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The acquired immune deficiency syndrome (AIDS) was observed for the
first time in the USA and Haiti in 1978 —1979 and data were first published in
1981 (CDC 1982, Pape et al. 1983). Since then, its incidence has been
increasing in all parts of the world. As of March 21, 1988, 84. 256 cases from
129 countries were reported to the World Health Organization (WHO), (CDC
18, 1988). The major abnormality in this syndrome consists of a defect of
cell-mediated immunity and appears as depletion of T4 + helper/inducer
lymphocytes (Valdiserri 1985). This defect is primarily the result of the
selective tropism of the Human Immunodeficiency Virus (HIV), the etiologic
agent of AIDS, for this population of lymphocytes (Ho et al. 1987).
Immunodeficiency in AIDS leads to a particular susceptibility to a variety of
uncommon opportunistic infections. There also, is an increased frequency of
uncommon neoplasms like Kaposi sarcoma, lymphoma and basal cell carcino-
ma (Elder, Sever 1988).

CNS involvement in AIDS may be a result of an opportunistic infection or
a result of the direct effect of HIV. Neurological complications in AIDS are
frequent and occur in 40 to 90 percent of cases (Epstein, Sharer 1988; Levy,
Bredesen 1988; Petito 1988; Price et al. 1988). CNS involvement, which is at
present attributed to the direct effect of HIV, is diagnosed as a subacute
encephalitis or HIV encephalopathy (Petito et al. 1986; Levy, Bredesen 1988).
More frequent appearance of AIDS in infants and children expanded the
spectrum of CNS lesions in AIDS.:

In this paper we would like to present our most recent experience with the
neuropathological picture of AIDS as observed during the years 1982 —1987 in
a large collection of autopsy cases from a New York City Hospital.
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MATERIAL AND METHODS

The autopsy material came from the Neuropathology Laboratory of the
State University of New York Health Science Center in Brooklyn, New York.
This center (over 1600 beds) serves a population of 2.3 million in Brooklyn.
‘During the period of 1982— 1987, 168 cases of AIDS were evaluated in the
Neuropathology Laboratory. Four representative cases were selected for
presentation including clinical data, pathologic findings and neuropathological
examination.

RESULTS

The whole examined material consisted of 168 autopsy cases (Tab. 1). The
number of pediatric cases increased yearly in our collection from 1982 to 1987.
In- 18 of them, the age at death was under two years. Opportunistic CNS

Table 1. AIDS cases in 1982 —1987
Tabela 1. Przypadki AIDS w latach 1982—1987

Adults Infants and children =9 years
Dorosli Niemowleta i dzieci - )
25 (0—9ilat)

Females 29 Females 1
Kobiety Dziewczynki
Ma!es & 15 Males 13
Mgzczyzni Chlopcy
Total Total
Razem M Razem 2%

infections were the most common lesions in adult cases, but HIV encephalo-
pathy was also seen (Tab. 2).

Histologically normal brains were seen in 24 cases (16 7%). There were also
cases with pathologically non-specific changes, mainly vasogenic (infarcts,
hemorrhages) or hypoxic after respiratory distress, not directly related to
opportunistic infections.

The HIV encephdlopathy/encephalms was seen in 6/18 cases together with
opportunistic infections (two with toxoplasmosis, three with CMV infections,
one with mycotic abscess). HIV encephalopathy first appeared in our
collection in 1984 and has been seen more frequently in recent years. In the
years 1982 and 1983, not one case of HIV encephalopathy was seen among 36
cases of AIDS, while in 1984, 1985 and 1986, three such cases were diagnosed
each year. In 1987, nine cases of HIV encephalopathy were found among 46
cases of AIDS. Only one case of vacuolar myelopathy was found in our
material. The pediatric cases also present some peculiarities of CNS involve-
ment (Tab. 3). In addition, one case of primary CNS lymphoma and one of
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Table 2. CNS involvement in 144 adults cases
Tabela 2. Zmiany w ukladzie nerwowym w 144 przypadkach dorostych

Number of
Diagnosis cases %
Rozpoznanie Liczba przy-
padkow %
HIV encephalopathy/encephalitis 18 125
Encefalopatia/encefalit wywotany :
wirusem HIV
CNS toxoplasmosis 31 215
Toksoplazmoza OUN ;
CNS cryptococcosis 2 153
Kryptokokoza OUN
Cytomegalovirus encephalitis
3 ; 5 Ly 14 9.7
Zapalenie mozgu wywolane wirusem cytomegalii
Progressive multifocal leukoencephalopathy 5 3 35
Postgpujaca wieloogniskowa encefalopatia ;
CNS primary lymphoma 4 28

Pierwotny chtoniak OUN

Table 3. CNS involvement in 24 infants and children

Tabela 3. Zmiany w ukladzie nerwowym u 24 niemowlat i dzieci

Number of
Diagnosis cases %
Rozpoznanie Liczba przy-
padkow %
Microcephaly and/or brain atrophy
i S X : 14 58.0
Matomozgowie i/lub zanik mézgu
Calcific vasopathy and
- g 13 55.0
parenchymal mineralization
Zwapnienia w $cianie naczyn
i w tkankach mozgu
HIV encephalopathy/encephalitis
g A 6 25.0
Encefalopatia/encefalit wywotany
wirusem HIV
Microglial nodules 3 125
Grudki mikroglejowe L
Cytomegalovirus encephalitis B 8.3
Zapalenie mozgu wywolane wirusem 5
cytomegalii
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developmental brain abnormalities (cortical malformations with unclear rela-
tions of those changes to HIV infection) were seen. A total of 22 out of the 24
cases showed CNS abnormalities. One case of CNS toxoplasmosis, one of
CMYV encephalitis with cryptococcosis, one of progressive multifocal leukoen-
cephalopathy and one of HIV encephalopathy/encephalitis were chosen to
present characteristic features of neuropathologlcal syndromes occurring in the
CNS in AIDS patients.

Description of cases

Case 1. F.P. 29-year-old male

Clinical data: The patient was an IV drug abuser. He had a history of
dental abscess, anergy and altered mental state. Generalized seizures occurred
and CNS tumor was diagnosed. Brain biopsy resulted in diagnosis of
toxoplasmosis (Fig. 1). Two weeks later, bronchopneumonia with subpleural
abscess developed. Open lung biopsy revealed interstitial pneumonitis with
pneumocystis carinii infection and severe necrotizing bronchopneumonia. The
patient was cachectic with decubitus ulcers. Respiratory deficiency occurred
and resulted in death. Both clinical and pathological (biopsy) findings lead to
the diagnosis of AIDS. Pathological findings at autopsy included monilial
esophagitis, bilateral necrotizing bronchopneumonia with empyema, pleural
and pericardial effusions and ascites.

Neuropathological examination showed four firm, pale yellow well demar-
cated necrotic lesions in the left hemisphere, 2 to 2.5 cm in diameter, localized in
the frontal, temporal, parietal and occipital lobes, and a large surgical defect in
the right hemisphere. Microscopic observation revealed necrotic tissue within
this defect. This area was surrounded by a thick layer of macrophages,
extensive astrocytic proliferation and some granulation tissue. The four
necrotic foci in the left herriisphere consisted of extensive necrotic material,
containing central flecks of calcium. There was a variable amount of
inflammation surrounding the necrosis (Fig. 2). In some regions, only a few
scattered macrophages and lymphocytes were present, whereas, in others there
was a broad band of macrophages and accumulations of lymphocytes and
plasma cells. Similar infiltrations were present around vessels in these areas.
Only a few polymorphonuclear leukocytes were seen. In the surrounding white
matter some edema and astrocytosis were found. Within the meninges, there
were only small lymphocytic infiltrations if the lesions extended up to them.
The cortex adjacent to the inflamed white matter was remarkably free of
pathologic changes. Within the observed lesions, several toxoplasma cysts and
free toxoplasma organisms were seen. In the midbrain, medulla and dentate
nucleus, several microglial nodules were found. Toxoplasmosis of the CNS in
the course of AIDS was diagnosed.

http://rcin.org.pl



e B "‘.. ,3‘.‘ i 4’

. .

Fig. 1. Toxoplasma cyst in brain biopsy. HE. x 104
Ryc. 1. Cysta z toksoplazmami w biopsji mozgowej. HE. Pow. 104 x

Fig. 2. The border of tissue necrosis: moderate infiltration and vasculitis. HE. x 25
Ryc. 2. Brzeg ogniska martwicy, umiarkowane nacieki w tkance wokol naczynia. HE. Pow. 25 x

Fig. 3. Cryptococcal organism collections around parenchymal vessel. HE. x 62.5
Ryc. 3. Skupienie kryptokokow wokot naczynia. HE. Pow. 62,5 x

Fig. 4. Two cells with cytomegalic inclusions. HE. x 104.
Ryc. 4. Dwie komorki z wtrgtami cytomegalii. HE. Pow. 104 x
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Case 2. J. W. 42-year-old male

Clinical data: The patient was an IV drug abuser since the age of ten years,
and also a cocaine and alcohol abuser. On admission to the hospital, he had
a history of pneumocystis carinii pneumonia. Two years ago, he presented with
fever, weight loss, headache and seizures. Diffuse lymphadenopathy, stiff neck
and 7th cranial nerve paresis were observed. Numerous cryptococci were
found in the cerebrospinal fluid (CSF). Immunological testing showed 2700
WBC with 11% lymphocytes. IgG was 2349 mg% (normal — 1800 mg%),
IgM 152 mg% (normal — 250 mg%) and IgA was over 500 mg% (normal
— 400 mg%). Complement and IgE levels were normal. T-cell levels were
22%, and 45% on two occasions. Using monoclonal antibodies, it was
determined that 90% of the T-cells were suppressor and 10% helper. There
was no natural killer-cell activity and no in vitro interferon production.
Responses of lymphocytes to mitogen stimulation were normal for phytohe-
magglutinin and low for concavalin A. The antibody response to pneumovax
was poor. Granulocyte chemoluminescence, chemotaxis and bacterial capacity
were normal. During a long treatment, cryptococci were always present in
CSF. Fever (about 39°C), anemia and neutropenia continued. At the end of
life, renal failure occurred, the patient became confused and died after seven
months in the hospital. The clinical course corresponds to the diagnosis of
AIDS. Autopsy was limited to the brain only.

Neuropathological examination revealed no macroscopic lesions except for
a focus of encephalomalacia in the right cerebellar hemisphere. Microscopical-
ly there were cryptococcal organism aggregations in the subarachnoid space
and in perivascular areas in the cortex, with extension into the parenchyma of
the brain (Fig. 3). Inflammatory response was almost totally absent. In some
regions, very small microabscesses were found. In the cerebellum, a large area
of semi-cystic malacia included massive aggregations of cryptococcal organ-
isms. In the subependymal area, focal changes corresponding to cytomegalo-
virus encephalitis including cells with typical inclusions were observed (Fig. 4).
Cryptococcal meningitis with perivascular and suprachoroid infiltration and
cytomegalovirus encephalitis in the course of AIDS were diagnosed.

Case 3. S. V. 32-year-old female

Clinical data: The patient was an IV drug and alcohol abuser with a history
of myoclonic jerks and seizures during the last six months. She was AIDS-
-seropositive. Progressive neurological deficit was observed as well as progres-
sive respiratory insufficiency, which was the cause of her death. Autopsy was
limited to the brain only. ]

Neuropathological examination revealed on coronal sections of the cere-
bral hemispheres numerous dark grey irregular spots in the center of the right
frontal and occipital lobes and bilaterally in subcortical white matter, some of
them involving the cortex. Some foci of shrunken yellowish white matter were
also seen. Similar changes were observed in the white matter of the cerebellum

http://rcin.org.pl



CNS in AIDS 303

Fig. 5. Small focal white matter lesion with abundant astroglial proliferation. HE. x 62.5
Ryc. 5. Male ognisko uszkodzenia istoty bialej z obfitym rozplemem astrogleju. HE. Pow. 62,5 x
Fig. 6. Large bizarre astrocytes with hyperchromatic nuclei. HE. x 104
Ryc. 6. Olbrzymie astrocyty z nadbarwliwymi jadrami. HE. Pow. 104 x

and some small spots in the brain stem. Microscopical observation revealed
pale, rarefied white matter, occasionally with cystic degeneration topographi-
cally corresponding to the macroscopic focal changes. Numerous glial cells
were seen within the foci (Fig. 5). Most of them were reactive glial cells, and
some looked like Alzheimer type II cells. Large, bizarre astrocytes with
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hyperchromatic nuclei were rather numerous (Fig. 6). Oligoglial hypertrophied
cells ‘with nuclear inclusion bodies were also found within focal lesions.
Microglial proliferation around blood vessels, and numerous microglial
nodules in the vicinity of the lesions were seen. Progressive multifocal
~ encephalopathy in AIDS patient was diagnosed.

Case 4. W. W. 30-year-old female

\

Clinical data: The patient was an I'V drug abuser, anorexic, with lymphade-
nopathy, hospitalized twice during 1—1/2 months with fever, dyspnea and
chest pains. Sepsis with embolic events, pancytopenia, renal insufficiency,
dehydration and endocarditis were diagnosed and despite treatment, resulted
in death. Pathological findings: Autopsy confirmed bacterial endocarditis and
septic pulmonary embolism. Mycobacteriosis involving the abdominal lymph
nodes was the only opportunistic infection found at autopsy.

Neuropathological examination: On coronal sections no focal lesions were
found in the CNS. Microscopic examination revealed many microglial nodules
disseminated predominantly in the white matter of the frontal, temporal and
occipital lobes (Fig. 7). Only single nodules were found in basal ganglia, brain
stem and spinal cord. Several microglial nodules contained multinutleated
giant cells (Fig. 8). Few perivascular accumulations of macrophages mixed
with lymphocytes were seen (Fig. 9). The neurons and the white matter did not
present any other significant changes. The vessels with hyalinized walls seen in
the white matter were disproportionately numerous with respect to the age of
the patient (Fig. 10). AIDS encephalopathy was diagnosed.

DISCUSSION

The material presented is sufficiently extensive to be a representative study
of the neuropathological changes in AIDS. The sex distribution of our adult
cases is similar to those in large series of cases (CDC 18, 1988; Piot et al. 1988)
reported elsewhere and is related to the high incidence of AIDS in homosex-
uals and bisexual men, the high-risk group for this disease (CDC 47, 1984; CDC
4, 18, 1988). Another high-risk group is the group of intravenous drug abusers
(CDC 4, 18, 1988). The transmission of HIV has been proved to occur through
sexual contacts, (mostly homosexual) sharing contaminated needles, through
transfusion of blood products and also through transplacental transmission to
fetuses (CDC 27, 1984; Shannon 1985). The possibility of perinatal trans-
mission, during- and post-delivery, was also entertained (Edmondson 1988). Up
to the end of 1987, 750 pediatric patients were reported from U.S.A. and 251
from Europe (MMWR 18, 1988). Two and four tenths percent of AIDS cases
in Europe were less than 14 years old (MMWR 4, 1988). The large number of
pediatric autopsy AIDS cases appearing in our collection reflects the increas-
ing number of AIDS cases in the pediatric group.

The opportunistic infections in AIDS were diagnosed early in AIDS
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Fig. 7. Microglial nodule in the white matter. HE x 62.5
Ryc. 7. Grudka mikroglejowa w -istocie bialej. HE. Pow. 62,5 x
Fig. 8. Multinucleated giant cell in perivascular area. HE. x 200
Ryc. 8. Wielojadrzasta komorka olbrzymia w sasiedztwie naczynia. HE. Pow. 200 x
Fig. 9. Small perivascular infiltration containing macrophages. HE. x 62.5
Ryc. 9. Maly naciek okolonaczyniowy zawierajacy makrofagi. HE. Pow. 62,5 x
Fig. 10. Hyalinized vessel. Perivascular infiltration totally absent. HE. x 62.5

Ryc. 10. Hialinizacja $ciany naczynia. Calkowity brak nacieku okolonaczyniowego. HE. Pow.
62,5 x
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epidemics. CNS toxoplasmosis was particularly frequent (Luft et al. 1984,
Koppel et al. 1985; Petito et al. 1986). This is evident in our material.
Opportunistic viral and fungal infections are also numerous in the presented
collection. which is in agreement with other large series of cases published
(Anders et al. 1986; Morgello et al. 1987; Nielsen, Davis 1988). The three cases
of opportunistic infections in the course of AIDS presented here show rather
typical clinical courses. They belong to the high risk group of drug abusers.
Multiple opportunistic infections contributed to the successive deterioration
and resulted in the death of patients. Immunological testing, performed in case
2, demonstrated the features typical for AIDS: lymphopenia, decreased helper
to suppressor T-cell ratio. selective T-cell deficiency. decreased natural killer
“cells, elevated IgG and IgA immunoglobulins and decreased mitogen stimu-
lation (Seligmann 1984).

The picture of neuropathological changes seen in these cases seems to be
closely related to immunodeficiency. The case of toxoplasmosis (case 1)
showed more pronounced necrosis than inflammatory infiltrations, an appear-
ance similar to that of toxoplasmosis in newborns. There seems to be
a parallel between tissue reactions in the brains of patients with the immune
deficiency syndrome and newborns that are also immunologically “deficient”
(not mature). The hardly noticeable inflammatory infiltrations in case 2 also
may reflect a deficiency of lymphocytic response in the course of the infection.
The coexistence of both CMV encephalitis and CNS cryptococcosis in this case
demonstrates the possibility of multiple opportunistic infections. Progressive
multifocal leukoencephalopathy in the CNS (case 3) presents a rather typical
picture of this syndrome. The abundance of reactive glial cells within the
pathological foci, their small size, and the great number of those foci (brain
hemispheres, cerebellum, and brain stem) may reflect the acute course with
rapid dissemination of virus.

The last case (case 4) presents lesions which are attributed directly to HIV
infection. These cases have appeared in our collection with higher frequency
during recent years. HIV infection is estimated to be the most common cause
of clinically diagnosed CNS involvement in the course of AIDS (Epstein et al.
1988; Rosenblum et al. 1988). The discovery of this syndrome was aided by
clinical observations of progressive dementia in AIDS patients (Ho 1985; Shaw
1985) and also by the knowledge of the type of AIDS virus. HIV belongs
to the group of cytopathic retroviruses, lentiviruses similar to visna virus which
is known for its neurotropism (Ho et al. 1987). Direct CNS infection with HIV
has been largely documented by detection of viral particles within the brain,
viral cultures of cerebrospinal fluid (CSF) and brain tissue, analysis of CSF
antibody production and other techniques (Rostad et al. 1987). It was said that
“HIV has as a target both the immune system and the nervous system” (Levy,
Bredesen 1988). The virus-like particles have been detected. in monocytes,
macrophages, particularly often in multinucleated giant cells, and also in glial
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and nerve cells (Stoler et al. 1986). Most likely the HIV invade the CNS
through infection of monocytes (Ho et al. 1987).

The lesions attributed to direct HIV infection are not morphologicaly
uniform. Nielsen and Davis (1988) use the name of subacute encephalitis,
accepting also other names for this disease: AIDS encephalopathy, giant cell
encephalitis and microglial nodule encephalitis. Ho et al. (1987) consider that
this subacute encephalitis includes gliosis of the cerebral cortex, focal necrosis
of the white matter, perivascular inflammation, formation of microglial
nodules and multinucleated giant cells and demyelination of the white matter.
Following the neuropathological studies of Kleihues et al. (1985), Budka et al.
(1987) as a result of a comprehensive analysis of a very large collection of cases
have distinguished two separate syndromes induced by HIV infection. The first
was called multifocal giant cell encephalitis (MGCE) and it was characterized
by perivascular infiltrations of rod cells, macrophages, monocytes and multi-
nucleated giant cells deriving from macrophages. The second, progressive
diffuse leukoencephalopathy (PDL) was characterized by diffuse myelin loss,
astroglial proliferation and the presence of mono- and multinucleated macro-
phages. A similar picture of AIDS-leukoencephalopathy was also given by
Rostad et al. (1987). The question arises whether the lack of distinction
between the two syndromes cited above could be due to the insufficient
sampling or inadequate sections in neuropathological examinations of HIV-
-infected brains. It seems possible in routinely examined material, but it is
highly unlikely in all the evaluated cases. The suggestion that the syndrome of
leukoencephalopathy evolves, with time, into subacute encephalitis, with
increased severity of disease was formulated by Petito (1988). It seems that the
possibility of some geographical variants in the morphology of CNS infection
by HIV should be considered. There is also a possibility that geographic
variations between hospital populations and the proportion of the various risk
factors in different populations may be responsible for a difference in the
picture of CNS involvement. These also, is a possibility that genetic variations
in HIV itself may produce varying pictures of disease (Benn et al. 1985; Levy
1988). '

Neither is the significance of microglial nodules in the syndrome of HIV
encephalitis clear. Budka et al. (1987) considered “‘nodular encephalitis’ to be
a separate syndrome in the majority of cases due to CMV infection. Kato et al.
(1987) concentrated on the significance of microglial nodules as HIV-attribut-
ed lesions in brain tissue and found microglial nodules in half of their material
with no opportunistic infection detected. He considered them as a histological
feature of AIDS encephalopathy or encephalitis and treated microglial nodules
as a nonspecific response to the virus (HIV or other). In our case, microglial
nodules were numerous, but multinucleated giant cells were not. In this case,
perivascular infiltration of macrophages with a few lymphocytes was not
common. There was no evident myelin pallor in the white matter. This overall
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picture of CNS changes is very often seen in our material. The differential
diagnosis between HIV encephalopathy or encephalitis is not easy, particularly
if microglial nodules are underestimated in this syndrome. This case may
illustrate the scenario of very acute disease in a patient dying before a full
pathological picture of lesions could develop. Aseptic meningitis, which was
described in the course of HIV infection, was not observed in our material.
_ The problem of HIV encephalopathy or encephalitis is particularly
important in pediatric cases. It was observed (Belman et al. 1988), and it is
demonstrated in our collection that opportunistic infections are relatively rare
in children, possibly because of limited exposure or less dramatic immunode-
ficiency. On the other hand, direct HIV infection of the CNS is highly probable
in the majority of infants with AIDS or AIDS-related complex (ARC),
(Epstein et al. 1988). The cause of microcephaly (primary or secondary
atrophy? regressive lesions? arrested development?) in the course of HIV
infection remains unclear. The vascular changes with calcium deposits in
pediatric cases and their relations to HIV also require further investigation.
We have not focused our attention on neoplastic processes in the CNS in
the course of AIDS, those being v:ell known and rare in our material. We are
aware that on the basis of our material, we are not able to discuss all the
problems of CNS involvement in the course of AIDS. Nevertheless, it presents
a wide spectrum of changes as observed during a relatively long span of time in
one of the largest neuropathologic collections of AIDS cases. It may indicate
which types of change require our present most extensive investigation.

NOWE DANE O USZKODZENIU OSRODKOWEGO UKELADU NERWOWEGO
W PRZEBIEGU AIDS

” Streszczenie

Przedstawiono przeglad zmian w ukladzie nerwowym w przebiegu nabytej niewydolnosci
immunologicznej (AIDS). Przeanalizowano 168 przypadkow zebranych w latach 1982— 1987
w Pracowni Neuropatologii Stanowego Uniwersytetu w Nowym Jorku. Wsréd badanych
przypadkow przewazali mezczyzni. Zaznaczylo si¢ znaczne zwigkszenie w ostatnich latach
przypadkow dziecigcych. Zakazenia oportunistyczne, zwlaszcza toksoplazmoza, kryptokokoza,
zakazenie wirusem cytomegalii oraz postgpujaca wieloogniskowa leukoencefalopatia- byly obser-
wowane w wielu przypadkach. Przedstawiono charakterystyczny obraz tych zakazen w AIDS na
podstawie wybranych przypadkéw. W przebadanym materiale zaobserwowano w kolejnych latach
1982 — 1987 stopniowy wzrost liczby przypadkoéw, w ktorych zmiany sa przypisywane bezposred-
niemu zakazeniu przez wirus HIV. Dochodzi wowczas do powstawania zespotéw neuropatologicz-
nych okre$lanych jako zapalenie moézgu lub leukoencefalopatia. Opisany w pracy przypadek
ilustruje zmiany umiarkowane, ale uwierzytelnione obecnoscia wielojadrzastych komorek olbrzy-
mich, wystepujace czgsto w omawianej kolekcji. Sa one trudne do zakwalifikowania do jednej
z proponowanych grup i stanowia podstawe do dyskusji tego problemu na podstawie przegladu
pismiennictwa. Wskazano na konieczno$¢ dalszych badan zespotéw neuropatologicznych w prze-
biegu AIDS, zwlaszcza wystgpujacych w przypadkach dziecigcych.
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IMMUNOCYTOCHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA
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Jednoznaczna identyfikacja réznych typow komorek w hodowlach tkanko-
wych ukladu nerwowego, ze wzglgdu na znaczny polimorfizm cechujacy
komorki rosnace in vitro, a takze ze wzgledu na wystgpowanie roznic
regionalnych i istnienie subpopulacji w ramach jednego typu komorek,
wymaga stosowania calego szeregu dostepnych obecnie antygenowych marke-
row komorkowych. Ekspresja antygenow zalezy od wielu czynnikow, m. in. od
wieku zwierzecia, od ktorego jest pobierana tkanka, od rodzaju hodowli
(organotypowa, dysocjowana, agregowana), a takze od sktadu srodowiska
odzywczego w jakim rosna hodowane komorki. Ta zmienno$¢ ekspresji
antygenowej, a takze wspomniany juz polimorfizm w pelni uzasadnia prowa-
dzenie tego rodzaju badan, gdyz dokladna charakterystyka antygenowa
komorek in vitro stanowi podstawg szeregu badan istotnych dla neurobiologii.

Zastosowana w niniejszej pracy metoda ABC ma szereg walorow. Jest
bardziej czuta niz stosowane dotychczas tzw. metody posrednie, co pozwala na
uzywanie wysokich rozcienczen surowic odpornosciowych i zmniejsza intensy-
wnos¢ tla. Zastosowanie metody ABC z uzyciem kompleksu czerwieni teksas-
kiej ze streptawidyna powoduje, ze uzyskane zabarwienie preparatow jest
trwale, praktycznie nie wystepuje zabarwienie tla, a wskutek niewystepowania
zjawiska wygaszania $wiecenia, mozliwe jest kilkakrotne fotografowanie tego
samego pola. Ponadto kompleks przeciwcial pierwszej i drugiej warstwy
z awidyna jest mniejszy od kompleksu stosowanego na przyklad w metodzie
PAP, co pozwala na lepsza penetracj¢ w glab tkanki.

Celem przeprowadzonych w obecnej pracy badan bylo okreslenie wystepo-
‘wania i lokalizacji komorkowej kilku swoistych markerow w organotypowej
hodowli mozdzku noworodka szczura,. rosnacej in vitro w ciagu 5 tygodni.
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MATERIAL T METODY

Badania przeprowadzono na organotypowych hodowlach mézdzku nowo-
rodkow szczurzych. Hodowle zakladano i prowadzono w sposéb rutynowy,
opisany uprzednio (Krasnicka, Mossakowski 1965). Do $rodowiska odzywcze-
go dodawano 30% surowicy ludzkiej i zmieniano je & 3 dni. Wyselekcjonowa-
ne hodowle po 1, 2, 3, 4 i 5 tygodniach wzrostu przemywano dokladnie PBS
(2 x 15 min), utrwalano w zimnym (—20°C) acetonie przez 4 min i suszono na
powietrzu w temperaturze pokojowej. Preparaty przechowywano w —20°C.

Metoda kompleksu awidyna-biotyna ( ABC). Odczyn ABC wykonywano
wedlug metody opisanej przez Hsu i wsp. (1981), w modyfikacji Maunoury’ego
(informacja ustna), przy zastapieniu kompleksu z peroksydaza kompleksem
streptawidyna-czerwien teksaska (Texas Red). Utrwalone hodowle inkubowa-
no z normalng surowica kozia rozcienczona 1:20 w buforze fosforanowym
o pH 7,2 przez 30 min lub z normalna surowica konska, rozcienczong 1:20,
w przypadku stosowania przeciwcial monoklonalnych, a nastgpnie przez 60
min z odpowiednig surowica odpornosciowa, rozcienczong wstepnie 1:2
w glicerolu i przechowywana w —20°C. Surowice odpornosciowe byly
rozcienczone bezposrednio przed uzyciem w normalnej surowicy koziej lub
konskiej. Po inkubacji z surowica odpornosciowa preparaty ptukano przez 10
min w buforze fosforanowym i inkubowano przez 30 min kompleksem
biotynowanych kozich immunoglobulin przeciwko IgG kroéliczym rozcienczo-
nym 1:200 lub z biotynowanymi przeciwcialami konskimi przeciwko IgG
mysim, takze w rozcienczeniu 1:200. Po plukaniu przez 10 min w buforze,
hodowle inkubowano z kompleksem streptawidyna-czerwien teksaska rozcien-
czonym 1:200 przez 30 min w ciemnosci, plukano 10 min w buforze
i dobarwiano jadra komorkowe barwnikiem Hoechst 33258, w roboczym
rozcienczeniu 1:1000 (roztwor wyjsciowy 50 pg/ml) przez 20 min. Po plukaniu
w buforze fosforanowym preparaty montowano w zbuforowanej glicerynie,
ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym firmy Leitz z odpowiednim zesta-
wem filtrow i fotografowano na filmie Kodak.

Surowice i odczynniki. 1. Surowica odpornosciowa krolicza przeciwko
GFAP (Dakopatts, Dania). 2. Surowica odpornosciowa krolicza przeciwko
GFAP z mozgu jagnigcia otrzymana w laboratorium dra Delpecha (Rouen,
Francja). 3. Surowica przeciwko biatku S-100"(BRL, Francja). 4. Surowica
przeciwko wimentynie otrzymana w laboratorium dr Maunoury (Paryz,
Francja). 5. Przeciwciala monoklonalne mysie przeciwko neurofilamentom
(Vector Laboratories, USA). 6. Biotynowane przeciwciala kozie przeciwko IgG
kroliczym i biotynowane przeciwciala konskie przeciwko IgG mysim (Vectas-
tain, USA). 7. Kompleks streptawidyna-czerwien teksaska (Vectastain, USA). 8.
Barwnik Hoechsta (bis-benzimide H 33258, Serva, NRF). Wszystkie stosowa-
ne odczynniki i surowice, z wyjatkiem surowicy przeciwko GFAP firmy
Dakopatts, otrzymano od dr Maunoury z Laboraterium Anatomii Patologicz-
nej Szpitala Swietej Anny w Paryzu.
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WYNIKI

W wiekszosci komorek hodowli mézdzku we wszystkich badanych okresach
wzrostu (1 —5 tygodni) stwierdzano dodatnia reakcje z obiema stosowanymi
surowicami przeciwko GFAP, a odczyn wykazywal duza intensywnosc (ryc.
1). Zwracata uwage znaczna roéznorodnos¢ ksztatltow astrocytow, w zaleznosci
od ,,strefy” hodowli, odleglosci od eksplantatu, a takze od tego czy komorki
rosty w duzych skupieniach, czy byly oddalone od siebie i wystepowaty

Ryc. 1. Hodowla 3-tyg. Odczyn ABC z surowica przeciwko GFAP z mozgu jagnigcia, 1:1000.
Widoczna grupa komorek o réznej intensywnosci swiecenia. W centrum widoczny duzy astrocyt
z charakterystyczna wioknista struktura cytoplazmy. Pow. 500 x

Fig. 1. Three-week culture. Antiserum against GFAP from lamb brain diluted 1:1000. Group of
cells with fluorescence of different intensity. Great astrocyte with characteristic fibrillary pattern of
cytoplasm is visible in the center. x 500

pojedynczo. Astrocyty w duzych skupieniach mialy liczne, cienkie, bardzo
intensywnie barwiace si¢ wypustki i mate perykariony (ryc. 2), komorki lezace
pojedynczo w strefie wzrostu miaty wypustki krotkie i szerokie, a w odczynie
na GFAP wyrazny byl charakterystyczny, wioknisty obraz cytoplazmy (ryc. 3),
co bylo szczegolnie wyraznie widoczne w hodowlach starszych (ryc. 4).
Obserwowano ponadto pewne roznice intensywnosci $wiecenia w zaleznosci od
uzytej surowicy: surowica przeciwko GFAP z mozgu jagnigcia, otrzymana
w laboratorium dr Delpecha, szczegolnie intensywnie reagowala z antygenem
w wypustkach astrocytéw (ryc. 2), podczas gdy w reakcjach z surowica z firmy
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Ryc. 2. Hodowla 3-tyg. Surowica przeciwko GFAP z mozgu jagnigcia, 1:1000. Fragment hodowli
7 silnie wyrazona fluorescencja wypustek astrocytarnych. Pow. 250 x
Fig. 2. Three-week culture. Anti GFAP antiserum as in Fig. 1. Culture fragment with strongly
fluorescent astrocytic processes. x 250

Ryc. 3. Hodowla 3-tyg. Surowica przeciwko GFAP (Dako), 1:1000. ,,Reaktywne’ astrocyty lezace
w strefie wzrostu. Pow. 1200 x
Fig. 3. Three-week culture. Anti GFAP antiserum (Dako) diluted 1:1000. **Reactive™ astrocytes in
the growth zone. x 1200



Ryc. 4. Hodowla 4-tyg. Surowica przeciwko GFAP (Dako), 1:500. Epitelioidalne, ,,plaskie™
astrocyly w strefic wzrostu. 7 wyraznie zaznaczona wioknista struktura cytoplazmy. Pow. 1200 x

Fig. 4. Four-week culture. Anti GFAP antiserum (Dako) diluted 1:500. Epithelioid “flat™
astrocytes in the growth zone with clearly visible fibrillary structure of cytoplasm. x 1200

Ryc. 5. Hodowla 3-tyg. Surowica przeciwko wimentynie, 1:2000. Grupa komorek z bardzo silna
fluorescencja peczkow filamentow posrednich; zwraca uwage inny charakter odczynu niz
w przypadku GFAP. Pow. 900 x »
Fig. 5. Three-week culture. Anti vimentin antiserum diluted 1:2000. Group of cells with very strong
fluorescence of bundles of intermediate filaments; note different pattern of fluorescence in
comparison with GFAP. x 900
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Dako, nawet w miejscach bardzo gestego wzrostu komorek nie obserwowano
tak intensywnego $wiecenia cienkich wypustek.

Znaczna liczba komoérek w hodowlach, w réznych okresach wzrostu in
vitro, w odczynie z surowica przeciwko wimentynie wykazywala wystgpowanie
filamentow posrednich zawierajacych ten marker, w postaci wioknistych
struktur w cytoplazmie (ryc. 5). Wimentyna, jak wiadomo, nie jest swoistym
markerem komorek ukladu nerwowego i bez uzycia metody podwojnego
barwienia nie mozna rozstrzygnac, jakiego typu sa dodatnie komorki (astrocy-
ty? fibroblasty?), niemniej zwazywszy na znaczna ich liczbe we wszystkich
hodowlach mozna przyjac, ze wimentyna wystepuje w hodowanych astrocy-
tach, ktore stanowia przewazajaca populacje w hodowlach tego typu. Roézno-
rodnos¢ dodatnich komorek jest wyraznie widoczna na rycinie 6, gdzie za
pomoca podwojnej ekspozycji tego samego pola uwidoczniono takze jadra
komorkowe zabarwione barwnikiem Hoechsta.

Reakcja z surowica przeciwko biatku S-100 byla znacznie stabiej wyrazona.
W hodowlach 1- i 2-tygodniowych obserwowano pojedyncze pozytywne
komorki ze stabym odczynem w cytoplazmie. W hodowlach 3-tygodniowych
1 starszych, odczyn o umiarkowanym nat¢zeniu i homogennym lub ziarnistym
charakterze wystgpowat w perykarionach czesci komorek glejowych i w niekto-
rych wypustkach (ryc. 7).

Ryc. 6. Hodowla 3-tyg. Surowica przeciwko wimentynie, 1:2000. Podwojna ekspozycja tego

samego pola przy zmianie filtrow pozwala na uwidocznienie widknistej struktury odczynu na

wimentyng i dodatnich jader komorkowych po zabarwieniu barwnikiem Hoechsta. Zwraca uwage
zréznicowane nasilenie fluorescencji w roznych komérkach. Pow. 400 x

Fig. 6. Three-week culture. Anti vimentin antiserum diluted 1:2000. Double exposition of the same
field reveals fibrillary structure of vimentin fluorescence and cellular nuclei positive after Hoechst
staining. Note different intensity of fluorescence. x 400 3
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Ryc. 7. Hodowla 3-tyg. Surowica przeciwko biatku S-100, 1:2000. W niektérych komorkach
glejowych homogenna lub ziarnista fluorescencja o réznym nasileniu. Pow. 500 x

Fig. 7. Three-week culture. Anti S-100 protein antiserum diluted 1:2000. Homogeneous or
granular fluorescence of different intensity visible in some cells. x 500

Ryc. 8. Hodowla 2-tyg. Monoklonalne przeciwciala przeciwko neurofilamentom. Wyraznie
widoczna pozytywna reakcja w wypustkach neuronéw lezacych w eksplantacie. W celu lepszego
uwidocznienia fluorescencji neurocytéw negatyw nadmiernie naswietlono. Pow. 700 x
Fig. 8. Two-week culture. Monoclonal antibodies against neurofilaments. Fluorescence in the
neuronal processes lying in the explant. Photogram was overexposed for better visualization of
fluorescence in neurocytes. x 700
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Nie obserwowano $wiecenia w strefie wzrostu hodowli przy zastosowaniu
przeciwcial monoklonalnych przeciwko neurofilamentom. Reakcje pozytywna
obserwowano w wypustkach neuronow lezacych w eksplantatach mtodszych,
1- i 2-tygodniowych hodowli (ryc. 8). Po tym okresie $wiecenia wypustek nie
obserwowano; perykariony neuronoéw byly negatywne przez caly czas wzrostu
hodowli.

Wszystkie odczyny kontrolne byly ujemne. Jedna z kontroli, gdzie odczyn
wykonywano z pomini¢ciem surowicy odpornosciowej, przedstawia rycina 9.
Przy podwojnej ekspozycji tego samego pola nie obserwuje si¢ fluorescencji
w zadnych elementach komorkowych, z wyjatkiem jader zabarwionych barw-
nikiem Hoechsta.

Ryc. 9. Hodowla 3-tyg. Kontrola. Inkubacja bez surowicy odpornosciowej. Podwajna ekspozycja
tego samego pola. widoczne jedynie jadra komérkowe. Pow. 500 x

Fig. 9. Three-week culture, control. Incubation without immune serum. Double exposition of the
same field for visualization of cellular nuclei. x 500

OMOWIENIE

W wigkszosci komorek w organotypowej hodowli mozdzku noworodka
szczura stwierdzono dodatnia reakcj¢ immunohistochemiczna z przeciwciatami
przeciwko GFAP. Fluorescencja zlokalizowana byta w cytoplazmie perykario-
now i wypustek astrocytow, wykazujac zazwyczaj typowa wloknista strukture.
W miare dojrzewania hodowli nastepowal wzrost intensywnosci fluorescencji
polaczony z pojawianiem si¢ bardziej zroznicowanych morfologicznie komo-
rek. Obserwowano ponadto roznice w intensywnosci reakcji pomigdzy po-
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szczegolnymi komoérkami i ,,strefami” hodowli: wiele astrocytow lezacych
w strefie wzrostu wykazywato morfologiczne cechy astrocytow reaktywnych.
Uzyskane wyniki potwierdzaja obserwacje innych autoroéw, wykazujace, ze
astrocyty in vitro, tak, jak i in situ zawieraja w cytoplazmie liczne filamenty
posrednie barwiace si¢ dodatnio w reakcji z surowicami anty-GFAP. Wykaza-
no to w hodowlach zakladanych z eksplantatow (Antanitus i wsp. 1975),
a takze w jednowarstwowych dysocjowanych (Manthorpe i wsp. 1979;
Fedoroff i wsp. 1983, 1984). Goldman i Chiu (1984a,b) stwierdzili, ze astrocyty
o ksztattach gwiazdzistych zawieraja wigcej GFAP niz astrocyty ,,plaskie”,
epitelioidalne, co zostalo potwierdzone takze w niniejszej pracy.

We wszystkich hodowlach obserwowano intensywna fluorescencje w reak-
cji z surowica przeciwko wimentynie. Antygen ten, nie bedac swoistym
markerem ukladu nerwowego, wystepuje w komorkach zawierajacych filamen-
ty posrednie. W astrocytach jego obecnos¢ stwierdzano zaréwno w tkance
(Mares i wsp. 1988), jak i w hodowli (Chiu i wsp. 1981; Schnitzer i wsp. 1981;
Yen, Fields 1981). Dane dotyczace poziomu tego markera w astrocytach sa
czgsto sprzeczne: Ciesielski-Treska i wsp. (1984) stwierdzili, ze poziom wimen-
tyny pozostaje bez zmian, natomiast Goldman i Chiu (1984b) uwazaja, ze
poziom tego markera wzrasta jednocze$nie z zawartoscia w komorce GFAP.
Szczegolnie silny odczyn fluorescencyjny, $wiadczacy o znacznej zawartosci
tego markera zwiazanego z cytoskeletonem w niektorych komorkach hodowa-
nych in vitro, jest najprawdopodobniej zwiazany z adaptacja komorek do
warunkow hodowli. Paetau (1988) za pomoca podwodjnej metody immunofluo-
rescencji posredniej stwierdzil, ze w pierwotnych hodowlach glejowych od 20
do 70% komorek zawiera zarowno GFAP, jak i wimentyng i uwaza, ze
wspolwystepowanie obu antygenow jest powszechne w hodowanych astrocy-
tach.

‘We wszystkich badanych okresach wzrostu hodowli obserwowano staba
fluorescencje w reakcji z surowica przeciwko biatku S-100, a wiekszosc
komorek nie wykazywata $wiecenia. Obecnos¢ biatka S-100 wykazano w obu
typach komorek glejowych, jakkolwiek niektorzy autorzy reprezentuja poglad.
ze jest to antygen astrocytarny i wystepuje w astrocytach GFAP-dodatnich
(Kim, 1985). Obrazy uzyskane w reakcjach z surowica anty-GFAP $wiadcza
o przewadze astrocytow w organotypowych hodowlach moézdzku, w ktorych
jednak stwierdzony poziom biatka S-100 nie jest wysoki. Wiadomo, ze
zawartos$¢ tego antygenu w komorkach glejowych w ukladzie nerwowym
roznych zwierzat i czlowieka wykazuje znaczne wahania. Jego poziom ulega
takze zmianom (znacznie wigkszym niz GFAP) w zaleznosci od stadium
rozwojowego komorki i od warunkow hodowli in vitro. Stosunkowo wysoka
zawarto$¢ surowicy w stosowanym przez nas medium odzywczym moze
hamowa¢ ekspresje tego antygenu (Gysin i wsp. 1980).

W badanych hodowlach nie stwierdzono dodatniego odczynu immunocy-
tochemicznego z przeciwcialami,monoklonalnymi przeciwko neurofilamentom
w strefie wzrostu hodowli. W eksplantatach dodatni odczyn byt widoczny
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w postaci dos¢ silnej fluorescencji wypustek neuronéw w miodszych, 1-
i 2-tygodniowych hodowlach; nie obserwowano $wiecenia perykarionow.
W tego typu hodowlach neurony w strefie wzrostu sa obserwowane bardzo
rzadko, jest mozliwe, ze w takich warunkach hodowli neurony nie przezywaja
dhuzej niz dwa tygodnie. Z drugiej strony wiadomo (Pelc i wsp. 1986), ze obraz
barwienia si¢ cial komoérkowych i wypustek roznych neuronéw moézdzku jest
bardzo zmienny i najprawdopodobniej, podobnie jak to jest w przypadku
neurono-swoistej enolazy, takze i przeciwciala przeciwko neurofilamentom
reaguja tylko z okreslona subpopulacja wypustek neuronalnych. Szczegolnie
dotyczy to przeciwcial monoklonalnych, ktore wiaza si¢ na perykarionach
i wypustkach w sposob wybiorczy, zalezny od gatunku zwierzgcia, okolicy
mozgu i charakterystyki przeciwcial.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze zastosowanie kilku surowic prze-
ciwko réznym markerom komoérkowym, w czulym tescie, jakim jest metoda
kompleksu awidyna-biotyna, umozliwia znacznie bardziej swoistq i znacznie
bardziej prawidlowa charakterystyke komorek z réznych okolic mézgu w ho-
dowlach in vitro.

IMMUNOCYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF ORGANOTYPIC
CEREBELLUM CULTURE BY MEANS
OF AVIDIN-BIOTIN-COMPLEX METHOD

Summary

The occurrence and cellular localization of some CNS antigenic markers were studied in
organotypic cultures of newborn rat cerebellum grown for up to 5 weeks. The avidin-biotin-
-complex method was employed using polyclonal immune sera against glial fibrillary acidic protein
(GFAP). S-100 protein and vimentin, and monoclonal antibodies against neurofilaments.

In all cultures GFAP was selectively localized in astrocytes, both in perikarya and in cellular
processes. The difference in immunoreactivity between particular cells and culture “zones”, and
considerable morphological polymorphism of the astrocytes were noted. In majority of cells the
immunostaining for vimentin was very intensive, whereas reaction with antiserum against S-
-100 protein was weak or negative. Neurofilament antigen was localized only in neuronal processes
lying in explants of the younger — one- to two-week cultures.

PISMIENNICTWO

1. Antanitus D.S., Choi B.H., Lapham L. W.: Immunofluorescence staining of astrocytes in vitro
using antiserum to glial fibrillary acidic protein. Brain Res, 1975, 89, 363 —367.

2. Chiu D.C., Norton W.T., Fields K.L.: The cytoskeleton of primary astrocytes in culture
contains actin, glial fibrillary acidic protein and the fibroblast-type filament protein, vimentin.
J Neurochem, 1981, 37, 147—155.

3. Ciesielski-Treska J., Ulrich G., Mensch C., Aunis D.: Electrophoretic pat'ern and distribution
of cytoskeletal proteins in flat epithelioid and stellate process-bearing astrocytes in primary
culture. Neurochem Int, 1984, 6, 533 —543.

4. Fedoroff S., Withe R., Subrahmayan L., Kalnins V.1.: Astrocyte cell lineage. II. Mouse fibrous

http://rcin.org.pl



10.

11

12.

17

18.

19,

Immunocytochemia hodowli moézdzku 321

astrocytes and reactives astrocytes in cultures have vimentin and GFAP-containing intermedi-
ate filaments. Dev Brain Res, 1983, 7, 303—315.

. Fedoroff S., Neal J., Opas M., Kalnins V.L.: Astrocyte cell lineage. III. The morphology of

differentiating mouse astrocytes in colony culture. J Neurocytol, 1984, 13, 1—20.

. Goldman J.E., Chiu F.C.: Growth kinetics, cell shape, and the cytoskeleton of primary

astrocyte culture. J Neurochem, 1984a, 42, 175—184.

. Goldman J.E., Chiu F.C.: Dibutyryl-cyclic AMP causes intermediate filament accumulation

and actin reorganization in astrocytes. Brain Res, 1984b, 306, 85—95.

. Gysin R., Moore B.W., Proffitt R.T., Deuel T.F., Caldwell K., Glaser L.: Regulation of the

synthesis of S-100 protein in rat glial cells. J Biol Chem. 1980, 255, 1515—1520.

Hsu S. M., Raine L., Fanger H.: Use of avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) in
immunoperoxidase techniques: a comparison between ABC and unlabelled antibody (PAP)
procedures. J Histochem Cytochem, 1981, 29, 577—580.

Kim S.U.: Antigen expression by glial cells grown in culture. J Neuroimmunol, 1985, 8,
255—282.

Krasnicka Z., Mossakowski M.J.: Zagadnienie zmiennosci morfologicznej tkanki glejowej
hodowanej in vitro. Neuropatol Pol, 1965, 3, 397—408.

Manthorpe M., Adler R., Varon S.: Development, reactivity and GFA immunofluorescence of
astroglia-containing monolayer cultures from rat cerebrum. J Neurocytol, 1979, 8, 605—621.

. Mares V., Viklicky V., Gerstein L.M., Draber P., Ciesielski-Treska J.: Immunocytochemistry

and heterogeneity of rat brain vimentin. Histochemistry, 1988, 88, 575—581.

. Osborn M., Ludwig-Festl M., Weber K., Bignami A., Dahl D., Bayreuther K.: Expression of

glial and vimentin type intermediate filaments in cultures derived from human glial material.
Differentiation 1981, 19, 161 —167.

. Paetau A., Virtanen 1., Stenman S., Kurki P., Linder E., Vaheri A., Westermark B., Dahl D.,

Haltia M.: Glial fibrillary acidic protein and intermediate filaments in human glioma cells.
Acta Neuropathol (Berl), 1979, 47, 71—74.

. Paetau A.: Glial fibrillary acidic prbtein, vimentin and fibronectin in primary cultures of

human glioma and fetal brain. Acta Neuropathol (Berl), 1988, 75, 448 —455.

Pelc S., Fondu P., Gompel C.: Immunohistochemical distribution of glial fibrillary acidic
protein, neurofilament polypeptides and neuronal specific enolase in the human cerebellum:
J Neurol Sci, 1986, 73, 289—297.

Schnitzer J., Franke W.W., Schachner M.: Immunocytochemical demonstration of vimentin in
astrocytes and ependymal cells of developing and adult mouse nervous system. J Cell Biol,
1981, 90, 435—447.

Yen S.H., Fields K.L.: Antibodies to neurofilament, glial filament, and fibroblast intermediate
filament proteins bind to different cell types of the nervous system. J Cell Biol. 1981, 88,
115—126.

Adres autorki: Zaklad Neuropatologii, Centrum Medycyny Doswxadczalnej i Klinicznej

PAN, Warszawa 00—784, ul. Dworkowa 3.

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL.. 1989, 27, 3
PL ISSN 0028-3894

KRYSTYNA RENKAWEK. JERZY W. LAZAREWICZ

PROTECTIVE EFFECT OF THE CALCIUM ENTRY BLOCKER,
NIMODIPINE ON CEREBELLAR ORGANOTYPIC CULTURES
SUBMITTED TO ANOXIA

Departments of Neuropathology and Neurochemistry. Medical Research Centre, Polish Academy
of Sciences, Warszawa

The tissue culture model of anoxia which eliminates systemic or vascular
factors in brain damage is very useful in pathomorphological studies of cell
injury (Renkawek et al. 1986). The possible implication of massive cellular
calcium overloading in the pathogenesis of brain cell lesion during ischemic
anoxia has been described (Lazarewicz et al. 1978; Siesjo, Wieloch 1985),
although there exist opinions that this effect could be an unspecific epiphenom-
enon (Hossmann et al. 1985). The present study shows that cerebellar
cultures exposed to anoxia in nimodipine-containing medium are protected by
the calcium blocker, indicating an involvement of calcium in anoxia-evoked
brain cell damage.

MATERIAL AND METHODS

Organotypic cultures were prepared from newborn Wistar rat cerebella.
The cultures were grown in Carrel flasks in standard medium consisting of:
70% Earle’s solution (with 0.20 g/l of CaCl,, 30% human serum and 600 mg%
glucose. On the seventh day the cultures were exposed to 30-min anoxia in
specially adapted Carrel flasks for permanent nitrogen flow, in standard
medium or in medium with nimodipine (Bayer, A.G.). Nimodipine (1073
M stock solution in 96% ethanol) prepared and processed in darkness was
diluted in a nutrient medium to a final concentration of 10”7 M immediately
before experiments with anoxia. The cultures growing in standard conditions
served as control for both experimental groups subjected to anoxia.

The cultures from both experimental groups were appropriately fixed for
light microscopic and electron microscopic studies 30 min, 24 and 72 hours
after anoxia. For light microscopy cultures were stained by routine histological
methods including H-E and toluidine blue. For electron microscopy. the
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cultures were fixed in cold 2% glutaraldehyde for 1/2 h. The tissues were then
rinsed in cacodylate buffer, pH 7.2 for 1 h and postfixed for 1 h in 1% osmium
tetroxide in cacodylate buffer, pH 7.2. After dehydration, the cultures were
embedded in Epon 812, cut on an ultramicrotome, counter-stained with uranyl
acetate and lead citrate and examined in a JEM 100B electron microscope.

RESULTS

Under the light microscope, the cultures examined 30 min after anoxia
showed distinct morphological changes of the glial cells as compared with the
control. In the outgrowth zone surrounding the explant astrocytes appeared
swollen, their processes shortened and fragmented. Numerous enlarged, poorly
stained glial nuclei were present. In the majority of cultures surviving up to
72 h following anoxia morphological abnormalities were still pronounced
(Fig. 1). Glial cells were often deprived of the processes, numerous vacuoles
appeared in their cytoplasm. Cells with abundant cytoplasm were seen.

In the cultures containing nimodipine in the medium studied 30 min after
anoxia, the nature and intensity of cellular alterations were essentially similar
to the anoxia-induced changes described above. After 72 h in cultures
containing still nimodipine in the medium less pronounced structural abnor-
malities were seen as compared with their anoxia-treated counterparts (Fig. 1a).
Fragmentation of cellular processes and degeneration of perikaryal cytoplasm
were much less common and, if present, less intensive.

Electron microscopic study revealed after 30-min anoxia severe damage of
the glial cells, while neurons were only slightly affected. Glial cells, mostly
astrocytes, showed considerable swelling of the cytoplasm and reduction of the
organelles leading to a watery appearance of the majority of cells. A later
feature of astrocytic damage, although occasionally seen also in early stages
after anoxia, was disruption of the mitochondrial cristae, accumulation of lipid
droplets, large vacuoles or lamellar residual bodies. In cultures after 72
h following anoxia distinct pathological changes were also found in neurons.
Granular neurons and Purkinje cells showed a decreased number of rough
endoplasmic reticulum channels, reduction in number of ribosomes or organ-
elles destruction (Fig. 2).

In cultures kept in the medium with nimodipine, observed 30 min after
anoxia, the structural changes were not as intensive as after anoxia in standard
nutrient medium, but still present in -the majority of the astrocytes. On the
third day after anoxia in the cultures remaining in nimodipine-containing
medium the above described abnormalities were absent (Fig. 2a). All types of
neurons including Purkinje cells were unchanged. In some cultures only a few
glial cells showed a diminished number of organelles, presence of vacuoles or
residual bodies. Nevertheless, most glial cells exhibited well preserved mitochon-
dria, Gologi apparatus, gliofilaments or gliotubules.

http://rcin.org.pl



Cytoprotective effect of nimodipine 325

Fig. 1. Seven-day-old culture of rat cerebellum. Three days after anoxia. Swollen astrocytes with
shortened processes and vacuoles. H—E. x 400. a. The culture after anoxia kept 72 h in a medium
containing nimodipine. Glial cells with normal morphological appearance. H—E. x 350
Ryc. 1. Siedmiodniowa hodowla mozdzku szczura. Trzy dni po niedotlenieniu. Obrzmiale
astrocyty z krotkimi wypustkami i wakuolami. H— E. Pow. 400 x . . Hodowla 72 godz. po anoksji
w medium zawierajacym nimodiping. Komorki glejowe wykazuja prawidtowy obraz morfologicz-
ny. H—E. Pow. 350 x
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Fig. 2. Three days after anoxia. Both astrocyte (A) and neuron (N) showing damage of the
cytoplasmic organelles; vacuoles and residual bodies are present in the cytoplasm. x 8 000. a. The
culture 72 h after anoxia kept in nimodipine-containing medium. All types of cells are unchanged:
3 astrocyte (A), Purkinje cells (P) and granular neuron (GR).x 6 000

Rve. 2. Trzy dni po niedotlenieniu. Zarowno w cytoplazmie astrocytu (A). jak i neuronu (N)
obecne sa uszkodzenia organelli i wakuole oraz ciata geste. Pow. 8 000 x . a. Hodowla po 72 godz.
w medium zawierajacym nimodiping. Niezmienione komorki: astrocyty (A), komorki Purkinjego

(P) i neurony ziarniste (GR). Pow. 6 000 x
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DISCUSSION

The protective properties of various calcium entry blockers against anoxic-
-ischemic disturbances in the brain were investigated on many experimental
models (for revue see Giesvold, Steen 1985). The beneficial effect of com-
pounds inhibiting voltage-sensitive calcium channels (VSCCs) was almost exclus-
ively related to improvement of cerebral blood flow, whereas their direct effect
on the brain cells has not been established (Giesvold, Steen 1985). The
cerebellar organotypic culture submitted to anoxia, which was used as a model
in our study permitted to ascertain a direct beneficial effect of nimodi-
pine, independently of any vascular factors. Although the protective effect
of nimodipine on the morphological cell structure was obvious, the possi-
ble mechanism and the role of Ca®* blockers in anoxia is not completely
elucidated. Particularly, the specificity of the nimodipine calcium blockage, the
period of action in reversible anoxia or the cell response as well as the type of
cells which are targets of nimodipine protection seem to be important in that
respect.

Although the inhibition of calcium channels in the brain by dihydropyridi-
ne derivatives is known to be limited to only a certain subclass of the
VSCCs — L-channels (Miller 1987), nevertheless the involvement of these
particular channels in the anoxic-ischemic calcium entry to brain cells is more
probable than of other subtypes of the VSCCs (Choi 1988). The significance
of direct inhibition by nimodipine of calcium channels which are responsible
for anoxic/ischemic Ca?” influx to brain cells was put in question by recent
results from our laboratories which demonstrated a key role of nimodipine-
-insensitive ionic channels coupled to NMDA-specific glutamate receptors in
that process and a very slight effectiveness of nimodipine applied directly to
the hippocampus (Pluta et al. 1988, 1989; Salinska et al. 1989). Systemic
nimodipine administration was much more effective, thus confirming the
importance of the vascular factor as a nimodipine site of action (Lazarewicz et
al. 1989).

The specificity of Ca entry blockers, when administered in higher doses, has
also been questioned, as they may inhibit Na' channels as well (Miller,
Freedman 1984) and interfere with the calmodulin signal-transducing system
(Thayer, Fairhurst 1983). In our studies nimodipine was used in a submicro-
molar range (10~7 M), where the unspecific inhibition of Na' channels by
dihydropyridine calcium blockers seems to be improbable. This conclusion
may be supported by the low effectiveness of nimodipine in protection against
early postanoxic damage, which is known to have an osmotic, Na ' -dependent
mechanism (Choi 1988). The participation of possible inhibition by nimodipi-
ne of calmodulin cannot be, however, excluded. Therefore, nimodipine in our
experiments may exert its effects by inhibition of Ca?” channels, and,
consequently, by diminution of anoxia-evoked Ca influx into the brain cells
and/or by inhibition of Ca?"-dependent, calmodulin-mediated intracellular
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processes. In both cases nimodipine action would be directed to the pathogenic
effects of calcium. .

As mentioned above. the much smaller effect of Ca2™ blockers on the cell
structure, observed immediately after anoxia, as compared with the pronounced
effect after 3 days, most probably reflects two distinct phases of anoxic cell
injury (Choi, 1988): early osmotic damage, dependent on the influx of
monovalent ions and H,O and further, a calcium-related irreversible insult. It
is difficult to assess to what extent the protective effect of nimodipine may be
attributed to the blockage of known secondary post-anoxic calcium accumula-
tion in the brain tissue (Yanagihara. McCall 1982; ilossmann et al. 1985)
and/or to inhibition of calcium-related intracellular mechanisms leading to
‘brain cell injury.

One of the important observations in our experiments was the relatively
sensitive, primary reaction of the astroglia to anoxic insult. The high
susceptibility of the astrocytes to nimodipine indicates the existence of VSCCs
in these cells as has been suggested in isolated and cultured astrocytes
(Lazarewicz et al. 1977; MacVicar 1984) and the sensitivity of these
channels to nimodipine, recently observed by others (Waltz et al. 1989). These
data agree with the opinions that astrocytes may actively participate in the
regulation of extracellular calcium concentration in the brain (Lazarewicz et al.
1977) and that the depolarization-dependent influx of calcium to astroglia may
under anoxic conditions constitute a compensatory mechanism which reduces
injurious calcium overload of neurons (Waltz et al. 1989).

Summarizing our results we have concluded that nimodipine prevents cell
destruction induced by anoxia in vitro, thus indicating the primary role of
calcium in the mechanism of cell damage.

OCHRONNY EFEKT DZIALANIA INHIBITORA KANALOW WAPNIA —
NIMODIPINY NA KOMORKI MOZDZKU W HODOWLI

Streszczenie

Hodowle organotypowe moézdzku szczura zostaly poddane 30 min niedotlenieniu i do czg$ci
hodowli podano nimodiping w stgzeniu 10 7 M. Niedotlenienie bylo powodem powstawania
obrzmienia astrocytow i zmian zwyrodnieniowych komorek nerwowych. Uszkodzenia morfologi-
czne byly znacznie mniejsze po 72 godz. po niedotlenieniu w hodowlach, ktore otrzymaty
nimodiping. Dyskutowana jest rola wapnia w mechanizmie uszkodzenia komorek.
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Excessive influx of calcium ions into the brain cells during hypoxia or
ischemia has been considered as a pathogenetic factor of cell injury (Lazare-
wicz et al. 1978; Siesjo, Wieloch 1985; Siesjo 1986). This hypothesis has been
supported by experimental results showing beneficial effects of the calcium
entry blocker — nimodipine preventing postanoxic cell injury (Beathmann,
Jansen 1986: Fujisawa et al. 1986; Mabe et al. 1986; Mossakowski, Gadamski
1987), although some of the results are negative (Barnett et al. 1986;
Vibulsresth et al. 1987). It was recently demonstrated in our laboratories that
systemic application of nimodipine was much more effective in the prevention
of ischemia-evoked calcium redistribution from the extracellular compartment
to rabbit hippocampal neurons than local administration directly to the
hippocampus (Pluta et al. 1988, Lazarewicz et al. 1989, Pluta et al. 1989),
which may suggest a predominantly vascular site of nimodipine action.

The results obtained in vivo represent a complex effect consisting of the
influence of nimodipine on both the parenchyma (Borgers 1985) and the brain
circulation, due to its known vasodilatory effects (Steen et al. 1983; Kazda,
Mayer 1985). The tissue culture model of anoxia used in the present study
allows to eliminate systemic or vascular factors in the brain damage and
permits to examine the direct cell response to anoxia or to evaluate the
preventing properties of some substances in experimental brain anoxia. Our
previous experiments on tissue culture submitted to anoxia in the presence of
nimodipine showed the cytoprotective effect of that calcium entry blocker,
lasting for 72 h after anoxia (Renkawek, Lazarewicz 1989).

The present experiments carried out on the same model designed to test,
whether the cytoprotective effect of nimodipine is restricted only to the anoxic
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period or is present also in the later period following anoxia, when reoxygen-

ation of the tissue takes place. Our results suggest that the cytoprotective effect

of nimodipine concerns the early postischemic period.

MATERIAL AND METHODS

Organotypic cultures of rat cerebellum were prepared and submitted to
~ anoxia according to the procedure described in our previous paper (Renkawek,
Lazarewicz 1989). The cultures grown in standard medium and conditions
were exposed on the seventh day in vitro to 30-min anoxia in specially adapted
Carrel flasks (Renkawek et al. 1986) in standard medium or in a medium
containing nimodipine in a final concentration of 10 7 M. Nimodipine was
added to the medium at the end of anoxia or 24 h afterwards. The cultures
were taken for light and electron microscopy immediately after anoxia (*0”
time) or 24 and 72 h after the experiment. The experimental material was
prepared in the same routine way as previously (Renkawek, Lazarewicz 1989).

RESULTS

Under the light microscope, the cultures exposed to anoxia in standard
conditions showed swelling of the glial cells, loss of their processes and
vacuolization of the cytoplasm. These changes were much less pronounced or
in the majority of cultures completely absent when nimodipine was added to
their nutrient medium immediately after anoxia. '

The first ultrastructural changes were noticeable in the fixed cultures “as
early as 0’ time of survival, that is the end of thirty-minute anoxia. At that
time most astrocytes were swollen and their cytoplasm was deprived of
organelles. Twenty four hours after anoxia glial changes consisted in microvacu-
olization, swelling of mitochondria or degeneration of other cytoplasmic
organelles. The neurons were less affected in the earliest stage of observation.
Neuronal alterations were seen 24 h after anoxia. They appeared as formation
of vacuoles, swelling of mitochondria, distention of endoplasmatic reticulum
channels and Golgi cisternae and disintegration of ribosomal rosettes. Some of
the glial cells nad neurons showed early chromatin clumping and finally cell
necrosis. Similar morphological changes were found in the cultures surviving
72 h after anoxia (Fig. 1), although the intensity of cell damage was less
pronounced and greatly varied in particular cells.

There was a marked contrast in morphological appearance between control
cultures submitted to anoxia and those studied after nimodipine application to
the culture medium after anoxia. In cultures kept in the medium containing
nimodipine added immediately after anoxia, the cells were not affected. All
types of neurons including Purkinje cells were unchanged (Fig. 2). The
majority of glial cells preserved their normal morphological structure (Fig. 3).
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Fig. 1. Cerebellar culture, 72 h after anoxia. Swelling and degeneration of the astrocyte. x 11 500

Ryc. 1. Hodowla moézdzku, 72 godz. po niedotlenieniu. Obrzmienie i zmiany zwyrodnicniowe
astrocytu. Pow. 11500 x

Fig. 2. Culture containing nimodipine added to the medium immediately after anoxia and
observed 72 h later. Unchanged neuron. x 11500

Ryc. 2. Hodowla zawierajaca nimodiping dodana do medium bezposrednio po niedotlenieniu.
Prawidlowa ultrastruktura neuronu. Pow. 11500 x
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Fig. 3. Culture containing nimodipine added to the nutrient medium immediately after anoxia and
observed 72 h later. Two normally-looking astrocytes filled with organelles and gliofilaments.
x 11500

Ryc. 3. Hodowla zawierajaca nimodiping podana bezposrednio po niedotlenieniu i badana po
uplywie 72 godz. Prawidlowe astrocyty zawierajace w cytoplazmie liczne organelle i gliofilamenty.
Pow. 11500 x

LY

S

Fig. 4. Culture containing nimodipine added 24 h after anoxia, observed 72 h after anoxia. Severe
ultrastructural abnormality of glia. x 11 500

Ryc. 4. Hodowla zawierajaca w srodowisku nimodiping podana w 24 godz. po niedotlenieniu,
badana w 72 godz. po anoksji. Cigzkie uszkodzenia ultrastruktury neurogleju. Pow. 11500 x
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This protective action in cultures treated with nimodipine 24 h after anoxia
was not visible (Fig. 4). These cultures devoloped similar morphological
changes to those exposed to anoxia without nimodipine in the medium.

DISCUSSION

A broad spectrum of cellular changes was noted in the cultures of
cerebellum subjected to anoxia. The cell damage was characterized by two
distinct pathological processes: selective glial swelling and glial and neuronal
degeneration and necrosis. Electron-microscopic examination revealed no
discernible differences between cell damage in the cultures after anoxia and in
those exposed to anoxia with nimodipine added to the medium 24 h after
anoxia. These results arc in great contrast with those for the group of cultures
treated with nimodipine immediatcly «fter anoxia. The latter cultures showed
no morphological altemtions during the survival time and 72 h after anoxia the
neurons and glial cells were found virtually intact.

The mechanism by which nimodipine prevents cell damage in cultures
subjected to anoxia is not completely elucidated. The findings of our previous
investigations (Renkawek, Lazarewicz 1989) and present results indicate that
cultures treated with nimodipine-supplemented media before anoxia and after
anoxia suffer no substantial cell damage. The beneficial effect of the calcium
entry blocker confirmed the opinion that cell damage in cerebellar cultures can
be aggravated by calcium influx into these cells. In fact, cell destruction has been
related to excessive accumulation of calcium ions in brain cells (Siesjo 1986).
An elevated cytosolic free calcium concentration in the cortical cells during
anoxia has been recently detected in vivo with the quin2 fluorescent
Ca?” -chelate probe (Uematsu et al. 1988). Later administration of the calcium
entry blocker (after 24 h), when the cells already suffer from calcium overload
has no effect on damaged cell membranes.

In spite of the relatively low concentration of nimodipine used in this
experimental model in vitro, its cytoprotective mechanism should be consid-
ered not only as a specific inhibition of L-type voltage-sensitive calcium
channels (VSCCs), which consequently resulted in protection against massive
calcium overload (Carvahlo et al. 1986; Miller 1987), but also us unspecific
inhibition of intracellular calcium-dependent signalling, particularly of the
calmodulin system (Thayer, Fairhurst 1983). The protection concerns neurons
but also astrocytes possessing voltage-sensitive calcium channels as well
(MacVicar 1984), which are susceptible to inhibition by dihydropyridines
(Waltz et al. 1989).

It was found in our study (Renkawek, Lazarewicz 1989) that cellular
alterations observed immediately after anoxia were not prevented by nimodipi-
ne present in the medium during the anoxic period and the nimodipine
protection was seen only after 3 days. This finding was in agreement with the
recently suggested discrimination between the early, osmotic phase of cell
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injury and the delayed, calcium dependent damage (Choi 1988). Prevention of
delayed neuronal death in the gerbil hippocampus by systemic application of
a calcium blocker after 5-min ischemia was recently reported by Mossakowski
and Gadamski (1987) and by Izumiyama and Kogure (1988), however, in their
in vivo studies it is difficult to discriminate between vascular and parenchymal
sites of action. Here we found that benefit may be obtained by administering
nimodipine to cell cultures even after anoxia.

Our results concerning time sequences of the nimodipine damage-prevent-
ing action may suggest that the beneficial effect of this drug is related not to
the inhibition of calcium entry to the cells during anoxia, but rather to the
interference with further calcium-related injurious phenomena. This con-
clusion agrees with other observations that in vive calcium entry blockers do not
prevent efficiently calcium influx into the brain cells during hypoxia and
ischemia (Peters 1986; Pluta et al. 1989). Moreover, a class of calcium
channels in the brain, regulated by excitatory amino acid receptors which seem
to be mainly involved in ischemic/anoxic calcium influx into neurons (Meld-
rum et al. 1985; Choi 1988; Salinska et al.. 1989), are insensitive to
dihydropyridine inhibitors of VSCCs (Riveros, Orrego 1986; Lazarewicz et al.
1987). Therefore, most important for cell survival seems to be prevention of
calcium-dependent intracellular events which may lead to cell injury, e.g.
inhibition by nimodipine of the calmodulin system (Thayer, Fairhurst 1983).
The other possible target of nimodipine action may be also a delayed
secondary influx of calcium after anoxia, a phenomenon comparable with that
observed after ischemia (Yanagihara, McCall 1982; Hossmann et al. 1985).
That effect is probably connected with dysfunction of neurons induced by the
anoxic episode, especially in the critical period up to 24 h after anoxia. The
mechanism of this secondary influx into the cells and its sensitivity to calcium
antagonists is unknown. It can be speculated that it is not an accompanying
epiphenomenon, a symptom of irreversible cell damage, but may be an
important pathogenic factor in cell injury, and possible blockade of this fatal
calcium entry would prevent cell damage.

The present results may have practical implications, because they point to
the possibility of nimodipine application not only for preventing anoxic
lesions, but also in the postanoxic period, in therapy after the hypoxic episode.

ZAPOBIEGANIE ZMIANOM STRUKTURALNYM W HODOWLI MOZDZKU
PRZEZ NIMODIPINE PODANA BEZPOSREDNIO PO ANOKSII

Streszczenie

Przeprowadzono obserwacje w mikroskopie elektronowym hodowli mézdzku poddanych 30
min niedotlenieniu, z ktorych czegs¢ zawierala w srodowisku odzywezym nimodiping. Nieprawidlo-
wosci morfologiczne wywolane niedotlenieniem polegaly na znacznym obrzmieniu astrocytow
i zmianach zwyrodnieniowych komarek nerwowych. Niedotlenienie nie wywelywalo zmian
strukturalnych w hodowlach, do ktorych medium nimodipina zostala podana bezposrednio po 30
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min. anoksji. Efekt ochronny nimodipiny byl nicobecny w hodowlach poddanych niedotlenieniu,
do ktorych bloker kanalow wapniowych podany zostal w 24 godz. po anoksji. Wyniki badan
wskazuja na istotng role wapnia w patogenezie uszkodzen komorkowych elementow tkanki
nerwowej w warunkach niedotlenienia.

|3

11.

13.

14.

15.

16.
17.

REFERENCES

. Beathmann A., Jansen M.: Possible role of calcium entry blockers in brain protection. Eur

Neurol, 1986, 25, suppl. 1, 102—114.

. Barnett G. G., Bose B., Little J. R., Jones S. C., Friel H. T.: Effects of nimodipine on acute

focal cerebral ischemia. Stroke, 1986, 17, 884 —890.

. Borgers M.: Morphological assessment of tissue protection.” In: Calcium entry blockers and

tissue protection. Eds.: T. Godfraind, P. M. Vanhoutte, S. Govoni, R. Paoletti., Raven Press,
New York, 1985, pp. 173—181.

. Carvahlo C. A. M., Coutinho O. P., Carvalho A. P.: Effects of Ca? " channel blockers on Ca2 "

translocation across synaptosomal membranes. J Neurochem, 1986, 47, 1774 —1784.

. Choi D. W.: Calcium-mediated neurotoxicity: relationship to specific channel types and role in

ischemic damage. Trends Neurosci, 1988, 11, 465—469.

. Fujisawa A., Matsumoto M., Matsuyama T., Ueda H., Wanaka A., Yoneda S., Kimura K.,

Kamada T.: The effect of the calcium e'mtagonist nimodipine on the gerbil model of
experimental cerebral ischemia. Stroke, 1986, 17, 748 —752.

. Hossmann K.-A., Grosse Ophoff B., Schmidt-Kastner R., Oschlies U.: Mitochondrial calcium

sequestration in cortical and hippocampal neurons after prolonged ischemia of the cat brain.
Acta Neuropathol (Berl). 1985, 68. 230—238.

. Izumiyama K., Kogure K.: Prevention of delayed neuronal death in gerbil hippocampus by

ion channel blockers. Stroke, 1988, 19, 1003 —1007.

. Kazda S., Mayer D.: Postischemic impaired reperfusion and tissue damage: consequences of

a calcium-dependent vasospasm? In: Calcium entry blockers and tissue protection. Eds.: T.
Godfraind, P. M. Vanhoutte, S. Govoni, R. Paoletti. Raven Press, New York, 1985, pp.
129—138.

. Lazarewicz J. W., Lehmann A., Hamberger A.: Effects of Ca?" entry blockers on kainate-

-induced changes in extracellular amino acids and Ca®" in vivo. J. Neurosci Res, 1987, 18,
341 —344.

Lazarewicz J. W., Majewska M. D., Wroblewski J. T.: Possible participation of calcium in the
pathomechanism of ischemic brain damage. In: Pathophysiological, biochemical and morpho-
logical aspects of cerebral ischemia and arterial hypertension. Eds.: M. J. Mossakowski. I.B.
Zelman, H. Kroh. Pol. Med. Publ.,, Warszawa, 1978, pp. 79 —86.

. Lazarewicz J. W., Pluta R., Salinska E., Puka M.: Beneficial effect of nimodipine on metabolic

and functional disturbances in rabbit hippocampus following complete cerebral ischemia.
Stroke, 1989, 20, 70—77.

Mabe H., Nagai H., Takagi T., Amiemura S., Ohno M.: Effect of nimodipine on cerebral
functional and metabolic recovery following ischemia in the rat brain. Stroke, 1986, 17,
501 —505.

MacVicar B. A.: Voltage-dependent calcium channels in glial cells. Science, 1984, 226,
1345 —1347.

Meldrum B., Evans M., Griffiths T., Simon R.: Ischemic brain damage: the role of excitatory
activity and of calcium entry. Br J Anaesth, 1985, 57, 44—46.

Miller R. J.: Multiple calcium channels and neuronal function. Science, 1987, 235, 46— 52.
Mossakowski M. J., Gadamski R.: Influence of calcium entry channel blocker on the ischemic
changes in sector CA, pyramidal neurons of Ammon’s horn in Mongolian gerbil (Polish text).
Neuropathol Pol, 1987, 25, 425—450.

http://rcin.org.pl



338 K. Renkawek, J. Lazarewicz

18

19,

20.

21

24.

25
26.

27

28.

29.

30.

31

32

. Peters T.: Calcium in physiological and pathological cell function. Eur Neurol, 1986, 25,

suppl. 1, 27—44.

Pluta R., Salinska E., Puka M., Lazarewicz J. W.: Differential effects of systemic and

intrahippocampal application of nimodipine in complete 15-min cerebral ischemia. J Cereb

Blood Flow Metab, 1989, 9 (Suppl. 1), 177.

Pluta R., Salinska E., Puka M., Stafiej A. and Lazarewicz J. W.: Early changes in extracellular

amino acid and calcium concentrations in rabbit hippocampus following complete 15-min

cerebral ischemia. Resuscitation, 1988, 16, 193—210.

Renkawek K., Herbaczynska-Cedro K., Mossakowski M. J.: The effect of prostacyclin on the

morphological and enzymatic properties of CNS cultures exposed to anoxia. Acta Neurol

Scand, 1986, 73, 111—118.

. Renkawcek K. Eazarewicz J. W.: Protective effect of the calcium entry blocker. nimodipine on
cerebellar organotypic cultures submitted to anoxia. Neuropatol Pol, 1989, 27.

. Riveros N., Orrego F.: N-methylaspartate-activated calcium channels in rat brain cortex

slices. Effect of calcium channel blockers and of inhibitory and depressant substances.

Neuroscience, 1986, 17, 541 —546.

Salinska E., Pluta R., Lazarewicz J. W.: Participation of NMDA receptors in ischemic changes

of calcium hoemostasis in rabbit brain. Biomed Biochim Acta, 1989, 40, S170-S173.

Siesjo B. K.: Calcium and ischemic brain damage. Eur Neurol, 1986, 25, suppl. 1, 45—56.

Siesjo B. K., Wieloch T.: Cerebral metabolism in ischemia: neurochemical basis for therapy.

Br J Anaesth, 1985, 57, 47—62. 3

Steen P. A., Newberg L.A., Milde J. H., Michenfelder J. D.: Nimodipine improves cerebral

blood flow and neurological recovery after complete cerebral ischemia in the dog. J Cereb

Blood Flow Metab, 1983, 3, 38—43.

Thayer S. A., Fairhurst A. S.: The interaction of dihydropyridine calcium channel blockers

with calmodulin and calmodulin inhibitors. Mol Pharmacol. 1983. 24. 6—09.

Uematsu D., Greenberg J. H., Reivich M., Kobayashi S., Karp A.: In vivo fluorometric

measurement of changes in cytosolic free calcium from the cat cortex during anoxia. J Cereb

Blood Flow Metab, 1988, 8, 367—374.

Vibulsresth S., Dietrich W. D., Busto R., Ginsberg M. D.: Failure of nimodipine to prevent

ischemic neuronal damage in rats. Stroke, 1987, 18, 210—-216.

Waltz L., Bender A. S., Woodbury D. M., White H.S.: Potassium-stimulated calcium uptake

in astrocytes and its potent inhibition by nimodipine. 1989, submitted for publication.

. Yanagihara T., McCall J. T.: Ionic shift in cerebral ischemia. Life Sci, 1982, 30, 1921 —1925.

Authors’ address: Departments of Neuropathology and Neurochemistry, Medical Research

Centre, PASci, 3 Dworkowa Str, 00— 784 Warszawa, Poland.

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1989. 27, 3
PL ISSN 0028-3894

BARBARA GAJKOWSKA, ROMAN GADAMSKI, MIROSEAW J. MOSSAKOWSKI

~WPLYW KROTKOTRWALEGO NIEDOKRWIENIA
NA ULTRASTRUKTURE ZAKRETU HIPOKAMPA
U CHOMIKOW MONGOLSKICH
CZESC II. OBRAZ MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY SYNAPS
WE WCZESNYM OKRESIE PONIEDOKRWIENNYM

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

Analiza zmian ultrastrukturalnych odcinka CA, rogu Amona u chomika
mongolskiego po przebytym incydencie niedokrwiennym byla przedmiotem
wielu wczesniejszych badan (Kirino 1982; Kirino, Sano 1984; Kirino i wsp.
1985, Suzuki i wsp. 1985; Mossakowski i wsp. 1986, 1989). W badaniach tych
wykazano, ze w modelu doswiadczalnego niedokrwienia mézgu, mieszczacego
si¢ w granicach odwracalnosci zmian tkankowych, wybiorcze uszkodzenie
neurondéw piramidowych odcinka CA, jest procesem rozwijajacym si¢ wolno
i ujawniajacym si¢ po uplywie 3—5 dni. Zanik neurondéw okreslony nazwa
opoznionej $mierci komorki (delayed neuronal death) poprzedzony jest ich
wzmozong aktywnoscia bioelektryczna, przypadajaca na pierwsza dobg po
niedokrwieniu (Suzuki i wsp. 1983). Zjawisko to wiaze si¢ zazwyczaj z ekscyto-
toksycznym dziataniem aminokwasowych neuroprzekaznikoéw. Spostrzezenia
te sugerowa¢ moga istotna role synaps w regulacji poniedokrwiennych
procesow patologicznych.

Zmiany ultrastrukturalne obserwowane we wczesniejszych badaniach wlas-
nych (Mossakowski i wsp. 1989) sktonity nas do podjecia szczegotowe) analizy
obrazu mikroskopowo-elektronowego synaps we wszystkich kolejnych warst-
wach odcinka CA | (stratum oriens, pyramidale, radiale, lacunosum-moleculare
1 moleculare) wytwarzanych przez zakonczenia aksonalne o zréznicowanym
pochodzeniu i1 charakteryzujacych si¢ obecnoscia réoznych substancji neuro-
przekaznikowych (Gajkowska i wsp. 1988). Przedmiotem przedstawionej
obecnie czgsci pracy jest ultrastruktura synaps we wczesnym okresie poniedo-
krwiennym obejmujacym faze hiperaktywnosci bioelektrycznej komorek pira-
midowych. '
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MATERIAL | METODY

Badania wykonano na 10 3-miesigcznych chomikach mongolskich, u kto-
rych w narkozie wziewnej (2% narkotan w ukladzie otwartym w mieszaninie
gazowe] skladajacej si¢ z 70% azotu i1 30% tlenu) wywolano niedokrwienie
przodomozgowia przez zacisnigcie tetnic szyjnych wspolnych przy uzyciu
klipsow Heifetza na okres 7,5 min. Po zabiegu zwierzg¢ta pozostawiano
w warunkach hodowlanych na okres 12 (I grupa doswiadczalna) lub 24
godziny (II grupa doswiadczalna). Po tym czasie wykonywano im w narkozie
eterowej przezsercowa perfuzje aldehydem glutarowym.

Materiat kontrolny stanowilo 5 zdrowych 3-miesigcznych chomikow mon-
golskich, u ktorych av sposob identyczny jak u zwierzat doswiadczalnych
wykonywano przezsercowa perfuzje aldehydem glutarowym. Sposob pobiera-
nia 1 przeprowadzania materiatu biologicznego do badan w mikroskopie
elektronowym zostal dokladnie opisany w poprzedniej pracy (Gajkowska
1 wsp. 1988).

WY NIKI

I Grupa doswiadczalna (12 godzin po niedokrwieniu)

1. Stratum pyramidale. Niektore neurony piramidowe wykazuja tu nieznacz-
ne zmiany w obrazie mikroskopowo-elektronowym. Maja one niewielkie
nasilenie 1 dotycza pojedynczych mitochondriow wykazujacych cechy obrzmie-
nia. W perykarialnej cytoplazmie neurondw i ich dendrytach spotyka si¢ takze
pojedyncze, elektronowo-przezierne wakuole oraz liczne lizosomy (ryc. 1, 21 3).
Zawarte w tej warstwie interneurony stosunkowo czgsto sa obrzmiate. Cechy
obrzmienia wykazuje zarowno cytoplazma komorek, jak rowniez poszczegolne
mitochondria. Poza tym w interneuronach stwierdza si¢ zwigkszenie ilosci
wioknistych elementow cytoskeletonu oraz obecno$¢ polimorficznych lizoso-
mow (ryc. 4). Synapsy o typie symetrycznym, znajdujace si¢ na powierzchni
neurondw piramidowych i interneurondw oraz na ich dendrytach, nie wykazu-
ja zmian w obrazie ultrastrukturalnym. Natomiast w neuropilu, w okolicy
neuronow piramidowych, niektore kolbki presynaptyczne charakteryzuja si¢
obrzmieniem aksoplazmy oraz niewielka iloscia pgcherzykoéw synaptycznych.
Wiele odcinkow postsynaptycznych wykazuje rowniez cechy obrzmienia.
W licznych dendrytach obserwuje si¢ elektronowo-przezierna cytoplazme
podstawowa oraz wakuole (ryc. 3 i 5). W neuropilu tej warstwy, zwlaszcza
w okolicach przynaczyniowych, spotyka si¢ astrocyty z obrzmiala cytoplazma
perykarialna i wypustkowa (ryc. 5).

2. Stratum oriens. W warstwie tej sktadajacej si¢ z aksonow oraz dendrytow
podstawnych neuronéw piramidowych i zakonczen komorek ziarnistych, jak
rowniez z wypustek interneuronow i ich zakonczen potozonych na dendrytach
neurondéw piramidowych, obserwuje si¢ stosunkowo niewielkie zmiany ultra-
strukturalne dotyczace nielicznych kolbek presynaptycznych. Polegaja one na
rozrzedzeniu aksoplazmy. zmniejszeniu ilo$ci pecherzykow synaptycznych ‘oraz
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Ryc. 1.1 grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragmenty dwoch komorek piramidowych (P)
pokrytych gesto synapsami o prawidlowym obrazie ultrastrukturalnym. W cytoplazmie komoérek
niektore mitochondria (M) obrzmiale, oraz liczne lizosomy. Pow. 15000 x
Fig. 1. 1 experimental group. Stratum pyramidale. Fragments of two pyramidal neurons (P) densely
covered with unchanged synapses. In the cytoplasm some swollen mitochondria (M) and
numerous lysosomes. x 15 000
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Ryc. 2. 1 grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragment dendrytu komorki piramidowej
(D). W cytoplazmie liczne neurotubule i neurofilamenty oraz elektronowo-przezierne wakuole
(V). Obecne sa obrzmiale wypustki interneuronow (I) zawierajace polimorficzne lizosomy (L).
Synapsy zawarte w otaczajacym neuropilu wykazuja prawidlowy obraz ultrastrukturalny (strzal-
ka). Pow. 29000 x
Fig. 2. 1 experimental group. Stratum pyramidale. Fragment of dendrite of pyramidal neuron (D).
In cytoplasm numerous neurotubules, filaments and electron-lucent vacuoles (V). Note swollen
processes of interneurons (I), containing polimorphic lysosomes (L). Unchanged synapses are
present in neuropil (arrow). x 29000
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4w

Ryc. 3. 1 grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragment neuronu piramidowego. W cytopla-

zmie obecne obrzmiale mitochondria. Synapsy o typie symetrycznym pokrywajace neuron

(strzatki) wykazuja prawidlowa ultrastrukture. W neuropilu niektore synapsy typu asymetryczne-
go (ax) wykazuja obrzmiale odcinki pre- i postsynaptyczne. Pow. 29 000 x

Fig. 3. 1 experimental group. Stratum pyramidale. In the cytoplasm of pyramidal neuron swollen

mitochondria are present. Unchanged symmetric synapses cover pyramidal neuron body (arrows).

In neuropil some asymmetric synapses (ax) are swollen in both pre- and postsynaptic areas. x 29 000
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Ryc. 4. 1 grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Obrzmialy interneuron z wypustkami (I).

W cytoplazmie widoczne obrzmiale mitochondria (M), polimorficzne lizosomy i wldkniste

elementy cytoskeletonu. Synapsy znajdujace si¢ na perykarionie interneuronu oraz w neuropilu
wykazuja prawidlowa ultrastrukture. Pow. 12 500 x

Fig. 4. 1 experimental group. Stratum pyramidale. Swollen interneuron with processes (I). Swollen

mitochondria (M), polimorphic lysosomes and abundant cytosekeleton elements are present in the

cytoplasm. Synapses on interneuron body and in neuropil show normal ultrastructure. x 12 500
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Ryc. 5. 1 grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Obrzmiale wypustki astrocytarne (A)
zaciskajace $wiatto naczynia. W neuropilu widoczne obrzmiale dendryty (D). Synapsy o prawidto-
wym obrazie ultrastrukturalnym. Pow. 12500 x
Fig. 5. 1 experimental group. Stratum pyramidale. Swollen astrocytic processes (A) are present in
perivascular area. Swollen dendrites (D) are visible in neuropil. Synapses with normal ultrastruc-
ture. x 12 500
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Ryc. 6. 1 grupa doswiadczalna. Stratum oriens. Niektore kolbki presynaptyczne obrzmiale (S)
z niewielka iloscia pecherzykow synaptycznych i elektronowo-pustymi wakuolami. Pojedyncze
obrzmiale dendryty (D). Pow. 22 500 x
Fig. 6. 1 experimental group. Stratum oriens. Some swollen presynaptic boutons containing small
number of synaptic vesicles and electron-lucent vacuoles (S). Some swollen dendrites (D) are
visible. x 22 500
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Ryc. 7. 1 grupa do$wiadczalna. Stratum oriens. Widoczne roznego stopnia obrzmienie pojedyn-
czych kolbek presynaptycznych (S) polozonych wsrod synaps o niezmienionej ultrastrukturze.
Pow. 29000 x

Fig. 7. 1 experimental group. Stratum oriens. Some presynaptic boutons with varying degree of
swelling (S) are visible between normal synapses. x 29 000
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pojawianiu si¢ elektronowo-przeziernych wakuoli (ryc. 6 i 7). Wigkszos¢
wystepujacych polaczen synaptycznych nie wykazuje jednak zmian ultrastruk-
turalnych. Poza tym obserwuje si¢ podobnie jak w stratum pyramidale znaczne
obrzmienie okolonaczyniowych wypustek astrocytow.

3. Stratum radiale. Warstwa ta, zbudowana ze szczytowych dendrytow
neuronow piramidowych, zawiera takze nieliczne zakonczenia synaptyczne
nalezace do kolaterali Schaffera, interneuronéw oraz wiokien pochodzacych
z zakretu zgbatego. Wszystkie obserwowane w tej warstwie synapsy wykazuja
niezmieniona ultrastruktur¢ zarowno w odcinkach pre-, jak postsynaptycz-
nych (ryc. 8). Niekiedy tylko w poszczegdlnych synapsach obserwuje sig
obecno$¢ pojedynczych, obrzmialych mitochondriow (ryc. 9).

4. Stratum lacunosum-moleculare. W warstwie tej na dendrytach wierzchol-
kowych neuronow piramidowych obecne sa zakonczenia wiokien spoidtowych,
kolaterali Schaffera oraz interneuronow. Interneurony tworza rowniez pomie-
dzy soba synapsy ,.en passant”. Wigkszo$¢ obserwowanych synaps w odcinku
presynaptycznym zarowno na dendrytach, jak rowniez w neuropilu, wykazuje
znaczne obrzmienie. Aksoplazma ich jest jasna, ilo$¢ pecherzykow synaptycz-
nych wystepujacych przewaznie w skupieniach jest mniejsza; pojedyncze mito-
chondria sa obrzmiale. Dotyczy to zarowno synaps typu symetrycznego, jak
1 asymetrycznego. Zachowany jest jednak scisty kontakt pomiedzy odcinkiem
pre- i postsynaptycznym (ryc. 10). W warstwie tej spotyka si¢ takze obrzmiale,
okotonaczyniowe wypustki astrocytarne.

5. Stratum moleculare. Oprocz wyzej podanych struktur morfologlcznych
wchodzacych w sklad stratum lacunosum-moleculare znajduja sie tu dodatkowo
zakonczenia wlokien nerwowych pochodzacych z kory entorynalnej. Obrazy
ultrastrukturalne synaps nie roznia si¢ od opisanych powyzej. Oprocz synaps
o prawidlowej budowie ultrastrukturalnej, wiele synaps wykazuje cechy
znacznego obrzmienia (ryc. 11).

II Grupa do$wiadczalna (24 godz. po niedokrwieniu)

1. Stratum pyramidale. Pojedyncze neurony piramidowe wykazuja w tym
okresie cechy morfologiczne sugerujace ich wzmozona aktywnos$¢. Cechuje je
obecnos¢ obfitej siateczki srodplazmatycznej ziarnistej i dobrze rozwinigtego
kompleksu Golgiego oraz liczne mitochondria, lizosomy i polirybosomy.
Obficie wystepuja rowniez widkniste elementy cytoskeletonu. Na perykario-
nach komorek oprocz ultrastrukturalnie niezmienionych synaps, wystepuja
rowniez synapsy o przejasnionej aksoplazmie (ryc. 12). Stosunkowo liczne
neurony piramidowe wykazuja jednakze zaawansowane nieprawidlowosci
obrazu mikroskopowo-elektronowego. Wystepuja one przede wszystkim w ob-
szarze cytoplazmy. Obserwuje si¢ tu dezintegracje siateczki srodplazmatycznej
ziarnistej 1 polirybosomoéw. Pojawiaja si¢ takze male skupiska elektronowo-
-gestego nieoblonionego, ziarnistego materialu identyfikowanego ze zlogami
wapnia. Mitochondria w tak zmienionych neuronach maja na ogot prawidlo-
wa budowe, niektore tylko wykazuja cechy obrzmienia (ryc. 13). Synapsy
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Ryc. 8. 1 grupa doswiadczalna. Stratum radiale. Fragment dendrytu szczytowego (D) neuronu
piramidowego o prawidlowej budowie oraz neuropil skladajacy si¢ z synaps ultrastrukturalnie
niezmienionych. Pow. 45 000 x
Fig. 8. 1 experimental group. Stratum radiale. Fragment of apical dendrite (D) of pyramidal
neuron revealing entirely normal ultrastructure. Unchanged synapses are present in neuropil.

x 45 000 -
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Ryc. 9. 1 grupa doswiadczalna. Stratum radiale. W neuropilu widoczne synapsy z obrzmiatymi
pojedynczymi mitochondriami (M). Pow. 37 500 x

Fig. 9. I experimental group. Stratum radiale. Synapses occasionally containing swollen mitochon-
dria (M) are visible in neuropil. x 37 500
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Ryc. 10. 1 grupa doswiadczalna. Stratum lacunosum-moleculare. Widoczne potaczenia akso-
-dendrytyczne (S) oraz akso-aksonalne (SI). Niektore wykazuja obrzmienie w czgsciach presynap-
tycznych. Pow. 36000 x

Fig. 10. 1 experimental group. Stratum lacunosum-moleculare. Axo-dendritic (S) and axo-
-axonal (SI) synapses are visible. Some of them show swelling in presynaptic areas. x 36 000
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Ryc. 11. 1 grupa doswiadczalna. Stratum moleculare. W neuropilu widoczne sa asymetryczne
synapsy akso-dendrytyczne o prawidtowej w wigkszosci ultrastrukturze (S) lub obrzmiale w czesci
presynaptycznej (S,). Pow. 52500 x
Fig. 11. 1 experimental group. Stratum moleculare. Asymmetric axo-dendritic synapses with
predominantly normal ultrastructure (S) and some swollen in presynaptic parts (S,) are visible in
neuropil. x 52 500
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Ryc. 12. 11 grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragmenty dwoch neuronow piramidowych
(P). Pomigdzy nimi zawarte sa synapsy ze zroznicowana zawartoscia pecherzykow (S). Pow.
25000 x
Fig. 12. 11 experimental group. Stratum pyramidale. Fragments of two pyramidal neurons (P) with
synapses located between them. Note varying content of synaptic vesicles (S).x25 000
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Ryc. 13. 11 grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragment zmienionego neuronu piramido-
wego. W cytoplazmie widoczna dezintegracja siateczki srodplazmatycznej ziarnistej i poliryboso-
moéw. Strzatki pokazuja skupienia materiatu elektronowo-gestego. Synapsy (S) o prawidlowej
ultrastrukturze. Pow. 25000 x
Fig. 13. 11 experimental group. Stratum pyramidale. Fragment of altered pyramidal neuron.
Disintegration of granular endoplasmic reticulum and polyribosomes. Arrows point to aggrega-
tion of electron dense material. Synapses (S) with normal ultrastructure. x 25000
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Ryc. 14. 11 grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragment neuropilu o prawidlowym obrazie
ultrastrukturalnym potaczen akso-dendrytycznych i pozostalych elementéw tkankowych. Pow.
: 25000 x
Fig. 14. 11 experimental group. Stratum  pyramidale. Fragment of ncuropil exhibiting normal
ultrastructure of both axo-dendritic synapses as well as other tissue elements. x 25 000
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Ryc. 15. 11 grupa doswiadczalna. Stratum oriens. Na podtuznych i poprzecznych przekrojach
dendrytow podstawnych neuronéw piramidowych (D) widoczne sa obrzmiale mitochondria oraz
liczne rybosomy. Synapsy wykazuja prawidlowa ultrastrukture. Pow. 25000 x
Fig. 15. 11 experimental group. Stratum oriens. Longitudinal and transverse profiles of basic
dendrites (D) of pyramidal neurons exhibiting swollen mitdchondria and abundant ribosomes.
Synapses unchanged. x 25 000.
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Ryc. 16. 11 grupa doéwiadcz'alna. Stratum radiale. Dendryt szczytowy neuronu piramidowego (D).
Synapsy w neuropilu w wickszosci wykazuja prawidlowa ultrastrukture. Niektore z nich (S)
wykazuja cechy obrzmienia. Pow. 25000 x

Fig. 16. 11 experimental group. Stratum radiale. Apical dendrite (D) of pyramidal neuron. Majority
of synapses on dendrite are normal. Occasional synapses in neuropil exhibiting considerable
swelling (S). x 25000
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Ryc. 17. 1l grupa doswiadczalna. Stratum lacunosum-moleculare. W neuropilu widoczne sa
obrzmiale wypustki astrocytow (A) oraz obrzmiale dendryty (D). W ich cytoplazmie wystepuja
elektronowo-przezierne wakuole (V) badz obrzmiale mitochondria (M). Na kolcach dendrytycz-
nych (d) oraz w neuropilu obecne sa niezmienione kolbki presynaptyczne. Pow. 25000 x
Fig. 17. 11 experimental group. Stratum lacunosum-moleculare. Swollen astrocytic processes (A)
and dendrites (D) are visible in neuropil. Electron-lucent vacuoles (V) and swollen mitochondria
(M) are present in their cytoplasm. Unchanged axo-spinal synapses (d) are present in neu-
ropil. x 25 000
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Ryc. 18. 11 grupa doswiadczalna. Stratum moleculare. Widoczne dwa przekroje poprzeczne.
dendrytow o prawidlowej ultrastrukturze (D) oraz jeden zmieniony (D,) z przejasniona cytoplaz-
ma zawierajaca wakuole (V). Wchodzace z nim w kontakt kolbki synaptyczne (S) nie wykazuja
nicprawidlowosci ultrastrukturalnvch. Pow. 75000 x
Fig. 18. 11 experimental group. Stratum moleculare. Two transverse profiles of dendrites (D) with
normal ultrastructure and one (D,), exhibiting electron-lucent cytoplasm. Some vacuoles (V) are
visible. Note ultrastructurally unchanged synapses (S). x 75000
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obecne w tej warstwie w wigkszosci zachowuja prawidlowy obraz ultrastruktu-
ralny. Przewaznie zawieraja one duza ilos¢ pecherzykow synaptycznych (ryc.
14). Interneurony w tym okresie nie wykazuja nieprawidlowosci ultrastruktu-
ralnych.

2. Stratum oriens. Wiele zawartych w tej warstwie dendrytow podstawnych
neuronow piramidowych charakteryzuje si¢ nagromadzeniem duzych, obrzmia-
lych mitochondriow, znaczng iloscia luzno lezacych pojedynczych rybo-
somoOw oraz obecnoscig figur mielinowych. Wigkszo$¢ synaps tej warstwy
wykazuje prawidlowa ultrastrukturg. Cze$¢ z nich odznacza si¢ zwigkszong
iloscia pecherzykow synaptycznych (ryc. 15).

3. Stratum radiale. W wigkszosci obserwowanych w tej warstwie synaps
jedyna spotykana nieprawidtlowoscia jest obecnos¢ obrzmiatyh mitochondriow
oraz zmienna ilo$¢ pecherzykoéw synaptycznych (ryc. 16). Poza tym synapsy
wykazuja prawidlowy obraz ultrastrukturalny.

4. Stratum lacunosum-moleculare. Oprocz dendrytow o prawndlowym
obrazie ultrastrukturalnym obecne sa tu stosunkowo liczne obrzmiate dendry-
ty o elektronowo-przeziernej cytoplazmie z licznymi wakuolami. Charaktery-
zuja je przy tym dobrze zachowane elementy cytoskeletonu.

Niektore z widocznych w nich mitochondriow wykazuja cechy obrzmienia.
Charakterystyczne dla tej okolicy liczne niesymetryczne synapsy aksonalno-
-kolcowe wykazuja prawidtowa ultrastrukturg. nawet w tych przypadkach, gdy
kolce zwiazane sa z nieprawidlowymi dendrytami. Podobnie, pozostale
kontakty synaptyczne widoczne w tej warstwie nie wykazuja mikroskopowo-
-elektronowych nieprawidlowosci. Zwraca uwage natomiast obecnos¢ obrzmia-
tych wypustek astrocytarnych (ryc. 17).

5. Stratum moleculare. W warstwie tej, podobnie jak w poprzedniej, wsrod
dendrytow o prawidlowej budowie spotyka si¢ dendryty wykazujace cechy
obrzmienia. Charakteryzuja si¢ one przejasniong cytoplazma oraz wystgpowa-
niem elektronowo-przeziernych wakuoli, a takze obecnoscia znacznie obrzmia-
tych mitochondriow. Kolbki presynaptyczne spotykane w tej warstwie nawet
wowczas gdy wytwarzaja kontakty ze zmienionymi dendrytami nie wykazuja
nieprawidlowosci ultrastrukturalnych. Niekiedy tylko zawieraja pojedyncze,
nieco obrzmiale mitochondria (ryc. 18).

OMOWIENIE

Obserwacje mikroskopowo-elektronowe pozwolity na stwierdzenie, ze krotko-
trwale 7,5 minutowe pelne niedokrwienie przodomozgowia u chomikow
mongolskich powoduje pojawienie si¢ nieprawidtowosci ultrastrukturalnych
we wszystkich warstwach kory sektora CA | zakretu hipokampa we wczesnym
okresie poniedokrwiennym. W zaleznosci jednak od czasu dokonywanych
obserwacji po przeprowadzeniu dos$wiadczenia mozna przesledzi¢ roznice
charakteru i nasilenia pojawiajacych si¢ odchylen od stanu prawidlowego.

W najwczesniejszym okresie obserwacji, to jest w 12 godz. po niedokrwie-
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niu, neurony piramidowe wykazywaly minimalne zmiany, wyrazajace sie
w niektorych sposrod nich zwigkszeniem liczebnosci lizosomow, a niekiedy
rowniez obecnoscia elektronowo przeziernych wakuoli, zarowno w ich cyto-
plazmie perykarialnej, jak i w dendrytach. Natomiast znaczna cz¢$¢ interneuro-
noéw widocznych w warstwie piramidowej wykazywala cechy obrzmienia
o zroznicowanym nasileniu. Wigkszos¢ synaps w poszczegodlnych warstwach
odcinka CA | nie wykazywala istotnych nieprawidlowosci ultrastrukturalnych.
Dotyczyto to zwlaszcza warstwy komorek piramidowych oraz stratum oriens
i pyramidale. Jednakze i w nich spotykatlo si¢ nieliczne zarowno symetryczne,
jak 1 niesymetryczne synapsy z cechami obrzmienia, zawierajace nieregularne
skupienia pecherzykow o zmniejszonej liczebnos$ci oraz obrzmiale mitochon-
dria. W stratum lacunosum-moleculare natomiast, a w mniejszym stopniu
w warstwie drobinowej, wigkszos¢ synaps znajdujacych si¢ na dendrytach
szczytowych komorek piramidowych wykazywala znacznego stopnia obrzmie-
nie kolbek presynaptycznych z zaburzonym rozkladem i liczebnoscig pecherzy-
kow synaptycznych. Cecha znamienng wszystkich warstw sektora CA; w tym
okresie poniedokrwiennym byto obrzmienie cytoplazmy astrocytow, a zwlasz-
cza ich wypustek okotonaczyniowych.

Po uplywie 24 godz. od niedokrwienia wigkszo$¢ synaps we wszystkich
warstwach odcinka CA, wykazywala prawidlowy obraz ultrastrukturainy.
Dotyczylo to w szczego6lnosci kolbek presynaptycznych, obficie wypelnionych
pecherzykami synaptycznymi. Sporadycznie jedynie spotykano nieznacznie
obrzmiale kolbki presynaptyczne, a nieco czgsciej kolbki zawierajace pojedyn-
cze obrzmiale mitochondria.

Wyrazne zmiany natomiast dotyczyly stosunkowo licznych piramidowych
komorek nerwowych. Byly one dwojakiego rodzaju. Czg$¢ neuronéw charak-
teryzowala si¢ dezintegracja ziarnistej siateczki srodplazmatycznej i polirybo-
somow oraz odkladaniem - si¢ drobnoziarnistych ztogoéw nieoblonionego,
elektronowo gestego materiatu, identyfikowanego z wapniem. Obok tak
zmienionych komorek -piramidowych, wystepowaly neurony z wyraznymi
cechami hiperaktywnosci z obfita siateczkg srodplazmatyczna ziarnista, dobrze
rozwinigtym kompleksem Golgiego i licznymi ukiadami polirybosomow.
Niekiedy w perykarionach i dendrytach tych neuronéw obecne byly pojedyn-
cze elektronowo-przezierne wakuole. Opisane zmiany spostrzegano rowniez
w dendrytach podstawnych komorek piramidowych, zawartych w stratum
oriens, jak 1 w ich dendrytach szczytowych rozgaleziajacych si¢ w pozostalych
warstwach kory.

W przeciwienstwie do wezesniejszego okresu obserwacji, komorki nerwowe
sektora CA,, identyfikowane jako interneurony nie wykazywaly Zadnych
nieprawidlowosci ultrastrukturalnych. Obrzmienie okotonaczyniowych wypus-
tek astrogleju charakteryzowalo znaczne zroznicowanie nasilenia.

Mechanizm zjawiska okreslonego nazwa opoéznionej $mierci neuronow,
wystepujacego wybiorczo w odcinku CA | zakretu hipokampa, nie jest wyjas-
niony. Przypuszcza si¢, ze nieodwracalne uszkodzenie komorek piramidowych
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tego obszaru stanowi nie tyle nastgpstwo niedokrwienia tkanki, ile efekt
~ ekscytotoksycznego dzialania aminokwasowych neurotransmiterow, wyzwo-
lonego przez incydent niedokrwienny (Olney 1978; Pulsinelli 1985; Suzuki
1 wsp. 1985; Mossakowski i wsp. 1986). Zwiazana z tym czynnosciowa
hiperaktywno$¢ neurondéw wystepujaca we wczesnym okresie po niedokrwie-
niu stanowi czynnik sprzyjajacy dokomorkowemu naplywowi jonéw wapnia
(Harris i wsp. 1981; Simon i wsp. 1984), prowadzacemu do zaburzenia
przemian metabolicznych konczacych si¢ $miercia komorki (Siesjo 1981). Na
ewentualny udzial jonow wapnia w patomechanizmie tego typu uszkodzen
komorek piramidowych sektora CA, wskazuja rowniez korzystne wyniki
z zastosowaniem czynnikow blokumcych blonowe kanaly wapniowe (Mossa-
kowski, Gadamski 1987).

Przyjecie koncepcji udziahu ekscytotoksycznych neuromediatoréw amino-
kwasowych w mechanizmie wybiorczych uszkodzen neuronow piramidowych
sektora CA | zwraca uwage na charakter i stan ich aparatu synaptycznego. Jest
faktem znanym iz neurony sektora CA, hipokampa otrzymuja bogata
inerwacje¢ glutaminergiczna, pochodzaca migdzy innymi z kolaterali Schaffera
rozpoczynajacych si¢ w komorkach piramidowych sektora CA; (Olney 1978;
Wieraszko 1983). Stwierdzono ponadto, ze wiele synaps w odcinku CA,
hipokampa zawiera liczne neuropeptydy takie jak wazoaktywny polipeptyd
jelitowy (VIP), cholecystokinina (CCK), substancja P, somatotensyna oraz
metionina-enkefalina. Wszystkie te synapsy wywieraja dzialanie pobudzajace
na neurony piramidowe (Kelly, Dodd 1981; Roberts i wsp. 1984; Harris i wsp.
1985; Nunzi i wsp. 1985). Oprocz synaps o charakterze pobudzajacym na
powierzchni neuronéw piramidowych znajduja si¢ synaptyczne zakonczenia
hamujace, pochodzace przede wszystkim od komoérek koszyczkowych (Ander-
sen i wsp. 1963). Istnieje rowniez wiele danych wskazujacych, ze interneurony
rozsiane z r6zna liczebnoscia we wszystkich warstwach odcinka CA | hipokam-
pa, w ktorych wykazano obfita zawarto$¢ kwasu gamma-aminomastowego
(GABA), speiniaja nadrzedng hamujaca kontrol¢ nad populacja (a przynaj-
mniej znaczna jej czescia) komorek piramidowych (Rlbak i wsp. 1978;
Frotscher i wsp. 1984).

Z obserwacji naszych wynika, iz wigkszos¢ synaps w odcinku CA,
hipokampa we wczesnym okresie po niedokrwieniu, nie wykazuje istotnych
nieprawidlowosci ultrastrukturalnych. Na uwage zastuguje jednakze fakt, iz
stosunkowo malo nasilone w ogélnym obrazie zmiany dotyczyly w najwigkszej
mierze stratum lacunosum-moleculare oraz stratum moleculare. Sa to te warstwy
kory odcinka CA |, w ktorych znajduje si¢ najwigksze zageszczenie glutaminer-
gicznych zakonczen synaptycznych kolaterali Schaffera (Andersen i wsp.
1966). Na podstawie naszych badan nie mozna wiazac¢ obrazu mikroskopowo- -
-elektronowego synaps z ich stanem czynnosciowym. Stwierdzone obrzmienia
kolbek synaptycznych, zmiany liczebnosci i rozmieszczenia pgcherzykow moga
bowiem w rownej mierze odzwierciedla¢ zmiany czynnosci neurotransmisyj-
nych, jak i zaburzenia przepuszczalnosci blon zakonczen aksonalnych, stano-
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wiace nastepstwo niedokrwienia. Za taka interpretacja moglyby przemawiac
wspolistniejace niekiedy nieprawidlowos$ci w obrazie mitochondriéw. Zmiany
przepuszczalnosci blon w synapsach w przypadkach niedokrwienia mozgu
opisywano w korze odcinka CA | u szczurdéw przy zastosowaniu peroksydazy
chrzanowej (Diemer. Ekstrom von Lubitz 1983). Dotyczyly one .jednak
glownie blon postsynaptycznych, a tylko w nieznacznym stopniu kolbek
presynaptycznych i odnosity si¢ do wczesniejszych niz w naszych badaniach
okresow po niedokrwieniu.

W spostrzezeniach naszych odnoszacych si¢ do obrazu synaps odnotowac
trzebd rowniez ewolucj¢ zmian w okresie migdzy 12 i 24 godz. po niedokrwie-
niu. W okresie wczesniejszym opisane nieprawidlowosci w stratum lacunosum-
-moleculare, a po czgsci rowniez w warstwie drobinowej ograniczaly si¢ przede
wszystkim do kolbek presynaptycznych, a znacznie mniej dotyczyly czesci
postsynaptycznych. Obraz zakonczen presynaptycznych ulegatl niemal catkowi-
tej normalizacji w 24 godzinie okresu postischemicznego. W tym czasie
natomiast w obu wspomnianych warstwach pojawily si¢ zmiany w obrazie
rozgalezien szczytowych dendrytow komorek piramidowych. Wzorzec zmian
przypominal tu nieprawidlowosci opisywane w nastepstwie dziatania pobudza-
jacego swoistych neurotoksyn, typu kwasu chinolinowego (Schwarcz i wsp.
1983).

Odrebnego omoéwienia wymaga zachowanie si¢ interneurondéw sektora
CA, w badanym materiale. Obserwacje prowadzone w 12 godz. po niedo-
krwieniu wykazywaly obecno$¢ znacznie obrzmialych interneuronéw. Ich
obraz mikroskopowo-elektronowy ulegal normalizacji po uplywie dalszych 12
godz. Mozna przypuszczaé, ze stwierdzone we wczesnym okresie poniedo-
krwiennym zmiany towarzyszyly zaburzeniom funkcji interneuronéw, wyraza-
jacym si¢ ich okresowa niewydolnoscia, prowadzaca w konsekwencji do
uposledzenia hamujacej inerwacji neuronow piramidowych.

Obraz ultrastrukturalny interneuronow i jego ewolucja sugeruje odwracal-
no$¢ stwierdzonych nieprawidtlowosci. Wczesne zmiany interneuronéw (o-
brzmienie cytoplazmy, mitochondriow oraz synaps w odcinkach presynaptycz-
nych) sa typowe dla niedokrwiennego uszkodzenia komorek nerwowych. By¢
moze odzwierciedlaja one zaburzenia czynnosciowe, stanowigce wynik dziala-
nia ,,czynnikow cytotoksycznych™ towarzyszacych niedokrwieniu np. zaburzen
elektrolitowych. Z badan Shigeno i wsp. (1986) wiadomo, iz istotnym
czynnikiem patogenetycznym wczesnego cytotoksycznego, odwracalnego o-
brzgku moézgu w niedokrwieniu, zwiazanego przede wszystkim z masywnym
obrzmieniem astrocytow, sa zaburzenia homeostazy jonowej. Poglad ten
potwierdza Choi (1988), ktory wskazuje na jonowy mechanizm wczesnych
uszkodzen komoérkowych po niedotlenieniu.

Podsumowujac nasze spostrzezenia mozna wysunaC przypuszczenie, iz
nieodwracalne uszkodzenie neuronow piramidowych sektora CA, w nastepst-
wie krotkotrwalego niedokrwienia, poprzedzone ich wstepna, przejsciowa
hiperaktywnoscia zainicjowane jest zachwianiem rownowagi migedzy ich pobu-

http://rcin.org.pl



364 B. Gajkowska i.wsp.

dzajaca i hamujaca inerwacja. Stanowi ono z jednej strony efekt ekscytotoksy-
cznego dzialania aminokwasowych neurotransmiterow, z drugiej za$ czynnos-
ciowej niewydolnosci GABA-ergicznych interneuronow. Taki wlasnie mecha-
nizm opo6znionej $mierci neuronow byt brany pod uwage przez szereg autorow,
migdzy innymi przez Suzuki i wsp. (1985), w S$wietle znanej wrazliwosci
neuronow GABA-ergicznych na niedokrwienie (Sloper 1 wsp. 1980). Zostat on
jednakze odrzucony na podstawie biochemicznych spostrzezen Francisa i Pul-
sinelli (1982) oraz ultrastrukturalnych obserwacji Johansena i wsp. (1983),
wskazujacych na stosunkowo znaczng opornos¢ interneuronéw odcinka CA,
hipokampa szczura na niedokrwienie. Podobnie w naszych wcze$niejszych
badaniach stwierdzaliSmy niezmieniony obraz mikroskopowo-elektronowy
interneuronow odcinka CA | u chomikow mongolskich, kontrastujacy z poste-
pujaca dezintegracja komorek piramidowych (Mossakowski i wsp. 1989).
Nalezy jednakze uwzgledni¢c w tym miejscu fazg okresu poischemicznego,
w ktorej prowadzono obserwacje. Nasze obecne badania wykazaly zmiang
obrazu interneuronéw w 12 godz. po niedokrwieniu. W tym samym czasie
procesu patologicznego Arai i Yasumoto (cyt. za Suzuki i wsp. 1985)
stwierdzili znaczny spadek zawartosci GABA w odcinku CA,. Badania
Francisa i Pulsinelli (1982) oraz Johansena i wsp. (1983), a takze nasze wlasne
(Mossakowski 1 wsp. 1989) prowadzone byly po uplywie 24 godz. od
niedokrwienia kiedy, jak wynika z naszych obecnych obserwacji, dochodzi do
catkowitej ultrastrukturalnej normalizacji interneuronow.

INFLUENCE OF SHORT-TERM ISCHEMIA ON THE ULTRASTRUCTURE
OF HIPPOCAMPAL GYRUS IN MONGOLIAN GERBILS.
Part II. ELECTRON MICROSCOPE PICTURE OF SYNAPSES
IN EARLY POSTISCHEMIC PERIOD

Summary

Ultrastructure of synaptic contacts, located in all cortical layers (stratum oriens, pyramidale,
radiale, lacunosum-moleculare and moleculare) of CA, hippocampal sector were studied in
Mongolian gerbils, subjected to 7.5 min forebrain ischemia, resulting from bilateral ligation of
common carotid arteries. Two experimental groups were used. Group I included animals with
12 h postischemic survival, group II consisted of those which survived 24 h after ischemic insult.

CA, sector in animals from group I was characterized by cytoplasmic and mitochondrial
swelling of hippocampal interneurons (both perikarya and cell processes and their endings)
localized in stratum pyramidale. Additional abnormality consisted in remarkable swelling with
vesicular disorganization of presynaptic bags situated mostly in stratum lacunosum-moleculare
and to lesser degree in stratum moleculare. There was considerable swelling of astrocytic perikarya
and processes, mostly perivascular ones in all Ammon'’s horn cortical layers. Pyramidal neurons
and all other tissue elements remained ultrastructurally unchanged.

In experimental group II ultrastructural abnormalities concerned CA, pyramidal neurons
which showed either electron microscopic evidences of cell metabolic activation or features of early
phase of the delayed neuronal death. On the contrary electron microscope picture of hippocampal
interneurons was totally normalized. So was ultrastructure of great majority of presynaptic nerve
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endings visible in all cortical layers. However. great proportion of postsynaptic structures localized
in stratum lacunosum-moleculare and partially in stratum moleculare revealed considerable
swelling. This electron microscope picture was similar to that described as axon-sparing lesions
resulting from the action of excitotoxic substances.

The authors conclude that the phenomenon known under the name of delayed neuronal death

of CA, pyramidal cells may be initiated by imbalance between their excitatory and inhibitory
innervation resulting from an early reversible insufficiency of GABA-ergic interneurons and
excitatory action of glutaminergic synapses originating from Schaffer’s collaterals.
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Niedokrwienie OUN, w zaleznosci od jego intensywnosci i czasu trwania,
moze prowadzi¢ do odwracalnych zmian patomorfologicznych, lecz rowniez
do rozpadu neuronéow w wybiorczo wrazliwych obszarach mozgu (Hos-
smann, Hossmann 1973; Kirino 1982; Suzuki i wsp. 1983, 1985; Pulsinelli 1985;
Hossmann i wsp. 1986; Mossakowski i wsp. 1989). Uprzednio przeprowadzone
badania ultrastrukturalne ukladu podwzgorzowo-przysadkowego po incydencie niedo-
krwiennym, wykazaly jego wrazliwos¢ i reakcje na 2,5 min oraz 5 min
catkowite niedokrwienie (Gajkowska 1987; Gajkowska, Zargba-Kowalska
1988). Obserwacje morfologiczne neuronow jadra nadwzrokowego (SO) i jadra
przykomorowego (PV) oraz wiokien plata nerwowego przysadki przeprowa-
dzono wowczas bezposrednio po przywroceniu krazenia krwi, po 3 godz.,
3 i 7 dniach od wykonania zabiegu. Bezposrednio po niedokrwieniu stwierdzo-
no zroznicowana reakcje neuronéw SO i PV na niedokrwienie i niewielkg
liczbe neuronoéw ulegajacych nieodwracalnemu uszkodzeniu. Natomiast u zwie-
rzat z dhuzszym czasem przezycia po recyrkulacji krwi (po 3 godz., w 3 i 7 dniu)
badania wykazaly niewielkie roznice w obrazach ultrastrikturalnych neuronow
SO i PV w poréwnaniu z kontrola, co moze $wiadczy¢ o czynnosciowym
charakterze zmian. To samo dotyczylo budowy ultrastrukturalnej plata nerwo-
wego przysadki. We wszystkich okresach obserwacji dostrzegano zmiany
ailtrastrukturalne elementéw glejowych oraz synaps znajdujacych si¢ w poblizu
neuronow SO i PV, majace tendencj¢ do nasilania si¢ w miar¢ uptywu czasu po
przebytym niedokrwieniu. Dlatego tez celowe wydawaly si¢ badania ukladu
podwzgorzowo-przysadkowego zwierzat po jeszcze dtuzszym okresie ich przezy-
cia po niedokrwieniu.
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MATERIAL 1 METODY

Badania przeprowadzone na 10 dojrzalych szczurach szczepu Wistar,
samicach o masie ciata okolo 180 g. Zastosowano taki sam model do$wiadczal-
ny jak uprzednio opisany w naszej pracy (Gajkowska, Zargba-Kowalska
1988). Czas zatrzymania akcji serca wynosit 5 min. Zastosowany model
doswiadczalny zostat dokladnie scharakteryzowany pod wzgledem fizjopatolo-
gicznym przez Korpacheva i wsp. (1982) i Mossakowskiego i wsp. (1986).
~ Zwierzgta uSmiercano w grupach po 4 szczury, po 2 tygodniach i po
1 miesigcu od doswiadczenia, wykonujac przezsercowa perfuzje utrwalaczem
Karnovskiego. Kontrole stanowily 2 szczury, nie poddane zadnym zabiegom.
Pobrane fragmenty podwzgorza zawierajace SO i PV oraz plat nerwowy
przysadki utrwalono przez imersj¢ w utrwalaczu Karnovskiego przez 1 godz.
w temperaturze’ pokojowej oraz 1 godz. w temperaturze 4°C. Nastepnie
material utrwalano 1% czterotlenkiem osmu, odwadniano w alkoholu etylo-
wym i zatapiano w Eponie. Ultracienkie skrawki kontrastowano wodnym
nasyconym roztworem octanu uranylu i cytrynianu otowiu. Preparaty oglada-
no i zdjgcia wykonywano w mikroskopie elektronowym JEM 1200 EX.

WYNIKI

Zwierzeta doswiadczalne: 2 tygodnie i 1 miesiac po 5-minutowej ischemii.
Jadro nadwzrokowe i jadro przykomorowe

Ze wzgledu na istniejace juz opisy neuronow obydwu jader neurosekrecyj-
nych w kontroli zostana one pominigte. Neurony SO i PV zwierzat doswiad-
czalnych wykazywaly duze podobienstwo morfologiczne oraz podobienstwo
reakcji, dlatego tez przedstawione wyniki dotycza neuronéw obydwu jader.
Wigkszo$¢ obserwowanych neuronoéw nie wykazywala istotnych réznic morfo-
logicznych w budowie jadra i cytoplazmy w poréwnaniu z kontrola (ryc. 1, 2).
Neurony te ulozone $ciSle obok siebie mialy olbrzymie jadra komodrkowe,
niekiedy z lekkimi wglobieniami otoczki jadrowe;j. Jadra zawieraty rownomier-
nie rozproszona chromatyng oraz elektronowo-ggste jaderko. Charakterystycz-
na cecha tych neuronow byla obfita siateczka $rodplazmatyczna ziarnista,
bardzo rozbudowany kompleks Golgiego, a w jego obszarze zmienna ilos¢
ziarnistosci neurosekrecyjnych, polimorficznych lizosomoéw oraz znaczna ilo$é
neurotubul. W cytoplazmie licznie wystepowaly takze mitochondria o rozmai-
tym ksztalcie i rozmiarach. Prawidlowa budowa ultrastrukturalna odznaczaly
si¢ wszystkie polaczenia synaptyczne znajdujace si¢ na neuronach oraz
w otaczajacym neuropilu.

Oprocz wyzej opisanych spotykano tez neurony sekrecyjne o cechach
ultrastrukturalnych wskazujacych na ich aktywacj¢. Charakteryzowatly si¢ one
obecnoscia duzych jader komoérkowych z glebokimi inwaginacjami, dobrze
rozwinigtym i rozczlonowanym kompleksem Golgiego, w okolicy ktorego
znajdowala si¢ duza ilo$¢ ziarnisto$ci neurosekrecyjnych lub lizosoméw oraz
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Ryc. 1. Jeden miesiac po niedokrwieniu. SO. Fragment dwoch komérek neurosekrecyjnych (N)
o prawidlowej budowie ultrastrukturalnej. Pow. 22 500 x
Fig. 1. One month after experiment. SO. Fragments of two nurosecretory cells (N) ultrastructural-
ly normal. 22 500 x
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Ryc. 2. Dwa tygodnie po doswiadczeniu. PV. Fragment jadra komoérkowego z glebokimi

inwaginacjami. W cytoplazmie rozwinigty kompleks Golgiego oraz siateczka $rodplazmatyczna

ziarnista (RER). W obszarze kompleksu Golgiego liczne ziarnistosci neurosekrecyjne oraz
lizosomy i mitochondria. Pow. 22500 x

Fig. 2. Two weeks after experiment. PV. Fragments of nucleus with deep invaginations. Very

prominent Golgi complex and RER. In this region numerous neurosecretory granules, lysosomes
and mitochondria are present. 22 500 x



> oS
Ryc. 3. Jeden miesigc po doswiadczeniu. PV. W cytdplazmie zwraca uwage bardzo rozczlonowany
kompleks Golgiego. W jego okolicy liczne ziarnistosci neurosekrecyjne, lizosomy i elementy
cytoskeletonu. Pow. 22 500 x

Fig. 3. One month after experiment. PV. Note multilocated Golgi complex, its region contains
numerous neurosecretory granules, lysosomes and cytoskeletal elements. x 22 500
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Rye. 4. Jeden miesiac po do$wiadczeniu. SO. Fragmenty trzech neuronéw (N). Pomiedzy nimi
obrzmialte wypustki astrocytow (A). Pow. 22 500 x

Fig. 4. One month after experiment. SO. Fragment of three neurons (N). Note swollen astrocytic
processes between them (A). x 22 500

http://rcin.org.pl



Ultrastruktura OUN w niedokrwieniu 373

Ryc. 5. Dwa tygodnie po doswiadczeniu. SO. Jadro komorkowe z glebokimi inwaginacjami
z elektronowo gestym jaderkiem, w cytoplazmie duze elektronowo-przezierne wakuole (V). Pow.
21000 x
Fig. 5. Two weeks after experiment. SO. Cell nucleus with deep invagination and electron-
-dense nucleolus. Note two electron-lucent vacuoles (V) in the cytoplasm. x 21000
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Ryc. 6. Jeden miesiac po doswiadczeniu. Plat nerwowy przysadki (PN). Fragment pericytu

o prawidlowej budowie ultrastrukturalnej oraz zakonczenia widkien (ax) wypelnione rozna iloscia

ziarnoéci neurosekrecyjnych, mikropecherzykow i mitochondriow. Widoczne poszerzone
przestrzenie okotonaczyniowe (SP). Pow. 19 850 x

Fig. 6. One month after experiment. Neurohypophysis. Ultrastructurally normal pericyte (P) and

nerve terminals (ax) with various number of neurosecretory granules, microvesicles and mitochon-
dria. Note dilated pericapillary space (SP).x19 850
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Ryc. 7. Dwa tygodnie po doswiadczeniu. PN. Fragment pituicyta (P) o obrzmialej cytoplazmie

z duza iloscia lizosomoéw i obecnoscia elektronowo-przeziernych wakuoli (V). Pow. 19850 x

Fig. 7. Two weeks after experiment. Neurohypophysis. Fragment of swollen pituicyte (P) with
electron-lucent vacuole (V) and numerous lysosomes in the cytoplasm. x 19850
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Ryc. 8. Jeden miesiac po doswiadczeniu. PN. Fragment naczynia z odcinkowym poszerzeniem
przestrzeni okotonaczyniowej. Zgrupowanie zakonczen aksonalnych, w niektorych z nich (ax)
widoczne figury mielinowe i obrzmiale mitochondria. Pow. 22 500 x
Fig. 8. One month after experiment. Neurohypophysis. Partially dilated perivascular space.
Numerous nerve terminals, some of them (ax) contain myelin figures and swollen mitochon-
dria. x 22 500
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obfity cytoskeleton (ryc. 3, 4). Wsrod nielicznych tylko neuronow SO i PV
spotykano nieprawidlowosci ultrastrukturalne polegajace na wystgpowaniu
w ich cytoplazmie miejscowych przejasnien lub elektronowo-przeziernych
wakuoli (ryc. 5). Zmiany te obserwowano jedynie u zwierzat z dwutygodnio-
wym przezyciem po niedokrwieniu. Sporadycznie napotykano rowniez w neu-
ropilu otaczajacym neurony SO i PV nieznacznie obrzmiale wypustki astrocy-
tow weciskajace si¢ pomigdzy neurony (ryc. 4).
zes¢ nerwowa przysadki

Budowa ultrastrukturalna przysadki nie wykazywata rowniez wigkszych
odchylen od normy. Zmiany ultrastrukturalne dotyczyly nielicznych pituicy-
tow 1 polegaly na wystepowaniu przejasnien lub elektronowo-przeziernych
wakuoli w ich cytoplazmie. Zwigkszona byla takze ilos¢ lizosomow (ryc. 7).
Wokol nielicznych naczyn wlosowatych obserwowano odcinkowe poszerzenia
przestrzeni okolonaczyniowej (ryc. 6, 8). Natomiast budowa ultrastrukturalna
wiokien aksonalnych nie wykazywata zadnych odchylen od normy. Witokna
lub peczki wiokien znajdowaly si¢ w bliskim kontakcie z pituicytami o prawid-
lowej budowie. W zakonczeniach wldkien neuronéw SO i PV obecne byly
zmienne ilo$ci ziarnistosci neurosekrecyjnych, mikropecherzyki oraz drobne
mitochondria i elementy cytoskeletonu. Niektore wilokna zawieraty figury
mielinopodobne i pojedyncze obrzmiale mitochondria (ryc. 6, 7, 8).

OMOWIENIE

Obserwacje obrazow ultrastrukturalnych jader neurosekrecyjnych pod-
wzgorza oraz ich zakonczen w czgsci nerwowej przysadki przeprowadzone po
uptywie 2 tygodni oraz 1 miesiaca po wykonaniu calkowitej S-minutowej
ischemii nie wykazaly wigkszych nieprawidtowosci w ich budowie ultrastruktu-
ralnej.

Zmiany rozwijajace si¢ w mozgu po przywroceniu krazenia opisane jako
tzw. ,,maturation phenomenon’ (Ito i wsp. 1975) wydaja si¢ zalezne od
intensywnosci niedokrwienia (Yamaguchi, Klatzo 1984; Mossakowski, Gajko-
wska 1984; Pluta, Gajkowska 1984). Uklad podwzgoérzowo-przysadkowy,
odpowiedzialny za regulacje gospodarki wodno-mineralnej, jest jednym z wra-
zliwszych i szybko reagujacych na niedokrwienie obszaréw mozgu. W trakcie
niedokrwienia i w okresie poniedokrwiennym dochodzi do zaburzenia homeo-
stazy wodno-elektrolitowej, powodujacego wzrost osmolalnosci tkanki (Hos-
smann, Takagi 1976), zahamowania pompy jonowej i zaburzenia procesow
energetycznych oraz zmian w przepuszczalnosci bton (Astrup 1982).

Poprzednie prace dotyczace wczesnych okresow obserwacji wykazaly
wrazliwos¢ pojedynczych neurondéw SO i PV na 2,5 i 5 minutowe catkowite
niedokrwienie mozgu (Gajkowska 1987; Gajkowska, Zargba-Kowalska 1988).
Cechy ultrastrukturalne tych neuronéw ulegajacych nekrobiozie byly podobne
do opisywanych przez Schneider i Dralle (1973) w innych obszarach mozgu,
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jednakze czestos¢ ich wystgpowania w naszym materiale byla wyraznie
~ mniejsza.

Obrazy morfologiczne plata nerwowego przysadki wskazywaly na hamo-
wanie wydzielania ziarnisto$ci neurosekrecyjnych do krwiobiegu. Zaréwno
w podwzgorzu, jak i w przysadce obserwowano narastajace poszerzenie
przestrzeni migdzykomorkowych oraz obrzmienie niektorych odcinkow presy-
naptycznych polaczen akso-somatycznych i niektorych komorek astrogleju,
zwlaszcza astrocytarnych wypustek okotonaczyniowych. Wedlug Bourke 1
wsp. (1980) oraz Shigano i1 wsp. (1986) niedokrwienie wywotuje depolaryzacje
bton komorek nerwowych, co powoduje przesunigcie jonow potasu do
przestrzeni zewnatrzkomoérkowych oraz gromadzenie si¢ jonéw sodu w ko-
morkach. Niedokrwienie wywotuje rowniez uszkodzenie bariery krew-mozg,
a co za tym idzie, zaburzenie czynnosci naczyn wlosowatych mozgu. Istotna
role w regulacji przeplywu jonow odgrywa enzym Na K/ATP-aza. Djuricic
1 wsp. (1988), sadza, ze enzym ten jest jednym z czynnikow odpowiedzialnych
za powstawanie i rozw0j poniedokrwiennego obrzgku mozgu. Obserwacje
morfologiczne neuronow SO i PV oraz wiokien plata nerwowego przysadki
przeprowadzone w 2 tygodnie oraz w miesiac po catkowitym S5-minutowym
niedokrwieniu wskazywaly na utrzymywanie si¢ zmian obrzgkowych gleju.
Zmiany te obserwowano sporadycznie, ale ich nasilenie byto poréwnywalne do
zmian stwierdzonych we wczesniejszym okresie obserwacji (3 godz.).

Analiza ultrastrukturalna neuronéw SO i PV wykazala w wigkszosci
przypadkow zdecydowane podobienstwo do kontroli. Spotykano wigc neuro-
ny w roznych fazach cyklu sekrecyjnego rozniace si¢ migdzy soba zmienna
iloscia ziarnistosci neurosekrecyjnych, lizosoméw, konfiguracja kompleksu
Golgiego, ukltadem elementow cytoskeletonu oraz siateczki srodplazmatycznej
ziarnistej. Jedynie w grupie zwierzat obserwowanych po 2 tygodniach od
wykonanego niedokrwienia spotykano sporadycznie nieprawidlowosci w bu-
dowie ultrastrukturalnej neuronéw polegajace na obecnosci w ich cytoplazmie
elektronowo-przeziernych wakuoli. Niekiedy tez zazwyczaj waskie przestrze-
nie pomigdzy neuronami byly miejscami poszerzone. W neuropilu otaczajacym
neurony nie obserwowano uchwytnych nieprawidtowosci ultrastrukturalnych.

W grupie zwierzat z miesigcznym przezyciem po niedokrwieniu w wielu
neuronach SO i PV obecne byly lizosomy polimorficzne w ksztalcie, rozmia-
rach i wewnetrznej strukturze. Ten polimorfizm jest wskaznikiem ich aktywno-
Sci i wydaje si¢ zwigzany z ich heterofagocytarna lub autofagocytarna funkcja
w komorkach (Mayahara, Ogawa 1972; Pfeifer 1987). W ukladzie podwzgo-
rzowo-przysadkowym reguluja one proces sekrecji hormonéw na drodze
granulolizy i krynofagii (Boudier 1981; Chang, Dellmann 1984). Proces ten
polega na rozpuszczaniu ziarnistosci neurosekrecyjnych w perykarionach oraz
w zakonczeniach aksonalnych plata nerwowego przysadki, reguluje wigc
sekrecje hormonu w zaleznosci od zapotrzebowania ustroju i umozliwia
eliminacj¢ jego nadmiaru (Gajkowska 1985).

W tych nielicznych neuronach SO i PV, w ktorych w obszarze kompleksu
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Golgiego ilos¢ lizosomow, czy tez ziarnistosci neurosekrecyjnych byla dos¢
znaczna, wystgpowaly rowniez elementy cytoskeletonu w postaci neurotubul
rozrzuconych z pozorna beztadnoscia. System cytoskeletalny jest powszechnie
znany jako uktad odpowiedzialny za ksztalt komorki i jej liczne funkcje, m. in.
za poruszanie si¢ komorek, podzial lub cytokinezg, fagocytozg. przeplyw
cytoplazmy i organelli komorkowych oraz sekrecje materialu komorkowego
(Allison 1973; Allison, Davies 1974; Bourguignon, Bourguignon 1984; Singer,
Kupfer 1986). Ostatnie badania Araki i1 Ogawa (1987a,b) wykazaly, ze
cytoskeleton odgrywa zasadnicza role w regulacji ruchu i transformacji
lizosomoéw 1 dostarczyly dowodow na interakcje filamentow aktynowych
z blonami lizosomalnymi. Na podstawie przedstawionych obserwacji morfolo-
gicznych skonfrontowanych z danymi o funkcji lizosomow i cytoskeletonu,
mozna przypuszczaé, ze w badanych neuronach i ich zakonczeniach w czgscei
nerwowej przysadki dochodzi do eliminacji nadmiaru substancji neurosekre-
cyjnej.

Reasumujac wyniki przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze poza
zmianami obrzgkowymi gleju o charakterze cytotoksycznym nie obserwuje si¢
zmian w ultrastrukturze neuronow SO i PV oraz w zakonczeniach wiokien
plata nerwowego przysadki.

EFFECT OF ISCHEMIA ON THE ULTRASTRUCTURE OF THE RAT
HYPOTHALAMO-NEUROHYPOPHYSIAL SYSTEM

Summary

The aim of this work was to elucidate the postischemic changes appearing in hypothalamic
secretory nuclei (n. supraopticus and n. paraventricularis) and neurohypophysis in rats which
underwent the incident of clinical death. The ultrastructural organization of secretory neurons and
their axons in the neurohypophysis was investigated two weeks and one month after the insult. SO
and PV neurons showed an increased number of polymorphic lysosomes, lipid droplets as well as
an abundance of cytoskeleton elements, i.e., neurotubules and neurofilaments. Some astrocytic
processes in the neuropil were swollen. Synaptic endings on SO and PV neurons had a normal
ultrastructure. An increased number of lysosomes and dense bodies was observed in some axons
and pituicytes in the neurohypophysis.
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Przeprowadzone przez nas wczesniej badania cytoskeletonu neuronow
jader sekrecyjnych podwzgorza szczura miaty charakter metodyczny. Zastoso-
wane do tych badan utrwalacze aldehydowe wraz z blgkitem alcjanu oraz
utrwalacze z kwasem taninowym pozwolily na dokonanie obserwacji poszcze-
golnych skladowych wewnatrz-komorkowego szkieletu (Walski, Borowicz
1988). Uwazaliémy, ze utrwalacze te wraz ze sposobem ich aplikacji beda
przydatne do dalszych badan doswiadczalnych.

Celem obecnej pracy bylo dokonanie analizy organizacji szkieletu komor-
kowego w neuronach jader sekrecyjnych podwzgorza szczura po przebytym
catkowitym niedokrwieniu mozgu.

MATERIAL 1 METODY

Przeprowadzono catkowite 5-minutowe niedokrwienie osrodkowego ukla-
du nerwowego u szczura wedlug metody opisanej w 1982 r. przez Korpacheva
i wsp. Material tkankowy pochodzacy z jader nadwzrokowych i przykomoro-
wych podwzgorza do badan mikroskopowo-elektronowych, zostat pobrany
w dwa tygodnie po przeprowadzonej reanimacji, po pigciominutowej $mierci
klinicznej. Badania wykonano na 8 szczurach rasy Wistar o masie ciata okoto
180 g. Utrwalanie wstepne prowadzono na drodze perfuzji przez lewa komorg
serca stosujac utrwalacz o skladzie: 2.5% aldehyd glutarowy oraz 2%
paraformaldehyd w buforze kakodylanowym o pH 7.4. Nastgpnie pobrane
wycinki tkankowe o wymiarach 0,5 x 0.5 mm oddzielnie traktowano z zastoso-
waniem odmiennych utrwalaczy: 1) utrwalacz zawierajacy bigkit alcjanu, 2)
utrwalacz zawierajacy kwas taninowy.

Obie techniki utrwalania zostaly szczegétowo omdéwione w pracy Walskie-
go 1 Borowicza (1988).
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WYNIKI

Poczynione obserwacje neuronow jadra nadwzrokowego i jadra przykomo-
rowego sa podobne, dlatego tez zostaly przedstawione razem. Wyroznione
zostaly natomiast grupy zwiazane z odmiennym postgpowaniem metodycz-
nym.

I. Obraz komoérek nerwowych utrwalonych w.aldehydach z jednoczesnym
,.dobarwianiem” blekitem alcjanu. Obserwacje dotyczyly przede wszystkim
czesci perykarialnej neurocytow sekrecyjnych. Jadra komoérek mialy ksztalty
regularne, badz tez wykazywaly liczne wglobienia. Przy otoczce jadrowej
obserwowano duze nagromadzenie heterochromatyny. W czgsci przyjadrowe;j
komorki zwracal uwage umiarkowanie rozbudowany kompleks Golgiego
(ryc. 1). Pod duzym powigkszeniem zaobserwowano we wnetrzu kanalow oraz
w pecherzykach kompleksu Golgiego czastki gestego materiatu (ryc. 2).
Siateczka srodplazmatyczna nie zawsze tworzyla charakterystyczne uklady
rownolegltych wzgledem siebie kanatow. W strefie perykarialnej bywata ona
pofragmentowana i rozproszona. W cytoplazmie znajdowaly si¢ duze ilosci
polirybosomow oraz pojedyncze ziarnistosci neurosekrecyjne. Zwracalty uwage
liczne formacje lizosomow, zroznicowanych zarowno pod wzgledem wielkosci,
jak 1 zawartosci wypelniajacego je materialu. Male lizosomy o $rednicy nie
przekraczajacej 0,2 pum, o elektronowo gestej zawartosci najczesciej byly
zlokalizowane w strefie kompleksu Golgiego (ryc. 3). Czgsto tez wystepowaly
tu duze formy lizosoméw o $rednicy 0,5 pm, wypelnione czastkami wielkosci
rybosomow oraz tworami blonowymi (ryc. 4). Obserwowano tez kuliste
lizosomy o $rednicy 1 —2 pm, wypelnione dos¢ jednorodnym elektronowoges-
tym materialem (ryc. 3). Pod duzym powigkszeniem niekiedy mozna w nich
bylo identyfikowa¢ formy tubularne lub ziarniste. Niezaleznie od wyzej
opisanych postaci lizosoméw w okolicy strefy Golgiego obserwowano ciata
wielopecherzykowe. W perykarionach obecne byly rowniez pojedyncze krople
lipidow (ryc. 1, 5). W aksonalnych wypustkach nerwowych czgsto wystepowaty
koliste formacje blonowe. Tworzyly one koncentryczne zwoje przypominajace
figury mielinowe.

Zastosowanemu w tych badaniach barwnikowi polikationowemu — blgkito-
wi alcjanu, przypisac¢ nalezy lepsze uwidocznienie elementow szkieletu komor-
kowego (ryc. 3, 5, 6). W czesci przyjadrowej widoczne byly neurotubule
rozmieszczone pomigdzy organellami komérkowymi. W obwodowych obsza-
rach neurocytéw, zwracala uwage znaczna ilo$¢ neurofilamentéw o grubosci
okolo 10 nm. Wlokienka te najczesciej ulozone byly rownolegle wzgledem
siebie; liczebno$¢ neurofilamentéw i ich upakowanie sprawialy wrazenie
catkowitego wypelnienia tych obszarow komorki (ryc. 7). W wypustkach
komorek nerwowych obserwowano liczne neurotubule (ryc. 8). Zostata uwido-
czniona rowniez delikatna siateczka mikrofilamentow laczaca miedzy soba
Sciany poszczegolnych neurotubul. W strukturach neuropilu obserwowano
pasmowato ulozony homogenny materiat o sredniej gestosci elektronowej (ryc. 9).
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Rys. 1. Reakcja z bigkitem alcjanu. Fragmenty trzech neuronow jadra nadwzrokowego (NI,
NII, NIIT) z obfitym materialem wiokienkowym. Obecne krople lipidow (L). Pow. 9000 x

Fig. 1. Reaction with Alcian blue. Supraoptic nucleus. Fragments of three neurons (NI, NII,
NIII) with abundant filamentous material. Lipid droplets (L) are present. x 9000

http://rcin.org.pl



Ryc. 2. Reakcja z blgkitem alcjanu. Neuron jadra nadwzrokowego. W zbiornikach i peche-
rzykach kompleksu Golgiego widoczny material o $redniej gestosci. Pow. 50 000 x

Fig. 2. Reaction with Alcian blue. Fragment of neuron from supraoptic nucleus. Cisterns and
vesicles of Golgi complex containing material of moderate density are visible, x 50000

Rye. 3. Reakcja z blekitem alcjanu. Fragment perykarionu neuronu jadra przykomorowego.
w ktorym widoczny jest kompleks Golgiego (Kg) oraz lizosomy (Li). W sasiedztwie kompleksu
Golgiego liczne neurotubule (strzatki). Pow. 18000 x
Fig. 3. Reaction with Alcian blue. Paraventricular nucleus. In neuronal perikaryon Golgi
complex (Kg) and lysosomes (Li) are visible. In the vicinity of Golgi complex abundant
neurotubules are accumulated (arrows). x 18000




Ryc. 4. Reakcja z blekitem alcjanu. Fragment perykarionu neuronu jadra przyvkomorowego.
w ktorym widoczny jest platowaty fagosom wypelniony ziarnistym materialem. profilami tworow
blonowych oraz ziarnami lipidow. Pow. 40000 x
Fig. 4. Reaction with Alcian blue. Paraventricular nucleus. Neuronal cytoplasm with large
phagosome filled with granular material, membraneous profiles and lipid granules is visible.

x 40000
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Ryc. 5. Reakcja z blekitem alcjanu. We fragmencie perykarionu komorki nerwowej jadra
nadwzrokowego widoczny kompleks Golgiego (Kg), pofragmentowana siateczka srodplazmatycz-
na. ciata geste, krople lipidow (L) oraz elementy szkieletu komorkowego: neurotubule i liczne

wiazki filamentow posrednich rozmieszczone chaotycznie (strzatka). Pow. 25 000 x

Fig. 5. Reaction with Alcian blue. Supraoptic nucleus. Fragment of neuronal pcriku-ryon with
Golgi complex (Kg), fragmented endoplasmic reticulum, dense bodies, lipid droples (L), and

cytoskeleton elements: ncurolubulcmtbw éﬁ»ﬁqb‘fl es of intermediate filaments irregularly
dist e - 0
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Ryc. 6. Reakcja z blekitem alcjanu. We fragmencie perykarialnym neuronu jadra nadwzroko-
wego widoczny jest kompleks Golgiego, pofragmentowana siateczka srodplazmatyczna ziarnista
oraz bardzo liczne neurofilamenty ulozone rownolegle wzglgdem siebie, a prostopadle do btony
plazmatycznej (strzatki). Pow. 50000 x

"

Fig. 6. Reaction with Alcian blue. Supraoptic nucleus. In the fragment of neuronal perikaryon
Golgi complex, fragmented granular endoplasmic reticulum and abundant neurofilaments are
visible. Parallel bundles of the latter are perpendicularly arranged towards cytoplasmic membrane

(arrows). x 50000

Ryc. 7. Reakcja z blgkitem alcjanu. Fragment wypustki nerwowej jadra przykomorowego
w caloéci wypelnionej neurofilamentami scisle przylegajacymi do siebie o przebiegu rownolegtym,
zgodnym z osia dluga wypustki. Do wiokna nerwowego przylegaja zakonczenia synaptyczne. (S).

Pow. 60000 x
Fig. 7. Reaction with Alcian blue. Fragment of a nerve process from the paraventricular

nucleus densely filled with neur {m‘e.? llﬁ rranged along the process axis. Synaptic
endings (S) in tl'qu 'cﬁgmﬂa irgbﬁterve process. x 60000
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Ryc. 8. Reakcja z bigkitem alcjanu. W neuropilu jadra nadwzrokowego widoczna wypustka
osiowa komorki, w ktorej sa widoczne neurotubule, delikatna siateczka mikrofilamentarna oraz
mitochondria. Do wlokna nerwowego przylegaja liczne zakonczenia synaptyczne. Pow. 28 000 x

Fig. 8. Reaction with Alcian blue. Neuropil of supraoptic nucleus comprising nerve cell
process in which neurotubules, delicate network of microfilaments and mitochondria are visible.
Numerous synaptic endings are lacalized along nerve cell process. x 28 000

SE v RN R ey : et :
Ryc. 9. Reakcja z bigkitem alcjanu. W neuropilu jadra nadwzrokowego widoczny drobnowto-
kienkowy material tworzacy pasmowate uklady (strzatki). o $redniej gestosci elektronowej. Obecne

formacie blonowe koncentrycznie zwinigte (Fb). Pow. 26 000 x
Fig. 9. Reaction with Alcian blue. Neuropil of supraptic nucleus containing fine fibrillary material
forming irregularly distributed bundles of moderate electron density is visible. Concentrically
arranged membraneous structures (Fb) are seen. x 26000
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Ryc. 10. Reakcja z blgkitem alcjanu. Fragment ryc. 9. Widoczny wzajemny uktad neurofila-
mentow (Nf) 1 drobnowlokienkowego materialu (strzalki). Pow. 65000 x
Fig. 10. Reaction with Alcian blue. Fragment of Fig. 9. Interrelations of neurofilaments (Nf)

and fine-fibrillary material (arrows) are demonstrated. x 65000

Ryc. 11. Reakcja z bigkitem alcjanu. Jadro przykomorowe. Na powierzchni bion ograniczaja-
cych szczeling synaptyczna widoczny drobnowlokienkowy material, ktory w czesci postsynaptycz-
nej ma bogatszy rysunek. Kolbka synaptyczna w calosci wypetniona pecherzykami. Pow.
150 000 x
Fig. 11. Reaction with Alcian blue. Paraventricular nucleus. Surfaces of membranes limitic
svnaptic cleft covered with fine fibrillary material which demonstrates more characteristic features
in the synaptic cleft and on the postsynaptic side. Presynaptic ending filled with synaptic vesicles.
x 150 000
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Pod powigkszeniem rzedu 70 tysigcy razy stwierdzono, ze ten pozornie
homogenny material mial budowg¢ drobnowlokienkowa o grubosci 5 nm.
Niekiedy do tego drobnowlokienkowego materiatu przylegaly pasma Scisle
upakowanveh ncurofilamentow (rve. 10).

W pojedynczych wioknach zmielinizowanych wystepujacych zwykle na
obwodzie jader neurosekrecyjnych obserwowano obkurczenie si¢ aksoplazmy
i ,,odstawanie” jej od ostonki mielinowej. W tych okolicach blaszki ostonki
mielinowej ulegaly rozwarstwianiu sie oraz tworzyly sie bulawkowate struk-
tury wpuklone do wnetrza wlokna nerwowego.

Zakonczenia synaptyczne najczesciej] wypelnione byly przylegajacymi do
siebie pecherzykami. Niekiedy obserwowano lizosomy wypelnione elektrono-
wogestym materialem blaszkowatym. Strefa blon pre- 1 postsynaptycznych
byla dobrze zroznicowana, ujawnione zostaly tez filamenty blony postsynapty-
cznej (rys. 11).

II. Metoda utrwalania w aldehydach z dodatkiem kwasu taninowego oraz
nastepowym dotrwalaniem w zelazocyjanku potasu wraz z czterotlenkiem
osmu, pozwolila na dokonanie dodatkowych obserwacji. W czgsci perykarial-
nej komorek neurosekrecyjnych przy strefie Golgiego obserwowano ciala

%,
1

&; A
P

Ryc. 12. Utrwalanie z kwasem taninowym. We fragmencie wypustki nerwowej w jadrze
nadwzrokowym widoczne struktury mielinopodobne. Pow. 180000 x

Fig. 12. Fixation with tannic acid. In a fragment of nerve process in the supraoptic nucleus
myelin-like structures with fingerprint pattern are visible. x 180000



Ryc. 13. Utrwalanie z kwasem taninowym. W zmielinizowanych aksonach jadra nadwzroko-
wego widoczne profile $cian neurotubul utworzone z protofilamentow. Widoczne filamenty
przylegajace do scian neurotubul (strzatki). Pow. 60000 x
Fig. 13. Fixation with tannic acid. In myelinated fibers in supraoptic nucleus profiles of
neurotubule walls, formed of protofilaments are visible. Filaments adjacent to neurotubule walls
are seen (arrows). x 60000
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Ultrastruktura podwzgorza w niedokrwieniu 393

wielopecherzykowe, ciata geste oraz struktury utworzone z bton koncentrycz-
nie ulozonych wzgledem siebie. Niekiedy struktury te posiadaly w czesci
centralnej homogenny gesty elektronowo material. Rowniez zroznicowany byl
ich ksztalt: od form kulistych do eliptycznych (ryc. 12). Podobne formacje
obserwowano rowniez we wloknach nerwowych. Kwas taninowy ujawnit na
przekrojach poprzecznych wiokien nerwowych zréznicowana strukture sciany
neurotubul. Dobre uwidocznienie neurotubul pozwolilo tez zwroci¢ uwage na
ich nierbwnomierne roztozenie (ryc. 13). Ujawnila si¢ tez zréznicowana gestos¢
cytoplazmy aksonalnej. W niektorych fragmentach ostonki mielinowej jej
blaszki ulegly rozwarstwieniu. Rozwarstwione blaszki ostonki wpuklaty si¢ do
wlokna aksonalnego.

OMOWIENIE

Neurony jader sekrecyjnych szczurow boddawanych krotkotrwalemu nie-
dokrwieniu, w zastosowanym modelu doswiadczalnym (Gajkowska 1987),
mialy na ogol prawidlowa budowe ultrastrukturalna, sporadycznie obserwowa-
no tzw. neurony ciemne. Podobnie Ito i wsp. (1975) zmiany w tkance
mozgowej gerbila w niedokrwieniu wywotanym podwiazaniem tetnic szyjnych
obserwowali dopiero po dluzszym czasie przezycia zwierzgcia. Wymienieni
autorzy wystgpowanie péznych znfian w tkance mozgu wiazali ze zjawiskiem
dojrzewania procesu patologicznego.

Nasze badania dotyczyly jader neurosekrecyjnych szczuréw w dwa tygod-
nie po pigciominutowym catkowitym zatrzymaniu krazenia. W obrgbie pery-
karionow komorek neurosekrecyjnych zmiany dotyczyly strefy Golgiego.
W sasiedztwie niewielkich splaszczonych cystern i nielicznych pecherzykow

obserwowano sporadycznie pojedyncze ziarnistosci neurosekrecyjne. Rowniez
~ siateczka $rodplazmatyczna szorstka byla bardzo ubogo reprezentowana w
tych rejonach komorki. Spostrzezenia te moga $wiadczy¢ o zmniejszeniu
syntezy substancji neurohormonalnej. Gajkowska (1987) podaje, ze po recyr-
kulacji krwi w nastepstwie krotkotrwalego niedokrwienia mozgu dochodzi do
wzmozonej aktywnosci neuronow sekrecyjnych. Przemawia za tym rozbudo-
wana strefa Golgiego oraz obecnos$¢ duzej ilosci ziaren neurosekrecyjnych.
Natomiast w dalszych okresach po przebytym incydencie niedokrwiennym
moze doj$¢ do zalamania si¢ metabolizmu tych komorek.

W perykarionach komorek neurosekrecyjnych, jak i rowniez w ich wypust-
kach stwierdzilismy stosunkowo duze ilosci lizosomoéw o zréznicowanej
zawartosci, wielkosci 1 ksztalcie. Obecne tez byly mikrokrople lipidow.
Z badan biochemicznych Domanskiej-Janik i wsp. (1982) wynika, ze w nastep-
stwie niedotlenienia mozgu nastgpuje czesciowa degradacja tancuchow weglo-
wodanowych glikolipidow, zwlaszcza cerebrozydow blon cytoplazmatycznych,
. spowodowana wzrostem aktywnosci specyficznych hydrolaz fosfolipidowych. Te
badania biochemiczne moga potwierdzi¢ nasze obserwacje, a zarazem wskazu-
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ja na mechanizm powstawania duzych lizosomoéw wypelnionych materialem
blonowym.

W blonach synaptycznych wielu badaczy stwierdzatlo duza zawartos¢
gangliozydow i kwasow sialowych (Hanssen i wsp. 1977; Yohe i wsp. 1980).
Domanska-Janik i wsp. (1982) postuluja, iz niedotlenienie ma bezposredni
wplyw na zawarto$¢ gangliozydow wiazacych kwas sialowy w bionach
synaptycznych. Wyaiki te moga przeto by¢ przydatne do wytlumaczenia
powstawania lizosomow w zakonczeniach synaptycznych w naszym materiale.

W ostonkach mielinowych obserwowalismy rozwarstwianie si¢ blaszek oraz
tworzenie si¢ ,,butawkowatych™ struktur. Badania biochemiczne Wendera
i wsp. (1987) wykazuja, iz ostre niedotlenienie powoduje przesunigcie ilosciowe
w zakresie frakcji fosfolipidowych, co doprowadza do uszkodzenia struktury
molekularnej ostonki mielinowej. Cullen (1988) stosujac technike ,.freeze-
-fracture” do badania degenerujacych neuronow, wskazal na zmniejszenie si¢
ilosci zgrupowan czasteczek biatkowych na powierzchni blaszek mielinowych,
przypisujac tym biatkom zasadnicza rolg w zachowaniu spoistosci ostonki. Tak
wigec mozna przypuszczac, iz w ocenionych przez nas warunkach dochodzi do
zmian w lipidach i bialkach blaszek ostonek mielinowych.

W badanym materiale zwrociliSmy szczegolna uwage na elementy szkieletu
komorkowego w czesci perykarialnej oraz w wypustkach komoérek nerwowych.
Obrazy te zdecydowanie odbiegaly od tych, ktore obserwowaliSmy w materiale
kontrolnym (Walski i Borowicz 1988). W czesci perykarialnej obecne byly
stosunkowo liczne neurotubule; ich rozmieszczenie sprawialo wrazenie separo-
wania poszczegdlnych organelli komorkowych. W wypustkach komorek ner-
wowych biegly one rownolegle do osi dhlugiej aksonow. W niektorych
wioknach mozna bylo zaobserwowac ogniskowe skupienie si¢ neurotubul.
Zwigkszona byla tez ilo$¢ neurofilamentow zarowno w czgsci perykarialnej, jak
i w czesciach obwodowych neuronow. W tych ostatnich ilo$¢ neurofilamentow
byta tak duza, ze wypelnialy one niekiedy bez reszty te obszary komorki.
Podobne obserwacje zostaly poczynione przez Donaghy i wsp. (1988), a wczes-
niej przez Jedrzejowska 1 Drac (1977) w aksonach pochodzacych od chorych
z tzw. neuropatia olbrzymich aksonow. Wraz ze zwigkszeniem si¢ ilosci
neurofilamentow nastgpowalo wyrazne zmniejszenie odleglosci miedzy nimi.
To zmniejszenie odleglosci jest thumaczone uszkodzeniem ,,mechanizmu most-
kow poprzecznych” odpowiedzialnego za uszeregowanie neurofilamentow
(Donaghy i wsp. 1988; Kwak, Matus 1988; Matus 1988). Na obecnym etapie
badan trudne jest dla nas wyjasnienie powstawania pasm zlozonych ze
zbrylonych drobnych wiokienek. W dostgpnym pismiennictwie nie znalezlismy
wyjasnienia tego zjawiska, a metody ktorymi dysponujemy nie daly podstaw
do ich identyfikacji.

Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, iz krotkotrwate niedokrwienie mozgu
szczura w badanym modelu doswiadczalnym sprowadza zmiany wyraznie
widoczne po dwutygodniowym przezyciu. Zmiany zachodzace w budowie
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Ultrastruktura podwzgorza w niedokrwieniu 395

wzglednie organizacji szkieletu komorkowego nie byly dotychczas podnoszone
w dostepnym nam pismiennictwie. Sa one zapewne wyrazem nieodwracalnych
ograniczen metabolizmu badanych komorek.

ELECTRON MICROSCOPIC CHANGES IN NEUROSECRETORY NUCLEI
OF RAT HYPOTHALAMUS FOLLOWING GLOBAL CEREBRAL ISCHEMIA
IN THE COURSE OF SHORT-TERM CLINICAL DEATH

Summary

Hypothalamic neurosecretory nuclei of rats in which short-term clinical death was experimen-
tally induced, were examined electron-microscopically. Material for studies was taken two weeks
after resuscifation of animals following 5 min cardiac and respiratory arrest. Application of
aldehyde fixatives with Alcian blue as well as fixatives containing tannic acid revealed numerous
additional ultrastructural features not visualized in routine electron microscopy.

The obtained results are indicative that short-term cerebral ischemia in rats results in
ultrastructural abnormalities in neurosecretory hypothalamic nuclei, which appear after 2 weeks
survival. These are electron microscope exponents of reduced secretory function. increased number
ol Ivsosomal structures and changes in cytoskeleton organization. They are accompanied by
abnormalities in axoplasm and myelin sheaths. The authors consider those structural abnormal-
itics as exponents of delayed irreversible metabolic changes of nerve cells.
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WPLYW ISCHEMII NA ULTRASTRUKTURE JADRA
OLBRZYMIOKOMORKOWEGO U SZCZURA

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

Z badan nad niedokrwieniem mozgu wynika, ze wywoluje ono liczne
zmiany fizjologiczne, biochemiczne i morfologiczne, zarobwno w komponencie
glejowym, jak i nerwowym. Zaburzenia mikrokrazenia mozgu po przebytym
niedokrwieniu utrzymuja si¢ przez wiele godzin po przywroceniu krazenia krwi
1 stanowia istotny czynnik uszkadzajacy tkanke nerwowa (Klatzo 1975, 1985).
Jednym z elementoéw patogennych jest uszkodzenie poperfuzyjne (Hekmatpa-
nah, Hekmatpanah 1986), ktore obok samego niedokrwienia, odgrywa istotna
role w rozwoju uszkodzen tkanki nerwowej (Mossakowski, Kwiatkowska-
-Patzer 1983; Mossakowski, Gajkowska 1984). Istotna role w rozwoju
poischemicznych nieprawidlowosci odgrywa rowniez zjawisko dojrzewania
procesu patologicznego, polegajace na nasilaniu si¢ zmian w OUN wraz
z uplywem czasu po niedokrwieniu (Ito i wsp. 1975).

Wiadomo, ze neurony poszczegodlnych struktur osrodkowego ukiadu ner-
wowego wykazuja zroznicowana wrazliwos¢ na niedokrwienie. Jak wykazaty
badania Mossakowskiego i wsp. (1986) neurony jadra olbrzymiokomorkowe-
go tworu siatkowatego pnia mozgu (nucleus reticularis gigantocellularis)
naleza do struktur wybiérczo ‘wrazliwych na niedokrwienie.

W bogatym piSmiennictwie dotyczacym ischemicznych i poischemicznych
zmian ultrastrukturalnych w réznych obszarach osrodkowego uktadu nerwo-
wego 1 w roznych uktadach doswiadczalnych, dane dotyczace zmian w jadrze
olbrzymiokomorkowym sa skapo reprezentowane (Zar¢ba-Kowalska, Boro-
wicz 1985, 1987). o

Morfologia czynnos$ciowa jadra olbrzymiokomorkowego jest stosunkowo
malo poznana, a piSmiennictwo z tego zakresu bardzo skape (Bowsher,
Westman 1970). Z badan fizjologicznych wynika, ze jadro olbrzymiokomorko-
we stanowi wazny osrodek kojarzeniowy pomiedzy wieloma osrodkami mozgu
i rdzenia kregowego (Bowsher i wsp. 1968; Guilbaud i wsp. 1973; Siegel 1979),
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jadro to stanowi rowniez osrodek przekaznictwa bodzcoéw bolowych (Burton
1968; Casey 1971; Basbaum i wsp. 1978). :

Celowa wydawala si¢ ocena obrazow ultrastrukturalnych jadra olbrzymio-
komorkowego pnia mozgu szczura z dtuzszym przezyciem po krotkotrwatym
(5 min), przejsciowym niedokrwieniu mozgu. Jak wykazaly badania Mossako-
wskiego i wsp. (1986), uszkodzenia neuronow w niektorych strukturach
mozgowia, uznanych za wybiorczo wrazliwe na niedokrwienie, pojawiaja si¢
lub nasilaja z kilkudniowym opoéznieniem. przeciwnie niz w okolicach uzna-
nych za mniej wrazliwe. Obecna praca jest kontynuacja uprzednio prowadzo-
nych badan, w ktorych wykazano wystgpowanie i utrzymywanie si¢ zmian
obrzekowych w obszarze olbrzymiokomérkowym pnia mézgu w 7 dni po
niedokrwieniu (Zargba-Kowalska, Gajkowska 1988). W odréznieniu od po-
przedniego do$wiadczenia obserwacje przeprowadzono po diuzszym czasie
przezycia zwierzat, tj. po 14 i 30 dniach od wykonania zabiegu. :

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 10 dojrzalych szczurach szczepu Wistar,
samicach o masie ciala 160—180 g. U 8 szczuréow spowodowano $mier¢
kliniczna wedlug metody Korpacheva i wsp. (1982). Czynnosci reanimacyjne
podejmowano po 5 min od momentu zatrzymania czynnosci serca.

Zwierzeta doswiadczalne usmiercano, wykonujac przezsercowa perfuzje
zbuforowanym roztworem paraformaldehydu i glutaraldehydu wedlug Karno-
vskiego. Cztery zwierzeta zdekapitowano po 14 dniach po reanimacji, nastgpne
4 po uplywie 30 dni po doswiadczeniu. Kontrolg badan stanowily 2 szczury,
ktore nie byly poddane zadnym zabiegom. Do badan mikroskopowo-elektro-
nowych pobierano wycinki z pnia mozgu zawierajace jadro olbrzymiokomor-
kowe. Nastepnie utrwalono je przez imersj¢ wedlug Karnovskiego, dotrwalano
1% OsO,, odwadniano w alkoholu etylowym i tlenku propylenu oraz -
zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie skrawki kontrastowano nasyconym
wodnym roztworem octanu uranylu i cytrynianu otowiu. Preparaty ogladano
i fotografowano w mikroskopie JEM 1200 EX.

WYNIKI

Ultrastruktura jadra olbrzymiokomdrkowego pnia mozgu szczura zoStala
uprzednio opisana (Zargba-Kowalska, Borowicz 1987), w zwiazku z czym
dokumentacja dotyczaca budowy tego jadra u szczurdw kontrolnych zostata
pominigta. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na wystgpowanie w tym obszarze
dwoch typow neuronéw, z ktorych tylko jeden typ, tj. neurony olbrzymie,
wykazywal reakcje na niedokrwienie (Zargba-Kowalska, Gajkowska 1988).
Neurony olbrzymie odznaczaly si¢ znacznymi rozmiarami perykarionow,
kilkakrotnie przekraczajacymi wielkoscia pozostale neurony oraz bogato
rozwinietymi i wtornie rozgaleziajacymi si¢ dendrytami. Zawieraly one duze,
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Ryc. 1. Fragment neuronu olbrzymiego, 14 dni po ischemii. W cytoplazmie widoczne liczne,
drobne mitochondria, neurotubule, neurofilamenty oraz liczne lizosomy. Pow. 18 000 x
Fig. 1. Fragment of large neuron. 14 days after ischemia. Numerous small mitochondria,
neurotubules, neurofilaments, and numerous lysosomes are visible in cytoplasm. x 18 000
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Ryc. 2. Fragment neuronu olbrzymiego. 30 dni po ischemii. W cytoplazmie komorki
widoczny dobrze rozwinigty kompleks Golgiego, obfita siateczka srodplazmatyczna ziarnista oraz
liczne neurotubule i neurofilamenty, zarowno w strefie przyjadrowej, jak rowniez w pozostatych

obszarach cytoplazmy. Pow. 22500 x
Fig. 2. Fragment of large neuron. 30 days after ischemia. Well developed Golgi complex,
abundant granular endoplasmic reticulum, numerous neurotubules and neurofilaments are visible
in various areas of cytoplasm. x 22500
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centralnie polozone jadra z rOwnomiernie rozproszona chromatyna jadrowa.
Charakterystyczna cecha tych komorek byla obfita siateczka srodplazmatycz-
na ziarnista, zajmujaca rozlegle obszary cytoplazmy. Kompleks Golgiego byt
dobrze rozwiniety, licznie wystepowatly mitochondria odznaczajace si¢ znacz-
nym polimorfizmem ksztattu i wielkosci. Powierzchnia ciata tych neuronow,
jak réwniez proksymalne odcinki dendrytéow byly pokryte zakonczeniami
presynaptycznymi. Drugi typ neuronow stanowity mate neurony z nielicznymi
dendrytami. Jadra tych neuronéw byly bogatsze w chromatyne¢ 1 wykazywaly
zageszczenia heterochromatyny pod otoczka jadrowa. Siateczka srodplazmaty-
czna ziarnista oraz kompleks Golgiego byly srednio rozwinigte. Znaczna czgs¢
powierzchni tych neuronéw kontaktowatla si¢ z komorkami glejowymi, naczy-
niami lub zmielinizowanymi aksonami. Zakonczenia presynaptyczne na powie-
rzchni matych neuronoéw byly nieliczne.

Zwierzeta doswiadczalne. Obserwacje morfologiczne przeprowadzono po
14 i 30 dniach po zabiegu. W obu grupach do$wiadczalnych stwierdzono
podobna reakcje na niedokrwienie. Wigkszos¢ obserwowanych neuronow
olbrzymich oraz neurony male nie wykazywaty zmian w budowie ultrastruktu-
ralnej jadra i cytoplazmy w porownaniu z kontrola. Na uwage zastugiwala
jednak obfitos¢ elementdéw cytoskeletonu: neurotubul i neurofilamentoéw oraz
wzrost liczby lizosomow i ciatl lipidowych w cytoplazmie niektorych neuronow
olbrzymich w czternastym dniu po zabiegu. Liczne neurotubule i neurofila-
menty byly obecne zarowno w strefie przyjadrowej tych komorek, jak rowniez
w wypustkach dendrytycznych i aksonalnych. W cytoplazmie neuronow
obserwowano liczne, drobne mitochondria (ryc. 1, 2). Wystgpowaly takze ciata
jaderko-podobne (ryc. 3). Mniej liczne neurony olbrzymie wykazywaly miejs-
cowe przejasnienia cytoplazmy (ryc. 4), badz tez zawieraly elektronowo-
-przezierne wakuole (ryc. 5). W neuronach tych stwierdzano rownocze$nie
zmniejszenie si¢ ilosci elementow cytoskeletonu, neurotubul i neurofilamen-
tow. Stwierdzono ponadto obrzmienie niektorych dendrytow oraz wypustek
astrocytarnych. W cytoplazmie astrocytow wystepowaly niekiedy elektrono-
wo-przezierne wakuole (ryc. 6, 7). Kolbki presynaptyczne potaczen akso-soma-
tycznych na perykarionach oraz wypustkach neuronow olbrzymich nie wyka-
zywaly nieprawidlowosci w budowie ultrastrukturalnej (ryc. 4, 6, 7). Charakte-
rystyczng zmianga obserwowana w neuropilu, w dwa tygodnie i w miesiac po
ischemii, byto rozwarstwienie blaszek mieliny niektorych wiokien zmielinizo-
wanych (ryc. 8).

OMOWIENIE

Wyniki przedstawionych badan wskazuja na wystepowanie stosunkowo
niewielkich zmian ultrastrukturalnych w jadrze olbrzymiokomérkowym pnia
mozgu szczura po krotkotrwalym, catkowitym niedokrwieniu. Zmiany obser--
wowane po 14 i 30 dniach od wykonania zabiegu mialy podobny charakter
i dotyczyly neuronéw olbrzymich oraz astrogleju. Byly one typowe dla
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niedokrwienia i polegaly na obrzmieniu dendrytéw neuronow olbrzymich oraz
astrocvtow. a zwlaszcza ich wypustek. W cytoplazmie pojedynczych neuronow
olbrzyvmich obserwowano przejasnienia oraz liczne wakuole. Jak wykazywaly
uprzednie badania nad krotkotrwaltym (2.5 min i 5 min). calkowitym niedo-
krwieniem mozgu (Zareba-Kowalska. Borowicz 1987: Zareba-Kowalska. Gaj-
kowska 1988), wczesne zmiany obserwowane w neuronach olbrzymich bes-
posrednio i w 3 godz. po przywroceniu krazenia krwi polegaly na o-
brzmieniu mitochondriow. We wczesnym okresie (3 i 7) dni po zabiegu
stwierdzono réwniez zmiany w postaci obrzmienia struktur cytoplazmatycz-
nych dotyczace neuronow olbrzymich oraz zmiany astrogleju, zwlaszcza
w okolicach okolonaczyniowych. W jadrach neuronéow olbrzymich obserwo-
wano wtrety. Czestos¢ ich wystepowania (Seite 1977) wiaze si¢ ze stopniem
aktywnosci komorek. Wyniki obecnych badan wskazuja na utrzymywanie sie,
pomimo uplywu czasu, zmian ultrastrukturalnych, a zatem na utrzymywanie
si¢ zaburzen czynno$ciowych w tym obszarze mozgu.

W pismiennictwie jest stosunkowo niewiele doniesien dotyczacych na-
stepstw krotkotrwalego, catkowitego niedokrwienia mozgu. Wedtug Hossman-
na i Zimmermanna (1974) calkowite nicdokrwienie mozgu jest mniej uszkadza-
jace dla OUN niz jego czeSciowe niedokrwienie. Strukturalne uszkodzenia
mozgowia po catkowitym niedokrwieniu mozgu maja zroznicowany charakter
w zaleznosci od stosowanego modelu doswiadczalnego i1 pojawiaja si¢ w roz-
nym czasie po incydencie niedokrwiennym (Hossmann, Sato 1970; Hossmann,
Hossmann 1973: Mossakowski i wsp. 1986). Dotycza one przede wszystkim
formacji szarych i maja charakter badz zmian uogoélnionych z predylekcyjnym
zajeciem kory mozgu i mozdzku (Nemoto 1 wsp. 1977: Kalimo i wsp. 1979:
Pulsinelli, Brierley 1979), hipokampa (Mossakowski i wsp. 198Y). badz tez sa
wybidrczo ograniczone do struktur podkorowych, glownie galki bladej,
prazkowia i wzgorza (Hossmann, Zimmermann 1974; Marshall i wsp. 1975).
Czeste uszkodzenia komoérek nerwowych obserwowano rowniez w istocie
czarnej, tworze siatkowatym pnia mozgu, a zwlaszcza w jego jadrze olbrzymio-
komorkowym i jadrach szwu (Mossakowski 1 wsp. 1986). Szczegdlnie wrazliwy

<

Ryc. 3. Neuron olbrzymi. 30 dni po ischemii. Fragment cytoplazmy, w ktorej widoczne sa ciata
jaderko-podobne (NLB). Pow. 45 000 x
Fig. 3. Large neuron. 30 days after ischemia. Fragment of cytoplasm with nucleolus-like
bodies (NLB). x 45 000

Ryc. 4. Neuron olbrzymi. 30 dni po ischemii. Fragment cytoplazmy z widocznymi przeja$nie-
niami (glowki strzalek). Kolbki presynaptyczne polaczen akso-somatycznych o prawidlowej
budowie ultrastrukturalnej zawieraja liczne, kuliste i owalne mikropecherzyki. Widoczny kanat
siateczki Srodplazmatycznej ziarnistej w Scistym kontakcie z blona postsynaptyczna neuronu
(strzatka). Pow. 30000 x
Fig. 4. Large neuron. 30 days after ischemia. Cytoplasm shows electron-lucent places (arrow
heads). Normal presynaptic boutons of axo-somatic synapses containing numerous, round and
oval microvesicles. Granular endoplasmic reticulum channel exhibits close contact with postsynap-
tic membrane of neuron (arrow). x 30000
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Ryc. 5. Neuron olbrzymi. 30 dni po ischemii. Cytoplazma neuronu zawierajgca liczne wakuole
(V). Pow. 30000 x

Fig. 5. Large neuron. 30 days after ischemia. Cytoplasm contains numerous vacuoles (V).
% 30000
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Ryc. 6. Obszar olbrzymiokoméorkowy. 30 dni po ischemii. W okolicy okolonaczyniowej
widoczna obrzmiala wypustka dendrytyczna (D) oraz obrzmiale przynaczyniowe wypustki
astrocytow (A) zawierajace wakuole. Pow. 22 500 x
Fig. 6. Gigantocellular region. 30 days after ischemia. Swollen dendritic profile (D), swollen
perivascular astrocytic processes (A) containing vacuoles are visible. x 22500
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na niedokrwienie jest sektor CA  hipokampa, w ktorym niektorzy autorzy
obserwowali wybiorcze martwice (Kirino i wsp. 1984; Petito, Pulsinelli 1984).
Yamaguchi 1 wsp. (1986) zwrocili uwage na bezposrednia zaleznos¢ pomiedzy
intensywnoscia niedokrwienia a narastaniem procesu patologicznego.

Obecne obserwacje morfologiczne przeprowadzone po 14 i 30 dniach po
niedokrwieniu, wykazaly niewielkie zmiany w postaci obrzmienia przede
wszystkim astrocvtow oraz dendryvtow neuronow olbrzymich. Nalezy jednak
zaznaczyc¢, ze wigkszo$¢ neuronow olbrzymich nie wykazywala nieprawidlowos-
ci ultrastrukturalnych. Obserwowane zmiany oraz pojawianie si¢ wakuoli
w cytoplazmie neuronow olbrzymich mozna ttumaczy¢ zaburzeniami homeo-
stazy wodno-elektrolitowej w czasie niedokrwienia i w okresie poischemicznym.
Powoduja one wzrost osmolalnosci tkanki, a tym samym miejscowe zaburze-
nia osmotyczne (Hossmann, Takagi 1976; Bandaranayake i wsp. 1978).
Przeprowadzone obserwacje wskazuja, ze przebyte 5 min catkowite niedo-
krwienie mozgu wywotuje w jadrze olbrzymiokomorkowym zmiany obrzeko-
we w populacji astrocytow i neuronow olbrzymich, rowniez po 14 i 30 dniach
po incydencie niedokrwiennym, ktore moga stanowi¢ wyktadnik utrzymuja-
cych si¢ zaburzen czynnosciowych.

EFFECT OF ISCHEMIA ON THE ULTRASTRUCTURE
OF THE GIGANTOCELLULAR NUCLEUS OF THE RAT

Summary

The gigantocellular region of the reticular formation of the brain stem of rat was studied two
weeks and one month after complete, 5-min ischemia. Edematous changes affected some large
neurons, especially their dendrites, as well as some astrocytes. An increased number of
polymorphic lysosomes and lipid droplets was observed in large neurons. Some of them exhibited
an abundance of cytoskeleton elements, i.e., neurotubules and neurofilaments. Thése ultrastructur-
al changes persisted one month after the ischemic incident.
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Ryc. 7. Obszar olbrzymiokomorkowy. 30 dni po ischemii.. W neuropilu widoczny jest
obrzmialy dendryt (D) oraz obrzmiala wypustka astrocyvta (A). Zakonczenia presynaplyczne na
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Fig. 7. Gigantocellular region. 30 days after ischemia. Swollen dendrite (D), swollen astrocytic
processes (A) are present in neuropil. Presynaptic boutons on large neuron exhibit normal
ultrastructure (arrows). x 18000
Ryc. 8. Obszar olbrzymiokomorkowy. 30 dni po ischemii. W neuropilu widoczne przekroje
poprzeczne wiokien zmielinizowanych z rozwarstwionymi blaszkami otoczki mielinowej (strzal-
ki). Pow. 22500 x
Fig. 8. Gigantocellular region. 30 days after ischemia. Transverse profiles of myelinated nerve
fibers with splitting of myelin sheath lamellae are visible in neuropil (arrows). x 22 500

http://rcin.org.pl



408 A. Zareba-Kowalska, B. Gajkowska

15.

16.

20.

21.

22.

23;

24.

medulla of the cat: an autoradiographic study of pain niodulaling systems. J Comp Neurol,
1978, 178, 209—224.

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

J Neurophysiol, 1968, 21, 288 —300.
Bowsher W., Westman J.: The gigantocellular reticular region and its spinal afferents: a light
and electron microscopic study in the cat. J Anat (Lond), 1970, 106, 23 —36.

. Burton H.: Somatic sensory properties of caudal bulbar reticular neurons in the cat (Felis

domestica). Brain Res, 1968, 11, 357—372.
Casey K. L.: Responses of bulboreticular units to somatic stimuli eliciting escape behaviour in
the cat. Int J Neurosci, 1971, 2, 15—28.

. Guilbaud G., Besson J. M., Oliveras J. L.: Modifications of the firing rate of bulbar reticular

units (nucleus gigantocellularis) after intra-arterial injection of bradykinin into the limbs. Brain.
Res, 1973, 63, 131—140.

. Hekmatpanah F. F., Hekmatpanah C. R.: Microvascular alterations in cerebral contusion and

correlation with neural damage. An. Riesch Symposion: Brain microcirculation: Pathology,
diagnosis, therapy. Berlin, September 2—35, 1986, Abstracts.

. Hossmann V., Hossmann K.-A.: Return of neuronal functions after prolonged cardiac arrest.

Brain Res. 1973. 60, 423 —438.

. Hossmann K.-A., Sato K.: The effect of ischemia on sensitive cortex of cat. Electrophysiologi-

cal. biochemical and electron-microscopical observations. Neurology. 1970, 198, 33 —45.

. Hossmann K.-A., Takagi S.: Osmolality of brain in cerebral ischemia. Exp Neurol, 1976, 51,

124 — 131

. Hossmann K.-A., Zimmermann V.: Resuscitation of the monkey brain after 1 h complete

ischemia. 1. Physiological and morphological observations. Brain Res. 1974, 81. 59 -74.

. Tto U., Spatz M., Walker K. J. T. Jr., Klatzo I.: Experimental cerebral ischemia in Mongolian

gerbils. Acta Neuropathol (Berl), 1975, 320, 209 —223.

. Kalimo H., Paljarvi L., Vapalahti M.: The early ultrastructural alterations in the rabbit

cerebral and cerebellar cortex after compression ischemia. Neuropathol Appl Neurobiol, 1979,
5, 211-223.

Kirino T., Tamura A., Sano K.: Delayed neuronal death in the rat hippocampus following
transient forebrain ischemia. Acta Neuropathol (Berl), 1984, 64, 739—747.

Klatzo I.: Pathophysiological aspects of cerebral ischemia. W: Nervous system. Vol. I. The
basic neurostience. Red. D. B. Tower, Raven Press, New York, 1975, 313—322.

. Klatzo I.: Some of the pathophysiological aspects of cerebral ischemia. XVIIT Danube

Symposium for Neurological Sciences, Innsbruck, 17—19 October, 1985. Abstracts.

. Korpachev W. G., Lysenkov S. P., Tiel L. Z.: Modelirovanie klinicheskoi smierti i postreani-

mationnoi bolezni u krys. Patol Fiziol Exp Ter, 1982, 3, 78 —80.

. Marshall L. F., Graham D. I., Durity F., Lounsbury R., Welsh F., Langfitt T. W.:

Experimental cerebral oligemia and ischemia produced by intracranial hypertension. Part 2.
Brain morphology. J Neurosurg, 1975, 43, 318 —322.

Mossakowski M. J., Gajkowska B.: Influence of indomethacin on the ultrastructural
pathology of the brain following temporary ischemia in Mongolian gerbils. Neuropatol Pol,
1984, 22, 347—365.

Mossakowski M. J., Kwiatkowska-Patzer B.: Wplyw indometacyny na niedokrwienne
uszkodzenie mozgu u chomika mongolskiego. Neuropatol Pol, 1983, 21, 287 —301.
Mossakowski M. J., Hilgier W., Januszewski S.: Ocena zmian morfologicznych w osrodkowym
uktadzie nerwowym w doswiadczalnym zespole poreanimacyjnym. Neuropatol Pol, 1986, 24,
471 —489.

Mossakowski M. J., Gajkowska B., Tsitsishvili A.: Ultrastructure of neurons from CA | sector
of Ammon’s horn in short-term cerebral ischemia in Mongolian gerbils. Neuropatol Pol, 1989,
27 (w druku).

Nemoto E. M., Bleyaert A. L., Stezoski S. W., Moossy J., Rao G. R., Safar P.: Global brain
ischemia. A reproducible monkey model. Stroke, 1977, 8, 558 —564.

http://rcin.org.pl



28

26.

27

28.
29

30.

31

32

Ultrastruktura jadra olbrzymiokomérkowego w niedokrwieniu 409

Petito C. K., Pulsinelli W. A.: Delayed neuronal recovery and neuronal death in the rat
hippocampus following severe cerebral ischemia: a possible relationship to abnormalities in
neuronal processes. J. Cereb Blood Flow Metab, 1984, 4, 194—208.

Pulsinelli W. A., Brierley J. B.. A new model of bilateral hemispheric ischemia in the
unanesthetized rat. Stroke, 1979, 10, 267 —272.

Seite R., Zerbib R., Vuillet-Luciani J., Vio M.: Nuclear inclusions in sympathetic neurons:
A quantitative and ultrastructural study of the superior cervical and celiac ganglia of the cat.
J Ultrastruct Res, 1977, 61, 69—105.

Siegel J. M., Behavioral functions of the reticular formation. Brain Res Rev, 1979, 1, 69— 105.
Yamaguchi T., Wagner H. G., Klatzo I.: Observations on the post-ischemic physiology in the
gerbil brain includint K* and Ca*™* changes. W: Proc. of NATO ‘Advised Research
Workshop on Mechanism of Secondary Brain Damage. Plenum Press, New York, 1986.
Zargba-Kowalska A., Borowicz J.: The effect of hyperthermia on the ultrastructure of the
gigantocellular reticular region in the rabbit. Neuropatol Pol, 1985, 23, 335—352.
Zargba-Kowalska A., Borowicz J.: The effect of transient cerebral ischemia on the ultrastruc-
ture of the gigantocellular region of the medullary reticular formation in the rat. Neuropatol
Pol, 1987, 25, 117—130.

Zargba-Kowalska A.. Gajkowska B.: Wplyw catkowitego niedokrwienia mézgu na ultrastruk-
turg jadra olbrzymiokomoérkowego pnia mézgu szczura. Neuropatol Pol, 1988, 26, 303 —316.

Adres autorek: Pracownia Ultrastruktury Uktadu Nerwowego Centrum Medycyny Doswmd-

czalnej i Klinicznej PAN, ul. Dworkowa 3, 00—784 Warszawa.

8 — Neuropatologia Polska 3/89 http//rCIn Ol'g ¢ pl



NEUROPAT. POL., 1989, 27, 3
PL ISSN 0028-3894

EUGENIA TARNOWSKA-DZIDUSZKO, EWA BERTRAND

KORELACIJE KLINICZNO-MORFOLOGICZNE W ZAWALACH
MOZGU WTORNIE UKRWOTOCZNIONYCH*

Zaktad Neuropatologii Instytutu Psychiatrii i Neurologii, Warszawa

W przebiegu uszkodzenia tkanki moézgu na tle niedokrwienia, moga
pojawiac si¢ w obrebie zawalu bladego, w poszczegdlnych fazach jego rozwoju,
ogniska krwotoczne roznej wielkosci, od drobnych wybroczyn do wigkszych,
zlewajacych si¢ krwotokow. Patogeneza ich powstania jest bardzo zlozona
i stanowi przedmiot wielu badan zaréwno klinicznych, jak i doswiadczalnych
(Denny-Brown, Russel 1941; Lindenberg 1955, 1968; Aizawa i wsp. 1961;
Quadbeck 1965; Ziilch 1968, 1971). Ogniska krwotoczne powigkszaja obszar
pierwotnego uszkodzenia tkanki mozgu, a jezeli przebijaja si¢ do przestrzeni
plynowych moézgu, zacieraja najczesciej pierwotna ogniskowa lokalizacje proce-
su chorobowego. 'Naleialoby si¢ spodziewa¢, ze ukrwotocznienie zawalu
pierwotnie bladego winno zamanifestowaé¢ si¢ dwu- lub wieloetapowym
przebiegiem klinicznym. Zadaniem naszej pracy byla analiza kliniczno-morfo-
logiczna przypadkow, w ktorych w przebiegu naczyniopochodnego uszkodze-
nia mozgu doszlo do pojawienia si¢ ognisk krwotocznych w obrebie zawatu.

MATERIAL T METODY

Analizie kliniczno-morfologicznej poddano 2770 kolejnych przypadkow
sekcyjnych Zaktadu Neuropatologii Instytutu Psychiatrii i Neurologii. Byli to
chorzy, ktorzy zmarli w klinikach neurologicznych i psychiatrycznych Instytu-
tu w latach 1970—1986. Z grupy naczyniopochodnego rozmigkania OUN,
obejmujacej 960 przypadkow, wyodrgbniono 355 przypadkow z wtornym
~ ukrwotocznieniem zawalu bladego. ;

Na utrwalonych w formalinie m6zgach badano makroskopowo topografi¢
zmian naczyniopochodnych. Strukture ogniska rozmigkania, jego wiek, jak
i lokalizacj¢ oraz wiek ukrwotocznienia oceniano na duzych skrawkach
obejmujacych ognisko rozmigkania wraz z pograniczem tkanki nieuszkodzo-

*Praca wykonana w ramach Problemu Resortbwego R 13/ 1Y e
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nej. Skrawki parafinowe barwiono fioletem krezylu, HE, met. Mallorego,
Spielmeyera, van Gieson i/lub van Gieson z orceinag oraz impregnowano
metoda Bielschowsky’ego.

WYNIKI

Badany material obejmowat 355 przypadkow sekcyjnych, w tym 223
kobiety i 132 mezczyzn, zmartych miedzy 39 a 96 rokiem zycia. Sredni wiek
badanej grupy wynosit 67 lat. Wielu chorych leczyto si¢ z powodu nadcisnienia
(200 przypadkow), cukrzycy (88 przypadkow) lub zaburzen rytmu serca, najczes-
ciej migotania przedsionkow (169 przypadkow). Przebyty zawal mig$nia
sercowego podano w wywiadzie u 84 chorych. Poczatek udaru byt zwykle
nagly, w przewazajacej liczbie przypadkow (86) towarzyszyla mu utrata -
przytomnosci lub zaburzenia $wiadomosci (130 przypadkow), przechodzace
najczescie] w Spiaczke (109 przypadkow). U 42 chorych spostrzegano drgawki.
Najczgsciej stwierdzanym zespolem chorobowym byl polowiczy niedowlad
(220 przypadkow) badz bezwlad (120 przypadkéw). U S chorych obserwowa-
no tylko afazj¢ mieszana z deficytem piramidowym. Objawy pniowe i/lub
zaburzenia mozdzkowe obserwowano sporadycznie (odpowiednio 6 i 7 przypa-
dkow). Wieloetapowy przebieg kliniczny obserwowano u 78 chorych.

W trakcie obserwacji klinicznej u 78 chorych niedowlad przeksztalcit si¢
w bezwlad polowiczy badz czterokonczynowy. Stopniowe pogarszanie sig
stanu chorego i narastanie niedowladu do bezwladu potowiczego obserwowa-
no w pierwszych dwoch dniach od incydentu udarowego u 39 chorych, a do
bezwladu czterokonczynowego u 9 chorych. U pozostatych 30 chorych po
poczatkowej poprawie, najczgsciej w postaci splycenia zaburzen przytomnosci
i mozliwosci nawiazania kontaktu stownego z chorym, niedowlad przeksztalcit
si¢ w porazenie. U 15 chorych nastapilo to migdzy 4 a 7 doba, u 9 chorych
w trakcie prowadzenia ¢wiczen rehabilitacyjnych okolo 21 dnia choroby,
a u 6 chorych migdzy 21 a 35 dniem zachorowania. Pogorszeniu stanu
neurologicznego towarzyszyta w 10 przypadkach utrata przytomnosci, a w 20
przypadkach poglebiajace si¢ zaburzenia przytomnosci od sennosci do glebo-
kiej spiaczki mozgowej. Czas przezycia chorych wahat si¢ od kilku godzin do
kilku tygodni (tab. 1). W 1 tygodniu od pojawienia si¢ udaru zmarto 140
chorych. W 2 tygodniu 98 chorych, w 3 tygodniu 50 chorych. Wigcej niz 21 dni
przezylo 67 chorych. U 252 chorych udar $miertelny byl pierwszym incyden-
tem moézgowym, u 85 chorych drugim, a u 18 chorych — trzecim.

W wykonanych badaniach diagnostycznych w plynie mozgowo-rdzenio-
wym stwierdzono podwyzszony poziom biatka od 56 do 162 mg% u 61
chorych, a w 69 przypadkach — zespol krwotoczny. Badanie CT wykonane
u 6 chorych oraz scyntygraficzne u 29 chorych pozwolilo zazwyczaj na
zlokalizowanie czy scharakteryzowanie procesu chorobowego.

Rozpoznanie kliniczne w wigkszosci przypadkéw bylo zgodne z neuropato-
logicznym. W 301 przypadkach rozpoznano proces rozmigknieniowy, w 32
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Ukrwotocznione zawaly mézgu : 413

Tabela 1. Czas trwania choroby

Table 1. Duration of the disease

Czas przezycia Liczba przypadkow Razem
Survival time Number of cases  Total
24 godz
24 h i
2 —3 dni
days i
4 —7 dni 76 140
days
8 —14 dni 98
days
15 —21 dni 50
days
ponad 21 dni
more than 21 days ol i
355
przypadkach — krwotok miazszowo-oponowy, u 10 chorych rozpoznano

proces nowotworowy, u 3 chorych krwiak podtwardowkowy, u 2 proces
zapalny OUN, u pozostalych za§ 7 chorych — zespo6t psychoorganiczny,
Pogorszenie si¢ stanu klinicznego interpretowano zazwyczaj jako wynik
wtornego krwotoku do pnia mozgu, badz taczono je z dodatkowym ogniskiem
rozmigkania w obrebie pnia moézgu.

Badania sekcyjne wykonano u 338 chorych. U 65 chorych stwierdzono
swiezy zawal migsnia sercowego, a u 126 chorych blizn¢ pozawatowa. W 16
przypadkach obecny byt zakrzep w tetnicy szyjnej wewnetrznej w odcinku
pozaczaszkowym. Zapalenie ptuc stwierdzono u 183 chorych, zator w tetnicy
plucnej u 61, a zawaly nerek lub sledziony u 31 chorych. Ostre owrzodzenie
zofadka i/lub dwunastnicy z krwawieniem do przewodu pokarmowego zanoto-
wano u 31 chorych. U 10 chorych znaleziono nowotwory narzadowe (raka
pluc u 7 chorych, raka gruczotu krokowego u 2 chorych, raka sutka
u 1 chorej).

Badania makroskopowe mozgu

Zgodnie z zalozeniem pracy wszystkie badane przypadki reprezentowaly
ogniska rozmigkania mozgu wtornie ukrwotocznione. Ogniska krwotoczne
w polu rozmigkania potkulowego zlokalizowane w otoczeniu dna rowkow
niszczac kore i istotg biala przebijaly sie zazwyczaj do przestrzeni podpajeczy-
nowkowej (ryc. 1). Czasami obserwowano rozlegle, smugowate lub kuliste
krwotoki w istocie bialej i jadrach podkorowych w rejonie unaczynienia
odpowiedniej tetnicy (ryc. 2). Ogniska krwotoczne przekraczaly niekiedy
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Ryc. 1. Rozmigkanie ukrwotocznione korowo-podkorowe, w obszarze unaczynienia powierz-
chownych galazek tetnicy mozgu srodkowej lewej z przebiciem do przestrzeni podpajeczynowko-
wej. Zdjecie makroskopowe

Fig. 1. Cortical and subcortical hemorrhagic malacia in region of vascularization of the
superficial branches of the left middle cerebral artery with penetration to the subarachnoid space

Ryc. 2. Rozmigkanie ukrwotocznione w rejonie unaczynienia tgtnicy mozgu srodkowej lewe;.
Zdjecie makroskopowe
Fig. 2. Hemorrhagic necrotic focus in region of vascularization of the left middle cerebral
artery

obszar unaczynienia danej tetnicy i przebijaly si¢ do ukladu komorowego
{tvc. 3).

Rozmigkanie tkanki w 54 przypadkach byio bardzo rozlegle i obejmowato
w 29 przypadkach — caly obszar unaczynienia tgtnicy szyjnej wewnetrzne;.
W 2 przypadkach obok rejonu t. mozgu przedniej i sSrodkowej rozmigkanie
obejmowalo rowniez obszar t. mozgu tylnej. W 6 przypadkach zajety byl
obszar t. mozgu srodkowej i tylnej, po jednym przypadku: rejon t. mozgu
przedniej i tylnej, obu tetnic mozgu tylnych i t. podstawnej, a takze obu tetnic
moézgu Srodkowych i t. moézgu przedniej. W pozostatych 14 przypadkach’
rozmigkanie, poza polkulami mozgu, obecne bylo w rejonie unaczynienia
tetnic mozdzku. Dane liczbowe uwzgledniajace lokalizacje ognisk rozmigkania
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Ryc. 3. Rozmigkanie ukrwotocznione w obszarze unaczynienia gatazek glebokich tetnicy
moézgu srodkowej lewej z przebiciem do ukladu komorowego. Zdjecie makroskopowe

Fig. 3. Hemorrhagic infarction in region of vascularization of deep branches of the left middle
cerebral artery with perforation to the ventricle system

w obszarach unaczynienia poszczegolnych tetnic podstawy mozgu zestawiono
w tabeli 2. Zakrzepy w Swietle naczyn obecne byly w 30 przypadkach,
najczesciej w srodczaszkowym odcinku t. szyjnej wewnetrznej oraz w t. mozgu
srodkowej (tab. 3). Miazdzyca naczyn podstawy obecna byla w 326 przypad-
kach (tab. 4) z niewielka przewaga zmian I° i II°° (170 przypadkow) nad
zmianami II1° i IV® (156 przypadkéw). Odmiany rozwojowe kola tetniczego
Willizjusza stwierdzono w 126 przypadkach. W 279 przypadkach obserwowa-
no objawy obrzeku moézgu. Splaszczenie zakretow z zacisnigciem rowkow po
stronie zawalu obserwowano w 269 przypadkach. Przepukling zakretu obreczy
po stronie ogniska rozmigkania stwierdzono w 76 przypadkach, wklinowanie
haka zakretu hipokampa po stronie ogniska w 138 przypadkach, a obustron-
nie w 160 przypadkach. W 186 przypadkach obecne byto wglobienie migdal-
kow mozdzku, z tego w 14 przypadkach wraz z robakiem. '

W 210 przypadkach ukiad komorowy byl niesymetryczny, zaciSnigty
w potkuli po stronie ogniska, a w 74 przypadkach komora I11 byta przesunigta
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Tabela 2. Lokalizacja zmian rozmigknieniowych w rejonie unaczynienia poszczegdlnych
tetnic mozgu

Table 2. Localization of necrotic foci in the region of vascularization of particular brain
arteries

Liczba przypadkow
Number of cases

Pien Razem
Rei A potkule mozgu i mozdzku mozgu
ejon unaczynienia :
Region of vascularization cerebral a‘nd cerebellar Brain Total
hemispheres stem
prawa  lewa obustronnie
right left bilateral
a. cerebri anterior 2 5 — - 14
a. cerebri media 126 126 3 - 255
a. cerebri posterior 5 11 6 - 22
a. cerebelli superior 1 - 2 - 3
a. cerebelli superior
+ inferior anterior 1 — - - 1
a. cerebelli inferior
posterior - 1 — 1
a. basilaris - — - 5 e
Sume . 143 1 5 301

Total

Tabela 3. Lokalizacja zmian zakrzepowych w tgtnicach
mozgu

Table 3. Localization of thrombosis in brain arteries

Tetnica
Arteria

Liczba przypadkow
Number of cases

S R R RANARNR

. carotis communis
. carotis interna
. cerebri media

cerebri anterior

. cerebri posterior
. vertebralis
. basilaris

1
12
9
1
1
2
4
Razem
Total »
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poza lini¢ srodkowa. W 45 przypadkach obecne byly roznej wielkosci wtorne
ogniska krwotoczne w pniu mozgu, zlokalizowane najczesciej w czesci podsta-
wnej mostu.

Badanie mikroskopowe maozgu

Ogniska rozmigkania tkanki w poszczegdlnych przypadkach znajdowaty
si¢. w roznych fazach resorpcji i organizacji. Obok wczesnych obrazow
bezodczynowej martwicy skrzepowej, poprzez jej zgabczenie do zupelnego
rozpadu tkanki z wybitnym obrzgkiem, obserwowano obrazy nawatu leukocy-
tarnego, resorpcji makrofagowej oraz proliferacji wlosniczek. Odczyn resorp-
cyjny i wloknotworczy astrocytaryny byl na ogot stabo wyrazony. W polu
martwicy i organizacji zjawialy sie jamki roznej wielkosci. Niekiedy w obszarze
dokonanego zawalu mozna bylo przesledzi¢ rézne stadia rozpadu i resorpcji.
Ogniskom rozmigkania towarzyszyt w 20 przypadkach odczyn nekrotoksyczny (z -
przewaga leukocytow) w przestrzeni podpajeczynowkowe;.

Morfologia ognisk krwotocznych w polach rozmigkania zalezala w duzej
mierze od ich wielkosci i lokalizacji. W korze drobne krwotoki uktadaty si¢
wzdtuz naczyn w postaci pasm rozsuwajac tkanke zgabczala lub stosunkowo
dobrze zachowana (ryc. 4). Ogniska krwotoczne ,,przekraczaly” czgsto obszar
zawalu bladego, przebijaly si¢ do przestrzeni podpajeczej wywotujac w 141
przypadkach ograniczone krwotoki w jej obrgbie (ryc. 5), najczesciej bezod-

Ryc. 4. Krwawienie do martwiczo zmienionej tkanki wzdluz naczyn oraz na pograniczu
warstw kory mozdzku. Mallory. Pow. 100 x

Fig. 4. Bleeding into necrotic tissue along vessels and at the boundary of the cerebellar cortical
layers. Mallory. x 100

http://rcin.org.pl
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Ryc. 5. Krwotok podpajeczynowkowy nad obszarem ukrwotocznionego zawatu bladego. Plat
ciemieniowy. Mallory. .Pow. 60 x
Fig. 5. Subarachnoid hemorrhage above pale infarction with hemorrhagic areas. Parietal lobe.
Mallory. x 60

Ryc. 6. Plat czolowy. Martwica kory i istoty bialej w okresie resorpcji makrofagowej ze
swiezym ogniskiem krwotocznym. HE. Pow. 200 x
Fig. 6. Necrosis of cortex and white matter in the phase of macrophage resorption with recent
hemorrhagic focus. Frontal lobe. HE. x200
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Ryc. 7. Plat ciemieniowy. Krwawienie do ogniska martwicy w okresie tworzenia si¢ blizny
tacznotkankowo-glejowej. Van Gieson-orceina. Pow. 100 x

Fig. 7. Parietal lobe. Bleeding into necrotic tissue in the phase of cicatrization. Van Gieson-
-orceina. x 100 i

Ryc. 8. Krwawienie z naczynia zylnego w polu bliznowacenia. Van Gieson-orceina. Pow.
200 x

Fig. 8. Bleeding from venous vessel on area of cicatrization. Van Gieson-orceina. x 200

LTl e o e Uy
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czynowe. Czasami obserwowano w przestrzeni podpajeczynowkowej odczyn
komorkowy, gtownie makrofagi, histiocyty i limfocyty.

W istocie bialej ogniska krwotoczne osiagaly wigksze rozmiary. Wéroéd mas
wylanej, najczeéciej zhemolizowanej krwi, widoczne byly fragmenty martwiczo
zmienionej tkanki w fazie resorpcji makrofagowej (ryc. 6) i proliferacji
wlosniczek. Czasami poszczegolne pola krwotoczne taczyly sig ze soba tworzac
,rozlewiska” o nieregularnych brzegach, otoczonych martwiczo zmieniona
tkanka z barwikiem krwi i masami ptynu przesickowego. Rozlegle krwotoki
przekraczaly zazwyczaj obszar pierwotnego zawalu. W 20 przypadkach byty to
rozlegle, swieze krwotoki do ogniska rozmigkania znajdujacego si¢ w fazie
resorpcji makrofagowej badz w okresie tworzenia si¢ blizny tacznotkankowo-
-glejowej (ryc. 7). Ustalenie zrodla krwawienia w martwiczo zmienionej tkance
bylo najczgsciej niemozliwe. Rzadko mozna bylo uchwyci¢ fragmenty krwa-
wigcego naczynia (ryc. 8) ze zmieniona martwiczo $ciang. Nie zawsze mozna
byto jednak ustali¢ czy jest to naczynie zylne (ryc. 9), czy tetnicze. Odczyn
resorpcyjny na brzegu rozlegtych ognisk krwotocznych byl minimalny, do$é
rzadko obserwowano makrofagi obladowane hemosyderyna, wystepujace
pojedynczo lub w skupieniach.

W swietle naczyn oponowych, jak i srodmiazszowych stwierdzano niekiedy
zakrzepy (56 przypadkow). Nasilenie zmian miazdzycowych w naczyniach
podstawy odpowiadalo obserwacjom makroskopowym. Stopien zmian stward-
nieniowych w naczyniach $srodmiazszowych wahat si¢ od 1° do IV® (tab. 4).
W 200 przypadkach obok znacznego zwioknienia wiosniczek obserwowano
szkliwienie i/badz zwapnienie $cian tetniczek i tetnic w 71 przypadkach ze
zwezeniem Swiatla.

Ubytki komoérek nerwowych i nasilenie schorzen komérkowych w obsza-
rach nie zajetych zawalem czy ukrwotocznieniem odpowiadaly obrazowi
morfologicznemu obserwowanemu zwykle w wieku podesztym. Stosunkowo
czgsto, bo w 168 przypadkach obecne byly klgbkl naczyniowe, a w 30
przypadkach — plytki starcze.

Tabela 4. Miazdzyca tetnic i stwardnienie t¢tniczek

Table 4. Atherosclerosis and arteriolosclerosis

Xl : Liczba przypadkow
Stopien zmian ‘ Nembie of banis
Degree of changes

Atherosclerosis Arteriolosclerosis

0 29 0

| 67 46

II 103 109

111 99 129

v 57 71
Razem

Total 393 355
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OMOWIENIE

W obrazie klinicznym badanych przez nas przypadkéow dominowal nagly
poczatek choroby z niedowladem badz bezwladem potowiczym, ktoremu
towarzyszyly w 216 przypadkach zaburzenia przytomnosci o réznym nasileniu.
Przebieg choroby byl na ogot postepujacy, niedowtady potowicze przechodzi-
ty w porazenie polowicze badz czterokonczynowe. Jedynie w 30 przypadkach
sposrod 355 badanych, obserwowano w pierwszych tygodniach po udarze
przebiegajacym z utrata przytomnosci, poprawe w stanie klinicznym. Najwigk-
sza ilos¢, bo 140 chorych gingla w pierwszym tygodniu wsrdéd glebokiej
$piaczki mozgowej czy stanu odmozdzeniowego. W 9 przypadkach uchwycono
w przebiegu choroby zespoty wglobienia i objawy wtornych krwotokow do
pnia mozgu. Nagly poczatek i gwaltowny przebieg choroby staly si¢ zrodlem
rozpoznania u 32 chorych pierwotnego krwotoku z przebiciem do przestrzeni
podpajeczynowkowej lub uktadu komorowego. U 3 chorych podejrzewano
~ klinicznie obecnos$¢ krwiaka podtwardéwkowego.

Rozpoznajac proces rozmigknieniowy w potkulach mozgu, nagle badz sta}e
pogarszanie si¢ stanu klinicznego wiazano raczej z powiklaniami o charakterze
internistycznym, majac na uwadze wiek chorych, przebyte lub swieze zawaly
migsnia sercowego, wspolistniejace zaburzenia rytmu serca, nadcisnienie tgtni-
cze czy proces zapalny w plucach lub nerkach. Jedynie w 6 przypadkach
podejrzewano w przebiegu choroby wtorne ukrwotocznienie ogniska zawato-
wego.

Mimo toczacego si¢ w OUN procesu zanikowego, obrzgk mozgu byt
szczegoOlnie nasilony w zawalach rozleglych. O szybkim narastaniu ci$nienia
srodczaszkowego $wiadczyt zarowno obraz kliniczny, a mianowicie poglebiaja-
ce si¢ zaburzenia $wiadomosci, pogarszanie si¢ zespolu neurologicznego,
drgawki, stosunkowo krotki czas trwania choroby (wigkszos¢ zgonow w pierw-
szych dniach po udarze), jak i stwierdzane sekcyjnie rozlegle ukrwotocznienie
zawatu. Wyktadnikiem obrzgku mozgu bylo makroskopowo uchwytne sptasz-
czenie zakretow, zacisnigcie rowkow na sklepistosci, zaci$nigcie komory
bocznej po stronie rozmigkania, przesunigcie komory III wraz ze strukturami
centralnymi poza lini¢ srodkowa, przepuklina zakretu obreczy oraz zakretu
hipokampa. Prowadzilo to.do wzmoznego ucisku nadnamiotowej czesci
mozgu na namiot mozdzku 1 pien doprowadzajac do poglebiania si¢ zaburzen
przytomnosci w obrazie klinicznym, a morfologicznie u czgsci chorych do
pojawiania si¢ wtornych krwotokow w obrgbie pnia moézgu lub zawalow
ukrwotocznionych w strukturach wglobionych. Mikroskopowo obserwowano
znaczne przekrwienie naczyn, poszerzenie przestrzeni okolonaczyniowej ze
zgabczeniem struktur otaczajacych naczynia, jeziorka wioknika wokot naczyn,
a w tkance poza zawalem rozsiane zgabczenia typu ,.kropli deszczu”.

Morfologia ogniska zawalowego byla w wiekszosci przypadkéw dosyc
zroznicowana. Najczesciej obok swiezej bezdoczynowej martwicy rozptywnej
obserwowano w tych samych przypadkach pola o roznym stopniu zaawanso-
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wania resorpcji i organizacji. Zarowno w obszarach $§wiezego bezodczynowego
rozmigkania, jak i bardzo zaawansowanej rozbiorki makrofagowej i glejowej,
czy nawet w fazie organizacji glejowo-mezodermalnej z tworzeniem si¢ widkien
facznotkankowych i glejowych, obserwowano smugowate badz kuliste, Swieze
krwotoki zlewajace si¢ niekiedy w rozlegle rozlewiska o nieregularnych
brzegach. Struktura tkanki nerwowej w otoczeniu tych krwotoczkow byla
zmieniona martwiczo w przeciwienstwie do typowych obrazéw zawatu krwoto-
cznego z zachowana struktura tkanki, ktore obserwowano rowniez poza polem
zawalu bladego, najczesciej w korze i istocie bialej struktur wglobionych,
zwlaszcza w obszarze unaczynienia t. mozgu tylnej i t. moézdzku gornej.

Patogeneza pojawiania si¢ wtornego ukrwotocznienia zawatu bladego jest
dosy¢ ztozona. Za jedna z przyczyn przyjmuje si¢ ponowne udroznienie
naczynia pierwotnie zamknigtego przez zator (Messen, Stochdorph 1957;
Ziilch 1968; Quandt 1969; Stehbens 1972; Dymecki 1981). Jezeli materiat
zatorowy blokujacy $wiatlo naczynia, ulegnie rozpadowi i przemieszczeniu do
dalszych odcinkow drzewa naczyniowego, dochodzi do przywrocenia krazenia
krwi w poprzednio niedroznym odcinku. Uszkodzona przez niedokrwienie
$ciana tego naczynia staje si¢ jednak przepuszczalna dla krwinek czerwonych
i w tych warunkach moze dojs¢ do ukrwotocznienia czgsci pola zawatu
bladego. Krwinkotoki sa rozsiane wsrod martwiczo zmienionej tkanki pokry-
tej makrofagami, nie zawierajacymi w tej fazie ukrwotocznienia hemosydery-
ny. Przyczyna krwawienia do ogniska zawalu bladego moze by¢ roéwniez
uszkodzenie Sciany naczyn spowodowane diugotrwalym zastojem w wyniku
zaburzen naczynioruchowych w przebiegu niedostatku ukrwienia i ischemicz-
nego obrzeku mozgu (Wechsler, Decker 1963; Stehbens 1972; Klatzo 1975).W
naszym materiale krwotoki dosy¢ czgsto przekraczaly pierwotne pole zawatu
bladego i tym mechanizmem mozna wytlumaczy¢ ich pojawienia sig.

Za przyczyne ukrwotocznienia rozmigkania bladego przyjmuje si¢ rowniez
stopniowe narastanie ucisku tetnicy 1 znaczne wahania cisnienia tgtniczego
krwi poza miejscem ucisnigtym, co prowadzic ma do powtarzajacych sig
krwinkotokow ,.per diapedesim™ (Ziilch 1961; Szapiro 1964; Sohn, Levine 1967;
Stefanko 1969; Yates 1976).

Niektorzy autorzy (Bannwarth 1935; Cannon 1951; Lindenberg 1968)
ukrwotocznienie zawalow bladych ttumacza gléwnie zastojem zylnym spowo-
dowanym uciskiem duzych pni zylnych w przebiegu narastajacego obrzeku
mozgu towarzyszacego rozleglym ogniskom rozmigkania w OUN, zwigkszaja-
cego ciasnote srodczaszkowa lub tez wspolistnieniem miejscowych zaburzen
krazenia zarowno tetniczego, jak i zylnego (Poppen i wsp. 1952; Lindenberg
1955; Johannson, Melin 1960; Goodman, Becker 1973; Adams, Graham 1976;
Slater i wsp. 1977). Niedokrwienie tkanki oraz zastoj tworzy zespot czynnikow
stanowigcych razem z narastajacym obrzekiem uklad ,,sprzgzenia zwrotnego
dodatniego”, ktorego wynikiem jest m. in. ukrwotocznienie martwicy bladej.
Przytoczone poglady wskazuja na zlozonos$¢ czynnikow patogenetycznych
powodujacych wtorne ukrwotocznienie zawatlu bladego.
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Chcielibysmy podkresli¢, ze w podesztym wieku, zwlaszcza przy wspotist-
nieniu zaburzen rytmu serca i nadci$nienia, nalezy w przebiegu rozmigkania
mozgu spodziewac si¢ jego ukrwotocznienia i odpowiednio prowadzi¢ poste-
powanie lecznicze. Na ogol nawet w opracowaniach statystycznych schorzen
naczyniopochodnych OUN zagadnienie to jest potraktowane marginesowo
(Gurdijan i wsp. 1960; Johannson, Melin 1960). Ansari (1974) obserwowatl
ukrwotocznienie zawalu bladego u 27 sposréd 39 chorych, a w naszym
materiale obecne bylo w 355 sposrod 960 przypadkow rozmigkania OUN.
Rownoczesnie obserwowaliSmy zaawansowane zmiany zwyrodnieniowe na-
czyn $rodmigzszowych mozgu, co dodatkowo moglo sprzyja¢ nasilaniu si¢
zmian martwiczych w ich $cianach i przyczyniac si¢ do krwawienia (Brierley,
Graham 1984).

Czesto (prawie w 2/5 liczby przypadkéw) ogniska krwotoczne w polu
rozmigkania przebijaly si¢ do przestrzeni podpajeczynowkowej. W plynie
mozgowo-rdzeniowym u 69 chorych spostrzegano badz petny zespot krwotocz-
ny, badz tez erytrocyty i erytrofagi, obok dodatniej proby benzydynowej. Tylko
w 78 przypadkach mozna bylo przesledzi¢ wieloetapowy przebieg choroby,
zazwyczaj jednak obserwowano stopniowe pogarszanie si¢ stanu chorego, badz
tez ukrwotocznienie zawatu bladego przebiegalo klinicznie tak burzliwie, ze
sugerowalo pierwotny krwotok miazszowy czy miazszowo-oponowy, a nawet
proces nowotworowy.

CLINICAL-MORPHOLOGICAL CORRELATIONS IN SECONDARILY
HEMORRHAGIC BRAIN IFARCTIONS

Summary

Clinical-morphological analysis of cases in which, in the course of vasogenic necrotic brain
lesion, hemorrhagic foci appeared within the infarcted area, was performed. The material
comprised 355 cases with encephalomalacia (223 women and 123 men). The patients died at age
between 39 and 96 years. In the clinical picture a sudden onset of the disease prevailed, with
hemiparesis or hemiplegia associated in 216 cases with disturbances of consciousness. The course’
of the disease was in general progressive. Only in 30 patiens improvement of clinical state was
observed. The time of survival varied from several hours to several weeks. Most patients (140) died
in the first week in deep cerebral coma or state of decerebration. In nine cases clinical
symptomatology of herniation and secondary hemorrhages into the brain stem was found.
A sudden onset and violent course of the disease resulted in a diagnosis of primary hemorrhage
with penetration to the subarachnoid space or ventricular system in 32 patients. Only in six cases
was a secondary hemorrhage into the primary infarction diagnosed clinically.

Hemorrhagic malacia was most frequently (in 255 cases) located in region vascularized by the
middle cerebral artery and very seldom, the basilar artery or cerebellar arteries. Malacia was
accompanied by considerable brain edema. This was particularly intense in extensive infarctions
and persisted even in cases with considerable long survival. In 45 cases secondary hemorrhagic foci
were found within brain stem.

The morphology of the infarction foci was variable in most cases. Independently to fresh
unreactive diffuse necrosis, sometimes areas with various advancement of resorption and
organization processes were observed in the same case. Both in areas of fresh reaction-
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-less malacia and of advanced macrophage-glial disintegration, or even in areas of advanced glio-
-mesodermal organization, strand-like or spherical hemorrhages could be seen merging sometimes
into extensive pools. The morphology of hemorrhagic foci was largely dependent on their size and
localization. The hemorrhagic foci located close to the depth of ‘the cortical sulci very often
destroyed the cortex and white matter, and penetrated to the subarachnoid space (141 cases). In
was usually almost impossible to detect the source of bleeding within the necrotically changed
area. The resorption reaction at the edge of extensive hemorrhagic foci was in general minimal.

A lesion of the vessel wall, caused by stasis of long duration, resulting from disorders of the

vascular function in the course of defficient blood supply and ischemic brain edema are considered
the main causes of bleeding into the pale infarction.
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Myelin from the human central nervous system when.isolated from senile
and younger subjects may be distinguished by the density of its vesicles (Berlet
et al. 1982; Niebroj-Dobosz et al. 1988). The reason of this is unknown but
changes in myelin composition with aging may be responsible for it.

The aim of this study was examination of the main lipid components of
human brain myelin in order to establish whether the lipid pattern of senile
myelin may contribute to the heterogeneity of myelin vesicles in aged subjects.

MATERIAL AND METHODS

The material comprised eight autoptic cases of age from 25 to 91 years with
no signs of central nervous system involvement, neither clinical or autopsic. In
all cases autopsy was performed 24 hours after death. The brain samples were
formalin-fixed and preserved in formalin before histological and biochemi-
cal examinations for one to five years.

For histological studies the formalin-fixed and paraffin embedded sections
were stained by routine histological methods. The same brain sections were
used for biochemical studies. After washing several hours in distilled water at
4°C to remove formalin the material was dried on Whatman paper No 1 and
weighed. The myelin fractions were separated according to the method of
Agrawal et al. (1974). Sucrose discontinuous gradient and centrifugation in an
Ultracentrifuge VAC 601 (Janetzki) were used. The myelin fractions separated
at 0.32 M, 0.55 to 0.75 M and 0.85 M sucrose concentrations were collected,
and after dilution sedimented at 100 000 x g during 15 min and weighed.
Myelin lipids were determined after extraction from each of these fractions
according to the method of Folch et al. (1957), and total lipids by the method
of Skipski et al. (1969), phospholipids by Bartlett’s method (1959), cerebrosides

* Study was supported by Ministry of Health grant (No R. 34.1)
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by the Hess and Lewin method (1965), total cholesterol by the Blaszczyszyn
method (1970). In order to separate free cholesterol from the esterified form
100 pg of lipid was placed on Silica Gel H (Merck) coated glass plates and
thin-layer chromatography was performed (Miiller, Vahar-Matiar 1984). The
R; values of individual separated lipids were compared with separately run
standards (Sigma) and the percentage content of free and esterified cholesterol
was determined after planimetry of the absorption curves at 560 nm in
a ERJ-63 densitometer (Zeiss, Jena). In order to evaluate the influence of
formalin-fixation on the content of the examined lipid classes fresh-unfixed,
one-year and five-year formalin-fixed brain white matter for myelin isolation
was used. The lipid values in white matter myelin of brain formalin-
-fixed for one year were lower in total lipids by 1.8%, in total phospholipids by
5.8%, in total cholesterol by 2.6% and in cerebrosides by 3.2%. The same
values in the brains formalin-fixed for five years were 2.8%, 5.4%, 3.6% and
2.8% respectively, as compared with those for non-fixed whi‘te matter myelin.

RESULTS

The yield (recovery) of isolated myelin from adult brains was approximate-
~ ly comparable between the age of 25 and 51 years. Later a progressive decrease
was observed (Fig. 1). The lowest myelin value was noted in the 91-years-
-old subject. When centrifuged to equilibrium the myelin membrane fra-
.ction, collected at the 0.85 M sucrose level, predominated over the other

fractions in senile subjects, as has been demonstrated in our previous paper
(Niebréj-Dobosz et al. 1986, 1988).

204

104

25 ®a 51 60 A & 91 oge
wiek

Fig. 1. Yield of myelin isolated from human brain in aging subjects. Results expressed as
percentage of white matter weight
Ryc. 1. Zawartos¢ mieliny mozgu w procesie starzenia u czlowieka. Wyniki wyrazone
w procentach masy substancji bialej mozgu
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The total lipid content decreased with age (Fig. 2). The beginning of this
«lecline appeared in heavy and light myelin at the age of 60 years, in the
membrane fraction after the 8" decade of life. When comparing the total lipid
content in a 25-year-old subject with that of the 91-year-old case, the decrease
was 4.8 : 4.8 : 2.9-fold in light myelin, heavy myelin, membrane fraction,
respectively.
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Fig. 2. Lipid content in myelin fractions in aging subjects. Results expressed as mg per 1 g of
myelin
Ryc. 2. Zawartos¢ lipidow we frakcjach mieliny w procesie starzenia. Wyniki wyrazone w mg
w 1 g mieliny
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The aging process influenced also the myelin phospholipids concentration,
especially in the heavy myelin fraction. The decrease in phospholipids content
in the 91-year-old subject was 22.9-fold versus the value at the age of 25 years.
The beginning of phospholipids decline in heavy myelin appeared as early as
the 5™ decade of life, in light myelin later, in the 7" decade. Most “resistant” to
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Fig. 3. Phospholipids content in myelin fractions in aging subjects. Results expresseed as mg
per 1 g of myelin
Ryc. 3. Zawarto$é fosfolipidow we frakcjach mieliny w procesie starzenia. Wyniki wyrazone
w mg w 1 g mieliny
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changes in aging appeared the membrane fraction where the phospholipids
decrease was small and appeared very late, namely, in the 91-year-old subject
(Figc3).

Cerebrosides did not change significantly in human brain myelin during
normal aging (Fig. 4).

mg} Light myelin
Mieling lekka
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Fig. 4. Cerebrosides content in myelin fractions in aging subjects. Results expressed as mg per
1 g of myelin
Ryc. 4. Zawartos¢ cerebrozydow we frakcjach mielinowych w procesie starzenia. Wyniki
wyrazone w mg w | g mieliny
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The distribution of cholesterol changed with age (Fig. 5). When calculated
as milligram per lg of myelin, the cholesterol content started to decline in the
5" decade of life in light and heavy myelin, afterwards no striking changes
occurred. When free cholesterol is expressed as percentage of neutral lipids
present in myelin fractions, a progressive rise in the myelin membrane fraction
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Fig. 5. Cholesterol content in myelin fractions in aging subjects. Results expressed as mg per
1 g of myelin ‘and percentage of neutral lipid content (free form)

Ryc. 5. Zawarto$¢ cholesterolu we frakcjach mieliny w procesie starzenia. Wyniki wyrazone
w mg na 1 g mieliny i procent lipidow obojetnych (posta¢ wolna)
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after the 5™ decade of life was observed. The percentage of esterified
cholesterol varied between 0.1 and 3.3 in the particular myelin fractions. No
correlation between the content of esterified cholesterol and the age of the
subjects was observed.

DISCUSSION

Several morphological and biochemical features. accompanying the aging
process in the human brain, have already been described (Creasey, Rapoport
1985). It is known, that aging involves biochemical changes in membranes
(myelin), molecules and ions. Usually, however, experimental animals are used
(Gaiti et al. 1980), so far only few studies concern the normal aging process of
the human brain.

The yield of isolated myelin gradually declines in old age (Berlet. Volk
1980; Berlet et al. 1982; Niebroj-Dobosz et al. 1986, 1988). The proportion of
the particular myelin fractions also changes with age. In senile subjects the
most “‘immature” myelin membrane fraction predominates over light and
heavy myelin, before the 5" decade of life light myelin predominates (Niebroj-
-Dobosz et al. 1988). The density of the membrane fraction. when centrifuged
in sucrose gradient appears to be more heterogeneous in senile subjects as
compared to younger ones (Berlet et al. 1982; Niebroj-Dobosz et al. 1988).

The greater heterogeneity of myelin vesicles in old age is suggested to be the
consequence of physicochemical changes (Berlet et al. 1982). No data are
known as yet, however, to support this view.

In the presentend study the main lipid components of human brain myelin
were under investigation. Only few data regarding the lipids content and their
metabolism in the aging brain have been published so far. No data are
available concerning the lipid composition of myelin separated into the
particular myelin fractions. It is known to date that in the course of aging of
the brain as neurons and myelin are lost, the total lipid content decreases
(Fillerup, Mead 1967; Rouser, Yamamoto 1969; Sun, Samorajski 1972)
without significant changes in the relative proportions of any of the lipid
classes. The latter statement is, however, a matter of some controversy.
According to Wender et al. (1987a) the lipids pattern in myelin changes due to
age as regards the total phospholipids content, the majority of phosphohpld
fractions and cholesterol esters increase.

In the present study the progressive loss of lipid content in the course of
aging of human brain myelin was comparable to the data of Fillerup and
Mead (1967), and Rouser and Yamamoto (1969). Contrary, however, to the
latter studies in our material some lipid classes, as phospholipids and
cholesterol, decreased concomitantly and some other lipids such as cerebro-
sides were nearly stable in the course of adult life. The percentage of free
cholesterol increased in the membrane fraction in advanced age, but no
changes in esterified cholesterol were found.
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There is some evidence that the reduced level of myelin-associated lipids
during normal aging results from a decrease of their synthesis. It has been
demonstrated that the aging process affects the degree of water-soluble
precursors (glycerol and nitrogen base) incorporation into brain phospholipids
(Brunctti et al. 1979. 1983: Gaiti et al. 1981. 1982. 1986) and therefore
phospholipids synthesis ceases and their content declines with age. Cerebro-
sides seemed to be the best preserved lipid class in aged human brain myelin in
this study, and also according to Wender et al. (1987a). This is probably the
consequence of the fact that cerebrosides are less subject to exchange and
turnover than other myelin lipids (Benjamin, Smith 1977). Some acceleration
in lipids catabolism with age cannot be excluded, as according to Wender et al.
(1987a), higher levels of phosphatidylcholine and esterified cholesterol are
present in senile people. The lipid changes in senile brains myelin are not likely
to be the result of a reciprocal shift in lipid and non-lipid myelin components,
as proposed by some authors (Wender et al. 1987a). No differences in myelin
protein content in advanced age are observed (Berlet et al. 1982). Neither do
we suppose that lipid changes in senile human myelin are solely the
consequence of vascular alterations and the consequent hypoxia (Wender et al.
1987a), as the pattern of myelin lipids in senile human brain and the found
after acute hypoxia in rats are similar (Wender et al. 1987b). In our opinion
vascular alterations in senile subjects could be one of the contributing factors,
as it is in nutritional deprivation and hormonal deficiency. All these factors,
but also the progressive decrease in overall metabolism, may be responsible for
slowing down of maturation of human brain myelin observed in the predomi-
nance of the most “immature’” myelin fraction over the other ones, the
relatively higher proportion of free cholesterol and also the greater heteroge-
neity of this fraction when centrifuged in sucrose gradient to equilibrium. Lipid
changes, and especially the relative increase of free cholesterol, may contribute
to the observed differences in density of the membrane fraction vesicles in old
age.

Acknowledgement: The authors wish to express their gratitude to Professor Irena Hausmano-
wa-Petrusewicz for a critical review of this paper.

CZY ZMIANY W SKLADZIE LIPIDOWYM MIELINY WPLYWAJA
NA GESTOSC JEJ PECHERZYKOW W PROCESIE STARZENIA
MOZGU LUDZKIEGO

Streszczenie

W 8 przypadkach w wieku od 25 do 91 lat wyizolowano mieling z substancji bialej mézgu.
Stwierdzono stopniowo postgpujacy z wiekiem spadek ilosci wyizolowanej mieliny, obnizanie si¢
ilosci lipidow calkowitych i fosfolipidow, szczegdlnie w mielinie lekkiej i ciezkiej. W najmniej
dojrzalej frakcji blonowej mieliny nastgpowal natomiast stopniowy wzgledny wzrost wolnego
cholesterolu. Poziom cerebrozydéw oraz zawartos¢ wzgledna zestryfikowanego cholesterolu nie
wykazywaly zmian w_procesie starzenia.
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Zmiany w skladzie lipidowym mieliny wynikaja najprawdopodobniej z obnizonej ich syntezy

w wieku starczym, co iacznie ze zmiana proporcji niektorych lipidow (wzgledny wzrost wolnego
cholesterolu) moze by¢ powodem powolniejszego dojrzewania mieliny u 0sob w podesztym wieku.
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BADANIA NAD WPLYWEM DIETY BEZBIALKOWEIJ
I STOSOWANIA AMINOKWASOW WIELOROZGALEZIONYCH
(PREPARAT AMINOSTERIL-HEPA) NA WYBRANE WSKAZNIKI
BIOCHEMICZNE W PRZEWLEKLEJ DOSWIADCZALNE]J
ENCEFALOPATII WATROBOWEJ*
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Patologicznej, Akademia Medyczna, Biatystok

Patogeneza encefalopatii watrobowej, pomimo znacznego postepu wiedzy
w tym zakresie, nie jest dotychczas jednoznacznie interpretowana. z czym
wiaza si¢ rowniez ograniczenia w wykorzystaniu patogenetycznych aspektow
terapii tych cigzkich i groznych dla zycia chorego stanéw chorobowych.

W roznych modelach dos$wiadczalnych na zwierzetach z wywolaniem
niewydolnosci watrobowej z wtorna. encefalopatia, podejmuje si¢ proby
stosowania metod terapeutycznych wplywajacych, migdzy innymi, na regulacje
zaburzonego metabolizmu aminokwasow (Rossi-Farelli i wsp. 1982; Bugge
i wsp. 1986). Zachwianie réwnowagi pomiedzy stezeniem aminokwasow
alifatycznych i aromatycznych ze wzrostem przewagi tych ostatnich, ma
stanowi¢ jeden z czynnikow patogenetycznych w rozwoju encefalopatii watro-
bowej (Bode. Schafer, 1985: Ferenci 1986).

Biorac powyzsze dane pod uwage podjeto probe oceny wplywu zastosowa-
nia diety bezbiatkowej, z rownoczesnym odpowiednio zmodyfikowanym
zywieniem parenteralnym, na zachowanie si¢ wybranych wskaznikow biochemi-
cznych w przebiegu przewleklej, doswiadczalnej encefalopatii watrobowej
u szczurow. W zywieniu parenteralnym stosowano roztwory ze zwigkszona
zawartoscia aminokwasow alifatycznych o rozgalezionych tancuchach (prepa-
rat Aminosteril-Hepa, firmy Fresenius, RFN).

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w trzech grupach szczuréw rasy Wistar, samcow.
Grupa I obejmowata 21 szczuréw, u ktorych wywolano doswiadczalna

* Praca wykonana w ramach Problemu CPBP 06—02. 11.2.2
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encefalopatic watrobowa przez dwukrotne podanie dootrzewnowe roztworu
toacctamidu w dawee 187.5 mg kg masy ciala w odstepie 24-godzinnym
(wlasna modyfikacja). W 24 godziny po podaniu ostatniej dawki tioacetamidu
rozpoczeto podawanie dootrzewnowe preparatu Aminosteril-Hepa w dawce 7.5
ml/kg dziennie, przy czym zwierzgta byly na diecie bezbiatkowej. Po uptywie 3,
51 7 dni od zakonczenia podawania tioacetamidu, oznaczono wybrane
wskazniki biochemiczne w krwi i surowicy, za kazdym razem u innych
7 szczurbw w tej grupie.

Grupa II obejmowala 21 szczuréw, u ktorych wywolano encefalopatig
watrobowa w taki sam sposob jak w grupie I. Zwierzgta tej grupy byly na
.normalnej diecie™ tzn. 1 g bialka’kg masy ciala dziennie, bez stosowania
preparatu Aminosteril-Hepa. Oznaczanie parametrow biochemicznych prze-
prowadzono w 3. 5 i 7 dniu od zakonczenia podawania tioacetamidu, za
kazdym razem u innych 7 szczurow w ramach tej grupy.

Grupa 111 obejmowata 10 szczurow, u ktorych w 24 godziny od ostatniego
podania tioacetamidu i w sposob podobny jak w grupach I i II, oznaczono
wybrane wskazniki biochemiczne.

Grupa IV kontrolna obejmujaca 10 szczuréw stanowila material dla
ustalenia wartosci prawidlowych badanych wskaznikow do analiz poréwnaw-
czych.

Jako kryterium rozwinigtej encefalopatii watrobowej w tym modelu badan,
przyjeto za Hilgierem i Albrechtem (1984) charakterystyczne zmiany histologi-
czne watroby (Nowak i wsp. 1988), manifestujace si¢ glownie rozlanym
zwyrodnieniem tluszczowym hepatocytow, ogniskowo-rozsiana martwica he-
patocytow i ogniskowym widknieniem oraz co najmniej dwukrotnym wzros-
tem wartosci amoniaku we krwi i fenoli w surowicy (Hilgier, Albrecht, 1984).

W postgpowaniu metodycznym uwzgledniono analiz¢ zachowania si¢
wartosci badanych wskaznikow biochemicznych:

1. Poziomu amoniaku we krwi metoda kolorymetryczna przy dlugosci fali
625 nm i odczycie za pomoca spektrokolorymetru Specol (NRD) (Fuju,
Okuda, 1975).

2. Poziomu fenoli w surowicy wedlug Kinga i Armstronga (1934),

3. Poziomu tyrozyny i fenyloalaniny w surowicy metoda spektrofotometry-
czng z odczytem dla tyrozyny przy dlugoscei fali 280 nm, a dla fenyloalaniny
przy diugosci fali 260 nm, za pomoca spektrofotometru Spectromom 1950
(Wegry) (Richterich 1971).

4. Poziomu tryptofanu w surowicy wedlug Spiesa i Chambersa 1970.

5. Poziomu azotu a-aminowego w surowicy jako wskaznika tzw. drobin
srednich, oznaczanego metoda ninhydrynowa (Devenyi, Gergely 1968) w mo-
dyfikacji Farbiszewskiego i wsp. (1987). Osocze po odbialczeniu 10% kwasem
nadchlorowym, odwirowaniu i zobojetnieniu do pH 7,4 , poddawano dziataniu
odczynnika ninhydrynowego. Wynik odczytywano spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali 570 nm za pomoca Spectromom 1950 (Wegry).

Liczbowe wyniki badan poddano analizie statystycznej wedlug testu
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analizy wariancji dla wielu $rednich (F) odczytujac wyniki z tabeli F Snedecora
dla przyjetego poziomu ufnosci oo=0,05 i dla liczby stopni swobody 3 i 30, przy
wartosci krytycznej F o=2.92 (tab. 3). Przy poréwnywaniu z warto$ciami
prawidlowymi wykorzystywano tekst 7-Studenta (tab. 1 i 2) (Gren 1974).

WYNIKI

W przebiegu zastosowanego modelu doswiadczalnej encefalopatii watrobo-
wej obserwowano ponad dwukrotny, istotny statystycznie wzrost amoniaku
we krwi (grupa III), w poréwnaniu z wartosciami prawidlowymi (grupa 1V)
(tab. 1). Przeprowadzone postgpowanie terapeutyczne, z podawaniem roztwo-
ru aminokwasow ze zwigkszona zawartoscia aminokwasow alifatycznych
(walina, leucyna, izoleucyna) w postaci preparatu Aminosteril-Hepa, u szczu-
row z grupy I powodowalo obnizenie poziomu amoniaku we krwi w 7 dobie,
do tylko nieco wyzszych wartosci od normy. Podobnie zachowywat si¢ poziom
amoniaku w grupie II, w ktorej nie stosowano preparatu Aminosteril-
-Hepa (tab. 1).

Poziom fenoli w surowicy u szczurow z grupy III wykazywal wartosci
przeszio czterokrotnie wyzsze w stosunku do normy. Zastosowanie terapeuty-
czne preparatu Aminosteril-Hepa u szczuréow z grupy I powodowalo obnize-
nie st¢zenia fenoli znacznie ponizej normy juz w 3 dobie. Obnizony ponizej
normy poziom fenoli w surowicy utrzymywatl si¢ rowniez w S i 7 dobie
badania. Zastosowanie samej diety bialkowej bez preparatu Aminosteril-
-Hepa (grupa II) wplywalo w tym samym okresie badan na tendencje
wzrostowa, ale utrzymujaca si¢ w granicach normy w stosunku do pierwotnie
wykazywanych wysokich wartosci fenoli w surowicy (tab. 1).

W zakresie warto$ci tyrozyny w surowicy nie obserwowano istotnych
zmian jej poziomu, zarowno przed, jak 1 w kolejnych jej oznaczeniach -
w trakcie leczenia preparatem Aminosteril-Hepa (tab. 2). Stezenie tego
aminokwasu w surowicy zarowno w grupie I, jak i II badanych szczurow bylo
zblizone do normy.

Stezenie fenyloalaniny w surowicy, ktore w momencie wywotania encefalo-
patii bylo nieco podwyzszone, rowniez szybko powracalo do normy, niezalez-
nie od dalszego postgpowania. Jednakze w 5 dniu badania u szczuréw z grupy
I spostrzegano przejsciowe podwyzszenie poziomu fenyloalaniny do wartosci
wyjsciowe] stanu encefalopatii watrobowej (tab. 2).

Pierwotnie obnizony poziom tryptofanu w surowicy u szczuréw z grupy 111
w stosunku do normy (grupa 1V) wykazywal podwyzszone wartosci zarowno
w grupie I, jak i II, nie przekraczajac jednak w grupie szczuréw leczonych
preparatem Aminosteril-Hepa wartosci prawidlowych. Natomiast w grupie 11
z pelnym pokryciem zapotrzebowania na biatko w diecie, ale bez stosowania
preparatu Aminosteril-Hepa, spostrzegano w 5 dobie nieistotne przekroczenie
normy z pdzniejsza stopniowa normalizacja (tab. 2).

Poziom azotu a-aminowego w surowicy (tab. 1) wykazywal w przebiegu
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Tabela 1. Poréwnanie $rednich wartosci amoniaku we krwi oraz fenoli i azotu a-aminowego w surowicy szczurow doswiadczalnych z wartosciami
prawidlowymi (grupa IV) .

Table 1. Comparison of mean values of blood ammonia, serum phenols and a-amin nitrogen in experimental rats with normal values (group 1V)

(Uiay

‘dsm 1 uosog

Coit Amoniak (pg/100 ml) Fenole (umol/1) Azot a-aminowy (pmol/l)
Groﬁp Ammonia (pg/100 ml) Phenols (umol/1) o-amino nitrogen (pmol/1)
0 3d 5d 7d 0 3d 5d 7d 0 3d 5d 7d
X 170,2 227,5 159,2 391,0 387,7 443,6 91,7 144.0 54,7
I SD 136,0 525 69.4 62,7 49.8 63,5 16,8 342 225
t 0,843 4,480 1,244 ¢ 5,400 6,390 3,580 2,540 4,810 0,351
p 0,40  <0,001* 50,20 <0,001* <0,001* <0,005* <0058, CO.001% 50,70
X 143.0 213,0 160,0 251,7 536,0 562,0 141,7 121,7 129,3
I SD 53,6 453 34,5 82,6 111,0 32,2 21,4 16,5 85,3
t 0,874 4,530 2,370 8,110 0,335 0,495 5,960 4,920 1,924
p 20,30 (0;001* -« €0,05% <0,001*  >0,70+ 0,60 <€0,001* <0,001*  >0,05
X 267,2 2470,0 ‘ 209.,6
1 SD 138,0 965,0 155,6
t 2,54 4,870 2,330
p <0,05* <0,001* <0,05*
v X 123} 552,0 59,5

SD 16,5 37,6 ; 26,2

*Roznice istotne statystycznie
*Differences statistically significant a
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Tabela 2. Poréwnanie $rednich wartosci aminokwasoéw aromatycznych w surowicy w badanych grupach szczuréw z wartosciami prawidlowymi
(grupa IV)

Table 2. Comparison of mean values of serum aromatic amino acids in experimental rats with normal values (group IV)

Gieioit Tyrozyna (pg/ml) Fenyloalanina (pg/ml) - Tryptofan (pg/ml)
GroEp Tyrosine (ug/ml) Phenylalanine (ug/ml) Tryptophan (pg/ml)
0 3d 5d W 3d 5d 7d 0 3d 5d 7d
X 8,03 9,01 7,82 21,9 25.1 21,3 11,4 11,8 10,3
I SD 1,8 0,85 2,8 35 3:7 1.8 3.9 159
t 0,129 1,496 0,239 0,075 1,932 0,417 1,585 1.298 p2.600
P >0,80 20,10 50,80 20,90 50,05 20,60 »0,10 0,20 50,025*
X 7.1 8,2 8,1 19,6 22,5 22,6 13,0 14,5 131
I SD 1,0 25 1.8 24 58 2l 1,8 3.8 i1
t 1,682 0,286 0,491 1,962 0,202 0,453 0,612 0,883 0,121
P »0,10 »0,80 20,60 0,05 >0,80 50,60 0,50 0,30 50,90
X 73 25,2 9,3
IR 1.0 3,1 1.6
t 0,841 2,190 3,887
p 0,40 <0,05* <0,005*
v X 79 22,0 13,0
SD 1,6 1,8 137

*Roznice istotne statystycznie
*Differences statistically significant
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doswiadczalnej encefalopatii watrobowej u szczurow z grupy III, wartosci
srednie 3.5 razy wyzsze od normy. Stosowanie podazy biatka w diecie (szczury
z grupy II), powodowalo stopniowe obnizenie poziomu azotu a-aminowego,
ale z ustabilizowaniem go w 7 dobie jeszcze na poziomie dwukrotnie
przewyzszajacym norme. Natomiast zastosowanie preparatu Aminosteril-He-
pa (szczury z grupy I) powodowalo juz w 3 dobie znaczne obnizenie poziomu
azotu a-aminowego z osiagnigciem w 7 dobie wartosci prawidtowych.

OMOWIENIE

W koncepcji pracy zalozono terapeutyczne zastosowanie mieszanek ami-
nokwasowych typu preparat Aminosteril-Hepa z obnizona zawartos$cia zespo-
tu aminokwasow aromatycznych takich jak fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan
oraz ze zwigkszona zawartoscia aminokwasow alifatycznych wielorozgatezio-
nych. W badanym modelu przewleklej encefalopatii watrobowej u szczurow
moglyby one ewentualnie wplywac¢ normalizujaco, wzglednie obnizajaco, na
pierwotnie znacznie podwyzszone wartosci badanych wskaznikow biochemicz-
nych we krwi, takich jak amoniak czy fenole, traktowanych jako biochemiczne
wykladniki tego typu doswiadczalnej encefalopatii watrobowej.

Przedtuzony okres badan kontrolnych do 7 dni (0, 3, 51 7 dzien) ilustruje
zroznicowany wplyw stosowanego roztworu aminokwasow na zachowanie sie
amoniaku we krwi. Jego poziom po nieznacznym obnizeniu w 3 dobie ulegt
nastgpnie przejsciowej, lecz znamiennej zwyzce w 5 dobie, by ponownie
obnizy¢ si¢ w 7 dobie do wartosci tylko nieco przekraczajacych prawidlowe
(tab. 1). Podobne zachowanie si¢ stezenia amoniaku zaobserwowano rowniez
w grupie II badanych szczurow, ktorym nie podawano preparatu Aminosteril-
-Hepa, a w diecie zastosowano podaz biatka. Jednakze w tym wypadku po
obserwowanej rowniez w 5 dobie znamiennej zwyzce poziomu amoniaku,
nastepowat w 7 dobie spadek do wartosci wyzszych od normy i wykazujacych
wzgledem niej rdoznice istotne statystycznie (tab. 1). W dynamice zmian
stezenia amoniaku we krwi, w tej samej grupie Il szczuroéw, najnizsze wartosci
spostrzegano juz w 3 dniu badania. Nie roznily si¢ one, podobnie jak
w przypadku grupy I, w sposob istotny od normy. Przeprowadzona pomigdzy
grupami analiza wariancji dla wielu srednich wykazala roznice znamienne
w 51 7 dobie obserwacji (tab. 3). Mozna by zatem sadzi¢, ze zastosowanie
terapeutyczne tego typu roztworu aminokwasow, w stosunku do porownywal-
nego leczenia dietetycznego z zawartoscia 1 g biatka/kg masy ciata na dobe,
pomimo obserwowanego w grupie I nieco korzystniejszego obnizenia poziomu
amoniaku w 7 dobie obserwacji, nie ma istotnego wpltywu roznicujacego na
jego zachowanie si¢ we krwi w obu badanych grupach szczurow.

W odniesieniu do 4-krotnie wyzszych wartosci fenoli w surowicy w momen-
cie ujawnienia encefalopatii watrobowej, zastosowanie preparatu Aminosteril-
-Hepa doprowadzalo wczesniej niz wartosci amoniaku, bo juz w 3 dobie
badania, do wartosci znamiennie nizszych wzgledem normy. Istotne statystycz-
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nie obnizenie wartos$ci ponizej normy utrzymywato si¢ w 51 7 dobie obserwacji
tylko w grupie I, gdy tymczasem w grupie Il obserwowano w tym okresie
“normalizacje, a nawet nieznaczne przekroczenie $rednich wartosci prawidto-
wych (tab. 1). Analiza wariancji dla wielu $rednich wykazata pomiedzy
wszystkimi badanymi grupami roznice istotne statystycznie w 3, 51 7 dobie
(tab. 3). Na podstawie obu analiz statystycznych mozna przyjac, ze zachowa-
nie si¢ poziomu fenoli w surowicy w obu doswiadczalnych modelach terapeu-
tycznych jest zroznicowane i wykazuje szybsza normalizacje przy stosowaniu
diety z podaza biatka (grupa II).

Wprowadzenie w naszych badaniach dodatkowej rownoleglej analizy
uzyskiwanych poszczegdlnych aminokwasow aromatycznych (tyrozyny, feny-
loalaniny, tryptofanu) oraz wartosci azotu o-aminowego w surowicy, jako
wyktadnika tzw. drobin srednich, moze poszerza¢ mozliwosci interpretacyjne
patogenezy encefalopatii watrobowej. Daje to rowniez mozliwos¢ oceny
efektow terapeutycznych ewentualnego stosowania tego typu mieszanek ami-
nokwasow jak preparatu Aminosteril-Hepa u ludzi. Wplyw preparatu Aminos-
teril-Hepa, w odniesieniu do analizowanych aminokwaséw aromatycznych nie
odzwierciedla jednak jednoznacznie jednokierunkowych zmian w ich wartos-
ciach w surowicy badanych szczurow (tab. 2.)

Wartosci poziomow tyrozyny w surowicy w kolejnych badaniach, w dniach
3, 51 7 byly zblizone do normy, zarowno w grupie szczuroOw ktorym podano
preparat Aminosteril-Hepa, jak i w grupie szczurow tylko z podaza biatka
w diecie (tab. 2). Istotne statystycznie zroznicowanie wartosci na podstawie
analizy wariancji dla wielu srednich obserwowano jedynie w 5 dobie obserwa-
cji (tab. 3). Stezenie fenyloalaniny w surowicy, w stosunku do znamiennie
podwyzszonej jej pierwotnej wartosci juz poczawszy od 3 doby obserwacji
polaczonej z terapia, zarowno w I, jak i w II grupie szczurow, wykazywato
wartosci nie rozniace si¢ istotnie od normy (tab. 2). Jednak analiza wariancji
dla wielu $rednich przeprowadzona dla stezen fenyloalaniny wykazata istotne
roznice pomiedzy badanymi grupami w 3, 5 i 7 dobie obserwacji (tab. 3).
Zachowanie trypotofanu w surowicy wykazuje natomiast wigksze zroznicowa-
nie. Pierwotnie obserwowane istotne statystycznie obnizenie jego st¢zenia
ulegto w obu modelach terapeutycznych podwyzszeniu do wartosci nie rozniacych
sie jednak znamiennie od normy w 3 dobie leczenia (tab. 2). Jednakze wartosci
obserwowane w grupie szczurow, ktorym podawano Aminosteril-Hepa byty
przez caty okres obserwacji nizsze od wartosci w grupie II, a w 7 dobie badania
zaobserwowano ich spadek do wartosci znamiennie nizszych od normy (tab.
2). Tymczasem w grupie Il obserwowano w 5 dniu badania przejsciowy wzrost
stezenia tryptofanu w surowicy nie odbiegajacy w sposob istotny od normy
i ulegajacy normalizacji w 7 dniu badania. Podobnie jak w przypadku
fenyloalaniny analiza wariancji dla wielu $rednich wykazala réznice istotne
statystycznie pomiedzy grupami w 3, 5 1 7 dobie obserwacji (tab. 3). Na
podstawie danych mozna przyjac, ze zastosowanie ktoregokolwiek z propono-
wanych doswiadczalnych modeli leczenia dietetycznego nie zmienia w sposob
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istotny poziomow tyrozyny i fenyloalaniny. Jednak rdézne zachowanie si¢
stezen tego ostatniego aminokwasu obserwowane w poszczegolnych grupach,
wykazuje cechy istotnosci statystycznej przy analizie wariancji dla wielu
srednich (tab. 3).

Tabela 3. Analiza statystyczna w poszczegélnych dobach 3, 5 i 7 badania na podstawie testu
analizy wariancji dla wielu $rednich
Table 3. Statistical analysis in 3rd, Sth and 7th day of examination using variance analysis for
many mean values

30

5d

7-0

Amoniak
Ammonia
Fenole
Phenols
Azot a-aminowy
o-amino nitrogen

F=2,88(2,92=Fa
F=28,9>2,92=Fa*

F=2,26¢{2,92=Fa

F=4,89)292=Fa*

F=22,1)292=Fa*

F=2,05(2,92=Fa

F=4,00)2,92=a*
F=21,95)2,92=Fa*

F=3,72)>2,92 =Fa*

Topsms F=0,38(292=Fa  F=296)292=Fa* F=1,50(2,92=Fu
Tyrosine
Fenyloalanfna F=89 )2,92=Fa* F=3,37)2,92 =Fo* F=5,1 >2,92=Fa*
Phenylalanine
Tryptofan F=5,22)2,92=Fa* F=3,59>2,92=Fa* F=92 >2,92=Fa*
Tryptophan

*Roznice istotne statystycznie
*Differences statistically significant

Dyskutowane znaczenie patogentyczne w encefalopatii watrobowej tzw.
drobin srednich (Boron-Kaczmarska i wsp. 1983; Marshall i wsp. 1984;
Farbiszewski i wsp. 1987), ktorych wykladnikiem biochemicznym, przy
zastosowanej metodzie badania, sa warto$ci azotu o-aminowego w surowicy,
wykazuje charakterystyczna dynamike zmian. W przyjetym modelu doswiad-
czalnej encefalopatii watrobowej, w momencie jej ujawnienia stwierdzono
w surowicy jego wysokie warto$ci przeszto 3,5-krotnie wyzsze od normy
(tab. 1).

Przy zastosowaniu preparatu Aminosteril-Hepa, stezenia azotu o-amino-
wego w grupie I szczuréw obnizaly si¢ juz w 3 dniu badan (do 91,7 pmol/1),
a w 5 wykazywaly tendencj¢ wzrostowa (do 144,0 pmol/1). Porownanie
z wartosciami prawidlowymi wykazywalo w tym okresie cechy istotnosci
statystycznej (tab. 1). Natomiast w 7 dniu poziom azotu a-aminowego obnizat
si¢ do wartosci prawidlowych (tab. 1). W II grupie szczuréow z podaza biatka
w diecie, w stosunku do wysokich wartosci wyjsciowych, w kolejnych
badaniach, w dniach 3, 5, 7 wystapila tendencja do obnizenia si¢ wartosci
azotu a-aminowego w surowicy, ale bez cech normalizacji. Jeszcze w 7 dniu
badania jego wartos¢ srednia byla dwukrotnie wyzsza od normy. Roznica ta
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nie byla istotna statystycznie w przeciwienstwie do wartosci osigganych
w 3 i 5 dobie badania (tab. 1). Przeprowadzenie analizy wariancji dla wielu
srednich wykazato jednak znamienne zroznicowanie zachowania si¢ poziomow
azotu o-aminowego w poszczegolnych grupach wiasnie w 7 dobie badania (tab.
3). W zwiazku z tym wydaje si¢, ze stosowanie preparatu Aminosteril-
-Hepa wplywa korzystniej na normalizacj¢ poziomu azotu a-aminowego niz
stosowanie diety z podaza biatka. :

Mozna sadzi¢, ze zroznicowane kierunki metaboliczne amoniaku i fenoli
w zastosowanym modelu encefalopatii watrobowej, nie odpowiadaja jednokie-
runkowo, na ewentualny regulujacy wpltyw stosowanego roztworu aminokwa-
sOw, czy tez podazy biatka w diecie. Bardziej moze to dotyczy¢ zachowania si¢
fenoli w surowicy, anizeli amoniaku we krwi. Wplyw podazy biatka w diecie na
poziom fenoli w surowicy wyraza si¢ migdzy innymi tendencja do wykazywa-
nia w pozniejszych dniach badania wyzszych, a jednoczesnie bardziej zblizo-
nych do prawidtowych wartosci, anizeli u szczuré6w ze stosowaniem preparatu
Aminosteril-Hepa. ,

W odniesieniu do analizowanych aminokwasow aromatycznych nie po-
twierdzono w naszych badaniach spostrzezen Fischera (1984), Soetera i
Fischera (1976) oraz Holma i wsp. (1981) o normalizujacym wplywie okreslo-
nych mieszanek aminokwasowych typu Aminosteril-Hepa na wartosci bada-
nych aminokwasow aromatycznych (tyrozyna, fenyloalanina, tryptofan) w su-
rowicy. Jedynie w zakresie tryptofanu zréznicowanie jego zachowania wykazy-
walo istotnos¢ statystyczna (tab. 3). Wyrazalo si¢ to wyzszymi jego wartoscia-
mi w surowicy po zastosowaniu diety z podaza biatka w pdzniejszych dniach
badania (5 doba). Natomiast zastosowanie Aminosterilu-Hepa powodowalo
w 7 dobie znamienne obnizenie poziomu tryptofanu ponizej normy (tab. 2).

Wykazany przez nas fakt lepszego efektu regulacyjnego mieszanki amino-
kwasow typu Aminosteril-Hepa, normalizujacego pierwotnie podwyzszone warto-
sci azotu a-aminowego w surowicy w koncowym okresie badania (7 dzien),
w odroznieniu od szczuréw z podaza biatka w diecie, jest trudny do
interpretacji i wymaga dodatkowych badan z wydluzeniem czasu obserwacji
zwierzat, a takze odpowiednich obserwacji klinicznych. Nalezy zwroci¢ uwage
na podobne zachowanie si¢ pozioméw amoniaku i azotu o-aminowego
w grupie szczurow, u ktorych stosowano Aminosteril-Hepa. W przypadku obu
parametrow obserwowano, po wstepnym obnizeniu ich pozioméw w 3 dobie
badania, narastanie wartosci w 5 dobie badania, by¢ moze zwiazane z podaza
wspomnianego preparatu i wzrostem stezenia cial azotowych w ustroju.

WNIOSKI
Uzyskane wyniki badan upowazniaja do sformulowania nastepujacych
opinii:
1) W badanym modelu doswiadczalnej encefalopatii watrobowej stosowa-
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nie mieszanki aminokwasow typu Aminosteril-Hepa wywiera efekt hamujacy
na normalizacje poziomu fenoli w surowicy, co wyraza si¢ trwalszym obnize-
niem ich poziomu ponizej normy, przy wystepujacych wartosciach powyzej
normy u szczurow leczonych dieta biatkowa.

2) Zastosowanie preparatu Aminosteril-Hepa nie wptywa istotnie roznicu-
jaco na zachowanie si¢ wartosci tyrozyny i fenyloalaniny w surowicy badanych
szczuréw. Powoduje natomiast obnizenie poziomu tryptofanu w surowicy,
zwlaszcza przy dluzszym jego stosowaniu.

3) Azot a-aminowy, jako wykladnik tzw. drobin $rednich ulega szybciej
efektowi normalizacyjno-regulacyjnemu stosowanej mieszanki aminokwasow
niz po stosowaniu podazy biatka w diecie.

INFLUENCE OF PROTEIN-FREE DIET AND BRANCHED-CHAIN

AMINO ACIDS INFUSION (AMINOSTERIL-HEPA) ON SELECTED

BIOCHEMICAL INDICES IN EXPERIMENTAL CHRONIC LIVER
ENCEPHALOPATHY

Summary

The latest observations suggest that a decreased level of serum branched-chain amino acids
plays a role in the pathogenesis of liver encephalopathy.

In this study we analysed the behaviour of the serum concentrations of: ammonia, phenols, a-
-amino nitrogen, tyrosine, phenylalanine and tryptophan in rats with thioacetamide-induced liver
encephalopathy. The first group of rats was on protein-free diet and Aminosteril-Hepa (Fresenius
FRG) — an amino acids solution with predominance of branched-chain amino acids. The second
group of rats received a diet with 1 g/kg b. w. of protein daily. The levels of biochemical indices
were analysed 0, 3, 5 and 7 days after liver encephalopathy development.

The results of our study indicate a favourable influence of infusion a branched-chain amino
acids solution (Aminosteril-Hepa) on the biochemical indices, particularly phenols and o-
-amino nitrogen in experimental liver encephalopathy.
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IMMUNOCYTOCHEMICAL ALPHA-1-ANTICHYMOTRYPSIN
LOCALIZATION IN THE EXPERIMENTAL BRAIN TUMORS
AND AT THEIR PERIPHERY
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Warszawa

Alpha-1-antichymotrypsin (A-1-ACT) as a marker for human sarcomas
and carcinomas is of little value due to its unspecific positive staining
(Bertrand et al. 1984: Leader et al. 1987) but reliably marks macrophages and
tumors of histiocytic origin (Cohen 1973; Gupta et al. 1979; Nathrath, Meister
1982; Permanetter, Meister 1984). The high content of A-1-ACT in brain
tumor cells is proportional to regional proteolytic and inflammatory activity
(Sawaya et al. 1987). The function of A-1-ACT being connected with
a protection against neutral proteases by inhibiting fibrinolysis induced us to
evaluate its presence in the peritumoral astrocytes known for their progressive
and regressive alterations around neoplastic foci.

MATERIAL AND METHODS

Twenty two experimental brain tumors with surrounding nerve tissue induced
in 12 Wistar rats by transplacental enthylnitrosourea were examined. The
internal organs and one brain of an unaffected rat served as controls. The
brains were fixed in 10% neutral formalin and embedded in paraffin. The age
of the paraffin blocks ranged from 1— 14 years. The material was chosen from
a larger series of central nervous system tumors of various sizes, ranging from
early neoplastic proliferations to neoplasms affecting the whole hemisphere,
and consisted of single or multiple tumors (up to three per brain). The tumors
were histologically uniform or mixed and showed various degrees of anaplasia.
They were classified according to WHO (Ziilch 1979) after staining with
hematoxylin-eosin, Kliiver-Barrera and Gridley method for reticulin.

For immunocytochemical assessment the paraffin sections 10 p thick were
used, the procedure was that of indirect immunoperoxidase. A polyclonal
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rabbit antichymotrypsin antiserum was obtained from Dacopatts (Copenha-
gen), dilution 1:50 and goat antirabbit IgG-F (ab,) fragment conjugated with
peroxidase from Behringwerke (Mannheim), dilution 1:20 control stainings
were performed on the sections with PBS instead of antiserum.

RESULTS

Among the ten large tumors there were 5 oligodendrogliomas including one
with anaplastic features. The remaining ones were mixed oligodendrogliomas-
-astrocvtomas. three of which were anaplastic.

The five medium sized tumors were anaplastic oligodendrogliomas-astro-
cylomas, one astrocytoma and one uniform oligodendroglioma.

All five microtumors were oligodendrogliomas.

Two foci of early neoplastic proliferations were also studied.

The cellular expression of A-1-ACT was examined in peritumoral tissue, at
the tumor margin and in the centre of the tumors.

The large oligodendrogliomas gave positive, diffuse immunostaining in the
perikaryon and branched processes of large, reactive astrocytes located at the
peripheral zone of the tumor, best marked among dispersed neoplastic
infiltrates (Fig. 1). The number of cells and the intensity of staining varied
from tumor to tumor. There were also positive cells in central areas of neoplasms,
but the more dense the tumor, the less numerous the stained cells. Among the
mixed cell population of oligodendrogliomas-astrocytomas the number of
positively stained cells was much higher. Besides the positively staining
astrocytes at the tumor periphery we encountered numerous positive tumor
cells in the centre of neoplasm independent on cell density and other neoplastic
features (Fig. 2). At the margin of necrotic foci a moderate number of balloon-
-like cells were identified as macrophages. filled with heavily staininge granular
material. Such cells were also dispersed haphazardly in tumor tissue. In the

Fig. 1. Immunostained reactive astrocytes in the infiltration zone of large oligodendroglioma.
A-1-ACT. x400

Ryc. 1. Immunododatnie astrocyty odczynowe w strefie nacieku duzego skapodrzewiaka.

A-1-ACT. Pow. 400 x

Fig. 2. Immunostained astrocytic cells, also binuclear, in dense, pleomorphic neoplastic tissue.
A-1-ACT. x400

Ryc. 2. Immunododatnie komorki astrocytarne, takze dwujadrzaste w gestym pleomorficz-

nym nacicku nowotworowym. A-1-ACT. Pow. 400 x

Fig. 3. A-1-ACT cellular immunostaining outside well delineated tumor border. x 200
Ryc. 3. A-1-ACT dodatnie komorki wokot ostro odgraniczonego brzegu nowotworu. Pow.
200 x
Fig. 4. Immunostained reactive astrocyte in peritumoral edema zone. A-1-ACT. x400

Ryc. 4. Immunododatnie astrocyty odczynowe w strefie obrzgku okotoguzowego. A-1-
-ACT. Pow. 400 x
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Fig. 5. Mixed glioma. A-1-ACT reaction in peripheral tumor zone. x 200
Ryc. 5. Glejak mieszany. Odczyn A-1-ACT w obwodowej czesci nowotworu. Pow. 200 x
Fig. 6. Cortical oligodendroglial microtumor without cellular A-1-ACT immunostainig. x 200

Ryc. 6. Korowy mikroguz typu skapodrzewiaka bez komorkowego odczynu A-1-ACT. Pow.
200 x

subependymal field of the large anaplastic oligodendroglioma we noticed
a layer of heavily stained astrocytes. The peritumoral expression of A-
-1-ACT was limited to the tissue immediately surrounding large neoplastic foci
(Fig. 3). The staining of reactive, branched astrocytes at the interface of
neoplasm with edematous tissue was more distinct in peritumoral white than in
the gray matter. The walls of small proliferating vessels were covered by
stained astrocytic end-feet (Fig. 4). Neighbouring structures such as ependymal
cell layer or the glial cells of septum pellucidum involved in neoplastic process
showed immunostaining of perikaryon and cellular processes. Only rarely was
there no antigen reaction around fully developed tumors.

In medium size oligodendrogliomas-astrocytomas the cells expressing A-
-1-ACT were found at the tumor periphery (Fig. 5). Central areas contained
some disfigured astrocytes and occasional heavily staining macrophages. Pure
oligodendrogliomas exhibited stained astrocytes only at their peeriphery
whereas the cells of an astrocytoma were stained very slightly.

In a few (4) brains with tumors of various size, the groups of diffusely
stained cells were found around the vessels near and far from the neoplasm,
even in the contralateral hemisphere.



Immunocythochemistry of experimental brain tumors 453

Small oligodendrogliomas and areas of early neoplastic proliferation were
not stained and their surrounding nervous tissue was devoid of any immunocy-
tochemical reaction (Fig. 6). Macrophages in lung tissue which served as
positive control showed intensive staining, whereas control sections with PBS
as a first layer were negative.

DISCUSSION

In our study two types of A-1-ACT staining have been demonstrated:
strong, granular of macrophages in the walls of necrotic foci and occasionally
in- neoplastic tissue, and moderate diffuse immunostaining of cells of
astrocytic origin. The latter type has been noted in reactive astrocytes and their
end-feet in the peritumoral zone, in distant perivascular cells and in the
astrocytic component of mixed oligodendrogliomas-astrocytomas. From the
methodological point of view, the A-1-ACT staining has been found most
satisfactory when compared with alpha-1-antitrypsin and lysozyme (Esiri,
Booss 1984). For the evaluation of changes in central nervous system antiserum
against A-1-ACT has been used very rarely. Some studies were performed on
the brain tissue after injury, in some inflammatory and neoplastic diseases
(Esiri, Booss 1984) and in experimental glial tumors (Pilkington et al. 1985;
Saggu, Pilkington 1986).

Our study confirms the specific staining of macrophages (Isaacson et al.
1981) but staining of cells of astrocytic origin, both reactive and neoplastic,
seems to raise a question of glial reactivify. The staining of reactive
peritumoral astrocytes with A-1-ACT antiserum corresponds to that observed
by Esiri and Booss (1984) and to the immunostaining of astrocytes obtained by
testing various antiprotein antisera in the zone of peritumoral edema. The
reaction has been ascribed to the uptake of extravasated proteins (Oehmichen
et al. 1979). The development of reactive astrocytes inside and at the margin of
oligodendrogliomas presents an analogy to human tumors of the same type
(Wilkinson et al. 1987).

In our material the lack of A-1-ACT staining around early neoplastic
proliferations, yet without surrounding edema speaks in favour of the concept
that positive immunostaining results from digestion of extravasated edema
fluid. The phagocytic function of macrophages and reactive astrocytes in ENU
gliomas is well documented in EM (Lantos 1974, 1975) and has been lately
confirmed also in tissue culture (Watabe, Kim 1987). The cells staining
positively for A-1-ACT are believe to represent phagocytozing astrocytes and
macrophages in and around astrocytic tumors (Saggu, Pilkington 1986).
Keeping in mind that the distinction between reactive and neoplastic astrocytes
is presently impossible, some astrocytic component of mixed oligodendroglio-
mas-astrocytomas probably represents also digestive properties, especially that
in transplantable astrocytomas the isolated cells only do present a positive
reaction (Pilkington et al. 1985; Saggu, Pilkington 1986).
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To our understanding, though tissue unspecific, the A-1-ACT immunostain-
ing indicates phagocytozing function of the population of reactive astrocyltes
in brain edema.

IMMUNOCYTOCHEMICZNA LOKALIZACJA ALFA-1-ANTYCHYMOTRYPSYNY
W DOSWIADCZALNYCH NOWOTWORACH MOZGU I NA ICH OBWODZIE

Streszczenie

Do badan zostaly uzyte skapodrzewiaki i inne glejaki rowniez anaplastyczne, wywolane
w mozgu szczura przeztozyskowym podaniem etylonitrozomocznika. Barwienie immunocytoche-
miczne z zastosowaniem alfa-1-antychymotrypsyny (A-1-ACT) uwidocznitlo odczynowe astrocyty
wraz z ich wypustkami w okalajacej tkance obrzgkowej, w obrzezu guzéw, jak rowniez w obrebie
luznego nacieku nowotworowego. Komorki nowotworowe i komorki w tkance otaczajacej
wczesne nacieki nowotworowe oraz mikroguzy pochodzenia skapowypustkowego nie wykazywaly
odczynu immunocytologicznego, natomiast w duzych mieszanych skapodrzewiako-gwiazdziakach
wystepowaly liczne komorki immunododatnie. Makrofagi zawieraly ziarnistosci wybitnie A-
-1-ACT dodatnie. Brak komorkowego odczynu A-1-ACT wokot mikroguzow przemawia za
dodatnia reakcja w astrocytach jako wynikiem fagocytozy materiatu biatkowego pochodzacego
z okotoguzowego plynu obrzgkowego.
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