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EWA OSETOWSKA
CHOROBA ROSENTHALA CZY GLEJ ROSENTHALA?*

O$rodek Do$wiadczalny Neurologii Poréwnawczej Centrum Medycyny
Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN, Minsk Mazowiecki
Kierownik O$rodka: prof. dr E. Osetowska

Rozpoznanie ,,choroba Rosenthala” zostalo zaproponowane na Sympo-
zjum Neuropatologii w Wiedniu, w roku 1972, w odniesieniu do przypad-
kéw stwardnienia rozsianego (S.M.), w ktérych stwierdzono wystepo-
wanie wilokien Rosenthala (Seitelberger, 1972; Schlote, 1972, 1973). Ra-
zem z materialem Schlote’go, demonstrowanym na tym Sympozjum,
przypadkéw takich opisano do roku 1973 zaledwie 6 w calej literaturze
Swiatowej. ,,Choroba Rosenthala” nie jest wigc rozpoznaniem oficjalnie
przyjetym, lecz raczej dyskusyjng propozycja.

Momentem wywolawczym ponizszej pracy jest si6dma obserwacja S.M.
z widknami Rosenthala.

Sama kazuistyka stuzy jednak przede wszystkim jako uzasadnienie
do zajecia glosu w dyskusji na temat ,.choroby Rosenthala” oraz jako
zrodlo oryginalnego materiatu ilustracyjnego. Dlatego opis przypadku
potraktowano bardzo skrétowo. Natomiast wydawalo mi sie celowe szer-
sze ujecie zagadnienia wldkien Rosenthala wraz z przypomnieniem ich
historii oraz prébg sformulowania pogladéw wlasnych na zaklasyfiko-
wanie tego tworu morfologicznego w szeregu form patologicznych gleju
ektodermalnego. ,,Wi6kno” zostalo opisane po raz pierwszy przez Ro-
senthala w roku 1898 w przypadku syringomyelii i guza glejowego rdze-
nia. Termin ,wl6kno Rosenthala” (w.R.) zostal uzyty dopiero w roku

* Praca niniejsza zostala w pierwszej wersji przygotowana do druku w roku
1972, podczas pobytu autora na stypendium Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung,
Neurcpathclogische Abteilung (Direktor: Prof. Dr med. Wilhelm Kriicke) we Fran-
kfurcie nad Menem. W koncu roku 1972 i w roku 1973 ukazato sie kilka nowych
publikacji dotyczacych zagadnienia wildkien Rosenthala. Doniesienia te sklonily
autora do ponownego rozpatrzenia posiadanego materiatu i zmiany ujecia tematu.
Prace w wersji obecnej przedstawiono na posiedzeniu Stowarzyszenia Neuropato-
logobw Polskich w dniu 26.1.1974 r., dedykujac jg pamieci Adama Opalskiego
i Andrzeja Gluszcza, w ktérych dorobku naukowym wi6kna Rosenthala zajmujag
pozycje doniosta, doceniong w literaturze miedzynarodowej. Rok 1973 jako Rock
Nauki Polskiej wydawat sie uzasadniong okazjg dla przypomnienia prac obu pol-
skich uczonych. Ze wzgledow technicznych publikacja ukazuje sie z niejakim op6z-
nieniem w stosunku do tej daty.
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154 E. Osetowska Nr 2

1920 przez Bielschowsky’ego i Ungera, ktorzy spostrzegli twér morfo-
logiczny, odpowiadajgcy opiscwi Rosenthala w przypadku wspélistnie
nia syringomyelii i potworniaka rdzenia. Z dwoma wyjatkami, do kto-
rych powréce, w.R. obserwowano do roku 1957 giéwnie w syringomyelii
oraz guzach pochodzenia glejowego. Wywodzono w.R. przede wszystkim
ze zwyrodnialego spongioblastu a lokalizacje wigzano z linia posSrodkowg
OUN (,,mid-line” Ziilch, 1941, Hallervorden, 1952, Grcevic i Yates,
1957 — 115 przypadkéw guzéw mozgu z w.R.).

Dopiero w roku 1958 Diezel i Rottmann zasygnalizowali po raz pierw-
szy obecno$¢ w.R. w okolokomorowej ziarninie zapalnej w przebiegu
przewleklego procesu ropnego. Im tez przypada zastuga przypomnienia
wspomnianych wyzej dwoéch wyjatkow, mianowicie prac Opalskiego
z roku 1931 i 1934, jako naprawde pierwszych opisow widkien Rosentha-
la w ziarninie zapalnej w otoczeniu ukladu komorowego. Opalski dat
w obu swoich pracach: studium po$wieconemu wagrzycy mozgu (1931)
oraz w monografii, dotyczgcej budowy Scian i otoczenia ukladu komo-
rowego (1934) dokladny opis morfologiczny w.R. oraz probe interpretacji
ich pochodzenia. Warto doda¢, ze réwniez w swojej ostatniej pracy ory-
ginalnej (1959), niemal nieznanej w Polsce, Opalski przedstawia opisy
i piekng dokumentacje masowego wystepowania wlokien Rosenthala
w zlozonym procesie pasozytniczo-nowotworowym. Wedlug Diezel’a
i Rettmann’a do roku 1958 istnialo 18 publikacji zajmujacych sie istnie-
niem w.R. Od tego czasu zaobserwowano je w licznych stanach choro-
bowych, jak w bliznie porozmieknieniowej (Schiffer i wsp., 1964), w ogni-
skach demielinizacji w procesie odpowiadajgcym glioblastosis multilocu-
laris Scherera (Gluszcz, 1964); w roku 1965 Ogasawara znalazt po raz
pierwszy wlékna Rosenthala w plakach S.M.; Tihen (1972) w ,central
pontine myelinolysis”; Hardmann i wsp. w astrocytach potworniakéw
jajnikowych (1972); Ule (1972) postulowat ich istnienie w dystrofii neuro-
-axonalnej Seitelbergera, czemu sprzeciwil sie Ametani (1973), opisujgc
natomiast w.R. w dystrofii neuroaksonalnej przedstarczej w jadrach
Golla. Nalezy jednak doda¢, ze jeszcze w latach ostatnich, w ktérych re-
pertuar stosowanych technik poszerzy! sie o badania histochemiczne, fa-
zokontrast i mikroskop elektronowy, wystepowanie w.R. przypisywano
przede wszystkim spongioblastom, zahamowanym w rozwoju i wyrodnie-
jacym wtérnie w przebiegu procesow patologicznych (Kalm, 1957; Schlo-
te, 1966 A i B; Schlote, 1967; Vuia, 1973).

Zwiazek w.R. z ,mid-line” rozluznit sie zdecydowanie wraz z pierw-
szymi opisami choroby Alexandra (1949). Dziwaczng morfologie tej cho-
roby skojarzyl po raz pierwszy z masowym wielo-lokalizacyjnym wy-
stepowaniem w.R. Hallervorden {1961 — on zresztg jest takze autorem
tak popularnego dzi§ rozpoznania ,,choroba Alexandra”). Réwniez choro-
bie Alexandra zawdzieczamy zdecydowany zwrot w pogladach na pro-
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Nr 2 Glej Rosenthala 155

dukcje w.R. nie (lub nie tylko) przez spongioblast, lecz przez progresyw-
no-regresywne astrocgyty (badania mikroskiopowo-elektronowe: Scho-
chet i wsp. (1968), HHerndon i wsp. (1970), Ametani (1973), Colmant (1973)).
Herndon i wsp. oraz Ametani opisujg obecnos¢ w.R w astrocytach wiok-
nistych; Colmant — w protoplazmatycznych. Widkna Rosenthala w po-
wickszeniach M.E. przedstawiajg sie jako elektrono-optyczne zageszcze-
nia, roznigce sie¢ ziarnistg strukturg od peczkéow widokienek astrocytar-
nych. Poczgtkowo umiejscowione sg one w poblizu jadra astrocytu, bez
powigzania z innymi organellami komoérkowymi, w pézniejszych fazach
rozwojowych przesuwaja sie ku obwodowi protoplazmy i ku wypustkom.
Ametani zwraca uwage, ze brak mitochondriow w poblizu w.R. pozwala
na zréznicowanie ich z ,schollami” rozdetych aksondéw, charakterystycz-
nymi dla dystrofii neuro-axonalnej Seitelbergera.

Zatrzymujgc sie jeszcze na chwile przy pogladach na pochodzenie
w.R. trzeba podkresli¢ niezalezno$¢ i prekursyjne spostrzezenia obu neu-
rcpatologéw polskich. Mianowicie Opalski (1931), przyjmujgc w ma-
teriale wlasnym pochodzenie w.R. od spongioblastow, pisze: ,Es ist da-
her mdglich dass die Rosenthalschen Fasern, ungeachter ihrer grossen
Anlichkeit in differenten Prozessen, nicht die gleiche Abstammung in
verschiedenen Fallen haben”. Natomiast Gluszcz juz w roku 1963 wy-
sunat zdecydowana koncepcje pochodzenia wlokien Rosenthala od zmie-
nionych wstecznie astrocytow. Ci z pomiedzy starszych czlonkow Sto-
warzyszenia Neuropatologow Polskich, ktorzy przypominaja sobie ory-
ginalne doniesienie Gluszcza, przedstawione w roku 1963 na posiedze-
niu Stowarzyszenia (publikacja 1964), pamietajg takze zapewne piekna
sekwencje jego barwnych przezroczy, obrazujgcych stopniowe przeksztal-
canie sie wypustek astrocytarnych we wldékna Rosenthala. Po tym ce-
lowo poszerzonym wstepie przechodze do ilustracji kazuistycznej.

Przypadek (PAN 150/66): dotyczy kobiety 48-letniej z typowym wie-
loletnim remisyjnym wywiadem S.M.*. Ostatni dwuletni rzut choroby
przebiega bez wyrazniejszych okreséw poprawy. Chora przebywa w Szpi-
talu dla Nerwowo i Psychicznie Chorych w Abramowicach. Ciezki ze-
spot neurologiczny obejmuje niedowlad spastyczny konczyn goérnych, bez-
witad konczyn dolnych, oczoplgs poziomy, zaburzenia zwieraczy w posta-
¢i nietrzymania moczu oraz liczne objawy drobniejsze, charakterystycz-
ne dla S.M. Pod koniec zycia odlezyny, wstepujace zakazenie drég mo-
czowych, wreszcie uogélniona posocznica. Badania laboratoryjne: w pty-
nie moézgowo-rdzeniowym niewielka pleocytoza oraz wzmozenie odczy-
néw biatkowych. W moczu zmiany odpowiadajgce pyelonephritis. Wynik

* Skro6t historii choroby i dane z sekeji ogblnej przygotowala dr med. Danuta
Markiewicz. Opracowanie techniczne oraz opis i rozpoznanie neuropatologiczne —
Zaklad Neuropatologii PAN, obecnie material archiwalny O$rodka Do§w. Neuro-
logii Poré6wnawczej CMDiK PAN.

http://rcin.erg.pl



156 E. Osetowska Nr 2

badania sekcyjnego ogélnego potwierdza rozpoznanie kliniczne: Sclerosis
multiplex; Pyelo-nephritis, Decubiti oraz objawy wyniszczenia ogo6lnego.

Badanie mikroskopowe przeprowadzono na duzych skrawkach poétku-
lowych, oraz skrawkach przez pien i mézdzek. Technika parafinowa, bar-
wienia: HE, fiolet krezylu, wg van Gieson, Heidenhaina i Holzera w mo-
dyfizacji Kanzler-Arendta. Na skrawkach przez potkule moézgu, barwio-
nych metoda Heidenhaina stwierdzono: drobne, ostro odgraniczone i ra-
czej nieliczne ogniska demielinizacji. Wieksza plaka o typowej lokali-
zacji przy rogu komory bocznej, zlewajaca sie¢ z mniej ostro ,,wysztan-
cowanym” podluznym ogniskiem w corpus callosum (ryc. la). Wieksze
ognisko demielinizacji otacza rég tylny komory na poziomie styku cie-
mieniowo-skroniowo-potylicznego (ryc. 1b). Duze brzezne, zlewajgce sie
ze sobg plaki na poziomie Srédmoézgowia i mostu. W istocie biatej moéz-
dzku duza plaka prawostronna, oddzielona pasmem lepiej zachowanej
mieliny od nucleus dentatus oraz brzegu komorowego (ryc. 1c). Demieli-
nizacja dookota dna komory IV oraz brzezne sptowienia w drogach pira-
midowych na poziomie opuszki.

Zaniki komoérkowe w strukturach szarych odpowiadajg do$é znacz-
[nym zmianom naczyniowym miazdzycowym i stwardnieniowym. W obre-
' bie poétkulowych i pniowych ognisk demielinizacji uderza przerzedzone
utkanie podloza i nieliczne jadra komoérek glejowych. Wsérod tych ostat-
nich widoczne sa badz to poszczegdlne komorki astrocytarne o jadrach
hypertreficznych, bogato-chromatynowych, bagdz skupiska kilku jgder
astrocytarnych lezacych obok siebie (ryc. 1 d, e). W place okolo rogu
potylicznego komorki astrocytarne sg liczniejsze, z zaznaczajgeym sie
przeksztalceniem protoplazmy w rozlane lub ziarniste przediuzenie przy
utrzymanym jeszcze zwigzku z resztkami jadra komoérkowego (ryc. 1f).
Dopiero w place demielinizacyjnej w moézdzku napotyka sie profuzje wy-
dluzonych, maczugowatych lub kroplistych zgrubien, czesciowo juz oder-
wanych, cze$ciowo jeszcze zwigzanych z resztkami przeksztalconej pro-
toplazmy i jadra astrocytow. Twory te wybarwiajace sie jednolicie eozy-
nofilnie w HE i czarno w barwieniu metcdg Heidenhaina odpowiadaja
typowym wildéknom Rosenthala (ryc. 2a, b, ¢, d). Na kilku skrawkach
mrozikowych barwionych sudanem III stwierdza sie obecno$¢ pojedyn-
czych makrofagow sudanofilnych w przestrzeniach okolonaczyniowych.
Brak jest jakichkolwiek naciekoéw zapalnych.

Jak zaznaczono we wstepie jest to sibdmy przypadek S.M. z wioknami
Rosenthala i podobnie jak sze$¢ publikowanych lub demonstrowanych
uprzednio (Ogasawara, 1965 — 1 przypadek; Herndon i wsp., 1970 —
2 przypadki; Schlete, 1972 — 3 przypadki) nie przedstawia, poza obec-
nos$cig w.R., innych odrebnosci, ktére klinicznie lub morfologicznie pod-
wazalyby rozpoznanie stwardnienia rozsianego. We wszystkich tych przy-
padkach jako cechy wspélne wystepuja: progresywne, wtérnie wyrod-
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niejgce astrocyty, mala ilo§¢ makrofagow ze skgpym materiatem sudano-
filnym. Rézne odmiany przerostych astrocytow nie nalezg jednak do
rzadkosci w S.M., a skapy rozpad sudanofilny i ub6stwo komoérkowe plak
jest raczej charakterystyczne dla S.M. z przebiegiem wieloletnim. Widk-
na Rosenthala opisane w tych przypadkach wykazujg powigzanie loka-
lizacy jne badz z jedna, badz z kilkoma plakami (Herndon i wsp. — przy-
padek 5; Schlote — caly material; nasz przypadek: lokalizacja mézdzko-
wa przewazajgca, dodatkowo okotokomorowa i w plakach brzeznych;
Herndon i wsp. — przypadek 4: w.R. we wszystkich rozsianych ognis-
kach demielinizacji). Analizujgc te kazuistyke odnosi sie wrazenie, ze
obecnoé¢ w.R. nie ma az tak zasadniczego znaczenia, azeby material
obejmujgcy siedem przypadkéw podnosié do rangi wyodrebnionej jed-
nostki pod nazwag choroby Rosenthala. Z drugiej strony trudno jest nie
zauwazy¢, ze wsrod ogromnej liczby weryfikacji mikroskopowych S.M.,
ktére szczegélnie w opracowaniach dawniejszych byly przedmiotem uwa-
gi najwigkszych klasykéw neuropatologii tkankowej, tylko w kilku przy-
padkach stwierdzono obecno§¢ wildkien Rosenthala. Totez narzucaloby
si¢ tu raczej hipotetyczne skojarzenie z inng chorobg, dla ktérej-w.R:
sg cechg charakterystyczng, mianowicie z chorobg Alexandra.

Poglady na chorobe Alexandra ulegly w $wietle ostatnich doniesient
dos¢ istotnym uzupelnieniom. Wedlug doniesien weczesniejszych byla to
choroba wlasciwa dla wieku niemowlecego, cechujgca sie klinicznie za-
hamowaniem rozwoju i czesto spotykanym powiekszeniem .wymiaru
czaszki. Neuropatologicznie traktowano ja jako leukodystrofie niesudano-
filng, przy czym nieokreslony dotychczas charakter rozpadu mieliny,
wzglednie dysmielinizacja, mialy by¢ odpowiedzialne za zwyrodnienie
astrocytéw z masowym wystepowaniem w.R. Liczni autorzy wigzali oba
procesy z uposledzeniem funkcji mezogleju (Alexander, 1949; Stevenson,
Vogel, 1952; Wohlwill i wsp., 1959), a juz co najmniej z jego uderzajg-
cym zubozeniem (Crome, 1954; Vogel, Hallervorden, 1961). Ale kazuisty-
ka lat ostatnich przyniosta po pierwsze obserwacje, dotyczace wystepo-
wania choroby Alexandra u dorostych (Seil, 1968 — 32 lata, Herndon
i wsp., 1970 — 22 lata; Klein, 1970 — 37 lat), po drugie wspétistnienie
charakterystycznego obrazu w.R. z leukodystrofig sudanofilng (Shervin
i Berthrong, 1970; Colmant, 1973). Co wiecej trzeba podkreslié, ze u cho-
rych w trzeciej i czwartej dekadzie wieku ubytki mieliny mialy charak-
ter nieciggly, ogniskowy. Moze warto takze przypomnieé, ze Wohlwill
i wsp. (1959) obok rozleglej demielinizacji w centrum semiovale, z typo-
wymi skupieniami w.R., znalezli w swoim przypadku na poziomie kom-
pleksu' jader przedsionkowych dwa ogniska morfologicznie podobne do
plak S.M. Powyzszej hipotezy nie da sie rozstrzygngé w dyskusji akade-
mickiej. Trzeba raczej czeka¢ na potwierdzenia lub zaprzeczenia na pod-
stawie znacznie liczniejszej kazuistyki, zaréwno typowych przypadkéw
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choroby Alexandra (Colmant, 1973 — naliczy? zaledwie 17 doniesien), jak
i tak odosobnionych dotychczas przypadkéw ,,S.M. z wioknami Rosen-
thala”.

Istnieje zresztg jeszcze jedna mozliwo$¢ interpretacji pojawiania sie
w.R. niesprzeczna zresztg z hipotezg przedstawiong powyzej. W pew-
nej analogii z pogladami Gluszcza, Herndon i wsp. wysuwajg przypusz
czenie, ze zwyrodnienie astrocytu, pociggajace za sobg wytwarzanie
w.R. uwarunkowane jest wrodzong (genetyczng — ?) predylekcjg astro-
gleju. Ta ,skaza” moze dotyczy¢ bardzo licznej populacji astrocytow
moze tez przejawia¢ swoj wplyw w grupach lokalizacyjnie wybranych
obdarzonych dodatkowymi wlasciwosciami z tytulu specjalnych funkcji
jak astrocyty podoponowe, czy okolokomorowe. Utajone wlasciwosci tyck
komorek ujawniajg sie pod wpltywem dodatkowych bodzcow patologicz-
nych (demielinizacja, zapalenia, procesy naczyniowe, rozplem nowotwo-
rowy). Nieré6wnomierne ,uzdolnienia” wybranych grup astrocytarnyct
przypominajg choroby metaboliczne, koncentrujgce sie w neuronach
i tam rowniez napotyka sie przesuniecia lokalizacyjne i wybiorcze
nasilenia uszkodzen w pewnych grupach neuronalnych. Wreszcie war-
to jest wyeksponowa¢ mie podkreslone dotychczas tak wyraznie w lite:
raturze ,,wszedobylstwo” wildkien Rosenthala. Tabela 1 zestawia procesy
i bardziej reprezentatywne publikacje dotyczace obecnosci w.R. w naj-
rozmaitszych stanach chorobowych OUN, po ,norme” (jezeli taka ist-
nieje) wlgcznie.

Przedstawiona tabela wymaga jednego komentarza uzupelniajgcego
niezaleznie od rozrzutu diagnostycznego wyliczonych stanéw chorobo-
wych morfologia i histochemia wlokien Rosenthala byly zawsze jedna-
kowe (Diezel i Rottmann, 1958; Kalm, 1957; Scarlato, Miiller, 1958; Fo-
takis, 1961; Friede, 1964; Schiffer i wsp., 1964, Schlote, 1964, 1966 A, B
1967; Ogasawara, 1965, 1966; Peiffer, 1968). Przesuniecia od wepotskla-
dowej lipidowej do skladu wylgcznie biatkowego obserwowano niekieds
w jednym i tym samym przypadku w zalezno$ci od stadium wyksztalce-
nia w.R. Podsumowanie powyzszych rozwazan daje sie zamkng¢ w kilkt
punktach:

1. ,,Wi6kno” Rosenthala nie jest tak rzadkim zjawiskiem morfologicz.
nym, azeby kojarzy¢ jego wystepowanie tylko z okre$lonymi jednostka
mi chorobowymi. Lepsza znajomo$¢ morfologii w.R. pozwoli zapewn
potwierdzié ich obecno$¢é w szeregu badan rutynowych, w ktérych po pro
stu nie identyfikowalo sie ich obecnosci.

2. Niezaleznie od stusznoéci hipotezy Gluszcza (,,Dysontogenetic defi
cit”) i analogicznych postulatéw hipotetycznych Herndona i wsp. mus
istnie¢ w patologii réznych proceséw moézgowych dosé rozpowszechniony
blad metaboliczny, wyzwalajacy ostatecznie przeksztalcenie zwyrodnie
niowe astrocytow.

: : :
TR e P L T el
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Tabela 1

e Nazwiska autoréw wazniejszych pub-
Procesy chorobowe z obecnoscia w.R.

likacji
GUZY OUN
Astrocytoma
Spongioblastoma Zilch 1941; Hallervorden 1952;
Ependymoma Greevie, Yates 1957; Kriicke (mat.
Hemangioma cyst. nie publ.) i inni
Craniopharyngioma
Neurofibromatosis
SYRINGOMYELIA Rosenthal 1898; Bielschowsky, Un-
gern, 1920
GUZY POZA OUN Hardman i wsp. 1972
Teratoma ovarii
PROCESY ZAPALNE
Cysticercosis Opalski 1931, 1934
Encephalitis purulenta Diezel i Rottmann 1958
PROCESY NACZYNIOPOCHODNE
Organizacja ognisk rozmig¢kania Schiffer i wsp. 1964
Central pontine myelinolysis Tihen 1972
LEUKODYSTROFIE 1 DEMIELINIZACJE
ROZSIANE
Choroba Alexandra Alexander 1949
Glioblastosis diffusa multilocularis (Scherer) Gluszez 1965
Sclerosis multiplex( ?) Ogasawara 1965
DYSTROPHIA NEUROAKSONALNA
Postaé Seitelbergera (?) Ule 1972
Postaé starcza Ametani 1973
MOZG BEZ CHARAKTERYSTYCZNYCH
ZMIAN PATOLOG. Mastri 1 Sung 1972

3. Wydaje sie uzasadnione zastgpienie niejednokrotnie juz kwestio-
nowanej nazwy ,wiokno” Rosenthala przez nazwe ,glej Rosenthala”
chotby przez przykladowe analogie do ,gleju Alzheimera I i II”, czy
,,komorki glejowej Opalskiego” itp. postaci patologicznych ektogleju. Pe-
jawienie sie tych postaci jest mniej patognomiczne niz przypuszczali ich
pierwsi odkrywcy i prawdopodobnie réwniez wymagajace dla wilasci-
wych przeksztalcen morfologicznych i predyspozycji osobniczych i mo-
mentu wywolawczego, wspolnego dla szerszego kregu patologii moézgo-
wej.

4. Wyodrebnienie przypadkéw S.M. z glejem Rosenthala w osobng
jednostke chorobowg pod nazwg ,,choroba Rosenthala” nie ma dotych-
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czas dostatecznej motywacji klinicznej ani morfologicznej. Przypadki
takie kojarza sie raczej z postaciami choroby Alexandra obserwowanej
u dorostych.

3. OceroBcKa
»BOJIESHb PO3EHTAJA” UJIU ,TJIUA POSEHTAJA”?
Pe3wmMme

CorylacHO aBTOPY, OTIIPABHOM TOYKOM K JMUCKyccu O amars€ose ,060sne3nu PozeH-
Tansa’ ABIAETCH ceabMoy ciayuay PacceannHoro Ckieposa ¢ BOJOKHaMu Po3senrans,
onyucaHHbA B Jureparype. Caydait Kacaercsa 48-jeTueli xeHmMHBL KiMHMuecKoe
Teyenue U Mopdosormueckas KapTuHa TunmdHbl Aas S.M. Bogaokua Poszeunrtains
(B.P.) BBICTYHalOT IJIaBHBIM 00pa3oM B MO32Ke4YKOBOM Ouare JeMMeJIMHMU3aluuy, a Tak-
JXKe HEeMHOTOYMCJIeHHbIE M He IIOJIHOCTBK O0pa3oBaBlIMecs B odare BOIM3M 3aTBLIOY-
HOTO yrJja kejypouka. ITo mMHeHuio aBTOopa InpucyrtcrBue Boisoxon Pozenransa 3 of-
HOM MJIM Jazke B HECKOJbKMX odyarax S.M. He #ABIAETCA AOCTATOYHBIM OCHOBAHVEM
74 BBIZIEJIEHUS TPYMNbl M3 7 cliydaeB B OTAENIbHYIO ,,0601e3ub Posentansa’. Onnako,
(hakT, 4TO B CTOJIb MHOTOYMCJIEHHBLIX Habmogaumax S.M. Tak pPeAKO MOZKHO BUICTH
B.P., acconqumupyeTcsa cKopee co ciaydaamu Oose3um AjeKcaHapa, OnyucarHou y B3poc-
JBIX Jrojeyt, tem 0OoJiee, uTO MOP(OJOTMA 9THUX CJydYaeB XapaKkTepu3yeTrcs, B HacT-
HOCTM, NPUCYTCTBMEM IIPEPBIBHBIX OYAroB M MHOTJA TaKzKe CyJaHOMUIEULIM Dac-
nagom. CormocraBiiss IIpOEecchbl, B KOTOPbIX Habaioganocs wnaaumuyue B.P., aBTop
yKasbiBaeT Ha hakT HecreuM@puYHOCTH 9TOro ABjenud. IT0-BUAMMOMY, €CTb OCHO-
BaHme, 4robbl HaA3BaHMEe ,BOJOKHA Po3enTana” (IIOABEPrHyTOe COMHEHMIO yXXe BO
MHOrMX paborax Kak MOpPOJIOTMYecKM HEeCOOTBETCTBYIOIIEe) 3aMelMTh IOHATUEM
,»Tiiusg PozenTana” mo aHajormm c ,rameir Anabuxarmepa I u II”, mam ,,rauanabHbIe
Kiaetku Onanabckoro” u T.1. PazHoobpa3mue yClIOBMIT NPOABJIEHUS Taum Po3edTansd
yKas3bIBaeT Ha CYIIECTEOBAaHME CKOpee AOBOJIBHC YaCTOTrO, ODLIEro Iyisd pasHbiX IIpo-
eccos MeTaboMIT4ecKOro CTUMYJia, SBIAIOIIETOCA CUTHAJNBHBIM MOMEHTOM [JIA IIpe-
obpa3zoBauusa IIPeAPaciloOIKEeHHbIX aCTPOLMTOR (MM criorMob/1acToB).

ABTOp mocBsAwaeT 3Ty paboTy maMATHM NOJIBCKMX HEBPOIaToJIoroR JIrnama Onanb-
ckoro u Auaxes [aymiya, KOTOpble B CBOMX HAYYHBIX TPYyJAAX IOCBATHMIM ocoboe
MecTO raum (BoslokHam) Po3enTand.

E. Osetowska
,ROSENTHAL DISEASE” OR ,ROSENTHAL GLIA”?
Summary

As a starting point to the discussion on the diagnosis of , Rosenthal disease’
(Vienna 1972), the author presents the seventh case in the literature of multiple
sclerosis with Rosenthal fibres. The case concerns a 48-years woman with the cli-
mnical course and morphological picture typical of multiple sclerosis (m.s.). Ro-
senthal fibres (R.F.) appeared mostly, in the cerebellar plaque (Figs. 1lc and 2a, b, c,
d) and some of them ,not fully developed in a plaque in the vicinity of occipital
horn (Figs. 1b and f). In the author’s opinion, the appearance of R.F. in one or
even several ms. plaques does not provide sufficient ground to classify a group
of 7 cases as a separate , Rosenthal disease” unit. The fact of a very rare occurren-
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Ryc. 1 a, b, c. Typy plak demielinizacyjnych obserwowanych w przypadku. Wiék-

na Rosenthala wystepowaly masow'o w place moézdzkowej, pojedynczo w posta-

ciach poronnych w place okolokomorowej (b). Heidenhain. Skrawki wielkoéci na-

turalnej. d, e. Progresywne odmiany jader glejowych spotykanych w ogniskach de-

mielinizacji. Fiolet krezylu. Pow. 400 X. f. Pojedyncze wlokna Rosenthala w place
okolokomorowej. H-E. Pow. 400 X.

Fig. 1 a, b, c. Demyelination plaques observed in the case. Numerous Rosenthal

fibres in cerebellar and periventricular plaques. Heidenhain meth. Nat. size. d, e.

Progressive glial nuclei in demyelinated foci. Cresyl violet. X 400. f. Single Rosen-
thal fibres in the periventricular plaque. H-E. X 400.
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Ryc. 2. Widbkna Rosenthala w place mozdzkowej. a. Widok og6lny. Heidenhain.

Pow. 150 X b, ¢, d. R6zne odmiany morfologiczne wiokien Rosenthala — postaci

wydiuzone ,widékno-podobne” lezgce $rodtkankowo i kropliste, ugrupowane prze-
waznie okofonaczyniowo. Heidenhain. (b). H-E. (¢, d). Pow. 400 X,

Fig. 2. Rosenthal fibres in cerebellar plaque. a. General view. Heidenhain meth.

X 150. b, ¢, d. Different forms of Rosenthal fibres — elongated in the cerebral

tissue and droplike located usually perivascularly. Heidenhain m<th. b. H-E. ¢, d.
X 400,
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ce of R.F. within the group of m.s. cases, however, would rather suggest an asso-
ciation with the cases of Alexander’s disease described in adults (Seil, 1968; Hern-
don et al.,, 1970; Klein, 1970), in particular because the morphology of these cases
is cheracterized a.o. by the presence of discontinuous foci and sometimes also by
sudanophilic degradation.

Compiling the list of processes in which R.F. could be observed (table 1) the
author points cut the unspecificity of this phenomenon. It seems justified to re-
place the designation Rosenthal fibres (questioned in a number of works as mor-
pholegically inadequate) by the notion ,Rosenthal glia” by analogy with , Alzheimer
glia I and II” or ,Opalski glial cells” ete. The diversity of conditions in which
Rosenthal glia becomes manifest, rather suggests the existence of a frequent meta-
bolic stimulus, which is common to a number of processes and provokes the trans-
formation of predisposed astrocytes (or sponglioblasts). :

The author dedicates this paper to the memory of two polish neuropathologists,
Adam Opalski and Andrzej Gluszcz, who in their scientific work devoted a parti-
cular attention to Rosenthal glia (fibres).
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HISTOENZYMIC CHANGES IN THE BRAIN IN A CASE
OF CARDIAC ARREST

Autonomous Division of Pathology of the Nervous System and Sensory Organs,
Medical Academy, Poznan
Head: Doc. Dr. M. Kozik

The technical progress in medical sciences, particularly in the field
of reanimation creates a series of new problems for the human patholo-
gists and in that also for neuropathologists.

Undoubtedly new in the neuropathological approach are studies con-
cerned with the pathogenetic mechanisms of changes occurring in th=
brain following resuscitation of the circulation. The clinical and histo-
pathological casuistics of these cases in already quite numerous (Mandel,
Berry 1959; Adams et al., 1966; Steegmann, 1969), however, the molecu-
lar background of pathological processes induced in the brain by cardiac
arrest is still badly understood.

Having this in mind, we have undertaken our study on the histoenzy-
mic reactions of the brain in a case of cardiac arrest.

MATERIAL AND METHODS

Case history. An appendectomy, performed under general ana-
esthesia on a female aged 18, finished up by a sudden cardiac arrest.
Following 6 minutes of cardiac massage, the heart action was restored,
but the patient demonstrated severe disturbances of consciousness. She
was unable to answer questions, could not carry out commands and had
deglutition difficulties. She was only able to sweep around with her
eyes and reacted rather vividly to pain stimuli. On neurological exami-
nation, there were missing the corneal, pharyngeal, oesophageal and pa-
latinal reflexes, whereas the profound reflexes from the upper and lo-
wer extremities were exaggerated. The muscular tonus was spatically
increased causing the upraised extremities to fall down inertly. The Ba-
binsky reflex was bilaterally positive.
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The patient remained in such a state for about one month and then
started to develop subfebrilic states, decubitus and finally, 6 weeks after
the cardiac arrest, she died of bilateral bronchopneumonia. On autopsy
apar{ from passive hyperemia of all organs and apart from symptoms
of bronchopneumonia — no other pathological findings were revealed.

Brain autopsy was performed 2 hours following the patient’s death.
Specimens from all cerebral lobes, from the basal nuclei, from the cere-
bellum and from the oblongate medulla were secured for histopatholo-
gical and histochemical investigation. For routine histology, the mate-
rial was fixed in 10% neutral formaline and embedded in paraffine, and
the obtained slices were stained with H + E, with the methods of Nissl,
Kanzler, Bodian, Kliiver-Barrera and van Gieson. :

The material secured for histoenzymic assays instead, was fixed in
Baker’s solution for 16 hours at 4°C, frozen sections were cut therefrom
and the respective enzyme activities were estimated histechemically:

Carboxylic ester hydrolase (nonspecific esterases — NsE) — E.C. 3.1.
1.1. — according to the method of Nachlas and Seligmann (1949).

Acetylcholine — acetyl-hydrolase (acetylcholinesterase — AChE) -—
E. C. 3.1.1.7. — according to the method of Koelle, as modified by Ge-
rebtzoff (1953).

Acylcholine — acyl-hydrolase (nonspecific cholinesterase — ChE) —
E.C. 3.1.1.8. — according to the method of Koelle, as modified by Ge-
rebtzoff (1953).

Thiaminephosphate pyrophosphorylase (Thiamine pyrophosphorylase
— TPPase) — E.C. 2.5.1.3. — according to the method of Novikoff and
Goldfischer (1961).

Ortophosphate-monoester-phosphohydrolase (alkaline phosphatase —-
alkP) — E.C. 3.1.3.1. — according to the method of Gomori (1953).

Orthophosphate-monoester-phosphohydrolase (acid phosphatase —
acP) — E.C. 3.1.3.2. — according to the method of Gomori (1953).

Adenosinetriphosphate phosphohydrolase (Adenosinetriphosphatase —
ATPase) — E.C. 3.6.1.3. — according to the method of Wachstein and
Meisel (1957).

RESULTS

The brain section revealed a distinct diminution of both hemispheres
with considerable narrowing of the cerebral gyri and widening of the
interposing sulci. The lateral ventriculi as well as the IIIrd cerebral
ventricle were enlarged.

Microscopic investigation revealed a generalized, rather severe loss of
neurocytes both in the cerebral cortex and in the basal nuclei. The pre-
parations, when stained with the method of Nissl, demonstrated most
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frequently neuronal shrinkage, cytoplasmic vacuolization and hypochro-
micity of both the cytoplasm and cell nuclei. At the same time, the
neuroglia appeared markedly proliferated, except for the microglia which
was only neglegibly changed.

The cerebellar cortex exhibited considerable loss of Purkinje cells,
the granular layer looked considerably thinned out, whereas the Berg-
mann’s glial cells were proliferated (Fig. 1).

The most severe changes were located in frontal lobes, gyrus hippo-
campi, Ammon’s horn, striatum, globus pallidus and in the cerebellar
cortex. The remaining structures were less severely affected, though
distinct neurocyte losses, as well as glial proliferation was evident in
all examined brain regions.

When stained with the method of Kliiver-Barrera, i.e. with the mye-
lin stain — there was no evident damage in the myelin sheaths to be
seen in spite of the considerable glial proliferation within the cerebral
white matter.

It is interesting to note that in the phylogenetically older cerebellar
structures, i.e. in the flocculus, lobuli centrales, lobuli quadrangulares
(Fig. 1) — the changes were expressed much stronger than in the phy-
logenetically younger ones, e.g. the lobuli semilunares superior and in-
ferior, lobulus gracilis, and lobulus biventer (Fig. 2). In neither of the

preparations were there ischemic or homogenizing cell changes to be
seen.

Nonspecific esterases (NsE)

The shrunken neurocytes and pericytes of the cerebral cortex showed
distinct NsE activity (Fig. 3). Occasionally, considerable enzyme activity
was seen also in the microglia of the molecular layer. The hypothalamic
neurocytes as well as the subependymal glial cells instead demonstrated
a strong enzyme activity, whereas in the white matter and in the ce-

rebellum, it was only the pericytes which were reactive with respect
to NsE.

Acetylcholinesterase (AChE)

The cerebral cortex of the frontal and occipital lobes was unreactive
with respect to AChE. Occasionally in the frontal lobes there was seen
a slight diffusive enzyme reaction within the axonal processes. Some-
times the white matter oligodendroglia was weekly stained for AChE.
The neuropil and neurocytes of the striatum, the thalamus and hypo-
thalamus instead demonstrated strong enzymic activity. In the cerebel-
lum, there were only the molecular and granular layers that showed
a weak diffusive staining for AChE.
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Nonspecific cholinesterase (ChE)

The neurocytes and the neuroglial cells of the cerebral cortex were
not reactive with respect to ChE. In the basal nuclei, there was only
the neuropil and blood vessel walls that showed a weak diffusive stain-
ing for that enzyme. The cerebellum was not reactive as well.

Thiamine pyrophosphatase (TPPase)

The Golgi structures of the still preserved cortical neurocytes exhi-
bited a faint enzyme activity. In contrast to this, the protoplasmatic as-
trocytes as well as vascular walls were appreciably stained. However,
the astrocytes and oligodendrocytes of the white matter displayed signi-
ficantly higher TPP-ase activity than the cortical cells (Fig. 4). The en-
zyme activity was particularly strong in the hyperplastic forms of the
astroglia. At sites, a weak TPPase activity was present also in axonal
procecses. A strong activity was seen also in the proliferating glia of
basal nuclei, whereas neurocytes of these nuclei were weakly reactive.
In the cerebellum, there was only the white matter neuroglia which de-
monstrated strong TPPase activity. The neurccytes, as well as glial
cells of the cerebellar cortex were unreactive.

Alkaline phosphatase (alkP)

A significant alkaline phosphatase activity was present only in blocd
vessel walls of the grey as well as white cerebral matter. In addition
to that, a slight diffusive staining was demonstrable in the myelin she-

LEGENDS FOR FIGURES

Fig. 1. Lobulus quadrangularis. Massive loss of Purkinje cells, the granular layer
looking attenuated with the number of Bergmann’s glial cells substantially inecre-
ased. Nissl’s stain. X 80.

Rye. 1. Lobulus quadrangularis. Bardzo duzy ubytek komoérek Purkinjego, prze-
rzedzenie warsiwy ziarnistej i rozrost gleju Bergmanna. Met. Nissla. Pow. 80 .

Fig. 2. Lobulus biventer. Shrunken Purkinje cells, proliferating Bergmann’s glial
cells and rarefied granular layer. Nissl's stain. X 180.

Rye. 2. Lobulus biventer. Obkurczone komorki Purkinjego, rozrost gleju Berg-
manna, przerzedzenie warstwy ziarnistej. Met. Nissla. Pow. 180 X,

Fig. 3. Corlex of the frontal lobe. Significant NsE activity in some neurocytes
and pericytes. X 250.

Ryc. 3. Kora plata czolcwego. Wysoka aktywno§é NSsE w niektérych komérkach
nerwowych i pericytach. Pow. 250 X.

Fig. 4. Frontal lobe, white matter. Strong TPPase activity in the proliferating
astro- and oligodendrocytes. X 200.

Ryc. 4. Istola biala plata czolowego. Silna aktywno$é TPPazy w rozrastajgcych
sie astro- i oligodendrocytach. Pow. 200 X,
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aths. In the cerebellum, it were the preserved Purkinje cells which were
weakly positive. The glial cells were unreactive. The neurocytes of the
supraoptic and paraventricular nuclei displayed distinct alkP activity
(Fig. 5).

Acid phosphatase (acP)

In the frontal and parietal lobes of the cerebral cortex, there were
only the larger neurocytes demonstrating features of a chronic cell di-
sease that were weakly reactive for acP. The proliferating oligo- and
astroglia was somewhat more reactive. A very strong enzymic reaction
was evident in the basal nuclei, especially in the putamen, in the cau-
date nucleus and in the hypothalamus, where all the preserved neu-
rocytes as well as all sorts of glial cells were positively stained. In the
cerebellum, there were the Bergmann’s glial cells that were strongly
reactive for acP (Fig. 6). The Purkinje cells, but only those of some re-
gions of the neocerebellum displayed microgranular staining for acP.
The neurocytes and glial cells of the molecular layer lacked any enzyme
activity.

Adenosinetriphosphatase (ATPase)

A slight diffusive ATPase activity was demonstrated in nuclei of the
cortical neuroglia and by blood vessel walls. In the white matter instead,
it were the perivascular processes of the astroglia and gemistocytes
that demonstrated large amounts of enzyme reaction products. In ad-
dition to that, a positive staining was also seen within the nuclei of oli-
godendrocytes and in vessel walls. As far as the cerebellum is concern-
ed, a positive staining for ATPase was seen in the neuroglia of the white
matter.

Phe Purkinje cells, as well as the granular layer were not reactive
with respect to ATPase.

Fig. 5. Supraoptic nucleus. Significant intraneuroplasmic alkP activity and
strong enzymic reactivity of blood vessels walls. X 200.

Rye. 5. Jadro nadwzrokowe. Wyrazny odczyn dla fosfatazy zasadowej w cyto-
plazmie neurocytow i silna aktywno$¢ w $cianach naczyn krwiono$nych. Pow.
200 X,

Fig. 6. Cerebellar cortex. Very strcng acP activity seen in Bergmann’s glial
cells as well as in the proliferating glia of the granular layer and cerebellar white
matter. X 100.

Ryc. 6. Kora mézdzku. Bardzo silna aktywnoéé fosfatazy zasadowej w komér-
kach glejowych Bergmanna oraz w rozrastajgcym sie gleju warstwy ziarnistej
i istoty bialej. Pow. 100 X,

Neuropatologia Polska — 2
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DISCUSSION

The above presented results of histoenzymic investigations and of
morphological observations are worth considering, in spite of the fact
that they may be regarded as a net effect of both the cardiac arrest and
of the intensive therapy that has been applied in this case. Unfortuna-
telly the individual effects exerted by the two separate pathogenic fac-
tors cannot be distinguished in human pathology. In the case described
herewith, there are the differences in enzymic activity between the glial
cells of the cerebral cortex and those of the white matter, despite the ob-
vious similarity in morphological appearence as evidenced by routine
histological staining, that draw our attention. These differences were
particularly outstanding with respect to TPPase, acP and ATPase.

From observations made in experimental conditions (Wender et al.,
1971) and from the results of investigations concerned with histoenzy-
mic activity of the neuroglia in the course of ontogenetic development
(Wender et al., 1970, 1971) it would be conceivable to assume that this
divergent enzymic activities are due to ,,age” differences between the
cell populations in question. It appeared namely that older glial cells,
i.e. those which have reached a higher grade of maturity were histoen-
zymatically less reactive than the young, still developing glial cells. The
immature neuroglia in form of sponglioblasts, oligodendroblasts or as-
troblasts happened to exhibit high phosphatase and esterase activities
while the mature oligodendrocytes and astrocytes were completely un-
responsive (Wender et al., 1970, 1971). Applying these observations and
conclusions to the case under discussion, it would be possible to assume
that the observed generalized gliosis in the patient’s brain is not of the
same age, i.e. that glial proliferation had started earlier in the cerebral
cortex than in the white mafter. Consequently, the cortical glial cells.
as the older cells demonstrated lower enzymic activity. Following this
line, the proliferated neuroglia of the white matter, as the ontogeneti-
cally younger cell population, would according to this assumption dis-
play comparatively higher enzymic reactivity, which indeed was the
case.

However, increased TPPase, acP and ATPase activities were also ob-
served in glial cells that did not undergo proliferation. The explanation
of mechanisms responsible for this effect is not an easy one. We may
only cite some other examples in which the histoenzymic reactivity of
the neuroglia was likewise altered, that is in the apparently normal whi-
te matter of M.S. cases (Wender and Kozik, 1969) in EAE (Wender and
Kozik, 1972) and in experimental cerebral hypoxia and ischemia (Col-
mant, 1965; Miller, Myers, 1972).
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Basing on these observations it may be inferred that the increased
phosphatase activity in not proliferating glial cells could be due to some
enhancement of their biological activity.

The essential lack of changes with respect to AChE, ChE and alkP
is worth pointing out. May be, the several weeks lasting survival of the
patient after the cardiac arrest was somehow related to the unaffected
level of these enzymic activities. It is commonly known that a block of
the AChE enzymic system inevitally leads to death.

On the margin of the histoenzymic studies performed in this case, the
lack of ischemic and homogenizing cell changes, regarded by many au-
thors (Kérney, 1956; Scholz, 1953) as pathognomic for cerebral anoxia
and ischemia — should be pointed out. Such changes have been produ-
ced in experimental cardiac arrest (Ginsberg, Myers, 1972; Miller, My-
ers, 1972). On the other hand, many authors believe that these neuro-
nal changes are unspecific (Kozik, 1969, 1970; Mc Donald, 1961) and
may be evoked by various ethiologic factors (Schiimmelfeder, 1962; Liu
et al., 1950).

The herewith presented case gives rise to many other important, till
yet inexplicable questions. The lack of demyelination, or the preference
with which the pathological process affects the phylogenetically older
cerebellar structures are the examples that outstand in this instance.
Without penetrating into the difficult problems of the complex patho-
genetic mechanism responsible for these changes, we think it meaning-
ful to register the observations made herewith.

Systematic observations of such cases supported by investigations of
the molecular basis of the pathological process induced by the cardiac
arrest in human brains will most certainly advance our knowledge about
the sequence and development of pathological changes accompanying
this event.

"CONCLUSIONS

1. In a mortal case caused by the consequences of a cardiac arrest
there were found widespread neuronal losses in the cerebral cortex, in
the cerebellum and in the basal nuclei, accompanied by a generalized
proliferation of the neuroglia.

2. Neuroglial cells were strongly reactive with respect to TPPase,
acP and ATPase. The enzymic reactivity of the white matter neuroglia
and of glial cells located in the basal nuclei was significantly higher
than that demonstrated by cortical neuroglial cells.

3. The activity of AChE, of ChE and of alkP in the investigated brain
specimens remained essentially unchanged.
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4. Phylogenetically older structures of the cerebellum were, compa-
red to the phylogenetically younger structures of the neocerebellum,
affected more severely by the pathological process.

M. B. Kozik

ZMIANY HISTOENZYMATYCZNE W MOZGU W PRZYPADKU ZATRZYMANIA
CZYNNOSCI SERCA

Streszczemie

Przeprowadzono badanie aktywmo$ci fosfataz i esteraz w moézgu w przypadku
pacjentki zmarlej po uplywie 6 tygodni od chwili skutecznej resuscytacji krg-
zenia.

Poza rozleglymi i znacznymi zmianami morfologicznymi stwierdzono znaczny
wzrost aktywno$ci TPPazy, fosfatazy kwasnej i ATPazy w komoérkach glejowych,
wyzszy w strukturach podkorowych niz w korze moézgu. Nie zaobserwowano na-
tomiast zmian w aktywnos$ci acetylocholinesterazy, cholinesterazy i fosfatazy zasa-
dowej. Zwr6cono réwniez uwage na wieksze uszkodzenie starszych filogenetycznie
struktur mézdzku w poréwnaniu z okolicami filogenetycznie mlodszymi.

M. B. Ko3uxk

TUCTOSH3UMATUYECKUE M3MEHEHUA B MO3ITE
IIPM OCTAHOBKE JEATEJBHOCTV CEPJIIIA

Pe3womMme

Beum npoBejeHbl MCCHIEeNOBaHMA aKTMBHOCTM doccdaTaz M IcTepa3 B MO3re
00JILHOM, yMeplIei 0 McTedyeHuMM 6 Hejeslb ¢ MOMeHTa 9(DMeKTMBHOM peauvManuu
KpoBooOpalesus.

KpoMe OOIUMPHBIX M 3HAYMTENBHBIX MOPMOJIOrMYECKUX M3MeHeHuit Owin obnapy-
JKeH 3HauYUTeNbHbII pocT akTuBHOCTM TIIH-a3pr, KP m ATD-a3el B INIMAIBHBIX
KJIeTKax, npuuyeMm Oojiee BbICOKMII B NOAKOPKOBBIX CTPYKTypax, YeéM B KOpe Mmo3ra.
C 7pyroit CTOPOHBI, OJHAKO, He Habjrozanuch uaMeHeumst B akTuBHocTM AXD, XD,
IIIP.: Beuio obpamieHo TakiKe BHUMaHMe HA TO, YTO QUIOreHeTHYeCKM CcTraphbie
CTpyKTypHble ¢opmaumumu Gblaim (Gojiee 3ajeTb! IO CPaBHEHMIO € (DUIOTCHETUIECKN
6onee monoabiMu obJacTamMM.
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SKORZAK SRODCZASZKOWY 1 PODWOJENIE RDZENIA
KREGOWEGO W PRZYPADKU Z WIELOLETNIMI OBJAWAMI
PSYCHOTYCZNYMI

Klinika Neurolcgiczna ICUN Sl. AM w Katowicach
Kierownik: doc. dr A. Musicl
Zaklad Patomcrfologii Instytutu Patologii Sl. AM
Kierownik: prof. dr M. So$nierz
Oddzial Neurologiczny Panstwowego Szpitala dla Nerwowo i Psychicznie Chorych
w Rybniku
Ordynator: dr Z. Gralewski

Naskoérzaki, a szczegélnie skorzaki mézgu sg bardzo rzadkie. Rozwija-
Ja sie z zawigzkoéw skory, przemieszczonych w obreb ukladu nerwowego
w okresie zamykania sie pierwotnej rynienki nerwowej tj. w 3—5 ty-
godniu embriogenezy (Bostroem 1897). Z reguly majg postaé¢ torbieli
wypelnionych zluszczonym naskérkiem, krysztatkami cholesterolu (na-
skorzaki) orsz wydzieling gruczoléw lojowych, wlosami (skérzaki). W
scianie pie. vszych wystepuje nablonek wielowarstwowy plaski, w dru-
gich ponadto przydatki skéry: gruczoty lojowe i potowe, wlosy.

Skoérzaki $rédczaszkowe stanowig zaledwie 0,15% materialu Cushinga
(1932) i 0,1% Ziilcha (1956). Ich stosunek liczbowy do naskorzakow $rod-
czaszkowych wynosi w materiale Cushinga 1 : 4, Broagera (1941) 1:4.,5,
Keville i Wise (1959) 1 : 8.

Mamy sposobnos¢ przedstawi¢ przypadek nie operowanego skoérzaka
Srodczaszkowego z towarzyszacg diplomyelig.

OPIS PRZYPADKU

Kobieta M. W., urodzona w 1921 r. w nie obcigzonej dziedzicznie rodzi-
nie, od najmlodszych lat miata obficie owlosiong okolice krzyzowg i nie-
zupelnie prawidtowo chodzila. Nie zwracata sie z tym jednak do lekarzy.
Ukonczyla szkote w przewidzianym czasie, wczeSnie wyszla za mgz, trzy
razy rodzita bez powiklan.
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W grudniu 1952 do$é nieoczekiwanie oddalila si¢ z domu w Katowi-
cach. Zostala zatrzymana w Bydgoszczy i skierowana do szpitala psy-
chiatrycznego w Swieciu. Stwierdzono zaburzenia orientacji, dziwaczne
zachowanie, autyzm oraz obwodowy niedowlad konczyn dolnych. Roz-
poznano schizofrenie katatoniczng i zapalenie wielonerwowe. Mimo in-
tensywnej terapii nie uzyskano poprawy w stanie psychicznym. Ujaw-
niona w 1957 gruzlica pluc zostala wyleczona. Po 7 latach przekazanc
chorg do szpitala psychiatrycznego w Lubigzu, gdzie przebywala przez
nastepne 12 lat bez trwalej remisji objawow psychotycznych.

Od 1959 nie chodzila z powodu wiotkiego porazenia stop ze zniesie-
niem odruchéw skokowych, a wzmozeniem kolanowych. Po stronie le-
wej dodatni byl odruch Babinskiego. W okolicy krzyzowej wystepowato
obfite owlosienie, a radiologicznie stwierdzono rozszczep grzebienia po-
srockowego kosci krzyzowej. Podejrzewano myelodysplazje.

Otytos¢, basowy glos, meski zarost na twarzy sugerowaly uszkodze-
nie podwzgdrza i somatogenne podioze zaburzen psychicznych. Poniewaz
wykonane w 1964 zdjecia rtg czaszki wykazaly zwapnienie o niepewnej
lokalizacji i zmiany w siodle tureckim, wykonano odme moézgowg. Wy-
niku tego badania nie udato si¢ odnalez¢. Ostatecznie utrzymano jednak
rozpoznanie schizofrenii przewleklej. W pmr, pobranym ledzwiowo w
1964 r., stwierdzono 0,52%0 bialtka, stabo dodatnie odczyny globulinowe.
prawidlowa krzywa zlotowa. :

W lutym 1972 przekazano pacjentke do szpitala psychiatrycznego w
Rybniku, gdzie po 2 miesigcach zmarla.

Sekcja ogélna wykazala zapalenie pluc. Po nacieciu jednej pétkuli
moézgu sposobem Virchowa zauwazono liczne biale ziarenka w posze-
rzonej komorze bocznej. W tym stanie utrwalono moézg w 10% roztwo-
rze formaliny.

Badanie neuropatologiczne

Obraz makroskopowy: Oglagdaniem zewnetrznym moézgu nie
zauwazono nieprawidlowosci poza asymetrig potkul w:kutek uprzednie-
go naciecia. Na czolowych przekrojach znacznie poszerzone komory bocz-
ne i trzecia byly szczelnie wypelnione kremowej barwy ziarenkami wiel-
kosci ryzu, mazistej konsystencji, wolno lezgcymi badz stabo przylega-
jgcymi do zmienionych scian komor i do splotéw naczyniastych (ryc. 1).
Do $wiatla komory trzeciej i wybitnie zwezonego wodociggu sterczaty
pojedyncze siwe wlosy (ryc. 2). Na powierzchni $cian ukladu komorowe-
go znajdowala sie gruba blona, nieré6wna wskutek nisz wyzlobionych
przez ziarenka, a ponadto drobnoziarnista, zroé$nieta z otoczeniem. Naj-
mniejsze zmiany spostrzegano w komorze IV. W dostarczonych do bada-
nia fragmentach rdzenia piersiowego i ledZwiowo-krzyzowego, mechani-
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PODPISY POD RYCINY

Ryc. 1. Przekr6j ma poziomie rogoéw przednich komory bocznej. Ziarna loju
w cbu komorach (wiekszo$§¢é wypadia przy krojeniu). Asymetria potkul jest arte-
faktem. Wielko§¢ naturalna.

Fig. 1. Section at the level of anterior horns of lateral ventricles. Sebaceous
granules (a majority lost during sectioning). Assymetry of hemispheres is an arte-
fact. Natural size.

Ryc. 2. Gruba rier6wna blona na $cianach komory bocznej i trzeciej (strzalki).
Po usunieciu mas lojowych uwidocznily sie dwa wlosy. Nieco powiekszone.

Fig. 2. Thick uneven membranae ocn the walls of lateral and IIIrd ventricles.

After removal of sebacecus masses two hairs became visible. Slightly magnified.

Ryc. 3. Ziarnina w Swietle wodociggu. Rozplem komoérek wys$ciotki. H-E. Pow.
100 X.

Fig. 3. Granulation in aqueduct lumen. Proliferation of ependymal cells. H-E.
X 100
Ryc. 4. Nablonek wielowarstwowy plaski w $cianie komory bocznej. H-E. Pow.

ok. 160 X.

Fig. 4. Multistratified squamous epithelium in the lateral ventricle wall. H-E.
ca X 160.

Ryc. 5. Masy lojowe w $cianie komory bocznej. Na biegunach tworéw drobne
zwapnienia. H-E. Pow. 70 X.

Fig. 5. Sebaceous masses in the lateral vetricle wall. Small calcifications at
the poles of these structures. H-E, X 70.
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Ryc. 6. Podluzny przekr6éj wlosa w ziarninie otoczonego naciekiem zapalnym.
H-E. Pow. 100 X,

Fig. 6. Lcngitudinal section of a hair surrounded by inflammatory infiltrate.
H-E. X 100.

Ryc. .7. Fragment wodocigsu moézgu o Swietle zaledwie szczelinowatym. H-E.
Pow. 100 X,

Fig. 7. Fragment of aqueduct with a fissure-like lumen. H-E. X 100.
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cznie uszkodzonych, zauwazono plaskie biatawe blaszki w oponach migk-
kich, przypominajgce szkliste blaszki pajeczynowki.

Ziarenka usuniete z komor rozpuszczaly sie w eterze i w mieszaninie
chloroformu i metanolu, natomiast w alkoholu etylowym tworzyty
emulsje.

Obraz mikroskopowy: Sciany prawie calego ukladu komoro-
wego wyslane byly grubg warstwg ziarniny, zlozonej z elementow
tkanki 1acznej i ependymy, ktéra rozrastala sie¢ w postaci ziarnistosci
nadwysciétkowych i tworéow gruczolowatych (ryc. 3). Cze$¢ obu komoér
bocznych ponadto wys$cielal nablonek wielowarstwowy plaski (ryc. 4).
W ziarninie znajdowaly sie liczne owalne skupienia bezpostaciowych
mas (ryc. 5), barwigcych sie dodatnio Sudanem oraz przekroje poprzecz-
ne i podiuzne pojedynczych witoséw (ryc. 6). Twory sudanofilne wyste-
powaly w roznych warstwach ziarniny, miejscami réwniez pod naskor-
kiem, nie wnikaly jednak w glgb tkanki nerwowej. Miejscami otaczatv
je skape nacieki okraglokomérkowe, makrofagi, komérki olbrzymie i bla-
szkowate zwapnienia. Nie znaleziono natomiast gruczotéw lojowych ani
potowych. Zmiany te byly bardziej nasilone w nadnamiotowej czesci
ukladu kcemorowego. Wodocigg ulegl niemal zamknieciu (ryc. 7). Komo-
re IV wypeliala w znacznym stopniu ziarnina nadwysciétkowa, a po-
przez zachylki proces szerzy! si¢ na cze$¢ opon pnia mézgu i mézdzku.
Lezgca w sgsiedztwie ziarniny tetnica kregowa okazywala cechy zapalenia
wytworczego. :

W obrazie lupowym rdzenia ledzwiowego stwierdzono jego niepelne
podwojenie. Jeden z czlonéw byl w pelni rozwiniety z tym, ze jeden
rog przedni lgczyl sie w sposob ciggly z rogiem drugiego cztonu, ktory byt
widoczny tylko czesciowo w preparacie. Skupienia komoérek wysciotki
na koncach wspélnego rogu przedniego odpowiadaly dwom kanalom cen-
tralnym. Do dwu szczelin posrodkowych przednich wnikaly opony i na-
czynia. Na grzbietowo-bocznej powierzchni tworu rysowala sie bruzda.
Jej dno znajdowalo sie w potowie odleglosci miedzy obu kanatami $rodko-
wymi (schemat 1). Poza znacznym zeszkliwieniem opon i naczyn opono-
wych w czeSci ledzwiowo-krzyzowej, nie znaleziono zmian mikroskopo-
wych.

OMOWIENIE

Po blisko 20-letnim przebiegu psychotycznym badanie sekcyjne moéz-
gu wykazalo jednoznacznie obecno$é¢ skorzaka o umiejscowieniu komoro-
wym. Zaburzenia embriogenetyczne, w wyniku ktérych sie rozwingt, wy-
stapily tez na przeciwleglym, ogonowym koncu zarodkowej cewy nerwo-
wej. Wskazuje na to podwojenie rdzenia ledzwiowego, wspoélistniejace
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z roszczepem kosci krzyzowej, owlosieniem tej okolicy i z zespotem neu-
rologicznym. Bledne rozpoznanie kliniczne bylo wynikiem pominigcia
trafnej koncepcji somatogennego podloza choroby psychiczne;j.

Schemat 1. Przekr6j pzdwojonego
rdzenia kregowego.

Diagram 1. Section of duplicated
spinal cord.

Mimo anomalii rozwojowej rdzenia, przyczyna narastania objawéw
rdzeniowych nie wydaje si¢ calkowicie wyjasniona. Brak dokladnych da-
nych sekcyjnych o stosunkach anatomicznych w kanale kregowym. War-
to wspomnieé, ze opisywano jednoczesne wystepowanie skorzakéw $roc-
czaszkowych i zewngtrzrdzeniowych (Trachtenberg 1898, Raymond i wsp.
1904), ktére jak wiadomo najczeSciej wystepujg w okolicy ledzwiowo-
-krzyzowej (Bischof, Nittner 1969, Russell, Rubinstein 1963) i ktérym to-
warzyszy tarn dwudzielna i inne anomalie dysraficzne (Vuia 1973), w tym
-diplomyelia (Harriehhausen 1909, Hamby 1936, Salotti 1928).

Mimo brakéw w dokumentacji, przypadek stanowi rzadka okazje
wzbogacenia kazuistyki skérzakow srédczaszkowych wyjatkowo boga-
tym obrazem neuropatologicznym.

Od czasu badan Bostroema (1897) wyroéznia sie pewne typy tych gu-
z6w w zalezno$ci od umiejscowienia ich macierzy (matrix), ktéra jest
nieproporcjonalnie malym w stosunku do objetosci guza miejscem wy-
twarzania toju i wloséw (,,Dermoidzotte” Bostroema). Wiekszo$¢ znanych
skorzakow moézgu nalezy do typu naczyniowkowego. Esselier (1945) kwe-
stionuje istnienie typu komorowego uwazajgc, ze opisane do 1941 r. (Bro-
ager) skorzaki ,.komorowe” wywodzily sie w rzeczywistosci z opony mna-
.czyniowej, ze splotu naczyniastego, badz ze zawarto$é peknietej torbieli
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przedostala sie do $wiatta komoér. Henschen (1955) nadal jednak przyta-
cza pojedyncze znane skorzaki wewnatrzkomorowe.

W przypadku Esseliera (1945) torbiel skorzasta o wymiarach zaledwie
9 X 5X 4 mm znajdowala sie w oponie naczyniowej zbiornika bruzdy
bocznej. Wskutek pekniecia jej zawartos¢ przedostala si¢ do zewngatrz-
i wewnatrzmézgowych przestrzeni pltynowych, co autor okreslit jako
., Vertalgung”.

W przedstawionym przypadku mimo loju i wloséw w komorach, od-
czynéw zapalnych w ich Scianie i w oponach podstawy moézgu, nie zna-
leziono samych gruczoléw lojowych i mieszkéw wlosowych. Nie pozwala
to zakwalifikowa¢ tego skorzaka jednoznacznie jako ,komorowego”.

Wedlug Bostroema (1897) pierwotne wysepki naskérkowe i skérne wy-
kazuja tendencje do stopniowego ,wytapetowania’” jamy, w ktorej sie
znajdujg. Zwykle jednak tylko niewielkg cze$¢ Sciany torbieli stanowi
typowa skora. Pozostalg tworzy naskoérek, tkanka lgczna oraz ziarnina,
powstala pod wplywem zluszczonych mas rogowych, loju i wlocow
(Esselier 1945). Obecno$¢ naskérka w komorach bocznych nie wyklucza
wiec umiejscowienia macierzy guza w splocie naczyniastym. W mate-
riale pobranym do opracowania znalazly sie jedynie jej obwodowe frag-
menty naskérkowe. W przypadkach Bostroema (1897) i Esseliera (1945)
naskorek siegal rowniez poza obszar, w ktérym znaleziono gruczoly lo-
jowe, a Stefanki i wsp. (1972) wystepowal tylko w cze$ci Sciany epider-
moidu.

Wydaje sie, ze w razie umiejscowienia macierzy skoérzaka w splocie
naczyniastym, czy tez ewentualnie w $cianie komory, moze nie dojs¢ do
powstania torbieli, ktérej pekniecie prowadzi do wypelnienia komor jej
zawartos$cig, co wielokrotnie opisywano (Broager 1941, Esselier 1945).
Masy lojowe moga wypelnia¢ wtedy stopniowo uklad komorowy, a ziar-
nina tworzy rodzaj Scian rozgalezionego tworu skorzastego. Taka pato-
geneza moglaby tlumaczy¢ dlugoletni przebieg choroby pacjentki — bez
burzliwych objaw6w nadci$nienia S$rédczaszkowego, mimo wewngtrzko-
morowego procesu rozrostowego, jak réwniez niezwykly obraz sekcyjny:
szczelne wypelnienie lojem nadnamiotowej czesci ukladu komorowego.

Makroskopowy obraz mézgu (ryc. 1) nasuwa na mysl nazwe ,,seboce-
phalus internus”, analogicznie do pyocephalus i haemocephalus. Okresle-
nie Esseliera jest na jezyk polski nieprzetlumaczalne, a znane z pi-
$miennictwa podobne przypadki uzasadniajg celowos¢ tej nazwy.

Autorzy dziekujg Panu dr med. Zbigniewowi Thillemu, dyrektorowi Wojewo6dz-
kiego Szpitala Choréb Ukladu Nerwowego w Lubiazu oraz pracownikom gabinetu
radiologicznego Szpitala, za udostepnienie dokumentacji klinicznej.

http://rcin.org.pl



180 - S. Kasperek i wsp. Nr

[SV]

C. Kacnepek, Y. Baxua-Borynbcxka, 3. I'pajieBcKu

BHYTPUYEPEITHOM JEPMOMI U PA3IBOEHUE CIVHHOTI'O MO3JTA °
C MHOT'OJIETHUMU IICUXOTUHECKUMY SABJEHUAMU

Peszome

Y 3l-7eTHelt KEHLIMHB! Pa3BMIICSH Henozx;xaromnucsx Tewenuio ncuxoa KOTOpblVI
611 ompezesieH KaK XPOHMYECKMX IIM30(peHusa. BOJOCAHON TIOKPOB xoxm pac-
HIeryiene KDPECTHOBOJ KOCTM M TNapaiMd HMIKHMX KOHEYHOCTEH yKaBbisami Ha
HaJMIMe TaK¥Ke MMeJOoAucnIasuy. BonpHad HAXOAMI2Ch B ICUXMATPUYECKON 60Jb-
HUIe 70 camoit cMepTM B 52 rozxa. ITaromopchosiormueckue Mccjef0BaHUs 06Hapy>xmm
JepMOMj MO3ra, pacilOJIOXKEeHHbUI B 0OJacTu xeny;:ouxos a TakiKe paonBoeHne
TIOSICHMYHOTO OTJeJia CIIMHHOTO MO3rd. Ak

CynpaTeHTOpMajibHasA YacTh JKEJIyAOYKOBOM CHUCTEMBLI OblIa IIHOTHO 3aHOAHEHA
ZKMPOBBIMY TPAHYJIAMU U OTACIBHLIMM BOJOCKAMMU, Crenkyu BceX Keily(OuKoB Oblin
BBIJICIKEHbI TOJCTBIM CJIOeM HAJ9NEHAMMHOM IPaHYyNAIMM, a TaKxKe BGOKOBBIX xey-
ZOUKOB TaKiKe M OSMMUAEPMMCOM. He OBLIO 06HADYKEHO HM CAMMX CalbHBIX MeEJes,
1M BOJIOCAHBIX MELIOYKOB. ITpouecc pacnpoc'rpaxmncsx uz IV xejynoyxa Ha OCHO-
Baiue MO3ra. :

BHyTpMKENIYA0YKOBOE pAacCHOJIOZKEeHME OIIyXOJM He DNO3BOJIAeT MCKJIOYUTE, BO3-
MOXKHOCTH €€ IMPOMCXOKIACHUA U3 COCYAMUCTOTO CIUISTEHMA. i

Jisi naHHOro cjydasi M HEMHOTMX IIOXOXKMX U3 JUTEPATYPHBIX JAHHBIX aBTOpb[
IIpe/IaraloT AaThb onpejesienue ,sebocephalus internus’.

i

S. Kasperek, C. Wazna-Bogunska, Z. Gralewskri

INTRACRANIAL DERMOID AND DUPLICATION OF SPINAL CORD
IN A CASE WITH MANY-YEARS PSYCHOTIC SYMPTOMS

Summary

In a 31-year woman, therapy-resistant psychosis has developed, classified as
chronic schizophrenia. Skin pilosis and cleft sacrum as well as paraplegia of lo-
wer extremities suggested coexistence of myelodysplasia. The patient was perma-
nently hospitalized in psychiatric hospitals until death in the age of 52.

Neuropathological examination revealed cerebral dermoid of ventricular loca-
lization and duplication of the lumbar part of spinal cord. The supratentorial
part of the ventricular systems was filled up by sebaceous granules and single
hairs. All the ventricular walls were covered by a thick layer of supraependymal
granulation, and a part of lateral ventricles also by epidermis. Sebaceous glands
and hair follicles were absent. The process spread over the IVth ventricle into
a part of cerebral base meninges.

The intraventricular localization of the tumour does not allow to exclude its
origin from vascular plexus.

The authors propose to designate the autopsy picture of this and similar cases
as ,sebocephalus internus”
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IRENA RYBARSKA

IMMUNOGENNE WEASCIWOSCI ANTYGENOW GLEJAKOWYCH
MOZGU LUDZKIEGO NA PODSTAWIE OCENY SUROWIC
KROLIKOW W ODCZYNIE WIAZANIA DOPELNIACZA *

Pracownia Patologii Neurochirurgicznej PAN i Klinika Neurochirurgii AM
w Krakowie
Kierownik: prof. dr A. Kunicki

Niektorzy onkolodzy przyjmuja, ze dopelniacz odgrywa czynng role
w odpornosciowych procesach miedzy tkanksg zlosliwego nowotworu
a gospodarzem (Kolar i wsp. 1967, Lewis i wsp. 1969). Wahania zawar-
tosci dopelniacza w surowicy obserwowano bowiem w przebiegu sche-
rzen nowotworowych réznych narzadow. Wedlug Wilkinsa (1963) suro-
wice chorych ze zlosliwymi nowotworami mézgu, podobnie jak innych
narzgdéw zwigkszajg in vitro zdolno$¢ regeneracyjng komorek w po-
rownaniu do surowic osobnikéw zdrowych lub z lagodnymi nowotwora-
mi. Zjawisko to thumaczy sie znikaniem w surowicy jednego z czynnikow
hamujgcych wzrost komoérek dzieki czemu przewaza w surowicy stymu-
lator. Ta wlasciwo$é surowicy chorych zmniejsza sie po operacji mowo-
tworu. Nie wiadomo w jakim stopniu znikanie czynnika hamujgcego re-
generacje komoérek zalezy od dopelniacza i jaki posiada zwigzek z od-
pornoscig ustroju. Roézny przebieg choroby a takze przezywalnosci cho-
rych z nowotworami mézgu pozwala przypuszcza¢ udzial proceséw od-
pornosciowych podobnych do wystepujgcych u zwierzat uodparnianych
tkankg nerwowg (Korey 1959, Mihailovic, Jankovic 1961, Mahaley i wsp.
1969) lub opisywanych w spontanicznej regresji nowotworéw (Harlozin-
ska, Stelmachowska 1968, Harlozinska” i wsp. 1969, Bek 1970).
Wstrzykiwanie autologicznej badz homo- czy heterologicznej tkanki ner-
wowej prawidlowej lub glejaka myszy z dodatkiem adiuwantu Freunda
moze wywola¢ u zwierzgt alergiczne zapalenie moézgu z demielinizacja
oraz tworzeniem sie réznych typow przeciwcial w surowicy zwierzat
(Appel, Bornstein 1963, Levine, Wenke 1963, Wender 1966), miedzy in-
nymi przeciwcial wigzgcych dopelniacz dla ludzkich i zwierzecych tkanek

* Praca wykonana w latach 1968-—69 w ramach umowy polsko-amerykanskicj
(Crant PL 480, nr 227708).
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nerwowych badz ich frakecji (Mahaley i wsp. 1969), a takze dla bialka
Si00, Wystepujgcego rowniez w tkankach nowotworéw osrodkowego ukla-
du nerwowego (Benda i wsp. 1968). Obserwacje te s niezgodne z wyni-
kami autoréw cytowanych przez Koreya (1959) i Mahaleya i wsp. (1969),
ktéorym nie udato sie wykry¢ przeciwcial po wstrzyknieciu wodnych za-
wiesin tkanki nerwowej.

Przewazajgca liczba glejakow wsrod nowotworéw mozgu u chorych
operowanych w ciggu 20 lat w Klinice Neurochirurgicznej AM w Kra-
kowie sklonila nas do podjecia wstepnych badan mad immunogennymi
wilasciwosciami antygenow glejakowych. Celem niniejszej pracy jest
proba oceny tych wlasciwos$ci na podstawie odczynu wigzania dopelnia-
cza z surowicami krolikow uodparnianych antygenami glejakéow bez za-
stosowania adiuwantow.

MATERIAL I METODY

Antygeny nowotworowe pochodzily z glejakéw modzgu chorych opero-
wanych w Klinice Neurochirurgii AM w Krakowie: 1) B.W., lat 30, guz
okolicy czotowej, wagi 57,6 g, rozpoznanie histopatologiczne astrocytoma
protoplasmaticum (dr hab. J. Katuza) i 2) K.J., lat 15, guz okolicy czolo-
wej, wagi 105 g, rozpoznanie histopatologiczne glioblastoma multiforme
partim oligodendrogenes (dr hab. J. Katuza). Antygeny kontrolne stano-
wita tkanka mézgowa okolicy skroniowej oraz jader podstawy pobrana od
37-letniej kobiety zmartej z powodu porazenia prgdem. Material uzyska-
no w czasie sekcii, wykonanej 24 godziny po zgonie w Zakladzie Medycy-
ny Sgdowej AM w Krakowie. Makroskopowo moézg nie wykazywal od-
chylen od normy.

Do pierwszych wstrzykiwan dla krolikéw przygotowano zawiesiny
s§wiezych tkanek, do 5 godzin po zabiegu operacyjnym lub po sekcji.
Tkanki wazono a nastepnie dzielono na mate fragmenty. Rozdrobniony
material miazdzono w szklanych homogenizatorach dodajgc stopniowo fi-
zjologiczny roztwér NaCl. Przygotowany w ten sposob 10% homogenat
tkankowy stanowil jednorodna zawiesine wykazujacg tendencje do two-
rzenia piany przy lekkim wstrzgsnieciu. Do dalszego uodparniania kré-
likéw i do badan serologicznych muzywano tkanki przechowywane w za-
mrazarce w temperaturze okolo —30°C. Po odmrozeniu przygotowano za-
wiesiny w spos6b opisany powyzej.

Do badan immunogennych wilasciwosci glejakow przeznaczono 10 kré-
likéw obu plci, wagi 2,5—3,0 kg. Kroéliki przeszty dwa cykle uodparnia-
nia przez podawanie wodnych zawiesin antygenéw réznymi drogami:
podskérng, domie$niows, dootrzewnowsg i $rodskérng (Korey 1959, Ku-
bica i wsp. 1967). Biorgc pod uwage znaczng patogennos¢ tkanki nerwo-
wej dla zwierzat do$swiadczalnych zastosowano niewielkie dawki anty-
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genow, wynoszgce 100 mg tkanki glejaka lub tkanki prawidlowego mézgu
ludzkiego na 1 kg wagi krolika. .

Zwierzeta podzielono na 3 grupy. Pierwsza grupa uodparniana antyge-
nem astrocytoma obejmowata 4 kroliki oznaczone A-1, A-2 i A-3. Czwarty
krolik tej grupy padi przed zakonczeniem pierwszego cyklu uodparnia-
nia. Druga grupa uodparniana antygenem glioblastoma obejmowala 3
kroliki oznaczone G-4, G-5 i G-6. Trzecig grupe (kontrolng) stanowity
trzy kroliki; oznaczony K-7 otrzymal substancje bialg okolicy skro-
niowej, oznaczony K-8 —substancje szarg tej okolicy a oznaczony K-9
uodporniony zostal tkankg z okolicy jgder podstawy.

Prébki krwi pobierano od krolikow od 10 dnia do 2 miesiecy po zakon-
czeniu pierwszego cyklu uodparniania (wstepne oznaczenie mian suro-
wic) oraz od 10 dnia do 3 miesiecy po podaniu ostatniej dawki antygenu.
Ogélem wykonano 8—12 oznaczen przeciwcial wigzgcych dopelniacz
w surowicach krélikow uodparnianych zar6wno tkanksg glejakow jak
i prawidlowg tkankg moézgowsg. Surowice przechowywano w temperatu-
rze —20°C. Ponadto do odczynu wigzania dopelniacza stoscwano prepa-
raty liofilizowane Biomed: surowice hemolityczng dla krwinek barana
oraz dopelniacz (surowica $winek morskich), ktére przechowywano
w temperaturze 4°C i kazdorazowo rozcienczano zgodnie z przepisem.

Po wykluczeniu antykomplementarnego dzialania antygenéw okresla-
no ich miano stosujgc rozcienczenia w plynie fizjologicznym (0,9% NaCl)
na plytkach pleksiglasowych. Wilasciwy odczyn wigzania dopelniacza wy-
konano z antygenami w rozcienczeniu: 1,2% zawiesiny tkanki glejaka oraz
0,6% zawiesiny tkanki mézgowej w fizjologicznym roztworze NaCl. Przed
wykonaniem odczynu surowice inaktywowano w temperaturze 56° przez
30 minut. Do odczynu wigzania dopelniacza uzyto surowice nierozcienczo-
ne oraz nastepujacy szereg rozcienczen w fizjologicznym roztworze NaCl:
1P ol B L G o (85 U s Ui A O S (e W1 el bl 41 0 ' R e A Y

Kazdorazowo mianowano system hemolityczny przyjmujac jako pod-
stawe oceny calkowita hemolize przy 2 i 1 jednostce dopelniacza a przy
1/2 1 1/4 jednostki zahamowanie hemolizy krwinek na 4+ i 3+. Wia-
Sciwy odczyn wiazania dopelniacza wykonano mikrometodg wg schematu
zalecanego przez Swiatows Organizacje Zdrowia (Garlacz 1969). Pierw-
sza faza odczynu przebiegala w temperaturze 37°C a ostateczny wynik
odezytywano po 18 godzinach przechowywania w temperaturze 4°C.
W odczynie wiasciwym wigzania dopelniacza przeprowadzono réwniez
kontrole antygenéw w rozcienczeniu optymalnym, surowic nierozcienczo-
nych oraz ukladu hemolitycznego.

W ocenie wynikéw odczynu wiazania dopelniacza wyrézniono 4 stop-
nie zahamowania hemolizy oznaczane 4+, 3+, 2+ i 1+. Zahamowanie
hemolizy na * traktowano jako wynik ujemny. W przypadku zahamo-
Neuropatologia Polska — 3
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wania hemolizy na 1+ uwzgledniono wynik jesli odczyt powtarzal sig
przynajmniej dla dwoch kolejnych rozcienczen surowicy.

W ocenie poziomu przeciwcial wigzania dopelniacza w poszczegélnych
surowicach obliczano maksymalne i optymalne miana, w ocenie grup
badanych surowic brano pod uwage s$rednie miana (Turowski, Chachul-
ska, 1964). Maksymalne miana to miana o najwyzszych wartosciach,
powtarzajgce sie przynajmniej dwa razy w toku serologicznej kontroli
krélikow przy zahamowaniu hemolizy na 1+. W obliczeniu optymalnych
mian brano pod uwage takze najwyzsze wartoSci mian, ale powtarzajace
sie przynajmniej 3 razy w badaniu kazdego krolika przy zahamowaniu
hemolizy na 2+ i 3+. Zahamowanie hemolizy na 4+ wystepowato z re-
guly przy dwa razy wiekszym rozcieczeniu surowicy. Srednie miana
obliczano ze $rednich arytmetycznych maksymalnych i optymalnych mian
surowic glejakowych i kontrolnych (antymoézgowych) oraz oddzielnie dla
' surowic anty-astrocytoma i anty-glioblastoma. Za istotne réznice mian
surcwic przyjeto odchylenia ich wartosci wieksze niz dwukrotne rozcien-
czenie surowic (Batasz i wsp. 1965).

WYNIKI

W tabeli 1 zestawiono maksymalne miana przeciwcial wigzacych do-
peiniacz z uwzglednieniem warunkow przechowywania antygenow.

Tabela i. Maksymalne miana przeciwcial wigzgcych dopelniacz w surowicach uodpar-
nianych krélikoéw

Table 1. Maximal titres of adiuvant-binding antibodies in sera of immunized rabbits

Krélik Antygen Miano maksymalne 1 :
Rabbit Antigen Maximal titre 1 :
A—1Qc Astrocytoma protoplasmaticum 256
A—2 64
A—3* 64
G—4 Glioblastoma multiforme 32
G—5 32
G—86* 16
K—17 substancja biala 128
: white matter
K—8 substancja szara 128
grey matter
K—9Qc* zwoje podstawy 128
basal ganglia

Qe — samica cigzarna
pregnant female

o kroliki uodporniane antygenami przechowywanymi w temperaturze —30°C przez
4—6 miesiecy
rabbits immunized with antigens stored at--30°C for 4—6 months
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Przedstawione wyniki wskazujg, ze wszystkie kroliki zareagowaly na
podane antygeny. Surowice kontrolne antymoézgowe posiadaly jednako-
we miana (1 : 128) bez wzgledu na to, czy kroliki otrzymaly antygeny bia-
tej lub szarej substancji okolicy skroniowej czy antygen z jader podsta-
wy tego samego osobnika. Surowice antyglejakowe mialy nizsze miana
od surowic kontrolnych z wyjgtkiem surowicy samicy, u ktorej pierwszy
cykl uodparniania przeprowadzono w okresie cigzy. Warto podkresli¢, ze
tylko surowice anty-glioblastoma mialy istotnie nizsze miana od surowic
antymoézgowych. Przechowywanie antygenéw tkankowych w tempera-
turze okoto —30° nie miato wplywu na wysoko§¢ maksymalnych mian.

W celu dokiadniejszej analizy otrzymanych wynikéow zestawiono w ta-
beli 2 wartosci mian optymalnych badanych surowic. W zaleznosci od
stopnia zahamowania hemolizy miana optymalne majg odpowiednio niz-
sze warto$ci od mian maksymalnych. Wyniki te wykazujg pelng réwno-
legtos¢ do wynikéw przedstawionych w tabeli 1. Surowice kontrolne anty-
moézgowe maja wiecej niz dwa razy wyzsze miana od surowic anty-glio-
blastoma i nieznacznie wyzsze miana od surowic anty-astrocytoma.

W zestawieniu S$rednich arytmetycznych warto$ci mian maksymal-
nych (zahamowanie hemolizy na 1+) i optymalnych (zahamowanie he-

Tabela 2. Optymalne miana przeciwcial wigzacych dopelniacz w surowicach badanych
krélikéw

Table 2. Optimal titres of adiuvant-binding antibodies in sera of immunized rabbits

Zahamowanie hemolizy

H lvsis inhibiti
Krélik S aemolysis inhibition

A . 2+ 3+
Pboiy Aptigen Miano 1: Miano  1:
Titre Titre
A—1Qc Astrocytoma protoplasmaticum 128 64
A—2 16 8
A—3 32 8
G—4 Glioblastoma multiforme 8 -+
G—5 y 8 4
G—6 4 2
K-—7 Substancja biala 64 32
White matter
K-—8 Substancja szara 64 16
Grey matter
K—9Q¢ Zwoje podstawy 32 16

Basal ganglia

Qe — samica cigzarna
pregnant female
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Tabela 3. Ocena poziomu przeciwcial wigzgeych dopelniacz na podstawie S$rednich
arytmetycznych mian maksymalnych i optymalnych surowic antyglejakowych i anty-
mébzgowych
Table 3. Evaluation of the level of adiuvant-binding antibodies on the basis of
arithmetic mean of maximal and optimal titres of anti-glioma and anti-brain sera

Srednie arytmetyczne mian

Surowice Arithmetic mean of titres
Sera maksymalnych optymalnych
maximal optimal

Anty-astrocytoma 1:128 i 20
Anti-astrocytoma
Anty-glioblastoma - : 12126 Laind
Anti-glioblastoma
Anty-glioma* S B 1: 14
Anti-glioma '
Anty-moézg 1:128 12
Anti-brain

* drednia mian anty-glioblastoma i anty-astrocytoma
arithmetic mean of titres of anti-glioblastoma and anti-astrocytoma

molizy na 3+) poziom przeciwcial wigzgcych dopelniacz w surowicach
antymoézgowych jest wyzszy niz w surowicach antyglejakowych (obliczo-
nych 1gcznie dla mian surowic anty-astrocytoma i anty-glioblastoma), je-
dnak roéznice te nie sg istotne. Nie r6znig sie ré6wniez Srednie miana prze-
ciwcial wigzgcych dopelniacz w surowicach antymézgowych od anty-
-astrocytoma. Natomiast nawet w zakresie -$rednich mian tych przeciw-
ciat spostrzega sie istotnie nizsze warto§ci mian surowic anty-glioblasto-
ma w odniesieniu zaréwno do surowic antymoézgowych jak i anty-astro-
cytoma.

OMOWIENIE

Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze dlugotrwale uodparnianie
krolikéw wodnymi zawiesinami tkanek glejakéw mozgu podobnie jak pra-
widlowej tkanki nerwowej czlowieka powoduje u uodparnianych zwie-
rzagt powstanie przeciwcial wigzgcych dopelniacz. Na podkreslenie zastu-
guje fakt, ze ilos¢ przeciwcial jest tym mniejsza im stopien zlosliwosci
glejaka jest wiekszy. Lewis i wsp. (1969) opisal znikanie przeciwcial w su-
rowicy pacjentéw ze zlosliwym melanoma, u ktoérych proces chorobowy
ulegal progresji. W hodowli autologicznych komérek melanoma te auto-
przeciwciala sa cytotoksyczne w obecnosci dopelniacza i hamujg synteze
RNA. Struktura przeciwcial wigzgcych dopelniacz dla nowotworowych
antygenéw ukladu nerwowego nie jest w pelni poznana (Mahaley i wsp.
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1969). Wedlug Pette i Pette (1963) przeciwciala wigzace dopelniacz dla
prawidlowej tkanki nerwowej majg charakter lizolecytyn i w  obecnosci
dopelniacza rowniez uszkadzajg komorki neurogleju w hodowli. Kornblith
i wsp. (1969) spostrzegali réwniez in vitro cytotoksyczne dzialanie kroli-
czych surowic odporno$ciowych na komorki do$wiadczalnych glejakow
w obecnosci dopelniacza. Benda i wsp. (1968) wykazali in vivo zmiany
w przewodzeniu bodzcéow nerwowych pod wplywem surowicy, zawiera-
jacei przeciwciala dla biatka Si¢, Wyizolowanego zaréwno z prawidlo-
wej tkanki moézgowej jak rowniez z doswiadczalnych glejakow u zwie-
rzat.

Uzyskane w naszych doswiadczeniach wyniki w zakresie przeciwcial
wigzacych dopelniacz jakkolwiek wnoszg nowe dane do zagadnienia od-
rebnosci antygenowej glioblastoma multiforme w poréwnaniu z tkankag
prawidlowego moézgu a w mniejszym stopniu takze z astrocytoma pro-
toplasmaticum, sg bardzo trudne do interpretacji, zwlaszcza, ze $rednie
miana surowic antyglejakowych nie roznig sie istotnie od mian surowic
antymoézgowych. Stosunkowo niewielkie réznice mian surowic krolikow
uodparnianych heterologicznymi antygenami ludzkich glejakéw i prawi-
dlowego moézgu by¢ moze odnie$¢ nalezy raczej do odpornosci swoiste]
narzadowo (Slopek 1963) niz gatunkowo w odniesieniu do tkanek mézgu
(Waksman i wsp. 1954, Condie i wsp. 1959, Milgrom i wsp. 1967). Zgod-
nie z pogladem Mahaleya i wsp. (1969) immunologiczne badania nowo-
tworéw powinny by¢é prowadzone réwnolegle z antygenowsg charaktery-
styka prawidlowego moézgu. Z wstepnych badan autoréw cytowanych
przez Mahaleya wynika, ze nie ma réznic antygenowych miedzy ludzki-
mi glejakami a prawidlowsg tkankg moézgowa. Crowle (1961) podkresla
trudno$¢ rozdzielenia antygenéw nowotworowych od tkanki prawidto-
wej ze wzgledu na wzrost nowotworu w obrebie tej tkanki. .

Obraz reakcji antygen — przeciwcialo maskuje niejako réwnocze$nie
rozwijajgcy sie proces patologiczny. Wielu badaczy uwaza, ze tkanka
moézgowa zawiera liczne substancje o wlasciwo$ciach antygenéw encefa-
litogennych (Waksman 1956, Wender 1966, Milgrom i wsp. 1967, Lamou-
reux i wsp. 1968). Wg Huges i Fielda (1968) przyja¢ nalezy, ze przy
ucdparnianiu zawiesing niefrakcjonowanej tkanki nerwowej w procesie
mogg bra¢ udzial inne antygeny niz czynnik encefalitogenny. Badania
immunochemiczne tkanki nerwowej wskazujg na jej bogactwo antyge-
nowe a swoisto§¢ narzadowa i gatunkowa wykrytych antygenoéw cieplo-
stalych, rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych w etanolu oraz ciepto-
chwiejnych nierozpuszczalnych w etanolu ciggle jeszcze sa przedmio-
tem dyskusji. Z piSmiennictwa wiadomo, ze istniejg réznice antygenowe
w zaleznos$ci od typu nowotworu (Crowle 1961). W naszych do$wiadcze-
niach podobne miana surowic antymoézgowych i anty-astrocytoma w od-
réznieniu od mian surowic anty-glioblastoma moga przemawiaé za wiek-
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szym podobienstwem antygendéw astrocytéw nowotworowych do prawi
dlowej tkanki niz bardziej histologicznie zréznicowanych komérek neuro:
gleju w przypadku glioblastoma multiforme.

Wiasciwosé wzbudzania wzrostu nowotworéw w osrodkowym ukltadzi
nerwowym posiadaja wirusy polioma. Shein (1967) wykazal, ze zakazenit
chomikéw transformowanymi pod wplywem wirusa Sv, liniami komor:
kowymi prowadzilo do rozwoju nowotworu histologicznie odpowiadajace:
mu glioblastoma multiforme (astrocytoma 4°). Smirnov (1968) donibs
o blizej nieokres$lonych strukturach krystalicznych w astrocytoma. By
moze odrebnos¢ antygenowa glioblastoma od tkanki prawidlowej ora:
od astrocytoma protoplasmaticum znajdzie wytlumaczenie w wynikacl
badan nad onkogennymi wirusami.

Poza strukturg antygenowg tkanki, na poziom przeciwcial moze mie
wplyw wiele czynnikéw, zwigzanych ze sposobem przygotowania anty-
genéw oraz sposobem uodparniania krolikow (Waksman 1956), a takz
zalezno§¢ indywidualnej reakcji uodparnianego osobnika od szeregu sty
mulatoréw badz inhibitoréw (Appel i wsp. 1963, Kolar i wsp. 1967, Gan:
nushkina i wsp. 1968, Slopek 1963). Brak istotnych réznic mian w suro
wicach krélikéw uodparnianych tkankami, przechowywanymi przez kil
ka miesiecy w temperaturze —30° moze by¢é spowodowany stabilnosci:
niektéorych antygenéw moézgowych (Condie 1959), ktére np. zachowuj:
zdolno$é¢é wywolywania do$wiadczalnego alergicznego zapalenia moézg
i rdzenia takze po poddaniu ich dziataniu ultradzwiekéow, gotowaniu w po
staci zawiesiny w roztworze fizjologicznym, autoklawowaniu a nawe
pod postacig autolizatu mézgu.

W przeprowadzonych badaniach postuzono sie pelng tkanka glejakow:
oraz tkankg prawidlowego moézgu ze wzgledu na sprzeczne opinie odnos$
nie slabszej aktywno$ci antygenow encefalitogennych pewnych frake]
w poréwnaniu ze $wiezg tkanka moézgowa (Eastable i wsp. 1963). Po je
dnorazowym wstrzyknieciu krolikom wodnych zawiesin tkanek nerwo
wych (bez adiuwantéw) nie stwierdzono przeciwcial w surowicy. W pier
wszym cyklu uodparniania nie wykazano réwniez obecno$ci przeciwcia
wigzgcych dopelniacz, pomimo wielokrotnych wstrzykiwan. Wyjatek sta
nowila surowica ciezarnej samicy, u ktérej po pierwszym podaniu anty
genu astrocytoma miano przeciwcial wigzacych dopelniacz wynosito 1 : 40
Miana uzyskane po przeprowadzeniu dwoch cykléw uodparniania miescil
sie¢ w granicach wynikow uzyskiwanych przez innych autoréw, ktérz
stosowali do uodparniania adiuwanty zmieszane z heterologicznymi anty
genami moézgu ludzkiego lub zwierzecego badz ich frakeji (Waksma:
i wsp. 1954, Milgrom i wsp. 1967).

Wydaje sie, ze spostrzezenia nad immunogennymi wlasciwosciami anty:
genow glejakowych moézgu ludzkiego sg istotne z punktu widzenia immu
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nologicznego leczenia tych nowotworéw, zwlaszcza ze Scheinberg i wsp.
1963, Battista i wsp. 1968, zajmujgcy si¢ tym problemem nie podejmo-
wali proby wykrywania przeciwcial w surowicy osobnikéw szczepionych
tkankami glejakow.

WNIOSKI

W surowicach krolikéw wielokrotnie uodparnianych wodnymi zawie-
sinami antygenoéw astrocytoma protoplasmaticum, glioblastoma multi-
forme oraz prawidlowg tkankg moézgu ludzkiego wykryto obecno$é prze-
ciwcial wigzgcych dopekniacz.

Poziom przeciwcial wigzacych dopelniacz w surowicach kroélikow uod-
parnianych glioblastoma jest istotnie nizszy niz poziom przeciwcial w su-
rowicach krolikoéw uodparnianych prawidiowg tkankg mézgows oraz uod-
parnianych astrocytoma.

Srednie miana surowic zawierajacych przeciwciata wigzace dopelniacz
dla astrocytoma majg wartosci podobne do $rednich mian otrzymanych
w przypadku uodparniania prawidlowg tkankg moézgows.

Autorka pragnie zlozy¢ podziegkowania Panu Profesorowi A. Kunickiemu za
stworzenie organizacyjnych podstaw dla immunologicznego kierunku badan nad
glejakami oraz udostepnienie materialu operacyjnego; Panu Profesorowi S. Slop-
kowi — za wstepne konsultacje oraz Panu Profesorowi L. Lachowiczowi — za
cenne wskazéwki metodyczne i omoéwienie wynikéw badan serologicznych.

U. Pribapcka

VIMMYHOTEHHBIE CBOJVICTBA TJIMOMATO3HBIX AHTUTEHOB
YEJOBEYECKOI'O MO3TA HA OCHOBAHMM OIEHKU CEIBOPOTOK
KPOJIMKOB B PEAKIIMM CBA3SBIBAHUS KOMIIJIEMEHTA

Pe3momMme

ViccrenoBanmsA MMMYHOT@HHBIX CBOJMCTB TIJIMMOM YeJIOBEYECKOTO MO3ra IIPOBO-
Auauck Ha Kpoaukax. O6Hapy?KeHO, YTO MHOTOKpaTHas U NPOAOJIKUTEeNhLHasd Iojada
BOAAHBIX, Oe3 ajxroBanTOB B3Becei TKauei: Glioblastoma multiforme u Astrocytoma
protoplasmaticum mnonobusiM o00paszoM Kak ¥ HODPMaJLHOTO MO3ra —— M03BaJjsfer
06HaApPYRUTh B ChIBOPOTKAX 9TMUX KMBOTHBIX AHTUTEJ, CBA3LIBAIOIIMX KOMIIJIEMEHT.

Ha ocHoBauMM CTAaTMCTMHECKOTO aHAJM3a MAKCMMAJbHBIX U ONTUMMAJbHLIX TUTPOB,
a Tak»Ke apUTMETUMUYECKMX CPeJEMX 9TUMX TUTPOB JA0Ka3aHO, YTO YPOBE€Hb aHTHTEJI,
CBA3BIBAIOIIMX KOMILJIEMEHT B CBIBOPOTKaX KPOJMKOB, MMMYHMU3UPOBaHub:x Glio-
blastoma nelicTBUTENBHO HMIKE YeM YPOBEHb B KOHTPOJLHBIX ChIBOPOTKaX MIJA
HOpMaJIbHOTO Mo3ra. He obHapyzKmuBayiy Ke CYLIECTBEeHHBIX PA3HUI] MCXKIY ypPOB-
HEM OTUX aHTUTEJ B CHIBOPOTKAX KpPOJMKOB, MMMysM3MpPOBaHHBIX Astrocytoma
U TKaHbIO NpPaBMIbLHOTO Mo3ra. CpesHMe TUTPhI CHIBOPOTOK Aas Glioblastoma rakxke
CYUIeCTBEeHHO HM3IIMEe 4YeM TUTPhLI ChIBOPOTOK aus Astrocytoma. Cpeanme TUTPEI,
NOJICYMTAHHBIE COBMECTHO AJSA ChIBOPOTOK 00euX McCleNoBaHHBIX IJIMOM, XOTHA IIpea-
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CTaBJAIOT HMU3LIME BeJUYMHBI, He OTJAMYAKOTCHA CYIeCTBeHHBIM 00pa3oM OT TUTPOR
CbIBOPOTOK IIPaBUJIBLHOrO Mo3ra. O6scHAETCA 3TO MeXKAy IPOYMMM OPraHHbIM CXOI-
CTBOM 3TUX aHTUTE€HOB.

OTu oneIThl yKa3blBasg Ha OTJIMYalwLlecs aHTuUreHroe crpoenue Glioblastoma
multiforme oT TKaHM NpPaBUIBHOTO MO3r'a M B MEHBbLIEN CTelNeHM TakKe OT Astro-
cytoma protoplasmaticum mOATBEPZKAAIOT MX TI'MCTOJIOTMHYECKYIO AuddepeHuranmio.
MoryT TakKe CBUAETENHLCTBOBATHL O CXOMAHOM AHTUTEHHOM CTPYKTyPEe MEHEC TI'¥CTOJIO-
yecku auddepeHumupoBanHbix: Astrocytoma u npaBuiabHOro mMo3ra.

IlpencraBieHHas OITbITHAA MOZEJNbL MOXKET MMeThL HEKOTOpOe MNpPakKTU4ecKoe 3Ha-
YyeHMe B JaNbHEMIIMX MCCIEeAOBAHMAX IIaTOTeHe3a MJAM B IIONBITKAX MMMYHOJOTM-
JEeCKOJ TepanuMy 4YeJIOBEYECKMX TIJIMOM, M TNpexkKJe BCero MOXKET CIYyXKWUTb AJA pas-
paboTKM JMarHoCTUYeCKMX METOJ0B.

I. Rybarska

IMMUNOGENIC PROPERTIES OF HUMAN BRAIN GLIOMAS ANTIGENS
EVALUATED WITH RABBIT SERA IN THE COMPLEMENT-FIXATION TEST

Summary

The studies on the immunogenic properties of human brain gliomas were car-
ried out on adult rabbits. It was found, that repeated and prolonged administra-
tion of adiuvant-free suspensions of glioblastoma multiforme and astrocytoma
protoplasmaticum, as well as of that of normal brain, allows to detect comple-
ment-binding antibodies in the sera of these rabbits.

Statistical analysis of maximal and optimal titres and of arithmetic means
of these titres revealed, that the level of complement-binding antibodies in the
sera of rabbits immunized with glioblastoma is significantly lower than that in
the control sera for normal brain. No differences in this respect were found be-
tween the sera of rabbits immunized with astrocytoma and those immunized with
normal brain tissue. The mean titres for glioblastoma were significantly lower
than those for astrocytoma. The mean titres calculated together for the sera
against both gliomas were only insignificantly lower than those for the sera
against normal brain, which may be explained a.e. by organ similarity of these
antigens.

The experiments, indicating a different antigenic structure of glioblastoma mul-
tiforme and normal brain and to a lesser extent also of astrocytoma protoplas-
maticum confirm the histological differences between their structures. The results
are also indicative of a similar antigenic structure of histologically less differen-
tiated astrocytoma and normal brain.
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LUDWIKA GIERNAT

WPELYW AKTYNOMYCYNY D NA GLEJAKI HODOWANE IN VITRO *

Zaklad Anatomii Patologicznej Instytutu Patologii AM w Lodzi
Kierownik Zaktadu: prof. dr A. Kurnatowski

Chemioterapia, stosowana szeroko w onkologii ogoélnej, ciggle jeszcze
znajduje sie w fazie préb w dziedzinie neuroonkologii. Jedng z metod
badania przydatno$ci chemioterapeutykow do leczenia okreSlonego no-
wotworu jest test na hodowli tkankowej. Na podstawie danych z piSmien-
nictwa mozna sadzié¢, ze wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych w hodo-
wli na leki bedzie choéby w pewnym stopniu odpowiadala wrazliwo$ci
w ustroju zywym, a zmiany morfologiczne w obu przypadkach okazg sig
podobne (Gellhorn i wsp. 1954, Mungyerova i wsp. 1965, Zeman, Mealey
1965). Stwierdzono, ze glejaki zlosliwe w_hodowli tkankowej wykazuja
odmienne zmiany morfologiczne pod wplywem roéznych lekow i sg na
nie niejednakowo wrazliwe (Chen, Mealey 1970; Gazso, Afra 1969, Gell-
horn i wsp. 1954, Mungyerova i wsp. 1965, Wilson, Barker 1967).

W osrodku 16dzkim od szeregu lat jest stosowany, przydatny dla ce-
lo6w kliniczno-morfologicznych, podzial glejakéw zaproponowany przez
Gluszcza (1969, 1972). Zdaniem Gluszcza glejaki dysplastyczne charak-
teryzuja sie mniejszg szybkoscig i rozlegloscig rozrostu niz anaplastyczne,
co ujawnilo sie réwniez w przebiegu wielokrotnego przeszczepiania na
$winki morskie (Gluszez i wsp. 1973). W hodowlach glejakéw poza ustro-
jem stwierdzono takze réznice morfologiczne i histochemiczne miedzy
glejakami anaplastycznymi i dysplastycznymi (Gluszcz, Giernat 1969a
i b, 1970; Gluszcz i wsp. 1970), co wskazywaloby na rbézne wiasciwosci
biclogiczne tych dwéch typow guzéw.

Celem obecnej pracy bylo sprawdzenie, czy hodowle glejakéw tych
dwoéch typéw beda zachowywaly sie podobnie czy tez réznie pod wply-
wem aktynomycyny D.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na hodowlach 12 glejakéw anaplastycznych i dys-
plastycznych. Tkanke nowotworowa, otrzymang podczas zabiegu opera-

* Praca czeSciowo finansowana z umowy polsko-amerykanskiej NIH PL 580
Research Agreement No 05-013-1.
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cyjnego, wysiewano w warunkach jalowych w postaci eksplantatow o Sred-
nicy okolo 1 mm na szkielka nakrywkowe pokryte zzelifikowanym ko-
lagenem wg metody Bornsteina (1958). Szkielka te umieszczano w na-
czyniach Carella w medium o skladzie: 50% unieczynnionej surowicy
cielecej, 4% wyciaggu z 10-dniowych zarodkéw kurzych, 0,5% 40% glu-
kozy i 45,5% standaryzowanego ptynu Hanksa. PH medium wahalo sig
od 7,2—1,4. Hodowle inkubowano w temp. 37° zmieniajac ptyn odzywczy
co 3—4 dni. Po 7—14 dniach od chwili zalozenia hodowli kazdg z nich
dzielono na 4 grupy. Do 3 grup hodowli dodawano aktynomycyne D (f-my
Merc) w stezeniach 0,1, 1,0 i 10,0 ng/ml. Pozostalag czwartg grupe trak-
towano jako grupe poréwnawczg i do $rodowiska hodowlanego nie
dodawano zadnego leku. Barwienie hematoksyling — eozyng wyko-
nano w hodowlach po uplywie 24, 48, 72 i 96 godzin od chwili poda-
nia leku. Badania na kwas dezoksyrybonukleinowy (met. Feulgena)
i na kwas rybonukleinowy (met. Bracheta) wykonywano po 48 i 72
godzinach dzialania leku. Glikogen (wg metody Bauer-Feulgena)
i tluszcz (czerwienig oleista O) wykrywano po 72 godzinach. Ponadto
po 48 i 72 godzinach wykonywano w hodowlach utrwalonych odczy-
ny na fosfataze kwasng (wg metody Gomoriego w modyfikacji Holta
(1959)), a w nieutrwalonych hodowlach odczyny na diaforaze Co I
(wg metody Scarpelli i wsp. w modyfikacji Barki i Andersona (19%8))
oraz na dehydrogenaze glutaminianowg i glukozo-6-fosforanowg (wg me-
tody Nachlasa w modyfikacji Barki i Andersona). Za wzorzec poréwnaw-
czy stuzyly hodowle badane bez substratu.

Z preparatow barwionych hematoksyling — eozyng wykonywano w po-
wiekszeniu 1000 X rysunki rzutéw powierzchni jader komoérkowych
postugujac sie okularem typu MNR 2 f-my PZO, a nastepnie mierzono
za pomocg planimetru biegunowego (planimetr PL-1, PZO) powierzchnie
rzutéw 50 jader komoérek nowotworowych. Celem zmniejszenia btedu
pomiaru kazdy rzut jagdra mierzono czterokrotnie i wyznaczano S$rednia
arytmetyczng. Bezposrednie wyniki pomiaréw poddano analizie statysty-
cznej wg testu t-Studenta, okre$lajgc znamienno$¢ statystyczng réznic
z przyjetym prawdopodobienstwem u — 0,95. Ze wzgledu na znaczne roz-
nice wielkosci jgder z poszczegélnych hodowli guzdéw, przeliczono je
w stosunku procentowym przyjmujac jako 100% bezposrednie wartosci
$rednich powierzchni rzutow jader z grup poréwnawczych.

WYNIKI

Glejaki zlosliwe hodowane in vitro cechuje r6zny obraz morfologiczny
w zaleznos$ci od typu guza. Glejaki anaplastyczne rosng w hodowli w po-
staci smuklych, wrzecionowatych komorek, ktére w czeSci obwodowej
przeksztalcajg sie w komorki trojkatne lub wielobiegunowe, gwiazdziste
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(ryc. 1). Komoérki te majg jedno lub kilka owalnych lub okraglych jgder
o rownomiernie rozlozonej chromatynie, z jednym lub kilkoma jaderka-
mi. W glejakach anaplastycznych z oznakami duzej atypii (III B) komoér-
ki sg duze, wieloksztattne, czesto z wieloma wypustkami, majg jedno lub
kilka hyperchromatycznych, réznoksztattnych jader (ryc. 2).

W hodowlach glejakow dysplastycznych stwierdza sie duze komorki,
czesto wydtuzone. Cytoplazma ich jest kwasochlonna, wypustki krotkie
i szerokie, jagdra owalne lub okrggle, normochromatyczne z jednym lub
kilkoma jgderkami (ryc. 3). W hodowlach bardziej ztosliwych, olbrzy-
miokomoérkowych glejakow dysplastycznych komorki tworzg nieregu-
larne skupienia, zlozone z komorek olbrzymich z wypustkami krotkimi
i szerokimi. Duze komoérki majg tez duze jagdra owalne lub pecherzyko-
wate z réwnomiernie rozlozong chromatyng oraz jednym lub kilkoma
jaderkami (ryc. 4).

Aktynomycyna D dodana do plynu odzywczego w hodowli glejakow
powoduje w zasadzie jednolity charakter zmian patologicznych, jednakze
o réznym nasileniu, nawet w poszczegblnych hodowlach, zaleznie od ste-
zenia leku i czasu jego dzialania. Zmiany pojawiajg sie najwcze$nie]j
w jadrach komoérkowych. Chromatyna jgdrowa staje sie drobnoziarnista,
nastepnie gruboziarnista. Jadra powiekszajg sie i to tym wyrazniej, im
dluzej dziala lek zwlaszcza w wyzszym stezeniu. Chromatyna jgdrowa
przybiera posta¢ dos¢ duzych grud poprzedzielanych pustymi przestrze-
niami (ryc. 5—10). Jaderka poczgtkowo do§é¢ duze i dobrze widoczne,
zmniejszajg sie znacznie i w koncowej fazie doswiadczenia sg niewidocz-
ne. Zmiany morfologiczne w cytoplazmie hodowanych glejakéw tworzg
sie nieco pdézniej niz zmiany w jadrach i polegajg na powstaniu w niej
kwasochlonnych ziarnistosci (ryc. 6). Wypustki komérkowe skracaja sie
i poszerzajg, a nastepnie ging (ryc. 7 , 8). W uszkodzonych komoérkach
pojawiajg sie drobne wodniczki (ryc. 9, 10) oraz nieliczne, kwasochton-
ne, bezpostaciowe masy (ryc. 9). Koncowym wynikiem dzialania aktyno-
mycyny D jest martwica komorek. Jednakze w preparatach z hodowli po
réznych okresach czasu dzialania leku w réznych stezeniach widoczne
byly komorki nie uszkodzone lub mmiej uszkodzone niz wiekszo$¢ koméo-
rek w danym preparacie.

Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) w komérkach glejakéw z grup
poréwnawczych barwil sie slabo rézowo wg metody Feulgena (rye. 11
To niezbyt natezone, rézowe zabarwienie, réwnomiernie obejmowato cate
jadro komérkowe. W preparatach z hodowli poddanych dziataniu akty-
nomycyny D w powiekszonych jgdrach komérkowych DNA stwierdza-
no w postaci wyraznie rézowych grudek poprzedzielanych stabo zabar-
wionymi przestrzeniami. Ten ziarnisty uklad DNA byl coraz bardziej
wyrazny, a ogblne natezenie zabarwienia stawalo sie coraz stabsze w mia-
re zwigkszania sie stezenia i czasu dzialania leku (ryc. 12—14).
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Kwas rybonukleinowy (RNA) barwil si¢ bardzo slabo wg metody Bra--
cheta w komorkach hodowanych glejakéw zaréwno z grup poroéwnaw-
czych, jak i w komérkach poddanych dzialaniu aktynomycyny D. Do-
datni odczyn stwierdzalam w calej cytoplazmie.

Barwienie na tluszcze czerwienig oleistg O nie wykazalo w komérkach
z grup poréwnawczych obecnosci tluszczu. W hodowlach glejakéw pod-
danych dzialaniu aktynomycyny D stwierdzalam komoérki zawierajgce
drobne kuleczki czerwono zabarwione. Liczba komoérek zawierajgcych te
kuleczki zwiekszala sie wraz ze wzrostem stezenia leku.

Barwienie na glikogen wypadlo ujemnie zaré6wno w komérkach gleja
kéow grup poréwnawczych, jak i w komoérkach poddanych dzialaniu ak-
tynomycyny D.

Odczyn na kwasng fosfataze w komoérkach glejakéw w grupach poréw-
nawczych okazal si¢ dodatni pod postaciag niezbyt licznych brunatnych
ziaren (ryc. 15). Pod wplywem aktynomycyny D, zwlaszcza w wyzszych
stezeniach i po dluzszym okresie jej dzialania w wiekszo$ci komérek —
odczyn ten nasilal si¢. Wtedy ziarna barwnika byly znacznie wigksze niz
w komoérkach z grup poréwnawczych i czasem zajmowaly calg komorke
(ryc. 16, 17).

W odczynach ujawniajacych aktywno$¢ dehydrogenazy glutaminianc-
wej, glukozo-6-fosforanowej oraz diaforazy Co I w cytoplazmie komé
rek hodowli grup poréwnawczych wystepowaty drobne ziarna granato-
wego formazanu (ryc. 18, 21, 24). Aktynomycyna D zastosowana w ma-
tych stezeniach wywolywala pojawienie sie obok wielu drobnych ziarn
takze nielicznych grubych (ryc. 19, 22, 25). W hodowlach poddawanych
dziataniu leku w wyzszych stezeniach i przez dluzszy okres czasu nasi-
lenie odczynéw nieco stablo (ryc. 20, 23, 26), natomiast w cytoplazmie
niekiedy pojawialy sie niezabarwione drobne przestrzenie otoczone obwo6d-
kg niebieskiego barwnika (ryc. 20).

Ze srednich pomiaréw planimetrycznych rzutéw powierzchni jader
komoérkowych sporzgdzono zestawienie, w ktéorym glejaki zlosliwe usze-
regowano w grupach wg podzialu Gluszcza (1969, 1972).

Z danych liczbowych przedstawionych w tej tabeli wynika, ze powiek-
szenie jader komoérkowych pod wplywem dzialania aktynomycyny D
dotyczy wszystkich grup hodowanych glejakéw, jednakze w roznym
stopniu. I tak w hodowli 536, pochodzgcej z guza sklasyfikowanego na
pograniczu I/II B powigkszenie $rednich nastepuje-powoli, dochodzgc po
dawce 10,0 pg/ml aktynomycyny D po 72 godzinach jej dzialania do
wielko$ci o 24% wyzszej niz w grupie poréwnawczej. W grupie 4 hodowli
(566, 561, 501, 560) z glejakow typu II B wzrost wielko$ci $rednich na-
stepuje szybciej i juz po 48 godzinach dzialania leku w dwo6ch hodowlach
tej grupy dochodzi do dwukrotnego powiekszenia wielko$ci $rednich.
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Tabela 1. Wielkosei érednich rzutéw powierzchni jader komérkowych hodowanych glejakéw po zastosowaniu Aktynomycyny D

Table 1. Sizes of mean surface projections of cell nuclei of culturod gliomas after application, of actinomyecin D.

Czas Tlosé
(godz.) leku 536 502 566 560 561 483 488 515 473 496 458 489
Time (pg/ml) I/II B 3B II B II B 50 - B 1B A1 5B T C II C III C IIT C
(hours)  Dose
0,1 98,28 129,74 117.88 147,35 201,44 158,40 150,62 95,00 236,96 228,47 111,73
24 1,0 111,66 129,35 116,88 137,36 186,36 374,74 153,84 94,24 220,04 426,58 175,27
10,0 163,04 137,74 155,16 147,85 - 170,12 133,88 160,578 203,63 . 134,23 200,41 207,07 227,68
0,1 121,36 - 111,79 172,48 157,83 182,75 116,25 193,86 190,09 139,76 328,34 460,70 174,74
48 1,0 121,03 129,90 185,68 160,26 236,08 145,94 236,37 127,33 134,70 252,26 177,19 153,20
10,0 126,76 188,06 - 22348 159,24 * 213,563 214,63 225,68 161,06 144,34 237,61 244,21 144,45
0.1 123,12 115,94 = 2627621225 mm 121,11 150,02 mm 155,35
72 1,0 158,92: 164,74~ -275,66- ~17).,75 mm 110,53 99-,74 mm 89,89
10.0 124,47 217,18; - 145,25 226,72 170,26 - 302,39 116,08 84,66 264,13 151,08
0.1 343,00 161,80 224,58 183.56 mm mm 87,97 mm 313,46 127,35
96 1,0 219,80 mm 238,11 259,19 mm mm 80,52 mm, mm 147,10
10,0 155,64 210,40 237,91 230,78 12431 mm mm 91,21 mm mm 525,79

.

Réznice znamienne statystycznie podkreslono
Za 100 przyjeto wielkosci $rednich z grup poréwnawczych
The mean values from reference groups were taken as 100,
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200 L. Giermat Nr 2

W pozostalych dwoch hodowlach z tej grupy powiekszenie $rednich jest
mniej pokazne, ale szybsze niz w hodowli guza sklasyfikowanego jako
I/I1 B. 2

‘W hodowli 483 z guza zaklasyfikowanego jako II/III B wielko§¢ Sred-
nich powierzchni rzutéw jagder komodrkowych wzrasta nieco szybciej niz
w grupie hodowli z glejakow sklasyfikowanych jako II B. W grupie ho-
dowli glejakow zaszeregowanych do typu III B (515, 488) wzrost Srednich
juz w pierwszej dobie osigga wielkos¢ dwukrotnie (515), a nawet trzy-
krotnie (488) wyzszg w zestawieniu z grupami poréwnawczymi. W na-
stepnej dobie wzrost ten réwniez jest wysoki, zwlaszcza w guzie 488,
natomiast po 72 godzinach dziatania leku w hodowli 515 Srednie maleja,
a w innej — 488 po zadzialaniu aktynomycyny D nie moglam okresli¢
Srednich, poniewaz nie znajdowalam juz w preparatach komorek. Row-
niez z tych powodéw nie ma w tabeli wynikéw wielkosci $srednich w oby-
dwu guzach po 96 godzinach dziatania leku.

W grupie hodowli glejakéw dysplastycznych réznice wielkoéci $red-
nich rzutéw powierzchni jgder komérkowych réwniez istniaty, ale w spo-
s6b nieuporzgdkowany.

I tak w hodowli 473 pochodzgcej z glejaka typu II C wzrost wielkosci
Srednich w miare uplywu czasu i w zaleznosci od dawki, jest powolny,
natomiast w innej hodowli — 496 — takze pochodzacej z glejaka typu
II C, gwaltowny, podobny do wzrostu wielkosSci $rednich w grupie gle-
jakow typu III B.

To samo dotyczy hodowli glejakow grupy III C. W jednym z tych gu-
z6w (489) wielko$¢ Srednich wzrasta wolniej niz w innym (458), w ktoérym
wzrost wielko$ci $rednich dokonuje sie bardzo raptownie i nasila sieg
rowniez w drugiej dobie. W trzeciej dobie doswiadczenia nie moglam
obliczy¢ wartosci $rednich dla 1 guza (458) z powodu braku komérek
w preparatach. Z tego samego powodu nie podalam warto$ci $rednich
dla obydwu guzéw z grupy III C po 96 godzinach dziatania leku.

OMOWIENIE

Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze morfologiczny charakter
komérek wyrastajgcych z poszczegdlnych eksplantatow w danym typie
guza jest zawsze jednakowy niezaleznie od miejsca ich pobrania. Swiad-
czy to, ze komoérki danego glejaka pochodza ze wspdlnego pnia, a tylko
ulegajg wtérnie zmianom morfologicznym pod wplywem réznych czyn-
nikéw wewngtrzustrojowych. Podobnego zdania jest Kersting (1961a i h).
Jednolity charakter wzrostu nowotworu w wielu hodowlach z tego samego
guza pozwala uzna¢ zesp6l hodowli pierwotnych danego glejaka za ma-
teriat jednorodny.
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Nr 2 Wplyw aktynomycyny D na glejaki 201

Do badan zastosowano aktynomycyne D, antybiotyk zaburzajgcy syn-
teze kwasow rybonukleinowych, dezoksyrybonukleinowego oraz prze-
miane biatek (Fuller, Reich 1963; Hennings i wsp. 1968; Schwartz i wsp.
1963; Young 1969). Uwaza sie, ze ten lek oddzialowuje na komorki naj-
silniej w fazie G-1 okresu miedzypodzialowego (Epifanova i wsp. 1969,
Kim i wsp. 1968). Przeprowadzone badania wykazaly, ze lek ten uszka-
dza komorki hodowanych glejakow. Na plan pierwszy wysuwaja sie
zmiany morfologiczne w jgdrach komoérkowych polegajgce na ich po-
wiekszeniu, rozproszeniu chromatyny jadrowej oraz zmniejszaniu wy-
miaréw jgderek. Podobne zmiany spostrzegali Kaluza i Stefanicka-Wie-
chowa (1967) pod wplywem aktynomycyn C i K w jadrach komoérko-
wych hodowanych glejakow a Gazso i Afra (1969) po stosowaniu akty-
nomycyny D i C. Wilson i Barker (1967) obserwowali podobne zmiany
w ukladzie chromatyny jadrowej pod wplywem mithramycyny w ho-
dowlach glejakéw. Zaréowno aktynomycyny jak i mithramycyny maja
podobny mechanizm dzialania polegajgcy na trwalym lgczeniu sie z kwa-
sem dezoksyrybonukleinowym. W zwigzku z tym wydaje sie, ze zmiany
ukladu chromatyny jagdrowej i powiekszenie jgder mozna uzalezniaé¢
od tego mechanizmu dzialania. By¢ moze zmiany te zalezg od patologi-
cznego ukladu kwasu dezoksyrybonukleinowego zwigzanego z aktynomy-
cyng D, badz od powstawania wodniczek w jadrach komoérkowych (tzw.
wodniczkowego obrzeku jadra) — oznaki ich uszkodzenia (Palkowits,
Fischer 1968). Zmniejszenie jagderek a nawet ich znikanie w komérkach
poddanych dzialaniu aktynomycyny D zalezy prawdopodobnie od ha-
mowania przez ten lek syntezy kwasu rybonukleinowego.

Odczyn na kwas dezoksyrybonukleinowy w komoérkach hodowanych
glejakéw, poddanych dzialaniu aktynomycyny D ujawniat sie pod po-
stacig rozproszonych grud tego kwasu oraz nieznacznie stabszego zabar-
wienia jader. Jednakze ze wzgledu na powiekszenie jader i ogdlnie sta-
be ich zabarwienie, nie mozna bylo oceni¢ czy zalezy ono od rozprosze-
nia kwasu dezoksyrybonukleinowego w powiekszonych jgdrach czy od
rzeczywistego zmniejszenia ilosci DNA.

Charakter zmian patologicznych w cytoplazmie glejakow wskazuje na
znaczne ich uszkodzenie przez aktynomycyne D. Réznice w nasileniu od-
czynow na aktywnos$é¢ enzymoéw oddechowych w komoérkach hodowanych
‘glejakéw ujawniajace sie pod wplywem leku moga byé nastepstwem
rzeczywistych zmian aktywnosci tych enzymoéw, niejednakowej przepu-
szczalno$ci blon mitochondrialnych lub oznakg uszkodzenia mitochon-
driéw przez ten lek (Pearse 1962, Presnow 1963, Zydowo 1962). Wod-
niczki stwierdzone w cytoplazmie po zadzialaniu aktynomycyny D mogg
mie¢ dwojakie pochodzenie. Jedne z tych wodniczek to puste przestrze-
nie po wylugowanym tluszczu, o czym $wiadczy dodatni odezyn po za-
stosowaniu czerwieni oleistej 0, inne natomiast sg wtasciwymi wodnicz-
Neuropatologia Polska — 4
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kami, poniewaz barwienia na tluszcz i glikogen wypadly w nich ujem-
nie. Prawdopodobnie sg to powiekszone mitochondria, na co wskazywata-
by obecno$é¢ duzych ziaren formazanu w komoérkach, a niekiedy nawet
pustych przestrzeni (wodniczek) otoczonych niebieskim ragbkiem w od-
czynach na enzymy oddechowe. Sugestie te potwierdzajg badania Hajdu-
kiewicza (1974), ktory za pomocg mikroskopu elektronowego ustalil, ze
w komorkach nowotworu przeszczepialnego NK/Ly pod wplywem akty-
nomycyny D mitochondria powiekszajg sie do znacznych rozmiaréw.

Odczyny ujawniajgce aktywno$¢ kwasnej fosfatazy nasilaly sig¢ znacz-
nie. pod wplywem dzialania leku, a przy wyzszych stezeniach i dluzszym
czasie dzialania antybiotyku stawaly sie rozlane w niektérych komér-
kach. Zjawisko to pozwala przypuszczaé, ze aktynomycyna D powoduje
znaczne uszkodzenie komoérek wyrazajgce sie zmianami morfologicznymu
nawet w ich organellach (Novicoff 1962).

Kwasocholnne masy w cytoplazmie niektérych komorek hodowanych
glejak6w spostrzegali rowniez Kaluza i Stefanicka-Wiechowa (1967) w
badaniach nad wplywem aktynomycyny C i K, jednakze nie wyjasnili
mechanizmu powstawania tych mas. Réwniez i w moich badaniach niec
udalo mi sie ustali¢ ich pochodzenia.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze w komorkach glejakéw hodo-
wanych in vitro zmiany patologiczne po zastosowaniu aktynomycyny D
sg tym wieksze im wyzsze bylo jej stezenie w hodowli i im diuz:zy
okres jej dzialania. Ponadto w badanych hodowlach podczas dziatania
leku w réznych okresach czasu i réznych stezeniach mozna bylo zauwa-
zyé komoérki nieuszkodzone lub uszkodzone w mniejszym stopniu niz
wiekszosé komérek w preparacie. Moze to zaleze¢ od indywidualnej od
porno$ci poszczegblnych komoérek, od roznic w przepuszczalnosci ich
blon komérkowych ewentualnie od etapu cyklu rozwojowego, w ktérym
komorki znajdowaty sie w chwili rozpoczecia do$wiadczenia.

Z obserwacji zmian morfologicznych w badanych hodowlach wynika,
ze aktynomycyna D powoduje powiekszenie wymiaréw jader komorko-
wych. Wedlug Kuciasa (1966) jednym ze sposobow okreslenia objetosci
jader komérkowych moze by¢ pomiar planimetryczny rzutéw ich po-
wierzchni. Dlatego tez przyjeto jako wskaznik wielkoSci jader, wielko$¢
powierzchni ich rzutu. Poniewaz zmiany wielko$ci jader postepowaly
réwnoczesnie z uszkodzeniem cytoplazmy, jako kryterium oceny wrazli-
wosci hodowli na lek przyjeto zmiany wielkosci jader komérkowych.
Z analizy wielko$ci $rednich rzutu powierzchni jader komérkowych (ta-
bela 1) wynika, ze glejaki réznych typéw charakteryzujg sie réznym
stopniem wrazliwosci na aktynomycyne D. W grupie glejakéw anapla-
stycznych stwierdzono, ze mniej zlo$liwe glejaki (grupy II B) oddziaty-
wujg slabiej na aktynomycyne D niz glejaki typu III B. Hodowla pochc-
dzaca z glejaka zajmujgcego miejsce posrednie pomiedzy grupa IB i II B
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reagowala na aktynomycyne D stabiej niz hodowle glejakow grupy II
B. Natomiast inna hodowla z glejaka typu II/III B oddzialywala nieco
silniej niz glejaki typu II B, jednakze stabiej niz hodowle glejakéw gru-
py 1II B.

Stopien oddzialywania na aktynomycyne D glejakow dysplastycznych
jest rozny bez wzgledu na ich przynalezno$¢ do grupy II C, czy III C.
I tak jedna hodowla pochodzgca z guza typu II C reagowala na aktyno-
mycyne D o wiele slabiej niz inna hodowla z glejaka tego samego typu.
Podobne zjawisko obserwowano w glejakach grupy III C. Zaleznosé
szybkoéci reakcji glejakow anaplastycznych na aktynomycyne D - od
stopnia zréznicowania guza wigze sie prawdopodobnie z hamowaniem
przez ten lek syntezy bialek w wyniku blokowania syntezy RNA. Wia-
domo, ze w komorkach bardziej zréznicowanych wszelkie przemiany,
zwlaszcza przemiana bialkowa, przebiegajg wolniej niz w komérkach
mniej zréznicowanych. Dlatego tez uszkodzenie hodowanych komérek
glejakéw mniej zréznicowanych (III B) wystepuje szybciej niz komérek
glejakéw II B. Z badan Gluszcza wynika, ze komérki glejakéw dyspla-
stycznych charakteryzuja sie¢ bardzo réznym nasileniem przemiany ma-
terii i by¢ moze dlatego reakcja tych glejakéw na aktynomycyne D jest
bardzo réznorodna.

WNIOSKI

1. Aktynomycyna D uszkadza komoérki hodowanych glejakéow zlosli-
wych, przy czym nasilenie zmian patologicznych zalezy od stezenia cy-
tostatyku i czasu jego dzialania.

2. Aktynomycyna D dziala bardziej uszkadzajgco na hodowle glejakow
anaplastycznych o wiekszej zlo§liwoéci niz na hodowle glejakéow tego
samego typu o mniejszej zto§liwosci.

3. Glejaki dysplastyczne reagujg réznorodnie na aktynomycyne D do-
dang do srodowiska inkubacy jnego hodowli.

4. Poszczegélne komoérki tego samego guza wykazujg do$¢ znaczne
réznice w reakeji na lek.

JI. Tepuar
BIUAHUE AKTUHOMMIIMHA I HA TJIMOMBI KYJIBTUBUPYEMBIE IN VITRO

PeswwMme

VicenenoBanmu BaMAHME aKTMHOMMIMHA [ HA AYJILTYDY TJIMOM M3 HAAMAJIOTOTHOM
obsactu mosra. Jna KiaaccumMRauMM 3TUX TIJIMOM MCHNOJL30BAJM INIPMHLMI, Mpe-
Joxennbt Iayuiem.

YcTaHOBIeHO, YTO KYJBTYPbl AHAINIACTUYECKMX TJIMOM C HEBBLICOKOJM CTeNeHbIO
3JIOKa4YeCTBEHHOCTU pearupyroT Ha akTMHOMMUMH J[| ciabee, yemM KyJbTyDbI TIMOM
TOJ K€ I'PYINbI, HO ¢ BBICOKO} CTENEeHBI0 3/10Ka4YeCTEEeHHOCTMH. :

YcTaHOBIIEHO, YTO CTENEHb 4YyBCTBUTENBHOCTM KYJILTYPbI AMCIIIACTUUECKUX TJIMOM
Ha axTuHoMuimH JI pasamMyHa U He 3aBUCUT OT CTEIeHM UMX 3JI0KAaYeCTBEUHOCTM.
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L. Giernat
EFFECT OF ACTINOMYCIN D ON GLIOMAS CULTURED IN VITRO

Summary

The study deals with the effect of actinomycin D on the cultures of supraten*

torial glicmas of brain. The gliomas were classified according to Gluszcz (1972).

It was found that the cultures of anaplastic glicmas of a lower degree of ma-

lignancy are less sensitive to actincmycin D than those of the same group of
a higher degree of malignancy. The vulnerability of the cultures of dysplastic glio-
mas to the drug was observed to be independent of the degree of their malig-
nancy, though differed in various gliomas.
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PODPISY POD RYCINY

Ryc. 1. Komé6rki z hodowli glejaka typu II B. H.-E. Pow. 300 X.
Fig. 1. Cells of glioma type II B culture. H.-E. X 300.
Ryc. 2. Komérki z hodowli glejaka typu III B. H.-E. Pow. 300 X.
Fig. 2. Cells of glioma type III B culture. H.-E. X 300.
Ryc. 3. Komoérki z hodowli glejaka typu II C. H.-E. Pow. 300 X.
Fig. 3. Cells of glioma typu II C culture. H.-E. X 300.

Ryc. 4. Komorki z hodowli glejaka typu III C. H.-E, Pow. 300 X,

Fig. 4. Cells of glioma type III C culture. H.-E. X 300.

Ryc. 5. Komérka glejaka pochodzaca z grupy poréwnawczej hodowli. H.-E.
Pow. 800 X.

Fig. 5. Cell of a reference glioma culture. H.-E. X 800.

Ryc. 6. Nieznaczne powigkszenie jadra, ziarnisty uklad chromatyny oraz po-
szerzenie wypustek. 24-godzinne dzialanie aktynocmycyny D w stezeniu 10,0 png/ml.
H.-E. Pow. 800 X.

Fig. 6. Slight enlargement cf nucleus, granular arrangement of chromatin and
dilataticn of cell processes. 24 hrs after administraticn of 10 wg/ml of actinomycin
D. H-E. X 800.

Ryec. 7. Powiekiszenie jadra i ziarnisty uklad chromatyny, szerokie i krotkie
wypustki oraz cbecnc§é wodniczek w cytoplazmie. 48 gcdzin dzialania aktynomy-
cyny D w ilo$ci 10,0 ug/ml. H.-E. Pow. 800 X.

. Fig. 7. Enlargement cf nucleus and granular arrangement of chromatin, broad
and short processes, vacuoles in cytoplasm. 48 hrs after administration of 10.0
11g/ml of actincmycin. H.-E. X 800.

Ryc. 8. Duze jadro o nieprawidlcwym ukladzie chromatyny oraz zanik wypu-
stek. 72 godziny dziatania aktynomycyny D w iloSci 1,0 ug/ml H.-E. Pow. 800 X.

Fig. 8. Large nucleus with abnormal arrangement of chrcmatin and dissapea-
rance of cell processes. 72 hrs after administration of 1.0 ug/ml of actinomycin.
H.-E. X 800.

Ryc. 9. Kwasochicnne masy w cytoplazmie komérki (strzaika). 72 godz. dziala-
nia aktynomycyny D w stezeniu 16 ug/ml. H.-E. Pow. 800 X.

Fig. 9. Acidophilic masses in glioma cell cytoplasm (arrow). 72 hrs following
administration of actinomycin in a dose of 10 ug/ml. H.-E. X 800.

Rye. 10. Powiekszenie-jadra oraz ziarnisty uklad chromatyny w komérce. 72 go-
dziny dzialania aktynomycyny D w ilosci 10,0 ug/ml. H.-E. Pow. 800 X,

Fig. 10. Enlargement of nucleus and granular arrangement of chrcmatin in
a cell of a culture subjected to 72-hour incubation in the presence of 10 ug/mi
of actinomycin D. H.-E. X 800.

Ryc. 11. Kwas dezoksyrybcnukleinowy w jadrach komoérek glejaka z grupy po-
réwnawczej hodowli. Odczyn wg Feulgena. Pow. 800 X.

Fig. 11. DNA in nuclei of cells of ‘a reference glicma culture. Feulgen meth.
X 800.

Rye. 12. Powiekszenie jader i oslabienie odeczynu na DNA. 48 godzin dziala-
nia aktynomycyny D w dawce 0,1 ug/ml. Odczyn wg Feulgena. Pow. 800 X.

Fig. 12. Enlargement of nuclei and decrease of DNA reaction in glioma cells.
48 hrs following administration of actinomycin D in a dose of 0.1 wg/ml. Feulgen
meth. x 800.
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Ryc. 13. Ziarnisty uklad DNA w powiekszonych jadrach komérek glejaka. 72
godz. dziatania aktynomycyny D w stezeniu 0,1 wg/ml. Odczyn wg Feulgena. Pow.
800 X.

Fig. 13. Granular arrangement of DNA in enlarged nuclei of glioma cells. 72

hrs following administration of actinomycin D in a dose of 0.1 ug/ml. Feulgen
meth. X 800.

Ryc. 14. Powiekszone jadro o nieprawidlowym ukladzie chromatyny. 72 godz.
dzialania aktynomycyny D w stezeniu 10,0 pug/ml. Odczyn wg Feulgena. Pow.
800 X.

Fig. 14. Enlarged nucleus with abnormal arrangement of chromatin after 72-
-hour treatment with 10.0 pug/ml of actinomycin D. Feulgen meth. X 800.

Ryc. 15. Drobne ziarenka produktu reakcji enzymatycznej w komoérce glejaka
z grupy poréwnawczej hodowli. Odezyn na kwasng fosfataze Pow. 800 X.

Fig. 15. Small granules of enzymatic reaction product in a glioma cell from
a reference culture. Acid phosphatase reactiocn. X 800.

Ryc. 16. Powigkszenie ziarn barwnika w komérce z hodowli poddanej dziala-

niu aktynomycyny D w stezeniu 10,0 ug/ml przez 48 godzin. Odczyn na fosfataze
kwasng. Pow. 800 X.

Fig. 16. Enlargement of pigment granules in a call of glioma culture treated for
48 hrs with 10.0 png/ml of actinomycin D. Acid phosphatase reaction. X 800.

Ryc. 17. Grube zlewajace sie ziarna produktu reakicji w komérce z hodowli
poddanej przez 72 godz. dziataniu aktynomycyny D w stezeniu 10,0 pg/ml. Odczyn
na kwaséng fosfataze. Pow. 800 X.

Fig. 17. Thick fusing granules in acid phosphatase reaction in a cell from glio-
ma culture treated for 72 hrs with 10,0 pg/ml of actinomycin D. Acid phosphatase
reaction. X 800.

Ryc. 18. Komoérka glejaka z hodowli nie poddanej dziataniu leku. Odczyn na
diafcraze Co I. Pow. 800 X.

Fig. 18. Cell from glioma culture not treated with the drug. Diaphorase Co I
reaction. X 800.

Ryc. 19. Powiekszenie ziaren formazanu w komorce glejaka z hodowli po 48-
-godz. dziataniu aktyncmycyny D w stezeniu 10,0 wg/ml. Odczyn na diaforaze Co I
Pow. 800 X.

Fig. 19. Enlargement cf phormasan granules in a cell of glioma culture after
48~hcur treatment with 10.0 pug/ml of actinomycin D. Diaphorase Co I reaction.
X 800.

Fig. 20. Decrease of staining and empty spaces surrounded by an edge of havy
wego barwnika (strzalika). 72 godz. dziatania aktynomycyny D w stezeniu 10,0
ng/ml. Odezyn na diaforaze Co I. Pow. 800 X.

Fig. 20. Decrease of staining and empty spaces surrounded by an edge of havy
blue pigment (arrow). 72 hrs after administration of 10,0 ug/ml of actinomycin D.
Diaphcrase Co I reaction. X 800.

Ryc. 21. Komérka z grupy poréwnawczej hodowli zloSliwego glejaka. Odczyn
na dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowa. Pow. 800 X.

Fig. 21. Cell from reference glioma culture. Glucose-6- phosphate dehydroge-
nase. reaction. X 800.
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Ryec. 22. Grube ziarna formazanu w komorce z hodowli glejaka po 48-godz. dzia-
laniu aktynomycyny D w stezeniu 10,0 wg/ml. Odezyn na dehydrogenaze glukozo-€
fosforanowg. Pow. 800 X.

Fig. 22. Thick phormasan granules in a cell of glioma culture subjected to 48-
-hour treatment with 10.0 pg/ml of actinomycin D. Glucose-6-phosphate dehydro-
nase reaction. X 800.

Ryc. 23, Oslabienie odczynu na dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowag 72 godz.
po dodaniu 10,0 pg/ml aktynomycyny D do hodowli. Pow. 800 X.

Fig. 23. Decrease of glucose-6-phosphate dehydrogenase reaction 72 hrs after
administration of 10.0 ug/ml of actinomycin D. X 800.

Ryec. 24. Odczyn na dehydrogenaze glutaminianowg w komoérce glejaka z hodo-
wli nie poddanej dziataniu leku. Pow. 800 X.

Fig. 24. Glutamate dehydrogenase reaction in a cell of glioma culture not trea-
ted with the drug. X 800.

Ryc. 25. Liczne, duze ziarna formazanu w komoérce z hodowli glejaka po 48
godz. dzialania aktynomycyny D w stezeniu 10,0 pg/ml. Odczyn na dehydrogenaze
glutaminianowg. Pow. 800 X.

Fig. 25. Numerous large phormasan granules in a cell from glioma culture sub-
jected to 48-hour treatment of 10.0 pug/ml of actinomycin D. Glutamate dehydro-
genase reaction. X 800.

Ryc. 26. Oslabienie odczynu na dehydrogenaze glutaminianowg po 72 godz.
dzialania aktynomycyny w stezeniu 10,0 pg/mil. Pow. 800 X. |

Fig. 26. Decrease of glutamate dehydrogenase reaction 72 hrs after admini-
stration of 10.0 ug/ml of actinomycin D. X 800.
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MYELIN LIPIDS IN EXPERIMENTAL ALLERGIC
ENCEPHALOMYELITIS *)

Depar.ment of Neurology, Institute of Nervous and Sensory Organs Diseases,
Medical Academy, Poznan
Head: Prof. Dr. M. Wender

The immunological response of the nervous tissue to administration of
cerebral antigen results in the well known experimental allergic ence-
phalomyelitis (EAE), a pathological process in which, besides morphole-
gical alterations in the nervous tissue, there occur widespread and di-
verse metabolic deviations.

Reports may be found in the literature on disorders in the metabo-
lism of nitrogen components, both micro- and macromolecular ones, and
in the turnover of cerebral lipid components in EAE (Adamczewska, 1971:
Benetato et al., 1965, Smith, 1965; 1969a; Tursky, 1968; Wajda et al,,
1964; Wender et al., 1972).

As far as disturbances in the lipid composition and metabolism are
concerned, it is not clear, whether they concern solely the myelin lipids
or whether other components of the nervous tissue are involved as well.
This question is of high significance, since in spite of the obvious injury
from which myelin suffers in EAE, almost nothing is known about the
mechanisms responsible for myelin decomposition in this as well as in
other demyelinating processes. As has been stressed by Wisniewski et
al. (1969), it was impossible to ascertain definitively the role played by
cellular infiltrates, by oligodendroglial cells functionally closely related.
to myelin and, finally, effects of the human factors involved in this
pathological process.

The blood serum from animals with EAE possesses, gliotoxic proper-
ties causing lysis of myelin sheaths within a few hours of incubation in
an in vitro culture. It may thus be assumed that the immunologically

* This investigation was supported by the NIH PL 480 Research Agreement
No 05-027-1.
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determined attack is directed to the myelin sheath, and/or on the oligo-
dendrocytes, and structural decomposition of the myelin as well as
phagocytosis are secondary effects.

It was believed, that investigations of the myelin lipid composition
with special reference to the stage of EAE preceding the onset of ence-
phalitic symptoms may appreciably advance our understanding of these
problems. Hence, we have undertaken the here presented study.

MATERIAL AND METHODS

White Wistar rats of either sex, 200—300 g of body weight served
as experimental animals. They were immunized by intradermal injection
0.1 ml of encephalitogenic mixture (prepared according to Paterson,
19€0) into the pads of the animals’ hind legs.

The mixture was prepared as follows: a 40% homogenate of guinea
pig spinal cord was emulgated with an equal volume of complete adju-
vant, consisting of 8.5 parts of Bayol F, 1.5 parts of Arlacel A and of
a solution of mycobacterium tuberculosis H 37 RV (4 mg/ml).

The experiments were performed in two groups, consisting of 6 ani-
mals each, at two different stages of the experimental disease: 10 and
12—16 days after immunization, i.e. at the preparalytic stage and at
the stage when the clinical syndrome was fully developed. In the latter
group the animals were sacrificed, and brain specimens were collected
during the first day of occurrence of distinct clinical symptoms.

Histological techniques. The histological preparations were stained
with H-E and by the methods of Nissl, Spielmeyer, Woelcke and Klii-
ver-Bearrera.

Biochemical techniques. Isolation of the myelin fraction was accom-
plished essentially according to the method described by Horrocks (1967).
The cerebral white matter ca 1.0 g was dispersed in 10 ml of 1.0 M
sucrose containing 0.003 M EDTA and homogenized in a tissue grinder
equipped with a Teflon pestle. The homogenate was then centrifuged
for 1 hr at 40000 g (ca 30000 rpm) in the swinging bucket rotor of
a VAC 60 centrifuge. The floating fluffy layer was collected by means
of a syringe and transferred into 5 ml of 0.8 M sucrose in 0.003 M to
EDTA and recentrifuged for 1 hr at the same speed. The resulting floa-
ting fluffy layer was suspended in bidistilled water and centrifuged at
100 000 g (ca 35000 rpm) in an angle rotor for 15 min. The supernatant
was discarded and the pellet resuspended in bidistilled water and then
recentrifuged in the same conditions for 25 min. The resulting superna-
tant was again discarded, and the pellet suspended in 5 ml of 0.8 M su-
crose with EDTA (0.003 M) and centrifuged at 40 000 g for 1 hr in a swin-
ging bucket rotor. The floating pellet was resuspended in bidistilled water
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and then centrifuged at 100 000 g in the angle rotor. This last washing
procedure was repeated 4 times.

The purity of the finally obtained myelin fraction was checked by
means of electron microscopy (Fig. 1) according to technique described
by Horrocks (1968).

Quantitative lipid determinations. The lipids were extracted from the
myelin fraction according to the method of Folch-Pi et al. (1957). The
extracted total lipids were further separated by means of combined co-
lumn and thin-layer chromatography. Cerebrosides, sulfatides and cho-
lesterol were separated and estimated by the chromatographic procedure
after Svennerholm (1964). Cholesterol was quantitatively determined af-
ter elution of the silica gel scrapings, by the method of Sperry and
Webb (1950), and cerebrosides as well as sulfatides — by the method
of Radin et al. (1955).

Phospholipids were separated by two-dimensional chromatography ac-
cording to the method described by Singh et al. (1971). The plates were
coated with silica gel G (Merck), and developed in the first direction
with chloroform : methanol : water (65:25:4). After drying the plates
were hydrolyzed with 12% hydrochloric acid in methanol. The HCI and
methanol were evaporated from the plate with a stream of nitrogen.
Thereafter the plates were developed in the second direction with chlo-
roform : acetone : methanol : glacial acetic acid : water (5:2:1:1:0.5).
The phosphorus content of the so separated, identified and scraped off
spots was determined after elution by the method of Bartlett (1959).

RESULTS

The clinical and morphological symptoms of the evoked experimental
disease were fully comparable with a typical picture of EAE in white
rats as described in our previous paper (Wender et al., 1973). Histolo-
gically, the brain preparations exhibited diffuse encephalitis, with in-
filtrative processes dominating over myelin injury. The inflammatory
changes were demonstrable only 12 days following administration of the
encephalitogenic mixture.

The results concerning lipid composition of the myelin fraction ex-
pressed as percentages of total myelin lipids clearly demonstrate that in
both investigated stages of EAE the total glyco- and phospholipid con-
tent was considerably decreased, the phospholipids, however, suffe-
ring a much larger decline during the preparalytic phase of the illness.
The decrease observed in the glycolipid fraction involved both species,
i.e. sulfatides and cerebrosides, and as regards the phospholipids — in
~almost all phospholipid classes, though not in all instances — a stati-
stically significant decrease was observed.

%
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Unlike the phospho-, and glycolipids, cholesterol was present in the
experimental myelin fraction in increased relative proportions.

Cholesteryl esters, on the other hand, were virtually absent or pre-
sent in undeterminable trace amounts. A detailed list of the results is
shown in Table 1.

Table 1. Lipid composition of brain myelin in experimental allergic encephalomyelitis
(in 9% of total myelin lipids)
Tabela 1. Sklad lipidéw micliny mézgu w doswiadezalrym alergicznym zapaleniu mézgu
i rdzenia (w 9, ogdlnej zawartosei lipidéw mieliny)

Preparalytic Paralytic period

Lipids Normal animals period of EAE of EAE
Liidv C N Okres przedpo- Okres porazenny
PR s razerny EMD- EMD
Cholesterol 19.94-0.4 33.14-0.8 32.040.8
Cholesterol
Cerebrosidoes 23.0+1.2 17.74 0.4 17.540.6
Cerebrozydy
Sulphatides 9.340.9 6.84-0.8 5.840.8
Sulfatydy
Sphingomyelins 4.34+0.5 3.140.2 3.640.1
Sfingomyeliny
Phosphatidyl choline 15.34-0.3 12.84-0.2 13.94-0.6

Fosfatydylocholina

Plhiosphatidyl serine

-+ phosphoinositides 5.940.2 5.64+0.4 6.44-0.3
Fosfatydyloseryna

+ fosfoinozytol

Phosphatidyl ethanolamine 6.24-0.3 5.940.3 5.940.2
Fosfatydyloetanolamina ;

Plasmalogon 16.14+0.2 15.0+0.4 14.94-0.3
Plazmalogen

Total Glycolipids 32.3+1.3 24.540.7 23.340.8
Glikolipidy calosé _
Total Phosphelipids 47.841.0 42.44-0.5 44.74+ 0.5

Fosfolipidy calosé

Values aro exprossed as the mean + standard error
Srednia 4 $redni blad éredniej

Number of estimations in each group : 6

Liczba oznaczenn w kazdej grupie : 6

Significant differences underlined

Istotne réznice podkresiono

Since the proportions of individual phospholipid and glycolipid clas-
ses constituting the total myelin phosphatides and glycolipids were
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essentially unchanged (Table 2 and 3), we may conclude that it is
only the ratio between cholesterol and polar lipids of the myelin mem-
brane that is altered by the pathological process.

Table 2. Phospholipid composition of brain myelin in experimental allergic encephalo-
myelitis (in 9, of total myelin phospholipids)
Tabela 2. Sklad fosfolipidéw mieliny moézgu w doswiadezalnym alergicznym zapaleniu
mozgu i rdzenia (w 9, ogélnej zawartosci fosfolipidéw mieliny)

Preparalytic Paralytic period

Phospholipides Normal animals period of EAE of EAE
27 Okres przedpo- Okres porazenny
Fosfolipidy Norma razenny EMD EMD

Sphingomyelins 9.04-0.6 7.44+0.3 8.140.1
Sfingomieliny
Phosphatidyl cholino 31.64-0.6 30.04-0.4 31.14-2.6
Fosfatydylocholina
Phosphatidyl serine
-+ phosphoinositides 12.44-0.8 13.240.9 14.54-0.8
Fosfatydyloseryna
+ fosfoinozytol
Phosphatidyl ethanolamine 13.140.4 14.04-0.8 13.24-0.7
Fosfatydyloetanolamina
Plasmalogen 33.94+0.5 35.440.8 33.14+0.4
Plazmalogen,

Values are expressed as the mean -+ standard error
Srodnia -+ éredni blgd $redniej

Number of estimations in each group : 6

Liczba oznaczein w kazdej grupie : 6

Table 3. Glycolipid composition. of brain myelin in experimental allergic encephalomyeli-
tis (in 9, of total myelin glycolipids)
Tabela 3. Skiad glikolipidéw mieliny mézgu w do$wiadezalnym alergicznym zapaleniu
moézga i rdzenia (w 9, ogélnej zawartosei glikolipidéw mieliny)

Glycolipids Normal animals Preparalytic period Paralytic period
of EAE of EAE
Glikolipidy Norma Okres przedporazenny Okres porazenny
EMD EMD
Cerobrosides 71.0+1.0 72.64-2.5 75.442.9
Cerebrozydy
Sulphatides 29.041.0 27.442.5 24.64+2.9
Sulfatydy

Values are expressed as the mean - standard error
Srednia -+ $redni blad $redniej

Number of estimations in each group : 6

Liczba oznaczen w kazdej grupie : 6
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DISCUSSION

In a number of human and experimental pathological processes asso-
ciated with different kinds of injury to the cerebral white matter, and
this not only with demyelination, we are very frequently faced with
changes in the lipid composition of the myelin. Such alterations have
been described in subacute sclerosing panencephalitis (Norton et al.
1966), in spongious degeneration of myelin (Kamoshita et al., 1968), in
GM, and GM, gangliosidoses (Suzuki et al., 1962), in the Niemann-Pick
disease (Kamoshita et al., 1968), in Schilder’s disease (Suzuki et al.,
1970) and in others. In the apparently normal white matter of MS ca-
ses a slightly decreased phosphatide ethanolamine, plasmalogen, cerebro-
side and sulfatide content has been observed (Cumings, Goodwin, 1968;
Clausen, Hansen 1970). The existence of alterations in the apparently
normal white matter of MS cases, however, has recently been put in
doubt by Suzuki et al. (1973), who claim that the alterations reported
by the earlier authors are due to the admixture in the investigated spe-
cimens of macroscopically unidentifiable degenerated myelin.

Singh et al. (1971) reported a number of changes in the composition
of myelin in the ,,quaking mouse” — a mouse bearing a genetically
determined metabolic failure. Eto et al. (1971) demonstrated quite inte-
resting changes in the myelin composition of rats intoxicated chroni-
cally with TET. The myelin of these experimental animals displayed
an increased proportion of cholesterol along with a relative decrease of
total galactolipids, mainly of cerebrosides, followed by a considerable
drop in the phospholipid content, mainly of phosphoethanolamine in the
final stage of the experiment.

Changes in the lipid composition of the myelin fraction similar in
nature, though slightly different in details, have been observed in our
study in EAE, they were: increased percentual content of cholesterol
accompanied by a relatively decreased amounts of galactolipids — ma-
inly of cerebrosides, without considerable changes of any particular
phospholipid classes. These changes have been observed as early as in
the preparalytic stage of the disease, in the period when morphological
signs of inflammation in the form of cellular infiltrates and glial reac-
tion were still absent. Thus the obtained evidence seems to indicate
that chemical changes, affecting the lipid composition in EAE precede
the morphological signs of myelin disintegration.

It appeared from the studies of Wisniewski et al. (1969) and from
those of Prineas et al. (1969) that demyelination occurred only in re-
gions where massive mononuclear infiltrates were seen. In the ultra-
structural picture of this stage of the disease there may be seen myelin
fragments located inside the macrophages surrounding the stripped bare
axons — which otherwise look unimpaired. Sometimes, the macrophage
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cells look as if they were tearing off whole fragments of the myelin la-
mellae. From these observations the authors concluded that immunologi-
cally induced phagocytosis constitutes the primary mechanism respon-
sible for the destruction of the theretofore normal myelin.

The results of our study, where considerable changes in the lipid com-
position of the myelin were seen as early as the prodromal stage of this
experimental disease, preceding the appearance of the inflammatory re-
action, seem to suggest that some changes in the lipid metabolism of the
myelin sheaths are seen before and independently of the structural in-
jury to the myelin sheaths, which is believed to be brought about by the
invading cellular infiltrates. Our present observations as well as those
reported by Wender and Zgorzalewicz (1972) demonstrating considerable
alterations in protein biosynthesis during this early stage of EAE, clearly
indicate that one of the effects evoked by the reaction antigen-antibody
in the nervous tissue is certainly disturbed metabolism of myelin.

As shown by Smith (1969b), the individual lipid components of mye-
lin incorporate glucose carbens at different rates. It is therefore not
unexpected that the pathological process of EAE affects specifically
only some of the myelin lipid constituents.

According to our experience cholesterol is the most resistant lipid
component of myelin which remains almost unaffected, The observed in-
crease in the proportion of that myelin component can be regarded as
being a relative effect resulting from the concomitant drop in other
lipid components of myelin in EAE. This relatively high stability of
cholesterol as one of the myelin components, might eventually result
from its very slow turnover and exchange rate. Recent investigations of
Spohn and Davison (1972) have shown that, contrary to the acknowled-
ged opinion, all subcellular fractions of the brain including myelin are
capakle of incorporating radioactive cholesterol. The rate of exchange,
however, for the myelin sheath is many times lower than for other frac-
tions of the nervous system.

M. Wender, Z. Adamczewska, J. Pankrac, A. Goncerzewicz

LIPIDY MIELINY W DOSWIADCZALNYM ALERGICZNYM ZAPALENIU
MOZGU I RDZENIA

Streszczenie

Doswiadczalne alergiczne zapalenie moézgu i rdzenia wywolywano u szczuré6w
bialych przez pcdanie $rodskérne mieszaniny antygenu moézgowego z adjuwan-
tem Freunda. Frakcje mielinowe wyodrebniano drogg ultrawirowania réznicowe-
20. Zawarto§¢ poszezeg6lnych lipidéw moézgu okre§lano po rozdziale drogg chroma-
tografii kolumnowecj.

Wyniki badan chemicznych wykazaly przesuniecia w obrazie lipidowym sklad-
nikéw mieliny. Najbardziej wyraZznym odchyleniem bylo obnizenie zawarto$ci gli-
kolipidéw i fosfatydéw z roéwnoczesnym wzglednym podwyzszeniem odsetka cho-

http://rcin.org.pl



216 M. Wender et al. Nr 2

lesterolu. Wskazuje to, Zze najbardziej stabilnym skladnikiem lipidowym mieliny
w EAE jest chclesterol. Obserwowane zmiany nie sg wspdtmierne z morfologicz-
nymi wykladnikami uszkcdzenia mieliny.

M.  Bengep, 3. Anamuercka, U. Ilaukpan, A. TI'onuemeBuy

JIUIIMIBI MUEJVMHA IIPU SKCIIEPMMEHTAJILHOM AJIIEPITMYECKOM
BOCITAJIEHUMMU T'OJIOBHOI'O U CIIMHEOI'O MOSTA

Pe3woMme

OKCIepUMMEeHTaJIbHOE aJlIePrMiyecKkoe BOCIaJIeHHe TOJOBHOTO M CIMHHOTO MO31a
BBI3bIBAIM y OeJibIX KpBIC IYTEM MNOAKOIKHOTO BBEAEHMA CMECH MO3roBOr0 aHTuUresa
C BCIIOMOraTejbHBIM JIEKApPCTBEHHBLIM cpeAcTBOM <Ppeiinaa. MueiuHOBYO (pakxyiio
BBRIZIENANN AuddepeHuMaNbHbIM yiabTpaueHTpudyruropaauem. Coaeprkaive OTHAelNb-
HBbIX JIMIIMAOB MO3ra onpene:mim nocJie pasjesieHus Ha XpomaTorpadimyeckoi KO-
JIOHKE.

XuMuuecKkme ucCIe0BaHMUA O0HAPYIKMIM CIBUTI B JMIIMAHON KapTHMHE KOMIIOHEH-
TOB MuesuHa. Hambosiee 4eTKUM OTKJIOHeHNEM ObLIO CHMZKEHME COJEepzKaHWA TIJIMKO-
aunuaeB u (ocdaTUAOB € OXHOBPEMEHHBIM OTHOCUMTEJLHBIM IIOBBIIUIEHUEM COJEP-
JaHMA XoJlecTepMHa. DTO yKasbIBaeT Ha TO, 4TO Haubojee CTaOMIIBHBIM JMOVHBIM
KOMIIOHEHTOM MuesuHa npu DAB saBasercs xojeriepuH. Habarozaemble u3MEHCHUS
He HBIAIOTCA COpPa3sMEpPHbIMM C MOP(OJIOrMYECKMMM II0Ka3aTeNAMyU IOBPEeKACHUA
MueJImuHa.

REFERENCES

1. Adamczewska Z.: Lipidy mozgu w do$wiadczalnym alergicznym zapaleniu
mézgu i rdzenia. Roczn. Akad. Med. Poznan, 1971, 5, 105—110.

2. Bartlett G.: Pheosphorus assay in column chromatography. J. Biol. Chem.,
1959, 234, 466—468.

3. Benetato G., Gabrielescu E. Boros L.: The histcchemistry of cerebral protea-
ses in experimental allergic encephalitis. Rev. roum. Physiol,, 1965, 2, 379—
—384.

4, Clausen J., Hansen J.: Myelin constituents of human central nervous system.
Acta Neurol. Scand. 1970, 46, 1—I17.

5. Cumings J., Goodwin H.: Sphingolipids and phospholipids of myelin in mul-
tiple sclerosis. Lancet, 1968, 2, 664—665.

6. Eto Y., Suzuki K. Suzuki K.: Lipid composition of rat brain myelin in trie-
thyl tin-induced edema. J. Lipid Res., 1971, 12, 570—579.

7. Folch-Pi J.,, Lees M., Slcane-Stanley G.: A simple method for the isclation
and purification of total lipid from animal tissues. J. Biol. Chem., 1957, 226,
497—511.

8. Horrocks L.: Composition of myelin from peripheral and central nervous sy-
stem of the squirrel monkey. J. Lipid Res., 1967, 8, 569—576.

9. Horrocks L.: Composition of mouse brain myelin during development. J. Neu-
rochem., 1968, 15, 483—488.

10. Kamoshita S., Rapin I, Suzuki K., Suzuki K.: Spongy degeneration of the
brain: a chemical study of two cases including isolation and characterisation
cf myelin. Neurolegy (Minneap.), 1968, 18, 975—985.

11. Kamcshita S., Aron A., Suzuki K., Suzuki K.: Infantile Niemann-Pick disease.
A chemical study with isolation and characterisation of membranous cyto-
plasmic bodies and myelin. Amer. J. Dis. Child., 1969, 117, 379—394.

http://rcin.org.pl



M. Wender et al. XIII

Fig. 1. Myelin fraction in electron microscopy picture. X 49 000.
Ryc. 1. Frekcja mielinowa w obrazie mikroskopowo-elektronowym. Pow. 49 000 .
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BADANIA DOSWIADCZALNE NAD NEUROTROPOWYM WPLYWEM
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W ostatnich latach obserwuje sie wieksze zainteresowanie grzybica-
mi. Wsréd wielu drozdzakow patogennych dla ludzi i zwierzgt wzrasta-
jaca role odgrywa grzyb drozdzoidalny Cryptococcus neoformans, ina-
czej zwany Torula histolytica, bedgcy czynnikiem etiologicznym krypto-
kckozy. Jest to grzyb zaliczany do drobnoustrojow oportunistycznych
(opportunistic microorganisms), staje sie natomiast grozny w sytuacjach
zwigzanych z obnizeniem obronnych sil gospodarza i zaburzeniach bio-
cenozy mikroflory (Borowski, 1973). Kryptokokoza u czlowieka moze
wystepowaé pierwotnie lub stanowi¢ powiklanie innych schorzen, szcze-
golnie tych, ktéorym towarzyszy uszkodzenie mechanizméw immunologi-
cznych, Moze ona zajmowaé wiele narzgdoéw, jednak uwaza sie, ze ma
specjalne powinowactwo do osrodkowego ukladu nerwowego i jest naj-
czestszg grzybica moézgu (Afek-Kaminska, 1960; Fetter i wsp., 1967;
Messina, 1969). Przebiega wowczas pod postacig zapalenia opon moézgo-
wo-rdzeniowych i mézgu. PiSmiennictwo dotyczgce kryptokokozy osrod-
kowego ukladu nerwowego jest dotychczas bardzo skromne w porow-
naniu z piSmiennictwem dotyczacym innych ukladéw i narzgdéw.

Obecna praca przedstawia dynamike zmian morfologicznych zachodza-
cych w ukladzie nerwowym po do$§wiadczalnym wszczepieniu Crypto-
coccus neoformans oraz analize ich rozmieszczenia w poszczegblnych
czeSciach moézgowia.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto dojrzale biale myszy (samce) rasy ,,Pborton". Mate-
rialem zakazajagcym byly komérki drozdzaka Cryptococcus neoformans
(szczep wlasny) zawieszone w jalowym fizjologicznym roztworze chlor-
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ku sodu. Myszy zakazono w uspieniu eterowym podajgc domoédzgowo w
okolice plata czolowego 0,05 ml zawiesiny, zawierajgcej okolo 500 000
komérek drozdzaka. Myszy w grupach po 5 zwierzat uSmiercano przez
dekapitacje po 2, 4, 8, 16 godzinach oraz po 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 i 26 do-
bach od chwili zakazenia. Wypreparowywane mozgowia cieto na trzy
czeSci w plaszezyznie czolowej i utrwalano w plynie Carnoy’a, a nastep-
nie zatapiano w zwykly sposéb w parafinie z woskiem. Seryjne skrawki
grubo$ci 5—8 w barwiono blekitem alcjanowym wg Mowry’ego z przy-
barwieniem safraning lub metodg PAS.

WYNIKI

Po uplywie 2 i 4 godzin od zakazenia znajdowano pojedyncze komorki
Cryptococcus neoformans w okolicy szczeliny podluznej moézgu, w Swie-
tle i w sgsiedztwie tetniczek wlosowatych i przedwlosowatych opony
miekkiej. W przebiegu dalszych okreséw zakazenia spostrzegano narasta-
jgce zmiany w ukladzie naczyniowym, w oponach i tkance nerwowej
moézgowia.

Po 8 godzinach stwierdzanc liczniejsze komorki drozdzaka w $Swietle
rozszerzonych tetniczek wlosowatych i przedwlosowatych opony miegk-
kiej oraz w przestrzeniach podpajeczynoéwkowych okolicy szczeliny po-
dluznej moézgu, skrzyzowania wzrokowego, cial suteczkowatych, okolicy
podstawnej mostu, rdzenia przedluzonego, szczeliny poprzecznej moézgu
oraz jego powierzchni grzbietowo-bocznej. Dos¢ liczne komorki drozdza-
ka byly widoczne w $wietle komoér bocznych i w splocie naczyniéwko-
wym tych komoér, mniej liczne w III i IV komorze moézgu (Schemat 1-Ay,
A, Ay).

Po 16 godzinach od zakazenia dostrzegano rozprzestrzenienie krypto-
kokéw w oponie naczyniowej i w przestrzeniach podpajeczynowkowych
na znaczniejszy obszar powierzchni wypuklej i podstawnej moézgu, po-
wierzchni podstawnej moézdzku, powierzchni podstawnej pnia moézgu,
glownie jednak w zbiornikach podpajeczynéwkowych. W otoczeniu nie-
wielu naczyn opony miekkiej kryptokoki tworzyly na ogét niewielkie
skupienia. W ich sgsiedztwie spostrzegano wieksze lub mniejsze nagrc-
madzenia granulocytow o wieloplatowym jgdrze. NajczeSciej catkowity
brak odczynu granulocytarnego. Na powierzchni wypuklej mozgu oraz
na powierzchni pétkul mézdzku znajdowano pojedyncze male obszary,
w ktérych nagromadzone drozdzaki odwarstwialy opone miekks, naru-
szajgc jej cigglos¢. Kryptokoki ujawnialy sie réwniez w wiekszej iloSci
niz poprzednio w S$wietle komér moézgu, szczegbélnie w komorach bocz-
nych. ' :

Po 2 dniach stwierdzano wieksze iloSci kryptokokéw w zbiornikach
podpajeczyndowkowych oraz komorach: moézgu. Dostrzegano liczniejsze
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niz poprzednio rozszerzone, wypelnione erytrocytami i (lub) drozdzakami
tetniczki wlosowate i przedwlosowate nie tylko w oponie migkkiej okry-
wajacej moézgowie lecz réwniez w glebi w okolicy podstawnej przodo-
moézgowia i Srédmoézgowia. Oprocz rozszerzonych tetniczek o niezmienio-
nych $cianach, znajdowano tetniczki wykazujgce obrzmienie $rédbton-

§ godz. Sdni

Schemat 1. Lokalizacja kryptokiok6w na przekrojach czolowych mézgowia po 8 go-

dzinach i 5 dniach od zakazenia: A; i B, — na poziomie rogbw przednich komoér

beceznyceh, A; i B, — na poziomie cial suteczkowatych, A; i B; — ma poziomie oliw
gornych.

Scheme 1. Localization of Cryptococcus Neoformans in the frontal sections of the-

brain 8 hours and 5 days after infection: A; and B, — on the level of anterior

horns of lateral ventricles, A; and B, — on the level of corpora mamullarxa Ay
and B3 on the level of superior olive.

kéw a nawet ich zluszczenie. Swiatlo tych naczyn bylo zwezone wsku-
tek wpuklajgcych sie¢ powiekszonych nieregularnie jgder komérkowych.
Przestrzenie okolonaczyniowe byly poszerzone. W okolicy podstawnej
przodomézgowia pod korg oraz w okolicy szwu w $rédmoézgowiu stwier-
dzano pojedyncze matle, nieregularne, pecherzykowate przestrzenie za-
wierajgce komoérki drozdzaka i erytrocyty. :

Po 3 dniach zwigkszala sie ilo§¢ i powigkszaly sie rozmiary skupier’x
kryptokokéw rozwarstwiajacych i uszkadzajgcych cigglo$é opony miek-
kiej na wypuktej powierzchni przodomézgowia i na powierzchni mozdzku.
Pojawialy sie rowniez podobne skupienia na powierzchni brzusznej
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srodmozgowia. W miejscach skupien drozdzakéw byly niekiedy wi-
doczne miskowate ubytki powierzchownych warstw kory mozgu lub
mozdzku albo powierzchownych warstw istoty bialej Srodmoézgowia.
Ubytki te mialy zwykle prawie regularng powierzchnig, rzadziej — nie-
regularnie pozazebiang. W bezposrednim sgsiedztwie ubytkéw na og6l
nie stwierdzano granulocytéw i (lub) komorek glejowych lub wystepo-
waly one w niewielkiej ilosci w ich bezpoSrednim otoczeniu. W komo-
rach i wodociggu moézgu znajdowano bardzo liczne kryptokoki, zwlasz-
cza w komorach bocznych (ryc. 1). W Scianie bocznej III komory stwier-
dzano na niewielkim obszarze rozwarstwienie wysciotki, a podwys$ciol-
kowo znajdowano po kilkanascie komoérek drozdzaka otoczonych niere-
gularnie nagromadzonymi granulocytami o wieloptatowym jadrze. Opi:
sane poprzednio pecherzykowate nieregularne jasne przestrzenie, za-
wierajace w $wietle lub w otoczeniu kryptokoki, wystepowatly liczniej
i byly niejednokrotnie wieksze (ryc. 2). Najcze$ciej ujawnialy sig one,
jako rozproszone ogniska, w korze i istocie bialej mo6zdzku, mniej cze-
sto — w korze przodomoézgowia, okolicy hipokampa, w jadrze ogonia-
stym, w glebokich strukturach $rédmézgowia w poblizu istoty szarej
srodkowej i szwu. W ich otoczeniu spotykano na ogoél niewiele granulo-
cytow i (lub) komérek gleju. :

Po uplywie 5 dni od zakazenia obserwowano rozleglejsze rozwarstwie-
nia i uszkodzenia cigglo$ci opony miekkiej oraz liczniejsze i wieksze kon-
glomeraty komorek drozdzaka, a takze poszerzenie przestrzeni podpaje-
czynowkowej, w ktorej ujawnialy sie¢ liczne granulocyty rozsiane i w
skupieniach. Powierzchowne ubytki kory moézgu i moézdzku bytly nieco
wieksze niz poprzednio i liczniejsze (Schemat 1-B;, B,, B;). Komory moéz-
gu byly wypelnione rozsianymi i skupionymi komoérkami drozdzaka.
Rozwarstwienia i uszkodzenia cigglosci wys$ciotki z podwysciotkowym
rozmieszcezeniem kryptokokéw znajdowano w bocznej i dolnej Scianie ITI
komory oraz jednostronnie w rogach dolnych komory bocznej. Peche-
rzykowate przestrzenie w wymienionych okolicach moézgowia byly nie-
wiele liczniejsze, ale wieksze i wielojamowe (Schemat 1-B;, B,, Bj). Po-
dobnie jak w dniach poprzednich zawieraly one komorki drozdzaka wi-
doczne niekiedy rowniez w otaczajacej tkance.

[Po 6 i 7 dobach narastata ilo§¢ kryptokokéow w oponie miegkkiej okry-
wajagcej mozdzek oraz Srodmoézgowie i w przestrzeniach podpajeczy-
néwkowych. W tych okolicach obserwowano rozleglejsze naruszenia
cigglosci opony miekkiej. Ilo§¢ pecherzykowatych jam w glebi moézgo-
wia ‘zawierajagcych kryptokoki wzrastala w tym okresie nieznacznie, na-
tomiast powiekszaly sie ich rozmiary (ryc. 3).

Po 8 1 9 dobach od zakazenia obraz zmian by} na ogét podobny. Zwra-
calo szczegdlng uwage nagromadzenie ogromnej ilosci kryptokokéw po-
siadajgcych grubg otoczke oraz licznych granulocytéw o jadrze wielo-
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platowym, zwlaszcza w otoczeniu zmienionych zapalnie tetniczek przed-
wlosowatych i wlosowatych opony miekkiej i w poszerzonych przestrze-
niach podpajeczynéwkowych, pokrywajacych powierzchni¢ podstawng
moézgowia i prawie calg powierzchnie moézdzku. Sposroéd wszystkich ko-
moér mézgu wypelnionych obficie komoérkami drozdzaka, komory boczne

9 dni 26 dni

Schemat 2. Lokalizacja kryptokokéw na przekrojach czolowych moézgowia po 9 i 26

dniach od zakazenia: C; i D, —na poziomie rogéw przednich komér bocznych.

C; i D, — na poziomie ciat suteczkowatych, C; i D3 — na poziomie oliw gbrnych.

Scheme 2. Localization of Cryptococcus Neoformans in the frontal sections of the

brain 9 and 26 days after infection: C, and D; on the level of anterior horns of

lateral ventricles, C; and D, —on the level of corpora mamillaria, C; and D; —
on the level of superfior olive.

i komora IV byly poszerzone. Zwigkszaly sie rozmiary wielopecherzy-
kowych, zawierajacych kryptokoki, przestrzeni w glebi przodomoézgo-
wia, §rédmézgowia, mostu, rdzenia przedluzonego, a przede wszystkim
mozdzku, uszkadzajacych w ich obszarze wszystkie elementy tkanki ner-
wowej (Schemat 2-C,, C,, C;). Stwierdzano niejednakowe nasilenie tych
‘zmian w poszczegbélnych czesciach mézgowia.

Po 26 dobach wszystkie zbiorniki podpajeczynéwkowe byly poszerzo-
ne wskutek ogromnych nagromadzen kryptokokéw i granulocytow
o wieloplatowym jadrze. Rozwarstwienia i naruszenia ciaglosci opony
migkkiej wystepowaly na znaczniejszych obszarach powierzchni mézgo-
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wia a szczegblnie moézdzku. Powierzchowne ubytki kory mézgu i moézdz-
ku byly liczniejsze i wieksze, a odczyn komoérkowy w sasiedztwie ubyt-
kow niewielki, Poszerzone komory moézgu wypelnialy bardzo liczne kryp-
tokoki. W rogach przednich komér bocznych i $cianach bocznych ko-
mory III bylo widoczne na wiekszych niz poprzednio obszarach narusze-
nie cigglosci wysciolki. Podwysciotkowo ujawnialty sie wieksze kolonie
drozdzaka. W ich otoczeniu odczyn komérkowy byl przewaznie staby.
Wielopecherzykowe nieregularne przestrzenie, zawierajgce = kryptokoki
i uszkadzajgce wszystkie elementy tkanki nerwowej byly znacznie wie-
ksze i wystepowaly liczniej podkorowo i w glebi poszczegdélnych czesc:
moézgowia a szczegbdlnie w mozdzku (Schemat 2-Dy, D,, Dj).

OMOWIENIE

Dotychczasowe badania nad kryptokokozg osrodkowego ukladu ner-
wowego opieraly sie glownie na spostrzezeniach anatomo-patologicznych
sekcjonowanych moézgoéw ludzi zmarlych z powodu kryptokokowego za-
palenia opon moézgowo-rdzeniowych i moézgu. Badania nad doswiadczal-
ng kryptokokozg ukiladu nerwowego sg bardzo nieliczne. Jedynie Levine
i wsp. (1957) zakazali drozdzakiem Cryptococcus neoformans biate my-
szy drogg domoézgowa, dootrzewnowsg i podskéorng. Stwierdzili oni naj-
wiekszg odpowiedz zapalng ze strony tkanki podskérnej, najmniejszg
za$§ ze strony ukladu nerwowego z réwnoczesnym najwiekszym uogol-
nieniem procesu. Podobnie w naszych badaniach stwierdzono weczesne
rozsiane zmiany gléwnie w przestrzeniach podpajeczynéwkowych, a w
pézniejszym okresie w glebi tkanki nerwowej, gltéwnie w postaci licz-
nych jamek wypelnionych kryptokokami. Zmniejszona reaktywnosé
tkanki nerwowej w stosunku do C. neoformans pozwolila na przesledze-
nie drog przenikania tego drozdzaka w obrebie modzgu. Pojawienie sie
jego wpierw w przestrzeniach plynowych, gtéwnie na podstawie mozgu,
moze wskazywaé¢ na istnienie w tej okolicy dogodnych warunkéw dla
jego rozwoju. Littman (1958) twierdzi, ze niezbednym skladnikiem do
prcdukeji otoczek grzyba jest tiamina. W plynie moézgowo-rdzeniowym
ilos¢ jej znacznie przewyzsza poziom, jaki jest niezbedny do syntezy
otoczki grzyba. Fakt ten tlumaczy niezwyklg latwos¢ wytwarzania przez
komoérki C. neoformans otoczek po dostaniu sie do ptynu moézgowo-rdze-
niowego. Obecnos$¢ otoczek wigze sie z ich zjadliwoscig. Byé moze, jest
to jeden z czynnikéw lezacych u podstaw neurotropizmu C. neoformans
i wyjasniajacy pojawienie sie kryptokoka wpierw w przestrzeniach pod-
oponowych i w ukladzie komorowym. Po dluzszym przezyciu myszy,
ilos¢ kryptokokéw w przestrzeniach oponowych wybitnie narastala. Po-
wodujg one odwarstwienie opony miekkiej, jak réwniez uszkadzajg po-
wierzchowne warstwy kory moézgu. W tych okolicach zaréwno naczynia
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Ryce. 1. Trzy dni po zakazeniu demézgowym. Kryptokoki wypelniaja komore bocz-
na mozgu. Blekit alcjanowy. Pow. 7 X 6,3.

Fig. 1. Three days after intracerebral infection. Cryptococcus Neoformans fills the
lateral ventricle. Alcian blue staining. Magn. 7 X 6.3.

e

Ryc. 2. _Trzy dni po zakazeniu domézgowym. Ubytek tkankowy w glebi przodn-
mozgowia. Wewnatrz | na zewnatrz jamki komorki grzyba. Blekit alcjanowy. Pow.
6,3 X 16.

Fig. 2. Three days after intracerebral infection. Tissue loss inside prosencephalon.
The fungus cells inside and outside of monovesicular space. Alcjan blue. 6.3 X 15.
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Ryc. 3. Siedem dni po zakazeniu domézgowym. Wiekszy ubytek tkankowy w glebi
przodomézgowia. Wewnatrz i na zewnatrz jamki komoérki grzyba. Staby odczyn
komoérkowy. Biekit alcjanowy. Pow. 6,3 X 16.

Fig. 3. Seven days after intracerebral infection. More extensive tissue loss inside
the prosencephalen. Inside and outside of the multivesicular space fungus cells are
seen. Weak cell reaction. Alcjan blue. Magn. 6.3 X 16.
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krwiono$ne jak i przestrzenie okolonaczyniowe sg rozszerzone. Moze
to wskazywa¢ na szerzenie sie kryptokokéw z opon na moézg przez cig-
glos¢, za§ w samym moézgu drogg przestrzeni okolonaczyniowych. Po-
dobne wyniki cbserwacji podaje szereg autoréw (Afek-Kaminska, 1960:
Kurc i wsp., 1970; Messina, 1969; Rose i wsp., 1958; Zawirska, Bratter,
1958). Z plynem moézgowo-rdzeniowym drozdzaki dostajg sie do ukladu
komorowego, gtownie do komér bocznych, uszkadzajg wysciotke komor
i tkanke nerwowg okolicy przykomorowej.

Wczesne znalezienie komoérek drozdzaka w S$wietle naczyn przedwio-
sowatych i wlosowatych z réwnoczesnym rozszerzeniem tych naczyn
wskazuje, ze drogi krwionosne sg miejscem przenikania kryptokokéow
w glab tkanki nerwowej. Podobnie Levine i wsp. (1957) juz w pierw-
szym dniu po wszczepieniu znalezli komoérki C. neoformans w S$wietle
naczyn wlosowatych. Zmiany w obrebie moézgu pojawiajg sie¢ w nastep-
nej kolejnosci. Pierwsze ogniska w glebi moézgu znaleziono w drugim
dniu po zakazeniu w postaci pojedynczych jamek (ubytkow tkanko-
wych) o réznym ksztalcie i réznej wielkosci, przewaznie ostro odgrani-
czonych od otaczajgcych tkanek i zawierajgcych niewielkg ilo$§¢ kryp-
tokokow. Po dluzszym okresie przezycia myszy, ilos¢ ich wyraznie na-
rastala i cechowal je wiegkszy polimorfizm. Czasami wystepowaly one
symetrycznie lub prawie symetrycznie w obu potkulach, czesciej blizej
podstawy mozgu. Taka lokalizacja moze réwniez wskazywaé na istnienie
krwiopochodnych mechanizméw w szerzeniu sie kryptokokozy ukladu
nerwowego. Afek-Kaminska (1960) uwaza, ze ogniska te sg jamkami po
rozmigkaniu powstajgcym prawdopodobnie na skutek dzialania wytwo-
row przemiany materii grzyba.

Nasze obserwacje wskazujg na szczeg6lne zachowanie sie odczynu ze
streny tkanki nerwowej w bezposrednim sgsiedztwie ubytkéw tkanko-
wych i powierzchownych warstw kory moézgu. Odczynowos¢ ta w sto-
sunku do drozdzakéw nie jest duza, o czym $wiadczy stosunkowo malv
odczyn granulocytarny i glejowy, nawet w mozgowiach myszy, ktére
przezyly 26 dni. Jest on jednak wiekszy w oponach. Levine i wsp. (1957)
poréwnywali odczynowos$é réznych tkanek w stosunku do C. neoformans
i stwierdzili, ze jest ona najmniejsza wlasnie w tkance nerwowej. Po-
dobne zjawisko obserwowali inni autorzy (Dominiczak i wsp., 196Z;
Kurc i wsp., 1970; Matheis, 1960; Messina, 1969; Rose i wsp., 1958; Za-
wirska, Bratter, 1958). Kurc i wsp. (1970) uwazaja, ze skgpa odpowiedz
zapalna ze strony ukladu nerwowego jest prawdopodobnie wyktadni-
kiem zaburzen reaktywnosci ukladu siateczkowo-$rédblonkowego. Po do-
otrzewnowym podaniu kryptokokéw Levine i wsp. (1957) znalezli u my-
szy duze zmiany w moézgu. Ma to wedlug nich $wiadczyé o braku od-
pornosci ze strony tkanki nerwowej w stosunku do krgzacych we krwi
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komorek drozdzaka. Ponadto znaczne paczkowanie tych komoérek —w
uszkodzonych okolicach moézgowia wskazuje na ich aktywny wzrost w
sprzyjajacym Srodowisku.

Podobienstwo uszkodzen moézgowych u czlowieka i w kryptokokozie
do$wiadczalnej moze wskazywac na istnienie duzej wrazliwosci oSrodko-
wego ukladu nerwowego na zakazenia grzybicze.

M. Comexk, }O. Tapmac, B. fIkybuu

OKCIIEPUMEHTAJIBHBIE VCCIEIOBAHUA HEVPOTPOITHOTO BIUABUS
CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

Pes3wmMme

Bu10 mpociierkeno Bauanyue 3apaxenus Cryptococcus neoformans Ha ueiTpaiL-
LYI0 HEpBHYIO cucTeMy O0enbix Mmbnuey. Mo3r Mbllled 3apazkajy BHYTPUMO3TUBOM
UH'bEKLMEN cycneH3uu, copepzxaniert 500000 kiuerok C. neoformans. Ha cpezax,
OKpallleHHBIX aJbIMAHOBBLIM CHMHMM M MeToloM PAS, HaGmofany NOKaJIU3auMio KaH-
auao3a U MOpdoJoTMYecKMue M3MEHEHMA B pas3fIMYHbIX YacTAX MO3ra depe3 2 daca
u g0 26 pgHen mocJie MHBEKIMU. YiKe uepe3 2—4 yaca NOCJae MHBEKUUY MOHHO
Ob1JI0 3aMeTUTh KIETKU KaHauaa B cocynucror obosiouke B obiacTy npoaO0JIbHOM
THeay mo3ra. B mocieayrounme JHM KOJMYECTBO KJIETOK KaHAMABI BO3pacTallo B Cy-
OapaxHOMaJILHOM ITPOCTPAHCTBE, IIPEezKJe BCEro B LUCTEPHAX OCHOBaHMUA MO3ra
U Ha J0P3ajJbHOM MOBEPXHOCTM MO33KeuKa. B GoJbIIMX KOJMYEeCTBax KJETKMU ObLIu
TaK3Ke 3aMeTHbI B IIPOCBETE KeJyAoYyKoB. Habmrozanock HapylieHME HeNpepbIEHOCTH
cocyaucToir 06OJIOYKM M IOBpeXJeHMe IIOBePXHOCTHLIX CJIOEB KOPbI MO3ra M MO3-
JKeuKa.

Haumuas co BTOPOro AHS IIOCJEe MHBEKIMM B TIyO0OKMX oOOJacTaAX Mo3sra Oblim
HajileHbl MaJleHbKMe 1IelIepUCThbie npocTpadcTBa. Ilo3zKe ouu Oblm Gosee mMHOTO-
YUCJIIEHHBIMM U MHOTOITY3bIpYaThbIMM. IloJyueHHble pe3yJETaThl MO3BOJMIIM IPOBECTU
anaan3 Hemporponusma Kauauanl Cryptococcus neoformans.

M. Sopek, J. Tarmas, W. Jakubicz

EXPERIMENTAL INVESTIGATIONS ON THE NEUROTROPIC EFFECT
OF CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

Summary

The influence of Cryptococcus neoformans on the central nervous system of
white mice has been investigated. The brains of animals were infected by intra-
cerebral injection (500 00¢ of Cryptococcus cells in suspension). Localization of the
funzus and morphological changes in particular parts of the brain were studied
in the period of 2 hours to 26 days after the infection on the histological sections
stained with Alcian blue or PAS method.

Already 2 and 4 hours after infection the fungus cells were seen in pia ma-
ter of longitudinal cerebral fissure area. In the subsequent days the amount of
Cryptococcus neoformans cells increased in subarachnoid space. This increase
was usually most pronounced in the cisterns of the brain base and on the dorsal
surface of cerebellum. Large quantities of the fungus cells were also visible in
lumen of ventricles. In sddition discontinuity of pia mater and damage of super-
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ficial layers of cerebral and cerebellar cortex were observed. From the second day
after infection the small lacunae were found in various deeper areas of the brain.
Such lacunae were later more numerous and multivesicular. The obtained results
allowed to carry out analysis of neurotropism of Cryptococcus neoformans.
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Citrate, with coparticipation of adenine nucleotides plays the role of
regulator of a number of metabolic processes in the cytoplasm (glycoly-
sis, synthesis of fatty acids, acetylcholine and others — Atkinson, 1969;
Tucek, 1967 a).

In normal conditions, citrate oxidation in the brain cytoplasm may
proceed as in other tissues with the participation of citrate lyase (oxa-
loacetic ATP/citrate lyase, E.C.4.1.3.8.) (Srere, 1968, Tucek, 1967 b), as
well as by conversion of this compound to isocitrate (aconitase — iso-
citrate hydrolase E.C.4.2.1.3.) and subsequently to a-ketoglutarate
(NADP-dependent isocitrate dehydrogenase) and to oxaloacetate and
glutamate (aspartate transaminase — 0 aspartate 2a-ketoglutarate ami-
notransferase E.C.2.6.1.10) (Gromek, Rafalowska, 1972). A number of
authors have shown that significant changes in the substrate levels and
energy state of the cells occur in the conditions of hypoxia and ane-
sthesia (Duffy et al., 1972; Goldberg ‘et al., 1966; Dobkin, 1972).

During hypoxia the amount of citrate in the cytoplasm increases as
the consequence of enhanced migration of this compound from thes mi-
tochondria.

It seemed reasenable to assume that under conditicns of hypoxia
or anesthesia, the process of citrate oxidation may undergo significant
disturbances, which in turn could lead to changes in the mechanism re-
gulating the carbohydrate and energy metabolism in the CNS.

The present study concerns the effect of hypoxia and nembutal ane-
sthesia on citrate oxidation in the brain cytoplasm, in the process me-
diated by NADP-dependent isocitrate dehydrogenase.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were carried out on Wistar rats weighing ca 200 g.
The animals were subjected to hypoxia in a chamber containing 7% O,
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(oxygen content being controlled with an oxygen electrode), for 30 min.
In decapitative ischemia, the brains were isolated after the heads had
been kept for 4 min, at 37°C. A 30 min. anesthesia was produced by
intraperitoneal injection of nembutal in a dose of 40 mg/kg body weight.

The cytoplasmic fraction was obtained by homogenization in 0.125 M
KCl of various brain structures (hemispheres, brain stem, cerebellum)
isolated directly after decapitation. The homogenates (20% w/v) were
centrifuged at 25000 X g for 30 min in an 4.25 angle rotor of a MSE
(69 404) centrifuge. The supernatants were centrifuged at 105000 x g
for 1 hr in a Janetzky VAC 60 ultracentrifuge. All operations were
carried out at 0°C.

The obtained cytosol was tested for the presence of mitochondrial im-
purities by determing the activities of threo-Ds-isocitrate; NAD oxido-
reductase (decarboxylating (E.C.1.1.1.41) and glutamate dehydrogenase
(E.C.1.4.1.3). The absence of these enzymes in the cytosol indicated the
absence of mitochondrial impurities.

Citrate was enzymatically oxidized at 37°C. The incubation mixture
contained: 64 wmoles Tris-HCI, pH 7,4; 22,5 nmoles MnSO4; 0,5 wmole
NADP; 1,0 umole citrate, and 2 mg of cytosol protein. Incubation was
carried out for 10 min. and the reaction was stopped by addition of
TCA to a final concentration of 5%.

Citrate was assayed by the chemical method of Natelson et al. (1948).
NADP-dependent isocitrate dehydrogenase activity was determined by
the spectrophotometric method of Ochoa (195%). Aconitase was tested
by measuring the increase in citrate content. Aspartate aminotransfe-
rase was assayed acording to Bergmeyer and Bernt (1963 b). A crystal-
line preparation of malic dehydrogenase previously deprived of
(NH,);SO4 by 24 hrs dialysis at 0°C was used.

Glutamate was determined in deproteinized samples according to
Bernt and Bergmeyer (1963 a). Determination of threo-Ds-isocitrate:
NAD oxidoreductase (E.C.1.1.1.41) was carried out by the method of
Plaut and Sung (1955) and glutamate dehydrogenase (E.C.1.4.1.3) was
determined by the method of Schmid (1963). The mitochondrial fraction
was cbtained by the method of Ozawa et al. (1966).

Mitochondria were disrupted by sonification for 1 hr at 18 Hz. Prein-
cubation of the mitochondrial fraction with oleate was carried out at 0°C
for 10 min in the presence of 200 umoles of oleate/mg of protein. Pro-
tein was assayed by the method of Layne (1957). The standard curve
was prepared using bovine serum albumin fraction V.

Reagents: NADP and ATP were Sigma and NAD Boehringer and
Socehne GmbH products, sodium citrate and sodium isocitrate were Polish
preparaticns.

http://rcin.org.pl



Nr 2 Citrate oxidation in brain 231

RESULTS

The activity of the cytoplasmic IDH NADP-dependent citrate oxidi-
zing system, measured by the loss of citrate, decreases in hypoxic and
ischemic conditions. No changes were observed in the case of anesthesia.

Table 1. Effect of ischaemia, hypoxia and anaesthesia on citrate oxidation by rat brain
cytosol
Tabela 1. Wplyw ischemii, hypoksji i anestezji na utlenianie eytrynianiu w cytozolu
mozgu szezura,

i . Anaesthesia
Control  Ischaemia Hypoxia Anestezja
g : Nembutal
Kontrola Ischomia  Hypoksja Nombutal

Citrate utilization by cytoplasmic

fraction in nmol/mg protein/min 13.5 10.4 9.2 . 13.7
40.63 (5) +2.50 (5) +0.42 (7) 40.69 (3)

Zuzycie cytrynianiu we frakeji eyto-

plazmatycznej w nmol/mg biatka/min

Incubation mixture contained: Tris-HCl, pH 7,3, 64 gmoles; MrSO4, 22.5 umoles;
citrato, 1.0 ymole; NADP, 0.5 umole; cytoplasmic protein, 2 mg. Incubation time—
10 min. Values are means +SE for tho number of experiments ir. brackets.
Mieszanina inkubacyjna zawierala : Tris-HCl, pH 7.3, 64 gmole; MnSO4, 22.5 umole;
cytrynian, 1.0 yumol; NADP, 0.5 umola; biatko cytoplazmatyczne, 2 mg. Czas inku-
bacji — 10 min. Wyniki przedstawiajg $rednig +SE. W nawiasach podano liczbe dos-
wiadezen.

The activily of aconitase and aspartate transaminase — enzymes in-
volved in the examined sequence of reactions — was not found to be
affected by any of the applied pathological conditions. The NADP —
dependent isocitrate dehydrogenase activity increases both in hypoxia
and anesthesia.

Measurements of glutamate tissue content in normal conditions, in hy-
poxia and anesthesia revealed that the level of both endogenic gluta-
mate and that formed in vitro in the citrate oxidation reaction decrea-
ses during hypoxia as compared to the control and anesthesia.

The activity of IDH NADP localized in the mitochondrial fraction
changes also in hypoxic conditions. Both in the fresh mitochondrial
fraction and in that preincubated at 37°C obtained from animals sub-
jected to hypoxia, the IDH NADP activity was not observed. The soni-
ficated mitochondrial fraction also showed a much lower IDH NADP
activity after hypoxia as compared with the control.
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Table 2. Aconitase, aspartate aminotransferase and NADP — isocitrate dehydrogenase
activity in eytosol of rat brain under different conditions

Tabela 2. Aktywnosé akonitazy, asparaginianowej aminotransferazy i NADP-izocytry-

nianowej dehydrogenazy w eytozolu mézgu szezura w réznych warunkach doswiadezalnych

pmole/mg protein/min
umole/mg bialka/min

Control Hypoxia  Anaesthesia
Kontrola Hypoksja Anestezja
I Aconitase 7.3 7.6 7.4
Akonitaza +0.04 (3) +0.46 (3) +0.95 (3)
II Aspartate aminotransferase 24.0 23.0 23.0
Asparaginianowa aminotransferaza 0 (3) +0.76 (3) +0.90 (3)
IIT NADP-isocitrate dehydrogenase 10.1 15.1 14.2
NADP-izocytrynianowa dehydroge- +0.72 (6) +1.62 (4) +0.87 (9)
naza
I - Incubation. mixture contained: Tris-HCl, pH 7.3, 64 pmoles; MnSO,, 22.5 pmoles;

cytoplasmic protein, 2 mg; isocitrate 1.0 pmole. Incubation time-— 10 min.
The citrate increase was measured. :

I - Mieszanina inkubacyjna zawierala: Tris-HCl, pH 7.3, 64 pmole; MnSO, 22.5
umola; bialko cytoplazmatyczne, 2 mg; izocytrynian 1.0 pumol. Czas inkubacji —
10 min. Mierzono wzrost cytrynianu.

II — Incubation mixture contained in the final volume of 3 ml; 2.3 ml of 0.1 M phosphate
buffer pH 7.6 containing 1.2x 10" M aspartate, 0.1 ml of 0.2 M qa-ketoglutarate,
0.05 ml of 1.2x10~> M DPNH, 0.25 mg/ml of MDH. Incubation time — 5 min.

II -— Mieszanina inkubacyjna o koricowej objetosci 3 ml zawierata: 2.3 ml of 0.1 M
fosforanowego buforu pH 7.6 zawierajgscego 2.5x 107" M asparaginian, 0.1 ml
0.2 M g-ketoglutaran, 0.05 ml 1.2x 10> M DPNH, 0.25 mg/ml MDH. Czas
inkubacji — 5 min.

IIT — Incubation mixture contained: Tris-HCl, pH 7.3, 40 pmoles; MgCl,, 18 pmoles;
isocitrate, 0.6 pmole; NADP, 0.5 pmole, cytoplasmic protein 0.7 mg. Incuba-
tion time — 5 min.

IIT — Mieszanina irkubacyjna zawiorata: Tris-HCl, pH 7.3, 40 pmoli; MgCl,, 18 pmoli;
izocytrynian, 0.6 pmola; NADP, 0.5 pmola, bialko cytoplazmatyczne 0.7 mg.
Czas inkubacji — 5 min.

Values are means + SE for the number of cxzperiments in brackets.
Wyniki przedstawiajg $rednig = SE. W nawiasach podano liczbe do$wiadczen.

Preincubation of mitochondria with oleate (200 wmoles/mg of protein)
was found to induce enzyme activity. However, preincubation of mito-
chondria previously disrupted by sonification does not produce any in-
crease of the IDH NADP activity.

Tt was observed that in normal conditions the in vitro activity of cy-
toplasmic IDH NADP is inhibited by ATP in concentrations of 10-7 M
and higher. Lower ATP concentrations stimulate the enzyme activity.
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Table 3. Effect of hypoxia and anaesthesia upon glutamate concentration in eytosol
of rat brain

Tabela 3. Wplyw hypoksji i anestezji na stezenie glutaminianu w cytozolu mézgu szezura

umole of glutamate in the whole sample
pmole glutaminianu w calej prébie

Conditions - : -
after citrate oxidation rea-
Wirnsil dodee endogenous ction
oendogenne po reakeji utleniania cytrynia-
nu

Control 0.262 0.890

Kontrola +0.0091 (3) +0.0037 (3)
Hypoxia 0.221 0.760

Hypoksja +0.0069 (3) +0.0012 (3)
Anaesthesia 0.257 0.891

Anestezja +0.0085 (3) +0.0012 (3)*

The citrate oxidation reaction was performed in a mixture containing: Tris-HCI,
pH 7.3, 64 pmoles; MnSO,, 22.5 pmoles; NADP, 0.5 pmole ; sodium isocitrate, 1.0 pmole;
cytoplasmic protein, 2 mg. Incubation time — 60 min. The glutamate concentration
after the reaction was expressed as a difference between the obtained value and the
amount of endogenous glutamate. Values are means + SE for the number of experiments
in brackets.

Reakcja utleniania cytrynianu prowadzona byla w mieszaninie zawierajace]: Tris-HCI,
pH 7.3, 64 pmole; MnSO,, 22.5 pmola; NADP, 0.5 pmola; izocytrynian sodu, 1.0
pmol; bialko eytoplazmatyczne, 2 mg. Czas inkubacji — 60 min. Stezenie glutaminianu
po reakeji bylo oznaczane jako réznica miedzy uzyskang wartoscig a iloscig endogennego
glutaminianu. Wyniki przedstawiajg srednig +SE. W nawiasach podano liczbe doswiad-
czen.

DISCUSSION

The drop in activity of the cytoplasmic citrate-oxidizing system (Gro-
mek, Rafalowska, 1972) observed in ischemic and hypoxic conditions (Ta-
ble 1) is not related to changes in activity of the enzymes participating
in the examined sequence of reactions (Table 2). In normal conditions,
aconitase, isocitrate dehydrogenase and aspartate transaminase activities
were close to those obtained for the brain tissue by Shephard (1954, 1956)
and Balazs et zl. (1966). In hypoxia, aconitase and aspartate transami-
nase activities remained unchanged, while that of IDH NADP increased
(Table 2). However, the level of the final product of the examined
sequence of reactions-glutamate- was found to decrease under hypoxic
conditions (Table 3). Taking into account the above data and the fact
that the amount of citrate introduced into the reaction was optimal, one
may assume the decrease of aspartate level and accumulation of alpha-
-ketoglutarate to be the cause of inhibition of citrate oxidation in hy-
Neuropatologia Polska — 6
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Table 4. Effect of storage and sonification on IDH NADP activity in mitochondrial
fraction of rat brain under hypoxic conditions

Tabela 4. Wplyw przechowywania i sonifikacji na aktywnosé IDH NADP we frakeji
mitochondrialnej mézgu szczura po hipoksji.

umole NADPH/mg protein/min
umole NADPH /mg bialka/min

Conditi
v fresh mitochondrial mitochondrial fraction sonificated mitochon-
Wattnki fraction preincubated at 37° C drial fraction

$wieza frakcja preinkubowana frakeja  sonifikowana frakcja
mitochondrialna mitochondrialna w 37° C mitochondrialna

Control 0.52 3.40 5.50

Kontrola +0.12 (6) +0.90 (3) +0.69 (3)

Hypoxia 3.3

Hypoksja 0 (3) 0 (3) +0.76 (3)

Incubation mixture contained: Tris-HCl, pH 7.3, 40 pmoles; MgCl,, 18 umoles;
isocitrate, 0.6 pmole; NADP, 0.5 pmole, mitochondrial protein, 1.5 mg; KCN, 1 mM.
Values are means +SE for the number of experiments in brackets.

Mieszanina inkubacyjna zawierala: Tris-HCl, pH 7.3, 40 pmoli; MgCl,, 18 pmoli;
izocytrynian, 0.6 pmola; NADP, 0.5 pmola, mitochondrialne bialko, 1.5 mg; KCN, 1 mM.
Wyniki przedstawiaja $rednia —SE. W nawiasach podano liczbe do$wiadczen.

poxia in the examined sequence of reactions. This suggestion is consi-
stent with the results obtained by Tews et al. (1963) and Duffy et al.
(1972), who demonstrated a decrease of aspartate level and an increase
of alpha-ketoglutarate content in brain during hypoxia.

e y g 77, resh mitochondIr

%5'0— : D mitochondr:fr. + oleate

Q\ S—

§ .

% —| BB sonificated mitochondfr

§ ] =] somfucated mutochondrfr + oleatt
S 10 ——

/7/ ‘/3‘/ /3‘/ /3/

Fig. 1. Effect of oleate and sonification on IDH NADP activity in mitochond-
drial fraction.

Wykres 1. Wplyw oleinianu i sonifikacji na aktywno§¢ IDH NADP we frakcji
mitochondrialne;.

The absence of changes in citrate oxidation during anesthesia ensures
sufficient amounts of aspartate, which level increases in barbiturate ane-
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sthesia (Dobkin, 1972). In brain the mitochondrial fraction contains
about 10% of the total amount of IDH NADP (Rafatlowska, et al., 1973).
In hypoxia, the activity of this enzyme in the mitochondrial fraction de-
creases (Table 4). Oleate causes appearance of the IDH NADP activity
in the fresh mitochondrial fraction, not affecting this activity in mito-
chondria sonificated prior to the test (Fig. 1). It seems that the increase

ey
130 T
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S /40 4 :
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L
s [ zlElElElElElE
E(R2n|e|2
Ol © Fig. 2. IDH NADP-dependent activity
1 in cytosol of brain in the presence of
: ATP. Wykres 2. Aktywnosé IDH NADP-
171 13] 131 [3] [3] [3] [3] -zaleznej w cytozolu moézgu ‘w obecnoéei
ATP concentration ATP. )

of the IDH NADP activity in the cytoplasmic fraction, with a concomi-
tant decrease of this activity in the mitochondrial fraction observed in
hypoxia might be due to the penetration of the enzyme from mitochon-
dria to the cytoplasm. This phenomenon is probably related to structural
changes within the mitochondrial membranes in the presence of fatty
acids (Wojtczak et al., 1969), which are known to accumulate in condi-
lions of oxygen insufficiency (Bazan et al., 1971la, Strosznajder et al.,
1972).

From the works of Bazan (1972 b) and Majewska et al. (1974) it ap-
pears that contrary to hypoxia, nembutal anesthesia produces no release
of fatty acids in the mitochondria. In addition, anesthetics are known
the exhibit a stabilizing effect on the membranes by inhibiting the hy-
drolytic activity of phospholipase A (Scherphof et al., 1972).

Recent studies (Rossowska, Rafalowska, 1973) revealed that the in-
crease in activity of some enzymes in the cytosol with its parallel drop
in the mitochondrial fraction, which is characteristic of hypoxia, is not
to be seen in animals in which hypoxia was induced after administration
of nembutal.

The results of the above mentioned studies suggest that the increase
of IDH NADP activity in cytosol observed during anesthesia could have
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not resulted from the penetration of the enzyme from mitochondria.
As shown in Fig. 2, low concentrations of ATP (2—E0 nmoles) cause
an increase of the IDH NADP activity.

Gatfield et al. (1966) demonstrated that the cerebral ATP level in
anesthesia is somewhat higher than in control conditions and the decre-
ment of the brain ATP content occurring usually in the course of pre-
paration, is less marked in anesthetized than in control animals.

Possibly the low ATP concentrations applied in the present experi-
ments, which bring about an increase of the in bitho IDH NADP acti-
vity, correspond to the ATP level in brain cytosol in animals subjected
to nembutal anesthesia and cause the observed increase of the enzyme
activity.

The present work represents the first step in studies aiming at elu-
cidation of the sequence of disturbances of the mechanism regulating
carbohydrate and energy metabolism in the CNS in pathological con-
ditions.
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U. Rafalowska, A. Gromek

WPLYW NIEDOSTATKU TLENOWEGO I NARKOZY NEMBUTALOWEJ
NA UTLENIANIE CYTRYNIANU W CYTOZOLU MOZGU SZCZURA

Streszczemie

Badano wplyw niedoberu tlenowego i anestezji nembutalowej na aktywno$é¢ cy-
toplazmatycznego systemu utleniania cytrynianu w moézgu szczuréow.

W warunkach hypoksji obserwuje sie obnizenie aktywno$ci ukladu. Anestezja
nembutalowa nie zmienia aktywno$ci cyklu. Inhibicja utleniania cytrynianu w
cytoplazmie moézgu szczurow w warunkach hypoksji nie zalezy od zmian aktyw-
nosci enzyméw biorgcych udzial w procesie utleniania.

W warunkach hypoksji aktywno§é akonitazy i transaminazy asparaginianowej
nie zmienia sig, a dehydrogenazy kwasu izocytrynianowego, NADP-zaleznej —
wzrasta. Zawarto§¢ glutaminianu w mo6zgu zwierzat poddanych hypoksji ulega
obnizeniu. Obnizenie zawarto$ci asparaginianu moze by¢é odpowiedzialne za inhi-
bicje aktywno$ci cyklu w warunkach hypoksji, a w warunkach anestezji obser-
wuje sie wzrost asparaginianu, ktéremu odpowiada normalna aktywno$é cytopla-
zmatycznego utleniania cytrynianu. Wzrost w cytoplazmie aktywno$ci dehydroge-
nazy izocytrynianowej w warunkach hypoksji, zwigzany jest najprawdopodobniej
z przenikaniem enzymu z mitochondriow. Odno$nie podwyzszonej aktywno$ci en-
zyrau w warunkach anestezji nembutalowej mozna uwazaé za bardzo prawdopo-
dobny udzial ATP, ktérego poziom ulega podwyzszeniu.

V. Padanoscka, A. I'pomex

BIMAHUE TUNIOKCUU U HEMBYTAJIOBOM AHECTE3UM HA AKTUBECQCCTE
IUTOIITABMATUYECKOM CUCTEMBI OKMCJIEHUS LIMTPATA
B MO3I'y KPBIC

Pes3wmMme
Be110 Mcciie0BaHo BAMAHME TMIIOKCMM M HeMOyTaJIOBOM aHecTe3Myu Ha AKTURHOCTb
IMTOIJIa3MAaTUYECKOM CHUCTEMbI OKMCJIEHMA LMTPaTa B MO3ry Kpoic. B yclnoBmax
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runokcmy HabJroflaeTca yMeHbIUEHME aKTUBHOCTY cucTeMsl. HemByTanoBasi auecTesus
He M3MEeHAET aKTMBHOCTM umKJja. IlozjaBiieHMe OKMCIEHMA UUTPATa B IMTOIIa3Me
MO3ra KpBIC B yCJIOBMAX TUIIOKC/AM HE 3aBUCUT OT aKTHUBHOCTM (DEPMEHTOB, y4acTRy-
IOIIMX B NPOLIECCe OKMCIIEHMUSA.

B ycioBuAX TI'MNOKCMM aKTHMBHOCTH aAKOHMTa3bl M aclnapTaT-TPaHCAMMHA3bl HE
U3MEeHAeTCA, aKTUBHOCTL K€ JAermAporeHasbl M30JMMOHHOM KucinoTe! HA)D-3aBu-
CUMOM yBeJau4YMBaeTcHd.

CozepxxaHnue rirOTaMaTa CHMIKAETCA B MO3TY sKMBOTHBIX, TOJBEPIKEHIbLIX TIMUIO-
Keuy. Y MeHbIIeHMEe COZepPrKaHMA aclaprara MO&KeT ObITh OTBETCTBEHHBLIM 3a IOAa-
RJIIEHME aKTMBHOCTM LMKIIA B YCJIOBMAX TUIOKCMM, B YCJOBMAX aHecTe3uu Habimno-
JaeTcsa yBeJMUYeHMEe acrnapraTa, KOTOPOMY COOTBETCTBYET HOPMaJbHas aKTUBHOCTH
IUTOIJIa3MaTUYECKOT0 OKMCJIEHMA NUTpaTa. ¥ BeJMYeHMe B I(IUTOIJIa3Me IKTUBHOCTU
M30JIMMOHHOM AEruaporeHasbl B YCJOBUAX TI'MIIOKCHMM IO BCEJi BEepPOATHOCTM CBA3aHO
C BBIXOJZOM (hepMeHTa U3 MUTOXOHIPUEB.

IToBbIIeHHYIO (PEPMEHTATUBHYX AKTMBHCCTL MOXKHO COTOCTaBUTBL C ITOBBIIIEHMEM
ypoBHA AT®, HM3MIMEe KOHUEHTPAaLMM KOTOPOro aKTMBUM3UPYIOT AaKTUBHOCTH STOrO
‘hepMeHTa.
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ZABURZENIA UKRWIENIA MOZGU W OSTRYM ZATRUCIU
TLENKIEM WEGLA U SZCZUROW

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Rola zaburzen krgzenia w patogenezie uszkodzen osrodkowego ukla-
du nerwowego w zatruciu tlenkiem wegla jest powszechnie akceptowa-
na. Szczegolnie istotne znaczenie przypisuje sie ogdlnoustrojowym zabu-
tzeniom hemodynamicznym, wystepujgcym zaréwno u ludzi jak i w
nateriale doswiadczalnym, a zwigzanym z uszkodzeniem mie$nia serco-
wego, zwlaszcza komory prawej i prowadzacym do spadku ci$nienia te-
tniczego i wzrostu ci$nienia zylnego. Zaburzenia te na terenie o$rodko-
wego ukladu nerwowego, manifestujg sie zar6wno jego niedokrwieniem
jak i przekrwieniem zylnym sprzyjajacym rozwojowi obrzeku mozgu
(Lehcezky 1949, Romanowa 1959, Kornyey 1963, Bour i wsp. 1967, Pre-
ziosi i wsp. 1970, Korthals i wsp. 1973).

Odrebnosci unaczynienia poszezegélnych struktur osrodkowego ukta-
du nerwowego, wyrazajace sie szczegéOlnie ubogg siecig naczyniowg lub
aiekorzystnym z punktu widzenia hemodynamiki odej$ciem naczyn zao-
patrujgcych dang formacje od ich pni macierzystych badz wreszcie po-
lozeniem w obszarze granicznych stref unaczynienia sprawiaja, ze ogdél-
noustrojowe zaburzenia hemodynamiczne zostajg poglebione przez miej-
scowy czynnik angioarchitektoniczny, czego nastepstwem =sg trwale
uszkodzenia tkanki nerwowej w tych wlaénie obszarach (Brzezicki 1930,
Lehoczky 1949, Kornyey 1963, Korthals i wsp. 1973). Pospolite w za-
truciu tlenkiem wegla u ludzi ogniska martwicy w galce bladej przypi-
suje sie takim wlasnie odrebnosciom angioarchitektonicznym (Brzezicki
1930), wspélistniejgcym zresztg z jej swoistymi wlasciwo$ciami metabo-
licznymi (Pentschew 1958). Specyfice regionalnego unaczynienia rogu
Amona i kory ciemieniowej u szczuréw, Korthals i wsp. (1973) przypi-
suja czesto§¢ wystepowania ogniskowych uszkodzen tkankowych w tych
obszarach o$rodkowego ukladu nerwowego w ostrym zatruciu tlenkiem
wegla. Przekrwienie zylne stanowigce stale nastepstwo zatrucia tlen-
kiem wegla, ma z kolei sprzyjaé¢ obserwowanym w tych warunkach

http://rcin.org.pl



249 ; M. J. Mossakowski Nr 2

uszkodzeniom istoty bialej potkul moézgu (Lindenberg 1963, Lapresle,
Fardeau 1967, Brucher 1967, Preziosi i wsp. 1970, Korthals i wsp. 1973).
Zalezno$¢ nieodwracalnych uszkodzen tkankowych moézgu od wspoét-
dzialania ogélnoustrojowych i miejscowych zaburzen hemodynamicznych
udokumentowal przekonywujgco Kornyey (1963), wykazujac, ze ogni-
skowe zmiany w jadrze ogoniastym wystepowaty tylko u tych zwierzat,
u ktorych zatruciu tlenkiem wegla towarzyszyly zaburzenia krgzenio-
wo-oddechowe, niezaleznie od czasu trwania zatrucia.

Jellinger (1966) zwraca uwage na mozliwos¢ wystepowania miejsco-
wych zaburzen krazenia w moézgu, niezwiazanych z ogélnoustrojowymi
zaburzeniami hemodynamicznymi i regionalnymi wtasciwos$ciami angioar-
cnitektonicznymi, jako podloza rozsianych, ogniskowych uszkodzen tkan-
K1 nerwowej.

W materiale do$wiadczalnym zwraca uwage zr6znicowanie intensyw-
noici, charakteru i umiejscowienia trwalych uszxodzen tkankowych w
csrodkowym ukladzie nerwowym, opisywanych przez poszczegélnych au-
toréw. Wydaje sie, ze zjawisko to moze by¢ zwigzane miedzy innymi
z odmienno$cig angioarchitektoniki moézgu u poszczegdlnych gatunkédw
zwierzgt i wynikajgcym stgd zréznicowaniem miejscowych zaburzen he-
modynamicznych. Sklonilo nas to do przesledzenia stanu sieci naczy-
niowej moézgu szczuré6w w okresie zatrucia CO i w czasie 48 godzin po
zatruciu, stosujac ten sam model do$wiadczalny, w ktéorym Korthals
i wsp. (1973) uzyskali powtarzalne nieprawidlowosci tkankowe.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 6-tygodniowych szczurach rasy Wistar,
pici obojga; 20 zwierzat doswiadczalnych poddano zatruciu tlenkiem we-
gla, wg sposobu opisanego przez Korthalsa i wsp. (1973). Zwierzeta umie-
szczano w komorze o pojemnos$ci 60 1, przez ktérg przepuszczano z szyb-
ko$cig 1 1/min. powietrze zawierajgce 1% tlenku wegla uzyskiwanego
przez rozklad kwasu szczawiowego. Mieszanine gazowg o powyzszym
sktadzie podawano do komory do$wiadczalnej przez okres 60 min., a na-
stepnie wylgczano doplyw tlenku wegla, przepuszczajgc przez dalsze
30 min. czyste powietrze, co prowadzilo do stopniowego zmniejszania
zawartosci CO w komorze, w ktorej przebywaly zwierzeta. Laczny czas
przebywania zwierzagt w komorze do$wiadczalnej wynosit 90 min. Po-
ziom hemoglobiny tlenkoweglowej we krwi, oznaczanej metodg White-
heada i Worthingtona (1961) w 60 min. zatruwania wynosit $rednio 65—
—T70%, a w 90 min. spadal zazwyczaj do 50%. Po wyjeciu z komory
szezury przebywaly w standardowych warunkach zwierzetarnianych przez
okres czasu okreslony planem dos$wiadczenia.

Zwierzeta zabijano przez dekapitacje w 30 i 60 minucie zatruwania,
a nastepnie bezposrednio po wyjeciu z komory (czas ,,0”) oraz po upty-
wie 30, 60 min. i 2, 4, 6, 24 i 48 godzin od zatrucia.
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Grupe kontrolng stanowily trzy szczury nie poddane zadnym zabie-
gom doswiadczalnym.

Mézgi po wyjeciu z jamy czaszki utrwalano w 10% zobojgtnionej for-
malinie, a nastepnie dzielono na bloki cieciami prowadzonymi w plasz-
czyznie czolowej na wysokoSci skrzyzowania nn. wzrokowych, doltu mieg-
dzykonarowego i granicy mostu i opuszki. Mrozikowe skrawki opraco-
wywano benzydynowg metodg Pickwortha dla uwidocznienia sieci na-
czyniowej poszczegdlnych struktur moézgowia. Ze wzgledu na zastosowa-
nie identycznych warunkéw doswiadczalnych, jak w pracy Korthalsa
i wsp. (1973), w ktorej przedstawiono dokladng analize patomorfologicz-
ng materialu, w niniejszym opracowaniu pominieto badanie histopato-
logiczne.

WYNIKI

U zwierzgt kontrolnych ukiad naczyniowy kory moézgu reprezentowa-
ny -jest przez gestg sie¢ naczyn réznego kalibru, wsréd ktorych wyroéz-
nia sie wyraznie poszczegdlne typy naczyn (ryc. 1). Cechg charakterys-
tyczng jest brak ukladéw angioarchitektonicznych odpowiadajacych war-
stwowej strukturze kory i promienisty w stosunku do powierzchni paét-
kul przebieg wiekszych pni tetniczych i zylnych. Sie¢ naczyniowa, ska-
pej istoty biatej pétkul moézgowych jest znacznie ubozsza (ryc. 2), zwra-
ca przy tym uwage rownolegly do przebiegu peczkéw widkien nerwo-
wych uklad naczyn zylnych. Unaczynienie jgder podstawy, a zwlaszcza
czolowej czeSci prazkowia i wzgbrza jest znacznie bogatsze, nie wyka-
zujac przy tym zadnych typowych ukladéow angioarchitektonicznych. W
obrazie unaczynienia zawoju hipokampa na podkreslenie zasluguje zroéz-
nicowanie gestosci sieci kapilarnej w jego poszczegdlnych czesciach,
z uformowanym wyraznie splotem naczyniowym w warstwie komorek
piramidowych rogu Amona i zgrupowaniem naczyn zylnych w jego cze-
sci centralnej (ryc. 3). Angioarchitektonika kory mozdzku charaktery-
zuje sie¢ znacznym zageszczeniem sieci kapilarnej w warstwie ziarnistej
i komérek Purkinjego (ryc. 4) przy znacznie slabszym unaczynieniu war-
stwy drobinowej i jeszcze ubozszym blaszek istoty bialej. Mozaikowa
angioarchitektonika pnia moézgu swoimi zageszczeniami wyznacza ugru-
powania istoty szarej.

U zwierzat zabijanych w 30 minucie zatrucia spostrzega sie¢ wyrazne
zubozenie ukrwienia wszystkich struktur o$rodkowego ukladu nerwo-
wego (ryc. 5), zwigzane w pierwszej kolejno$ci z mniejszym wypelieniem
krwig sieci naczyn wlosowatych i tetniczych, przy rownoczesnym zna-
cznym wypelnieniu naczyn zylnych masami erytrocytéw wybarwionych
benzydyng. Wieksze niz w materiale kontrolnym, wypelnienie krwig
naczyn zylnych najwyrazniej zaznacza sie w tym okresie w istocie bia-
tej potkul (ryc. 6), a zmniejszenie ukrwienia w strukturach rogu Amo-
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na, szczegblnie w jego warstwach komérkowych (ryc. 7). Szesédziesigte
minuta zatrucia charakteryzuje sie¢ znacznym przekrwieniem wszyst-
kich struktur o§rodkowego ukladu nerwowego, w tym przede wszyst-
kim istoty bialej i kory mozgu (ryc. 8), jader podstawy, wzgérza i moézdz-
ku (ryc. 9). Elementem dominujgcym w obrazie mikroskopowym jest
przepelnienie krwig naczyn zylnych. Jednakze juz w tym okresie za-
znacza sie znaczna nieré6wnomierno$¢ ukrwienia poszczego6lnych struk-
tur mézgu, szczegblnie wyrazna w neocortex i wzgoérzu wzrokowym (ryc.
10). W momencie zakonczenia zatruwania (czas ,,0”) utrzymujg sie na-
dal cechy przekrwienia moézgu z dominujgcym wypelnieniem masami
krwi naczyn zylnych (ryc. 11), jednakze jeszcze wyrazniej niz w grupie
poprzedniej zaznacza sie nieréwnomierno$¢ ukrwienia kory i wzgorza.

W 30 i 60 minucie po zakonczeniu zatrucia cechy przekrwienia moézgu
cofajg sie, choé¢ nadal utrzymuje sie¢ znaczne rozszerzenie naczyn zyl-
nych (ryc. 12). Dominuje jednak slabe w poréwnaniu zaréwno z bez-
posrednio poprzednig grupa czasowa, jak i ze zwierzetami kontrolnymi,
wypelnienie sieci naczyn tetniczych i wlosowatych, szczegélnie znaczne
w grupie 60-minutowej. Ostabienie ukrwienia zaznacza sie¢ w nowej ko-
rze moézgu (ryc. 13), we wzgorzu i w strukturach rogu Amona. Unaczy-
nienie pnia moézgu, formacji wechomoézgowia i przedniej cze$ci prazko-
wia jest znacznie lepsze. Skgpe wypelnienie krwig sieci naczyn wlosc-
watych poglebia sie bardzo wydatnie w drugiej godzinie po zatruciu,
obejmujgc wszystkie struktury szare potkul mézgu, zwlaszeza jednak
zaw0]j hipokampa (ryc. 14), kore czolowg i jadra podstawy (ryc. 15). Sie¢
naczyniowa w 4 godzinie po zatruciu przypomina obrazy obserwowane
u zwierzgt kontrolnych (ryc. 16, 17), jednakze nadal spostrzega sie nie-
réownomierne ukrwienie poszczegélnych formacji osrodkowego ukiadu
nerwowego. Plackowate obszary stabego ukrwienia kory moézgu i wzgd-
rza wzrokowego, polozone na tle ich prawidlowego zaopatrzenia w krew,
spotyka sie rowniez u zwierzat usypianych w 6, a nawet w 24 godzinie
po zatruciu (ryc. 18). Pelna normalizacja ukrwienia o$rodkowego uktadu
nerwowego wvstepuje dopiero w 48 godzinie po zatruciu.

OMOWIENIE

Wyniki przedstawionych powyzej badan wskazujg, ze ostremu zatru-
ciu tlenkiem wegla towarzysza uogélnione i regionalne zaburzenia
ukrwienia mézgu, co stanowi potwierdzenie poprzednich obserwacji Ro-
manowej (1959), Kornyeya (1963), Preziosi i wsp. (1970) i innych. Na
odrebne oméwienie zasluguje charakterystyczna dynamika zmian w
ukrwieniu osrodkowego ukladu nerwowego, ktére ze wzgledu na swéj
morfologiczny  charakter i uogélnienie uznaé mozna za wykladniki
ustrojowych zaburzen hemodynamicznych ,stanowigcych nastepstwo za-
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trucia CO. Zwraca przede wszystkim uwage ich wielofazowos¢. Fazg
najwczesniejszg, uchwycong w 30 min. zatrucia, charakteryzuje zuboze-
nie ukrwienia wszystkich struktur osrodkowego ukladu nerwowego,
z zaznaczonym jednak wyraznie nadmiernym poszerzeniem naczyn zyl-
nych, szczegélnie w istocie biatej poétkul mozgu. Kolejng faze, wy-
stepujacg w pdzZniejszym okresie zatrucia znamionuje uogo6lnione
przekrwienie osrodkowego ukladu nerwowego, ktére ze wzgledu na
dominujgce wypelnienie elementami krwi naczyn zylnych, uzna¢ na-
lezy za przekrwienie zylne, utrzymujgce si¢ na tym samym poziomie do
90 min. do$wiadczenia tj. do wyjecia zwierzat z komory do$wiadczalnej.
W ciggu pierwszej godziny po zatruciu utrzymuje si¢ nadal przekrwie-
nie zyl, przy zmniejszajgcym sie¢ wyraznie wypelnieniu sieci naczyn
tetniczych i kapilarnych. Obraz morfologiczny sieci naczyn moézgowych
w 2 godziny po zatruciu sugeruje wystgpienie wtornej fazy niedokrwien-
nej, mimo to ze w poszczegdlnych strukturach ukladu nerwowego, spo-
strzega sie pojedyncze znacznie wypelnione krwig naczynia zylne. Zja-
wisko to zreszta utrzymuje sie do konca obserwacji. W 4 godzinie po
zatruciu nastepuje wyrazna poprawa ukrwienia moézgu. Obraz sieci na-
czyniowej, poza pewnym zréznicowaniem regionalnym, zblizony jest do
stwierdzanego u zwierzat kontrolnych. W ciggu kolejnych godzin obser-
wacji postepuje dalsza normalizacja ukrwienia. W przedstawionym ma-
teriale zwraca uwage krotkotrwalo§é uogdlnionych zaburzen ukrwienia
moézgu, zamykajacych sie w przedziale 4 godzin po zatruciu. W przy-
padkach zatrucia tlenkiem wegla u ludzi, do kilkunastu godzin po za-
truciu obserwuje si¢ cechy zmiennego w nasileniu przekrwienia mozgu
(Pentschew 1958, Brucher 1967). Podobnie dluzej trwajgce zaburzenia w
ukrwieniu mézgu obserwowali w swoim materiale do§wiadczalnym Ro-
manowa (1959), Kornyey (1963) oraz Preziosi i wsp. (1970). Nalezy jed-
nak zwr6ci¢ uwage na lekkos¢ zatrucia w zastosowanym przez nas ukla-
dzie do$wiadczalnym. Stworzone warunki zatrucia odpowiadajace IV
grupie do$wiadczalnej wg Korthalsa i wsp. (1973) sprawiajg, ze w méz-
gach zwierzat tej grupy nie wystepuja w ogéle nieodwracalne uszko-
dzenia strukturalne, mimo obecnosci glebokich zaburzen metabolizmu
tkanki (Albrecht 1973, Smiatek i wsp. 1973, Sikorska i wsp. 1974). Dla
uzyskania nieodwracalnych zmian morfologicznych niezbedne jest po-
glebienie zatrucia, wyrazajace si¢ miedzy innymi przedluzeniem stanu
Spigezki, w ktérej znajduja sie zatruwane zwierzeta (Korthals i wsp.
1973). Nieprzypadkowa wydaje sie jednak zbiezno§¢é w czasie glebokie-
go niedokrwienia moézgu, przypadajacego na 2 godz. po zatruciu z nai-
silniej wyrazonymi zaburzeniami metabolicznymi tkanki (Albrecht 1973,
Smialek i wsp. 1973). Przy rozpatrywaniu réznic w zachowaniu sie sie-
ci naczyniowej w do$wiadczeniach prowadzonych na réznych zwierze-
tach uwzgledni¢ nalezy réwniez latwo$é dysocjowania tlenku wegla ze
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zwigzku z hemoglobing u szczuréw. Poziom hemoglobiny tlenkoweglo-
wej u szeczuré6w wynoszacy w naszych warunkach do$wiadczalnych 50%
w momencie zakonczenia zatruwania, juz po dwoch godzinach przebywa-
nia w atmosferze powietrza spadal do 20% (Smiatek i wsp. 1973).

Na tle omo6wionych uogélnionych zaburzen ukrwienia ukladu nerwo-
wego zwraca uwage ich znaczne zréznicowanie regionalne. Struktu-
rami wykazujgcymi najglebsze cechy niedokrwienia zaré6wno we wczes-
nej fazie zatrucia, jak i w okresie dwoch godzin po zatruciu jest kora
amonalna, niektére okolice meocortex oraz wzgo6rze, podczas gdy cechy
przekrwienia zylnego wystepujg najwczesniej i utrzymujq sie najdiuzej
w istocie bialej pétkul mézgu, w spoidle wielkim i niektérych struktu-
rach pnia moézgu. Nieprawidlowosci ukrwienia jader podstawy i mézdzku
sg stosunkowo slabiej zaznaczone. Regionalne zroznicowanie zaburzen
ukrwienia moézgu jest zgodne z lokalizacjg trwalych nieprawidtowosci
strukturalnych, stwierdzanych przez Korthalsa i wsp. (1973) w analogi-
cznych warunkach do$wiadczalnych, przy przedluzonym czasie Spigczki,
stanowigcym wyktadnik ciezszego zatrucia zwierzat.

Trzecig wreszcie grupe nieprawidlowos$ci ukrwienia moézgu, obserwo-
wanych w naszym materiale stanowig rozsiane ogniska niedokrwienia,
prowadzgce do obrazu nieréwnomiernego ukrwienia poszczegélnych for-
macji anatomicznych, wystepujace przede wszystkim w nowej korze
i we wzgorzu. Zjawisko to pojawiajgce sie juz w fazie przekrwienia bier-
nego w okresie zatrucia wystepuje az do uzyskania pelnej normalizacji
obrazu morfologicznego sieci naczyniowej mozgu, tj. do 48 godziny pc
zatrucia. Analogiczne w swoim rozmieszczeniu i charakterze zmiany
opisano w okresie poischemicznym w niedotlenieniu krazeniowym (Mos-
sakowski 1974), wigzac je z zaburzeniami czynnosci autoregulacyjnych
naczyn moézgu. Nalezy przy tym podkresli¢, ze w przypadku hipoksji
krazeniowej wystegpowaly one w okresie pelnej normalizacji ukladowego
ciSnienia krwi. Wydaje sie uzasadnione przypisywanie takiego samego
charakteru tej grupie nieprawidlowosci ukrwienia, obserwowanej
u szczuréw z zatruciem CO.

M. §I. MoccakOBCKU

HAPYIUEHUA MO3TOBOM MMUKPOLIMPKYJALIMU
IIPM OCTPOM OTPABJEHUU OKUCHIO YIJIEPOJA

PeswomMme

UccaenosBaumsa ObLIM NPOBEJEHBI B yCIOBUAX, onucanubix CMmanekoM u ap. (1973).
2KuBoTHbIX yb6mBaam BO BpeMmsa geiicTBuA CO m B pa3iamieble CPOKM II0CjIe OTpPaB-
geaus. Mo3r ¢urcuMpoBaiu B (OpPMajMHe, Cpes3bl, IOJIyYEeHHbIEe 3aMOpazKuBalOILeMH
TEeXHUKO}M, OKpamuBajyu 10 MeToay IIMKBOpTa I8 NPOABJEHKA CEeTU MOSIOBLIX
COCY IOB.
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Viccnenoranmsl mokKasasy, 4YTO yzKe B xoae BozzeiicTBusa CO BBICTYNAOT 2HAYM-
TeJibHble HapylleHMsA B KpoBooOpaimenmm wmo3ra. Ilocje orpaBienmsa nabiuropanack
naccuBHaAA TUIlepeMMsl, a TaKKe MeCTHas M oyaroBas MiieMUs HEepBHOW TKaHU
Ilonnas HOpManm3aums KpoBooOpanienus sabmaromanack yepe3 48 uwacos nocje OT-
paBleHu.

B pabGore obcyzkpaerca posib KpOBOCHAGXKeHMA MO3ra IIOCje OTpaBJieHUs B BO3-
HUKHOBEHUM IIOBPEIKIAE€HMUI HEPBHOM TKaHMU.

M. J. Mossakowski

CEREBRAL MICROCIRCULATION ABNORMALITIES IN ACUTE CARBON
MONOXIDE INTOXICATION

Summary

The studies were carried out on adult albino rats of both sexes which were
submitted to carbon monoxide intoxication according to the method, described by
Smistek et al. (1973). Brains of animals, sacrificed during intoxication and at
various time intervales of post intoxication period were fixed in formalin and
fozen section were stained according to Pickworth’s method, aiming in visuali-
zation of the cerebral vessels network.

The studies showed that the pericd of intoxication was characterized by signi-
ficant abnormalities in cerebral circulation. During post intoxication period expo-
nents of both passive hyperemia and regional as well as focal ischemia of brain
tissue were present Full normalization of brain blood vessel picture occurred at
48 hr following intoxication.

The possible role of brain blood supply disorders during post intoxication period
as a factor leading to brain tissue damage is discussed.
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PODPISY POD RYCINY

Ryc. 1. Sie¢ naczyniowa kory mozgu, z charakterystycznym prostopadiym do
powierzchni przebiegiem tetnic i zyl. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 1. Vascular network of cerebral cortex with a characteristic-perpendicular
arrangement of arteries and veins. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 2. Ubogie unaczynienie istoty bialej w por6wnaniu z siecig naczyniowg
kory i jagder podstawy (prazkowie). Met. Pickwortha. Pow. 60 X,

Fig. 2. Poor vascularization of white matter as compared to cortex and basal
ganglia (striatum). Pickworth meth. X 60.

Ryc. 3. Sie¢ naczyniowa kory Amcna; zageszczenie naczyn w warstwie komoér-
kowej i obecno§é¢ wiekszych zyl w centralnej czeSci zawoju. Met. Pickwortha. Pow.
60 X,

Fig. 3. Vascular network of Ammon cortex. Great density of vessels in cellu-

lar layers and the presence of larger veins in the central part of the gyrus.
Pickworth meth. X 60.

Ryc. 4. Naczynia kory mozdzku. Bogata sieé naczyniowa w warstwie ziarni-
stej, ubozsza w warstwie drobinowej i najubozsza w blaszkach istoty bialej. Met.
Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 4. Rich vascular network in granular layer, poorer in molecular layer
and pocrest in white matter of cerebellum. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 5. Zubozenie sieci naczyniowej kory mézgu w 30 minucie zatrucia. Niezna-
czne poszerzenie naczyn zylnych. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 5. Reduced vascular network in cerebral cortex in the 30th minute of in-
toxication. Slight dilatation of veins. Pickworth meth. X 60.

Rye. 6. Zubozenie sieci naczyniowej kory i jader podstawy przy réwnoczesnym
wypelnieniu naczyd zylnych istoty bialej, a w mniejszym stopniu formacji sza-
rych w 30 min. zatrucia. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 6. Reduced vascular network of cortex and basal ganglia and a concomi-
tant enlargement of venous vessels of white matter and in a lesser degree in grey
formaticn in the 30th minute of intoxication. Pickiworth meth. X 60,

Ryc. 7. Ostabione ukrwienie kory amonalnej, zwtaszcza wai-stwy komoérek dwu-
piramidowych w 30 min. zatrucia. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 7. Reduced blood supply in-hippocampal cortex, in particular in pyramidal
cells layer in the 30th minute of intoxication. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 8. Bardzo znaczne przekrwienie kory moézgu w 60 min. zatrucia Wybitne
pcszerzenie naczyn zylnych., Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig, 8. Very cignificant hyperemia of cerebral cortex in the 60th minute of
intoxicaticn, Merked dilatation of venous vessels. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 9. Znaczne przekrwienie kory moézdzku z dominujacym rysunkiem zyt w
60 min. zatrucia. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 9. Marked hyperemia of cerebellar cortex with predominating enlargement
of veins of 60th minute of intoxication. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 10. Nier6wnomierne ukrwienie wzgdérza w 60 min. zatrucia. Met. Pick-
wortha. Pow. 100 X.

Fig. 10. Uneven blood supply in thalamus in the 60th minute of intoxication.
Pickworth meth. X 100.

Neuropatologia Polska — 7

http://rcin.org.pl



250 M. J. Mossakowski Nr 2

Ryc. 11. Przekrwienie kory mé6zgu w momencie zakonczenia do$wiadczenia,
Dominuje przekrwienie zylne, z obecno$cig pél slabszego ukrwienia. Met. Pick-
wortha. Pow. 60 X.

Fig. 11. Hyperemia of cerebral cortex at the end of the experiment. Predomi-
nating venous hyperemia with the presence of fields of weaker blood supply. Pick-
worth meth. X 60.

Ryc. 12. Mniej wyrazone niz na ryc. 11 cechy przekrwienia zylnego wzgérza w
30 min. po zatruciu. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 12. Features of venous hyperemia of thalamus 30 min. after intoxXication,
less expressed than in Fig. 11. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 13. Stabe ukrwienie kory moézgu, przy utrzymujgcym sie poszerzeniu na-
czyn zylnych w 60 min. po zatruciu. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 13. Weak blood supply in cerebral cortex and persisting dilatation of ve-
nous vessels 60 min. after intoxication. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 14. Niedokrwienie kory amonainej w 2 godz. po zatruciu. Nadal posze-
rzone duze naczynia zylne. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 14. Ischemia of Ammon’s horn 2 hrs after intoxication. Large wvenous
vessels still dilatated. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 15. Niedokrwienie jgder podstawy w 2 godz. po zatruciu. Met. Pickwortha.
Pow. 60 X.

Fig. 15. Ischemia of basal ganglia 2 hrs after intoxication. Pickworth meth.
X 60.

Ryc. 16. Normalizacja ukrwienia kory mo6zgu w 4 godz. po zatruciu. Met Pick-
wortha. Pow. 60 X

Fig. 16. Normalization of blood supply 4 hrs after intoxication. Pickworth meth.
X 60.

Ryc. 17. Niemal calkowita normalizacja ukrwienia kory amonalnej w 4 godz.
po zatruciu. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 17. Almost complete normalization of blood supply in Ammon’s horn 4 hrs
after intoxication. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 18. Ogniskowe niedokrwienie wzgbrza w 24 godz. po zatruciu. Pojedyn-
cze pnie zylne znacznie rozszerzone. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 18. Focus of reduced blood supply in the thalamus 24 hrs after intoxica-
tion. Single veins show a marked dilatation. Pickworth meth. X 60,
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JAN ALBRECHT

NIEKTORE ETAPY BIOSYNTEZY BIALKA I RNA W MOZGU
SZCZURA PO WIELOKROTNYM ZATRUCIU TLENKIEM WEGLA

Zespb6bl Neuropatolegii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Uprzednio wykazano, ze jednorazowe, ostre zatrucie tlenkiem wegla
powoduje czeSciowe i odwracalne zahamowanie syntezy biatka w moz-
gu szczura, przy czym na spadek wilgczania aminokwasu do moézgu skla-
da sie zaréwno obnizenie jego transportu przez bariere krew-mozg jak
i jego zmniejszone wykorzystanie w syntezie (Albrecht 1973). Zjawis-
kom tym towarzyszy miedzy innymi spadek zawartosci polirybosoméw
w mozgu, zwigzany ze zmniejszonym transportem RNA z jgder do cyto-
plazmy. Swiadczy to o wybidrczej wrazliwosci na dziatanie CO proce-
sow poprzedzajgcych synteze aktywnych polirybosomoéw (Albrecht 1973,
1974). Stwierdzono ponadto, ze zahamowanie syntezy bialek bylo zna-
czniejsze w populacji komoérek nerwowych niz w komérkach gleju (Al-
brecht, Smialek 1974). W niniejszej pracy postanowiono zbadaé¢ zachowa-
nie si¢ niektérych etapow syntezy RNA i bialek w moézgach szczurow
poddanych wielokrotnemu dziataniu tlenku wegla w odstepach 24-go-
dzinnych, ze szczegbélnym zwroceniem uwagi na stopien odwracalnosci
zmian stwierdzanych po zatruciu jednorazowym.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto szczury dwumiesigeczne rasy Wistar, obu plci. Zwie-
rzeta oddychaly powietrzem zawierajgcym 1% CO w komorze ze stalym
przeplywem mieszaniny gazéw przez okres jednej godziny, czterokrot-
nie w odstepach 24-godzinnych. Szczeg6ly dotyczgce warunkéw doswiad-
czenia opicano w pracy Korthalsa i wsp. (1973).

Transport Se-selenometioniny do moézgu oraz jej wlgczanie do frak-
cji bialkowej: Bezposrednio po ostatnim zatruciu, szczurom wstrzykiwa-
no dozylnie "5Se-selenometionine (3,2 Ci/mmol) w dawce 20 wCi. Po 10
minutach zwierzeta dekapitowano, mierzono radioaktywno$¢é mézgu oraz
krwi, a nastepnie izolowano frakcje biatkowg moézgu i réwniez mierzono
jej radicaktywnosé¢ (Albrecht 1972).
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Zawartos¢ polirybosomoéw w puli rybosoméw mézgowych oznaczano
metodg ultrawirowania frakcji postmitochondrialnej mézgu w gradien-
cie stezen sacharozy i mierzono ekstynkcje poszczegdlnych frakcji gra-
dientu przy 260 nm w sposéb uprzednio opisany (Albrecht 1973).

Znakowanie RNA jagdrowego i cytoplazmatycznego in vivo: Zwierze-
tom wstrzykiwano dozylnie na 1 godzine przed u$mierceniem (5-*H)-ury-
dyne (2,5 Ci/mmol) w dawce 50 nCi/100 g wagi ciala. Po dekapitacji,
z potkul moézgowych izolowano frakcje wzbogacone w jadra neuronalne
(frakcja A) i glejowe (frakcja B) oraz frakcje postmitochondrialng, a na-
stepnie z poszczegdlnych frakcji wytrgcano RNA oraz mierzono jego
radioaktywno$¢ w sposéb opisany w poprzedniej pracy (Albrecht 1974).
Radioaktywnos¢ RNA frakcji jgdrowych przeliczano na mg DNA, a RNA
cytoplazmatycznego na jednostke gestosci optycznej przy 260 nm, be-
dgcej miernikiem jego stezenia.

Synteza RNA in vitro: Badano aktywno$¢ polimeraz RNA magnezo-
i manganozaleznej frakcji A i B w warunkach jonowych optymalnych
dla obu enzymoéw. Mieszaniny inkubacyjne w objetosci 0,3 ml zawie-
raly: (w nawiasach réznice w przypadku polimerazy magnezowej) Tris-
-HC1 (pH 8,3), 100 mM; (NH,),SO,, 300 mM; (KCl, 120 mM); MnCl,,
2,7 mM (MgCl, 5 mM); nieradioaktywne ATP, CTP i GTP, 1 mM;
/5=3H/UTP (30 mCi/mmal), 15, uCi; NaF, 1 mM; frakcje jadrowg A lub B
7—30 ug DNA jadrowego. Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C
przez 15 minut. Reakcje zatrzymywano dodajgc réwne objetosci zimne-
go 10% kwasu trojchlorooctowego (TCA). Osady saczono przez saczki
z wldkna szklanego a RNA z sgczkéw ekstrahowano gorgcym 5% TCA.
W ekstraktach oznaczano DNA, a nastepnie mierzono radioaktywnos$¢
ekstraktéow. Biatko oznaczano metodg Lowry i wsp. (1951), a DNA wg
Burtona (1956).

WYNIKI T OMOWIENIE

Wyniki uzyskane w doswiadczeniach przeprowadzonych w modelu
wielokrotnego zatrucia zestawiono w poszczegdlnych tabelach razem
z wynikami doswiadczen w ostrym zatruciu CO.

W tabeli 1 stosunek radioaktywnosci wlasciwych moézgu i krwi obra-
zuje przechodzenie aminokwasu przez barier¢ krew-mozg, a stosunek
radioaktywnosci frakcji bialkowej do radioaktywnosci catkowitej moézgu
stopien wykorzystania aminokwaséow w syntezie biatek. Jak wynika
z tabeli 1, znaczne obnizenie zaré6wno transportu aminokwasu do mozgu
jak i jego udzialu w syntezie bialek moézgowych, stwierdzone w zatru-
ciu ostrym, nie wystgpilo u zwierzgt poddanych zatruciu czterokrotne-
mu. Wyniki uzyskane dla obu parametréw po kilkakrotnym  zatruciu
CO praktycznie nie odbiegaly od wartosci kontrolnych.
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Tabela 1. Wzgledna radioaktywnos$¢ mézgu oraz bialek moézgu szezura po dozylnym

wstrzyknigeiu 75Se-selenometioniny “w nastepstwie jedno- i wielokrotnego zatrucis
tlenkiem wegla ;

Table 1. Relatne radioactivity of brain and brain proteins of rat after intravenoua

injection of 75Se-selenomethionine following one-time and repeated intoxication by
carbon monoxide

Radioaktywnosé Radioactivit;
Model zatrucia e VIOY.

Intoxication model vMé?g/ e Bial:ka, méz.gu/ osty mé%g
Brain/blood Brain proteins/total brain .
Jednorazowe 58,64 6,0 (5)*) 76,04-8,2 (5) .
One-time
Czteroqutne ©97,141050 (5) 91,74+ 17,7 (5)

Four times

Wyniki wyrazono w procentach kontroli.

*) Wartoséci $rednie + odchylenie standardowe.

W nawiasach liczba doswiadezeri.

Results expressed as percentage of control and are the means + S.D. with number
of experiments in brackots.

Pewnych informacji co do istoty mechanizmu adaptacyjnego na po-
ziomie biosyntezy biatka dostarczyly wyniki doswiadczen przedstawio-
ne w tabeli 2. Stosunek ilo$ciowy polirybosoméw do calkowitej puli
rybosomalnej w tkance stanowi powszechnie uznany wykladnik wzgled-
nej szybkosci tworzenia aktywnych polirybosoméw a wiec tym samym,
inicjacji biosyntezy biatka (Albrecht 1973). Podczas gdy jednorazowa
ekspozycja na tlenek wegla wywolywala znaczng dezagregacje polirybo-
soméw w mozgach zwierzat doswiadczalnych, po czwartym kolejnym
zatruciu procentowa zawarto$¢ polirybosoméw w stosunku do calej frak-
cji rybosomalnej moézgu byla nieznacznie, ale statystycznie znamiennie
wyzsza niz u zwierzat kontrolnych, co $wiadczy¢ moze o niewielkim po-
budzeniu procesu inicjacji biosyntezy biatek.

Przedstawione w tabeli 3 wyniki badan nad syntezg RNA in vivo i in
vitrc stanowig dodatkowe potwierdzenie hipotezy o cofaniu sie zabu-
rzen inicjacji syntezy bialek przy zatruciu wielokrotnym. Charaktery-
styczny dla jednorazowego zatrucia spadek wilgczania trytowanej ury-
dyny do cytoplazmatycznego RNA (kolumna 3) $wiadczgcy o zaburzeniu
jednego z etapéw pomiedzy synteza RNA na terenie jadra, a jego wia-
czaniem w cykl polirybosomalny (Albrecht 1974), nie ujawnit sie przy za-
truciu wielokrotnym. Sam proces syntezy RNA we frakcjach jadro-
wych réwniez nie odbiegal od normy (kolumny 1 i 2).

W do$wiadczeniach in vitro przebadano aktywno$¢ dwoch polimeraz
RNA: manganozaleinej, zlokalizowanej w nukleoplazmie i odpowiedzial-
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Tabela 2. Stopieni agregacji rybosoméw mézgu szezura w nastepstwie jedno- i wielokrot-
* nego zatrucia tlenkiem wegla
Table 2. Degree of aggregation of rat brair ribosomes following one-time and repeated
o intoxication by carbon monoxide

Wazgledra zawarto$é polirybosomoéw
(w 9, calkowitej frakeji rybosomalnej) P
Relative content of polyribosomes
(in 9, of total ribosomal fraction)

Model zatrucia

Intoxication model

Kontrola 59,740,5 (5)*%)

Control

Jednorazowe 52,940,1 (5) 0,001
One time

Czterokrotne 61,34+0,7 (5) 0,05

Four times

Wyniki dotyczace kontroli oraz jednorazowego zatrucia pochodzg z pracy opubliko-
wanej (Albrecht 1973).*¥) Wartoéei $rednie + odchylenia standardowe. W nawiasach
— liczba do$wiadezen. Znamienno$é statystyczng oceniano przy pomocy testu t Studenta.

The results concerning the control and one-time intoxication are quoted from a previo-
us work (Albrecht, 1973).*) Values are the means + S.D. with number of experiments
in brackets. Statistical significance evaluated by means of the t — Student’s test

nej za synteze przekaznikowego RNA (mRNA) oraz magnezozaleznej,
jaderkowej, kierujacej synteza strukturalnego, rybosomalnego RNA (Roe-
der, Rutter 1970). Na uwage zasluguje niewielki, ale istotny " wzrost
aktywnosci polimerazy manganozaleznej we frakcji wzbogaconej w ja-
dra glejowe. Mozna zalozyé¢, ze zwigzany z tym wzrost syntezy mRNA
w komérkach glejowych moze stymulowaé¢ synteze polirybosoméw w gle-
ju. Zjawisko to nie ujawnilo si¢ w doswiadczeniach in vivo w postaci
wzmozonego znakowania RNA frakcji cytoplazmatycznej, ktorej otrzy-
mywanie nie bylo poprzedzone rozfrakcjonowaniem tkanki na poszcze-
gb6lne typy komorek; moglo jednak partycypowa¢ w zaobserwowanej w
nastepstwie wielokrotnego zatrucia nieznacznej agregacji rybosoméw
(tabela 2). Obserwacja, ze aktywacja polimerazy miala miejsce w ja-
drach komérek glejowych, w pewnym sensie potwierdza wynik badan
morfologicznych wykonanych na tym samym modelu przez Korthalsa
i wsp. (1973). Autorzy ci zaobserwowali, ze wielokrotne zatrucie tlen-
kiem wegla prowadzi do znacznego rozrostu elementéw glejowych.
Przedstawione wyniki, jakkolwiek wskazujg na znaczng adaptacje
ukladu biosyntezy biatka moézgu szczura na wielokrotne zatrucie tlen-
kiem wegla, nie pozwalajg oceni¢ roli poszczegdlnych etapéw jego syn-
tezy w samym mechanizmie adaptacji. Wyjasnienie zwiazku przyczyno-
wego pomiedzy pobudzeniem syntezy RNA oraz innymi szlakami metabo-
licznymi w elementach komoérkowych tkanki nerwowej, a czynnikami
ogblnoustrojowymi wymaga dalszych wielokierunkowych badan.
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Tabela 3. Wlgczanie *H urydyny in vivo oraz 3H UTP in vitro do frakeji wzbogaconych w jadra neuronalne (frakeja A) i glejowe
(frakeja B) moézgu szczura w nastepstwie jedno- i wielokrotnego zatrucia tlenkiem wegla
Table 3. Incorporation of 3H uridine in vive and of :H UTP 4n vitro into fractions enriched in neuronal nuclei (fraction A) and glial
nuclei (fraction B) of rat brain following one-time and repeated intoxication by carbon monoxide

Radioaktywnosé RNA Radioactivity of RNA
in vivo 3 in vitro
Model zatrucia w obecnosei Mg w obecnosci Mn
Intoxication model in the presence of in the presence of
Frakeja A Frakcja B Cytoplazma Frakecja A Frakeja B Frakecja A Frakcja B
Fraction A Fraction B Cytoplasm Fraction A Fraction B Fraction A Fraction B
Jednorazowe 124,94+ 15,2 (8)* 123,7419,0 (8) 61,2+5,5 (8) 95,0+8,8 (6) 794+4,6 (6) 99,7+3,5 (6) 99,9+8,7 (6)
One time
Czterokrotne 98,7+13,2 (5) 104,84+54 (5) 92,2+10,2 (5) 94,14-6,3 (6) 100,4+9,2 (6) 99,94+5,8 (5) 125,7417,3 (5)

Four times

Wyniki wyrazono w procentach kontroli. Dane dotyczace zatrucia jednokrotnego pochodzg z pracy poprzedniej (Albrecht 1974).*)
Wartoéci érednie + odchylenia standardowe. W nawiasach liczba do$wiadezen.

Results expressed as percentage of control. The data concerning one-time intoxication are quoted from a previous paper (Albrecht
1974).*) Means + S.D. with number of experiments in brackets.
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. AnsbpexTt

HEKOTOPBIE ITAPAMETPEI CMHTE3A BEJKA U PHK B MOS3TE
KPBICBHI ITOCJIE MHOTOKPATHOI'O OTPABJIEHUA OKMUCBHIO YTIEPOIA

Pe3wMme

Bbula npociexkera AMHaMMKa HEKOTOpPbIX 9TanoB cuute3a PHK u 6enka B Mosre
B3POCJBLIX KpPBIC II0CJEe 4YeThbIPEXKPATHOTO OTPAaBJIEHMS OKMUCBIO YIJEepoja ¢ MHTEpP-
BaJiOB B 24 waca. IlosiyyenHble JIaHHbIE CPaBHMBAJMChL C M3MeHeHMAMM, Habironae-
MbIMM paHee IPU OJHMOKPATHOM OTpaBJjieHMM. MccienoBaHuA Kacaluch: a) TPAHCIONTA
PajiMOaKTMBHOJ aMMHOKMCJIOTHI M3 KPOBM B MO3r ¥ €€ BKJIIOUHUE B OeJKcBbIE
dpakuuu Mosra, 06) OTHOCUTENBLHOrO coaepzKaHua puUbOCOMaNBHBIX pPe3epPBOB MO3ra,
ABJAIOLIMXCA ITOKa3aTesJeM CKOpocTy obpa3oBaHmMA aKTUMBHBIX I10JIMPMOOCOM, & TaKke
B) cuure3a PHK in vivo u in vitro Bo dpakumax, oboranieHHbIX AApaMy HEPBHBIX
U TIMAJBHBIX KJI@TOK, a TaKyKe CBfA3aHHOTO c uyMM TpaHcnopra PHK un3 ajdp
B uuTomiadMy. Pe3yiabTaTbl, MOLYYEHHBIE NIPM MHOTOKPATHOM OTPaBJIEHMI, CEUAE-
TeJILCTBYIOT B OOLIEM O MCYE3HOBEHMM Ha OTAENbHBIX I9Tamax cuHTe2a OelKoB
M3MEHEeHMI, XapaKTePHBLIX AJA OAHOKPATHOTO OTPaRJIEeHMS.

ITo-BuauMoMy, HaOIIOfaeMbIi IPUCIIOCOOMUTENbHAII MEeXaHu3M  OCIHIOBLIBAeTCH
B YACTHOCTM HA yCUJeHHOM cuuHTe3de ObicTpomersmerica PHK (B Tom umcie m-PHK)
B fA/IpaX HEPBHBIX KJETOK, YTO NMPUBOAMT K OOOrallleHMio KJEeTOK aKTMUBHBIMM PUOO-

comamu,

J. Albrecht

SOME STEPS OF RNA AND PROTEIN BIOSYNTHESIS IN ADULT RAT
BRAIN AFTER REPEATED CARBON MONOXIDE
INTOXICATION

Summary X

The activities some steps of RNA and protein biosynthesis in adult rat brain
following 4-times repeated carbon monoxide intoxication were compared with
those previously observed in one-time acute intoxication. The study has dealt
with the following parameters: a) the transport of radioactive amino acid from
blood to brain and its incorporation into the brain proteins; b) the ratio of poly-
ribosomes to the total pool of brain ribosomes, being the measure of the rate of
focrmaticn of active polyribosomes and c¢) the RNA synthesis in vivo and in vitro in
the fractions enriched in neuronal and glial cell nuclei and the transport of the
newly-synthesized RNA from nuclei to cytoplasm. In general, the results are indi-
cative of the recession in the course of repeated intoxication of changes in protein
synthesis that are known to follow one-time exposure to CO. The cbserved me-
chanism of adaptation seems to consist a.0. in the increased synthesis of rapidly
metabolizing RNA (including mRNA) in the nuclei of nerve cells, leading to the
enrichement of the cells in active polyribosomes.
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KOMUNIKATY

W ROKU 1975 ODBEDA SIE NASTEPUJACE ZJAZDY 1 KONGRESY

W okresie od 18 do 20 wrze$nia 1975 odbedzie sie w Warszawie Miedzynaro-
dowe Sympozjum na temat: Patofizjologia, Biochemia oraz Aspekty Morfologicz-
ne Niedotlenienia Mézgu i Nadci$nienia Tetniczego.

Adres Komitetu Organizacyjnezo: Prof. dr hab. Mirostaw J. Mossakowski, Cen-
trum Medycyny Doéwikdezalnej i Klinicznej PAN, 00-784 Warszawa, ul. Dwor-
kowa 3.

*
* *

W dniach od 23 do 25 pazdziernika 1975 r. odbedzie si¢ w Wiedniu Dunajskie
Sympozjum Neurologii, Neuropatologii i Neurologii Dzieciecej z nastgpujaca te-
matyka:

1. Demencje, |
2. Patologia rdzenia (z wylgczeniem guzéw i urazéw rdzenia)
3. Micklonie (konferencja okraglego stotu)

Termin nadsylania streszczen uptywa 16 sierpnia 1975 r.

Alser: Prof. ¢ F. Gerstenbrand, c¢/o Wiener Medizinische Akademie — DFN
Adres Strasse 4, A-1090 Wien, Austria.

* *

W okresie od 20 do 24 pazdziernika 1975 r. odbedzie sie¢ w Budapeszcie XXVIII
Narodowy Kongres Wegierskiego Towarzystwa Neurologii i Psychiatrii. Giow-
nymi tematami Kongresu beda:

1. Zaburzenia przytomnosci,
2. Urazowe uszkodzenia ukladu nerwowego (moézgu, rdzenia kregowego i nerwow
obwodowych).

Adres Sekretariatu Wegierskiego Towarzystwa Neurologii i Psychiatrii: Dr G. Ge-
reby, H-1281 Budapest, P.O.B. 1.

*

* *

W dniu 20 pazdziernika 1975 r. odbedzie sie w Katowicach X Sympozjum Pol-
skiego Towarzystwa Neurochirurgéw. Tematem Sympozjum beda postepy w roz-
poznawaniu i leczeniu choréb kanalu kregowego.

Przewodniczagcym Komitetu Organizacyjnego jest dr med. A. Maciejak, Sekre-
tarzem — lek. med. J. Pienigzek.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Szpital Goérniczy, Oddzial Neurochirurgii,
41-902 Bytom, Roosevelta 10.

*
* *

W dniu 22 wrze$nia 1975 r. odbedzie si¢ w Eodzi IV Sympozjum Sekcji Cyber-
netyki Medycznej Towarzystwa Internistéw Polskich poSwiecone metodyce zbie-
rania, przetwarzania i wykorzystywania danych medycznych.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Doc. T. Bogdanik, I Klinika Choréb We-
wnetrznych AM  90-153 Lo6dz.

*
* *
W okresie od 2 do 6 wrze$nia 1975 r. odbedzie si¢ w Barcelonie V Miedzyna-

rodowy Kongres Neurochemii.
*

* 3 *
W dniach od 14 do 19 wrzeSnia 1975 odbedzie si¢ w Dublinie VI Konferencja
Miedzynarodewej Ligi Towarzystw Niedorozwoju Umyslowego.
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BARBARA BICZOWA, MARIANNA SIKORSKA, WLODZIMIERZ BICZ,
JAN PACHECKA, ANDRZEJ SULINSKI

POZIOM GLIKOGENU, GLIKOLIZA, ODDYCHANIE
ORAZ STEZENIA ATP, ADP, AMP W MOZGU SZCZURA
W NASTEPSTWIE ZATRUCIA FOSFOROORGANICZNYM

INSEKTYCYDEM DICHLORFOSEM (DDVP) *

Pracownia Metabolizmu Lekéw Instytutu Biofarmacji AM w Warszawie
Kierownik: doc. dr W. Bicz

. Pestycydy fosforoorganiczne znajdujg coraz wieksze zastosowanie w
rolnictwie. Wiadomo, ze zwigzki te hamujg aktywnos¢ acetylocholine-
esterazy. Istnieja takze dane wskazujgce na mozliwo$¢ wystepowania za-
burzen w procesach utleniania komorkowego w osrodkowym ukladzie ner-
wowym w nastepstwie dziatania fosforoorganicznych srodkéw owadoboj-
czych. Z poprzednich naszych badan in vitro wynika, ze fosforoorganicz-
ne insektycydy — dichlorfos (DDVP) oraz trichlorfon (diptereks) powo-
duja zmiany w aktywnosci niektérych ocksydoreduktaz mitochondrial-
nych (Sitkiewicz i wsp. 1975a) z réwnoczesnym obnizeniem aktywno$ci
oddechowej homogenatow niektorych narzgdow zwierzecych (Pachecka
i wsp. 1975, Sitkiewicz i wsp. 1975b). Zwigzki tej grupy hamujg takze
proces oksydacyjnej fosforylacji mitochondriéow watroby szczura (Syro-
watka 1969) oraz obnizajg zawartos¢ biatka w komoérkach zarodkow myv-
sich pedczas wzrostu in vitro (Piekarski i wsp. 1971).

Celem pracy bylo zbadanie zachowania si¢ aktywnosci glikolitycznej
i oddechowej oraz poziomu glikogenu i nukleotydéw adeninowych w moéz-
gu szczura w nastepstwie zatrucia dichlorfosem, insektycydem fosforo-
organicznym szeroko stosowanym w rolnictwie. Dichlorfos jest takze
jednym z posrednich produktéw przemiany trichlorfonu (Metcalf i wsp.
1959, Sawicki 1973) i prawdopodobnie metabolit ten odpowiedzialny jest
in vivo za dzialanie trichlorfonu.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto szczuréw bialych, samcéw o $redniej wadze 200 g
z hodowli zamknietej, kojarzonych losowo. W okresie 2 tygodni poprze-

* Praca czeSciowo subsydiowana z problemu wezlowego PAN 09.4.1.3.
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dzajgcych cykl doswiadczen a takze przez caly okres podawania inse-
ktycydu szczury otrzymywaly standaryzowang pasze granulowang oraz
wode w dowolnej ilosci. Badania obejmowaty trzy grupy doSwiadczalne,
ktore odpowiadaly trzem modelom zatrucia. W grupie I szczurom poda-
wano jednorazowo dichlorfos (0,0-dwumetylo-0-dwuchlorowinylofosfo-
ran — z Instytutu Chemii Fizycznej PAN) w dawkach 2, 10 lub 50%
LDs, i badano po 2 godzinach od momentu podania insektycydu. Zwie-
rzetom grupy II podawano dichlorfos przez 14 dni codziennie z wyjat-
kiem niedziel' w takich samych dawkach jak w grupie I. Grupe III sta-
nowily zwierzeta, ktérym insektycyd podawano przez 90 dni (z wyjatkiem
niedziel i §wiat) tylko w jednej dawce, stanowigcej 2% LDj. Zwierzetom
grupy II i III nie podawano insektycydu w dniu pobierania materialu
do badan. Dichlorfos podawano dozolagdkowo sondg w roztworze oleju
jadalnego w ilosci 0,5 ml. Dawke LDj, dla dichlorfosu w stosunku do
szezur6w samcOw przyjeto jako rowng 80 mg/kg ciezaru ciata (Rusiecki
1973). Dla kazdego modelu zatrucia kontrole stanowily szczury, ktérym
przez odpowiedni okres wprowadzano sondg dozolgdkowo po 0,5 ml ole-
ju jadalnego. Zwierzeta zabijano przez dekapitacje, nie stosujac narkozy.

Poziom glikogenu i stezenia nukleotydéw adeninowych oznaczano w
poétkulach moézgu po dekapitacji i catkowitym zamrozeniu glowy w cie-
klym azocie.

Oznaczanie glikogenu, Zawarto§¢ glikogenu w moézgu okre-
$lano na podstawie pomiaru stezenia glukozy uwolnionej po hydrolizie
z wyizolowanego i oczyszczonego glikogenu. Okolo 500 mg tkanki umie-
szczano w roztworze 30% KOH i ogrzewano przez okres 45 minut we
wrzgcej lazni wodnej. Z roztworu wytrgcano glikogen 96% etanolem.
Wyizolowany glikogen oczyszczano mieszaning chloroform/metanol 1 : 4
v/v a nastepnie przeprowadzano hydrolize w 1 N HCIl ogrzewajac przez
3 godziny we wrzgcej tazni wodnej. Roztwoér zobojetniano a glukoze ozna-
czano kolorymetrycznie (Nelson 1944). Pomiary ekstynkcji dokonywa-
no w spektrofotometrze ,,Specol” przy 540 nm.

Oznaczanie nukleotydéw adeninowych, Stezenia
ATP, ADP, AMP oznaczano spektrofotometrycznie w oparciu o metody
enzymatyczne. ATP oznaczano przy uzyciu kinazy fosfoglicerynianowej
(E.C. 2.7.2.3) oraz dehydrogenazy aldehydu fosfoglicerynowego (1.2.1.12)
(Adam 1962). W oznaczeniach ADP/AMP postugiwano sie kinazg piro-
gronianowg (E.C. 2.7.1.40), kinazg adenylowg (E.C. 2.7.4.3) oraz dehydro-
genaza mleczanowg (E.C. 1.1.1.27) (Adam 1962a). Zamrozong w cieklym
azocie potkule moézgu (okoto 500 mg) homogenizowano w 1,5 M kwasie
nadchlorowym. Homogenat wirowano przy 15000 obr/min przez 30 mi-
nut w temperaturze +2°C. Supernatant zobojetniano 2 M roztworem we-
glanu potasu zawierajgcym 0,5 M chlorowodorek tréjetanoloaminy i uzu-
pelniano do odpowiedniej objetosci buforem tréjetanoloaminowym o pH

ST A e
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7,5. Mieszaning pozostawiano w lodzie na 10 min i wirowano ponownie
przy 1500 obr/min. Do oznaczen uzywano nadsgczu. Pomiary ekstynkcji
wykonywano w spektrofotometrze Spectromom 202 przy 340 nm. Enzy-
my pochodzily z f-my Boehringer.

Pomiary oddychania i glikolizy. Oddychanie i glikolize
badano w homogenatach z pétkul mézgowych. Bezposrednio po dekapita-
cji izolowano moézgi, oddzielano poétkule moézgowe, z ktoérych sporzadza-
no 20% hogomenaty w roztworze 80 mM buforu fosforanowego pH 7,4
zawierajgcego 100 mM KCIl. Homogenizacje prowadzono w mlynku Pot-
tera z tlokiem teflonowym w temp. okoto 4°C.

Zuzycie tlenu oznaczano bezposrednig metodg manometryczng w apa-
racie Warburga (Umbreit i wsp. 1957). Zuzycie tlenu w obecnosci glu-
kozy oznaczano w mieszaninie inkubacyjnej o koncowej objetosci 3 ml
i skladzie: 70 mM bufor fosforanowy pH 7,4, 8 mM MgCl,, 1 mM ATP
(Osrodek Nauk. Bad. AM Lo6dz), 1 mM NAD (Boehringer), 24 mM amid
kwasu nikotynowego, 20 mM glukoza, 0,1 mM bursztynian potasowy,
0,06 mM cytochrom ¢ (Biomed Krakéw) i 2,5 mM fruktozo-1,6-dwufosfo-
ran (Reanal, Wegry). Do kazdego naczynka dodawano homogenat w ilo-
Sci odpowiadajacej okolo 4 mg bialka.. Zuzycie tlenu w obecno$ci bur-
sztynianu oznaczano w mieszaninie reakcyjnej o skladzie: 70 mM bufor
fosforanowy pH 7,4, 8 mM MgCl,, 1 mM ATP, 24 mM amid kwasu ni-
kotynowego, 20 mM bursztynian potasowy, 0,06 mM cytochrom c oraz
okolo 4 mg biatka homogenatu. Sklad stosowanych mieszanin inkuba-
cyjnych odpowiadal optymalnym warunkom dla homogenatéw mézgoéw
(Reiner 1947, Racker, Krimsky 1945). Odczyty na respirometrach dokc-
nywane byly co 15 minut. Zuzycie tlenu wyrazano w ul O,/godz/mg bial-
ka.

Aktywnos¢ glikolityczng oceniano przez pomiar produkeji mleczanu
1 zuzycie glukozy przez badane homogenaty. Inkubacje homogenaté v
prowadzono w naczynkach w aparacie Warburga podczas ustawicznego
wytrzgsania w ciggu 1 godziny. Srodowiskiem inkubacyjnym byl roz-
twor zapewniajgcy maksymalng aktywne$é glikolityczng homogenatéw
mozgéw (Utter, Wood, Reiner 1945, Racker, Krimsky 1945, Reiner
1947), zawierajacy w koncowej objetosci 2,5 ml nastepujgce skladniki
(o koncowych stezeniach): 70 mM bufor fosforanowy pH 7,4, 8 mM
MgCl,, 1 mM ATP, 1 mM NAD, 24 mM amid kwasu nikotynowego, 20
mM glukoza, 2,5 mM fruktozo-i,6-dwufosforan. Stezenie homogenatu
w naczynku reakcyjnym odpowiadalo okolo 4 mg biatka. Faze gazowa
naczynek reakcyjnych w przypadku badania glikolizy w warunkach tle-
nowych stanowilo powietrze, a w przypadku glikolizy beztlenowej azot.
Mleczan oznaczano spektrofotometrycznie metoda enzymatyczng przy po-
mocy dehydrogenazy mleczanowej (Boehringer) (Horn, Bruns 1956). Po-
miary ekstynkcji wykonywano w spektrofotometrze Spectromom 202
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przy 340 nm. Glukoze oznaczano przy pomocy oksyvdazy glukozowej
(E.C. 1.1.3.4) (Fermognost NRD) spektrofotometrycznie (Hugget, Nixon
1957). Ekstynkcje mierzono w spektrofctometrze Specol przy 530 nm.
Bialko homogenatéw moézgéw oznaczano metodg Kjeldahla (Tomaszew-
ski 1970). Statystyczng analize wynikow przeprowadzono testem t Stu-
denta (Szyszko 1971).

WYNIKI

W tabeli 1 podano wyniki przedstawiajgce zachowanie sie poziomu
glikegenu w mozgach szczuréw w nastepstwie zatrucia dichlorfosem.
W moézgach zwierzat, ktorym podawano jednorazowo dichlorfos, w daw-
kach 2, 10 lub 50% LD;, nie stwierdzono statystycznie znamiennych
roéznic w zawartosci glikogenu w poréwnaniu ze zwierzetami kontrol-
nymi.

Tabela 1. Poziom glikoz»nu w moézgach szezuréw w nastepstwie zatrucia dichlorfosem
(DDVP)
Table 1. The glycogon level in rat brain following dichlorvos (DDVP) intoxication

Modol zatrucia Poziom glikogenu
Model of intoxication (mg glukozy/100 g wilgotnej tkanki)
Okres podawania Dawka pestycydu
postycydu Glycoger. level
Dose of (mg glucose/100 g wet tissuc)
Peoriod of pesticide posticido & a
administration 9% LDs, x + Sx (n) P
1 dzion Kontrola 92,5 -+ 4,7 (6)
day Control
2 99,8 + 6,7 (7) =0,05
10 99,2 + 9,9 (7) =0,05
50 92,8 + 4,0 (7) =0,05
14 dni Kontrola
days Control 78,1 + 0.6 (7)
2 a9 g ilid iy (7) <0,05
10 g R R (6) <0,05
50 118.5 + 2,6 (5) <0,05
90 dni Kontrola 91,1 i 0,7 (6)
days Control
2 1108 o 3.3 9) < 0,05

x+8Sx $rednia arytmetyczna - odchylenie standardowe éredniej arytmetycznej
arithmetic moan -+ error of the mean

n liczba doswiadczen p prawdopodobienstwo
number of experiments probability
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Tabela 2. Aktywnosé glikolityczna w warunkach tlenowyecl hemogenatéw mézgdéw szezuréw w nastepstwie zatrucia dichlorfosem 2
(DDVP)

Table 2. The glycolytic activity in aerobic conditions of rat brain homogenates following dichlorvos (DDVP) intoxication

L g

Model zatrucia

Model of intoxication Produkeja mleczanu Zuzycio glukozy (umole/godz./mg bialka)
Okres podawania Dawka pestycydn (pmole/godz./mg bialka)
pestycydu Lactate production Glucose consumption (pmoles/hr/mg protein)
Period of pesticide Dose of (nmoles/hr/mg protein) ; =2
administration pesticide %
% LDso P R @), -p R R (n) P g
=
8
g
1 dzien Kontrola 3,14 = 0,13 (9) 2,22 -+ 0,12 (9) 4
day Control S
2 3,06 - 0,07 (6) =0,05 2,01 =+ 0,20 (6) =0,05 <
10 3,17 + 0,07 (6) =0,05 2,11 - 0,07 (6) =0,05 8
50 3,07 + 0,11 (6) =0,05 2,23 + 0,14 (6) =0,05 E_T
2.
14 dni Kontrola 3300 S 000 (9) 9BRY Ll 0,07 (9) 5
days Control g
2 3,05 + 0,26 (7) =0,05 2,15 + 0,19 (7) =0,05 <
10 3,10 + 0,24 (7) =0,05 2,49 + 0,19 (7) =0,05 =
50 2:95 4 I S0 95 (7) =>0,05 R SRR W (6) >0,05
90 dni Kontrola 3,99 - 0,21 (8) 2,29 + 0,13 (7)
days Control
2 3,74 = 0,12 (9) =0,05 2,21 - 0,14 (8) =0,05

Objasnienia w tabeli 1.
For explanations see Table 1.
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W moézgach zwierzgt badanych po 14 dniach podawania dichlorfosu
w dawce 2% LDj, poziom glikogenu byl s$rednio wiekszy o okolo 27%
w stosunku do kontroli. Réznica ta jest znamienna statystycznie (p < 0,05).
Znamienny statystycznie (p < 0,05) przyrost poziomu glikogenu o okoto
46% w stosunku do kontroli stwierdzono takze po podawaniu dichlorfosu
w dawce 10% LD;,. Podobnie po zastosowaniu dawki 50% LD;, zaobser-
wowano wyzsze stezenie glikogenu w mozgach zwierzat doswiadczal-
nych w porownaniu z wynikami uzyskanymi dla zwierzat kontrolnych.
Przyrost ten wynosi okolo 52% i jest znamienny statystycznie (p < 0,95).
W III grupie doswiadczalnej stezenie glikogenu w mozgach zwierzat do-
$wiadczalnych bylo wyzsze $rednio o okolo 28% od stezenia glikogenu
w mozgach zwierzat kontrolnych. Réznica ta jest znamienna statystycz-
nie.

Tabela 3. Glikoliza beztlonowa homog metéw moézgéw szezuréw w nastepstwie zatruecia
dichlorfosm (DDVP)

Table 3. Anaorobic glycolysis of rat brain homogenatos following dichlorvos (DDVP)
intoxication

Mode! z>trucia
Modnl of intoxication

Okres poda- Dawka Produkeja mleczanu (pmole/godz./mg biatka)
wania postyeydu Lactate production (pmoles/hr/mg protein)
pestycydu
Period of pesti- Dose of
cide admini- pesticido x + S8x 5 (n) p
stration 9%:LDss
1 dzien Kontrola
day Control 3,45 + 0,14 (9)
2 3,43 + 0,14 (6) =0,05
10 3,39 o+ 0,11 (6) =0,05
50 3,62 R 0,16 (6) =0,05
14 dni Kontrola 3,42 - 0,24 (9)
days Control
2 3.18 + 0,13 (7) =0,05
10 3,26 -+ 0,19 (7) =0,05
50 3,28 + 0,22 (7) =0,05
90 dni Kontrola
days Control 3,97 + 0,17 (8)
2 4,03 +- 0,15 (9) =0,05

Objasnienia w tabeli 1.
For explanations see Table 1.
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Nie stwierdzono istotnych réznic w produkeji kwasu mlekowego w wa-
runkach tlenowych (tabela 2) przez homogenaty mozgow szczur6w w na-
stepstwie jednorazowego oraz wielokrotnego podawania dichlorfosu
w dawkach 2%, 10% lub 50% LDs,. W tych samych warunkach doswiad-
czalnych nie zaobserwowano istotnych réznic w zuzyciu glukozy przez
badane homogenaty mdzgow.

Takze w warunkach beztlenowych nie stwierdzono istotnych réznic
w produkeji kwasu mlekowego (tabela 3) przez homogenaty moézgow
zwierzat w nastepstwie jedncrazowego oraz wielokrotnego zatrucia di-
chlorfosem (14- i 90-dniowy model) dawkami stanowigcymi 2%, 10% lub
50% LDj;, dla modelu 1- i 14-dniowego oraz 2% LDj, w przypadku mo-
delu 90-dniowego. Rownolegle z badaniem glikolizy wykonano ocene akty-
wnosci oddechowej homogenatow moézgoéw szczuréw w nastepstwie za-
trucia dichlorfosem. Wyniki przedstawiono w tabeli 4.

Zuzycie tlenu w obecnosci glukozy przez homogenaty mozgoéw szczu-
row po 2 godzinach od momentu jednorazowego podania pestycydu
w dawce 50% LDj, jest nieznacznie wigksze w poréwnaniu z grupg kon-
trolng. R6znica ta nie jest jednak statystycznie znamienna. Nie obserwu-
je sie réwniez istotnych réznic pomiedzy warto$ciami oddychania ho-
mogenatéw moézgéw zwierzat kontrolnych a grupami szczuréw, ktérym
jednorazowo podano pestycyd w dawce 10% lub 2% LD;, Podawanie
dichlorfosu w odpowiednich dawkach przez okres 14 lub 90 dni nie po-
woduje takze istotnych zmian w oddychaniu badanych homogenatow.

Wyniki przedstawione w tabeli 4 wskazujg, ze zuzycie tlenu przez ho-
mogenaty moézgéw szczuréw (w obecnosci bursztynianu) w nastepstwie
jednorazowego i wielokrotnego (14-dniowego) zatrucia nie rézni sie zna-
miennie od warto$ci kontrolnych, aczkolwiek $rednie warto$ci zuzycia
tlenu przez homogenaty moézgéw szczuréw po jednorazowym zatruciu
dawkami 2%, 10% lub 50% LDjs, sg nieco wyzsze od wartosci kontrolnej.
W przypadku zwierzat, ktérym dichlorfos podawano przez okres 90 dni
wykazano nieznaczny (okolo 10%) lecz statystycznie znamienny efekt
stymulacji oddychania homogenatéw moézgéw (w poréwnaniu do ukla-
du kontrolnego).

W mézgach zwierzat po jednorazowym podaniu pestycydu nie zaobser-
wowano znamiennych statystycznie zmian w stezeniach ATP, ADP i AMP
niezaleznie od stosowanej dawki dichlorfosu.

Podobnie w nastepstwie podawania dichlorfosu przez 14 dni w daw-
kach 2%, 10% lub 50% LDj, nie stwierdzono istotnych réznic w steze-
niach ATP, ADP i AMP w moézgach szczurbw w poréwnaniu z grupa
kontrolng. W mézgach zwierzat, ktérym podawano dichlorfos przez 90
dni w dawce 2% LD;, zaobserwowano niewielki (okoto 11%) znamienny
statystycznie wzrost poziomu ATP. Stezenia ADP i AMP nie zmienialy
sie.

Neuropatologia Polska — 8
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Tabela 4. Oddychanie homogenatéw mézgéw szczuréw w nastepstwie zatrucia dichlorfosem (DDVP)
Table 4. The respiration of rat brain homogenates following dichlorvos (DDVP) intoxication

Model zatrucia
Model of intoxication Zuzycie tlenu (ul O,/godz./mg bialka)
Oxygen uptake (ul O,/hr/mg protein)

Okres podawania Dawka pestycydu

pestycydu

Period of pesticide Dose of pesticido Ss“l:;s;?;ze :Ggllll{l:z:e B;:‘:;z::n
administration % LDso = = = =
% ity (m). p X e O (n) p
1 dzien Kontrola 19,9 4 Ik (6) 27,5 S 159 (6)
day Control
2 18,7 B 1,0 (6) =0,05 30,0 - 1,5 (6) =0,05
10 18,8 + 0,8 (6) =0,05 29,3 4 1,3 (6) =0,05
50 22,3 B 1,0 (6) =0,05 28,1 -+ 1,3 (6) =0,05
14 dni Kontrola 18,2 L 0,9 (8) 25,2 + 2,4 (8)
days Control
2 03 N R g | (6) =0,05 Y e DR (7 >0,05
10 16,9 + 0,7 (7) =0,05 243. 4+ 08 o {T) =0,05
50 19,5 + 1,1 (8) =0,05 25,2 + 1. (7) =0,05
90 dni Kontrola 23,8 4 1,4 (8) 29,0 -+ 0,9 (8)
days Control
2 24,1 + 1,4 (9) =>0,05 32,4 4 1,0 (9) <0,05
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Tabela 5. Stezenia ATP, ADP, AMP w mézgach szezuréw w nastepstwie zatrucia dichlorfosem (DDVP)
Table 5. ATP, ADP, AMP concentrations in rat brain following dichlorvos (DDVP) intoxication

Model zatrucia
Model of intoxication Stezenia nukleotydéw (pmole/g wilgotnej tkanki)
Okres poda- Dawkh Nucleotides concentrations (pmoles/g wet tissue)

dACQQ NPNIEZ M NSZQW WZI[Oqe}d ]

wania pestycydu
pestycydu
Period of pesti- Dose of ATP ADP AMP
cide admini- pesticide
stration % LDso  x + - 8x " (n) P x +. By /) p x + 8x (n) p
1 dziei  Kontrola 6,18 + 0,09 (6) 1,99 + 0,09 (6) 0,62 + 0,03 (6)
day Control
2 6,65 + 0,20 (6) =0,05 2,05 + 0,07 (6) =0,05 0,566 4 0,04 (6) =0,05
10 6,53 + 0,15 (6) =0,05 1,92 + 0,08 (6) =0,05 0,56 + 0,01 (6) >0,05
50 6,63 + 0,13 (6) =0,05 1,94 + 0,07 (6) =0,05 0,58 + 0,03 (6) =0,05
14 dni Kontrola 6,09 + 0,12 (6) 2,12 + 0,05 (6) 0,57 + 0,02 (6)
days Control
2 582 4+ 0,22 (5) >0,05 2,00 + 0,07 (5) =0,05 0,54 + 0,01 (5) >0,05
10 6,01 4+ 0,14 (5) >0,05 1,92 + 0,04 (5) =>0,05 0,58 + 0,01 (5) >0,05
50 591 + 022 (5) >0,05 1,85 + 0,09 (5) =0,05 0,60 + 0,02 (5) >0,05
90 dni Kontrola 6,29 + 0,15 (6) 2,12 + 0,02 (6) 0,61 + 0,03 (6)
days Control
2 6,99 + 0,16 (9) < 0,05 2,10 4+ 0,06 (9) =0,05 0,54 + 0,03 (9) =0,05

Objaénienia w tabeli 1.
For explanations see Table 1.
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DYSKUSJA

Zastosowane trzy modele zatrucia pozwalaly na prowadzenie obser-
wacji zachowania sie metabolizmu osrodkowego ukladu nerwowego w na-
stepstwie jednorazowego (krotkotrwatego) oraz wielokrotnego (diugo-
trwalego) podawania dichlorfosu. Stosowane dawki pestycydu (2%, 10%
lub 0% LD;,) daly mozliwo$é oceny stopnia wrazliwosci badanego frag-
mentu metabolizmu na stezenie trucizny. W nastepstwie zatrucia dichlor-
fosem dochodzi do wzrostu poziomu glikogenu w mozgach szczuréw.
Wzrost poziomu glikogenu zaobserwowano w mozgach zwierzat, ktorym
podawano pestycyd przez 14 i 90 dni. W modelu jednorazowego zatrucia
nie zaobserwowano wzrostu poziomu glikogenu. Przyrost polisacharydu
jest zalezny od dawki dichlorfosu i jest tym wiekszy im wyzsza dawka
pestycydu. Te same dawki dichlorfosu, ktére powoduja wzrost poziomu
glikogenu, pozostajg bez wplywu na aktywnos¢ glikolityczng jak row-
niez nie zmieniajg w zasadniczy sposdb intensywnosci zuzycia tlenu przez
homogenaty moézgow. Podobnie, poza bardzo nieznacznym wzrostem po-
ziomu ATP w przypadku zatrucia 90-dniowego, nie zaobserwowano za-
sadniczych iloSciowych zmian w ukladzie ATP/ADP/AMP w mozgach
zwierzat w nastepstwie jednorazowego lub wielokrotnego zatrucia di-
chlorfosem.

Zjawisko przejSciowego gromadzenia sie glikogenu w mozgu obserwo-
wane bylo w réznych modelach niedotlenienia o$rodkowego ukladu ner-
wowego. Mossakowski i wsp. (1968) zaobserwowali gromadzenie sie gliko-
genu w mozgu w nastepstwie asfiksji okotoporodowej u malpy Macacca
mulata. Poézniejsze badania wykazaly, ze poziom glikogenu wzrastat
w moézgach zwierzgt w nastepstwie ischemii (Pronaszko i wsp. 1972,
Smialek i wsp. 1971) oraz w nastepstwie zatrucia tlenkiem wegla (Smia-
lek i wsp. 1973). Powyzsze wyniki sugeruja, ze zjawisko przejSciowego
wzrostu poziomu glikogenu w o$rodkowym uktadzie nerwowym moze by¢
charakterystyczng reakcjg tkanki nerwowej na jej niedotlenienie. Z dru-
giej strony, wyniki prac Pachecki i wsp. (1975), Sitkiewicza i wsp. (1975),
wskazujg, ze insektycydy fosforoorganiczne obnizajg aktywnos¢ odde-
chowa homogenatéow niektorych narzadow zwierzecych. Istniejg takze
dane, wskazujace, ze fosforoorganiczne srodki owadobdjcze mogg uposle-
dza¢ sprawno$¢ lancucha oddechowego komorek zwierzecych (Sitkiewicz
i wsp. 1975, Syrowatka 1969). Fakty te daja podstawe do przypuszczenia,
ze stwierdzony wzrost poziomu glikogenu w moézgach szczuréw w na-
stepstwie zatrucia dichlorfosem moze by¢ skutkiem niedotlenienia osrod-
kowego ukladu nerwowego, wywolanego przez dzialanie pestycydu na
uklady enzymatyczne lancucha oddechowego mitochondriow komorki
nerwowej. Mechanizm gromadzenia sie glikogenu w moézgu w nastep-
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stwie niedotlenienia a takze w nastepstwie zatrucia dichlorfosem nie jest
wyjasniony. Oproécz niedotlenienia, w probach tlumaczenia przyczyn
zwigkszania sie poziomu glikogenu w moézgu nalezy bra¢ pod uwage mo-
zliwos¢ wystepowania zaburzen w hormonalnym ukladzie regulujgcym
insulina-adrenalina lub w innych odcinkach przemiany komodrki nerwo-
wej.

W badaniach aktywnosci glikolitycznej homogenatow mozgow zwro-
cono uwage na produkcje kwasu mlekowego i zuzycie glukozy, w pierw-
szym 1zedzie w warunkach tlenowych. W tych warunkach aktywnos$é¢
glikolityczna badanych homogenatéw pozostawala bez zmian w trzech
modelach zatrucia. Rowniez w tych samych ukladach do$wiadczalnych
nie ulegla zmianie produkcja kwasu mlekowego mierzona w warunkach
beztlenowych (N;). Na podstawie poréwnania glikolizy (produkcja kwa-
su mlekowego) w warunkach tlenowych i beztlenowych wynika, ze w ba-
danych ukladach homogenatow moézgow szczuréw nie wystepowal efezt
Pasteura, co zgodne jest z danymi z pracy Reinera ((1947). W poprze-
nich naszych badaniach prowadzonych w warunkach in vitro wykaza-
no, ze dichlorfos nie ma wplywu na glikolize homogenatéw moézgoéw szczu-
ra i kury (Pachecka i wsp. 1975).

Réwnolegle z badaniami glikolizy, wykonywano takze pomiar zuzycia
tlenu przez homogenaty mozgowe. Poza bardzo nieznaczng stymulacig
zuzycia tlenu przez homogenaty moézgoéw szczuréw w nastepstwie prze-
wleklego (90-dniowy uklad) podawania pestycydu, zasadniczo oddycha-
nie homogenatéw nie ulegalo zmianie.

Analizujgc wyniki dotyczace zachowania sie poziomu nukleotydéw ade-
ninowych w moézgach zwierzat w nastepstwie zatrucia dichlorfosem
nalezy zwréci¢ uwage, ze jedynie w przypadku podawania dichlorfosu
w dawce 2% LDj;, przez okres 90 dni zanotowano nieznaczny wzrost pc-
ziomu ATP. By¢ moze, ze wzrost poziomu ATP w modelu przewleklego
zatrucia jest przyczynowo powigzany ze zwiekszeniem zuzycia tlenu
przez homogenaty mézgéw zwierzat tej samej grupy. Przyczyny tvch
zmian pozostajg nie wyjasnione.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze w nastepstwie zatrucia fosforoorga-
nicznymi $rodkami owadobéjczymi, oprécz hamowania aktywnosci acety-
locholinoesterazy, mogg wystepowaé takze zaburzenia w metabolizmie
weglowodanowo-energetycznym oSrodkowego ukladu nerwowego.

Autcrzy skladajg podziegkowanie Paniom: Teresie Bok, Barbarze Dyjak, Hali-
nie Nowickiej, Ewie Ohde, Teresie Pankowskiej i Krystynie Podwéjcik za pomoc
techniczng przy wykonywaniu badan.
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B. Buuyosa, M. Cuxopcka, B. Buy, M. Ilaxeuka, A. CyIuMHbCKU

YPOBEHbB I'VIMKOTEHA, TNIMKOJU3, IBIXAHMUE, A TAKXKE KOHIIEHTPAIIUSA
AT®, AI®, AM® B MOIIE KPBICBI BCJIEACTBUE OTPABJIEHUS
POCPOOPTAHUYECKUM MHCEKTULIMUIOM IUXITOPPOCOM

Pe3wome

Beiniu npoBezeHbl OMOXMMMUECKME MCCIIEOBAHMUA MO3ra KpbIC I10CJEe OTpaBJieHUs
per os auxJiopgocoMm. 2KuBoTHbIe OblIM pas3jesieHbl Ha 3 rpynnbl: Kpbickl I rpynmnsl
OTPaBAANMChL AuXJopdocom B gozax 2%, 10% wmam 50% JIO;. Kpbicer II rpynnst
noJiyyaJayu Te Ke MA03bl nectuumaa B Teuenme 14 pauent. 2Kusorubmm IIT rpynnst
naBanu nectuuma B no3se 2% JJI;, B Tegenuu 90 qHeir.

YpoBeHb TJIMKOTEHa ONPEeAeJAJICA KOJOPUMEeTPHYeCKN. [IMKONMTUYECKadA aKTUB-
HOCTHL TI'OMOTeHAaTOB MO3ra B KMUCJIOPOAHBIX M O6e3KMCIOPOAHBIX YCJIOBMAX OIEHMU-
Bajack Ha OCHOBe O6pa30BaHMA MOJOYHOM KMCIAOTHI M TOTPEOIEHMA TJIOKO3BI.
Jeixanue usMmepsanayu MaHomerpuuecku. ATD, AP u AMSP onpejelamcb ¢ IO-
MOIIBIO 3H3UMMATUYECKUX METOMOB.

VYpoBeHb TIMKOreHa HEe MEHSJICS I0CJe OXHOPA30BOIC OTPaBJEHMA AMXJOPAOCOM.
Tocae 14- u 19-7HeBHOrO BBejeHMA necTuumzaa Habiwogalica pOCT ypOBHA TJIMKOrena,
3aBMCAIIMI OT J03bl auxJopdoca. ['IMKOIM3 TIOMOreHaToB MO3ra B KMHCJIOPOIHBIX
u Ge3KMCIIOPOAHBIX YCJIOBMSAX He MeHAucs. IloTpeGienme KMUCJIOpPOJa, MCCIedyemoe
B NPUCYTCTBUE IJIOKO3bl UM SHTAPHOM KMCJOTbI, HE MEHAJOCH IOCJE 0J{HOPAa30BOI0
# 14-rueBHOro BBejgenus mnectuuyupa. B ciaydae 90-11eBHOTO OTpPaBJIEHUSI AMXIIOP-
docom B poze 2% JIJ5, nabmojanack He3HAUYUTEJbHAHA CTUMYJIALNA norpebnenns
KMCIIOpPO/a TOMOTEHATAMY, HO TOJILKO B NPMUCYTCTBMM AHTAPHOM KuciaoTbl. He Gbuin
obHapyKeHbl NPUMHIMIMANBbHBIE M3MeHenus B KoHueuTpamuax AT®, AJP n AMD
[I0CJIe OJHOPA30BOro M 14-7HEBHOro OTPaBiieHMA XKMBOTHbIX. Habmniopancs nesiaym-
TeJbHBI pOCT cojepxkanua ATd mocsie 90-AHEBHOro BBeAEHMA AMXJOpoca.

OTMedeHHbie M3MEHEHUA yKas3bIBalT, 4TO AMXJIOPGOC MOXKeT INPUBOAUTE K Hapy-
LIeHUI0 yrIeEOAHOro obMeHa B HEPBHONM TKaHM.

B. Biczowa, M. Sikorska, W. Bicz, J. Pachecka, A. Sulinski

THE GLYCOGEN LEVEL, GLYCOLYSIS, RESPIRATION AND ATP, ADP,
AMP CONTENT IN RAT BRAIN FOLLOWING ORGANO!I;’HOS(PHATE
INSECTICGIDE DICHLORVOS (DDVP) INTOXICATION

Summary

Biochemical studies were carried out on the brains of rats intoxicated per 0§
by dichlorvos. The animals were divided into 3 groups: the rats of the first group
were irtoxicated by a single. administration of dichlorvos in doses 2%, 10% or
50% LD.,. The rats of the second group were intoxicated by identical dose of pe-
sticide in the period of 14 days. The animals of the third group were intoxicated
in the periocd of 90 days by the 2% LD;, of dichlorvos daily.

The glycogen level (glyccse after glycogen hydrolysis) was determined colori-
metrically. Glycolytic activity of the brain homogenates in the anaerobic and
aerobic ccnditions was estimated on the basis of measurements of lactate pro-
duction and glucose consumption. For the determination of respiratory aetivity
the manometric technique was used. ATP, ADP and AMP content was estimated
by enzymatic methods.
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The glycogen level remained unchanged following one-time dichlorvos admini-
stration. An increase of the glycogen level was observed after 14 and 90 days of
pesticide administration. A correlation between the increase of glycogen content
and the dichlorvces doses was observed. There were mo changes in aerobic and ana-
erobic glycolysis of rat brain homogenates following either single or chronic di-
chlorvos intoxication.

The cxygen uptake by the brain homogenates in the presence of glucose or
succinate did not change after a single and '14-days administration of DDVP.
Chronic poisoning (90 days) in a 2% LD;, dose stimulated oxygen consumption in
the presence of succinate only. There were no significant changes in ADP and
AMP content following either single or chronic intoxication. A small rise in ATP
level was stated after 90-days administration of dichlorvos.

The observed changes indicate that DDVIP imay disturb carbohydrate metabolism
in the nerve tissue.
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DARIUSZ SITKIEWICZ, ZOFIA ZALEWSKA

AKTYWNOSC OKSYDAZY CYTOCHROMOWEJ
I DEHYDROGENAZY BURSZTYNIANOWEJ W MOZGU SZCZURA
PO ZATRUCIU FOSFOROORGANICZNYMI INSEKTYCYDAMI
DICHLORFOSEM I TRICHLORFONEM *

Fracownia Metabolizmu Lek6éw Instytutu Biofarmacji AM w Warszawie
Kierownik: doc. dr hab. W. Bicz

Szereg pestycydoéw, w tym takze zwigzki fosforoorganiczne, wykazu-
je dzialanie cytotoksyczne (Piekarski i wsp. 1971), neurotoksyczne (Szczu-
rek, So$nierz 1970) oraz szkodliwy wplyw na rozwoéj potomstwa (Ry-
bak 1973). Insektycydy fosforoorganiczne poza hamowaniem aktywnosci
acetolicholinoesterazy powodujg takze zmiany w utlenianiu komoérkec-
wym (Heidker, Pardini 1972, Syrowatka 1969, Beskid i wsp. 1973). W po-
przednich naszych pracach wykazano, ze trichlorfon i dichlorfos powo-
dujg in vitro zmiany aktywnos$ci niektéorych oksydoreduktaz mitochon-
drialnych (Sitkiewicz i wsp. 1975a), ktérym towarzyszy obnizenie zdol-
nosci oddechowych homogenatéw tkanek zwierzecych (Pachecka i wsp.
1975, Sitkiewicz i wsp. 1975b). Obserwacje te sugerujg mozliwo$é¢ wy-
stepowania zaburzen w procesach oksydoredukcyjnych w komérkach
oérodkowego ukladu nerwowego w nastepstwie dzialania insektycydow
fosforoorganicznych in vivo.

Celem pracy bylo zbadanie aktywnosci oksydazy cytochromowej (E.C.
1.9.3.1.) oraz dehydrogenazy bursztynianowej (E.C. 1.3.99.1) w mézgu

szczuréw poddanych zatruciu dichlorfosem (DDVP) lub trichlorfonem
(dipterex).

MATERIAL I METODY

Do do$wiadczen uzyto samce szczuréw bialych Wistar (z hodowli za-
mknigtej, kojarzone losowo) o wadze okoto 200 g. Przez okres doswiadcze-
nia szczury karmiono standardowa dietg hodowlang. Insektycydy poda-
wano sondg dozolagdkowo — dichlorfos w roztworze oleju jadalnego-
a trichlorfon w roztworze wodnym w dawkach 2%, 10% i 50% LD;,..

* Praca czeSciowo subsydiowana z problemu wezlowego PAN 09.4.1.3.
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Objetos¢ podawanego roztworw dichlorfosu wynosita 0,5 ml a trichlorfo-
nu 4 ml. Przyjeto nastepujgce dawki LDj dla szczuréw samcow: 80
mg/kg wagi ciala w przypadku dichlorfosu i 630 mg/kg cigzaru ciata dla
trichlorfonu (Rusiecki 1966). Dichlorfos (DDVP) 0,0-dwumetylo-0/2,2-
-dwuchlorowinylo/ fosforan 99,6% oraz trichlorfon (dipterex) 0,0-dwu-
metylo (1-hydroksy-2,2,2-tr6jchloroetylo) fosfonian 99,9% pochodzity
z Instytutu Chemii Fizycznej PAN.

Zwierzeta podzielono na 3 grupy doswiadczalne, ktére stanowily 3 mo-
dele zatrucia. W grupie I dichlorfos lub trichlorfon podawano jednora-
zowo w dawkach 2%, 10% i 50% LD;,. Zwierzeta zabijano po dwoéch go-
dzinach od momentu podania pestycydu. W grupie II insektycydy po-
dawanc w tych samych dawkach codziennie przez okres 14 dni (z wy-
jatkiem niedziel i $wigt). W grupie III insektycydy podawano tylko
w dawce 2% LDj, przez okres 90 dni (z wyjatkiem niedziel i $wiat). Ba-
dania biochemiczne w grupie II i III wykonywano nastepnego dnia po
ostatnim podaniu pestycydu. Kontrole stanowily zwierzeta, ktérym po-
dawano condg dozotgdkowo 0,5 ml oleju lub 4 ml wody w okresach
czasu odpowiadajgcych modelom do$wiadczalnym. Szczury zabijano przez
dekapitacje. Do badan pobierano obie pétkule mézgowe.

Frakcje mitochondrialne otrzymywano metodg opisang przez Clarka
i Nicklasa (1970). Pobrane pétkule moézgowe przemywano oziebionym
medium izolacyjnym o skladzie: 0,25 M sacharoza, 0,5 mM K*EDTA,
10 mM tris/HCl o pH 7,4. Tkanke homogenizowano w homogenizatorze
Pottera-Elvehjema z tlokiem teflonowym. Homogenat wirowano 3 min.
przy 2000 X g. Osad odrzucano a supernatant wirowano 15 min przy
12500 X g. Osad frakeji mitochondrialnej zawieszano w 2,5 ml medium
o sktadzie: 3% ficoll, 0,12 M mannitol, 0,03 m sacharoza, 25 uM K*EDTA
o pH 7,4. Zawiesine ostroznie nawarstwiano na 10 ml medium o skladzie:
6% ficoll, 0,24 M mannitol, 0,06 M sacharoza, 50 uM K+*EDTA o pH 7,4
i wirowano 30 min. przy 11 500 X g. Supernatant odrzucano a pozostaly
osad dwukrotnie przemywano medium izolacyjnym. Frakcje mitochon-
drialng izolowano przez wirowanie 10 min przy 11500 X g. Koncowy
osad zawieszano w 2 ml medium izolacyjnego (4—F mg biatka/ml) i prze-
chowywano w lodzie. Frakcje mitochondrialne izolowano w temperatu-
rze 0—4° stosujgc wirowke K-70 f-my Janetzki (NRD).

Aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej oznaczano metodg spektrofoto-
metryczng (Smith 1954) w Srodowisku zawierajgcym 20 mM bufor
tris/HCl1 pH 7,4 oraz 125 mM KCI. Cytochrom C (Biomed, Krakow) re-
dukowano Na,S,0, i odsalano na kolumnie o wymiarach 2 X 16 cm wy-
pelnionej Sephadexem G-25 fine (Yonetani, Ray 1965). Ferrocytochrom C
eluowano z kolumny roztworem o skladzie: 10 mM tris/HC1 pH 7,4
1 mM EDTA. Aktywno$¢ enzymu wyrazano jako stalg szybkosci reakcji
I-go rzedu w przeliczeniu na 1 mg biatka (Smith 1955).
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Aktywnosé dehydrogenazy bursztynianowej oznaczano metoda spektro-
fotometryczng (King 1963) w srodowisku zawierajgcym: 0,1 M bufor fos-
foranowy pH 7,4, 1,5 mM cyjanek potasu, 20 mM bursztynian potasu,
0,06 mM 2-6-dwuchlorofenoloindofenol, 1,8 mM metasiarczan fenazyny.
Miarg aktywno$ci enzymu byla zmiana ekstynkcji akceptora elektronow
w czasie 1 min. powodowana przez 1 mg biatka. Biatko mitochondrial-
ne oznaczano metodg biuretowg (Layne 1957). Bialko oraz aktywnosci
obu enzyméw oznaczano bezposrednio po solubilizacji 1% roztworem
dezoksycholanu sodu.

WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej frakcji
mitochondrialnej moézgu szczura po zatruciu trichlorfonem lub dichlor-
fosem.

Trichlorfon podany szczurom jednorazowo w dawkach 2%, 10% lub
50% LD;, nie powoduje zmian w aktywnos$ci oksydazy cytochromowej
frakeji mitochondrialnej mézgu. W tych samych warunkach dichlorfos
powodowal obnizenie aktywno$ci oksydazy cytochromowej. Hamowa-
nie aktywnos$ci enzymu w okolo 30% zaobserwowano po jednorazowym
zatruciu szczuréw dawkg 10% LDj, dichlorfosu. Zatrucie dawkami 2% lub
50% LDj, insektycydu nie powodowalo istotnych zmian w aktywnosci
oksydazy cytochromowej. Po podawaniu trichlorfonu przez okres 14 dni
w dawce 2% LDj, stwierdzono podwyzszenie aktywno$ci oksydazy cytc-
chromowej frakcji mitcchondrialnej mézgu. Dawki 10% i 50% LDj, tri-
chlorfonu nie powodowaly zmian aktywnosci enzymu. W analogicznych
warunkach doswiadczalnych dichlorfos powodowal obnizenie aktyw-
noSci oksydazy cytochromowej we wszystkich stosowanych dawkach,
przy czym nie zaobserwowano korelacji miedzy wielko$cig dawki insek-
tycydu a stopniem zahamowania aktywnos$ci enzymu. Najwyzszy efekt
hamujgcy, wynoszacy 45% stwierdzono po 14-dniowym podawaniu di-
chlorfosu w dawce 10% LD;,. Zatruwanie dawkami 2% i 5% LDj, powo-
dowato zahamowanie aktywnosci oksydazy cytochromowej frakcji mito-
chondrialnej mézgu wynoszgce odpowiednio 12% i 30%.

Wielokrotne podawanie malych dawek trichlorfonu (2% LD;,) przez
okres 90 dni nie powodowato zmian aktywnosci oksydazy cytochromowej.

W tabeli 2 przedstawiono aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej
frakcji mitochondrialnej mézgu szczuréw po zatruciu trichlorfonem lub
dichlorfosem.

Po jednorazowym zatruciu szczuréw trichlorfonem lub dichlorfosem
w dawkach 2%, 10% i 50% LD;, nie stwierdzono zmian aktywnosci de-
hydrogenazy bursztynianowej frakcji mitochondrialnej moézgu. Réwniez
w nastepstwie wielokrotnego podawania insektycydéw w tych sa-
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Table 1. Activity of eytochrome oxidaso in rat brain mitochondria following trichlorphon or dichlorvos intoxication

Model zatrucia .

Model of intoxication ‘ Aktywnosé oksydazy cytochromowoj K(sek-1/mg bialka)
Activity of eytochrome oxidose K(sec-1/mg protein)

Okres podawania Dawka insoktycy-

insektycydu du i :
Period of insocti- Dose of Trichlorfon Dichlorfos
cido insecticide Trichlorphon Dichlorvos
administration (% LDso) x 4+  Sx (n) p X 4+ Bz (n) P g
n
=
Kontrola 198 s (8) T BE 0 (7) z
Control e
1 dzien 2 1,43 + 0,09 (8) =0,05 1.50 4 0,12 (6) =0,05 :13
day 10 1,65 - 0,12 (6) =0,05 1,06 - 0,09 (6) <0.05 N
50 1,66 + 0,12 (6) =0,05 1,49 + 0,09 (5) =0,05 N
B
Kontrola 1,28 + - 0,09 (8) I ek (6) g
Control 3
14 dni 2 1,59 + 0,07 (8) <0,01 1,47 + 0,12 (5) <0,05
days 10 1,30 + 0,09 (7) =0,05 0,91 + 0,07 (6) <0,01
50 1,12 + 0,08 (7) =0,05 1,14 -+ 0,11 (6) <0,01
90 dni kontrola 1,79 + 0,11 (5)
days Control
2 1.1 L 0,05 (5) =0,05
x+8x — érednia arytmetyczna -+ odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej n — liczba zwierzat
-— arithmetic mean -+ mean error of the mean number of animals Z
: : p — prawdopodobieristwo &
http://rcin.org.pl probablity v



Tabela 2. Aktywnosé dehydrogenazy bursztynianowej frakeji mitochondrialnej mézgu szezura w nastepstwie zatrucia trichlorfonem
lub dichlorfosem

Table 2. Activity of succinate dehydrogenase in rat brain mitochondria following trichlorphon or dichlorfos intoxication -

Model zatrucia
Model of intoxication

Okres podawania Dawka insektyey-

Aktywnos$¢é dehydrogenazy bursztynianowej AE/mg biatka/min.
Activity of succinate dehydrogenase AE/mg protein/min.

insektycydu du Trichlorfon Dichlorfos
Period of insecti- Dose of Trichlorphon Dichlorvos
cide insecticide
administration (% LDso) x + 8x (n) P & + Bx (n) P
Kontrola 0,29 + 0,02 (6) 0,28 + 0,01 (8)
Control
1 dzien 2 0,29 — 0,02 (6) =0,05 0,26 + 0,01 (8) >=0,05
day 10 0,27 + 0,02 (6) =0,05 0,27 + 0,01 (8) =0,05
50 0,25 -+ 0,02 (6) =0,05 0,27 4 0,01 (8) =0,05
“Kontrola 028 i 0,04 (8) 630 - 001 (7)
Control 2
14 dni 9 0,26 + 0,07 (8) =0,05 0,28 o 0,01 (7) =0,05
days 10 0,26- - 0,01 (7) =0,05 e A 1) (8) =0,05
50 0,24 e 0,01 (7) =0,05 0,27 + 0,01 (6) =0,05
90 dni Kontrola 0,28 + 0,02 (6) 0,27 + 0,02 (7)
days Control
2 0,26 + 0,02 (6) =0,05 0,27 + 0,02 (7) =0,05

x+Sx — érednia arytmetyczna -+ odchylenie standardowe éredniej arytmetycznej

— arithmetic mean -+ mean error of the mean
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mych dawkach przez okres 14 dni oraz przez okres 90 dni w dawce 2%
LD;, nie zaobserwowano zmian aktywno$ci dehydrogenazy bursztynia-
nowej frakcji mitochondrialnej moézgu.

. OMOWIENIE

Zastosowane modele doswiadczalne pozwalaly na ocene jednorazowe-
go i przedluzonego dzialania pestycydéw na aktywnos¢ badanych ukla-
déw oksydoredukcyjnych. Zaré6wno po jednorazowym jak i wielokrot-
nym zatruwaniu zwierzat trichlorfonem nie zaobserwowano zmian
w aktywnosci oksydazy cytochromowej i dehydrogenazy bursztyniano-
wej frakcji mitochondrialnej mézgu. Zahamowanie aktywnoéci acetylo-
cholinoesterazy w mozgu po 2 godzinach od momentu podania pestycy-
du (Pachecka i wsp. 1975) wskazuje, ze oba insektycydy w czasie wy-
konania badan znajdujg sie¢ w osrodkowym ukladzie nerwowym. Dla-
tego tez wydaje sig, ze brak efektu hamowania aktywnosci oksydazy
cytochromowej po zatruciu dichlorfosem moze byé powodowany przez
ograniczenie jego penetracji do wnetrza mitochondrionu bgdz jego szyb-
kim metabolizowaniem w zywym ustroju. Obserwowane znaczne zmniej-
szenie aktywnosci enzymu w moézgowej frakcji mitochondrialnej w na-
stepstwie zatrucia dichlorfosem moze $wiadczy, ze trichlorfon nie jest
metabolizowany via dichlorfos, co bylo sugerowane przez Arthura i Cas-
sida (1957), lub ze nie dochodzi do gromadzenia tego metabolitu w orga-
nizmie.

W poprzednich naszych badaniach in vitro dichlorfos powodowal sty-
mulacje aktywnosci oksydazy cytochromowej w mozgowej frakcji mito-
chondrialnej (Sitkiewicz i wsp. 1975). Konfrontacja wynikéw badan in
vitro i in vivo sugeruje, ze obnizenie aktywnosci oksydazy cytochromo-
wej w nastepstwie zatrucia dichlorfosem nie jest bezposrednim efektem
dzialania dichlorfosu lecz spowodowane jest przez jego metabolity. Na
dzialanie posrednie wskazuje brak korelacji pomiedzy dawka insektycy-
du i stopniem hamowania aktywnos$ci oksydazy cytochromowej. Podob-
ny brak zaleznosci pomiedzy dawka insektycydu i stopniem hamowa-
nia aktywnosci acetylocholinoesterazy a wystepowaniem zmian w pro-
cesach oksydoredukcyjnych i aktywnosci katepsyn obserwowano w ro6z-
nych tkankach szczura w przypadku zatru¢ fenchlorfosem (Panek i wsp.
1973) oraz trichlorfonem (Wisniewski i wsp. 1973). Autorzy ci sugeruja,
ze istniejg pewne optymalne dawki zwigzkoéw fosforoorganicznych wy-
wolujgce maksymalne zaburzenia metabolizmu tkankowego, co zwigza-
ne jest prawdopodobnie z réznokierunkowym dzialaniem tych prepara-
tow.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze dichlorfos wykazuje znacznie
wiekszg toksycznos¢ niz trichlorfon w stosunku do badanych ukladéw
oksydoredukcyjnych w moézgu. Trudno obecnie wigza¢ réznice w toksy-
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czno$ci obu insektycydéw z ich rézng strukturg chemiczng. Dichlorfos
znacznie lepiej rozpuszczalny w ttuszczach od trichlorfonu moze ozna-
cza¢ si¢ wiekszym powinowactwem do bogatej w lipidy tkanki nerwo-
wej, moze wigza¢ sie réwniez z blonami mitochondrialnymi, co moze
prowadzi¢ do zaburzen aktywnosci metabolicznej tych organelli. R6zni-
ce w szybkosci wchlaniania a takze w szybkosci metabolizowania dichlor-
fosu i trichlorfonu moga by¢ przyczynowo zwigzane z réznicami w to-
ksycznosci obu preparatow.

Autorzy dziekuja Pani Barbarze Dyjek za pomoc techniczng przy wykonywaniu
badan.

J. CurkeButi, 3. 3ajesBcKa

AKTUBHOCTBh IUTOXPOMOKCUIA3EI M JAETUIPOTEHA3EI AHTAPHON
KMCJIOTBI MO3TA KPBICHI ITOCJE OTPABJEHUA ®OCPOOPTAHUYECKUMU
VHCEKTUIIMAAMU JIUXJIOPPOCOM U TPUXIOPPOHOM

PeswowMme

MccnenoBanach akTUBHOCTE LMTOXPOMOKCMAA3BI M JleTM/IPOTE€Ha3bl SHTAPHOM KUC-
JIOTBI B MO3re KpbIC I10CJI€ OAHOKPATHOTO M MHOTOKPATHOIO BBEAEHMA TPMXJOpP(oHA
ninn auxaopdgoca B no3se 2%, 10% u 50% JIJ[;,. BbLIO Tak3Ke MCCIENOBAIO BIIMTHUE
BBelenus Tpuxiyopdona B no3e 2% JIIs, B Teuenmm 90 nueit. AKTMBHOCTL OBOMX
¢hepMeHTOB omnpenensiachk CIHEKTPOMOTOMETPUYECKM B MMTOXOHAPMANILHON (PaKIMK
MO3ra, COJIOMIM3MPOBAaHHOM PACTBOPOM JE€30KCUXO0JiaTa HATPUA.

Beino obnapykeno, 4YTO TPUXJIOP(OH, BBEJEHHbIA OJHOKPATHO, HE BbI3LIBAET
M3MEeHEeHM) aKTUMBHOCTM IMUTOXPOMOKCHJAA3LI M AErMAPOTeHasbl AHTAP!ION KUCJIOTHI
B stux ke ycaoBusax auxiopdgoc B poze 10% JI[I., Bemer K MNOHMMKEHUIO AKTUB-
HOCTM LUMTOXPOMOKCHMAa3bl NpumepHo Ha 30% u He oKasblBaeT BIMAHUA HA AKTUB-
HOCTB JerujporeHasbl AHTAPHOM KMCJIOTHI. Ilocje OTpaBlleHUMA KPbLIC TPUXJIOPHhOHOM
6 TeyeHyue 14 jaHel NOBBILIEHME AKTMBHOCTM LMTOXPOMOKCHIA3bl Habironaloch TOJb-
KO mox BamsuueM j03bl 2% JIJ;. B aHaJOrMYHLIX SKCIEPUMEHTAJIbHBIX YCJIOBUAX
JMXJOopOC BO BCEX IPMMEHAEMLIX J03aX BLI3bIBAJl CHMUIKEHME AaKTUBHOCTM 9TOrO
chepmMeHTa. AKTMBHOCTB J€rujporeHasbl AHTAPHOM KMUCJIOTHI Obla Hem3MerHOW. Bae-
nenue TpuxJyopcdona B pose 2% JI/I;, He BbI3BIBAJIC M3MEHEHMIT O6eMX MCClenyeEMBIX
OKCUAOPEAyKTa3.

[lo-BMAMMOMY, CHMZKEHME AaKTMBHOCTM LMTOXPCMOKCMAA3bl MNOCJE OTPARJEHUS
AUXJIOPOCOM HE SBJIAETCH HEINOCPEACTBEHHBIM pPe3yJIbTATOM JIEeiCTBHMA CAMOTO MH
CeKTHMLMAA, a ero MeTaboJIUTOB, UM 7K€ CJAEJCTBMEM HaPYIUEeHUA HEMPOTOPMOH&aNLHOM
peryasiuuu. V3 NpuMBEAEHHBIX MCCIENOBAHMII CJEAYeT, |TO AUXJOPdOC NPUABIAET
OONBIIIYI0 TOKCUYHOCTb, YeM TPUXJOP(OH MO OTHOLIEHMIO K MCCIEeJyeMhEIM OKCupe-
AYKIOMOHHBIM CUCTEMaM MOZra.

D. Sitkiewicz, Z. Zalewska

THE ACTIVITY OF CYTOCHROME OXIDASE AND SUCCINATE
DEHYDROGENASE IN RAT BRAIN MITOCHONDRIA FOLLOWING
TRICHLORPHON AND DICHLORVOS INTOXICATION
Summary

This study deals with cytochrome and succinate dehydrogenase activities in rat
brain mitochondria after trichlorphon and dichlorvos intoxication. Insecticides
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were administered to rats per os in doses 2, 10 and 50 per cent of LD;. The effects
of all doses of both insecticides on the enzymes activities following one-time and
multiple (14 days) intoxication were assayed. In longer experiment (90 days) only
one ‘dose (2 per cent of LD;:) was examined. Activities of both enzymes in rat
brain mitechondria after solubilization by natrium deoxycholate were determined
spectrophotometrically.

Trichlorphon applied one-time in 2, 10 and 50% of LDj;, doses did not change
the cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase activities in rat brain mito-
chondria. In the same conditions dichlorvos in 10% LD;, dose caused a decrease
of cytochrome oxidase activity by about 30%, remaining-without influence on the
succinate dehydrogenase activity.

Following repeated trichlorphon intoxication in a 2% of LD;, dose during 14
days, an increase of cytochrome oxidase activity was stated. In the same experi-
mental condition dichlorvos intoxication in all doses inhibited the cytochrome oxi-
dase activity, while the succinate dehydrogenase activity was unchanged. Dichlor-
vos and trichlorphon had no effect on the succinate dehydrogenase activity when
administered for 90 days in small doses (2 per cent of LDj).

The results indicate that dichlorvos is more toxic for rat brain mitochondrial
enzymes than trichlorphon.
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KOMUNIKATY

W okresie od 6 do 10 pazdziernika 1975 odbedzie si¢ w Toronto I Miedzyna-
rodowy Kongres Neurologii Dziecigce;j.

* *

W dniach od 12 do 17 pazdziernika 1975 bedzie mial miejsce w Mexico City

IV Ogélnoamerykanski Kongres Neurologiczny.
*
* *

W roku 1976 odbeda sie nastepujace kongresy i zjazdy:

W dniach od 26 do 28 maja 1976 r. odbedzie sie w Poznaniu XIV Sympozjum
Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemik6éw z nastepujacg tematyka:
1. Zmiany cytochemiczne i histochemiczne w zatruciach przemystowych i rol-

niczych.

2. Nowe metody cytochemiczne i histochemiczne.
3. Aparat Golgiego.

Termin zglaszania uczestnictwa i doniesien uplywa z dniem 31.XIL1975 T

Adres: Doc. dr hab. M. Kozik, Zaklad Neuropatologii Instytutu Chor6éb Ukladu
Nerwowego i Narzadéw Zmysléw AM, Poznan, Przybyszewskiego 49.

*

* *
W okresie od 29 sierpnia do 3 wrze$nia 1976 r. odbedzie sie¢ w Bukareszcie
V Miedzynarcdowy Kongres Histochemii i Cytochemii.
*
* *
W roku 1977 odbedg sie nastepujace zjazdy:
Og6lnopolski Zjazd Polskiego Towarzystwa Neurologicznego odbedzie sie¢ w Bia-
lymstoku (dokladny termin zostanie ustalony pézniej).
Tematami gtéwnymi beda:
1. Postepy w leczeniu neurolcgicznym z uwzglednieniem rehabilitacji,
2. Postepy w diagnostyce neurologicznej.
Adres Komitetu Organizacyjnego: doc. dr hab. Eleonora Jankowicz, Klinika
Neurologiczna, AM, Bialystok, ul. Marii Curie-Sklodowskiej 24a.
L]
* *
X1 Swiatowy Kongres Neurclogii odbedzie si¢ w okresie od 11 do 18 wrzednia
1977 r. w Amsterdamie (Holandia) pod auspicjami Swiatowej Federacji Neurologii.
Przewodniczagcym Komitetu Organizacyjnego zostal prof. dr W, A. den Har-
tog/Jager, sekretarzem generalnym — dr G. W. Bruyn.
Tymczasowy siedzibg sekretariatu jest: University Clinic of Neurology, Pavi-
ljoen 2, Wilhelmina gasthuis, Amsterdam the Netherland.
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ANNA TARASZEWSKA, EWA OSETOWSKA

IV. ZMIANY W MOZGU KROLIKA ,PT” W OKRESIE
PRZEDOBJAWOWYM *

Oférodek Do$wiadczalny Neurologii Poréwnawczej Centrum Medycyny
Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN, Minsk Mazowiecki
Kierownik OS$rodka: prcf. dr med. E. Osetowska

Badania nad korelacjg objaw6w Kklinicznych i zmian morfologicznych
w mozgu kroélika ,,pt” wykazaly, ze w pierwszym dniu uchwytnych Kkli-
nicznie drzen zmiany w moézgu u réznych zwierzgt wykazywaly rozmaity
stopien zaawansowania (Osetowska i wsp. 1975). Stwierdzenie tego fak-
tu skionilo nas do podjecia systematycznych badan morfologicznych
u noworodkow ,,ot” od 1-go do 10-go dnia zycia, tj. w okresie przed wy-
stgpieniem objawéw Kklinicznych.

MATERIAL I METODY

Materiat stanowilo 50 noworodkéw pt; 38 noworodkéw (grupa I) po-
chodzilo od rodzicow chorych (z kojarzenia chorego samca z chorg sami-
cg, czyli chorych genetycznie), a 12 noworodkéw (grupa. II — kontrolna)
pochodzilo od rodzicéw z nastepujacych kojarzen: zdrowej samicy z cho-
rym samcem, z ktérego wybrano do badania samce (mozliwe potomstwo
— zdrowe samce i samice nosicielki) oraz chorej samicy ze zdrowym
samcem i zdrowej samicy z chorym samcem, z ktérych pobrano do be-
dania samice nosicielki. W grupie I przebadano 24 samce i 14 samic, w
grupie I (kontrolnej) — 3 samce i 9 samic.

Noworodki usypiano przez dosercowe lub dooplucnowe podanie Eu-
narconu (f-my Ridel Dhoen, AG Seelze, Hannover) w 1 i 2 dniu zycia
narconu (f-my Ridel Dhoen, AG Seelze, Hannover) w 'l i 2 dniu zycia:
i 6 dniu zycia: 8 chorych i 2 zdrowe, w 7 i 8 dniu zycia: 7 chorych i 2
zdrowe oraz w 9 i 10 dniu zycia: 7 chorych i 3 zdrowe.

Ple¢ okreslano sekcyjnie wg gonad. Mézgi utrwalone w 10% formalinie
przeprowadzano w sposo6b standardowy do parafiny i krojono na skraw-

P S—

* Praca wykonana z pomoca finansowg: agreement N.H.I. PL 480, 05-035-1. :

http://rcin.org.pl



284 A. Taraszewska, E. Osetowska Nr 2

ki grubosci 4 mikronéw. Metody barwienia: fiolet krezylu ,H.-E., wg
Heidenhaina, wg Holzera w modyfikacji Kanzler-Arendta oraz impreg-
nacja srebrowa met. Holmesa.

WYNIKI

W grupie krolikéw genetycznie chorych w 19 przypadkach tj. w 50%
stwierdzono obecno$¢é zmian komorkowych, ktére dotyczyly najczesciej
jader nerwéw czaszkowych (III, IV, VI, VII, V, VIII, XII), istoty siatecz-
kowatej §r6dmoézgowia, mostu i opuszki, jader glebokich mézdzku, oliw
i jadra barwikowego mostu. Najwczes$niejsze zmiany stwierdzono w 2
dniu zycia w postaci obrzeku neuronéw z tigrolizag w czeSci centralnej
komoérki, zbitego tigroidu na obwodzie, odsrodkowego przesuniecia jgdra
i silnego przerzedzenia chromatyny jgdrowej (ryc. 1 a,b). Niektore przy-
padki wykazywaly wybitne nasilenie uszkodzen komoérkowych z balonn-
watym rozdeciem protoplazmy niemal pozbawionej tigroidu i jasnym
jadrem z niewidoczng siateczkg chromatynowsa. (ryc. 1lc). W duzych
neuronach ruchowych istoty siateczkowatej obserwowano  zacieranie
struktury komoérkowej przez obrzekle bryiki tigroidu i stopniowe homo-
genne rozplywanie komérek w podlozu (ryc. 1d), — obraz spotykany
czesto u krolikbw w pelni objawow klinicznych. Wystepowaly takze
obrazy catkowitego rozpadu komorek z resztkami tigroidu, bez blony
komérkowej i bez jadra (ryc. 2a, b). Stosunkowo rzadziej napotykano
wakuole niszczgce wiekszg cze$¢ neuronu (ryc. 2c). W impregnacji met.
Holmesa obok zmian w strukturze komoérkowej, mozna bylo stwierdzi¢
fragmentacje, obrzek i korkociggowate odksztalcenia wiékien nerwo-
wych (ryc. 2d). :

Mielinizacje wilokien nerwoéw czaszkowych obserwowano juz u no-
worodkéw w 1 i 2 dniu zycia, ale nie we wszystkich przebadanych przy-
padkach. U noworodkéw w 7, 8 i 9 dniu zycia obserwowano najwigcej
widkien zmielinizowanych w szlakach wzrokowych, we wléknach po-
przecznych mostu i szwu, w konarach mézdzku i w korzonkach nerwoéw
czaszkowych. W strukturach tych na og6t nie stwierdzano ani przerze-
dzenia wldkien ani splowienia mieliny, ktére jest tak bardzo charaktery-
styczne w poézniejszym okresie rozwoju choroby. Tylko w pojedynczych
przypadkach (Z-31/73) spostrzegano bgdz to opdznienie mielinizacji, badz
juz zaczynajacg sie demielinizacje oraz brak widkien mielinowych, na-
wet w pniu i korzonkach nerwéw czaszkowych, z obecnoscig minimalnie
zaznaczonej glejozy .widknistej. W innych strukturach, wybitnie uszko-
dzonych u krélikéw. ,,pt” z nasilonymi objawami klinicznymi, praktycz-
nie nie stwierdzano zmian. Tylko w pojedynczych neuronach stratum
wystepowalo przerzedzenie chromatyny jgdrowej, w duzych komoérkach
zaczynajgce. sie zatarcie rysunku tigroidu. We wzgérzu pojedyncze



Tabela 1. Nasilenie zmian komérkowych u krélika ,,pt”” w okresie przedklinicznym (grupa I)

Table 1. Intensity of cellular changss in the preclinical course in ,,pt’’ rabbit (group I)

Niecharakterystyczno

lub brak zmian

Dzieri zycia

Lack or unspecific

Pojedynczo charakterys- Zmiany w niektérych
tyezne zmiany jadrach
Single typical changes Changes in some

Zmiany w licznych
strukturaoh
Changes in a number

Day of life changes cellular nuclei of structures
3 Q 3 Q 3 Q 3 Q
g 2 1
2 1 2 1 2 1
3 1 1 1
4 1 2
5 2 1 1 1
6 2 1
7 1 1 1
8 2 D)
9 1 1 1
10 1 1 1 1
Razem 11 8 7 5 2 1 4 o
Total
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obrzekle oligodendrocyty zachodzgce na protoplazme neuronéw tworzyty
pseudo- wakuole. Zmiany te, widoczne tylko przy specjalnym poszuki-
waniu ,spostrzegano u noworodkéw w wieku 6—10 dni. Najbardziej za-
awansowane zmiany w striatum i we wzgorzu wykazywal 9-dniowy kro-
lik (Z-56/72). W pozostalych przypadkach grupy I zmiany komoérkowe,
rozsiane we wszystkich strukturach ,ograniczaly sie do ledwo uchwyt-
nej tigrolizy, bez zmian w jgdrze oraz niecharakterystycznych zmian
barwliwo$ci. Zmiany tego typu obserwowano rowniez w grupie II kon-
trolnej. Zmiany te zinterpretowano jako nieswoiste, by¢ moze po$miert-
ne, dajgce sie bez trudu réznicowaé¢ z charakterystycznym obrazem ti-
grolizy nasilajgcej si¢ do homogenizacji komoérkowej, rozptywania sie
struktury jgdrowej i ostrego obrzeku neuronéw. Wyniki badania grupy
I zestawiono w tabeli 1.

OMOWIENIE

Otrzymane wyniki potwierdzajg hipoteze roboczg, ze zmiany w moézgu
u krolika ,pt” poprzedzaja w pewnej liczbie przypadkéw wystgpienie
objawéw klinicznych. Lokalizacja zmian zgodna jest z obserwacjami po-
czynionymi w grupie kroélikéw z poronnym przebiegiem klinicznym, w
ktérej réwniez najbardziej zaawansowane uszkodzenia komoérkowe spo-
strzegano w jadrach nerwow czaszkowych i'w istocie siateczkowate)
pnia mézgowego we weczesnym okresie objawowym. W przypadkach,
w ktérych objawy kliniczne cofaly sie po kilku dniach obserwowano w
tych samych strukturach badz to objawy odnowy czy tez reparacji
zmian, analogiczne do obserwowanych w poronnych zakazeniach wiru-
sowych (Bodian 1949), bgdz tez uszkodzenia nieodwracalne w postaci
,,chronicznego” przebarwienia i obkurczenia neuronu.

Wydaje sie interesujgcy fakt, ze uszkodzenia morfologiczne wczesnego
okresu nie odpowiadajg najwcze$niejszym objawom klinicznym. Loka-
lizacja zmian w pniu, mo6zdzku i §r6dmoézgowiu (chociaz zgodna z rozwo-
jem ontogenetycznym krolika) jest wspolna z lokalizacja zmian u kroéli-
ka amerykanskiege (O’Leary i wsp. 1972), u ktérego jednakze réwno-
czeénie z objawami ataksji wystepuja ciezkie objawy ze strony nerwéw
czaszkowych. Tymczasem u krélika ,pt” praktycznie nie obserwujemy
uszkodzenia nerwow czaszkowych, poza zaburzeniami w ukladzie wzro-
kowym. Natomiast charakter pierwszych zaburzen ruchowych jest wy-
wyraznie rézny od ataksji, natomiast przypominajgcy lub identyczny
(z niezbednymi zastrzezeniami ze wzgledu na specyfike gatunkowsg ,pa-
cjenta”) z drzeniami typu parkinsonoidalnego. Roéwniez wyniki prze-
prowadzonych badan wykazujg wyrazng zgodno$¢ ,negatywng”’ z klini-
ka: przed wystapieniem drzen nie stwierdza sie uszkodzen w ukladzie
nigro-strio-pallidalnym, tak wyraznie zajetym u kroélikbw w okresie
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nasilonych objawéw choroby. Pierwsze drzenia obserwujemy u naszych
krélikow pomiedzy 10-tym a 19-tym dniem zycia. W badanym materiale
kréliki 10-ciodniowe byly jeszcze bezobjawowe. Natomiast jeden z kro-
likow 9-cio dniowych (Z-56/72) zaczal wykazywaé¢ pierwsze drzenia
i u niego wlasnie spostrzegano wyraznie bardzie] zaawansowanq tigrolize
i pseudo-wakuolizacje w striatum i we wzgorzu.

Brak zmian w okresie przedobjawowym w ukladzie nigro-striatalnym
u krolika ,,pt” nie byltby tak interesujgcy, gdyby nie spostrzezenia poczy-
nione w latach ostatnich nad dojrzewaniem endogennego metabolizmu
dopaminy u kroélika. Wedlug badan Tennyson i wsp. (1972) najwyzsze po-
ziomy endogennej dopaminy stwierdza sie u krolika w jgdrze ogoniastym
pomiedzy 10 a 30 dniem zycia pozaptodowego. Czas ten odpowiada dos¢
dokladnie pojawieniu sie i narastaniu drzen parkinsonoidalnych u kréli-
ka ,,pt” nieco pdzniej stwierdza sie¢ wystepowanie i ewentualne utrwa-
lanie niedowladow spastycznych. Uszkodzenia komoérkowe obserwowane
w jadrach nerwow czaszkowych i istocie siateczkowatej zar6wno u no-
worodkoéw jak i krolikow objawowych, aczkolwiek tak ewidentne, a cze-
sto utrwalane w poézniejszych okresach choroby w postaci zwapnien neu-
ronalnych, nigdy nie doprowadzaja do zniszczenia catej struktury jadro-
wej i prawdopodobnie wyréwnywane sa czynno$ciowo przez nieuszkodzo-
ne neurony. Podobne zjawisko obserwuje sie stosunkowo czesto w pa-
tologii mézgowej czlowieka (Osetowska, Krasnicka 1959).

Nasuwa sie wreszcie pytanie zwigzane ze stosunkami liczbowymi no-
worodkoéw ze zmianami w moézgu i z brakiem zmian, mimo ze wszystkie
kroliki grupy I pochodzily od rodzicow podwéjnie obcigzonych genety-
cznje. Jest to zjawisko, z ktéorym spotykamy sie w calej populacji kro-
lika ,,pt” na przestrzeni pokolen, a ktérego dotychczas nie mozemy je-
dnoznacznie wyjasnié. Jest jednak faktem stwierdzonym przez nas na
licznych pokoleniach, ze kréliki pochodzace z miotéw genetycznie w 100%
chorych przedstawiajag na ogét lzejszy przebieg kliniczny, a przypadki
z pelnym obrazem chorobowym trafiajg sie w takich miotach prawie
sporadycznie w poréwnaniu z pierwszymi krzyzéwkami nosicielek ze
zdrowymi samcami, z ktérych potowa chorych samcéw wyjatkowo do-
zywala do wieku reprodukcji i poprawiala sie do stanu mozliwosci re-
produkcyjnej. Zjawiskiem tym zajmiemy sie szczegélowo w nastepnym
doniesieniu, w tym miejscu stwierdzajac tylko, ze stosunki liczbowe
(wsr6éd 38 chorych noworodkéw przebadanych 19 zwierzat z wyraznymi
zmianami neuronalnymi ,w tym 3 ze zmianami zaawansowanymi i 4
z ciezkimi), odpowiadaja w przyblizeniu obserwacjom nad stosunkiem
liczbowym przypadkéw z ciezkim przebiegiem w miotach mieszanych
i w miotach obcigzonych podwéjnie.

Byé¢ moze nie bez znaczenia ‘jest takze fakt wyraZnej przewagi uszko-
dzen cigzszych u samcéw niz u samic. Wobec stosunkowo matej liczby
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przypadkdéw w grupach z niewgtpliwymi objawami trudno byloby wyka-
zaé znamienno§é statystyczng tego zjawiska. Powrocimy do tego zagad-
nienia ré6wniez na materiale obszerniejszym.

Reasumujgc w punktach powyzsze spostrzezenia mozna stwierdzic:

1. U 50% przebadanych mnoworodkéw (u 19 na 38) chorych genetycz-
nie zmiany w moézgu wyprzedzajg wystgpienie objawéw klinicznych
i pozwalajg na réznicowanie morfologiczne krélika ,,pt” od kroélika zdro-
wego.

2. W pojedynczych przypadkach obserwuje sie zmiany neuronalne
o znacznym nasileniu juz w drugim i trzecim dniu zycia pozaptodowego.

3. Zmiany zlokalizowane sg glownie w pniu moézgu i dotyczg jader
nerwow czaszkowych i istoty siateczkowatej. Ta lokalizacja wystepuje
réwniez wyraznie u krolikow objawowych i z przebiegiem ciezkim, nie
daje natomiast odpowiednikéw klinicznych.

4. Objawy kliniczne, z ktérych najbardziej charakterystyczne jest drze-
nie, pojawiaja si¢ wraz ze zniszczeniem struktur ukladu nigro-striatal-
nego, zwigzanego z metabolizmem endogennym dopaminy i osiggajg naj-
wieksze nasilenie pomiedzy 10—30 dniem zycia pozaplodowego, réwnc-
legle z najwyzszymi warto$ciami dopaminy w jadrze ogoniastym.

5. W okresie przedobjawowym mie stwierdzono w zadnym przypadku
wyraznie nasilonych uszkodzen neostriatum, istoty czarnej i wzgérza.

A. TapaweBcka u E. Oceroscka
IV. UBSBMEHEHUA B MO3TE KPOJUKA ,nr"’ B IIPEIKJAVMHUYECKUM ITEPUON

Pezwome

Br1yi0 uccienoBaHO HEMPONATOJOTMYECKUMMM MeTonamM (ONTHMYECKMIA MMUKPOCKOI,
napacduHOBas TexHuKa) 506 HOBOPOKIEHIbIX .IT’: B rpynme I — 38 KpOJUKOB OT
poauTesieri BABOVHE OTATOLIEHHBIX, TO-€CThb HOBOPOMKJEIHHBIX, 3aBeJIOMO OOJIbHBIX
reseTudecku. B rpynmne II, KOHTPOJIBHOM, MCCIEAOBAJIOCH 12 HEBOPOMIEHlbIX, 3/0-
POBBIX CaMLOB MJM HOCUTEJEHMI], M3 COOTBETCTBEHHO IMOAOSPAHHBLIX COUETAHMIA.
KpoiukoB ycbimiasiju ,QyHapKOHOM”, KOTOPBLIf BBOIMJICA B CepAue MIAMU B 1JIEBPY
B nlepuog ¢ 1-ro no 10 gensb xu3umu. B 19 cayuasx (50%) rpynmnet I 6snim Hamaens!
HEJMPOHHbIE IMOBPEKAEHUA B BMIE OTEKa, TUIPOJIM3a, NMPUBOIAIIETO K TOMOTEHM3ALMM,
XpoMaToJaM3a M KJETOYHOIO pacraja rJaBHLIM 00pa3oM B sfifpax “epeIO-MC3rOBbIX
HEPBOB M B PETHMKYJAPHOM (hopMaumMyu CcpeaHero M NponoJiroBaToro mosra. B ornenb-
HBIX CJIy4afX 3aMeTHble KJEeTOuYHble u3MeneHMa Obinm obnapyzxkennr y»xke co II-ro
nHA Xu3uu. Hu B OHOM U3 caydaeB 3TOM rpynnsl e OblIo 0buapyzkeno TAXKeJbIX
MOBPEXKAEHU) B HUIPOCTPUO-IAJJIMIANLHOM CUCTEMe M E TajaMyce, TUMINYHbBIX AJHA
KPOJIMKOB ,IT” B CUMITOMaTHMHUECKMiT Iepxor. B ocCTalbHBIX ciaydaax rpymnsr I,
a TakiXe B KOHTPOJIbHOV rpymne He Onuio obHapyXXeHo XapaKTePHLIX M3MeHEeHMM.
KonuyecTBo KPOJIMKOB C YETKO OOHAPYZKEHHBIMM KJIETOYHBIMM M3MenenmsaMu B006-
11e, a TaK¥Ke KDPOJMKOB C MHOTOYMCJIEHHbIMM M THAMKEJIBIMU KJETOIHLIMM MU3MEHe-
HUAMM COOTBETCTBYIOT MNPUOIM3UTEIBHO KOJMYECTBY CiyY4YaeB C THIKENILIM KJIMHA-
YeCKMM TedeHMeM, BLICTYMAIOL(MM B MNOMEeTaX BBONile OTATOMIEHHBLIX (B 1I0MeTax
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Ryc. 1: a). Krolik z przezyciem dwudniowym (Z-195/72). Nucleus ambiguus. Tigro-
liza w protoplazmie neuronéw i chromatoliza w jadrach. W pod¥fozu rozplywajace
sig, wolno lezgce brylki trigroidu. Fiolet krezylu. Pow. 400 X. b) Przezycie 2 dni
(Z-192/72). Nucleus m. VII. Tigroliza i chromatoliza, w czeSci $rodkowej widoczne
cienie dwoch rozpadiych neuronéw. Fiolet krezylu. Pow. 400 X. c). Przezycie 5 dni
(Z-41/73). Obrzekly neuron z typowa tigreliza w jadrze n. IV. Fiolet krezylu. Pow
1000 X. d). Przezycie 10 dni (Z-42/72). Istota siateczkowata opuszki. Rozplywanie
sie¢ w podlozu duzych neuronéw ruchowych, w matych komorkach chromatoliza
i zbijanie sig¢ tigroidu w nieré6wnomierne skupiska. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 1: a). Two days old rabbit (Z-195/72). Nucleus ambiguus. Tigrolysis and chro-
matolysis in the neurons. In the middle tigroid lumps undergoing complete lique-
faction. Cresyl — violet. X 400. b). Two days old rabbit (Z-192/72). Nucleus facials.
Tigro- and chromatolysis, ,,ghost” neurons. Cresyl violet X 400. c¢). Five days old
rabbit (Z-41/73). Edematous nerve cell with typical tigrolysis in nucleus trochlearis.
Cresyl violet. X 1000. d). Ten days old rabbit (Z-42/72). Substantia reticularis me-
duliage. Tigrolysis proceeding to complete lysis of the large motorneurons. Cresyl
violet. X 400.
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Ryc. 2: a, b, c. Kréliki z przezyciem 10 dniowym (Z-42/72 i Z-34/73). Nucleus mesen-
cephalicus et motorius n. V. a). Centralna tigroliza neuronéw. b). Chromatoliza
i tigroliza, prowadzaca do rozplywania sie komoérek. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.
c). Kompleks jadrowy n. III. Poza obrzekiem i centralng tigrolizag widoczny w le-
wej gornei czeSci ryciny neurlon zniszczony przez wakuole, ktéorej kontury daja sie
roznicowa¢ z malym ,halo” obrzekowym sasiedniego oligodendrocytu. Fiolet kre-
zylu. Pow. 400 X. d). Przezycie 9 dni (Z-20/73). Obok znajdujgcego sie w S$rodku
ryciny neuronu z centralng tigrolizg widoczne liczne fragmenty widkien nerwo-
wych, korkociggowato poskrecanych ioél(iﬁrdwmej gruboéci. .Met. Holmesa. Pow.
4 %

Fig. 2: a, b and c. Ten days old rabbits (Z-42/72 and Z-34/73). a). Central tigrolysis
and bj. Chromatolysis leading to liquefaction of the nerve cell in nucl. mesencepha-
licus and motorius n. V. Cresyl violet. X 400. c). Nuceus n. III. Beside the neu-
rons with central tigrolysis (left upside) a vacuole with distinct borderline which
could be differentiated from edematous ,halo” of the oligodendroglia. Cresyl violet.
X 400. d). Nine days old rabbit (Z-20/73). S. reticularis medullae. Beside the neuron
with central tigrolysis, contorted and une;(ren fragments of axonal fibers. Holmes
meth. 400.
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OT poOAMTEeJIE€V € pPa3jIMYHBIM TeHeTUYECKUM OTATOLIEHMEeM TAXKeJasi KJMLuiIecKas
KapTuHa BbIcTynaer dvaie). OCHOBBIBasiCcb Ha aHajJdM3e MaTepualia, MCCleZOBAaHHOTO
B AaHHOM paboTe, Ha McclegOBaHUAX, ONMyOJMKOBAaHHBIX PaHee, a TaKKe Ha JMTepa-
TypHbIX pAaHHblX (Tennbicon wuap. 1972), aBTOpn! BhIABMraloT pabouyro runoresy,
TO OCHOBHOI KJIMHUYECKMI CUMIITOM — IIAaPKMHCOHOMAAJIBLHOE ApO:KaliMe NOsSBISEeTCS
¥y KpoJimkKa ,NT° TOJbKO BCJEJCTBME IIOBPEXKJAEHUH CTPYKTYP, CBA3AHHBIX C 9HIO-
reHHbIM OOMEHOM JOomnaMuHa, COBIAJaeT BO BPEMEHM C CaMbIM BBICOKMM YyPOBHEM
JgornamMuHa B XBocTraToM azpe (10—30 geub KU3HM).

A. Taraszewska, E. Osetowska

IV. CHANGES IN BRAIN OF ,PT” RABBITS IN THE PRECLINICAL
COURSE

Summary

Fifty newborn ,pt” rabbits were examined neuropathologically (light micro-
scope) in two following groups: group I — 38 rabbits genetically ill and group II
— 12 newborn healthy rabbits. The rabbits were anesthetized by intarcardiac or
intrapleural administration of Eunarcon in the period from 1st — 10th day of
life. In 19 cases of group I (50%) neuronal impadirment in the form of edema,
tigrolysis leading to homogenization, chromatolysis and cell desintegration were
cbserved mainly in the icranial nerves nuclei (Figs. {la, b, ¢) and in the reticular
formation of mesencephalon and medulla (Figs. 1d and 2d). In the particular
cases fintensive cellular changes could be observed already in the 2nd day of life.
In none of the cases of this group could be cbserved severe changes in the nigro-
-striato-pallidal system and thalamus, which ware characteristic of the sympto-
matic period of ,pt”. 'In the remaining cases of group I and in the control group
no typical changes were moticed. The number of rabbits with distinct cellular
changes in general and with numerous and severe changes in particular, approxi-
maltely correspond to the number of cases with severe clinical course appearing
in the igenetically ill rabbits (dramatic clinical courses are known to be more fre-
quent in offsprings from mixed litters). Basing on this and previous works as well
as on literature data (Tennyson eta al.,, 1972) the authors put forward a working
hypothesis that fundamental clinical symptom, parkinsonoidal tremor, appears in
,»Pt” rabbits together with the impairment of structures related to endogenous me-
tabciism of dopamine, coinciding in time with the highest dopamine level in nu-
cleus caudatus (10th — 30th day of life).
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Lucien S. Rubinstein M.D. Tumo#rs of the Cerebral Nervous System Armeed
Forces Institute of Pathology, Washington D.C. 20—305, 1972, str. 400.

Jest to atlas nowotworéw océrodkowego ukladu nerwowego zawierajacy ponad
400 znakcmitych ilustracji oraz 15 tablic barwnych. Dagzeniem autora bylo zawar-
cie w liczgcej 400 stronic monografii nie tylko opiséw i obrazéw nowotworéw, lecz
rowniez zwiezle przedstawienie caloksztaltu zagadnien onkologicznych interesuja-
cych Klinicyste oraz patologa. Zgednie z tym na poczatku znajdziemy dane staty-
styczne, rozwazania na temat patogenezy nowotworbéw oraz zasad klasyfikacji. Ze
zrozumialych wzgledéw najwiecej miejsca poSwiecono nowotworom pochodzenia
glejowego. Mimo réznych zastrzezen porusza sie autor w ramach klasyfikacji
Baileya i Cushinga. System stopniowania, wprowadzony przez Kernohana uwaza
za bardziej zawcdny jako podstawa do przewidywania losu chorego.

Wiekszo§é przedstawionych w atlasie glejakéw jest-na pewno bezdyskusyjna i na
podstawie kryteriéw morfologicznych mie$ci sie¢ w ramach przyjetej klasyfikacji.
Dyskusyjna jest przynalezno$§é olbrzymiokomérkowego ggbczaka wielopostaciowe-
go, ktory przez niektérych autoré6w traktowany jest jako migsak. Dyskusyjny jest
roOwniez guz cpisany jako podwys$cibtkowy gwiazdziak olbrzymiokomérkowy, kté-
rego komoérki posiadajg duze jadra z jgderkami, nasuwajgc skojarzenie z guzami
dysembriogenetycznymi.

Qkclonaczyniowe promieniste skupienia ,,gemistocytow” spotyka sie¢ w innych
atlasach jako typowy obraz guza zwanego astroblastoma.

Pr'zytoczy'lem tych kilka przykladéw zeby uwypuklié trudnosci klasyfikacyjne
niektérych guzéw, a co za tym idzie niemozno$¢ stworzenia atlasu, ktéry pogo-
dzithy wszystkich we wszystkim. Kazdy atlas, précz tak zwanych form typo-
wych, czyli statystycznie najczestszych i bezdyskusyjnych zawiera opis i obrazy
rzadkich postaci, ktére z tej racji skupily zainteresowanie autora i dzieki temu
znalazly w jego atlasie poczesne miejsce, na ktére jako rarytasy napewno nie za-
sluguja. Kazda klasyfikacja guzéw oSrodkowego ukladu nerwowego usiluje uwzgled-
ni¢ rodow6d embriogenetyczny, ktoéry jest odniesieniem do listka zarodkowego
oraz stopien zréznicowania komoérek guza. O watpliwo$ciach w tej dziedzinie roz-
strzygajg wielokrotnie sposoby impregnacyjne, ktéore niestety w atlasie nie zostaty
w pelni wykorzystane. Brak réwniez, podobnie jak w innych atlasach, morfologii
pogranicza nowotworu, a opis sposobu szerzenia sie jest bardzo niewyczerpujacy.
Wspominam o tym, gdyz ma to szczegblne znaczenie dla neurochirurga. Duzo
miejsca poSwigcono nowotworowi, ktéory pod nazwg medulloblastoma desmoplasti-
cum niedawno wzbogacil poczet anaplastycznych guzéw mézdzku lecz przynalez-
no$¢ jego do neuroektodermalnych guzéw jest dyskusyjna.

Omoéwienie guzé6w mezodermalnych obejmuje oponiaki 1 miesaki, wéréd ktérych
szczegblowo omoOwiono tak zwany mikroglioma lub reticulum cell sarcoma, nowo-
twoér o niezupelnie wyjasnionym pochodzeniu.
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Nowotwory i wady rozwojowe ukladu naczyniowego, splotéw naczyniastych oraz
inne rzadkie nowotwory znalazly wyczerpujace uwszglednienie i stanowig cenng
inwentaryzacje guzéw nieczesto spotykanych w codziennej praktyce.

Bardzo warto$ciowym dodatkiem do patologii tkanki nowotworowej jest opis
zmian zachodzgcych w moézgu i rdzeniu kregowym pod wplywem nowotworu. Znaj-
dziemy tu omoéwienie patogenezy i mechanizmu obrzeku moézgu, przemieszczen we-
wnatrzezaszkowych, zmian widzianych w mikroskopie $wietlnym i elektronowym.

W cstatnim rozdziale przedstawiono zmiany popromienne w nowotworach
i w moézgu oraz najmlodszy dzial rozpoznawczy jakim jest cytodiagnostyka piynu
moézgowo-rdzeniowego.

Wielkg zaletg omoOwionej monografii jest zwiezlo$§¢ i jasno§é wykladu, dosko-
nale ilustracje oraz uwzglednienie réwniez rzadkich form guzéw. Monografia ta
stanowi pozycje o duzej wartcSci dla wszystkich, ktérzy w swej dzialalnoSci le-
karskiej lub naukowej stykaja sie z neuroonkologia.

prof. dr Adam Kunicki

V. Dubowitz, M. H. Brooke. Muscle Biopsy. A Modern Approach. W. B. Saun-
ders Company Ltd, London 1973, str. 475.

Ksigzka omawia choroby ukiadu nerwowo-migéniowego w aspekcie badan mor-
fologicznych wycink6w mie$niowych i stanowi drugi tom z serii ,Major Problems
in Neurology”. Autorami jej sg wybitni specjaliSci z zakresu histochemii mig$ni —
twoércy wielu pogladow w tej dziedzinie wiedzy.

Dzielo charakeryzuje sie bardzo bogatym materiatem ilustracyjnym (679 rycin)
oraz zwigzle przedstawiong cze$cig opisowsa, zawierajacg zaréwno podstawowe jak
i najbardziej nowoczesne poglady na temat chor6b mieéni.

Ksigzka sklada sie z 3-ch czeSci. W pierwszej autorzy omawiajg technike po-
bierania biopsji mieéniowych, histologiczne i histochemiczne metody badan wycin-
kow mi¢$niowych, przedstawiajg dane detyczace prawidlowego mieénia oraz ro-
dzaje zmian chorobowych spotykanych w biopsjach mie§niowych. Zagadnienia me-
todyczne omoéwicne sg szczegblowo; na uwage zastugujg stosowane przez autoréw
metody .badan morfometrycznych, nieczesto dotagd uzywane w badaniach histolo-
gicznych mie$ni. W rozdziale tym znajdujemy ponadto podstawy histopatologii
i histochemii mieéni i ocene zakresu ich przydatno$ci w réznicowaniu chor6b ner-
wowo-migSniowych oraz w glebszym poznaniu proceséw chorobowych toczgcych sie
w mieériu. Obserwacje przedstawione przez autoréw przekonuja nas, ze znaczenie
badan histologicznych ogranicza si¢ do réznicowania uszkodzen pierwotnie mie$nio-
wych i neurogennych oraz identyfikacji pewnych zmian miopatycznych, natomiast
badania histochemiczne posiadaja znacznie wieksza warto$é. Podstawe dla oceny
zjawisk patofizjologicznych zachodzacych w mie$niu stanowig dwie obserwacje
histochemiczne, a mianowicie ré6znorodno$§¢ metaboliczna widkien mieéniowych
craz histochemiczna jednolito§é jednostek ruchowych. Autorzy uwazaja, ze wy-
odrebnienie 2 metabolicznych typéw wilokien mieéniowych tj. pierwszego i drugie-
g0, z rozbiciem tego ostatniego ma dwie podgrupy A i B jest wystarczajgce dla
oceny najistotniejszych zjawisk patofizjologicznych. W oparciu o badania wlasne
Dubowitz i Brooke definiujg histochemiczne kryterium reinerwacji, ktérym jest
grupcwanie sie wiékien jednego typu histochemicznego, zwracajg uwage na pozor-
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nie neurogenne obrazy histologiczne (grupy zaniklych wiokien) gdy w istocie chodzi
¢ zanik pierwotnie mig$niowy jednego typu widkien (uwazajg oni, ze nie istnieje
wybibreze uszkodzenie motoneuronéw jednego typu), prezentuja wreszcie szereg
jednostek chorobowych nalezacych do grupy miopatii, ktorych wyodrebnienie stalc
si¢ mozliwe dzieki zastcsowaniu badan histochemicznych. Klasyfikacja histoche-
miczna widkien mie$niowych wprowadzona przez Dubowitza i Brooke’a jest prosta,
a zarazem dostarczajgca tak wiele nowych informacji, ze wydaje sie stusznym
szerokie jej rozpowszechnienie.

W drugiej czesci ksigzki przedstawione sg poszczegblne zespoly chorobowe. Spo-
sOb prezentacji jest jednolity: po krotkiej charakterystyce choroby zilustrowanej
historig cheroby nastepuje dokladny opis zmian histologicznych i histochemicznych
dopelniony.szeregiem rycin oraz wynikami badan histometrycznych.

W czeSci tej oméwione s3: =
. Choroby obwodowego neuronu ruchowego
. Postepujgce dystrofie mieSniowe
. Miopatie wrodzone
Miopatie metabeliczne i hormonalne
. Miopatie zapalne
. Miastenia
. Inne, rzadkie zespoly zaburzen mige$niowych.
Trzecia cze§¢ ksigzki poswiecona jest obserwacjom mikroskopowo-elektrono-
wym i cpracowana zostala przez Neville’a, bliskiego wspoOlpracownika Brooke’a.

W rozdziale tym autor cmawia zmiany wystepujace w przebiegu choréb ner-
wowo-mig$niowych w poszczegélnych organellach komérki miesniowej i na zakon-
czenie stwierdza, ze wszystkie te zmiany majg charakter nieswoisty.

W sumie ksigzka wydaje mi sie¢ niezwykle cenna i pozyteczna dla lekarzy za-
interescwanych cherobami nerwowo-mieéniowymi, a w szczegbélnoéci dla oséb zaj-
mujacych sig histopatologia i histochemia migéni.

~N OO e W~

doc. dr Hanna Jedrzejowska
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