otaczajace je ostonki mielinowe nierownym uktadem rozluznionych lub
poskrgcanych blaszek mielinowych. W czgéci przyaksonalnej ostonek mielinowych obserwowano
przedtuzone utrzymywanie si¢ ,niezlepionych” szerokich warstw cytoplazmatycznych wypustek
oligodendrogleju, a niekiedy rowniez obecno$¢ wypustek astrogleju. Zaawansowane zmiany
zwyrodnieniowe aksoplazmy wystgpowaly glownie w aksonach z nieprawidlowo wyksztalconymi,
bardzo cienkimi ‘ostonkami mielinowymi lub w aksonach niezmielinizowanych.

Przedstawione zmiany, jak roOwniez wcze$niejsze obserwacje wskazujace na opdzniony wzrost
aksonow i zalezno$¢ migdzy zaburzeniami mielinizacji a wielkoscia aksonéw, pozwalaja przypusz-
czaé, ze w procesie patologicznej mielinizacji u mutanta pt uszkodzenia aksonéw moga odgrywaé
wazng rolg¢ w patomechanizmie rozwoju nieprawidlowych wspoétzaleznoséci aksonalno-glejowych.

VIBTPACTPYKTYPA AKCOHOB ITPM HAPVIIEHUAX MUEJIMHU3ALIMU
LIEHTPAJIbHOM HEPBHOW CHUCTEMBI KPOJIMKA PT

Pe3ome

Onpenensiiuce U3MEHEHHS B YIbTPACTPYKTYPHOM KapTHHE MHEIMHU3MPYIOLIMXCH aKCOHOB
KPOJIMKa-MyTaHTa pt NPH THIOMHEIMHH3ALMH [EHTPAJbHOW HEPBHOW CHCTEMBI. DJIEKTPOHHO-
-MHKPOCKOIIHYECKH HCCJICIOBAJICA 3PUTEIbHbIH HEPB, MO3OJIACTOE TEJO, MO3XEYOK, NMPOAOITro-
BaThIf ¥ CIIMHHON MO3r KPOJIMKOB Pt M KOHTPOJIbHbIX B Bo3pacre 2, 8, 14 nmei, 1, 2, 3 mecsma
H B3POCIBIX KpOJIMKOB. OGHaPYXEHO, YTO aKCOHAJIbHbIC H3MEHEHHS y KPOJIMKOB Pt pa3BHBAOTCSH
napasuieIbHO C MHEJTMHH3AIMeH BOJIOKOH. B akcomnasme MHETHHH3MPYIOLIMXCSA BOJIOKOH Haiie-
HO YBEJIMYEHHOE YIUIOTHEHHE MHKPOTPYOOUeK, HEepaBHOMEPHOE pa3MellieHHe HeipopuIaMeHTOB,
yBEJIHYEHHE KOJIMYECTBA My3BIPHKOB Ii1agkux MemOpan. Kpome Toro, akcoHsl y KpOJHKOB pt
4aCTO XapaKTepH30BAJHCh HEPETYJISPHOCTBIO OKPY)XHOCTH H CKJIaJ4aTOCTBIO AaKCOHAJbHBIX
MeMmbpan. OkpyXarolue X MHEIHHOBbIE 060JI04KH OOHApYXHBAJTH HEPABHOMEPHOE PacHojio-
JKEHHE Pa3pPhIXJICHHbIX WJIH CBUTBIX MHEJIHHOBBIX OJsiiek. B mpuakcoHaIbHOM YaCTH MHEJIMHOBBIX
060n04ex 06HAPYXKEHO UIHTELHOE COXPAHEHHE HECIICIUICHHBIX IIMPOKMX IMTOIUIa3MaTHYECKHX
CJIOEB OTPOCTKOB OJIHTO/JICH/IPOTJIHH, a HHOTJA TAKXXe HAJIAYHE OTPOCTKOB acTPOrHH. BeisBien-
HBIE J€reHepaTHBHbIE M3MEHEHHS AaKCOIUIa3Mbl MOSBIISUIMCh TJIaBHBIM 00pa3oM B akCOHax ¢
NaTOJIOTHYeCKH CPOPMHPOBAHHBIMH O4Y€Hb TOHKHMH MHEJHHOBBLIMH 000JIOYKAMH HJIM B HEMHE-
JIMHM3MPOBAHHBIX AKCOHAX. YKa3aHHBIC U3MEHEHHs, a TaKXkKe NpeXHHe HaONIONECHHS 3aMe/lIeH-
HOr'0 POCTa aKCOHOB M 3aBHCHMOCTH MEX/y HAapYIICHHSMH MHEJHHH3AIMU U BEJIMYHOH aKCOHOB
MO3BOJIAIOT NpEANojaraTh 4YTO B TNPOIECCEe NMATOJIOrHYEeCKOW MHEIMHHM3AalMd y MyTaHTa pt
TOBPEXIACHHSI aKCOHOB MOTYT MI'paTh BaXXHYIO POJIb B NMATOreHe3e HApYIICHHH aKCOHHO-TIHAJIb-
HBIX B3aMMOOTHOILCHHA.
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The aim of this investigation was to study the effects brought about by long
lasting fat deficiency, from the late stage of intrauterine life throughout the
whole postnatal development till maturity, on the glia of corpus callosum. In
view of the difficulty of quantitating changes in the cytoplasm of glial cells, only
the karyometric method can provide an insight into structural changes in glial
cells in the course of normal and dietary disturbed maturation of the brain.

The increase in mean diameter of the nuclei of glial cells in the course of
brain maturation, markedly accentuated during myelinogenesis, and indicating
increased biologic activity of the neuroglia at that time, was observed in
developing white rats by Wender and Mularek (1971). Histoenzymatic studies
on the neuroglia also indicated that differentiation and maturation of the
components of the central nervous system during early development as well as
in the course of myelination are associated with enhanced activity of
phosphatases and esterases, in parallel to the morphological transformations
(Friede 1968; Wender et al. 1971).

Dietary lipid deficiences, involving essentially a shortage of polyunsatura-
ted fatty acids, caused a delayed development of the central nervous system as
well as some alterations in various membraneous structures of the nervous
tissue (White et al. 1971; Wiggins et al. 1976). In our earlier studies, we
established that rats fed a fat-deficient diet during their ontogenic develop
a myelin with a reduced content of all basic myelin lipids and with a changed
proportion of specific lipid fractions as well as an altered composition of their
fatty acids (Wender et al. 1983a, b). It was also established that myelinogenesis
in the optic nerve of Wistar rats was severely retarded in the experimental
conditions (Wender, Goncerzewicz 1986). The axon diameter of the optic
nerves was normal in the first weeks of postnatal development, but it did not
reach the normal value for young adult animals. The myelin-axon interrela-
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tionship in the optic nerve in the course of myelinogenesis showed qualitative
changes, as indicated by an altered ratio of myelin lamellae number to axon
diameter (the regression equation changed from linear to parabolic).

The present karyometric studies on glial cells in the corpus callosum of rats
developing on a fat-deficient diet have documented another dimension of the
pathology.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on Wistar rats. Pregnant females were
divided into two groups. The experimental group was fed on artificially
composed lipid-deficient diet (containing 0.12% rape seed oil). The control
group was fed the same diet but supplemented to 2.0% with rape seed oil. The
composition of the experimental diets is presented in details in Table 1.
Pregnant females were fed the artificial diet beginning 6 days before the
expected delivery and the chow continued to be the only source of food for
both dams and their offsprings over the whole postnatal period. The animals.
were sacrificed after 12, 21, 30 and 60 days of extrauterine life. Each group
(control and experimental) included 6 rats. The brains were instantly removed
and fixed in Baker solution at room temperature. Paraffin sections, 7um thick
were stained with cresyl violet.

Table 1. Formula of experimental diets
Tabela 1. Zestawienie diet doswiadczalnych

Fatty acid deficient diet
Dieta z niedoborem
kwasow tluszczowvch

Control
Dieta kontrolna

Sucrose 200 g 200 g
Sacharoza
Wheat flower ' 580 g 604 g
Maka pszenna '
Caseine 100 g 95 g
Kazeina
Rape seed oil 20 g : 12 g
Olej rzepakowy
Potato starch 40 g 40 g
Skrobia ziemniaczana
Sodium chloride 20 g 10g
Chlorek sodowy _
Choline chloride 10g ., 10 g
Chlorek choliny
Vitamins (Biovit) 30 g 30 g
Mieszanka witaminowa

(Biovit)

kcal/kg ‘ 3414 3309
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Karyometric studies were carried out in monochromatic light, at 560 nm
wave length, using the automatic analyser of microscopic images “Morp-
hoquant” (VEB Carl Zeiss Jena, GDR). The following parameters of the cells
were measured using the MOSAIK programe (Voss et al. 1979).

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

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

FOFA — shape index of cell nucleus representing quotient of 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 examined object; it illustrates the extent of folding of the
examined object surface;

EXTM — mean of extinctions of examined object;

EXTS — sum of extinctions at all points of examined object;

KOMP — index determining compactness of nuclear chromatin;

ZNTR — index determining rate of chromatin concentration around center
of the nucleus.

The results of measurements of glial cells in experimental animals were
compared with those in control rats by usihg the Kolmogorov-Smirnov
nonparametric test (KST). The observed changes were considered statistically
significant at p < 0.05.

RESULTS

Results of karyometric studies on the total population of glial nuclei in
corpus callosum are presented in Table 2. In the course of normal development
the length of nuclear circumference (KONL) and cross section area of cell
nucleus (KOFL) showed a marked increase with advancing age up to maturity
of the animals (60 days of postnatal life). The shape index of cell nuclei (FOFA)
also increased during the studied period of extrauterine development. In
contrast to these findings, the elongation index (DMVH) exhibited changes
indicating spheric transformation of cell nuclei in the course of early extrau-
terine development (from 12 to 21 days of life) and reciprocal changes in the
next studied period (30 and 60 days old rats). The index of shape regularity
(FLVH) was unchanged during extrauterine development.

Results of cytophotometric estimations of chromatin extinction values in
glial nuclei indicated numerous changes in the course of extrauterine deve-
lopment. The mean of extinction (EXTM) was the highest in the first studied
group (12 days old rats) and the lowest in 30 days old animals, whereas the sum
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Table 2. Results of karyometric studies of glia cells in corpus
Tabela 2. Wyniki badan kariometrycznych komorek gleju spoidta wielkiego

Group Value
Grups Wartodé KONL KOFL FOFA
Control
Kontrola
12 days of postnatal life x+SD 58+4 123+14 13348
12 dni od urodzenia min. 51 98 118
max. 80 185 196
21 days of postnatal life x+SD 67+6 173+21 143+12
21 dni od urodzenia min. 50 116 127
max. 90 241 198
KST* < 0.001 < 0.001 < 0.001
30 days of postnatal life x+SD 75+8 191+30 148 +17
30 dni od urodzenia min. 58 124 130
max. 99 283 199
KST* < 0.001 < 0.001 < 0.001
60 days of postnatal life x+SD 87+12 254+78 150+17
60 dni od urodzenia min. 58 63 123
max. 127 497 207
KST* < 0.001 < 0.001 n.s.
Experimental
Doswiadczenie
12 days of postnatal life = x+SD 64+5 139+ 14 136+6
12 dni od urodzenia min. 53 107 124
max. 83 190 161
KST** < 0.001 < 0.001 < 0.001
21 days of postnatal life Xx+SD 1347 184 +27 149+17
21 dni od urodzenia min. 57 125 126
max. 99 251 200
KST* < 0.001 < 0.001 < 0.001
KST** < 0.001 < 0.001 < 0.001
30 days of postnatal life x+SD 81+7 206+ 26 149+ 16
30 dni od urodzenia min. 65 143 128
max. 104 307 201
KST* < 0.001 < 0.001 < 0.001
KST** < 0.001 < 0.001 ns.
60 days of postnatal life x+SD 89+12 274132 147+ 16
60 dni od urodzenia min. 60 109 127
max. 132 529 207
KST* < 0.01 < 0.001 < 0.001
KST** ns. < 0.001 n.s.

* Statistical comparison between particular age groups of control or
Porownanie statystyczne pomig¢dzy poszczegblnymi grupami wieku

** Statistical comparison between experimental and control group
*** Explanation of abbreviations in text
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callosum of developing rats kept on a fat-deficient diet.

szczurOw utrzymanych w czasie rozwoju na diecie z niedoborem tluszczu

DMVH FLVH EXTM EXTS KOMP ZNTR***
86+6 88+2 136+28 45+4 47+5 . 58+7
59 85 21 36 33 35

100 94 191 59 61 70
89+5 88+2 116 +26 50+4 59+6 60+10
70 85 54 40 35 19

100 94 309 63 73 85

< 0.001 ns. < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001
84+6 88+2 108420 =~ 58+S5S 67+8 68412
67 85 46 41 40 30
97 99 167 72 89 100

< 0.001 ns. < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001
17+7 88+2 113+19 73+15 73+8 68+12
56 82 63 28 54 35
88 93 163 113 92 100

< 0.001 ns. ns. < 0.001 < 0.001 n.s.
87+5 88+2 137428 49+4 47+6 50+8
64 85 69 36 28 18

100 94 197 60 68 70

ns. ns. ns. < 0.001 ns. < 0.001
85+5 88+2 121419 55+5 5246 49+12
67 85 76 4 37 15
97 94 174 73 1! 77

< 0.001 n.s. < 0.001 < 0.001 < 0.001 ns.

< 0.001 < 0.001 < 0.01 < 0.001 < 0.001 < 0.001
80+6 88+1 119+16 63+5 69+7 64+10
50 85 78 48 48 36
93 94 166 85 87 91

< 0.001 ns. ns. < 0.001 < 0.001 < 0.001
< 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001
79+5 89+1 115420 76+13 74+7 72+11
60 83 63 39 57 38
90 93 177 122 92 100

ns. ns. ns. < 0.001 < 0.001 < 0.001
< 0.01 < 0.001 n.s. ns. ns. < 0.01

experimental animals

zwierzat kontrolnych lub doswiadczalnych :
Poréwnanie statystyczne pomigdzy grupa doswiadczalng i kontrolng

Objasnienie skrotow w tekscie
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of extinctions increased steadily during the studied period of development,
concomitantly with the increase in the index of compactness of nuclear
chromatin (KOMP) and ZNTR index (rate of chromatin concentration around
center of the nucleus).

Table 3. Nuclei of glia cells in corpus callosum of developing rats kept on a fat-deficient diet
categorized into classes according to KOFL index value (section area of cell nucleus)

Tabela 3. Jadra komorek spoidta wielkiego szczurow utrzymywanych w czasie rozwoju na diecie
z niedoborem tluszczu, podzielone na klasy wedlug wartosci wskaznika KOFL (pole jadra
: komorkowego)

Individual nuclei
Poszczegélne jadra

Controls Experimental
Kontrola Doswiadczenie
Classes (%) (%)
Klasy 12 days 21 days 30 days 60 days 12 days 21 days 30 days 60 days
of postnatal life of postnatal life
12dni 21 dni 30dni 60 dni 12dni 21 dni 30 dni 60 dni
po urodzeniu po urodzeniu

0-99 0.9 0 0 13 0 0 0 0
100—129 112 0.6 0.6 20 26.7 1.6 0 0.6
130—159 253 274 16.7 8.6 62.3 184 40 53
160—189 2.6 49.1 29.7 10.1 10.7 385 20.6 94
190—-219 0 20.6 364 104 0.3 29.8 45.7 8.7
220—249 0 25 133 16.4 0 114 24.7 124
250—-275 0 0 30" i416d 0 0.3 4.0 144
280—309 0 0 0.3 143 0 0 1.0 19.4
310—339 0 0 0 6.0 0 0 0 134
340369 0 0 0 7.3 0 0 0 6.7
370—1399 0 0 0 30 0 0 0 5.6
400—429 0 0 0 23 0 0 0 2.6
430—519 0 0 0 13 0 0 0 0.6
520—2047 0 0 0 09 0 0 0 0.9

The results of karyometric estimations in the group of animals developing
on a fat-deficient diet demonstrated some similarities and also differences when
compared with results obtained in normally maturing animals. The general
trend of changes of KONL and of KOFL values during development was
similar in both groups (normal and experimental). It should, however, be noted
that the values were significantly higher in all groups of animals kept on a
fat-deficient diet than those observed during normal development. FOFA
increased similarly in both groups (control and experimental) in the course of

http://rcin.org.pl




Glia in fat deficient diet 409

Table 4. Nuclei of glia cells in corpus callosum of developing rats kept on a fat-deficient diet
categorized into classes according to DMVH index value (elongation index)

Tabela 4. Jadra komorek gleju spoidia wielkiego szczuréw utrzymywanych w czasie rozwoju na
diecie z niedoborem tluszczu podzielone na klasy wedlug wartosci wskaznika DMVH (wskaznik
wydluzenia)

Individual nuclei
Poszczegoélne jadra

Controls Experimental
Kontrola Doswiadczenie
Classes (%) (%)
Klasy 12 days 21 days 30 days 60 days 12 days 21 days 30 days 60 days
of postnatal life of postnatal life
12dni 21 dni 30dni 60dni 12dni 21 dni 30 dni 60 dni
po urodzeniu po urodzeniu
0—49 0 0 0 0 0 0 0 0
50—54 0 0 0 0 0 0 0.3 0
55—59 0.3 0 0 20 0 0 0 0
60— 64 0.3 0 0 40 0.3 0 0.3 23
65—69 0 0 1.0 9.6 0 20 33 1.3
70—74 2.3 0.6 6.0 14.6 13 5.0 11.7 134
75-179 6.7 33 133 237 5.6 7.0 214 28.0
80—84 21.6 10.0 21.7 294 1% 23:5 28.7 39.7
85—89 42.6 30.7 427 16.7 43.1 445 337 15.0
90—94 243 36.0 13.7 0 27.6 16.4 0.6 03
95—99 0 16.4 1.6 0 4.0 1.6 0 0
100—104 1.9 3.0 0 0 1.0 0 0 0
105 —2047 0 0 0 0 0 0 0 0

early extrauterine development (between 12 and 21 days of life) but, in contrast
to normal development, it proved stable in animals fed a fat-deficient diet
during the subsequent period of maturation. No differences between normal
and experimental groups could be demonstrated in the elongation index
(DMVH) and shape regularity index (FLVH).

When comparing the karyometric estimations of relative chromatin content
(EXTM, EXTS and KOMP values) in glial nuclei of the corpus callosum
between the group of rats developing on a normal and a fat-deficient diets, it
should be noted that the general trends of changes observed in the course of
brain maturation as well as individual results did not vary markedly and only
some minor differences were observed.

The changes in mean values of the karyometric estimations, shortly
described above, and listed in Table 2, resulted in relative alterations in
categorization of individual glial cells to distinct size classes. Some examples of
these shifts are given in Tables 3 to 5.

10 — Neuropatologia Polska 3/88
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Table 5. Nuclei of glia cells in corpus callosum of developing rats kept on a fat-deficient diet
categorized into classes according to KOMP index value (compactness of nuclear chromatin)

Tabela 5. Jadra komorek gleju spoidia wielkiego szczurow utrzymywanych w czasie rozwoju na
diecie z niedoborem tluszczu, podzielone na klasy wedlug wartosci wskaznika KOMP (wskaznik
zbitosci chromatyny jadrowej)

Individual nuclei
Poszczegblne jadra

Controls Experimental
Kontrola Doswiadczenie
Classes (%) (%)
Klasy 12 days 21 days 30 days 60 days 12 days 21 days 30 days 60 days
of postnatal life of postnatal life
12dni 21 dni 30dni 60dni 12dni 21 dni 30 dni 60 dni
po urodzeniu po urodzeniu
0-29 0 0 0 0 0.3 0 0 0
30-37 46 0.3 0 0 5.0 0.3 0 0
38—45 30.3 23 0.6 0 38.0 17.3 0 0
46—53 549 133 3.0 0 40.7 422 3.0 0
54—61 10.2 48.1 L7 7.0 13.7 30.2 244 3.0
62—69 0 314 33.0 270 23 9.0 444 25.0
70-177 0 4.6 33.7 39.7 0 1.0 226 38.0
78—85 0 0 11.7 18.7 0 0 4.6 27.7
86—93 0 0 0.3 7.6 0 0 1.0 6.3
94 —2047 0 0 0 0 0 0 0 0
DISCUSSION

In our previous paper dealing with the morphology of the developing white
matter in the rat brain (Wender et al. 1971) we have been able to demonstrate
that differentiation of the immature neuroglia takes place before and in the
course of myelination. Accordingly, the myelinating white matter exhibits glial
cells of various degree of maturation, i.e. spongioblasts, intermediate forms,
immature as well mature oligodendrocytes and astrocytes. Myelination of the
nerve fibers of corpus callosum was incomplete in 12 and 21 days old animals,
whereas in 30 days old rats myelinated fibers could not be distinguished from
those of young adult animals (60 days old). When myelinogenesis is studied by
chemical methods of investigation, deposition of myelin is observed to proceed
over the whole period of maturation till adulthood, and even then it is not
entirely completed. The highest daily output of myelin in the rat brain
coincides with the 21st day of postuterine life (Pankrac 1982).

Owing to the wide morphological diversity of glial cells in the course of
postnatal development, accentuated during myelination gliosis, it is extremely
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difficult to interpret the values found in our karyometric studies in terms of
particular glial components or their maturation stages. It may only be said,
that glial nuclei in rat corpus callosum grow steadily during extrauterine brain
development, concomitantly with changes in the cell nucleus (elongation) and
with the increase of nuclear chromatin compactness.

Mitrova (1967), on the basis of karyometric studies of cerebellar white
matter, and Wender and Mularek (1971) studying the changes of the glia in
corpus callosum established the predominance of cells with small nuclei,
corresponding to spongioblasts, in the first days of postnatal life. In the
maturation period just before and in the early phase of myelinogenesis, a wide
variety of nuclear sizes is observed, indicating that none of the glial cell types
predominates. In our recent material the KOFL index value (section area of
cell nucleus) indicated an overhelming majority of one class of small cells,
which might correspond to spongioblasts, also before the myelination (12th
day of life). During the early (21st day of life) and late myelination period (30th
day of life) greater differences in the percentage of particular nuclear classes
have been observed. However, an even greater diversity of KONL and KOFL
index values was noted in young adult animals (60 days of life). A partial
explanation of the glial cell nuclei variability in young adult rats may be
provided by the data established in our previous studies (Wender et al. 1974).
They indicate that the interfascicular oligodendroglia of the white matter as
well as the neuroglial cells of the subependymal layer of mature rats retain
some mitotic activity as judged by their ability to incorporate radioactive
thymidine.

Quantitatively or qualitatively insufficient alimentation in course of deve-
lopment results in morphological and biochemical abnormalities of the brain,
including severe changes in the myelin (Dobbing 1972; Wiggins et al. 1976;
Patel 1983). During the accelerated phase of growth of the central nervous
system, including the myelinogenesis period, the vulnerability of the brain is
enhanced (Dobbing 1968).

In our karyometric studies of glial cells in corpus callosum of rats
developing on the fat-deficient diet some findings are rather unexpected and
difficult to explain. First of all, we have established that the diameter (KONL
value) and area (KOFL value) of glial nuclei are greater in all age groups of
experimental animals than in rats developing on a normal diet. This leads to
the hypothesis that the alimentary lipid deficiency produces morphological
parameters of accelerated glial development. However, this seems to be
associated with some kind of functional impairment since the myelin membra-
nes generated by the myelinating glia are chemically defective. The myelin of
animals kept on a fat-deficient diet during their ontogenic development shows
a reduced content of all basic myelin lipids, a changed proportion of the
particular lipid fractions and altered composition of their fatty acids pattern
(Wender et al. 1983a, b).
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CONCLUSIONS

1. During extrauterine development, the glial cell nuclei of rat corpus
callosum grow steadily in size, concomitantly with elongation of their shape
and increase in compactness of nuclear chromatin.

2. Before myelination one class of small cells predominates in the rat corpus
callosum. The small cells may correspond to spongioblasts.

3. During the myelination period and in young adult rats glia cell nuclei in
corpus callosum are very heterogenous.

4. The diameter and area of glial nuclei in corpus callosum of rats
developing on the fat deficient diet are larger than in animals developing on the
normal diet.

‘5. The alimentary lipid deficiency produces a developmental acceleration of
morphological parameters of glial maturation.

KARIOMETRYCZNE BADANIA KOMOREK GLEJOWYCH SPOIDLA
WIELKIEGO SZCZUROW ROZWIJAJACYCH SIE NA DIECIE
Z NIEDOBOREM LIPIDOW

Streszczenie

Przeprowadzono badania wplywu diety z niedoborem kwasow tluszczowych na rozwdj
komorek glejowych spoidia wielkiego u szczuréw rasy Wistar. Pomiary kariometryczne gleju
wykonywano na automatycznym analizatorze obrazéw mikroskopowych “Morphoquant” pro-
dukcji Zeiss Jena.

Wyniki badan doprowadzity do nastgpujacych wnioskow:

1. W czasie rozwoju pozaplodowego komorki glejowe spoidia wielkiego wykazuja staly
wzrost, rownolegle z wydluzeniem ksztaltu i wzrostem zbitosci chromatyny jadrowe;.

2. Przed okresem mielinizacji w spoidle wielkim szczura przewaza jedna klasa malych
komorek, ktore moga odpowiadaé¢ spongioblastom.

3. W czasie mielinizacji oraz u mtodych szczuréw dorostych jadra komorek glejowych spoidta
wielkiego odznaczaja si¢ duza roéznorodnoscia.

4. Przekrdj i pole jadra komorek glejowych spoidla wielkiego szczurow rozwijajacych si¢ na
diecie ubogiej w tluszcze sa wigksze od analogicznych danych u zwierzat utrzymywanych na diecie
normalne;.

5. Niedobor tluszczu w pozywieniu powoduje przyspieszenie rozwoju morfologicznych wykta-
dnikow dojrzewania gleju.

KAPUOMETPUYECKHE UCCJIENOBAHUSA T'TUAJIBHBIX KJIETOK
MO3O0JIMCTOT'O TEJIA KPbIC, PABBUBAIOIUXCSA HA JTUETUYECKOM
PEXUME C HEJJOCTATOYHOCTBIO JIMITUJOB

Pesome

HccnenoBanoch BIMSHHE QUETHI C HEAOCTATOYHOCTBIO KHPHBIX KHCJIOT HA Pa3BUTHE IJIHAJIb-
HBIX KJIETOK MO3OJIMCTOrO TeJla KpbiC JHHMH Bucrap. Kapuomerpuyeckue M3MEpeHHs TJIHH
NPOBOMJINCh ABTOMATHYECKHM aHAJM3aTOPOM MHKPOCKONMHYeCKHX 06bekToB Morphoquant
npousBojacTBa Zeiss, Jena.
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PeayanaTu HMCCJICNOBAHUS TMO3BOJIMIIM CAEJATh CJECAYIOLIHE BBIBOJBI.

1. Bo BpeMs BHCYTPOGHOFO Pa3BHTHSA TIJIHAJIbHBIC KJIETKH MO3OJIMCTOrO TeJia MOCTOSHHO
YBCJIMYMBAIOTCS, MapajuIeIbHO C YUIMHEHUEM d)Oprl H YBEJIMYECHHEM IUIOCHOCTH SNEPHOrO
XpOoMaTHHa.

2. Hepen NEPHOAOM MHUEJIHHH3AIHH B MO30JIMCTOM TeJie KPBICHI npeo6nanaer OJIHH THN
MEJIKUX KJIETOK, KOTOpBIE, BEPOSTHO, COOTBCTC’TB)’IOT CHOHrHoGacTam.

3. Bo BpEMsi MHCJIMHH3AIMH W Y MOJIOABIX B3POCIBIX KpBIC sipa TIJIHAJIBHBIX KJIETOK
MO30JIMCTOro TeJia O4YCHb Pa3HOPOJHBI.

4.V KPBIC, PA3BUBAIOLIIMXCS HA JHETE C HEJAOCTATOYHOCTBHIO JIMMTHI0B, MOTICPEYHOE CECYCHHE
H INIolIaae s7pa TJIHAJIBHBIX KJIETOK MO30JIMCTOrO TeJia GOHBUJC, Y€M Yy XHBOTHBIX, pa3BH-
BAaKOIIUXCA Ha HOpMa.HbHOﬁ JHETE.

5. HemoctaTo4HocTh JIAMTH/IOB B MHIIE BBI3bIBACT YCKOPEHHE MOSABJICHUSA MOpd)O.HOl'H'lCCKHX
NPH3HAKOB CO3PCBAHMUSA TJIMH.
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Studies on the pathomechanism of the neurotoxic effect of MPTP show,
that the MPP™* ion, the product of MPTP oxygen metabolism with mono-
aminooxidase B (MAO B) was responsible for evoking the parkinsonian
syndrome in humans and in animals (Burns et al. 1983; Chiba et al. 1984;
Heikkila et al. 1984; Hallman et al. 1985). MPTP produces mainly degenera-
tion and neuronal atrophy in pars compacta of substantia nigra in the
nigroneostriatal pathway (Heikkila et al. 1984; Mossakowski, Dydyk 1987),
and a concomitant decrease of the DA level in brain structures in experimental
animals (Heikkila et al. 1984; Smiatek 1987). Experimental studies on mito-
chondrial respiratory activity in the presence of MPTP showed a decrease of
oxygen metabolism at some steps of the tricarboxylic acid cycle and
a concomitant increase of glutamate and GABA levels (Vyas et al. 1986). The
role of GABA in development of the parkinsonian syndrome in humans is well
known. Appearance of parkinsonian signs following experimental intoxication
with manganese and cobalt was attributed to changes of the physiological
GABA/DA ratio in the brain (Bugera et al. 1987, Kosicka et al. 1987).

It has been postulated, that antioxidants, alpha-tocopherol, beta-carotene
and ascorbic acid attenuate the toxic effect of MPTP and reduce the decrease
of DA concentration in the structures of the extrapyramidal system (Heikkila et
al. 1984; Young et al. 1986b; Smialek 1987). A decreased level of GSH in the
substantia nigra in parkinsonian patients indicated, that this antioxidant acts
also as a possible pathogenic factor in Parkinson’s disease (Perry et al. 1982).
On the basis of the above mentioned hypothesis a study was undertaken of the
influence of the GSH on the DA and GABA levels and on the GABA/DA ratio
in experimental MPTP intoxication in mice.
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MATERIAL AND METHODS

C57 black mice, 82 males (about 20 g) were used for the experiment. The
animals were divided into 4 groups: 1 — inatct (norm), 2 — two intraperitoneal
injections of GSH (100 mg/kg) at 40 min intervals for 4 days, 3 — i.p. injection
of 40 mg/kg of MPTP daily for 4 days, 4 — i.p. injection of 40 mg/kg of MPTP
and 20 min before and 20 min after the intoxication with MPTP, injection of
100 mg/kg of GSH (single dose) for 4 days. The animals were thrown into
liquid nitrogen 24 hours and 30 days after the last injection. The striatum and
basal part of the midbrain were taken for biochemical studies. DA level was
measured by high-performance liquid chromatography (HPLC) with electro-
chemical detector (Melamed et al. 1983) and DA concentration was calculated
as pmoles/mg protein. GABA content was measured after incubation with
ninhydrine according to Love et al. (1958) with modification of Sutton and
Simmonds (1974) in an Aminco-Bowman spectrofluorimeter at 380 —450 nm.
Proteins were measured after Lowry et al. (1951). The results were calculated
by analysis of variance after Newman and Keuls and significance was estimated
according to Snedecor’s F distribution table (Gren 1970).

RESULTS

Table 1 ilustrates DA concentration in the striatum and in the midbrain of
the mouse.

Striatum. DA level amounted to 984.914+98.53 pmoles/mg protein in the
intact animals. No significant difference was noted after administration of GSH
in comparison with the norm both after 24 hours and after 30 days. In the
group of animals intoxicated with MPTP a 87.3 per cent decrease of DA level
was observed after 24 hours and 86.1 per cent after 30 days. Additional
administration of GSH during MPTP intoxication diminished DA concentra-
tion after 24 hours and after 30 days to 33.5 per cent and 36.7 per cent
respectively, of the control values.

Midbrain. DA level in intact animals amounted to 89.16+ 78 pmoles/mg
protein. GSH did not evoke any significant changes. After administration of
MPTP a decrease of DA concentration was noted to 63.1 per cent and 59.7 per
cent of the control values, respectively after 24 hours and after 30 days. In the
mice subjected to intoxication with MPTP and treated with GSH the DA level
dropped to 61.7 per cent after 24 hours and to 66.0 per cent after 30 days as
compared with the norm.

Table 2 shows GABA concentration and GABA/DA ratio in the striatum
and in the midbrain of the mice.

Striatum. GABA concentration amounted to 22.03+0.84 nmoles/mg
protein in the norm. The level of the neurotransmitter did not change
significantly after administration of GSH. A significant increase of GABA level
was observed after 24 hours (58.2 per cent) and after 30 days (285 per cent)

T T ————
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Table 1. DA content (pmoles/mg) protein in the brain of CB-57 mouse following GSH and/or
MPTP administration

Tabela 1. Zawartos¢ DA (pmol/mg biatka) w mozgowiu myszy CB-57 po podaniu GSH i/lub

MPTP
Experimental ~ Survival time after Striatum Midbrain
group last injection PfaikOWie SfédméZgOWie
Grupa Czas przezycia po
doswiadczalna ostatniej iniekcji X +SEM % X +SEM %
Control (norm) 984.91+44.06 (5) 100 89.16+3.78 (6) 100
Kontrola (norma)
GSH 24 hrs 988.87+44.23 (5) 1004 88.79+3.82 (5) 99.6
24 godz.
30 days 992.01+44.37 (5) 100.7 88.75+3.75 (5 99.5
30 dni
MPTP 24 hrs 125534 592 5(5) -~ 12.71 | 5625 +£2.59*: (5) . 681
24 godz.
30 days 137.324:649™= i (5) 139" 53264242 (5 597
30 dni
MPTP + GSH 24 hrs 330.39 4+ 13.717% 7 (5) 33.5 | 54984228 (5) % 6L7
24 godz.
30 days 361.11+15.21* ¥(5) 36.7 58.89+243* (5 66.0
30 dni

Significance: * < 0.05, * <0.01 — in comparison with the norm
»” £0.01 — in comparison with the MPTP group
Poziom istotnosci: * < 0,05, * < 0,01 — w poréwnaniu z norma
7 < 0,01 — w poréwnaniu z grupa z MPTP
In brackets — number of animals
W nawiasach — liczba zwierzat

following intoxication with MPTP. In aninrals subjected to administration of
MPTP and GSH the increase of GABA content was insignificant after 24
hours (17.9 per cent), but the 240 per cent rise of GABA concentration was
significant in comparison with the norm after 30 days.

Midbrain. GABA content amounted to 20.02+0.76 nmoles/mg protein in
the norm. No significant effect on GABA level was noted after administration
of GSH only. Intoxication with MPTP caused an increase to 60.2 per cent of
GABA content after 24 hours and 299.6 per cent after 30 days. In animals
treated with MPTP and GSH an insignificant increase of GABA level was
observed after 24 hours (18.3 per cent) and a significant one (244.4 per cent)
after 30 days.

GABA/DA ratios after determination of the control values for 1 were
calculated as follows: Striatum — 0.99 after administration of GSH both after
24 hours and after 30 days, 7.78 and 7.15 respectively following intoxication
with MPTP and 2.97 and 2.72, respectively, in animals intoxicated with MPTP
and treated with GSH. Midbrain — no changes were noted after injection of
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Table 2. GABA level (nmoles/mg protein) and GABA/DA-ratios in the CB-57 mouse brain following MPTP and/or GSH administration
Tabela 2. Poziom GABA (nmol/mng bialka) oraz stosunki stezen GABA/DA w moézgowiu myszy CB-57 po podawaniu MPTP i/lub GSH

81y

Experimental Survival time after Striatum Midbrain
group last injection Prazkowie Srédmozgowie
Grupa Czas przezycia po
do$wiadczalna ostatniej iniekcji x+SEM %  GABA/DA x+SEM %  GABA/DA
Control (norm) 22.03+0.84 100.0 1.00 20.02+0.76 100.0 1.00
Kontrola (norma)
GSH 24 hrs 21.01+0.80 95.4 0.99 18.62+0.71 93.0 1.00
24 godz.
30 days 20.33+0.77 923 0.99 10.08 +0.72 95.3 1.00
30 dni -
MPTP 24 hrs 35.08 +1.38* 159.2 7.78 3207 +1.22F 160.2 1.58
24 godz.
30 days 84,814 3.23> 7 385.0 715 79.40 + 3,03 ¥ 396.6 1.67
30 dni S
MPTP +GSH 24 hrs 25.97+1.00 1179 297 23.69+1.02 118.3 1.92
24 godz.
30 days 7490 +2.87 ¥ 340.0 272 68.99 +2.64™ ¥ 3444 1.51
30 dni

Yoperug W

Significance: * < 0.05, ™ <0.01 — in comparison with the norm
7 <001 — in comparison with the animals investigated after 24 hrs
Poziom istotnosci: * < 0,05, * < 0,01 — w poréwnaniu z norma
” £0,01 — w poroéwnaniu ze zwierzgtami badanymi po 24 godz.
GABA/DA ratio after fixation of the control values for 1
GABA/DA — stosunek stgzen przy przyjeciu wartosci kontrolnych za 1
Number of animals in each group: 7
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 7
http://rcin.org
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GSH. GABA/DA ratios figured 1.58 and 1.67 in mice subjected to MPTP
intoxication and 1.92 and 1.51 in the group of animals treated with MPTP and
GSH after 24 hours and 30 days, respectively.

DISCUSSION

An important and prolonged decrease of DA content, more intensive in the
striatum as compared with that in the midbrain was shown in the present
experiment after intoxication with MPTP in the mouse. Similar changes have
been reported recently in experimental animals intoxicated with MPTP
(Heikkila et al. 1985; Jonsson et al. 1985). Javitch et al. (1985) postulate of a
different reaction of the striatum and the midbrain with MPTP, connected with
selective binding of MPP™* ions in synaptic dopaminergic nerve endings,
localized mainly in the striatum. An other hypothesis may be taken into
consideration too, because tyrosine-3-monooxidase, the DA synthesizing
enzyme exhibits different sensitivity to the toxic effect of MPTP in different
structures of the brain (Schneider, Markham 1986). The way of collection of the
brain samples, e.g. excision of the substantia nigra, the main structure of the
nigroneostriatal pathway, with surroundings modified our results obtained
from the midbrain in the present work. DA content was measured in the basal
part of the midbrain containing some branches of the mesolimbic pathway,
which was found to be less sensitive to MPTP in ultrastructural studies
(Mossakowski, Dydyk 1987) and in biochemical ones (Sershen et al. 1985;
Smialek 1987).

Administration of GSH attenuated the toxic effect of MPTP on the DA
pool in the striatum only. This phenomenon may be concerns the antioxidant
action of GSH, similar to that of ascorbic acid (Sershen et al. 1985; Smiatek
1987). It has been postulated that antioxidants inhibit the MPP™* reaction with
oxygen and Fe* * ions and diminish free radical synthesis e.g. ‘OH and O},
the main pathogenic factors in damage of dopaminergic neurons (Poirier,
Barbeau 1985; Sinha et al. 1986).

A different toxic effect of MPTP was noted on GABA concentration in the
present work. The high increase of GABA content (240 per cent) persisted for
30 days both in the striatum and in the midbrain. On the basis of the results of
Vyas et al. (1986) it is possible to suggest, that the increase of GABA level
concerned the neurotoxic effect of MPTP on oxygen metabolism, inducing and
increase of glutamate content, the main substrate in GABA synthesis.

Recovery of the GABA level was shown after treatment with GSH 24 hours
after MPTP intoxication. On the other hand no beneficial effect was noted
after 30 days, contrary to the positive effect of GSH on the DA pool. Probably
MPP* shows a different reaction with substrates and intermediates of GABA
and DA metabolism. Vyas et al. (1986) demonstrated, that consumption of
glutamate and beta-hydroxybutyrate depends not only on a concentration of
the pyridinium ion, but on the time of its toxic activity on the rat liver.
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Greater changes of the GABA/DA ratio were noted in the striatum than in
the midbrain following intoxication with MPTP. It can be postulated that the
unbalanced GABA/DA ratios in the named structures of the brain play an
important role in evoking the parkinsonian syndrome in the mouse intoxicated
with MPTP. It may be suggested, that the phenomenon of increase of the
GABA/DA ratio is secondary to neuronal damage in the pars compacta of the
substantia nigra following MPTP intoxication (Javitch et al. 1985).

CONCLUSIONS

1. MPTP intoxication caused a rapid decrease of DA level and high
increase of GABA content in the striatum and midbrain of the mouse.

2. Administration of MPTP with GSH attenuated the toxic effect of MPTP
on DA and GABA concentration and on the GABA/DA ratio in a different
way in the striatum and the midbrain.

WPLYW ZREDUKOWANEGO GLUTATIONU (GSH) NA POZIOM
DOPAMINY (DA) I KWASU GAMMA-AMINOMASLOWEGO (GABA)
W MOZGU MYSZY PO ZATRUCIU 1-METYLO-4-
FENYLO-1,2,3,6-CZTEROHYDROPIRYDYNA (MPTP)

Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu zredukowanego glutationu na poziom DA,
GABA oraz stosunek stegzen GABA/DA w prazkowiu i $rodmoézgowin myszy CBS57 z 24
godzinnym i 30 dniowym przezyciem po zatruciu MPTP. '

MPTP podawano dootrzewnowo przez 4 kolejne dni w jednorazowej dawce 40 mg/kg masy
ciata. GSH w dawce 100 mg/kg masy ciala podawano dootrzewnowo 20 min przed i 20 min po
kazdej iniekcji MPTP.

Stwierdzono, z2¢ MPTP gwaltownie obniza poziom DA, bardziej w prazkowiu niz
w $rodmozgowiu. Rownoczesnie wykazano przyrost puli GABA w obu badanych strukturach
moézgu, znacznie wigkszy u myszy z 30 dniowym przezyciem po intoksykacji. Zaburzenie stosunku
GABA/DA bylo znacznie wyzsze w prazkowiu ze wzgledu na znacznie wyzszy procentowy
przyrost GABA w fej strukturze. Wydaje si¢, ze przyrost GABA w prazkowiu myszy z dtuzszym
przezyciem moze stanowi¢ zjawisko wtorne, zwigzane z uszkodzeniem neuronéw dopaminergicz-
nych warstwy zbitej istoty czarnej i mieszanych zakoriczen synaptycznych GABA- i dopaminer-
gicznych.

BJIUSIHUE BOCCTAHOBJIEHHOI'O I'JIOTATUOHA (GSH) HA YPOBEHb
JO®AMMHA (DA) U TAMMA-AMUAHOMACIISTHOM KUCJIOTBI (GABA)
B MO3I'Y MbIIIU IMOCJE UHTOKCUKALIMUA 1-METUJI-4-®PEHWUJI-
1,2,3,6-TETPATUAPOITUPUIVNHOM (MPTP)

Pe3siome

UccnenoBaHo BIMSHHE BOCCTAHOBIEHHOTO IiitoTaTHOHa Ha yposeHb DA, GABA, u Ha
cooTHoeHue koHnenTpammiit GABA/DA B cTpuapHO#l CHCTEME | B cpe/iHeM Mo3ry mbiiiei CB57,
nepexubiunx 24 yaca u 30 aueii nocne uaToKcHKamun MPTP. MPTP Beoauiu BHyTPHOPIOLIMHHO
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B Te4eHHUE 4-X JHEH nojapsia B pa3oBoi qo3e 400 mr/kr maccel Tesia. GSH B no3e 100 mMr/kr Maccsl
TeJla BBOJMJIM BHYTPUOPIOMIKHHO 3a 20 MHH 10 U Yepe3 20 MUH mocjie Kaxaoi uabekunu MPTP.

O6napyxeno, uto MPTP pe3ko nmonwxaer yposenb DA, npuuem Gojiee 3HAYMTENLHO B
CTPUApHOM CHCTEME, 4eM B cpeiHeM Mo3ry. OnHoBpeMeHHO HaijieHo ysenudenue GABA B ob6eux
CTPYKTypax Mo3ra, ropasjao 6osbluee y Mblmel, nepexuBiuux 30 qHel mocie MHTOKCHKALMH.
Hapymenue coorHomenus GABA/DA 6buto ropa3go 6ojee 3HAYHTENLHBIM B CTPHAPHOM
cucTteMe B CBs3u ¢ Gosiee BBICOKMM mporueHToM mpupocta GABA B 310i cTpykType. MoxHO
nojaraTte, 4To yBenuueHHe GABA B cTpuapHO# CHCTEMe MBbIILEH, MPOXHBIUMX JOJIbIIE TOCTE
uabekiun MPTP, apnsercs BTOpuYHBIM (EHOMEHOM, CBSI3aHHBIM C TMOBPEX/ICHHEM J0(paMHUHED-
MYECKHX HEHPOHOB IUIOTHOIO CJIOS YEPHOM CyOCTAaHIMM M CMEIUAHHBIX CHHANTHYECKHX OKOHYa-
Huit (GABA u nodamuHepruyeckux).
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Quinolinic acid (QUIN) — 2,3-dicarboxypyridine, a tryptophan metabolite
proved to have neurotoxic properties and an excitatory effect, similar to
n-methyl-dl-aspartate (NMA) on some neurons of the central nervous system
(Perkins, Stone 1983a). The striatum, hippocampus and cerebral cortex were
found to be most sensitive to the toxic action of QUIN (Perkins, Stone 1983b).
Neuronal degeneration in the striatum in experimental QUIN intoxication and
similar histopathological changes in Huntington’s chorea in humans suggested,
that QUIN, the endogenous neurotoxin should be considered as a possible
etiological factor in this disease (McGeer, Singh 1984). Moroni et al. (1984)
observed an increased QUIN level and much more frequent epileptic seizures
in rats during aging. Neuronal atrophy, similar to the pathomorphological
changes in senile dementia suggested, that QUIN might be involved in
neurodegenerative diseases (Schwarcz, Kohler 1983). Experimental studies on
hippocampus in monkey showed, that QUIN evoked atrophy of pyramidal
cells and damage of their postsynaptic endings and dendrites (Schwarcz et al.
1983). In some experimental models an increased motor activity and convul-
sions were noted both after intraventricular administration of QUIN and after
stereotaxic injection into the hippocampus and striatum (Lapin 1980;
Schwarcz et al. 1983). Gusel end Mikhailov (1980) suggested, that GABA may
be involved in the development of kynurenine and QUIN-induced seizures.
Additionally it has been noted, that activity of glutamic decarboxylase (GAD),
the GABA synthesizing enzyme, decreases after administration of QUIN into
the dorsal part of the hippocampus in dependence on the dose and time
interval (Aldinio et al. 1987). Many authors report, that GABA concentration
decreased in Huntington’s disease (Perry et al. 1975), in senile dementia
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(Manyam et al. 1980; Seidal et al. 1981) and in epilepsy (Schmidt, Loschner
1982). The aim of the present work was to evaluate GABA concentration in
some structures of the rat brain after intracerebral administration of QUIN.

MATERIAL AND METHODS

White Wistar rats, males 150—180 g of body weight were used for the
experiment. The animals were divided into four groups: 1st group — intact
rats, 2nd group — rats injected intraperitoneally with chloralhydrate (0.3 g/kg),
3rd group — rats anesthetized with chloralhydrate and placed in a stereotaxic
frame. Injections were made through a burr hole in the right parietal bone by
means of a Hamilton syringe into the hippocampus. Coordinates were chosen:
2 mm from the midline, 4.25 mm posterior to the bregma and 3 mm below the
dura. One pl of 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 was administered and the
accuracy of the injection was controlled histologically and in the stereotaxic
microscope during the experiment. Fourth group comprised rats operated
under similar conditions as animals of the 3rd group, but instead phosphate
buffer injected with the same volume of QUIN (120 pg dissolved in 2 N NaOH
and buffered with 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 (according to Bjorklund et al.
1986).

The animals were decapitated 4 hours after the beginning of the experiment
and the heads were immediately - frozen in liquid nitrogen. The striatum,
parietal cortex and hippocampus were used for the estimations, separately from
the right and left hemisphere. GABA concentration was measured spectrofluo-
rimetrically in an Aminco-Bowman apparatus at 380 —450 nm according to
Love at al. (1958) with Sutton and Simmond’s (1974) modification. Protein was
measured after Lowry et al. (1951). The results were calculated by analysis of
variance after Newman and Keuls and significance was estimated according to
Snedecor’s F distribution table (Gren 1970).

RESULTS

GABA concentration in the rat brain structures following experimental
intoxication with QUIN are shown in Table 1.

GABA concentrations in intact animals were as follows: in the striatum
22.464+0.65 nmoles/mg protein, in the parietal cortex — 14.84+041
nmoles/mg protein and in the hippocampus 14.53+0.52 nmoles/mg protein.
Anesthesia with chloralhydrate evoked a mild, however, significant increase of
GABA concentration in the striatum, parietal cortex and hippocampus,
respectively by 11.5%, 13.2% and 14.7%. In the animals injected with the
phosphate buffer into the dorsal part of the right hippocampus increase of
GABA level was almost similar to the concentration in the animals of the 2nd
group and in the operated right hemisphere it was insignificantly higher than in
the left one. After intoxication with QUIN a significant decrease of GABA
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Table 1. GABA content (nmoles/mg protein) in the rat brain following intoxication with QUIN

Tabela 1. Zawartos¢ GABA w mozgu szczura (nmol/mg biatka) po podaniu kwasu chinolinowego do hipokampa

Striatum Porietal cortex Hippocampus
Experimental Prazkowie Kora ciemieniowa Hipokamp
é’r‘;“‘: right left right left right left
Sl d::zalna prawe lewe prawa lewa prawy lewy
x+SEM x+SEM x+SEM

Control (norm) 22.46+0.65 (5) 1448 +0.41 6)
Kontrola (norma)
Chloralhydrate

Wodzian chloralu

25.05+043 (6) 16.80+0.18*  (6)

Sham operation  26.26+0.62* (6) 24.97+0.57* (6) 17.36+0.27* (6) 16.36+0.26"
Operacja kontrolna ;
QUIN 17.1940.17%->*(6) 22.30+0.35"** (6) 12.31+0.13%">*(6) 15.6410.24*

14.53+0.52 (6)
16.67+0.17  (6)
(6) 17.41+0.25* (6) 16.15+0.28* (6)

(6) 12.86+027%%%%(6) 15774025 (6)

In brackets number of animals is given.
W nawiasach — liczba zwierzat.
Significance ** — in comparison with the norm < 0.05 and < 0.01, respectively
¥ — <0.01 in comparison with the group with chloralhydrate
° — <001 in comparison with the sham operation
* — <0.01 differences between right and left hemisphere
Poziomy istotnosci: *™* — w poréwnaniu z norma odpowiednio < 0,05 i < 0,01
— ¥<0,01 w stos. do grupy z wodzianem chloralu
— °<0,01 w poréwnaniu z operacja kontrolna
— *< 0,01 roznice migdzy prawa i lewa potkula
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concentration in the right hemisphere was noted in comparison with the
control animals, e.g. in the striatum by 34.5%, in the parietal cortex by 29.1%
and in the hippocampus by 26.1%. A significant depletion of GABA level was
observed too in the right hemisphere injected with QUIN in comparison with
the unoperated left one and in the striatum by 22.8%, in the parietal cortex
21.3% and in the hippocampus 18.5%. The concentration of GABA appro-
ximated the normal level in the striatum and in the parietal cortex, and
increased insignificantly (by 8.5%) in the hippocampus of the left hemisphere in
this experimental group.

DISCUSSION

Following administration of 120 pg of QUIN into the right hippocampus a
decrease of GABA level by about 1/4 to 1/3 in comparison with the norm was
noted in the striatum, parietal cortex and hippocampus. It would seem that the
described phenomenon was connected with a decrease of GABA synthesis. This
hypothesis seems to be confirmed by results indicating a depletion of glutamic
decarboxylase activity by about 30 per cent after injection with QUIN (50 pg),
up to the 60th day (Aldinio et al. 1987). The very high decrease of GABA level
after injection of a higher dose of QUIN observed in our experiment after 4
hours may suggest a possible additional stimulation of GABA catabolism by
the neurotoxin.

Schwarcz et al. (1983) observed epileptic seizures in the rat as early as 19 to
32 min after injection of QUIN into the hippocampus. Czuczwar and Meldrum
(1982) noted convulsions in the mouse 14 min after i.p. injections and Lapin
(1981) 137 min after intraventricular administration of QUIN (5 pg). It is
known that epileptic seizures may be connected with a decrease of the GABA
pool. In our experiment, although a depletion of the GABA level was noted, no
increased motor activity and no epileptic seizures were observed during
a 4-hour period. The behaviour of the animals seemed to be similar to that of
controls. The animals awake 1 to 1 and 1/2 hour after chioralhydrate injection
and showed a decreased motor activity during the experiment.

The greatest drop of GABA level was noted in the present experimental
material in the striatum, however, QUIN was administered directly into the
hippocampus. Maybe the sensitivity of particular structures of the CNS to
QUIN concerns the physiological concentration of this endoneurotoxin in
different brain regions. It has been postulated, that the lowest QUIN level is
noted in the striatum, it is moderate in the hippocampus and highest in the
cerebral cortex. Penetration of QUIN from the hippocampus after intoxication
might evoke an increase of its concentration up to the toxic level in the most
sensitive to QUIN anterior part of the striatum (Perkins, Stone 1983a).
A significant decrease of GABA level (10.7 per cent) in the striatum in the left
unoperated hemisphere and small differences between both sides in the cortex
and the hippocampus in comparison with the norm in the present work may
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confirm the hypothesis, that the striatum represents very high sensitivity to
QUIN. j

A decrease of GABA concentration by about 18.5 to 22.0 per cent was
noted in the right operated hemisphere in comparison with the left one. Except
for the hippocampus, the results approximated the norm in the structure of the
left hemisphere. A blood-brain barrier penetration of QUIN occurred only in
60 per cent (Gal, Sherman 1978), and hence probably its milder toxic effect was
observed in the structures of the left unoperated hemisphere. Moreover, the
release of QUIN from the place of its administration appeared to be slower
under anesthesia (Stone, Connick 1985). In the present experiment — penetra-
tion of QUIN to the left hemisphere seemed to be slight, except to the striatum,
during the 4-hour period, because the GABA level decreased only in this
structure. Chloralhydrate anesthesia diminished undoubtedly the toxic effect of
QUIN on the GABA-ergic system by its ability to increase GABA concentra-
tion in the investigated CNS structures.

CONCLUSIONS

1. QUIN decreased the GABA level especially in the striatum in com-
parison with the cerebral cortex and hippocampus after intrahippocampal
injection into the rat.

2. Reduction of GABA concentration after QUIN intoxication depends on
the distances of the cerebral structures from the place of neurotoxin adminis-
tration.

WPLYW KWASU CHINOLINOWEGO (QUIN)
NA POZIOM KWASU
GAMMA-AMINOMASLOWEGO (GABA) W MOZGU SZCZURA

Streszczenie

Celem niniejszej pracy byla ocena zmian poziomu GABA w prazkowiu, korze mozgowej i
hipokampie po domézgowym podaniu QUIN. Do badan uzyto 24 szczury Wistar, samce o masie
ciala 150—180 g. Kwas chinolinowy w dawce 120 pg podawano jednostronnie do grzbietowej
czgsci zakretu hipokampa, a poziom GABA oznaczano po 4 godzinach. Stwierdzono najwyzsze
obnizenie puli GABA w prazkowiu w poréwnaniu z kora moézgowa i hipokampem. W badanym
przedziale czasu obnizenie stgzenia GABA w badanych strukturach mozgu zalezy od ich odleglosci
od miejsca podania neurotoksyny.

BJIMUSSHUE XWHOJIMHOBOW KMCJIOTHI (QUIN) HA YPOBEHB
TAMMA-AMUHOMACIJISSHON KUCJIOThI (GABA) B MO3T'Y KPbIChHI

Pe3iome

OuenuBanucs u3MeHenus ypoBHs GABA B cTpuapHO#l cuCTeMe, MO3roBOH KOpe M TMINIO-
kamne. Mccnenosanus mposeaeHsl Ha 24 kpbicax JuHMH Bucrap, cammax secom 150—180 r.
XHUHONMHOBYIO KHCJIOTY B 03¢ 120 ur BBOAXIHM C OHO#H CTOPOHEI B LOP3aJIbHYIO YaCTh H3BHJIHHBI
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runmnokamua. YposeHb GABA u3mepsiii Ha 4 vaca mosasee. ITo cpaBHEHHMIO C HOBOWM KOpOi
M THNNOKAMIIOM, CaMOe pe3Koe cHHkeHHue ypoBHas GABA oOHapyxeHO B CTpHAPHOM cHCTeMe.
B Teuenue uccieyeMoro BpeMeHH NOHMWXKEHHE KOHIEHTpauud GABA B pasiMuHBIX CTPYKTypax
MO3ra 3aBHCHT OT MX paccrosHus oT Mecta BBeaeHus QUIN.
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