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HANNA DRAC

ZMIANY HISTOLOGICZNE W NERWACH OBWODOWYCH
W RDZENIOWYM ZANIKU MIESNI WERDNIGA-HOFFMANNA *

Klinika Neurologiczna AM w Warszawie
Kierownik: prof. dr med. I. Hausmanowa-Petrusewicz

Opisywane przez licznych autoré6w zmiany w komoérkach rogéow
przednich oraz w jadrach ruchowych nerwéw czaszkowych w rdzenio-
wym zaniku miesni Werdniga-Hoffmanna (choroba W-H) maja charak-
ter zanikowo-zwyrodnieniowy. W miesniach szkieletowych widoczny
jest typowy obraz zaniku neurogennego; niektérzy autorzy rozwazajg
plodowy charakter wiokien miesniowych w tym schorzeniu (Greenfield
i Stern 1927, Adams i wsp. 1962, Fenichel i Engel 1963, Verger i wsp.
1970, Fidzianska 1974). W nielicznych opisach korzeni rdzeniowych pod-
kreslano znaczne Scienczenie korzeni przednich, demielinizacje wtodkien,
rozplem tkanki wiloknistej, a ostatnio takze obecnos¢ wiazek gleju
(Rothman 1909, Batten 1911, Kaumheimer 1913, Walle i Hetz 1917,
Holmos 1920, Michel 1923, Greenfield i -Stern 1927, Byers i Banker
1961, Arnold 1963, Chou i Fakadej 1971, Chou 1973). Nie znaleziono
zmian w korzeniach tylnych, natomiast w kilku przypadkach stwierdzo-
no zmiany w komodrkach zwojow kregowych (Ajuriaguerre 1950, Ra-
dermecker 1951, Carpenter 1975, Marshall i Duchen 1975, Rafalowska
1975). W niezbyt licznych badaniach dotyczacych nerwéw obwodowych
zwracano uwage na ogromng przewage cienkich wlokien mielinowych,
opisywano zmiany typu zwyrodnienia Wallera, wskazywano na proces
demielinizacyjny wilokien (Rothman 1909, Griffith i Spiller 1911, de
Lange 1919, Michael 1923, Greenfield i Stern 1927, Byers i Banker 1961,
Carpenter 1975). Baudouin (1907) podejrzewal opéznienie procesu mie-
linizacji wiokien.

Ze wzgledu na niejednoznaczne dane dotyczace nerwéw obwodowych
w chorobie Werdniga-Hoffmanna wydawalo sie celowe przesledzenie ja-
ki charakter majg zmiany we wloéknach nerwowych, a takze czy w za-

* Praca zostala wykonana w ramach problemu weztowego Nr 09.4.1.4.
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92 H. Drac N 1

kresie neuronu obwodowego nieprawidlowosci ograniczajg sie wylacznie
do neuronu ruchowego. Interesujace wydawalo sie takze jakie zmiany
w nerwie powoduje czynnik uszxkadzajacy dzialajgc na nerw w okresie
jego rozwoju.

MATERIAL I METODY

Material stanowily wycinki nerwu lokciowego i nerwu tydkowego
pobrane od dzieci w wieku 7 i 12 miesiecy, zmartych z powodu choroby
W-H oraz wycinki nerwu lydkowego pobrane przyzyciowo od chorych
dzieci w wieku 2 i 6 lat. Kontrole stanowily wycinki nerwu lokciowego
i lydkowego pobrane od 3-miesiecznego dziecka, zmarlego w wyniku
wady serca i 8-miesiecznego dziecka zmarlego z powodu zapalenia pluc
oraz wycinek nerwu lydkowego pobrany przyzyciowo od 6-letniego cho-
rego na dzieciece porazenie moézgowe, w ktoérym badanie mikroskopowo-
-elektronowe nie wykazalo zmian (Jedrzejowska 1974).

Wycinek nerwu lokciowego dlugosci 3 c¢cm pobierano z ciecia na wy-
soko$ci wyrostka lokciowego, tej samej dlugosci wycinek nerwu lydko-
wego pobierano z ciecia na podudziu nieco powyzej kostki bocznej. Ma-
terial sekcyjny pobierano w 4—12 godzin po zgonie.

Po pobraniu wycinek nerwu dzielono na dwie cze$ci. Jedng czes¢ wy-
cinka utrwalano w 3% roztworze aldehydu glutarowego, po zabarwieniu
osmem dobarwiano zmodyfikowang metodg Pala-Kulczyckiego i zata-
piano w eponie. Skrawki grubosci 1—1,5 u skrawano na ultramikroto-
mie. Z powiekszonych do 900 x mikrofotografii obliczano liczbe wi6-
kien mielinowych na 0,1 mm? powierzchni peczkowej, odsetek po-
wierzchni peczkowej zajmowanej przez wi6kna mielinowe oraz wykre-
§lano histogram s$rednic wlokien mielinowych. Rozpietos¢ sSrednic wio6-
kien cienkich i grubych ustalano w oparciu o zbiorczy histogram przy-
padkéw kontrolnych; srednica widkien cienkich wynosita 1—6 u, $redni-
ca wlokien grubych powyzej 6 w.

Celem uzyskania wlokien izolowanych drugg cze$¢ wycinka rowniez
utrwalano w 3% roztworze aldehydu glutarowego i barwiono osmem.
Z kazdego nerwu izolowano od 100 do 200 wilékien, do oceny wybierano
wlokna skladajace sie co najmniej z 4 miedzywezli. We wszystkich przy-
padkach, oprocz kontrolnego przypadku 6-letniego dziecka, wykreslano
zalezno$¢ dlugosci miedzywezli od Srednicy wlokna wg sposobu poda-
nego przez Fullerton i wsp. (1965). Srednice wldkien mierzono pod po-
wiekszeniem 600 x, dilugo$¢ miedzywezli pod powiekszeniem 150 x.
W preparatach czesanych tuby neuralne wypelnione osmofilnymi kulami
uwazano za wyraz rozpadu wiokien w wyniku zwyrodnienia aksonal-
nego. Szczegbly metodyczne zawarte sa w pracy Jedrzejowskiej i wsp.
(1972).
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Nr 1 Nerwy obwodowe w chorobie Werdniga-Hoffmanna 8
WYNIKI

Nerw tokciowy

Gestos¢ wiokien mielinowych na 0,1 mm? powierzchni peczkowej w
chorobie W-H wynosita w przypadku nr 1 — 1424, w przypadku nr 2 —
1384, w przypadkach kontrolnych — 1683 i 1843. Odsetek powierzchni
peczkowej zajmowanej przez wlokna mielinowe w chorobie W-H byl
znacznie nizszy niz w przypadkach kontrolnych (tabela 1).

Tabela 1. Odsetek powierzehni peezkowe] przypadajacej na wlokna mielinowe
Table 1. Percentage of fascicular area occupied by myelinated fibres

Przypadki kontrolne Choroba Werdniga-Hoffmanna
Control Werdnig-Hoffmann disease
Nerw
Nerve 3 8 6 7 12 2 6
mies. mies. lat mies. mies. lata lat
mths mths yrs mths mths yrs yrs
Lokciowy 46,8 59,6 - 31.56 28.6 — e
Ulnar
Lydkowy 36.4 40.2 24.4 24.7 19.5 31.0 33.2
Sural

Na- przekrojach poprzecznych nerwéw w przypadkach choroby W-H
widoczne byly wldkna ze zmieniong strukturg aksonu i mieliny (ryc. 1).
Ponadto obecne byly wldkna z ostonkg mielinowa nieproporcjonalnie
cienkg w stosunku do S$rednicy aksonu oraz niezabarwione struktury
o nieregularnym ksztalcie, o $rednicy do 5 w (ryc. 2), szczegllnie liczne
w przypadku nr 1.

Histogram $rednic wlokien mielinowych zaréwno w chorobie W-H
jak i w przypadkach kontrolnych byt dwuwierzchotkowy (wykres la
i 1b), odsetek cienkich wlokien w przypadkach choroby W-H byl znacz-
nie wyzszy niz w przypadkach kontrolnych (tabela 2).

W preparatach czesanych w przypadkach chorobowych stwierdzano
wldkna z cechami rozpadu w wyniku zwyrodnienia aksonalnego (ryc. 3).
Nie znaleziono wlokien z odcinkowg demielinizacjag i remielinizacj3.
Widkna izolowane z przypadkéw kontrolnych nie wykazywaly zmian
strukturalnych (tabela 3).

Zaro6wno w przypadkach choroby W-H jak i w przypadkach kontrol-
nych dlugo$¢ miedzywezli byla ujednolicona, niezalezna od srednicy
wlokna (wykres 2). Dokladniejsze dane liczbowe dotyczace nerwu lok-
ciowego w chorobie W-H i w przypadkach kontrolnych sa przedstawio-
ne w tabelach 1, 2 i 3.
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4 H. Drac

Nerw tydkowy

Nr 1

Ryc. 1. Przekréj po-
przeczny nerwu lokcio-
wego. Grube skrawki
eponowe. Pal-Kulczyc-
ki. Pow. 440 X. a.
Przyp. 1, choro-
ba Werdniga-Hoffman-
na, strzatki wskazuja
wiékna ze zmieniong
strukturg aksonu i mie-
liny. b. Przyp. 2, kon-
trola.

Fig. 1. Transverse sec-
tion of wulnar nerve.
Thick epon sections
stained by Pal-Kul-
czycki meth. X 440. a.
Case 1, Werdnig-Hoff-
mann disease, arrows
indicate altered axons
and myelin. b. Case 2,
control.

Ryc. 2. Przekr6j po-
przeczny nerwu lokcio-
wego. Przypadek d,
choroba Werdniga-Hoff-
manna, strzatki wska-
zujg duze aksony bez
ostonki mielinowej.
Preparatyka jak na
ryc. 1. Pow. 900 X.

Fig. 2. Transverse sec-
tion of wulnar nerve.
Case 1, Werdnig-Hoff-
mann  disease, large
axons without myelin
(arrows). Preparation
as in Fig. 1. X 900.

Gestos¢ wiokien mielinowych na 0,1 mm? powierzchni peczkowej w
chorobie W-H wynosila Srednio 1497 (rozpigtos¢ 1307—2105), w przy-
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Wykres 1la. Wykres 1b.

Wykres 1. Histogram $rednic wlékien mielinowych nerwu lokciowego. a. Przyp. 1,
choroba Werdniga-Hoffmanna. b. Przyp. 2, kontrola.

Diagram 1. Frequency distribution of diameters of ulnar nerve myelinated fibres.
a. Case 1, Werdnig-Hoffmann disease. b. Case 2, control.

padkach kontrolnych s$rednio 1676 (rozpietos¢ 1285—2058). Odsetek po-
wierzchni peczkowej przypadajacej na widkna mielinowe w nerwach
chorych ‘dzieci od 1-go roku zycia by! znacznie nizszy niz w przypad-
kach kontrolnych (tabela 1).

Na przekrojach poprzecznych nerwoéw w przypadkach choroby W-H
widoczne bytly nieliczne wlokna ze zmieniona struktura aksonu i mie-
liny (ryc. 4). W przypadku nr 1 i nr 2 byly obecne ponadto wldkna
z ostonkg mielinowa zbyt cienkg w stosunku do $rednicy aksonu oraz
owalne, niezabarwione struktury o $rednicy do 5 w. Histogram Srednic
wilokien mielinowych nerwu 12-miesiecznego chorego dziecka (wykres 3)
oraz nerwu kontrolnego pobranego od 3-miesiecznego dziecka byl jedno-
wierzchotkowy, w pozostalych przypadkach osobnikéw chorych i przy-
padkach kontrolnych — dwuwierzchotkowy. Odsetek cienkich wlékien
w nerwach w chorobie W-H byl wyzszy niz w przypadkach kontrolnych
(tabela 2).

W preparatach czesanych z nerwéw w trzech przypadkach choroby
W-H (ryc. 5) oraz w jednym przypadku kontrolnym stwierdzono wiok-
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Tabela 2. Gestosé wiékien mielinowych na jednostke powierzehni peezkowej oraz podzial wldkien w zaleznosei od ich érednicy
Table 2. Density of meylin fibres on the surface unit and their distribution according to diameter

Nerw lokeiowy

Ulnar nerve

Nerw lydkowy
Sural nerve

9% wlokien

histogram

o Ay
% wlokien

histogram

. Gestosé ; A Gestosé e
Material B 9 of fibres distribution of fais 9% of fibres distribution of
; wlékien i wlékien Z g
Material : diameters m.f. : diameters m.f.
miel. w miel. w
) 0,1 mm? 0,1 mm?2
Wiek density d<<6ud>6p zasieg (1) szezyt wlokien density d<<6p d>6p zasieg (1)  szezyt widkien
Age of mif spectrum  peak of fibres of st spectrum  peak of fibres
per 0,1 cienkich grubych per 0,1 cienkich grubych
mm? thin . thick & = mm? thin p thick g
g N. 3 3 mies. 1683 52,0 48,0 1—11 3—4 6—17 1684 89,1 10,9 1—9 2—3
= mths
= K.I. Q 8 mies. 1843 47,6 52,6 1—14 2—3 7—8 2058 70,6 29,6 1—12 2—3 6—7
§: . —9: mths
S ,_‘:6’ g W.M. 3 6 lat nerwu nie pobrano 1285 60,6 39,56 1—11 2—3 7—9
& RO yrs nerve not taken
g
:’; B.J. Q 7 mies. 1424 68,0 32,0 1—12 3—4 6—7 1307 82,0 18,0 1-—19 3—4 6—7
g‘o mths
?-E G.A. Q 12 mies. 1384 74,9 25,1 1—11 2—3 7—8 2105 98,5 1,6 1—8 2—3
L 2 mths
: 2 Z8. 3 2 lata nerwu nie pobrano 1518 73,9 26,1 1—12 3—4 8—9
ol = yrs nerve not taken
E g o N.B. Q@ 6 lat nerwu nie pobrano 10566 58,9 41,1 1—15 3—4 8—9
SER yrs nerve not taken
Indfn e [femmin ey A
TP 77TCIT.UTY. M1
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i

Ryc. 3. Widkna izolowane z nerwu lokciowego. Przyp. 1, choroba Werdniga-Hoff-
manna. Zwyrodnienie aksonalne. Pow. 900 X.
Fig. 3. Teased fibres from ulnar nerve. Case 1, Werdnig-Hoffmann disease. Axo-
nal degeneration. X 900.

Ryc. 4. Przekréj poprzeczny nerwu tydkowego. a. Przyp. 1, choroba Werdniga-
-Hoffmanna, strzaltki wskazuja wlékna o zmienionej strukturze aksonu i mieliny.
b. Przyp. 2, kontrola. Preparatyka jak na ryc. 1. Pow. 440 X.

Fig. 4. Transverse section of sural nerve. a. Case 1, Werdnig-Hoffmann disease,
arrows indicate altered axons and myelin. b. Case 2, control. Preparation as in
Fig. 1. X 440.

Ryc. 5. Wibkno izoclowane z nerwu lydkowego. Przyp. 4, choroba Werdniga-Hoff-
manna. Zwyrodnienie aksonalne. Pow. 220 X.

Fig. 5. Teased fibre from sural nerve. Case 4, Werdnig-Hoffmann disease. Axonal
degenergtion. X 220.
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Tabela 3. Zmiany histologiczne
Table 3. Histological changes

Zwyrodnienie aksonalne — 9, wlékien
Axonal degeneration — 9, of fibres

Przypadki kontrolne Choroba Werdniga-Hoffmanna
Norw Control Werdnig-Hoffmann disease
Nerve
3 8 6 7 12 2 6
mies. mies. lat mies. mies. lata lat
mths mths yrs mths mths yrs yrs
Lokciowy 0,0 0,0 0,0 30,0 5,0 — —
Ulnar
Lydkowy 5,0 0,0 0,0 10,0 0,0 2,0 12,0
Sural

na z cechami rozpadu w wyniku zwyrodnienia. Nie znaleziono zmian
typu odcinkowej demielinizacji i remielinizacji (tabela 3). Zaréwno w
przypadkach choroby W-H jak i w przypadkach kontrolnych dilugos¢
miedzywezli byla ujednolicona, niezalezna od Srednicy wi6kna. Doklad-
niejsze dane liczbowe dotyczace nerwu lydkowego w chorobie W-H i w
przypadkach kontrolnych przedstawiaja tabele 1, 2 i 3.

W grupie kontrolnej nerw lydkowy w przypadku nr 1 wyréznial sie
obecnoscig wlékien z cechami rozpadu oraz jednowierzchotkowym hi-
stogramem S$rednic wilékien. Wylonilo sie pytanie jaka jest przyczyna
zmian we wl6knach i czy ksztalt histogramu nie jest wynikiem rozpadu
grubych wiloékien. Podobny stopien rozpadu we wszystkich wiéknach
wskazuje na jednoczesno$¢ powstania uszkodzenia, co wobec prawidio-
wego obrazu nerwu lokciowego w tym przypadku sugeruje, ze uszko-
dzenie mialo prawdopodobnie charakter przypadkowy. Ze wzgledu na
to, ze odsetek zmienionych wlokien byt niski (5%) nie wydaje sie aby
mogt zasadniczo wplyng¢ na zmiane ksztaltu histogramu i jednowierz-
chotkowy histogram jest wynikiem gorszego rozwoju nerwu skoérnego
w stosunku do nerwu mieszanego w pierwszych miesigcach zycia.

OMOWIENIE

Z przeprowadzonych badan wynika, ze nerw lokciowy pobrany od
dzieci z chorobg W-H rézni sie od nerwu przypadkéw kontrolnych
mniejszg gestosciag wiokien mielinowych na jednostke powierzchni,
mniejszym odsetkiem powierzchni peczkowej zajmowanej przez widkna
mielinowe, wyzszym odsetkiem cienkich wlokien, obecnoscig wiokien
rozpadajgcych sie w wyniku zwyrodnienia aksonalnego oraz widkien

http://rcin.org.pl



Nr 1 Nerwy obwodowe w chorobie Werdniga-Hoffmanna Q

w preparatach czesanych
of myelinated fibres

Odeinkowa demielinizacja — %, wldkien
Segmental demyelination — 9%, of fibres

Przypadki kontrolne Choroba Werdniga-Hoffmanna
S Control Werdnig-Hoffmann disease
Nerve
3 8 6 7 12 2 6
mies. mies. lat mies. mies. lata lat
mths mths yrs mths mths yrs yrs
Lokciowy
Ulnar nie znaleziono
Lydkowy not encountered
Sural

z ostonka mielinowa nieproporcjonalnie cienka w stosunku do Srednicy
aksonu. Ponadto, na przekrojach poprzecznych nerwu chorych osobni-
kéw widoczne byly znacznie rozleglejsze niz w przypadkach kontrol-
nych, pozbawione wlokien mielinowych przestrzenie, w ktorych byly
obecne liczne niezabarwione struktury o regularnym, owalnym ksztal-
cie i $rednicy dochodzgcej niekiedy do 5 w. Jak wykazaly badania mi-
kroskopowo-elektronowe, obszary nie barwigce si¢ osmem wypelnione
byly przez wldkna bezmielinowe i kolagen, a owalne struktury nieza-
barwione odpowiadaly aksonom nie posiadajagcym ostonki mielinowej
(Hausmanowa-Petrusewicz, Fidzianska 1975). Wydaje sie, ze niezmieli-
nizowane aksony o S$rednicy powyzej 3 w byly artefaktycznie rozdete,
co jest czestym zjawiskiem w materiale sekcyjnym przeprowadzonym
wg stosowanych przez nas metod (Thomas 1974). Nie jest wykluczone,
ze to samo dotyczylo aksondéw posiadajacych nieproporcjonalnie cienkg
ostonke mielinowg. Maly odsetek powierzchni peczkowej przypadajacy
na wlokna mielinowe w zestawieniu z wysokim odsetkiem cienkich wi6-
kien i nieco mniejszg rozpietoscig histogramu srednic widkien moze su-
gerowac, ze w chorobie W-H proces rozwoju wilokien mielinowych jest
opd6zniony. Natomiast obecno$¢ wiokien ulegajacych rozpadowi wskazu-
je na jednocze$nie przebiegajacy proces zwyrodnienia aksonalnego. Ze
wzgledu na przewage cienkich wlékien w nerwach wydaje sie, ze opi-
sywane uprzednio (Batten 1911, Griffith i Spiller 1911, Walle i Hotz
1917, Holmes 1920, Greenfield i Stern 1927) Scienczenie korzeni przed-
nich i nerwéw bylo raczej wynikiem zaburzen rozwojowych wiékien niz
ich demielinizacji czy rozpadu.

Przyczyna i mechanizm powstawania zmian w chorobie W-H nie s3
w pelni wyjasnione. Niemniej ze wzgledu na to, ze zmiany w obwodo-
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Wykres 2. Nerw lokciowy. Zalezno§¢ dlugo$ci miedzywezli od S$rednicy widkna.

b. Przyp. 1, choroba Werdniga-Hoffmanna. a. Przyp. 2, kontrola.

Diagram 2. Ulnar nerve. Internodal length of myelinated fibre plotted against
diameter of widest internodal segment. b. Case 1, Werdnig-Hoffmann disease.

a. Case 2, control.
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wym neuronie ruchowym wyrazone sg najsilniej w rogach przednich
wydaje sie, ze nieznany czynnik chorobowy dziala przede wszystkim
na komorki rogéw przednich. Uszkodzenie komoérek ruchowych prowa-
dzi do zwyrodnienia wlékien nerwowych, ktérego nastepstwem sg od-
nerwienie i zanik mieg$ni.

Przypuszczalnie kazdy szkcdliwy czynnik dzialajgcy na komoérke w
okresie rozwoju moze opoOznia¢ rozwoOj ciala komoérki, a w nastepstwie
rozwoOj jej wypustek. Niedojrzatos¢ ukladu nerwowego moze wtoérnie
powodowa¢ niedojrzalo$¢ ukladu miesniowego w chorobie W-H, obser-
wowang ostatnio przez niektérych autoréw (Fenichel i Engel 1963, Ver-
ger i wsp. 1970, Fidzianska 1974).

Zaréwno odnerwienie mie$ni jak i opoznienie ich rozwoju prowadzi
do zmniejszenia wielko$ci obszaru unerwianego przez komorki ruchowe.
Wiadomo, ze na wielko$§¢ komorek, a tym samym wlokien nerwowych,
oprocz ogolnych czynnikéw morfogenetycznych (w tym szczegélnie cza-
su zréznicowania komorki) oraz bodzcow z wyzszych pieter ukladu ner-
wowego, wplywa ilos¢ bodzcow dochodzacych z obwodu (Detwiler i Le-
wis 1925, Fernand i Young 1951). Ta ostatnia zalezno$¢ wigze sie z roz-
leglo$cia unerwianego przez komorke obszaru. Badania do$wiadczalne
wykazaly, ze zmniejszenie unerwianego pola we wczesnym okresie zy-
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cia powoduje opéznienie rozwoju widkien regenerujacych w nerwie
(Evans i Vizoso 1959). Mozna wiec przypuszczaé¢, ze w chorobie W-H
mniejsza ilo$¢ bodzcoéw dochodzgcych z obwodu do komoérki bedacej w
okresie rozwoju dodatkowo poglebia opéznienie wzrastania ciala komor-
ki, a tym samym wzrastania jej aksonu. Istnieja pojedyncze doniesie-
nia o obecnosci duzej liczby maltych komérek w rogach przednich w
chorobie W-H (Greenfield i Stern 1927, Malamud 1968). W przedsta-
wionym materiale w przypadku 12-miesiecznego chorego dziecka stwier-
dzono w rogach przednich wysoki odsetek malych komoérek nie wyka-
zujacych zmian w mikroskopie $wietlnym (Rafatowska 1975), co kore-
lowalo z wysokim odsetkiem cienkich wlokien w nerwie. Jezeli wzig¢
pod uwage, ze grubos¢ ostonki mielinowej jest zalezna od grubosci ak-
sonu (Thomas 1955, Friede i Samorajski 1967, Gutrecht i Dyck 1970),
a akson kontroluje rozwo6j ostonki mielinowej (Friede 1973), mozna ocze-
kiwa¢, ze opoOznienie rozwoju aksonu wplynie na opo6znienie rozwoju
oslonki mielinowej i w ten sposéb przyczyni sie do wzrostu w nerwie
populacji cienkich wtékien. Opisany powyzej mechanizm wydaje sie
tlumaczy¢ opoéznienie rozwoju wiokien mielinowych nerwu lokciowego
w chorobie W-H.

Jak wspomniano, rozpad aksonalny wiékien nalezy uwaza¢ za kon-
sekwencje zmian zwyrodnieniowych w komoérkach rogéw przednich.
Rézny odsetek zmienionych wldkien moze odzwierciedla¢ zaré6wno rézny
stopien ostrosci podstawowego procesu, jak tez budzi¢ zastrzezenia co
do reprezentatywnos$ci badanych prébek.

Przeprowadzone badania wykazaly wystepowanie nieprawidlowosci w
nerwie tydkowym w chorobie W-H jak tez réznice obrazu nerwu tydko-
wego w zalezno$ci od wieku chorych osobnikéw. Poréwnanie zmian wy-
stepujacych w nerwie lydkowym u chorych w wieku 7 i 12 miesiecy
wykazalo, ze w obu nerwach charakter zmian byl podobny i wyrazal
sie opéznionym rozwojem wlokien mielinowych, jak tez ich rozpadem
(mniej nasilonym w nerwie lydkowym anizeli w nerwie lokciowym). Na
op6zniony rozw6j wiokien nerwu tydkowego w pordéwnaniu z przypad-
kami kontrolnymi, wskazywat niski odsetek powierzchni peczkowej przy-
padajacy na wiokna mielinowe, mniejsza rozpietos¢ histogramu Srednic
wilokien mielinowych i wysoki odsetek cienkich wtokien. Ponadto, hi-
stogram Srednic wioékien nerwu tydkowego chorego 12-miesiecznego
dziecka byl jednowierzchotkowy, przy czym w nerwie nie znaleziono
zmian $wiadczacych o rozpadzie wildékien. Opoznienie rozwoju widkien
oraz ich zwyrodnienie aksonalne spowodowalo ré6znice gestosci wiokien
pomiedzy nerwem dziecka w wieku 7 miesiecy, a nerwem kontrolnym
w podobnym wieku.
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W odréznieniu od omawianych powyzej nerwéw czuciowych chorych
osobnikow w wieku niemowlecym, u chorych w wieku 2 i 6 lat rozpie-
tos¢ Srednic wlokien mielinowych oraz odsetek cienkich wibkien nie réz-
nily sie od wartosci spotykanych w normie, o czym s$wiadczy zaréwno
material kontrolny jak i badania przeprowadzone przez Gutrechta i Dyc-
ka (1970). Obserwacje te sugeruja, ze opdznienie rozwoju widkien wy-
rownuje sie w pozniejszym okresie. Natomiast w obu wspomnianych ner-
wach stwierdzono obecnos¢ wiékien rozpadajacych sie w wyniku zwy-
rodnienia aksonalnego.

Przyczyna zmian histologicznych w nerwie czuciowym w schorzeniu
klasycznie uwazanym za chorobe neuronu ruchowego jest niejasna. By¢
moze w opOznieniu rozwoju widékien mielinowych pewne znaczenie ma
fakt, ze choroba rozpoczynajac si¢ w wieku plodowym prowadzi do osla-
bienia ruchéw plodu w plynie owodniowym (Beevor 1902, Rosenberg
1906, Collier i Wilson 1908, Haberman 1910, Pearce 1920, Reuben i Ser-
ver 1931, Pearn 1973), co z kolei wigze sie z ostabieniem doptywu bodz-
coOw z obwodu do zakonczen czuciowych nerwu w skorze. Jak wspom-
niano powyzej doptyw bodzcéw z obwodu obok doplywu bodzcow z wyz-
szych pieter ukltadu nerwowego jest niezbedny do osiagniecia przez cialo
komoérki i jej wlékna wilasciwych rozmiaréw (Detwiler i Lewis 1925,
Fernand i Young 1951, Bunge i Bunge 1966).

Réwnie trudno jest wytlumaczy¢ obecno$¢ zmian zwyrodnieniowych
w nerwie tydkowym w chorobie W-H. Na mozliwos¢ wystepowania
zmian typu zwyrodnienia aksonalnego we wildéknach nerwu tydkowego
ostatnio zwroécil uwage Carpenter (1975). Zmiany takie moga sie wigzac
z przypadkowym (urazowym lub uciskowym) uszkodzeniem nerwu, badz
wystepowaé¢ w wyniku uszkodzenia komoérek zwojow grzebietowych.
Zmiany w komorkach zwojowych opisywano w pojedynczych przypad-
kach (Ajurriaguerre 1950, Radermecker 1951, Carpenter i wsp. 1975,
Marshall i Duchen 1975). Uszkodzenie komoérek zwojowych moze zacho-
dzi¢ na tej samej drodze co uszkodzenie komoérek rogoéw przednich, badz
tez na drodze zwyrodnienia transneuronalnego.

Stwierdzenie zmian w pierwszym neuronie czuciowym stanowi popar-
cie stanowiska autoréw odstepujacych od pogladu o wybidérczym uszko-
dzeniu neuronu ruchowego w dzieciecym rdzeniowym zaniku mie$ni
typu W-H (Carpenter i wsp. 1975, Marshall i Duchen 1965). Niemniej
sprawa nie jest jeszcze rozstrzygnieta i wszystkie przedstawione mozli-
wosci powinny by¢ dokladnie przebadane.

WNIOSKI

1. Nerwy obwodowe w chorobie W-H u osobnikéw do 1 roku zycia
cechuje opo6znione dojrzewanie wiokien mielinowych, widoczne zaréwno
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w nerwie mieszanym jak i w nerwie skornym. Stopien niedojrzato$ci
obu nerwow u osobnikéw w 1 roku zycia wydaje sie podobny. Niedoj-
rzalo$¢ nerwu czuciowego moze wyrdwnac¢ sie w poOzniejszych latach
zycia. Brak materialu nie pozwala wypowiedzie¢ sie na ten temat co do
nerwu mieszanego.

2. We wilbknach nerwowych stwierdzono zmiany pod postacig zwy-
rodnienia aksonalnego; sa one bardziej nasilone w nerwie mieszanym
(Srednio 17,5%) anizeli w nerwie skéornym (Srednio 5%).

3. Zmiany w nerwach obwodowych stwierdzane w chorobie Werdni-
ga-Hoffmanna potwierdzaja poglad o ich niedojrzalosci i nakladajgcym
sie procesie zwyrodnienia aksonalnego.

4. Przeprowadzone badania pozwalajg sadzi¢, ze choroba W-H nie
ogranicza sie wylacznie do obwodowego neuronu ruchowego, ale doty-
czy rowniez pierwszego neuronu czuciowego, jednak w znacznie mniej-
szym stopniu niz neuronu ruchowego.

X. JMpang

TUCTOJIOTUYECKUE U3MEHEHUA B ITEPUPEPUHECKUX HEPBAX
TP CIIMHHOMO3TOBOJM ATPO®UM MBI BEPJHUTA-TOPMAHA

Pe3zwme

JlaHHbIE OTHOCUTEJILHO M3MEHEeHMII B NnepudepuyYecKkMxX HepBaxX Npu 3ad0JieBaHUN
Bepauura-T'ohmana ABAAIOTCA HeOAHO3HAuHbIMKM. Ilesik0 paboThl, KpoMe OLEHKU
TMCTOJIOrMYECKO) KapTuHbI Iepudepuyueckux ii€pBOB IIpM 9TOM nopaxenuy, 61510
OTBETUTH Ha BOINPOC, OIPAHMYMBAIOTCH JIM M3MEHEHMA B Ipejesax IepudepuyecKkoro
HeMpOHA TOJILKO JBUTaTEJIbHBIM HEMPOHOM MJIM MOI'yT KacaTbCid Takike 1yBCTBUTEJIb-
HbIX HEPBOB.

Uccnenopany JIOKTEBOJM HEPB, B3ATHII B JABYX caydaax Oosneszum B-I' y aun
B Bo3pacre 7 u 12 MecAnes, a Takyke 2 u 6 mer. KOHTLOJIEM CIyXKWIM HEPBLI B 1107106~
HOJ BO3pACTHOM rpyImmne. B HepBax JIOKTEBOM M MKPOHOXKHOM y JMI[ 70 1 roja »KM3HM
obHapyRUJIM NIPU3HAKM, CBUJETEJbLCTBYIOUIME O HE3PeJIOCTM HepBa, a TakXe TIpo-
ABJIEHUA IIpOIlecca AKCOHAJbLHOIO BBIPOK/JEHMA BOJIONOH. B MKPOHOXHOM HEpBe
y sy B Bo3pacTe 2 u 6 JeT IpMCYyTCTBOBAJIM TOJBKO JieréHepaTMBHbIE M3MEHEHUS.

IIpencraBideTcsa, 4YTO HEKOTOpPOE BIMAHME Ha 3aJIePXKKy pa3BUTUSA HEPBHBIX
BOJIOKOH mipu Oose3uu B-I' OoKasbiBaeT MEHBIUMII IIPUTOK MMITYJIECOB C nepucepun,
CBA3aHHBIM C yYMEHBIIEHMEM BeJMYMHBI MHHEPBMpPOBaHHOM obOnaciu u ocaabiaenuem
ABUKeHMIT 1Ioja. ITo-BuAMMOMY 3ajep’XKa CO3peBaHMA YyBCTBUTEJILHOIO HepBa
MOZKeT BbIDOBHATHCA B Dojiee mo3gHem Bo3pacre.

JlerenepaTUBHbIE M3MEHEHMA B JIBUTATEJbHBIX BOJIOKHAX ABJISAIOTCH ITOCJIEACTBUEM
JereHepaTUBHO-aTPOMUIYECKUX M3MEHEHMM B KJETKaX NepeJHMX poros. JlereHepaTuB-
Hble M3MEHEHMs B YyBCTBUTEJIbHOM HeJpOHe MOramu 6l ObITH pe3ynbTaTOM Henocpen-
CTBEHHOTO0 JiericTBUA 60JIe3HeTBOPHOTO (haKTOpa Ha TaHTIMO3Hble KieTku. He uckio-
YeHO, YTO TaKMe M3MEHEHUS MOTYyT BO3HMKATh TAK¥Ke B MEeXaHU3Me TPaHCHeHpPOHalb-
HOTO BBIPOKJIEHUA.
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Obuapyxenue u3MeHEHMII B YYBCTBMUTEJILHOM HEPOHe NOATBEDXKIACT TOUKY
3peHMs aBTOPOB, BbICKA3bIBAIOIIMXCA B INOJL3Yy 006001[eHHOr0 XapakKTepa M3MeHEeHMIt
IIPYU CIIMHHOMO3TOBOM aTpouyu Meml B-T.

H. Drac

HISTOLOGICAL CHANGES IN PERIPHERAL NERVES IN SPINAL
WERDNIG-HOFFMANN MUSCULAR ATROPHY

Summary

The aim of the work is the histological evaluation of peripheral nerves in
Werdnig-Hoffmann disease and establishment whether the alterations in periphe-
ral neuron are limited only to the motor neuron or affect also sensory nerves.

The study was carried out on the ulnar and sural nerves taken from the
7- and 12-month-old infants and from two children aged 2 and 6 years. Control
investigations were performed on the nerves from the same age group of pa-
tients. It was established that both ulnar and sural nerves of infants presented
the features of immaturity and the signs of axonal degeneration. Sural nerves
of 2- and 6-years-old children exhibited only degeneration changes.

It seems that some influence on the delayed development of nerve fibres in
Werdnig-Hoffmann disease is exerted by the lesser influx of peripheral stimuli
caused by the decrease of the innervated area and weakened movements of the
foetus. Delayed maturation of sensory nerve can be probably compensated later.

Degenerative changes in motor fibres are the effect of degeneration and
atrophy of anterior horns neurons. Degenerative changes found in sensory neuron
can be a result of immediate action of pathogenic factor on the ganglion cells
or a result of transneuronal degeneration.
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HISTOCHEMICAL INVESTIGATION OF EXPERIMENTAL
MICROENCEPHALY INDUCED BY METHYLAZOXYMETHANOL
ACETATE (MAMA)

Department of Neuropathology, Medical Research Centre Polish Academy
of Sciences
Head of Department: Prof. M. J. Mossakowski, M. D.

Several papers have been published recently dealing with the biolo-
gic effects of glucoside cycasin and of its aglycone (methylazoxymetha-
nol — MAM) (Spatz, Laqueur 1968b, Spatz 1969, Jones et al. 1971). Both
these compounds are extractable from seeds, roots and leaves of the
palm-like plants: Cycas circinalis, which grows on the island Guam, and
Cycas revoluta, which grows in Japan. The seeds of both plants have
been and still are used as a source of food in some parts of the world,;
their toxic properties had been well known long before their chemical
structure was established.

In 1955 Nishida et al. isolated cycasin from Cycas revoluta, and in
1956 Riggs isolated it from Cycas circinalis. MAM was synthesized by
Matsumoto et al. (1965) as MAM acetate (MAMA), the biological proper-
ties od which are exactly the same as these of natural cycasin.

Both cycasin and methylazoxymethanol are hepatotoxic, carcinogenic,
teratogenic and neurotoxic, the type of dominant lesion being depen-
dent on the dose applied (Kobayashi, Matsumoto, 1964, Spatz 1964).
Acute toxicity is best observed in two target organs, the liver and the
developing nervous system. A single intraperitoneal or oral dose of
methylazoxymethanol (MAM) or of its synthetic acetate (MAMA), ad-
ministered to pregnant rats on the 14" or 15" day of gestation induces
congenital microencephaly (Spatz, Laqueur 1968a, 1968b, Spatz 1969).
A characteristic and regularly observed effect of both compounds is
connected with cellular damage in the subpendymal matrix and sub-
sequent failure of the cerebral hemispheres to develop normally (Spatz,
Laqueur 1968a). It has been established that the diminution of the brain
in experimental animals is essentially due to the suppression of deve-

*) This study was performed in collaboration with the Laboratory of Neuro
pathology and Neuromorphological Sciences, National Institute of Neurological
Disease and Stroke, NIH, Bethesda, USA.

Neuropatologia Polska — 2
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lopment of the neocortex and the Ammonal cortex. It is characteristic
that the above changes are not accompanied by glial or inflammatory
reaction (Haddad et al. 1969).

Our provious investigation using this model (Spatz et al. 1971) have
shown biochemically and histochemically that there occur: changes in
the content of lipids, particularly of phospholipids, and disturbances in
the process of myelination in rats with cycasin-induced microencephaly.
The resul's of these studies have induced us to make further histoche-
mical investigations of developing microencephalic rat brains in order
to evaluate the presence of glycogen, activity of glycogen metabolizing
enzymes and of selected respiratory enzymes.

MATERIAL AND METHODS

A single niraperitoneal 20 mg/kg dose of MAMA was administered to
pregrant cxperimental rats on the 15th day of gestation. The control
rats were given a suitable amount of intraperitoneal saline. Fisher and
Wistar femals rats were used.

The studies were performed on 120 offspring of experimental female
rats, sacriiiced at the following ages: 7, 10 and 14 days and 1,6 and 10
months. Fach age group comprised 6 experimental and 4 control ani-
mals.

Dcpend'ng on the histological and histochemical procedures emgloyed,
the studies were performed on brains perfused with paraformaldehyde
solution, or brairs fixed in Rossman’s solution, or on unfixed brains.
The fixed tissue blocks were embedded in paraffin, while the unfixed
brains were frozen in dry ice and cut in a cryostat into 14 w sections.

Histopathological changes were evaluated using sections stained with
cresyl violet. The histochemical examination performed on paraffin-
-embedded sections comprised the PAS reaction by the methcd of Mac
Manus and Mowry (1958) and evaluation of glycogen using the PAS
reaction after blocking the aldehyde groups with dimedone by the met-
hod of Bulmer (1959). Also, before the PAS reaction, diastase digestion
by the method of Pearse (1974) was performed.

The activity of the following enzymes was evaluated: UDPG-g-transfe-
rase, phosphorylase A, A + B and total, succinic (SDH), lactic (LDH)
and glucose-6-phcsphate (G-6-PDH) dehydrogenases. The histcchemical
techniques employed have been described previously (Szumanska, 1973).

Basing on previous observations (Spatz et al. 1971), particular atten-
tion was paid to the histochemical picture of the neocortex, the hippo-
camral cortex and the corpus callosum.
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RESULTS

Morphological observations

An accurate description of the morphological picture of cycasin in-
duced microencephaly has been published in a few papers (Haddad et
al. 1969, Spatz, Laqueur 1968a, 1968b). That is the reason why the de-
scription below is restricted to the main features.

Macroscopic observations showed that there was a visible retarda-
tion of growth of the cerebral hemispheres on the 14th day of life, and
a complete suppression of growth on the 28th to 30th day (Figs 1, 2).
These changes affected all the offspring of a litter.

As far as the microscopic picture is concerned, at the age of 7 days
there were disturbances in the differentiation of the individual layers
of the neocortex (Figs 3, 4); while at the age of 14 days there was a di-
stinct retardation in its organisation. In 1-month-old animals the pre-
vailing feature was a marked decrease in the number of neurons in the
neocortex. This decrease was even more marked in adult animals
(Fig. 5). The same phenomenon was observed in the hippocampal cor-
tex. As a result of the considerable underdevelopment of Ammon’s
horns the lateral ventricles became enlarged.

The corpus callosum also showed disturbances of development. They
were, however, much less pronounced then in the grey matter and con-
sisted of: retarded differentation of the oligodendroglial separation of
nerve fibres strands, and, occasionally for example in 1-week-old ani-
mals, accumulations of glial cells and infiltrations at the cortex-white
matter borders (Figs 6, 7).

Histochemical observations

PAS-positive substances. In the control group at all ages
there was a positive PAS diffusion reaction in the neuropil of the grey
matter; this reaction was strongest in the Ammonal cortex. The PAS
reaction in blood vessel walls was markedly stronger than in the neuro-
pil (Fig. 8).

In all the experimental age groups the PAS reaction was markedly
weaker than that for same regions of the brain in the corresponding
control groups (Fig. 9). Also, regions with patches of spongy tissue we-
re observed, mainly in the brain stem; here the PAS reaction was either
considerably reduced, or absent (Fig. 10).
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Neutral mucopolysaccharides. Localization of neutral
mucopolysaccharides corresponded to that of PAS reaction but its in-
tensity was somewhat weaker.

Glycogen. In the brains of 7, 10 and 14-day control animals the-
re were abundant accumulations of glycogen in the epithelium of the
choroid plexus, in the cells of the ependyma, and in the subependymal
and submeningeal zones. There were numerous fine-grained polysaccha-
ride acumulations in the neuropil of the mesencephalic and bulb raphe,
and glycogen deposits in the mneurons of Deiter’s nucleus and in the
neurons of mesencephalic nucleus of the trigeminal nerve.

In 1-month-old and adult animals no glycogen was observed except
fine granules appearing only in the epithelium of the choroid plexus,
ependymal cells and in the subependymal zone. Occasionally, there we-
re small accumulations of polysaccharide granules in the 1st layer of
the cortex.

The location of glycogen deposits in the brains of experimental ani-
mals was almost exactly the same as in the control group, the only diffe-
rence being that glycogen was observed in some cells of the putamen
(Fig. 11) in the 7-day group, and that accumulations of glycogen were
observed in the perivascular region in the 10-day and 14-day groups.

Fig. 1. Brain of the 1-month-old control rat.
Ryc. 1. Mozg szczura kontrolnego, 1-miesiecznego.

Fig. 2. Microencephaly induced with MAMA in 1-month-old rat.
Ryc. 2. Mikrocefalia u 1-miesiecznego szczura wywotana MAMA.

Fig. 3. Cerebral cortex of 7-days-old control rat. Cresyl violet. X 100.
Ryc. 3. Kora moézgowa 7-dniowego szczura kontrolnego. Fiolet krezylu. Pow.
100 X.

Fig. 4. Cerebral cortex of 7-days-old experimental rat. Disturbed differentiation
of individual layers, regions with decreased or increased number of neurons.
Cresyl violet. X 100.

Ryc. 4. Kora mozgowa T7-dniowego szczura doSwiadczalnego. Zaburzenia w roézni-
cowaniu warstw, ubytki oraz zageszczenia komoérek nerwowych. Fiolet krezylu.
Pow. 100 X.

Fig. 5. Cerebral cortex of adult experimental rat. Disturbed cytoarchitecture,
decreased number and shrinkage of neurons. Cresyl violet. X 100,
Ryc. 5. Kora moézgowa dorostego szczura do$wiadczalnego. Zaburzenia cytoarchi-
tektoniki, ubytki i obkurczenie neuronéw. Fiolet krezylu. Pow. 100 X.
Fig. 6. Corpus callosum of 1-month-old control rat. Correct arrangement of oligo-
dendroglia along nerve fibres. Cresyl violet. X 100.

Ryc. 6. Spoidlo wielkie 1-miesiecznego szczura kontrolnego. Prawidlowy ukiad
oligodendrogleju wzdluz przebiegu wildkien nerwowych. Fiolet krezylu. Pow.
100 X.

Fig. 7. Corpus callosum of 1-week-old experimental rat. Increased number of
glial cells and cellular infiltrations on the border of the cortex and white matter.
Cresyl violet. X 100.

Ryc. 7. Spoidlo wielkie 1-miesigcznego szczura doswiadczalnego. Zageszczenie ko-
morek glejowych i nacieki na pograniczu kory i istoty bialej. Fiolet krezylu. Pow.
100 X.
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Histoenzymatic observations

UDPG-g-transferase. There were no perceptible differences in
the activity of this enzyme between control and experimental animals
in all age groups.

No activity was observed in 7-day-old animals. UDPG-g-transferase
activity appeared in 2-week-old animals in the form of fine-grained
accumulations of the brownish-pink final enzymatic reaction product lo-
cated in the cells of the choroid plexus and in the neurons of Deiter’s
nucleus and also in the mesencephalic nucleus of the trigeminal nerve.
No UDPG-g-transferase activity was observed in the remaining age
groups.

Phosphorylase activity. In the brains of 1-week-old control
animals phoshorylase A activity was demonstrated by coarse-grained
violet polysaccharide deposits located in the epithelium of the choroid
plexus, in the ependyma of the ventricles and in the submeningeal zone
of the cortex. The remaining white and grey structures of the brain
did not exhibit enzymatic activity. No phosphorylase B activity could be
detected histochemically.

In the 2-week group there was weak phosphorylase A activity in
the Ammonal cortex and in the corpus callosum. In the brain stem there
were abundant deposits of final reaction product in those neuronal for-
mations in which there were glycogen accumulations and UDPG-g-

Fig. 8. Hippocampal cortex. Adult control rat. Diffuse PAS-positive reaction in
neuropil and a marked one in vascular walls. X 60.
Ryc. 8. Kora zawoju hipokampa. Dorosty szczur kontrolny. Dyfuzyjny odczyn PAS
w neuropilu i znacznie nasilony w §cianach naczyn. Pow. 60 X.
Fig. 9. Hippocampal cortex. Adult experimental rat. Markedly diminished PAS
reaction. X 60.

Ryc. 9. Kora zawoju hipokampa. Dorosty szczur do§wiadczalny. Znaczne oslabienie
odczynu PAS. Pow. 60 X.

Fig. 10. Brain stem. Adult experimental rat. Spongy focus of tissue destruction.

Negative PAS reaction inside the focus. X 200.
Ryc. 10. Pien mozgu. Dorosly szczur do$wiadczalny. Plackowate ognisko zggbcze-
nia. Brak odczynu PAS w ognisku. Pow. 200 X.
Fig. 11. Putamen. 7-days-old experimental rat. Glycogen deposits in large neurons
(arrows). Dimedon + PAS. X 200.
Ryc. 11. Lupina. 7-dniowy szczur do§wiadczalny. Ztogi glikogenu w duzych ko-
moérkach nerwowych (strzaiki). Dimedon + PAS. Pow. 200 X.
Fig. 12. Adult control rat. Activity of total phosphorylase in hippocampal gyrus. °
X 100.

Ryc. 12. Dorosty szczur kontrolny. Aktywno$é¢ fosforylazy catkowitej w zawoju
hipokampa. Pow. 100 X.

Fig. 13. Adult experimental rat. Diminution of total phosphorylase activity in
hippocampal gyrus. X 100.

Ryc. 13. Dorosty szczur do$wiadczalny. Oslabienie aktywnos$ci fosforylazy calko-

witej w zawoju hipokampa. Pow. 100 X,
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-transferase activity. At this age there appeared phosphorylase A + B
and total activity located in the same formations as phosphorylase A
activity and additionally in the neocortex.

In 1-month-old and adult animals the pattern of phosphorylase acti-
vity was typical of an adult CNS, that is there was weak phophorylase
A activity in the grey matter and much stronger phosphorylase A acti-
vity in the white matter, much stronger phosphorylase A + B activity
both in the grey and white matter, and a considerable increase in the
reaction for total phosphorylase in the neuropil, neurons and glial cells,
and in nerve fibres in the white matter.

The location of phosphorylase activity in experimental animals was
the same as in two control group. However, one observed a marked
time delay in the appearance of this activity.

The activity of phosphorylase A in 1-week-old experimental animals
was weaker than that in the control group, although in the former the-
re was additional activity in vessel walls. In the 2-week group the
histochemical reaction for phosphorylase A activity showed trace acti-
vity in the grey matter and no activity in the white matter.

The activity of phosphorylase A in 1-month-old experimental animals,
in respect of both location and intensity, corresponded to that of 14-day-
-old control animals. The pattern of phosphorylases activity in adult
animals was similar to control except that the reaction for total phospho-
rylase activity was considerably weaker (Figs 12, 13).

Glucoso-6-phosphate dehydrogenase. In 1-week-old con-
trol animals the activity of this enzyme in grey matter structures of the
brain was relatively high, particularly so in the neurons of Ammon’s
horn (Fig. 14). In 10- and 14-day-old animals this activity went up con-
siderably in the neurons of the hippocampal cortex and in the neuropil
of the neocortex, particularly in the IInd layer. Moreover the 2-week
group exhibited strong activity in the large astrocytes situated at the
cortex-white matter border. At this age, there was weak enzymatic
activity in the oligodendroglia. In the 1-month group, the activity of
this enzyme in the grey matter diminished considerably; while in the
white matter there was an increase in the number of oligodendrocytes
exhibiting enzymatic activity. In adult animals G-6-P dehydrogenase
activity was relatively weak, as was shown by the weak diffusion reac-
tion in the neuropil of the neocortex and cortex. Somewhat stronger
was the activity observed in the glia of the white matter.

As in the control group, in 7-, 10- and 14-day-old experimental ani-
mals there was a progressive increase in G-6-P dehydrogenase activity.
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However, this increase was not so pronounced as in the control group;
for example, in 14-day experimental animals no enzymatic activity was
observed in the subcortical glia, while in the control such activity was
a very characteristic feature.

The situation changed in the 1-month group of experimental animals;
here the activity of G-6-P dehydrogenase was much stronger than in
the control group, particularly in the glial cells of the white matter
and, to a lesser degree, in the grey matter (Fig. 15). In adult experi-
mental animals the location and intensity G-6-P dehydrogenase activity
were similar to those of control, but in the cortex and corpus callosum
of the former there were patchy regions of decreased activity corres-
ponding to regions of decreased number of neurons (Fig. 16).

Succinic dehydrogenase. The pattern of SDH activity in
the developing brains of both control and experimental rats was almost
inversely proportional to that of G-6-P dehydrogenase activity. In 7-day-
-old experimental and control animals the activity of SDH was barely
detectable in the grey matter (Fig. 17) and somewhat stronger in the
cells of the choroid plexus and the ependyma. In 2-week-old animals,
both experimental and control, there was a slight increase of enzyma-
tic activity in the grey matter, mainly in the deep layers of the neocor-
tex and in the Ammonal cortex. There was still no activity in the white
matter.

In the 1-month group of microencephalic and control animals the
activity of SDH went up considerably, much more so in the microen-
cephalic group; here the enzymatic reaction was located mainly in the
glial cells of the white matter and in the deep layers of the cerebral
cortex (Fig. 18). The enzymatic reaction in the cortex and Ammon’s
horns was as strong as in adult animals but in the experimental group
it was stronger than in the control group, in which the monoformazan
reaction prevailed. In adult animals, both experimental and control,
there was high SDH activity in all the grey matter structures. There
was a strong histochemical reaction in the neuropil and in the peri-
karial part of neurons, particulary in the deep layers of the cortex in
the hypothalamic region and in the brain stem. The histochemical reac-
tion of the glial cells of the white matter was considerably weaker. In
the brains of experimental animals there were conspicuous patchy re-
gions having a low or zero enzymatic activity in places with decreased
number of neurons in the cerebral cortex and in the Ammonal cor-
tex,

Lactic dehydrogenase. There were no significant differences
in the activity of this enzyme between experimental and control ani-
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mals in all the age groups except for the 1-month group. In 7-, 10- and
14-day-old animals the activity of LDH was weak in all the structures
of the brain, though it was definitely stronger than that of SDH.

In 1-month-old animals the activity of LDH was markedly higher
than control one, and approached activity occuring in adult animals.
Strong histochemical reaction was observed in all the grey matter struc-
tures, the strongest being noted in glial cells.

A characteristic feature in adult experimental animals were minute
centres of decreased or zero enzymatic activity in the cerebral and Am-
monal cortex (Fig. 19).

Generally speaking, it should be stressed that in regions with a de-
creased number of cells or with disturbances in cell location, both in
the white and grey matter, a decrease or lack of enzymatic activity
was observed in all the tests montioned above.

DISCUSSION

Our results indicate that experimental microencephaly with charac-
teristic and permanent structural brain damage caused by methylazoxy-
methanol acetate is accompanied by abnormalities in the histochemical
picture, which are the result of disturbances of certain metabolic path-
ways of the nervous tissue. It is obvious that the delayed or suppressed
development of the cerebral hemispheres established by Spatz and La-

queur (1968a, b) must find expression in metabolic disturbances in the
tissue.

Biochemical studies performed by the same authors have shown that
content of lipids and phospholipids in the brains of microencephalic
animals was down by 20—25%, which could be indicative of myelina-
tion disturbances in the nervous system. Subseqgent studies (Spatz, Szu-
manska 1971) have confirmed this by showing that myelination is indeed

Fig. 14. One-week-old control rat. Strong glucose-6-phosphate dehydrogenase ac-
tivity in neurons of Ammon’s horn. X 100.
Ryc. 14. 1-tygodniowy szczur kontrolny. Silna aktywno§¢ dehydrogenazy glukozo-
-6-fosforanu w komoérkach nerwowych rogu Amona. Pow. 100 X.

Fig. 15. One-month-old experimental rat. Strong glucose-6-phosphate dehydroge-
nase activity in glial cells of white matter; grey matter exhibits weaker activity.
X 100.

Ryc. 15. 1-miesieczny szczur do$wiadczalny. Silna aktywno$§¢ dehydrogenazy glu-
kozo-6-fosforanu w komoérkach glejowych istoty bialej i nieco nizsza w istocie
szarej. Pow. 100 X.

Fig. 16. Adult experimental rat. Uneven distribution (losses) of glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity in cerebral cortex. X 200.

Ryc. 16. Dorosty szczur doswiadczalny. Nier6wnomierne rozmieszczenie (ubytki)
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu w korze moézgowej. Pow. 200 X.
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Fig. 17. One-week-old control rat. Weak succinic dehydrogenase activity in
hippocampal gyrus. X 100.
Ryc. 17. 1-tygodniowy szczur kontrolny. Staba aktywno$§é dehydrogenazy burszty-
nianowej w zawoju hipokampa. Pow. 100 X,
Fig. 18. One-month-old experimental rat. High succinic dehydrogenase activity
in astrocytes of white matter and in neurons of lower cortical layers. X 200.
Ryc. 18. 1-miesieczny szezur do$wiadczalny. Wysoka aktywno§é dehydrogenazy
bursztynianowej w astrocytach istoty bialej i w neuronach glebszych warstw kory.
Pow. 200 X.
Fig. 19. Adult experimental rat. Losses of lactic dehydrogenase activity in Ammo-
nal cortex. X 100.
Ryec. 19. Dorosty szezur do$wiadczalny. Ubytki aktywno$ci dehydrogenazy mlecza-
nowej w korze amonalnej. Pow. 200 X.
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delayed. Confrontation of available histopathological and histochemical
evidence has resulted in the supposition that the delay of myelination
process is caused by insufficiency of the oligodendroglia, which, in turn,
is a result of the initial cellular damage in the periventricular ma-
trix. .

Futher evidence for this supposition has been provided by our pre-
sent studies of animals with cycasin-induced microencephaly, in which
we observed changes in the white matter and, what is more important,
delayed differentiation of the myelination glia. This is fully reflected by
the results of histoenzymatic tests, which show that the activity of the
three investigated dehydrogenases in the white matter of 1-month-old
animals is high. In 1-month control animals the activity of these enzy-
mes was considerably lower.

Friede (1959) and Farkas-Bargeton and Thieffry (1967) have demon-
strated that during the time of undisturbed development and matura-
tion of the nervous system the activity of SDH in the white matter
of the brain is minimal or absent altogether. Succinic dehydrogenase
activity appears only during the stage of active myelination which in
the case of a 1-month-old rat has already been practically completed.
In adult animals the activity of SDH in the gial cells of the white
matter is considerably lower than before and during the stage of myeli-
nation. Of a somewhat different character are the changes in G-6-PDH
activity during the development of the nervous system. A characteristic
feature of this dehydrogenase is its high activity during the earliest
stages of post-natal development of the nerve system (Burt, Wenger
1961, Angeletti et al., 1964; O’Neill and Duffy, 1966; Lehrer et al. 1966)
and a decrease in activity at maturity (Kuhlman and Lowry, 1966).

The conspicuous rise in the activity of both enzymes observed in the
white matter of 1-month-old experimental animals, with much weaker
activity in control rats, should be ascribed to the delay of metabolic
processes connected with myelination in the brains of microencephalic
animals. During this period one also observe a drop in the enzymatic
activity of glial cells in the white matter. Worth mentioning is the
analogous character of the increase of activity of the lactic dehydroge-
nase, whose activity in the glia parallels its differentiation and pro-
gressing myelination, and is also a mark of increased metabolism in the
glycolytic pathway in the growing and differentiating tissues. The hi-
stochemical changes observed in our study point to a generalized delay
of the ,histochemical maturation” of white and grey matter structures.
The most convincing expression of this delay is the delayed appearance
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of phosphorylase activity in certain structures of the brain, and the
distinctly weaker activity of G-6-P dehydrogenase during the early sta-
ges of development in microencephalic rats.

In adult animals these differences between control and experimental
were more or less eliminated, although right to the end of our obser-
vation the experimental group had a weaker total phosphorylase acti-
vity.

Our observations concerning the presence of histochemically detec-
table glycogen derosits deserve a separate investigation. Spatz (1964)
has shown that cycasin and its derivatives MAM and MAMA cause di-
sturbances in the carbohydrate metabolism in the liver evidenced by
a drop in glycogen content, which is connected with decreased G-6-PDH
activity. These observations induced us to analyse the glycogen pre-
sence and the activity of glycogen-metabolizing enzymes. The results
indicate that the accumulation of histochemically detectable glycogen,
except for its presence in few large cells of the putamen and slight pe-
rivascular accumulations in the cortex of microencephalic brains, is
virtually the same in both experimental and control brains. Accumula-
tion of glycogen in the nervous tissue, which is a manifestation of hi-
stological damage (Miquel and Haymaker, 1965, Guth and Watson, 1968,
Ibrahim et al. 1970, Farkas-Bargeton et al. 1972, Long et al.. 1972)
usually takes place immediately after the occurrence of damaging fac-
tor. Normally, glycogen accumulation is a temporary phenomenon. The-
refore, in this study the possibility should be taken into account that
the absence of glycogen accumulation may be due to the fact that the
damaging effect of MAMA is of a long-term nature. Anyway, MAMA
leads to selective necrosis of cells in the periventricular matrix. However,
it cannot be excluded that the weaker PAS reaction noted in the expe-
rimental group in the neuropil of the grey matter, and connected with
a lowered tissue content of neutral mucopolysaccharides, could mean
that the synthesis of the latter is hindered. Bearing in mind their lo-
cation, the patches of zero enzymatic activity noted all the enzymes in-
vestigated in both the cerebral and the Ammonal cortex is most pro-
bably related to the patchy decrease in the number of neurons in the
histopathological picture, which are a result of cellular damage is the
matrix. The abnormal picture formed as a result of this process in cha-
racterised by the absence of these structures which ought to have de-
velop from the cells of the damaged part of the matrix. Maslinska (1973)
has observed similar symptoms of histoenzymatic underdevelopment of
the tissue, as well as absence of enzymatic activity in some brain struc-
ture, in newborn rats subjected to transplacental anoxia.
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Also worth mentioning is the occurrence in adult experimental ani-
mals of focal losses in the staining for neutral mucopolysaccharides. In
respect of location and size, these focal losses correspond to the cen-
tres without myelin sheaths observed in previous studies (Spatz, et al.
1971).

Present findings confirm our previous observation concerning the
occurrence of dispersed demyelination centres, occasional inflammotory
infiltrations situated at the cortex-white matter border, which was
questioned by Haddad et al. (1969). It should be stressed that Kroh
(1973) has described morphological and histochemical changes of a si-
milar type in animals with microencephaly induced by ethylnitroso-
urea.

G. Szumanska, M. Spatz

WPLYW OCTANU METYLAZOKSYMETANOLU (MAMA) PODANEGO
SRODCIAZOWO NA KSZTALTOWANIE SIE ZMIAN HISTOCHEMICZNYCH
W MOZGU SZCZURA W ROZNYCH OKRESACH JEGO ROZWOJU

Streszczemnie

Do$wiadczalne malomoézgowie u potomstwa szczuré6w wywolywano poprzez po-
danie ciezarnym samicom octanu metylazoksymetanolu (MAMA). Samice otrzy-
mywaly ten zwigzek w jednorazowej injekcji w 15 dniu cigzy. Charakterystycznym,
powtarzalnym efektem dzialania MAMA jest zmniejszenie rozmiaréw potkul moéz-
gowych u catego potomstwa w miocie.

Badano aktywnoé$¢ fosforylaz, UDPG-g-transferazy, dehydrogenazy mleczano-
wej, bursztynianowej i glukozo-6-fosforanowej oraz oceniano zmiany w zawar-
toSci glikogenu i substancji PAS-dodatnich w mozgach szczuréw kontrolnych
i do$wiadczalnych. Do badan pobierano mozgi zwierzat w ré6znym wieku (od 7 dni
do 10 miesiecy). Wykazano, ze w trakcie rozwoju oscbniczego wystepuje wzrost
aktywnos$ci fosforylaz, UDPG-g-transferazy i dehydrogenazy bursztynianowej oraz
spadek aktywnoéci dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej. Obserwowano roéwniez
gromadzenie sie¢ obojetnych mukopolisacharydéw i glikogenu.

W mozgach zwierzat do$§wiadczalnych zmiany aktywnos$ci i lokalizacja w/w en-
zymOw i substancji byly takie same jak u zwierzat kontrolnych, wystepowalo
natomiast wyrazne opOZnienie w ich pojawieniu si¢ w moézgu w procesie rozwoju
psobniczego.

I'. Illymaubcka, M. llInan

BJIMAHUE METUIJIA30KCUMMETAHOJOKTAHA (MAMA), IIONABAEMOTI'O
BO BPEMS BEPEMEHHOCTU, HA KAPTUHY TUCTOXVMMUYECKUX
VU3MEHEHMUM B MO3TE KPBICBI B PA3JIUYHBIE I[NEPUOJBI ETO PA3BUTUSA

Pe3wowMme

Ilyrem mnopaum OGepeMeHHBIM CaMKaM MeTuJia30KcuMeTaHosokrana (MAMA) Bbi-
3bIBallXM 9KCIIEPUMEHTANbHO MMKPO3HIEedaluio y MOTOMCTBA KpbIC. OTO BeLleCTBO
BBOJAMJIM caMKaM Ha 15 neHb GepemeHHOCTH.
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XapakTepHbIM M TNOBTOpAIIMMcA 3¢dder1oMm Bo3zaeictBus MAMA 6buUI0 yMeHb-
LIeHMe pa3MepOB MO3TOBBLIX IMOJYIIADMIA y JKMBOTHBLIX BCEro moMéra.

UccnenoBanu akTuMBHOCTL pocdopunas, ¥YIAIOT-r-rpancdepassl, aeruaporeHassl,
CyKUMHaTAEruAporeHasbl M AeruaporeHasbl IJ0K030-6-gocdara, a Tak:ke onpejeisaain
U3MEHeHUs B cojepxkauuu ramxoreHa mu ITAC-nonoxxurenbion cybcraHumu B MO3re
KOHTPOJIbHBIX ¥ 9KCIEPUMMEHTAJbHbIX KMBOTHbIX. Jias wuccienoBanmm Opanm MO3r
JKMBOTHBIX B BO3pacte oT 7 aHeit no 10 MecsaueB. OOHapyzkeHO, 4YTO B mpclecce
WMHAMBUYAJIbHOTO Pa3BUTUA pacTeT aKTUMBHOCTBH (hoccopunaz, ¥V ADI-r-rpaiiccepasbl
U CyKUMHaATAeruaporeHasbl, akTUBHOCTDL 2Ke JlerumJporesaznl I'JIHOK030-6-chocdara cum-
XKajacbk. Habaroanoch Takike HaKOIJIEHME HEMTPAJbHbLIX MYKOIIONMCAXapuIAOB M TJIU-
KOreHa.

B mo3re 9KcnepuMeHTaJbHbIX »KMBOTHBIX M3MEHEHUA B aKTUBHOCTM B/y (hepMeHTOB
M pacroJIOXKeHUM BelleCTB ObLIM TaKMMM Ke KaK y KOHTPOJBHBIX KMBOTHLIX, B TO
JKe BpeMsd NOsABJIeHMEe MX B MO3re B IIPOLeCCe MHAMEUAYAJbHOTO PA3BUTHUH HACTYIIAJO
C 3aMEeTHLIM OIIO3JaHUEM.
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ELECTRON-MICROSCOPIC CHANGES IN RAT HYPOPHYSIS
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I. ADENOHYPOPHYSIS
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Head: Ass. Prof. J. W. Borowicz

Synthesis and secretion of hormones from the glandular lobe of the
hypophysis depends mainly on the releasing factors produced in the
hypothalamus.

The effect of morphine on the central nervous system has been stu-
died morfologically (Biscoe et al., 1972; Way et al., 1972; Borowicz et
al., 1974; Borowicz and Gajkowska, 1975) and biochemically (Takamori,
1965, Dodge and Takamori, 1969; Eidelberg and Schwartz, 1970; George,
1971). The biochemical studies have indicated that following administra-
tion of large doses of morphine brain hypoxia is the main cause of the
changes in the central nervous system. On the other hand, it is well
known that morphine administration, particularly in large doses may
cause the appearance of stress reaction and therefore, also increase of
ACTH secretion from the glandular lobe of the hypophysis (Seyle, 1936;
George and Way, 1955; Nikodijevic and Maichel, 1967). Chronic admi-
nistration of this drug leads to development of tolerance (Bacq, 1971)
and to a decrease of ACTH secretion (Briggs and Mundson, 1955, Wells
et al., 1956).

The aim of this study was to follow electron-microscopic changes in
the cells of the hypophysis under the effect of morphine giving spe-
cial attention to the formation and secretion of secretory granules.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was carried out on 21 rats, Wistar strain males, mean
weight at the begining of experiment 200 g. Animals were divided into
5 experimental groups:

Group 1 — control, healty rats.

Group 2 — acute morphine poisoning — animals received morphi-
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num hydrochloricum (Polfa) subcutaneously, in the dorsal region, in
a single dose of 50 mg/kg of body weight. This dose did not cause the
appearance of any disorders in circulatory and respiratory systems, and
at the same time the rats showed somnolence and a diminished reaction
to external stimuli. Glandular lobe of hypophysis was obtained for exa-
mination 1,5 hour after the injection of morphine.

Group 3 — chronic morphine intoxication — morphine was admini-
stered to animals each day, for 60 days in a dose of 5 mg/kg of body
weight. Glandular lobe was obtained for examination directly after the
last morphine injection.

Group 4 — 3 days of morphine withdrawal. The glandular lobe was
obtained for examination from rats, as in group 3 but 3 days after the
last morphine injection.

Group 5 — 12 days of morphine withdrawal — rats which received
for 60 days 5 mg/kg of body weight of morphine. Glandular lobe was
obtained for examination 12 days after the last injection of morphine.

Tissue samples from the glandular lobe of the hypophysis were fixed
in 3% glutaraldehyde at pH 7,4 for 1 hour then in 2% OsO, pH 7,4 for
1,5 hour, dehydrated in increasing alcohol concentrations and embedded
in Epon 812. Ultrathin sections were stained with saturated aqueous so-
lution of uranyl acetate and Reynolds reagent. Pictures were taken
in JEM 7 A electron microseope with the accelerating voltage 80 kV.

RESULTS

Group 1 — control. All types of secretory cells showed no changes
and closely resembled those previously described in hypophysis of nor-
mal rats by Pelletier and Racadot (1971), Danielewicz-Kotowicz (1974).

Group 2 — after acute morphine poisoning the most prominent elec-
tron microscopic changes in the glandular lobe of the hypophysis are
found in the cells secreting gonadotropins. These changes mainly invol-
ve the rough endoplasmic reticulum; its channels are significantly di-
lated and form large spaces (Fig. 1).

Fig. 1. Acute morphine poisoning. Gonadotropins secreting cell. Rough endoplasmic
reticulum channels significantly dilated, the number of secretory granules smaller
than in the norm. X 10 250.

Ryc. 1. Ostre zatrucie morfing. Komoérka wydzielajaca gonadotropiny. Bardzo po-
szerzone kanaly siatki $roédplazmatycznej szorstkiej, ilo§é ziarnisto§ci sekrecyj-
nych mniejsza niz w normie. Pow. 10250 X.

Fig. 2. Acute morphine poisoning. Gonadotropins secreting cell. Dilated channels
of rough endoplasmic reticulum and Golgi apparatus consisting of numerous
channels and small vesicles. X 10 250.

Ryc. 2. Ostre zatrucie morfing. Komoérka wydzielajagca gonadotropiny. Poszerzone
kanaly siatki s$rédplazmatycznej szorstkiej oraz aparat Golgiego zbudowany
z licznych kanaléw i malych pecherzykéw. Pow. 10 250 X,
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The Colgi apparatus is better developed than in control and consists
of narrow, short channels and large number of small vesicles (Fig. 2).
The accumulation of secretory granules is slightly smaller than in the
norm. In the cells secreting ACTH the changes also involve the Golgi
apparatus and endoplasmic reticulum. The Golgi apparatus is very well
developed, visible in several areas of the cell. In the vicinity of the
Golgi apparatus granules surrounded by ,,halo” are observed. The rough
endoplasmic channels are also dilated. The number of ribosomes is clo-
se to norm. The accumulation of secretory granules is similar as in. the
norm (Fig. 3, 4). The cells secreting STH, TSH and prolactin do not
exhibit any prominent changes in the electron-microscopic structure.

Group 3 — after chronic morphine poisoning electron microscopic
changes in the cells of the glandular lobe have a similar character as
following acute poisoning; however, they are less prominent. The most
pronounced changes are observed ‘in the cells secreting gonadotropins
and they concern mainly the endoplasmic reticulum. The rough endo-
plasmic reticulum channels are dilated, filled with an amorphous ma-
terial of low electron density. The number of secretory granules is
slightly smaller than in the norm (Fig. 5). The changes observed in the
ACTH secreting cells concern mainly the Golgi apparatus which is well
developed. Its vesicles are numerous and sometimes filled with a ma-
terial of high electron density. The rough endoplasmic reticulum chan-
nels are rather narrow, not dilated. The accumulation of secretory gra-
nules is similar as in controls and in animals after acute morphine in~
toxication (¥ig. 6). The cells secreting STH are also characterized by
dilated channels of the rough endoplasmic reticulum and well develo-
ped Golgi apparatus. The number of secretory granules is smaller than

Fig. 3. Acute morphine poisoning. ACTH-secreting cell. Golgi apparatus small,
but more developed then in the norm with electron dense material in channels,
in the vicinity of the Golgi apparatus numerous vesicles containing material of
high electron density. In the left corner — STH-secreting cell. X 10 250.
Ryc. 3. Ostre zatrucie morfing. Komorka wydzielajgca ACTH. Aparat Golgiego
maly, ale bardziej rozwiniety niz w normie, w jego kanalach materiat o duzej
gestosci elektronowej, w poblizu aparatu Golgiego liczne pegcherzyki zawierajace
material o duzej gesto$ci elektronowej. W lewym rogu — komoérka wydzielajaca
STH. Pow. 10 250 X.

Fig. 4. Acute morphine poisoning. ACTH-secreting cell. Rough endoplasmic re-
ticulum channels dilated, Golgi apparatus well developed with numerous ve-
sicles filled with material of high electron density. X 12 750.

Ryc. 4. Ostre zatrucie morfing. Komoérka wydzielajgca ACTH. Kanaly siatki §rod-
plazmatycznej szorstkiej poszerzone, aparat Golgiego dobrze rozwiniety z liczny-
mi pecherzykami wypelnionymi materialem o duzej gesto$ci elektronowej. Pow.
12ABOE
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in the norm. The cells secreting TSH and the cells secreting prolactin
do not manifest any changes.

Group 4 — Three days after morphine withdrawal the changes in
the cells secreting gonadotropins have a different character than in the
previously described experimental groups. Dilation of the rough endo-
plasmic reticulum channels is insignificant. A great number of riboso-
mes is observed attached to the membranes as well as freely distribu-
ted in the form of rosettes. The number of secretory granules is smal-
ler than in gonadotrops of control animals and following acute mor-
phine poisoning. Very numerous (10—14 in one cell) large, oval or round
lysosome-like structures appear in the cells (Fig. 7). In ACTH secreting
cells the system of rough reticulum membranes  is more uniform and
the Golgi apparatus is less developed than in the ACTH secreting cells
of the adenohypophysis of animals from the previously mentioned
groups. The number of secretory granules is close to norm (Fig. 8).
The STH, TSH and prolactin-secreting cells do not display any signi-
ficant changes.

Group 5 — Twelth days after morphine withdrawal the electron-mi-
croscopic structure of the cells of adenohypophysis seems to be identi-
cal with the norm.

DISCUSSION

The investigations justify the conclusicn that acute as well as chro-
nic morphine poisoning cause the appearance of prominent electron-
-microscopic changes in the cells secretirg gonadotropins and in the
ACTH secreting cells. Following chronic morphine intoxication some
changes were also observed in the STH secreting cells.

The most prominent changes were found after acute morphine poiso-
ning in gonadctropic cells, suggesting an increased synthesis of the

Fig. 5. Chronic morphine intoxication. Gonadotropins secreting cell. Very wide
channels of endoplasmic reticulum. Inside — amorphous or granular material of
low electron density. X 10 300.

Ryc. 5. Przewlekle zatrucie morfing. Komoérka wydzielajagca gonadotropiny. Bar-
dzo szerokie kanaly siatki $rodplazmatycznej, zawierajgce amorficzny lub ziarnisty
material o malej gestosci elektronowej. Pow. 10300 X.

Fig. 6. Chronic morphine intoxication. ACTH-secreting cell. Well developed Golgi
apparatus, rather narrow channels of rough endoplasmic reticulum. Quite nu-
merous secretory granules located near the cell membrane. X 18 250.

Ryc. 6. Przewlekle zatrucie morfing. Komorka wydzielajagca ACTH. Docbrze roz-
winiety aparat Gelgiego, raczej waskie kanaly siatki §rédplazmatycznej szorstkiej.
Do$¢ liczne ziarnisto$ci sekrecyjne ulozone przy blonie komérkowej. Pow, 18250 X.
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secret. This finding is in agreement with those of Rennels (1961) who
noted increased secretion of gonadotropic hormones after morphine ad-
ministration. The changes were manifested by a dilation of rough endo-
plasmic reticulum channels. A homogenous or fine-granular material
of low electron density frequently appeared in dilated channels of the
rough endoplasmic reticulum. Zambrano et al. (1974) expresed the opi-
nion that this material is probably a precursor of the hormones that
are formed within rough endoplasmic reticulum. After acute morphine
poisoning, gonadotropic cells had an enlarged Golgi apparatus which
also indicated an increase of secretion (Pelletier at al., 1972).

Following chronic morphine intoxication the changes in gonadotropic
cells had a similar character and concerned the same cytoplasmic struc-
tures but their intensity was much less prominent. This fact would in-
dicate development of tolerance to morphine in the course of chronic
administration of the drug (Paroli and Melchiori, 1961).

The accumulation of secretory granules in the gonadotropins-secre-
ting cells after acute and chronic morphine poisoning was only slightly
smaller than in controls. At the same time morphological signs of in-
creased secret synthesis were observed. Therefore we should assume
that synthesis of the secretion products exceeds their secretion.

After acute morphine intoxication electron-microscopic changes were
also observed in the cells secreting ACTH. The changes mainly con-
cerned the rough endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus. The
Golgi apparatus was large, appeared in the form of numerous channels
containing usually material of rather high electron density and nu-
merous vesicles. Dilation of the rough endoplasmic reticulum channels
(Pelletier et al., 1972; Danielewicz-Kotowicz, 1974) and enlargment of
the Golgi apparatus (Caro et al., 1964) are considered to be a morpho-
logical sign of increased synthesis of the secret. Several authors did
not find any significant correlation between increased secretion of the

Fig. 7. Three days of morphine withdrawal. Gonadotropins secreting cell. Rough
endoplasmic reticulum channels similar to those in the norm, scanty secretory
granules, numerous lyscsome-like structures. X 11 750.

Ryc. 7. Trzy dni po zaprzestaniu podawania morfiny. Komérka wydzielajgca go-
nadotropiny. Kanaly siatki $§rodplazmatycznej szorstkiej o budowie prawidlowej,
pojedyncze ziarnisto$ci sekrecyjne, liczne struktury lizosomopocdobne. Pow. 11750 X.
Fig. 8. Three days of morphine withdrawal. ACTH-secreting cell. Its structures
resembles the norm, only Golgi apparatus still more developed than in the norm.
X 10 300.

Ryc. 8. Trzy dni po zaprzestaniu podawania morfiny. Koemoérka wydzielajagca ACTH.
Jej budowa przypomina norme, jedynie aparat Golgiego nadal silniej rozwiniety
niz w normie. Pow. 10 300 X.
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secretion product and the amount of secretory granules present in the
ACTH secreting cells. Therefore in experimental conditions causing in-
creased secretion of the adenocorticotropic hormone no decrease in the
number of secretory granules was observed in the ACTH secreting cells
(after adrenalectomy — Pelletier and Racadot, 1971; Danielewicz-Koto-
wicz, 1974, after stimulation with N® Monobutyryl Adenosine 3’5’ Mo-
nophosphate — Pelletier et al., 1972). Similarly no decrease in the num-
ber of secretory granules in the ACTH secreting cells was found after
acute morphine poisoning, although according to the stress reaction
(Selye, 1936) an increased secretion of ACTH could be expected. Follo-
wing chronic morphine intoxication the changes in the ACTH secreting
cells are less prominent. This is in agreement with the results of Wells
et al. (1936) who found that chronically administered morphine inhibits
stress reaction and therefore causes diminished ACTH secretion.

As a result of chronic morphine intoxication a decreased number of
secretory granules was observed in the STH secreting cells. This fin-
ding is difficult to explain merely on the basis of morphological stu-
dies. A diminished number of secretory granules may be due to inhi-
bited synthesis or their increased secretion from the cells.

Numerous lysosome-like structures were observed in gonadotropins
and STH secreting cells as a result of 3-days morphine withdrawal.
According to Smith and Farquhar (1966) these structures are formed
from the fusion of secretory granules with lysosomes. The authors na-
med these structures autolysosomes and claim that they digest endo-
genous material.

Electron-microscopic structure of the ACTH secreting cells after
3 days of morphine withdrawal was similar to those in the norm,
which may be related to inhibition of the stress reaction and there-
fore increased secretion of ACTH after chronic morphine intoxication.

After 12 days of morphine withdrawal no distinct electron-microsco-
pic changes were found in the cells of the adenohypophysis.

CONCLUSIONS

1. Acute morphine poisoning causes the appearance of morphological
changes in the cells secreting gonadotropins and ACTH. The changes
concern rough endoplasmic reticulum and Golgi apparatus and indicate
increase of secretion.

2. In chronic morphine intoxication morphological changes appearing
in gonadotropic cells and the cells secreting ACTH are less prominent
than after acute morphine poisoning and indicate development of tole-
rance to the drug.
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3. Following chronic morphine intoxication a decrease of secretory
granules in the cells secreting STH may indicate the inhibition of their
synthesis.

4. Regression of electron-microscopic changes in the cells of adeno-
hypophysis after 12 days of morphine withdrawal indicates a short-la-
sting and reversible effect of morphine on the cells of adenohypophy-
sis.

J. W. Borowicz, A. Danielewicz-Kotowicz, R. Maryniak

ZMIANY W BUDOWIE MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWEJ PRZYSADKI
SZCZURA POD WPLYWEM MORFINY

1. Ptat gruczolowy przysadki
Streszczemnie

Prze§ledzcno zmiany mikroskopowo-elektronowe w komoérkach ptata gruczolo-
wego przysadki szczura po ostrym i przewleklym zatruciu morfing. Ostre zatrucie
wywolywano przez jednorazows iniekcje podskérna Morphinum hydrochloricum
w dawce 50 mg/kg wagi ciala. Przewlekle zatrucie wywolywano podajac zwierze-
tom przez 60 dni Morphinum hydrochloricum w iniekcjach po 5 mg/kg wagi
ciala dziennie. Stwierdzono, ze ostre zatrucie morfing powoduje wystgpienie zmian
morfelogicznych w komoérkach wydzielajgcych gonadotropiny oraz w komoérkach
wydzielajgcych ACTH. Zmiany te dotyczyly siatki $rédplazmatycznej szorstkiej
i aparatu Golgiego — $wiadczyly o wzmozonej syntezie sekretu. W przewleklym
zetruciu morfing zmiany morfologiczne wystepujace w komoérkach wydzielajgcych
gonadotropiny i w komoérkach wydzielajacych ACTH mialy mniejsze mnasilenie niz
po ostrym zatruciu morfing, co moze §wiadczyé o powstalej tolerancji na ten lek.
Po przewleklym zatruciu morfing zmniejszenie ilo$ci ziarnisto$ci sekrecyjnych w
komérkach wydzielajgcych STH wydaje sie przemawia¢ za zahamowaniem ich
syntezy lub zwigkszonym wydzielaniem z komoérek., Po 12 dniach po zaprzestaniu
podawania morfiny obrazy morfologiczne komoérek ptata gruczolowego przysadki
nie réznily sie od opisywanych w normie.

E. B. Boposuuy, A. JaumeneBuu-KotoBud, P. Mapbiusk

UBMEHEHUA B DJEKTPOHHO-MMKPOCKOIIMYECKOM CTPOEHUWUU
TUITOPUSA KPBICHI 110 BJIMAHUEM MOPDUSA

I. ZKenesucrasa pons rumnodusa
Pes3zwomMme

ITpocnekeHbl 9JIEKTPOHHO-MMKPOCKONMYECKME M3MEeHEHMs B KIeTKaX KeJe3MCTOM
Joau TuUnogmi3a KpPbICHL IIOCJ€e OCTPOrO M XPOHUYECKOrOo COTpaBlieHus MopdueM.
OcTpoe OTpaBjieHMe BbLI3BIBAJAM IIyTEM OAHOPA3CBOM IMOAKOMKHOM MHBeKuun MOorphi-
num hydrochloricum B no3e 50 Mr Ha Kr Beca TeJsla. XPOHMUYECKOEe OTpaRJIeHUe BbIZbI-
BaJiy, jaBas XKUBOTHBIM B Teuenue 60 aueir Morphinum hydrochloricum B MibeRKIMAX
110 5 Mr M1l KT Beca TeJjla eXKeJHEBHO. ¥ CTAHOBJIeHO, YTO OCTPOe OTpaBjieHMue MOpduem
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BbI3bIBaeT IOsABJEHNE MOP(OJIOrMYEeCKMX M3MEHEHMI B KJIETKaX, BLIJIEJIAIOUIYX TOHA-
JOTPOINMHBI, a TaKiKe B KJeTKaX, Bbigedsmmnx AKTI. Mamenenms 3TM Kacajuchb
IIePOX0BaTONM 3HAOIJIA3MaTUYECKOI ceTy M annapara I'oaba»ku M CBUIAETE/ibCTBOBAJIN
06 ycunenHom cunrese cexkpera. [Ipy XpormyecKOM OTpaBJienuMu Mopduem mMopdoJio-
TMYecKMue u3MeHeHMs, IOABJAIOIIMECH B KJeTKaX, BBIAEJAIIIMX TOHAK0TPalMHEI,
U B KJeTKaX, Bopienamux AKTI, Obuium MeHee CHMIBHBIMM, YEM IIOCJIe OCTPOTO
OTparJienus MopdueM, UTO MOKET CBMJETEJILCTBOBATH O BO3HMKIICH TOJIEPAHTHOCTU
K 9TOMy JieKapcTBy. Ilocie Xpouuueckoro oTpaBjicHUsA MopdueM yMenbilleHMe KOJU-
JeCTBa CEKPETOPHbIX 3ePHMCTOCTEN B KieTKaX, Bbiaensawinuy. CTI, B03M0XKHO TOBOPUT
B IIOJIb3y TOPMOXKEHMSI UX CMHTE3a WMJM [OBBILUIEHHOTO BbIJIEJIEHMA MX U3 KJIETOK.
Yepe3 12 paueyt rnocje InpekpameHus jaauu Mcopdusa MOpP@OJOrMuecKite KapTUHbI
KJIeTOK KeJIe3MCTOM AO0JM TUIIO(hU3a He OTJAMYEJIMCh OT ONMUChIBAcMbIX B HOPME.
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INDUCED BY MORPHINE

II. NEUROHYPOPHYSIS
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The mechanism of antidiuretic effect of morphine on the hypothala-
mo-hypophyseal system has not been yet elucidated. Some observations
permit to assume that morphine affects the secretion of antidiuretic
hormon from the neurohypophysis (De Bodo, 1959). Other authors sug-
gest that antidiuretic effect of morphine mainly depends on the disor-
ders in renal hemodynamics and that morphine does not cause a signi-
ficant increase of antidiuretic hormon secretion (Fujimoto 1971). The
studies of de Bodo (1959) seem to indicate that antidiuretic hormon
secretion is a result of morphine action on the hypothalamo-hypophyseal
system. Giarman et al. (1953) noted a decreased antidiuretic activity in
animals which received morphine after hypophysectomy. Handley and
Keller (1950) proved that secretion of vasopressin after chemical sti-
mulation is possible even after damage of the supraoptic-hypophyseal
tract.

Winter et al. (1954) postulate that morphine affects mainly the cen-
tral nervous system and the antidiuretic effect of this drug depends
on its direct action on the hypothalamus. The studies of Crawford and
Pinkham (1955) indicate that in rats morphine does not stimulate the
antidiuretic hormon secretion.

The aim of our investigations was to follow the electron-microscopic
changes in the neurohypophysis appearing after acute and chronic
morphine intoxication and in the course of morphine withdrawal.
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MATERIAL AND METHOD

The experimental material and the methods were the same as in part
I of our study, with the only difference that in the part II, we exami-
ned the neural lobe of hypophysis.

RESULTS

Group 1 — control The appearance of the neurohypophyseal fi-
bers does not differ from the norm. These fibers contain typical struc-
tures: elementary granules, neurotubules, microvesicles and mitochon-
dria. Morphological appearance of pituicytes did not differ from that
usually described in healthy rats.

Group 2 — acute morphine poisoning. Electron-microsco-
pic changes in fibers of the neurohypophysis after acute morphine in-
toxication are slight. The accumulation of elementary granules seems
to be only slightly smaller than in the norm. However, more frequently
nerve fibers are encountered filled with microvesicles and containing
only single elementary granules. Also more frequently than in the norm,
nerve fibers are found with numerous lysosome-like structures, and in
some fibers scanty accumulations of glycogen granules are observed.
In some capillaries swollen endothelial cells were observed with clear
cytoplasm and numerous pinocytic vesicles (Fig. 1). More frequently
than in the norm, cytoplasm of some pituicytes contains large, oval
structures of lipidic character.

Group 3 — chronic morphine poisoning. After chronic
morphine poisoning only some fibers in the neurohypophysis have elec-
tron-microscopic structure resembling the norm. In most fibers the
number of elementary granules is much smaller than in the nerve fi-
bers of control hypophysis. In many fibers numerous membranous and
lysosome-like structures appear (Fig. 2). Moreover, numerous glycogen
granules are observed in many neurosecretory fibers (Fig. 3). Some of
nerve fibers appear with a completely altered structures. These fibers

Fig. 1. Acute morphine poisoning. Nerve fiber filled with numerous lysosome-
-like structures and myelin figures, in one of the fibers small accumulation of
glycogen granules. Swollen endothelial cell of the vascular lumen, with clear
cytoplasm and numerous pinocytic vesicles. In the nerve fibers surrounding the
blood vessel numerous microvesicles and only single elementary granules, X 25 800.
Ryc. 1. Ostre zatrucie morfing. Wi6kno nerwowe wypelnione licznymi struktura-
mi lizosomopodobnymi i figurami mielinowymi, w jednym z wilékien znajduje sie
niewielkie nagromadzenie ziaren glikogenu. Komoérka §rédblonka naczynia krwio-
no$nego . obrzeknieta, o jasnej cytoplazmie z licznymi pecherzykami pinocytarny-
mi. W otaczajacych naczynie widknach nerwowych wystepuja liczne mikropeche-
rzyki i tylko pojedyncze ziarnistoSci elementarne. Pow. 25800 X.

http://rcin.org.pl



49

Merphine induced changes in neurohypophysis

Ny

Neuropatologia Polska — 4

http://rcin.org.pl



J. W. Borowicz et al.

http://rcin.org.pl




Nr 1 Morphine induced changes in neurohypophysis 51

are usually very large, with an irregular shape and contain only single
elementary granules and single mitochondria (Fig. 4). The system of
neurotubules is almost non visible. These fibers contain an amorphous
or fine granular substance of low electron density.

Following chronic morphine poisoning very numerous structures of
lipidic character appear in pituicytes.

Group 4 — 3 days after morphine withdrawal. Similar
electron — microscopic changes are observed in the fibers of neuro-
hypophysis, as after chronic morphine poisoning. The accumulation of
elementary granules in most of the nerve fibers seems to be only
slightly smaller than the accumulation taking place in the norm. Ho-
wever, quite frequently nerve fibers are observed filled with lysosome-
-like structures of various size and electron density. Rather numerous
mitochondria are found in these fibers. Single nerve fibers of irregu-
lar shape are also encountered. These fibers contain only single ele-
mentary granules and amorphous material of low electron density
(Fig. 5).

Nerve fibers were also observed, filled with myelin figures of various
size, and amorphous material of high electron-density.

Group 5 — 12 days after morphine withdrawal The ap-
pearance of the nerve fibers 12 days after morphine withdrawal does
not differ from the norm.

DISCUSSION

On the basis of the conducted studies it may be assumed that chro-
nic morphine poiscning causes more pronounced electron-microscopic
changes in the fibers of neurohypophysis than acute morphine poiso-
ning. )

Following acute morphine poisoning a diminished amount of elemen-
tary granules in the nerve fibers and the accumulation of microvesicles

Fig. 2. Chronic morphine poisoning. Nerve fiber filled with lyscsome-like struc-
tures and myelin figures. Single mitochondria, single elementary granules and
electron-empty vesicles of various size. X 21 900.

Ryc. 2. Przewlekle zatrucie morfing. Widkno nerwowe wypelnione strukturami
lizosomopodobnymi i figurami mielinowymi. Pojedyncze mitochondria i ziarni-
stoci elementarne oraz optycznie puste pecherzyki réznej wielko$ei. Pow. 21900 X.

Fig. 3. Chronic morphine poisoning. Fragment of the nerve fiber containing nu-
merous glycogen granules. X 36 000.

Ryc. 3. Przewlekle zatrucie morfing. Fragment wiékna nerwowego zawierajgcego
liczne ziarnisto$ci glikogenu. Pow. 36 000 X.
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Fig. 5. Three days of morphine withdrawal. Nerve fibres similar to those in
Fig. 4. X 11600.
Ryc. 5. Trzy dni po zaprzestaniu podawania morfiny. Widékna nerwowe o budo-
wie podobnej do opisanych na ryc. 4. Pow. 11690 X.

in these fibers may indicate an increased secretion of neurohormones
from neurosecretory fibers. This is in agreement with the studies of
Fujimoto (1971) who observed an increased antidiuretic hormone se-
cretion after single morphine dose in rats, chicken and human beings.
Many authors accept a diminished amount of neurosecretory granules
and greater accumulation of microvesicles (Palay 1957, Whitacker and
al. 1972, Danielewicz-Kotowicz 1974) as a morphological manifestation
of neurohormones secretion after stimulation with various factors (de-
hydration, lactation, drugs).

Fig. 4. Chronic morphine poisoning. Nerve fibers of irregular outline, containing

single elementary granules and single mitochondria. No neurotubules. The fibers

filled with amorphous and fine-glanular material of low electron density. In the
vicinity — regular fibers. X 14 250.

Ryc. 4. Przewlekle zatrucie morfing. Wi6kno nerwowe o nieregularnym zarysie
zawierajace pojedyncze ziarnisto$ci elementarne i pojedyncze mitochondria. Brak
neurotubuli. Wlékna wypelnione materialem bezpostaciowym i drobnoziarnistym
o malej gestoSci elektronowej. W poblizu widkna o budowie prawidlowej. 14 250 X,
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After chronic morphine poisoning we have observed a diminished ac-
cumulation of elementary granules in the nerve fibers. Microvesicles
have not accumulated in these fibers which may rather indicate a de-
creased synthesis of neurosecretory granules in neurons of the hypotha-
lamic nuclei, than an increased secretion of these granules from the
fibers of the neurohypophysis, which is confirmed by the studies of
Gajkowska and Borowicz (1974), who observed a decreased synthesis
of neurosecretory granules from the supraoptic and paraventricular
nucleus after chronic morphine poisoning.

The presence of numerous lysosomes and membranous structures in
the fibers after chronic morphine poisoning indicates degenerative chan-
ges (Dellmann and Rodrigues 1970, Zambrano and De Rocbertis 1967,
Wittkowski 1967, Daniel and Lederis 1966, Owsley and Dellmann 1968).
Also neurosecretory fibers containing only single elementary granules
and single mitochondria are considered to be the fibers undergoing de-
generative changes (Dellmann and Rodrigues 1970). After 12 days from
morphine withdrawal no fibers differing from the norm were observed
in the neurohypophysis, therefore, it seems that the changes observed
after chronic morphine poisoning are reversible — these fibers undergo
regenerative processes.

The appearance of an increased amount of lipidic structures in pi-
tuicytes is considered to be a nonspecific change; however, some authors
{(Livingston, 1973) assume that it is most probably due to an increased
secretion of neurosecretory granules from the fibers of neurohypophy-
sis.

CONCLUSIONS

1. After acute morphine poisoning morphological symptoms of an in-
creased secretion of neurosecretory granules appear in the fibers of
neurohypophysis.

2. Chronic morphine poisoning leads to a decrease of the amount of
neurosecretory granules in fibres of neural lobe of hypophysis, not
accompanied by any morphological symptoms of increase of secretion.

3. Chronic morphine poisoning causes degenerative changes in many
fibers of neurohypophysis.

4. Degenerative changes in the neurosecretory fibers are reversible
already within 12 days since morphine withdrawal.
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J. W. Borowicz, A. Danielewicz-Kotowicz, R. Maryniak

ZMIANY W BUDOWIE MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWEJ PRZYSADKI
SZCZURA POD WPLYWEM MORFINY

II. Plat nerwowy przysadki
Streszczenie

Prze$§ledzono zmiany mikroskopowo-elektronowe we widéknach plata nerwowe-
go przysadki szczura wystepujace po ostrym i przewleklym zatruciu morfing.
Do$wiadczenie przeprowadzono w spos6b podany w pierwszej czeSci pracy.

Stwierdzono, ze po ostrym zatruciu morfing we wldéknach ptata nerwowego
przysadki wystepuja morfologiczne objawy zwiekszonego wydzielania neurosekretu.
Natomiast po przewleklym zatruciu morfing obserwowano we wléknach zmniej-
szone nagromadzenie ziarnisto$ci elementarnych przy braku morfologicznych ob-
jawow wydzielania ich. Moze to $wiadczyé o zahamowaniu syntezy neurosekretu
w neuronach jgdra nadwzrokowego i przykomorowego. Ponadto po przewlekiym
zatruciu morfing obserwowano wystepowanie w wielu widknach plata nerwowego
zmian degeneracyjnych.

Zmiany degeneracyjne wiokien neurcsekrecyjnych sg jednakze odwracalne, po-
niewaz juz po 12 dniach po zaprzestaniu podawania morfiny budowa wlbékien
ptata nerwowego nie odbiega od stwierdzanej w normie.

E. B. Boposnu, A. /lanuesesnu-KotoBuy, P. MapblHAK

UBMEHEHUA B 2JEKTPOHHO-MUKPOCKOIIMYECKOM CTPOEHUU
TUTTOPUSA KPBICHI 11O/ BJIMAHUEM MOPDUSA

II. Hepsuaa aosa rumnodgusa
Pe3zwomMme

IIpociex)eHbl 9SN€KTPOHHO-MMUKDPOCKONMYECKMe WU3MEHEeHUS B BOJOKHAX HEPBHOM
Aoy rurnocusa KpbIChl, MNOABJIAIOIIMECH I[OCJe OCTPOrO U XPOHMYECKOTO OTpaBJeHMUs
MopcdueM. DKCHEPUMMEHT IPOBOAMIAM CIIOCOOOM, IpEeACTABJEHHBIM B II€PBOI YacTH
paCoTbl. YCTaHOBJIEHO, YTO IIOCJie OCTPOr0 OTpaBJieHMs MOp(MeM B BOJIOKHAX HEM-
porunocusa MNOABIAIOTCH MOPGOJOrMYeCKue MNIPMU3HAKM MOBBILIEHHOTO BblAEJIEeHUA
HelfpocekpeTta. B TO e Bpems IIOCje XPOHMHYECKOro OTpaBieHus MopdueM B BOJCK-
Hax Habawopanm yMeHbLIEHHOE HAKOIIJIeHMe 3JIEeMEHTAapPHBIX 3€PHUCTOCTEN IIPU OTCYyT-
CTEMM MOP(OJIOTUHECKUX IIPU3HAKOB MX BbIAEJEHMA. DTO MOKET CBUJIETEJLCTBOBATh
O TOPMOZKEHMM CUMHTEe3a HeMpOoCeKpeTa B HEMpPOHAX HAJ3ZPUTEJIBHOTO M OKOJIOXENYN0u-
KOro sjapa. Kpome TOro, Iiocjie XpPOHMYECKOrO0 OTpaBJieHuss MOpdueM BG MHOTMUX
BOJIOKHAX HEPBHOM J0Jiu HabirozanM NOABJIEHMe JereHepaTUMBHBIX M3MeHenwuit. Jlere-
HepaTUBHBIE U3MEHEHUA HEMPOCEKPETOPHBIX BOJIOKOH SBJIAKTCH, OAHAKO, 06paTMMbIMH,
Tak KakK yzKe yepe3 12 jHeil Iocjie NpeKpalleHus Jauyy Mopdusa CTPOEHME BOJIOKOH
HEePBHO} JOJIM He OTJM4YaeTcd OT HOPMAaJabHOTO.
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W poprzednich do$wiadczeniach prowadzonych na pozaustrojowej ho-
dowli tkanki glejowej, uzyskano patologiczne postacie gleju typowe dla
gliopatii, wspélnej dla choroby Wilsona i nieswoistych encefalopatii po-
chodzenia watrobowego, przy uzyciu surowic od chorych ze zwyrodnie-
niem watrobowo-soczewkowym i ze $pigczka watrobowag (Mossakowski
i wsp. 1970). Identyczne zmiany uzyskano przy podaniu do standardo-
wego medium hodowlanego egzogennych soli miedzi i amonu.

Badania mikroskopowo-elektronowe wykazaly, ze we wszystkich mo-
delach doswiadczalnych, z wyjatkiem stosowanego egzogennego amo-
niaku, w patologicznych komoérkach glejowych, przede wszystkim w ko-
moérkach Opalskiego, gremadzily sie nieprawidiowe zlogi miedzi (Mossa-
kowski i wsp. 1976). Na mozliwy udzial miedzi w ksztaltowaniu glio-
patii watrobowej, poza chorobg Wilsona, wskazuja réwniez spostrzeze-
nia Smiatka i Mossakowskiego (1974), ktérzy stwierdzili jej nieprawi-
dlowe nagromadzenie w przypadkach ostrej encefalopatii watrobowej.
Podobnie Wender i Kozik (1973) znajdowali zwiekszong zawarto$¢ mie-
dzi w przewleklych przypadkach encefalopatii wrotno-ukladowej.

W oparciu o catoksztalt dotychczasowych spostrzezen (Mossakowski
i wsp. 1970, 1975, 1976; Renkawek i wsp. 1973) wysunieto hipoteze, ze
wspolnym czynnikiem patogenetycznym dla gliopatii wilsonowskiej i wa-
trobowej jest wzgledny lub bezwzgledny niedostatek s$rédkomoérkowego
alfa-oksoglutaranu, stanowigcego podstawowe ogniwo giéwnej drogi de-
toksykacji amoniaku w o$rodkowym ukladzie nerwowym. Patogenetycz-
na rola miedzi polega natomiast na upo$ledzeniu produkcji endogennego
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alfa-oksoglutaranu, na skutek zaburzenia metabolizmu komérkowego w
cyklu kwasow tréjkarboksylowych (Mossakowski 1973).

W zwigzku z powyzszym wydawalo sie celowe przesledzenie wplywu
d-penicylaminy, stanowigcej ze wzgledu na zdolno$¢ wigzania jonow
miedzi, powszechnie stosowany lek w zwyrodnieniu watrobowo-soczew-
kowym, na obraz morfologiczny, histochemiczny i ultrastrukturalny glio-
patii rozwijajacej sie pod wplywem surowicy od pacjentéw z chorobg
Wilsona i $pigczkg watrobowa oraz egzogennej miedzi i amoniaku.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na hodowli tkanki glejowej moézdzku noworodkow
szczurzych, prowadzonej w warunkach standardowych opisanych przez
Krasnickg i Mossakowskiego (1965). Postugiwano sie hodowlami po 1-
i 3-tygodniowym wzroscie in vitro do badan histologicznych i histoche-
micznych, oraz 2-tygodniowymi w przypadku badan mikroskopowo-
-elektronowych. Doswiadczenia przeprowadzono w 5 grupach przedsta-
wionych w tabeli 1. Kazdej grupie do$wiadczalnej, w ktorej medium

Tabela 1. Uklad doswiadezenia
Table 1. Scheme of the experimental groups

Grupa Wiek hodowli Skladniki medium Czas doswiadczenia
Group Age of culture Medium content Time of experiment
I 1—3 tyg. Surowica ludzka + penicylamina* 3 dni
weeks Human serum - penicillamine* days
1I 1—3 tyg. Surowica od chorych ze zwyrodnieniem wa- 3 dni
weeks trobowo-soczewkowym -f- penicylamina
Wilsonian serum - penicillamine days
ITT 1—3 tyg. Surowica ludzka -+ octan miedzi 3 dni
weeks (Cut *50y/ml) + penicylamina
Human serum -+ Cu acetate days
(Cu™ *50y/ml) + penicillamine
IV 1—3 tyg. Surowica od chorych ze $pigezka watrobowa 3 dni
weeks -+ penicylamina
Serum from patient with hepatic coma days
-+ penicillamine
v 1—3 tyg. Surowica ludzka - chlorek amonu 3 dni
weeks (100 mg9%,) + penicylamina
Human serum + NH, chloride days

(100 mg9,) + penicillamine

*) Dawke penicylaminy (5 mg%,) dla hodowli obliczono na podstawie maksymalnej dawki
dobowej na 1 kg wagi ciala, stosowanej w leczeniu choroby Wilsona.

*) Dose of penicillamine (5 mg9%,) for tissue culture was calculated from the maximum per
diem dosis per kg/body weight used in Wilson’s disease therapy.
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odzywcze hodowli zawieralo odpowiedni czynnik uszkadzajacy z dodat-
kiem d-penicylaminy (5 mg%), towarzyszyla odpowiednia grupa kontrol-
na bez podania leku.

Hodowle wszystkich grup opracowywano przy uzyciu metod histolo-
gicznych (blekit toluidyny, hematoksylina-eozyna), histochemicznych (Su-
dan czarny B, PAS) i histoenzymatycznych (oznaczanie aktywnosci de-
hydrogenazy bursztynianowej, glutaminowej i glukozo-6-fosforanowej).

Material do badan w mikroskopie elektronowym opracowywano tech-
nicznie w sposob opisany przez Borowicza i Krasnickg (1971). Ultra-
cienkie skrawki krojono na ultramikrotomie OmU2, f-my Reichert. Kon-
trastowano je octanem uranylu i cytrynianem otowiu. Material prze-
gladano i fotografowano w mikroskopie elektronowym JEM 7A, przy
napieciu przySpieszajacym 80 KV.

Histochemiczng reakcje dla uwidocznienia miedzi na poziomie ultra-
strukturalnym wykonywano wg metody Schenera i wsp. (1967).

WYNIKI

Grupa I. Podanie d-penicylaminy w dawce 5 mg%h do 1- i 3-tygo-
dniowych hodowli glejowych na okres 3 dni nie prowadzilo do powsta-
nia jakichkolwiek nieprawidlowosci strukturalnych i histochemicznych.
Obraz histologiczny, histochemiczny i ultrastrukturalny hodowli wyka-
zywal cechy wlasciwe dla tkanki glejowej hodowanej in vitro w odpo-
wiednich fazach jej wzrostu i zréznicowania (Krasnicka, Mossakowski
1965, Renkawek 1972).

Grupa II. Po réwnoczesnym podaniu surowicy od chorych ze zwy-
rodnieniem watrobowo-soczewkowym z d-penicylaming do 1-tygodnio-
wej hodowli glejowej obraz gliopatii byl znacznie slabiej wyrazony niz
przy samej surowicy. Komoérki Opalskiego spotykano jedynie sporadycz-
nie. Ich rozmiary byly mniejsze niz w hodowlach bez penicylaminy
(rye. 1, 2). Spotykano natomiast dos¢ liczne postacie przej$ciowe miedzy
przerostymi astrocytami i niezupelnie wyksztalconymi komérkami Opal-
skiego. Poronne postaci komoérek Opalskiego charakteryzowalo obfite
nagromadzenie ziarnisto$ci PAS-dodatnich (ryc. 3) i brak zlogéw suda-
nofilnych. Aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminowej w
komérkach Opalskiego, a przede wszystkim przejSciowych byla jedynie
nieznacznie obnizona w stosunku do ich aktywnosci w otaczajacych na
0g6! niezmienionych komoérkach glejowych (ryc. 4) .Reakcja ujawniaja-
ca aktywnos¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej nie réznila sie w
nieprawidlowych komoérkach od stwierdzanej w niezmienionym gleju.

http://rcin.org.pl



60 M. J. Mossakowski i wsp. Nr 1




Nr 1 D-penicylamina a gliopatia watrobowa in vitro 61

Hodowle 3-tygodniowe w analogicznych warunkach wykazywaty
zmiany jeszcze mniej nasilone niz hodowle 1-tygodniowe. Spotykano
zaledwie pojedyncze poronne komorki Opalskiego (ryc. 5), w ktorych
aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminowej nie roéznifa
sie cd aktywnos$ci otaczajacego gleju (ryc. 6). W obu grupach nie obser-
wowano w ogo6le komoérekx przypominajgcych komorki Alzheimera
T,

Obraz mikroskopowo-elektronowy hodowli z dodatkiem penicylaminy
roznil sie zasadniczo od obrazu hodowli prowadzonych z samg surowicg
od pacjentéw z chorobg Wilsona. Komoérki glejowe o cechach ultra-
strukturalnych komorki Opalskiego wystepowaly bardzo rzadko (ryc. 7).
Obok astrocytow i oligodendrocytow o niezmienionym obrazie ultra-
strukturalnym, wystepowaty liczne komoérki stanowigce forme posred-
nig miedzy przero$nietymi astrocytami, i uformowanymi komoérkami
Opalskiego. Charakteryzowalo je wystepowanie w obfitszej niz w pra-
widlowym astrocycie cytoplazmie stosunkowo licznych cial lizosomopo-
dobnych o réznej gestosci elektronowej oraz niekiedy znaczne poszerze-
nie kanaléw pofragmentowanej szorstkiej siatki $rodplazmatycznej

Ryc. 1. Hodowla 3-tygcdniowa prowadzona przez 3 dni z surowicag od chorego
ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym. Liczne komorki Opalskiego. Bilekit
toluidyny. Pow. 400 X.

Fig. 1. Three-week-old culture kept for 3 days with the serum from the pa-
tient with hepato-lenticular degeneration. Numerous Opalski cells. Toluidin blue.
X 400.

Ryc. 2. Hodowla 1-tygodniowa, II grupa doswiadczalna. Poronne formy komorek
Opalskiego, Biekit toluidyny. Pow. 400 X.
Fig. 2. One-week-old culture, II experimental group. Abortive forms of Opalski
cells. Toluidin blue. X 400.
Ryc. 3. Hodowla 3-tygodniowa, II grupa do$§wiadczalna. Komoérka  Opalskiego
z licznymi ziarnisto$§ciami PAS-dodatnimi. Pow. 400 X,

Fig. 3. Three-week-old culture, II experimental group. Opalski cell with nu-
merous PAS-positive granules. X 400.

Ryc. 4. Hodowla 1-tygcdniowa, II grupa do$wiadczalna. Wysoka aktywno$é dehy-

drogenazy bursztynianowej w komoérkach Opalskiego. Pow. 400 X.

Fig. 4. One-week-old culture, II experimental group. High activity of succinate
dehydrogenase in Opalski cells. X 400.

Ryc. 5. Hodowla 3-tygodniowa, II grupa do§wiadczalna. Pojedyncze, drobne ko-

morki Opalskiego. Blekit toluidyny. Pow. 400 X,
Fig. 5. Three-week-old culture, II experimental group. Few small Opalski cells.
Toluidin blue. X 400.

Ryc. 6. Hodowla 3-tygcdniowa, II grupa do$wiadczalna. Wysoka aktywno§¢ de-
hydrogenazy bursztynianowej w pojedynczej komoérce Opalskiego i w sasiednich
komoérkach glejowych. Pow. 400 X.

Fig. 6. Three-week-old culture, II experimental group. High activity of succinate
dehydrcgenase in a single Opalski cell and in neighboring glial cells. X 400.
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(ryc. 8). Zwracal uwage niezmieniony na o0g6t obraz mitochondriow,
z ktérych nieliczne wykazywalty cechy obrzmienia (ryc. 9). W niekté-
rych komorkach wykazano obecno$¢ drobnoziarnistych zltogéw miedzi,
zlokalizowanych w pojedynczych lizosomach (ryc. 10).

Grupa III. Zmiany patologiczne w hodowlach 1-tygodniowych, do
ktérych pedano réwnoczesnie octan miedzi z penicylaming byty bar-
dziej nasilone niz w odpowiednich hodowlach grupy II, jednakze wy-
raznie mniej intensywne niz w hodowlach bez penicylaminy. Po 3 dniach
hodowli obserwowano stosunkowo liczne komorki Opalskiego nie osigga-
jace na ogét ich typowych rozmiaréw (ryc. 11). Pozostale ich wlasci-
wosci morfologiczne i histochemiczne byly identyczne jak po zastoso-
waniu samego octanu miedzi. Cytoplazme komoérek Opalskiego wypel-
nialy obfite ziarnistosci PAS-dodatnie.

Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminowej byla
znacznie obnizona zaréwno w komoérkach Opalskiego i przejsciowych
jak réwniez w otaczajacych komoérkach glejowych, nie wykazujacych
cech strukturalnego uszkodzenia (ryc. 12). Aktywnos¢ dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej w patologicznych formach gleju byla nieco pod-
wyzszona (ryc. 13). Spotykano réwnie: zmienng ilo$¢ komorek Alzhei-
mera, typu II. Obraz morfologiczny i histochemiczny hodowli 3-tygo-
dniowych nie roznit sie zasadniczo od opisanego w grupie hodowli 1-ty-
godniowych. Jednakze liczba komoérek Opalskiego i przejsciowych, jak
rowniez komérek Alzheimera typu II, byla wyraznie mniejsza (ryc. 14).
Obnizenie aktywnosci enzymatycznej w patologicznych i prawidlowych
komoérkach glejowych dotyczylo niemal wylgcznie dehydrogenazy bur-
sztynianowej. Odczyn ujawniajacy aktywno$¢ dehydrogenazy glutami-
nowej w patologicznych komérkach glejowych wykazywal zmienne na-
silenie.

Rye. 7. Hodowla 2-tygodniowa, z surowicg od pacjenta z chorobg Wilsona. Frag-

ment typowej komorki Opalskiego z duzg ilo$cig cial wtretowych, - lizosoméw

i zmienionych mitochondriow oraz stabo rozwinieta siatke $rédplazmatyczng. Pow.
14 000 X.

Fig. 7. Two-week-old culture with a serum from the patient with Wilson’s di-

sease. Fragment of typical Opalski cell containing numerous inclusion bodies, ly-

sosomes, altered mitochondria and poorly developed endoplasmic  reticulum.
X 14 000. :

Ryc. 8. Hodowla 2-tygodniowa, II grupa doSwiadczalna. Fragment zmienionego

astrocytu z duzg ilo$cig lizosomo6w, gliotubuli i poszerzonymi kanalami szorstkiej

siatki S$rédplazmatycznej. Niektére mitochondria z przejasniong macierzg. Pow.
10 000 X.

Fig. 8. Two-week-old culture, II experimental group. Fragment of altered astro-

cyte containing numerous lysosomes, gliotubules and dilated channels of rough

endoplasmic reticulum. Some mitochondria have a cleared up matrix. X 10 000.
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W badaniach mikroskopowo-elektronowych stwierdzano wyrazne od-
chylenia od prawidlocwego obrazu ultrastrukturalnego komorek glejo-
wych, jakkolwiek byly one mniej nasilcne niz w hodowlach bez peni-
cylaminy. Wiele sposréd astro- i oligodendrocytéw nie wykazywalo
istotnych nieprawidlowosci ultrastrukturalnych poza zwiekszeniem ilo-
$ci cial lizosomopodobnych i gliofibryli, wystepujacych w komdrkach
gleju gwiazdzistego. Obecne byly rowniez komoérki o wilasciwosciach
mikroskopowo-elektronowych komorek przejsciowych opisanych w gru-
pie II. Stosunkowo liczne komoérki wykazywaly jednak cechy typowe dla
komoérki Opalskiego. W ich cytoplazmie charakteryzujacej sie zuboze-
niem szorstkiej siatki $rodplazmatycznej wystepowatly liczne lizosomy
i ciala lizosomopodobne o réznej gestosci elektronowej. W ich otocze-
niu czeste byly nagromadzenia glikogenu. Nieliczne zwykle i drobne
mitochondria nie wykazywaly znacznych cech uszkodzenia. Odczyn hi-
stochemiczny na miedz wykazywal obecno$¢ ziarnistych zlogow w nie-
licznych tylko lizosomach (ryc. 15). Byl on znacznie stabszy niz w ho-
dowlach bez podania penicylaminy.

Grupa IV. W hodowlach glejowych, prowadzonych w medium za-
wierajacym surowice od chorych ze $piaczka watrobowa, do ktérego do-
dano d-penicylamine zmiany patologiczne byly mniej nasilone niz w ho-
dowlach bez zastosowania leku i w swoim ogélnym wzorcu przypomi-
naty nieprawidlowosci opisane w grupie II, bedac jednak nieco bar-
dziej zaawansowane. Ilo§¢ typowych komoérek Opalskiego byta niewielka.
W niektérych hodowlach w ogoéle nie wystepowaly. Liczniejsze byly ko-
moérki przejSciowe, czesto z zachowanymi wypustkami. W ich cytoplaz-
mie zawierajgcej obfite ziarnistosci PAS-dodatnie nierzadko spostrzega-
no liczne wodniczki. Aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej,
a zwlaszcza glutaminowej zar6wno w komérkach Opalskiego, jak i w ko-
morkach przejsciowych byla obnizona, w przeciwienstwie do wysokiej
aktywno$ci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu. Nie spostrzegano istot-
aych réznic miedzy obrazem patologicznym hodowli 1- i 3-tygodniowych.
W obu grupach wystepowaly nieliczne komorki Alzheimera, typu II.

Ryc. 9. Hodowla 2-tygodniowa, II grupa do$wiadczalna. We fragmencie astrocytu
widoczna pofragmentowana szorstka siatka $rédplazmatyczna, liczne gliotubule,
lizosomy i mitochondria, niektére z cechami obrzmienia. Pow. 9000 X.
Fig. 9. Two-week-old culture, II experimental group. Fragment of an astrocyte
with fragmented rough endoplasmic reticulum, numerous gliotubules, lysosomes
and mitochondria, some of which are swollen. X 9000.

Ryc. 10. Hodowla 2-tygodniowa, II grupa do$wiadczalna. W nielicznych lizoso-
mach widoczne drobno-ziarniste ztogi miedzi. Pow. 12 000 X.

Fig. 10. Two-week-old culture, II experimental group. Some lysosomes contain
fine-granular copper deposits. X 12 000.
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W obrazie mikroskepowo-elektronowym hodowli, mimo podania pe-
nicylaminy spostrzegano wyrazne nieprawidlowosci strukturalne komo-
rek glejowych, jakko!wiek byly one mniejsze niz w hodowlach prowa-
dzonych bez leku. Ultras‘rukture komorek Ogalskiego cechowala obfi-
ta zawarto$¢ cial lizcscmalnych. Niektére z nich, charakteryzujace sig
wiekszg gestofcig elektrcnowa zawieraly drobne kropelkowate przejas-
nienia. Ubcga szorstka siatka $rodplazmatyczna, wykazywala odcinkowe
poszerzenie kanaléw. Nieliczne mitochondria mialy zwykle prawidlowa
strukture (ryc. 16). Obck typowych komoérek Opalskiego, spotykano ko-
moérki z mniejszg zawartos$cig cial lizoscmopodobnych, wykazujacych
jednak wieksze pcszerzenie kanalow siatki srédplazmatycznej. W od-
czynie histochemicznym na miedz wykazano jej nagromadzenie w nie-
ktorych lizcsomach komérek Cpalskiego i komoérek przejsciowych (ryc.
17). Byly one mniej cbfite niz w hodowlach prowadzcnych bez leku.

Grupa V. W hodowlach prowadzenych w medium zawierajgcym
surowice ludzi zdrcwych z dcdatkiem egzegennego amcniaku, podanie
d-penicylaminy nie zmienialo obrazu morfclogiczrego i histochemiczne-
go komoérek glejowych.

We wszystkich hodowlach stwierczonc bardzo liczne komérki Opal-
skiego o typowych cechach histologicznych i histochemicznych oraz ko-
morki Alzheimera, typu II. Zwracalo uwage bardzo znaczne uszkodzenie
komoérek glejowych, nie wykazujacych zmian struktury charakterystycz-
nych dla gliopatii watrobowej. Ich aktywno$¢ enzymatyczna, podobnie

Ryc. 11. Hodowla 1-tygedniowa, III grupa do$wiadczalna. Liczne drobne formy
komérkowe przypominajgce kemérki Opalskiego. HE. Pow. 200 X.

Fig. 11. One-week-old cuiture, III experimental group. Numerous small cellular
clements similar to Opelski cells. HE. X 200.

Ryc. 12. Hodowla 1-tygodniowa, III grupa do§wiadczalna. Ostabienie aktywnoS$ci
dehydregenazy glutamincwej. Pow. 400 X,

Fig. 12. One-week-cld culture, III experimental group. Diminution of glutamate

dehydragenase a:ctivity. X 400.

Ryec. 13. Hodowla 1-tygodniowa, III grupa do$§wiadczalna. Pojedyncza komoérka
Opalskiego z wysokg aktywno$cia dehydrogenazy  glukozo-6-fosforanowej. Pow.
400 X,

Fig. 13. One-week-cld culture, III experimental group. Single Opalski cell exhi-
bits high gluccse-6-phosphate dehydrogenase activity. X 400.

Ryc. 14. Heodowla 3-tygodniowa, III grupa doS§wiadczalna. Poronne formy ko-
mérek Cpalskicgo. Blekit toluidyay. Pow. 400 X,

Fig. 14. Three-week-old culture, III experimental group. Abortive forms of
Opalski cells. Tcluidin blue. X 409.

Ryc. 15. Hodowla 2-tygodnicwa, III grupa doS§wiadczalrma. W licznych lizosomach
widoczny intensywny, drobno-ziarrnisty cdczyn miedzi. Pow. 14000 X.
Fig. 15. Two-week-old culture, III experimental group. Numerous lysosomes
show intense, fine-granular reaction for copper. X 14 000.
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jak komorek Opalskiego byla bardzo niska. W obrazie mikroskopowo-
-elektronowym wiekszos¢ komorek glejowych wykazywala cechy znacz-
nej dezintegracji cytoplazmy, ze zubozeniem i fragmentacja siatki $rod-
plazmatycznej, zmniejszeniem ilo$ci rybosoméw i znacznym uszkodze-
niem nielicznych mitochondriéw. W komorkach Opalskiego wokol licz-
nych, wieloksztaltnych ciat lizosomopodobnych obserwowano nagroma-
dzenie glikogenu (ryc. 18). Mitochondria byly mate, nieliczne, niektoére
z zatartg struktura. W zadnym typie komoérek glejowych, niezaleznie od
stopnia ich uszkodzenia nie stwierdzano widocznych na poziomie mikro-
skopowo-elektronowym zlogoéw miedzi (ryc. 19).

OMOWIENIE

Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen wskazuja, ze zastosowanie d-
-penicylaminy wyraznie lagodzilo efekt cytotoksyczny surowicy od cho-
rych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym i ze S$pigczka watro-
bowa oraz egzogennej miedzi. Pozostawalo natomiast calkowicie bez
wplywu na rozwoéj gliopatii w nastepstwie dzialania egzogennego amo-
niaku. Wplyw lagodzacy efekt cytotoksyczny byl najwiekszy w stosun-
ku do surowicy od pacjentéw z choroba Wilsona. Wyrazal sie on catko-
witym zahamowaniem tworzenia komorek Alzheimera, typu I i II,
zmniejszeniem liczby komoérek Opalskiego z zatrzymaniem ich rozwoju
na stadium komoérek przejSciowych oraz znacznym zmniejszeniem na-
silenia nieprawidlowosci histoenzymatycznych i ultrastrukturalnych.
Wyraznie nizsza byla zawarto$¢ miedzi w lizosomach zmienionych ko-
morek glejowych.

Zmiany patologiczne w komoérkach glejowych, zaréwno nieswoiste
jak i charakterystyczne dla gliopatii watrobowej, w przypadku suro-
wicy od chorych ze $pigczkg watrobowa, mimo podania penicylaminy
byly bardziej zaawansowane niz w odpowiednich hodowlach prowadzo-
nych z surowica od pacjentéw z chorobg Wilsona. Wystepowatly tu licz-
niejsze komorki Opalskiego, spotykano réwniez komorki Alzheimera II.

Ryc. 16. Hodowla 2-tygodniowa, IV grupa do$wiadczalna. Fragment komorki
Opalskiego. W cytoplazmie widoczne liczne ciala wtretowe i ciata tluszczowe
oraz znaczne rozdecia szorstkiej siatki $rédplazmatycznej. Pow. 12000 X,
Fig. 16. Two-week-old culture, IV experimental group. Fragment of Opalski cell.
The cytoplasm contains numerous inclusion and lipid bodies and markedly dila-
ted rough endoplasmic reticulum. X 12 000.

Ryc. 17. Hodowla 2-tygodniowa, IV grupa do$§wiadczalna. W niektérych lizoso-

mach widoczny do$¢é intensywny, drobno-ziarnisty odczyn na miedz. Pow. 14 000 X.

Fig. 17. Two-week-old culture, IV experimental group. Some lysosomes exhibit
rather intense, fine-granular reaction for copper. X 14 000.
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Zaburzenia histoenzymatyczne, zwlaszcza dotyczgce aktywnosci dehy-
drogenazy glutaminowej byly bardziej nasilone. W obrazie mikrosko-
powo-elektronowym wigksza byla liczba komoérek glejowych o typo-
wych cechach komoérek Opalskiego. Lizosomalne zlogi miedzi, skgpsze
niz bez stosowania leku, byly bogatsze niz w hodowlach prowadzonych
z surowicg od chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym.

Podobny charakter, cho¢ nieco wieksze nasilenie mialy zmiany pato-
logiczne utrzymujace sie mimo podania penicylaminy w hodowlach
prowadzonych z dodatkiem egzogennej miedzi. Jednakze efekt penicy-
laminy, lagedzacy cytotcksyczne dzialanie nadmiaru jondéw miedzi byt
uchwytny, wyrazajgc sie znacznym zmniejszeniem liczby patologicznych
form glejowych, ostabieniem nasilenia nieprawidlowosci histoenzyma-
tycznych i ultrastrukturalnych, a przede wszystkim mniejszym groma-
dzeniem miedzi w strukturach lizosomalnych komérek glejowych.

Obecno$¢ lagodzacego wplywu d-penicylaminy na rozwo6j gliopatii
watrobowej w trzech grupach do$wiadczalnych, przy jego braku w gru-
pie z egzogennym amoniakiem wigza¢ nalezy zapewne z jej dzialaniem
chelatujacym miedz. Dzigki temu zmniejsza sie uszkodzenie ukladu en-
zymatycznego w cyklu Krebsa w komorkach glejowych. Utrzymanie nie-
zmienionej lub tylko nieznacznie obnizonej aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej zaréwno w patologicznych komorkach glejowych, jak
i w strukturalnie nie uszkodzonej populacji komoérkowej moze potwier-
dza¢ to przypuszczenie.

Jedyng grupa doswiadczalna, w ktérej nie stwierdzono wplywu pe-
nicylaminy byly hodowle prowadzone przy nadmiarze egzogennych so-
li amonu. Rozwo6j gliopatii w tym przypadku wigza¢ nalezy z wylacz-
nym dzialaniem amoniaku (Mossakowski i wsp. 1970). W pozostatych
grurach do$wiadczalnych natomiast nalezy bra¢ pod uwage wylaczne
(grupa II i III) lub wspoéltowarzyszace (grupa IV) patogenetyczne dzia-
lanie miedzi. Mozliwos¢ jej cytotoksycznego wplywu w przypadku po-

Ryc. 18. Hecdowla 2-tygodniowa, V grupa do$wiadczalna. W cytoplazmie zmienio-
nego astrocytu widoczne bardzo liczne lizosomy oraz stabo wyksztalcona siatka
§rodplazmatyczna. Obfite ziarnistoéci glikogenu. Pow. 11200 X.

Fig. 18. Two-week-old culture, V experimental group. The cytoplasm of changed
astrocyte contains abundant amount of lysosomes and poorly developed endo-
plasmic reticulum. Numerous glycogen granules. X 11 200.

Ryc. 19. Hodowla 2-tygodniowa, V grupa do$§wiadczalna. Fragment -cytoplazmy
astrocytu z bardzo licznymi ciatami tluszczowymi. Brak odczynu na miedz w li-
zosomach. Pow. 10000 X.

Fig. 19. Two-week-old culture, V experimental group. Fragment of the astro-
cyte cytoplasm with very numerous lipid bodies. No reaction for copper in ly-
sosomes. X 10 000.
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dania nadmiaru egzogennych soli miedzi, jak rowniez przy stosowaniu
surowicy chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym jest oczy-
wista i zostala wykazana w naszych poprzednich doswiadczeniach (Mos-
sakowski i wsp. 1970, 1976). Istnieje szereg danych pozwalajgcych na
przyjecie przynajmniej jej patogenetycznego wspoéldzialania w przy-
padku stosowania surowicy od chorych z niewydolno$cig watroby. Prze-
mawia za tym zarowno fakt wystepowania obfitych zlogéow miedzi w
patologicznie zmienionych komoérkach glejowych, uzyskanych w ho-
dowli z tego rodzaju surowicami (Mossakowski i wsp. 1976) jak row-
niez zalezno$¢ nasilenia zmian morfologicznych w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym od stopnia nagromadzenia miedzi w jego tkankach w
encefalopatii watrobowej (Smialek, Mossakowski 1973). Dodatkowym
argumentem jest mozliwo$¢ podwyzszonego poziomu miedzi w surowi-
cy chorych z niewydolnoscig watroby (Holmberg, Laurell 1951, Mossa-
kowski 1 wsp. 1970), jak rowniez jej wystepowania w formie ,,wolnej”
w zwigzku ze zmianami w skladzie biatkowym surowicy krwi (Kassur
i wsp. 1976). ;

Zréznicowanie lagodzacego wplywu w poszczegélnych grupach do-
$Swiadczalnych nalezy wigza¢ z réznicami w zawarto$ci miedzi w $rodo-
wisku hodowlanym. Tym tlumaczy¢ trzeba najwiekszy efekt penicyla-
miny w przypadku surowicy od chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-
-soczewkowym 1 wyraznie nizszy przy zastosowaniu egzogennych soli
miedzi. Mniejszy efekt penicylaminy w stosunku do hodowli z surowica
od chorych z niewydolno$cig watroby odnies¢ nalezy prawdopodobnie
do wspoéldzialania patogenetycznego amoniaku, na ktére penicylamina
pozostawala bez wplywu. Nie mozna wylaczy¢ réwniez cytotoksycznego
dzialania innych substancji znajdujgcych sie w surowicy chorych z mie-
wydolng watrobg (Schuta 1967).

Brak calkowitego zahamowania rozwoju gliopatii pod wplywem pe-
nicylaminy w zastosowanych warunkach doswiadczalnych, nawet w od-
niesieniu do surowicy od pacjentéw z chorobg Wilsona, wigza¢ nalezy
zapewne ze stosunkowo niskg dawka leku. Jej podwyzszenie okazalo
sie jednak niemozliwe, ze wzgledu na stwierdzone w pilotowej serii
doswiadczen nieswoiste uszkodzenia tkankowe przy zastosowaniu
10 mg% stezenia leku.

Spostrzezenia nasze raz jeszcze potwierdzaja wysunieta poprzednio hi-
poteze (Mossakowski 1973), ze typowa gliopatia watrobowa rozwija sie
zar6bwno pod wplywem miedzi jak i amoniaku, przy wsp6lnym ogniwie
patogenetycznym jakim jest wzgledny lub bezwzgledny niedobér a-okso-
glutaranu, stanowigcego istotny element detoksykacji amoniaku w tkan-
ce nerwowej.
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M. fI. MoccakoBcky, 3. Kpaceuungka, B. Taikoscka

BIVAHUE D-IIEHUIIUITAMMHA HA KAPTUHY TIEYEHOYHOM TI'JUOITATUMU
B KYVJIBTYPE TKAHU

Pe3swome

IIposenena cepusi MccjeA0Banui BAUAHUA d-TEeHUIIMIAMUHA HA MOP@OJIOTMHeCKYIO,
TUCTOXMMMUYECKYIO M 9JIEKTPOHHO-MUMKPOCKONNYECKYI0 KapTUHY TJIVMONaTHUM, TIpOrpeccu-
pylouien B HEBPOIJIMM, EbIpall[MBaeMOii B cpeje, cOJepzKallell ChbIBOPOTKY O0O0JbHBIX
C XeNnaTUKO-JIEeHTUKYJAPHBIM BBIPOXKJEHMEM, CBIBOPOTKY OO0JBHBIX C II€MeHO4YHON
CNAYKOM, a TaKKe HOPMAJbHYI CBIBOPOTKY C A00ABKOI 9K30TeHHLIX COJEeNr Mean
¥ aMMOHMUA.

ObnapyzkeHO OTYeTJIMBOE BIMAHME MNEeHUIMIaMMHa, CBATYAKIIEC UMTOTOKCHUYECKoe
AeMCTBME ChLIBOPOTKM OOJBHBIX € XENaTUKO-JIEHTUKYJISAPHBIM BbIPOXKIEHUEM. OTOT
acbderT Ob11 Gosee cnabpiM B Ciydae ChIBOPOTKU OOJLHBIX C HEYEHOYHON CHAYKONM
M 9K30T€HHBIX cojeit Mean. OxgnHaxo He o0HapyzKeHo ociabjeHus IUTOTOKCUYECKOTO
JeMCTBUA aMMOHMUA.

Ha ocnHoBe BbllleyKa3aHHLIX HAOJIIOEHMI BBIJBMHYTO IPEAINOJOIKEeHWe, 4YTO 3a-
IATHOE JeJCTBMe NeHMUMJIaMMHA BBICTyIIaeT TOJIBKO B TeX Ccaydasx, KOorjga Mejb
UrpaeT poOJib €JIMHCTBEHHOTO MJM COMYTCTEYIOLIErO IaroreHHOro chakTopa. DddekT
9TOT HE MMEeT MecTa, KOrja IIaTOreHHbIM (QaKTOpOM #ABIAETcA aMMOHMI. TOJIBKO
YaCTMYHOE 3allMTHOE JeCTBME IeHMIMJIAMMHA IIPY NPUMMEHEHMM 9K30TeHHbIX MeAU
Y CHIBOPOTKM OOJIBHBIX C II€YEHOYHONM CIISIUYKOJ CBA3BIBAJM B IIEPBOM ciyuae ¢ u30bIT-
KOM COJIM M€ OTHOCUTEJBHO KOJIMYeCcTBa JaBaeMOro nesunuiiaMmuia, a BO BTOPOM —
B COBMECTHOM JIeMiCTBUM MEJM ¥ aMMOHMs KaK PaBHOLEHHBIX IATOTeHHBIX (DAKTOPOB.

M. J. Mossakowski, Z. Kra$nicka, B. Gajkowska

EFFECT OF D-PENICILLAMINE ON THE HEPATIC GLIOPATHY IN TISSUE
CULTURE

Summary

The studies were carried cut on the effect of d-penicillamine on the morpho-
logical, histochemical and electron microscopic picture of gliopathy developing
in glial tissue cultured in the medium containing either the serum taken from
patients suffering from hepato-lenticular degeneration and from hepatic coma
or in the medium containing normal serum to which exogenous copper and
ammonium salts were added.

It was found that penicillamine distinctly reduces the cytotoxic action of se-
rum obtained from patients affected with hepato-lenticular degeneration. The
effect was less evident when the serum from the patients suffering from hepatic
coma and serum containing exogenous copper salts were used. There was no
abatement of cytotoxic effect of ammonia.

The above observations led to assumption that the protective effect of peni-
cillamine comes into evidence only in the cases in which copper is the sole or
concomitant pathogenic factor. The partial mitigating effect of penicillamine no-
ted in cultures with serum containing exogenous copper and in cultures with
serum from the patients affected with hepatic coma is attributed in former case
to excess of copper salts in relation to penicillamine and in the latter — to com-
mon action of copper and ammonia, the pathogenic factors of equal rank.
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GRAZYNA SZUMANSKA, MARIANNA SIKORSKA, ROMAN GADAMSKI

WPLYW OSTREGO ZATRUCIA TLENKIEM WEGLA
NA ZACHOWANIE SIE AMIN KATECHOLOWYCH W MOZGU
SZCZURA. BADANIA HISTOCHEMICZNO-FLUORESCENCYJNE
I BIOCHEMICZNE

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

Niedostatek tlenu prowadzacy do réznorodnych nieprawidlowosci me-
tabolicznych w o$rodkowym ukladzie nerwowym, wszechstronnie opra-
cowanych i omawianych we wspoéiczesnym piSmiennictwie (Ljunggren
i wsp. 1974, Folbergova i wsp. 1974, Norberg i Siesjo 1974, 1975a, b,
i inni) stosunkowo rzadko rozpatrywany jest jako czynnik zaburzajacy
przemiane amin katecholowych (Stuppfel, Roffi 1961, Brown 1974, Sto-
ner i wsp. 1973, Gadamski i wsp. 1975).

W roku 1974 Chikvaidze i Melitauri stwierdzili w warunkach do-
Swiadczalnej hipoksji krazeniowej znaczny spadek zawarto$ci noradre-
naliny, adrenaliny, dopaminy i serotoniny w poszczegélnych struktu-
rach anatomicznych mézgowia krolika. Przeprowadzone na tym samym
modelu doswiadczalnym badania histochemiczno-fluorescencyjne wyka-
zaly spadek fluorescencji katecholamin uwidocznianych metodg glioksa-
lowa (Cadamski i wsp. 1976).

Wydawalo sie celowe przeprowadzenie analizy zachowania sie amin
katecholowych w warunkach doswiadczalnego zatrucia tlenkiem wegla,
1gczacego obok elementu hipoksyjnego, zwiazanego z wytwarzaniem he-
moglobiny tlenkoweglowej, dzialanie bezposredniego czynnika toksycz-
nego ra komorki osrodkowego ukladu nerwowego. W przeciwienstwie
do drastycznego modelu doswiadczalnej hipoksji krazeniowej, prowadza-
cej do nieodwracalnych uszkodzen tkankowych oraz do przerwania na-
czyniowo-moézgowych ukladéw karierowych, zastosowany model zatru-
cia tlenkiem wegla charakteryzowal sie jedynie przejSciowymi zabu-
rzeniami metabolicznymi bez trwalych nieprawidiowosci strukturalnych
(Smialek i wsp. 1973) i uszkodzenia bariery krew-moézg (Rap i wsp.
1974).
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MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 58 szczuréw (46 — do badan biochemicznych i 12 —
do badan histochemicznych) rasy Wistar, obojga pici, w wieku 6 ty-
godni, o $rednim ciezarze ciala okolo 180 g. Grupy doswiadczalne sta-
nowily szczury poddawane zatruciu CO w warunkach opisanych przez
Korthalsa i wsp. (1973). Zwierzeta umieszczano w komorze do$wiadczal-
nej, przez ktora w sposob ciagly przeplywalo powietrze zawierajace 1%
CO. W tych warunkach szczury pozostawaly przez 60 min., po czym
przerywano doptyw CO, a zwierzeta pozostawiano na dalsze 30 min.
w komorze, przez ktérg nadal przepuszczano czyste powietrze. Po uply-
wie tego czasu szczury przenoszono do normalnych warunkéw atmosfe-
rycznych. Grupe kontrolng stanowily zdrowe szczury przebywajace w
warunkach zwierz¢tarnianych.

Badania biochemiczne

Do badan biochemicznych zwierzeta usmiercano przez dekapitacje w
20, 60 i 80 minucie zatruwania oraz w 2, 6 i 24 godziny po zatruciu.
Pélkule moézgu zamrozone w cieklym azocie homogenizowano w 0,4 N
HCIO,, przygotowujac okolo 20% homogenat, ktéory wirowano przez 10
min. przy 15.000 X g w temp. +2°C. Do oznaczen biochemicznych uzy-
wano uzyskany w ten sposob nadsgcz.

Zawarto$¢ adrenaliny i noradrenaliny w tkance moézgowej oznaczano
wg metody Changa (1964), polegajacej na absorpcji katecholamin tlen-
kiem glinu, wyeluowaniu ich 0,2 N CH;COOH oraz utlenieniu J, (0,1 N)
i Na,SO; (25% wagi/obj.). Pomiary fluorescencji wykonywano na spek-
trofluorymetrze f-my Amico-Bowman. Dlugo$¢ fali wzbudzajgcej dla
noradrenaliny — 395 nm, odczyt przy 490 nm. Dlugos¢ fali wzbudza-
jacej dla adrenaliny 4€3 nm, odczyt przy 540 nm. Wyniki wyrazano
w ng/g Swiezej tkanki mozgowej.

Badania histochemiczno-jluorescencyjne

Material do badan w mikroskopie flucrescencyjnym opracowywano
wg metody opisanej przez Lindvalla i Bjorklunda (1974). Szczurom
doswiadczalnym (czasy przezycia identyczne jak do badan biochemicz-
nych) i kontrolnym wykonywano w lekkim znieczuleniu nembutalo-
wym perfuzje 2% roztworem jednowodnego kwasu glioksalowego w bu-
forze dwuweglanowym Krebsa-Ringera o pH 7,0. Roztwér ten przed
uzyciem nasycano mieszaning gazow o skladzie 95% O, i 5% CO,, a na-
stepnie ochladzano do temperatury 0°—4°C. Tak przygotowany plyn
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perfuzyjny (200 ml) podawano do lewej komory serca. Z moézgoéw wyj-
mowanych natychmiast po perfuzji pobierano bloki tkankowe grubosci
okolo 2—3 mm obejmujace kore mozgowa, pole przegrodowe, prazko-
wie oraz podwzgérze i wzgoérze wzrokowe. Bloczki tkanki zamrazano
w suchym lodzie i krojono w kriostacie na skrawki grubosci 20 w. Po
skrojeniu i przyklejeniu do szkietek podstawowych, skrawki zanurzano
na 10 min. w 2% roztworze kwasu glioksalowego a nastepnie suszono
w strumieniu cieptego powietrza przez 20 min. Tak przygotowane
skrawki przenoszono do eksykatora zawierajacego pieciotlenek fosforu.
Czas wysuszania w zaciemnionym eksykatorze (in vacuo) wynosil okolo
14 godz. Nastepnego dnia szkielka z naklejonymi skrawkami tkanki
przenoszono na 6 minut do temperatury 100°C. Preparaty zamykano
w plynnej parafinie i ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym f-my
Zeiss wyposazonym w lampe rteciowg HBO-200 oraz filtry BG-12
(wzbudzajacy) i OG-1 (barierowy). Zielong fluorescencje amin kate-
cholowych utrwalano na filmie ORWO UT-16.

WYNIKI

Badania biochemiczne. Wyniki dotyczace zawartosci adre-
naliny i noradrenaliny w moézgach szczuréw doswiadezalnych i kontrol-
nych przedstawiono w tabeli 1.

Czulo$¢ zastosowanej metody oznaczania amin katecholowych pozwo-
lita na stwierdzenie obecno$ci adrenaliny tylko w dwu sposréd sied-
miu badanych moézgoéw zwierzat kontrolnych W obu przypadkach uzy-
skano wyniki rzedu 10 ng/g swiezej tkanki. Nie wykryto adrenaliny
w zadnym z moézgéw szczuréw badanych po 20 i 60 min. zatrucia CO
(w obu grupach badano po 6 szczuréow). Natomiast w grupie zwierzat
badanych po 90 min. przebywania w komorze do$wiadczalnej obecno$¢
adrenaliny zanotowano w trzech spo$réd o$miu badanych mézgow (8—
—10 ng/g $w. tk.). W mozgach szczuréw badanych po uplywie szesciu
godzin od zatrucia stwierdzono znaczny wzrost poziomu adrenaliny
(71 £ 6 ng/g sw. tk.). Podwyzszong zawarto$¢ adrenaliny stwierdzono
rOwniez w mozgach zwierzat badanych pe uplywie 24 godz. od zatru-
cia (55 = 3 ng/g sw. tk.).

Poziom noradrenaliny w moézgach szczuréw kontrolnych wynosit
344 = 26 ng/g $w. tk. Znamienne statystycznie obnizenie poziomu nor-
adrenaliny stwierdzono w moézgach zwierzat badanych w 20 i 60 mi-
nucie dzialania CO. W stosunku do zawarto$ci noradrenaliny w moz-
gach kontrolnych spadek ten wynosil po 20 minutach okoto 35%, po
60 minutach okoto 55%. W nastepnych grupach do$wiadczalnych tj. po
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Tabela 1. Zawartosé adrenaliny i noradrenaliny w mozgu szezura po zatruciu tlenkiem wegla
Table 1. Adrenaline and noradrenaline content in rat brain following carbon monoxide intoxica-

tion
Adrenalina Noradrenalina
Grupa doswiadezalna Adrenaline Noradrenaline
e ATt =% ", n e
Expavtaiontal gragp nglg $wiozej tkanki (x - SEM)
ng/g wet tissue
Okres bezposredniej ekspozyeji CO 20 min 6 niemierzalna * 225430
undetectable
Time of direct exposure to CO 60 min 6 niemierzalna * 1560420
undetectable
90 min 8 sladowa 297441
trace
Okres przezyecia po zatruciu CO 2 h 5 niemierzalna 242417
undetectable
Time of survival after CO into- 6 h 6 7144 303421
xication 24 h 8 5543 * 432418
Grupa kontrolna 2 sladowa 344426
Control group trace
Obliczenia statystyezne wg wzoru Studenta
Statistical caleulation according to Student’s test
x + SEM — $rednia arytmetyczna -+ $redni blad sredniej

arythmetic mean -~ standard error of the mean
* p<<0,05
p — prawdopodobienistwo
probability
n — liezba zbadanych zwierzat
number of animals

90 minutach przebywania w komorze oraz po uptywie 2 i 6 godzin od
zatrucia, zawarto$¢ noradrenaliny nie roznila si¢ od zawartosci wy-
stepujgcej w mozgach grupy kontrolnej.

Poc uplywie 24 godzin od zatrucia stwierdzono nieznaczne podwyz-
szenie poziomu noradrenaliny w stosunku do kontroli o okoto 25%; przy-
rost ten byl statystycznie znamienny.

Badania histochemiczno-fluorescencyjne. W moz-
gach szczuréw kontrolnych zielona fluorescencja charakterystyczna dla
amin katecholowych wystepowala w postaci delikatnej sieci utworzonej
z paciorkowato ulozonych drobnych ziarnistosci, wyznaczajacych prze-
bieg greterminalnych i terminalnych aksonéw (ryc. 1). W przestrze-
niach miedzy poszczegolnymi widknami obserwowano pojedyncze fluo-
ryzujace ziarnisto$ci mogace sugerowac przekroje poprzeczne widkien
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nerwowych. Splatane w nieregularng sie¢ wypustki nerwowe mozna
bylo niekiedy obserwowa¢ na wiekszych przestrzeniach. Wyznaczaty
one woOweczas przebieg dluzszego odcinka aksonu lub kilku aksonow
(ryc. 2). Poczgtkowe fragmenty wiokien osiowych wykazywaly stabszg
fluorescencje, niz ich czesci terminalne.

Ryc. 1. Szczur kontrol-
ny. Fluorescencja amin
katecholowych widocz-
na w postaci sieci z
paciorkowato ulozonych
ziarnisto$ci. Pow. 200 X.

Figs? 1. . Control - ‘rat.

Fluorescence of cate-

chclamine visible as

the bead-like network.
X 200.

Rye. 2. Szuczur kon-
trolny. Fluorescencja
amin katecholowych na
przebiegu wiokien ner-
wowych. Pow. 100 X.

Ftg.) 2. . Control rat.

Fluorescence of cate-

cholamines along nerve
fibres. X 100.

Rye. 3. Szczur zatru-

wany przez 90 min.

Wyrazne ostabienie

fluorescencji amin ka-

techolowych w wypu-

stkach nerwowych. Pow.
100 X,

Fig. 3. Rat intoxicated
for 90 min. Evident di-
minution of the cate-
cholamines fluorescence
in nerve fibres. X 100.

W moézgach szczuréw kontrolnych, w zadnym z badanych przekrojow
nie obserwowano fluorescencji katecholamin w elementach komorko-
wych. Najintensywniejszg fluorescencje obserwowano w materiale kon-
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trolnym w okolicy podwzgérzowej i w korze rabkowej. W korze nowej
Swiecenie fluoroforéw amin katecholowych bylo zdecydowanie stabsze,
a splatana siatka wypustek nerwowych byla wyraznie rzadsza.

W grupie szczuréow poddanych zatruciu tlenkiem wegla lekkie osta-
bienie fluorescencji amin katecholowych zaréwno w okolicy podwzgo-
rza, w korze limbicznej i w korze nowej obserwowano u zwierzat ba-
danych po 60 minutach dzialania CO. Ostabiona fluorescencja wypustek
komorek nerwowych utrzymywata si¢ roéwniez w 90 minucie zatrucia
oraz w 2 i 6 godzinie po intoksykacji (ryc. 3).

W grupie zwierzat, ktére przezyly 24 godziny po zatruciu intensyw-
no$¢ i umiejscowienie fluorescencji amin katecholowych nie réznilty sie
od obserwowanych w grupie kontrolnej.

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki badan biochemicznych i histochemiczno-fluorescen-
cyjnych nie wykazaly w naszym materiale pelnej zgodnosci. U podsta-
wy stwierdzonych roéznic lezy zapewne zréznicowanie czulosSci stosowa-
nej metody, jak rowniez fakt, ze metoda histochemiczng ujawniano
lacznie l-dopamine i l-noradrenaling, podczas gdy w badaniach bioche-
micznych okre$lano odrebnie poziom adrenaliny i noradrenaliny, bez
oznaczania dopaminy.

Mimo wspomnianych ograniczen metodycznych wykazano, ze zatrucie
CO w zastosowanych warunkach doswiadczalnych prowadzi do spadku
zawarto$ci amin katecholowych w mozgu szczura, najsilniej wyrazone-
go w okresie bezposredniego dzialania tlenku wegla (w przedziale od
20 do 60 minuty przebywania zwierzat w komorze doswiadczalnej) przy
czym niewatpliwy spadek dotyczyl noradrenaliny osiggajgc w 60 minu-
cie zatrucia 55% wartosci kontrolnej. Znajdowal on swo6j odpowiednik
w obserwacjach histochemiczno-fluorescencyjnych w postaci ostabienia
intensywnosci fluorescencji sieci pre- i terminalnych odcinkéw wiokien
osiowych. Spadek ten przypadal na okres charakteryzujacy sie najwyz-
szg zawarto$cia hemoglobiny tlenkoweglowej we krwi zwierzat, tj. oko-
to 70—75% (Smialek i wsp. 1973), oraz przekrwieniem biernym mézgu
(Mossakowski 1975).

Ze wzgledu na mieoznaczalny u wiekszosci zwierzat kontrolnych po-
ziom adrenaliny w moézgu nie mozna byto oceni¢ spadku jej zawartosci
w czasie zatrucia. O obnizeniu jej zawarto$ci mozna jedynie sadzi¢ w
oparciu o fakt jej calkowitej nieoznaczalnosci u wszystkich zwierzat
doswiadczalnych podczas gdy mozna ja bylo wykry¢ u 1/3 zwierzat kon-
trolnych, jednak roznice te moga rownie dobrze miesci¢ sie w grani-
cach zr6znicowania osobniczego.
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Badania bicchemiczne wykazaly pcwroét zawartosci noradrenaliny do
poziomu stwierazonego u zwierzat kontrolnych w momencie zakoncze-
nia zatruwania. W dalszych przedzialach czasowych poziom noradrena-
liny nie ulegal zmianom, jedynie w 24 godziny po zatruciu obserwowa-
no niewielki, ale statystycznie znamienny przyrost jej zawartosci o oko-
to 25% w stosunku do wartosci kontrolnych.

W tym okresie dopiero stwierdzono normalizacje obrazu histochemicz-
no-fluorescencyjnego poprzedzong obnizeniem intensywnos$ci fluorescen-
cji tak bezposrednio po zakonczeniu zatruwania jak i we wczesnym
okresie po zatruciu (2 i 6 godzina). Ta rozbieznos¢ wynikéw biochemicz-
nych i histochemicznych moze wynika¢ z powyzej wspomnianej réznicy
w czulo$ci stosowanych metod. Nie mozna jednak wykluczy¢ istnienia
zmian w zawarto$ci dopaminy, nie oznaczanej metodami biochemiczny-
mi, rzutujgcych na obraz histochemiczno-fluorescencyjny.

Na odrebne podkreslenie zasluguje wzrost zawartosci adrenaliny ob-
serwowany w 6 i 24 godzinie po dzialaniu tlenku wegla.

Stwierdzone przez nas zmiany w swoim ogélnym wzorcu przypomi-
naja przy oczywistych réznicach w dynamice, nieprawidlowoesci opisane
w innych typach niedostatku tlenowego zwigzane zaré6wno z niedotle-
nieniem hipoksyjnym (Stuppfel, Roffi 1961), jak i niedokrwieniem moz-
gu (Brown i wsp. 1974, Chikvaidze, Melitauri 1974, Gadamski i wsp.
1976). Brown i wsp. (1974) wykazali zaleznos¢ syntezy amin katecholo-
wych od zaopatrzenia tkanki w tlen. Niedostatek tlenu wplywa hamu-
jaco na synteze amin biogennych poprzez obnizenie aktywnosci enzy-
moéw syntetyzujacych ich prekursory, takich jak hydroksylaza I-tyro-
zyny i beta hydroksylaza tryptofanu (Davis, Carlsson 1973) oraz poprzez
aktywacje MAO (Brown i wsp. 1974). Niedotlenienie prowadzace do ob-
nizenia zasobOw wysokcenergetycznych fosforandéw prowadzi¢ moze
réwniez do zaburzenia mechanizméw magazynowania noradrenaliny
(Euler, Lishajko 1969) i do ,,przeciekxania” neurotransmiteré6w przez blo-
ny komoérkowe (Brown i wsp. 1974).

W s$wietle powyzszych rozwazan, obnizenie zawarto$ci noradrenaliny
w mozgu stwierdzone przez nas w okresie zatrucia tlenkiem wegla wy-
daje sie zalezne cd hipoksji anemicznej, stanowigcej nastepstwo zablo-
kowania hemoglobiny przez CO. Przemawia za tym réwniez zbieznos$¢
w czasie jej najwiekszego spadku z najwyzszym poziomem hemoglobiny
tlenkoweglowej we krwi (Smialek i wsp. 1973). OczywiScie nie mozna
wylgczy¢ udziatu zaburzen ukrwienia mozgu, wyrazajacych si¢ jego nie-
dokrwieniem we wczesnej fazie zatrucia i przekrwieniem biernym w
p6zniejszym okresie, stwierdzonych w tych samych warunkach do$wiad-
czalnych przez Mossakowskiego (1975). Dynamika zmian po zatruciu CO,

Neuropatelozia Polzka — 6
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obserwowanych w naszym materiale rézni sie od dynamiki zmian
poischemicznych, c¢pisanych przez Browna i wsp. (1974), Chikvaidze
i Melitauri (1974) oraz przez Gadamskiego i wsp. (1976). Pozostaje spra-
wa otwartg rola cytotoksycznego dzialania tlenku wegla, jako czynnika
modyfikujgcego dynamike zmian pointoksykacyjnych (brak lub pézny
przyrost zawartosci katecholamin powyzej poziomu kontrolnego po za-
truciu, w przeciwienstwie do weczesnego wzrostu po niedokrwieniu). Po-
dobnie nie wyjasniona pozostaje sprawa, czy réwnoczesno$¢ maksymal-
nego przyrostu zawartosci adrenaliny w tkance i wtérnej fazy niedo-
krwienia moézgu (Mossakowski 1975) obserwowana w 6 godzinie po za-
truciu, ma charakter zwigzku przyczynowego, czy tez jest zwyklg zbiez-
noscig w czasie.

T'. Illymaubcka, M. Cukopcka, P. Tagamcku

BIUAHUE OCTPOTO OTPABJEHMA OKUCBIO YTJIEPOLA
HA IIOBEJEHUE KATEXOJAMMHOB B MO3I'Y KPBICEI

V.ccnenoranusa BBINOJIHEHBI HAa MO3re KpbIC, MOJABEPTHYTBIX OTPaBJIEHUI0 OKMCBLIO
yriepoja B yCJIOBUAX, OommucaHnbix KopranabcoM u corp. (1973). DTux KUMBOTHBIX
ucesieoBanyu BO BpeMs HerocpeictBenHom oxkcmosmuyu B CO, a TakXke B passble
nepucabl UX IepexKUBaHUA MOCJe OTPaBJIeHMUA OKMUCLIO yIJiepoja.

KounuyecTBeHHbIE JaHHbIE NOKazajlM CHMXKEHME YPOBHS HOpajpeHaliyHa ia BeJy-
yuHy OKOJI0 35% (20 mMuu orparsenus) u 55% (60 mMuu OTpaBlIeHMs), a TakKe IIO-
BbIIIEHME €ro ypOBHA IpubamsuresnbHo Ha 25% uyepe3 24 yaca mocjle MHTOXCHMKALMUMU
CO. IlpucyTcTBMe ajpeHalMHa OTMEYEHO B MO3Ty y JIABYVX M3 CEMM MCCIIeJCBaHHBIX
KOHTPOJIbHBIX XMBOTHBIX M He 00Hapy»XeHO HM B OAHOM ciydyae uepe3 20 u 60 muu
aevicrBua CO. OpHako no ucrtedenum 6 4acoB IOCJIe MHTOKCMKAIMMU ypPOBeHb aZipeHa-
JauHa Bo3pacrasa Jo 3Havyenusa 70 ur Ha 1 r ceipoyt Tkauu. IIOBBINIEHHBII YPOBEHb
aJipeHajiMHa COXPaHAJCA U M0 ucTevuenuy 24 4acosB.

Vcnonb30BaHHBIA TMUCTOXVMMMYECKMIA METOJA BbIABMI (hJyOpecueHnimMi Hopajape-
HaJIMHa M JolaMuHa. B MO3ry KMBOTHBIX, NMOABEPTrHYTHIX orTpaBienuio CO, zaperu-
CTPUPOBAHO CHMIKEHMEe MHTEHCUBHOCTM QJIyOpeCcUeHUMM KaTeXOJIMMHOB, COXpaHAB-
meeca Ao 6 yacoB mnocse MHTOKcMKaumu. Yepe3d 24 gaca I1ocjie ReiCTBMA OKMUCU
yrjiepoja MHTEHCUBHOCTbL M DPHCIIpeJelieliMe KaTexO0JaMMHOB He OTJIMYAJIUCE OT Ha-
0JIF0ZJaeMbIX B KOHTPOJILHOI I'pyIIIe.

U3Menenusa cojepzKaHMA KaTeXO0JaMMHOB IO-BMAMMOMY 3aBUCAT OT AaileMUYHOI
TUITOKCUM, SABJIAIOLIENCA IIOCIEACTBMEM KaK JeMCTRMA OKMCM yrjepoja, Tak M Hapy-
HIeHUM KPOBOCHAOXKeHMsA MO3ra, OTMEYEeHHBIX IIPY TeX K€ CaMbIX KCIIEPUMEHTAalbHbIX
YCJIOBUAX.

G. Szumanska, M. Sikorska, R. Gadamski

EFFECT OF ACUTE CARBON MONOXIDE INTOXICATION ON RAT BRAIN
CATECHOLAMINES

Investigations were performed on brains of rats submitted to carbon mono-
xide (CO) intoxication according to the method of Korthals et. al. (1973). The
brains were studied during immediate expcsition to CO, and in various periods
of rats survival after CO intoxication.
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Quantitative results showed the decrease of noradrenaline level about 35%
(20 min. intoxication) and 55% (60 min. intoxication) and about 25% increase
24 h. after intoxication. The presence of adrenaline was established in 2 out
of 7 control brains after 20 and 60 min. of CO action. However, 6 h. after into-
xication the level of adrenaline increased up to 71 ng/g of fresh tissue. The en-
hanced level of adrenaline persisted also after 24 h.

The applied histochemical method revealed the flucrescence of noradrenaline
and dopamine. In brains of animals submitted to CO the intensity of catecho-
lamines flucrescence was decreased up to 6 h. after the intoxication. 24 h. after
CO action the intensity and distribution of catecholamines did not differ from
those in control group.

The changes in catecholamine content depend probably on the anemic hypoxia
being the effect of CO action and on the disturbances in blood supply discovered
at the same experimental conditions.
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JAN PACHECKA, ANDRZEJ SULINSKI, KRYSTYNA TRACZYKIEWICZ

THE EFFECT OF ACUTE INTOXICATION BY DICHLORVOS
AND TRICHLORPHON ON THE ACTIVITIES OF SOME RAT BRAIN
ESTERASES *

Department of Drug Metabolism, Institute of Biopharmacy, Medical Academy,
Warsaw
Head: Assoc. Prof. W. Bicz

As shown recently, effects of intoxication of rats by organophosphate
pesticides Dichlorvos and Trichlorphon on the brain include changes
not only of the acetylcholinesterase activity but also of the activities
of acid and alkaline phosphatases (Pachecka et al.,, 1975). However,
whereas the mechanism of action of organophosphate pesticides on ace-
tylcholinesterase is understood in molecular detail (Englehard et al.,
1967, Corbett, 1974), that one on the phosphatases so far remains ob-
scure.

In this work an attempt has been made to clarify this problem by
comparing the dynamics of changes of the activities of the enzymes
following single intoxication of rats by Dichlorvos and Trichlorphon.
The investigation comprised the following enzymes: acid phosphatase
(EC 3.1.3.2.-ortophosphoric monoester phosphohydrolase), alkaline pho-
sphatase (EC 3.1.3.1.-ortophosphoric monoester phosphohydrolase) and
acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7.-acetylcholine hydrolase).

MATERIALS AND METHODS

In all experiments adult male albino rats (190—210 g) were used.
The animals were fed a commercial diet with water ad libitum.

Pesticides were administered per os in a single dose 50% LDj. As
LD;, dose was considered 80 mg/kg for Dichlorvos (0,0-Dimethyl-/2,2-
-dichlorovinyl/phosphate) and 630 mg/kg for Trichlorphon (0,0-Dimet-
hyl-/1-hydroxy-2,2,2-trichloroethyl/phosphonate). ~Both pesticides were

* This work was supported by a grant from the Polish Academy of Sciences
(Research Programme No. 09.4.1.3.)
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obtained from the Department of Physical Chemistry of the Polish
Academy of Sciences. At various times after pesticide administration
rats were decapitated without anaesthesia and the brain homogenates
were prepared as described earlier (Pachecka et al., 1975). The phospha-
tases were assayed by the Beseey-Lowry method (Linhard, 1962) and
acetylcholinesterase according to Ellman et al. (1961). The respective
reaction mixtures were: for alkaline phosphatase (FV 1 ml) — 5.5 umo-
les of p-nitrophenyl phosphate disodium salt, 50 umoles of glycine buf-
fer pH 10.5, 0.1 wmoles of MgCl, and about 200 ug homogenate proteins.
The incubation was carried out 30 min. at 37°C and p-nitrophenol was
estimated at 410 nm. For acid phosphatase (FV 1 ml) — 5.5 wmoles
of p-nitrophenyl phosphate disodium salt, 25 wumoles of citrate buffer
pH 4.8 and about 50 ng of homogenate proteins. The reaction was car-
ried out as given for alkaline phosphatase. For acetylcholinesterase (FV
2 ml) — 2 umoles of acetyltiocholine iodide, 0.4 wmoles of Ellmans re-
agent (DTNB), 200 umoles of phosphate buffer pH 7.4 and about 200 ug
of homogenate proteins. The optical density was read every 60 sec. in
the period of 5 min. at 412 nm. Protein in the homogenates was de-
termined by the conventional Kjeldhal method. Statistical analysis was
performed by Student’s t test.

RESULTS

The results presented in Table 1 show that single intoxication of
rats by Dichlorvos in the dose 50% LD;, modified the activities of all
tested esterases. The most rapid changes occured in the acetylcholin-
esterase activity. Already 5 min. after pesticide administration the ac-
tivity of this enzyme is lowered to 55% of the control level. This could
mean that Dichlorvos passes rapidly from the vascular system into the
brain. The maximum inhibition of acetylcholinesterase (83%) was ob-
served 15 min. after Dichlorvos administration. In the next period the
activity of this enzyme gradually increased reaching the control level
after 48 hrs.

The activity of acid phosphatase between 5 min. and 15 min. after
intoxication was higher than that in the control, but later no statistically
signMficant difference was stated. In contrast, at 12, 48 and 72 hrs after
intoxication it increased to 117%, 139% and 124% of the control, respec-
tively.

Alkaline phosphatase activity was only insignificantly decreased du-
ring the first period after intoxication (up to 2 hrs). A marked decrease
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was noted 5 hrs later. The activity increased after 24 hrs and 48 hrs
and reached the control level 72 hrs after pesticide administration.

The data presented in Table 2 indicate that intoxication of rats by
Trichlorphon caused inhibition of acetylcholinesterase activity already
5 min. after poisoning. The inhibitory effect enhanced up to 1 hr,
whereafter the activity of the enzyme slowly increased and reached
the control level after 48 hrs.

The acid phosphatase activity decreased after 1 hr and was observed
to be lowered at 12 hrs and 24 hrs after intoxication.

The alkaline phosphatase activity at 15 min. and 30 min. as well
as at 24 hrs after Trichlorphon administration was higher than the con-
trol level. At the other times, a small, statistically not significant in-
crease of the activity was also noted.

DISCUSSION

Much work has been carried out on the effect of organophosphate
pesticides on the activity of acetylcholinesterase (Corbett, 1974, Wilson,
1967), some hydrolytic enzymes (Oms, Brebert-Hanson, 1965, Villeneuve,
Mc Kinley, 1968), as well as on the carbohydrate metabolism in the rat
brain (Biczowa et al., 1975, Pachecka et al., 1975, Sitkiewicz, Zalewska,
1975). So far, however, no detailed study was devoted to the activities
of phosphatases — enzymes belonging to the same enzymes group as
acetylcholinesterase. Our previous results (Pachecka et al., 1975) sho-
wed that administration of Dichlorvos or Trichlorphon®to rats caused
changes in brain alkaline and acid plosphatases. The above work did
not answer the question as to the duration of the effects and the corre-
lation between inhibition of acetylcholinesterase and variation of phos-
phatases activities.

The data presented in this paper indicate that single intoxication of
rats by Dichlorvos or Trichlorphon caused significant variation of acti-
vities of all studied esterases in the rat brain. The changes maintained
during long period (up to 72 hrs) after pesticide administration. Howe-
ver, there was no correlation between the level of acetylcholinesterase
inhibition and the changes of the phosphatases activities. The differen-
ces noted in the dynamics of the changes of the enzymes activities are
probably caused by different sensibility of acetylcholinesterase and
phosphatases to Dichlorvos and Trichlorphon and/or their metabolites.
It could be a result of different rate of penetration of pesticides into
brain, as well as different metabolism of both pesticides (Arthur, Ca-
sida, 1957, Hassan et al., 1965). The dynamics of changes of the ace-
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Table 1. Activities of alkaline phosphatase, acid phosphatase and acetylcholinesterase of rat brain at various times after single Dichlorvos intoxi-

cation

Tabela 1. Aktywnosci fosfatazy alkalicznej, fosfatazy kwasnej i acetylocholinoesterazy moézgu szezura w réznym czasie po jednorazowym zatrueiu

dichlorfosem
- Alkaline phosphatase Acid phosphatase Acetylcholinesterase
it Fosfataza alkaliczna i Fosfataza kwasna Acetylocholinesteraza

intoxication (nmoles/hr/mg protein)

(nmole/godz./mg bialka)

(nmoles/hr/mg protein)

S B R (nmole/godz./mg bialka)

(nmoles/min/mg protein)
(nmole/min./mg bialka)

zatrucia — T
x + 8% (n) p x + 8% (n) p x + Sx (n) p
Control
Kontrola 463 4+ 43 (5) 1343 + 62 (6) 47 + 2,6 (6)
1 min 472 + 20 (5) —=0,05 1852 + 197 (6) —=0,05 49 + 3,2 (6) =0,05
O 473 + 37 (5) —=0,05 1645 4 86 (6) =0,05 25 + 3,3 (6) = 0,05
15" 513 + 14 (10) =0,05 1812 - 87 (12) = 0,05 8 + 0,9 (6) =0,05
SOMEY 475 + 33 (6) =005 1261 + 29 (6) =0,05 14 07 (6) <0,45
L 553 + 32 (6) =0,05 1333 + 28 (5) =0,05 18 + 2,3 (6) =<0,05
2 hr
godz. 475 + 80 (6) =0,05 1534 4 67 (6) =0,056 19 + 2,2 (6) <0,05
' - 423 + 19 (5) <0,05 15632 4 34 (6) 0,05 26 4+ 2,1 (6) <0,05
(i et 482 4+ 28 (6) =0,05 1467 + 37 (6) =0,05 26 + 1,1 (6) < 0,05
120 550 + 34 (6) =0,05 1571 4 46 (6) 0,05 30 + 49 (6) <0,05
2% 632 + 19 (6) < 0,05 1524 + 756 (6) =0,05 33 + 5,2 (6) < 0,05
48 613 + 37 (6) < 0,05 1867 4+ 72 (6) <0,05 44 - 45 (6) =0,05
e S 438 + 38 (6) =0,05 1660 + 113 (6) <0,05 53 4 2,8 (6) —=0,05

x -+ Sx — arithmetic mean + mean error of the mean — $rednia arytmetyczna - $rednie odehylenie od $redniej

p — probability — prawdopodobienstwo, http//rCln Org pl

(n) — number of experiments — liczba doswiadezen

(o]
(o)

‘e 19 ey2aydRd ‘L
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Table 2. Activities of alkaline phosphatase, acid phosphatase and acetylcholinesterase of rat brain at various times after single Trichlorphon into-
xication

Tabela 2. Aktywnosei fosfatazy alkalicznej, fosfatazy kwasne] i acetylocholinoesterazy mézgu szezura w réznym czasie po jednorazowym zatru-

ciu trichlorfonem
: Alkaline phosphatase Acid phosphatase Acetylecholinesterase
ey a.fifer Fosfataza alkaliczna Fosfataza kwasna Acetylocholinoesteraza
intoxication

(nmoles/hr/mg protein)

Crigs o, sivanit (nmole/godz./mg bialka)

(nmoles/hr mg protein)

/nmole/godz./mg bialka)

(nmoles/min/mg protein)

(nmole/min./mg bialka)

zatrucia =
x + Sx Mm@ p x 1t Bg (n) p x+S% () p
Control 454 + 33 (6) 1602 4+ 52 (6) 47 + 1,8 (6)
Kontrola
1 min 500 + 10 (6) =0,05 1361 4+ 51 (6) =0,05 49 + 2,2 (6) =0,05
5. 440 + 15 (6) =0,05 1803 + 262 (5) =0,05 26 + 3,2 (6) =<0,05
iy 639 + 32 (11) <0,05 1747 + 99 (11) =0,05 11 + 2,1 (6) <<0,05
305 .5 581 + 57 (6) <0,05 1471 + 38 (6) =>=0,05 10 + 1,0 (6) =<0,05
80 - ., 471 + 28 (6) =0,05 13656 + 38 (5) <<0,05 7 + 0,06 (6) =<0,05
2 hr 421 + 7 (6) =0,06 1825 + 189 (6) =0,05 15 + 0,9 (6) <0,056
godz.
65 2 436 +~ 8 (6) >=0,06 1520 + 587 (6) =0,05 19 4+ 1,2 (6) <<0,05
8 522 + 32 (6) =0,05 1699 + 186 (6) =0,05 31 + 2,8 (6) <0,06
12, 582 + 61 (6) >=0,05 1472 + 29 (6) <0,05 33 4+ 24 (6) <C0,05
24 ., 609 4+ 39 (6) <<0,05 1432 + 51 (6) <<0,05 35 + 3,6 (6) <0,05
48 |, 514 + 12 (6) =0,05 1701 + 34 (6) <C0,05 45 4+ 3,8 (6) =0,05

For explanations see Table 1.
Objaénienia w tabeli 1.

http://rcin.org.pl

uorjeOIX0jUl 9pronsad I9)je SISRIIISO Urelg 1 IN

68



90 J. Pachecka et al. Ny 1

tylcholinesterase activity indicated the formation of a stable pesticide-
-enzyme complex. The changes in the phosphatases activities are more
differentiated and depend on the kind of enzyme and pesticide. Two
phases of these changes could be distinguished. The first phase arises
a few hours after pesticide administration, the second about 24 hrs
later. The pattern of changes of phosphatases activities is conditioned
by metabolism of pesticide and the appearance in the brain metaboli-
te(s) responsible for the changes. The changes concern both the increase
and decrease of the activities of both enzymes and depend on the period
of poisoning.

It may be suggested that decrease of the phosphatases activities is
caused by direct interaction between these enzymes and active meta-
bolite(s) of Dichlorvos or Trichlorphon. The increase of activities is mo-
re difficult to be explained. It may be a result of either stimulation
or increase of the level of phosphatases in the brain. Some data (Barzu
et al., 1973) sugest that organophosphate pesticides caused release of
phosphatases from lysosomes and intracellular membranes.

*

* *

The authors gratefully acknowledge the technical assistance of Mrs Hanna
Pietrzykowska and Mrs Krystyna Podwojcik.

J. Pachecka, A. Sulinski, K. Traczykiewicz

WPLYW OSTREGO ZATRUCIA DICHLORFOSEM I TRICHLORFONEM
NA AKTYWNOSC NIEKTORYCH ESTERAZ W MOZGU SZCZURA

Streszczenie

Do do$wiadczen uzyto biale szczury, samce, wagi okolo 200 g. Szczurom poda-
wano jednorazowo dichlorfos lub trichlorfon w dawce 50% LDj, Zwierzeta de-
kapitowano bez narkozy po uptywie 1, 5, 15, 30 min., oraz 1, 2, 5, 8, 12, 24, 48
i 72 godz. W homogenatach moézgu oznaczano aktywno$§¢ acetylocholinoesterazy,
fosfatazy alkalicznej i fosfatazy kwasnej.

Jednorazowe zatrucie dichlorfosem powoduje zmiany aktywno$ci wszystkich
badanych enzyméw. Juz po 5 min. po podaniu pestycydu nastepuje obnizenie ak-
tywno$ci acetylocholinoesterazy o 45% oraz wzrost aktywnos$ci fosfatazy kwasnej
c 38%. Aktywnoé§é fosfatazy alkalicznej ulega obnizeniu dopiero po 5 godz. po
zatruciu i to tylko o 10%. Nastepnie aktywno§é tego enzymu wrzrasta osiggajac
po 24 godz. i 48 godz. warto§¢ 136% i 132% aktywno$ci grupy kontrolnej. Za-
trucie dichlorfosem powoduje wzrost aktywnos$ci fosfatazy kwasnej po 5, 15 min.,
12, 24 i 72 godz odpowiednio o 38%, 22%, 17%, 39% i 24%. Maksymalne ha-
mowanie (80%) acetylocholinoesterazy obserwowano w 15 min. po zatruciu. Ak-
tywno$é tego enzymu systematycznie wzrastata osiggajac warto§é grupy kontrol-
nej po 24 godz. od zatrucia.
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Trichlorfon powoduje wzrost aktywno$ci fosfatazy alkalicznej po 15 i 30 min.
i 24 godz. po zatruciu odpowiednio o 40%, 29%, 34%. Po 1, 12 i 24 godz. po po-
daniu pestycydu aktywno§¢ fosfatazy kwasnej obnizala sie odpowiednio o 15%,
8% i 10%. Aktywno§¢ acetylocholinoesterazy ulega obnizeniu juz po 5 min. po
podaniu trichlorfonu do 55% aktywno$ci enzymu w grupie kontrolnej. Najnizsza
aktywno§é wystepuje po 60 min. (15% aktywnos$ci kontroli), a nastepnie wzrasta
osiggajac po 24 godz. 75% aktywnosci kontrolnej. Powr6t do normy nastepuje po
48 godz. od momentu zatrucia.

f. ITaxeuka, A. Cyaunbcky, K. TpauybiKeBU4

BIIMAHUME OCTPOI'O OTPABJIEHUMA JIUXJOPPOCOM U TPUXIOPDLOHOM
HA AKTUBHOCTH HEKOTOPBIX DCTEPA3 B MO3ITE KPBICHI

Pe3smomMme

B onbiTax ucriob3oBaniu Oesbix KpbIc, caMi0B, Becom okoJi0 200 v. Kpwicam ojaHO-
KpaTHO JaBajyu AnxJopdoc mim TpuxJjop@oH B ao3e 50% LD;, 2KuBOTHBIX 06e3riaB-
nuBanyu 6e3 Hapko3a mo mcredenmm 1, 5, 15, 36 mmu. n 1, 2, 5, 8, 12, 24, 48, 72 uac.
B romorenartax MoO3ra OINpPEAENA]M aKTUMBHOCTH ALETMIIXOJIMHAICTEpPa3bl M I1EJI0YHONI
u Kwucyaou ocedaras.

OnHOKpaTHOE OTpaBJIeHME AMXJIOP(OCOM BBIZBIBAET M3MEHEHMH AaKTUBHOCTUA BCEX
MCClIeIOBAaHHBIX (DEPMEHTOB. YXKe 4Yepe3 5 MMH. IIOCJe Jadyy MOecTulMia lacryraer
CHIfPKEHME aKTMBHOCTM aleTWIXOonmHIcTepasbpl Ha 45% u yBenwtdenue axKTUBHOCTHU
Kucuoit pocdarassl Ha 38%. AKTUMBHOCTL LIEJIOUHONM (pocdarasbl yMenbllaeTcs
TONBKO uYepe3 5 yac. OT MOMEHTa OTpaBjleHMs ¥ TOJNLXKO Ha 10%. 3aTeM aKTMBHOCTDH
910r0 (hepMenTa BO3pacTaeT, AocTUras depe3 24 u 48 uac. 3mauvenmit 136% n 132%
OT aKTMBHOCTM KOHTPOJIbHOM rpyImmnbl. OTpaBieHue IMUXJICPdOCOM NPUBOAUT K yBEJIU-
YeHMI0 aKTMBHOCTM KMCJOi chocdarasnr yepes 5 u 15 mmu., 12, 24 n 72 yac. Ha 38%,
22%0, 17%, 39°% wu 24% coorBercrBenno. MakcuMaibHOe nozaasienue (80%) auerwi-
XosmH9cTepa3b! Habmoganu uyepe3 15 MuH. JIOCje OTpaBleHMs. AKTUBHOCTH 3TOTO
depMeHTa IMOCTOAHHO BO3pacTajia, AOCTUras BeJMYMHBI KOHTPOJIBHOM TPYNIBI Yepes
24 yac. OT MOMEHTa OTPaBJIeHUS.

TpuxaopdoH BBI3bIBAET yBeJMYeHMEe aKTUBHOCTM IIeJIouHOi docdarasbl uepes
15 1 30 Muu. ¥ 24 yac. OFf MOMeHTa oTpaBienusa uHa 40%, 29% 1 34% COOTBETCTBEHHO.
Yepe3 1, 12 u 24 yaca OT MOMEHTa JAayy IeCTUMUMAA AKTMBHOCTBL Kucioi chocdarassl
cuuxkanace Ha 15, 8 u 10% cooTBeTCTBEHHO. AKTMBHOCTH AaLETUIXOJIMIICTEPA3bI
cHMIKAJach y3Ke uYepe3 5 MuH. mocje aauu Tpuxiopdona ao 55% oT axTMBHOCTH
depmenTa B KOHTPOJbHOJ rpynmne. Camas umu3Kad aKTUBHOCTH JMMEET MeECTO uepe3s
60 mMum. (15%0 aKTMBHOCTM KOHTPOJISA), a 3aTeM OHa BO3pacTaer, jJocTuras yepel 24 ugac.
75%0 KOHTPOJBLHOJM aKTMBHOCTHM. Bo3Bpalenue K HOpMe HacTynaer udepe3 43 uac. oT
MOMEeHTa OTPaBJIEeHUA.
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ZABURZENIA MIKROKRAZENIA W MOZGU SZCZUROW
W OSTREJ ENCEFALOPATII OUABAINOWEJ

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

W poprzednich naszych badaniach wykazano, ze domézgowe wprowa-
dzenie ouabainy doroslym szczurom prowadzi do powstania charakte-
rystycznych zmian strukturalnych, ktérym towarzyszy przejSciowe gro-
madzenie sie¢ glikogenu w tkance nerwowej i szereg nieprawidlowosci
histoenzymatycznych (Zelman 1972; Zelman, Szumanska 1973; Zelman-
-Pronaszko-Kurczynska 1975; Zelman i wsp. 1975). Stwierdzone zabu-
rzenia histcenzymatyczne przekraczaly znacznie obszar penetracji gliko-
zydu, oznaczony autoradiograficznie przy uzyciu ouabainy znakowanej
trytem (Towfighi i Gonatas 1973) i podobnie jak dynamika i charakter
zmian zawartoSci glikogenu w moézgu nie dawaly sie wytlumaczy¢ bez-
posrednim oddzialywaniem strofantyny na tkanke nerwowsg (Zelman,
Pronaszko-Kurczynska 1975). Zardwno topografia jak i dlugotrwalos¢
obserwowanych zmian sugerowaly zlozony patomechanizm zaburzen, za-
poczatkowanych jedynie przez ouabaine. W interpretacji zmian ultra-
strukturalnych opisywanych w moézgach zwierzat, ktorym wstrzyknigto
domoézgowo ouabaine, zwracano rowniez uwage na podwoOjny charakter
nieprawidlowosci sugerujac, poza bezposrednimi nastepstwami dzialania
glikozydu, wplyw niedotlenienia i obrzeku (Cornog i wsp. 1967; Tow-
fighi i Gonatas 1973). Brak wykladnikow zwigkszonej przepuszczalnosci
ukladu naczyniowego zaréwno dla tzw. konwencjonalnych znacznikéw
barierowych jak blekit trypanu czy biekit Evansa (Cornog i wsp. 1967),
jak rowniez dla peroksydazy chrzanowej (Towfighi i Gonatas 1973)
sktonila nas do zwrodcenia uwagi na stan mikrokrazenia moézgowego dla
ustalenia wplywu zaburzen hemodynamicznych na rozwdj nieprawidlo-
wosci stwierdzonych w ostrej encefalopatii ouabainowej.

MATERIALZ I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 2-miesiecznych szczurach rasy Wi-
star, ktorym wstrzykiwano do prawej potkuli mézgu 0,02 ml roztworu
ouabainy zawierajacego 0,001 mg glikozydu. Szczurom kontrolnym
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wprowadzono w taki sam sposob odpowiednig ilo$¢ fizjologicznego roz-
tworu NaCl. Zwierzeta doswiadczalne i kontrolne dekapitowano w gru-
pach po 5, 15, 30, 60 i 120 minutach oraz po 24, 48 i 120 godzinach po
zabiegu. Mozgi po wyjeciu z jamy czaszkowej utrwalano przez okres
1—2 tygodni w zobojetnionym standardowym roztworze formaliny, po
czym dzielono na bloki, ktére skrawano na mikrotomie mrozeniowym
na skrawki grubosci 120—150 mikronéw. Na skrawkach tych uwidacz-
niano sie¢ naczyn krwionosnych stosujac metode benzydynowa Pick-
wortha w modyfikacji van Doherty i wsp. (1960).

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

Stan kliniczny szczurdéw, ktorym wstrzyknieto domoézgowo roztwor
ouabainy nie roéznil sie od opisanego w naszych poprzednich pracach.
U zwierzat doswiadczalnych wystepowaly wkroétce po podaniu glikozy-
du sinica, przyspieszenie tetna i oddechu, znaczne pobudzenie ruchowe,
prezenia i mioklonie, sporadycznie typowe napady padaczkowe pojedyn-
cze lub gromadne. Zaburzenia te stopniowo zmniejszaly sie i w okresie
4—6 godzin po injekcji ouabainy szczury, poza zmniejszong ruchliwo-
$cig, nie wykazywaly istotnych odchylen od normy.

Zwierzeta kontrolne, ktorym wstrzyknieto fizjologiczny roztwér NaCl
po wyjsciu z okresu narkozy zachowywaly sie prawidiowo.

Obserwacje mikroskopowe

W skrawkach pobranych z mézgéw szczuréw nie poddanych zadnym
zabiegom metoda benzydynowa uwidacznia charakterystyczny obraz sie-
ci naczyniowej mozgu ze zréoznicowaniem gestosci i kierunku przebiegu
naczyn w poszczegélnych strukturach. Kore plaszcza moézgowego cha-
rakteryzujg prostopadle ulozone naczynia tetnicze i zylne, penetrujace
od opon w kierunku istoty bialej, ro6wnomierne zageszczenie sieci w
obrebie catej kory, bez zroznicowania warstwowego oraz stabiej rozwi-
nieta sie¢ naczyniowa w obrebie cortex entorhinalis i pyriformis. Istote
bialg charakteryzuje ubozsza sie¢ wlosniczkowa oraz réwnolegte do prze-
biegu wilokien ulozenie naczyn tetniczych i zylnych. W zakretach hipo-
kampa zwraca uwage zroznicowanie gestosci sieci kapilarnej w poszcze-
golnych warstwach i zageszczenie naczyn, przede wszystkim zylnych
w obrebie sulcus hippocampi. Struktury podkorowe charakteryzuje obfita
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sie¢ naczyniowa oraz liczne uklady angioarchitektoniczne pooddzielane
stabiej ukrwionymi pasemkami istoty biatej.

U szczuréw kontrolnych poza zmianami ograniczonymi do otoczenia
kanalu wktlucia, nie obserwowano w zadnej z badanych grup czasowych
istotnych zaburzen w ukrwieniu poétkul moézgowych.

U szczuréw dekapitowanych w 5 minut po domézgowym wstrzyknie-
ciu ouabainy obserwowano przekrwienie sieci wlosniczkowej oraz po-
szerzenie naczyn tetniczych i zylnych (ryc. 1). Juz w tym okresie w ob-
szarach najwiekszych zmian strukturalnych, w miejscach odpowiadajg-
cych- dzialaniu najwiekszych stezen ouabainy, stwierdzano niedokrwie-
nie tkanki manifestujgce sie wyraznym zubozeniem sieci kapilarnej
(ryc. 2 i 3). Zmiany te wystepowaly najcze$ciej w zewnetrznej lub jed-
nej z glebszych warstw kory, w sasiedztwie szczeliny podluznej moézgu,
w obrebie nucleus septi lateralis oraz w hipokampie jedno lub obu-
stronnie. Znaczne wypelnienie sieci naczyniowej widoczne bylo réwniez
w strukturach podkorowych i w istocie bialej.

U zwierzat dekapitowanych w 15 minut po podaniu glikozydu nadal
utrzymywalo sie przekrwienie sieci naczyniowej z plackowatymi lub
warstwowymi obszarami niedokrwienia (ryc. 4).

W 30 minut po domézgowym wstrzyknieciu glikozydu narastaty wy-
raznie zaburzenia ukrwienia kory moézgowej i struktur hipokampa.
W korze zwracalo uwage nieré6wnomierne wypelnienie sieci kapilarnej
oraz narastajace przepelnienie naczyn zylnych, ktére czesto mialy nie-
réwny, wezykowaty przebieg. Nieprawidlowosci ukrwienia wystepowaty
w obu poétkulach moézgu, ale ich nasilenie bylo wyraznie wieksze po
stronie wprowadzenia glikozydu. Zwracalo uwage niedokrwienie zakre-
tow hipokamga, zwlaszcza jego przysrodkowych czesci. W istocie biatej,
zwlaszcza podkorowo widoczne byly nadmiernie wypelnione naczynia
zylne, nie obserwowano jednak nierdwnomiernego ukrwienia tej struk-
tury. Przepelnienie naczyn zylnych i sieci kapilarnej, mniej nasilone
niz w korze, obserwowano réwniez w strukturach podkorowych.

U szczuréw dekapitowanych po 60 i 120 minutach od wstrzykniecia
ouabainy stan ukrwienia moézgu jest zasadniczo podobny (ryc. 5—10).
Pomiedzy poszczegélnymi zwierzetami obu grup czasowych wystepujg
znaczne réznice, uwarunkowane prawdopodobnie niejednakowag dawkg
ouabainy oraz roznicami w nasileniu ogélnoustrojowych zaburzen. Za-
burzenia ukrwienia, a przede wszystkim objawy zastoju zylnego sa wy-
raznie wieksze u szczuréw, u ktéorych obserwowano liczne napady
drgawkowe (ryc. 6). Rowniez w tym czasie utrzymuje si¢ przewaga za-
burzen po stronie injekcji, ale réznica w nasileniu nieprawidlowosci
ukrwienia w obu pétkulach jest mniejsza.
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Zwierzeta dekapitowane 24 godziny po wstrzyknieciu ouabainy wy-
kazuja w dalszym ciggu znaczne nieprawidlowosci ukrwienia, przede
wszystkim kory plaszcza moézgowego i zakretow hipokampa (ryc. 11—
—14). W tym czasie u niektérych szczuréw widoczna jest tendencja do
normalizacji i wyréwnywania krazenia w niedokrwionych obszarach.
Utrzymuje sie nadal wyrazne zubozenie sieci kapilarnej w obszarach
trwatych zmian gagbczastych (ryc. 12) oraz w zakretach hipokampa na-
wet przy braku histologicznych cech uszkodzenia tej struktury (ryc. 13).
Zaburzenia ukrwienia w postaci nieréwnomiernego wypelnienia sieci
kapilarnej i przepelnienia krwig naczyn zylnych widoczne sg rowniez
w miejscach odlegtych od injekcji (ryc. 14) np. w korze limbicznej pod-
stawnej czesci plaszcza moézgowego.

W 48 godzin po wstrzyknieciu ouabainy nadal jest widoczne niepra-
widlowe ukrwienie kory moézgowej z utrzymujacym sie przekrwieniem
zylnym i ogniskami niedokrwienia (ryc. 15 i 16), przede wszystkim w
obszarach najwiekszych zmian strukturalnych. Nieprawidlowosci ukrwie-
nia sg roznie nasilone u poszczegolnych zwierzat, wystepuja obustron-
nie, przede wszystkim w obrebie plaszcza moézgowego i zakretow hi-
pokampa, zmniejszaja sie w miare oddalania sie od miejsca wstrzyk-
niecia glikozydu. Angioarchitektonika struktur podkorowych i istoty

Ryc. 1. Szczur z 5-minutowym przezyciem. Silne przekrwienie kory po stronie
injekeji, znaczne poszerzenie tetnic i zyl, nierébwnomierne wypelnienie sieci na-
czyniowej. Met. Pickwortha. Pow. 60 X,

Fig. 1. Rat with 5 min. survival. Severe hyperemia of the cortex of the injected
hemisphere, marked dilation of arteries and veins, uneven impletion of wvascular
network. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 2. Szezur z 5-minutowym przezyciem. Niedokrwienie kory w obszarze pene-
tracji glikozydu. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 2. Rat with 5 min. survival. Ischemic cortex in area penetrated by glycoside.
Pickworth meth, X 60.

Ryc. 3. Szezur z 5-minutowym przezyciem, Stabe ukrwienie zawoju hipokampa po
stronie injekcji. Met. Pickwortha. Pow. 30 X.

Fig. 3. Rat with 5 min. survival. Poor blood supply of hippocampal gyrus of the
injected hemisphere. Pickworth meth. X 30.

Ryc. 4. Szczur z 15-minutowym przezyciem. Przekrwienie kory mozgu z poszerze-
niem naczyn zylnych w glebszych warstwach i w przylegajgcej istocie bialej. Met.
Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 4. Rat with 15 min. survival. Hyperemia of cerebral cortex, dilated veins in
deep cortical layers and in adjacent white matter. Pickworth meth. X 60.
Ryc.-5. Szczur z 60-minutowym przezyciem. Nieréwnomierne ukrwienie kory moz-
gowej w pélkuli przeciwleglej do miejsca injekcji. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 5. Rat with 60 min. survival. Uneven blood supply of cerebral cortex of the
hemisphere contralateral to the injection. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 6. Szczur z 60-minutowym przezyciem, u ktérego wystapily seryjne napady
drgawkowe. Silne przekrwienie Zylne i nier6wnomierne ukrwienie kory po stronie
injekecji. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 6. Rat with 60 min. survival who developed serial epileptic fits. Severe ve-
nous hyperemia and uneven cortical blood supply of the injected hemisphere.
Pickworth meth. X 60.
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biatej jest prawidlowa, w ich obrebie nie wystepuja ogniskowe niepra-
widlowos$ci ukrwienia, spotyka si¢ natomiast znacznie poszerzone naczy-
nia zylne.

Po 5 dniach od momentu wprowadzenia glikozydu wystepuja jeszcze
w obrebie plaszcza moézgowego niewielkie, czesto zlokalizowane przy-
naczyniowo, obszary upo$ledzonego ukrwienia (ryc. 17). Podobne zabu-
rzenia wystepuja w zawojach hipokampa. U wiekszosci zwierzat obser-
wuje sie¢ w tym czasie catkowita lub prawie catkowita normalizacje
mikrokrgzenia w mozgu (ryc. 18).

OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazaly, ze ouabaina wprowadzona bezpo-
$rednio do mozgu szczura, powoduje rozleglte i dlugotrwale zaburzenia
ukrwienia w obu poétkulach, przy czym najbardziej nasilone nieprawi-
dlowosci wystepuja w miejscu najwiekszego stezenia glikozydu i po-
krywaja si¢ z obszarem najwiekszych zmian strukturalnych (Bignami,
Palladini 1966, Zelman 1972, Towfighi i Gonatas 1973). Zaburzenia w
ukrwieniu ujawnialy sie w najwczesniej badanej grupie zwierzat, to jest
w 5 minut po wstrzyknieciu glikozydu, przy czym juz w tym okresie
zwracaly uwage ogniska niedokrwienia w obrebie kory moézgowej i za-
wojow hipokampa wystepujace na tle uogoélnionego przekrwienia poi-

Ryc. 7. Szczur z 60-minutowym przezyciem. Zubozenie ukrwienia w przy$rodko-
wej czeSci zawoju hipokampa w poOtkuli przeciwleglej do wkhucia. Met. Pick-
wortha. Pow. 60 X.

Fig. 7. Rat with 60 min. survival. Poor blood supply in paramedian part of hip-
pocampal gyrus in the hemisphere contralateral to the injection. Pickworth meth.
X 60.

Ryc. 8. Szczur z 60-minutowym przezyciem. Niedokrwienie w obszarze penetracji
glikozydu i przekrwienie zylne w istocie bialej. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 8. Rat with 60 min. survival. Ischemia in the area of glycoside penetration
and venous hyperemia of the white matter. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 9. Szczur ze 120-minutowym przezyciem. Niedokrwienie kory i przekrwienie
istoty biatej w zawoju hipokampa po stronie injekcji. Met. Pickwortha. Pow.
60 X.

Fig. 9. Rat with 120 min. survival. Ischemia of the cortex and hyperemia of hip-
pocampal gyrus white matter of the injected hemisphere. Pickworth meth. X 60.
Ryc. 10. Szczur ze 120-minutowym przezyciem. Slabsze ukrwienie cze$ci zawoju
hipokampa w poélkuli przeciwleglej do wklucia Met. Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 10. Rat with 120 min. survival. Poorer blood supply of the part of hippocam-
pal gyrus in the hemisphere contralateral to the injection. Pickworth meth. X 60.
Rye. 11. Szczur z 24-godzinnym przezyciem. Zaburzenia w ukrwieniu kory moézgu
w sgsiedztwie miejsca injekcji. Met. Pickwortha. Pow. 60 X,

Fig. 11. Rat with 24 hrs survival. Disturbances in blood supply of cerebral cortex
near to the injected tissue. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 12. Szezur z 24-godzinnym przezyciem. Ogniskowe niedokrwienie kory w ob-
szarze penetracji glikozydu. Met. Pickwortha. Pow. 60 X,

Fig. 12. Rat with 24 hrs survival. Focal ischemia of the cortex in the area pene-
trated by glycoside. Pickworth meth. X 60.
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kul. O ile uogélnione przekrwienie mozna bylo traktowa¢ w tym okre-
sie jako wykladnik ciezkich ogoélnoustrojowych zaburzen, pojawiaja-
cych sie u zwierzgt doswiadczalnych prawie natychmiast po wstrzyk-
nieciu ouabainy, obecno$¢ ognisk niedokrwienia mozna bylo z pewno-
$cig odnies¢ do bezposredniego dzialania glikozydu. Wskazywala na to
zaro6wno topografia niedokrwionych obszaréw jak i dynamika rozwoiu
tych zmian, zlokalizowanych w pierwszej fazie w strefach dzialania naj-
wiekszych stezen glikozydu a w poOzniejszym okresie wystepujgcych
réwniez poza strefg jego bezposredniego oddzialtywania, prawdopodol-
nie w nastepstwie zaburzenia czynnosci autoregulacyjnych naczyn moz-
gu. Podobne rozsiane ogniska niedokrwienia obserwowal Mossakowski
(1974, 1975) w réznych strukturach moézgu w przypadku hipoksji krgze-
niowej w okresie pelnej normalizacji ukladowego ci$nienia krwi oraz
u szczuréw po zatruciu CO wigzgc ich obecno$¢ z zaburzeniem czyn-
nosci autoregulacyjnych ukladu naczyniowego moézgu. Nie wiadomo do-
tychczas czy ouabaina wprowadzona do moézgu dziala bezposrednio na
elementy lozyska naczyniowego. Friedman i Friedman (1974) badali
wplyw ouabainy na komoérki miesni gladkich tetnicy ogonowej szczura
w warunkach in vitro i wykazali zmiany zawarto$ci sodu i potasu.
Stwierdzono réwniez, ze strofantyna wprowadzona bezposrednio do na-
czyn S$rodmozgowych prowadzi do uszkodzenia bariery krew-moézg
z przechodzeniem btekitu Evansa do tkanki nerwowej (Meyer-Ruge
i wsp. 1974), podczas gdy glikozyd wprowadzony bezposrednio do moz-

Rye. 13. Szczur z 24-godzinnym przezyciem. Zaburzenia ukrwienia zawoju hipo-
kampa po stronie przeciwlegltej do wklucia. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 13. Rat with 24 hrs survival. Disturbances in blood supply of hippocampus
contralaterally to the injection. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 14. Szczur z 24-godzinnym przezyciem. Nier6wnomierne ukrwienie kory lim-
bicznej cze$ci podstawnej moézgu. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 14. Rat with 24 hrs survival. Uneven blood supply of limbic cortex of the
basal part of the brain. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 15. Szczur z 48-godzinnym przezyciem. Utrzymujgce sie zaburzenia ukrwienia
z poszerzeniem naczyn zylnych w obszarze penetracji glikozydu. Met. Pickwortha.
Pow. 60 X.

Fig. 15. Rat with 48 hrs survival. Persisting disturbances in blood supply and
dilation of veins in the area penetrated by glycoside. Pickworth meth. X 60.

Ryec. 16. Szczur z 48-godzinnym przezyciem. Nieréwnomierne ukrwienie i poszerze-
nie naczyn zylnych w zawoju hipokampa. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 16. Rat with 48 hrs survival. Uneven blood supply and dilation of veins in
hippocampal gyrus. Pickworth meth. X 60.

Ryec. 17 i 18. Szczur z 5-dniowym przezyciem. Normalizacja ukrwienia z widocz-
nymi jeszcze ogniskami gorszego ukrwienia w poélkuli po stronie wktucia (ryec. 17).
Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 17 and 18. Rat with 5 days survival. Normalization of blood circulation with
still visible foci of poorer blood supply in the injected hemisphere (Fig. 17).
Pickworth meth. X 60
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gu nie wplywa na zachowanie sie¢ bariery naczyniowo-moézgowej za-
rowno dla biekitu Evansa (obserwacje wlasne) jak i dla peroksydazy
chrzanowej (Towfighi, Gonatas 1973).

Rozwazajgc mechanizm powstania wczesnych ognisk niedokrwienia po
domoézgowym wprowadzeniu ouabainy nalezy réwniez wzigé¢ pod uwage
obrzek wypustek astrogleju, ktéoremu niektoérzy autorzy przypisuja
istotng role w powstawaniu zaburzen mikrokrgzenia w moézgu. Meyer-
-Ruge i wsp. (1974) badajac wplyw obrzmienia wypustek glejowych na
przeptyw krwi w korze moézgu wykazali obnizenie mikrokrazenia o 50%
juz w 25 minut po wprowadzeniu ouabainy do galgzki ciemieniowej
tetnicy Srodkowej moézgu kota. Przeprowadzone przez tych autorow
rownolegte badania mikroskopowo-elektronowe wykazaty proporcjonal-
ny do stopnia obrzmienia astrogleju ucisk wlo$niczek z pofaldowaniem
ich Scian i gwiazdkowatym zwezeniem $wiatla w obszarach najbardziej
nasilonych nieprawidlowosci. Natomiast Baldy-Moulinier i Humeau
(1974) po wprowadzeniu ouabainy do zbiornika wielkiego moézgu ko-
tow nie obserwowali ucisku kapilar6w ani zwezenia ich swiatta, stwier-
dzili natomiast po przej$ciowej hyperemii stopniowe obnizanie si¢ prze-
pltywu krwi w mozgu, najwieksze pomiedzy 2—4 godzing po wprowa-
dzeniu roztworu ouabainy do zbiornika wielkiego. Wyniki wuzyskane
przez obu autoréw nasuwajg watpliwosci odnosnie roli astrocytow w
powstawaniu zaburzen mikrokrgzenia po domézgowym wstrzyknieciu
ouabainy.

Przeciwko takiej sugestii przemawia réwniez obserwowana w naszym
materiale dlugotrwalos¢ zaburzen ukrwienia utrzymujgcych sie znacz-
nie dluzej niz zmiany dostrzegalne w mikroskopie $wietlnym i elektro-
nowym.

Charakter zaburzen ukrwienia, stwierdzony u naszych zwierzat jest
zasadniczo zgodny z wynikami uzyskanymi przez Baldy-Moulinier i Hu-
meau (1974) oraz przez Meyer-Ruge i wsp. (1974) pomimo odmiennych
sposobow podania glikozydu i réznych zwierzat doswiadczalnych.
U szczuréw, ktéorym wstrzykneliSmy domoézgowo ouabaine, wystepowalo
krotkotrwate przekrwienie, po ktérym pojawialo sie dlugo trwajace
uposledzenie ukrwienia i zast6j zylny, znajdujace odpowiednik w ba-
daniach wspomnianych autoréw w znacznym obnizeniu przeptywu krwi.

Wystepowanie nieprawidlowosci ukrwienia w obu potkulach moézgu
i w znacznej odleglosci od miejsca wprowadzenia ouabainy oraz nasile-
nie tych nieprawidlowosci w niektéorych strukturach moézgu, podobnie
jak i dlugotrwalos¢ zaburzen nie dadzg sie wytlumaczy¢ jedynie bez-
posrednim dzialaniem ouabainy i sugerujg ich zlozony patomechanizm.
PostulowaliSmy to juz uprzednio badajac topografie i dynamike zmian
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zawartosci glikogenu w mozgach szczuréw w encefalopatii ouabainowej
(Zelman, Pronaszko-Kurczynska 1975).

Wahania zawartosci glikogenu i stosunkowo p6zny, wystepujacy do-
piero w 7 dniu po wstrzyknieciu glikozydu, szczyt przyrostu wielocukru
wskazywaly na istotne i dilugotrwale zaburzenia metabolizmu glukozy
w przeciwienstwie do krétkotrwalych i odwracalnych zmian struktu-
ralnych. Nasilenie i czas trwania zaburzen w ukrwieniu mézgu po po-
daniu szczurom ouabainy wskazuja na istotny udzial niedokrwienia
i niedotlenienia w ksztaltowaniu stwierdzonych uprzednio zmian.

U. B. 3easman, A. Ilponaruko-KypubIHbCKa

HAPYIIEHUA MUKPOIIMPKYJIAIUU B MOIIE KPBIC
IIPU OCTPOUI OYABAMHOBOUM DHIIEDAJIOIIATUU

Pe3somMme

C nomomplo 6eH3MAMEOBOTO METOJa MCCJIeAOBAlM MUKPOUMPKYJISUMIG B MO3re
KpbIC, KOTOpbIM BBOauMau no 0,001 mr oyabaumna HenocpeacTBeHHO B MO3r. Bpewms
NepexXUBaHMUA SKCIEPMMEHTAJbHBIX JKMBOTHBIX COCTABJIAJIO OT 5 MMHYT M 10O
120 yacos.

Bruo obnapyzkeHo, uro oyadamH, BBEAEHHBIM HEIOCPEACTEEHHO B MO3T, BbI3bIBaeT
CylLIeCTBEHHbIEe M MAJUTEJIbHbIE HapPYLIEHUsA MO3TOBOM MMUKPOUMPKYJIALMNM, NpPEJe
BCEro B KOpe MOoJyllapuMii M U3BMWIMHAX runnokammna. Ilocie KpaTKOBPEMEHHOM
TurepceMmy JOMMHMPOBAJIM IIPUM3HAKM OCKYAHEHMA KaNnWJIAPHOM CeTM M HapacTa-
JOLMIT BEHO3HBINM 3actoi. Ocoboro BHMMAHMA 3aCJyRKMBAIOT IMATHUCTbIE M CJIOUCTHIE
y4YacTKM MaJIOKpOBM#A, MOABJAIOLMECH B Havalie SKCIIepMMEHTa I yJepKUBaloluecs
A0 KOHHA Habmiozenusa. Haamume 9TMX ydacTKOB coBnazaer c obnacTaMmM caMbIx
3HAYUTEJbHBIX CTPYKTYPHBIX M3MEHEHMIT M SABJSIETCA pPelyJbTaTOM HeIloCpeJCcTBeH-
HOTO BO3JEMCTBMUA TJIOKO3MAa HA TKaHb, IJAMTEJIBHOCTH Ke M ofunmi Xapakrep
HapylmIeHuit yKas3bIBalOT Ha HApPYLIEeHMs B CaMOPEryJdalMy MO3TOBOM LMPKYJIALMNA.
ObnapyKeHHble HAPYILUEHUS MUKDPOUMPKYJIALMM BEAYT K MCXEMMUM M I'MIIOKCUM TKaHMU,
4TO MMeeT CyIleCTBEeHHOe 3Ha4YeHMe B pPa3BUTUM MeTaboauyecKux HapylleHun, HabJro-
JlaeMbIX paHee B TaKUX Ke 9KCIIEPUMMEHTAJIbHbIX yCJIOBUAX.

1. B. Zelman, A. Pronaszko-Kurczynska

MICROCIRCULATION DISORDERS IN RAT BRAIN IN ACUTE OUABAINE
ENCEPHALOPATHY

Summary

Benzidine method was applied to investigate the microcirculation in rats in-
jected intracerebrally with ouabaine (0.001 mg). Control rats were injected with
saline. Survival time of experimental and control animals lasted from 5 min.
to 120 hours.

It was demonstrated that ouabaine injected intracerebrally causes essential
and long-lasting disturbances in cerebral microcirculation, mainly in the cere-
bral cortex and in hippocampal gyri. After short period of hyperemia, the signs
of poor blood supply and increasing stasis become dominant. Of special interest
are focal and laminar areas of ischemia appearing almost immediately after
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cuabaine injection and persisting throughout all the experimental period. Loca-
lization of focal and laminar ischemia corresponds to brain areas exhibiting most
severe morphological changes being a result of direct glycoside action on the ner-
ve tissue. The intensity and extent of long-lasting circulatory abnormalities sug-
gest some disorders in cerebral flow autoregulation. The disturbances in micro-
circulation can lead to ischemia and hypoxia of cerebral tissue which altogether
are subsequently the cause of metabolic changes observed previously in identical
experimental conditions.

10.
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DANUTA MARKIEWICZ, DANUTA OSTROWSKA

ZMIANY PODRGAWKOWE W MOZGU MYSZY Z PADACZKA
AUDIOGENNA *

Zaklad Neuropatolegii Instytutu Psychoneurologicznego w Warszawie
Kierownik Zakladu: doc. dr hab. J. Dymecki

Interpretacja zmian morfologicznych stwierdzanych w moézgu chorych
na padaczke nie jest latwa. W pierwszym rzedzie nalezy réznicowaé po-
miedzy pierwotnym uszkodzeniem, istniejagcym przed wystgpieniem na-
padéw i uszkodzeniem wtérnym, stanowigcym ich nastepstwo. Koniecz-
ne jest rowniez wylaczenie zmian zaleznych od toksycznego wplywu
lekéw przeciwpadaczkowych, urazoéw czaszki, schorzen innych narza-
dow itp. Przyklad wspomnianych wyzej trudnosci stanowi kontrower-
syjna ocena uszkodZenia rogu Amona i moézdzku (Dam 1972; Earle
i wsp. 1953; Escobar, Nieto 1973; Haberland 1972; Karkos 1972; Meyer
i wsp. 1955; Scholz 1951; Tarnowska-Dziduszko 1975).

Podjecie badan nad zmianami ponapadowymi u myszy z genetycznie
uwarunkowana zdolnoscig reagowania uogélnionymi drgawkami na
bodzce dzwiekowe wydawalo sie uzasadnione, poniewaz w tym mode-
lu odpada koniecznos¢ eliminacji uszkodzen spowodowanych dzialaniem
czynnikéw drgawkorodnych, uzywanych w innego typu doswiadczeniach,
jak prad elektryczny, substancje chemiczne dzialajgce ogo6lnie i miej-
scowo, réznego rodzaju urazy, itp. Na podkreSlenie zastuguje réwniez
fakt, zZe napady drgawkowe u myszy z padaczkg audiogenng sa kli-
nicznie podobne do napadéw padaczkowych typu grand mal, wystepu-
jacych u ludzi.

MATERIAL I METODY

Badania zostaly przeprowadzone na myszach obu plci obcigzonych
genetycznie padaczkg audiogenng, ktére sprowadzono z Instytutu Neu-
rologii i Psychiatrii w Bukareszcie i rozmnazano we wtasnej hodowli.

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego 09.4.1.3.
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Material obejmowal 86 mozgéw myszy (58 doswiadczalnych i 28 kon-
trolnych). U myszy do$wiadczalnych badania rozpoczynano w 5 tygo-
dniu zycia. Napady drgawkowe prowokowano dzwiekiem dzwonka elek-
trycznego, nie czeSciej niz jeden napad dziennie. U kazdej myszy wy-
wolano po 40 napadéw uogélnionych drgawek.

Zwierzeta podzielono na nastepujace grupy w zaleznosci od czasu
przezycia po napadach: Grupa I — 20 myszy, ktére usypiano bezpo-
Srednio po ostatnim napadzie; Grupa II — 20 myszy, ktére przezyly
jeden miesige po zakonczeniu doswiadczenia; Grupa III — 18 myszy
z 3 miesiecznym przezyciem po ostatnim z serii 40 napadow.

Mozgi myszy doswiadczalnych oraz grup kontrolnych (odpowiednio 10,
10 i 8) utrwalano przez perfuzje 7% roztworem formolu lub bromfor-
molem wg metody Zemana i Innesa (1963) w modyfikacji wlasnej (za-
miast aparatu kroplowkowego zastosowano zestaw pozwalajacy na stalg
kontrole ci$nienia pcdawanego roztworu). Preparaty parafinowe lub
mrozone serii nieciggtej barwiono hematoksylina-eozyna, fioletem krezy-
lu oraz wg metody Heidenhaina, Kliiver-Barrery, van Gieson, Bielschow-
sky’ego, Kanzler-Arendta, Hortegi, Kelemena i Cajala.

WYNIKI

Grupa I. W obrazie mikroszopowym dominowaly w oun uogoélnione
zmiany naczyniowe i naczyniopochcdne. Obserwowano. obrzek $rod-
blonkéw niekiedy ze znacznym zwezeniem S$wiatta naczyn, obecnos¢ po-
jedynczych drobnockraglokomérkowych elementéw w przydance i po-
szerzenie przestrzeni ckotonaczyniowych (ryc. 1, 2). W tetnicach i zy-
tach, szczego6lnie mniejszego kalibru widoczne bylo rozluznienie struk-
tury i zatarcie budowy warstwowej Scian. U niektérych zwierzat wy-
stepowaty krwinkotoki okotonaczyniowe. Obserwowano je najczesciej w
przestrzeni podpajeczynéwkowej (ryc. 3), rzadziej $rédmigzszowo.
W s$wietle komor stwierdzano rowniez wystepowanie krwawien (ryc. 4).
W istocie biatej pétkul moézgu i mozdzku stwierdzano rozluznienie utka-
nia o charakterze rozlanym. Rozplem gleju komoérkowego byl dyskret-
ny. Nie stwierdzono natomiast zageszczenia pil$ni glejowej. Wyrazniej-
szy rozplem komorek glejowych wystepowai w warstwie drobinowej
kory moézgu, na pograniczu korowo-pcdkorowym i w glebszych war-
stwach zakretu obreczy (ryc. 5) oraz w istocie bialej zawoju hipokampa
(ryc. 6). Obserwowano zmiany przerostowe astrocytow, rzadziej cechy
ich zwyrodnienia. Mikroglej paleczkowaty wysterowal pojedynczo w
goérnych warstwach kory nowej, w istocie biatej zawoju hipokampa i nie-
kiedy w zwojach podstawy. Uszkodzenie komoérek nerwowych bylo nie-
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wielkie. Rozsiane ubytki neuronéw obserwowano niemal wylacznie w
korze nowej, bardziej nasilone w III i V warstwie. U niektoérych zwie-
rzat widoczne bylo ponadto odcinkowe przerzedzenie komérek Purkin-
jego w mézdzku na dnie rowkow.

Grupa II i III (myszy, ktére przezyly 1 i 3 miesigce po ostatnim
z serii 40 napadéw drgawkowych). Obraz morfologiczny moézgéow myszy
w obu grupach doswiadczalnych byl podobny, a pod wzgledem struktu-
ry i topografii nie réznil sie zasadniczo od zmian opisanych w grupie
zwierzat dekapitowanych bezpesrednio po napadach. Réznice dotyczyly
jedynie ,,wieku’” zmian i nasilenia. Uszkodzenie naczyn mialo uog6lnio-
ny charakter. Sciany naczyn oponowych i $rédmoézgowych wykazywatly
znaczne pogrubienie, zwlaszcza przydanki.

W mniejszych tetnicach zmianom tym towarzyszylo wyrazne zweze-
nie $wiatlta. W poszerzonych przestrzeniach okolonaczyniowych obser-
wowano niekiedy makrofagi wypelnione ziarnami hemosyderyny (ryc. 7).
Uszkodzenie tkanki nerwowej widoczne bylo w postaci rozlanego roz-
luznienia podloza tkankowego w istocie biatej moézgu, ktoére u niekto-
rych myszy przybieralo w okolicy przykomorowej forme martwicy gab-
czastej (ryc. 8). Obserwowano rowniez wystepowanie zgabczen okotona-
czynicwych.

Odczyn astrogleju w impregnacji metodg Cajala byl do$¢ intensyw-
ny, szczegélnie w sasiedztwie naczyn (ryc. 9). Rozplem gleju komorko-
wego byl nieznaczny, wyrazniejsze pomnozenie komorek glejowych
stwierdzono podoponowo w mozgu i w istocie bialej zawoju hipokampa
(ryc. 10). Rozplem mikrogleju byl bardzo skapy. Nieliczne pateczki wi-
doczne byly w warstwie drobinowej kory nowej, istocie szarej pnia
i istocie bialej zawoju hipokampa (ryc. 11, 12). Uszkodzenie ostonek
mielinowych bylo wyrazne w istocie biatej moézgu, a zwlaszcza w spoidle
wielkim i torebce wewnetrznej oraz w istocie biatej pétkul mézdzku.
Mialo ono charakter rozlanego splowienia z ogniskowg demielinizacjg.
Rozpad mieliny byt widoczny w polach zgabczen okotokomorowych i wo-
ko6t naczyn. W polach demielinizacji stwierdzano przerzedzenie i rozpad
aksonow. Ubytki neurondéw, podobnie jak w grupie I, byly stosunko-
wo niewielkie i mialy charakter rozsiany z predylekcja do III i V war-
stwy kory oraz komoérek Purkinjego w mozdzku.

OMOWIENIE

Podsumowujac wynik badania neuropatologicznego mozna stwierdzi¢,
ze we wszystkich trzech grupach doswiadczalnych obserwowane zmiany
wykazywaly podobienstwo pod wzgledem struktury i topografii. Uchwyt-
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ne roznice mialy wylacznie charakter ilosciowy i dotyczyly ,dojrzato-
$ci” tych zmian.

U zwierzat perfundowanych bezposrednio po zakonczeniu doswiadcze-
nia stwierdzono rozlane zmiany obrzekowe z obecnoscia $wiezych okoto-
naczyniowych krwinkotokéw. U myszy, ktére przezyly 1 lub 3 miesigce
po napadach obserwowano w znacznej liczbie przypadkéw naczyniopo-
chodne uszkodzenie tkanki nerwowej w postaci rozlanego zggbczenia
podioza tkankowego w istocie bialtej mézgu i mézdzku z obecnoscig oko-
lonaczyniowo zlokalizowanych makrofagdéw z hemosyderyna. U pozo-
stalych myszy w obu wymienionych grupach widoczne bylo najczeSciej
dyskretne rozluznienie istoty bialtej z nasileniem tych zmian wokél na-
czyn i przykomorowo. We wszystkich trzech grupach doswiadczalnych
uszkodzenie istoty szarej bylo nieznaczne. Obserwowano niewielkie, roz-
siane ubytki neuronéw w korze nowej z nasileniem zmian w warstwie
IIT i V kory oraz odcinkowe przerzedzenie w warstwie komoérek Pur-
kinjego przewaznie na dnie rowkéw potkul mézdzku.

W rozwazaniach dotyczacych etiopatogenezy zmian wystepujgcych w
moézgu w przebiegu padaczki podnosi sie w pierwszym rzedzie udzial
czynnika anoksyjnego (Bednar 1955; Dowzenko 1966; Fowler 1957; Lo-
venberg, Lossman 1943; Meldrum, Brierley 1973). Dambska (1960) pod-
kresla nawet podobienstwo tych zmian do uszkodzenia moézgu wyste-
pujacego w przebiegu cardiac arrest. W zestawieniu z danymi z piSmien-

Ryc. 1. Grupa 1. Poszerzenie przestrzeni okolonaczyniowych. W przydance nie-
wielkie skupienia elementéw histiocytarnych. HE. Pow. 200 X.

Fig. 1. Group I. Widening of perivascular space. Small accumulations of histiocy-
tes in adventitia. HE. X 200.
Ryc. 2. Grupa kontrolna. HE. Pow. 100 X.
Fig. 2. Control group. HE. X 100.
Ryc. 3. Grupa I. Krwinkotoki w przestrzeni podpajeczyné6wkowej. HE, Pow.
200 X.

Fig. 3. Group I. Small hemorrhages in subarachnoidal space. HE. X 200.
Ryc. 4. Grupa 1. Swieze wybroczyny w $wietle komér bocznych. Podwysciétkowo
znaczne rozluznienie utkania. HE. Pow. 60 X,

Fig. 4. Group I. Fresh hemorrhages in the lumen of lateral ventricles. Marked
losening of subependymal tissue. HE, X 60.

Ryc. 5. Grupa I. Zageszczenie komoérek gleju w warstwie brzeznej zakretu obre-
czy i komoérki histiocytarne w przydance naczyn oponowych. Fiolet krezylu. Pow.
200 X.

Fig. 5. Group I. Augmentation of glial cells in the marginal layer of gyrus cin-
guli. Histiocytes present in the adventitia of meningeal vessels. Cresyl violet.
X 200.

Ryc. 6. Grupa I. Zageszczenie komoérek gleju w istocie biatej hipokampa. HE. Pow,
60 X.

Fig. 6. Group I. Augmentation of glial cells in the white matter of hippocampus.
HE. X 60.
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nictwa w przebadanym materiale zaskakujaco skape bylo uszkodzenie
neuronéw. Fakt ten jest trudny do wyjasnienia, jezeli uwzgledni sie
powszechnie znang wrazliwo$¢ tych elementéw tkanki nerwowej na nie-
dobor tlenu. Z badan doswiadczalnych Domanskiej-Janik (1972) i Ka-
puscinskiego (1972) wynika, ze neurony i bariera krew-moézg u szczu-
row sa wyjatkowo malo wrazliwe na uszkadzajacy wplyw czynnika
anoksyjnego. Wydaje sie, ze szczegblna, wlasciwa gatunkowi zwierzat,
odporno$¢ na niedotlenienie, jak roéwniez wyjatkowo obfite unaczynie-
nie moézgu gryzoni (Zeman, Innes 1963) moglyby przynajmniej cze$cio-
wo tlumaczy¢ skgpe zmiany neuronalne u myszy z padaczka audiogen-
na.

Uogélnione zmiany naczyniowe i naczyniopochodne uszkodzenie tkan-
ki nerwowej dominujgce w obrazie mikroskopowym mozna odnies¢
prawdopodobnie do cigzkich zaburzen hemodynamicznych towarzyszg-
cych napadom uocgoélnionych drgawek. Obecnos¢ tych zaburzen ujaw-
niaja wyniki badan patofizjologicznych (Kreindler 1965; Meldrum, Hor-
ton 1973, Meldrum i wsp. 1973). Wystepujacy w pierwszej fazie napadu
padaczkowego duzy, a przede wszystkim nagly wzrost ciSnienia krwi
moze doprowadzi¢ do mechanicznego uszkodzenia $Sciany naczyn. Prze-
mawiatoby za tym wystepowanie krwinkotokéow i cbecnos¢ hemosyde-
ryny w mozgu zwierzat doswiadczalnych. Jezeli nawet szkodliwosé¢

Ryc. 7. Grupa II. Pogrubienie $cian naczyn oponowych i §rédmigzszowych ze zwe-
zeniem S$wiatta. Makrofagi z hemosyderyng w przestrzeni podoponowej. HE, Pow.
400 X,

Fig. 7. Group II. Thickening of the walls of meningeal and cerebral vessels asso-
ciated with narrowing of their lumina. Macrophages loaded with hemosiderin in
submeningeal space. HE. X 400.

Ryc. 8. Grupa II. RozluZnienie struktury spoidla wielkiego i istoty bialej. Flolet
krezylu. Pow. 100 X,

Fig. 8. Group II. Losening of the structure of corpus callosum and of white
matter. Cresyl violet. X 100.

Ryc. 9. Grupa II. Zageszczenie astrocytow wok6l naczyn w zwojach podstawy.
Cajal. Pow. 400 X.

Fig. 9. Group II. Increased number of astrocytes around the vessels in basal
ganglia. Cajal. X 400.

Ryc. 10. Grupa II. Zageszczenie astrogleju w hipokampie. Cajal. Pow. 100 X.
Fig. 10. Group II. Augmentation of astroglial cells in hippocampus. Cajal. X 100.
Ryc. 11. Grupa III. Zmiany proliferacyjno-postepowe mikrogleju w warstwie
brzeznej kory nowej. Hortega. Pow. 200 X.

Fig. 11. Group III. Proliferative and progressive changes of microglia in the
marginal _layer of neocortex. Hortega. X 200.

Ryc. 12. Grupa III. Przerosty mikroglej na pograniczu  warstwy komérkowej
i istoty biatej hipokampa. Hortega. Pow. 400 X.

Fig. 12. Group III. Progressively changed microglia between cellular layer 'and
white matter of hippocampus. Hortega. X 400.
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gwaltownego wzrostu cisnienia krwi na zachowanie calosci struktury
anatomicznej Sciany naczyn potraktowa¢ mniej drastycznie, to przynaj-
mniej nalezaloby wzig¢ pod uwage mozliwo$¢ naruszenia cigglosci blony
wewnetrznej i rozluznienia Scistych polaczen miedzy srédbtonkami, kto-
rych znaczenie dla prawidlowej czynnosci bariery krew-mozg jest znane
(Gabryel 1973). W kolejnej fazie napadu, po wzroscie ci$nienia krwi
zaréwno w ukladzie tetniczym jak i zylnym, dochodzi nastepnie do ob-
nizenia ci$nienia tetniczego z zastojem w ukladzie zylnym. Réwnoczesne
pojawienie sie zaburzen autoregulacji z powodu porazenia ukladu we-
getatywnego (Kreindler 1965) poglebia zaburzenia krazenia krwi w moz-
gu. Na skutek zaburzen hemodynamicznych, a gléwnie z powodu za-
stoju zylnego rozwijajg sie zaburzenia metabolizmu 2z zakwaszeniem
tkanki, przesunieciem réwnowagi elektrolitowej, hipoglikemig itd., ktoére
stwarzajg warunki do wystapienia obrzeku. Z morfologicznego punktu
widzenia przemawialyby za tym w naszym materiale pobudzone $rod-
bionki naczyn, poszerzenie przestrzeni okolonaczyniowej z obecnosciag
bogatobiatkowego plynu oraz rozlane rozluznienie podloza tkankowego
ze zgabczeniami okolonaczyniowymi i w okolicy przykomorowej. Za
rozwojem zmian obrzekowych i obrzekowopochodnym uszkodzeniem
tkanki nerwowej u zwierzat po napadach drgawkowych przemawiajg
réwniez wyniki badan histochemicznych (Iwanowski, Wasilewski, 1969)
oraz badania w mikroskopie elektronowym (de Robertis i wsp. 1969).

Zesp6t zmian neuropatologicznych w moézgu myszy po doswiadczalnie
wywolanych napadach padaczki audiogennej rézni sie od znanych
z piSmiennictwa opiséw podrgawkowych uszkodzen moézgu u ludzi i in-
nych zwierzat do$wiadczalnych wyjatkowo skgpym uszkodzeniem ko-
moérek nerwowych, brakiem predylekcji topograficznej i nasileniem na-
czyniopochodnych zmian w tkance nerwowej. Roéznice te, poza podno-
szonymi wczesniej odrebnosciami gatunkowej reakcji tkanki nerwowej,
moga by¢ réwniez spowodowane zbyt malg czestotliwoscig napadéw w
przeprowadzonym do$wiadczeniu. Stad wydaje sie wlasciwe podjecie
dalszych badan dla uzyskania wiekszej liczby informacji dotyczacych
reakcji moézgu myszy na uszkadzajagcy wplyw napadéw uogédlnionych
drgawek, nasladujacych napady gromadne u czlowieka.

JI. MapkeBud, [[. OcTpoEcKka

U3BMEHEHMA B MO3IY MBIIIU IIOCJIE ITPUITAJKOB AYJIUOI'EHHOWM
SIIUMJEIICUU

Pes3ome

UccnenoBauusa Kacaaucb MODPOJIOTMYECKMX M3MEHEHMIA B MO3ry MbIliy, obiaxa-
IOIIIe)I TeHeTM4YeCcKu OOyCJIOBJIEHHOM CIIOCOOHOCTBIO pPEArmMpoBaTh Npunajgkamu 0606-
IIEeHHBbIX CYJ0pOr Ha 3BYKOBBIE pa3JparKUTCJIN.
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Marepuan, BKIoYawImit 86 Meimein (58 onbITHBIX M 28 KOHTPONBHBLIX), Pa3aesnin
Ha TPyINbl B 3aBUCUMMOCTM OT BPEMEHM MNepeikMBaHMUA rociie cepum u3 40 e AMHMYHBIX
ayAMOTeHHBIX NPUIIAAKOB, BBI3BIBABUIMXCH OJMH pa3 B JIeHb 3BYKOM 3JIEKPTUYECKOro
3BOHKaA. Ilepdy3mio fesanm cpasy TOCJe MOCJIEJHEr0 NPUIajKa MM 4Yepe3 OAMH MU
pPTH MecALa.

B mopdosorun npeobnazany npusHaky COCYJONPOM3BOJAHOTO MOBPEKElNsa HEepB-
HOW TKaHM C MCKJIIOYUTEJIbHO CcJabbiM mOBpexkJeHyeM HEeMPOHOB M OTCYTCTBUEM
TONOTPaOUYecKOro INpeAnouTeHusd. Pa3nmyamusa B OTAENbHBIX TPYNNax OTHOCUJIUCH
K ,,BO3pacTy”’ M MHTEHCUBHOCTM M3MeHeHMM. MO2r KMBOTHBIX, YMEPILBJIEHHbIX Cpa3y
rocJjie NpUIaAKoB, obHapyKMBaJl paHHMUE OTEeYHbIEe ViZMEHEHUs M CBeXXue KPOBOU3JIUA-
LHUA B OKOJOCOCYAMCTOM INIpOCTpaHCTBe. B MO3ry XMBOTHbLIX ¢ 0oJiee IIIMTEIbHBIM
BpeMeHeM IepexXMBAaHMA Ha IepBbI IJIaH BbIABUraiauch 00001L[eHHBIE COCYAMCTBIE
U3MEeHEeHMsd, IIPUCYTCTBME MaKpodaros, 3aloJHeHHbIX TeMOCUIEPUHCM, U COCYJ0NPOu3-
BOJHOe IIOBpeXKJeHMe HEPBHO}M TKAaHM C PacHJbIBYaTbIM pa3pbIXJeHMeM yIIJIOTHEeHUHA
M OKOJIOCOCYAMUCTBIMM IybuyaTbiMu obpa3zoBaHAMM.

B cobcyxaenuy, KacawilleMcsd 9THMONATOreHe3a M3MEHCHW, aBTOPbI II0A4YSpPKMBAIOT
ydacTue reMOAMHAMMYECKMX HapylueHMiI B (pOPMMPOBaHMM KapTMHBI MOpdoiiormyec-
KOTO ITOBPEXJIEHUs MO3ra.

D. Markiewicz, D. Ostrowska

THE CHANGES IN THE MOUSE BRAIN EVOKED BY THE AUDIOGENIC
EPILEPTIC FITS

Summary

Investigations concerned the morphological changes in the brain of mice
genetically conditioned to react by generalized epileptic fits to audiogenic sti-
muli.

Material consisting of 86 mice (58 experimental, 28 control) was divided in
groups according to the time of survival after the series of 40 epileptic audio-
genic fits evoked one per day by the sound of electric bell. Animals were sacri-
ficed by perfusion either immediately or after -one or three months following
the last fit. Morphologically prevealed damage of nervous tissue of vasogenic
origin characterized by exceptionally scarce damage to neurons and by the lack
of topographic preference. The differences in particular groups concerned the
age and the intensity of the alterations. The brains of the animals sacrificed imme-
diately after the fits exhibited early edematic changes and fresh extravasations
in perivascular spaces. In brains of mice kept for longer survival the main alte-
rations were generalized vascular changes, the presence of macrophages filled
with hemosiderin and vasogenic damage to nervous tissue such as diffuse losening
of tissue and perivascular spongiosis.

In discussion of etiopathogenesis of the lesions, the authors point at the par-
ticipation of hemodynamic disturbances in the development of morphological
exponents of brain damage.
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ZMIANY W MOZGACH NOWORODKOW
W NASTEPSTWIE USZKODZENIA ZESPOLU PLOD-LOZYSKO

Pracownia Neuropatologii Rozwojowej, Centrum Medycyny Do$wiadczalnej
i Klinicznej PAN
Kierownik: doc. dr med. M. Dambska
Zaklad Patomorfologii Rozrodu
Kierownik: doc. dr med. J. Szamborski
II Klinika Potoznictwa i Chor6b Kobiecych AM w Warszawie
Kierownik: prof. dr med. I. Roszkowski

Obserwacje kliniczne sugeruja, ze uszkadzajacy wplyw przewleklej
asfiksji (niedotlenienia z hyperkapnig) na plody w ostatnim trymestrze
cigzy jest w wielu przypadkach odpowiedzialny za zly stan noworod-
kow (Fanconi i Wallgren 1963). Badania neuropatologiczne wydajg sie
wskazywa¢, ze uszkodzenia ukladu nerwowego, a w szczegdlnosci pnia
moézgu (Norman 1972, Nyka 1974) odgrywaja istotng role w zlej adap-
tacji tych dzieci do samodzielnego zycia. Praca niniejsza jest probag
przeanalizowania tego zagadnienia w oparciu o analize kliniczno-morfo-
logiczng wybranych przypadkow.

MATERIAL I METODY

Opracowanie dotyczy 6 noworodkéw w wieku rozwojowym 26—38
tygodni zycia plodowego, zmarlych w czasie porodu, w kilka godzin
lIub w kilka dni pe .poredzie. Do badania neuropatologicznego pobrano
reprezentatywne skrawki z pétkul moézgu i moézdzku oraz cztery prze-
kroje przez pien moézgu na poziomie $rédmoézgowia, mostu, gérnej i dol-
nej opuszki. Material zatapiany w parafinie barwiono hematoksyling-
-eozyng, fioletem krezylu i met. Heidenhaina. Przeprowadzono réwniez
badanie mikroskopowe lozyska i narzadéw wewnetrznych.

WYNIKI

Przyp. 1. J. S. ,,C” (19/73). Matka lat 24, cigza I. W 24 tygodniu cig-
7y stwierdzono nadcisnienie i obrzeki konczyn. W 32 tygodniu zostala
przyjeta do kliniki, gdzie stwierdzono: RR 170/100, biatkomocz, w ko-
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lejnych kilku badaniach wahajacy sie od 90—290 mg%, we krwi spadek
biatka catkowitego do 5,8 mg%, gamma-globulin do 9,6 mg%, niepra-
widlowa krzywa cukrowg. Rozpoznano zesp6t watrobowo-nerkowy, za-
trucie cigzowe i cechy utajonej cukrzycy. Spadek estriolu w 34 tygo-
dniu cigzy z 4,2 do 3,2 mg% oraz niski poziom beta-lipoproteidow wska-
zywal na przewlekla niewydolnos¢ tozyska. Ze wzgledu na narastajgce
zmiany w ukladzie nerkowym matki oraz bezposrednie zagrozenie ptodu
wyrazajace sie wahaniem tetna, wykonano ciecie cesarskie.

Noworodek wagi 800 g, wzrostu 30 cm, urodzony w stanie cigzkim,
zmart w godzine po urodzeniu.

Badanie lozyska wykazalo wiek rozwojowy 34—36 tyg. zycia ptodo-
wego, cechy nieré6wnomiernego dojrzewania, zarastania tetnic kosmkow,
ponadto obecnos¢ licznych mikrozawalow bladych (ryc. 1).

Na sekcji stwierdzono ogélng hypotrofie noworodka, ponadto prze-
krwienie narzagdéw wewnetrznych. Badaniem mikroskopowym ustalono
dojrzato$¢ narzadow wiasciwa dla 34 tygodnia cigzy.

Moé6zg byt nieproporcjonalnie malty w stosunku do stopnia zréznico-
wania zawojow kory moézgu i mozdzku. Na przekrojach stwierdzono
wynaczynienia okolokomorowe oraz obnizenie spoisto$ci otaczajgcej isto-
ty bialej. Badanie mikroskopowe pozwolilo na okre$lenie wieku rozwo-
jowego odpowiadajgcego 34 tyg. ciazy. Zarowno w poéltkulach moézgu
jak w pniu i moézdzku stwierdzono rozlegle uszkodzenia. W potkulach
widoczne byly krwotoki do gniazd macierzy okolokomorowej, a wokot
nich w istocie bialej mniejsze wynaczynienia do tkanki, wykazujgcej
ogniskowo cechy martwicy niezupelnej (ryc. 2), ogniskowo leukomala-
cje (ryc. 3). W obrebie i wokél p6l martwicy stwierdzono przerost
astrogleju i mikrogleju z obecnosciag makrofagéw. W pasmie kory stwier-
dzono przekrwienie, uszkodzenia i ubytki komérkowe, zmiany byly tu
jednak mniej nasilone niz w istocie bialej. W obrebie pnia moézgu
i moézdzku dominujgcym objawem bylo pomnozenie sieci naczyn, glow-
nie wlosowatych i ich maksymalne wypelnienie krwia. Struktury ko-
morkowe byly wyraznie uszkodzone, ubytki neuronéw byly najwieksze
w rdzeniu przedtuzonym (ryc. 4).

Dane dotyczace 5 dalszych przypadkow przedstawia tabela 1. Ich
analiza pozwala na podkreslenie nastepujacych spostrzezen:

Obserwacje kliniczne: Cztery sposréd przedstawionych przy-
padkéw byty wczesniakami, jeden noworodkiem donoszonym. We wszy-
stkich przypadkach dane kliniczne sugerowaly dziatanie czynnikéw, kto-
re mogly przyczyni¢ sie do uszkodzenia ptodu i wystgpienia niewczesne-
go badz przedwczesnego porodu. We wszystkich przypadkach stwierdzo-
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Ryc. 1. Kosmki lozyska. 34—36 tydz. cigzy. Cechy nier6wnomiernego dojrzewania
kosmkoOw i zarastania wlo$niczek. HE. Pow. 200 X.
Fig. 1. Placentar villi. 34—36 week of gestation. Uneven maturation of wvilli and
obliteration of capillaries. HE. X 200.

Ryc. 2. Krwotck i ognisko martwicy w ckolicy okolckomorowej. HE. Pow. 60 X.
Fig. 2. Hemorrhagic and necrotic foci in periventricular region. HE. X 60.
Ryc. 3. Rozmiekanie w okolokomorowej istocie biatej. HE. Pow. 100 X,

Fig. 3. Periventricular leukomalacia. HE. X 100.

Ryc. 4. Rozplem sieci naczyniowej, przekrwienie i ubytki neuronalne w opuszce.
Fiolet krezylu. Pow. 60 X.

Fig. 4. Proliferation of capillaries, hyperemia and loss of neurons in medulla
oblongata. Cresyl violet. X 60.
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczno-

Wiek rozwo-

Lp. Nr przyp. jowy Patologia ciazy Poréd Noworodek
tygodnie
2 W b 26 Anemia, stan Niewezesny, samo- 900g/33em
82/74 przedcukrzycowy  istny martwo urodzone
3 B,,8’ 26 Zapalenie odmied- Niewczesny, samo- 830/34
63/72 niczkowe nerek, istny APGAR 3,
krwawienie w II przezycie 10 godz.
trym. cigzy
4 Z;8" 30 Niedobor Fe, przed- Niewczesny, samo-_ 960/36
78/72 wezesne odklejanie istny. Owinigcie pe- APGAR
lozyska (IT i IIT powiny wokol szyi 3—4—6
trymestr) przezycie 5 godz.
5 0,8 32 Niedozywienie, nie- Poréd przedwezes- 1440/37
65/72 dobér biatkowy ny. Polozenie mied- APGAR 6,
nicowe (pomoe re¢- przezycie 16 godz.
czna)
6 K,,S” 38 Zespol mnerkowy, Poréd o czasie 2900/48
61/72 anemia, (niedobor APGAR 8
Fe) Tetralogia Fallota

przezycie 3 dni

no u matek choroby nerek, anemie, nadci$nienie, zatrucie cigzowe.
W przypadku IV ponadto przedwczesne odklejanie tozyska (w II i III
trymestrze cigzy). W tym przypadku dodatkowym czynnikiem prowa-
dzacym do niedotlenienia plodu bylo owiniecie pepowiny wokol szyi.
Jeden z noworodkéw (przyp. I1) zmarl w czasie porodu, pozostate byly
urodzone w stanie ciezkim.

W przypadku VI u noworodka stwierdzono wade serca.

Wyniki badania !ozysk i narzgdéw wewnetrz-
ny ch: We wszystkich przypadkach stwierdzono zmiany w lozyskach.
W przypadku II byly to objawy zakazenia, we wszystkich cechy prze-
wleklego uszkodzenia o typie zaburzen w dojrzewaniu, przedwczesnego
starzenia sie i wykladniki zaburzen w krazeniu. W przypadku VI wa-
dliwe dojrzewanie lozyska sugerowalo wczesne zaburzenie rozwojowe,
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Lozysko

Badanie anatomo-patclogiczne

Narzady wewnetrzne

Uklad nerwowy

Przewlekle uszkodzenie,
zakazenie

Aspiracja wod ptodowyeh,”

odoskrzelowe zapalenie
plue

W pniu mézgu uszkodzenie istoty siate-
czkowatej, oliw dolnych, wzgérkéw
dolnych blaszki ezworaczej. W polkulach
mozgu i mézdzku obrzek

Cechy przedwezesnego
starzenia lozyska, prze-
krwienie

W plucach blony szkliste

Krwotok podpajeczynéwkowy na pod-
stawie pnia i mézdzku. W pniu rozsia-
ne uszkodzenia neuronéw. W poétku-
lach moézdzku i mézgu zast6j i wybro-
czyny okolokomorowe.

Cechy przedwezesnego sta-
rzenia (wloknienie pod-
Scieliska, zarastanie naczyn)

Czesciowa niedodma plue,
przekrwienie bierne na-
rzadow

Maly krwotok podpajeczynoéwkowy

w tylnej jamie czaszki. W pniu moézgu
uszkodzenie neuronéw istoty siateczko-
watej 1 jader nerwoéw czaszkowych.

Zaburzenia dojrzewania
i kragzenia (pobudzenie
trofoblastu, mikrozawaly)

W plucach blony szkliste,
przekrwienie bierne na-
rzadow

Maly krwotok podpajeczyndéwkowy.
W pniu uszkodzenie neuronéw istoty
siateczkowate] i jader nerwéw czaszko-
wych. W pélkulach mézgu i mézdzku
przekrwienie, obrzek

Nier6wnomierne i wadliwe
dojrzewanie

Wada serca. Przekrwienie
narzadéw z wybroczyna-

mi. W plucach blony szkli-
ste

Krwotok w tylnej jamie czaszki. VVy-—
broezyny podpajeczynéwkowe nad pla-
tem czolowym. W pniu mébzgu uszko-
dzenie neuronéw istoty siateczkowatej,
oliw, n. XII. W pélkulach wybroczyny
i martwica w istocie bialej. Uszkodze-
nie kory amonalnej

ktore lezalo u podloza dalszych, stopniowo narastajagcych zmian. W tym
samym przypadku noworodek obcigzony byl wada serca (tetralogia Fal-
lota). W II przypadku stwierdzono zapalenie pluc jako wyraz zakaze-
nia plodu, poza tym we wszystkich przypadkach stwierdzono zmiany w
narzgdach wewnetrznych bedgce wyrazem przewleklego niedotlenienia
ptodu: aspiracje wod plodowych, blony szkliste w ptucach (ryc. 5),
przekrwienie i wybroczyny.

Wyniki badania neuropatologicznego. W wigkszosci
przypadkéw stwierdzono wielcogniskowe krwawienia podpajeczynoéwko-
we zlokalizowane przede wszystkim w tylnej jamie czaszki. Tylko w
przypadku VI byly one obfite, uciskajace pien, w pozostalych wyna-
czynienia byly niewielkie. Na przekrojach w potkulach moézgu w przy-
padkach III, V, VI widoczne bylo przekrwienie i wynaczynienia okoto-
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Ryc. 5. Zesp6l noworodkowy blon szklistych pluc. Duze przekrwienie i niedodma
pecherzyk6ow. HE. Pow. 100 X,

Fig. 5. Hyaline membrane syndrome in a newborn. Hyperemia and atelectasis of
pulmonary alveoli. HE, X 100.

Ryc. 6. Uszkodzenie neuron6éw istoty siateczkowatej w pniu moézgu. Fiolet krezylu.
Pow. 200 X.

Fig. 6. Neuronal lesions in reticular formation of the brain stem. Cresyl violet.
X 200.

komorowe, a w przypadku VI ponadto zmiany martwicze w okoloko-
morowej istocie biatej. W trzech przypadkach stwierdzono obrzek w
potkulach moézgu, w dwu byl on obecny réwniez w pétkulach moézdzku.
W przypadku VI, u noworodka donoszonego, szczegblnie wyrazne bylo
uszkodzenie kory amonalnej.

We wszystkich przypadkach stwierdzono uszkodzenie neuronow w
strukturach pnia moézgu. Byly to zmiany rozsiane, najbardziej nasilone
w rdzeniu przedluzonym. W jednym przypadku uszkodzenia komorko-
we byly zlokalizowane we wzgoérku dolnym blaszki czworaczej, w dwu
przypadkach w istocie czarnej, we wszystkich przypadkach zmiany wy-
stepowaly w neuronach tworu siatkowatego, zwlaszcza $rodkowej i dol-
nej opuszki (ryc. 6), w dolno-bocznych konwolutach oliw, a takze w
jadrach nakrywki pod dnem komory IV (w jadrze n.n. XII, X, peczka
smuktego i klinowatego). Uszkodzenia wyrazaly sie ubytkami komorek
nerwowych. W przerzedzonych strukturach cze$¢ neuronéw byla ciem-
na, obkurczona, w dwoch przypadkach zmianom tym towarzyszylo po-
budzenie gleju, zwlaszcza w obrebie oliw.
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OMOWIENIE

W przypadku I szczegbélowo przedstawionym mozna przeSledzi¢ lan-
cuch przyczyn i skutkéw prowadzacych do zmian chorobowych zespolu
ptéd-tozysko i w ich nastepstwie do zgonu noworodka. Zesp6t watrobo-
wo-nerkowy i zatrucie ciazowe matki doprowadzily do uszkodzenia czyn-
nosci lozyska, rozpoznawanego juz w czasie trwania cigzy na podstawie
spadku poziomu estriolu we krwi, i w peini potwierdzonego w badaniu
makro- i mikroskopowym. Dystroficzny piléd wykazywal ciezkie zmia-
ny przede wszystkim w ukladzie nerwowym. Na szczegbélng uwage wsrod
nich zastuguje rozplem sieci naczyniowej i przekrwienie w strukturach
pnia moézgu, ktére Brand i Bignami (1969) obserwowali w moézgach
wezesniakow zmarlych w wyniku niewydolnosci krazeniowo-oddecho-
wej, a ktore mozna traktowa¢ jako wyraz adaptacji do warunkéw prze-
wleklego niedostatku tlenowego.

We wszystkich pozostalych przypadkach dane kliniczne i zmiany w
lozyskach wskazuja, ze plody ulegly przewleklemu niedotlenieniu.
W przypadku II czynnikiem istotnym dla uszkodzenia plodu bylo za-
kazenie, ktore doprowadzitlo do zapalenia pluc i przyczynilo sie do zgonu
weczesniaka w zespole asfiksji (Dambska i wsp. 1971). W przypadku tym
stwierdziliSmy, ze zakazenie nakladalo sie na wcze$niejsze zmiany w
tozysku, mogace powodowaé¢ juz w czasie cigzy zaburzenia wymiany
miedzy matkg a ptodem. W dalszych czterech przypadkach powiklania
cigzy staly sie przyczyng uszkodzenia lozysk w takim stopniu, ze roz-
wijajace sie plody znajdowaly sie przed wystapieniem porodu w wa-
runkach przewleklej asfiksji. Wéréd zmian stwierdzanych w ich narzg-
dach wewnetrznych za szczeg6lnie wazny nalezy uzna¢ zesp6t narasta-
jacych blon szklistych (przyp. III, V, VI), ktéry wiaze sie z uszkodze-
niami moézgowymi by¢ moze na zasadzie sprzezenia zwrotnego. Byl on
dalszym ogniwem pogarszajgcym stan noworodkéw. W przypadku VI
zespol uszkodzen stworzyl bledne kolo. Juz w bardzo wczesnej fazie
embriogenetycznej doszlo do uszkodzenia embrio- i trofoblastu: u ptodu
powstala wada serca, lozysko ksztaltowalo sie nieprawidlowo juz od
poczatkowych stadiow. Wadliwe lozysko bylo przyczyna przedporodowej
asfiksji plodu. U noworodka wystapily po urodzeniu zaburzenia krgze-
nia zwigzane z siniczg wada serca, ktére nakladajac sie na wczesniej-
sze zmiany uczynily go niezdolnym do samodzielnego zycia.

We wszystkich badanych moézgach stwierdzono rozsiane zmiany w
strukturach pnia w postaci ubytkéw i uszkodzen neuronéw, w kilku
przypadkach z wtornym rozplemem gleju. Uszkodzenia pnia mézgu u no-
worodkéw sg coraz czesciej opisywane. Po catkowitym zatrzymaniu krag-
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zenia spotyka sie w tej strukturze ogniska martwicy zupelnej (Schneider
i wsp. 1975, Dambska i wsp. 1975). Mniej nasilone zmiany spostrzegane
przez Grunneta i wsp. (1974) oraz Griffith i Laurence (1974) wystepuja
w formie uszkodzen rozsianych m.in. w jadrach nerwoéw czaszkowych.
Towbin (1964, 1970) zwracal na nie réwniez uwage podnoszac znaczenie
urazu i krwotoku w tylnej jamie czaszki jako czynnika przyczyniajgcego
sie do uszkodzen pniowych. W przedstawionych przez nas przypadkach
obraz kliniczno-morfologiczny wskazywal przede wszystkim na ogoélne
przewlekle zaburzenia w utlenowaniu jako na czynnik oddzialtywujacy
na plody. Zmiany w strukturach pnia wskazywaly, ze narastaly one
stopniowo i1 wystapily przed porodem. Prawie we wszystkich przypad-
kach zmiany byly bardzo nasilone w grupach komérkowych nalezgcych
do istoty siateczkowatej pnia, szczegélnie na poziomie opuszki. Podobne
uszkodzenia opisala Norman (1972) zwracajac uwage na znaczng wrazli-
wo$¢ tych struktur w okresie ich dojrzewania. Neurony istoty siatecz-
kowatej sa wrazliwe na niedokrwienie i niedotlenienie w wieku doj-
rzalym (Dydyk 1973), tym bardziej wiec ucierpialy w okresie rozwoju
ich struktury i funkcji. Mozna wiec przypuszcza¢, ze doszlo do uszko-
dzenia ,,0érodkow” regulacji krgzenia i oddychania (Galarescu i Tho-
mas 1971, Bianchi 1971, Bertrand i wsp. 1973). Ich nastepstwamozna
uzna¢ za szczegblnie niekorzystne dla adaptacji noworodkéw nawet do
warunkow fizjologicznego porodu i okresu poporodowego, a wigc za
wazny czynnik w lancuchu przyczyn prowadzgcych do zgonu.

M. Jdombcka, JI. JIpiabik, M. JInbxapt, U. Pomikoseky, 0. IllambGopckm

U3BMEHEHMUA B MO3I'yY HOBOPOZKJIEHHBIX BCJEICTBMUE ITOBPEXKJIEHUSA
KOMITJIEKCA IIJIOJ-TITAITEHTA

Peszwome

Paccmorpenbl 6 cily4dyaeB HOBOPOXKAEHHBIX B Ilepuoa pas3Buiua 26—-38 unepenb
JKU3HU IJI0Za, YMEPUIMX~B NepMHaATaJIbHbIM Ilepues. Bo Bcex ciayuasx KIMHUYECKHe
daHHBbIe M MCCJeAOBaHMA IIJIAIeHTHI NOKa3alM, 4YTO ILIOJ BO Bpema 6epeMenHoCTH
HAXOOMJICA B YCJIOBMAX XPOHMUYECKON TIMIoKcuy. Ilocjie poJOB CHMHAPOM THMAJMHOBBIX
memOpaH B Tpex cjaydasx Obul AaabHerumMm (akKToOpoM, yxXyaularommy ciabxkenue
KMCJIOPOZOM HOBOPOIKJAEHHBIX. BO Bcex cayuadax obHapyzKeHbI TAKeJble IMOBPeXX JeHUs
HepBHON cucreMbl. OcobeHHO cilelyeT MOAYEPKHYTH U3MEHEeHUA B PeTMKYJApPHOI cyb-
CTAHLMM MO3rOBOro CTBOJIa. Hapylienme B 00JacTM 39TOM CTPYKTYpPbI ,,IleHTPOB”’ pe-
TyJAIMU KPOEOOOpan[eHUss M JbIXaHMA MOIKHO CUUTATh OcobeHHO HebGaronmpuATHBIMMU
NI ajanTauyy HOBOPOXKAEHHBIX K CAMOCTOATENIbHOM MKM3HM, a 3HauuT 3a OJHy U3
NPUYYH UX CMEPTHU B IEePMHATAJbHbIA IePUOI.
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M. Dambska, L. Dydyk, M. Liebhardt, I. Roszkowski, J. Szamborski

CHANGES IN THE BRAIN OF NEWBORNS RESULTING FROM THE DAMAGE
TO FOETUS-PLACENTA COMPLEX

Summary

The study concerns 6 newborns of age 26—38 weeks foetal life who died du-
ring perinatal period. Clinical data and examination of placenta showed that du-
ring gestation all the foetuses become chronically anoxied. After delivery, hyaline
membranes syndrome found in three cases was also a factor worsening oxygena-
tion of newborns. Nervous system exhibited severe damage in all the cases. The
changes in reticular formation of brain stem was most impressive. The damagz
to the circulation and breath centers of this structure seems to be particular
disadvantage during the adaptation of newborns to independent life being one
of causes leading to death during perinatal period.
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PRZYPADEK BEZMOZGIEGO NOWORODKA Z HETEROTOPOWYM
UMIEJSCOWIENIEM TKANKI NERWOWEJ W PLUCU
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Oddzial Noworodkowy Instytutu Potoznictwa i Chor6éb Kobiecych w Warszawie
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Heterotopowe wystepowania tkanki osrodkowego ukladu nerwowego
jest rzadko spotykang anomalig. Opisano guzki i masy tkanki glejowej
w oponach mozgu i rdzenia. Heterotopie takie wspolistnieja najczesciej
z duzymi wadami oSrcdkowego ukladu nerwowego (o.u.n.) jak bezmoz-
gowie, wodoglowie, dziurowato$¢ moézgu, mikrogyria, czy rozszczep kre-
gostupa (Willis, 1962). Poza czaszkg i kanalem kregowym opisano wy-
stepowanie tkanki glejowej w okolicy nasady nosa lub w jamie noso-
wej. Wedtug Willisa nalezy mysle¢ w tych przypadkach o przepuklinie
mozgowe]j, ktora w trakcie rozwoju czaszki stracila polgczenie z moz-
giem. Trzecig pozaczaszkowa okolica, w ktérej opisano heterotopie tkan-
ki o.u.n. sg ptuca. Takich przypadkow do roku 1953 opisano pie¢, a Wil-
lis analizujac je w swym podreczniku ma watpliwosci czy byly to rze-
czywiScie ogniska gleju, a nie chrzastka, czy odczyn zapalny. W po6z-
niejszej pracy dotyczacej heterotopii réznych narzadéw nie wspomina
o mozliwosci wystepowania ognisk tkanki nerwowej w plucach (Willis,
1968). W zwigzku z kontrowersyjnoscig tego zagadnienia przedstawia-
my wlasng obserwacje.

OPIS PRZYPADKU

Rodzice mlodzi i zdrowi. Dzieci z I i IIl cigzy zyja i sa zdrowe.
W pierwszych tygodniach II cigzy matka przechodzila lekki niezyt droég
oddechowych. Poréd w 42 tygodniu cigzy silami natury. Noworodek
plci meskiej, wagi 3440 g, dlugosci 54 cm, w stanie ogbélnym ciezkim
(2 punkty Apgar), z uogélnionymi obrzekami. Brak kosci pokrywy cza-
szki, ponad wiencem skory pokrytej krétkimi wlosami widoczny byt gu-
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zowaty twoér, wielkosci mandarynki, barwy czerwono-malinowej, nieco
chelbocacy. W twarzy zaznaczaly sie ,,zabie oczy”. Napiecie miesni bylo
wzmozone. Stwierdzono $lad objawu Babinskiego i objawu Gampera.
Dziecko zyio 39 godzin.

Wynik sekcji ogoélnej (nr prot. sekcyjnego 959/72): Bezczaszkowiec.
Niewyksztalcone siodetko tureckie. Brak przysadki moézgowej. Niedo-
rozw0j nadnerczy. Przerost grasicy. Ogniskowa, przykregoslupowa,
pierwotna niedodma pluc. Swieze przekrwienie bierne w narzgdach
migzszowych. W plucu prawym w przednio-dolnym odcinku gérnego
plata guzek wielkosci ziarna pieprzu spoisty, na przekrojach szarokre-
mowy, lity. Drugi podobny guzek znaleziono w dolnoprzednim odcinku
dolnego piata. Byl on wielkosci ziarna prosa, na przekroju szarawy,
czesciowo lity, cze$ciowo wypelniony stomkowym, przejrzystym plynem.
Otwor owalny byt otwarty, przewod Botalla drozny.

Budowa mikroskopowa obu opisanych guzkéw jest podobna. Dosyc¢
wyraznie sg one odgraniczone od tkanki plucnej, cho¢ nie posiadajg to-
rebki (ryc. 1). Wsérod delikatnie wloknistego podioza widoczne sg jadra
astro- i oligodendrogleju (ryc. 2), w niektérych polach komoérki astro-
glejowe majg obloczkowatg lub platowatg cytoplazme (ryc. 3). Komorki
odpowiadajgce neuronom sg nieliczne, maja ksztalt piramidowy, peche-
rzykowate jadro, czasami z jgderkiem i blada, stabo widoczng cytoplaz-
ma; w jednej z komoérek widoczny jest nier6wnomiernie roztozony

Ryc. 1. Ogniska tkanki nerwowej w ptucu. HE. Pow. lupowe.
Fig. 1. Foci of nervous tissue in the lung. HE. Magn. glass.
Ryc. 2. Ognisko heterotopowe w plucu, widoczne jadra astro- i oligodendrogleju.
HE. Pow. 100 X.
Fig. 2. Heterotopic focus in the lung; astroglial and oligodendroglial nuclei. HE.
X 100.
Ryc. 3. Ognisko heterotopowe w plucu; komoérki astrogleju z widoczng cytoplazma.
HE. Pow. 200 X.
Fig. 3. Heterotopic focus in the lung; astroglial cells with visible cytoplasm. HE.
X 200.
Ryc. 4. Ognisko heterotopowe w plucu; widoczne pojedyncze neurony. Fiolet kre-
zylu. Pow. 200 X.

Fig. 4. Heterotopic focus in the lung; few neurons visible. Cresyl violet. X 200.
Ryc. 5. Ognisko heterotopowe w ptucu. Komorki glejowe impregnowane wg met.
Cajala. Pow. 100 X.

Fig. 5. Heterotopic focus in the lung. Glial cells impregnated acc. to Cajal meth.
X 100.

Ryc. 6. Tkanka glejowa przerywajaca nablonek oskrzelika i wrastajaca do jego
Swiatta, HE. Pow. 60 X.

Fig.b 6. Glial tissue interrupting the epithelium of bronchicle and penetrating into
its lumen. HE. X 60.
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tigroid (ryc. 4). W pil$n glejowa wtopione sg cewki wystane nablonkiem
walcowatym, urzesionym, przypominajgce oskrzeliki. W jednym z ta-
kich przewodéw widoczne jest miejsce, w ktérym bariera nablonkowa
jest przerwana przez tkanke glejowa, na ktorg od strony Swiatla cewki
nawarstwione s3 zluszczone nablonki, pojedyncze krwinki czerwone
i resztki zaaspirowanych wod piodowych (ryc. 6).

Do badania neuropatclogicznego otrzymano guzkowaty twor ze szczy-
tu glowy, bez pnia moézgowego i rdzenia kregowego. Mial on wymiary
5 X4 X 3 cm, barwe brunatno-wisniowa, byt twardy, pokryty cienka,
ISnigca blong. Na przekrojach czolowych widoczne byty liczne jamki
wyslane l$nigcg blong i masy wynaczynionej krwi.

Do badania mikroskopowego pobrano 2 przekroje czolowe przez gu-
zek. Material utrwalono w formalinie, zatopiono w parafinie, barwicno
H-E, weclug metody Kliivera i van Gieson.

W obrazie lupowym widcczna jest jamista budowa guzka z duzg ilos-
cig naczyn i tkanki lgcznej, a skapa tkanka nerwowa. W miejscu zrostu
z podstawa czaszki wystepuje szczego6lnie obficie zbita tkanka lgczna.
Powierzchnia przy podstawie na wysokosci ok. 0,5 cm pokryta jest skorg
wlasciwa, ktéra przechodzi w cienka blone wystang od zewnagtrz i we-
wnatrz komorkami Srédblonka. Bezposrednio pod ta blong, bedaca
prawdopodobnie odpowiednikiem pajeczynowki, widoczna jest duza ilosc¢
naczyn krwionos$nych, cienko$ciennych, o szerokim $wietle. Mniej liczne
naczynia maja budowe malych tetnic i zyl. Naczynia poprzedzielane sg
tkankg laczng lub tez lezg bardzo blisko siebie, przedstawiajgc obraz
naczyniaka jamistego (ryc. 7). Tkanka nerwowa reprezentowana jest
przez nieliczne, niedoksztalcone zawoje (ryc. 8) z komérkami o typie
astrogleju i oligodendrogleju i z nielicznymi zwyrodnialymi neuronami
oraz przez drobne guzki glejowe lezgce wsréd tkanki lacznej i naczyn
(ryc. 9). Uklad komorowy reprezentujg liczne jamy réznej wielkosci,
wyslane jednowarstwowym nablonkiem o ciemnych jadrach i skapa,
jasng cytoplazmg. Do $wiatla niektérych jam stercza palczaste twory
pokryte takim samym nablonkiem — rdzen tych tworéw stanowi de-
likatna tkanka !gczna i zatokowate, cienkoscienne naczynia (ryc. 10).
Zmiany wsteczne w guzku to rozlegle, swieze wynaczynienia, nieliczne
male ogniska martwicy i pojedyncze zwapnienia. Na powierzchni blony
pokrywajacej twor widoczny jest niewielki odczyn leukocytarny.

OMOWIENIE

Przedstawiony przypadek stanowi przyklad noworodka bezmozgiego,
u ktérego calkowicie zaburzony byl rozwo6j czesci moézgu pochodzacej
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Ryc. 7. Pasmo tkanki glejowej i cienko$cienne jamiste naczynia w pseudomozgo-
wiu. HE. Pow. 60 X.

Fig. 7. Band of glial tissue with thin-walled, cavernous vessels. HE. X 60.
Ryc. 8. Niedoksztalcone zawoje moézgowe. HE. Pow. 30 X.
Fig. 8. Underdeveloped cerebral gyri. HE. X 30.
Ryc. 9. ,Guzek” tkanki glejowej wsérdd tkanki lgcznej i opon. HE. Pow. 60 X.
Fig. 9. ,Node” of glial tissue among connective tissue and meninges. HE. X 60.
Ryc. 10. Jamy otoczone wy$ciotka ze sterczacymi do nich palczastymi wyrostkami
splotu naczyniowkowego. HE. Pow. 60 X,

Fig. 10. Cavities lined with ependyma with protruding digital processes of cho-
roid plexus. HE. X 60.
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z pierwszego i drugiego pecherzyka moézgowego, a takze czeSciowo trze-
ciego — brak tkanek odpowiadajacych moézdzkowi. Chociaz nie otrzy-
mano do badania rdzenia przediluzonego, z dwudniowego przezycia no-
worodka mozna wnioskowaé¢, ze rdzen przedtuzony byt wyksztatcony.
Znajdujacy sie na szczycie glowy guzowaty twor jest zbudowany z ele-
mentéw neuromezodermalnych z przewagg tkanki mezodermalnej i od-
powiada budowg pseudomézgowiu, opisywanemu u bezczaszkowcow
(Dambska, 1963). Poza nieprawidlowym uksztaltowaniem osrodkowego
ukladu nerwowego, stwierdzono brak przysadki moézgowej, wade nad-
nerczy i serca oraz dwa ogniska heterotopowe w plucu.

Wszystkie przypadki heterotopii tkanki osrodkowego ukladu nerwo-
wego w plucach, opisane w piSmiennictwie, dotyczyly dzieci z duzymi
nieprawidlowosciami w uksztaltowaniu moézgu. U dwojga dzieci bylta to
przepuklina moézgowa okolicy czolowej, w jednym przypadku -wspoét-
istniejgca z innymi wadami moézgu (Askenazy, 1908; Hiickel, 1929).
W trzecim przypadku przepuklinie oponowej okolicy czolowej towarzy-
szyly duze nieprawidlowosci w uksztattowaniu moézgu (Gruenwald, 1941).
Dwa nastepne przypadki heterotopii o.u.n. w plucach opisano u plodow
bezmozgich (Potter, Young, 1942; Potter, 1953). Wozniak (1972) przed-
stawil pierwszy w Polsce przypadek bezmoézgowca z ektopiami tkanki
nerwowej w plucach.

We wszystkich wymienionych przypadkach heterotopowe ogniska
z tkanki o.un. w plucach byly mnogie, zbudowane z elementéow roz-
poznawanych przez autoréw jako tkanka glejowa. Sceptyczne stanowi-.
sko Willisa (1962) co do mozliwosci wystepowania tego rodzaju hetero-
topii w plucach wynikalo z niezbyt dokladnych opiséw, niezastosowania
barwien specyficznych dla tkanki nerwowej i braku lub skapej doku-
mentacji fotograficznej. Na podstawie przypadku Wozniaka i wlasne]
obserwacji oraz danych z pisSmiennictwa wydaje sie, ze heterotopie tkan-
ki nerwowej w plucach dzieci z duzymi wadami osrodkowego ukladu
nerwowego sg faktem udokumentowanym, cho¢ niewagtpliwie rzadkim.
Nie ma wzmianki o tego rodzaju zmianach w opracowaniach dotycza-
cych narzadéw wewnetrznych u plodéw bezmoézgich, opartych na du-
zym materiale (Naeye, 1971), ani tez w opracowaniach dotyczacych pa-
tologii ptuc u noworodkéw (Groniowski 1960).

W rozwazaniach nad patomechanizmem heterotopii tkanki osrodko-
wego ukladu nerwowego w plucach wysuwano dwie koncepcje. Hiickel
(1929) rozpatrywal mozliwos¢ zatoréow czgstkami tkanki nerwowej nie-
sionymi prgdem krwi, natomiast Potter (1953) sugerowal aspirowanie
przez ptéd wraz z wodami plodowymi oderwanych czastek tkanki ner-
wowej i implantowanie ich w plucach.
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W przedstawionym przez nas przypadku na uwage zastuguje kontakt
tkanki heterotopowej ze $Swiatltem oskrzela. By¢ moze mogloby to suge-
rowa¢ stusznos¢ hipotezy Pottera (1953).

Obecnie brak dostatecznych danych na rozstrzygniecie tego proble-
mu.

B. IlImur-Cupop, A. Ilerpos, K. fizepcka

CIIYYAVI HOBOPOXK/JEHOI'O BE3 MO3TA
C TETEPOTPOITHOM JIOKAJIM3AILIEI HEPBHOM TKAHM B JIETKUX

Peszwme

Y HoBOpoxKJeHHOro 0e3 Mo3ra OOHAPYZKEHO B JIETKMX MaJjble OYIropku KOTOpbIe
CBOMM MMKPOCKOIIMYECKUM CTPOEHMEM COCTBETCTBCRAJNM HEPBHOM TKAHM LEHTPaJbHOM
HEePBHOM cucTeMbl. B 9Tux Oyropkax mMMeJUCh KIJeTKNM HEBPOIJIMM M OAMHOYHBIE
HepBHbIe KJEeTKM. B OJHOM MecTe reTepoTponHas TKaHb MMeJla KOHTAKT C KaHaJoM
OpPMOHXMOJIBL.

B. Schmidt-Sidor, D. Pietrow, K. Jezierska

A CASE OF ANENCEPHALY WITH HETEROTOPIC NERVE TISSUE
IN THE LUNG

Summary

In both lungs of an anencephalic newborn small nodules corresponding mi-
croscopically to the nervous tissue of central nervous system were found. The
nodules contained glial cells and few neurons. Heterotopic tissue contacted in
one place a bronchial lumen.

PISMIENNICTWO

1. Askenazy D.: cyt. wg Willisa, 1962.

2. Dambska M., Kansy J.: Opracowanie morfologiczne o$rodkowego ukladu ner-
wowego w przypadku plodu bezmoézgiego. Neuropat. Pol. 1963, 1, 227—239.

3. Groniowski J.: Fizjopatologia poczatkéw oddychania w §wietle badan mor-
fologicznych pluc z okresu okoloporodowego. PWN, Poznan, 1960.

4. Grinwald: cyt. wg Willisa, 1962.
5. Hiickel: cyt. wg Willisa, 1962.

6. Naeye R. L., Hersey P., Blanc W. A.: Organ and body growth in anencephaly.
Arch. Path. 1971, 91, 140—147.

7. Potter E. L.: Pathology of the fetus and the newborn. Chicago, 1953.
8. Potter E. L., Young H.: cyt. wg Potter, 1953.

http://rcin.org.pl



136 B. Schmidt-Sidor i wsp. Nr 1

9. Willis R. A.: The borderland of embryology and pathology. Ed. Butterworth,
Washington, 1962.

10. Willis R. A.: Some unusual developmental heterotopies. Brit. Med. J. 1968,
267—272.

11. Wozniak F.: Niezwykle umiejscowienie tkanki moézgowej u noworodka z wro-
dzonym brakiem mézgu. II. Konferencja Neuropat. Pol., Marzec, 1972, War-
szawa.

Adres autoréw: Zaklad Neuropatoclogii Instytutu Psychoneurologicznego, Al. So-
bhieskiego 1/9, 02-957 Warszawa.

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1977, XV, 1
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BRAIN TUMOUR INDUCTION BY METHYLNITROSOUREA.
INFLUENCE OF THE CIRCADIAN RHYTHM ON TUMOUR
INDUCTION BY NITROSOUREA

Institute of Pathology, Martin-Luther-University, Halle-Wittenberg, GDR
Head: Prof. Dr. W. Janisch

It has been known for about ten years that methylnitrosourea (MNU)
belongs to the most powerful neurotropic carcinogenic substances. This
neurotropic action has been demonstrated by various investigators in
experiments with different animal species, especially in rats (Druckrey
at al.,, 1964; Janisch et al., 1967; Janisch and Schreiber, 1969, 1974,
Swenberg et al. 1972, 1975; Ishida et al., 1975), rabbits (Janisch and
Schreiber, 1967, Schreiber et al., 1969; Stavrou, 1971) and dogs (Wa-
rzok et al., 1970; Schneider and Warzok, 1972). In all experiments car-
ried out with nitroso compounds under apparently the same conditions
some of the animals did not show tumour development neither in the
nervous system nor in extraneuronal organs. This individual and spe-
cies-dependent susceptibility is still a great riddle. It is uncertain whe-
ther the carcinogenesis in the central (CNS) or peripheral nervous sy-
stem (PNS) can be promoted or inhibited by unspecific factors. There-
fore, one part of our neurooncological studies in the last years dealt
with experimental research on the influence of exogenic factors upon
the chemical carcinogenesis (Gerlach et al.,, 1974). Till now the effect
of a circadian rhythm on the effectiveness of neurogenic carcinogens
has not yet been investigated. This paper presents preliminary results
in this field.

MATERIAL AND METHODS

The investigations were carried out on 72 hooded rats (group A) and
57 BD IX rats (group B) of both sexes. The animals with a weight of
60—420 g at the beginning of the experiments were fed with pellets
(R 19) and water ad libitum. In group B the rats were kept in a room
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with a constant dark-light rhythm of 12 hours; it was lighted from
6 pm. to 6 am. and kept dark during the other time. All animals got
repeated dintraperitoneal injections of MNU (20 mg/kg monthly, ma-
ximum total dose 180—200 mg/kg). The injections were carried out
from 9 to 11 a.m. in group B. This time correspondes to the phase of in-
creased activity of rats since these animals develop maximal activity
during darkness. The MNU solution was prepared freshly for each serie
of applications by dissolving the carcinogen in steril aqueous 0.15 M
sodium chloride containing 1% NaH,PO, buffer (pH 4.2—4.5). Before
injections ether anesthesia was performed. After spontaneous death the
animals were autopsied. Organs showing gross abnormalities, brain and
spinal cord with nerve roots were histologically examined in all rats.
The incidence, localization and classification of the tumour were re-
gistered in both experimental groups.

RESULTS

The incidence of tumours of the nervous system produced by intra-
peritoneal applications of MNU in rats is high. In both groups more
than 70 per cent of animals showed neurogenic neoplasms; their ave-
rage latency period was 9 months. Multiple tumours of the nervous
system occured in about one third of the rats (Table 1). 10 out of them
in group B had tumours in the brain, the spinal cord, the nerve roots
and the peripheral nerves respectively (Table 2). Similar findings we-
re registered in group A. No significant differences in the tumour in-
cidence between both groups were established.

Table 1. Incidence of CNS and PNS tumours indasad by repeated intraporitoneal
injections of MNU in 129 rats.
Tabela 1. Guzy oérodkowego i obwodowego ukladu nerwowego u 129 szezuréw wywo-
lane wielokrotnym dootrzewnowym wstrzyknieciem MNU

Rats with CNS and/or PNS Rats with multiple CNS
Group Numbor of rats

tumours and/or PNS tumours
G Licsbs J Szezury z guzami CNS Szezury z mnogimi guzami
I e i/lub PNS CNS i/lub PNS
A 72 (1009%) 57 (79.2%) 27 (37.6%)
B 57 (1009 41 (71.9%) 19 (33.3%)

90 per cent of the CNS and PNS tumours found in rats of group A
were localized in the brain. In group B the relative frequency of brain
neoplasms was 74 per cent. On the other hand nerve root tumours
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Table 2. Multiplicity of CNS and PNS tumours in 19 rats of group B
Tabela 2. Mnogie guzy osrodkowego 1 obwodowego ukladu nerwowego u 19
szezuréw grupy B

Number and localization of tumours Number of rats
Lokalizacja i liczba guzéw Liczba szezuréw
2 BT 3
3 BT 3
4 BT 1
1 BT + 1 NRT 7
2 BT + 1 NRT 1
3 BT 4+ 1 NRT 2
2 BT + 1 NRT + 1 PNT 1
3 BT + 1 NRT + 2 PNT 1
Total 20 BT 5 NRT 2 PNT 19
BT — Brain tumour BT — guz mozgu
NRT — Nerve root tumour NRT — guz korzeni nerwowych
PNT — Peripheral nerve tumour PNT — guz nerwéw obwodowych

mostly occured in group B (Table 3). It is remarkable that more than
half of the neurogenic tumours were detected by microscopic investi-
gations only. The percentage of microtumours in the nervous system
is nearly the same in group A (58%) as in group B (59%, Table 4).
About two thirds of the neurogenic neoplasms were gliomas (Table 5).

A survey of tumour incidence inside and outside the nervous system
is given in Table 6. The results concerning the general tumour inci-
dence as well as the different localizations are close in group A and B.
No significant differences exist. The most frequent sites of extraneuro-
nal tumours are specified in Table 7. The high incidence of tumours
within the abdominal cavity especially such of the stomach might be
the result of the intraperitoneal injections of MNU. All stomach papil-
lomas and carcinomas developed in the forestomach. Another remar-
kable fact is the frequency of heart neoplasms. They were preferential-
ly localized in the left ventricle. Two thirds of the heart tumours we-
re detected microscopically only. From Table 7 emerges the lower in-
cidence of the heart tumours in group B. But this may not reflect the
real situation because not all rats of this group were included into the
histological examination of the heart.

DISCUSSION

Biologists found out that experimental animals usually react in a dif-
ferent manner in darkness or light. But the effect of a constant dark-
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Table 3. Localization of 166 CNS and PNS tumours
Tabela 3. Umiejscowienie 166 guzéw osrodkowego i obwodowego ukladu nerwowego

Group Total Brain Spinal cord Nerve roots  Peripheral nerves
Grupa Razem Moézg Rdzen kregowy Korzenie nerw. Nerwy obwodowe
A 90 (1009%) 81 (90%) 8 (9%) 1, (os —
B 76 (1009%,) 56 (749%) — 17 (22% 3 (4%)

Table 4. Early stages of induced CNS and PNS tumours
Tabela 4. Wezesne ogniska nowotwordéw wywolanyeh w osrodkowym 1 obwodowym ukladzie
< 3 5 ) 3

nerwvowym

Group A Grupa A Group B Grupa B
Localization of tumours Only recognized Only recognized
Umiejscowienie guzow Total microscopically Total miecroscopically
Razem Rozpoznawalne Razem Rozpoznawalne
tylko mikroskopowo tylko mikroskopowo
Brain 81 46 (579%) 56 38 (68%)
Moézg
Spinal cord 8 6 (759 —
Rdzen kregowy
Nerve roots 1 — 17 7 (41%)
Korzenie rdzeniowe
Peripheral nerves — - 3 -
Nerwy obwodowe
Total 90 52 (68%) 76 45 (599%)

Table 5. Histological diagnoses of 166 CNS and PNS tumours
Tabela 5. Rozpoznanie histologiczne 166 guzéw osrodkowego i obwodowego ukladu

nerwowego

Tumour types Group A Group B

Rodzaj guza Grupa A Grupa B
Gliomas 63 (70%) 48 (639%)
Glejaki
Sarcomas 14 (16%) 4 (6%)
Miesaki
Gliosarcomas T--3(89, 4 (5%)
Glejako-miesaki
Neurinomas nad neurosarcomas 1 . (29%) 20 (27%)
Nerwiaki i nerwiako-miesaki
Unclassified tumours 5 (5%) —
Guzy niesklasyfikowane

90  (1009%) - 76 (1009)
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Table 6. Incidence of CNS, PNS and extraneural malignant tumours

Tabela 6. Wystepowanie zlosliwych nowotworéw w osrodkowym i obwodowym ukladzie nerwowym i poza ukladem nerwowym

With both CNS and/or PNS and Vet artra noual fealis

CNS and/or PNS tumours

Deceased without mali-

Group Total extraneural malignant tumours only')
, y gnant tumours . . gnant tumours
Guzy osrodkowego i/lub obwodo- o 2 . Guzy osrodkowego i/lub ®
3 Ze zloSliwymi guzami po- Padle bez zlosliwyeh no-
Grupa Razem wego ukladu nerwowego i poza- L obwodowego ukladu ner- S N=T he
zaneuralnymi wotworow
neuralne wowego')
A 72 (1009%) 41 (579%) 12 (17%) 16 (229) (49)
B 57 (1009,) 24 (429) 9 (169 17 (30%) (129)

1) Benign tumours disregarded
Nie uwzgledniono lagodnych nowotworow

Table 7. Incidence and types of extraneural tumours

Tabela 7. Liczba przypadkow i rodzaj nowotworéw wystepujacych poza ukladem nerwowym

Group Stomach Abdominal Heart Kidney Tongue Intestines Other sites
Papillomas Carcinomas cavity
Grupa Zoladek J. brzuszna Serce Nerka Jezyk Jelita Inne umiejsco-
Brodawczaki Raki wienie
A 33 (469) 15 (21%) 19 (26%) 16 (229%) 2 (39%) 47 1(69%) 8 (7%) 13 (18%)
B 23 (40%) 15 (26%) 14 (24%) 24 (42%) — - 1 (2%) g (59%)
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-light rhythm on the carcinogenesis in the CNS has not yet been in-
vestigated. For technical reasons two different strains of rats were
used in our experiments. Therefore, the results regarding the influence
of the circadian rhythm on the tumour development must be inter-
preted cautiously. We did not find any significant differences befween
group A and B concerning the tumour incidence in the nervous sy-
stem, the frequency of multiple neurogenic neoplasms, the early tu-
mour stages, and the latency periods. This negative result parallels to
those achieved by Schmail et al. (1974). In their studies the transpla-
cental carcinogenesis by ethylnitrosourea could neither be promoted
nor inhibited by immune stimulating substances, sensorial stimulants,
and physical activity respectively. Some differences between group A
and B regarding the localization and histological type of the neoplasms
in the brain and nerve roots (Tables 3 and 5) may be species-dependent
peculiarities rather than the result of the circadian rhythm. Differen-
ces in the tumour incidence after application of nitrosourea compounds
in various inbred strains of rats were described by Druckrey et al.
(1970), Swenberg et al. (1972), Janisch and Schreiber (1974). These fin-
dings probably reflect the influence of genetic factors.

CONCLUSIONS

Our investigations permit the following conclusions:

1. Repeated intraperitoneal injections of MNU which could be much
easier performed than intravenous ones yielded a high percentage of
CNS and/or PNS tumours in rats. The results are contrary to the fin-
dings of Thomas et al. (1968) who could not detect brain neoplasms in
rats after intraperitoneal applications of MNU.

2. Early stages of CNS tumours form a high proportion of the in-
duced neoplasms. On that basis further histochemical and electron mi-
croscopic investigations should clarify hitherto unsolved problems of
histogenesis in tumour development.

3. Besides tumours of the nervous system the spectrum of induced
tumours includes several extraneural neoplasms. Heart tumours are of
special interest. Up to now the question is undecided whether these
neoplasms are of neurogenic origin or not (Mennel, 1971; Schreiber et
al., 1976).

4. Further investigations are needed to detect possible influence of
a circadian rhythm on the tumour growth.
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D. Schreiber, H. Wessel, A. Musil

GUZY MOZGU WYWOLANE METYLONITROZOMOCZNIKIEM, WPLYW CYKLU
DOEOWEGO NA POWSTAWANIE NOWOTWOROW

Streszczenie

Autorzy przeprowadzili badania na szczurach, ktéorym wstrzykiwano dootrzew-
nowo metylonitrozomocznik w dawce 20 mg/kg wagi ciala przez okres 4 tygodni
do maksymalnej dawki 180—200 mg/kg. Do§wiadczenie przeprowadzono w 2 gru-
pach zwierzat. Grupa A obejmowala 72 szczury kapturowe, grupa B — 57 szczu-
row BD IX. Zwierzeta grupy B przetrzymywano od godziny 6—18 w ciemnym
pomieszczeniu, a w pozostalym czasie w pomieszczeniu o$wietlonym. Karcinogen
wstrzykiwano zwierzetom pomiedzy godz. 9—11 rano, w okresie najwiekszej ak-
tywnos$ci szczuréw grupy B.

Liczba guzéw wywolanych w ukladzie nerwowym przekraczala w kazdej gru-
pie 70%. Nie stwierdzono ro6znicy w obu grupach co do czesto$ci wystepowania,
liczebno$ci guzéw neurogennych oraz okresu utajenia nowotworowego. Roéznice do-
tyczagce umiejscowienia i budowy histologicznej guzéw os$rodkowego i obwodo-
wego ukladu nerwowego nie sg jednoznaczne ze wzgledu na uzycie dwoéch roz-
nych szczepdw szczuréw. Zwrécono réwniez uwage na znaczenie do§wiadezalnych
nowotworéw serca i ich dotychczas nie ustalona histogeneze.

J. lIpei6ep, X. Beccea, A. Mycua

OIIYXOJIM MO3TA, BEIBBAHHBIE METUJHUTPO30OMOYEBUHOIL.
BJAMSAHUE CYTOYHOI'O PUTMA HA OBPA3OBAHMUE OIIYXOQJIEN

Pe3wome

ABTOpPBI IIPOBEJIM UCCJIeJJOBAHUA HA KpbIcaX, KOTOPbIM BHYTPUOPIOIIMHHC BIPbLICKM-
PalyM METMJIHMUTPC30MOuYEBMHY B nA03e 20 Mr/Kr Beca Teja B TedyeHuce 4 Hexenb M0
MaKCUMaJabHOV 103kl 180—200 wmr/Kr. DKcnepMMEHT IIpOBefleH Ha JABYX Trpynmnax
»XUBOTHBIX. 'pynnma A oxBaTbIBajia 72 KOJIIAYKOBbIE KpbIChl, rpynmna B — 57 kpsic
BDIX. ZKuBoTHbIX rpynnbl B gepzkaam c¢ 6 n0 18 4acoB B TEMHOM IOMELIEHKMU,
a B OCTallbHOE BpeMsA B OCBEIEHHOM nomelleHmu. KapumHOreH KMUBOTHBIM BIPBICKU-
panyu Mexay 9—I11 yacamMu yTpa B nepmoj HamDOJbIIeH aKTMBHOCTM KpbICc rpynusi B.

KoauuecTBO OIyxoJieif, BbI3BAHHBIX B HEPBHOM CUCTEMe, MPEBLILAJI0 B KaXJI0M
rpynne 70%. He obunapy:KeHo pa3uuiubl MexAy 00eMMu rpynmnamu o 4acToTe ICABJe-
HUA, KOINYIECTBY HEMPOTEHHBIX OIlyXO0JIei, a TaKzKe JIATeHTHOMY Iepuony HOoBoobpaso-
Banmi. Pa3auyuua B JIOKAJAM3aUMUMU M THUCTOJOIMYECKOM CTPOEHMM OIly XOJIEN ileHTpallb-
HOV M mepudepuyuecKoil HEepBHONM CUCTEMe He ABJHKTCA OAHO3HAYHBIMM 110 NPUUMIE
MCIOJIL30BAaHMUA JABYX Pa3HbIX JMHMM KpblCc. OOpaiieHo TakK:Ke BHMMaHue Ha 3HadeHue
2KCIepUMEeHTAJbHbIX OMyXOJIei cepAana M MX J0 CUX TNOpP HE YCTAHOBJIEHHLIA T'MUCTO-
TeHes.
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ACID PHOSPHATASES IN HUMAN BRAIN TUMOURS

Institute of Pathology of Martin-Luther-University, Halle-Wittenberg, GDR
Head: Prof. Dr. W. Janisch

What we call ,,acid phosphatase” is in reality not a single enzyme
but a group of different enzymes. They differ in their pH optima,
their response to effectors, their isoelectric constants and in the split-
ting of different substrates (Barrett, 1969; Bergmeyer, 1970).

The differences in the biochemical character of the different acid
phosphatases are not yet known in all details. Nevertheless the histo-
chemical methods permit us to distinguish some individual acid phospha-
tases. Different enzyme patterns become evident if the coupling azo
dye or the metal precipitation methods are applied or effectors are used
(Anderson and Song, 1963; Barron et al., 1964, Pearse, 1968; Blank,
1969). Our own investigations revealed a zinc-activated and tartrate
resistant acid phosphatase in the brain and in experimental brain tu-
mours in rat (Felicetti and Rath, 1975; Rath and Felicetti, 1975).

In our present paper we study the problem, whether different types
of acid phosphatases can ben demonstrated also in human brain tu-
mours.

MATERIAL AND METHODS

We have investigated 20 human brain tumours (8 glioblastomas,
5 astrocytomas, 1 oligo-astrocytoma, 1 ependymoma, 1 neurinoma and
4 meningiomas *).

Following histochemical methods were applied:

I. Azo dye coupling methods:

1. 1-Naphthyl phosphate and hexazotized pararosanilin (Barka and
Anderson, 1962).

* We thank Dr. Dr. D. Tertsch from the Department of Neurosurgery of the
University for providing us with the fresh tumour tissue.

Neuropatologia Polska — 10
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a. Unfixed, sodium hydroxide-acetate buffer 0.2 M, pH 4.8 without
and with sodium tartrate (10 mM) or sodium tartrate (10 mM) and
zinc acetate (20 mM) (Rath and Felicetti, 1975).

b. Fixed with Baker formol, pH 4.8 and pH 6.0 (Veronal-acetate buf-
fer 0.1 M).

2. Naphthel AS-CL phosphate and hexazotized pararosanilin (Barka
and Anderson, 1962). Fixed with Baker formol, pH 5.0 (Veronal-actetate
buffer 0.1 M).

IT. Metal salt methods:

1. Method after Gomori (1952) with 2-glycerophosphate. Fixed with
Baker formol, pH 5.2 (acetic acid-acetate buffer 0.05 M).

2. Method after Butterworth (1971) with 4-nitrophenyl phosphate.
Baker formol, pH 5.0 (acetic acid-acetate buffer 0.05 M).

III. Centrols.
1. Incubation without substrates.
2. EFrzyme inhibition with sodium fluoride (0.01 M).

RESULTS

The following findings demonstrate the existence of different enzy-
mes of the group of acid phosphatases in human brain tumours:

Astrocytcmas. Fig. la-1d show varying pattern of the acid phospha-
tases activity in an astrocytoma. With naphthol AS-CL phosphate the
neoplastic astrocytes exhibit different grades of activity (Fig. 1b). There
is high activity in the cells of vessels. The same enzyme pattern is
demonstrable with 2-glycerophosphate as a substrate (Fig. 1c). When
4-nitrophenyl phosphate is used, the results show a different pattern.
This substrate shows enzyme activity not only in the cytoplasm but
also in the fibres of the astrocytes (Fig. 1d).

Glioblastomas exhibit a high activity of acid 1-naphthyl phosphatase
in the anaplastic tumour cells, in the vicinity of necrotic areas, around
blood vessels or in vascular proliferations (Fig. 2a). Only the activity
of the blood vessels is tartrate resistant, especially in glomerulum-like
structures (Fig. 2b). But not all blood vessels contain the tartrate re-
sistant acid phosphatase. When naphthol AS-CL rghosphate is used,
a strong activity of an acid phosphatase is demonstrated in the ana-
plastic tumour cells of glioblastomas, but only a slight one in the
blood vessel walls (Fig. 2c). The acid phosphatases of the glioblastoma
cells and of the blood vessels hydrolyse 2-glycerophosphate very stron-
gly, whereas 4-nitrophenyl phosphate is split to a considerable degree
in the blood vessel walls only (Fig. 2d).
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Figs. la—d. Astrocytoma (J. 11280/75). 1a — H.E. X 250. 1b — acid phosphatase
activity with naphthol AS-CL phosphate, X 80. I¢c — with 2-glycerophosphate,
X 80. 1d — with 4-nitrophenyl phosphate, X 80.

Ryc. la—d. Gwiazdziak (J. 11280/75).  la — HE. Pow. 250 X. 1b — aktywnos§é
fosfatazy kwasnej, cdczyn z fosforanem naftolu AS-CL. Pow. 80 X. I¢c — odczyn

z 2-glicerofosforanem. Pow. 80 X. 1d — odczyn z 4-nitrofenylofosforanem. Pow.
80 X.
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Figs. 2a—d. Glioblastoma (J. 3820/75). la — acid phosphatase with 1-naphtyl
phosphate, X 125. 1b, — with 1l-naphthyl phoshate and tartrate, X 125. Ic —
with naphthol AS-CL phosphate, X 125. 1d — with 4-nitrophenyl phosphate,

X 125.
Ryc. 2a—d. Glejak wielopostaciowy (J. 3820/75). Aktywno$§¢é kwasnej fosfatazy.
la — z fosforanem 1-naftylu. Pow. 125 X. 1b — gz fosforanem 1l-naftylu i solg
kwasu winowego. Pow. 125 X, I¢ — z fosforanem naftolu AS-CL. Pow. 125 X.

1d — z fosforanem nitrofenylu. Pow. 125 X.

http://rcin.org.pl



Npl AcPhosphatases in brain tumours 149

Figs. 3a—d. Meningioma (J. 656€/75). Acid phosphatase. 3¢ — with 1-naphthyl
phosphate, X 30. 3b — with 1-naphthyl phosphate and tartrate, X 30. 3¢ — with
4-nitrophenyl phosphate, X 30. 3d — with 2-glycerophosphate, X 30.

Ryc. 3a—d. Oponiak (J. 6566/75). Aktywno$¢é kwasnej fosfatazy. 3a — odczyn z fos-

foranem naftylu. Pow. 30 X. 3b — odczyn z fosforanem naftylu i solg kwasu

winowego. Pow. 30 X. 3¢ — odczyn z fosforanem 4-nitrofenylu. Pow. 30 X. 3d —
cdezyn z 2-glicerofosforanem. Pow. 30 X.
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Meningiomas. A similar situation in respect to the acid phosphatases
of blood vessels can be demonstrated in meningiomas. Fig. 3a shows the
activity of the acid phosphatases with 1-naphthyl phosphate in me-
ningioma. Both the meningioma cells and the blood vessel walls are
stained. Using sodium tartrate as inhibitor, the activity of the enzyme
in blood vessels is conspicuous whereas that in the meningioma cells
becomes reduced. This permits the conclusions that different enzymes
are involved. The conclusion is supported by experiments with 4-nitro-
phenyl phosphate as a substrate. In this case the blood vessels are
deeply stained even without use of sodium tartrate (Fig. 3c). The pat-
tern of acid phosphatase with 2-glycerophosphate (Fig. 3d) corresponds
to that with naphtol AS-CL phosphate and shows the highest activity
in the whorls.

DISCUSSION

Histochemical verification of different enzymes is dependent on the
following conditions: Individual enzymes must not only exhibit diffe-
ring modes of behaviour towards the substrate and effectors but also
show differences in localization. The latter was confirmed by our re-
sults in astrocytomas (differences between cytoplasm and fibres), glio-
blastomas and meningiomas (differences between tumour cells and cells
of the vessels). Artifacts in localization must be excluded, of course.

Cur findings indicate that the employment of only one histochemical
method for detecting acid phosphatases is not sufficient. The fact must
be born in mind that the so-called ,acid phosphatase” (orthophosphoric
monoester phosphohydrolase, EC 3.1.3.2.) is a whole group of enzy-
mes. One or the other member of this group is revealed depending on
the metod employed (Pearse, 1968). Our results show that this applies
also to human brain tumours. From this should be concluded that only
such results can be compared that have been obtained with the same
standardized histochemical methods.

F. W. Rath, W. Janisch
KWASNE FOSFATAZY W LUDZKICH GUZACH MOZGU
Streszczenie

Kwaéne fosfatazy stanowig grupe enzymoéw réznigeych sie optimum pH, punk-
tem izoelektrycznym, réznym powincwactwem do substratu itd.

Autorzy przebadali zachowanie sie¢ kwasnej fosfatazy w 20 guzach ludzkich
(glejak wielopostaciowy, gwiazdziak, oponiak, wyS$ciélczak, nerwiak, gwiaZdziako-
-skgpodrzewiak) stosujgc rozne metody ujawniania aktywno$ci enzymatycznej.
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Wykazano ro6znice w umiejscowieniu enzymu zalezne od zastosowanej meto-
dy. Wyniki badania aktywno$ci fosfatazy kwa$nej uzyskiwane przez innych ba-
daczy moga by¢ poréwnywalne tylko w przypadku zastosowania takiej samej me-
tody histochemicznej.

&®. B. Par, B. Iuumn
KMCJIBIE ®OCPATA3BI B OIIYXOJYX MO3TA YEJOBEKA
PeszwmMme

Kucaele ocdaraspl npejacraBiasoT coboyt rpynny (hepMeHTCB, OTJIAMYAKIMXCSH
Mexay coboyt ontumMyMoMm pH, #M309JIEKTPUYECKON TOYKOM, Pa3JIMYHBIM CPOJCTBOM
K cyberpary u T.O.

ABTOpBI McclleIoOBalu IoBeAenme Kucion @ocdarazsl B 20 OnyXouasax 4YeJoBeKa
(MHOroO6pa3Hy0 riuoMy, acTPOLMTOMY, MEHMHIMOMY, SIMEeHAMMOMY, HEBPOMY, acTpPO-
LMUTOMO-0JIMI0IeHIP00JIacTOMY ), IPMUMEHAA pPa3JiMyHble METOJbI OIpeaeseHMA cbepmeHJ
1aTUBHOM aKTUBHOCTHU.

IlokazaHbl pa3auuus B JoKajau3aumuu (epmMedTa, 3aBUCALME OT IIPUMEHIeMOro
MeToja. Pe3ynbTaThl MuCCieg0BaHUs aKTMBHOCTM KUCIONM ocdaTasbl, IOJyyUeHHBbIe
APYTHMMM MCCJIeOBATEJIAMM, MOXKHO CPaBHMBAThL TOJBKO B Clly4yae IPUMeHeHNsA TAKOTro
7K€ CaMOro 'MCTOXMMMYECKOTrO MeTO/a.
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Poglad, Ze miastenia jest choroba autoimmunologiczng jest oparty na
dowodach klinicznych (Simpson 1960), serologicznych (Nastuk i wsp.
1960, Strauss i wsp. 1960) i histologicznych (White i wsp. 1962). Probe
stworzenia do$wiadczalnego autoimmunologicznego modelu miastenii
przedstawili w 1966 r. Goldstein i Whittingham. Immunizacja $winek
morskich grasicg lub mie$niem razem z pelnym adjuwantem Freunda
(FCA) powodowala zdaniem tych autoréw nagromadzenie limfocytéw
dookota ciatek Hassala w istocie rdzennej grasicy. Uzyskali oni zmiany,
ktoére okreslili terminem ,do$wiadczalne immunologiczne zapalenie gra-
sicy”. Nastepne prace Goldsteina i wsp. (1967, 1968, 1969) oraz Kaldena
i wsp. (1970) potwierdzily mozliwo$¢ stworzenia tego typu modelu mia-
stenii u zwierzat. Natomiast Vetters i wsp. (1969), Kaufman i wsp.
(1969) oraz Jones i wsp. (1971) mimo zastosowania tej samej metody nie
mogli uzyskac tego efektu.

Celem naszej pracy bylo uzyskanie modelu doswiadczalnej miastenii
w oparciu o metode Goldsteina i Whittingham.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, 6 tygodnio-
wych o wadze 150—200 g oraz 3 tygodniowych o wadze do 100 g. An-
tygen przygotowywano pobierajac grasice od 3 tygodniowych szczuréw;
homogenizowano jg w homogenizatorze szklanym w buforze fosfora-
nowym o pH 7,3. Homogenat wirowano przez 10 minut z szybkoscig
7000/min, a plyn znad osadu liofilizowano. Liofilizat rozcienczano w wo-
dzie destylowanej uzyskujgc rozcienczenie 10 mg/ml. Do wstrzykniec¢
uzywano mieszaniny antygenu i FCA w stosunku 1:1 podawanej do
obydwu tylnych lap. 44 szczury otrzymaty 0,1 ml mieszaniny (razem
1 mg antygenu).

*) Praca wykonana w ramach problemu wezlowego Nr 09.4.1.
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Grupe kontrolng stanowily 33 szczury immunizowane w taki sam
sposob, ktérym antygen podano w tydzien po wykonaniu tymektomii
oraz 9 szczuréw, ktére otrzymaty 0,1 ml FCA z solg fizjologiczng w sto-
sunku 1:1. Ponadto przeprowadzono badanie u 10 zdrowych zwierzat.

Tymektomie wykonywano w znieczuleniu ogélnym uretanem, po
uprzednim odstonigciu $rédpiersia. Ciecie skéorne wykonywano na wy-
sokosci gornej krawedzi mostka, uwalniano staw mostkowo-obojczyko-
wy a nastepnie odstonietg grasice ujmowano u podstawy delikatnie pen-
seta i ostroznie pociggano starajac sie unikng¢ uszkoedzenia duzych na-
czynh. Srodpiersie zamykano miesniem, skére pokrywano szwem cigg-
tym. W 2 tygodnie po immunizacji wykonywano stymulacje n. po-
Srodkowego. W ocenie potencjalow wywolanych podczas draznienia
bodZcem supramaksymalnym przy czestotliwosciach 50/sek. i 3/sek. po-
rownywano amplitude 1 i 10 odpowiedzi. Wielkos¢ spadku amplitudy
wyrazano w procentach. Za istotny spadek amplitudy, $wiadczgcy
0 obecnos$ci bloku transmisji nerwowo-mie$niowej, uwazano spadek prze-
kraczajgcy 15% wartosci wyjsciowej. Zapis wewnatrzkomorkowy przy
pomocy mikroelektrod przeprowadzono in vivo na m. intertransversarius
ogona szczura rejestrujac potencjal spoczynkowy blony, amplitude
i czestotliwo$¢ wyladowan potencjaléw miniaturowych plytki. Dokladny
opis zastosowanej metody podano w pracy Mrozka i wsp. (1973).

Po zakonczeniu badan elektrofizjologicznych pobierano przyzyciowo
m. brzuchaty tydki. Jedng cze$¢ mie$nia utrwalano w 10% formalinie,
zatapiano w parafinie, skrawki grubosci 6—10 w barwiono hematoksy-
ling-eozynag i trichromem Gomoriego. Pozostala cze$¢ mie$nia bezpo-
Srednio po pobraniu zamrazano w izopentanie, krojono w kriostacie na
skrawki grubosci 8—10 w. Oceniano aktywno$¢ ATP-azy miofibrylarnej
(pH 9,4), dehydrogenazy mleczanowej (DHM), dehydrogenazy burszty-
nianowej (DHB), diaforazy dwufosfopirydynonukleotydu (DPNH) oraz
fosforylaz (formy a i b).

Po pobraniu mie$nia szczury umieszczano w atmosferze eteru i po
uplywie 2—3 min. pobierano grasice, ktéorg utrwalano w 10% roztworze
formaliny i zatapiano w parafinie. Skrawki grubosci 6—10 w barwiono
hematoksyling-eozyna i wg metody van Gieson.

Surowice zwierzat immunizowanych i kontrolnych przechowywano
zamrozone w temp. —20°C, rozcienczano w stosunku 1:5 i 1:10, ba-
dano na obecno$¢ przeciwcial przeciwgrasiczych i przeciwmiesniowych.
Badanie przeprowadzcno metoda immunofluorescencyjrg posrednig uzy-
wajac globuliny koziej skierowanej przeciwko globulinom myszy, zna-
kowanej fluoresceing w rozcienczeniu 1 : 8. Jako kontrole dodatnia trak-
towano barwienie metoda bezposrednia przeprowadzone na $ledzionie
szczura.
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WYNIKI

Badania elektrofizjologiczne. Istotny spadek amplitu-
dy potencjalow podczas rytmicznego draznienia m. posrodkowego obser-
wowano u 40% immunizowanych szczuréw. W grupach kontrolnych —
zdrowych szczuréw i po podaniu FCA nigdy nie obserwowano spadku
wiekszego niz 15%, z wyjatkiem 1 przypadku w grupie zwierzat im-
munizowanych po tymektomii, co mozna wigza¢ z niecatkowitym usu-
nieciem grasicy.

Wartosci potencjalu spoczynkowego blony oraz czestotliwo$¢ wytado-
wan potencjaléow miniaturowych ptytki nie réznily sie¢ w grupach zwie-
rzat kontrolnych i immunizowanych. Amplituda potencjaléw czynnoscio-
wych réznila sie statystycznie (p << 0,001) i byla nizsza w grupie zwie-
rzat immunizowanych (0,42 = 0,06 mV) niz w grupie zwierzat zdrowych
(0,59 = 0,07 mV).

Badanie histologiczne grasicy. W ocenie preparatow
mikroskopowych zwracano uwage na obecnos$¢ zastoju zylnego, naciekéw
okolonaczyniowych lub rozproszonych w miedzyzrazikowej tkance lgcz-
nej, zwiekszong liczbe granulocytéw kwasochtonnych i kwasochionnych
komorek siateczki, obrzek s$cian i rozplem s$rodbtonkéw naczyniowych,
pomnozenie wiokien lgcznotkankowych w torebce grasicy oraz pobudze-
nie tkanki 1gcznej miedzyzrazikowej.

W grupie zwierzgt immunizowanych w 3 przypadkach stwierdzono
zmiany dotyczgce trzech elementéw, tj. obecnos¢ naciekéw okolonaczy-
niowych (ryc. 1, 2), pomnozenie wilokien torebki (ryc. 3) i pobudzenie
tkanki lgcznej miedzyzrazikowej (ryc. 4 i 5), w 13 przypadkach zmiany
dotyczyly 2 elementow, w 11 — jednego. Ponadto w 8 przypadkach
stwierdzono do$¢ duzg liczbe granulocytéw kwasochtonnych, w 7 przy-
padkach zastdj (ryc. 6). Zadna z wyzej wymienionych zmian nie wy-
stepowala we wszystkich przypadkach. Nie stwierdzono réwniez kore-
lacji pomiedzy obecnoscig i nasileniem zmian histologicznych w grasicy
a zaburzeniami transmisji nerwowo-mie$niowej (tabela 1).

W grupie zwierzat, ktérym wstrzyknieto adjuwant w 2 przypadkach
zmiany histolcgiczne dotyczyly 2 elementéw, w 3 przypadkach jednego
elementu. W 2 przypadkach stwierdzono dos¢ duzg liczbe granulocytow
kwasochtonnych. U zwierzat zdrowych wyzej wymienionych zmian nie
stwierdzono. Jedynie w 4 przypadkach stwierdzono pojedyncze granu-
locyty kwasochlonne i kwasochlonne komorki siateczki w miedzyzrazi-
kowej tkance lgcznej.

Badanie mieséni. W grupie zwierzagt immunizowanych stwier-
dzono niewielkie zmiany polegajace na zastoju zylnym, naciekach okoto-
naczyniowych w $roédmigzszowej tkance lgcznej oraz obrzeku i rozple-
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Ryc. 1. Szczur immunizowany. Naciek okotonaczyniowy. Obrzek i proliferacja
$rodblonkéw naczyn. HE. Pow. 200 X.

Fig. 1. Immunized rat. Perivascular infiltration. Edema and proliferation of en-
dothelial cells. HE. X 200.

Ryc. 2. Szczur immunizowany. Naciek okotonaczyniowy. HE. Pow. 400 X.
Fig. 2. Immunized rat. Perivascular infiltration. HE, X 400.

Ryc. 3. Szczur immunizowany. Pogrubienie torebki lacznotkankowej grasicy. Van
Gieson. Pow. 400 X,

Fig. 3. Immunized rat. Thickening of the connective tissue capsule of thymus. Van
Gieson. X 400.
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Ryc. 4. Szczur immunizowany. Pcobudzenie tkanki 1gcznej miedzyzrazikowej. HE.
Pow. 200 X.

Fig. 4. Immunized rat. Proliferation of interlobular connective tissue. HE. X 200.
Ryc. 5. Szezur immunizowany. Obrzek i proliferacja $rédblonkéw. Pobudzenie
tkanki }lacznej miedzyzrazikowej. HE. Pow. 200 X,

Fig. 5. Immunized rat. Edema and proliferation of endothelial cells. Proliferation
of interlobular connective tissue. HE. X 200,

Ryc. 6. Szczur immunizowany. Zast6j krwi. HE. Pow, 100 X,

Fig. 6. Immunized rat. Hemostasis. HE. X 100,
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mie S$rodblonkéw naczyn. Widkna miesniowe przylegajace do naciekow
okotonaczyniowych byly niezmienione.

U zwierzat, ktorym podano jedynie FCA stwierdzono zmiany o po-
dobnym charakterze, ale znacznie mniej nasilone.

Badanie histochemiczne wykazalo prawidlowy podzial wlokien mies-
niowych na typy oraz brak jakichkolwiek zmian strukturalnych.

Badaniem immunofluorescencyjnym nie wykryto obecnosci przeciw-
cial reagujacych z tkanka grasiczg i mie$niowa.

OMOWIENIE

Goldstein i Whittingham (1966, 1967) uwazaja, ze grasica immunizo-
wanych zwierzat wykazuje zmiany polegajace na nadmiernym groma-
dzeniu sie limfocytow wokoét ciatlek Hassala, co stanowi ich zdaniem,
obraz charakterystyczny dla tzw. thymitis. Zmieniona grasica ma by¢
zrodlem produkowanego w nadmiarze hormonu tyminy, ktéra wywiera
hamujgcy wplyw na czynnos¢ zakonczenia nerwowo-mie$niowego. Jest
to niewatpliwie interesujgca hipoteza, zwlaszcza, ze znany jest zwigzek
miastenii ze zmianami w grasicy. Zmiany histologiczne w grasicy ob-
serwowane przez tych autoréw nie znajduja jednak potwierdzenia w
innych pracach doswiadczalnych (Jones i wsp. 1971, Kaufman i wsp.
1969). Rowniez wyniki naszych obserwacji sg odmienne od tych, jakie
przedstawili Goldstein i Whittingham. Wydaje sie, ze ocena gestosci
nacieku limfocytarnego w narzadzie limfatycznym jakim jest grasica,
jest niezwykle trudna, ponadto zalezy od warunkéw technicznych m.in.
od grubosci skrawka. Zmiany w grasicy obserwowane przez Goldsteina
i Whittingham wydajg si¢ malo charakterystyczne; Jones i wsp. (1971)
spostrzegali je w okolo 50% grasic zdrowych zwierzat.

W naszym materiale zmiany histologiczne w grasicy obserwowano
u 65% immunizowanych szczuréw przy czym nasilenie tych zmian bylo
rozne. Na uwage zashluguje fakt, ze wystepowaly one nie tylko w gru-
pie zwierzat, ktorym podano antygen, ale réwniez, chociaz w znacznie
mniejszym nasileniu, w grasicach zwierzat, ktéorym podano tylko adju-
want. Nie stwierdzono ich natomiast w grasicy zwierzat zdrowych.

Trudno oceni¢ w jakim stopniu adjuwant jest odpowiedzialny za
powstawanie zmian w grasicy.

Z niektérych prac wynika, ze nacieki okolonaczyniowe i okototoreb-
kowe wraz z poszerzeniem S$wiatla naczyn, podobne do obserwowanych
w naszym materiale, wystepuja po podaniu adjuwantu w gruczole tar-
czycowym krolikéw i szczuréw (Jones i wsp. 1961, Witebsky i wsp.
1971). Mozna przypuszcza¢, ze adjuwant jako czynnik zwiekszajacy
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Tabela 1. Zmiany histologiczne w grasicy 1 zaburzenia transmisji nerwowo-migsniowej u badanych szezuréow

Table 1. Histological changes and disturbances of neuro-muscular conduction in experimental rats

Grupa szezuréw po immunizacji
Group of immunized rats

Grupa szezuréw po wstrzyknigeiu adjuwantu
Group of rats injected with adjuvant

Grupa kontrolna
Control group

Zmiany histologiczne Blok transmisji nerwo-

wo-miesniowej
Histological changes Neuro-muscular block

Zmiany histologiczne Blok transmisji nerwo-

wo-mig§niowej

Histological changes Neuromuscular block

Zmiany histologiczne Blok transmisji nerwo-
wo-migsniowej

Histological changes ~ Neuromuscular block

I 3
1 R 8
1 R 5

10 0
Ir . 2 0
IIT 3 0

1 0 0
I 0 0

11T 0 0

Stopien nasilenia zmian histologicznych w grasicy:

I — zmiany dotyczace 3 elementéw : pogrubienie toxlobki, pobudzenie tkanki lacznej miedzyzrazikowe] i obecnosé naciekéw okolonaczyniowych
IT — zmiany dotyczace dwéch wyzej wym. elementow

ITI — zmiany dotyczace jednego z wyzej wym. elementéw

Intensity of histological changes in thymus:

I — Three types of changes: thickening of the capsule, proliferation of interlobular connective tissue and perivascular infiltrates

II — two types of changes
IIT — one type of changes
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przepuszczalnos¢ Sciany naczyniowej, a tym samym ulatwiajgcy kon-
takt antygenu z tkanka, jest odpowiedzialny za powstanie zmian okoto-
naczyniowych. Potwierdza to przypuszczenie réwniez fakt, ze podobne
zmiany w mie$niach znaleziono u szczuréw immunizowanych i po po-
daniu FCA.

W grupie zwierzat immunizowanych nie znaleziono korelacji pomie-
dzy wystepowaniem i nasileniem zmian histologicznych w grasicy a za-
burzeniami transmisji nerwowo-miesniowej (tabela 1). W grupie szczu-
row, ktérym podano sam adjuwant bez antygenu i u ktérych obserwo-
wano opisane powyzej zmiany w grasicy, nie stwierdzono elektrofizjo-
logicznych cech zaburzenia transmisji nerwowo-mie$niowej. U zwierzat
po tymektomii immunizacja nie powoduje zaburzen transmisji nerwo-
wo-miesniowej; jest to zgodne z innymi doniesieniami (Goldstein i wsp.,
1969, Kalden i wsp. 1970). Fakt ten wskazuje na udzial grasicy w czyn-
nosSci zakonczen nerwowo-miesniowych.

Badaniem immunofluorescencyjnym nie wykryto obecnosci przeciw-
ciatl reagujacych z tkankg grasiczg i miesniowa, co moze by¢ zwigzane
z uzyciem homologicznej tkanki (Goldstein i wsp. 1969, Jones i wsp.
19715,

WNIOSKI

1. Immunizacja szczuréw tkanksg grasiczg wg metody opracowanej
przez Goldsteina i Whittigham (1966) wywoluje w czes$ci przypadkow
zaburzenie transmisji nerwowo-mig$niowej.

2. Nie ma korelacji pomiedzy zmianami morfologicznymi w grasicy
zwierzat immunizowanych a obecnoscig i stopniem nasilenia zaburzen
transmisji nerwowo-mie$niowej.

3. W mie$niach zwierzgt immunizowanych wystepuja zmiany morfo-
logiczne podobne do cbserwowanych w grasicy.

4. Podanie adjuwantu moze wywola¢ zmiany morfologiczne w grasicy
i w mies$niu, nie powoduje jednak zaburzen transmisji nerwowo-mies-
niowej.

5. Brak zaburzen transmisji nerwowo-mie$niowej u zwierzgt immu-
nizowanych po tymektomii moze wskazywa¢, ze grasica odgrywa role
w czynnosci plytki nerwowo-mig$niowej.

6. Kryteria wg ktorych zmiany histologiczne w grasicy immunizowa-
nych zwierzat byly oceniane przez Goldsteina i Whittigham jako thy-
mitis nasuwaja watpliwosci.
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A. Kamunubcka, K. Mpoxek, fI. Padanoscka

OKCIIEPMMEHTAJIBHAA MMUACTEHUSA
Pe3wme

B pabore mokasaHo, YTO MMMyHM3alMA KpPbIC TKaHbI 300HOM KeJse3bl 110 METONY
Tonpmureitna u Burturam (1966) BbI3bIBa€T B 4HaCTH ClyyaeB HapPyilleHUMS HEPBHO-
-MBbIIIEYHOM ITPOBOAMMOCTM, XapakKTepHble IJIA MMACTeHMM. DTO ObLJIO IOATBEL>KeHO
Ha ypOBHe HEPBHO-MBHHEYHOTO COeJAMHEHMS NPM MOMOIIY MMKPO3JIEKTPOAOB. B rpymn-
NM2X KOHTPOJIbHBIX XMBOTHBIX, T.e. 3J0POBBIX, IIOCJe Ja4yyM IOJHOTO a/bIOBaHTa
Pperinzia 1 UMMYHU3MPOBAHHBIX 4Yepe3 JBe HEJAeJM IOoCJe TUMSKTOMUM HE YyCTaHOB-
JeHO ToA0OHBIX u3MeHenmit. OOCyzKAeHbI MOPQOCAOrUYECKMe U3MEeHEHMs E 300HO0M
JXKejle3e M B MBIUIIAX MMMYHM3MPOBAHHBIX KMBOTHBIX. He obOHapyzKeHO KODpeiduuun
MeXX/Jy MX HAJM4YMEM M MHTEHCUBHOCTBIO ¥ HAPYLIEHMAMM HEPBHO-MEILIEYHON Mepe-
At

A. Kaminska, K. Mrozek, J. Rafatowska
EXPERIMENTAL MYASTENIA
Summary

The authors demonstrated that immunization of rats with thymus tissue accor-
ding to Goldstein and Whittingham (1966) causes in some animals the disturban-
ces of neuro-muscular transmission characteristic for human myasthenia gravis.
This was confirmed with the help of microelectrodes by intracellular registration
of miniature end-plate potentials. Control animals, i.e. healthy rats after appli-
cation of complete Freund’s adjuvant and immunized 2 weeks after thymectomy,
did not exhibit such changes. Disscussed are morphological changes in the thy-
mus and in the muscles of immunized animals. No correlation of the presence
and intensity of changes with the block of neuromuscular transmission was found.
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OCENA KSIAZKI

Hans Wolfgang Ko6lmel: ,ATLAS OF CEREBROSPINAL FLUID CELLS”,
Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, New York, 1976.

Na pojawienie sie atlasu komoérek plynu moézgowo-rdzeniowego wyczekiwali od
dawna zar6éwno klinicy$Sci-neurolodzy, jak i wszyscy interesujgcy sie cytologia
i cytodiagnostyka w medycynie. Wprowadzenie przez Sayka z poczatkiem lat
50-tych metody przy$pieszonej sedymentacji, ktéora umozliwila otrzymywanie bar-
dzo czytelnych preparatéw komoérkowych z piynu mézgowo-rdzeniowego, wska-
zywalo, Ze czas pojawienia sie¢ takiego atlasu jest juz bliski. Upltynelo jednak
prawie 25 lat do chwili, gdy Kolmel, jako pierwszy, po zebraniu materialu z dwu
ofrodk6éw klinicznych — w Heidelbergu i Berlinie — wydal go w formie bogato
ilustrowanego podrecznika, zawierajgcego niemal wszystkie znane dzisiaj dzialy
cyvtodiagnostyki plynu.

Gléwna, ilustracyjng czesé atlasu poprzedzit autor rozdzialem poswieconym
technice przygotowywania preparatéw cytologicznych. Wsérdéd kilku omoéwionych
sposobO6w zageszczania komoérek w plynie, najwyzej ocenia on metode przy$pie-
szonej sedymentacji i zamieszcza zdjecie wlasnego modelu komory csadowej. Nie
pomija jednak i wad metody Sayka. Za najwazniejsze z nich uwaza utrate do
dalszych badan plynu uzytego do sporzgdzenia osadu oraz ,ucieczke” znacznej
iloSci komoérek (wg réznych autoréw do 70%) do bibuly filtracyjnej w czasie
procesu sedymentacji. W dalszym odcinku tego rozdzialu znajduje czytelnik szcze-
gélowe przepisy najczeSciej uzywanych barwien preparatéw osadowych.

Cze$¢ ilustracyjng ksigzki stanowi okolo 200 mikrofotografii (z tego 131 barw-
nych) opatrzonych krétkimi obja$nieniami. Przedstawione zostajg przede wszystkim
prawidlowe formy komoérkowe plynu m.-rdz., a nastepnie kolejno obrazy cyto-
logiczne krwawien do przestrzeni plynowych, zmian zapalnych o réznej etiologii,
pierwotnych i przerzutowych spraw nowotworowych oraz meningoz biataczkowych.
Kazdy z rozdzialéw i licznych podrozdzialéw poprzedzony jest krotkim, syntetycz-
nym zestawieniem wiadomos$ci o przedstawianej grupie zmian, z czestym powo-
lywaniem si¢ na obfitg bibliografie umieszczong na koncu atlasu (ogétem 185
pozycji). Podkre$lié nalezy, ze zar6wno owe wprowadzenia, jak i opisy rycin skon-
struowane sg bardzo zwieZle i precyzyjnie, a zdjecia mikroskopowe sg na ogoét
najwyzsze] jakoSci (moze poza rycinami przedstawiajgcymi granulocyty kwaso-
chlonne, ktérych ziarnisto$ci nie posiadajg tak charakterystycznej dla nich zywo-
-czerwonej barwy). Kolorowe ilustracje wykonane sg z reguly z preparatéw bar-
wionych metoda May-Grinwald-Giemsa — sg wigec poroOwnywalne ze sobg i z ma-
terialem znajdujacym sie w wiekszosci pracowni plynowych. Pozostala niewielka
ilos¢ zdje¢ barwnych atlasu to obrazy fluorescencyjne w barwieniu oranzem akry-
dynowym.
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Zwraca uwage, ze pierwotne i przerzutowe sprawy nowotworowe zajmujg po-
lowe objeto$ci czeSci ilustracyjnej. ZarO6wno z zestawoOw zdjeé, jak i z opisow
wynika, ze doSwiadczenie autora w tej dziedzinie jest szczegélnie duze, a zebrany
material — bardzo bogaty. Jest to zapewne w znacznej mierze zasluga stosowa-
nej przez Kolmela metody zageszczania komoérek, ktéra, mimo wspomnianych wy-
zej zastrzezen, umozliwilta mu wykrywanie elementéw nowotworowych w pilynach
o cytozie tak niskiej jak 13, 10 a nawet 4 komoérki w 1 mm?.

Dowodem trafnego uchwycenia przez autora najtrudniejszych probleméw cy-
todiagnostyki plynu jest umieszczenie przed omawianiem zmian nowotworowych
rozdzialu ,,Komérki oclbrzymie”, w ktérym zebrat on obok siebie sporo elemen-
tow tego typu (i réznego pochodzenia), budzacych w praktyce codziennej naj-
wiecej watpliwos$ei rozpoznawczych.

Rozdzialy poswiecone zmianom zapalnym sa, niestety, znacznie ubozsze w ma-
teriat ilustracyjny, a pewne grupy schorzen sg potraktowane marginesowo (od-
czyny w sprawach pasozytniczych), lub zostaly zupelnie pominiete (np. grzybice
oérodkowego ukladu nerwowego). Nie udalo sie tez autorowi umie$ci¢é w atlasie
dobrego zdjecia komoérekx plazmatycznych, ktére posiadalyby wszystkie cechy,
charakteryzujace te elementy na terenie plynu mozgowo-rdzeniowego.

Mimo tych, niewielkich zreszta niedostatkéw, omawiany atlas, z jego dosko-
nala szatg graficzna i rzeczowym tekstem, nalezy uznaé za dzielo bardzo udane,
a wszystkim pracowniom diagnostyki plynu moézgowo-rdzeniowego —  Zyczyé
mozliwo$ei szybkiego nabycia tej ksigzki, ktérej warto§¢ w pracy codziennej be-
dzie zapewne bardzo duza.

Jerzy Kulczycki

http://rcin.org.pl



TRESC

H. Drac: Zmiany histologiczne w nerwach obwodowych w rdzeniowym za-
niku mie$ni Werdniga-Hoffmanna

G. Szumanska, M. Spatz: Wplyw octanu metylazoksymetanolu (MAMA) po-
danego Srodmazowo na ksztaltowanie sie zmian hlStOChemlCZl’lyCh w
moézgu szczura w roznych okresach jego rozwoju

J. W. Borowicz, A. Danielewicz-Kotowicz, R. Maryniak: meany w budow1e
mikroskopowo-elektronowej przysadk1 szczura pod wplywem morfiny.
I. Plat gruczotowy przysadki

J. W. Borowicz, A. Danielewicz-Kotowicz, R Marymak Zmlany w budow1e
mikroskopowo-elektronowej przysadki szczura pod wplywem morfiny.
II. Plat nerwowy przysadki . | NIRRT

M. J. Mossakowski, Z. Krasnicka, B. Gajkowska Wplyw D-penicylaminy
na obraz gliopatii watrobowej w hodowli tkankowej

G. Szumanska, M. Sikorska, R. Gadamski: Wplyw ostrego zatrucla tlenklem
wegla na zachowanie si¢ amin katecholowych w moézgu szczura. Ba-
dania histochemiczno-fluorescencyjne i biochemiczne

J. Pachecka, A. Sulinski, K. Traczykiewicz: Wplyw ostrego zatrucxa dlchlor-
fosem i trichlorfonem na aktywnosé niektérych esteraz w moézgu
szczura

1. B. Zelman, A. Pronaszko Kurczynskwa Zaburzema mlkro’krazema w mézgu
szczurébw w ostrej encefalopatii ouabainowej

D. Markiewicz, D. Ostrowska. Zmiany podrgawkowe w m()zgu myszy z pa-
daczka audiogenna .

M. Dambska, L. Dydyk, M. Lxebhart T, Rosz'kowskl J Szamborsk1 Zmlany w
moézgach noworodkéw w nastepstwie uszkodzenia zespolu pi6d-tozysko

B. Schmidt-Sidor, D. Pietrow, K. Jezierska: Przypadek noworodka bezmoéz-
giego z heterotopowym umiejscowieniem tkanki nerwowej w ptucu

D. Schreiber, H. Wessel, A. Musil: Guzy moézgu wywolane metylonitrozo-
mocznikiem. Wplyw cyklu dobowego na powstawanie nowotworow

F. W. Rath, W. Janisch: Kwaéne fosfatazy w ludzkich guzach mézgu

A. Kaminska, K. Mrozek, J. Rafalowska: Do$wiadczalna miastenia

Ocena ksigzek nadestanych

http://rcin.org.pl

17

33

47

57

75

93
107
119
129
137
145

153
163



COOIEPXKAHUE

X. Jpau: I'mcrosiormueckue M3MeHEHUA B NEepUGEPUUECKUX HepBax NPU CIIMH-
1IIOMO3rOBO¥M aTpodum Mbiul Bepaeura-I'opmana . .

I'. Illymanbcka, M. IInaw: Bamnsauue Me'mnaaoxcme'ra}{onox'raua (MAMA) no-
JlaBaeMoro BO BpeMs OepeMeHHOCTM, Ha KapTUHY I'MCTOXMMMWYECKUX M3Me-
HEHMII B MO3re KPbIChI B Pa3JIMYHbIE IIEPUOABLI €r0 Pa3sBUTUSH . . .

E. B. BopoBuu, A. JlauneneBud-KoroBud, P. Mapbiusak: Vi3MeHenus B 3.nex'rp0H—
HO-MMUKPOCKONIMYECKOM CTPOEHUM rvmoq:maa KPBICHI IIOJ BIIMSAHMEM MOD-
cdbusa. 1. ZKenesucraa poyisa rumodpusa . N

E. B. BopoBuy, A. Jlaunenesnu-KoroBuy, P, Mapbmax Mameﬂeuuﬁ B snexpou—
HO-MMKPOCKONMNYECKOM CTPOEHUN runocbusa KpPBICHI NOJ BIMAHUEM MOP-
cusa. I1. HepBuasa goud runocpuza . . . 3

M. f. MoccakoBcky, 3. Kpacbuuiika, B. I'am(oncxa B.nmmue D-neuummamma
Ha KapTUHY MEeYeHOYHO} TJIMOIIATUM B KYJbType TKaHMU . :

I'. IIymanbcka, M. Curopcka, P. T'agamcku: Biusinue OCTPOTro o’rpasnemm
OKMCBIO yrijlepojla Ha IIOBeJeHMe KaTeXOJdMMHOB B MO3Ty KDBICEI . . .

A. INaxeuxa, A. Cymunbcky, K. TpaubikeBuu: Biusuue OCTPOro OTPaBJIEHUSA
aAuxjaopdocoM M TPUXJIOP(MOHOM HA aKTHUBHOCTH HEKOTOPBIX 3CTepas
B MO3re KpBICHI .

U. B. 3eabman, A. I'Iponamxo-Kyqumbcxa Hapymem/m Mm(poumpxynmmu
B MO3re KpbIC IIPM OCTPOI1 OyabamHOBOM 9HUEdAJONATUN .

JI. MapkeBu4, JI. OcTpoBcKa: VI3MEHEHMS B MO3TY MbIIINM TOCHE npunam{os
ayAMOTEeHHOM SNMIIENCUm .

M.JTombcka, JI. Abiabik, M. JIn6xap'r u. POII.IKOBCKM }O HlaM6op(Kn Mcme..e—
HUS B MO3Ty HOBOPOXKJAEHHBIX BCJEACTBME TOBPEXKJeHNMA KOMIuIeKca
njaoj-miaueHsTa . . s

B. IIImur-Cupop, O. Iletpos, K Hsepcxa Cnyqau uonopomueuuoro 693 Mozra
C TeTepOTPOIIHOM JOKAAMu3allell HepBHOM TKauu B JEIKHX .

JI. lIperibep, X. Beccea, A. Mycua: Onyxosu Mo3ra, BbI3BaHHbIE MeTummTpa3o-
MOYE€BHMKOM. Biausanmue cyTO4YHOTO pUTMa Ha 06pasosauue OITy XOJIeN .

®. B. Par, B. fInum: Kucnoie docdara3bl B ONyXOJaAX MO3ra 4HeJOBeKa

A. Kamuubcka, K. Mpoxek, fI. Pacdajnoscka: 2rcrnepuMenTaibiasg MuacTe:us .

Penensun SO o L4 A

http://rcin.org.pl

17

33

47
57

75

85
93

107

119
129

137
145
153
163



CONTENTS

H. Drac: Histological changes in peripheral nerves in spinal Werdnig-Hoff-
mann muscular atrophy ! A LT IRV G E el el ol - I

G. Szumanska, M. Spatz: Histochemical investigation of experimental mi-
croencephaly induced by methylazoxymethanol acetate (MAMA)

J. W. Borowicz, A. Danielewicz-Kotowicz, R. Maryniak: Electron-microsco-
pic changes in rat hypophysis induced by morphine. I. Adenohypophysis

J. W. Borowicz, A. Danielewicz-Kotowicz, R. Maryniak: Electron-microsco-
pic changes in rat hypophysis induced by morphine. II. Neurohypophysis

M. J. Mossakowski, Z. Kra$nicka, B. Gajkowska: Effect of D-penicillamine
on the hepatic gliopathy in tissue culture

G. Szumanska, M. Sikorska, R. Gadamski: Effect of acute carbon monox1de
intoxication on rat brain catecholamines

J. Pachecka, A. Sulinski, K. Traczykiewicz: The effect of acute 1ntoxxcatio'1
by Dichlorvos and Trichlorphon on the activities of some rat brain
T A R I e L S AT e R R e

I. B. Zelman, A. Pronaszko-Kurczynska: Microcirculation disorders in rat
brain in acute ouabain encephalopathy "

D. Markiewicz, D. Ostrowska: The changes in the mouse bram evoked by
the audiogenic epileptic fits

M. Dambska L. Dydyk, M. Liebhart, I. Roszkowskl J. Szamborski: Changes
in the brain of newborns resultmg from the damage to foetus-placen-
ta complex

B. Schmidt-Sidor, D. Pietrow, K. Jezierska: A case of anencephaly with
heterotopic nerve tissue in the lung .

D. Schreiber, H. Wessel, A. Musil: Brain tumour mduction by methylm-
trosourea. Influence of the circadian rhythm on tumour induction by
nitrossurea

F. W. Rath, W. Jamsch Amd phosphatases in human braln tumours

A. Kammska K. Mrozek, J. Rafatowska: Experimental myastema

Beooks review ST Y, ok g i :

http://rcin.org.pl

17
33

47

85
93

107

119

129

137
145
153
163



WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Neuropatologia Polska zamieszcza prace 2z zakresu neuropatologii klinicznej
i do$wiadczalnej craz dziedzin pokrewnych (neuroonkologii, neuroanatomii, neuro-
chemii itp.).

Redakcja pisma przyjmuje do druku prace oryginalne i doniesienia kazuistycz-
ne; prace poglgdowe — przygotowane wylgcznie na zaproszenie Redakcji.

Neuropatologia Polska przyjmuje do druku prace w jezyku polskim, angiel-
skim, francuskim i niemieckim.

Warunkiem przyjecia pracy jest o$wiadczenie autora, ze praca nie byla druko-
wana w innym czasopiSmie oraz pisemna zgoda kierownika placowki/ek na jej
opublikowanie.

Objetos¢ pracy oryginalnej nie powinna przekracza¢ wraz z peing dokumen-
tacjg (streszczenie, pismiennictwo, tabele, wykresy, ryciny itp.) 20 stron, pracy
kazuistycznej — 10 stron.

Prace nalezy przesyla¢ w 2 egzemplarzach w znormalizowanym maszynopisie
(4-cm margines z lewej strony, 30 wierszy na strone z zachowaniem podwo6jnego
odstepu, bez odrecznych poprawek i podkreslen).

Wykaz piS$miennictwa, ulozony alfabetycznie, powinien obejmowaé¢ wylgcznie
pozycje cytowane w pracy. W wykazie piSmiennictwa podaje sie nazwiska i ini-
cjaly wszystkich autoréw, tytul pracy, nazwe czasopisma, rok, tom, pierwszg
i ostatnig strone publikacji. W przypadku zrédel ksigzkowych — nazwisko(a)
i inicjal(y) autorow, tytul ksigzki (ew. rozdzialu), wydawce, miejsce i rok wyda-
nia. W teks$cie nalezy poda¢ nazwisko autora(dw) oraz rok publikacji. W przy-
padku, gdy autoréow cytowanej pozycji jest wigecej niz dwoéch, nalezy podaé na-
zwisko pierwszego autora ze skrotem ,,i wsp.”.

Ryciny ograniczone do niezbednych powinny by¢ oznaczone kolejnymi numera-
mi. Wskazane jest zestawienie rycin w tablice zbiorcze o wymiarach 12,5 X 19 cm.

Redakcja prosi o nadsylanie objasnien i podpisow do tabel, schematéw i rycin
oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Redakcja zastrzega sobie prawo wprowadzania koniecznych poprawek stylistycz-
nych i zmniejszania iloSci rycin bez porozumienia z autorem.

Redakcja nie zwraca maszynopiséw nadestanych prac.

Redakcja prosi autoré6w o dokiladne sprawdzenie tekstow apelujgc o zwiezlo$é,
przejrzysty uklad pracy oraz staranne przygotowanie materialu ilustracyjnego.

Autorzy otrzymujg pierwsza korekte pracy. W korekcie Redakcja uwzglednia
jedynie btedy literowe oraz poprawki pomylek drukarskich.

Autorzy prac zamieszczonych w Neuropatologii Polskiej otrzymujg honorarium
wg ustalonych stawek oraz 25 odbitek na koszt autora.
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